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1 Einleitung

1.1 Das Hepatitis C Virus

Das Hepatitis C Virus ist eine der fihrenden Ursachen flr chronische
Lebererkrankungen. Weltweit sind nach Angaben der World Health Organisation
(WHO) etwa 150 Millionen Menschen infiziert. Bei mehr als 70% aller Infizierten
bildet sich unter anhaltender Virusreplikation eine chronische Infektion mit einem
Uber Jahrzehnte andauernden Krankheitsverlauf. Jahrlich kommen 3-4 Millionen
Neuinfektionen hinzu und 350.000 Menschen sterben an Lebererkrankungen, die in
direktem Zusammenhang mit einer HCV-Infektion stehen [1]. Etwa 5-20% aller
Infizierten entwickeln eine Leberzirrhose und 1-5% aller HCV-Patienten sterben an
dieser oder an hepatozellularen Karzinomen. 25% aller Falle von Leberkrebs treten
im Rahmen einer HCV-Infektion auf.

Im Jahre 1989 wurde das zuvor als Erreger der Non A-Non B Hepatitis deklarierte
Virus als Hepatitis C Virus (HCV) identifiziert [2, 3]. Es gehort zur Familie der
Flaviviridae. Namensgebend fur diese Familie ist das Gelbfieber-Virus (lat. flavus =
gelb). Neben dem Hepacivirus Hepatitis C gehdéren auch andere Flaviviren
(Gelbfieber, FSME) und Pestiviren zu dieser Familie einzelstrangiger RNA-Viren.
Das Hepatitis C Virus kann in 7 Genotypen unterteilt werden [4], wobei sich die
Nukleotidsequenz der Genotypen um bis zu 33% voneinander unterscheidet [5] und
die geographische Verteilung der Genotypen variiert. In Europa sind vor allem die
Genotypen 1-3 vertreten [6]. Insbesondere die Genotypen 1 und 4 sind schlecht
therapierbar, wobei die Entwicklung sogenannter direct acting antiviral drugs (DAAD)
in den letzten Jahren verglichen mit der Standardtherapie unter pegyliertem
Interferon alpha und Ribavirin die Heilungschancen verbessert hat. Die DAAD
hemmen virusspezifische Enzyme, insbesondere die NS3/4A-Protease, NS5A und
die RNA-abhangige RNA-Polymerase NS5B, so dass die Virusreplikation zum
Erliegen kommt.

Der Verlauf einer Hepatitis C Infektion ist schleichend, haufig treten Uber Jahrzehnte
keinerlei oder nur unspezifische Symptome auf, so dass die Erkrankung oft erst spat
durch die dann bereits massiven Schadigungen erkannt wird. Dies legt nahe, dass
HCV im Laufe der Koevolution mit dem menschlichen Wirt Mechanismen entwickelt

hat, um dessen Immunantwort zu umgehen, Entziindungsreaktionen zu manipulieren



18

und die Infrastruktur der Wirtszelle flr seinen Lebenszyklus zu nutzen, ohne die Zelle
dabei massiv in ihrer Viabilitdt zu beeinflussen. Dennoch kommt es im Laufe von
Jahrzehnten durch die chronische Entzindung zu massiven Schaden des
Lebergewebes (Leberzirrhose) und damit zu dessen funktionaler Beeintrachtigung.
Diese Schadigung wird insbesondere durch die kontinuierliche Immunantwort des
Wirts verursacht, die zur Viruselimination jedoch nicht ausreicht. Hinzu kommen
jedoch auch direkte Schadigungen durch die Expression viraler Proteine sowie

oxidativen Stress [7].

1.1.1 Der virale Zelleintritt

Der virale Eintritt des Hepatitis C Virus in den Hepatozyten ist ein dreistufiger
Prozess bestehend aus Bindung an die Zelloberflache, Internalisierung und
Freisetzung ins Zytosol (Abb. 1.1).

Die Hepatitis C Viren liegen im Blut zunachst als sogenannte lipovirale Partikel, also
an Lipoproteine wie LDL und VLDL assoziiert, vor [8]. Als initiale Anhaftungsfaktoren
fur die viruseigenen Glykoproteine dienen Glykosaminoglykane oder der LDL-
Rezeptor auf der Hepatozytenoberflache [9, 10]. Die Internalisierung erfolgt Gber
einen rezeptorvermittelten, endozytotischen Prozess, an dessen Verlauf unter
anderem die Oberflachenmoleklle cluster of differentiation 81 (CD81) und scavenger
receptor B1 (SR-BI) sowie die tight junction Proteine Claudin-1 (CLDN) und Occludin
(OCLN) beteiligt sind [10]. Im Anschluss an die Endozytose kommt es zu einer pH-
abhangigen Fusion der viralen Membran mit der nun endosomalen Membran und der
anschlielfenden Freisetzung des Nukleokapsids ins Zytosol [11]. Die viruseigenen
Glykoproteine E1 und E2 spielen eine wichtige Rolle fur den Eintritt des Virus in den
Hepatozyten. Sie bendtigen fur ihre Bindung an die Wirtszelloberflache
leberspezifisches hochsulfatiertes Heparansulfat-Proteoglykan (HSPG) [12]. Da sich
Heparansulfate je nach Gewebe, Zelltyp und zelluldarem Entwicklungsstadium
voneinander unterscheiden, konnte in dieser Spezifitdt eine Ursache fur die
Hepatotropie des Hepatitis C Virus liegen [13].

Der scavenger receptor B1 dient unter physiologischen Bedingungen vor allem dem
reversen Cholesterintransport und wird hauptsachlich in der Leber exprimiert [13]. Er

bindet HDL aus dem Blut mit hoher Affinitat, internalisiert es Uber eine Clathrin-
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unabhangige Endozytose und vermittelt so die Cholesterinaufnahme in die
Hepatozyten [14]. Im Falle einer Hepatitis C Infektion vermittelt SR-BI die Bindung an
Viruspartikel, welche im Blut an Lipoproteine gekoppelt vorliegen. Dies geschieht E2-
unabhangig unter Beteiligung von Apolipoprotein E, einem vom Wirt im Rahmen des
viralen Zusammenbaus erworbenen und auf der Oberflache der Viruspartikel
befindlichen SR-Bl-Liganden [15, 16]. Zu einem spateren Zeitpunkt des Eintritts
interagiert SR-BI mit der hypervariablen Region | (HVR1) des Glykoproteins E2 [15].
Ein weiterer Rezeptor, welcher unter physiologischen Bedingungen am
Fettstoffwechsel beteiligt ist und eine Rolle beim Eintritt des Hepatitis C Virus in die
Wirtszelle spielt, ist der Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) Cholesterinaufnahme-
Rezeptor [17].

E2 interagiert zudem direkt mit dem zur Familie der Tetraspanine gehoérenden
Protein CD81 [18], welches auf der Oberflache von Hepatozyten sowie T- und B-
Lymphozyten exprimiert wird [13]. CD81 spielt erst als Post-Bindungsfaktor nach der
initialen Interaktion des Virus mit der Wirtszelloberflache eine Rolle [19], indem es
eine Relokalisation des Virus zum tight junction Protein CLDN1 bewirkt [9]. CD81 ist
aufgrund seines Vorkommens auf der Oberflache immunkompetenter Zellen
moglicherweise an der Modulation der adaptiven Immunantwort des Wirts beteiligt,
wodurch die Chronifizierung der Infektion ermdglicht wird [13]. Eine direkte
Interaktion zwischen CLDN1 und Hull-Glykoproteinen findet nicht statt [20], sondern
eine Komplexbildung zwischen CD81 und CLDN1.

Der EGF Rezeptor sowie der Ephrin Rezeptor A2 dienen aufgrund ihrer
Tyrosinkinase-Aktivitat als Kofaktoren fur den viralen Eintritt, indem sie regula-
torischen Einfluss auf den intrazellularen Transport von CD81, CLDN1 oder beiden
Proteinen sowie deren Transport an die Zelloberflache nehmen und damit auf die
Komplexbildung zwischen CD81 und CLDN1 sowie die Glykoprotein-abhangige
Membranfusion des Virus. Eine Liganden-vermittelte Aktivierung des EGF Rezeptors
bewirkt eine Verstarkung des Viruseintritts, ist jedoch keine Voraussetzung hierfur
[10, 21].

Die Lokalisierung von CLDN1 und OCLN in den tight junctions ist Voraussetzung fur
den viralen Eintritt. Beide tight junction Proteine sind offenbar an spaten Schritten
des viralen Eintritts beteiligt, wie z.B. der HCV Glykoprotein-abhangigen Zellfusion.
Zur Verhinderung der Infektion einer bereits infizierten Zelle, also einer sogenannten
Superinfektion, reguliert HCV die CLDN1 wie auch die OCLN Expression herab.
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Diese Herabregulation hat einen entscheidenden Einfluss auf die Polaritat der
Hepatozyten und dadurch bedingt auf das gerichtete trafficking vieler Proteine und
die Gallensekretion. Des Weiteren kommt es hierdurch zu morphologischen
Veranderungen am Hepatozyten in dessen Folge Symptome wie z.B. cholestatische
Funktionsstorungen aufgrund einer veranderten Expression spezifischer
hepatozellularer Transportproteine und damit verbundener Reduktion des
Gallensaureflusses auftreten [9, 22].

Ebenfalls eine Rolle beim viralen Eintritt spielen auch der Botenstoff CAMP sowie die
Proteinkinase A. Eine HCV Infektion erhoht den cAMP-Spiegel und verstarkt die
Aktivierung von Substraten der Proteinkinase A. Die Lokalisierung von CLDN1 auf
der Plasmamembran und die damit verbundene Fahigkeit zur Komplexbildung mit
CD81 ist PKA-abhangig und essentiell fir den viralen Eintritt. HCV aktiviert die
Proteinkinase A auf einem cAMP-abhangigen Weg und erhdht somit die Infektiositat
freier Viren sowie die virale Transmission [23].

Der CD81-CLDN1-Komplex wird uber einen Clathrin- und Dynamin-abhangigen
Prozess endozytiert, das Virus gelangt auf diesem Weg ins Innere der Zelle [24, 25].

Dort angelangt kommt es zur pH-abhangigen Fusion des Virus in frihe Endosomen,
wobei eine Beteiligung der viralen Glykoproteine E1 und E2 aufgrund ihrer
potentiellen Fusionsdomanen angenommen wird [26]. Ein Eintritt des Virus in

benachbarte Zellen kann ebenfalls Gber direkte Zell-Zell-Transmission erfolgen [27].

GAGs
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Abbildung 1.1: Eintritt des Hepatitis C Virus in die Wirtszelle. Der virale Eintritt in die Zelle verlauft
dreistufig. Zunachst bindet das Virus an die Oberflache der Wirtszelle und wird dann unter Beteiligung
der Oberflachenrezeptoren CD81 und SR-Bl sowie den Tight junction Proteinen CLDN1 und OCLN
internalisiert. Schlief3lich wird das Nukleokapsid in einem pH-abhangigen Fusionsprozess ins Zytosol
freigesetzt (modifiziert nach Yang et al., 2008).
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1.1.2 Die Virusproteine

Das Hepatitis C Virus besitzt ein einzelstrangiges RNA Genom positiver Polaritat mit
einer Grolde von etwa 9,5 kb. Es kodiert einen einzigen offenen Leserahmen (ORF),
der am 3’- wie auch am 5’-Ende von nicht-kodierenden Regionen (NTRs) flankiert
wird. Am 5-Ende der viralen mRNA befindet sich eine interne ribosomale
Eintrittsstelle (IRES), welche die Bindung der mRNA an die Ribosomen vermittelt und
so die Translation initiiert. Im Anschluss an die Translation wird das Polyprotein
durch wirtsspezifische Proteasen im Bereich der Strukturproteine sowie durch die
viruskodierte NS3/4A Protease im Bereich der Nicht-Strukturproteine prozessiert
[28]. Die Strukturproteine Core bis E2 bilden die Virushulle, wahrend die Nicht-

Strukturproteine NS3 bis NS5B eine Rolle bei der viralen Replikation spielen.
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Abbildung 1.2: Das virale Genom kodiert in einem offenen Leserahmen ein Polyprotein. Die
posttranslationale Prozessierung erfolgt durch Signalpeptidasen (SP) und Signalpeptidpeptidasen
(SPP) im Bereich der Strukturproteine, Core bis p7, sowie durch die Serinprotease-Aktivitat des Nicht-
Strukturprotein-Komplexes NS3/4A im Bereich der sechs Nicht-Strukturproteine, NS3 bis NS5B. NS2
schneidet das Polyprotein im Bereich zwischen Struktur- und Nicht-Struktur-Proteinen. Abkiirzungen:
IRES: internal ribosome binding site; NTR: nontranslated region; RdRp: RNA-dependent RNA-
polymerase (modifiziert nach Bartenschlager, 2006).

Das Core Protein ist das erste Strukturprotein des Hepatitis C Virus und bildet das
virale Nukleokapsid [28]. Die Funktion der Hullproteine E1 und E2 liegt in ihrem
Beitrag zum viralen Eintritt (siehe 1.1.1). Das Nicht-Strukturprotein NS3 tragt
N-terminal eine Protease Domane vom Serin-Typ und C-terminal eine RNA
Helikase/NTPase Domane. NS3 liegt in Assoziation mit NS4A vor, welches als
Kofaktor die Protease-Aktivitat von NS3 unterstutzt. Der Membrananker von NS4A

bewirkt eine Lokalisierung des Komplexes am Endoplasmatischen Retikulum, wo die
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Spaltung der Nicht-Strukturproteine NS4B bis NS5B stattfindet. Die Aktivitat der
NS3/4A Protease ist somit ebenfalls fur die Ausbildung des Replikationskomplexes
entscheidend [28]. NS5A ist ein Phosphoprotein, welches in zwei verschiedenen
Phosphorylierungsvarianten vorliegt: eine basal (hypo-) phosphorylierte Form (p56),
welche flur die Replikation von Bedeutung ist, sowie eine hyperphosphorylierte Form
(p58), die beim viral assembly eine Rolle spielt [29]. Aufgrund seiner Fahigkeit zur
RNA-Bindung ist NS5A fiir die virale Replikation essentiell [30]. Uber einen
Membrananker ist das Protein mit dem Endoplasmatischen Retikulum assoziiert und
interagiert mit der ebenfalls membrangebundenen RNA-abhangigen RNA-

Polymerase NS5B, dem wichtigsten Enzym der viralen Replikation [28, 31].

1.1.3 Die virale Replikation

Alle viralen Nicht-Strukturproteine sind direkt oder indirekt, wie zum Beispiel der
Kofaktor NS4A Uber NS3, an die Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER)
gebunden. Hier finden sowohl Genomreplikation als auch Translation sowie
posttranslationale Modifikation des Polyproteins statt [32]. Nach der Freisetzung der
viralen RNA ins Zytoplasma wird diese Uber eine interne ribosomale Eintrittsstelle
(IRES) an die Ribosomen des rauen ER gebunden, ohne dass weitere
Initiationsfaktoren bendtigt werden [32].

NS4B bewirkt durch seine GTPase-Aktivitat massive Membranveranderungen und
damit die Entstehung des sogenannten membrandsen Netzwerkes, zu dessen
Bestandteilen unter anderem das raue ER, spate Endosomen, coat protein (COP)
Vesikel, Mitochondrien und lipid droplets gehdren. Den Hauptbestandteil machen
jedoch Einzel- und Doppelmembranvesikel aus [33, 34]. Diese intrazellularen
Membranen schiutzen die Proteine des Replikationskomplexes zum Beispiel vor
Degradation [32]. Eine Veranderung des Lipidgehalts der Zelle kann einen Einfluss
auf die Membranintegritat haben und so die Replikation des Hepatitis C Virus negativ
beeinflussen. So ist zum Beispiel die physiologische Funktion des LDL Rezeptors fur
die virale Replikation von Bedeutung, da dieser starken Einfluss auf die
Lipidzusammensetzung der Wirtszelle hat [35].

NS3 besitzt Helikase-Aktivitat und ist aktiv an der viralen Genomreplikation beteiligt

[31]. NS5A existiert in zwei verschiedenen Phosphorylierungsvarianten, die nach
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ihrem Molekulargewicht unterschieden werden konnen. Die basale Form wird als p56
und die hyperphosphorylierte Form als p58 bezeichnet. Die hyperphosphorylierte
Form von NS5A Ubt einen inhibitorischen Einfluss auf die Replikation aus, wenn sie
diese auch nicht vollstandig unterbindet. Zellkultursysteme enthalten aus diesem
Grund adaptive Mutationen im Bereich des Phosphoproteins NS5A, die die
Hyperphosphorylierung verhindern und so die Replikation deutlich verbessern. Die
Bildung infektidser Partikel wird bedingt durch die Beeinflussung der Interaktion von
NS5A mit dem viralen Core Protein verhindert [36]. Dies erklart, warum
Volllangenreplikon-Zelllinien zur Replikation, jedoch nicht zur Freisetzung viraler
Partikel befahigt sind. NS5A kann damit eine regulatorische Funktion fir die virale
Replikation wie auch die Zusammensetzung des Virus zugeschrieben werden [29].
Die RNA-abhangige RNA-Polymerase NS5B amplifiziert die RNA unter Beteiligung
weiterer viraler Strukturproteine sowie Wirtszellfaktoren [32]. Die hohe genetische
Variabilitat des Hepatitis C Virus ist bedingt durch die fehlende proofreading Funktion
von NS5B [37]. Die Replikation verlauft semikonservativ und asymmetrisch. Der
positive RNA-Strang wird in einen negativen Strang umgeschrieben, welcher dann
fur die Bildung positiver RNA-Strange als Matrize dient. Die entstehende RNA dient
als mRNA fur die Translation, als Matrize fir die Replikation sowie fur die Bildung
neuer, infektioser Viren (viral assembly) [32]. Neben den viralen Nicht-
Strukturproteinen sind auch Wirtsfaktoren wie z.B. VAP A und B, helF 4All, die
zellulare RNA Helikase p68 und a-Actinin an der Bildung des Replikationskomplexes
beteiligt [37].

Die Degradation der T-Cell Protein Tyrosine Phosphatase (TC-PTP) durch die virale
NS3/4A Protease bedingt eine verstarkte Aktivierung des EGF Rezeptors und
dadurch vermittelt eine gesteigerte basale Aktivitat der Serin-/Threoninkinase Akt,
was wiederum fur die virale Replikation von grof3er Bedeutung ist [38].

Ein weiteres Enzym der Wirtszelle, welches an der Replikation beteiligt ist, ist die
Tyrosinkinase c-Src. Sie interagiert Uber ihre SH2-Domane mit NS5A und Uber ihre
SH3-Domane mit NS5B. Dadurch vermittelt c-Src die Interaktion zwischen NS5A und
NS5B, die wiederum fur die Entstehung des Replikationskomplexes entscheidend ist
[39].
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1.2 Die EGF Rezeptor Familie

Die epidermal growth factor (EGF) Rezeptor Familie gehoért zur Familie der
Rezeptortyrosinkinasen und besteht aus vier Mitgliedern: EGFR (auch ErbB1/HER1),
ErbB2 (Neu/HER2), ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4). Die Rezeptoren bestehen
aus einer grofken, extrazellularen Ligandenbindungsdomane, auch Ektodomane
genannt, welche wiederum aus vier Subdomanen (I-IV) aufgebaut ist, einer alpha-
helikalen transmembranaren Domane, sowie einer kleinen intrazellularen
Juxtamembran-doméne, einer Kinasedomane und einem C-Terminus, dessen
Phosphotyrosinreste als Bindungsstellen flr zahlreiche Effektormolekile fungieren
[40].

Die extrazellularen Subdomanen werden weiter unterteilt in die Leucin-reichen
Domanen L1 und L2, die der Ligandenbindung dienen und die Lamin-ahnlichen,
Cystein-reichen Domanen CR1 und CR2 [40]. Zwei der vier Familienmitglieder
unterscheiden sich in ihrem Aufbau von den dbrigen und sind nicht autonom: ErbB2
besitzt keine Ligandenbindungsstelle, ErbB3 hat keine Tyrosinkinaseaktivitat, so
dass diese Rezeptoren nur zur Ausbildung von Heterodimeren befahigt sind.

Ebenso wie die Rezeptoren sind auch die Liganden der ErbB Rezeptoren
glykosylierte Transmembranproteine [40]. Die Ektodoméanen der Liganden werden
jedoch durch extrazellulare Proteasen wie z.B. die Metalloproteinase ADAM17 in
einem als ectodomain shedding bezeichneten Prozess von der Zelloberflache
abgetrennt und so als ausgereifte Effektormolekule freigesetzt [41]. Insgesamt sind
zur Zeit 13 extrazellulare Liganden beschrieben, die alle eine konservierte EGF-
ahnliche Domane enthalten, welche aus sechs Cysteinresten besteht. Neben der
EGF-ahnlichen Domane, welche spezifische Interaktionen ermdglicht, haben die
Liganden zusatzlich potentielle Interaktionsdomanen geringerer Affinitat, daflr aber
auch geringerer Spezifitdt. Dies ermdglicht die Rekrutierung unterschiedlicher
Dimerisierungspartner [42].

Zur Erlangung ihrer Funktionalitat bilden die Rezeptoren Homo- bzw. Heterodimere.
ErbB2-haltige Heterodimere sind trotz der fehlenden Ligandenbindungsstelle des
Rezeptors bevorzugt, da sie potente SingalUbertragung ermoglichen. Besonders
Homodimere weisen eine deutlich verminderte Potenz zur Signallibertragung auf,

wobei zu berucksichtigen ist, dass gerade die Unterschiede zwischen den
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unterschiedlichen Hetero- und Homodimeren eine Feinabstimmung der

Signallbertragung ermdglichen [42].
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Abbildung 1.3: Aufbau der Rezeptor-Monomere (oben) und Ausbildung eines Rezeptor-Dimers
(unten). Oberer Teil der Abbildung: Alle Rezeptoren der ErbB Familie bestehen aus einer
extrazellularen, einer transmembranaren und einer intrazellularen Doméane. Extrazellular findet sich
mit Ausnahme des ErbB2 Rezeptors die Ligandenbindungsstelle, intrazellular die Kinasedoméane. Der
ErbB3 Rezeptor bildet hier die Ausnahme, da er keine Tyrosinkinaseaktivitat besitzt. Unterer Teil der
Abbildung: Die Bindung eines Liganden bewirkt eine Konformationsanderung des Rezeptors, wodurch
die Bildung von Homo- (im Falle von EGFR und ErbB4) oder Heterodimeren ermdglicht wird. Erst in
der dimerisierten Form koénnen die Rezeptoren ihre Funktion entfalten (nach Baselga and Swain,
2009).

Die Rezeptoren liegen auch im unstimulierten Zustand teilweise predimerisiert bzw.
preoligomerisiert vor [43]. Die Uberexpression einzelner Rezeptoren verandert
aufgrund der Verschiebung des Heterodimerisierungsmusters die Signalubertragung
in der Zelle.

Hepatozyten sind die Zellen, die vergleichsweise die hochste ErbB-Rezeptordichte
aufweisen. Dies deutet darauf hin, dass die EGF Rezeptor Familie fur die normale
Leberfunktion von Bedeutung ist. Uberexpression oder Hyperaktivierung der ErbB
Rezeptoren 1, 2 und 3 stehen haufig im Zusammenhang mit Krebserkrankungen und
verschlechtern deren Prognose [44].

Liganden der EGF Rezeptor Familie werden in zahlreichen Geweben, unter anderem

der Leber produziert. Transforming growth factor alpha (TGFa), EGF und
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Amphiregulin binden ausschlieBlich an EGFR, die Neureguline nur ErbB3 und ErbB4.
Betacellulin und heparin-binding-EGF (HB-EGF) hingegen binden an EGFR und
ErbB4, Epiregulin an EGFR, ErbB3 und ErbB4 [45].
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Abbildung 1.4: Liganden der ErbB Rezeptorfamilie. Der klassische Ligand des EGF Rezeptors ist
der namensgebende epidermal growth factor (EGF), weitere Liganden sind unter anderem HB-EGF,
Betacellulin und Amphiregulin. Typische Liganden fir den ErbB3 und ErbB4 Rezeptor sind die
Neureguline (nach Avraham and Yarden, 2011).

Zwei Signalwege sind im Zusammenhang mit der EGF Rezeptor Familie von
besonderer Bedeutung: der mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalweg,
dessen Aktivierung proliferationsfordernd wirkt und Einfluss auf Migration,
Differenzierung und Angiogenese hat, sowie der Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PI3K)/Akt-Signalweg, welcher antiapoptotische Wirkung hat und somit zum
Uberleben der Zelle beitragt [46].

Durch seine neun C-terminalen Tyrosinreste vermag der EGF Rezeptor (ErbB1) die
Rekrutierung einer Vielzahl von Signaltransduktoren zu bewirken. Ein prominentes
Beispiel ist die Interaktion des Rezeptors mit growth factor receptor-bound protein 2
(Grb2) und Src homology 2 domain-containing (Shc), welche Ras-vermittelt die
mitogen-activated protein kinase (MAPK) Kaskade aktiviert [40]. Uber die Aktivierung
des Ras-MAPK Signalwegs wird dann ebenfalls der Ras-PI3K-Akt/Proteinkinase B
Signalweg aktiviert [40].

Die Liganden-vermittelte Aktivierung des EGF Rezeptors bewirkt aullerdem die
Bildung von Negativregulatoren, zum Beispiel des suppressor of cytokine signaling 5
(SOCS5). Letzteres wurde unter anderem als Negativregulator von Rezeptor-
Tyrosinkinasen beschrieben und enthalt eine Src homology 2 (SH2) Domane [47],
uber die SOCS5 an EGFR binden kann. Zusatzlich interagiert SOCS5 uber eine
sogenannte SOCS Box mit dem ElonginBC Protein Komplex. Dadurch wird die E3
Ubiquitin Ligase Cbl rekrutiert, welche an den EGF Rezeptor bindet und ihn fur den
Abbau durch das 26S Proteasom vorbereitet [40, 47].
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Ebenfalls an der EGFR-Homobostase beteiligt sind leucine-rich repeats and
immunoglobulin-like domains protein 1 (LRIG1) und Sprouty2. LRIG1 wird nach
Stimulation des EGF Rezeptors durch einen Liganden verstarkt exprimiert und
bewirkt eine gesteigerte Ubiquitinierung und Degradation des EGF Rezeptors. Der
Prozess ist c-Cbl abhangig. LRIG1 ist also ein Negativregulator [48]. LRIG1 bewirkt
auf dem gleichen Wege eine Reduktion der Rezeptordichte der Ubrigen ErbB
Rezeptoren [49]. Sprouty2 wird durch Aktivierung des EGF Rezeptors an einem
konservierten Tyrosin-Rest phosphoryliert und rekrutiert in seiner aktiven Form c-Cbl
Uber die Interaktion mit deren SH2-Domane. c-Cbl bewirkt eine Polyubiquitinierung
von Sprouty2 und vermittelt dadurch dessen Abbau. Die EGFR-vermittelte
Aktivierung von Sprouty2 bewirkt so eine Reduktion des c-Cbl-vermittelten EGFR
Abbaus. Es handelt sich also um einen c-Cbl Antagonisten, der einen positiven
feedback loop bewirkt [50].

Der ErbB2 Rezeptor hat keine Ligandenbindungsstelle, ist jedoch der bevorzugte
Heterodimerisierungspartner fur die Gbrigen Mitglieder der EGF Rezeptor Familie.
Die basale Tyrosinkinaseaktivitat des ErbB2 Rezeptors ist verglichen mit EGFR und
ErbB4 deutlich erhoht. Der bevorzugte Dimerisierungspartner von ErbB2 ist ErbB3
[51]. Die extrazellulare Rezeptordomane des ErbB2 Rezeptors erinnert strukturell an
die ligandengebundene Domane des EGF Rezeptors, da eine starke Interaktion
zwischen Domane L1 und L2 stattfindet, was auch der Grund dafur ist, dass ErbB2
keine Liganden binden kann. ErbB2 steht also jederzeit fur die Interaktion mit
Liganden-gebundenen ErbB Rezeptoren zur Verfugung [40]. ErbB2 vermag deutlich
mehr Proteine an seine intrazellularen Phosphotyrosinreste zu binden als alle
Ubrigen Familienmitglieder [52]. Weitere Eigenschaften dieses Rezeptors sind die
hohere Affinitat sowie grofere Spezifitat, mit der ErbB2-Heterodimere Liganden
binden und die verlangsamte Dissoziation dieser Wachstumsfaktoren. Weiterhin
werden ErbB2-Heterodimere langsamer endozytiert und schneller an die Oberflache
zurlck transportiert (recycled). Dies bewirkt eine verlangerte Aktivierung zahlreicher
Signalwege. Der Abbau des ErbB2 Rezeptors erfolgt durch das 26S Proteasom,
allerdings schitzt das Chaperon heat shock protein 90 (HSP90) gemeinsam mit dem
HSP90 Co-Chaperon Cdc37 den Rezeptor durch Komplexierung vor Degradation
und stabilisiert ihn in der Membran. Durch die Komplexbildung wird jedoch
gleichzeitig die Fahigkeit zur Heterodimerisierung und damit auch die katalytische
Funktion des ErbB2 Rezeptors reduziert [40].
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Das humane v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 Gen
kodiert den Rezeptor ErbB3, welcher als einziger Rezeptor der EGF Rezeptor
Familie Uber keine Tyrosinkinase-Aktivitat verfugt und somit nur in
heterodimerisiertem Zustand Funktionalitat erlangt.

Typische Liganden des ErbB3 Rezeptors sind die verschiedenen Neureguline,
insbesondere das Neuregulin 1 (NRG1, Heregulin), sowie Epiregulin [53]. ErbB3 wie
auch ErbB4 binden die verschiedenen Neureguline mit unterschiedlicher Affinitat.
ErbB2 kann die Affinitat von ErbB3 flr Neureguline drastisch erhéhen, indem es die
Liganden-dissoziation vom Rezeptor verlangsamt und ist der bevorzugte
Dimerisierungspartner von ErbB3 [54]. ErbB3-haltige Heterodimere sind
insbesondere an der Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)
Signalwegs beteiligt und spielen zudem flr die Shc-Aktivierung eine Rolle. Eine
Interaktion des ErbB3 Rezeptors mit Grb2 findet im Gegensatz zum EGF Rezeptor
nicht statt [40].

ErbB3 wird im Gegensatz zu anderen Wachstumsfaktorrezeptoren nicht durch
Liganden-vermittelte Internalisierung von der Zelloberflache entfernt und im Lysosom
abgebaut, sondern hauptsachlich durch Rezyklisierung zurick an die Zelloberflache
gebracht. Die Ursache hierfur ist im Bereich des C-Terminus des ErbB3 Rezeptors
zu finden. Waterman et al. konnten nachweisen, dass ein Austausch des C-Terminus
des EGF Rezeptors gegen die entsprechende Domane des ErbB3 Rezeptors die
Endozytose des EGF Rezeptors reduziert. Mittels Immunprazipitation konnten sie
des Weiteren belegen, dass die Ursache hierfir darin liegt, dass der C-Terminus des
ErbB3 Rezeptors nicht zur c-Cbl Rekrutierung befahigt ist [54]. Die E3 Ubiquitin
Ligase Nrdp1 vermittelt den Abbau des ErbB3 Rezeptors und sorgt so fur ein
FlieRgleichgewicht des Rezeptors auf der Zelloberflache. Die Stimulation des ErbB3
Rezeptors mit NRG1 bewirkt eine Stabilisierung von Ubiquitin-specific protease 8
(USP8), einem De-Ubiquitinierungsenzym, welches seinerseits Nrdp1 stabilisiert. Die
katalytische Aktivitat von USP8 ist hierbei fur die NRG1-vermittelte Nrdp1
Stabilisierung entscheidend. Als mdoglicher Signalweg fur die USP8 Stabilisierung
wird der Akt Signalweg und eine durch Akt vermittelte Phosphorylierung von USP8
am Threoninrest 907 angenommen. Daraus ergibt sich ein NRG1-vermittelter Abbau
des ErbB3-Rezeptors auf Proteinebene unter Beteiligung von USP8 und Nrdp1 [55].
Das humane v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 Gen

kodiert den ErbB4 Rezeptor, wobei durch alternatives SpleiRen der pra-mRNA
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verschiedene ErbB4-Isoformen entstehen. Die Rolle des ErbB4 Rezeptors ist noch
nicht so detailliert aufgeklart wie die der Ubrigen Mitglieder der EGF Rezeptor
Familie. Nach derzeitiger Kenntnis scheint die ErbB4 Rezeptor-vermittelte
Signaltransduktion eher einen inhibitorischen Effekt auf das Zellwachstum zu haben,
wahrend die anderen Mitglieder der ErbB Familie proliferationsférdernde
Eigenschaften aufweisen [46].

ErbB4 weist, trotz der infolge der Aktivierung vermittelten unterschiedlichen
proliferativen Eigenschaften, in Bezug auf Liganden und aktivierte Signalkaskaden
eine groRe Ahnlichkeit mit dem EGF Rezeptor auf. So binden die Liganden
Betacellulin, HB-EGF, Epiregulin und Epigen sowohl ErbB1 als auch ErbB4, wobei
jedoch auch Neureguline eine Aktivierung von ErbB4 vermitteln. ErbB4 rekrutiert
ebenso wie EGFR Grb2, Shc und signal transducer and activator of transcription 5
(STATS). Eine Isoform des Rezeptors vermag auflerdem den PI3K-Signalweg zu
aktivieren [40]. Im Gegensatz zu EGFR rekrutiert ErbB4 c-Cbl jedoch nicht auf
direktem Wege und wird dadurch langsamer abgebaut [40]. Die Aktivierung der
Proteinkinase C fuhrt zur proteolytischen Spaltung des ErbB4 Rezeptors, wobei ein
extrazellulares Fragment mit einer Masse von etwa 120 kD sowie ein intrazellulares
80 kD schweres Fragment entstehen. Die Proteinkinase C hat also einen
regulatorischen Einfluss auf die Signalubermittlung des Neuregulins, indem sie die
proteolytische Spaltung des ErbB4 Rezeptors vermittelt. Auf den Abbau der Ubrigen
Mitglieder der EGF Rezeptor Familie hat die Aktivierung der Proteinkinase C keinen
Einfluss [56]. Eine direkte Stimulation des ErbB4 Rezeptors mit Heregulin bewirkt
ebenfalls eine verstarkte proteolytische Spaltung des Rezeptors, im Falle der
Ektodomanen-Abspaltung wird eine Beteiligung der Metalloproteinase A disintegrin
and metalloproteinase 17 (ADAM17) angenommen [57]. Die zytoplasmatische
Domane von ErbB4 wird durch y-Sekretasen proteolytisch gespalten und dient
moglicherweise nach Translokation in den Kern als Aktivator der Transkription des
humanen v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 Gens
[58].

Die EGF Rezeptor Familie aktiviert auf verschiedenen Wegen den PI3K-Signalweg.
Wahrend EGFR und ErbB2 die PI3K Uber die Adapterproteine Grb2 und Grb2-
associated binding protein 1 (GAB1) aktivieren, haben ErbB3 und ErbB4
Bindungsstellen fur die p85 Untereinheit der P13 Kinase [46].

Auch ohne Aktivierung unterliegen die Rezeptoren einem standigen Zyklus aus
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langsamer Internalisierung in endosomale Kompartimente und schnellem
Rucktransport auf die Oberflache der Plasmamembran. EGFR durchlauft diesen
Zyklus langsamer als die Ubrigen Mitglieder der ErbB Rezeptorfamilie, verandert
jedoch als einziger Rezeptor Liganden-abhangig seinen Internalisierungsprozess.
Unter Beteiligung von Grb2 kommt es zu einer um den Faktor 5-10 beschleunigten
Endozytose. Dies bedingt auch die Tatsache, dass die EGFR-vermittelte
Signaltransduktion  hauptsachlich vom Endosom ausgeht, wahrend die
Signallbertragung der Ubrigen ErbB Rezeptoren hauptsachlich an der Oberflache
der Zelle ihren Ursprung findet [59]. Die Ursache fur die durch Ligandenbindung
unbeeinflusste Internalisierung der Gbrigen Rezeptoren liegt vermutlich darin, dass
keine spezifischen Internalisierungssequenzen in den zytoplasmatischen Domanen
vorhanden sind. Die Uberexpression einzelner Rezeptoren verandert aufgrund der
Verschiebung des Heterodimerisierungsmusters die Signaltransduktion in der Zelle
[59].

1.2.1 Einfluss des Hepatitis C Virus auf den EGF Rezeptor

Die EGF Rezeptor Familie spielt auch bei einer Infektion mit dem Hepatitis C Virus
eine Rolle. Wie bereits unter Kapitel 1.1.1 beschrieben, ist der EGF Rezeptor am
Eintritt des Hepatitis C Virus beteiligt [21]. Die Nicht-Strukturproteine des Hepatitis C
Virus und insbesondere NS5A modifizieren zudem die SignallUbertragung der ErbB
Rezeptoren. Nach Stimulation des EGF Rezeptors interagiert NS5A Uber Prolin-
reiche Motive mit der SH3-Domane von Grb2 [60] und verhindert so die EGFR-
vermittelte Aktivierung von extracellular-regulated protein kinase 1/2 (Erk1/2), was zu
einer Hemmung der Mitogen-aktivierten Signalkaskade fuhrt. NS5A interagiert
gleichzeitig mit der PI3 Kinase und bewirkt durch eine verstarkte
Tyrosinphosphorylierung an der p85 regulatorischen Untereinheit nach EGF
Stimulation eine gesteigerte Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs. Dies fuhrt
wiederum zu einer Hemmung der Apoptose und einer verbesserten Proliferation, was
fur die virale Persistenz und Pathogenese entscheidend ist [61]. Infolge der Grb2-
Hemmung kommt es NS5A-vermittelt ebenfalls zu einer Hemmung der Ras-

Aktivierung und damit der Ras-abhangigen Signalwege [62].
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Die Aktivierung des EGFR/Erk-Signalwegs kann durch Gallensalze erfolgen und
bewirkt eine Steigerung der viralen Replikation. Inhibitoren gegen EGFR und Erk in
Kombination mit Interferon-alpha verbessern die Effizienz der Hepatitis C Therapie
durch Hemmung der Gallensalz-vermittelten Steigerung der viralen Replikation. Der
Effekt der Gallensalze wird Uber eine Aktivierung des activator protein 1 (AP-1) sowie
des serum response element (SRE) in Zellen, die das subgenomische Replikon des
Hepatitis C Virus und damit die viralen Nicht-Strukturproteine einhalten, bedingt.
Zusatzlich wird durch Gallensalze die S-Phase des Zellzyklus verlangert, wodurch es
zu einer gesteigerten EGFR Phosphorylierung und erhdhten viralen RNA- und
Proteinspiegeln in der Zelle kommt [63].

Amphiregulin (AREG) ist ein EGFR Ligand, welcher unter Beteiligung des viralen
Nicht-Strukturproteins NS3 verstarkt exprimiert wird. AREG fordert die
Zellproliferation durch Stimulation der Erk-, Akt- sowie p38“APX-Signalwege und
schutzt die Zelle so vor HCV-vermittelter Apoptose, tragt auf diesem Wege jedoch
auch zur Entstehung von Leberzirrhose und hepatozellularen Karzinomen bei. Pei et
al. konnten belegen, dass eine Reduktion der AREG Expression zwar den viralen
Eintritt in die Zelle verbessert, jedoch die Bildung und Freisetzung infektidser Partikel
reduziert und so deren intrazellulare Anreicherung bewirkt. Die AREG Expression ist

demnach flir Zusammenbau und Freisetzung viraler Partikel essentiell [64].

1.3 Neureguline

Eine Vielzahl von  Wachstumsfaktoren und  Zytokinen werden als
Transmembranproteine exprimiert. Dies trifft auch auf die Neureguline, Liganden der
ErbB Rezeptorfamilie, zu. Sie werden auch als Neuroreguline bezeichnet, da sie an
der Entwicklung des Nervensystems beteiligt sind [65]. In einem als shedding
bezeichneten Prozess werden sie auf der extrazelluldaren Seite enzymatisch
abgespalten, im Falle der Neureguline beispielsweise durch ADAM17, auch Tumor
necrosis factor-alpha Converting Enzyme (TACE) genannt oder ADAM10. Die
Abspaltung der Liganden Uberfuhrt diese lediglich in eine diffusionsfahige Form, ihre
volle Aktivitat besitzen sie bereits in membrangebundenem Zustand [66]. Die Familie
der Neureguline hat vier Mitglieder: NRG1, NRG2, NRG3 und NRG4, wobei teilweise

unterschiedliche Isoformen existieren. Das NRG1 Gen kodiert beispielsweise 15
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verschiedene NRG1-Isoformen. Die Unterscheidung der Isoformen erfolgt anhand
drei verschiedener struktureller Merkmale: die Differenzierung zwischen alpha und
beta liegt in der unterschiedlichen Sequenz der EGF-ahnlichen Domane zwischen
dem flnften und sechsten Cystein begrindet [67], die N-terminale Sequenz gibt
Aufschluss Uber Typ I, Il oder Ill und schliellich werden noch initial als
Transmembranproteine synthetisiete und nicht membranstandige Proteine
unterschieden [68].

Die EGF-ahnliche Domane der verschiedenen Neureguline weist eine sehr hohe
Sequenzhomologie auf, die sie von anderen EGF Liganden unterscheidet. Die
Sequenz der transmembranaren Domane von NRG1 und NRG2 ist zu 92%
identisch, NRG1 und NRG3 weisen eine 80%ige Sequenzhomologie der
juxtamembranaren Domane auf. Die zytoplasmatischen Domanen aller vier

Isoformen unterscheiden sich deutlich [65].

NRG-2PB ETAKSY YYTEG---INQLS
NRG-3 KP KDLAYEL, FVIETLT-GSHK
NRG-4 QOPEGPRHRSFEL YVIPT---IPSP

NRG o/B domains
NRG-1a. KEKTF FMVKDLSNPSRY i
NRG-1PB KEKTF FMVKDLSNPSRY D
NRG-20. ETAKSY YYIEG-—-INQLS E
D
!

DOFLPKTD
EEVFLPSS

Abbildung 1.5: Vergleich der Aminosduresequenz der Neureguline. Die Neureguline 1 und 2
haben eine zu 92% identische Aminosauresequenz, Neuregulin 1 und 3 weisen eine
Sequenzhomologie von 80% auf. Griin markiert sind die konservierten Cysteinreste, die entscheidend
fur die Konformation der Liganden sind. Diese finden sich ebenfalls bei allen EGFR Liganden. Rot
markiert sind jene Aminosauren, die bei allen Neuregulinen identisch sind. Konservativ substituierte
Aminosauren sind gelb hinterlegt (nach Buonanno et al., 2001).

Die Varianz der Neureguline untereinander wird unter anderem durch alternatives
SpleilRen der pra-mRNA bedingt. Strukturell ahneln sich NRG1 und NRG2, wahrend
die Struktur von NRG3 und NRG4 relativ stark abweicht. Die isolierte EGF-ahnliche
Domane der Neureguline ist ausreichend, um ErbB Rezeptoren zu aktivieren und
dadurch eine Dimerisierung, Tyrosin-Phosphorylierung und anschliel3ende
Aktivierung verschiedener Signalwege zu vermitteln. Die EGF-ahnliche Domane hat
eine Lange von etwa 50 Aminosauren, wobei immer drei Cystein-Paare vorhanden
sind, die fur die Tertiarstruktur und die biologische Funktion verantwortlich sind.

Dennoch tragen die ubrigen Domanen ebenfalls zur biologischen Funktion der
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Liganden bei [65].

Wie bereits beschrieben handelt es sich bei den Neuregulinen um Liganden der EGF
Rezeptor Familie. NRG1 und NRG2 interagieren mit ErbB3 und ErbB4, wohingegen
NRG3 und NRG4 bevorzugt an ErbB4 binden. Abgesehen davon haben die
verschiedenen NRG Isoformen unterschiedliche Affinitdten zu den ErbB
Heterodimeren. Dabei ist von Bedeutung, dass die Bindung verschiedener NRG
Isoformen an das gleiche Heterodimer unterschiedliche Signalwege aktivieren kann,
z.B. durch alternative Tyrosin-Phosphorylierung und die dadurch bedingte
Effektormolekil-Rekrutierung. Ebenfalls moglich ist die Aktivierung des gleichen
Signalwegs mit variierender Kinetik [65]. Neuregulinen kommt in verschiedenen
Organsystemen wie unter anderem Nervensystem, Herz, Magen und Leber eine
wichtige Rolle fur die Regulation von Zellproliferation, Migration und Differenzierung
zu [68]. In Tumorgeweben ist die NRG1-Expression haufig verstarkt und korreliert mit
einer progressiven und aggressiven Krebserkrankung.

In Brustkrebs-Zelllinien induziert die NRG1-Isoform Heregulin 1 (HRG1p) die
Expression des Wachstumsfaktors vascular endothelial growth factor C (VEGF C),
welcher eine Rolle bei der Bildung von Lymphgefalien spielt. Ihnm wird jedoch auch
eine Rolle bei der Metastasierung zugeschrieben [69]. Mittels Inhibitoreinsatz gegen
den ErbB2 Rezeptor konnten Tsai et al. eine Beteiligung dieses Rezeptors an der
HRG1p-vermittelten Uberexpression von VEGF nachweisen und auferdem auch
belegen, dass die HRG1p3-bedingte Hochregulierung von VEGF C Uber einen NF-xB
abhangigen Signalweg erfolgt [69]. HRG1 vermag des Weiteren den Erk1/2-, PI3K-
sowie den p38MAPX Signalweg in Brustkrebszelllinien zu aktivieren. Die spezifische
Hemmung der p38™*"¥ hat eine Normalisierung der VEGF C Expression zur Folge.
Die HRG1p-induzierte NF-xB Aktivierung kann ebenfalls durch Hemmung der
p38"APX inhibiert werden [69].

Fur das ErbB2/ErbB3 Heterodimer ist bekannt, dass es eine Rolle bei der
Tumorprogression spielt. Ueno et al. haben belegt, dass es durch Stimulation mit
Neuregulin 1 zu einer raschen Aktivierung des EGF Rezeptors kommt, was auf eine
Heterodimerisierung mit dem ErbB3 Rezeptor schliel3en lasst. So bewirkt die durch
Stimulation hervorgerufene ErbB3-EGFR-Dimerisierung ebenfalls ein gesteigertes
Tumorwachstum und Metastasierung [70]. Auch [to et al. haben eine wichtige Rolle
fur den EGF Rezeptor sowie den Neuregulinrezeptor ErbB3 bei der Progression

eines hepatozellularen Karzinoms nachgewiesen [71].



34

1.4 Transkriptionsfaktoren

1.4.1 Die Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3

Bereits vor 30 Jahren beschrieben Dynan et al. zum ersten Mal den
Transkriptionsfaktor specificity protein 1 (Sp1) [72]. Sp1 wie auch Sp3 gehdren zur
Familie der specificity protein/Kriippel-like factor (SP/KLF) Transkriptionsfaktoren.
Uber ein Zinkfinger Proteinmotiv binden Sp1 und Sp3 an ein Guanin- und Cytosin-
reiches regulatorisches Element (GC Box) und steigern dadurch die Expression
verschiedener Gene. Allen Sp-Transkriptionsfaktoren gemein sind die konservierte
N-terminale Transkriptions-Aktivierungs-Domane sowie die konservierte C-terminale
Zinkfinger DNA Bindungsdomane [73]. Im Bereich der DNA-Bindungsdomane ist die
Sequenz von Sp1 und Sp3 zu 90% homolog, was zur Folge hat, dass beide
Transkriptionsfaktoren die selben Zielgene mit ahnlicher Affinitat binden kdnnen [74].
Eine wichtige Rolle fur die Sp1-vermittelte Genexpression spielt die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors. Variationen im Phosphorylierungs-
muster fuhren zu Aktivierung oder Hemmung von Sp1 und damit auch der Sp1-
vermittelten Genexpression [75]. Die Phosphorylierung von Sp1 erfolgt durch
Kinasen an einzelnen oder mehreren Serin- und Threoninresten zeitgleich oder
zeitversetzt. Die Phosphorylierungsmuster sind zudem Gewebe- und Zelltyp-
abhangig. Der Transkriptionsfaktor Sp1 wird durch zellularen Stress aktiviert. Die
Regulation der Sp1-Aktivierung erfolgt haufig durch Wachstumsfaktoren wie zum
Beispiel EGF und wird Uber Signalwege wie den mitogen-activated protein kinase

8VAPK und die Proteinkinase C

kinase (MEK)/Erk Signalweg, aber auch uber die p3
vermittelt. D’Addario et al. konnten nachweisen, dass die Aktivierung der p38MAFK
eine gesteigerte Sp1-Phosphorylierung an Threonin-Resten bewirkt und dadurch
insofern Einfluss auf die Regulation der Zielgene von Sp1 ausubt, als dass diese
verstarkt exprimiert werden [76]. Auch die Genexpression der Wachstumsfaktoren
kann durch Sp1 reguliert werden. Ein Beispiel hierfur ist das Sp1 Zielgen VEGF
(vascular endothelial growth factor) [73]. Durch Sp1 regulierte Gene spielen bei
zahlreichen Prozessen wie zum Beispiel der Regulierung des Zellzyklus,
Angiogenese oder auch Apoptose eine Rolle. Reguliert werden auch

Tumorsuppressor- sowie Onkogene.
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Im Rahmen einer Krebserkrankung ist das Mal} der Sp1 und Sp3 Expression haufig
erhoht, so auch beim hepatozellularen Karzinom [74].

Sp1 kann ebenfalls die virale Genexpression oder auch die Virus-induzierte
Expression wirtsspezifischer Gene beeinflussen. Eine verstarkte Sp1-Aktivierung
wurde im Zusammenhang mit zahlreichen Viruserkrankungen, unter anderem HIV-1
und Hepatitis C, beschrieben [73].

1.4.2 Der Transkriptionsfaktor CREB

Das cAMP respose element binding protein (CREB) gehdort zur Familie der
ATF/CREB Transkriptionsfaktoren. Ein Anstieg des intrazellularen cAMP-Levels
bewirkt eine Aktivierung von CREB und dadurch die Transkription von Genen, die ein
cAMP-responsive element (CRE) in ihrer Promotorregion enthalten. Lemaigre et al.
konnten nachweisen, dass CREB sowie der nah verwandte Transkriptionsfaktor
cyclic AMP-dependent transcription factor (ATF1) auch inhibitorischen Einfluss auf
die Transkription von Zielgenen haben koénnen [77]. Die Aktivierung der
Proteinkinase A erfolgt durch die Bindung von cyclischem AMP an die
regulatorischen Untereinheiten. Dies fuhrt dazu, dass die katalytischen
Untereinheiten aus dem Komplex heraus dissoziieren und ihre Funktion in
Zytoplasma oder Zellkern austben. Im Kern binden sie an CREB und aktivieren es
durch Phosphorylierung am Serinrest 133. Es kommt zur Interaktion zwischen dem
cAMP-responsiven Element (CRE) der Zielgene und CREB. Die Aktivierung von
CREB bedingt zudem eine verstarkte Rekrutierung des Koaktivators, bestehend aus
CREB-binding protein (CBP) und p300, wodurch die Transkription der Zielgene
gesteigert oder gehemmt wird. CREB reguliert die Genexpression durch Bindung an
konservierte CRE-Elemente, die entweder als palindromische Sequenz
(TGACGTCA) oder half site CRE (CGTCA / TGACG) vorkommen und gewohnlich bis
zu 200 Nukleotide vor dem Transkriptionsstartpunkt liegen [78]. Eine Vielzahl
verschiedener Stimuli bewirkt die Phosphorylierung von CREB. Erfolgt die CREB-
Phosphorylierung infolge der durch Rezeptor-Tyrosinkinasen aktivierten Signalwege,
so ist meist der MAP Kinase Signalweg und damit Erk beteiligt. Erk aktiviert Kinasen
vom Msk-Typ, welche wiederum CREB direkt phosphorylieren. Herndon et al.

konnten belegen, dass die NRG1-vermittelte Aktivierung von CREB in Muskelzellen
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Erk-abhangig ist [79]. Die CREB-Phosphorylierung allein ist nicht ausreichend fur die
Induktion der Transkription. Im Falle der cAMP-vermittelten CREB-Aktivierung spielt
der Koaktivator transducer of requlated CREB activity (TORC) eine entscheidende
Rolle. Durch Assoziation an CBP/p300 vermittelt TORC die Rekrutierung des
Komplexes hin zum aktivierten CREB. Bei cAMP-unabhangigen Vorgangen wird
TORC nicht aktiviert. Die entsprechenden Zielgene tragen allerdings im Gegensatz
zu den cAMP-vermittelt transkribierten Zielgenen eine serum response factor (SRF)
Bindungsstelle. Ein Zusammenspiel aus CREB und SRF bewirkt so die
transkriptionelle Induktion, wenn auch der genaue Mechanismus noch unklar ist.
Herndon et al. gehen davon aus, dass cAMP bei der NRG1-vermittelten Induktion
der Transkription keine Rolle spielt, zumal das von ihnen untersuchte Zielgen EGR3
(early growth response protein 3) eine Bindungsstelle fur SRF besitzt. NRG1 bewirkt
durch die Aktivierung von CREB und SRF eine gesteigerte Transkription des EGR3
Gens [79].

Lemaigre et al. konnten nachweisen, dass die Hemmung der Transkription auch
ohne spezifische Promotorelemente und unabhangig von der Proteinkinase A
ablaufen kann. CREB und ATF1 sind in der Lage, die Aktivierung verschiedenster
Transkriptionsfaktoren zu hemmen. Voraussetzung hierfur ist eine intakte CREB-
Dimerisierung sowie funktionsfahige DNA-Bindungsdomanen. Eine Phosphorylierung
von CREB durch die PKA hingegen ist nicht notwendig [77].

Das Hepatitis C Virus verstarkt die Aktivierung von CREB. Quadri et al. belegten eine
Beteiligung von CREB an der Transkription der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase
(PEPCK), dem fur die Glukoneogenese geschwindigkeitsbestimmenden Enzym,
sowie einen Einfluss des viralen Nicht-Strukturproteins NS5A auf die PEPCK-
Genexpression. Da PEPCK Uber ein cAMP-responsives Element verfugt und die
PEPCK-Transkription durch cAMP-vermittelte Aktivierung von CREB, CREBBP und
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1a)
induzierbar ist, ist es wahrscheinlich, dass NS5A Uber eine Aktivierung des cAMP
Signalwegs regulatorisch in die PEPCK Transkription eingreift und so die
Glukoseproduktion steigert [80].

Insgesamt sind bis heute rund 4000 humane CREB Zielgene bekannt. Die CREB
target gene database (http://natural.salk.edu/CREB/) ermdglicht die Sequenzanalyse

von Genen hinsichtlich des Vorhandenseins von putativen CRE-Elementen [78].
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1.5 Transkriptionelle Regulation des Neuregulins 1

Frensing et al. untersuchten den Promotor der NRG1 Typ | Isoform auf potentielle
Sp1- und nuclear factor kappa-light-Chaine-enhanced of activated B cells (NF-xB)-
Bindemotive und identifizierten vier potentielle Motive fur Sp1 und erstmals ein
mdgliches Interaktionsmotiv fur NF-xB. NF-xB ist an der Transkription zahlreicher
Gene beteiligt, die eine Rolle fur die Immunantwort, Zellproliferation und Onkogenese

spielen.
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Abbildung 1.6: Konservierte NRG1 Typ | Promotorsequenz bei verschiedenen Spezies. Es
finden sich vier potentielle Sp1-Bindungsmotive und eine funktionelle NF-kB-Bindungsstelle innerhalb
der 5’-Promotorregion des NRG1 Gens (nach Frensing et al., 2008).

Die 5-Promotorregion des NRG1 Gens enthalt GC- und GT-reiche Sequenzen,
welche dem Transkriptionsfaktor Sp1 als Bindestelle dienen. Eine Uberexpression
des Transkriptionsfaktors steigert die NRG7 Promotoraktivitdt und somit die
Transkription des Gens. Eine Uberexpression der NF-xB Untereinheit p65 bewirkt
ebenso eine erhohte Promotoraktivitat des NRG7 Gens. Die transkriptionelle Aktivitat
von Sp1 und NF-xB wird aul3erdem durch Stimulation mit NRG1 gesteigert, so dass
Frensing et al. hier einen potentiellen Mechanismus zur Autoregulation oder auch
einen positiven feedback loop fur Neureguline sehen. Untersuchungen an Brustkrebs
Zelllinien haben eine Beteiligung des MAP Kinase-Signalwegs an der NRG1-
abhangigen Sp1-Aktivierung sowie des MAP Kinase- wie auch des PI3 Kinase-

Signalwegs an der NRG1-vermittelten NF-x B-Aktivierung belegt [81].
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Abbildung 1.7: Potentieller Mechanismus einer positiven Riickkopplung des Neuregulin 1.
NRG1 bewirkt Uber die Bindung an den ErbB3 Rezeptor und der dadurch bedingten Heterodimer-
Bildung mit dem ErbB2 Rezeptor eine Aktivierung des MAPK- sowie des PI3K-Signalwegs. Diese
Signalwege sind zur Aktivierung des IkB Kinase Komplexes (IKK) befahigt, wodurch es zum Abbau
von IkB und so zur nuklearen Translokation von NF-kB kommt. Des Weiteren steigert der p38'VIAPK
Signalweg die transkriptionelle Aktivitat von Sp1. Der genaue Riickkopplungsmechanismus ist jedoch
noch nicht geklart (nach Frensing et al., 2008).

Der Transkriptionsfaktor CREB wird unter anderem durch Stimulation mit NRG1
aktiviert. Aktuelle Befunde von Herndon et al. belegen, dass diese Aktivierung Uber
eine durch Rezeptortyrosinkinasen vermittelte Aktivierung der MAP Kinase Erk und
die dadurch bedingte Aktivierung der mitogen and stress-activated protein kinase
(MSK) erfolgt, welche CREB am Serinrest 133 phosphoryliert [79]. Dadurch kommt
es zur gesteigerten Rekrutierung der Koaktivatoren CBP und p300 und zur
Steigerung der transkriptionellen Aktivitat. Ein Beispiel fur ein durch NRG1-
Stimulation verstarkt transkribiertes Zielgen von CREB ist das early growth response
protein 3 (Egr3). Es wurde nachweisen, dass nicht die Bindungskapazitat an das
regulatorische Element des EGR3 Gens erhoht ist, sondern die transkriptionelle
Aktivitat von CREB gesteigert wird [79].
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1.6 microRNA

Im Jahre 1993 wurde zum ersten Mal eine microRNA (miRNA) von Lee et al.
beschrieben [82]. Seither sind rund 2000 humane miRNAs entdeckt worden [83]. Bei
Micro-Ribonukleinsauren (miRNA) handelt es sich um nicht kodierende RNA-
Strange, die aus etwa 20-24 Basenpaaren bestehen. lhre Sequenzen sind hoch
konserviert und sie fungieren als Inhibitoren der Genexpression auf
posttranskriptioneller Ebene, indem sie an komplementare mRNA-Sequenzen in der
3’-untranslatierten Region (3’-UTR) binden. So wird entweder die Translation
gehemmt oder aber die mRNA degradiert, je nachdem ob die Sequenz von miRNA
und mRNA partiell oder vollstandig komplementar ist [84]. Somit Uben sie im
gesunden Organismus regulatorische Funktionen aus. Die Transkription der miRNA
erfolgt durch die RNA Polymerase II. Dabei entsteht die sogenannte primary-
microRNA (pri-miRNA). Die pri-miRNA ist zwischen 500 und 3000 Nukleotiden lang
und bildet eine Schleife. Im Nukleus wird die pri-miRNA durch die RNase Il (Drosha)
weiter prozessiert. Es entsteht die precursor miRNA (pre-miRNA) mit einer Lange
von 70-80 Nukleotiden, die eine Haarnadelstruktur bildet. Vermittelt durch Exportin-5
und den Kofaktor Ran-GTP wird die pre-miRNA aus dem Kern ins Zytoplasma
transportiert. Dort wird die pre-miRNA durch das RNase-II-Enzym Dicer geschnitten,
es entsteht ds-miRNA mit einer Lange von 20-24 Nukleotiden. Dabei ist ein Strang
der sogenannte mature miRNA guide strand, der Gegenstrang wird in der Annotation
mit einem Stern markiert (miRNA¥).

Die reife (mature) miRNA wird in einem sogenannten miRISC Komplex
aufgenommen. In dieser Form inhibiert die miRNA die Translation der Zielgene.
Dazu bindet die miRNA an die Erkennungssequenz im 3’-untranslatierten Bereich
ihrer Ziel-mRNA [85].

Nach aktuellem Kenntnisstand binden die miRNAs jeweils an bis zu 200 Zielgene
wobei diese ihrerseits Bindungsstellen fur verschiedene miRNAs haben. In ihrer
Gesamtheit regulieren die miRNAs die Genexpression rund eines Drittels aller
humanen mRNAs [84]. Die Expression der miRNAs ist haufig gewebespezifisch.
Durch die Vielzahl der Zielgene spielen die microRNAs eine Rolle bei zahlreichen
Prozessen wie Proliferation, Apoptose und der Entstehung sowie Metastasierung von
Krebs. Ein Beispiel fur die Deregulation von miRNA bei einer Krebserkrankung ist

das hepatozellulare Karzinom (HCC) [83]. Zudem gibt es auch Tumor Suppressor
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miRNAs, die die Expression von Onkogenen verhindern. Ein Beispiel hierflr ist die
Herabregulation der Rezeptoren ErbB2 und ErbB3 durch die Uberexpression der
mMiRNAs hsa-miR-125a und hsa-miR-125b in der Brustkrebszelllinie SKBR3 [84].
Potenza et al. belegten, dass die in der Leber exprimierte miRNA hsa-mir-125a-5p
negativen Einfluss auf die Replikation des Hepatitis B Virus nimmt, indem sie die
Expression des HBV S Gens hemmt. Dies konnte mdglicherweise neben der
Immunantwort des Wirts eine weitere Ursache fur den meist milden Verlauf einer

Hepatitis B Infektion sein [86].
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Abbildung 1.8: Konservierte miRNA-Bindungsstellen innerhalb der 3’-UTR des humanen ErbB3
Rezeptors. Die Website www.targetscan.org ermdglicht die Untersuchung humaner Gene auf
potentielle miRNA-Interaktionsmotive. Mit Hilfe dieser Datenbank wird die gezielte Analyse einer
Beteiligung von miRNAs an der Hoch- bzw. Herabregulierung der Expression verschiedener Gene

zum Beispiel im Rahmen einer Erkrankung ermdglicht.

1.7 Interaktion des Hepatitis C Virus mit der Wirtszelle

Das Hepatitis C Virus hat die Fahigkeit erlangt, Wirtsproteine fur seinen
Lebenszyklus, beginnend mit dem viralen Eintritt bis hin zur Freisetzung zu nutzen,
und beeinflusst zahlreiche Vorgange der Wirtszelle wie die SignalUibertragung und
die Immunantwort.

Zunachst interagiert das Virus wie bereits unter Kapitel 1.1.1 beschrieben mit
Hepatozyten-Oberflachenrezeptoren wie LDL-R, CD81 und SR-Bl. So gelangen die
viralen Partikel in das Zellinnere [87]. Cholesterol-reiche Domanen innerhalb der
Zelle sind fur die Ausbildung des Replikationskomplexes erforderlich [88]. Die
zellulare Phosphatidylinositol-4-Kinase I (PI4KIlIB) wird durch das virale
Phosphoprotein NS5A rekrutiert und aktiviert. Es ist fur die strukturelle Integritat des

Replikationskomplexes und damit flr die virale Replikation essentiell [89]. Die
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Interaktion zwischen NS5A und Apolipoprotein E (ApoE) ist fur den viralen
Zusammenbau und die Freisetzung notwendig [88].

Die Interaktion zwischen Wirt und Virus beschrankt sich jedoch nicht auf die
unmittelbar am viralen Lebenszyklus beteiligten Vorgange. Der Eintritt der viralen
Partikel in den Hepatozyt bedingt eine Immunantwort der Wirtszelle, die unter
anderem durch die verstarkte Chemokinproduktion wahrend akuter, aber auch

chronischer Infektion deutlich wird [90].

1.7.1 Die Transkriptionsfaktoren Sp1, AP-1 und NF-xB

Das Hepatitis C Virus greift in zahlreiche Signalwege ein. So kommt es durch eine
Infektion zur Aktivierung verschiedener zellularer Kinasen, wie zum Beispiel c-JUN
N-terminal protein kinase (JNK), p38M*¥, Erk, Src, PI3K und Janus kinase (JAK).
Diese Kinasen wiederum phosphorylieren Transkriptionsfaktoren wie NF-xB, AP-1,
Sp1 oder auch STAT3 und aktivieren diese dadurch. Die NF-kB- wie auch die Sp1-
Aktivierung wurden als NS5A-abhangiger Vorgang beschrieben, wobei bei der
Aktivierung anderer Transkriptionsfaktoren auch Hinweise auf eine Beteiligung von
Core und NS3 existieren [91-94]. NS5A st als Teil des Vviralen
Replikationskomplexes, welcher wie unter Kapitel 1.1.3 beschrieben an die Membran
des ER assoziert vorliegt, an der Ausldosung einer ER-Stressantwort maldgeblich
beteiligt und verursacht daduch eine Ca**-Freisetzung aus dem ER, welche (iber die
Induktion von ROS =zu oxidativen Stress fuhrt. Dadurch kommt es zur
Phosphorylierung von IkBoa und damit einhergehend zur Degradation des kB
Proteins durch Calpain. Dies fuhrt zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB. Diese konstitutive NF-kB Aktivierung durch das Hepatitis C Virus spielt eine
Rolle fur die Chronifizierung der Erkrankung sowie die Entstehung hepatozellularer
Karzinome, da NF-xB als sogenannter pro-survival Faktor fungiert und
regulatorischen Einfluss auf die Proliferation ausubt [95]. Fir den
Transkriptionsfaktor AP-1, ein Heterodimer aus c-Jun und c-Fos, wurde im
Gegensatz dazu ein inhibitorischer Effekt durch NS5A beschrieben. NS5A interagiert
mit AP-1 Uber ein Polyprolin-Motiv [96].
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1.7.2 Das Chemokin CXCLS8

Chemokine sind chemotaktische Peptide aus der Gruppe der Zytokine, die eine
entscheidende Rolle fur das Immunsystem spielen. Bekannt sind etwa 50
verschiedene Chemokine, die ihre Wirkung Uber die Bindung an
Chemokinrezeptoren entfalten [97]. Sie vermitteln unter anderem die Rekrutierung
inflammatorischer Zellen in das Gewebe oder sind an Vorgangen wie der
Angiogenese beteiligt. Das Hepatitis C Virus moduliert die Chemokinexpression, um
so zum Beispiel die Immunantwort des Wirts zu unterlaufen und eine persistierende
Infektion zu ermdglichen.

CXCL8 wird insbesondere von Epithel- und Endothelzellen, Monozyten und
Fibroblasten produziert. Es fungiert als Entzindungsmediator und ist an der
chemotaktischen Rekrutierung von Leukozyten und besonders der neutrophilen
Granulozyten in das Gewebe beteiligt. CXCL8 interagiert mit den G-Protein
gekoppelten Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 und aktiviert so zum Beispiel
Adenylatcyclasen und MAPK Signalkaskaden. Im gesunden Gewebe wird das
Chemokin CXCL8 nur geringfugig exprimiert. Es spielt eine Rolle bei
Tumorwachstum, Angiogenese und Metastasierung. Stimuliert wird die Expression
durch proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor alpha (TNFa),
Interleukin-1 beta (IL-1p), bakterielle und virale Infektionen sowie zellularen Stress.
Das Ausmald der Chemokin-Expression ist vom Stimulus abhangig. So wird die
basale CXCL8 Expression durch IL-1p- und TNFa-Stimulation um die bis zu
hundertfache Menge gesteigert, wahrend bakterielle oder virale Infektionen sowie
EGF einen Anstieg der CXCL8 Expression um das Zehnfache bewirken [98].

Die CXCL8-Expression wird durch drei verschiedene Mechanismen kontrolliert:
durch die Derepression des Genpromotors, durch die NF-xB und JNK Signalwege
vermittelte Aktivierung der Transkription sowie die Stabilisierung der mRNA durch
den p38MAPK_Signalweg [98]. Neben einer Bindungsstelle fiir NF-xB besitzt der
CXCL8 Promotor ebenfalls Bindungsstellen fur AP-1 und C/EBP, wobei diese nicht
fur die Induktion der Expression, sondern flr eine maximale Genexpression von
Bedeutung sind [98]. Aktiviert werden die Transkriptionsfaktoren durch
Proteinkinasen. Drei verschiedene MAPK Signalwege sind an der Regulation der
CXCL8 Expression beteiligt: ERK, JNK und p38MAPX_ All diese MAP Kinasen werden
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durch verschiedene dual specificity mitogen-activated protein kinase kinases (MKK)
phosphoryliert und somit aktiviert [98]. Hoffmann et al. konnten nachweisen, dass die
Regulierung der CXCL8 Expression ebenfalls posttranslational durch Stabilisierung
der CXCL8 mRNA erfolgt. Dieser Prozess verlauft p38MA"%.abhangig unter
Beteiligung der MAPK-activated protein kinase 2 (MK2), dem der p38""K
nachgeschaltetem Signaltransduktionselement [98].

Im Rahmen einer Hepatitis C Infektion sind auch weitere nicht-parenchymale Zellen
der Leber, wie die hepatischen Sternzellen, an der Entzindungsreaktion beteiligt.
Nishitsuji et al. konnten belegen, dass die hepatischen Sternzellen in Ko-Kultur mit
infizierten Hepatozyten eine gesteigerte Expression proinflammatorischer Chemokine

wie Interleukin-8 (IL-8, auch CXCL8) bewirken [99].

1.7.3 Die Tyrosinkinase c-Src

Die Familie der Protein Tyrosinkinasen, zu der auch die Src Familie gehort, spielen
eine bedeutende Rolle fiir Zellproliferation, Migration, Differenzierung und Uberleben
der Zelle. Der Prototyp der Familie wurde 1977 von Brugge & Erikson entdeckt. Es
handelte sich um eine Tyrosinkinase des Rous Sarcoma Virus (RSV) die als v-Src
bezeichnet wurde. Bei v-Src handelt es sich um eine mutierte Variante der zellularen
Tyrosinkinase c-Src, welche ubiquitar exprimiert wird [100]. Erstmalig beschrieben
wurde die Tyrosinkinase c-Src (cellular Sarcoma) im Jahre 1979 von Bishop et al.
[101]. Die Familie der Src-Tyrosinkinase, zu der neben der namensgebenden c-Src
Kinase aullerdem auch die Kinasen Lyn, Hck, Lck, Blk, Yes, Fyn und Fgr gehoren,
spielen eine bedeutende Rolle fur die intrazellulare SignalUbertragung und sind so an
zahlreichen biologischen Prozessen beteiligt. Aufgebaut sind die Tyrosinkinasen aus
vier Src Homologiedoméanen, Unterschiede in der Struktur liegen insbesondere im
N-terminalen Bereich vor. Die SH3-Doméane dient insbesondere der Interaktion mit
anderen Proteinen Uber deren Prolin-reiche Motive, SH2 interagiert vorrangig Uber
Phospho-Tyrosin Motive. Die C-terminale SH1-Domane besitzt enzymatische
Aktivitat [37]. Die Uber SH3-Domanen vermittelte Interaktion mit Liganden ist fur eine
Vielzahl biologischer Prozesse relevant, zum Beispiel fur die Regulation von
Enzymen, bei der Signalibertragung oder der Vermittlung der Multiprotein-

Komplexbildung. SH3 Doméanen sowie ihre Interaktionsmotive kommen in hunderten
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Proteinen zahlreicher Spezies vor [102].

Tyrosinkinasen sind auch im Rahmen einer viralen Infektion von besonderer
Bedeutung. So beschrieben zum Beispiel Klein et al. eine Hepatitis B Virus-
vermittelte Aktivierung von c-Src und Fyn und eine damit einhergehende Steigerung
der virale Replikation [103]. c-Src spielt zudem eine Rolle fur den viralen
Lebenszyklus des HI-Virus [104], des Herpes Simplex Virus | [105], des Dengue
Virus [106] und des Hepatitis C Virus [39]. In all diesen Fallen findet eine direkte
Interaktion viraler Proteine mit den Src-Kinasen statt, insbesondere vermittelt Uber
die SH3-Domanen, jedoch auch unter Beteiligung der SH2-Domane, zum Beispiel im
Falle der HCV Replikation. Die Interaktion zwischen NS5A und den Tyrosinkinasen
hat mitunter gegenteilige Effekte. So inhibiert NS5A die Aktivitat von Hck, Lck und
Lyn, wahrend Fyn durch die Interaktion aktiviert wird [107]. Essentiell fur die HCV
Replikation ist die Interaktion von NS5A mit der SH2-Domane von c-Src, wobei
zusatzlich die RNA-abhangige RNA-Polymerase NS5B Uber eine Interaktion mit
c-Src-SH3 an der Komplexbildung beteiligt ist [39].
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Abbildung 1.9: NS5A interagiert tiber ein PxxP-Motiv mit der SH3-Domane verschiedener Src-
Kinasen, jedoch nicht mit c-Src. Die Interaktion mit c-Src erfolgt Gber die SH2-Domane, wahrend
eine Interaktion zwischen der SH3-Domane und der viralen NS5B Polymerase stattfindet (nach Bode
et al., 2009).

Pfannkuche et al. beschrieben 2009 eine Interaktion der c-Src Kinase mit den Nicht-
Strukturproteinen NS5A und NS5B des Hepatitis C Virus [39]. Dabei findet die
Interaktion mit NS5A Uber die SH2-Domane, die Interaktion mit NS5B Uber die SH3-

Domane statt. Die Sequenzanalyse legte das Vorhandensein zweier PxxP-Motive
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(Prolin xx Prolin) innerhalb der Sequenz von NS5B dar. Die Trunkierung des NS5B
Proteins brachte einen Hinweis darauf, dass das sogenannte Motiv 2, welches die
Aminosauren 386-393 umfasst, flir die Interaktion mit der c-Src-SH3 Doméne
notwendig ist. Die Relevanz der Interaktion stand ebenfalls im Fokus der Arbeit von
Pfannkuche et al. und es konnte nachgewiesen werden, dass c-Src essentiell fir die
Ausbildung des Komplexes zwischen NS5A und NS5B und damit des viralen
Replikationskomplexes ist [39].

NS5A bindet auRerdem auch Uber ein PxxP-Motiv an die SH3-Domane des growth
factor receptor-bound protein 2 (Grb2), einem Adapterprotein, welches mit dem EGF
Rezeptor interagiert. Induziert wird die Interaktion zwischen NS5A und Grb2 durch
EGF und sie hat eine Stérung der Grb2-vermittelten SignalUbertragung zur Folge
[60].

1.9 HCV Zellkulturmodelle

Das erste Zellkulturmodell fir Hepatitis C wurde im Jahre 1999 von Lohmann et al.
entwickelt. Der Arbeitsgruppe gelang es, aus der RNA chronisch infizierter Patienten
Replikonkonstrukte des Hepatitis C Virus zu klonieren, die selbststandig in humanen
Hepatomazelllinien replizieren kdnnen [108, 109]. Das erste Replikonsystem leitete
sich vom Genotyp 1b (Con1) ab. Hier wurde die Region von Core bis p7 durch ein
Gen ersetzt, welches die Neomycin-Phosphotransferase (npt) sowie eine heterologe
interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) kodiert. Die durch das npt-Gen bedingte
Geneticin-Resistenz  ermdglichte die Selektion hoch replizierender humaner
Hepatomazellen [110]. Ein weiterer Durchbruch gelang mit der Einfuhrung adaptiver
Mutationen in das Replikon, wodurch die Replikation erheblich verbessert wurde. Die
meisten adaptiven Mutationen liegen im Bereich der Nicht-Strukturproteine. Vier
Regionen spielen hierbei eine entscheidende Rolle: der N-Terminus der NS3
Helikase, zwei Positionen in NS4B sowie der zentrale Bereich von NS5A [111]. Die
adaptive Mutation einer einzigen Aminosaure im Bereich von NS5A steigerte die
Replikation um 10% [112]. Die Mutation mit dem bedeutensten Einfluss auf das
Zellwachstum liegt im Bereich der RNA-abhangigen RNA-Polymerase NS5B. Hier
fuhrt die Substitution einer einzigen Aminosaure zu einer Steigerung der

Kolonienzahl um das Funfhundertfache [113].
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Die Auswahl geeigneter Zelllinien war ebenfalls von grof3er Bedeutung. Blight et al.
identifizierten Huh7 Hepatomazellen als geeignete Zelllinie fir das Replikonsystem
[108]. Als besonders geeignet haben sich Huh7 Klone herausgestellt, die zuvor durch
antivirale Therapie geheilt wurden, sogenannte cured Huh7 Zellen, da hier eine
signifikante Steigerung des Ausmaldes der viralen Replikation nachgewiesen werden
konnte. Ein mdglicher Zusammenhang mit einem in diesem System vorliegenden
Defekt des retinoic acid inducible gene | (RIG-I) Signalwegs wird angenommen, da
dieser fUr die antivirale Immunantwort von Bedeutung ist. Die wichtigsten so
entstandenen Zellklone sind die Zelllinien Huh7.5 und Huh7-Lunet [108].

Im Jahr 2002 entwickelten Pietschmann et al. das erste Volllangen-Replikonsystem
welches Untersuchungen der Strukturproteine und ihren Einfluss auf den Wirt
ermdglichte, ohne dass das Virus jedoch zusammengebaut und freigesetzt wird
[114]. Dies ist durch die EinflUhrung der adaptiven Mutationen bedingt, welche fur die
Fahigkeit zur Replikation jedoch unverzichtbar sind [111]. Die Untersuchung des
viralen Eintritts sowie Zusammenbau und Freisetzung des Virus waren somit nicht
moglich.

Ein Durchbruch in der Hepatitis C Forschung war die Entwicklung sogenannter HCV
Pseudopartikel  (HCVpp). Diese werden durch  Ko-Transfektion  von
Expressionsvektoren der HCV Glykoproteine E1 und E2 und der gag-pol Proteine
des murinen Leukamievirus (MLV) sowie einem retroviralen Genom in 293 T-Zellen
hergestellt [115]. Die HCV Pseudopartikel ermoglichten erste Studien zum Eintritt
des Virus in die Zelle. Mit Hilfe dieser Methode konnte zum Beispiel die Beteiligung
der viralen Glykoproteine E1 und E2 am Viruseintritt gezeigt werden [108, 116]. Noch
heute werden Pseudopartikel fur die Studien der Anhaftung des Virus an die Zelle
und dessen Internalisierung verwendet.

2005 gab es dann einen weiteren Durchbruch in der HCV Forschung. Das
sogenannte Cell Culture Derived HCV (HCVcc) war das erste verfugbare System,
welches die Infektion von humanen Hepatomazellen ermdglichte und bis hin zur
Freisetzung infektioser Partikel die Untersuchung des gesamten viralen Zyklus in
vitro ermoglichte [117]. Wakita et al. gelang die Isolierung viraler RNA aus dem Blut
eines japanischen Patienten mit einer fulminanten Hepatitis C und daraus die
Konstruktion des HCV Genotyp 2a Klons JFH-1. Die Transfektion der genomischen
RNA fuahrte zur Produktion viraler Partikel, welche nicht nur zur Infektion naiver

Zellen sondern auch von Schimpansen befahigt waren. Die Transfektion des
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Volllangengenoms anderer Klone vom Genotyp 2a sowie anderer Genotypen blieb
ohne Erfolg, so dass chimare Viren generiert wurden, deren Nicht-Strukturproteine
sich alle vom JFH-1 Klon ableiten, wahrend die Strukturproteine durch die
korrespondierende Sequenz verschiedener Genotypen ersetzt wurden. Die
Schnittstelle flr die Chimarisierung wurde hinter die erste transmembranare Domane
von NS2 gelegt, da diese Region bei natlrlich vorkommenden rekombinanten
Formen des Hepatitis C Virus als Rekombinationsstelle identifiziert wurde [110].
Lindenbach et al. entwickelten 2005 die erste Chimare, bestehend aus den
Strukturproteinen des Genotyp 2a lIsolats J6 und den Nicht-Strukturproteinen des
Genotyp 2a Isolats JFH-1. Pietschmann et al. gelang 2006 eine Optimierung dieser
Chimare sowie die EinflUhrung weiterer Chimare, deren Strukturproteine sich vom
Genotyp 1a (isoliert aus HCV-Klon H77), 1b (isoliert aus HCV-Klon Con1) und 3a
(isoliert aus HCV-Klon 452) ableiten [111].
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Abbildung 1.10: Die Chimarisierung verschiedener Genotypen ermdoglicht eine Optimierung
des Infektionsmodells. Zur Bildung infektioser Partikel beféhigte Chimare bestehen aus Nicht-
Strukturproteinen vom Genotyp 2a und Strukturproteinen verschiedener Genotypen. Die bislang
effizienteste Chimare (JC1) setzt sich aus den Strukturproteinen des lIsolats J6 (Genotyp 2a),
dargestellt in rot, und den Nicht-Strukturproteinen des Isolats JFH-1 (Genotyp 2a), dargestellt in blau,

zusammen (nach Bartenschlager et al., 2007).

Auch fur das Infektionssystem war die Auswahl geeigneter Zellklone von
entscheidender Bedeutung. Cured Zelllinien wie Huh7.5 oder Huh7-Lunet, welche
nach Transfektion des subgenomischen HCV Replikons durch Behandlung mit
Interferon-o. wieder von der viralen RNA befreit wurden, weisen wie bereits erlautert
eine deutlich verbesserte Virusreplikation und -produktion auf. Rice et al. konnten bei
diesen Zellen hohe Level an CD81, SR-BI oder auch CLDN1 nachweisen, was die
Ursache hierfur sein konnte. Ebenso kann eine gestorte Immunantwort der Zellen die
Infizierbarkeit verbessern [108, 118]. Insbesondere die Zelllinie Huh7.5 wies eine
deutlich erhohte virale Replikation verglichen mit anderen Klonen auf. Die Ursache

hierfur liegt nach heutigem Wissenstand darin, dass diese Zellen einen defekten
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retinoic-acid-inducible gene-l (RIG-l) Signalweg haben, welche eine bedeutende
Rolle fur die antivirale Immunantwort spielt [108]. Ein Nachteil der Huh-Zelllinien ist
jedoch die geringe Differenzierung der Zellen, welche Auswirkungen auf Proliferation,
Genregulation und Signalibertragung haben kann und so die physiologische
Relevanz der Befunde in Frage stellt [108].

Zur Verbesserung des Zellkulturmodells entwickelten Sainz und Chizari ein Modell,
bei welchem die Huh7-Zellen mittels DMSO-Behandlung und dadurch bedingtem
Verlust der Teilungsfahigkeit und verstarkter Differenzierung in einen Zustand
versetzt werden, der dem physiologischen Zustand der Hepatozyten deutlich naher
kommt. Dimethylsulfoxid ist ein dipolares aprotisches Losungsmittel. Die Behandlung
von Tumorzellen mit DMSO bewirkt die Auslésung einer Differenzierung dieser
Zellen. Nach aktuellem Kenntnisstand vermittelt DMSO einen Effekt auf die Integritat
der Zellmembran und die intrazellulare SignalUbertragung sowie auf die Entstehung
alternativer SpleiRvarianten [119]. Ein zusatzlicher Vorteil des DMSO-Systems ist die
Moglichkeit zur Simulation persistierender HCV Infektionen. Um einen Zustand zu
erreichen, der die chronische Erkrankung moglichst gut simuliert, werden die Zellen
vor der Infektion zwei Wochen mit 1% DMSO behandelt. Nach der Infektion kénnen
die Zellen so bis zu 200 Tage in Kultur gehalten werden [119].

Wildtyp HepG2 Zellen eignen sich nicht fir das Infektionssystem, da sie den
Rezeptor CD81 nicht exprimieren, welcher flr den viralen Eintritt essentiell ist [108].
Das Infektionssystem ist dem Replikonsystem insofern Uberlegen, als dass es die
Moglichkeit bietet, den gesamten viralen Zyklus einschlief3lich Zusammenbau und
Freisetzung viraler Partikel zu untersuchen. Dies war mit keinem der vorherigen
Modelle moglich [111]. Neben der Bestatigung der Daten, die bereits mit Hilfe der
Pseudopartikel generiert wurden, konnten durch dieses Modell zahlreiche Ko-
Rezeptoren identifiziert und neue Erkenntnisse uber den viralen Lebenszyklus von
HCV gesammelt werden [108].

Das Infektionssystem hat jedoch nach wie vor einige Nachteile. Im Gegensatz zu den
nicht teilungsfahigen, differenzierten Hepatozyten sind die Huh7-Zelllinien
undifferenziert und teilen sich aktiv. Zudem sind sie im Gegensatz zu Hepatozyten
nicht responsiv fur doppelstrangige RNA [119]. Der grote Nachteil des
Infektionssystems ist die Beschrankung der Nicht-Strukturproteine auf den Genotyp
2a, so dass hier die Replikon-Systeme die einzige Moglichkeit zur Untersuchung

Genotyp-spezifischer Unterschiede darstellen [111].
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Abbildung 1.11: Schematische Darstellung der Unterschiede zwischen Pseudopartikeln
(HCVpp), Replikon- und Infektionssystem (HCVcc). Pseudopartikel ermdglichen Studien des
viralen Eintritts, das Replikonsystem erlaubt Untersuchungen der Auswirkungen von Nicht-
Strukturproteinen auf die Wirtszelle und den genauen Verlauf der Replikation. Das Infektionssystem
bietet die Mdglichkeit zur Analyse aller ablaufenden Prozesse vom viralen Eintritt bis zur Freisetzung,
ist aber im Bereich der Nicht-Strukturproteine auf den Genotyp 2a beschrankt (nach Woerz et al.,
2009).

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Das Hepatitis C Virus ist weltweit eine der fuhrenden Ursachen flr chronische
Lebererkrankungen. Haufig wird die Infektion erst nach Jahrzehnten bemerkt, wenn
bereits Schaden wie Leberzirrhose oder Karzinome aufgetreten sind. Die Tatsache,
dass das Virus Uber Jahrzehnte praktisch symptomfrei in den Leberzellen seines
Wirts persistiert gibt einen Hinweis darauf, dass es Strategien entwickelt hat, die
Infrastruktur der Wirtszelle zu nutzen, ohne jedoch bereits nach kurzer Zeit
schwerwiegende Schaden zu verursachen. Daher ist die Aufklarung des Einflusses,
den das Virus auf seine Wirtszelle nimmt, von besonderem Interesse. Der erste Tell
der Arbeit beschaftigt sich mit der Interferenz des Hepatitis C Virus mit der EGF
Rezeptor Familie unter besonderer Berucksichtigung des ErbB3 Rezeptors.
Vorausgegangene Untersuchungen aus diesem Labor (Dissertation von Patricia
Cebula, 2010) haben gezeigt, dass Zellen, die das subgenomische Replikon des
Hepatitis C Virus enthalten, eine verringerte Expression des zur Familie der EGF
Rezeptoren gehorenden ErbB3 Rezeptors zeigen [120]. Primares Ziel der
vorliegenden Arbeit war die Aufklarung des Mechanismus, uber den HCV eine

Herabregulierung des ErbB3 Rezeptors bewirkt und welchem Zweck diese dient. Im
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Laufe der Untersuchungen ergaben sich daraus weitere Fragestellungen. So wurde
ebenfalls untersucht, welche Rolle die Hochregulation der Expression von Neuregulin
1, dem wichtigsten Liganden des ErbB3 Rezeptors, spielt und auf welchem Weg
diese erfolgt. Aufgrund der Relevanz des EGF Rezeptors flr den viralen Eintritt in die
Wirtszelle wurden schlieBBlich neben ErbB3 auch alle weiteren Mitglieder der ErbB
Familie hinsichtlich inrer Expression in Huh9-13 Replikonzellen untersucht.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Interaktion der RNA-abhangigen RNA-
Polymerase NS5B des Hepatitis C Virus mit der humanen Tyrosinkinase c-Src,
basierend auf den Vorbefunden von Katrin Buther und Andreas Schafer [39],
genauer untersucht. Es wurden Trunkierungs- sowie punktmutierte Konstrukte
entwickelt, um das Bindemotiv innerhalb der Polymerase einzugrenzen. Diese
Konstrukte wurden Uberexprimiert und Uber Pulldown-Experimente hinsichtlich ihrer
Interaktion mit c-Src untersucht. Parallel dazu wurden Peptide, die das potentielle
Bindemotiv enthalten, hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Interaktion mit der SH3-Domane

von c-Src mittels HSQC-Messungen untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material, Substanzen und Lésungen

2.1.1 Materialien fiir die Zellkultur

75 cm? Gewebekulturflaschen
6 cm Gewebekulturschalen

10 cm Gewebekulturschalen
15 cm Gewebekulturschalen
6-well-Gewebekulturplatten
12-well-Gewebekulturplatten
96-well-Gewebekulturplatten
Minisart Plus Sterilfilter 0,2 ym

2.1.2 Zellkulturmedien

DMEM (4,5 g/l Glukose)
DMEM/Nutrient Mix F-12
DMSO

FCS

G418 (Geneticin)
Glutamin
Nicht-essentielle Aminosauren
OptiMEM

PBS
Penicillin/Streptomycin
Trypsin/EDTA

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

Sartorius; Gottingen, Deutschland

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

Cytogen; Sinn-Fleisbach, Deutschland
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2.1.3 Reagenzien und Feinchemikalien

Ampicillin

Aprotinin

ATP

Benzamidin

B-Glycerolphosphat

Bradford Protein-Assay
8-Bromoadenosine 3',5'-cyclic
monophosphate

BSA

Dharmafect 4

DNase

DTT

EDTA

Forskolin

L-Glutathion, reduced
HiPerFect™ Transfection Reagent
Kanamycin

Leupeptin

Lipofectamine 2000™
Na-Pyrophosphat
NRG1-$1/HRG1- 1 EGF Domain
Pefabloc

ReBlot Plus Strong Antibody Stripping
Solution

siGenome Non-Targeting siRNA Mix

Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
BioRad; Hercules, USA

Sigma; Minchen, Deutschland
PAA-Laboratories; Linz, Osterreich
Dharmacon; Colorado, USA
Qiagen; Hilden, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Carl Roth; Karlsruhe, Deutschland
Sigma; Miunchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland
Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Sigma; Miunchen, Deutschland
BioRad; Hercules, USA

Fluka; St. Gallen, Schweiz

Merck Millipore; Billerica, USA

Dharmacon; Colorado, USA

siGenome SMARTpool Human ErbB3 siRNA Dharmacon; Colorado, USA
siGenome SMARTpool Human NRG1 siRNA Dharmacon; Colorado, USA
siGenome SMARTpool Human CREB5 siRNA Dharmacon; Colorado, USA

siGenome SMARTpool Human PRKAC A

siRNA

siGenome SMARTpool Human PRKAC B

siRNA

Dharmacon; Colorado, USA

Dharmacon; Colorado, USA
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siGenome SMARTpool Human PRKAC G

siRNA
Spermidine
Triton X-100

WL Chemiluminescence Reagent Plus

2.1.4 Kits

Human IL-8 ELISA Ready-SET GO!
(2nd Generation)

miRNeasy Mini Kit

miScript || RT Kit

NRG1 beta 1 Human ELISA Kit
QIAprep Spin Maxiprep Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QlAshredder Kit

Quantitect Reverse Transcription Kit
RNeasy Mini Kit

VenorGeM Mycoplasma Detection Kit

2.1.5 PCR und Klonierung

dNTP Mix

rNTP Mix

High-Fidelity DNA-Polymerase
IPTG

miScript SYBR Green PCR Kit
Oligonukleotide

Restriktionsenzyme

Dharmacon; Colorado, USA

Sigma; Mldnchen, Deutschland
Merck; Darmstadt, Deutschland
Perkin Elmer; Rodgau-Jigesheim,

Deutschland

eBiosciences, San Diego, USA

Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Abcam; Cambridge, UK

Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland
Qiagen; Hilden, Deutschland

Minerva Biolabs; Berlin, Deutschland

Roche; Mannheim, Deutschland
Roche; Mannheim, Deutschland
New England Biolabs; Ipswich, USA
Promega; Madison, USA

Qiagen; Hilden, Deutschland

MWG; Ebersberg, Deutschland
New England Biolabs; Ipswich, USA
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RNasin Ribonuclease Inhibitor
Sequenzierungen

Smart Ladder

SYBR Green PCR Master Mix
T4-DNA Ligase
T7-RNA-Polymerase

Tag-Polymerase

Promega; Madison, USA

MWG; Ebersberg, Deutschland
Eurogentec; Koln, Deutschland
Applied Biosystems; Foster City, USA
Promega; Madison, USA

Promega; Madison, USA

Roche; Mannheim, Deutschland

2.1.6 Primarantikorper und Sekundarantikorper

Primarantikdrper

Anti-26S Proteasome
B-Aktin

c-Src

EGFR

EGF R-Phycoerythrin
EGF R-Allophycocyanin
EGFR pTyr845

ErbB2 (29D8)

ErbB2 pTyr877

ErbB2 pTyr1221/1222
ErbB3 (1B2)
ErbB3/HER3 Allophycocyanin
ErbB3 pTyr1289
GAPDH

GST (26H1)

HCV NS3

HCV NS5A [H26]
HCV NS5B (5B-3B1)
HER-2 (c-new) FITC
p38 (C-20)

p38 p-Thr180/Tyr182

Abcam; Cambridge, UK

Abcam; Cambridge, UK

Cell Signaling; Danvers, USA
Santa Cruz; Santa Cruz, USA
R&D Systems; Minneapolis, USA
R&D Systems; Minneapolis, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
R&D Systems; Minneapolis, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
Biodesign; Saco, USA

Cell Signaling; Danvers, USA
Abcam; Cambridge, UK

Abcam; Cambridge, UK

Alexis; San Diego, USA
eBiosciences; Wien, Osterreich
Santa Cruz; Santa Cruz, USA
Cell Signaling; Danvers, USA
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Sekundarantikorper

HRP-anti-Kaninchen
HRP-anti-Maus

Mouse IgG1 Allophycocyanin
Mouse IgG1 FITC

Rat IgG2a Allophycocyanin
Rat IgG2a Phycoerythrin

2.1.7 Inhibitoren

3-Isobutyl-1-Methylxanthine (IBMX)
Actinomycin D

H-89, Dihydrochloride

Mithramycin A

PKA Inhibitor 14-22 Amide, Cell-Permeable,
Myristoylated

IKK-2 Inhibitor IV (IKK2)

SB203580, Hydrocholride

miScript miRNA Inhibitoren

2.1.8 Bakterienstamme

One Shot® TOP10 Chemically Competent
E. coli JIM109
BL21 (DE3)

DAKO; Hercules, USA

DAKO; Hercules, USA

R&D Systems; Minneapolis, USA
eBiosciences; Wien, Osterreich
R&D Systems; Minneapolis, USA
R&D Systems; Minneapolis, USA

Sigma; Minchen, Deutschland
Sigma; Miunchen, Deutschland
Merck; Darmstadt, Deutschland
Sigma; Minchen, Deutschland

Merck; Darmstadt, Deutschland

Merck; Darmstadt, Deutschland
Merck; Darmstadt, Deutschland

Qiagen; Hilden, Deutschland

Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Promega; Madison, USA
Promega; Madison, USA
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2.1.9 Beads

DynaBeads Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland
Glutathion Sepharose™ 4B GE Healthcare; Freiburg, Deutschland
Ni-NTA Agarose Qiagen; Hilden, Deutschland

2.1.10 Peptide und synthetische Gene

Synthetische Peptide JPT; Berlin , Deutschland

Synthetische Gene Geneart; Darmstadt, Deutschland

2.1.11 Computerprogramme und Datenbanken zur Datenauswertung

ScikEd www.scied.com

miR-Base www.mirbase.org

Targetscan www.targetscan.org

Primer Blast http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/

primerblast/
CREB Target Gene Data Base http://natural.salk.edu/CREB/
SPSS Statistics

Hier nicht aufgefuhrte Chemikalien zur Herstellung von Pufferldsungen wurden von
den Firmen Merck (Darmstadt, Deutschland), Sigma (Taufkirchen, Deutschland) oder

Fluka (St. Gallen, Schweiz) in pro analysi (p.a.)-Qualitat bezogen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Die Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO;, in wassergesattigter Atmosphare
kultiviert.

Die Abwesenheit von Mykoplasmen wurde durch regelmaRige Testung der
Zellkulturtberstande mittels PCR Uberprift.

Das Einfrieren erfolgte bei einer Konfluenz von etwa 50% in Einfriermedium (DMEM
mit 10% DMSO, 20% FCS). Die Zellen wurden in flissigem Stickstoff gelagert.
Aufgetaut wurden die Zellen durch rasches Erwarmen auf 37°C und Einbringen in
frisches Medium, nach 4 Stunden wurde das Medium gewechselt um DMSO-
Ruckstande zu entfernen. Eine Ausnahme stellen die Zelllinien Huh7.5 und Huh21-5
dar, bei welchen DMSO durch Zentrifugieren unmittelbar nach dem Auftauen und

Aufnahme des Pellets in frisches Medium entfernt wurde.

Tabelle 2.1: Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Kulturmedium Zusatze
Huh7 Humane Hepatomazelllinie | DMEM/Nutrient | 10% FCS
Mix F-12

Huh9-13* | Humane Hepatomazelllinie | DMEM/Nutrient | 10% FCS

Huh7, in die das subgeno- | Mix F-12 1mg/ml Geneticin
misches Replikon (NS3-
NS5B) eingebracht wurde

Huh5-15* | Humane Hepatomazelllinie | DMEM/Nutrient | 10% FCS

Huh7, in die das subgeno- | Mix F-12 1mg/ml Geneticin
misches Replikon (NS3-
NS5B) eingebracht wurde
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Huh21-5* | Humane Hepatomazelllinie | DMEM (4,5¢g/I 10% FCS

Huh7, in die das HCV Voll- | Glukose) 2mM Glutamin
langen-Genom eingebracht 100U/ml Penicillin
wurde 100pg/ml

Streptomycin
1XNEAA

0,1mg/ml Geneticin

Huh7.5** Humane Hepatomazelllinie, | DMEM (4,5g/I 9% FCS

die nach Einbringung des | Glukose) 2mM Glutamin

subgenomischen Replikons 100U/ml Penicillin

durch IFN-Behandlung ge- 100pg/ml

heilt wurde Streptomycin
1XNEAA

* zur Verfugung gestellt von Ralf Bartenschlager, Heidelberg, Deutschland

** zur Verfugung gestellt von der Firma Apath, New York, USA

Transfektion von siRNA

Das Ausschalten von Zielgenen wird durch die Anwendung von siRNA ermdglicht.
Hierbei handelt es sich um kleine synthetische Molekule, die durch Transfektion in
Zellen eingebracht werden und durch Bindung an komplementare Sequenzen der
mRNA die Expression von Zielgenen herabregulieren.

Das Aussaen der Zellen fur eine Transfektion erfolgte am Vortag in 6-well-Platten.
FUr die Transfektion wurden zunachst die spezifische siRNA sowie ein Mischung aus
drei Kontroll-siRNAs zu 5uM in 1x siRNA-Puffer verdinnt. Anschlielliend gab man
die siRNAs sowie das Transfektionsreagenz Dharmafect 4 in vom Hersteller
vorgeschriebenem Verhaltnis zu antibiotikafreiem OptiMEM und inkubierte die
Mischung fur 5 Minuten bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde das mit
Dharmafect 4 versetzte Medium in vorgeschriebener Menge zu den siRNA-Ansatzen
sowie zu einem siRNA-freien Kontrollansatz gegeben. Nach weiteren 20 Minuten
Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Ansatz mit antibiotikafreiem Kulturmedium

versetzt und auf die Zellen gegeben. Nach 6 Stunden wurde das Medium gegen
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antibiotikafreies Kulturmedium ausgetauscht. Die Ernte der transfizierten Zellen

erfolgte nach 72 Stunden.
Transfektion von Plasmid-DNA

Die transiente Transfektion von Plasmid-DNA bewirkt die Uberexpression
gewulnschter Proteine und ermoglicht die Untersuchung des Einflusses dieser
Proteine auf die Zelle. Die Transfektion erfolgte mittels Lipofectamin® 2000. Bei
diesem Verfahren, welches als Lipofektion bezeichnet wird, wird die DNA zunachst
an Liposomen gebunden, welche dann endozytiert werden.

Zur Vorbereitung der Transfektion wurden Zellen am Vortag auf 6cm-Schalen
ausgesat.

Fur die Transfektion wurden 2,5ug Plasmid-DNA in 50ul serumfreien OptiMEM
aufgenommen und 4yl Lipofectamin® 2000 mit 246ul serumfreiem OptiMEM
gemischt. Beide Ansatze wurden vereinigt und fur 30 Minuten inkubiert, um die
Bindung der DNA an die Liposomenoberflache zu ermdglichen. Anschliel’end
erfolgte die Zugabe von antibiotikafreiem Medium und die Transfektion der
adharenten Zellen mittels Zugabe des Transfektionsansatzes und Inkubation der
Zellen bei 37°C. Ein Mediumwechsel erfolgte nach 6 Stunden sowie nach 24

Stunden. Die transfizierten Zellen wurde nach 48 Stunden geerntet.
Transfektion von miScript miRNA Inhibitoren

Die Transfektion von miScript miRNA Inhibitoren verlauft nach dem Prinzip der
Lipofektion. Die Zellen wurden am Vortag auf 6-well-Platten ausgesat. Der miRNA-
Inhibitor beziehungsweise die Negativkontrolle wurden mit einer Konzentration von
50nM eingesetzt. Dazu wurden 5,75ul eines 20pM Stocks mit 100ul OptiMEM pro
well sowie 12ul HiPerFect Transfektionsreagenz pro well zusammen pipettiert,
gevortext und nach 10 minutiger Inkubation bei Raumtemperatur tropfenweise auf

die Zellen gegeben. Die Ernte der Zellen erfolgte nach 48 Stunden.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Isolierung von mRNA

Zur Ernte der mRNA wurden die in 6cm-Schalen oder 6-well-Platten kultivierten
Zellen in 350ul RLT Puffer + p-Mercaptoethanol (1:100) lysiert. Die Lysate wurden
mit Hilfe des QlAshredders homogenisiert und anschlieRend Uber das Saulensystem
des RNeasy Mini Kit isoliert und aufgereinigt. Die Bestimmung der mRNA-
Konzentration erfolgte anschlieRend spektralphotometrisch bei einer Extinktion von
260nm/280nm.

cDNA-Synthese aus mRNA

Nach erfolgter mRNA-Aufreinigung wurde die cDNA aus 1000ng mRNA mittels
Reverser Transkriptase Reaktion synthetisiert. Im ersten Schritt wurden DNA-
Kontaminationen durch gDNA Wipe out-Puffer entfernt. AnschlieRend wurde die
MmRNA bei 42°C durch die Reverse Transkriptase, eine RNA-abhangige DNA-
Polymerase, in cDNA umgeschrieben. Der Ansatz wurde anschlielend mit 100pl
RNase-freiem Wasser verdinnt. Als Kontrolle fur die Reinheit der Synthese diente

ein Ansatz ohne Zugabe des Enzyms.

Isolierung von miRNA

Fir die Isolierung von miRNA aus Zellen wurde das miRNeasy Mini Kit der Firma
Qiagen verwendet. Die Ernte der miRNA erfolgte nach Kultivierung der Zellen in
6cm-Schalen oder 6-well-Platten in 700pl QlAzol Lysis Reagenz. Dabei handelt es
sich um eine Phenol- und Guanidinthiocyanat-haltige Ldsung, die neben ihrer
lysierenden Funktion auch als RNase-Inhibitor fungiert und zellulare DNA sowie
Proteine aus dem Lysat zu entfernen vermag. Dies gelingt Uber einen
Zentrifugationsschritt nach Chloroform-Zugabe, wobei zwei Phasen entstehen. Die
miRNA enthaltende, wassrige Phase wird abgenommen und zur weiteren Isolierung
verwendet.

Die Reinigung der miRNA erfolgt Uber eine Silicamembran nach Vorschrift des

Herstellers.
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cDNA-Synthese aus miRNA

Nach erfolgter miRNA-Aufreinigung wurde die cDNA aus 1000ng miRNA mittels
Reverser Transkriptase Reaktion unter Verwendung des miScript || RT Kits (Qiagen)
synthetisiert. Hierfir wurde die miRNA fir 60 Minuten bei 37°C durch die miScript
Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Der Ansatz wurde anschlielRend mit
80ul RNase-freiem Wasser verdunnt. Als Kontrolle fur die Reinheit der Synthese
diente ein Ansatz ohne Zugabe von Reverser Transkriptase. Fur die RT-PCR wurde

die cDNA ein weiteres Mal im Verhaltnis 1:10 mit RNase-freiem \Wasser verdinnt.

Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) ist eine Methode zur
Quantifizierung von  DNA, die auf dem Prinzip der normalen
Polymerasekettenreaktion beruht. Gemessen wird die Fluoreszenz, die proportional
zur Zunahme der PCR-Produkte in Echtzeit zunimmt. Dazu verwendet man den
Cyanin-Farbstoff Sybr Green |, der an die kleine Furche doppelstrangiger DNA
bindet und so einen DNA-Fluoreszenzfarbstoff-Komplex bildet. Quantifiziert werden
die Fluoreszenzsignale in der exponentiellen Phase der PCR, da in dieser Phase
optimale Reaktionsbedingungen herrschen.

Da der Farbstoff unspezifisch vorhandene Doppelstrang-DNA erkennt ist es von
grofldter Bedeutung, Oligonukleotide (Primer) zu designen, die spezifisch fur das
gewunschte DNA-Produkt sind und eine geringe Neigung zur Bildung von Primer-
Dimeren zeigen. Mit Hilfe der Primer-Blast Funktion der pubmed Datenbank
bekommt man Informationen zu Spezifitdt und Hybridisierungsgefahr der Primer
durch komplementare Basen. Des Weiteren sind Faktoren wie Schmelztemperatur
(Tm ~59°C) und GC-Gehalt (~50%) sowie die Lange des Amplikons (~90-120bp) zu
bertcksichtigen. Die gewahlten Primer wurden durch eine Schmelzkurvenanalyse in
der RT-PCR auf ihre Eignung untersucht.

Fir die RT-PCR wurden 1,2ul cDNA und 12,5l Sybr Green sowie je 1ul (10pmol)
Forward- und Reverse-Primer pro Kavitat in der 96-well-Platte eingesetzt.

In der RT-PCR wurde die cDNA zunachst fur 10 Minuten bei 95°C denaturiert. Im
weiteren Verlauf erfolgte die Amplifizierung der DNA zweistufig, das heil3t es wurde

bei 95°C fur 15 Sekunden denaturiert und anschliefend erfolgten die Hybridisierung
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des Primers an die DNA und die Elongation bei 60°C flir 1 Minute. Dieser Zyklus
wurde 40 Mal durchlaufen. Zur Auswertung der Daten wurde die ViiA™7 RUO
Software (2010) benutzt und das AACt-Verfahren angewendet [121]. Der Ct -Wert
(cycle threshold) beschreibt den Teil der Kurve, in dem die Fluoreszenz des DNA-
Farbstoffkomplexes erstmals exponentiell Gber den Hintergrundwert ansteigt. Der C+-
Wert der Referenz (Housekeeping-Gen), wird vom Ct-Wert des Amplikons
subtrahiert. Als Referenz diente humanes SDHA (Succinatdehydrogenase Komplex,
Untereinheit A).

Die Messung der aus miRNA gewonnenen cDNA in der RT-PCR unterscheidet sich
in einigen Punkten von der oben beschriecbenen RT-PCR. Einem 15 minltigem
Aktivierungsschritt folgten 40 Zyklen bestehend aus einem Denaturierungsschritt bei
94°C, der Anlagerung der Primer fur 30 Sekunden bei 55°C und schlieRlich der
Extension fur 34 Sekunden bei 70°C. Fur die Auswertung wurde der Cr-Wert den
Angaben des miRNA-Kit Herstellers Qiagen fur die Verwendung des Gerates der

Firma Applied Biosystems fur 1-3ng miRNA manuell auf 0,02 eingestellt.

Tabelle 2.2 Primer fiir die RT-PCR

Primer-Name Sequenz

ADAM17 for 5’ agtgcagtgacaggaacagtcctt 3’
ADAM17 rev 5’ ggacacgcctttgcaagtagcatt 3’
ADAM19 for 5’ gaggggcgagaactgatcct 3’
ADAM19 rev 5’ ccaatttccgtgtggtggtt 3’
BACE1 for 5’ gcagtaactttgcagtgggtg 3’
BACE1 rev 5’ ccctgggtgtagggcacata 3’
CREB1 for 5’ tccacaagtccaaacagttcag 3’
CREB1 rev 5’ tcecttegcettttgggaatca 3
CREB3 for 5’ gtagaaaagaggggacccaga 3’
CREB3 rev 5’ aataagcccctccttctccaa 3
CREBS for 5’ gcagaagaactcacccagaca 3’
CREBS5 rev 5’ tggctgttattgggcagtct 3’
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CREBBP for 5’ ggtttcccecgecaaatgactg 3’
CREBBP rev 5’ gcttgactaaagggctgtcca 3’
CXCL8-2 for 5' agaagtttttgaagagggctgaga 3
CXCL8-2 rev 5' cagacccacacaatacatgaagtg 3
EGFR for 5’ catccagtggcgggacatag 3’
EGFR rev 5’ gggacagcttggatcacact 3’
ErbB2 for 5’ tgcegttggggttectect 3°

ErbB2 rev 5’ aggactggcagggagtcgca 3’
2ErbB3 for 5' gcgccagctecgcettgacte 3
2ErbB3 rev 5 tcggtccctcacgatgteect 3
ErbB4 for 5’ tgggcaacctggagataacc 3’
ErbB4 rev 5’ ccagaggcaggtaacgaaact 3’

hsa-mir-125a-5p

5’ tccctgagaccctttaacct 3’

hsa-mir-125b-5p

5’ tccctgagaccctaacttgt 3’

hsa-mir-205-5p

5’ tecttcattccaccggagtc 3’

hSDHA for 5" agatgtggtgtctcggtcgat 3°
hSDHA rev 5 cgtgatctttctcagggcca 3°
NGR1 for 5 tcaagtggttcaagaatgggaa 3
NRG1 rev 5" atcagccagtgatgctttgt 3
NRG2 for 5’ gcccttectaccgttggttca 3’
NRG2 rev 5’ tcctecaccttcaccttgttg 3’
NRG3 for 5' gtctcaatgatggcgagtgct 3'
NRG3 rev 5' aacggactccttggtagcect 3'
NRG4 for 5' aagtcgttttgcctgaatggg 3'
NRG4 rev 5' agcctgggagaaaaacctct 3'

NS3 JFH-1 for
NS3 JFH-1 rev

5’ ctacggtgtgcgccagag 3’
5’ cccaaacggtacaggagagg 3’
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NS5A JFH-1 for
NS5A JFH-1 rev

5’ ccgttgetggttgtgctet 3’
5’ gttgctggagggcttctgat 3’

PRKAC A for 5’ aaatgggaaagtcccgctca 3’
PRKAC A rev 5’ gttcccggtctecttgtgtt 3°
PRKAC B for 5' ctagccaaagccaaagaagact 3'
PRKAC B rev 5' caaatgaacctgttccaaggg 3'

4PRKAC G for
4PRKAC G rev

5’ gggttggcgacatcaagaac 3’
5’ gcctgtgtacttcgggatgaa 3

Sp1 for 5’ gcacctgcccctactgtaaa 3’
Sp1rev 5’ cactttcccacagccttgga 3’
Sp3 for 5’ catccaggagagaatgctgaca 3’
Sp3 rev 5’ agaatcaccactgagctgcc 3’

Tabelle 2.3 Intron-Exon-Primer fiir die RT-PCR

Primer-Name

Sequenz

Intron12Exon2 f

Intron12Exon2 r

5' gctgagaatttgtgtccagece 3'
5' ggtattggttctcagcatcgce 3'

Exon2Intron23 f

Exon2Intron23 r

5' cttgagattgtgctcacggg 3'
5' aaggaaggagggttctagggg 3'

Intron45Exon5 f

Intron45Exon5 r

5' acaagcctttcttagccctga 3'

5' agtcttctgatccaggacccc 3'

Exon7Intron78 f

Exon7Intron78 r

5' gtccacagcctcttgtctac 3'

5' cctteecectcagacacttacg 3'

Intro1011Exo011f
Intro1011Exo011r

5' aagaaggctccctgcccata 3'

5' acactgaagttgtgcatgtgg 3'

Exo18Intro1819f
Exo18Intro1819r

5' gcttaaagtgcettggcetegg 3'
5' ccctttgecctagatgcectt 3'
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Intro2021Ex021f 5' gtgactgattcccccaacctt 3'
Intro2021Ex021r 5' ttgagtagcacgtttcgggc 3'
Exo022Intro2223f 5' gtggatggcccttgagagtat 3'
Exo022Intro2223r 5' gggccagtgatggtagagag 3'

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur Amplifikation von DNA-Fragmenten

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion.
Hierfur wurde die hitzestabile Tag-Polymerase der Firma Roche verwendet. Fr die
PCR Reaktion wurden je 2,5mM dNTPs, 10pmol sense- und antisense-Primer, 1-2,5
Einheiten der Polymerase und 10-80ng Template zusammen pipettiert. Die PCR-
Reaktionen wurden mit Mg2+-haltigem Puffer und sterilem H,O auf ein Endvolumen
von 50ul aufgefullt. Der PCR-Zyklus erfolgte in den Schritten: Denaturierung des zu
amplifizierenden DNA-Doppelstranges (94°C), Primer-Hybridisierung (annealing) an
der einzelstrangigen DNA (Temperatur anhangig von der Primer-Sequenz) und
anschlieBender Verlangerung der Primer (extension, 72°C). Die Vervielfaltigung der
DNA-Matrize wurde durch mehrfaches Wiederholen der einzelnen Zyklen (20-35
Zyklen) erreicht. Die PCR-Reaktionen wurden in 0,2 ml ReaktionsgefalRen in einem
Thermocycler PTC-200 der Firma MJ-Research durchgeflhrt.

Tabelle 2.4 Oligonukleotide fiir die Polymerase-Kettenreaktion

Primer-Name Sequenz

NS5B M1/2 sense 5’ cgaattcggctatgactagatactctge 3’
NS5B M1/2 antisense 5’ actcgaggtactaccacgcagcccgegcaa 3’
NS5B M1 sense* 5’ ctgcceccgetggggacgegeccaaa 3’
NS5B M2 sense* 5’ gaggaggagggggaagaagt 3’

NS5B 461-488* 5’ gcaagccagctcgccttatcgtattcee 3

* Primer fur die Mutagenese-PCR




66

Elektrophoretische Auftrennung von DNA mittels Gelelektrophorese

Im Anschluss an die Polymerase-Kettenreaktion wurde die amplifizierte DNA zu
Kontrollzwecken im 1-1,5% Agarose-Gel, je nach GrofRRe, aufgetrennt. Als Puffer far
die Herstellung der Gele wie auch als Laufpuffer wurde TAE-Puffer (242g/l Tris,
100ml/l EDTA 0,5M pH 8,0, 57,1ml/l Essigsaure) verwendet. Das Anfarben der DNA
in den Agarosegelen erfolgte durch Zugabe von 5ul Ethidiumbromid (10mg/ml)
unmittelbar vor dem GielRen des Gels. Als Grolkenmarker wurde SmartLadder der
Firma Eurogentec mit aufgetrennt. Die Proben wurden vor dem Auftragen auf das
Gel mit Orange G-haltigem Auftragspuffer (3,7g/l EDTA, 1509/l Ficoll, 1g/l Orange G)
in einem Verhaltnis von 1:5 versetzt. Die Dokumentation der Agarosegele erfolgte mit

Hilfe des Doc-Print-Geldokumentationssystems der Firma Peqglab.

Aufreinigung und Extraktion von DNA

Die Aufreinigung von PCR-Produkten erfolgte je nach Reinheit im Kontrollgel
entweder direkt durch das QIAquick PCR Purification Kit oder nach
elektrophoretischer Auftrennung des gesamten PCR-Ansatzes mittels QIAquick Gel

Extraction Kit nach Vorschrift des Herstellers.

Restriktion

Der Restriktionsverdau bietet die Moglichkeit zur Umklonierung eines Konstruktes in
einen anderen Vektor oder zur Kontrolle vorhandener Plasmide hinsichtlich der
GroRe ihres Inserts. Verwendet wurden Restriktionsendonukleasen des Typs I, die
palindromische Sequenzen schneiden. Alle eingesetzten Restriktionsenzyme wurden
von der Firma New England Biolabs bezogen und die Reaktionsbedingungen (Puffer,
Zusatz von BSA) nach Herstellerangaben gewahilt.

Die Hydrolyse der Plasmid-DNA erfolgte entweder im analytischen oder im
praparativen Mal3stab. Fur analytische Ansatze wurden 0,5-1ug DNA und 10-20
Einheiten Enzym mit dem entsprechenden Puffer auf ein Endvolumen von 10ul
aufgefullt und fur 1 Stunde bei 37°C inkubiert. FUr praparative Reaktionsansatze
wurden 10ug DNA und 30-40 Einheiten des Restriktionsenzyms verwendet, auf ein

Endvolumen von 100yl aufgefiillt und 3-4 Stunden inkubiert. Zur Uberpriifungen des
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Restriktionsverdaus wurden die Ansatze elektrophoretisch aufgetrennt und wie oben
beschrieben analysiert. Der praparative Ansatz wurde vollstandig aufgetragen und

das Fragment gewlinschter GréRe Uber ein Gelextraktion aufgereinigt.

Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten wurden nach Herstellerangaben 50ng Insert
und 50ng Vektor nach vorherigem Restriktionsverdau mit identischen Enzymen in
einem Ansatz mit der T4 Ligase der Firma New England Biolabs und
entsprechendem Ligationspuffer vereinigt und flr zwei Stunden bei Raumtemperatur
oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlieend wurde der Ligationsansatz Uber das

PCR Purification Kit aufgereinigt.

Kultivierung von Bakterienstdmmen fur die Plasmidisolierung

FUr die Kultivierung der Bakterienstamme Top10 und JM109 wurde LB-Medium
verwendet (5g/I Hefeextrakt, 10g/l Trypton, 5g/l Natriumchlorid). Fur Agarplatten
wurde noch 15g/l Agar hinzugefligt. Selektionsmedien enthielten zusatzlich Ampicillin
(50mg/l) oder Kanamycin (25mg/l). Zwecks Kroykonservierung wurden
Glycerolstocks fiir die Lagerung bei -80°C aus 800ul Ubernachtkultur und 200l
Glycerol hergestellt.

Tabelle 2.5 Escherichia coli - Klonierungsstaimme

Bakterienstamm | Genotyp

Top10 F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢p80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139

A(ara-lew)7697 galU galK rpsL (Str”) endA1 nupG

JM109 endAl recAl gyrA96 thi hsdR17 (rk., mk+) relAl supE44 A(lac-proAB)

[F' traD36 proAB laqlqZAM15]
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Herstellung kompetenter E. coli Bakterien

Da Eschericha coli Bakterienstamme keine nattrliche Kompetenz zur Aufnahme von
Plasmiden haben, ist eine Vorbereitung auf die Transformation erforderlich.

Zunachst wurde ein Verdunnungsausstrich aus einem Glycerolstock auf LB-Agar
angelegt und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Aus einem Klon wurde dann eine
Ubernachtkultur in 2,5ml LB-Medium angelegt, die am néchsten Tag der Animpfung
von 250ml LB-Medium diente, welches mit 20nM MgSO, versetzt war. Bei einer
ODgoo von 0,4-0,6 wurden die Zellen bei 4.000rpm und 4°C fur 5 Minuten
zentrifugiert, das Pellet in 100ml TFB1-Puffer (30mM Kaliumacetat, 10mM CacCl,,
50mM MnCl,, 100mM RbCI, 15% Glycerin, pH 5,8) resuspendiert und fur 5 Minuten
auf Eis inkubiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt bei gleicher Einstellung
und die Resuspendierung des Pellets in 10ml TFB2-Puffer (100mM MOPS, 75mM
CaClz, 10mM RbCI, 15% Glycerin, pH 6,5). Nach weiteren 15 bis 60 Minuten

Inkubation auf Eis wurde die Zellsuspension aliquotiert und bei -80°C gelagert.
Transformation kompetenter E. coli Bakterien

Die kompetenten JM109-Zellen wurden auf Eis aufgetaut, wenige Nanogramm DNA
zugegeben und fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fur 45
Sekunden, welcher die Entstehung von Poren in der Membran und somit die
Aufnahme der DNA bewirkte. Nach dem Hitzeschock wurde der
Transformationsansatz sofort fir 2 Minuten auf Eis gestellt und anschlieRend zu
900ul vorgewarmten SOC-Medium (0,5g/I Hefeextrakt, 2g/l Trypton, 2,5mM KCI,
10mM NaCl, 10mM MgCl,, 20mM Glukose, pH 7,0) gegeben und unter Schutteln fur
1 Stunde bei 37°C inkubiert. 100ul des Ansatzes wurden dann auf eine LB-
Agarplatte mit erforderlichem Antibiotikum ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Transformation in One Shot® TOP10 erfolgte nach Herstellerangaben

(Invitrogen).
Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen

Die Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen erfolgte je

nach Malistab mittels QIAprep Spin Miniprep oder Maxiprep Kit (Qiagen).
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Konzentrationsbestimmungen wurden unter Verwendung eines NanoDrop™

Spectrophotometers bei einer Extinktion von 260nm durchgeftihrt.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

Zelllyse

FUr den Aufschluss der Zellen und die Isolation der zytoplasmatischen Fraktion
wurden die kultivierten Zellen zunéchst mit eiskaltem PBS (w Ca?‘/Mg**, 0,1mM
Natrium-ortho-vanadat) gewaschen. Die anschliellende Lyse der Zellen erfolgte in
modifiziertem Triton-Lyse-Puffer (1% Triton X-100, 20mM Tris/HCI pH 7,4, 5ug/ml
Aprotinin, 4mM Benzamidin, 2mM EDTA, 10% Glycerol, 50mM B-Glycerolphosphat,
5ug/ml Leupeptin, 136mM NaCl, 20mM Natrium-Pyrophosphat, 1mM Na3VOy,
0,2mM Pefabloc, 0,2% SDS), wobei das Volumen des Lysepuffers in Abhangigkeit
von GroRe der Gewebekulturschale und Konfluenz der Zellen zwischen 80ul und
150ul variierte. Nach der Ernte der Zellen wurden diese gevortext und 10 Minuten auf
Eis inkubiert um eine vollstandige Lyse der Zellen zu gewahrleisten. AnschlieRend
wurde der Zelltrimmer durch einen 15 minutigen Zentrifugationsschritt bei
14.000rpm und 4°C entfernt. Die Uberstande konnten dann mittels Bradford—Test auf

ihren Proteingehalt untersucht und fur die SDS-Page verwendet werden.

Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford—Test ist ein photometrisches Verfahren zur Quantifizierung von
Proteinen und wurde nach Angaben des Herstellers BioRad durchgefuhrt. Der
Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G-250 bildet mit kationischen,
unpolaren Seitenketten von Proteinen in saurer Losung Komplexe, wodurch sich der
ursprunglich rote Farbstoff in seiner blauen, anionischen Sulfonatform stabilisiert und
sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffs von 470nm auf 595nm verschiebt. Die
Zunahme der Absorption verglichen mit dem freien Farbreagenz ist somit ein Mal} fur

die Proteinkonzentration.



70

SDS-Page und Western Blot

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) ist ein
Verfahren zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer Masse in einem elektrischen
Feld. Jeweils 30ug Protein pro Probe wurden durch mTLP im Volumen angepasst
und vor der Auftrennung im Gel mit 4x Lammli-Puffer (250mM Tris/HCI pH 6,8, 40%
Glycerol, 5% SDS, 0,002% Bromphenolblau, 8% p-Mercaptoethanol) im Verhaltnis
3:1 versetzt. Die Proben wurden dann 5 Minuten bei 95°C denaturiert, anschlielend
kurz zentrifugiert und dann auf das Gel aufgetragen. Der prozentuale Acrylamid-
Gehalt im Gel variierte nach GroRe der zu detektierenden Proteine zwischen 10%
und 12%. Als GréRenstandard wurde Precision Plus Protein™ Dual Color Standard
(BioRad) mit aufgetrennt. Im Gelektrophoresesystem der Firma Biometra wurde im
Sammelgel eine Spannung von 100V angelegt, welche zur Auftrennung der Proteine
im Trenngel auf 160V erhoht werden konnte.

Zur spateren Immundetektion wurden die im Polyacrylamid-Gel aufgetrennten
Proteine zunachst auf Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen mittels Semi-Dry-
Verfahren in einer Elektroblotting-Apparatur (Biometra) Ubertragen. Dabei wurde eine
Stromstarke von 1mA/cm? angelegt, die Dauer des Vorgangs variierte je nach GroRe
der Proteine zwischen einer und zweieinhalb Stunden. In Anodenpuffer
(Anodenpuffer 1: 0,3M Tris, 20% Methanol; Anodenpuffer 2: 0,025M Tris, 20%
Methanol) und Kathodenpuffer (0,04M 6-Aminocapronsaure, 20% Methanol)
getranktes Whatman-Papier (Schleicher & Schuell) sicherte den Stromfluss zwischen
den Elektroden und somit den Transfer der Proteine.

Das Blockieren der freien unspezifischen Proteinbindungsstellen auf der Membran
erfolgte in 5% BSA/TBS-T fur eine Stunde bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde
der Primarantikorper Uber Nacht bei 4°C (schuttelnde Inkubierung) auf die Membran
gegeben. Drei zwanzigminutige Waschschritte mit einem Detergenz-haltigen Puffer
(TBS-T) sorgten fur die Entfernung unspezifisch gebundenen Antikdrpers.
Anschlie®end wurde fur eine Stunde der zum Primarantikorper spezifische
Sekundarantikorper auf die Membran gegeben. Nach weiteren drei
zwanzigminutigen Waschschritten konnten die Proteine durch Zugabe von WL
Chemiluminescence Reagent Plus (PerkinElmer) und Auflegen von ECL-Filmen (GE
Healthcare) in einer Entwicklermaschine der Firma Kodak detektiert werden. Zur

Vorbereitung fur eine weitere Immundetektion wurden die Membranen mit ReBlot
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Plus Strong Antibody Stripping Solution (Millipore) von Antikorperrickstanden befreit.
ELISA

Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist ein Verfahren zum
quantitativen Nachweis von Proteinen. Dabei wird zunachst eine Mikrotiterplatte mit
einem Primarantikdrper beschichtet und anschlieRend das gewinschte Protein
mittels Antigen-Antikorper-Reaktion auf der Oberflache immobilisiert. Ein Enzym-
gekoppelter Zweitantikorper setzt dann einen Farbstoff um, welcher photometrisch
gemessen wird und so die Berechnung der Antigenmenge durch die vorherige
Berechnung der Regression eines durch den Hersteller zu Verfligung gestellten
Standards ermoglicht.

Zur Vorbereitung des ELISAs wurden Zellen auf 6-well-Platten ausgesat. Nach
definierten Zeitpunkten wurden Uberstidnde abgenommen, fiir 20 Minuten bei
14.000rpm und 4°C zentrifugiert und anschlieend bei -80°C bis zum weiteren
Gebrauch eingefroren.

Die Durchfihrung des ELISAs erfolgte nach Herstellerangaben.
FACS-Analyse

Die fluoreszenzsaktivierte Zellanalyse (FACS: fluorescence activated cell sorting)
oder auch Durchflusszytometrie ist ein Verfahren zur Messung der Expression von
Proteinen auf der Oberflache vitaler Zellen mittels Antikorper-Farbung. Der
Einfachheit halber wurden Antikorper verwendet, an welche Fluoreszenzfarbstoffe
wie Allophycocyanin (APC), Phycoerythrin (PE) oder Fluoresceinisotiocyanat (FITC)
gekoppelt sind, so dass ein einziger Farbungsschritt ausreichend ist. Zur
Vorbereitung der FACS-Analyse wurden die Zellen in 6-well-Platten ausgesat und je
nach Versuchsaufbau 48 bis 96 Stunden nach Aussaat fur die Messung vorbereitet.
Dazu wurden die Zellen zunidchst zwei Mal mit PBS w/o Ca?'/Mg®* (37°C)
gewaschen, anschlieBend wurden 250ul Trypsin pro Kavitat zugegeben und die
Platten fur 3 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Ablosung der Zellen wurde unter dem
Mikroskop Uberpruft. Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von 1ml FACS-Puffer
(483ml PBS w/o Ca**/Mg**, 10ml FCS, 2ml EDTA 0,5M, 5ml Natriumazid 10%)

abgestoppt. Die Zellen wurden abgespult und jeweils 500ul der Suspension in ein
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FACS-Rohrchen Uberfuhrt, in welches bereits 1ml FACS-Puffer (4°C) vorgelegt
wurde. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis. Nach einem Zentrifugationsschritt (5
Minuten, 1.500rpm, 4°C) wurde der Uberstand dekantiert, die Pellets in 100ul FACS-
Puffer versetzt mit Fluoreszenz-markiertem Antikdrper nach Herstellerangaben
resuspendiert und flr 30 Minuten im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 2mi
FACS-Puffer erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt. Danach wurden die Pellets
einmal mit 2ml FACS-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert. Fur die Messung
wurden die Pellets in etwa 250ul FACS-Puffer, abhangig von der Pellet-Grole,
resuspendiert. Zunachst werden das Vorwartsstreulicht (FSC = forward scatter) und
Seitwartsstreulicht (SSC = side scatter) eingestellt fir die zu messenden Zelltypen
eingestellt. Zellen unterscheiden sich in ihrem Volumen und ihrer Granularitat. Das
Vorwartsstreulicht FSC ist ein Mal} fir die Beugung des Lichts im flachen Winkel und
hangt vom Volumen der Zelle ab. Das Seitwartsstreulicht SSC ist ein Mal} fur die
Brechung des Lichts im rechten Winkel und wird von der Granularitat der Zelle, der
GroRe und Struktur ihres Zellkerns sowie der Menge der Vesikel in einer Zelle
beeinflusst. AnschlieRend wurde der Laser so eingestellt, dass die ungefarbte
Isotypenkontrolle ihr Maximum im Histogramm bei 10 A.E. (Arbitrare Einheiten) hat.
Danach erfolgte die Messung der Antikorper-gefarbten Proben mit den zugehdrigen
Isotypenkontrollen. Die Auswertung erfolgte mit der FlowJo-Software (Version 7.6.1)

nach Angaben des Herstellers.
Expression und Aufreinigung "°N-markierter c-Src-SH3-Doméne

Die Expression und Aufreinigung sowie alle weiteren Vorbereitungen fur die NMR-
spektroskopischen Messungen erfolgten in Kooperation mit der AG Willbold im
Forschungszentrum Julich unter Anleitung von Frau Dr. Silke Hoffmann.

Zunachst wurde die GST-c-Src-SH3-Domane im E. coli Stamm BL21 (DE3)
Uberexprimiert. Hierfur wurde Isotopen-markiertes M9-Medium (9,1g/l NaH;PO4 x
2H,0, 3g/l KH.PO,4 x 2 H,0, 0,5g/l NaCl, 0,5g/I ["®°N] NH4CI (Cambridge isotopes,
Andover, USA), 100uM CaClz, 2mM MgSQO4, 5mg/lI Thiaminhydrochlorid, 0,2% (v/v)
TS2 (Spurenelemente), 0,1% (v/v) Vitamincocktail, 4g/l Glukose, 10uM Fe(lll)-Citrat)
verwendet. Der Einbau des Stickstoff-lsotops >N erméglicht die NMR-
spektroskopische Messung des Proteins. Zunachst wurden Klone von einer LB-Platte
in M9-Medium uberfuhrt und bei 200rpm und 37°C bis zu einer ODggo von 0,6-0,8
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inkubiert. Dann wurde 1mM IPTG zugefligt und die Kultur flr weitere 4 Stunden bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz bei 5.000xg flr 15 Minuten
zentrifugiert, das Bakterienpellet einmal mit 1xPBS gewaschen, erneut
abzentrifugiert und bei -20°C eingefroren. Zur Kontrolle der Uberexpression wurden
vor und nach Induktion mit IPTG Proben abgenommen, die dann im 16% SDS Gel
aufgetrennt und Uber eine Coomassie-Farbung analysiert wurden. Fur den
Aufschluss der Zellen wurden die Pellets auf Eis aufgetaut und in 20ml Lysispuffer
resuspendiert (1xPBS pH7,3, 0,5% Triton X 100, 5mM DTT, 1 Complete Tablette,
20ug/ml DNase A, 20pg/ml Lysozym), drei Mal fur 20 Sekunden mit Ultraschall
behandelt, anschliefend fur 30 Minuten bei 4°C unter Schutteln inkubiert und
schlieBlich weitere drei Mal fir 20 Sekunden mit Ultraschall behandelt. Im nachsten
Schritt wurde der Ansatz bei 50.000xg und 14°C fir 45 Minuten zentrifugiert, der
Uberstand wurde anschlieend in ein Falcon tberfiihrt.

Die Aufreinigung der GST-c-Src-SH3-Domane erfolgte im Anschluss Uber GSH-
Sepharose. Hierfur wurden zunachst 2ml GSH-Sepharose auf eine Saule gegeben
und mit dem 5-fachen Saulenvolumen Wasser gewaschen. Anschlielend wurde die
Saule mit dem 1-fachen Saulenvolumen 1xPBS aquilibriert, danach wurde der
Uberstand aus dem Zellaufschluss auf die Saule gegeben. Es folgte ein Waschschritt
mit 80ml Bindungspuffer (1x PBS pH7,3, 0,1% Triton X-100) und anschlie3end die
Elution der GST-c-Src-SH3-Domane mit Elutionspuffer (50mM Tris/HCI pH8, 10mM
reduziertes Glutathion). Da die SH3-Domane fiur die NMR-spektroskopische
Messung verwendet werden sollte, musste schliellich noch das GST-Tag
abgespalten werden. Hierfur wurde die Elutionsfraktion fur 2 Stunden in 2 Liter
PreScission Cleavage Puffer (50mM Tris/HCI pH7,0, 150mM NaCl, 1mM EDTA,
0,5mM PMSF) dialysiert und nach Zusatz der PreScission Protease Uber Nacht bei
4°C unter Ruhren in PreScission Cleavage Puffer inkubiert. Zur Kontrolle der
Abspaltung wurde ein Teil der Probe im 14% PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt
und anschlief3end Uber eine Coomassie-Farbung analysiert (Abb. 2.1 rechter Teil).
Der letzte Schritt der Aufreinigung umfasst die Fraktionierung von GST-Tag und
freier c-Src-SH3 Domane durch GroRenausschlusschromatographie Uber eine Fast
Protein Liquid Chromatography (FPLC). Als Laufpuffer wurde entgastes Tris/HCL
50mM pH7,0 mit 150mM NaCl und 1mM EDTA verwendet (Abb. 2.1 linker Teil).



74
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€= c-Src-SH3

GST c-Src-SH3

Abbildung 2.1: Fraktionierung der freien c-Src-SH3-Domdne und GST-Tag lber eine
GroRenausschlusschromatographie.

Um den Laufpuffer zu entfernen, wurde die c-Src-SH3-Domane gegen 20mM
Natriumphosphat-Puffer  dialysiert und dann mittels Vakuumkonzentrator

(SpeedVac™ Concentrator System, Thermo Scientific) lyophilisiert.
Vorbereitung der "°N-c-Src-SH3-Domane fiir die HSQC Messung

4mg der lyophilisierten SH3-Doméane wurden in 5ml Wasser gelost, die
Konzentration bestimmt und Uber Zentrifugalkonzentratoren auf eine fur die NMR-
spektroskopische Messung geeignete Konzentration von 100uM eingestellt. Bei einer
Messtemperatur von 25°C wurde die "°N-gelabelte SH3-Domane mit einem 600MHz
NMR-Spektrometer gemessen. Die Messung erfolgte in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Herrn Professor Dr. Willbold im Forschungszentrum Julich unter

Anleitung durch Herrn Dr. Rudolf Hartmann.



75

Vorbereitung der NS5B-Peptide fir die HSQC-Messung

Tabelle 2.6: Peptidsequenzen

Peptid — Name Peptid - Sequenz MW Extinktions-
(g/mol) koeffizient
M1 (341 — 360) TEAMTRYSAPPGDPPKPEYD 2263,50 2980
M2 (384 — 400) YLTRDPTTPLARAAWET 2203,28 6990
M1_minusPD1_Like Acetyl- 2034,21 1490
TEAMTAASAAPGDAPKPEYD-
NH2
M1 _minus_classll Acetyl- 2154,33 2980
TEAMTRYSAPAGDAPAPEYD-
NH2
M2_minus_CIl_CIl_Like | Acetyl- 1780,98 6990
YLTADATTALAAAAWET-NH2
M2_minus_CIl_CIl_Like | Acetyl- 1780,98 6990
YLTADATTALAAAAWET-NH2

Die in Tabelle 2.6 aufgefuhrten Peptide wurden in 500ul Wasser geldst und mittels
Vacuum-Konzentrator eingeengt. Dieser Vorgang wurde insgesamt drei Mal
wiederholt, um storende TFA-Reste aus der Synthese zu entfernen. Beim letzten
Schritt wurden die Peptide in 200pl Wasser aufgenommen, dann im Verhaltnis 1:100
in 20mM Natriumphosphatpuffer mit 5mM NaCl verdinnt. Anschlie3end erfolgte eine
Konzentrationsbestimmung im UV/VIS-Spektrometer und die Berechnung der in der

HSQC-Messung einzusetzenden Menge (200uM).
HSQC-Messung
Die HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)-Messung ist ein NMR-

spektroskopisches Verfahren zur Analyse von Protein-Protein-Interaktionen. Dabei

wird zunachst das Spektrum des ersten Interaktionspartners aufgezeichnet, dann der
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zweite Interaktionspartner in geeigneter Menge zugegeben und erneut ein Spektrum
aufgenommen. Veranderungen im Spektrum weisen darauf hin, dass eine Interaktion
stattfindet. Titrationen erlauben eine Aussage uUber die Affinitat zwischen den
Interaktionspartnern.

Bei der hier beschriebenen HSQC-Messung wurde untersucht, ob eine Interaktion
zwischen der isolierten, ""N-markierten SH3-Domane von c-Src und den PxxP-
Motiven 1 (341-360) und 2 (384-400) der RNA-abhangigen RNA-Polymerase NS5B
stattfindet. Dazu wurde zunachst ein HSQC-Spektrums der SH3-Domane (100uM)

aufgenommen, dann wurde nach Zusatz je eines Peptids (200uM) erneut gemessen.

Kultivierung von Bakterienstammen flr die Proteinexpression

Fir die Kultivierung des Bakterienstammes BL21 (DE3) zur Vorbereitung der
Proteinexpression wurde LB-Medium verwendet. Fur Plattenkulturen wurde noch
15g/l Agar hinzugefligt. Selektionsmedien enthielten zusatzlich Ampicillin (50mg/l).
Zwecks Konservierung wurden Glycerolstocks fur die Lagerung bei -80°C aus 800yl

Ubernachtkultur und 200l Glycerol hergestellt.

Tabelle 2.7: Escherichia coli - Expressionsstamm

Bakterienstamm | Genotyp

BL21 (DE3) E. coli B F decm ompT hsdS (rg-mg-)gal A(DE3)

Expression und Aufarbeitung von GST- und His-Fusionsproteinen

Zur Vorbereitung der Expression von Fusionsproteinen wurden Plasmide in den E.
coli Stamm BL21 (DE3) transformiert. Dafur wurde zunachst eine BL21 (DE3) Kultur
uber Nacht in antibiotikafreiem LB-Medium bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Am
nachsten Morgen wurden 50ml LB-Medium mit der Ubernachtkultur angeimpft und
bis zu einer ODgypy von 0,4-0,5 unter gleichbleibenden Bedingungen inkubiert.
AnschlieRend wurde die Kultur fur 15 Minuten bei 2.500xg und 4°C zentrifugiert. Das
Pellet wurde in 4,5ml eiskaltem TSS-Puffer (5g PEG-8000, 1,5ml MgCl,, 2,5ml
DMSO, LB-Medium ad 50ml, steril filtriert) resuspendiert und auf Eis gelagert. Pro
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Transformationsansatz wurde 1ml der kompetenten Zellen in 15ml Falcons uberfuhrt
und 2-5ul Plasmid-DNA zugegeben. Der Ansatz wurde fiur 45 Minuten auf Eis
inkubiert, dann erfolgte ein Hitzeschock fur 2 Minuten bei 42°C. Die Proben wurden
anschlie3end sofort wieder auf Eis gestellt. Dann wurden 100ul der Zellen zu 900yl
LB-Medium gegeben und flr eine Stunde bei 37°C unter Schutteln inkubiert.
SchlieRlich wurden 100l des Ansatzes auf AmpR-LB-Agar ausplattiert und iber
Nacht bei 37°C inkubiert.

FUr die Expression wurde zunachst eine Vorkultur in 2ml 2xYT-Medium (10g/I
Hefeextrakt, 16g/l Trypton und 5g/I Natriumchlorid) mit Antibiotikum angelegt
(Schattelkultur, 37 °C, 8 Stunden). Als Inokulum diente ein Klon des Plasmid-
enthaltenden E. coli BL21 (DE3). Diese Vorkultur wurde dann in 150ml 2xYT-Medium
mit Antibiotikum Uberfuhrt und Uber Nacht bei 30°C unter Schutteln inkubiert. Am
nachsten Morgen wurde die ODgoo Uberprift und bei einer ODgyp von 1-2 die
Proteinexpression mit 0,1-1mM IPTG induziert. Nach 2 bis 4 Stunden bei 30°C wurde
die Kultur fur 10 Minuten bei 7.700xg und 4°C abzentrifugiert. Die Pellets wurden in
7,5ml eiskaltem PBS mit Complete Tablette resuspendiert. Als Protease-Inhibitor
wurden 750ul Lysozym 10mg/ml in Tris/HClI 25mM pH 8 zugeflgt. Nachdem die
Proben 30 Minuten auf Eis standen, wurden sie drei Mal fir 10 Sekunden mit
Ultraschall behandelt. AnschlieBend wurden 1,2ml Glycerol, 600ul 20% Triton X-100
in PBS und 1,95ml NaCl (210mg in 1,95ml) mit einer Endkonzentration von 300mM
zugegeben. Die Proben fur 30 Minuten bei 4°C im Uberkopfrotor inkubiert,
anschlieend fiir 10 Minuten bei 4°C und 12.000xg abzentrifugiert. Der Uberstand

wurde in Falcons uberfuhrt und bei -20°C bis zum weiteren Gebrauch gelagert.

GST-Pulldown-Assay

Der GST-Pulldown ist ein Verfahren zur Untersuchung der Interaktion eines GST-
getaggten Proteins mit einem beziehungsweise mehreren weiteren Proteinen, zum
Beispiel aus Zelllysaten. Fur den Pulldown wurden GST-Fusionsproteine zu 100pl
gewaschener Glutathion Sepharose 4B gegeben und fur 2 Stunden bei 4°C im
Uberkopfrotor inkubiert. Zur Kontrolle diente das nicht an ein weiteres Protein
fusionierte GST-Tag, um eine unspezifische Interaktion auszuschlielen.
AnschlieRend wurden die Proben fur 1 Minute bei 4.000rpm und 4°C zentrifugiert,

der Uberstand wurde verworfen. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 500ug
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Zellextrakt zu den Sepharose Beads. Die Zelllysate wurden zuvor in einem als Pre-
Clearing bezeichneten Prozess mit gewaschener Sepharose fur 2 Stunden inkubiert,
so dass unspezifische Bindungspartner der GSH-Sepharose entfernt wurden. Als
Kontrolle wurde zusatzlich Zelllysat auf 100yl gewaschene Sepharose gegeben, um
unspezifische Interaktionen auszuschlieBen. Die Inkubation erfolgte fir 2 Stunden
oder Uber Nacht im Uberkopfrotor bei 4°C. Nach einem Zentrifugationsschritt wurden
die Sepharose Beads drei Mal mit je 1ml mTLP gewaschen und anschlielend in 40yl
2xLammli + B-Mercaptoethanol fir 5 Minuten bei 95°C eluiert.

Die Proben wurden anschliel3end fur 1 Minute bei 13.200rpm zentrifugiert und der
Uberstand im 12% Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Mittels Western
Blot konnten dann gezielt Interaktionspartner Uber Antikorperfarbung untersucht

werden.

His-Pulldown-Assay

Der His-Pulldown Assay unterscheidet sich nur geringfigig vom GST-Pulldown
Assay. Anstelle von Glutathion Sepharose 4B wird hier Ni-NTA Agarose verwendet,
da eine Kopplung von His-Fusionsproteinen an dieses Material Uber eine His-Nickel-

Interaktion maoglich ist.

Co-Immunoprazipitation

FUr die Co-Immunoprazipitation wurden die Zellen in 10cm-Schalen fur drei Tage
ausgesat. Fir die Ernte wurden die Zellen zwei Mal mit PBS w/o Ca*/Mg*
gewaschen, in PBS w/o Ca®**/Mg* aufgenommen und in 1,5ml Eppendorf
Reaktionsgefalen fir 2 Minuten bei 2.000rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und die Pellets in 300ul TLP resuspendiert. Anschliel’end wurden
die Proben 30 Minuten auf Eis inkubiert, dann fur 20 Minuten bei 4°C und 14.000rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in Eppendorf Reaktionsgefale tberfiihrt und die
Proteinkonzentration bestimmt. Je nach Proteinausbeute wurden 300-500ug Protein
mit TLP Puffer auf ein Gesamtvolumen von 400yl aufgefullt und Erst-Antikdrper nach
Herstellerangaben beziehungsweise 1gG zu Kontrollzwecken sowie 1-2ug
biotinylierter Zweit-Antikorper (spezifisch gegen den verwendeten Erst-Antikorper)

zugefugt. Das Lysat-Antikdrpergemisch wurde dann fur 2 Stunden bei 4°C im
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Uberkopfrotor inkubiert und anschlieRend wurden zu jeder Probe 25ul gewaschene
und in 100ul TLP resuspendierte Streptavidin-gekoppelte Magnetic Beads
(DynaBeads) zugefugt. Nach weiteren 2 Stunden Inkubation bei 4°C im
Uberkopfrotor wurden die Magnetic Beads mittels Magnet pelletiert und der
Uberstand nach etwa 30 Sekunden abgenommen. Die Beads wurden einmal mit 1ml
TLP und anschlieBend einmal mit 1ml TWP (Triton-Waschpuffer, enthalt nur 0,1%
Triton X-100, entspricht ansonsten in der Zusammensetzung dem Triton-Lysepuffer
TLP) gewaschen, dann in 40ul 2xLammli versetzt mit p-Mercaptoethanol
resuspendiert und flr 10 Minuten bei 94°C eluiert. Nach einminutiger Zentrifugation

der Proben bei 13.200rpm wurde der Uberstand mittels Western Blot analysiert.

2.2.4 Hepatitis C Virus-Infektionssystem

Tabelle 2.8 Plasmide

Name Beschreibung
JC1 pFK_JH1/J6/C-846_dg
Con1/C3 pFK_JFH1/Con1/C842_dg

In vitro Transkription

Zur Vorbereitung der in vitro—Transkription wurden 10ug virale DNA durch einen
Verdau mit dem Restriktionsenzym MIul linearisiert und mittels QIAquick PCR
Purification Kit aufgereinigt. Die Elution der DNA erfolgte in 60 ul Wasser. Zu diesem
Eluat wurden dann 20ul 5x RRL-Puffer (400mM Hepes pH7,5, 60mM MgClz, 10 mM
Spermidin, 200mM DTT), 12,5ul rNTPs [25mM], 2,5ul RNasin [40U/pl] sowie 4ul T7 /
RNA Polymerase [20U/ul] zugefugt. Nach 3 Stunden Inkubation bei 37°C wurden
weitere 2ul T7 / RNA Polymerase hinzugefugt und der Ansatz Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Zur Entfernung der DNA erfolgte die Zugabe von 2,5ul DNase [3U/ul] fur 30

Minuten. Die gewonnene RNA konnte dann mittels RNeasy Mini Kit aufgereinigt
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werden. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels spektralphotometrischer

Analyse bei einer Extinktion von 260nm (NanoDrop™).

Elektroporation

Huh7.5 Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80-90% verwendet. Nach einem
Waschritt mit PBS w/o Ca®*/Mg?* und Trypsinierung fiir 3 Minuten bei 37°C wurden
die Zellen in 8ml DMEM je Zellkulturflasche (75 cm?) aufgenommen. 1,5 * 10” Zellen
wurden in ein Falcon uberfuhrt und zentrifugiert. Das Pellet wurde mit PBS einmal
gewaschen und anschlief’end in 1ml Cytomix (120 mM KCI, 0,15mM CaCl,, 10mM
Kaliumphosphat-Puffer pH 7,6, 25mM Hepes pH 7,6, 2mM EGTA, mM MgCl,) +
ATP(1:50)/GSH(1:50) resuspendiert. Fur die Elektroporation wurden 400pl
Zellsuspension mit 10ug aufgereinigter RNA gemischt, in die Pulskammer eingestellt
und mit 975uF und 270V elektroporiert. Die Zeitkonstante lag bei 20ms. Anderthalb
Elektroporationsansatze wurden in 18ml Huh7.5-Medium aufgenommen und in eine
15cm-Schale Uberfuhrt.

Virusernte und PEG-Fallung

48, 72 und 96 Stunden nach Elektroporation der RNA wurde das virushaltige Medium
abgenommen, frisches Medium wurde nach 48 und 72 Stunden auf die Zellen
gegeben. Unmittelbar nach Abnahme des Mediums wurde dies fur 5 Minuten bei
1.000rpm und Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand in ein Falcon Uberfiihrt
und bei 4°C gelagert. Zur Virusfallung wurden 4,8ml 40% PEG-8000/PBS zu 20ml
geerntetem, virushaltigem Medium gegeben. Zur Maximierung der Ausbeute wurden
die Uberstande mit Fallungsreagenz fiir drei Tage bei 4°C inkubiert. AnschlieRend
wurden sie fur 90 Minuten bei 8.000xg und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde
anschlielfend in DMEM resuspendiert und aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei
-80°C.

Bestimmung der TCID50

Die Tissue Culture Infection Dose 50 (TCID50) beschreibt die Verdunnung eines

Virus, welche 50% der vorhandenen Zellen infiziert. Hierfir wurden Zellen auf 96-
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well-Platten ausgesat und in Verdinnungen von 1:10 bis 1:50 infiziert. Dabei wurden
jeweils sechs wells nebeneinander identisch infiziert. Aus jeder Verdinnung wurden
sieben 1:6 Verdiunnungen angelegt, indem jeweils 40ul von einem well in das
darunter liegende well Uberfihrt wurden. Durch Farbung des Nicht-Strukturproteins
NS3 mit spezifischem Antikorper und Detektion mittels Anti-mouse-HRP
Zweitantikdrper sowie einer Carbazol-Substrat-Losung konnte die TCID50 nach
Spearman & Kérber [122] bestimmt werden.



82

3 Ergebnisse ErbB3

3.1 Der ErbB3 Rezeptor

Die Relevanz der EGF Rezeptor Familie fur die physiologische Leberfunktion (Kapitel
1.2) sowie die Beteiligung des EGF Rezeptors am Eintritt des Hepatitis C Virus in die
Wirtszelle (Kapitel 1.1.1) fiihrte zu der Uberlegung, ob sich das Virus auch weitere
Mitglieder der ErbB Familie zu Nutze macht und maéglicherweise deren Expression
verandert.

In einer vorausgehenden Studie, in der das Mal} der Proteinexpression der ErbB
Familienmitglieder untersucht wurde, konnte in der Arbeitsgruppe durch Arbeiten von
Frau Dr. Patricia Cebula eine Herabregulation des ErbB3 Rezeptors in Anwesenheit
des subgenomischen HCV Replikons um etwa 50% belegt werden [120]. Basierend
auf diesem Vorbefund wurden weitere Untersuchungen zur Expression des ErbB3
Rezeptors mittels Western Blot Analyse auf Proteinebene sowie mittels RT-PCR auf
mRNA-Ebene durchgefuhrt (Abb. 3.1). Dabei bestatigte sich der Vorbefund auf
Proteinebene (Abb. 3.1 A, B) und es wurde deutlich, dass bereits auf mMRNA-Ebene
eine Herabregulation des Rezeptors um ebenfalls etwa 50% vorliegt (D).
Weitergehende Untersuchungen mittels FACS-Analyse belegten die Befunde der
Immunoblotanalysen und legen nahe, dass es fuhrend zu einer Reduktion der
Rezeptorexpression auf der Zelloberflache kommt (C). Die ErbB3
Rezeptorexpression auf der Oberflaiche von Huh9-13 Zellen ist deutlich

reduziert und diese Herabregulation findet bereits auf Transkiptebene statt.
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Abbildung 3.1: HCV hemmt die Expression des Neuregulin-Rezeptors ErbB3 auf Protein- und
Transkriptebene. In den Saulendiagrammen wurden Huh7 Kontrollzellen als schwarze Saulen und
Huh9-13 Zellen, die das subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an. A Gesamtproteinextrakte wurden aus Zellen
isoliert und nach elektrophoretischer Auftrennung mittels Western Blot auf die Expression von ErbB3
analysiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Vor der zweiten Detektion mit 3-Aktin Antikbrper wurde die
Membran mit ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution fur 15 Minuten gestrippt. B
Densitometrische Analyse der Proteinexpressionsdaten von ErbB3 in Huh7 und Huh9-13 Zellen aus
A. C Zytometrische Analyse der Oberflachenexpression von ErbB3 auf Huh7 und Huh9-13 Zellen
mittels APC-konjugierter ErbB3 Antikdrper (FACS Canto Il), ausgewertet Uber die FlowJo-Software
gegen die entsprechende Isotypenkontrolle. Oberer Teil der Abbildung: Mittelwerte der
Fluoreszenzintensitadten (geoMean). Unterer Teil der Abbildung: Grau — Histogramm der APC-
Kontrollmessung, Blau — Histogramm des ErbB3-Messung. D Analyse der ErbB3 mRNA-Expression
mittels RT-PCR unter Verwendung spezifischer Primer. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte
Uber die AACT Methode (Kapitel 2.2.2). Die Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten Kontrolle, die
auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben.
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Es stellte sich also die Frage nach dem molekularen Mechanismus, Uber den HCV
die Expression des ErbB3 Transkriptes herabreguliert. Eine Moglichkeit ist in diesem
Kontext die Induktion ErbB3-spezifischer miRNAs, die als Inhibitoren der
Genexpression fungieren. Wie einleitend aufgeflhrt, sind miRNAs kurze, nicht-
kodiernde RNA-Strange, die Uber die Komplementaritat zur 3"-UTR ihrer Ziel-mRNA
diese erkennen, binden und die Translation hemmen bzw. den Abbau des
Transkriptes fordern. Untersucht wurde zunachst die Expression von hsa-mir-125a
und -125b, die bereits in der Brustkrebszelllinie SKBR3 als Regulatoren der ErbB3
Expression identifiziert wurden [84] sowie die Expression von hsa-mir-205, da hierfur
konservierte miRNA-Bindungsstellen innerhalb der 3’-UTR des humanen ErbB3
Rezeptors beschrieben sind [123]. Potenza et al. konnten zudem einen
inhibitorischen Effekt der hsa-mir-125a-5p auf die Replikation des Hepatitis B Virus
belegen [86].

Bei der Uberpriifung der HCV abhangigen Expression dieser miRNAs mittels
geeignetem PCR-Verfahren konnte nachgewiesen werden, dass es in Gegenwart
des HCV Replikons zu einer Hochregulation der Expression von hsa-mir-125a-5p
und -125b-5p in Huh9-13 Replikonzellen kommt (Abb. 3.2 A). Mittels Transfektion
von spezifischen komplementaren Oligonukleotid-Inhibitoren (sog. antagomirs)
wurde anschliefend die Relevanz dieser beiden miRNAs flr die Regulation der
ErbB3 Expression durch HCV untersucht (B - E). Trotz einer deutlichen Herab-
regulation der miRNAs durch die jeweilis spezifische antagomir (B, C) wurde die
ErbB3 Expression in Huh9-13 Zellen weder auf mRNA- (D) noch auf Proteinebene
(E) wiederhergestellt. Die Hemmung der miRNAs 125a-5p und 125b-5p hatte zudem
keinen Einfluss auf die virale Replikation: die Expression der viralen Nicht-
Strukturproteine NS3 und NS5B blieb verglichen mit der Kontrolle unverandert (E).
Die ErbB3 mRNA wird in Huh9-13 Zellen also nicht durch miRNAs

herabreguliert.
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Abbildung 3.2: Die Herabregulation des ErbB3 Rezeptors verlauft nicht iiber die miRNA hsa-
mir-125. In den Saulendiagrammen werden Huh7 Kontrollzellen als schwarze Saulen und Huh9-13
Zellen, die das subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an. A - C Analyse der isolierten miRNA aus Gesamt-
Zelllysaten auf A Expression von hsa-mir-205-5p, -125a-5p und 125b-5p mittels RT-PCR unter
Verwendung spezifischer Primer, B Expression von hsa-mir-125a in Huh9-13 Zellen mit einem
Inhibitor gegen hsa-mir-125a und C Expression von hsa-mir-125b mit einem Inhibitor gegen hsa-mir-
125b. D Analyse der aus, wie in B und C transfizierten Zellen isolierten Gesamt-mRNA auf Expression
von ErbB3 mittels RT-PCR. E Zellen wurden wie in D beschrieben transfiziert, Proteinlysate
hergestellt und die Expression des ErbB3 Rezeptors sowie der viralen Nicht-Strukturproteine NS3 und
NS5B mittels spezifischer Antikorper im Western Blot untersucht. 3-Aktin diente als Ladekontrolle.
Zwischen den einzelnen Detektionen wurde die Membran mit ReBlot Plus Strong Antibody Stripping
Solution fir 15 Minuten gestrippt.
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Im nachsten Schritt wurde die mRNA-Stabilitat Uber die Zugabe von Actinomycin D
untersucht. Actinomycin D ist ein Zytostatikum, welches mit der DNA interkaliert und
so die DNA-abhangige RNA-Polymerase hemmt. Dadurch verhindert es die de novo
MRNA-Synthese. Anhand einer Zeitreihe von 40 bis 200 Minuten wurde die
Abnahme der bestehenden ErbB3 mRNA-Menge verfolgt. Hier ergaben sich keine
relevanten Unterschiede zwischen den Huh7 Kontrollzellen und den Huh9-13
Replikonzellen, so dass kein Stabilitdtsunterschied der ErbB3 mRNA in Zellen, die
das subgenomische Replikon exprimieren, anzunehmen ist (Abb. 3.3 A). Um zu
prufen, ob Unterschiede in der transkriptionellen Regulation flr die Reduktion der
ErbB3 mRNA verantwortlich sind, wurde im nachsten Schritt mittels Intron-Exon-
Uberspannenden Primerpaaren untersucht, ob Differenzen auf Ebene des unreifen
Transkripts bestehen. Intron-Exon-Primer wurden dazu so gewahlt, dass der
Forward-Primer im Exon und der Reverse-Primer im unmittelbar darauf folgenden
Intron liegt, oder umgekehrt. Dadurch wird eine Analyse der unreifen pra-mRNA
mdglich und damit indirekt eine Aussage Uber die transkriptionelle Regulation. Wie in
Abbildung 3.3 B dargestellt kommt es bereits auf pra-mRNA Ebene in HCV Replikon
exprimierenden Zellen zu einer signifikanten Reduktion der Expression des ErbB3
Transkripts. So ist anzunehmen, dass HCV die Expression von ErbB3 auf

transkriptioneller Ebene reguliert.

Cao et al. beschrieben bereits 2007 einen Zusammenhang zwischen der
Herabregulation des ErbB3 Rezeptors auf Proteinebene und seinem Liganden
Neuregulin 1 (NRG1) unter Beteiligung von USP8 und Nrdp1 (Kapitel 1.2). Aus
diesem Grund wurde die Expression des Liganden genauer untersucht. Wie aus
Abbildung 3.4 A hervorgeht, kommt es in Huh9-13 Replikonzellen sowie Huh21-5
Volllangenreplikonzellen zu einer Hochregulation von NRG1 auf mRNA-Ebene.
Diese Ergebnisse konnten auf Proteinebene mittels spezifischem NRG1 ELISA
belegt werden (Abb. 3.4 B). Dies warf die Frage auf, ob die Hochregulation des
Liganden durch HCV in Zusammenhang mit der HCV-induzierten Herabregulation
des Rezeptors bereits auf Transkriptebene steht. Es wurde eine posttranskriptionelle
Hemmung der NRG1-Ligandenexpression mittels siRNA (Knockdown) durchgefuhrt
und anschlielend die mRNA-Expression von Ligand (C) und Rezeptor (D) mittels
RT-PCR untersucht. Der Knockdown des Liganden fuhrte auf mRNA-Ebene zu
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Abbildung 3.3: HCV hemmt die Expression des Erb3 Rezeptors bereits auf Transkriptebene.
A Zellen wurden mit 5 pg/ml Actinomycin D (Act D) fir 40 bis 200 Minuten behandelt. Anschliel3end
wurde die mRNA aus Gesamt-Zelllysaten isoliert. Die Abnahme der ErbB3 Expression wurde mittels
RT-PCR analysiert. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte Uber die AACT Methode (siehe
2.2.2). Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an. B Analyse der ErbB3 mRNA-
Expression aus Gesamt-Zelllysaten von unstimulierten Zellen unter Verwendung von Intron-Exon-
Primern mittels RT-PCR. Huh7 Kontrollzellen sind als schwarze Saulen und Huh9-13 Zellen, die das
subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt. Die Auswertung der
Messergebnisse erfolgte Uber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten
Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM)
an. Legende: E2I23: Ubergang Exon 2 — Intron 2/3, 145E5: Intron 4/5 — Exon 5, etc.

einem Wiederanstieg des Rezeptors auf das Mald der Huh7 Kontrollzellen (D) und
ebenfalls zu einem Anstieg der Proteinexpression von ErbB3, wenn auch hier der
Kontrollzelllevel nicht vollstandig erreicht wurde (E, Spur 3 und 4 im Vergleich mit
Spur 1 und 2). Der Knockdown von Neuregulin 1 hat keinen Einfluss auf die virale
Replikation, was an der gleichbleibenden Expression der Nicht-Strukturproteine NS3,
NS5A und NS5B im Western Blot (E) erkennbar ist. Zur Verifizierung der These,
dass das durch das HCV Replikon verstarkt exprimierte NRG1 ursachlich fur die
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Herabregulation des ErbB3 Rezeptors ist, wurde des Weiteren der Virus-vermittelte
Effekt auf den Liganden NRG1 durch Zugabe von rekombinantem HRG18, eine
Isoform des Neuregulin 1, zu Huh7 Kontrollzellen simuliert (Abb. 3.4 F, G). Bereits
unter Stimulation mit 25 ng/ml HRG1p kam es nach 120 Minuten zu einem Abfall der
ErbB3 mRNA Expression auf etwa 50% (F), wahrend der Effekt auf Proteinebene
erst nach 360 Minuten eindeutig erkennbar war (G). Die funktionale Interaktion des
HRG1p Liganden mit seinem Rezeptor konnte durch die Phosphorylierung von
ErbB3 an Tyrosinrest 1289 belegt werden. Der ErbB3 Rezeptorligand Neuregulin 1
sowie seine Isoform HRG18 verringern die ErbB3 Expression auf

transkriptioneller Ebene.

Die Suche nach Transkriptionsfaktoren, Uber die NRG1 die Expression des ErbB3
Rezeptors reguliert und so die Expression von ERBB3 supprimiert, fuhrte zu den
cAMP-responsive element binding proteins (CREB), da das ERBB3 Gen eine
sogenannte half CRE site (TGACG) in seiner regulatorischen Sequenz aufweist. Eine
mogliche Beteiligung dieser Transkriptionsfaktoren wurde zunachst Uber eine artifi-
zielle Induktion der cAMP-Produktion untersucht. Die Induktion des cAMP-
Signalwegs in Huh7 Kontrollzellen erfolgte mittels Forskolin, einem Diterpen, welches
Adenylatcyclasen aktiviert. Dadurch wird die Umwandlung von ATP in cyclisches
AMP (cAMP) katalysiert. cAMP ist ein second messenger, welcher die Proteinkinase
A aktiviert. Diese Serin/Threonin-Kinase wiederum flhrt zu einer Phosphorylierungs-
abhangigen Aktivierung von CREB-Transkriptionsfaktoren und unter Beteiligung des
Co-Aktivators CREB Binding Protein (CBP) kommt es zur Induktion der Transkription
von Genen, die ein CRE Bindemotiv in der 5-regulatorischen Region tragen (Abb.
3.5 D). Die Stimulation des cAMP-Signalwegs in Huh7 Kontrollzellen fuhrte wie
bereits die Stimulation mit HRG1p (Abb. 3.4 F) zur Abnahme der Expression des
ErbB3 Rezeptors auf mRNA- und Proteinebene (Abb. 3.5 A und B). Ebenfalls fuhrte
die Induktion der cAMP SignalUbertragung Uber das cAMP-Analogon 8-Bromo-cAMP
und 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX), einem Inhibitor der Phosphodiesterase, die
fur den Abbau von cAMP zu AMP verantwortlich ist, in abgeschwachter Form zu
einer Hemmung der ErbB3 auf mRNA-Expression (C). Diese Daten belegen, dass
die Aktivierung der cAMP-abhangigen Signaliibertragung zu einer Hemmung
der ErbB3 Expression fihrt, so dass NRG1 moglicherweise uber die Induktion

der cAMP-Bildung die Expression des ErbB3 Rezeptors herabreguliert.
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Abbildung 3.4: HCV induziert die Expression von NRG1 und hemmt NRG1-abhidngig die
Expression von ErbB3. In den Sdulendiagrammen werden Huh7 Kontrollzellen als schwarze Saulen
und Huh9-13 Zellen, die das subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt.
Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an. A Analyse der NRG1 mRNA-Expression aus
Gesamt-Zelllysaten von Huh7 Kontrollzellen, Huh9-13 Replikonzellen sowie Huh21-5 Volllangenrepli-
konzellen mittels spezifischer Primer in der RT-PCR. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte
uber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt
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wurde, wiedergegeben. B Analyse der NRG1-Proteinkonzentration in unstimulierten Uberstédnden von
Huh7 und Huh9-13 Zellen mittels spezifischem NRG1 ELISA. C bis E Transfektion von Huh9-13
Zellen mit Kontroll-siRNA (50 nM) bzw. NRG1-siRNA (50 nM) fur 72 Stunden. Analyse der aus
Gesamtzelllysaten isolierten mRNA auf C die Expression von NRG1 und D die Expression von ErbB3
mittels RT-PCR. E Gesamtproteinextrakte wurden aus Zellen isoliert und nach elektrophoretischer
Auftrennung mittels Western Blot auf die Expression von ErbB3 sowie die Expression der viralen
Nicht-Strukturproteine NS3, NS5A und NS5B analysiert. Die Bestimmung von [(-Aktin erfolgte zur
Beladungskontrolle. Zwischen den einzelnen Detektionen wurde die Membran mit ReBlot Plus Strong
Antibody Stripping Solution fir 15 Minuten gestrippt. Fir F und G wurden Huh7 Zellen mit 25 ng/ml
HRG1p stimuliert bzw. unstimulierte Huh9-13 Zellen zur Kontrolle eingesetzt. F Aus Gesamt-Zelllysat
isolierte  mMRNA wurde hinsichtlich der ErbB3 Expression mittels RT-PCR unter Verwendung
spezifischer Primer bestimmt. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte tUber die AACT Methode.
Die Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. G
Gesamtproteinextrakte wurden aus Zellen isoliert und nach elektrophoretischer Auftrennung mittels
Western Blot auf die Phosphorylierung von ErbB3 am Tyrosinrest 1289 bzw. auf die Proteinexpression
von ErbB3 und NS3 analysiert. Die Bestimmung von B-Aktin erfolgte zur Beladungskontrolle.
Zwischen den einzelnen Detektionen wurde die Membran mit ReBlot Plus Strong Antibody Stripping
Solution fir 15 Minuten gestrippt.

Im nachsten Schritt wurde dann untersucht, ob die Herabregulation des ErbB3
Rezeptors von der Proteinkinase A abhangig ist oder ob der Ligand NRG1 Uber
einen anderen Mechanismus die Rezeptorexpression reduziert (Abb. 3.6). Die
Hemmung der Proteinkinase A durch den Inhibitor H-89 ergab keinen Hinweis auf
einen Einfluss der PKA auf die ErbB3 Expression (A). H-89 blockiert reversibel die
ATP-Bindestelle der Proteinkinase A und hemmt so die katalytische Aktivitat der
Kinase. Da jedoch ein relativ grol3er Effekt durch das Loésungsmittel DMSO
erkennbar war, wurde das Ergebnis mittels myristoilierten und dadurch
zellpermeablen Proteinkinase A Inhibitor (myrPKIl) verifiziert (B). Dieser weist zudem
eine hohere Spezifitat fur die Proteinkinase A auf. Auch der Knockdown der drei
katalytischen Untereinheiten der Proteinkinase, alpha, beta und gamma (PRKAC A,
B und G, Abb. 3.6 C, D und E) liell keinen Einfluss der PKA auf die ErbB3-
Expression annehmen (F). Der Erfolg des Knockdowns wurde mittels spezifischer
Primer gegen die einzelnen Untereinheiten belegt. Ein Zusammenhang zwischen
der Verringerung der ErbB3 Rezeptorexpression und der PKA konnte nicht

belegt werden.
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Abbildung 3.5: cAMP-Stimulation in Huh7 Zellen simuliert den regulatorischen Effekt des
Liganden NRG1 auf den ErbB3 Rezeptor. Fir A und B wurden Huh7 Zellen mit 10 uM Forskolin fiir
4 und 8 Stunden stimuliert. A Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression
von ErbB3 mittels RT-PCR. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte Gber die AACT Methode.
Die Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an. B Gesamtproteinextrakte wurden aus Zellen
isoliert und nach elektrophoretischer Auftrennung mittels Western Blot auf die Expression von ErbB3
und NS3 analysiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Zwischen den einzelnen Detektionen wurde die
Membran mit ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution fir 15 Minuten gestrippt. Fir C wurden
Huh7 Zellen mit 10 yM 8-Bromo-cAMP und 500 uM IBMX fir 4 und 8 Stunden stimuliert. Analyse der
aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression von ErbB3 mittels RT-PCR. Die
Auswertung der Messergebnisse erfolgte Uber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind relativ zur
unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler (SEM) an. D Schematische Darstellung des cAMP-Signalwegs. Legende: AMP:
Adenosinmonophosphat, PDE: Phosphodiesterase, cAMP: zyklisches AMP, IBMX: 3-Isobutyl-1-
methylxanthin, PKA: Proteinkinase A, CREB: cAMP responsive element binding protein, CBP: CREB
binding protein, CRE: cAMP responsive element, UTR: untranslated region.
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Abbildung 3.6: Die Proteinkinase A ist nicht an der Herabregulation des ErbB3 Rezeptors
beteiligt. In den Saulendiagrammen wurden Huh7 Kontrollzellen als schwarze Saulen und Huh9-13
Zellen, die das subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt. Die Auswertung
der Messergebnisse aus der RT-PCR erfolgte Gber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind relativ
zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler (SEM) an. Fir A wurden die Zellen mit 10 yM H-89 fir 12 und 24 Stunden behandelt.
Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression von ErbB3 mittels RT-PCR.
Fir B wurden Huh7 und Huh9-13 Zellen mit 10 yM myristoyiliertem PKA Inhibitor fur 24 und 48
Stunden behandelt. Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression von
ErbB3 mittels RT-PCR. Fur C bis F wurden Huh9-13 Zellen mit Kontroll-siRNA (50 nM) bzw. siRNA
gegen die drei katalytischen Untereinheiten der Proteinkinase A (PRKAC A, B und G, je 50 nM) flr 72
Stunden transfiziert. Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf C die Expression von
PRKAC A, D die Expression von PRKAC B, E die Expression von PRKAC G und F die Expression
von ErbB3 mittels RT-PCR.
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In Anbetracht der vorhandenen half CRE site innerhalb der 5’-regulatorischen Region
des ERBB3 Gens wurde des Weiteren eine Untersuchung der Expression der
verschiedenen cAMP-responsive element binding proteins (CREB) sowie des CREB
Bindungsproteins (CREBBP) auf mRNA-Ebene durchgefuhrt. Wie in Abbildung 3.7
dargestellt, wird CREBS in Anwesenheit des subgenomischen HCV Replikons
deutlich verstarkt exprimiert (Abb. 3.7 A), wahrend CREB1 und CREB3 sowie
CREBBP schwacher exprimiert werden. Da CREBs nicht nur aktivierend, sondern
auch inhibitorisch auf die Transkription ihrer Zielgene wirken kénnen und die CREBS
Uberexpression somit eine potentielle Ursache fiir die verringerte ERBB3
Transkription darstellt, wurde zunachst untersucht, ob die Hochregulation von
CREBS durch die verstarkte Expression des Liganden NRG1 bedingt ist. Dazu wurde
der Einfluss des NRG1-Knockdowns auf CREBS in der RT-PCR untersucht (B). Hier
ergab sich 72 Stunden nach Transfektion kein Hinweis auf einen Einfluss des NRG1
auf die CREBS Expression. Zudem sollte geklart werden, ob die Proteinkinase A an
der verstarkten Expression von CREBS in Huh9-13 Replikonzellen beteiligt ist. Der
Knockdown der katalytischen Untereinheiten der Proteinkinase A einzeln sowie
gemeinsam lie keinerlei Einfluss auf die CREBS Expression annehmen (C).
AuRerdem galt es zu klaren, ob CREBS einen Einfluss auf die Expression des ErbB3
Rezeptors hat. Durch Knockdown des Transkriptionsfaktors CREB5 in Huh9-13
Replikonzellen konnte belegt werden, dass dies nicht der Fall ist (D und E). Die
Daten lassen annehmen, dass das HCV Replikon zu einer verstarkten
Expression des CREBS5 Transkriptes fuhrt, dies jedoch weder iilber NRG1 noch
uber die PKA vermittelt wird und hier nicht die Ursache fur die verringerte

ErbB3 Expression liegt.
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Abbildung 3.7: HCV verandert die Expression der verschiedenen CREB-Isoformen. In den
Saulendiagrammen werden Huh7 Kontrollzellen als schwarze Saulen und Huh9-13 Zellen, die das
subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt. Die Auswertung der
Messergebnisse aus der RT-PCR erfolgte Uber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind relativ zur
unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler (SEM) an. A Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression
von CREB1, CREB3, CREB5 und CREBBP (CREB Binding Protein) mittels RT-PCR. Fur B wurden
Huh9-13 Zellen wie unter Abbildung 3.3 beschrieben mit Kontroll-siRNA (50 nM) bzw. NRG1 siRNA
(50 nM) fur 72 Stunden transfiziert. Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die
Expression von CREBS mittels RT-PCR. Fir C wurden Huh9-13 Zellen mit Kontroll-siRNA (50 nM)
bzw. PRKAC A, B und G siRNA (50 nM) wie unter Abbildung 3.6 beschrieben transfiziert. Analyse der
aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression von CREBS mittels RT-PCR. Fir D und E
wurden Huh9-13 Zellen mit Kontroll-siRNA (50 nM) bzw. CREBS5 siRNA (50 nM) fur 72 Stunden
transfiziert. Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA fiir D auf die Expression von CREB5
und flr E auf die Expression von ErbB3 mittels RT-PCR.
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3.2 Der Ligand Neuregulin 1

3.2.1 Sheddasen

Ein weiterer Punkt, dem im Rahmen dieser Arbeit ein besonderes Interesse zukam,
war der molekulare Mechanismus, tber den HCV die Expression von NRG1 verstarkt
(Abb. 3.4).

NRG1 liegt zunachst im Extrazellarraum an die Zellmembran gebunden vor. Alpha-
Sekretasen wie ADAM17 und ADAM19 sowie Beta-Sekretasen wie BACE(1)
schneiden den Liganden in einem als ectodomain shedding bezeichneten Prozess
und setzen ihn so frei. Sie werden aus diesem Grund auch als Sheddasen
bezeichnet. Eine Deregulation der Sheddasen-Expression ware demnach ein
potentieller Mechanismus fur die Hochregulation des Neuregulin 1 auf Proteinebene.
Mittels RT-PCR wurde die Expression der genannten Sheddasen auf mRNA-Ebene
untersucht, ein Unterschied zwischen Huh7 Kontrollzellen und Huh9-13
Replikonzellen konnte jedoch nicht festgestellt werden (Abb. 3.8). Eine
Expressionsanalyse auf Proteinebene war nicht moglich, da die zur Verfigung
stehenden Antikorper keine eindeutige Proteindetektion zuliefen (Ergebnisse nicht

dargestellt).
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Abbildung 3.8: Das Hepatitis C Virus verandert die mRNA-Expression der Sheddasen nicht.
Huh7 Kontrollzellen werden als schwarze Saulen und Huh9-13 Zellen, die das subgenomische HCV
Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt. Gesamt-RNA wurde aus den Zellen isoliert und die
basale RNA-Expression der Sheddasen ADAM17, ADAM19 und BACE(1) mittels RT-PCR analysiert.
Die Auswertung der Messergebnisse aus der RT-PCR erfolgte Uber die AACT Methode. Die
Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an.
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3.2.2 Transkriptionsfaktoren

Da die Hochregulation des Liganden NRG1 bereits auf mRNA-Ebene deutlich
erkennbar ist (Abb. 3.4 A), wurde auch hier eine Regulation auf transkriptioneller
Ebene in Betracht gezogen. Frensing et al. verdffentichen 2008 eine
Promotoranalyse des NRG17 Gens hinsichtlich potentieller Bindemotive fur die
Transkriptionsfaktoren Sp1 und NF-xB [81]. Vorarbeiten anderer Arbeitsgruppen, die
durch eigene Untersuchungen bestatigt werden konnten, belegen, dass es in HCV
Replikonzellen zu einer verstarkten Aktivierung der p38MA"X kommt [94] (Abb. 3.15).
Zudem legen Arbeiten anderer Arbeitsgruppen nahe, dass die Aktivierung der
p38MAPK  zu einer verstirkten Expression von Sp1 Zielgenen ({ber die
Phosphorylierung von Sp1 an einem Threonin-Rest fuhrt [76], so dass untersucht

werden sollte, ob die Hemmung der p38MAPK

in Anwesenheit des HCV Replikons zu
einer reduzierten Expression von NRG1 fuhrt. Wie in Abbildung 3.9 A dargestellt,
filhrt die Hemmung der p38™F¥ zu einer Reduktion der HCV-induzierten NRG1
Expression um etwa 40%, so dass die konstitutive Aktivierung der p38MAPK
moglicherweise fur die Induktion der NRG1 Expression durch HCV von Bedeutung
ist.

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss des Transkriptionsfaktors Sp1 auf die
Expression von NRG1 weiter untersucht. Mithramycin A hemmt die Transkription von
Genen mit GC-Boxen in der Promotorsequenz durch Bindung an diese, so dass die
Bindung von Transkriptionsfaktoren der Sp-Familie an dieses Motiv nicht mehr
maglich ist. Die Behandlung von Huh7 Kontrollzellen sowie Huh9-13 Replikonzellen
mit Mithramycin A fur 4 und 16 Stunden flhrte zu einer signifikanten Abnahme der
NRG1 Expression in Huh9-13 Replikonzellen auf mMRNA-Ebene (Abb. 3.9 B).
Ebenfalls untersucht wurde der Einfluss des IKK-2 Inhibitors IV auf die NRG1
Expression und dadurch eine mdgliche Beteiligung des Transkriptionsfaktors NF-xB
(IKK-2) an der Hochregulation des Liganden. Hier ergab sich jedoch nach 24 und 48
Stunden kein Hinweis auf eine Beteiligung an der NRG1 Expression (C). Diese
Daten lassen annehmen, dass Sp1 und die Aktivierung der p38"APX
NFxB, fur die Hochregulation der NRG1 Expression durch HCV

mitverantwortlich sind.

, hicht aber
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Abbildung 3.9: Die Hochregulation des ErbB3-Liganden NRG1 durch das Hepatitis C Virus
erfolgt auf transkriptioneller Ebene. In den Saulendiagrammen werden Huh7 Kontrollzellen als
schwarze Saulen und Huh9-13 Zellen, die das subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue
Saulen dargestellt. Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression von
NRG1 mittels RT-PCR. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte tGber die AACT Methode. Die
Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte mittels
Mann-Whitney U-Test. Fir A wurden Huh7 und Huh9-13 Zellen fir 12 und 18 Stunden mit 10 yM
SB203580 Hydrochloride, einem Inhibitor der p38""* behandelt. Fiir B wurden Huh7 und Huh9-13
Zellen mit 50 und 100 pM Mithramycin A, einem Inhibitor des Transkriptionsfaktors Sp1, fir 4 und 16
Stunden behandelt. Fur C wurden Huh7 und Huh9-13 Zellen mit dem NF-kB-Inhibior IKK2 (25 uM) fir
24 und 48 Stunden behandelt.

Um eine Beteiligung von Sp1 an der verstarkten NRG1 Expression durch das virale
Replikon nochmals direkt zu belegen, wurden Sp1 sowie auch Sp3 als weiterer
potentiell beteiligter Transkriptionsfaktor in Huh7 Kontrollzellen transient transfiziert
(Abb. 3.10). Nach 48 Stunden wurde der Einfluss vermehrter Sp1- (A) bzw. Sp3-
Expression (B) auf die Expression des Liganden NRG1 (C) sowie des Rezeptors
ErbB3 untersucht (D). Die in Abbildung 3.10 dargestellten Daten lassen annehmen,
dass Sp1 und Sp3 die Expression von NRG1 kontrollieren und dass dies mit einer
Suppression der Expression des ErbB3 Rezeptors einhergeht. Die NRG1
Expression wird in Huh7 Zellen unter Uberexpression der Transkriptions-
faktoren Sp1 und Sp3 erhoht.
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Abbildung 3.10: Die Hochregulation des ErbB3-Liganden NRG1 erfolgt unter Beteiligung des
Transkriptionsfaktors Sp1. Fur A bis D wurden Huh7 Zellen mit einem CMV-Sp1- und einem CMV-
Sp3-Plasmid (je 2,5 pg) transient transfiziert und flr 48 Stunden inkubiert. Analyse der aus Gesamt-
Zelllysaten isolieten mRNA bezlglich der Expression des Transkriptionsfaktors Sp1 (A), der
Expression des Transkriptionsfaktors Sp3 (B), der Expression des Liganden NRG1 (C) sowie der
Expression des ErbB3 Rezeptors (D) mittels RT-PCR. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte
uber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt
wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an.

3.3 Die EGF Rezeptor Familie und die Familie der Neureguline

Die Ergebnisse der vorangehenden Untersuchungen legen nahe, dass HCV ErbB3
NRG1-abhangig supprimiert. Da mit EGFR mindestens ein Mitglied der ErbB Familie
fur den Zelleintritt von HCV relevant ist, sollte im Folgenden geklart werden ob HCV
abgesehen von ErbB3 auch Einfluss auf die Expression der tbrigen Mitglieder der
EGF Rezeptor Familie hat.

Die Untersuchung der mRNA Expression ergab keinen Hinweis auf eine
Deregulation der EGFR und ErbB2 Expression in Huh9-13 Replikonzellen (Abb. 3.11
A). Auf Proteinebene konnte mittels Immunoblot eine verstarkte Expression des EGF

Rezeptors in Huh9-13 Replikonzellen belegt werden und es ergaben sich Hinweise
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auf eine verstarkte Aktivierung des EGF Rezeptors nach Stimulation mit HRG1p (B).
Zu Kontrollzwecken wurde ebenfalls mit EGF stimuliert. ErbB2 dagegen ist in
Huh9-13 Replikonzellen weder auf mMRNA- noch auf Proteinebene dereguliert (A, B).
Die FACS-Analyse belegte eine signifikant verstarkte Oberflachen-expression des
EGF Rezeptors auf Huh9-13 Replikonzellen um 16 Prozent (C), die Oberflachen-
expression des ErbB2 Rezeptors wird in Anwesenheit des HCV Replikons um 30
Prozent erhoht (D). Wie weiter unten aufgefiihrt andern sich diese Verhaltnisse fur
den EGF Rezeptor drastisch, wenn man nur die Zellpopulation untersucht, bei denen
ErbB3 supprimiert ist (Abb. 3.16 A).

Da der EGF Rezeptor fuir den Eintritt des Hepatitis C Virus in die Zelle von
Bedeutung ist, wurde untersucht, ob entsprechende Regulatorproteine
beziehungsweise fur den direkten Abbau des Rezeptors verantwortliche Proteine in
den Huh9-13 Replikonzellen vermindert oder verstarkt exprimiert werden. Auf
mMmRNA-Ebene wurden zunachst die Negativregulatoren SOCS5 und LRIG1, der
Positivregulator Sprouty2 sowie die E3 Ubiquitin Ligase c-Cbl hinsichtlich ihrer
Expression analysiert (Abb. 3.12 A). Dabei ergaben sich erste Hinweise auf eine
Herabregulation von Sprouty2 sowie des Negativregulators LRIG1 und eine leichte
Hochregulation der E3 Ubiquitin Ligase c-Cbl, die auf Proteinebene noch verifiziert
werden mussen. Die Analyse der Proteinexpression des 26S Proteasoms, welches
unmittelbar fur den Abbau des EGF Rezeptors verantwortlich ist, belegte eine durch

das HCV Replikon unbeeinflusste Expression (B).
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Abbildung 3.11: HCV verdndert die Expression des EGF Rezeptors sowie die
Oberflaichenexpression des bevorzugten Dimerisierungspartners ErbB2. In den

Saulendiagrammen werden Huh7 Kontrollzellen als schwarze Saulen und Huh9-13 Zellen, die das
subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt. A Analyse der aus Gesamt-
Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression von EGFR und ErbB2 mittels RT-PCR. Die
Auswertung der Messergebnisse erfolgte Uber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind relativ zur
unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler (SEM) an. Fur B wurden die Zellen mit 25 ng/ml HRG1p bzw. 40 ng/ml EGF zu
Kontrollzwecken stimuliert. Gesamtproteinextrakte wurden aus Zellen isoliert und nach
elektrophoretischer Auftrennung mittels Western Blot analysiert. p-Aktin diente als Ladekontrolle.
Zwischen den einzelnen Detektionen wurde die Membran mit ReBlot Plus Strong Antibody Stripping
Solution fir 15 Minuten gestrippt.C und D Zytometrische Analyse der Oberflachenexpression von
EGFR (C) und ErbB2 (D) auf Huh7 und Huh9-13 Zellen mittels PE- bzw. FITC-konjugierter Antikdrper
(FACS Canto IlI), ausgewertet Uber die FlowJo-Software gegen die entsprechende Isotypenkontrolle.
Oberer Teil der Abbildungen: Mittelwerte der Fluoreszenzintensitaten (geoMean) mit zugehoriger
SEM. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh7-Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die
Berechnung der Signifikanz erfolgte mittels Mann-Whitney U-Test. Unterer Teil der Abbildungen: Rot —
Histogramm der APC- (C) bzw. FITC-Kontrollmessung (D), Blau — Histogramm des EGFR- (C) bzw.
ErbB2-Messung (D).



101

A B
2,5
5 2,0 - T EGFR | W e w—
i
s 1,5 26S Proteasom
w 3 -
) T
z 10 NS3 e —
£ T
E] 0,5 - = B-Aktin -
0,0 — I — S Huh7 Huho-13
LRIG1 S0CS5 ¢-Cbl Sprouty2

Abbildung 3.12: HCV modifiziert die Expression verschiedener Regulatoren, die an Expression
und Abbau des EGF Rezeptors beteiligt sind. A Im Saulendiagramm werden Huh7 Kontrollzellen
als schwarze Saulen und Huh9-13 Zellen, die das subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue
Saulen dargestellt. Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolieten mMRNA auf die Expression von
LRIG1, SOCS5, c-Cbl und Sprouty2 mittels RT-PCR. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte
Uber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt
wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an. B Gesamtprotein-
extrakte wurden aus Zellen isoliert und nach elektrophoretischer Auftrennung mittels Western Blot
analysiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. Zwischen den einzelnen Detektionen wurde die Membran
mit ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution fir 15 Minuten gestrippt.

Der ErbB4 Rezeptor ist ebenfalls ein Mitglied der EGF Rezeptor Familie. Wie in
Abbildung 3.13 A dargestellt, ist die ErbB4 mRNA-Expression verglichen mit Huh7
Kontrollzellen in Huh9-13 Zellen um den Faktor 10 reduziert. Da NRG1 ebenfalls den
ErbB4 Rezeptor aktivieren kann, wurde Uberprift, ob auch in diesem Fall der Ligand
fur die Herabregulation des ErbB Rezeptors verantwortlich ist (Abb. 3.13 B). Dies
bestatigte sich im NRG1 Knockdown jedoch nicht. Des Weiteren wurde ein mdglicher
Zusammenhang zwischen der Proteinkinase A sowie CREB5 und dem ErbB4
Rezeptor untersucht. Hier ergab sich ein Hinweis darauf, dass der Knockdown der
katalytischen Untereinheit G der Proteinkinase A eine gesteigerte Expression der
ErbB4 mRNA zur Folge hat, wobei der Wildtyplevel nicht erreicht werden konnte (C).
Dieser Effekt wird allerdings nicht oder zumindest nicht allein Uber CREBS vermittelt,
da der Knockdown des Transkriptionsfaktors CREB5 keinen Einfluss auf die mRNA-
Expression des ErbB4 Rezeptors hat (D). Die Stimulation von Huh7 Kontrollzellen
mit Forskolin bewirkt keine Abnahme der ErbB4 mRNA-Expression (E). Die
Herabregulation des ErbB4 Rezeptors erfolgt unabhangig von NRG1 und
CREBS, die Stimulation des cAMP-Signalwegs in Kontrollzellen bewirkt keine
Abnahme der Rezeptorexpression, wobei eine Beteiligung der Proteinkinase A

nicht auszuschlieBen ist.
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Abbildung 3.13: Die Expression des ErbB4 Rezeptors wird durch das Hepatitis C Virus fast
volistindig supprimiert. In den Saulendiagrammen werden Huh7 Kontrollzellen als schwarze Saulen
und Huh9-13 Zellen, die das subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt. A
bis E Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression von ErbB4 mittels RT-
PCR. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte Gber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind
relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben
den Standardfehler (SEM) an. Fur B wurden Huh9-13 Zellen wie unter Abbildung 3.3 beschrieben mit
Kontroll-siRNA (50 nM) bzw. NRG1 siRNA (50 nM) fir 72 Stunden transfiziert. Fir C wurden Huh9-13
Zellen wie unter Abbildung 3.6 beschrieben mit Kontroll-siRNA (50 nM) bzw. PRKACA, B und G
siRNA (50 nM) fur 72 Stunden transfiziert. Fir D wurden Huh9-13 Zellen wie unter Abbildung 3.7
beschrieben mit Kontroll-siRNA (50 nM) bzw. CREB5 siRNA (50 nM) transient transfiziert und fiir 72
Stunden inkubiert. Fur E wurden die Zellen wie unter Abbildung 3.5 beschrieben mit 10 yM Forskolin
fur 4 und 8 Stunden behandelt.

Die Analyse der Neureguline belegt eine gleichmafige Expression der Neureguline 2
und 3. Die mRNA-Expression des Neuregulin 4 war in Huh9-13 Replikonzellen nicht
messbar (Abb. 3.14).
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Abbildung 3.14: Das Hepatitis C Virus greift in die Regulation weiterer Mitglieder der NRG-
Familie ein. Im Saulendiagramm wurden Huh7 Kontrollzellen als schwarze Saulen und Huh9-13
Zellen, die das subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt. Analyse der
aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression von NRG2, NRG3 und NRG4 mittels RT-
PCR. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte Uber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind
relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben
den Standardfehler (SEM) an.

3.4 Die ErbB3 Rezeptoraktivierung

Ebenfalls untersucht werden sollte der Einfluss der verminderten ErbB3
Rezeptorexpression auf die Aktivierbarkeit des Rezeptors durch seinen Liganden
HRG1p sowie auf die HRG1p-vermittelte Aktivierung des ErbB3 downstream targets
p38M*"X. Dazu wurden Huh7 Kontrollizellen sowie Huh9-13 Replikonzellen fiir 5
Minuten mit HRG1p in verschiedenen Konzentrationen stimuliert und die Aktivierung

8MAPK mittels Immunoblot untersucht. Hierbei wurde eine

des Rezeptors sowie der p3
vergleichsweise Hyperphosphorylierung des ErbB3 Rezeptors in Huh9-13
Replikonzelllinien deutlich, so dass trotz der deutlich reduzierten Rezeptorexpression
nur einen geringen Unterschied zur ErbB3 Rezeptoraktivierung in Huh7
Kontrollzellen gab. In Folge dessen war auch die HRG1p-vermittelte Aktivierung des
downstream targets p38“A"X nicht reduziert, sondern in Gegenwart des HCV
Replikons, wie bereits durch andere Stimuli beschrieben [94], verstarkt (Abb. 3.15).
Die ErbB3 Rezeptoraktivierung wird durch die verminderte ErbB3 Expression

nur geringfugig beeinflusst.
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Abbildung 3.15: Die durch HRG1f vermitelte Signaltransduktion bleibt durch die
Herabregulation des ErbB3 Rezeptors in Folge einer vergleichsweisen Hyperphosphorylierung
unbeeintrachtigt. Huh7 Kontrollzellen und Huh9-13 Replikonzellen wurden fir 5 Minuten mit
unterschiedlichen Konzentrationen HRG13 stimuliert. Gesamtproteinextrakte wurden aus Zellen
isoliert und nach elektrophoretischer Auftrennung mittels Western Blot analysiert. 3-Aktin diente als
Ladekontrolle. Zwischen den einzelnen Detektionen wurde die Membran mit ReBlot Plus Strong
Antibody Stripping Solution fir 15 Minuten gestrippt.

3.5 Einfluss der ErbB3 Oberflachenexpression auf den EGF Rezeptor

Aufgrund der Beteiligung des EGF Rezeptors am viralen Eintritt in die Wirtszelle
sollte die Vermutung Uberpruft werden, ob HCV die Expression des ErbB3 Rezeptors
herunterreguliert um dadurch die Oberflachenexpression des EGF Rezeptors zu
verstarken. Die simultane Analyse der Oberflachenexpression beider Rezeptoren
belegte, dass Zellen mit reduzierter ErbB3 Expression den EGF Rezeptor verstarkt
prasentieren (Abb. 3.16 A, B). Allerdings ist die EGFR Oberflachenexpression auf
humanen Hepatomazellen vergleichsweise gering (A, B). Zur weiteren Uberpriifung
dieses Befundes wurde der ErbB3 Rezeptor in Huh7 Kontrollzellen posttrans-
kriptionell mittels siRNA gehemmt und die Auswirkung auf die EGF Rezeptordichte
auf der Zelloberflache mittels FACS-Analyse untersucht. Wie in Abbildung 3.16 C
dargestellt bewirkt der Knockdown des ErbB3 Rezeptors eine signifikant verstarkte
EGFR Expression um den Faktor 2. Der Knockdown hat keinen Einfluss auf die
zellulare Expression des EGF Rezeptors. Die Analyse des Gesamtzelllysats mittels
Western Blot und spezifischer Antikdrper gegen ErbB3 und EGFR belegt eine
gleichbleibende Expression des EGF Rezeptors nach Behandlung der Zellen mit
ErbB3 siRNA (E). Die EGFR Expression ist unabhdngig von der ErbB3
Expression, die Oberfachenprasentation des EGF Rezeptors nimmt bei

reduzierter ErbB3 Expression jedoch signifikant zu.
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Abbildung 3.16: Die Oberflichenexpression des EGF Rezeptors ist verstarkt, wenn
Expression des ErbB3 Rezeptors reduziert ist. A und B Zytometrische Analyse

Oberflachenexpression von ErbB3 und EGFR auf Huh7 und Huh9-13 Zellen mittels APC- bzw.

konjugierter Antikérper (FACS Canto Il), ausgewertet Uber die FlowJo-Software gegen

die
der
PE-
die

entsprechende Isotypenkontrolle. A gibt den prozentualen Anteil des Rezeptors auf der Zelloberflache
wieder. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an. Fir die Berechnung der Signifikanz
wurde der Mann-Whitney U-Test verwendet. B ist der zugehorige Dot Plot. Rot —APC-/PE-Kontrolle,
Blau — ErbB3/EGFR. Fur C bis E wurden Huh7 Zellen mit ErbB3-siRNA (50 nM) fur 72 Stunden
transfiziert. Fir C und D wurde ebenfalls eine zytometrische Analyse wie fir A und B beschrieben
durchgefiihrt. E Gesamtproteinextrakte wurden aus Zellen isoliert und nach elektrophoretischer

Auftrennung mittels Western Blot auf die Expression von ErbB3 und EGFR analysiert. B-Aktin d

iente

als Ladekontrolle. Zwischen den einzelnen Detektionen wurde die Membran mit ReBlot Plus Strong

Antibody Stripping Solution fur 15 Minuten gestrippt.
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3.6 Infektionssystem

3.6.1 Effekte im Modell der akuten Infektion

Alle  bisher vorgestellten Daten stammen aus dem Replikon- bzw.
Voélllangenreplikonsystem (Genotyp 1b). Da sowohl die Herabregulation des ErbB3
Rezeptors als auch die Hochregulation des Liganden NRG1 in diesem System
deutlich wurde, ist davon auszugehen, dass die Gegenwart des Replikations-
komplexes, also der Nicht-Strukturproteine des Hepatitis C Virus ausreichend ist, um
den Mechanismus der Regulation und die Auswirkungen zu klaren. Dennoch sollten
die Befunde ebenfalls im Infektionssystem verifiziert werden. Hierfur wurden Huh7.5
Zellen mit Hepatitis C Viren vom Genotyp 2a (JC1) infiziert. Im akuten System, das
heil3t 72 Stunden nach Infektion mit JC1, wird die basal verstarkte Expression des
Neuregulin 1 (Abb. 3.17 B) ebenso wie die verstarkte Expression des
Transkriptionsfaktors CREB5 (C) deutlich. Ebenfalls erkennbar ist eine tendenzielle
Herabregulation des ErbB3 Rezeptors, das Ausmall der Herabregulation ist 72
Stunden nach Infektion jedoch noch nicht mit den Befunden aus dem
Replikonsystem vergleichbar (A). Die Infektion von humanen Hepatomazellen mit
dem HCV JC1 Isolat verursacht nach 72 Stunden einen deutlichen Anstieg der
CREB5 sowie NRG1 Expression auf mRNA Ebene, der Einfluss auf die ErbB3

Expression ist im akuten System gering.
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Abbildung 3.17: HCV induziert die Expression von NRG1 und CREBS5. Soweit nicht anders
vermerkt, werden in den Saulendiagrammen Huh7.5 Kontrollzellen als schwarze Saulen und die fir 72
Stunden mit 1 MOI (multiplicity of infection) des HCV JC1 Isolats (Genotyp 2a) infizierten Huh7.5
Zellen als graue Saulen dargestellt. Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf A die
Expression von ErbB3, B die Expression von NRG1 und C die Expression von CREB5 mittels RT-
PCR. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte Gber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind
relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben
den Standardfehler (SEM) an.
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3.6.2 Auswirkung der ErbB3 Herabrgulation auf den viralen Eintritt

Zur Simulation der durch das Virus vermittelten Deregulation des ErbB3 Rezeptors
sowie seines Liganden NRG1 wurden Huh7.5 Zellen 12 Stunden vor Infektion mit
25 ng/ml HRG1p behandelt. Als Maly flir den viralen Eintritt wurde hier die
Expression viraler mRNA mittels RT-PCR gemessen. Verwendet wurden Primer die
im Bereich der Nicht-Strukturproteine NS3 und NS5A binden. Trotz relativ groler
Standardfehler lasst sich eine eindeutige Tendenz hin zur verstarkten viralen
Replikation nach Vorstimulation mit HRG1p erkennen (Abb. 3.18). Die HRG1p pra-
Stimulation von Huh7.5 Replikonzellen vor Virusinfektion brachte erste
Hinweise darauf, dass die Reduktion der ErbB3 Rezeptorexpression auf der
Zelloberflache einen induktiven Effekt auf die virale Replikation verglichen mit

unstimulierten Kontrollzellen 72 Stunden nach Infektion hat.

4,0

3,5 B HCV mRNA 1
c
3 3,0 HCV mRNA 2
Q
,}Ej' 2,5
& 2,0
2
% 1,5
3 1,0 -
o2 .
0,0
i1 + +
HRG1B [h] - 12

Abbildung 3.18: Vorstimulation mit HRG1g bewirkt eine gesteigerte virale Replikation. Huh7.5
Kontrollzellen werden als schwarze Saulen und die fir 72 Stunden mit einer MOl des HCV JC1 Isolats
(Genotyp 2a) infizierten Huh7.5 Zellen als graue Saulen dargestellt. Huh7.5 Zellen wurden nach
zwolfstindiger Vorstimulation mit 25 ng/ml HRG18 mit einer MOI JC1 infiziert. Analyse der aus
Gesamt-Zelllysaten isolierten mRNA auf die Expression der HCV RNA 1 und HCV RNA 2 mittels
spezifischer Primer, die im Bereich der fir NS3 und NS5A kodierenden Region spezifisch binden. Die
Auswertung der Messergebnisse erfolgte Uber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind relativ zur
unstimulierten Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler (SEM) an.
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3.7 Das Chemokin CXCL8

Innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe wird unter anderem auch der Einfluss des
Hepatitis C Virus auf die Chemokinexpression in Hepatozyten genauer untersucht.
Die bereits basal verstarkte Expression verschiedener Chemokine und insbesondere
des Chemokins CXCL8 in Huh9-13 Replikonzellen (Abbildung 3.19 A, B) warf die
Frage auf, ob dieser Effekt mdglicherweise durch die verstarkte Expression des
Neuregulins 1 verursacht wird. Zunachst wurde auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR
die Auswirkung einer Stimulation mit 10 und 25 ng/ml HRG1p fur 80 und 160
Minuten untersucht. Hier ergab sich ein Hinweis auf eine verstarkte CXCLS8
Expression nach Stimulation (Abb. 3.19 A). Ebenfalls untersucht wurde der Effekt der
Stimulation mit HRG1p fur 8 und 16 Stunden auf Proteinebene mittels spezifischem
CXCL8 ELISA. Die basal verstarkte CXCL8 Expression bestatigte sich, die
zusatzliche Stimulation mit HRG1p hatte jedoch keinen Effekt auf die CXCL8
Sekretion (B). Da man jedoch bertcksichtigen muss, dass die NRG1 Expression in
den Huh9-13 Replikonzellen bereits deutlich erhoht ist, blieb die Frage nach einer
moglichen Beteiligung an der basal verstarkten Expression ungeklart. Zur weiteren
Abklarung wurde daher im NRG1 Knockdown mittels RT-PCR Uberprift, ob die
CXCL8 Expression abnimmt. Dies war nicht der Fall, so dass von einer Beteiligung
des Neuregulin 1 nicht auszugehen ist (C). Die bereits basal verstarkte
Expression des Chemokins CXCL8 im Rahmen einer HCV Infektion ist

Neuregulin 1-unabhéngig.
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Abbildung 3.19: Die basale Hochregulation des Chemokins CXCL8 wird nicht durch NRG1
vermittelt. In den Saulendiagrammen werden Huh7 Kontrollzellen als schwarze Saulen und Huh9-13
Zellen, die das subgenomische HCV Replikon enthalten, als graue Saulen dargestellt. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an. Fir A wurden die Zellen mit 10 und 25 ng/ml
HRG1p fur 80 und 160 Minuten stimuliert. Fir B wurden die Zellen mit 10 ng/ml HRG1p fur 8 und 16
Stunden stimuliert. Analyse der CXCL8-Proteinkonzentration in Uberstanden mittels CXCL8 ELISA.
Fiar C wurden Huh9-13 Zellen wie unter Abbildung 3.3 beschrieben mit Kontroll-siRNA (50 nM) bzw.
NRG1 siRNA (50 nM) fur 72 Stunden transfiziert. A und C Analyse der aus Gesamt-Zelllysaten
isolierten mMRNA auf die Expression von CXCL8 mittels RT-PCR. Die Auswertung der Messergebnisse
erfolgte Uber die AACT Methode. Die Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten Kontrolle, die auf 1
gesetzt wurde, wiedergegeben.
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4 Ergebnisse NS5B

4.1 Generierung von Mutagenese- und Trunkierungskonstrukten

Das Hepatitis C Virus nutzt fir die Ausbildung des Replikationskomplexes
wirtsspezifische Proteine. Vorbefunde aus der eigenen Arbeitsgruppe legen nahe,
dass HCV-kodierte Proteine mit dem Wirtsprotein c-Src einen Komplex ausbilden
[39]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte als Nebenprojekt das Interaktionsmotiv der
RNA-abhangigen RNA-Polymerase NS5B mit der c¢-Src-SH3-Domane weiter
eingegrenzt werden. Im Rahmen einer Sequenzanalyse mittels SH3-Hunter Software
wurden zwei Prolin-reiche Motive identifiziert, die fur eine Interaktion zwischen c-Src
und NS5B relevant sein konnten. Diese wurden in der Reihenfolge ihres Auftretens
als Motiv 1 (SAPPGDPPK, Aminosauren 348-356) und Motiv 2 (TRDPTTPL,
Aminosaure 386-393) bezeichnet. Die Vorbefunde der eigenen Arbeitsgruppe wiesen
darauf hin, dass das Motiv 1 allein nur schwach mit der c-Src-SH3-Domane
interagiert, wahrend das Motiv 2 allein eine ahnlich starke Interaktion wie das
Volllangenkonstrukt aufweist. Eine Strukturanalyse mittels PyMOL Software
ergab Hinweise darauf, dass das Motiv 1 wahrscheinlicher fiir eine Interaktion
ist, da es im Gegensatz zu Motiv 2 an der Oberflaiche der Polymerase liegt
(Abb. 4.1).

Abbildung 4.1: Strukturanalyse der RNA-abhdngigen RNA-Polymerase NS5B mittels PyMOL
Software. In rot dargestellt ist das sogenannte Motiv 1 der viralen NS5B Polymerase, in blau
dargestellt das sogenannte Motiv 2 (pdb-Nr. 3mwv). A Cartoon der NS5B-Struktur, zusatzlich sind die
Seitenketten der potentiellen Motive dargestellt. B NS5B in Oberflachendarstellung.
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Da durch Trunkierung einzelner Bereiche die Tertiarstruktur des Proteins
madglicherweise insofern verandert wird, als dass Bindungsmotive freiliegen, die unter
physiologischen Bedingungen nicht zur Interaktion befahigt waren, wurden
Punktmutationen in das Volllangen-NS5B-Konstrukt eingebracht. Bei den potentiellen
SH3-Bindemotiven handelt es sich um PxxP-Motive, so dass ein Austausch der
Proline gegen Alanine vorgenommen wurde. Dies erfolgte flr beide Motive einzeln,
sowie fur beide Motive gleichzeitig. Die entstandenen Konstrukte sind in den
Abbildungen als NS5B P350/353A, NS5B P388/391A und NS5B
P350/353+388/391A bezeichnet. Die Expression der Konstrukte erfolgte in E. coli
BL21 (DE3) und die erfolgreiche Expression aller punktmutierten Konstrukte wurde

mittels Western Blot nachgewiesen (Abb. 4.2).

GST-NS5B GST-NS5B  GST-NS5B GST-NS5B
P350/353A P388/391A  P350/353+
388/391A

U e B U E B U E B U E B
*.‘-._-..._

Abbildung 4.2: Expressionskontrolle und Aufreinigung der NS5B-Mutagenesekonstrukte liber
Glutathion Sepharose 4B im Batchverfahren. Die NS5B-Mutagenesekonstrukte wurden in E. coli
BL21 Uberexprimiert. Die Bakterienlysate wurden Uber Nacht mit Glutathion Sepharose 4B inkubiert,
anschlieBend gewaschen und mit reduziertem Glutathion eluiert. Legende: U: Uberstand nach
Aufreinigung mittels Glutathion Sepharose Beads, E: Elution der Beads mit reduziertem Gluthation, B:
Beads nach Elution mit red. Gluthation in 2xLammli/g-Mercaptoethanol eluiert.

Abgesehen von diesen punktmutierten Proteinen wurden Trunkierungskonstrukte
von NS5B hergestellt. So war es notwendig, Proteine ohne C-terminalen
Membrananker zu generieren, da dieser zu Ldslichkeitsproblemen des exprimierten
Proteins fuhren kann. Im Vorfeld traten zudem haufig Probleme mit unspezifischen
Interaktionen der RNA-abhangigen RNA-Polymerase NS5B mit Sepharose und GST-
Tag auf, so dass die Entfernung des Membranankers auch hier Abhilfe schaffen
sollte. Zusatzlich wurden weitere Trunkierungskonstrukte entwickelt, die eine
genauere Eingrenzung des Interaktionsmotivs ermoglichen sollten. Zur Optimierung

der Voraussetzungen fur die Expression wurden synthetische Gene bei der Firma
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Geneart bestellt. Diese Gene sind flr die Expression in Escherichia coli Codon-
optimiert und tragen C-terminal einen 6xHis-Tag. PreScission beziehungsweise TEV
cleavage sites ermoglichen die Abspaltung des Tags. Geplant war zudem eine
Aufreinigung eben dieser Konstrukte, um in vitro Studien mit aufgereinigten NS5B-
Konstrukten sowie der aufgereinigten c-Src-SH3-Domane durchzufuhren.

Ein zusatzliches Konstrukt, das GST-NS5B Motiv 1/2 (341-397), wurde Uber eine
Polymerasekettenreaktion aus dem nicht Codon-optimierten, urspringlichen GST-
NS5B-Plasmid generiert. (Abb. 4.3)

591

1
‘ M1 I M2 ‘ NS5B (1-591)

NS5B M1 (1-380)

M—/ NS5B M1/2 (121-397)

NS5B M1/2 (341-397)

Abbildung 4.3: Trunkierte Konstrukte der RNA-abhangigen RNA-Polymerase NS5B. Dargestellt
sind in grau die NS5B-Turnkierungskonstrukie mit entsprechendem Tag, wobei das
Volllangenkonstrukt ohne Tag aus 591 Aminosauren besteht. Rot markiert ist das PxxP-Motiv 1
(SAPPGDPPK, Aminosauren 348-356), blau markiert das PxxP-Motiv 2 (TRDPTTPL, Aminosaure
386-393). *Gleiches Konstrukt mit PreScission bzw. Tev Cleavage Site vor dem 6xHis-Tag vorhanden,
aullerdem auch ohne Motiv 1 und 2 (Punktmutation der Proline), ebenfalls ohne sowie mit PreScission
bzw. Tev cleavage site vorhanden (Punktmutierte Konstrukte wurden nicht verwendet).

Die Konstrukte wurden hinsichtlich ihrer korrekten Grof3e im Agarose-Gel Uberpruft
(Abb. 4.4 A). Die Expression der Proteine erfolgte wie im Kapitel 2.2.3 beschrieben.
Wahrend die Analyse mittels Western Blot die eindeutige Expression der Proteine (B)
ergab, konnte in der Coomassie Farbung (C) keine Expression der Konstrukte NS5B
M1/2 (280-460) sowie NS5B M1/2 (121-397) nachgewiesen werden, so dass anzu-
nehmen ist, dass diese Proteine nicht stabil sind oder nur in sehr geringer Menge
exprimiert werden, die in der Coomassie-Farbung nicht von unspezifisch exprimiert-
en Proteinen unterscheidbar ist. Die Uberexpression von NS5BA21 (1-570) sowie
NS5B M1 (1-380) hingegen konnte im Coomassie Gel belegt werden (C).
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€— NS5BA21 (1-570)
€— NS5B M1 (1-380)

&— NS5B M1/2 (121-397)

s €— NS5B M1/2 (280-460)
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Abbildung 4.4: Expressionskontrolle der synthetisch hergestellten NS5B-Konstrukte. A
Kontrollverdau der Plasmide NS5BA21 (1-570), NS5B M1/2 (280-460), NS5B M1 (1-380) und NS5B
M1/2 (121-397) mit den Restriktionsenzymen Ndel und Bpu1102I fir 1 Stunde bei 37°C und
anschlielende Auftrennung des Ansatzes im Agarose Gel. Fur B wurde die Proteinexpression mit 0,1
mM und 1 mM IPTG induziert und nach 2 bzw. 4 Stunden Inkubation bei 30°C abgestoppt. Die
Kontrolle der Proteinexpression erfolgte mittels spezifischem NS5B Antikorper im Western Blot. Fir C
wurde die Proteinexpression mit 0,1 mM IPTG induziert und nach 2 bzw. 4 Stunden Inkubation bei
30°C abgestoppt. Kontrolle der Proteinexpression im Coomassie Gel.
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Die GroRRenkontrolle GST-NS5B Konstruktes Motiv 1/2 (341-397) erfolgte im Agarose
Gel (Abb. 4.5 A), die Kontrolle der Proteinexpression im Western Blot (B).

bp GST-NS5B
GST M1/2

- IPTG

- 1000

- 600
- 400

- 200

Abbildung 4.5: Expressionskontrolle des Konstruktes GST-NS5B Motiv 1/2 (341-397). A
Kontrollverdau der Plasmide mit EcoRI und Xhol fir 1 Stunde bei 37°C und anschlieRende
Auftrennung des Ansatzes im Agarose Gel. B Kontrolle der Proteinexpression ohne und nach
Induktion der Proteinexpression durch IPTG (0,1 mM, 4 Stunden) mittels spezifischem GST Antikorper
im Western Blot. Legende: bp: Basenpaare.

4.2 Pulldown-Experimente und Co-Immunoprazipitation

4.2.1 Pulldown mit GUberexprimierten NS5B-Konstrukten

Mit Hilfe der unter Kapitel 4.1 generierten Mutagenese- und Trunkierungskonstrukte
von c-Src sollte eine weitere Eingrenzung des Interaktionsmotivs innerhalb der
Sequenz der NS5B Polymerase erfolgen. Hierfur wurden die verschiedenen
Konstrukte sowie das bereits in vorangehenden Untersuchungen eingesetzte
Trunkierungskonstrukt, welches das sogenannte Motiv 2 enthalt (Kapitel 2.2.3) in
Pulldown-Experimenten eingesetzt.

Zunachst wurde das von Pfannkuche et al. beschriebene Trunkierungskonstrukt
GST-NS5B M2 [39] sowie das Trunkierungskonstrukt GST-NS5B M1/2 (341-397)
und zusatzlich die durch Mutagenese-PCR veranderten Konstrukte GST-NS5B
P350/353A, GST-NS5B P388/391A und GST-NS5B P350/353+388/391A an
Sepharose gekoppelt und mit Huh9-13 Replikonzelllysaten inkubiert. Die Analyse

erfolgte im Western Blot unter Verwendung spezifischer Antikrper gegen die
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Tyrosinkinase c-Src sowie die RNA-abhangige RNA-Polymerase NS5B. Dabei
ergaben sich Hinweise auf eine deutlich reduzierte Interaktion mit GST-NS5B M1/2
(341-397). Die Interaktion der Mutagenese-Konstrukte mit c-Src blieb verglichen mit
GST-NS5B unverandert (Abb. 4.6, Vergleich Spuren 6-8 mit Spur 2). Die
Punktmutation der Proline der PxxP-Motive allein ist nicht ausreichend, um die

Interaktion von NS5B mit c-Src zu unterbinden.
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Abbildung 4.6: Pulldown der GST-NS5B-Konstrukte mit Huh9-13 Zelllysaten. Die Kopplung der
GST-Konstrukte erfolgte fir 2 Stunden bei 4°C an Glutathion Sepharose 4B. AnschlieRend wurden
Interaktionspartner mit Hilfe der an die Beads gebundenen GST-NS5B-Konstrukte aus Huh9-13
Zellysaten gezogen. Die Zelllyse erfolgte 48 Stunden nach Aussaat der Zellen in mTLP Lysepuffer.
Die Lysate wurden Uber ein Pre-Clearing mittels Glutathion Sepharose 4B fir den Pulldown
vorbereitet. Die Membran wurde zunachst mit c-Src Antikdrper inkubiert und detektiert. Vor der
zweiten Detektion mit NS5B Antikdrper wurde die Membran mit ReBlot Plus Strong Antibody Stripping
Solution fir 15 Minuten gestrippt.
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4.2.2 Pulldown mit Giberexprimierten GST-SH3-Konstrukten der Src-Familie

Die hier verwendeten GST-Src-SH3-Konstrukte wurden der Arbeitsgruppe von der
AG Willbold aus dem Forschungszentrum Julich zur VerflUgung gestellt. Gekoppelt
wurden die Konstrukte Uber ihnr GST-Tag an Glutathion Sepharose 4B. Anschlielend
erfolgte die Inkubation der Beads mit Zelllysaten aus Huh9-13 Replikonzellen,
welche die Nicht-Strukturproteine des Hepatitis C Virus enthalten. Das besondere
Augenmerk lag hier auf der Interaktion der verschiedenen SH3-Domanen mit NS5A
sowie NS5B.

Verifiziert werden konnte eine Interaktion zwischen der c-Src-SH3-Domane mit
NS5B. Eine Interaktion mit NS5A ist ebenfalls erkennbar, wenn auch vergleichsweise
schwacher (Abb. 4.7, Spur 3).

NS5B interagiert gleichermaften mit den SH3-Domanen von c-Src, Fyn, Lck und Abl,
eine reduzierte Interaktion konnte hingegen mit der SH3-Domane von Hck
festgestellt werden. Die Aussage relativiert sich jedoch, wenn man die unspezifische
Interaktion von NS5B mit dem GST-Tag allein berucksichtigt. Ein deutlicher
Unterschied zu den zuerst genannten SH3-Domanen ist sicherlich erkennbar, jedoch
ist auch die Interaktion mit GST-c-Src kaum von der unspezifischen Wechselwirkung
mit dem GST-Tag unterscheidbar (Vergleich Spuren 3, 4, 6 und 7 mit Spur 1).

NS5A hingegen wies keine unspezifische Interaktion mit dem GST-Tag auf, jedoch in
diesem Pulldown auch keine Interaktion mit Gesamt-c-Src. Dass diese Interaktion
stattfindet, wurde jedoch Uber Pulldown-Experimente mit Uberexprimiertem c-Src und
Huh9-13 Zelllysaten bereits von Pfannkuche et al. belegt [39].

Eine geringe Interaktion von NS5A fand mit den SH3-Doméanen von c-Src, Lck und
Abl statt (Spuren 3, 6 und 7), eine starkere Interaktion mit Fyn (Spur 4). Eine
Interaktion zwischen der SH3-Domane von Hck und NS5A ist nicht erkennbar (Spur
5). Wichtig zu berucksichtigen ist der Umstand, dass die viralen Proteine aus dem
Gesamt-Zelllysat gezogen werden, so dass Interaktionen mdoglicherweise Uber
andere Interaktionspartner vermittelt werden konnten. So kdnnte zum Beispiel die
Interaktion zwischen NS5A und der SH3-Domane von c-Src Uber einen Komplex von
GST-c-Src-SH3, NS5B und moglicherweise auch Gesamt-c-Src aus dem Zelllysat
vermittelt werden. NS5B interagiert mit der isolierten SH3-Domane der c-Src

Tyrosinkinase, ebenso mit den isolierten SH3-Doméanen von Fyn, Lck und Abl.
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Abbildung 4.7: Pulldown der GST-Src-SH3-Konstrukte mit Huh9-13 Zelllysaten. Die Kopplung
der GST-Konstrukte an Glutathion Sepharose 4B erfolgte durch Inkubation der Beads mit
aufgereinigten GST-Src-SH3 Konstrukten fiir 2 Stunden bei 4°C. Anschlielend wurden
Interaktionspartner mit Hilfe der an die Beads gebundenen GST-Src-Konstrukte aus Huh9-13
Zellysaten gezogen. Die Zelllyse erfolgte 48 Stunden nach Aussaat der Zellen in mTLP Lysepuffer.
Die Lysate wurden Uber ein Pre-Clearing mittels Glutathion Sepharose 4B fir den Pulldown
vorbereitet. Die Membran wurde zunachst mit NS5B Antikdrper inkubiert und detektiert. Vor den
Detektionen mit NS5A Antikérper und GST Antikorper wurde die Membran jeweils mit ReBlot Plus
Strong Antibody Stripping Solution fir 15 Minuten gestrippt.

4.2.3. Pulldown mit Giberexprimierten c-Src- und NS5B-Konstrukten

In einem weiteren Versuch sollten die Uberexprimierten, synthetischen NS5B-
Konstrukte hinsichtlich ihrer Interaktion mit GST-c-Src sowie verschiedenen GST-c-
Src-Trunkierungskonstrukten untersucht werden. Die Plasmide hierfur standen der
Arbeitsgruppe aus Vorarbeiten zur Verfugung [39], eine Expressionskontrolle im
Coomassie-Gel hat die Uberexpression der trunkierten Proteine belegt (Daten nicht
gezeigt). Fur den Pulldown wurden die GST-Src-Konstrukte an Glutathion Sepharose
4B gekoppelt und anschlieBend mit den 6xHis-getaggten Konstrukten NS5BA21 (1-
570) sowie NS5B M1 (1-380) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. In diesem Versuch
wurden keine Zelllysate sondern ausschlieBlich Uberexprimierte Proteine aus
Bakterienlysaten verwendet. Auch hier wurde deutlich, dass NS5B trotz der
Entfernung des Membranankers eine starke unspezifische Wechselwirkung mit dem
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GST-Tag eingeht. Dennoch konnte belegt werden, dass das c-Src-
Trunkierungskonstrukt, welchem die SH3-Domane fehlt, eine deutlich schwachere
Interaktion mit NS5B aufweist (Abb. 4.8, Spur 6), als die Ubrigen
Trunkierungskonstrukte und insbesondere auch als die SH3-Domane allein (siehe
Spur 7). Fir das NS5B-Konstrukt Motiv 1 (1-380) gibt es keine unspezifische
Wechselwirkung mit dem GST-Tag, eine starke Interaktion mit GST-c-Src, GST-c-
SrcASH2 sowie GST-c-Src-SH3 (rechter Teil der Abbildung 4.8), wohingegen eine
nur sehr schwache Interaktion mit dem Trunkierungskonstrukt zu erkennen ist,
welchem die SH3-Domane fehlt (Spur 13). Auffallig ist die fehlende Interaktion von
NS5B M1 (1-380) mit GST-c-SrcASH1 (Spur 11), da es sich bei der SH1-Domane
nicht um eine Interaktionsdoméane sondern um die Kinasedomane handelt. Die
Trunkierungskonsturkte NS5BA21 sowie NS5B M1 (1-380) interagieren mit
GST-c-Src sowie den Trunkierungskonstrukten GST-c-SrcASH2 und GST-c-
Src-SH3, nicht jedoch mit dem Trunkierungs-konstrukt GST-c-SrcASH3.

GST-c-SrcASH1
GST-c-SrcASH2
GST-c-SrcASH3
GST-c-Src-SH3

GST-c-SrcASH1
GST-c-SrcASH2
GST-c-SrcASH3
GST-c-Src-SH3

GST
GST-c-Src
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Abbildung 4.8: Pulldown von GST-c-Src mit Uberexprimierten 6xHis-NS5B-
Trunkierungskonstrukten. Sowohl die GST-c-Src- wie auch die 6xHis-NS5B-Konstrukte wurden in
E. coli BL21(DE3) Uuberexprimiert. Nach Vorinkubation der Glutathion Sepharose 4B mit
Bakterienlysaten, die die rekombinanten GST-c-Src-Trunkierungskonstrukte enthielten (2 Stunden bei
4°C im Uberkopfrotor) wurden die GST-c-Src-gekoppelten Sepharose Beads iber Nacht mit
Bakterienlysaten inkubiert, die die rekombinanten 6xHis-getaggten NS5B-Trunkierungskonstrukten
enthielten. Die 6xHis-NS5B-Trunkierungskonstrukte enthaltenden Lysate wurden Uber ein Pre-
Clearing mittels Glutathion Sepharose 4B fiir den Pulldown vorbereitet. Vor der Detektion mit GST
Antikoérper wurde die Membran mit ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution fur 15 Minuten
gestrippt.
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4.2.4 Co-Immunoprazipitation mit c-Src-Antikorper und NS5BA 21

Aufgrund der relativ starken unspezifischen Wechselwirkungen der NS5B
Polymerase mit der Glutathion Sepharose 4B sollte die Interaktion von
rekombinantem NS5BA21 mit zellularem c-Src durch eine Co-Immunoprazipitation
Uberpruft werden. Die Vorgehensweise ist unter Material und Methoden (Kapitel
2.2.3) erlautert.

Uber Western Blot Analyse konnte mittels spezifischer Antikdrper gegen die
Tyrosinkinase c-Src sowie NS5B die Interaktion von NS5B und c-Src belegt und
damit die Befunde aus den vorherigen Pulldown-Experimenten bestatigt werden
(Abb. 4.9).

Huh? + + - + + + +
6xHis-NS5BA21 - + + - + +% o+
c-Src Antikorper - - + + + + -

Biotin Antikorper + + + + + + +
Rabbit-1gG - - - - - - +

Beads + + + + 4+ + +

NS5B
Heavy Chain (Biotin Antikorper)

€—= c-Src
€= Heavy Chain (c-Src Antikorper)

Abbildung 4.9: Co-Immunoprazipitation von c-Src aus Huh7 Zelllysaten mit liberexprimiertem
6xHis-NS5BA21. Nach Vorinkubation der Streptavidin Magnetic Beads mit Huh7 Zelllysaten sowie
polyklonalem c-Src-Antikérper aus dem Kaninchen und biotyniliertem Antikdrper aus der Maus gegen
Kaninchen wurden die Magnetic Beads Uber Nacht mit rekombinanten 6xHis-getaggten NS5BA21 aus
Bakterienlysaten inkubiert. Als Kontrolle wurde statt des c-Src-Antikdrpers ein IgG-Antikdrper aus der
Maus gegen Kaninchen verwendet. Vor der Detektion mit c-Src Antikdrper wurde die Membran mit
ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution fur 15 Minuten gestrippt.
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4.3 HSQC-Messung

In einem weiteren Schritt sollte mittels HSQC (heteronuclear single quantum
coherence) Messung Uuberprift werden, in wie weit Peptide, die die prolinreichen
Motive 1 und 2 enthalten (Kapitel 2.2.3), mit der SH3 Domane von c-Src interagieren.
Die HSQC Messung ist ein NMR-spektroskopisches Verfahren zur Analyse von
Protein-Protein-Interaktionen, bei der im Kanal der unempfindlichen Kerne, in diesem
Fall "N, Koharenzen erzeugt werden, die dann auf den empfindlichen Kern ('H)
Ubertragen werden. Dessen Resonanzen werden dann gemessen. Man spricht von
einem inversen Verfahren. Die HSQC-Spektren sind relativ Ubersichtlich, da nur
Signale von direkt gebundenen N- und H-Atomen erscheinen. Im HSQC-Spektrum
ist auf der x-Achse die "H-chemische Verschiebung aufgetragen, auf der y-Achse die
®N-chemische Verschiebung. Das Spektrum setzt sich also prinzipiell aus einem
H-NMR- und einem breitbandentkoppelten N-NMR-Spektrum zusammen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Peptide generiert, welche die potentiellen PxxP-
Interaktionsmotive der RNA-abhangigen RNA-Polymerase NS5B mit der SH3-
Domane der c-Src Kinase enthalten. Mit einer Lange von etwa 20 Aminosauren sind
sie fur die Messung im NMR-Spektrometer, auch in Verbindung mit der SH3-Domane
der c-Src Kinase geeignet. Das methodische Vorgehen der HSQC-Messung ist in
allen Einzelheiten unter Material und Methoden (Kapitel 2.2.3) erlautert und wurde in
Kooperation mit der AG Willbold im Forschungszentrum Julich durchgefihrt.

Die Auswertung der HSQC Messung erfolgt durch das Ubereinanderlegen der
aufgenommenen Spektren (Konturdiagramme). Findet eine Interaktion zwischen
zwei Proteinen bzw. Peptiden statt, so kommt es zu einem Shifft der
Konturdiagramme (Abb. 4.10).

Die voneinander unabhéngige Messung der "°N-markierten c-Src-SH3 Doméne mit
Peptiden, die Motiv 1 bzw. 2 von NS5B umfassen, ergab geringfugige Shifts. Diese
Shifts weisen zumindest auf eine Interaktion der SH3 Domane von c-Src mit den
beiden Peptiden hin, jedoch ist die Intensitat dieser Interaktion nicht fur eine
Strukturaufklarung ausreichend (B). DarUber hinaus legen diese Befunde nahe, dass
es sich bei diesen Motiven nicht um fur die beobachtete Interaktion zentrale

Regionen handelt.
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Abbildung 4.10: HSQC-Messung der freien c-Src-SH3 Doméane mit NS5B Motiv 1 oder Motiv 2
enthaltenden Peptiden. Die Proben wurden wie unter 2.2.3 beschrieben vorbereitet und gemessen.
A Overlay der Spektren der SH3-Domane (schwarz) alleine und nach Zugabe der Peptide NS5B Motiv
1 (rot) beziehungsweise Motiv 2 (blau). B Hervorgehoben wurden Shifts, die durch Zugabe der
Peptide entstanden sind.
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5 Diskussion

5.1 Interferenz von HCV der ErbB Rezeptorfamilie und ihrer Expression

Mit weltweit etwa 150 Millionen Infizierten ist das Hepatitis C Virus eine der
fuhrenden Ursachen fur chronische Lebererkrankungen. Jedes Jahr treten 3-4
Millionen Neuinfektionen auf, etwa 350.000 Menschen sterben jahrlich an
Lebererkrankungen, die unmittelbar mit einer HCV-Infektion in Verbindung stehen.

Die Erkrankung verlauft schleichend und mitunter GUber Jahrzehnte symptomfrei. Bei
mehr als 70% aller Infizierten kommt es unter anhaltender Virusreplikation zu einer
chronischen Infektion, die meist erst bei massiven Organschaden festgestellt wird.
Dies zeigt, dass HCV im Wirt unter Umgehung der Immunantwort persistieren kann
und die Infrastruktur der Wirtszelle flr seinen eigenen Lebenszyklus nutzt, ohne die

Zelle dabei massiv in ihrer physiologischen Funktion zu beeinflussen.

Ein zentrales Anliegen dieser Arbeit war die Charakterisierung des Einflusses von
HCV auf die EGF Rezeptor Familie, bestehend aus den vier Rezeptoren EGFR
(ErbB1), ErbB2, ErbB3 und ErbB4. Diese Rezeptoren sind fur die physiologische
Leberfunktion von wesentlicher Bedeutung und Uberexpression beziehungsweise
Hyperaktivierung der ErbB Rezeptoren 1, 2 und 3 wird haufig in Zusammenhang mit
Krebserkrankungen und Prognoseverschlechterung derselben gebracht [44].

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit konnte belegt werden, dass das Hepatitis C
Virus tiefgreifend in die Regulation der ErbB Expression eingreift. So konnte
nachgewiesen werden, dass es in Gegenwart des HCV Replikons zu einer
Heraufregulation der Expression des EGF Rezeptors auf Proteinebene kommt (Abb.
3.11 B), wahrend die Rezeptoren ErbB3 (Abb. 3.1 A) und ErbB4 (Abb. 3.13 A)
bereits auf Transkriptebene herabreguliert werden. Der ErbB2 Rezeptor, welcher
durch seine fehlenden Ligandenbindungsstelle als bevorzugter Dimerisierungs-
partner fur alle Gbrigen ErbB Rezeptoren fungiert, wird durch das Hepatitis C Virus
verstarkt auf der Oberflache der Wirtszelle exprimiert, wenn auch die Expression im

Gesamt-Zelllysat im Vergleich mit Kontrollzellen unverandert ist (Abb. 3.11 D, B).

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit erfolgte eine detaillierte Untersuchung der

Mechanismen, die fur die Herabregulation des ErbB3 Rezeptors verantwortlich sind.
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Die Herabregulation des ErbB3 Rezeptors erfolgt bereits auf Transkriptebene
(Abb.3.1 A). Die Analyse der pra-mRNA erbrachte einen Hinweis darauf, dass HCV
bereits bei der Initiation der Transkription einen inhibitorischen Einfluss ausubt (Abb.
3.3 B). Ein in der Promotorregion des ErbB3 Gens vorliegendes cAMP-repsonsives
Element (half CRE-site) liel® vermuten, dass die Transkription von ErbB3 CREB-
abhangig ist. Zudem wurde bereits beschrieben, dass HCV die Aktivierung von
CREB verstarkt [75] und die Stimulation mit Neuregulin 1, dem Liganden des ErbB3
Rezeptors, zu einer Erk-vermittelten CREB-Phosphorylierung am Serinrest 133 fuhrt
[74]. CREB kann sowohl hemmend als auch verstarkend auf die Genexpression
wirken, wobei im Zusammenhang mit ErbB3 eine Hyperaktivierung des moglichen
Transkriptionsfaktors nur dann sinnvoll ist, wenn dieser inhibitorisch auf die
Transkription wirkt. Eine Analyse der CREB Isoformen 1, 3 und 5 sowie des CREB
Bindeproteins (CBP) belegte eine deutlich verstarkte mRNA-Expression von CREB5
in Huh9-13 Replikonzellen (Abb. 3.7 A), so dass durch CREB5 Knockdown
Experimente ein Zusammenhang mit der verminderten ErbB3 Expression Uberpruft
wurde. Diese Vermutung bestatigte sich nicht, wenngleich jedoch der Ausschluss der
Isoform 5 der cAMP-responsive element binding proteins nicht gleichbedeutend mit
einem Ausschluss der Beteiligung eben jener Transkriptionsfaktoren an der
Herabregulation des ErbB3 Rezeptors durch HCV ist. Dass Aktivierung der cAMP-
abhangigen Signallbertragung zu einer Herabregulation des ErbB3 Rezeptors flhrt,
konnte durch Experimente belegt werden, in denen durch Forskolin, 8-Bromo-cAMP
sowie IBMX eine cAMP-Akkumulation in den Zielzellen induziert wurde. In allen
Fallen konnte nach 8 Stunden eine deutlich Abnahme der Rezeptorexpression auf
mRNA- und Proteinebene nachgewiesen werden, so dass eine verstarkte cAMP-
Akkumulation zu einer Herabregulation der Expression des ErbB3 Rezeptors fuhrt
(Abb. 3.5). Eine Hemmung der Proteinkinase A, welche durch cAMP aktiviert wird
und ihrerseits CREB aktiviert, fuhrte jedoch zu keinem Wiederanstieg der
Rezeptorexpression. Dies spricht dafur, dass ein cAMP-Anstieg die Expression von
ErbB3 PKA-unabhangig reguliert.

Ebenfalls untersucht wurde die Expression des ErbB3 Liganden NRG1. Auf mRNA-
wie auch auf Proteinebene konnte nachgewiesen werden (Abb. 3.4 A, B), dass HCV
eine deutlich verstarkte NRG1 Expression induziert. Eine verstarkte Expression von

NRG1 lasst sich sowohl durch das subgenomische Replikon des Hepatitis C Virus
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(Genotyp 1b) (Abb. 3.4 A, B) wie auch durch Infektion von Huh7.5 Zellen mit einer
MOI des HCV Stranges JC1 (Genotyp 2a) (Abb. 3.17 B) induzieren. Zur Uberpriifung
der Relevanz dieser Hochregulation fir die Regulation des ErbB3 Rezeptors wurden
Knockdown Experimente durchgefuhrt die belegen konnten, dass der Knockdown
von NRG1 den supprimierenden Effekt von HCV auf Transkriptebene vollstandig und
auf Proteinebene zumindest partiell aufthebt (Abb. 3.4 C-E). Da Neuregulin 1 ErbB3,
wie bereits durch eine andere Arbeitsgruppe im Vorfeld beschrieben, auch auf
Proteinebene herabreguliert [55] und durch Knockdown nur die Neusynthese des
Neuregulins verhindert wird, nicht aber das vorhandene NRG1 inhibiert wird, konnte
hier die Ursache fur die nur partielle Wiederherstellung der ErbB3 Proteinexpression
liegen.

Zur weiteren Verifizierung der These, dass die Hochregulation des Liganden die
Ursache fur die Herabregulation des Rezeptors ist, wurden Huh7 Kontrollzellen mit
HRG1g, einer Isoform des Neuregulin 1 behandelt. Die Expression des Rezeptors
nahm sowohl auf mMRNA- als auch auf Proteinebene um etwa 50% ab, was eindeutig
belegt, dass der Ligand ursachlich fur die Herabregulation seines Rezeptors ist (Abb.
3.4F,G).

Bereits veroffentlich Promotoranalysen des NRG1 Gens legen nahe, dass in der
Promotorregion des NRG1 Gens Sp1- sowie NF-kB-Bindemotive vorhanden sind.
Frensing et al. konnten nachweisen, dass die transkriptionelle Aktivitat dieser beiden
Transkriptionsfaktoren durch Stimulation mit NRG1 gesteigert wird, so dass hier ein
potentieller Mechanismus zur Autoregulation oder ein positiver feedback loop
angenommen werden kann [81].

Eine verstarkte Aktivierung des Transkritptionsfaktors Sp1 im Rahmen einer Hepatitis
C Infektion wurde bereits beschrieben [76]. Daruber hinaus ist bekannt, dass die
p38MAPKim Rahmen einer Infektion mit HCV verstarkt aktiviert wird und dass diese
wiederum aktivierend auf den Transkriptionsfaktor Sp1 wirkt [76, 94]. Entsprechend
kénnte HCV iber Aktivierung der p38™A"X zu einer verstérkten Aktivierung von Sp1
fuhren und hierdurch die Expression von NRG1 hochregulieren. Diese Annahme wird
durch die hier ausgefuhrten Befunde gestutzt. So fuhrt sowohl die Hemmung der
p38YAPK ‘mittels SB203580 HCI sowie des Transkriptionsfaktors Sp1 mittels
Mithramycin A zu einer Abnahme der NRG1 Expression auf Transkriptebene (Abb.
3.9 A, B). Dementsprechend fuhrt die Transfektion eines fur Sp1-kodierenden
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Plasmids in Huh7 Zellen zu einem Anstieg der NRG1 Expression sowie gleichzeitig
zu einer Abnahme der ErbB3 Expression auf mMRNA-Ebene (Abb. 3.10). Diese Daten
legen insgesamt nahe, dass das Hepatitis C Virus eine Sp1-vermittelte
Hochregulation des Liganden NRG1 und dadurch vermittelt eine Herabregulation des
ErbB3 Rezeptors bewirkt.

Des Weiteren stellte sich die Frage nach der Relevanz der Herabregulation des
Rezeptors. Die Tatsache, dass der EGF Rezeptor am Eintritt des Hepatitis C Virus in
die Zelle beteiligt ist [10], fiihrte zu der Uberlegung, dass moglicherweise eine
Verschiebung des Gleichgewichts der Rezeptorexpression auf der Zelloberflache
eine Verbesserung der Infizierbarkeit zur Folge haben kénnte. Zunachst wurde im
Rahmen von FACS-Analysen belegt, dass Zellen mit geringer ErbB3 Rezeptor
Expression eine vergleichsweise erhohte Expression des EGF Rezeptors aufweisen
und umgekehrt (Abb. 3.16 A). Knockdown Experimente mit ErbB3 siRNA in Huh7
Kontrollzellen und anschlieBender FACS-Analyse liellen den gleichen Schluss zu
(Abb. 3.16 C). Zusatzlich wurden Experimente im Infektionssystem durchgefuhrt, bei
welchen die zu infizierenden Zellen fur 12 Stunden mit HRG1f vorinkubiert und erst
dann mit einer MOl des HCV Stranges JC1 infiziert wurden. Die Vorstimulation
bewirkt eine Herabregulation der ErbB3 Rezeptor Expression und damit, wie im
FACS-Versuch belegt, einen Anstieg der EGF Rezeptor Expression. Die Tatsache,
dass diese zellularen Veranderungen mit einer verstarkten viralen Replikation
einhergehen (Abb. 3.18), starkt die Uberlegung, dass NRG1 im Sinne einer positiv-
regulatorischen Schleife die virale Replikation verstarkt. In wie weit dies auf einer
verbesserten Infizierbarkeit beruht, muss in weiterfUhrenden Untersuchungen gepruft
werden. Dies kann zum Beispiel Uber die Bestimmung der tissue culture infection
dose 50 (TCID50) als direkteres Mal} fur die verbesserte Infizierbarkeit der Zellen
erfolgen. Ferner ware zu erwarten, dass eine Herabregulation der ErbB3 Expression
durch siRNA ebenfalls die Infizierbarkeit von Huh7.5 Zellen verbessert. Diese

Arbeiten sind Gegenstand von Folgeuntersuchungen zu diesem Projekt.

Der EGF Rezeptor, welcher namensgebend fur die gesamte Familie der ErbB
Rezeptoren ist, wird durch das Hepatitis C Virus verstarkt exprimiert (Abb. 3.11 B),
wobei die Analyse der Oberflachenexpression nicht den intrazellularen

Expressionslevel wiederspiegelt. Der genaue Mechanismus dieser Hochregulation
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war nicht Gegenstand der hier ausgefihrten Untersuchungen, wird jedoch
Gegenstand zukunftiger Untersuchungen sein. Die hier vorgelegten Befunde legen
nahe, dass die Regulation nicht auf Transkriptebene erfolgt, so dass eine Beteiligung
von Positiv- beziehungsweise Negativregulatoren der EGFR Expression sowie des
am Abbau des Rezeptors beteiligten Proteasoms denkbar ware [40, 47-50].
Entgegen den Erwartungen konnte eine Herabregulation des Positivregulators der
EGFR Expression Sprouty2 sowie eine verstarkte Expression der flr den Abbau des
EGF Rezeptors verantwortlichen c-Cbl Ubiquitin Ligase auf mRNA-Ebene in Huh9-13
Replikonzellen belegt werden (Abb. 3.12 A). Da diese Befunde jedoch keine
verstarkte Expression des Rezeptors zu erklaren vermégen, kommt hier
mdglicherweise eine Reaktion der Wirtszelle auf die verstarkte Expression des
Rezeptors zum Ausdruck, die darauf abzielt, den physiologischen Zustand aufrecht
zu erhalten. SOCS5, welches ebenfalls als Negativregulator des EGF Rezeptors in
Frage kommt, weist auf mMRNA-Ebene keine veranderte Expression in Huh9-13
Replikonzellen auf (Abb. 3.12 A). Die mRNA-Expression des EGFR Negativ-
regulators LRIG1 hingegen ist auf Transkriptebene in Huh9-13 Replikonzellen um
etwa 40% herabreguliert (Abb. 3.12 A). LRIG1 wird unter physiologischen
Bedingungen nach Stimulation des EGF Rezeptors verstarkt exprimiert und vermittelt
eine gesteigerte Ubiquitinilierung und Degradation des Rezeptors [48]. Denkbar ware
hier, dass die reduzierte Expression von LRIG1 fUr die verstarkte Expression von
EGFR verantwortlich ist. Hier sind jedoch noch Folgeuntersuchungen auf
Proteinebene sowie funktionelle Untersuchungen mittels Knockdown erforderlich.

Die Expression des 26S-Proteasoms ist in Huh9-13 Replikonzellen verglichen mit
Kontrollzellen unverandert, so dass der Angriffspunkt des Hepatitis C Virus fur die
verstarkte Expression des EGF Rezeptors zumindest nicht in einer verstarkten
Expression des 26S-Proteasoms liegt (Abb. 3.12 B). WeiterfUhrende Studien
bezuglich der Ubiquitinilierung des EGF Rezeptors durch die E3 Ubiquitin Ligase in
Gegenwart von HCV konnten weiteren Aufschluss Uber eine mogliche Beteiligung
des proteasomalen Abbaus an der verstarkten EGFR Expression auf Proteinebene
geben, waren jedoch nicht Gegenstand der hier vorliegenden Arbeit. Da die
Hochregulation des Rezeptors in Replikonzellen eindeutig erkennbar ist, kann nur
eines der Nicht-Strukturproteine des Hepatitis C Virus ursachlich fur die Deregulation

des Rezeptors sein.



127

Die Relevanz der Hochregulation des EGF Rezeptors ist naheliegend, da bereits
bekannt ist, dass der EGF-Rezeptor am viralen Eintritt in die Wirtszelle beteiligt ist
[10, 21]. Allerdings ist die Oberflachenexpression des Rezeptors nicht in dem Male
verstarkt, wie die intrazellulare Expression. Die Ursache hierfir mag darin begrindet
sein, dass die EGFR-vermittelte SignalUbertragung hauptsachlich vom Endosom
ausgeht, wahrend die Signallbertragung der Ubrigen ErbB Rezeptoren hauptsachlich

an der Zelloberflache ihren Ursprung findet [59].

Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe konnten belegen, dass das Hepatitis C Virus
eine verstarkte Aktivierung des EGF Rezeptors bewirkt. Die NS3/4A Protease des
Hepatitis C Virus schneidet die T-Cell Protein Tyrosine Phosphatase (TC-PTP),
welche unter physiologischen Bedingungen einen hemmenden Einfluss auf den EGF
Rezeptor ausubt. In Folge dessen kommt es zu einer verstarkten Aktivierung des
PI3K/Akt-Signalwegs. Die verstarkte Aktivierung von Akt hat eine anti-apoptotische
Wirkung auf die infizierten Zellen und steigert ihre Vitalitat. Des Weiteren konnte in
der Arbeitsgruppe eine Relevanz der Akt Kinase flr die virale Replikation belegt
werden [38]. Die verstarkte Aktivierbarkeit des EGF Rezeptors wird ebenfalls nach
Stimulation der Zellen mit HRG1p deutlich (Abb. 3.11 B). Die Aktivierung der ErbB
Rezeptoren resultiert in der Entstehung von Rezeptordimeren. Trotz der
verminderten Expression des ErbB3 Rezeptors scheint hier eine Aktivierung des
EGF Rezeptors durch die Bildung eines EGFR-ErbB3-Heterodimers statt zu finden,
zumal der ErbB3 Rezeptor durch Stimulation mit HRG1p relativ zur Proteinmenge
hyperphosphoryliert, also Uberaktiviert wird (Abb. 3.15). Diese
Hyperphosphorylierung bedingt moglicherweise, dass die nachgeschaltete
Signalubertragung des ErbB3 Rezeptors nicht relevant durch HCV beeintrachtigt

wird.

Die intrazellulare ErbB2 Rezeptor Expression bleibt durch das Hepatitis C Virus
unbeeinflusst (Abb. 3.11 B), jedoch kommt es zu einer verstarkten Oberflachen-
expression auf Huh9-13 Replikonzellen (D). Dies mag zum einen durch die
Herabregulation des ErbB3 Rezeptors und der damit verbundenen Veranderung der
Oberflachenexpression aller weiteren Mitglieder der ErbB Familie bedingt sein,
andererseits dient der ErbB2 Rezeptor als bevorzugter Heterodimerisierungspartner

fur alle Ubrigen ErbB Rezeptoren, da ErbB2-haltige Heterodimere eine potentere
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SignalUbertragung ermoglichen [42], so dass die verstarkte Oberflachenexpression
des Rezeptors moglicherweise auch direkt durch das Virus bedingt wird.

Die verstarkte ErbB2 Expression auf der Zelloberflache kénnte zudem die Ursache
fur die Hyperphosphorylierung des ErbB3 Rezeptors sein. ErbB2 kann die Affinitat
von ErbB3 fur Neureguline drastisch erhdhen, indem es die Ligandendissoziation

vom Rezeptor verlangsamt [54].

Ein weiteres Mitglied der EGF Rezeptor Familie ist der ErbB4 Rezeptor. In
Gegenwart des subgnomischen Replikons des Hepatitis C Virus ist der ErbB4
Rezeptor um den Faktor 10 herabreguliert (Abb. 3.13 A), die Expression seines
Liganden, Neuregulin 4, ist praktisch nicht messbar (Abb. 3.14). Interessant ist der
Umstand, dass ErbB4 als einziger ErbB Rezeptor eher einen inhibitorischen Einfluss
auf das Zellwachstum zu haben scheint, wahrend alle weiteren Mitglieder
proliferationsfordernde Eigenschaften aufweisen [46]. Der Mechanismus der
Herabregulation des ErbB4 Rezeptors ist noch unaufgeklart, allerdings fuhrt der
Knockdown der katalytischen Untereinheit G der Proteinkinase A zu einem Anstieg
der ErbB4 mRNA-Expression von etwa 10% auf etwa 40% verglichen mit
Kontrollzellen, so dass eine Beteiligung des cAMP-Signalwegs an der
Herabregulation dieses Rezeptors moglicherweise von Bedeutung ist (Abb. 3.13 C).
Diese Uberlegung lieR sich jedoch nicht bestatigen, da die ErbB4 mRNA-Expression
nach Stimulation des cAMP-Wegs unverandert blieb (Abb. 3.13 F). Beschrieben
wurde zudem, dass eine Stimulation des ErbB4 Rezeptors mit Heregulin, einer
Isoform des durch HCV Uberexprimierten Neuregulin 1, eine verstarkte proteolytische
Spaltung des ErbB4 Rezeptors bewirkt [57]. Hier ergab sich kein Hinweis auf einen
Wiederanstieg der Rezeptorexpression durch Knockdown des Neuregulin 1 (B). Die
vergleichsweise geringe Expression des ErbB4 Rezeptors in humanen
Hepatomazellen stellt die Relevanz der Herabregulation durch das Hepatitis C Virus

jedoch in Frage.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Herabregulation des ErbB3 Rezeptors und der
Hochregulation seines Liganden NRG1. HCV aktiviert, moéglicherweise unter Beteiligung der
p38MAPK, den Transkriptionsfaktor Sp1 [94]. Dadurch kommt es zu einer verstarkten NRG1
Expression. NRG1 aktiviert den ErbB3 Rezeptor, bedingt durch die verstarkte Expression kommt es
jedoch zeitgleich zu einer reduzierten Expression des Rezeptors bereits auf Transkriptebene. Der
Neuregulin 1-vermittelte Effekt auf die ErbB3 Expression lasst sich durch Aktivierung des cAMP-
Signalwegs simulieren, welcher Uber eine Aktivierung der Proteinkinase A und CREB
Transkriptionsfaktoren verlauft. Als moglicher Angriffspunkt fir die Herabregulation durch HCV wird
aus diesem Grund die Familie der CREB Transkriptionsfaktoren in Betracht gezogen, da in der
untranslatierten Region des ERBB3 Gens eine Half-CRE binding site vorliegt. Legende: NRG1:
Neuregulin 1, AMP: Adenosinmonophosphat, cAMP: zyklisches AMP, PKA: Proteinkinase A, CREB:
cAMP responsive element binding protein, CBP: CREB binding protein, CRE: cAMP responsive
element, UTR: untranslated region.

Ein weiterer Punkt, der im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, war die durch
das Hepatitis C Virus bedingte verstarkte Expression des Chemokins CXCL8 und ein
moglicher Zusammenhang mit der Uberexpression des Neuregulin 1. CXCL8 fungiert
als Entzindungsmediator und ist an der chemotaktischen Rekrutierung von
Leukozyten und insbesondere der neutrophilen Granulozyten in das Gewebe
beteiligt. Es spielt eine Rolle bei Tumorwachstum und Angiogenese.

Unter physiologischen Bedingungen ist die Chemokinexpression in der Leber kaum
nachweisbar. Die Gegenwart des Hepatitis C Virus Replikons, also der Nicht-
Strukturproteine des Virus, bewirkt eine basal verstarkte Expression des Chemokins
CXCL8 (Abb. 3.19 A). Die Stimulation mit HRG1f bewirkt einen Anstieg der
Chemokinexpression auf mRNA-Ebene (A), welcher sich auf Proteinebene jedoch

nicht wiederfindet (B). Untersucht wurde, ob die Hochregulation des Neuregulin 1
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durch HCV ursachlich flr die bereits basal verstarkte Expression des Chemokins
CXCLS ist. Dies bestatigte sich nicht (C). Eine Beteiligung des Neuregulin 1 and der
HCV-vermittelten und bereits basal nachweisbaren Uberexpression des Chemokins

CXCLS8 ist daher nicht anzunehmen.

5.2 Interaktion der viralen NS5B Polymerase mit der humanen c-Src Kinase

Die Ausbildung von Protein-Protein-Komplexen, die virale wie auch Wirtszell-
Proteine enthalten, ist ein wichtiger Mechanismus Uber den HCV mit seinem Wirt
interagiert. Arbeiten im Vorfeld zu dieser Arbeit legen nahe, dass die Interaktion der
viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase NS5B mit der SH3-Domane der
Tyrosinkinase c-Src in Verbindung mit der Interaktion von NS5A mit der c-Src-SH2-
Domane flur die Ausbildung des viralen Replikationskomplexes von Relevanz ist [39].
Die bisherigen Arbeiten hierzu waren mittels Pulldown-Analysen unter Verwendung
von GST-gekoppelten Proteinen und Zelllysaten erfolgt. Hierbei war fiur NS5B ein
Konstrukt verwendet worden, welches den Membrananker von NS5B noch enthalt.
Es ware daher denkbar, dass die beobachtete Interaktion durch Membrananker-
vermittelte Prazipitation auf die Sepharose-Matrix zustande gekommen ist und daher
ein Artefakt darstellt.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war daher zu uUberprifen, in wie weit dieser
Membrananker die beobachtete Interaktion bedingt sowie die Generierung
verschiedener NS5B-Trunkierungs- und Mutagenese-Konstrukte, die eine weitere
Eingrenzung des fur die Interaktion mit der c-Src-SH3-Domane verantwortlichen
Motivs zu lassen. Im Fokus stand dabei zunachst die Generierung eines NS5B-
Konstruktes ohne Membrananker, da dieser aufgrund seiner Hydrophobizitat die
Loslichkeit des Proteins verschlechtert und dadurch die Uberexpression und
Aufreinigung erschwert und wie oben ausgefuhrt moglicherweise die beobachteten
Interaktionen modifiziert. Der Membrananker liegt im Bereich der letzten 21
Aminosauren des C-Terminus. Um zusatzlich eine optimale Expression der
Konstrukte zu ermdglichen, wurden synthetische Gene bei der Firma Geneart
bestellt, die anhand der vorgegebenen Aminosauresequenz eine Codon-Optimierung

fur die Expression in E. coli vornahm. Leider konnten diese Konstrukte zwar zur
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erfolgreichen Uberexpression, aber nicht zur Aufreinigung genutzt werden (Abb. 4.4
C). Als Ursache hierfir kann die Ausbildung von inclusion bodies angenommen
werden, die aus dem fehlgefalteten Protein in unléslicher Form bestehen. Mit dieser
Uberlegungen  Ubereinstimmend lieBen sich kleine Mengen problemlos
Uberexprimieren, jedoch war eine Aufreinigung im grof3en Stil nicht moglich. Als
wahrscheinliche Ursache fur die Bildung der inclusion bodies wird die Codon-
Optimierung fur die Expression in Escherichia coli angenommen, die neben einer
Expressionssteigerung dazu fuhren kann, dass sich das Protein wahrend der zu
schnell ablaufenden Translation nicht richtig falten kann [124].

Weitere Trunkierungskonstrukte, deren Expression erfolgreich war, sind zum einen
das Trunkierungskonstrukt welches den N-Terminus von NS5B inklusive Motive 1
enthalt (Abb. 4.4 C) sowie ein Konstrukt, welches nur die beiden Motive 1 und 2
umfasst (Abb. 4.5). Bei den Motiven handelt es sich um die Regionen der NS5B-
Sequenz, die das typische putative SH3-Interaktionsmotiv PxxP aufweisen, und
ausgehend vom N-terminalen Ende nach der Reihenfolge ihres Auftretens
nummeriert wurden.

Da die Interaktionsstudien mit trunkierten Proteinen grundsatzlich die Aussagekraft
der Beobachtungen einschranken, wurden zusatzlich Volllangenkonstrukte mit
Punktmutationen im Bereich der Proline des Motivs 1, des Motivs 2 beziehungsweise
beider Motive gleichzeitig generiert. Dies war von besonderem Interesse, da das in
der Arbeit von Pfannkuche et al. als wahrscheinlicheres Interaktionsmotiv
angenommene Motiv 2 Strukturstudien zur Folge im Inneren des Proteins liegt und
somit moglicherweise unter physiologischen Bedingungen keine Moglichkeit zur
Interaktion hat. Die beschriebenen Mutagenese-Konstrukte konnten exprimiert und

fur Interaktionsstudien eingesetzt werden (Abb. 4.2).

Zur Untersuchung der Interaktion der beschriebenen NS5B-Konstrukte mit c-Src
wurden insbesondere Pulldown-Versuche durchgefuhrt. Zunachst konnte belegt
werden, dass die Mutagenese-Konstrukte, bei denen die Proline durch Alanine
ersetzt wurden, eine gleich starke Interaktion mit c-Src aus Zelllysat aufweisen wie
das Volllangenkonstrukt (Abb. 4.6). Da in diesen Konstrukten der Membrananker
vorhanden ist, durfte hier eine falsch-positive Interaktion jedoch nicht
ausgeschlossen werden. Das Trunkierungskonstrukt Motiv 1/2 (341-397) interagiert

nicht mit c-Src, was die Prolin-Motive als Interaktionspartner nicht zwangslaufig
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ausschlief3t, sondern lediglich einen Hinweis darauf gibt, dass ein weiterer Bereich
ebenfalls fur die Interaktion notwendig ist.

Der Pulldown von NS5BA21 (1-570) sowie NS5B M1 (1-380) mit c-Src
Trunkierungskonstrukten belegte starke Interaktionen zwischen den SH3-Domane-
enthaltenden Trunkierungskonstrukten mit beiden NS5B-Konstrukten (Abb. 4.8). Fur
NS5BA21 entsprach dies basierend auf den Vorbefunden der Arbeitsgruppe den
Erwartungen [39], fur NS5B M1 (1-380) jedoch gab es im Vorfeld keine Hinweise auf
eine Interaktion, wobei die Strukturanalyse eine Interaktion zwischen diesem Motiv
und c-Src als wahrscheinlich darlegte. Die fehlenden Interaktion zwischen NS5B M1
(1-380) und c-SrcASH1 war unerwartet, da bei dem hier verwendeten c-Src
Konstrukt die SH3-Domane vorhanden ist. Mdoglicherweise flhrt die strukturelle
Veranderung des Src-Trunkierungskonstruktes dazu, dass keine Interaktion moglich
ist. Eine Beteiligung der Kinase-Domane an der Protein-Protein-Interaktion ist kaum
anzunehmen, da Vorabreiten der Arbeitsgruppe belegt haben, dass die Trunkierung
der SH1-Domane nicht zum Verlust der Interaktion fuhrt [39].

Ein grolles Problem, welches bei allen durchgeflihrten Pulldown-Experimenten
auftrat, war die unspezifische Interaktion von NS5B mit dem GST-Tag. Stringentes
Waschen sowie verkurzte Inkubationszeiten oder alternative Saulenmaterialien
brachten keine relevante Reduktion der unspezifischen Interaktion. Als Alternative
wurde eine Co-lmmunoprézipitation durchgefiihrt, die in Ubereinstimmung mit
vorangehenden Befunden eine Interaktion zwischen c-Src aus Zelllysat und
Uberexprimierten NS5BA21 ohne vergleichbare unspezifische Interaktionen belegen
konnte (Abb. 4.9).

Die Generierung von NS5B-Peptiden durch die Firma JPT ermdglichte die HSQC
Messung der freien '°N-markierten c-Src-SH3-Domane mit den potentiellen
Interaktionsmotiven der NS5B Polymerase. Die Auswertung der Messungen im
Konturdiagramm zeigte nach Zugabe der Peptide zur SH3 Domane leichte Shifts.
Dies gab einen Hinweis auf eine vorhandene Interaktion zwischen c-Src-SH3 und
Motiv 1 ebenso wie Motiv 2. Keine der gezeigten Interaktionen war ausreichend
stark, um die Struktur des Komplexes aufzuklaren (Abb. 4.10).

Insgesamt lassen diese Befunde die Aussage zu, dass das PxxP-Motiv 1 innerhalb
der NS5B-Sequenz ebenso wie Motiv 2 zur Interaktion mit der SH3-Domane von

c-Src befahigt sind und dass die Punktmutation der Proline allein nicht ausreichend
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ist, um die Interaktion zu storen. Moglicherweise sind die, die Proline umgebenden,
basischen Aminosauren ebenfalls an der Interaktion beteiligt und mussten durch
Punktmutationen zusatzlich ausgetauscht werden. Ebenso moglich ware jedoch
auch, dass die Interaktion zwischen c-Src und NS5B zusatzlich Uber weitere Motive
verlauft. Potentielle Bindemotive fur die SH3-Domane waren neben den
beschriebenen PxxP-Motiven (R/K)xx(K/R)-Motive, die in der Aminosauresequenz
von NS5B acht Mal auftreten (Abb. 5.2) [125]. Zur Aufklarung einer Beteiligung

dieser Arginin-Lysin-Motive sind weitere Untersuchungen erforderlich.

NSB5: Genotyp 1b aus HCV-Replikonzellen (Con1)

SMSYTWTGALITPCAAEETKLPINALSNSLLRHHNLVYATTSRSASLRQKKVTFDRLQVLDDHY
RDVLKEMKAKASTVKAKLLSVEEACKLTPPHSARSKFGYGAKDVRNLSSKAVNHIRSVWKDLL
EDTETPIDTTIMAKNEVFCVQPEKGGRKPARLIVFPDLGVYRVCEKMALYDVVSTLPQAVMGSS
YGFQYSPGQRVEFLVNAWKAKKCPMGFAYDTRCFDSTVTENDIRVEESIYQCCDLAPEARQAI
RSLTERLYIGGPLTNSKGQNCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKAAAACRAAKLQDCTMLVC
GDDLVVICESAGTQEDEASLRAFTEAMTRYSAPPGDPPKPEYDLELITSCSSNVSVAHDASGK
RVYYLTRDPTTPLARAAWETARHTPVNSWLGNIIMYAPTLWARMILMTHFFSILLAQEQLEKAL
DCQIYGACYSIEPLDLPQIIQRLHGLSAFSLHSYSPGEINRVASCLRKLGVPPLRVWRHRARSY
RARLLSQGGRAATCGKYLFNWAVRTKLKLTPIPAASQLDLSSWFVAGYSGGDIYHSLSRARPR
WFMWCLLLLSVGVGIYLLPNR

Motiv 1: SAPPGDPPK (aa 348 — 356)
Motiv 2: TRDPTTPL (aa 386 — 393)

Putative SH3-Bindungsmotive laut Literatur:

(RIK)XX(KIR): 8x

Abbildung 5.2: Potentielle Interaktionsmotive mit SH3-Doméanen innerhalb der Aminosaure-
sequenz von NS5B. Die Aminosauresequenz von NS5B enthalt zahlreiche putative SH3-
Bindemotive. Rot dargestellt ist das PxxP Motiv, welches im Rahmen dieser Arbeit als Motiv 1
bezeichnet wurde, griin dargestellt das sogenannte PxxP Motiv 2. Ein weiteres putatives Bindemotiv
fur SH3 Domanen ist das (R/K)xx(K/R) Motiv, dargestellt in blau. Abbildungslegende: P: Prolin, R:
Arginin, K: Lysin.
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6 Zusammenfassung

Ein Schwerpunkt der hier vorgelegten Arbeit ist die Interferenz des Hepatitis C Virus
mit der Expression des zur EGF Rezeptor Familie gehérenden ErbB3 Rezeptors. Die
erhobenen Daten belegen, dass die Herabregulation des Rezeptors in Gegenwart
des HCV Replikons bereits auf Transkriptebene erfolgt und durch die verstarkte
Expression seines Liganden NRG1 bedingt ist. Der supprimierende Effekt von NRG1
auf die Expression von ErbB3 konnte durch cAMP-Akkumulation in der Zielzelle
simuliert werden. Weiterfuhrende Untersuchungen zur Regulation der NRG1
Expression durch HCV legen nahe, dass HCV die Expression von NRG1 Sp1-
abhangig reguliert. Inhibitor Experimente lassen ferner vermuten, dass die HCV-

8MAPK

induzierte verstarkte Aktivierung der p3 in diesem Zusammenhang von

Bedeutung ist.

Die vorliegenden Untersuchungen legen weiterhin nahe, dass die NRG1-vermittelte
Herabregulation von ErbB3 durch HCV die Oberflachenexpression der anderen ErbB
Rezeptorfamilienmitglieder dahingehend verandert, dass sowohl der EGF Rezeptor
(EGFR) als auch ErbB2 verstarkt auf der Oberflache prasentiert werden. Hiermit
Ubereinstimmend fuhrt der Knockdown von ErbB3 durch spezifische siRNA zu einer
verstarkten Oberflachenexpression des EGF Rezeptors. Diese Beobachtung ist
interessant, da Arbeiten anderer Gruppen kurzlich belegen konnten, dass EGFR fur
den Eintritt von HCV in die Wirtszelle von Bedeutung ist. Es ware somit denkbar,
dass HCV Uber einen NRG1-vermittelten parakrinen Mechanismus die
Rezeptorkonstellation auf der Oberflache benachbarter Zellen dahingehend
verandert, dass ein Viruseintritt begiinstigt wird. Diese Uberlegungen werden durch
eigene Befunde unterstutzt. Die Vorbehandlung von Huh7.5 Zellen mit der NRG1
Isoform HRG1p fuhrt zu einer verstarkten viralen Replikation nach Infektion mit dem
HCV Stamm JC1.

In einem zweiten, eher methodisch orientierten Teil der Arbeit wurde die Interaktion
der NS5B Polymerase aus HCV mit der wirtsspezifischen Tyrosinkinase c-Src
weitergehend untersucht. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe war eine Interaktion von

c-Src mit dem vollstandigen NS5B-Protein bereits beschrieben worden. Da das
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vollstandige NS5B-Protein am C-Terminus einen Membrananker enthalt, sollte hier
zunachst ein Prazipitations- oder Aggregationsartefakt des hydrophoben Volllangen-
NS5B mit der verwendeten Sepharose bzw. c-Src ausgeschlossen werden. Hierzu
wurden trunkierte NS5B Konstrukte ohne Membrananker generiert. Die Ergebnisse
der Pulldown-Experimente mit diesen Konstrukten legen Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen der vorangehenden Untersuchungen nahe, dass es zu einer Interaktion
von c-Src mit NS5B kommt. Weiterflihrende Untersuchungen lassen hier jedoch
annehmen, dass anders als bisher angenommen die in der NS5B Sequenz
enthaltenen PxxP-Motive als alleinige Interaktionspartner der c-Src-SH3 Domane

eher nicht in Frage kommen.
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7 Summary

The work presented in this thesis focuses on the interference of the Hepatitis C Virus
with the expression of the ErbB3 receptor. In summary, data obtained using cells
containing a HCV replicon demonstrates that downregulation of ErbB3 which belongs
to the EGF receptor family already occurs at the transcript level and is caused by
enhanced expression of the ErbB3 ligand NRG1. This suppressive NRG1 effect
could be simulated by intracellular cAMP accumulation in the target cells. Further
experiments showed that the ligand NRG1 is expressed in a Sp1-dependent manner.
8MAPK

Additionally, inhibition studies suggested that this involves a HCV-induced p3

hyperactivation.

The findings also implicate that NRG1-mediated ErbB3 downregulation by HCV
ultimately influences ErbB receptor family surface expression to the point where both
EGF receptor (EGFR) and ErbB2 are increasingly presented at the cell surface. This
is supported by experiments in which EGFR surface expression was increased by
siRNA-mediated knockdown of ErbB3. Moreover, it was recently shown by several
groups that EGFR plays a role in host cell entry of HCV. It is thus very conceivable
that HCV modifies ErbB receptor composition on the surface of neighboring cells via
a NRG1-mediated paracrine mechanism, making them more permissive for viral
entry and thus spreading infection. This concept is supported by the observation that
pretreatment of Huh7.5 cells with the NRG1 isoform HRG1f leads to increased viral

replication upon infection with the HCV strain JC1.

In a secondary project, the mode of interaction of the viral NS5B polymerase with the
host specific tyrosine kinase c-Src was investigated in detail. Previously, this lab had
demonstrated interaction between c-Src and the full-length NS5B protein containing
a membrane anchor at its C-terminus that crosses the lipid bilayer as a
transmembrane segment. Since this anchor impairs solubility of NS5B, a false-
positive interaction artifact caused by NS5B precipitation onto the sepharose surface
or unspecific aggregation with the c-Src bait needed to be excluded. Pulldown
experiments with truncated NS5B constructs lacking the membrane anchor

confirmed the previous findings supporting a physiological interaction of full-length
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NS5B with c-Src. Further experiments, however, suggest that the PxxP motifs found
within the NS5B sequence are not likely to be the exclusive sites of interaction with
the SH3 domain of c-Src.
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