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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Hepatitis C Virus

Die Entdeckung des Hepatitis C Virus geht auf die siebziger Jahre zuriick, in denen erstmalig
eine chronische Non-A- und Non-B-Hepatitis deklariert wurde, welche mit kontaminierten
Bluttransfusionen, Blutprodukten sowie entsprechenden Plasma-basierten Therapien in
Verbindung gebracht wurde.! Die Beschreibung und Charakterisierung des Hepatitis C Virus
als Erreger dieser Infektionskrankheit gelang schlieBlich Choo et al., 1989 durch effektive

molekulare Virusisolationsmethoden.*

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind aktuell 130-150 Millionen
Menschen, was etwa 3 % der Weltbevolkerung entspricht, chronisch mit dem Hepatitis C Virus
infiziert.” Im internationalen Vergleich ist die Privalenz der HCV-Infektionen in Deutschland
mit 0,3 bis 0,7 % relativ gering.®” Dennoch sind etwa 400.000 bis 500.000 Menschen mit dem
HCV chronisch infiziert.® 75 % der HCV-Infektionen verlaufen lediglich mit grippesihnlichen
Symptomen und bleiben meist unbemerkt, wahrend 25 % der Fille eine akute Hepatitis
entwickeln.>® Fulminante Krankheitsverldufe sind eher die Ausnahme.® 55 bis 85 % der
Infektionen mit dem Hepatitis C Virus resultieren in einem chronischen, progressiven
Krankheitsverlauf.>!!'2 Mehr als 90 % der Patienten mit einer HCV-Infektion kénnen
mittlerweile durch antivirale Therapien geheilt werden. Dennoch sterben jahrlich weltweit,
nach Schitzungen der WHO, etwa 500.000 Menschen an HCV-bedingten Leberschadigungen,

zu denen unter anderem Leberzirrhose oder hepatozellulire Karzinome gehdren. !4

Die Epidemie des Hepatitis C Virus startete etwa 1960, besonders stark in westlichen Landern,
und wurde hauptsdchlich durch kontaminierte Bluttransfusionen, Blutprodukte, medizinische
Behandlungen mit unsterilen Nadeln bzw. Instrumenten sowie von Drogenabhingigen durch
das gemeinsame Benutzen von kontaminierten Nadeln und Spritzen iibertragen.!>!® Durch die
Entwicklung effektiver diagnostischer Testverfahren konnte die Rate an Neuinfektionen durch
Bluttransfusionen bzw. Blutprodukte reduziert werden, da seit dem Jahr 1991 die Prisenz von
Anti-HCV  Antikérpern und seit 1999 zusidtzlich die Prdsenz von HCV-RNA durch

Nukleinsiureamplifikationstests analysiert wird.®

HCV wird primir parenteral durch kontaminiertes Blut {ibertragen.>® Neuinfektionen mit dem
Hepatitis C Virus erfolgen heute vor allem durch intravendsen Drogenkonsum, seltener aber

auch durch kontaminierte Lebertransplantate, durch die Mutter-Kind-Ubertragung wihrend der

26



Einleitung

Schwangerschaft oder der Geburt sowie auch sexuell.>® In etwa 30 % der Fille kann der

Ubertragungsweg der HCV-Infektion nicht identifiziert werden.!”
1.1.1 Genomklassifizierung und genetische Variabilitit

Das Hepatitis C Virus wird in die Gattung Hepacivirus der Familie der Flaviviridae
eingeordnet.'®2° Zu dieser Familie gehdren zudem die Gattungen Flavivirus, Pegivirus sowie
Pestivirus, zu deren bekanntesten Vertretern wiederum das Dengue-Virus, das West-Nil-Virus
und das Schweinepest-Virus zéhlen. Namensgebend fiir die Familie der Flaviviridae ist das
humanpathogene Gelbfieber-Virus (lat. flavus = gelb).!”?!?? Es handelt sich bei allen
Mitgliedern dieser Familie um RNA-Viren mit einem einzelstrangigen Genom von positiver
Polaritdt. Diese RNA kodiert in einem einzigen offenen Leserahmen (ORF) fiir ein
Polyprotein.!”?! Bislang konnten elf Genotypen des HCV klassifiziert werden.*** Die
Varianten des HCV weisen starke genetische Diversitét auf, zum einen aufgrund der fehlenden
3’-5"-Exonukleaseativitit (proofreading ability) der viralen RNA-abhidngigen RNA-

2526 ynd zum anderen durch

Polymerase NS5B und paralleler hoher, viraler Replikationsrate,
den Unterschied in der Nukleinsiuresequenz von etwa 31 bis 33 %.%° Weiterhin gibt es starke
geographische Varianzen in der Verteilung der Genotypen.!®?’ Hierbei findet man in
Deutschland vor allem die Genotypen 1a (besonders hiufig bei Jugendlichen), 1b sowie 3a.2%%
In Nordeuropa wird besonders hédufig der Genotyp la sowie 3a durch intravendsen
Drogenkonsum {ibertragen. Der Genotyp 4a des HCV wird vor allem im mittleren Osten
gefunden, wéhrend in Europa und Asien hingegen besonders hiufig die Genotypen 1b, 2a sowie
2b vertreten sind. Besonders hohe virale Diversitit wurde in Zentralafrika mit Genotyp 1, in
Westafrika mit Genotyp 2 sowie in Siidost-Asien mit Genotyp 6 beobachtet.?**%*! Die stiirkste
Privalenz der HCV-Infektionen durch iatrogene Ubertragung ist in Subsahara- und Nordafrika
sowie in Zentral- und Ostasien zu finden.>'** Die verschiedenen Genotypen des HCV reagieren

zudem mit unterschiedlichem Erfolg auf die Wirkung antiviraler Therapien.'®
1.1.2 Molekulare Genomorganisation

Das Hepatitis C Virus ist durch ein Genom aus einzelstringiger RNA von positiver
Strangorientierung mit einer Grofle von 9,6 kb charakterisiert. Dieses wird sowohl am 5'- als
auch am 3’-Ende von nicht-kodierenden Regionen (NCR) flankiert und kodiert fiir einen
einzigen offenen Leserahmen (ORF).* Die NCR enthalten hierbei die Signale fiir die
Replikation und Translation der viralen RNA.>>* Eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES)

ist zudem am 5°-Ende lokalisiert, die die Bindung der viralen mRNA an die Ribosomen sowie
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eine 5’-Cap-unabhingige Translation des HCV ORF initiiert.”*® Das translatierte Polyprotein
wird ko- und posttranskriptionell durch virale und zelluldre Proteasen in funktional-aktive
Struktur- und Nicht-Strukturproteine des Virus prozessiert.>* Die schematische Darstellung der
molekularen Genomorganisation sowie der Polyprotein-Prozessierung des HCV ist der

Abbildung 1 zu entnehmen.

5°-NCR 3’-NCR
Siﬁg IRES Genom 9,6 kb 52{)
Polyprotein IRES-vermittelte Translation

Signal-Peptid-Peptidase

NS3 NSSA

Strukturproteine Nicht-Strukturproteine
NS2/3-Proteinase

NS3/4-Proteinase

¢

] & Signal-Peptidase
¢
¢

Polyprotein-Prozessierung

1 192 384 747 810 1027 1658 1712 1973 2421 3011

lonenkanall NS3-
Kofaktor

Kapsid Hiillproteine Autoprotease Serinprotease/ Membran- Phosphoprotein RNA-abhiingige
Helikase Rearrangement RNA-Polymerase

Abbildung 1: Schematische Darstellung der molekularen Genomorganisation und Polyprotein-
Prozessierung des Hepatitis C Virus. Das 9,6 kb RNA-Genom von positiver Polaritit wird am 5'- und am 3'-
Ende von nicht-kodierenden Regionen flankiert. Es kodiert in einem einzigen offenen Leserahmen fiir ein
Polyprotein aus etwa 3000 Aminosduren, welches IRES-vermittelt translatiert wird. Die anschlieBende
Prozessierung des Polyproteins erfolgt ko- und posttranskriptionell durch virale und zelluldre Proteasen in die
funktionalen Strukturproteine Core, El, E2 und p7 und in die Nicht-Strukturproteine NS2 bis NS5B. Die
Strukturproteine bilden das virale Nukleokapsid und sind am Eintritt des HCV in die Wirtszelle beteiligt. Die
Nicht-Strukturproteine sind besonders fiir die Replikation des HCV verantwortlich. Die Anzahl der Aminosduren
ist liber jedem HCV-Protein lokalisiert. Abkiirzungen: A: NS3-Kofaktor (NS4A), C: Kapsid, E1-E2:
Glykoproteine, IRES: interne ribosomale Eintrittsstelle, NCR: nicht-kodierende Region, NS2: Autoprotease,
NS3: Serinprotease/Helikase, NS4B: Membran-Rearrangement, NS5A: Phosphoprotein, NS5B: RNA-abhéngige
RNA-Polymerase, p7: lonenkanal. Abbildung iibernommen und modifiziert mit freundlicher Genehmigung von

Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Microbiology, Moradpour et al., 2007,* Copyright (2007).
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1.1.3 Polyprotein-Prozessierung und Funktion der Virusproteine

Zu den Strukturproteinen gehdéren das RNA-bindende Core-Protein, die glykosylierten
Hiillproteine E1 und E2 sowie das p7 Viroporin. Die Prozessierung der Strukturproteine sowie
des Polypeptids p7 erfolgt durch wirtsspezifische Signal-Peptidasen (SP) sowie durch Signal-
Peptid-Peptidasen (SPP) des Endoplasmatischen Retikulums (ER) im aminoterminalen Bereich
des Polyproteins.*'** Das Core-Protein formt das virale Nukleokapsid,* wihrend die
Glykoproteine E1 und E2 in der Lipidmembran des HCV verankert sind und die Virushiille
bilden. Sie sind wesentlich am Eintritt des Virus in die Wirtszelle beteiligt, durch die Interaktion
mit Wirtszellrezeptoren sowie durch die Fusion mit der Wirtszellmembran.**** Die Funktion
des membranintegrierten Viruspolypeptids p7 ist bis heute nicht vollstindig aufgeklirt.*®
Strukturanalysen legen durch seine hexameren bzw. heptameren Strukturen und seine
Kationenkanal-Aktivitdit nahe, dass es zur Familie der Viroporine gehdrt und die
Virusproduktion ermdglicht.”* Zudem wird vermutet, dass p7 nicht an der Virus-Replikation
beteiligt, aber essentiell fiir die produktive Infektion in vivo sowie fiir die Zusammensetzung

und Freisetzung von infektidsen HCV in vitro ist.*

Die Nicht-Strukturproteine werden durch die viralen Proteasen NS2 und NS3/4A in einer
priferenziellen Reihenfolge prozessiert.’!? Sie umfassen die NS2 Protease, den NS3/4A-
Komplex mit Protease- sowie NTPase/RNA-Helikase-Aktivitit, die Proteine NS4B, NS5A
sowie die RNA-abhingige RNA-Polymerase NS5B. Diese Proteine sind wesentlich fiir die
virale Replikation verantwortlich.>**>* Das nichtglykosylierte membranintegrierte NS2-Protein
entsteht durch seine Autoproteinase-Aktivitit. Es ist unwesentlich an der Replikation, sondern
vielmehr an der proteolytischen Spaltung des HCV Polyproteins unter Verstirkung der Ko-
Aktivitit von NS3 beteiligt.’* Die weitere Prozessierung des Polyproteins erfolgt zunichst ko-
translational durch NS3/4A zwischen NS2/NS3 und NS3/NS4A. Auf diesem Weg wird die
Serinprotease NS3 freigesetzt. Die weitere NS3/4A-vermittelte Prozessierung an der
NSS5A/NS5B-Seite resultiert in einem NS4A-NS5A Intermediat, gefolgt von einem Schnitt
zwischen NS4A und NS4B, was in einem stabilen NS4B-5A Vorlaufer resultiert. AbschlieBend
erfolgt der Schnitt zwischen NS4B und NS5A.5%-%

NS3/4A ist ein multifunktionaler, nicht-kovalenter Proteinkomplex, bestehend aus NS3 sowie
dem assoziierten Kofaktor NS4A (vgl. Abschnitt 1.1.4). NS4B ist bislang wenig charakterisiert.
Es handelt sich um ein hydrophobes, membranintegriertes Protein.’” N-terminal besitzt es zwei
a-Helices, von denen die zweite Helix in der Lage ist den Membran-Bilayer durch

Oligomerisierung zu differenzieren.’®>® Durch gerichtete Mutagenese konnte zudem belegt
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werden, dass Membransegmente von NS4B eine wichtige Rolle in dem Zusammenbau des
funktionalen Replikationskomplexes iibernehmen.>**° Bei dem Nicht-Strukturprotein NS5A
handelt es sich um ein RNA-bindendes Phosphoprotein, welches als basal phosphorylierte
(56 kDa) sowie als hyperphosphorylierte (58 kDa) Variante vorliegt.®'®* Die Effizienz der
viralen Replikation wird durch den Status der Phosphorylierung von NS5A und vermutlich
durch die Interaktion mit dem wirtsspezifischen Protein hVAP-A (human vesicle-associated
membrane protein-associated protein A) bedingt.'-%*%* NS5A besitzt drei Doménen, mit denen
es multiple Funktionen im Lebenszyklus des Virus iibernimmt. Mit seiner ersten und zweiten

65,66

Domine ist es besonders in die RNA-Replikation®™*® und mit seiner ersten Doméne zudem in

die Bindung des lipid droplets involviert.®” Mit seiner dritten Domine iibernimmt es eine

Y8 sowie in der

essentielle Rolle in dem Zusammenbau der Viruspartikel (viral assembly
Interaktion mit dem Core-Protein.® Mutagenese-Studien belegen, dhnlich wie auch fiir das
nicht-strukturelle Protein NS3, dass die RNA-Replikation bei gleichzeitiger Verringerung des
Virus-Zusammenbaus erhoht wird, was zu der Schlussfolgerung fiihrt, dass NS5A neben NS3
an der Umschaltung, dem sogenannten switch, zwischen RNA-Replikation und Virus-
Zusammenbau beteiligt ist.”° Die RNA-abhingige RNA-Polymerase NS5B ist das
Schliisselenzym fiir die Synthese der komplementiren RNA mit negativer Strangorientierung
unter Verwendung des Genoms als Template und die daraus resultierende Synthese des RNA-
Genoms von positiver Polaritit.”'”7® Zudem wird vermutet, dass NS5B durch die Interaktion

mit NS2 und p7 an dem Zusammenbau und der Reifung der Virionen (virion

assembly/maturation) beteiligt ist.”*
1.1.4 Struktur und Funktion des NS3/4A-Komplexes

Der nicht-kovalente Proteinkomplex aus NS3 sowie dem assoziierten Kofaktor NS4A wurde
als ein 70 kDa grofles, bifunktionales Protein mit einer N-terminal lokalisierten Serinprotease
(Aminosduren 1-180) wund einer C-terminal positionierten NTPase/RNA-Helikase
(Aminoséuren 181-631) charakterisiert.”>’® Die katalytische Triade der Serinprotease des HCV
wird durch drei konservierte Aminoséduren, ein Histidin an der Position 57, ein Aspartat an der
Position 81 sowie ein Serin an der Position 139, gebildet.”” Die 54 Aminosiuren des NS4A-
Polypeptids fungieren als Kofaktor der Serinprotease. Diese Assoziation von NS3 mit NS4A
als Kofaktor resultiert in der Stabilisierung der Serinprotease und ist essentiell filir die
Polyprotein-Prozessierung von NS4A/NS4B, NS4B/NS5A sowie NS5A/NS5B.”%” Der
hydrophobe, N-terminale Anteil des Polypeptids NS4A (Aminosduren 1-21) ist verantwortlich

fiir die Verankerung von NS3/4A in zelluliren Membranen.®® Die Aminosduren 21-32
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umfassen einen B-Strang, welcher in dem N-terminal gelegenen B-Fass von NS3 verankert ist.®
Die C-terminal lokalisierten Aminosduren (40-54) von NS4A sind in die RNA-Replikation
sowie in die Viruspartikel-Zusammensetzung involviert und sind zudem erforderlich fiir die

Interaktion mit den anderen Komponenten des Replikationskomplexes.?%8!

Die NS3 NTPase/RNA-Helikase gehort zur Superfamilie der Helikasen mit einer 2 DExH/D-
Box.* Sie ist in der Lage in 3’ 5’-Richtung, unter Hydrolyse von ATP, doppelstringige RNA
oder einzelstringige RNA-Regionen mit komplexen Sekundirstrukturen zu entwinden.®>%
Weiterhin wurde nachgewiesen, dass die Regulation der Helikase-Aktivitdt durch Interaktion
mit der Serinprotease NS3 erfolgt und essentiell fiir die Initiierung der viralen Replikation ist.®
Auch die Beteiligung der Helikase an der Zusammensetzung der Viruspartikel wird vermutet.®
NS3 interagiert direkt mit NS4B, NS5A sowie NS5B iiber den Kofaktor NS4A im
Replikationskomplex.®”#¥ Des Weiteren konnten auch zahlreiche Interaktionen von NS3 mit
wirtsspezifischen, zelluldren Proteinen identifiziert werden.®® Hierzu zihlen unter anderem
Interaktionen mit den Proteinkinasen A und C, deren regulatorische Untereinheiten durch NS3

90-92

modifiziert werden sowie Interaktionen mit dem Tumorsuppressorprotein p53 durch

Inhibierung der trans-aktivierenden Funktion®* und der p21-Promotoraktivitit.”> NS3

1°° mit dem Core-

interagiert zudem aufgrund seiner vorwiegenden Lokalisation im Zytoso
Histon H2B und H4, was aufgrund einer Konformationsdnderung und Immobilisierung der
Histone in einer Inhibierung der Translokation und damit zur Beeintrachtigung der Funktion

der Histone in Kompartimenten des Zytosols fiihrt.”’

NS3/4A ist in der Lage in die wirtsspezifische angeborene antivirale Immunantwort
einzugreifen und diese zu inhibieren. Hierzu gehoéren doppelstringige RNA-aktivierte
Signalwege, welche zur Induktion einer IFN-o/B-vermittelten (IFN: Interferon) antiviralen
Antwort fithren.”® Zum einen fiihrt NS3/4A zur Inaktivierung des RIG-I-Signalweges (retinoic
acid inducible gene I) durch proteolytische Spaltung des mitochondrialen Wirtsadaptorproteins
Cardif auch MAVS genannt (CARD adaptor inducing IFN-§3).”° Hierbei spielt die Lokalisation
von NS3/4A nicht nur in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums sowie im
Replikationskomplex, sondern zu einem geringen Anteil auch in der mitochondrialen Membran
eine entscheidende Rolle.””!® Zum anderen greift NS3/4A in den antiviralen Signalweg des
endosomalen TLR3 (7oll-like receptor 3) ein. Auch hierbei erfolgt die Inhibierung durch
proteolytische Spaltung des dazugehdrigen Adaptorproteins TRIF (7oll/interleukin-1 receptor
domain-containing adaptor inducing IFN-B)."°! Des Weiteren fiihrt die NS3/4A-vermittelte

proteolytische Spaltung und die daraus resultierende Herabregulation des endogenen
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Negativregulators des EGFR (epithelial growth factor receptor), TC-PTP (T cell protein
tyrosine phosphatase), zur Aktivierung des EGFR/Akt-Signalweges (vgl. Abschnitt 1.2.6).
Dies verdeutlicht, dass NS3/4A nicht nur fiir die virale Replikation erforderlich ist, sondern
durch die Kontrollmechanismen der antiviralen Interferon-vermittelten Immunantwort des
Wirts auch fiir die Persistenz sowie die Pathogenese des Hepatitis C Virus verantwortlich ist.!%
Als Folge dessen ist das Nicht-Strukturprotein NS3/4A ein wichtiges Angriffsziel antiviraler-
Therapien durch Inhibierung der Replikation, der Produktion von viralen Proteinen sowie der

Regeneration der wirtsspezifischen, antiviralen Typ-I Immunantwort.'%
1.1.5 Der Infektions- und Replikationszyklus

Die umbhiillten, infektisen Partikel des Hepatitis C Virus weisen einen Durchmesser von etwa
30 bis 80 nm auf.!*"1% Durch Elektronenmikroskopie konnte eine pleomorphe Oberfliche des
Virus charakterisiert werden.!””"!1% Die Hiille der HCV-Virionen setzt sich aus einer
Lipidmembran mit den integrierten Glykoproteinen E1 und E2 zusammen.''” Diese
Hillmembran umfasst wiederum das virale Core-Protein, welches mit dem viralen Genom das
Nukleokapsid formt.***> HCV zirkuliert im Blut und liegt dort in Form von Komplexen mit
den Lipoproteinen LDL (low-density lipoproteins) und VLDL (very-low-density lipoproteins)
des Wirts und mit den assoziierten Apolipoproteinen B-100, CI sowie E (ApoB, ApoC und

ApoE), als sogenanntes Lipoviropartikel (LVP) vor.!!1-113

Das Hepatitis C Virus ist stark wirtsspezifisch und infiziert hauptsdchlich humane
Hepatozyten.!!¢ Der Eintritt des HCV in die Wirtszelle ist ein komplexer Prozess aus multiplen
Schritten, der Zeit- und Temperaturabhingig durch den niedrigen pH-Wert in den endosomalen
Kompartimenten induziert wird.''” Hierzu gehoren zunichst die Bindung an die Wirtszelle iiber
zelluldire Rezeptoren und Oberflichenmolekiile, die anschlielende Fusion mit der
Lipidmembran, die Internalisierung der Viruspartikel und schlieBlich die Freisetzung des
viralen Genoms in das Zytoplasma. Der initiale Schritt des HCV zum Eintritt in die Zielzelle
ist die Interaktion der glykosylierten Hiillproteine E1 sowie E2 und/oder assoziiertem ApoE
mit wirtsspezifischen Oberflachenrezeptoren der Hepatozyten, wobei hiervon einige als
Rezeptoren und andere als Ko-Rezeptoren fungieren und direkt oder indirekt an der Bindung

d.*"® Hierzu zdhlen das

und/oder dem Viruseintritt in die Zelle involviert sin
Tetraspaninprotein CD81 (CD: cluster of differentiation),'” der LDL-Rezeptor (low-density
lipoprotein receptor)'?*1?2 sowie die Lektine DC-SIGN (C type lectins dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule 3-grabbing nonintegrin)'* und L-SIGN (liver/lymph node-

specific intercellular adhesion molecule 3-grabbing integrin).'**'*> Zudem wurde der
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scavenger-Rezeptor der Klasse B1 (SR-B1) als essentieller Bindungspartner des Glykoproteins
E2 identifiziert.'?® Die hohe Affinitit von E2 und dem HCV-Lipoprotein zu dem Heparansulfat
Glykosaminoglykan auf den Hepatozyten (HSPG: heparan sulfate proteoglycans) erklirt
dessen Notwendigkeit fiir die Virus-Wirt-Interaktion beim Zelleintritt.'*”!?® Auch das tight
Jjunction Protein Claudin-1 (CLDN1) ist als Ko-Rezeptor fiir den Viruseintritt beschrieben,'?’
ebenso wie die tight junction Proteine Claudin-6 und -9."3%!3! Des Weiteren iibernehmen der
EGFR sowie der EphA2 (ephrin receptor A2) aufgrund ihrer Tyrosinkinase-Aktivitit eine
wichtige Rolle als Kofaktoren fiir den Eintritt und die Infektion des HCV in die Wirtszelle.!*

Durch die Expression der Lektine DC-SIGN sowie L-SIGN auf der Oberfliche von
dendritischen Zellen und lebersinusoidalen Endothelzellen erfolgt zunéchst eine Transinfektion
der Hepatozyten und damit eine verstirkte Interaktion mit der Zielzelle sowie die
Aufrechterhaltung der viralen Replikation.!**!3* Hierbei bindet das virale Glykoprotein E2,
komplexiert mit den Lipoproteinen LDL und VLDL und/oder ApoE initial an hochsulfatiertes
HSPG sowie an den LDL-Rezeptor auf der Oberfliche des Hepatozyten.!!#120:135 Aych die
Beteiligung des viralen Glykoproteins E1 und dem assoziierten Apolipoprotein E konnte bei
der Anheftung der HCV-Partikel an HSPG belegt werden.!'®!36:137 Weiterhin geht man davon
aus, dass der LDL-Rezeptor aufgrund seiner physiologischen Funktion im Cholesterol-
Stoffwechsel der Zelle eine Rolle bei der Replikation des HCV spielt.!*® Ein weiterer direkter
Bindungspartner des viralen glykosolierten Proteins E2 ist der SR-B1.!?® Hierbei interagiert das
HCV mit dem SR-B1 zum einen direkt iiber die hypervariable Region 1 (HVRI1) des

Glykoproteins E2'%°

und zum anderen indirekt liber ApoE-assoziierte Molekiile an den
Viruspartikeln.!**1% Des Weiteren spielt SR-B1 als Teil des Rezeptorkomplexes zusammen
mit CD81, dessen Bildung essentiell fiir den Viruseintritt in die Zelle ist, eine wesentliche
Rolle.!**!%7 Die anschlieBende Wechselwirkung von CD81 mit E2 resultiert,!' unter der
Beteiligung der aktivierten Signaltransduktionskaskade des EGFR und des EphA2,'3? in der
Bildung des Rezeptorkomplexes zwischen CD81 und dem tight junction Protein Claudin-1, was
schlieBlich zur lateralen Relokalisation des Virus-Rezeptor-Komplexes sowie zur Fusion mit
der Zellmembran fiihrt.!?® Weiterhin ist auch der Cholesterol-Transporter Niemann-Pick CI-
like cholesterol absorption receptor (NPC1L1), der unter physiologischen Bedingungen als
Regulator des Fettstoffwechsels der Zelle fungiert, am Viruseintritt beteiligt.!** Durch eine pH-
abhingige Clathrin-vermittelte Endozytose in frithen Endosomen kommt es zur Internalisierung

der Viruspartikel, wobei die Glykoproteine E1 und E2 hierbei eine wesentliche Rolle
spielen.!*”!15% AbschlieBend erfolgt die Freisetzung des Nukleokapsids und schlieBlich des
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viralen Genoms in das Zytoplasma.'*! Die schematische Darstellung des HCV-Eintritts in die

Wirtszelle ist der Abbildung 2 zu entnehmen.

Tight
Jjunction

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Hepatitis C Virus Eintritts in den Hepatozyten. A Bindung des
HCYV als virales Lipopartikel an die Oberfliche der Wirtszelle durch die Interaktion der viralen Glykoproteine E1
und E2 und/oder ApoE mit HSPGs, LDLR und SR-B1. SR-B1 fiihrt zu einer Konformationsédnderung in E2. Die
Interaktion von E2 und CD&81 resultiert in der Aktivierung der Signaltransduktionskaskade durch EGFR, HRAS
sowie durch RHO GTPasen. B Die Signaltransduktionskaskaden fiihren zu der Assoziation von CD81, SR-B1
sowie CLDNI und schlieflich zu einer lateralen Bewegung des HCV-CD81-SR-Bl-Komplexes. C-D
Interaktionen von E2 und CD81 mit den tight junction Proteinen CLDNI und OCLN fiihren zur Clathrin-
vermittelten Internalisierung des HCV unter weiterer Beteiligung des NPC1L1. E Durch einen pH-abhéngigen
Fusionsprozess wird das virale Nukleokapsid und schlieBlich das Genom des HCV in das Zytoplasma freigesetzt.
Abkiirzungen: CLDNI: Claudin-1, HSPG: heparan sulfate proteoglykans, LDLR: low-density lipoprotein
receptor, NPCI1L1: Niemann-Pick Cl-like 1, OCLN: Occludin, SR-Bl: scavenger receptor BI. Abbildung
iibernommen und modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews

Microbiology, Lindenbach und Rice, 2013,'52 Copyright (2013).
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Nach der Infektion der Wirtszelle dient das virale RNA-Genom mit positiver
Strangorientierung direkt als Template fiir die Translation im Zytoplasma. Durch die
Verwendung der IRES in der 5 -nicht-kodierenden Region der viralen RNA wird die Bindung
der mRNA an die Ribosomen und die 5’-Cap-unabhingige Translation sowie die Translokation
des Translationskomplexes zu der Membran des rauen Endoplasmatischen Retikulums
initiiert.>”*® Das entstandene Polyprotein wird ko- und posttranskriptionell durch virale und
zelluldre Proteasen in zehn funktional-aktive Proteine geschnitten (vgl. Abschnitt 1.1.2). Das
dabei prozessierte Nicht-Strukturprotein NS4B induziert die Ausbildung von netzartigen
Membranstrukturen, den sogenannten membranous web, zur Induktion membran-assoziierter
Replikationskomplexe. Wirtsspezifische Faktoren, wie unter anderem helF 4AlIl oder VAP-A
und VAP-B (VAP: vesicle-associated membrane protein-associated protein), regulieren neben
den viralen Proteinen die virale Replikation.!>® Hierbei repliziert die RNA-abhingige RNA-
Polymerase NS5B das virale Genom von positiver Polaritit, tiber einen Zwischenschritt eines
viralen RNA-Strangs mit negativer Orientierung, in den gebildeten Membrankompartimenten.
Die synthetisierte RNA dient schlieBlich als Matrize fiir die erneute Replikation, als mRNA fiir
die Translation oder fiir die Bildung infektioser Viren durch den Einbau der RNA in
Nukleokapside (virus particle assembly).*>!>* Hierbei ist das Core-Protein aufgrund seiner
Ladungseigenschaften in der Lage die virale RNA zu binden. Die Ausbildung des budding
Komplexes erfolgt durch die Membran des Endoplasmatischen Retikulums, die sich einstiilpt,
abschniirt und die Virionen zum Golgi-Apparat weiterleitet. Hier erfolgt die Glykosylierung
der viralen Hiillproteine E1 und E2. Abschlieend erfolgt die Freisetzung der HCV-Partikel
durch zellulire Sekretion.*™!>* Das zusammenfassende Modell des Infektions- und

Replikationszyklus ist in der Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3: Zusammenfassendes Modell des Infektions- und Replikationszyklus des Hepatitis C Virus.
A Bindung und Clathrin-vermittelte Internalisierung des HCV. B Freisetzung und Entpackung des Nukleokapsids
und viralen Genoms in das Zytoplasma. C IRES-vermittelte Translation, Translokation zur Membran des rauen
Endoplasmatischen Retikulums und Polyprotein-Prozessierung. D Replikation der viralen RNA in netzartigen
Membrankompartimenten (membranous web). E Zusammenbau und Verpackung des HCV. F Reifung und
Freisetzung der Virionen (budding). Abkiirzungen: C, E1 und E2: virale Strukturproteine, 2-5B: virale Nicht-
Strukturproteine NS2-NS5B. Abbildung iibernommen und modifiziert mit freundlicher Genehmigung von
Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Microbiology, Moradpour et al., 2007,* Copyright (2007).

1.1.6 Interaktionen mit der Wirtszelle

Zur FEtablierung einer persistierenden Infektion, unter Aufrechterhaltung der viralen
Replikation, hat das Hepatitis C Virus zahlreiche Strategien entwickelt, um die Infrastuktur des
Wirts zu nutzen, die antivirale angeborene als auch die adaptive Immunantwort des Wirts zu
umgehen und physiologische Funktionen, wie die zellulire Migration, Proliferation,
Differenzierung und Apoptose zu manipulieren. Hierzu beeinflusst das Virus die
wirtsspezifische Entziindungsantwort, greift in zelluldre Signaltransduktionskaskaden des
angeborenen Immunsystems ein'*> und nutzt wirtsspezifische Mediatoren fiir seine effiziente

Replikation, ohne die Vitalitiit seiner Wirtszelle schwerwiegend zu beeintrichtigen. 33136157

Unter physiologischen Bedingungen bildet die angeborene Immunitit die erste Barriere fiir die
Abwehr viraler doppelstringiger Nukleinsiduren und/oder viraler Proteine.'>® Hierbei

iibernehmen hauptsichlich der Toll-like Rezeptor 3,'°M15% die RIG-I-like Rezeptoren
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(RLRs)*>!3® sowie virale DNA-Sensoren die Detektion viraler RNA sowie die folglich
induzierten antiviralen Abwehrmechanismen.!*® Diese werden im Wesentlichen durch die
dazugehorigen Adaptorproteine ausgelost, wie MyDS88 (myeloid differentiation primary
response protein 88) und TRIF der Toll-like Rezeptoren (TLRs)'>® sowie Cardif der
RLRs,?%160-162 315 auch von viralen DNA-Sensoren, wie STING.!%~1%° Die meisten dieser Wege
resultieren in der Aktivierung von Kinasen und der daraus folgenden Phosphorylierung
downstream lokalisierter Signalmolekiile, wie beispielsweise der TBK-1 Kinase des RLRs und
folglich phosphoryliertem IRF3 und IRF7 (interferon regulatory factor), was zur Translokation
in den Nukleus fiihrt.!9%1%7 Diese Signalwege induzieren wiederum die antivirale Interferon-
vermittelte Immunantwort vom Typ I (IFN-a und IFN-B) und III (IFN-y).'%® Die folglich
exprimierten Interferone (IFNs) werden von der Zelle sekretiert und wirken autokrin oder
parakrin durch Bindung an spezifische Rezeptoren. Hierbei binden Typ I Interferone die
heterodimeren Rezeptoren IFNAR-1 und -2'% (interferon-a/p receptor) und Typ III Interferone
die Interleukin-Rezeptoren IL-10R2 und IL-28RA.'7%!"! Diese Bindung resultiert in der
Aktivierung der Kinasen JAK1 (JAK: Januskinase) und TYKI1 (non-receptor tyrosine-protein
kinase 1), der Heterodimerisierung von STATI/STAT2 (STAT: signal transducer and
activator of transcription) in Assoziation mit dem interferon regulatory factor 9 und schlie8lich
in der Transkription zahlreicher interferon stimulated genes (1SGs).!”* Das Hepatitis C Virus
ist in der Lage in diese antiviralen IFN-vermittelten Mechanismen auf zwei Wegen
einzugreifen. Zum einen durch die Spaltung der Adaptorproteine MAVS?$9%17% ynd TRIF!"
durch das virale Nicht-Strukturprotein NS3/4A und zum anderen durch einen HCV-
vermittelten Autophagie-Prozess zur Supprimierung der IFN-Immunantwort.!”* HCV ist
zudem in der Lage die RNA-abhingige Proteinkinase R (PKR) zu phosphorylieren und damit
zu aktivieren, was zur Supprimierung des Translationfaktors elF2a und damit zur Translation
von ISG mRNA und so zu einer gesteigerten HCV Resistenz auf spitere antivirale IFN-
vermittelte Immunantworten fiihrt.'”” Der Uberblick der angeborenen Immunantwort als
Kontrolle der HCV-Infektion sowie die virale Regulation des HCV ist der Abbildung 4 zu
entnehmen. Das Hepatitis C Virus umgeht des Weiteren durch drei mutative Mechanismen die
wirtsspezifische CD8" T-Zell-Antwort des adaptiven Immunsystems.!’® Zum einen kommt es
durch Mutationen in der HLA Klasse 1 (HLA: Histokompatibilitdtsantigen) zur Verhinderung
der Antigenprisentation und zum anderen resultieren Mutationen des HCV im T-Zell-Rezeptor
in der Beeintrichtigung spezifischer Epitopen-Erkennung durch die CD8* T-Zellen.'”

AuBerdem mutiert das Hepatitis C Virus flankierende Regionen eines Epitops, was zur Storung
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der Antigenprozessierung durch das Proteasom und anderen Peptidasen fiihrt und damit die

Antigenprisentation unterbindet.!78-189
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Abbildung 4: Zusammenfassendes Modell der angeborenen Immunantwort auf das Hepatitis C Virus sowie

dessen Regulation. A Detektion intrazelluldrer, doppelstrangiger viraler RNA durch die pattern recognition
receptors RIG-I und TLR3. Aktivierung des Adaptorproteins MAVS und Interaktion mit dem Adaptorprotein
TRAF3. Rekrutierung und Aktivierung der downstream Kinasen IKK-& und TBK1 und daraus resultierende
Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren IRF-3 und IRF-7 sowie Bindung von NF-«B. Induktion antiviraler
und immunmodulierender Gene der Typ I und III Interferone, Chemokine und pro-inflammatorischen Zytokine.
B Bindung der Typ I Interferone an die IFN-a/B-Rezeptoren (IFN-aR1 und -2) und vom Typ III an die
heterodimeren IL-28Ra/IL-10Rp Rezeptoren. Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs in Assoziation mit IRF-9.
Der resultierende IFN-stimulierende Genfaktor 3 Transkriptionskomplex (ISGF3) gelangt in den Nukleus, bindet
an den ISRE und induziert die Transkription von zahlreichen ISGs. Zwei Mechanismen der Regulation dieser
antiviralen Abwehrmechanismen sind beschrieben. Zum einen die Spaltung der Adaptorproteine MAVS und TRIF
durch HCV NS3/4A sowie die HCV-vermittelte Aktivierung der PKR, was in der Supprimierung der Translation
der ISG mRNA resultiert und damit zu einer verringerten antiviralen IFN-vermittelten Immunantwort fiihrt.
Abkiirzungen: IFN: Interferone, IKK: IkBa-Kinase-Komplex , IRF: interferon regulatory factor, 1SG: interferon

stimulated genes, ISRE: interferon stimulated response element, JAK: Januskinase, MAVS: mitochondrial

38



Einleitung

antiviral-signaling protein, STAT: signal transducers and activators of transcription, TBK1: TANK-binding
kinase 1, TRAF-3: TNF receptor associated factors. Abbildung iibernommen und modifiziert mit freundlicher
Genehmigung von American Society for Clinical Investigation: The Journal of Clinical Investigation, Rosen HR:
Emerging concepts in immunity to hepatitis C virus infection 2013; 123(10): 4121-4130,'8! Copyright (2013).

Das Hepatitis C Virus wechselwirkt aber nicht nur mit Komponenten des angeborenen und
adaptiven Immunsystems, sondern auch mit einer Vielzahl von wirtsspezifischen Signalwegen
und Proteinen. Dies gewihrleistet eine effiziente virale Replikation.'>*!%6157 Hierzu gehdren
unter anderem Cyclophilin B, das FK506-binding protein 8 (FKBP8) sowie das
Hitzeschockprotein HSP90.'%? Die spezifische Interaktion von Cyclophilin B mit der RNA-
abhingigen RNA-Polymerase resultiert in einer verstirkten Assoziation von NS5B mit der
viralen RNA, was durch Inhibitor-Studien mit dem spezifischen Inhibitor Cyclosporin A belegt
wurde.'® Des Weiteren wird die Replikation durch die Wechselwirkung von NS5A mit dem
Immunophilin FKBP8 und dem rekrutierten Chaperon HSP90, als Komponenten des
Replikationskomplexes, reguliert.'® Durch Studien mit dem Hefe Zwei Hybridsystem (Yeast
Two-Hybrid System) wurde das humane VAMP-assoziierte Protein A (hVAP-A: Vesikel-
assoziiertes Membranprotein) und seine Isoform hVAP-B als Interaktionspartner der Nicht-
Strukturproteine NS5A und NS5B charakterisiert, die gleichermallen, wie die bereits
beschriebenen Proteine, fiir die virale Replikation essentiell sind.!®>!8¢ Weiterhin wird aufgrund
der physiologischen Funktion der hVAPs im zelluldren Vesikeltransport diskutiert, ob sie in
dem viralen Membran-Rearrangement involviert sind.'®? Insgesamt konnten bislang mehr als
26 zelluldre Proteine, die spezifisch an die interne ribosomale Eintrittsstelle des viralen Genoms
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binden, ®" als auch mehr als 70 verschiedene wirtszellspezifische Proteine die mit der nicht-

kodierenden Region am 3’-Ende des HCV-Genoms interagieren, identifiziert werden.!'®®

HCV interferiert zudem mit zahlreichen zelluldren Signaltransduktionskaskaden. Hierzu
gehdren unter anderem der EGFR,!*® die Phosphatidylinositol-3-Kinase/Proteinkinase B
(PI3K/Akt)!¥10und die cellular sarcoma-Protein-Familie (c-Src).!”! Hierbei interagiert NS5A
mit p85, der regulatorischen Untereinheit der PI3K und bewirkt eine verstirkte Aktivierung des
PI3K/Akt-Signalweges und entsprechender downstream lokalisierter Molekiile, wie der
Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK)3, was in dem Schutz der Zelle vor Apoptose resultiert.'®
Eine Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges durch NS4B konnte ebenfalls charakterisiert
werden. Hierbei kommt es zur verstirkten PI3K/Akt-abhingigen Transkriptions-Aktivitdt des
sterol regulatory element binding proteins SREBP-1 und zur verstirkten Protein-Expression
von SREBP-1 und FAS (fatty acid synthase), was im Kontext mit der Effizienz der viralen
Replikation und der HCV-Infektion steht.!”® Zudem aktiviert NS3/4A den EGFR/Akt-
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Signalweg durch proteolytische Spaltung von TC-PTP an zwei Positionen in vitro und in vivo.
Die resultierende Herabregulation von TC-PTP fiihrt zu einer verstiarkten Phosphorylierung und
damit Aktivierung des EGFR und entsprechender downstream lokalisierter Molekiile, wie unter
anderem Akt sowie der Phosphoinositid-Phospholipase C (PLC). Auf diesem Weg wird die
Zelle von HCV fiir EGF sensibilisiert und aktiviert Akt konstitutiv durch Ausschalten von TC-

PTP. Dies hat einen starken Einfluss auf die Gewihrleistung der viralen Replikation. !¢

Zur Entstehung des Replikationskomplexes spielen zudem die Interaktionen zwischen NS5A
und der SH2-Doméne sowie NS5B und der SH3-Doméne der Tyrosinkinase c-Src eine

wesentliche Rolle.!®!

Weitere Interaktionen der viralen Proteine mit dem MAPK-Signalweg (MAPK: mitogen
activated protein kinases) und dem Transkriptionsfaktor NF-xB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells) sind essentiell fiir die verstarkte Zellproliferation und das
Inhibieren der Apoptose, was zur Etablierung einer persistierenden Infektion und zur
Aufrechterhaltung der viralen Replikation von entscheidender Bedeutung ist.!”?"1%> Auch die
Entstehung von hepatozelluldren Karzinomen steht hiermit in Verbindung (vgl. Abschnitt

1.2.10).
1.1.7 Neue Therapiemoglichkeiten einer chronischen Hepatitis C Virus Infektion

Bei 25 % der HCV-infizierten Patienten kommt es zu einer spontanen Ausheilung der
Hepatitis C Virus Infektion, wihrend 55 bis 85 % der Patienten eine chronische Hepatitis C
Virus Infektion mit progressivem Krankheitsverlauf entwickeln.>!%1? Im Zeitverlauf von etwa
20 Jahren entwickeln 15 bis 30 % der chronisch infizierten HCV-Patienten eine Leberzirrhose®

und 1-5 % hepatozellulire Karzinome (HCC).

Bis zum Jahr 2012 erfolgte die Standardbehandlung einer chronischen HCV-Infektion durch
eine Kombinationstherapie von pegyliertem Interferon-o (PEG-IFN-a) und Ribavirin mit einem
breiten Wirkungsspektrum  (1-B-D-ribofuranosyl-1H-1,2,4-triazole-3-carboamid).!”®  Bei
Ribavirin handelt es sich um ein Nukleosidanalogon (Guanosin), was zur Supprimierung von
zahlreichen DNA- und RNA-Viren fiihrt, darunter auch Flaviviren.'®” Die exakte Wirkung des
Ribavirins wird noch kontrovers diskutiert. Man vermutet jedoch, dass durch Einbau in die
RNA die virale RNA-abhéngige RNA-Polymerase NS5B und damit die virale Replikation
inhibiert wird und dass die wirtszellspezifische Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH)
sowie die Synthese von Guanosin-Monophosphat gehemmt werden.'”® Zudem moduliert

Ribavirin die antivirale, adaptive Immunantwort der T-Helferzellen Thl und Th2. Hierbei
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kommt es zu einer verstirkten Produktion der Zytokine IL-2, IFN-y sowie TNF-a der Thl-
Zellen und zur supprimierten Expression von IL-4, IL-5 sowie IL-10 der Th2-Zellen.!?**%
PEG-IFN-a bindet an spezifische hochaffine Oberflachenrezeptoren der Virus-infizierten
Zellen und wirkt immunmodulierend, antiviral sowie antiproliferativ.?’?°> Hierbei kommt es
zur Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges'’? und folglich zur Induktion der Expression von
zahlreichen Effektorproteinen, unter anderem der 2°, 5'-Oligoadenylatsynthetase (OAS), der
PKR oder der Mx-Proteine. IFN-a induziert zudem die Antigenpréisentation durch den MHC-
Klasse-I-Komplex (MHC: major histocompatibility complex) durch die Bindung an NK-Zellen,
zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen.?* Die antiproliferativen Charakteristika des IFN-o,
sind vermutlich fiir die starken Nebenwirkungen der Interferontherapie, wie beispielsweise

Leukopenie oder Thrombozytopenie, verantwortlich.?®

Die Revolution der chronischen Hepatitis C (CHC) Therapie gelang durch die Entwicklung von
neuen direct-acting antiviral agents (DAAs), um essentielle virale HCV-spezifische Enzyme
und Proteine zu inhibieren.?** Hierzu gehorte initial die erste Generation der DAAs im Jahr
2012 mit den oralen NS3/4A-Protease-Inhibitoren, Boceprevir’®® und Telaprevir,**® mit denen
die Ausheilungsrate der HCV-Infektionen vom Genotyp 1 von 20 bis 30 % auf 70 bis 80 %
erhoht werden konnte?”” Sie wurden in Kombination mit der PEG-IFN-o/Ribavirin-
Standardtherapie verabreicht. Die resultierenden Nebenwirkungen dieser Therapie waren stark
und mit einer langwierigen, komplexen Dosierung assoziiert sowie auf den Genotyp 1 des HCV
limitiert.?® Die zweite Generation der DAAs nutzt verschiedene HCV-Proteine als bevorzugte
Angriffspunkte, darunter NS3/4A, NS5A sowie die RNA-abhingige RNA-Polymerase
NS5B.2%

Der Durchbruch in der Ausheilung der chronischen HCV-Infektion vom Genotyp 1 gelang
2014 mit der Kombinationstherapie Harvoni® (Wirkstoffe Sofusbrevir plus Ledipasvir) der
Firma Gilead Sciences. Bei Sofusbrevir/GS-7977 handelt es sich um ein Uridin

Nukleotidanalogon  (8-D-2"-deoxy-2 "-fluoro-2 '-C-methyluridine  monophosphate)*'°

zur
Inhibierung der viralen Replikation durch Einbau des aktiven Metaboliten GS-461203 in die
RNA-abhingige =~ RNA-Polymerase =~ NS5B.>®  Ledipasvir  hemmt den  NS5A
Replikationskomplex und wird zusammen mit Sofissbrevir verabreicht.?” Hiermit wurde eine
Basis mit einer hohen Toleranz und minimalen Nebenwirkungen durch die IFN-freie Therapie
sowie mit einem groBeren Wirkungsspektrum gegen verschiedene HCV-Genotypen

geschaffen.?”” Bislang ist Harvoni® nur fiir die Behandlung von CHC vom Genotyp 1

zugelassen und darf nicht bei Patienten mit schwerer Niereninsuffizienz verabreicht werden.?%’
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2015 erfolgte die Zulassung einer weiteren Kombinationstherapie, zur Behandlung von CHC
vom Genotyp 1, Viekirax® und Exviera® der Firma Abbvie. Die enthaltenen Wirkstoffe sind
Ombitasvir, Paritaprevir und der Wirkstoffverstirker Rifonavir, die zusammen mit dem
Wirkstoft Dasabuvir verabreicht werden. Diese Wirkstoffe greifen an multiplen Stellen des
HCV-Lebenszyklus an.?”® Ombitasvir inhibiert NS5A, Paritaprevir die NS3/4A-Protease,
sodass sowohl die virale Replikation als auch die Polyprotein-Prozessierung inhibiert wird.
Ritonavir ist ein pharmakokinetischer Verstirker, der die Spitzen- und Tal-
Plasmakonzentrationen von Paritaprevir steigert. Dasabuvir hemmt als nukleosidischer

Inhibitor die RNA-abhiingige RNA-Polymerase NS5B und damit die virale Replikation.?%

Trotz der groBen Erfolge der neuen antiviralen HCV-Therapien besteht weiterhin die
Notwendigkeit in der Entwicklung alternativer oder erweiteter Therapieansidtze zur
Erweiterung des Wirkungsspektrums fiir die chronischen HCV-Infektionen aller Genotypen mit
moglichst geringen Kontraindikationen und einem geringen Risiko zur Entwicklung von

Arzneimittelresistenzen.
1.1.8 Verwendete in vitro HCV Zellkulturmodelle
1.1.8.1 Das HCV Replikonsystem

Im Jahr 1999 wurde das erste in vitro Zellkulturmodell fiir komplexe Analysen des viralen
Replikationskomplexes und resultierende Wechselwirkungen des Hepatitis C Virus mit der

Wirtszelle entwickelt.5?

Hierzu erfolgte die Isolierung viraler RNA aus Patienten mit einer
chronischen HCV-Infektion des Genotyps 1b mit anschlieBender Konstruktion und
Transfektion selbstreplizierender Replikons in die humane Hepatomazelllinie Huh-7. Der
Prototyp dieser Replikons war eine bizistronische RNA des Genotyps 1b (Conl Isolat), die fiir
ein Neomycin-Resistenzgen unter der Kontrolle der internen ribosomalen Eintrittsstelle des
HCV, gefolgt von einer zweiten IRES des Encephalomyokarditis Virus (EMCV) zur Kontrolle
der Expression der viralen Nicht-Strukturproteine NS3 bis NS5B, kodierte.5?!! Hierbei wurden
die viralen Strukturproteine Core bis p7 durch ein Neomycin-Phosphotransferase-Gen ersetzt,
was in einer Geneticin-Resistenz (G418) resultierte. Damit war die positive Selektion von
HCV-Klonen in den humanen Hepatomazellen Huh-7 mdglich.>?!! Die Integration adaptiver
Mutationen, sogenannter replication enhancing mutations (REMs), fiihrte zu einer wesentlich
effizienteren viralen Replikation.?!>?!3 REMs sind hauptsichlich im N-Terminus der viralen

Serinprotease/Helikase NS3 lokalisiert, zwei weitere in NS4B und zentral in NS5A. Die am

starksten potenten REMs sind in der RNA-abhéngigen RNA-Polymerase NS5B positioniert,
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was zu Differenzierungen der Phosphorylierung im Protein fiihrte, damit parallel einen Hinweis
auf die Regulation der Virus-Replikation durch Phosphorylierung lieferte und die positiven

Kolonienanzahl um das 500-fache steigerte.52'321

1.1.8.2 Das Hepatitis C Virus Infektionssystem (HCVcc)

Pietschmann und Bartenschlager et al., synthetisierten 2002 die ersten Volllingen-Replikon-
Konstrukte.?!> Mit diesen konnen, aufgrund des gesamten enthaltenen viralen Genoms vom
Genotyp 1b (Conl Isolat), Interaktionen der viralen Strukturproteine Core bis p7 mit der
Wirtszelle analysiert werden.?!> Die Limitierung dieses Systems besteht jedoch in dem
Zusammenbau und der Freisetzung infektioser Viruspartikel sowie der Infektion neuer

Zielzellen aufgrund der fiir die hohe Replikationsrate notwendig integrierten REMs.”%-215

Durch die weitere Entwicklung von sogenannten retroviralen HCV Pseudopartikeln (HCVpp)
gelang ein erster Durchbruch in der Entwicklung der HCV-Zellkulturmodelle. Erstmals
konnten Analysen zum Eintritt des Virus in seine Wirtszelle durchgefiihrt und die Beteiligung
der HCV-Proteine E1 und E2 am Eintritt des Virus identifiziert werden.** Das System basiert
auf einer Ko-Transfektion von 293 T-Zellen mit Expressionsvektoren, welche fiir die
glykosylierten HCV-Proteine E1 und E2 kodieren, sowie der gag-pol Proteine des murinen
Leukdmievirus (MLV) oder dem Humanen Immunodefizienz Virus (HIV) sowie einem

Reporter-Gen, #4216

Kato et al., gelang im Jahr 2001 erstmals die Isolation und Sequenzanalyse des HCV-Klons
JFH-1 aus einem japanischen Patienten mit fulminanter Hepatitis C (JFH-1: japanese fulminant
hepatitis clone 1)*'" Basierend auf dem Klon JFH-1 vom Genotyp 2a wurden schlieBlich
subgenomische Replikons konstruiert, die mit einer starken Effizienz unabhingig von
integrierten, adaptiven REMs replizieren.?'® Die Transfektion des viralen RNA-Genoms in
humane Hepatomazellen fiihrte zur Produktion und Freisetzung infektioser Viruspartikel sowie
zur Infektion neuer, naiver Zielzellen und Schimpansen.'?” Auf dieser Grundlage gelang 2005
die Entwicklung des in vitro HCV Infektionssystem, das sogenannte cell culture derived HCV
(HCVcc).!199219220 Mit diesem System, was mittlerweile routinemiBig unter Biologischer
Sicherheitsstufe 3 verwendet wird, ist es mdglich in vitro den vollstindigen Lebenszyklus des
Heptitis C Virus, vom Eintritt des Virus in seine Wirtszelle bis zur Freisetzung infektidser

Viruspartikel sowie die Infektion humaner Hepatomazellen, zu untersuchen.'®”

Die Transfektion der Volllingen-Replikons anderer HCV-Klone vom Genotyp 2a blieb

zunidchst erfolglos. Erst die Generierung von viralen Chiméiren vom Klon JFH-1 (Genotyp 2a)
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und J6 (Genotyp 2a), dessen Nicht-Strukturproteine sich vom Klon JFH-1 ableiteten und dessen
Strukturproteine durch korrespondierende Sequenzen des Klons J6 ersetzt wurden, ermdglichte
eine effiziente virale Replikation unabhingig von REMs sowie die Synthese infektidser
Viruspartikel. Die dazugehorige Schnittstelle wurde hinter die erste transmembrane Domine
des HCV-Proteins NS2 positioniert, zur optimalen Effizienz der Virusproduktion der
entstandenen viralen Chimire.?’” Weitere chimire Viren konnten folglich aus Nicht-
Strukturproteinen des HCV-Klons JFH-1 und den Strukturproteinen der HCV-Klone H77
(Genotyp 1a), Conl (Genotyp 1b) und 452 (Genotyp 3a) generiert werden.??!

A B

Reporter-Gen/ Nicht-
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HCV-Replikon-RNA

‘H:J::l:t’t
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G418-Selektion @ Huh-7 Zellen

Expression der Nicht-
Strukturproteine (NS3-NS5B)

HCV-Volllingen-RNA

| SRR 1
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@ Huh-7.5 Zellen
a HCV Virionen

InfektiogLQ
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Analyse der Replikation

Analyse des gesamten
Lebenszyklus

Abbildung 5: Verwendete in vitro Hepatitis C Virus Zellkultursysteme. A Die selbstreplizierenden HCV-
Replikon-RNAs basieren auf einem Selektionsmarker, dem Neomycin-Phosphotransferase-Gen, welches die
viralen Strukturproteine Core bis p7 ersetzt und von der HCV-IRES kontolliert wird. Zur Kontrolle der Expression
der viralen Nicht-Strukturproteine NS3 bis NS5B kodieren die HCV RNAs eine weitere IRES des
Encephalomyokarditis Virus (EMCV). Nach der Transfektion der HCV-Replikon-RNA in die Huh-7
Hepatomazellen und einer G418 Selektion ist die Analyse der Expression der viralen Nicht-Strukturproteine (NS3-
NS5B) sowie der viralen Replikation moglich. B Die Produktion infektioser cell culture derived HCV-Partikel
basiert auf dem Genotyp 2a des HCV-Klons JFH-1 und entsprechender chimérer Varianten. Die HCV-Volllédngen-
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RNA wird mittels Elektroporation in die humane Hepatomazelllinie Huh-7.5 transfiziert, was zur viralen
Replikation, zur Produktion und Freisetzung infektioser Viren fiihrt, die zur Infektion neuer Zielzellen genutzt
werden konnen. Durch das HCVcc kann somit der gesamte HCV-Lebenszyklus untersucht werden. Abbildung
iibernommen und modifiziert mit freundlicher Genehmigung von S. Karger AG: Digestive Diseases, Gerold und
Pietschmann, 2014,%22 Copyright (2014).

Die im Replikonsystem als auch im HCV Infektionssystem entsprechend verwendete humane
Zelllinie bedarf spezifischer Auswahlkriterien. Fiir das Replikonsystem ist die humane
Hepatomazelllinie Huh-7 am effizientesten geeignet.?”> Hierbei spielen die Zellpassage sowie
die Zelldichte eine wesentliche Rolle.??* Durch antivirale Interferon-vermittelte Therapie vom
HCV-Replikon geheilte Huh-7 Zellen (cured cells) weisen eine signifikante Steigerung der
viralen Replikation aufgrund der erhohten Aufnahmeféhigkeit der cured Zellen fiir das HCV
auf, wie beispielsweise Huh-7.5 Zellen.??* Der genaue Wirkmechanismus wird noch diskutiert.
Man vermutet jedoch eine Beteiligung der angeborenen antiviralen Immunitidt durch einen
beeintrichtigten RIG-I-Signalweg?®® sowie eine gesteigerte Expression spezifischer
Oberflachenrezeptoren, die fiir den Viruseintritt essentiell sind, wie LDLR, CD81 sowie SR-

B1.2%¢

Die revolutiondre Entwicklung des HCVce mit dem Vorteil zur Analyse des gesamten
Infektions- und Replikationszyklus des Hepatitis C Virus mit allen beteiligten Komponenten
weist auch einige Nachteile auf. Hierzu zdhlen die hohe Proliferations- und geringe
Differenzierungsrate der Huh-7 basierten Zelllinien im Vergleich zu differenzierten, nicht-
proliferierenden Hepatozyten und die daraus resultierenden Einfliisse auf die Genregulationen
und Signaltransduktionen der Zelle.??” Zudem sind sie Non-Responder fiir doppelstringige
RNA.??® Eine weitere Limitierung ist die Verwendung der viralen Nicht-Strukturproteine
lediglich vom Genotyp 2a, was die Analyse der unterschiedlichen Genotypen unmdoglich

macht.??’

1.2 Der EGF-Rezeptor/EGF-Signalweg
1.2.1 Der epidermale Wachstumsfaktor

Der epidermal growth factor (EGF) ist ein 6,45 kDa grofles Protein, bestehend aus
53 Aminosiuren mit drei intramolekularen Disulfidbriicken.?**?*! Es gehért mit zehn anderen
Mitgliedern zur EGF-Protein-Familie. Alle Mitglieder dieser Familie weisen strukturelle und
funktionelle Ahnlichkeiten auf. Hierzu gehdren sechs hoch konservierte Cysteine mit dem
Motiv CX7CX4.5CX10.13CXCXsGXRC in einer EGF-dhnlichen Domine.?*> Des Weiteren

induzieren sie ihre Wirkung durch Bindung an spezifische Oberflichenrezeptoren und die
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daraus resultierende Induktion spezifischer Signaltransduktionskaskaden. EGF induziert dabei

hauptsichlich Zellproliferation, Zelldifferenzierung sowie cell survival-Signale.**?

1.2.2 Die EGF-Rezeptor-Familie

Der epidermal growth factor (EGF)-Rezeptor, welcher auch ErbB1 (erythroblastic leukemia
viral oncogene homolog) oder HER1 (human epidermal growth factor receptor 1) genannt
wird, ist eines der vier Mitglieder der EGF-Rezeptor Familie in der Unterfamilie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen.?** Die weiteren drei Mitglieder umfassen ErbB2 (Neu/HER2), ErbB3 (HER3)
sowie ErbB4 (HER4).2** Der Begriff ErbB leitet sich hierbei von der strukturellen Homologie
zu dem viralen v-ErbB-Onkogen ab.?* Elf bislang charakterisierte EGF-ihnliche glykosylierte,
transmembrane Liganden sind in der Lage die ErbB-Rezeptoren durch extrazelluldre Bindung
und daraus resultierender Homo- oder Heterodimerisierung zu aktivieren.?*® Hierbei besteht die
EGF-ihnliche Domine aus sechs hoch konservierten Cysteinen.?? Die Rekrutierung der
entsprechenden Bindungspartner wird durch eine Interaktionsdoméne von geringer Affinitdt
und Spezifitit ermdglicht.”*” Die Synthese der Liganden erfolgt iiber einen Zwischenschritt
eines glykosylierten, transmembranen Vorlduferproteins bis hin zur Abspaltung und
Freisetzung der reifen Wachstumsfaktoren von der Membran iiber einen Prozess, der auch als
ectodomain shedding bezeichnet wird. Dieser Mechanismus wird von extrazelluldren
Proteasen, wie beispielsweise der Metalloprotease ADAMI7 (a disintegrin and
metalloproteinase), vermittelt.*%?* Die Liganden binden spezifisch an die ErbB-Rezeptor-
Tyrosinkinasen und werden von zahlreichen Geweben, unter anderem in der Leber,
synthetisiert. Hierbei aktivieren Amphiregulin (AR), der epidermale Wachstumsfaktor (EGF),
Epigen und der transforming growth factor o (TGF-a) spezifisch den EGFR. B-Cullin
(Betacellulin), Epiregulin sowie das Heparin-bindende EGF (HB-EGF) binden hingegen
sowohl den EGFR als auch den ErbB4-Rezeptor und fiihren iiber Heterodimerisierung zur
Aktivierung der beiden Rezeptoren. Die Neureguline 1 und 2 (NRG), auch als Hereguline
(HER) bekannt, vermitteln ihre Signale tiber ErbB3 und ErbB4, wihrend NRG3 und NRG4
ausschlieBlich den ErbB4-Rezeptor binden. Ein direkter Ligand von ErbB2 ist bislang nicht
beschrieben, er verstirkt jedoch durch Heterodimerisierung mit den anderen drei Rezeptor-
Tyrosinkinasen die Aktivierung und die damit resultierende Signaltransduktion der

entsprechenden Signalwege.”!
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1.2.3 Struktureller Aufbau der EGF-Rezeptor-Familie

Der EGFR wurde 1978 von Carpenter et al., als ein transmembranes, 170 kDa gro3es Protein
charakterisiert.?*” Es handelt sich um einen zellspezifischen Oberflichenrezeptor bestehend aus
vier funktional-aktiven Doménen. Hierzu gehdren eine extrazelluldre
Ligandenbindungsdoméne (Ektodoméne) aus den vier Protein-Subdominen I-IV, eine
Transmembrandoméne mit sich daran anschlieender intrazelluldrer juxtamembraner Doméne,
einer im Zytoplasma lokalisiersten Kinasedoméne sowie einem C-Terminus mit
Phosphotyrosin-Bindungsmotiven fiir zahlreiche Effektorproteine.?**** Die vier Subdomiinen
der extrazelluldren Ligandenbindungsdomine bestehen aus den zwei homologen Leucin-
reichen Doménen L1 und L2 sowie den zwei Cystein-reichen Proteindomédnen CR1 und CR2,
welche in der priferenziellen Reihenfolge L1-CR1-L2-CR2 angeordnet sind.>*! Hierbei spielen
die Cystein-reichen Subdoménen eine Rolle bei der Regulation der Rezeptor-Dimersisierung
und die L-Dominen bei der Bindung der spezifischen Liganden.?** Mit Ausnahme der beiden
Rezeptor-Tyrosinkinasen ErbB2 und ErbB3 weisen alle Mitglieder der EGFR-Familie einen
dhnlichen strukturellen, monomeren Aufbau auf, der schematisch in der Abbildung 6 dargestellt
ist. Der ErbB2-Rezeptor besitzt hierbei, als Ausnahme der Rezeptor-Tyrosinkinasen, keine
Bindungsstelle fiir extrazelluldre Effektorliganden und ErbB3 keine intrinsische Tyrosinkinase-
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des monomeren Aufbaus der Rezeptor-Tyrosinkinasen ErbB1 bis
ErbB4. Die vier Mitglieder ErbB1 bis ErbB4 der EGF-Rezeptor-Familie in der Unterfamilie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen besitzen einen homologen strukturellen, monomeren Aufbau. Dieser besteht aus einer
extrazellularen Ligandenbindungsdomdne (Ektodomdne) mit vier Subdoméinen 1 bis IV, einer
Transmembrandomine, einer intrazelluldren Juxtamembrandoméne, einer Tyrosinkinase-Doméne sowie einem C-

Terminus mit Phosphotyrosinresten als Bindungsstellen fiir zahlreiche Effektorproteine. Der ErbB2-Rezeptor
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besitzt als Ausnahme keine extrazelluldre Ligandenbindungsstelle und der ErbB3-Rezeptor keine Tyrosinkinase.
Abbildung tibernommen und modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature
Reviews Cancer, Baselga und Swain, 2009,%** Copyright (2009).

Die ErbB-Rezeptoren werden auf verschiedenen Zelltypen exprimiert, wobei Hepatozyten
vergleichsweise die stirkste Expressionsdichte aufweisen. Dies spricht fiir eine bedeutende
Rolle in der physiologischen Leberfunktion. Die Signaltransduktions-vermittelten Funktionen
der Rezeptoren umfassen unter anderem Zellproliferation und Zelldifferenzierung.?*’
Mutationen in den Rezeptor-Tyrosinkinasen fiihren hiufig zur Uberexpression und
hyperaktiven Funktion aufgrund differenzierter Signaltransduktionskaskaden, was wiederum in
engem Zusammenhang mit Neoplasie und der Entstehung von malignen Tumoren steht.
Folglich sind die Mitglieder der EGFR-Familie bedeutende Angriffsziele in der anti-

kanzerogenen Therapie %%

1.2.4 Liganden-induzierte Dimerisierung des EGF-Rezeptors

Im inaktiven, ungebundenen Zustand liegt der EGFR, ebenso wie die drei anderen Mitglieder
der Rezeptor-Tyrosinkinasen, in einem pri-dimerisierten Zustand vor.?*® Die Aktivierung des
EGFR erfolgt durch die extrazelluldre Bindung von zwei Liganden an die Subdoménen L1 und
L2 und daraus resultierender CR-vermittelter Dimerisierung des EGFR.?*>?*7 In der aktivierten
Form bilden sie Dimere und weisen zwei EGFR-Bindungsstellen auf, eine hochaffine sowie
eine weniger affine.?*® 95% der ungebundenen EGF-Rezeptoren liegen in einer
autoinhibierten, Dimerisierungs-unzuginglichen Form, der sogenannten geschlossenen,
tethered conformation vor. Hierbei erfolgt die Interaktion der Cystein-reichen Subdoménen der
ErbB1-Rezeptoren intramolekular untereinander.’*>?** Die anderen 5% weisen eine
sogenannte offene, untethered conformation auf, in der die LR-Subdominen in rdumlicher
Néhe vorliegen, die Interaktion der CR-Proteindoménen unterbinden und fiir die Bindung
spezifischer Liganden zuginglich sind.?**?** Das Modell der Homodimerisierung von ErbB1

ist der Abbildung 7 zu entnehmen.

Die Dimerisierung resultiert in der Aktivierung der intrinsischen Tyrosinkinase und induziert
die Autophosphorylierung von spezifischen Tyrosinresten, welche in dem C-Terminus des
Rezeptors lokalisiert sind. Hierzu gehoren Tyrosin 974, 992, 1045, 1068, 1086, 1148 sowie
1173.2% Auf diesem Weg entstehen spezifische Bindungsstellen im C-Terminus fiir zahlreiche
Signaltransduktoren. Der EGFR steht hierbei im Zusammenhang mit der Aktivierung des
mitogen-activated protein kinase (MAPK)-Signalweges und des STAT3-abhingigen

Signalweges, welche Zellproliferation, Zellmigration, Zelldifferenzierung sowie Angiogenese
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induzieren und der Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)/Akt-Signalweges,
der antiapoptische und damit iiberlebenssignalisierende Wirkungen vermittelt.24+2°0231 Im
folgenden wird lediglich ndher auf den EGFR-induzierten MAPK- sowie den PI3K/Akt-

Signalweg eingegangen.
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Abbildung 7: Modell der Bildung der Rezeptor-Dimerisierung von ErbB1. A ErbB1 in geschlossener, fethered
conformation und somit zuginglich fiir die Ligandenbindung. B ErbBl in offener, Ligandenbindungs-
zuganglicher untethered conformation. C Die Bindung des Liganden in der untethered conformation resultiert in
einer Konformationsénderung von ErbB1. D Schlieflich resultierende Homodimerisierung der ErbB1-Rezeptoren.
Abbildung tibernommen und modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature

Reviews Cancer, Baselga und Swain, 2009,%** Copyright (2009).

1.2.5 EGFR-induzierte Aktivierung des MAPK-Signalweges

Die durch die intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitit des EGF-Rezeptors bedingte
Autophosphorylierung der Tyrosinreste 1068, 1086, 1148 sowie 1173 fiihrt zur Interaktion mit
den Signaltransduktoren growth factor receptor bound protein 2 (Grb2) und Src homology 2

domain-containing (Shc).?*?

Diese Wechselwirkung resultiert in der Aktivierung des MAPK-
Signalweges.?>* Hierbei kommt es zuniichst zur Rekrutierung der Signalproteine Sos (son of
sevenless) und der GTPase Ras (rat sarcoma).*>* Ras katalysiert nun durch Sos dissoziiertes
GDP zu GTP und wird aktiviert. Die aktive Form des Enzyms aktiviert nachfolgend die MAP-
Kinasen durch Phosphorylierung. Der initiale Schritt hierbei ist die Aktivierung der
Serin/Threoninkinase Raf (rapidly growing fibrosarcoma), die ihrerseits wiederum die MAP-
Kinase Kinase 1 (MEKI1) und 2 (MEK2) durch Phosphorylierung von zwei Serinresten
aktiviert. Diese resultierende Aktivierung von MEK1/2 phosphoryliert und aktiviert nun die

extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2),°72%% die ihrerseits wiederum in den

Nukleus transloziert und dort als Transkriptionsfaktor die Expression zahlreicher Gene
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induziert, darunter das Gen der MSK-1 (mitogen and stress activated kinase-1) oder der

Serin/Threoninkinase p9ORS6K (90 kDa ribosomal S6 kinase).?>'-*>

Die durch den EGFR autophosphorylierten Tyrosinreste 992 und 1173 resultieren ebenfalls in
der Aktivierung von ERK1/2, jedoch in diesem Fall Ras-unabhingig.’®® Sie bilden direkte
Bindungsstellen fiir die Phospholipase C gamma 1 (PLCyl1), die ihrerseits die Umsetzung von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat zu IP; (Inosit-1,4,5-triphosphat) katalysiert und die
Freisetzung von DAG (1,2-Diacylglycerin) induziert. Der second messenger 1P3 vermittelt
folglich durch Bindung an spezifische IP3;-Kanile die Freisetzung von Ca®" aus dem
Endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol. Durch die entstandene Calcium-reiche Umgebung
werden cPKCs, beispielsweise die Proteinkinase C (classical protein kinase C) und isomere
Formen, wie nPKCs, darunter PKC8 (novel protein kinase C) durch in der Plasmamembran
lokalisiertes DAG aktiviert, welches schlieBlich zur Aktivierung von ERK1/2, NF-kB, p38MAPK

und c-Jun N-terminaler Proteinkinasen (JNK) fiihrt.?®!
1.2.6 EGFR-induzierte Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges

Durch die EGF-Rezeptor-abhéngige Autophosphorylierung der Tyrosinreste 1068 und 1086
kommt es zur Wechselwirkung mit dem Adaptorprotein Gabl (growth factor receptor-bound
protein (Grb)2-associated adaptor protein I). Diese Interaktion fithrt zur Rekrutierung der
heterodimeren PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase), bestehend aus der katalytischen
Untereinheit p85 und der regulatorischen Untereinheit p110.2°>2%° Hierbei entsteht durch die
regulatorische Untereinheit pl110 durch Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) der sekundire Botenstoff Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat (PIP3).2%
Dies fiihrt zur Translokation von PDK1 (phosphoinositide-dependent protein kinase 1) und der
Serin/Threoninkinase Akt an die Plasmamembran. PDKI1 aktiviert zusammen mit der
Serin/Threoninkinase mTORC2 (mechanistic target of rapamycin complex 2) schlie8lich Akt

durch Phosphorylierung des Threoninrests 308 sowie des Serinrests 473.2%
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Abbildung 8: Zusammenfassendes Modell der EGFR-induzierten Signalwege. Durch die Bindung des
epidermalen Wachstumsfaktors an den EGFR kommt es zur Dimerisisierung und damit zur Aktivierung des
Rezeptors. Die daraus resultierende Autophosphorylierung spezifischer Tyrosinreste in dem C-Terminus fiihrt zur
Rekrutierung der entsprechenden Adaptorproteine. Aufgrund dessen kommt es zur Aktivierung des MAPK-
Signalweges (griin dargestellt), des PI3K/Akt-Signalweges (orange dargestellt), der Aktivierung des JAK/STAT3-
Signalweges (grau dargestellt) sowie zur Ras-unabhingigen Aktivierung der MAPK, wie ERK1/2, JNK und NF-
kB (blau dargestellt). Abkiirzungen: Akt: Serin/Threoninkinase (Proteinkinase B), DAG: 1,2-Diacylglycerin,
ERK: extracellular signal-regulated kinase, Gabl: growth factor receptor-bound protein (Grb)2-associated
adaptor protein 1, Grb2: growth factor receptor bound protein 2, IP3: Inosit-1,4,5-triphosphat, MAPK: Mitogen-
aktivierte Protein Kinasen, MEK: Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase, mTOR: mechanistic target of
rapamycin, NF-xB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells), p85: katalytische
Untereinheit der PI3K, p110 regulatorische Untereinheit der PI3K, PDK1: phosphoinositide-dependent protein
kinase 1, PI3K: Phosphatidylinositol-3-Kinase, ~PIP,:  Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat,  PIPs:
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat, PKC: Proteinkinase C, PLC-y: Phospholipase C gamma, Raf: rapidly
growing fibrosarcoma, Ras: rat sarcoma, Shc: Src homology 2 domain-containing, Sos: son of sevenless.
Abbildung tibernommen und modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature

Reviews Clinical Oncology, Harris und McCormick, 2010,2¢ Copyright (2010).
1.2.7 Negativregulation des EGF-Rezeptors

Die Expression sowie die Aktivitit des EGF-Rezeptors wird durch unterschiedliche
Mechanismen reguliert. Dies erfolgt zum einen durch Endozytose der gebildeten Komplexe

EGF-gebundener EGFR-Homodimere sowie anschlieBender Degradierung der Komplexe
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durch lysosomalen Abbau. EGFR/ErbB2-Heterodimere hingegen werden zwar endozytiert,
aber nicht degradiert, sondern zur schnelleren Liganden-induzierten Reaktivierung wieder in

die Zellmembran integriert.?’

Die Inhibition des EGF-Rezeptors durch die Induktion der Expression von Negativregulatoren
iiber negative feedback loops ist eine weitere Regulationsmoglichkeit. Hierzu gehdren unter
anderem MIG-6 (mitogen-inducible gene 6), LRIG-1 (leucine-rich repeats and
immunoglobulin-like domains 1), SPRY (sprouty) sowie SOCSS5 (suppressor of cytokine
signaling 5).%*

Die intrinsische Tyrosinkinase-Aktivitit des EGF-Rezeptors wird durch intrazellulédr
lokalisierte Serin- und Threoninreste reguliert. /n vitro Studien von Theroux et al., 1992
identifizierten hierbei die Herabregulation der Tyrosinkinase-Aktivitit des Rezeptors durch

Phosphorylierung von zwei Serinen an den Positionen 1046 und 1047.2%

Eine weitere Regulationsmdglichkeit sind Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs). Hierzu zéhlen
unter anderem die src-homology phosphatase 2 (SHP2)*®8, die protein tyrosine phosphatase 1
B (PTP1B)?*%° sowie die T cell protein tyrosine phosphatase (TC-PTP).?70-7!

1.2.8 Die T-Zell Protein-Tyrosin-Phosphatase

Die T cell protein tyrosine phosphatase (TC-PTP), oder auch protein tyrosine phosphatase
nonreceptor type 2 (PTPN2) genannt, wurde erstmals 1989 von Cool ef al., als eine ubiquitir
exprimierte Phosphatase in T-Zellen als Mitglied der Protein-Tyrosin-Phosphatase-Familie
beschrieben.?’? Durch alternatives Spleilen der katalytischen Domine der Phosphatase werden
zwei Varianten generiert, die p45TC mit einer GroBe von 45 kDa und die p48™ mit einer GroBe
von 48 kDa.?’*?’* Hierbei ist die SpleiBvariante p45T¢ im Nukleus lokalisiert, wihrend das
endogen exprimierte p48'¢ mit der Membran des Endoplasmatischen Retikulums assoziiert
ist.’” Diese unterschiedliche Lokalisation in subzelluliren Kompartimenten beruht auf
sequenzspezifischen Motiven in der jeweiligen nicht-katalytischen Doméne der Enzyme, dem
COOH-Terminus. Der Carboxy-Terminus von p45'¢ besitzt hierbei eine Hexapeptidsequenz,
wiihrend der C-Terminus der Variante p48'¢ hingegen hydrophobe Charakteristika aufweist.?”
Die TC-PTP SpleiBvariante p45'© weist eine Kernlokalisierungssequenz (NLS) auf, die dessen
Translokation in den Zellkern vermittelt. Durch Affinitdtschromatographie-Studien wurden
drei zytoplasmatische Proteine mit 97, 116 und 120 kDa charakterisiert, die mit TC-PTP

interagieren.?’® Durch Sequenzanalysen wurde Importin-B-p97 als essentielle Komponente der

5TC 5TC im Grundzustand im

Nukleus-Import-Maschinerie von p45'™ identifiziert, weshalb p4
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Nukleus lokalisiert ist.>’® Durch spezifischen zelluldren Stress, darunter hyperosmotischer
Stress oder mitogene Stimulation, wird es ins Zytoplasma akkumuliert.?”” Im Zytoplasma
bewirkt p45™ die Dephosphorylierung und damit Inaktivierung des EGF-Rezeptors und
schlieBlich die Herabregulation der durch den hyperosmotischen Stress induzierten c-Jun N-

terminalen Kinasen.?”’

Tiganis et al., 1998 belegten durch Generierung von Mutationen in Substraten der TC-PTP,
dass die SpleiBvariante p45T¢ die EGF-induzierte Assoziation des Adaptorproteins p52Shc mit
Grb2 Dephosphorylierungs-vermittelt inhibiert und damit stark in die Regulation der
Zelldifferenzierung sowie Zellproliferation durch Differenzierung entsprechend inhibierter

Signaltransduktionskaskaden eingreift.?’

TC-PTP ist des Weiteren auch in der negativen Regulation der Januskinasen JAK1 und JAK3
durch Dephosphorylierung involviert.?”® Die {iberexprimierte nukleir lokalisierte
SpleiBvariante p45' von TC-PTP supprimiert zudem die IL-6-induzierte Tyrosin-
Phosphorylierung und damit die Aktivierung des signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3)?” und ist in der negativen Regulation des Prolaktin (PRL)-induzierten
Signalweges durch Dephosphorylierung von STAT5a sowie STATSb involviert.?®? Diese
Tatsache als auch der Umstand, dass TC-PTP-defiziente Mause nach 3-5 Wochen versterben,
verdeutlicht die bedeutende Rolle von TC-PTP in der Regulation des Immunsystems, der Akut-
Phase-Reaktion, der Himatopoese, der entsprechenden Freisetzung von IL-6 sowie der TC-

PTP-vermittelten Kontrolle der Homdoostase.>”527°

TC-PTP iibernimmt auch in der Regulation der Glukosehomoostase sowie der PDGF-R-
vermittelten zelluldren Proliferation eine wesentliche Rolle, durch Supprimierung des platelet-

2 als auch des

derived growth factor-receptors (PDGF-R)*! sowie des Insulin-Rezeptors®®
Insulin-Rezeptor-induzierten Signalweges und zwar durch Dephosphorylierungs-vermittelte

Inaktivierung.s
1.2.9 Einfluss des Hepatitis C Virus auf den EGF-Rezeptor

Wie unter Abschnitt 1.1.5 beschrieben, spielt der EGFR als Kofaktor aufgrund seiner
Tyrosinkinase-Aktivitit eine bedeutende Rolle beim Eintritt des Hepatitis C Virus in seine
Wirtszelle sowie fiir die Infektion.!3?> Durch das Nicht-Strukturprotein NS5A ist HCV zudem
in der Lage EGFR-induzierte Signaltransduktionskaskaden zu modifizieren. Hierzu bindet
NSS5A spezifisch aufgrund hoch konservierter Prolin-reicher Sequenzen an die SH3-Doméne

des Adaptorproteins Grb2 und damit an den aktivierten EGFR.?®** Diese Wechselwirkung

53



Einleitung

resultiert in der Inhibierung der EGFR-induzierten Aktivierung von ERK1/2.2%* Zusitzlich
interagiert die N-terminale Doméine von NS5A mit dem Gabl (GRB2-associated binder 1)
Protein. Diese NS5A/Gab1-Assoziation fiihrt indirekt durch die Wechselwirkung mit der p85-
Untereinheit der PI3K zu einer verstirkten Tyrosin-Phosphorylierung von p85 in Antwort auf
den epidermalen Wachstumsfaktor.?®> Dies aktiviert die downstream lokalisierte Kinase Akt
durch verstiarkte Tyrosin-Phosphorylierung sowie den pro-apoptotischen Faktor BAD durch
Serin-Phosphorylierung.?®*> NS5A induziert durch die Hemmung des MAPK-Signalweges und
der gleichzeitig verstirkten Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges die Zellproliferation und
inhibiert die Apoptose, was zu einer verstdrkten Persistenz sowie Pathogenese des HCV
fiihrt.?®> Des Weiteren inhibiert NS5A die EGF-induzierte Aktivierung des Ras-ERK-

Signalweges.?%

Durch Reporter-Assay-Analysen wurde eine verstirkte Promotor-Aktivitit des EGFR-
Liganden Amphiregulin wéhrend einer HCV-Infektion in Hepatozyten beschrieben. Diese
verstirkte Expression von Amphiregulin wird sowohl durch autokrine Stimulation sowie
doppelstringige RNA als auch durch das virale Nicht-Strukturprotein NS3 induziert.
Amphiregulin seinerseits spielt in HCV-infizierten Patienten eine essentielle Rolle bei der
Entstehung von Leberzirrhose sowie hepatozelluldiren Karzinomen und schiitzt die Hepatozyten
vor HCV-induziertem Zelltod durch Aktivierung der Proliferations-aktivierenden Signalwege
von ERK, Akt und p38MAPK Durch spezifische Gen-knockdown- sowie Inhibitor-Studien
konnte zudem die Beteiligung von Amphiregulin am Eintritt des HCV in seine Wirtszelle sowie

am Zusammenbau und der Freisetzung der Virionen belegt werden.?%
1.2.10 Einfluss des Hepatitis C Virus auf den MAPK-Signalweg

Das Hepatitis C Virus interferiert mit dem zelluldiren MAPK-Signalweg zur Penetration einer
Infektion. Hierbei agiert beispielsweise das virale Hiillprotein E2 als Induktor der
intrazelluliren MAPK-Signaltransduktionskaskade. Folglich werden die upstream lokalisierten
Kinasen Raf-1 sowie MEK1/2 verstirkt phosphoryliert und damit aktiviert, ebenso wie die
downstream lokalisierten Kinasen ERK1/2 und p38MAPK Auf diesem Weg resultiert eine
gesteigerte Zellproliferation, zu Gunsten des Virus.'”? Zudem ist das virale Nicht-
Strukturprotein NS3 mit seinem onkogenen Potential an der Regulation der Zellproliferation
beteiligt. In NS3-transfizierten Hepatozyten, welche spezifisch NS3 exprimieren, konnte ein
verstarktes Zellwachstum basierend auf einer verstdarkten Aktivierung von ERK und daraus
resultierender Aktivierung der Transkriptionsfaktoren AP-1 sowie NF-kB beobachtet
werden.!”® Zudem wird die HCV-abhingige ERK-Aktivierung mit der Aktivierung einer
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zytosolischen, Calcium-abhangigen VA phospholipase A2 (PLA2G4A) assoziiert. Durch
Hemmung der PLA2G4A-Aktivitit wurde eine reduzierte Abundanz des Core-Proteins an

Lipide, der Core-Bildung sowie der Sekretion von infektidsen Viruspartikeln charakterisiert.®3

Die Fehlregulation der Kinasen ERK1/2, JNK und p38MAPK als Signalkomponenten des
MAPK-Signalweges geht aufgrund ihrer physiologischen Funktion als Induktoren der
Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zellmigration sowie {iberlebenssignalisierender
Wirkungen oft mit der Krebsentstehung einher, darunter die Entwicklung hepatozellulédrer
Karzinome. Hierbei resultiert die verstirkte Phosphorylierung von ERK1/2 in einer gesteigerten
Zellproliferation, wihrend die verstarkte Aktivierung von JNK, durch seine anti-apoptotischen

Effekte, das Tumorwachstum fordert.?®
1.3 Zytokine

Zytokine sind eine Gruppe von pleiotropen regulatorischen Peptiden, die von allen kernhaltigen
Zellen, darunter auch Leberzellen, synthetisiert werden. Sie induzieren ihre Wirkung durch
Bindung an spezifische Zytokin-Rezeptoren. Hierzu gehoren Zellproliferation und
Zelldifferenzierung, aber auch die Regulation von Entziindungs- und Immunprozessen. Die
Familie der Zytokine besitzt zahlreiche Unterfamilien, darunter Interleukine, Interferone,

kolonie-stimulierende Faktoren, Tumornekrosefaktoren und auch Chemokine.?”°
1.3.1 Das Interleukin-1p

Interleukin-1 (IL-1) wurde 1977 als kleines, endogenes, Fieber-induzierendes human leukocytic
pyrogen Protein beschrieben.?”! Es gehort zur IL-1-Protein-Familie, von der bislang elf
Mitglieder bekannt sind.?> Die Mitglieder der IL-1-Protein-Familie werden durch ein
konserviertes Aminosdure-Motiv mit der Abfolge A-X-D charakterisiert, wobei A Methionin,
Leucin, Isoleucin, X eine beliebige Aminosdure und D Asparaginsdure repréasentiert. Dieses
Motiv ist essentiell fiir die rdumliche Faltung der Zytokine.?** IL-1 ist ein pro-
inflammatorisches Zytokin, welches die Zellproliferation sowie die Zelldifferenzierung
induziert und verstéirkt sowie maf3geblich als Schliisselfaktor bei der angeborenen Immun- und
Entziindungsantwort involviert ist.?*> IL-1 umfasst zwei Proteine, die sich durch geringe
Sequenzhomologien, jedoch durch dhnliche biologische Eigenschaften charakterisieren. Hierzu
gehoren IL-1a und IL-1f. Sie unterscheiden sich zudem aufgrund ihrer Lokalsation, Reifung
sowie Sekretion.?’?> Wihrend IL-1a direkt in eine biologisch aktive Form translatiert wird,
erfolgt die Synthese von IL-1f zundchst iiber das 31 kDa grofe, biologisch inaktive
Vorlduferprotein pro-IL-1p. Die Produktion von IL-1 wird hierbei durch die Erkennung von
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PAMPs (pattern-associated molecular patterns), welche auf eingedrungenen Pathogenen
lokalisiert sind, durch pattern-recognition receptors (PRRs) initiiert. Durch Caspase-1-
vermittelte Prozessierung entsteht schlieBlich biologisch aktives IL-1B, dessen Sekretion
hauptsdchlich von Monozyten und Makrophagen, als Folge der ausgeldsten Immunantwort,
induziert wird.?>?°* Es entfaltet seine Wirkung schlieflich durch die Bindung an den
spezifischen IL-1 type I receptor (IL-1RI). IL-1B kann ebenso an den IL-1 Typ II Rezeptor
binden (IL-1RII), der jedoch nicht in die Signaltransduktion involviert ist und damit fiir die

Regulation des IL-1RI, iiber eine Balance der beiden Rezeptoren, verantwortlich ist.?**%
1.3.2 Das Interleukin-10

Das Interleukin 10 (IL-10) wurde erstmalig von Fiorentino et al., 1989 als Zytokin-Synthese
inhibierender Faktor beschrieben.?’® IL-10 reguliert als anti-inflammatorischer Faktor
zahlreiche Immunantworten.?®?> Es umfasst eine molekulare Masse von etwa 18 kDa. IL-10
besitzt vier konservierte Cysteine und bildet sechs a-Helices in seiner reifen 3-dimensionalen
Tertidr-Struktur.?®’” Es wird als Homodimer mit zwei Subdominen von jeweils
178 Aminoséduren hauptsidchlich von Monozyten, Makrophagen, B-Zellen, T-Zellen (Th1, Th2
und Treg), dendritischen Zellen und NK-Zellen, sekretiert.??>?°7 Auch Mastzellen produzieren
IL-10, was in einer limitierten Leukozyten-Infiltration sowie Inflammation resultiert.>*> IL-10
induziert seine Funktionen durch Bindung an seinen spezifischen Rezeptor IL-10R, ein
Komplex aus den zwei Dominen IL-10R1 und IL-10R2.2°® Es fungiert als immunsuppressiver
Faktor und inhibiert zahlreiche Immunantworten.”®> Hierzu gehdren unter anderem die
Regulation von Antigenprisentierenden Zellen (APC) durch direkte Herabregulation der
Expression des MHC-Klasse-II-Komplexes sowie der ko-stimulierenden Molekiile
CD80/CD86 auf der Oberfliche von Monozyten und Makrophagen,>” aber auch die
Inhibierung der T-Zell-Aktivierung durch Supprimierung von CD28, CD2 sowie der Hemmung
von T-Zell-Ko-Stimulatoren durch SHP-1-vermittelte Tyrosin-Phosphorylierung.?*> AuBerdem
inhibiert IL-10 zahlreiche pro-inflammatorische Zytokine, wie IL-1p oder IL-6, Chemokine,
darunter CXCL8 und RANTES sowie Chemokinrezeptoren.?”>*® Neben inhibitorischen
Funktionen induziert IL-10 aber auch die Zelldifferenzierung und Zellproliferation von B-

Zellen und reduziert die Expression von IgG4.2%

1.3.3 Einfluss des Hepatitis C Virus auf IL-1p und IL-10

IL-1 ist als pro-inflammatorisches Zytokin stark an der Pathogenese des Hepatitis C Virus

beteiligt. Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion weisen im Vergleich zu gesunden
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Patienten im Serum erhdhte IL-1B Level auf. Durch Immunohistochemische Analysen konnte
belegt werden, dass intrahepatische Makrophagen (Kupffer-Zellen) fiir die Produktion von IL-
1B wiihrend einer HCV-Infektion verantwortlich sind.*”! Diese IL-1B-Sekretion wird durch eine
HCV-vermittelte Aktivierung der Caspase-1 induziert. Hierzu wird das Hepatitis C Virus durch
Phagozytose, CD81-unabhéngig, in die Makrophagen internalisiert. Die virale RNA des Virus
leitet die MyD88-vermittelte Signaltransduktionskaskade des Toll-like receptor 7 (TLR7) zur
mRNA-Expression von IL-1f ein. Parallel induziert HCV einen Kalium-Efflux, der wiederum
das NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containig 3) Inflammasom zur IL-13
Prozessierung und Sekretion aktiviert.**! Detaillierte Studien zur Induktion der HCV-
abhingigen IL-1p Sekretion in HCV-infizierten Hepatozyten beschreiben die Involvierung der
pro-proteolytischen Prozessierung von pro-Caspase-1 in die reife Caspase-1 in einem
Multiprotein-Inflammasom-Komplex. Der HCV-vermittelte Zusammenbau des Inflammasom-
Komplexes benoétigt hierbei zum einen die Rekrutierung des Adaptorproteins ASC (apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain) sowie reaktive
Sauerstoffspezies und die daraus resultierende, verstiarkte Aktivitit des Transkriptionstaktors

NF-xB.3

Des Weiteren konnte eine Herabregulation der mRNA-Expression von IL-10 in Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion belegt werden.*” Diese steht in engem Zusammenhang mit
der HCV-vermittelten Pathogenese, Fibrogenese sowie der Resistenz des Virus gegen

Interferon-basierte Therapien.’**
1.3.4 Chemokine

Chemokine sind kleine Signalproteine mit einer Molmasse zwischen 8 und 14 kDa, die von
unterschiedlichen Zellen sekretiert werden. Sie besitzen vier Cysteine an konservierten,
definierten Positionen, die essentiell fiir die Ausbildung ihrer hoch konservierten 3-

dimensionalen Tertidr-Struktur sind.>®

Die Anzahl und Lokalisation der Cysteine bedingt die
systemische Nomenklatur der Chemokine, weshalb sie in vier Unterfamilien gegliedert
werden.*% Die C-Chemokine besitzen ein konserviertes Cystein am Aminoterminus und bilden
dementsprechend nur eine Disulfidbriicke aus. Die CC-Chemokine werden durch zwei direkt
aufeinanderfolgende Cysteine am Aminoterminus charakterisiert. Bei den CXC-Chemokinen
werden die beiden Cysteine am Aminoterminus durch eine Aminosdure und bei den CX3C-
Chemokinen durch drei Aminosduren voneinander separiert. Die letzten drei Chemokin-

Unterfamilien bilden jeweils zwei Disulfidbriicken aus.?°**” Die schematische Darstellung der

Struktur der Chemokin-Unterfamilien ist der Abbildung 9 zu entnehmen.

57



Einleitung
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus der Chemokin-Unterfamilien. Die
Herleitung der systemischen Nomenklatur der Chemokine in die vier Unterfamilien ist abhéngig von der Anzahl
und Lokalisation der konservierten Cysteine. Die C-Chemokine (griin dargestellt) besitzen ein Chemokin am
Aminoterminus und bilden eine Disulfidbriicke aus. Die CC-Chemokine (tiirkis dargestellt) weisen zwei Cysteine
am Aminoterminus auf, welche direkt aufeinander folgen, wihrend sie bei den CXC-Chemokinen (lila dargestellt)
durch eine Aminosdure und bei den CX3C-Chemokinen (orange dargestellt) durch drei Aminoséuren voneinander
getrennt werden. Die letzten drei Unterfamilien bilden jeweils zwei Disulfidbriicken aus. Abkiirzungen: C:
konserviertes Cystein, X: beliebige Aminosdure, Strich: Disulfidbriicke. Abbildung ibernommen und modifiziert
mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Neuroscience, Rosténe et al.,
2007,%7 Copyright (2007).

Man unterscheidet inflammatorische Chemokine, deren Expression beispielsweise in Antwort
auf eine Entziindung, auf virale oder bakterielle Infektionen oder auf Verletzungen induziert
wird, und homdostatische Chemokine, die konstitutiv exprimiert werden.>> Inflammatorische
Chemokine sind wesentlich an der Rekrutierung von Immunzellen ins Gewebe durch
Chemotaxis involviert, wihrend homoostatische Chemokine beispielsweise an der
Angiogenese oder der Ausbildung von lymphoidem Gewebe beteiligt sind.*®> Hierbei
induzieren sie ihre Wirkung durch die Bindung an spezifische G-Protein gekoppelte
Chemokinrezeptoren, bestehend aus sieben transmembranen Helices, einer extrazelluldren
Ligandenbindungsdoméne und einem zytoplasmatischen Carboxy-Terminus mit zahlreichen
Serin- und Threoninresten.?*>3% Die Aktivierung der Chemokinrezeptoren induziert zahlreiche
Signaltransduktionskaskaden, unter anderem den MAPK- oder PI3K/Akt-Signalweg.
Hierdurch werden Mechanismen wie Chemotaxis und Zellmigration sowie die Kommunikation

des Immunsystems wihrend einer Entziindung und einer Immunantwort reguliert.?%-*10

1.3.4.1 CXC-Chemokine

Bislang sind 17 Mitglieder der CXC-Chemokine des Menschen bekannt. Sie sind
charakterisiert durch die Prdsenz oder Absenz eines sogenannten ELR-Motivs. Dieses ELR-
Motiv besteht aus der priferenziellen Abfolge der drei Aminosduren Glutamin, Leucin und
Arginin.*!!3!2 Chemokine mit einem prisenten ELR-Motiv, darunter CXCL1, CXCL2, CXCL3
sowie CXCLS, induzieren unter anderem die Zellproliferation und wirken pro-angiogenetisch
durch die Bindung an ihre spezifischen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren CXCRI1 und
CXCR2.312313 CXC-Chemokine, denen das ELR-Motiv fehlt, unter anderem CXCL9, CXCL10
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sowie CXCL11, entfalten ihre Wirkungen durch Bindung an die spezifischen
Chemokinrezeptoren CXCR3 bis CXCR7 und inhibieren die Zellproliferation und
Angiogenese.’!>*13 Rezeptoren der CXC-Chemokine sind vorwiegend auf neutrophilen
Granulozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und Lymphozyten lokalisiert.’!* Die
Produktion der CXC-Motiv-Chemokine erfolgt insbesondere durch neutrophile Granulozyten,
Makrophagen sowie Epithel- und Endothelzellen.*'*2!¢ Sie induzieren im Wesentlichen die
Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und Lymphozyten zum Ort der Infektion sowie die

Angiogenese. 313317

1.3.5 Einfluss des Hepatitis C Virus auf die CXCR2-Liganden CXCL1 bis CXCL3

Das Hepatitis C Virus moduliert die Expression der Chemokine zur Etablierung einer
persistierenden Infektion sowie zur Inhibierung der antiviralen Immunantwort des Wirts auf
unterschiedliche Weise.*'” Besonders entziindliche CXC- sowie CC-Chemokine werden
wihrend einer chronischen HCV-Infektion im peripheren Blut als auch in der Leber verstérkt
exprimiert.’'® Der genaue molekulare Mechanismus der Regulation der Chemokinexpressionen
durch das Hepatitis C Virus ist bislang weitgehend unbekannt und wird im Rahmen

umfangreicher Analysen in dieser Arbeit untersucht.

Wihrend einer HCV-Infektion konnten bereits erhdhte Plasmakonzentrationen von den
CXCR2-Liganden CXCL1 bis CXCL3 sowie CXCL8 in HCV-infizieren Patienten vom
Genotyp 1 nachgewiesen werden.’!’® Diese stehen in engem Zusammenhang mit der
Fibrogenese in HCV-infizierten Patienten.’!®3!° Weitere Studien belegen zudem, dass CXCL1
mit dem Allel rs4074 ein starker genetischer Risikofaktor fiir die Entstehung von Leberzirrhose

in HCV-infizierten Patienten darstellt.3°

HCYV fiihrt des Weiteren zu einer Translokation von NF-kB in den Nukleus und induziert hier

direkt die Expression der Chemokine MCP-1 und CXCL2 in primiren Hepatozyten.>?!

Der CXC-Rezeptor 2 (CXCR2) ist in der Tumorangiogenese, Tumorgenese und der
Metastasierung von zahlreichen humanen Krebsarten, darunter Lungenkrebs oder

pankreatischer Karzinome involviert.32%323

Des Weiteren konnte eine verstdrkte Expression von CXCLI in hepatozelluldren Karzinomen
sowie eine CXCL1-vermittelte Regulation der Infiltration von CXCR2-positiven neutrophilen
Granulozyten in hepatozelluldre Karzinome nachgewiesen werden. Die Korrelation zwischen
CXCR2 und CXCL1 sowie der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten stellt ein

wichtiges Angriffsziel fiir die Therapie heptozellulirer Karzinome dar.***
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1.3.6 Einfluss des Hepatitis C Virus auf den CXCR2-Liganden CXCLS8

CXCLS8 wird von zahlreichen Zellen, darunter hauptsidchlich Monozyten, Makrophagen,
Epithel- und Endothelzellen sowie Fibroblasten unter physiologischen Bedingungen in
geringen Mengen sekretiert.’” In der Leber wird die Sekretion von CXCLS fiihrend von
Kupffer-Zellen, Hepatozyten und LSECs (liver sinusoidal endothelial cells) durch spezifische

Stimuli induziert.'”> Hierzu zihlen pro-inflammatorische Zytokine, wie TNF-a oder IL-1,2°

327 328

sowie oxidativer Stress,’?” aber auch bakterielle’?® und virale Infektionen®?® fithren zu einem
Anstieg der CXCLS8-Expression, wihrend es in gesundem Gewebe lediglich in geringen
Mengen nachweisbar ist.>*> Hierbei induziert TNF-a. CXCL8 um das 100-fache, wihrend EGF
beispielsweise zu einer 5 bis 10-fach verstirkten CXCL8-Expression fiihrt.>*®> CXCLS spielt
ebenso wie die anderen CXCR2-Liganden eine essentielle Rolle bei der Angiogenese,
Metastasierung und Tumorgenese sowie bei der chemotaktischen Rekrutierung von
Leukozyten, inbesondere von neutrophilen Granulozyten und Monozyten. Es vermittelt seine
Funktionen durch die Bindung an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren CXCR1 und
CXCR2.>* Die Regulation der Expression von CXCLS8 ist ERK-, JNK-, und p38MAPK.
abhingig. Durch spezifische Bindungsstellen im CXCL8-Promotor sind die
Transkriptionsfaktoren AP-1, NF-xB sowie C/EBP in die Aktivierung der Transkription

involviert.>*® Die Stabilisierung der mRNA ist ebenfalls an der Regulation der CXCLS-

8MAPK t 325

Expression beteiligt und erfolgt posttranslational sowie p3 -vermittel

Auch im Rahmen einer HCV-Infektion konnte eine verstarkte CXCL8-Expression sowie eine
Stabilisierung der mRNA von CXCLS, induziert durch das virale Nicht-Strukturprotein NS5A,
sowie eine HCV-vermittelte Uberexpression von CXCLS in Antwort auf TNF-o nachgewiesen
werden. Diese wird mit der Pathogenese des Virus sowie der partiellen Inhibition der IFN-a-
induzierten antiviralen Immunantwort assoziiert.>*"> Des Weiteren wurde auch eine
verstarkte IL-la-abhidngige Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen und
Chemokinen, darunter IL-6 und CXCLS, durch Ko-Kultivierung von hepatischen Sternzellen

mit HCV-infizierten Hepatozyten, in vitro nachgewiesen.>*

1.4 Der Transkriptionsfaktor NF-xkB

Der Transkriptionsfaktor NF-xB, auch als nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells, bekannt, wurde erstmals 1986 von Sen und Baltimore als ein nukleéres
Protein charakterisiert, welches mit der Sequenz des kappa B-enhancers der leichten Kette der

Immunglobuline von B-Zellen interagiert.>** NF-kB wird ubiquitir von nahezu allen Zelltypen
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exprimiert und von mehr als 150 Stimuli induziert sowie aktiviert. Hierzu gehoren freie
Radikale, zelluldrer Stress, aber auch bakterielle und virale Antigene’® Als
Transkriptionsfaktor reguliert es ein komplexes Repertoire an Zielgenen, darunter Chemokine,
inflammatorische Zytokine sowie Rezeptoren des Immunsystems und {ibernimmt eine
bedeutende Rolle in der Regulation von zahlreichen physiologischen, zelluldren Prozessen, wie
angeborenen und adaptiven Immunantworten, der Zellproliferation und Zelldifferenzierung

sowie die Inhibierung von Apoptose.*
1.4.1 Die NF-kB/Rel-Protein-Familie

NF-kB umfasst eine Familie der sogenannten Rel-Proteine. Hierbei handelt es sich um eine in
Vertebraten strukturell verwandte, heterogene Gruppe von fiinf Mitgliedern, zu denen RelA
(p65), RelB, c-Rel, NF-xB1 (p50/p105) und NF-kB2 (p52/p100) gehdren.**6337 Zur Ausbildung
von Homo- oder Heterodimeren, zur Interaktion mit der DNA sowie zur nukledren
Translokation und Wechselwirkung mit den IkB-Inhibitor-Proteinen, weisen die Rel-Proteine
eine hoch konservierte, N-terminal lokalisierte Rel-homology domain (RHD) auf. Diese Rel-
Domine umfasst jeweils 300 Aminosiuren.’**3%° NF-xB1 (p50) und NF-kB2 (p52), mit dem
charakteristischen Ankyrin-reichen Motiv, entstehen durch proteolytische Prozessierung iiber
die Vorlduferproteine p105 und p100.%3%3* Sie bilden sowohl Homo- als auch Heterodimere
aus, wobei sie als Homodimere die Transkription inhibieren und als Heterodimere mit den
Proteinen RelA, RelB und c-Rel und ihrer C-terminal lokalisierten Transaktivierungs-Doméne
die Transkription der entsprechenden Zielgene aktivieren.**® RelB bildet jedoch nur
Heterodimere mit p50 und p52.>*' RelA, RelB und c-Rel werden direkt als reife Proteine
synthetisiert und wirken als Aktivatoren der Transkription durch ihre Transaktivierungs-
Domiine.**33 Die schematische Darstellung der NF-kB/Rel-Protein-Familie ist der Abbildung

10 zu entnehmen.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der NF-kB/Rel-Protein-Familie. Die Familie der NF-xB/Rel-
Proteine umfasst fiinf Mitglieder. Zu diesen Mitgliedern gehdren RelA(p65), RelB, c-Rel, NF-kB1 (p50/p105) und
NF-kB2 (p52/p100). Alle Mitglieder werden durch eine am N-Terminus lokalisierte RHD, bestehend aus 300
Aminoséuren, charakterisiert. Die RHD ist verantwortlich fiir die Ausbildung von Homo- oder Heterodimeren, zur
DNA-Bindung, Kerntranslokalisation und Interaktion mit den inhibitorischen IxB-Proteinen. Die proteolytische
Spaltung von p50 und p52 aus den Precursor-Proteinen p105 und p100 erfolgt hinter der Glycin-reichen Region.
p50 und p52 werden durch eine Ankyrin-reiche Region sowie eine DD charakterisiert. Die Proteine RelA, RelB
und c-Rel besitzen eine TAD, RelB weist zudem eine LZ auf. Abkiirzungen: DD: death domain; LZ: leucin-zipper
domain; RHD: Rel-homology domain; TAD: Transaktivierungs-Doméne. Abbildung tibernommen und modifiziert
mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Cell Research, Hayden und Gosh, 2011,
Copyright (2011).

Die gebildeten NF-kB-Dimere interagieren nur mit spezifischen Sequenz-Motiven der DNA,
den  sogenannten  B-Elementen. Diese umfassen die = Aminosiduren-Abfolge
5'-GGGRNWYYCC-3", wobei R Adenin/Guanin, N eine beliebige Aminosdure, W
Adenin/Thymin und Y Cytosin/Thymin reprisentiert. Aufgrund der starken Variabilitdt
entstehen mehrere Varianten des Motivs, wovon jeweils eine Variante von einem gebildeten
NF-«kB-Dimer spezifisch gebunden wird. Auf diese Weise wird die transkriptionelle Regulation
der entsprechenden Zielgene sichergestellt, da je nach Kondition unterschiedliche NF-kB-

Dimere gebildet werden.>*?
1.4.2 Die IxB-Proteine

Durch Interaktion mit den inhibitorischen IxB-Proteinen wird die Aktivitdt der NF-kB-Dimere
im Zytoplasma reguliert. Die bislang acht beschriebenen Mitglieder dieser Protein-Familie
werden durch ein strukturelles Motiv aus fiinf bis sieben ankyrin repeats, die C-terminal
lokalisiert vorliegen, charakterisiert. Diese Ankyrin-reichen Wiederholungen sind erforderlich
fiir die Wechselwirkung mit der Rel-Doméne der NF-kB-Dimere. Die Gliederung der acht IxB-

Proteine erfolgt in zwei Klassen. Die erste Klasse umfasst die zytosolischen Proteine IkBa,
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IxBp und IxBe sowie die aus Precursor-Proteinen prozessierten Proteine IkBy (p105) und IkB6
(p100). Zur zweiten Klasse gehoren hingegen die untypischen Proteine IkB(, IkBns sowie BCL-
3. Die erste Gruppe mit den klassischen IkB-Proteinen ist hauptsichlich fiir die negative
Regulation der im Zytoplasma lokalisierten NF-kB-Dimere verantwortlich, die in dem
inhibitorischen Komplex nicht nukledr transloziert werden konnen. Abhingig vom zelluldren
Stimulus werden sie degradiert, die NFkB-Dimere aktiviert und entsprechend in den Zellkern
transloziert. Sie besitzen strukturelle Ahnlichkeiten. Am N-Terminus weisen sie drei
spezifische Phosphorylierungs-Motive auf, die fiir die Degradierung der IkB-Proteine
erforderlich sind, sowie eine am C-Terminus lokalisierte Prolin-, Glutamat-, Serin- und
Threonin-reiche Region, die sogenannte PEST-Domine, zur Stabilisierung der Proteine. Die
Induktion der Expression der zweiten Klasse, mit den untypischen IkB-Proteinen, erfolgt
Stimulus-abhingig. Sie sind insbesondere im Nukleus lokalisiert und iibernehmen hier NF-xB-
inhibitorische Funktionen und wirken zudem auch als Aktivatoren der Transkription NF-kB-

abhiingiger Zielgene.**®** Das Modell der IkB-Proteine ist in der Abbildung 10 dargestellt.

Ankyrin-reiche Region

IkBa
IkBf =3CQC—CCCHED
IkBg —=30QC=C0C 3
IkB{ CCC—C=
BCL-3 —=Q3QGC3C3C3——
1xBys ==30@CIE== Glycin-reiche Region
p100

p105 — (T2 — 3B ——

Abbildung 11: Modell der IkB-Protein-Familie. Acht Mitglieder gehoren zur IkB-Protein-Familie. Die

Mitglieder werden durch fiinf bis sieben Ankyrin-reiche-Sequenzwiederholungen charakterisiert. Diese ankyrin
repeats sind erforderlich fiir die Wechselwirkung mit der RHD der NF-kB-Dimere. Die erste Klasse der Protein-
Familie umfasst die typischen IkB-Proteine IxBo, IkBf und IkBe sowie die aus den Vorlduferproteinen
synthetisierten Proteine IkBy (p105) und IkBd (p100). Zu den untypischen, nukleér lokalisierten IkB-Proteinen
gehoren IkBE, IkBns sowie BCL-3. Abkiirzungen: PEST: Prolin, Glutamat-, Serin- und Threonin- reiche Region;
RHD: Rel-homology domain. Abbildung iibernommen und modifiziert mit freundlicher Genehmigung von

Macmillan Publishers Ltd: Cell Research, Hayden und Gosh, 2011,%8 Copyright (2011).
Aufgrund der unvollstindigen Abdeckung der Kernlokalisierungssequenz der NF-kB-Dimere
durch das IxBa-Protein und dessen eigener nukledren Export-Sequenz (NES), wandern diese

Komplexe Stimulus-unabhingig zwischen Zytoplasma und Nukleus hin und her. Die

Freisetzung der NF-kB-Dimere erfolgt nach Stimulierung der Zelle durch Phosphorylierung
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und proteasomalen Abbau von IkBa. Die NF-kB-Dimere werden in den Zellkern transloziert
und induzieren die Transkription der entsprechenden Zielgene. Die Exportierung der NF-kB-
Dimere aus dem Zellkern zuriick ins Zytoplasma erfolgt ebenfalls durch Interaktion mit IkBo.-
Proteinen, da die IkBa-Neusynthese direkt nach der Aktivierung der NF-kB-Dimere induziert
wird. Hierzu besitzt [kBa im kodierenden Gen ein IkB-Motiv. Auf diese Weise entsteht ein
negativer feedback Mechanismus zwischen der NF-kB-Aktivierung und der IkBa-
Neusynthese.**>3** IkBa bindet hochaffin NF-kB-Heterodimere, bestehend aus p50 und p65.
Hierbei maskiert es lediglich die Kernlokalisierungssequenz von p65. Ebenso bindet IxBf
bevorzugt die Heterodimere p50/p65 von NF-kB, jedoch maskiert es, im Gegensatz zu IxBa,

beide Kernlokalisierungssequenzen.’**
1.4.3 Aktivierung der NF-kB-Signalwege

NF-kB-Dimere liegen in den meisten ruhenden Zellen im Zytoplasma in einem inaktiven
Komplex mit den inhibitorischen, klassischen IkB-Proteinen IkBa, IxkBf und IkBe vor. Auf
diese Weise wird die Kernlokalisierungssequenz der NF-kB-Dimere maskiert und die nukleére
Translokalisation unterbunden. Die Aktivierung der NF-kB-Dimere erfolgt durch mehr als 150
verschiedene Stimuli, darunter die inflammatorischen Zytokine IL-18 oder TNF-a oder virale
und bakterielle Antigene.>*> Die Aktivierung der NF-kB-Dimere kann iiber zwei Wege
erfolgen, den klassischen, kanonischen Signalweg sowie den alternativen, nicht-kanonischen
Signalweg. Die Degradierung der IxB-Proteine durch Stimulus-abhéngige Aktivierung des
IxB-Kinase-Komplexes (IKK) ist jeweils bei beiden Signalkaskaden der initiale Schritt der
Freisetzung der NF-kB-Dimere. Diese fiihren zunédchst zur Phosphorylierung der IxB-Proteine
und schlieBlich zum proteasomalen Abbau derselben durch Ubiquitinylierung.>*? Auf diese
Weise werden die NF-kB-Dimere aktiviert und in den Zellkern transloziert, in dem sie
schlieBlich die Expression der entsprechenden Zielgene induzieren. Der IKK setzt sich aus
katalytischen Untereinheiten der Kinasen IKKa und/oder IKK sowie einem NF-«kB essential

modulator (NEMO) zusammen.>*?

Der klassische, kanonische NF-kB-Signalweg wird durch Bindung der entsprechenden Stimuli,
darunter TNF-o oder IL-1pB, an die spezifischen Rezeptoren induziert. Hierbei wird 1IKK-f
durch Phosphorylierung der spezifischen Serinreste an den Positionen 177 und 181 aktiviert,
was schlieBlich zur Phosphorylierung der klassischen IkB-Proteine IkBa, IkBf und IxBe
fiihrt.** Hierbei werden die Serine an den Positionen 32 und 36 des IxBa-Proteins
phosphoryliert. Durch die E3-Ubiquitin-Ligase SCF/BTRCP kommt es schlieBlich zur

Ubiquitinylierung von IkBa und zur Markierung fiir die resultierende Degradierung durch das
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26S-Proteasom.**® Durch den klassischen Signalweg werden insbesondere NF-xB-Dimere
bestehend aus p50 und RelA aktiviert.>*>*7 Das Modell des klassischen NF-kB-Signalweges
ist der Abbildung 12A zu entnehmen.

Uber den nicht-kanonischen, alternativen Signalweg werden hauptsichlich p100/RelB-
Komplexe aktiviert. Die entsprechenden Stimuli, Lymphotoxin- oder der B-cell activating
factor (BAFF) fithren durch Interaktion mit den entsprechenden Rezeptoren zur
Phosphorylierung der Serine an den Positionen 809, 812 und 815 der NF-«xB-inducing kinase
(NIK). Diese Aktivierung resultiert wiederum in der Phsophorylierung des IKK, der IKK-a und
IKK-B, aber kein NEMO besitzt. Durch den aktivierten IKK werden zwei Serinreste, welche
direkt auf die ankyrin repeats des C-Terminus der IB-Doméne von p100 folgen, phosphoryliert.
Dies resultiert in der partiellen Proteolyse zu p52 und der Freisetzung des p52/RelB-
Komplexes.*****” Das Modell des alternativen NF-kB-Signalweges ist in der Abbildung 12B
abgebildet.

A B

Klassischer NF-kB-Signalweg Alternativer NF-xB-Signalweg

Degradierung durch das
26S-Proteasom

! .
& .
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f * Nukleus Y /1 Nukleus

%
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Abbildung 12: Modell der NF-kB-Signalwege. A Aktivierung der NF-kB-Dimere p50/RelA durch den

klassischen, kanonischen Signalweg. Die Induktion wird durch inflammatorische Zytokine, darunter TNF-a, IL-
1B oder auch LPS, ausgelost. Die Rezeptor-Liganden-Bindung resultiert in der Aktivierung des IkB-Kinase-
Komplexes, aufgebaut aus IKK-o und/oder IKK-B sowie NEMO. Der aktivierte IKK resultiert in der

Phosphorylierung von IkBa an zwei spezifischen Serinresten. IkBf} und IxBe kdnnen Zelltyp-abhéngig ebenfalls
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phosphoryliert werden. Die resultierende Ubiquitinylierung fiihrt zur proteasomalen Degradierung von IkBa und
schlieBlich zur Freisetzung und nukledren Translokation der NF-kB-Dimere, die wiederum die Transkription der
entsprechenden Zielgene induzieren. B Aktivierung der NF-kB-Dimere, hauptsiachlich p100/RelB, durch den
alternativen, nicht-kanonischen Signalweg, der durch Stimuli wie Lymphotoxin-B und BAFF induziert wird. IKK
wird durch NIK phosphoryliert. Der aktivierte IKK phosphoryliert wiederum p100 und induziert die partielle
Proteolyse zu p52. Die auf diesem Weg freigesetzten NF-kB-Dimere aus p52/RelB translozieren in den Nukleus
und aktivieren die Expression der entsprechenden Zielgene. Abkiirzungen: BAFF: B-cell activating factor, IKK:
IkBa-Kinase-Komplex, NEMO: NF-xB essential modulator, NIK: NF-kB-inducing kinase. Abbildung
iibernommen und modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd: Oncogene, Gilmore

2006,%2 Copyright (2006).
1.4.4 Interaktionen des Hepatitis C Virus mit dem Transkriptionsfaktor NF-kB

Wihrend einer Hepatitis C Virus Infektion kommt es zu zahlreichen Interaktionen der viralen
Nicht-Strukturproteine mit dem Transkriptionsfaktor NF-kB. NF-kB kann beispielsweise
indirekt NS5A-vermittelt durch oxidativen Stress aktiviert werden. Hierbei modifiziert NSSA
den intrazelluldren Calcium-Spiegel, welcher eine Erhohung von reaktiven Sauerstoffspezies
in die Mitochondrien bewirkt und letztlich in der Freisetzung, der nukledren Translokation
sowie der konstitutiven Aktivierung von NF-xB resultiert.'* NS5A moduliert hierzu den
klassischen NF-kB-Signalweg in Antwort auf oxidativen Stress. NS5A und das subgenomische
Replikon aktivieren im Zytoplasma lokalisierte NF-kB-Dimere nicht durch Phosphorylierung
der beiden Serinreste 32 und 36 in dem inhibitorischen IxBa-Protein, sondern durch Tyrosin-
Phosphorylierung an den Positionen 42 und 305, welches die Degradierung von IkBa,
vermutlich durch die Calpain-Protease, induziert.!”> Diese NS5A-abhiingige konstitutive
Aktivierung von NF-kB steht hierbei in enger Assoziation mit der Pathogenese der Leber,

darunter die Entstehung hepatozelluldrer Karzinome.!+!%

Das Hepatitis C Virus ist zudem in der Lage eine direkte NF-kB-Aktivierung durch die virale
RNA-abhéngige RNA-Polymerase NS5B zu vermitteln. Eine verstirkte Aktivierung des
alternativen NF-kB-Signalweges durch eine zunehmende NS5B-induzierte Expression von
Lymphotoxin-B ist nachgewiesen. Zudem beschreiben Simonin et al., 2013 die Reduktion der
Karzinogenese durch die Inaktivierung von IKK-B in FL-N/35 HCV-transgenen Miusen.** Die
transiente Expression von NS5B fiihrt des Weiteren in humanen Hepatozyten und in der Maus-
Leber zur Synthese kleiner RNA-Spezies. Diese induzieren die Aktivierung von NF-kB,
welches wiederum die Expression von Typ I Interferonen und Interleukin-6 induziert.**’
Brenndorfer ef al., 2010 konnten in NS3/4A transgenen Méusen eine verstarkte Expression von

TNF-o und CCL2 nachweisen. Auf diese Weise kommt es ebenfalls NS3/4A-abhédngig zu einer
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gesteigerten Aktivierung von NF-kB, was wiederum Apoptose inhibiert sowie die Regeneration
von Hepatozyten stimuliert.!>® Des Weiteren reguliert NS3 NF-kB-vermittelt die Gen-
Promotor-Aktivitit der Cyclooxygenase-2 (COX-2).2*° Zudem fiihrt das HCV Viroporin p7 zur
einer verstirkten Induktion und Sekretion von IL-1p in Kupffer-Zellen, welche ebenfalls durch
den NF-kB-Signalweg vermittelt wird.**! Der NF-kB-Signalweg wird durch zahlreiche Viren
modifiziert, darunter auch das Hepatitis B Virus (HBV) sowie das Humane Immundefizienz
Virus (HIV). Das Core-Protein des HBV verstirkt die DNA-Bindungsaktivitdt von NF-kB und
auf diese Weise vermutlich, als positiver, transkriptioneller Aktivator, die virale Replikation in
Hepatozyten.>>?> AuBerdem reguliert NF-kB die HIV Genexpression in Monozyten und

stimuliert den HIV Enhancer in T-Zellen.?>3
1.5 Das Humane Immundefizienz Virus

Das Humane Immundefizienz Virus (HIV) wurde erstmals von Barré-Sinoussi ef al., sowie
Gallo et al., 1983 isoliert und als Retrovirus des human T cell leukemia virus (HTLV), welches
die erworbene Immunschwiche AIDS (acquired immune deficiency syndrome) induziert,
charakterisiert.’>*3> Bereits im Jahr 1981 wurden Symptome einer immunologischen
Dysfunktion bei fiinf homosexuellen Minnern beobachtet, die spidter als die erworbene
356,357 Tm

Immunschwiche AIDS beschrieben wurde, ohne den Erreger dabei zu identifizieren.

Jahr 1986 wurde der Erreger von AIDS als HI-Virus deklariert.*3

Nach Schitzungen der WHO und UNAIDS sind weltweit etwa 36,9 Millionen Menschen mit
dem Humanen Immundefizienz Virus infiziert. Jahrlich sterben etwa 1,2 Millionen Menschen
an HIV-bedingten Folgeerkrankungen.>>*3%° 70 % der weltweit HIV-infizierten Patienten leben
in Subsahara-Afrika.>*® Nach Schitzungen des Robert-Koch-Instituts sind in Deutschland etwa

83.400 Menschen mit dem HI-Virus infiziert.>!
1.5.1 Der Infektionszyklus

Das Humane Immundefizienz Virus wird in die Gattung Lentivirus der Familie der Retroviridae
eingeordnet.*®? Bislang sind innerhalb der Lentiviren nur die beiden Genotypen HIV-1 und
HIV-2 als humanpathogene Viren bekannt.’®* Hierbei ist HIV-1 weltweit am stirksten
vertreten.’®* Innerhalb der Retroviridae nehmen die Viruspartikel mit ihren konischen Kapsiden
eine Sonderstellung ein. Die komplexen retroviralen HIV-1 Virionen haben einen Durchmesser
von etwa 120 nm und enthalten das virale Genom, bestehend aus zwei identischen,
einzelstrangigen RNA-Molekiilen mit einer GréBe von etwa 9,75 kb. Das Nukleokapsid,

welches das virale Genom enthilt, wird von einer Lipidmembran umgeben, die sich aus
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wirtsspezifischen und etwa 72 viralen Glykoproteinen zusammensetzt.®> Die Glykoproteine
bestehen jeweils aus einer transmembranen gp4l und einer externen gpl120 Untereinheit,

welche die Spikes des HI-Virus formen,*%¢-3¢7

Das Humane Immundefizienz Virus ist in der Lage CD4" T-Zellen, Monozyten,
Makrophagen®®® und auch dendritische Zellen zu infizieren.>®® Der initiale Schritt der HIV-
Infektion ist die virale Bindung an die Zielzelle. Hierzu interagieren zunichst das virale
Glykoprotein gp120 mit dem wirtsspezifischen Oberflichenrezeptor, dem 58 kDa grof3en
monomeren Glykoprotein CD4.37%%7! Diese Wechselwirkung hat zudem pro-apoptotische
Wirkungen auf die CD4" T-Zellen.’”> Des Weiteren bendtigt das HI-Virus fiir den Eintritt in
die Zelle den chemokine cc-motif receptor 5 (CCR5)*" oder den chemokine CXC-motif
receptor 4 (CXCR4).%68374 Die Interaktion von gp120 und dem primiren Rezeptor CD4 bedingt
eine Konformationsédnderung in gp120 und ermoglicht die Bindung an den Ko-Rezeptor CCRS5
oder CXCR4 sowie die Komplexbildung mit dem transmembranen Glykoprotein gp41. Die
Erkennung der Ko-Rezeptoren ist durch zahlreiche strukturelle Elemente in gpl120
charakterisiert, darunter dessen hypervariable Regionen V1 bis V2 sowie ein anti-paralleles, 5-
strangiges [B-Faltblatt, welches die innere und duBlere Doméne von gpl20 verbindet, der
sogenannte V3-Loop. Hierbei ist der V3-Loop durch seine starke Variabilitit die wichtigste
Komponente fiir die Ko-Rezeptor-Spezifitit.’”> Eine weitere Konformationsinderung in dem
gebildeten Komplex aus gp120 und gp41 resultiert in der Exposition der Fusions-Proteine von
gp4l. Folglich kommt es zur Verankerung der membrane-spanning-domain (MSD) mit dem
spezifischen Aminosduresequenz-Motiv GGXXG, G représentiert hierbei Glycin und X eine
beliebige Aminosiure, in der Wirtsmembran®’® und zur Fusion der viralen mit der zelluliren
Lipidmembran, was schlieBlich zur Internalisierung des Virus in die Wirtszelle fiihrt.*”>377 Das
Modell des HIV-Eintritts in seine Wirtszelle durch die Interaktion mit zelluldren

Oberflachenrezeptoren ist der Abbildung 13 zu entnehmen.

68



Einleitung

CCRS oder CXCR4

Abbildung 13: Modell des HIV-Eintritts in die Wirtszelle durch Interaktion mit zelluliren
Oberflachenrezeptoren. Zum Eintritt des Humanen Immundefizienz Virus in die Wirtszelle erfolgt die
Interaktion von viralen Glykoproteinen mit zelluldren Oberflachenrezeptoren. A Der initiale Schritt der HIV-
Bindung an die Wirtszelle basiert auf der Wechselwirkung zwischen dem viralen Protein gp120 und dem zelluldren
CD4-Rezeptor. B Durch die gpl120-CD4-Interaktion-bedingte Konformationsédnderung in gpl120 erfolgt die
spezifische Bindung an den zelluldren Chemokinrezeptor CCR5 oder CXCR4 durch strukturelle Elemente in
gp120, darunter der V3-Loop, sowie die Komplexbildung mit dem viralen, transmembranen Glykoprotein gp41.
C Fusion der viralen und zelluldren Membran durch eine weitere Konformationsdnderung in dem gp120/gp41-
Komplex, worauthin die erforderlichen Fusions-Proteine in gp41 freigelegt werden. Abbildung iibernommen und
modifiziert mit freundlicher Genehmigung von Vandekerckhove L, Verhofstede C, Vogelaers D. Maraviroc:
perspectives for use in antiretroviral-naive HIV-1-infected patients. The Journal of Antimicrobial Chemotherapy

2009; 63(6): 1087-1096,%7 Oxford University Press, Copyright (2009).
1.6 Das Immunsystem

Das Immunsystem der Vertebraten dient zur Abwehr von Pathogenen, darunter Viren,
Bakterien, Pilze und Parasiten. Hierzu muss es prinzipiell vier Hauptaufgaben erfiillen: die
immunologische Erkennung der eingedrungenen Pathogene, die Regulation der Immunantwort,
die Einddimmung der Infektion durch spezifische Effektorfunktionen, wie durch das
Komplementsystem, sowie die Ausbildung eines immunologischen Gedédchtnisses zum
lebenslagen Schutz einer Reinfektion durch das gleiche Pathogen. Hierzu erfolgt die
immunologische Reaktion gegeniiber einer Infektion durch potenzielle Pathogene durch zwei
Immunantworten: durch eine unspezifische, angeborene Immunantwort und durch eine
spezifische, adaptive Immunantwort.”® Alle Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems entstehen aus einer gemeinsamen pluripotenten, himatopoetischen Stammzelle

(HSC) des blutbildenden Knochenmarks.?””
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Das angeborene, unspezifische Immunsystem umfasst hierbei die Granulozyten, die
Makrophagen, die dendritischen Zellen, die Mastzellen und die NK-Zellen. Diese unspezifische
Abwehr gegen ein breites Spektrum von Erregern reagiert schnell und steht dauerhaft zur
Verfligung, ist jedoch limitiert effektiv gegen ein einzelnes Pathogen und ist nicht in der Lage
eine lebenslange Immunitit auszubilden.’’® Es erkennt eingedrungene Pathogene durch
evolutiondr konservierte regelmaflige Muster von molekularen Strukturen, darunter Mannose-
reiche Oligosaccharide, Lipopolysaccharide, doppelstringige RNA, nichtmethylierte CpG-
DNA oder Proteoglykane, die man zusammenfassend als pathogen-associated molecular
pattern (PAMPs) bezeichnet.*®" Diese Muster werden durch keimbahnkodierte Rezeptoren, die
einer klonalen Verteilung unterliegen und auf der Oberfliche spezifischer Zellen der
angeborenen Immunitét exprimiert werden, sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (pattern

recognition receptors), darunter Toll-like Rezeptoren,! erkannt.378-380

B- und T-Lymphozyten sind hingegen Teil der adaptiven, spezifischen Immunitit, welche
durch aktivierte Zellen des angeborenen Immunsystem zeitverzogert induziert wird. Es zeichnet
sich durch seine hohe Erkennungsspezifitit von 10% Strukturen aus. Hierbei tragen ungeprigte
Lymphozyten Antigenrezeptoren fiir jeweils eine einzige spezifische chemische Struktur.
Durch somatische DNA-Rekombination entsteht jedoch ein grof3es, vielfiltiges Repertoir an B-
Zell- sowie T-Zell-Rezeptoren durch Millionen von Genvarianten, die flir die
Rezeptormolekiile kodieren. Durch klonale Selektion werden hierbei nur die Lymphozyten zur
Proliferation und Entwicklung zu Effektorzellen aktiviert, deren Rezeptor mit dem spezifischen
Antigen interagiert. Im Laufe der Reifung der Lymphozyten, entwickeln diese sich so zu hoch
spezialisierten Zellen, die spezifisch gegen ein bestimmtes Antigen gerichtet sind und eine
Reinfektion mit demselben Pathogen durch ein immunologisches Gedéchtnis vorbeugen. Durch
die Sekretion von Antikdrpern libernehmen B-Lymphozyten humorale und T-Zellen durch ihre
membrangebundenen Rezeptoren zelluldre Immunantworten. Durch Stérungen des adaptiven

Immunsystems kann es zu Autoimmunkrankheiten oder Allergien kommen.*”®

1.6.1 Makrophagen als Teil der angeborenen Immunitit

Makrophagen sind eine heterogene Gruppe mononukledrer Zellen und gehdren zur
angeborenene Immunitit.*®* Sie entstehen, ebenso wie die Granulozyten, Mastzellen und
dendritischen Zellen, aus einer gemeinsamen myeloiden Vorliuferzelle.*” Makrophagen sind
in fast allen Geweben lokalisiert und entwickeln sich aus einer Vorstufe, den Monozyten.
Monozyten zirkulieren im Blut und reifen erst zu Makrophagen aus, sobald sie ins Gewebe

einwandern.®®® Der Phinotyp sowie die Funktion der unterschiedlichen Populationen der
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Makrophagen ist dabei abhingig von dem lokalen Mikromilieu. Makrophagen sind langlebig
und wihrend der gesamten angeborenen und adaptiven Immunantwort aktiv und werden in
Antwort auf Gewebeschiidigung oder eine Infektion aktiviert.*> Hierbei sind sie in zahlreiche
immunologische, homdostatische und inflammatorische Prozesse involviert. Hierzu zéhlen die
Phagozytose, Sekretion von Signalproteinen, wie Zytokine, Chemokine oder inflammatorische
Molekiile, die Aktivierung von Zellen des Immunsystems durch Antigenprédsentation sowie die

Mobilisierung der Zellen zu einer Immunantwort, aber auch die Zytotoxizitit.>$>3%3

Die Differenzierung der Makrophagen in die unterschiedlichen Subpopulationen M1 und M2
(M2a, M2b und M2c) wird durch unterschiedliche Stimuli induziert. Die Subpopulationen
unterscheiden sich dabei hinsichtlich der Expression von Rezeptoren, eines unterschiedlichen
Sekretions- und Produktionsprofils von Zytokinen und Effektormolekiilen sowie hinsichtlich
der Funktion.*® Die Namensgebung M1 und M2 basiert auf der induzierten Th1- und Th2-
Antwort.*3* Unabhiingig von dieser Differenzierung kénnen sie durch den Oberflichenmarker

CD68 identifiziert werden.?®

Die Differenzierung von Makrophagen in die Subpopulation M1 wird hauptsdchlich durch IFN-
vy alleine oder in Kombination mit LPS, TNF und GM-CSF induziert. Sie exprimieren
klassischerweise hohe Mengen an IL-12 und IL-23, geringe Mengen an IL-10 sowie
metabolische Arginine. Zudem produzieren sie grole Mengen an inducible nitric oxide
synthetase (INOS) und sekretieren toxische, reaktive Sauerstoff- und Stickstoffradikale sowie
inflammatorische Zytokine, darunter IL-1p, IL-6 und TNF. Zudem induzieren sie Th1-typische,
inflammatorische Antworten**? und sind an der Erkennung sowie Zerstérung von Tumoren
beteiligt.*®® Des Weiteren inhibieren sie die Zellproliferation und fiihren zur

Gewebeschidigung.>**

Die M2-Makrophagen-Differenzierung wird hingegen insbesondere durch IL-4, IL-10 und IL-
13, durch die Bindung von Immunkomplexen, sowie durch Glukokortikoid- und Secosteroid-
(Vitamin D3) Hormone induziert. Charakteristisch sekretieren sie groBe Mengen an IL-10 und
geringe Mengen an IL-12 und IL-23. Des Weiteren exprimieren sie verstarkt Scavenger-,
Mannose- und Galaktose-Rezeptoren. Sie fungieren als effektive Phagozyten und sind in die
Th2-Antwort involviert.>> M2-Makrophagen induzieren zudem die Zellproliferation und sind

an der Regeneration und Reparatur von geschidigtem Gewebe beteiligt. 8%

Die Regulation der Proliferation und Differenzierung der monozytiren Zellen erfolgt

hauptsédchlich durch den stindig von Monozyten sezernierten monocyte-colony stimulating
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factor M-CSF.*%3-%7 Durch M-CSF induzierte Makrophagen weisen charakteristische

Eigenschaften der Subpopulation M2 auf.?%3
1.6.2 Neutrophile Granulozyten als Teil der angeborenen Immunitit

Beim Menschen machen neutrophile Granulozyten den grofiten Anteil der Leukozyten aus. Sie
werden durch einen polymorphkernigen, segmentierten Nukleus charakterisiert und gehoren,
ebenso wie die Makrophagen, zur angeborenen Immunitdt. Hierbei richtet sich die
immunologische Reaktion der Neutrophilen in erster Linie gegen intrazelluldre Bakterien,
Viren und Pilze. Des Weiteren iibernehmen sie als Aktivatoren der adaptiven Immunitét eine
wichtige Rolle. Neutrophile Granulozyten sind kurzlebig und sterben wéhrend ihrer
antimikrobiellen Funktion.’®® Sie sekretieren ein charakteristisches Zytokinprofil und tragen
damit zur Orchestrierung der Entziindung bei.’®® Neutrophile werden im Knochenmark aus

einer pluripotenten himatopoetischen Stammzelle gebildet.>*°

Neutrophile Granulozyten phagozytieren intrazellulir erkannte infektidse Pathogene.*! In dem
Phagosom werden zahlreiche schéddliche Substanzen, darunter reaktive Sauerstoffspezies
(ROS: respiratory burst)*®* durch die Aktivitit der NADPH-Oxidase (NADPH:
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat) generiert*®> und parallel wird der Inhalt der im
Zytoplasma lokalisierten, charakteristischen Granula (primére, sekunddre und tertidre) und
Vesikel mit spezifischen antimikrobiellen und pro-inflammatorischen Proteinen ins Phagosom
entlassen.’** Dies dient dem Verdau und der antimikrobiellen Zerstdrung der Pathogene.*®® Ein
weiterer antimikrobieller Mechanismus der Neutrophilen ist ein Vorgang, der als NETose
bezeichnet wird. Hierzu werden Pathogene gebunden und durch neutrophil extracellular traps

(NETs), extrazellulire Chromatin-Strukturen, unschidlich gemacht.>*

Neutrophile Granulozyten zirkulieren, ebenso wie Monozyten, im Blut und wandern im Falle
einer Infektion durch einen mehrstufigen komplexen Prozess entlang eines
Chemokingradienten, ins Gewebe aus.’®®*°® Hierbei spielt fiir die Rekrutierung der
Neutrophilen das Chemokin CXCLS8 in seiner monomeren als auch gleichermaflen in seiner

dimeren Form eine wesentliche Rolle. 7%
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Infektion mit dem Hepatitis C Virus resultiert in 55 bis 85 % der Félle in einem chronischen
Krankheitsverlauf.>'*1? Meist verlaufen die Infektionen bis zur Entstehung HCV-bedingter

>13.14 yollkommen

Lebererkrankungen, wie Leberzirrhose oder hepatozelluldre Karzinome,
unbemerkt oder lediglich mit grippedhnlichen Symptomen.™ Zur Etablierung einer
persistierenden Infektion hat das Hepatitis C Virus Strategien entwickelt, um die antivirale und
angeborene = Immunantwort des  Wirts zu  unterbinden  sowie  zelluldre
Signaltransduktionskaskaden und wirtsspezifische Mediatoren fiir seine eigene Replikation zu
nutzen, ohne die Vitalitit der Wirtszelle zu gefihrden.!’*»!°® Zu den wirtsspezifischen

Mediatoren, mit denen HCV interferiert, gehdren unter anderem die Chemokine.3!%318

In NS3/4A-transgenen Maiusen, die intrahepatisch den viralen NS3/4A-Protease/Helikase-
Komplex exprimieren, wird die TNF-o/LPS-induzierte Aktivierung des STAT1-Signalweges
inhibiert. Die Induktion dieses Signalweges wird erst durch IFN-y moglich,***! wobei
Hepatozyten selbst kein IFN-y exprimieren.**? Die virale Protease/Helikase NS3/4A fiihrt durch
die Interferenz mit der TNF-a/LPS-induzierten Sekretion von Chemokinen zur Freisetzung von
IFN-y in Hepatozyten und damit zur Aktivierung von STATI1 sowie zur Modifikation der
Zusammensetzung der Immunzellpopulationen in der Leber.*”*"! Diese Befunde der
Arbeitsgruppe sowie Daten der Literatur deuten auf die Relevanz der Interferenz des HCV mit
Chemokinen hin. Inwieweit HCV direkt in die Regulation der Chemokinexpression eingreift
und welche biologische Relevanz die Chemokine flir das Virus aufweisen ist bisweilen wenig

untersucht.

Vor diesem Hintergrund lag das initiale Ziel der hier vorgelegten Arbeit zundchst auf der
Charakterisierung der Interferenz des Hepatitis C Virus mit Chemokinen in seiner Wirtszelle.
Im Vordergrund dieser Untersuchungen standen die CXCR2-Liganden CXCL1 bis CXCL3 und
CXCLS, da unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe (Triller und Bode) einen ersten Hinweis
auf die verstirkte HCV-induzierte Expression von CXCL1, CXCL2 sowie von CXCLS8
lieferten. Weitere Daten aus dem Labor belegen zudem eine deutliche Steigerung der viralen
Replikation in Antwort auf EGF sowie eine HCV-bedingte Sensibilisierung der Wirtszelle fiir
die EGF-induzierte Signalantwort durch die Aktivierung des PLC-y- und des PI3K/Akt-
Signalweges.!%*! Aufgrund dessen war von besonderem Interesse, ob die basal durch HCV-
induzierte Uberexpression der CXCR2-Liganden in Antwort auf den epidermalen
Wachstumsfaktor weiter verstirkt wird. Im Verlauf der Untersuchungen ergaben sich im

Wesentlichen zwei Fragestellungen. Zum einen galt es den molekularen Mechanismus
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aufzukldren durch den HCV die Expression dieser Mediatoren induziert, reguliert und in
Antwort auf EGF verstirkt. Zum anderen sollte die biologische Relevanz dieser Deregulationen
nédher charakterisiert werden. Fiir Letzteres wurde einerseits der Einfluss der HCV-induzierten
Chemokinsynthese auf das Migrationsverhalten neutrophiler Granulozyten und Monozyten
untersucht, da vorrangig CXCR2-Liganden an der Rekrutierung dieser Immunzellen zum Ort
der Infektion beteiligt sind.>!>*!7 Aufgrund aus der Literatur hervorgehender Interferenzen von

310318 wyrde andererseits ein leberdhnliches

HCYV mit der Expression von Chemokinrezeptoren
Ko-Kultur-Modell humaner CD14" Makrophagen und Hepatomazellen etabliert. Mit Hilfe
dieses Modells wurde der Einfluss der HCV-induzierten Sekretion der Mediatoren auf die
Expression der Chemokinrezeptoren, CCR5 und CXCR4, die wesentlich am Einritt von HIV
in seine Wirtszelle involviert sind,?”>372-38! auf der Oberfliche der ko-kultivierten Makrophagen

untersucht. Das Schema der Zielsetzung dieser Arbeit ist der Abbildung 14 zu entnehmen.

HCV
Subgenomisches Replikon
und HCVce Strang JC1

EGF-induzierte
Verstarkung der
Chemokinexpression

\ Biologische
Relevanz
Etablierung eines

Migrationsverhalten Ko-Kultur-Modells
im Transwellsystem

mRNA-Ebene Protein-Ebene G::i:::;::;m Spezifische Neutrophile Monoivten Humane CcD14*
via RT-PCR via ELISA via SIRNA Inhibitoren Granulozyten L2 Hepatomazellen Makrophagen
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Abbildung 14: Schema der Zielsetzung dieser Arbeit. In dieser Arbeit sollte der Einfluss des Hepatitis C Virus
auf die Induktion der basalen und durch EGF gesteigerten Chemokinexpression analysiert werden. Hierzu sollte
zum einen der molekulare Mechanismus aufgeklart werden, durch den HCV die Expression der CXCR2-Liganden
reguliert (orange dargestellt) und zum anderen die biologische Relevanz dieser HCV-bedingten Deregulationen

néher charakterisiert werden (blau dargestellt). Eigene Abbildung.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Geriite und spezielle Materialien

Tabelle 1: Geriite und spezielle Materialien, die in dieser Arbeit verwendet wurden.

Geriitebezeichnung Hersteller Herkunftsort

Blottingkammer Biometra Miinchen

Brutschrank Thermo Scientific Schwerte

Cell Oberserver SD Zeiss Jena

Curix 60 (Filmentwickler) AGFA Koln

Elektrophoresekammer Biometra, Bio-Rad Gottingen,
Miinchen

FACSCanto™ II BD Biosciences Heidelberg

Hyperfilm ECL™ Amersham, GE Healthcare Miinchen

Image Station Kodak Rochester, USA

Kodak X-ray Film BioMax™ Sigma-Aldrich Chemie Miinchen

Light-1

Large Cell Separationssdulen Miltenyi, Biotec Bergisch Gladbach

Laser Scanning Mikroskop LSM  Zeiss Jena

510 META

MicroAmp® Optical 96-Well Life Technologies Darmstadt

Reaction Plate

Mikroskop Zeiss Jena

Multiskan plate reader Thermo Scientific Schwerte

NanoDrop 1000

NanoDrop Technologies

Wilmington, USA

OctoMACS Separator Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach

pH-Meter WTW Weilheim

Power Supply Biometra Gottingen,
Miinchen

75



Material und Methoden

Pre-Separationsfilter Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach
PVDF-Membran Amersham, GE Healthcare Miinchen
QuadroMACS Separationsunit Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach
Schiittler Stuart Staffordshire, UK
Sorvall® WX Ultra Centrifuge Thermo Scientific Schwerte
Sterilfilter Millipore Eschborn
T3 Thermocycler Biometra Gottingen
Thermoblock Eppendorf Hamburg
Ultrospec 2100 pro Amersham, GE Healthcare Miinchen
ViiA™T7 Real-Time PCR System  Applied Biosystems Darmstadt
Whatman Filterpapier Whatman Maidstone, UK
Zellschaber BD Falcon™ Heidelberg
Zellsieb 70/100 um Greiner Frickenhausen
Zentrifugen Eppendorf Hamburg

2.1.1 Verbrauchsmaterialien fiir die Zellkultur

Tabelle 2: Verwendete Zellkulturmaterialien.
Bezeichnung Hersteller Herkunftsort
75 cm? Gewebekulturflasche Greiner Frickenhausen
6 cm Gewebekulturschalen BD Falcon™ Heidelberg
6 cm Primaria™ BD Falcon™ Heidelberg
Gewebekulturschalen
10 cm Gewebekulturschalen BD Falcon™ Heidelberg
15 cm Gewebekulturschalen BD Falcon™ Heidelberg
6-Well Gewebekulturplatten Nunc Wiesbaden
12-Well Gewebekulturplatten Nunc Wiesbaden
96-Well Gewebekulturplatten Nunc

Wiesbaden
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6,5 mm Zellkultureinsétze BD Falcon™ Heidelberg
(Porendurchmesser 3 um)
24 mm Zellkultureinsitze BD Falcon™ Heidelberg
(Porendurchmesser 0,4 um)
Companion-Platten fiir BD Falcon™ Heidelberg
Zellkultureinsitze
Minisart Plus Sterilfilter Sartorius Gottingen
(Porengrofe 0,2 pum)
Minisart Sterilfilter Sartorius Gottingen
(PorengroBe 0,45 um)

2.1.2 Medien und Zusitze fiir die Zellkultur

Tabelle 3: Verwendete Zellkulturmedien und Zusitze.
Medium/Zusatz Hersteller Herkunftsort
DMEM (4,5 g/1 Glukose) Invitrogen Karlsruhe
DMEM/Nutrient Mix-F12 Invitrogen Karlsruhe
DMSO Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
FCS Perbio Bonn
G418 (Geneticin) Invitrogen Karlsruhe
Hank’s Balanced Salt Solution Merck Millipore Billerica, USA
Nicht-essentielle Aminosduren Invitrogen Karlsruhe
OptiMEM Invitrogen Karlsruhe
PBS Invitrogen Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin Invitrogen Karlsruhe
RPMI 1640 Invitrogen Karlsruhe
RPMI 1640 plus GlutaMAX ™ Invitrogen Karlsruhe
Trypsin/EDTA

Cytogen

Sinn-Fleisbach
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2.1.3 Reagenzien und Feinchemikalien

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien und Feinchemikalien.

Reagenz Hersteller Herkunftsort
3-Amino-9-ethylcarbazol Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
Ampuwa® Fresenius Kabi Bad Homburg
Aprotinin Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
APS Serva Heidelberg
ATP Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
Benzamidin Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
B-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich Chemie Miinchen

Bradford Protein-Assay Bio-Rad Hercules, USA
8-Bromoadenosine 3", 5’-cyclic Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
monophosphate

BSA PAA-Laboratories Linz, Osterreich
Dharmafect 4 Dharmacon Colorado, USA
NNN-Dimethylformamid Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
DNase Qiagen Hilden

DTT Sigma-Aldrich Chemie Miinchen

ECL Western Lightning Perkin Elmer Rodgau-Jiigesheim
EDTA Carl Roth Karlsruhe
Ficoll-Paque PLUS GE Healthcare Life Sciences Freiburg
Forskolin Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
L-Glutathion, reduced Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
Leupeptin Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
Mounting Medium Dako Hercules, USA
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Mounting Medium mit DAPI Vector Burlingame, USA
Natriumacetat Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
Natriumchlorid Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
Na-Pyrophosphat Sigma-Aldrich Chemie Miinchen

Pefablock Fluka St. Gallen, Schweiz
Polyacrylamid Applichem Darmstadt
Precision Plus Protein™ Dual Bio-Rad Miinchen

Color Standard

ReBlot Plus Strong Antibody Merck Millipore Billerica, USA

Stripping Solution

Rekombinantes humanes CXCLS&

R&D Systems

Minneapolis, USA

Rekombinantes humanes EGF

Rekombinantes humanes IL-1f3

Sigma-Aldrich Chemie

Roche

Miinchen

Mannheim

Rekombinantes humanes IL-10

R&D Systems

Minneapolis, USA

Rekombinantes humanes M-CSF ~ PeproTech Hamburg
Spermidin Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
TEMED Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
Triton X-100 Merck Darmstadt
Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie Miinchen

2.1.4 Kits fiir die Molekularbiologie

Tabelle 5: Verwendete molekularbiologische Kits.
Kit Hersteller Herkunftsort
Human IL-8 ELISA Ready-SET eBioscience San Diego, USA
GO! (2nd Generation)
EGF Human ELISA Kit Abcam Cambridge, UK
miRNeasy Mini Kit Hilden

Qiagen
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miScript II RT Kit

Qiagen

Hilden

Proteome Profiler™ Human

R&D Systems

Minneapolis, USA

Chemokine Array Kit
QIAGEN Plasmid Giga Kit Qiagen Hilden
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen Hilden
QIAshredder Kit Qiagen Hilden
Quantitect Reverse Transcription  Qiagen Hilden
Kit
RNeasy Mini Kit Qiagen Hilden
Venor®GeM Mycoplasma Minerva Biolabs Berlin
Detection Kit

2.1.5 Inhibitoren und siRNA fiir die Zellkultur

Tabelle 6: Inhibitoren zur Hemmung gezielter Enzymreaktionen.
Inhibitor Hersteller Herkunftsort
AG1478 Calbiochem Bad Soden
Akt Inhibitor V (Triciribine) Merck Darmstadt
FR180204 Sigma-Aldrich Chemie Miinchen
Filgotinib (GLPG0634) Selleckchem Miinchen
JNK Inhibitor II Merck Darmstadt
SB203580, Hydrochloride Merck Darmstadt
SB225002 Tocris Bioscience Bristol, UK
U0126 Promega Mannheim

80



Material und Methoden

Tabelle 7: Spezifische siRNA zum gezielten knockdown von Genen.

siRNA Hersteller Herkunftsort
siGenome Non-Targeting siRNA  Dharmacon Colorado, USA
Mix

siGenome SMARTpool Human Dharmacon Colorado, USA
Akt siRNA

siGenome SMARTpool Dharmacon Colorado, USA
Human EGF siRNA

siGenome SMARTpool Dharmacon Colorado, USA

Human MAPK9 siRNA

siGenome SMARTpool Dharmacon Colorado, USA
Human MAP2K1 siRNA

siGenome SMARTpool Dharmacon Colorado, USA
Human p65 siRNA

siGenome SMARTpool Dharmacon Colorado, USA
Human PTPN2 siRNA

2.1.6 PCR und in vitro Transkription

Tabelle 8: Komponenten fiir die Polymerase-Kettenreaktion und das Hepatitis C Virus Infektionssystem

Komponente Hersteller Herkunftsort
dNTP Mix Roche Mannheim
rNTP Mix Roche Mannheim
IPTG Promega Madison, USA
miScript SYBR Green PCR Kit Qiagen Hilden
Oligonukleotide MWG Ebersberg
Restriktionsenzym Mlul New England Biolabs Ipswich, USA
RNasin Ribonuclease Inhibitor Promega Madison, USA

Sequenzierungen MWG Ebersberg
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Smart Ladder Eurogentec Koln

SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems Foster City, USA
T7-RNA-Polymerase Promega Madison, USA
Tag-Polymerase Roche Mannheim

2.1.7 Antikorper

Tabelle 9: Spezifische Fluoreszenz-gekoppelte Anti-humane Antikorper fiir die Durchflusszytometrie.

Primirantikorper Hersteller Herkunftsort
Maus IgGla kappa CD11c eBioscience San Diego, USA
Phycoerythrin

Maus IgGla kappa CD14 eBioscience San Diego, USA
Phycoerythrin

Maus IgM CD15 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach
Allophycocyanin

Maus IgGla kappa CD163 eBioscience San Diego, USA
Phycoerythrin

Maus IgG2a kappa CD184 BD Pharmingen™ Heidelberg
Phycoerythrin

Maus IgG2a kappa CD195 BD Pharmingen ™ Heidelberg
Fluorescein Isothiocyanat

Sekundirantikorper Hersteller Herkunftsort
Maus IgM Isotyp Kontrolle Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach
Allophycocyanin

Maus IgG1la kappa Isotyp eBioscience San Diego, USA
Kontrolle Phycoerythrin

Maus IgG2a kappa Isotyp BD Pharmingen ™ Heidelberg

Kontrolle Fluorescein

Isothiocyanat
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Maus IgG2a kappa Isotyp BD Pharmingen ™ Heidelberg
Kontrolle Phycoerythrin
Tabelle 10: Spezifische Anti-humane Antikérper zur Immunofluoreszenzfirbung.

Priméirantikorper Herkunft Erkanntes Epitop Hersteller Herkunftsort

Anti-HCV NS5A Maus, NS5A (Genotyp 2a) Austral San Ramon,

(Genotyp 2a) monoklonal Biologicals USA

Sekundirantikorper Herkunft Erkanntes Epitop Hersteller Herkunftsort

Anti-Maus Alexa Ziege konstanter Bereich Invitrogen Karlsruhe

Fluor® 488 dye von Maus IgGl

Tabelle 11: Spezifische Anti-humane Antikérper zur Immundetektion.

Primarantikorper Herkunft Erkanntes Epitop Hersteller Herkunftsort

Akt Kaninchen, Aktl, Akt2 und Akt3  Cell Signaling Danvers,
polyklonal USA

GAPDH Maus, Glycerinaldehyd-3- Biodesign Saco, USA
monoklonal PDH

HCV NS3 Maus, NS3-Protein Abcam Cambridge,
monoklonal (AS 1252-1477) UK

HCV NS3 (JFH-1) Maus, Helikase Doméne BioFront Tallahassee,
monoklonal JFH-1 NS3 (Genotyp  Technologies USA
Klon 2E3 2a)

MEK1/2 Kaninchen, endogenes MEK1/2 Cell Signaling Danvers,
polyklonal USA

NF-kB p65 (C-20) Kaninchen, C-Terminus Santa Cruz Santa Cruz,
polyklonal USA

TC-PTP Maus, TC-PTP (AS 2-314) R&D Systems Minneapolis,
monoklonal USA

Sekundirantikorper Herkunft Erkanntes Epitop Hersteller Herkunftsort
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HRP-anti-Kaninchen  Ziege, konstanter Bereich DAKO Hercules,
polyklonal  von Kaninchen-IgG USA
HRP-anti-Maus Kaninchen, konstanter Bereich DAKO Hercules,
polyklonal ~ von Maus-IgG USA
HRP-anti-Maus Kaninchen, konstanter Bereich Sigma- Miinchen
polyklonal ~ von Maus-IgG Aldrich
Chemie
2.1.8 Beads zur Inmunomagentischen Zellseparation
Tabelle 12: Verwendete MicroBeads zur positiven Selektion humaner CD14* Monozyten.
Beads Hersteller Herkunftsort
Humane CD14 Miltenyi Biotec Bergisch Gladbach

Weitere in dieser Arbeit nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden von den Firmen Merck

(Darmstadt), Sigma-Aldrich Chemie (Miinchen) und Fluka (St. Gallen, Schweiz) in dem

Qualitdts-Reinheitsgrad pro Analysi (p.A.) bezogen.
2.1.9 Plasmide und Primer
Tabelle 13: Verwendetes Plasmid fiir das Hepatitis C Virus Infektionssystem.

Stamm Genotyp

Herkunftsort

JC1 pFK_JH1/J6/C-846_dg

Heidelberg

Tabelle 14: Verwendete humane Oligonukleotide zur Quantifizierung von mRNA mittels RT-PCR.

R. Bartenschlager,

Bezeichnung Nukleotidsequenz (5" 2 3") T™ [°C]
CXCL1 sense CTG GCG GAT CCA AGCAAAT 57,5
antisense CAT TCC CCT GCC TTC ACA AT 58,4
CXCL2 sense GCA GGG AAT TCA CCT CAA GA 58,4
antisense GAC AAG CTT TCT GCC CAT TC 58,4
CXCL3 sense TGC TTG TAG GGC ATA ATG CCT 59,5
antisense  AGA GAA ACG CTG CAG AAT GGA 59,5
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CXCL8 sense AGA AGT TTT TGA AGA GGG CTG AGA 62,0
antisense CAG ACC CAC ACA ATA CAT GAA GTG 63,6
EGF sense CCA GCT CTG CGT TCC TCT TA 59,4
antisense GCA AAC AGC AAA AAT GGT TGT GG 58,9
HCV NS3 JFH-1 sense CTA CGG TGT GCG CCA GAG 60,8
antisense CCC AAA CGG TAC AGG AGA GG 62,5
HCV NS5A sense AAT TAT TCT AGG GCG CTG TGG 59,5
antisense GAG CTG TGA CCC AAC CAG GT 62,5
HCV NS5A JFH-1  sense CCGTTG CTG GTT GTGCTCT 59,5
antisense GTT GCT GGA GGG CTT CTG AT 60,5
NF-xB sense TGG ACT ACC TGG TGC CTC TA 60,5
antisense ACA ATA ACC TTT GCT GGT CCC 59,5
SDHA sense AGA TGT GGT GTC TCG GTC GAT 61,2
antisense CGT GAT CTT TCT CAG GGC CA 60,5
TC-PTP sense CAC AGG GTC CACTTC CTA ACA 61,2
antisense TTC AGC ATG ACA ACT GCTTTG 57,5

2.1.10 Medien, Losungen und Puffer

Alle Medien, Losungen und Puffer wurden in HxOvg gelst und sofern notwendig vor Gebrauch

autoklaviert (121 °C, 2 bar, 20 Minuten) bzw. steril-filtriert.

Durchflusszytometrie

FACS-Puffer
2 % BSA
2mM EDTA

in 500 ml PBS w/o Ca*"Mg**

Einfriermedium fiir die Zellkultur

20 % FCS
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10 % DMSO
DMEM/Nutrient Mix F-12

Hepatitis C Virus Infektionssystem

5 x RRL-Puffer

400 mM HEPES (pH 7,5)

60 mM MgCl»

10 mM Spermidin

200 mM DTT

Cytomix

120 mM KCl

0,15 mM CaCl;

10 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,6)
25 mM HEPES (pH 7,6)

2 mM EGTA

5 mM MgCl,
Carbazol-Substrat-Losung

5 ml NaOAc

1,5 ml 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol
20 pl 30 % H,0,

vor Gebrauch filtriert (0,45 uM)

Herstellung hitzekompetenter E. coli

TFB1-Puffer (pH 5,8)
30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl,

50 mM MnCl;

100 mM RbCl
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15 % Glycerin
TFB2-Puffer (pH 6,5)
100 mM MOPS

75 mM CaCl;

10 mM RbCl

15 % Glycerin

Immunomagnetische Zellseparation

MACS-Puffer (pH 7,2)

0,5 % BSA

2 mM EDTA

in 500 ml PBS w/o Ca?"/Mg*"

Kernextraktion

Puffer A (100 ml)

2 ml 10 mM HEPES-KOH (pH 7,9) (500 mM)
150 pl 1,5 mM MgClz (1 M)

1 ml 10 mM KCI (1 M)

Puffer C (100 ml)

4 ml 20 mM HEPES-KOH (pH 7,9) (500 mM)
8,4 ml 420 mM NacCl (5 M)

150 pl 1,5 mM MgClz (1 M)

40 pl 0,2 mM EDTA pH 8 (500 mM)

25 ml 25 % Glycin (100 %)

Puffer A* und C* (je 2 ml) Zusitze kurz vor Gebrauch
1 ul 0,5 mM DTT (1 M)

2 ul 0,2 mM PMSF (200 mM)

20 pl 1 mM Natrium-Orthovanadat (NazVOg) (100 mM)
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Kultivierungsmedien fiir Bakterien

LB-Medium (Bertani, 1951, Sambrook und Russell, 1989)403:404
10 g/1 Pepton aus Casein

5 g/l Hefeextrakt

5 g/l NaCl

LB-Agar

LB-Medium mit 15 g/l Agar-Agar
SOC-Medium (Hanahan, 1983)*%
20 g/l Bacto® Trypton

5 g/l Hefeextrakt

0,584 g/1 NaCl

0,19 g/l KCI1

2,03 g/l MgCl> x 6 H,0

2,46 g/l MgSO4 x 7 H2O0

3,96 g/l Glucose x H.O

Polyacrvlamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Triton-Lysepuffer (mTLP; pH 7,4)
136 mM NacCl

20 mM Tris/HCI (pH 7,4)

10 % Glycerol

2 mM EDTA

50 mM B-Glycerophosphat

20 mM Natrium-Pyrophosphat

0,2 mM Pefablock

5 nug/ml Aprotinin

5 ng/ml Leupeptin
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4 mM Benzamidin

1 mM Na3zVOq

1 % Triton X-100

vor Gebrauch wurden 0,2 % SDS hinzugesetzt
5 x Elektrophoresepuffer (5 1)

75,5 g Tris

25 g SDS

470 g Glycin

4 x Protein-Auftragspuffer/4 x Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970
250 mM 1 M Tris/HCI (pH 6,8)

40 % Glycerol

5% 10 % SDS

0,002 % Bromphenolblau

vor Gebrauch wurde 8 % B-Mercaptoethanol hinzugesetzt
5 % Sammelgel (5 ml)

3,4 ml H.O

0,83 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid 29:1
0,63 ml 1 M Tris/HCI (pH 6,8)

0,05 ml 10 % SDS

0,05 ml 10 % APS

0,005 ml TEMED

12 % Trenngel (15 ml)

4,9 ml H.O

6,0 ml Acrylamid/Bisacrylamid 29:1

3,8 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8)

0,15 ml 10 % SDS

)406
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0,15 ml 10 % APS
0,006 ml TEMED

Semi-dry Western Blot

Anoden-Puffer I

0,3 M Tris

20 % Methanol
Anoden-Puffer 11

0,025 M Tris

20 % Methanol
Kathoden-Puffer

0,04 M 6-Aminocapronsiure
20 % Methanol

10xTBS (5D (pH 7,6)
120 g Tris

435 g NaCl

TBS-T (Waschpuffer)
20 mM Tris/HCI (pH 7.,4)
137 mM NacCl

0,1 % Tween20
Blockingpuffer

TBS-T (Waschpuffer)

5 % BSA
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2.1.11 Verwendete Bakterienstamme von Escherichia coli

Tabelle 15: Zur Hitzeschock-Transformation verwendete Stimme von E. coli.

Stamm

E. coli IM109

Genotyp

recAl supE44 endAl
hsdR17 gyrA96 relAl thi
A(lac-proAB) [F'traD36

Referenz

Yanisch-Perron et al.,

1985407

Hersteller
Promega,

Madison, USA

proAB" laclq lacZAM15]
One Shot™ F" mcrA A(mrr-hsdRMS- Invitrogen*®® Invitrogen,
TOP10 mcrBC) ®80lacZAM15 Karlsruhe
A lacX74 recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (Str®) endA1 nupGh-
2.1.12 Verwendete Zelllinien
Tabelle 16: Hepatomazelllinien, die in dieser Arbeit verwendet wurden.
Zelllinie Beschreibung Referenz Hersteller
HepG2 Humane Aden et al., 1979° ATCC®, HB-
Hepatoblastomzelllinie 8065™ Rockville,
USA
HepG2 Humane Aden et al., 1979*% ATCC®, HB-
NS3/4A/Mock Hepatoblastomzelllinie; 8065™ Rockville,
konstitutive Expression von USA; Generiert
HCV NS3/4A von Patricia
Cebula, 2011
Huh-7 Humane Hepatomazelllinie =~ Nakabayashi et al., JCRB 0403 Cell
1982410 Bank, Osaka,
Japan
Huh-9.13 Humane Hepatomazelllinie; Lohmann ef al.,1999*!!  Ralf
subgenomisches HCV Bartenschlager,
Replikon (NS3-NS5B) Heidelberg
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Huh-5.15 Humane Hepatomazelllinie; Lohmann ef a/.,1999*'!  Ralf
subgenomisches HCV Bartenschlager,
Replikon (NS3-NS5B) Heidelberg
Huh-7.5 Humane Hepatomazelllinie =~ Pietschmann ef al., Apath, New York,
20064 USA

2.1.13 Humanes Zellmaterial
Patientenseren

Die in dieser Arbeit verwendeten Patientenseren stammten aus der Infektionsambulanz der
Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie des Universititsklinikums der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf. Die Seren wurden vollkommen anonym nach Alter,
Geschlecht, spezifischen Lebererkrankungen sowie HCV-positiven und HCV-negativen
Antikorpern katalogisiert und unterteilt. Insgesamt wurden 9 HCV-monoinfizierte
Patientenseren, therapiert und nicht therapiert fiir ELISA-Studien eingeschlossen. Als
Kontrollen wurden 5 Seren von gesunden Patienten hinzugezogen. Nahere Charakteristika der

Patientenseren sind der Tabelle 17 und Tabelle 18 zu entnehmen.

Von allen Patienten liegt eine Einverstindniserkldrung zur Verwendung der Seren fiir
wissenschaftliche Untersuchungen vor. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Studien sind zudem

von der Ethik-Kommission der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf bewilligt worden.

Tabelle 17: Charakteristika der HCV-monoinfizierten Patientenseren.

Patientenanzahl HCYV Genotyp Therapie

9 HCV-monoinfizierte Seren 1:22,22 % (2) naiv: 44,44 % (4)

weiblich: 44,44 % (4) la: 22,22 % (2) Sofusbuvir + Ribavirin: 22,22 % (2)
ménnlich: 55,55 % (5) 1b: 11,11 % (1) n.a.: 22,22 % (2)

Alter: 43-86 Jahre 3:22.22 % (2) zzt.® keine Therapie: 11,11 % (1)

n.a.v: 22,22 % (2)

A) n.a. nicht analysiert; B) zzt. zurzeit
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Tabelle 18: Charakteristika der Kontrollseren.

Patientenanzahl Alter (Jahren) Sonstige Lebererkrankung
9 Kontrollseren 26-83 AIH: 33,33 % (3)

weiblich: 55,55 % (5) Erhohte TA: 11,11 % (1)
mannlich: 44,44 % (4) HBV: 33,33 % (3)

Leberzirrhose: 22,22 % (2)

Buffy Coats

Die in dieser Arbeit verwendeten Buffy Coats wurden von gesunden anonymen Blutspendern
mit der Genehmigung des Instituts fiir Hé&mostaseologie, Héamotherapie und
Transfusionsmedizin des Universititsklinikums der Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf,
unter der Leitung von Herrn Universitatsprofessor Dr. med. Riidiger E. Scharf bezogen. Die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Studien sind von der Ethik-Kommission der Heinrich-Heine-

Universitét Diisseldorf bewilligt worden

CD14" Monozyten wurden aus tagesfrischem Blut ménnlicher Spender isoliert, wihrend zur
Extraktion von neutrophilen Granulozyten tagesfrisches minnliches als auch weibliches

Spenderblut verwendet wurde.

Buffy Coats werden aus der peripheren Vollblutspende durch Zentrifugation und unter Zusatz
eines Antikoagulans aus der Interphase zwischen dem Blutplasma und der Erythrozytenschicht

gewonnen und enthalten hauptsichlich Leukozyten und Thrombozyten.*!?
2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierungsbedingungen humaner Hepatomazelllinien

Alle Zellkulturarbeiten fanden unter sterilen Bedingungen statt. Die Kultivierung der
verwendeten Hepatomazellen erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Nutrient Mix F-12 oder DMEM (4,5 g/l Glukose), supplementiert mit Hitze-inaktiviertem FCS
sowie den entsprechenden Zusitzen (Tabelle 19), in einer wasserdampfgeséttigten Atmosphire
bei 5 % CO2und 37 °C. Alle verwendeten Zellkulturmedien und Zusétze wurden vor Gebrauch

im Wasserbad auf 37 °C erwarmt.
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Tabelle 19: Verwendete Hepatomazelllinien, Kultivierungsmedien und Zusiitze.

Zelllinie Kulturmedium Zusitze

HepG2 DMEM/Nutrient Mix F-12 10 % FCS
HepG2 NS3/4A/Mock DMEM/Nutrient Mix F-12 10 % FCS

350 pg/ml Zeocin

Huh-7 DMEM/Nutrient Mix F-12 10 % FCS

Huh-9.13 DMEM/Nutrient Mix F-12 10 % FCS
1 mg/ml Geneticin
Huh-5.15 DMEM/Nutrient Mix F-12 10 % FCS

1 mg/ml Geneticin

Huh-7.5 DMEM (4,5 g/l Glukose) 9 % FCS
2 mM Glutamin
100 U/ml Pen/Strep

1 x Nicht-essentielle Aminosiduren

Die verwendeten Zelllinien wurden in regelméfBigen Abstinden auf die Prdsenz von
Mykoplasmen analysiert, basierend auf einer PCR-vermittelten Screeningmethode mittels

Venor®GeM Mycoplasma Detection Kit.
Kryokonservierung und Auftauen der Hepatomazelllinien

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen bei einer Konfluenz von etwa 60 % trypsiniert,
pelletiert und in einem geeigneten Volumen von frischem Einfriermedium aufgenommen. Nach
einer Inkubation von 24 Stunden bei -80 °C wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff

asserviert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte ziigig bei 37 °C und unmittelbarer Uberfiihrung in frisches
Kulturmedium. Um restliches DMSO des FEinfriermediums zu entfernen erfolgte eine

Inkubation von 4 Stunden bei 37 °C mit anschlieBendem Mediumwechsel.

Bei der humanen Hepatomazelllinie Huh-7.5 erfolgte die Separation des DMSO unmittelbar
nach dem Auftauen durch Abzentrifugieren (4 Minuten, 1.400 RPM, 4 °C) und Aufnahme der

Zellen in frisches Kulturmedium.
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2.2.1.2 Kultivierungsbedingungen humaner CD14* Monozyten/Makrophagen

Die Kultivierung primirer CD14" Monozyten/Makrophagen erfolgte in Rosewell Park
Memorial Institute Medium (RPMI) 1640 plus GlutaMAX™, supplementiert mit 10 % Hitze-
inaktiviertem FCS, 100 U/ml Penicillin sowie 0,1 mg/ml Streptomycin, in einer

wasserdampfgesittigten Atmosphére bei 5 % CO2 und 37 °C fiir maximal zehn Tage.

2.2.1.3 Extraktion von PBMCs aus humanen Buffy Coats zur Isolation von CD14*

Monozyten

Zur Isolation der CD 14" Monozyten erfolgte zunichst die Extraktion der mononukleéren Zellen
des peripheren Blutes (PBMCs: peripheral blood mononuclear cells) durch isopyknische
Dichtegradientenzentrifugation nach Béyum, 1968.413414 Als Ausgangsmaterial dienten Buffy
Coats, die aus peripherem Vollblut gesunder minnlicher Blutspender gewonnen wurden (vgl.
Abschnitt 2.1.13). Mittels einer Ficoll-Losung als Separationsmedium erfolgte die
Fraktionierung der =zelluldren Blutbestandteile entsprechend ihrer ZellgroBen und

Zelldichten.*!?

Ficoll ist ein synthetisches Copolymer aus einer stark verzweigten Kreuzvernetzung aus
Saccharosemonomeren und Epichlorhydrin mit einer Dichte von 1,078 g/ml1.#'**!® Das in der
Ficoll-Losung enthaltene Natriumdiatrizoat bewirkt eine Erhdhung der Dichte des Ficolls und

fiihrt zur Agglutination und Beschleunigung der Sedimentation der Erythrozyten.*!74!8

Die Ficoll-Lésung wurde zunichst vorsichtig mit 1:1 HBSS w/o Ca?"/Mg?* verdiinntem
Vollblut {iiberschichtet (Abbildung 15A). Von entscheidender Bedeutung hierbei war die
Aufrechterhaltung der  Separation beider Phasen. AnschlieBend erfolgte ein
Zentrifugationsschritt von 35 Minuten bei 600 x g und Raumtemperatur ohne Bremse. Da die
Dichte des Ficolls, die der Erythrozyten und Granulozyten unterschreitet, pelletieren diese
wihrend der Zentrifugation durch das Ficoll hindurch und bilden das Sediment. Die Monozyten
und Lymphozyten reichern sich in der milchigen Interphase zwischen Blutplasma und Ficoll an
und verharren dort aufgrund gleicher Dichte in einem Schwebezustand, sobald sie die Ficoll-
Losung erreichen. Die meisten Thrombozyten sammeln sich aufgrund ihrer geringeren Dichte
und GroBe in der Plasmafraktion an (Abbildung 15B). Die Interphase wurde schlieBlich
abgenommen und dreimal mit HBSS w/o Ca?"/Mg** gewaschen. Die Zellen wurden in MACS-
Puffer aufgenommen und bis zur immunomagnetischen Zellseparation (vgl. Abschnitt 2.2.1.4)

bei 4 °C gelagert.
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A Vor der B Nach der
Zentrifugation Zentrifugation

Verdiinntes Plasma

Vollblut
PBMCs

Ficoll Ficoll
Granulozyten
Erythrozyten

Abbildung 15: Graphische Darstellung der Separation von PBMCs durch Ficoll-Hypaque-
Dichtegradientenzentrifugation. A Ficoll wird mit verdiinntem Vollblut (1:1 mit HBSS w/o Ca**/Mg*")
iiberschichtet. B Durch Zentrifugation (35 Minuten, 600 x g, Raumtemperatur) werden die zelluldren
Blutbestandteile entsprechend der ZellgroBe und Zelldichte fraktioniert. Thrombozyten verbleiben im Blutplasma.
Monozyten und Lymphozyten (PBMCs) reichern sich in der Grenzschicht zwischen Plasma und Ficoll-Losung
an. Granulozyten und Erythrozyten passieren das Ficoll und bilden das Sediment. Eigene Abbildung.

2.2.1.4 Immunomagnetische Zellseparation der CD14* Monozyten aus PBMCs

Die vollstindige Extraktion der CD14" Monozyten aus den zuvor isolierten mononukleédren
Zellen des peripheren Blutes (vgl. Abschnitt 2.2.1.3) erfolgte durch positive magnetisch
aktivierte Zellseparation basierend auf der MACS-Technologie (MACS: magnetic activated

cell separation) der Firma Miltenyi Biotec.*!*42

Hierbei werden hoch spezifische Antikérper an in colloidaler Suspension befindliche
superparamagnetische Partikel (MicroBeads) konjugiert. Diese sind in der Lage spezielle
Antigene direkt oder indirekt auf der Oberfldache einzelner Zellpopulationen zu erkennen und
diese magnetisch zu markieren (Abbildung 16A). Aufgrund der geringen Grofe der
MicroBeads (50 nm) sowie atoxischer und degradierbarer Charakteristika werden die
markierten Zellen nicht aktiviert. Die weitere Separation der Zielzellen erfolgt in einem starken
Magnetfeld in dem MACS-Separator. Die dabei in den Magneten eingespannten MACS-Siulen
enthalten eine ferromagnetische Matrix, die das magnetische Feld um das 10.000-fache
verstirkt. Aufgrund des entstandenen starken magnetischen Gradienten werden die markierten
Zellen in der Sdule gebunden. Nicht markierte Zellen passieren durch mehrfache Zugabe von
MACS-Puffer die Sdule und werden eluiert (Abbildung 16B). Das Entfernen der Sdule aus dem

Magneten sowie die Zugabe von MACS-Puffer und das Verwenden eines sterilen

96



Material und Methoden

Saulenstempels resultiert schlieBlich ebenfalls in der Elution der Zielzellen aus der Séule

(Abbildung 16C).419420
B C

A

©
SRS

Abbildung 16: Schematische Funktionsweise der positiven immunomagnetischen Zellseparation (MACS).

A Die zu isolierenden Zellen werden mit Hilfe von MicroBeads magnetisch markiert. B In dem Magnetfeld des
MACS-Separators werden die Zielzellen in der ferromagnetischen Matrix der Separationssidulen gebunden. Nicht-
markierte Zellen passieren die Séule. C Durch Entfernung der Séaule aus dem Magnetfeld werden nun auch die
markierten Zielzellen eluiert. Abbildung modifiziert nach dem Original mit freundlicher Genehmigung von MACS
Miltenyi Biotec: MACS Technology. The gold standard. Now and forever 2013, Miltenyi Biotec GmbH,**
Copyright (2013).

Um die CD14" Monozyten zu isolieren, wurde die Zellsuspension zundchst auf einen Pre-
Separationsfilter (30 pm) aufgetragen und anschlieend fiir 10 Minuten bei 300 x g und 4 °C
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 80 ul MACS-Puffer pro 1 x 107 Zellen resuspendiert.
AnschlieBend erfolgte die lichtgeschiitzte Inkubation der Zellsuspension mit CD14 MicroBeads
(200 pl pro 1 x 10® Zellen) fiir 15 Minuten bei 4 °C. Nach einmaligem Waschen der Zellen mit
MACS-Puffer (10 Minuten, 300x g, 4 °C) wurden die Zellen in 1 ml MACS-Puffer
aufgenommen. Die weitere positive Separation erfolgte in dem Magnetfeld des MACS-
Separators in vorbereiteten LS-Separationssdulen. Durch dreimaliges Waschen der Zellen mit
jeweils 3 ml MACS-Puffer wurden nicht-markierte Zellen von CD14" markierten Monozyten
separiert. Die Separationssdulen wurden schlielich aus dem Magneten entfernt und mit 5 ml

MACS-Puffer mittels eines sterilen Sdulenstempels eluiert. Nach einem weiteren
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Zentrifugationsschritt (10 Minuten, 300 x g, 4 °C) wurden die CD14" Monozyten in 3 ml

Medium aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C asserviert.
2.2.1.5 Ausdifferenzierung isolierter CD14" Monozyten durch Inkubation mit M-CSF

Nachdem die CD14" Monozyten, wie unter Abschnitt 2.2.1.3 und 2.2.1.4 beschrieben,
extrahiert wurden, erfolgte als ndchstes die Ausdifferenzierung der Zellen zu reifen
Makrophagen. Zu diesem Zweck wurden die Zellen zundchst auf eine Konzentration von
1,4 x 10° Zellen/ml eingestellt und mit jeweils 2 ml pro 6 cm Primaria™ Gewebekulturschalen
verteilt. Dem Medium wurde 40 ng/ml humanes M-CSF hinzugesetzt. Die Zellen wurden fiir
sieben Tage bei 5 % CO2 und 37 °C inkubiert. Am dritten Tag erfolgte eine Volumenerh6hung
um 30 % und am flinften Tag eine Volumenerhéhung um 50 % mit frischem Kulturmedium,

supplementiert mit 40 ng/ml humanem M-CSF.

Die morphologischen Differenzierungen sowie die Vitalitit der Zellen wurden téglich

lichtmikroskopisch durch schonendes konfokales Oberservieren im Cell Observer verfolgt.
2.2.1.6 Kaultivierungsbedingungen humaner neutrophiler Granulozyten

Primdre neutrophile Granulozyten wurden in Rosewell Park Memorial Institute Medium
(RPMI) 1640, supplementiert mit 100 U/ml Penicillin sowie 0,1 mg/ml Streptomycin in einer
wasserdampfgesdttigten Atmosphédre bei 5 % COz und 37 °C fiir maximal 24 Stunden

kultiviert.
2.2.1.7 Isolation neutrophiler Granulozyten aus humanen Buffy Coats

Neutrophile Granulozyten wurden basierend auf der isopyknischen
Dichtegradientenzentrifugation nach Boyum, 1968 entsprechend ihrer ZellgroBen und
Zelldichten von den anderen peripheren zelluldren Blutbestandteilen separiert (vgl. Abschnitt
2.2.1.3).413414 Als Ausgangsmaterial dienten Buffy Coats, die aus peripherem Vollblut
gesunder weiblicher als auch ménnlicher Blutspender gewonnen wurden (vgl. Abschnitt
2.1.13). Alle nachfolgenden Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C durchgefiihrt. Zunéchst
wurde die Ficoll-Losung mit unverdiinntem Vollblut iiberschichtet, sodass zwei voneinander
separierte Phasen entstanden. Durch nachfolgende Zentrifugation (20 Minuten, 1.700 rpm)
erfolgte die Separation der Erythrozyten und Granulozyten aufgrund ihrer hoheren Dichte von
denen in der Interphase lokalisierten Monozyten und Lymphozyten sowie von denen in der
Plasmafraktion lokalisierten Thrombozyten. Die Fraktion des Blutplasmas, die Interphase
sowie die Ficoll-Schicht wurden verworfen. Das verbliebene Sediment aus Erythrozyten und

Granulozyten wurde vorsichtig mit PBS w/o Ca**/Mg*" gewaschen und erneut zentrifugiert
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(8 Minuten, 1.400 rpm). Hierbei war es von entscheidender Bedeutung das Pellet nicht zu
zerstoren. Zur Lyse der Erythrozyten wurde das PBS entfernt und das Sediment in hypotonem,
sterilen HoOve (4,26 ml pro ml Pellet) fiir exakt 45 Sekunden resuspendiert. Die Isotonie wurde
durch die Zugabe von 5 M NaCl-Losung wiederhergestellt, deren Menge wie folgt berechnet

wurde:

Wasser (ml) + Pellet (ml) y

Volumen NaCl (ml) = 00

15

Durch erneute Zentrifugation (8 Minuten, 900 rpm) und mehrfaches Waschen der Zellen mit
PBS w/o Ca*/Mg*" wurden die lysierten Erythrozyten entfernt und die Zellen schlieBlich in

1 ml PBS w/o Ca**/Mg*" aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

A Beschichten des B Nach der C Waschen des
Ficolls Zentrifugation Sediments

Vollblut Plasma
PBMCs

Ficoll Ficoll PBS
Granulozyten Granulozyten
Erythrozyten Erythrozyten

D Lyse der E Waschen der F Aufnahme der
Erythrozyten Granulozyten Granulozyten in PBS

PBS

U Granulozyten U Granulozyten U Granulozyten

Abbildung 17: Prinzip der Separation neutrophiler Granulozyten aus peripherem Vollblut. A Uberschichten
der Ficoll-Losung mit unverdiinntem Vollblut. B Durch Zentrifugation (20 Minuten, 1.700 rpm, 4 °C) kommt es
zur Fraktionierung der zelluldren Blutbestandteile entsprechend der Zelldichte und Zellgrofe. Granulozyten und
Erythrozyten durchdringen das Ficoll und bilden das Sediment. In der Interphase reichern sich Monozyten und
Lymphozyten an. Thrombozyten verharren in der Plasmafraktion. C Blutplasma, Interphase und Ficoll-Schicht
werden verworfen. Das Sediment aus Granulozyten und Erythrozyten wird mit PBS w/o Ca**/Mg?* gewaschen. D
Lyse der Erythrozyten durch Resuspendieren der Zellen in sterilem, hypotonem Wasser und Wiederherstellen der
Isotonie durch Zugabe einer berechneten Menge an 5 M NaCl-Losung. E Entfernen der lysierten Erythrozyten
durch Zentrifugation (8 Minuten, 900 rpm) und mehrfaches Waschen der Granulozyten mit PBS w/o Ca*/Mg>".
F Aufnahme der Granulozyten in 1 ml PBS w/o Ca?"/Mg?und Lagerung der Zellen bis zur weiteren Verwendung

bei 4 °C. Eigene Abbildung.
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2.2.1.8 Generierung von konditionierten Zellkulturiiberstinden

Das Herstellen von konditionierten Zellkulturiiberstinden des Replikonsystems erfolgte fiir
Migrations-Assays, ELISA-Studien sowie fiir den Proteome Profiler Human Chemokine Array.
Hierzu wurden die Hepatomazellen in 6-Well Gewebekulturplatten mit jeweils 2 ml ausgesit
und bei 5 % CO2 und 37 °C bis zu einer Konfluenz von etwa 60 bis 80 % kultiviert. Nach dieser
Inkubationszeit wurden die Zellen zweimalig mit PBS w/o Ca**/Mg*" gewaschen und ein dem
Versuch entsprechender Mediumwechsel mit 1 ml pro Well durchgefiihrt. AnschlieBend
erfolgte die Inkubation der Zellen fiir einen definierten Zeitraum mit den entsprechenden
Stimulanzien. Die Zellkulturiiberstinde wurden schlieBlich abgenommen, zentrifugiert

(20 Minuten, 14.000 rpm, 4 °C) und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C asserviert.
2.2.1.9 Ko-Kultivierung humaner CD14" Makrophagen mit humanen Hepatomazellen

Bei dem in dieser Arbeit etablierten Ko-Kultur-Modell handelt es sich um ein indirektes in vitro
Transwellsystem zur Untersuchung der Zell-Zell-Kommunikation zwischen humanen
Hepatomazellen und humanen CD14" Makrophagen (Abbildung 54) iiber sezernierte im
Medium I6sliche Mediatoren (vgl. Abschnitt 3.18).

PBMCs wurden aus peripherem Vollblut gesunder minnlicher Blutspender mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert (vgl. Abschnitt 2.2.1.3). Die weitere Extraktion der
CD14" Monozyten aus den PBMCs erfolgte durch positive magnetisch aktivierte Zellseparation
(vgl. Abschnitt 2.2.1.4). Die Ausdifferenzierung zu reifen Makrophagen wurde durch
Inkubation mit humanem M-CSF induziert (vgl. Abschnitt 2.2.1.5). Am siebten Tag wurden
die ausdifferenzierten CD14" Makrophagen in Zellkultureinsidtze mit einer permeablen
Membran mit einer Porengrof3e von 0,4 um iiberfiihrt (Abbildung 54). Hierzu wurden die reifen
adhirierten CD14" Makrophagen vorsichtig mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden abgelost
und gepoolt. Nach anschlieBender Zentrifugation (5 Minuten, 1.500 rpm, 4 °C) der auf diesem
Weg gewonnenen Zellsuspension wurde das Zellpellet in PBS w/o Ca*/Mg>" resuspendiert
und erneut zentrifugiert (5 Minuten, 1.500 rpm, 4 °C). AbschlieBend wurden die Zellen in
einem geeigneten Volumen von frischem Ko-Kultur-Medium (RPMI 1640 plus GlutaMAX™
supplementiert mit 100 U/ml Penicillin sowie 0,1 mg/ml Streptomycin ohne FCS)
supplementiert mit 40 ng/ml humanem M-CSF aufgenommen, auf eine Konzentration von

0,1 x 10° Zellen/ml eingestellt und mit jeweils 2 ml pro Insert ausgesit.

Die humanen Hepatomazellen (Huh-7 und Huh-9.13) wurden auf speziellen 6-Well

Gewebekulturschalen mit Vorkehrungen zum Positionieren der Inserts (Companionplatten)
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ausgesit. Hierzu wurden die Zellen zunichst mit PBS w/o Ca?"/Mg?** gewaschen, trypsiniert,
pelletiert und in einem geeigneten Volumen von Ko-Kulturmedium aufgenommen. Die
Zellzahl wurde auf 0,3-0,5 x 10° Huh-7 Zellen/'ml bzw. 1,3-1,5 x 10° Huh-9.13 Zellen/ml
eingestellt und mit jeweils 2 ml pro Kavitit der Companionplatte verteilt. Nach 24 Stunden
Inkubation bei 5 % CO und 37 °C wurden die Inserts mit den ausgesidten CD14" Makrophagen
in den Companionplatten positioniert, sodass sich die CD14" Makrophagen im oberen und die
Hepatomazellen im unteren Kompartiment des Transwellsystems befanden (Abbildung 54).
Die anschlieBende Ko-Kultivierung der Zellen erfolgte fiir drei Tage in einer

wasserdampfgesittigten Atmosphére bei 5 % CO2und 37 °C ohne Mediumwechsel.

Am zweiten Tag der Ko-Kultivierung wurden die Hepatomazellen im unteren Kompartiment
des Transwellsystems mit denen den Versuchen entsprechenden Faktoren fiir 24 Stunden

stimuliert. Dabei erfolgte eine Dreifachbestimmung jeder Konditionsbedingung.

Morphologische Differenzierungen sowie die Vitalitdit der Zellen wurden téglich

lichtmikroskopisch durch schonendes konfokales Oberservieren im Cell Observer tiberpriift.

Nach drei Tagen Ko-Kultivierung und Inkubation mit den entsprechenden Stimulanzien,
wurden die Makrophagen geerntet und die Oberflichenexpression von CD11c, CD14 und
CD163 zur Reinheitsanalyse der Makrophagen sowie die Oberflichenexpression von CXCR4
und CCRS mittels Durchflusszytometrie untersucht (vgl. Abschnitt 2.2.6.1).

2.2.1.10 Migrations-Assay mit WST-1

Die Messung der relativen Anzahl migrierter Zellen erfolgte unter Zusatz eines farblosen 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorids (WST-1). WST-1 wird hierbei von Dehydrogenasen der
Atmungskette von intakten, migrierten Zellen, unter der Aufnahme von zwei Elektronen und
einem Proton, zu einem rdétlich-braunlichen Farbstoff 1,3,5-Triphenylformazan reduziert. Die
Reduktion ist besonders von der glykolytischen Produktion von NADPH der vitalen Zellen
abhingig. Der gebildete Farbstoff kann photometrisch gemessen werden und steht fiir die

Anzahl der migrierten Zellen.**!42?

Die Untersuchung des Migrationsverhaltens humaner CD14" Monozyten und neutrophiler
Granulozyten erfolgte mittels Chemotaxis-Assays unter Einsatz eines WST-1 Reagenz in 24-
Well Gewebekulturplatten mit speziellen Zellkultur-Inserts der Firma Merck Millipore. Diese

Einsdtze besitzen eine permeable Membran mit einer Porengréf3e von 3 um.

Hierzu wurden die Zellen in entsprechendem Serum-freiem Medium auf eine Zelldichte von

0,5 x 10° Zellen/ml eingestellt und mit 250 pl pro Insert verteilt. Im unteren Kompartiment
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wurden 400 pl der konditionierten Zellkulturiiberstinde verteilt. Die Zellen wurden
anschlieend fiir 16 Stunden bei 5% CO; und 37 °C inkubiert. Durch die von den
Hepatomazellen sezernierten, chemotaktischen Mediatoren, nach zuvor erfolgter Stimulation
mit den entsprechenden Faktoren fiir einen definierten Zeitraum, wanderten die Zellen durch
die Membran des Inserts in das untere Kompartiment entlang des gebildeten
Chemokingradienten. Zur Bestimmung der relativen Anzahl der migrierten Zellen wurden
zunéchst die Inserts entfernt und 40 ul WST-1 Reagenz pro Well fiir weitere 3 Stunden bei
5 % CO> und 37 °C hinzugesetzt. Der gebildete rotlich-braunliche Farbstoff Formazan wurde
schlieBlich bei 450 nm und 630 nm photometrisch gemessen. Als Kontrolle fiir jedes

Migrations-Assay diente Zell-freies Kulturmedium.

A B C m D

§ o ol‘ - O o ol- WSOT-I Formazan

0| |le” o 3

(o] Q| |SDLOVDLO| [OHOTVDO

o Monozyt oder neutrophiler Granulozyt

D Konditioniertes Medium

Abbildung 18: Schema des Migrations-Assays mit WST-1. A Monozyten oder neutrophile Granulozyten im
oberen Insert durch eine permeable Membran vom unteren Kompartiment mit konditionierten
Zellkulturiiberstdnden getrennt. B Migration der Zellen in das untere Kompartiment entlang des von
Hepatomazellen sezernierten Chemokingradienten fiir 16 Stunden. C Entfernung der Inserts, Zugabe von WST-1
und Inkubation fiir weitere 3 Stunden. D Von Enzymen der Atmungskette von intakten migrierten Zellen
umgesetztes WST-1 zu dem rétlichen Farbstoff Formazan und photometrische Messung von dessen Intensitit bei

450 nm. Eigene Abbildung.

2.2.2 Zucht von Escherichia coli

Die Zucht von E. coli erfolgte fiir alle genetischen Arbeiten unter sterilen Bedingungen und in
LB-Medium, aerob iiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln bei 180-220 rpm. Vor der Inkubation
erfolgte die Zugabe von 50 pg/ml Ampicillin als Endkonzentration. Als Erholungsmedium nach
der Hitzeschocktransformation (vgl. Abschnitt 2.2.3.2) wurde SOC-Medium ohne Zusatz von

Antibiotikum verwendet.

Zur Vermehrung der entsprechenden Plasmide in E.coli fiir das Hepatitis C Virus

Infektionssystem, wurden diese durch Hitzeschocktransformation in die E. coli Stimme JM 109
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oder One Shot® TOPI10 transformatiert und auf LB-Agarplatten mit entsprechendem
Antibiotikum des HCV Plasmids JC1 ausplattiert und selektiert.

Zur Kryokonservierung wurden Glycerolstocks der entsprechenden Bakterienkulturen in LB-

Medium, supplementiert mit 20 % Glycerol, angelegt und bei -80 °C asserviert.
2.2.3 Molekularbiologische Methoden

Alle molekularbiologischen Standardmethoden erfolgten, falls nicht anders angegeben, nach
Sambrook und Russel, 1989.4%* PCR-Produkte sowie DNA-Linearisierungsansitze des
Hepatitis C Virus Infektionssystems wurden mit dem QIAquick PCR Purification Kit
aufgereinigt. Die Isolation von Plasmiden des Hepatitis C Virus Infektionssystems wurde,
abhédngig vom Malstab, mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit bzw. des QIAGEN Plasmid
Giga Kit durchgefiihrt. Isolierte Plasmide dienten direkt fiir die in vitro Transkription des
Hepatitis C Virus Infektionssystems (vgl. Abschnitt 2.2.7). Die Bestimmung von DNA- bzw.
RNA-Konzentrationen erfolgte spektralphotometrisch bei einer Extinktion von einer

AOD»60 nm mit Hilfe des NanoDrops 1000.
2.2.3.1 Herstellung hitzekompetenter E. coli fiir das Hepatitis C Virus Infektionssystem

Zur Synthese hitzekompetenter E. coli IM109 erfolgte zunéchst ein Verdlinnungssausstrich der
entsprechenden Glycerolstammkultur auf einer LB-Agarplatte ohne Antibiotikum iiber Nacht
bei 37 °C. Basierend darauf wurde die Vorkultur in Reagenzgldsern in 5 ml LB-Medium, aerob
iiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln bei 180-220 rpm kultiviert. Die Zucht der Hauptkultur
erfolgte in 250 ml LB-Medium ohne Antibiotikum, supplementiert mit 20 nM MgSO4, in
500 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen, 2 %ig angeimpft, bei 37 °C und 150 rpm, bis zu einer
AODeoo von 0,4 bis 0,5. Um die beste Kompetenz der Bakterien zu erzielen, wurden die Zellen
in der logarithmischen friihen Phase des Wachstums geerntet. Hierzu wurden die Bakterien fiir
5 Minuten bei 4.000 rpm und 4 °C zentrifugiert, das Pellet in TFB-1 Puffer aufgenommen und
fir 5 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension erneut durch
Zentrifugation pelletiert (5 Minuten, 4.000 rpm, 4 °C), in TFB-2 Puffer resuspendiert und fiir
15 bis 60 Minuten auf Eis inkubiert. AbschlieBend wurde die so gewonnene

Bakteriensuspension aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C asserviert.
2.2.3.2 Hitzeschocktransformation des HCV JC1 Plasmids

Zur Transformation durch Hitzeschock wurden zunéchst hitzekompetente E. coli IM109 auf
Eis aufgetaut, 100 ul der Bakteriensuspension mit 1-3 ul Plasmid-DNA versetzt und fiir
20 Minuten auf Eis inkubiert. Dem anschlieBenden Hitzeschock fiir 45 Sekunden bei 42 °C
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folgte ein weiterer Inkubationsschritt fiir 2 Minuten auf Eis. AnschlieBend wurde der
Transformationsansatz in 900 pl vorgewédrmten SOC-Medium aufgenommen und fiir 1 Stunde
bei 37 °C und 300 rpm inkubiert. AbschlieBend wurden 100 pl der Bakteriensuspension auf
LB-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

Die Transformation des Plasmids durch Hitzeschock in E. coli One Shot™ TOPI10 erfolgte

nach Angaben des Herstellers der Firma Invitrogen.*%®
2.2.3.3 RNA-Extraktion aus humanen Hepatomazellen

Zunidchst wurden humane Hepatomazellen auf 6-Well Gewebekulturplatten oder 6 cm
Gewebekulturschalen ausgesit und bis zu einer Konfluenz von etwa 60 bis 80 % kultiviert. Zur
Extraktion der mRNA wurde das Zellkulturmedium entfernt und die Zellen mit Hilfe eines
Zellschabers in 350 ul RLT-Puffer, versetzt mit f-Mercaptoethanol (1:100), pro Well bzw. pro
Schale lysiert. Zur Homogenisierung wurde das gesamte Zelllysat auf die QIAshredder Saulen
aufgetragen und anschlieBend nach Angaben des Herstellers mittels miRNeasy Mini Kit
extrahiert und aufgereinigt. Die mRNA wurde in 30-60 pl HoOve von der Sdule eluiert und die

Konzentration mittels Spektralphotometrie bei einer Extinktion von AOD2eo nm bestimmt.
2.2.3.4 Reverse Transkription der extrahierten mRNA

Die Reverse Transkription der isolierten mRNA in complementary DNA (cDNA) erfolgte
mittels des Quantitect Reverse Transcription Kits. Die Reverse Transkription in cDNA erfolgte
aus 1 pg zuvor isolierter mRNA nach Herstellerangaben. Hierzu wurden Kontaminationen mit
genomischer DNA durch den Einsatz eines wipeout Puffers zundchst entfernt. AnschlieBend
wurden Oligo-dT-Primer, Puffer mit RNase-Inhibitoren und Reverser Transkriptase
hinzugesetzt und fiir 30 Minuten bei 42 °C inkubiert. Um die Reinheit der Synthese zu
kontrollieren diente jeweils ein entsprechender Ansatz ohne Zugabe von Reverser
Transkriptase. Die Inaktivierung der Reversen Transkriptase erfolgte bei 95 °C fiir 3 Minuten.
AbschlieBend wurde die cDNA in 100 pl H2Ove aufgenommen und mittels RT-PCR

quantifiziert.
2.2.3.5 Real-Time PCR (RT-PCR)

Basierend auf dem Prinzip der konventionellen PCR ist die RT-PCR eine Methode zur
parallelen in vitro Amplifikation in Echtzeit sowie zur Quantifizierung bestimmter
Nukleinsdureabschnitte, vermittelt durch DNA-Polymerasen sowie durch

Fluoreszenzsignale.*?*4%4
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Fiir RT-PCR Analysen wurde der DNA-interkalierende Reporterfarbstoff SYBR-Green I
verwendet. Dieser bildet sequenzunabhingige Fluorochrom-Komplexe durch spezifische
Bindung an die kleine Furche doppelstraingiger DNA und hat ein charakteristisches
Anregungsspektrum bei einer Wellenldnge von 494 nm sowie ein Emissionsspektrum bei
521 nm. Die Fluoreszenzintensitéit des Farbstoffs steigt proportional zu der Konzentration des
zu amplifizierenden Nukleinsdurefragments. Von entscheidender Bedeutung bei der RT-PCR
ist das Design sequenzspezifischer Primer, die das gewiinschte zu amplifizierende Gen
generieren. Dies erfolgte mittels des Primer-Blast der Datenbank Pubmed. Hiermit wurde zum
einen die Neigung zur Ausbildung von unspezifischen Sekundérstrukturen, wie Primer-
Dimeren, minimiert und zum anderen ein GC-Gehalt von etwa 50 %, eine Schmelztemperatur
von etwa 59 °C sowie eine Lange des Amplifikats von 90 bis 120 bp sichergestellt. Die
Synthese und Bereitstellung der spezifischen Oligonukleotide (Tabelle 14) erfolgte durch die
Firma Eurofins MWG, HPSF gereinigt. Die Spezifitit der Oligonukleotide erfolgte mittels einer

Schmelzkurven-Analyse.

Die Messungen erfolgten mittels ViiA™?7 Real Time PCR Sytstem in Mikrotiterplatten. Jeder
RT-PCR-Ansatz hatte ein Endvolumen von 25 pl. Das Volumen der einzelnen Komponenten

ist der Tabelle 20 und das Standard-Programm der RT-PCR der Tabelle 21 zu entnehmen.

Tabelle 20: Volumen der einzelnen Komponenten in einem RT-PCR-Ansatz.

Komponente Volumen
cDNA (1:6 verdiinnt in H2Ovk) 1,2 ul
Oligonukleotid-Primer sense (10 pmol) I ul

Oligonukleotid-Primer antisense (10 pmol) I ul

SYBR Green PCR Mastermix 12,5 ul

H>Ove ad 20 pul
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Tabelle 21: RT-PCR-Programm zur DNA-Amplifikation.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklen [Anzahl]
[1] Initiale Denaturierung 95 10 1
[2] Denaturierung 95 15 sec 1
[3] Annealing 60 1
} 4
[4] Elongation 60 1

[5] Schmelzkurvenanalyse 70 15 sec 1

Die Quantifizierung der Daten erfolgte mit Hilfe der ViiA™?7 RUO Software 2010 der Firma
Applied Biosystems sowie der ACt-Methode nach Lang und Heeg, 1998.4* Als Referenz
wurde humanes SDHA (Succinat-Dehydrogenase-Komplex, Untereinheit A) hinzugezogen.
Der Cr-Wert (cycle threshold) basiert auf der Anzahl der Zyklen, bei dem das analysierte
Fluoreszenzsignal das exponentielle Wachstum der Standardkurve einen signifikanten
Schwellenwert iibersteigt. Dieser wurde ermittelt durch die Subtraktion der Referenz, des

Housekeeping-Gens, von dem Cr-Wert des amplifizierten DNA-Fragments.
2.2.4 RNA Interferenz

2.2.4.1 Transfektion von spezifischer siRNA zum gezielten knockdown von Genen in

Hepatomazellen

Um die Funktion von spezifischen Genen sowie dessen codierter Proteine zu analysieren
wurden in dieser Arbeit gezielte knockdown-Studien von Genen mittels spezifischer small

interfering RNA (siRNA) der Firma Dharmacon durchgefiihrt (Tabelle 7).

In eukaryotischen Zellen fiihrt die RNA Interferenz (RNAi) zu einem gezielten
sequenzspezifischen posttranskriptionellen Ausschalten von Genen (Gene Silencing) durch
eine von interfering RNA Fragmenten (siRNA) vermittelte sequenzspezifische Degradierung
der komplementiren mRNA des entsprechenden Gens.*?¢*?” RNA Interferenz ist ein
evolutionir konservierter Mechanismus zur Abwehr viraler Infektionen,**® sowie zum Schutz

des Genoms vor Instabilitit durch repetitive Sequenzen oder Transposons.*>*#3

Initiatoren der Herabregulation der entsprechenden Gene sind kurze siRNAs, bestehend aus 21-
22 Nukleotiden mit einem 3" positioniertem Uberhang von zwei Nukleotiden.*! Sie werden
aus langeren doppelstrangigen RNAs (dsRNA) durch einen Multienzym-Komplex, aus einer
ATP-abhingige Ribonuklease III sowie einer Helikase (genannt Dicer) generiert.**? siRNAs
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werden schlieBlich durch einen weiteren Multienzym-Komplex, RISC (RNA-induced silencing
complex) erkannt,*® entwunden und in Einzelstringe zerlegt, die dann wiederum
komplementire mRNA-Stringe erkennen*** und von entscheidender Bedeutung fiir die
Degradierung der Ziel-mRNA sind. Die Expression des entsprechenden Gens wird somit

inhibiert, #3436

In dieser Arbeit wurde synthetisch hergestellte siRNA mittels Transfektion in die
Hepatomazellen eingebracht. Diese siRNA wurde chemisch so modifiziert, dass sie von
Nukleasen der Hepatomazellen nicht abgebaut wird.*” Hierzu wurden die Hepatomazellen
zunéchst in 6-Well Gewebekulturplatten ausgesit und fiir 24 Stunden bei 5 % COz und 37 °C
kultiviert. Daran anschlieBend erfolgte die Transfektion der spezifischen siRNA unter
Verwendung des Transfektionsreagenzes Dharmafect 4. Hierzu wurde zunédchst die
entsprechende siRNA sowie ein Kontroll-Mix aus drei Non-Targeting siRNAs 1, 3 und 5 mit
1 x siRNA Puffer auf eine Konzentration von 5 uM verdiinnt. AnschlieBend wurde Antibiotika-
freies OptiIMEM mit verdiinnter siRNA, verdinntem Kontroll-siRNA-Mix und
Transfektionsreagenz, entsprechend der Herstellerangaben, versetzt und fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde das mit Dharmafect versetzte OptiMEM jeweils in
einem vom Hersteller-entsprechenden Volumen zu den siRNA Ansdtzen und einer siRNA-
freien Kontrolle gegeben und zur Komplexbildung fiir weitere 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von Antibiotika-freiem Kulturmedium zu jedem
Ansatz, die Verteilung auf die zu transfizierenden Zellen mit jeweils 2 ml pro Well und eine
Inkubation flir 6 Stunden. Nach dieser Inkubationszeit wurde das Medium durch Antibiotika-
freies Kulturmedium ersetzt und die Zellen fiir 72 Stunden mit tdglichem Mediumwechsel

kultiviert.
2.2.5 Proteinbiochemische Methoden
2.2.5.1 Zellaufschluss humaner Hepatomazellen zur Extraktion von Proteinen

Die Hepatomazellen wurden auf 6-Well Gewebekulturplatten oder 6 cm Gewebekulturschalen
ausgesit und bis zu einer Konfluenz von etwa 70 bis 80 % kultiviert. Die adhirenten
Hepatomazellen wurden einmalig mit 4 °C kaltem 1 x PBS, supplementiert mit 0,1 mM
Na3zVOs, gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers in einem
Volumen von 120 pl pro Well bzw. pro Schale des Triton-Lyse-Puffers (mTLP) vom Boden
abgeldst, geerntet und in ein 1,5 ml Reaktionsgefall iiberfiihrt. Nach kréftigem Vortexen

erfolgte zur vollstdndigen Lyse eine Inkubation fiir 10 Minuten auf Eis. Abschliefend wurden
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die Zelllysate fiir 15 Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Die auf diesem Weg isolierten Proteine wurden bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C asserviert.
2.2.5.2 Isolation von Kernextrakten humaner Hepatomazellen

Humane Hepatomazellen wurden zunichst auf 10 cm Gewebekulturschalen ausgesit und bis
zu einer Konfluenz von etwa 70 bis 80 % kultiviert. Die sich daran anschlieBende Priaparation
der Kernextrakte erfolgte nach Andrews und Faller, 1991.%® Hierzu wurde zunichst altes
Zellkulturmedium entfernt und die Zellen einmalig mit 4 °C kaltem 1 x PBS, supplementiert
mit 0,1 mM Na3VOs4, gewaschen. Anschlieend wurden die Hepatomazellen mit Hilfe eines
Zellschabers vom Boden abgeldst, geerntet und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Die
Zellen wurden sedimentiert (2 Minuten, 14.000 rpm, 4 °C) und der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde in 400 pul hypoosmolarem Puffer A" aufgenommen und fiir 10 Minuten zur
vollstdndigen Lyse der Zellen auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zelllysate erneut
zentrifugiert (2 Minuten, 14.000 rpm, 4 °C), in 50-100 ul Puffer C* resuspendiert (abhéngig
von der Grofe des Pellets) und fiir weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. AbschlieBend erfolgte
ein letzter Zentrifugationsschritt fiir 2 Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C, der Uberstand wurde
von dem Pellet separiert und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdl} iiberfiihrt. Bis zur weiteren

Verwendung wurden die Kernextrakte bei -20 °C gelagert.
2.2.5.3 Bestimmung des Proteingehalts nach Bradford

Die Bestimmung der Konzentration der zuvor isolierten Proteine bzw. Kernextrakte erfolgte
nach Bradford, 1976.**° Bei diesem Bradford-Protein-Assay handelt es sich um eine
quantitative, spektralphotometrische Methode zur Bestimmung des Proteingehalts, basierend
auf dem Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blue. Dieser Triphenylmethanfarbstoff bildet in saurer
Losung Komplexe mit den kationischen, hydrophoben sowie nichtpolaren Seitenketten der
Proteine und besitzt in dieser Form ein Absorptionsspektrum mit einem Maximum bei 465 nm.
Durch die gebildeten Komplexe mit den Proteinen verschiebt sich das Absorptionsmaximum,
aufgrund der stabilisierten anionischen, unprotonierten Sulfonatform des Farbstoffs, auf
595 nm.*° Die Zunahme der Extinktion wird spektralphotometrisch bei 595 nm, im Ultrospec
2100 pro der Firma Amersham, GE Healthcare, gemessen. Das Verhéltnis von gebundenem
Protein-Farbstoftkomplex zu ungebundenem Farbstoff reprédsentiert hierbei das Mal3 der
Proteinkonzentration in der Losung. Das hierzu benétigte Bradford-Protein-Assay wurde von

der Firma Bio-Rad bezogen und nach Herstellerangaben verwendet.**
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2.2.5.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die denaturierende Auftrennung der zuvor extrahierten Proteine erfolgte mittels
diskontinuierlicher Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, entsprechend

0.4% Hierbei werden

ihres Molekulargewichts in einem elektrischen Feld nach Laemmli, 197
die negativ geladenen Proteine im Sammelgel zundchst konzentriert und im Trenngel
schlieBlich der Grofe nach aufgetrennt. Dabei spielt der unterschiedliche pH-Wert sowie die

unterschiedliche PorengrdBe und Ionenstirke eine entscheidende Rolle.**®

Zunichst wurden jeweils 30-60 pg Protein (abhédngig vom Experiment) mit mTLP auf ein
gleiches Volumen eingestellt und im Verhédltnis 3:1 mit 4 x Laemmli-Puffer versetzt.
Anschlieend wurden die Proteine fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert, abgekiihlt und auf das
Polyacrylamidgel aufgetragen. Entsprechend der Grof3e der zu detektierenden Proteine betrug
der prozentuale Anteil der Polyacrylamid-Trenngele 12 %, wihrend die Sammelgele 5 %
Polyacrylamid aufwiesen. Zur Bestimmung der ProteingroBe wurde stets der Grolenmarker
Precision Plus Protein™ Dual Color Standard mitgefiihrt. Die Elektrophorese erfolgte abhéingig
von der Gelgrofle bei konstanter Spannung von zunéchst 80-100 V bis zum Erreichen des
Trenngels und dann zwischen 160 und 240V fir 4 bzw. 6 Stunden in der

Elektrophoresekammer der Firma Biometra/Bio-Rad.
2.2.5.5 Semi-dry Western Blot

Mittels des Semi-dry Western Blots wurden die aufgetrennten Proteine auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran der Firma Amersham, GE Healthcare, transferiert.
Whatman-Paper wurde in drei Puffersystemen mit unterschiedlicher Ionenstirke (Anoden-
Puffer [ und II, Kathodenpuffer) getriankt, um den Stromfluss zwischen den Elektroden wihrend
dem Proteintransfer sicherzustellen. Der Proteintransfer erfolgte bei konstanter Stromstérke I,

die nach der folgenden Formel berechnet wurde:
I [mA] = Flache der Membran [cm2] X 0,8

Die Dauer des Transfers war abhidngig von der GroBe der zu detektierenden Proteine und

variierte zwischen 1,5 und 2 Stunden.
2.2.5.6 Immundetektion und Chemilumineszenz

Zum Absittigen unspezifischer Bindungsstellen wurde die PVDF-Membran im Anschluss an
den Proteintransfer fiir eine Stunde bei Raumtemperatur unter Schiitteln in Blockingpuffer

inkubiert. Die Bindung des primédren Antikérpers (1:1000 verdiinnt in TBS-T) erfolgte tiber

109



Material und Methoden

Nacht bei 4 °C unter Schiitteln. Die Reaktion mit dem entsprechenden Sekundéarantikorper, der
an eine horseradish peroxidase (HRP) konjugiert ist, erfolgte in einer Verdliinnung von 1:3000
in TBS-T fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Dabei wurden nicht-gebundene, iiberschiissige

Antikorper jeweils durch dreimaliges Waschen mit TBS-T fiir 20 Minuten entfernt.

Die anschlieBende Immundetektion erfolgte durch enzymatische Erzeugung von
Chemilumineszenz unter Verwendung von Western Lightning Plus ECL Substrat.**!**? Die

Entwicklung des Filmes erfolgte schlielich in der Image Station der Firma Kodak.

Zur mehrfachen Immundetektion unterschiedlicher Proteine auf einer Membran, erfolgte das
Entfernen der gebildeten Antikdrper-Protein-Komplexe von der Membran mittels ReBlot Plus

Strong Antibody Stripping Solution, fir 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Schiitteln.
2.2.6 Immunologische Methoden
2.2.6.1 FACS (fluorescence activated cell sorting)*+

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie erfolgt die Analyse einzelner Zellen entsprechend ihrer
relativen GrofBe, Granularitit, Fluoreszenzintensitit und interner Komplexitit, aufgrund
zelltypisch spezifischer Fluoreszenz- und Streuungscharakteristika. Durch den in der
Messkiivette aufgebauten Uberdruck werden die Zellen einer Suspension beschleunigt und
aufgrund der hydrodynamischen Fokussierung des Hiillstroms einzeln an einem Laserstrahl

vorbeigeleitet und durch einen Detektor ausgewertet,*4+446

In dieser Arbeit durchgefiihrte durchflusszytometrische Analysen erfolgten am FACSCanto™
II der Firma BD.** Die optischen Komponenten dieses Gerits bestehen aus drei Lasern. Aus
einem blauen und violetten Festkdrperlaser mit einer Leistung von 20 mW bzw. 30 mW und
einem roten Helium-Neon-Laser mit einer Leistung von 17 mW, die in der Lage sind Licht bei
488 nm, 405 nm bzw. 633 nm zu emittieren.**® Die Streuung des Laserlichts erfolgt durch das
VorbeiflieBen einzelner Zellen. Die dabei entstandene Energie wird in Form von Photonen von
Fluorochromen absorbiert und mit geringerer Energie und groBerer Wellenlinge an den
Detektor weitergeleitet und von diesem analysiert, intensiviert und digitalisiert. Das
Vorwirtsstreulicht (FSC: forward scatter) dient dabei als MaB} fiir die GréBe, und das

Seitwirtstreulicht (SSC: side scatter) fiir die Granularitit der Zelle.*#>44

Um die quantitative Expressionsstérke spezifischer Oberflichenantigene auf Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten in dieser Arbeit nachzuweisen, wurden diese mit spezifischen Anti-
humanen Antikorpern, die an die Fluoreszenzfarbstoffe Allophycocyanin (APC), Fluorescein

Isothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) gekoppelt sind, markiert. Diese Fluoreszenzen
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werden durch 10 Kanidle mit unterschiedlichen Emissionsmaxima des FACSCanto™ ]I

erfasst, 43446

2.2.6.2 Vorbereitung humaner CD14" Makrophagen fiir durchflusszytometrische

Messungen

Alle FACS-Vorbereitungen wurden, falls nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur
durchgefiihrt, um ein Internalisieren der Oberflichenrezeptoren CXCR4 und CCRS5 zu
unterbinden. Jeweils drei Inserts mit gleichen Kultivierungsbedingungen und
Stimulationskonditionen wurden gepoolt, um eine ausreichende Zellmenge fiir die FACS-
Messungen zu gewihrleisten. Zunichst wurde altes Zellkulturmedium abgenommen, die Inserts
mit adhdrierten Makrophagen in eine neue 6-Well Gewebekulturplatte tiberfiihrt und zweimalig
mit PBS w/o Ca*"Mg?* gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen vorsichtig mit Hilfe eines
Zellschabers in erwiarmtem FACS-Puffer von der Membran abgelost, abgespiilt und gepoolt.
Die so gewonnene Zellsuspension wurde anschlieend in die mit FACS-Puffer vorbereiteten
FACS-Rohrchen tberfithrt und fiir 10 Minuten bei 1.500 rpm zentrifugiert. Im Anschluss
wurden die Zellen in 200 pl Fixierlosung fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, mit
FACS-Puffer gewaschen und erneut fiir 5 Minuten bei 1.500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und das Zellpellet in einem Volumen von 100 pl in FACS-Puffer verdiinnter

Antikorperlosung, entsprechend dem Schema in Tabelle 22, lichtgeschiitzt inkubiert.

Tabelle 22: Antikorperfirbung humaner CD14* Makrophagen.

Antikorper Verdiinnung Inkubationszeit Inkubationstemperatur
Maus IgGla kappa  1:10 30 Minuten 4°C

CDl1l1c PE

Maus IgGla kappa  1:100 30 Minuten 4°C

CD14 PE

Maus IgGla kappa  1:5 30 Minuten 4°C

CD163 PE

Maus IgG2a kappa  1:20 60 Minuten Raumtemperatur
CD184 PE

Maus IgG2a kappa  1:20 60 Minuten Raumtemperatur
CD195 FITC
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Maus IgGla kappa  1:100 30 Minuten 4°C
PE

Maus IgG2a kappa  1:100 30 Minuten 4°C
FITC

Maus IgG2a kappa  1:100 30 Minuten 4°C
PE

Nach erfolgter Antikorperfirbung wurden die Zellen dreimalig mit FACS-Puffer und
anschliefender Zentrifugation (5 Minuten, 1.500 rpm) gewaschen, um {iiberschiissige
Antikorper zu entfernen. Fiir die FACS-Messungen wurde das Zellpellet schlieBlich in 250 pl

FACS-Puffer aufgenommen und die Fluoreszenzintensititen im FACSCanto™ II gemessen.

Die Analyse und Darstellung der digitalisierten Daten erfolgte mittels der FlowJo Software
(Version 7.6.1) als Histogramm. Hierzu wurde die Zellzahl auf der Y-Achse gegeniiber dem
Fluorochrom-Signal auf der X-Achse aufgetragen oder ein Dot Plot Diagramm
(zweidimensionale Punktwolke) erstellt, bei dem sowohl auf der X-Achse als auch auf der Y-
Achse jeweils ein Fluoreszenzkanal gegeneinander aufgetragen wurde. Jeder Punkt
repriasentiert in diesem Diagramm eine einzelne Zelle. Die Expressionsstirke des
Oberflachenantigens wurde durch den geometrischen Mean der mittleren Fluoreszenzintensitit

angegeben.

2.2.6.3 Vorbereitung neutrophiler Granulozyten fiir durchflusszytometrische

Messungen

Alle FACS-Vorbereitungen wurden bei 4 °C oder auf Eis durchgefiihrt. Jeweils zwei 6 cm
Gewebekulturschalen wurden, um eine ausreichende Zelldichte fiir die FACS-Analysen zu
gewihrleisten, gepoolt. Hierzu wurde zunichst altes Zellkulturmedium abgenommen und die
adhirierten Zellen zweimalig mit PBS w/o Ca®"/Mg>" gewaschen. AnschlieBend wurden die
Zellen vorsichtig mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden abgeldst, in FACS-Puffer
resuspendiert und in die mit FACS-Puffer vorbereiteten FACS-Rohrchen iiberfiithrt und
zentrifugiert (10 Minuten, 1.500 rpm). Im Anschluss wurden die Zellen in 200 pl Fixierlosung
fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, mit FACS-Puffer gewaschen und erneut fiir
5 Minuten bei 1.500 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde entsprechend dem Schema in
Tabelle 23 in einem Volumen von 100 pl in FACS-Puffer verdiinnter Antikorperlosung
lichtgeschiitzt inkubiert.
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Tabelle 23: Antikérperfirbung neutrophiler Granulozyten.

Antikorper Verdiinnung Inkubationszeit Inkubationstemperatur
Maus IgM CD15 1:11 10 Minuten 4°C

APC

Maus IgM APC 1:11 10 Minuten 4°C

Die weitere Behandlung der Zellen, die anschlieBende Messung am FACSCanto™ II sowie die
Analyse und Darstellung der digitalisierten Daten mittels der FlowJo Software (Version 7.6.1)
entsprach dem Vorgehen in Abschnitt 2.2.6.2.

2.2.6.4 Indirekte Immunofluoreszenz und konfokale Laser Scanning Mikroskopie

Bei der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie kommt es, nicht wie bei der konventionellen
Lichtmikroskopie zu einer vollstindigen Messung aller Objektpunkte gleichzeitig, sondern zu
einer seriellen, punktuellen Bestrahlung der Probe. Das durch das Laserlicht erzeugte
reflektierte Licht oder die Fluoreszenz wird hierbei punkt- und zeilenweise abgetastet und
erzeugt einen optischen Schnitt, der schlieBlich zur Konstruktion eines hochaufgelosten
kontrastreichen Abbildes der Probe fiihrt. Dazu wird die Fokusebene schrittweise verschoben
und die Bilder zu einem dreidimensionalen Bildstapel zusammengesetzt und digitalisiert.
Emittiertes und reflektiertes Licht der Probe wird hierbei aufgrund der zur Fokusebene
konjugiert angeordneten konfokalen Blende aus einer einzigen Ebene gesammelt, Licht aus

anderen Ebenen wird hingegen inhibiert und nicht vom Detektor erkannt. #7448

In dieser Arbeit wurde das konfokale Laser Scanning Mikroskop (META 510) der Firma Zeiss
verwendet. Um Fluoreszenzfarbstoffe sowie fluoreszierende Proteine anzuregen besitzt das
Mikroskop einen Argon-Laser, der Licht bei 405 nm, 458 nm, 488 nm und 514 nm emittiert
sowie zwel Helium-Neon-Laser, die Licht bei 543 nm und 633 nm aussenden. Durch einen
acousto-optic modulator (AOM) bzw. AOTF (acousto-optic tunable filter) wird die Intensitét

der jeweiligen Wellenlinge moduliert. #7448

Die humanen Hepatomazellen der Linie Huh-7.5 wurden fiir Inmunofluoreszenzfiarbungen auf
eine Zelldichte von 0,052 x 10° Zellen/ml eingestellt und mit jeweils 1 ml auf sterilen
Deckglédschen in einer 24-Well Gewebekulturplatte ausgesit. Die anschlieende Kultivierung
erfolgte zundchst fiir 24 Stunden und nach erfolgter Infektion der Zellen mit 2 MOI des
Hepatitis C Virus vom Genotyp 2a (Stamm JC1) fiir weitere 72 Stunden bis zu einer Konfluenz

von etwa 60-80 % in einer wasserdampfgesittigten Atmosphire bei 5 % CO; und 37 °C.
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Fiir die Farbung wurde zunichst altes Zellkulturmedium entfernt und die Zellen zweimalig mit
37°C erwdrmtem PBS w/o Ca**/Mg*" gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit
eiskaltem Methanol fiir 30 Sekunden fixiert und aufgrund charakteristischer Eigenschaften des
Methanols parallel permeabilisiert. Dies ermdglicht schlieBlich die Farbung endogener Proteine
von Interesse. Nach zweimaligem Waschen der Deckgldschen mit 4 °C kaltem
PBS w/o Ca?"/Mg?" wurde unspezifisches Binden des Antikorpers durch den Einsatz von
Blockierungspuffer (PBS w/o Ca**/Mg** supplementiert mit 5 % FCS) fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur unterbunden. AnschlieSend wurden die Deckglidschen in eine Feuchtkammer
tiberfiihrt und die Zellen fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur mit dem Primérantikorper inkubiert.
Hierzu wurde der monoklonale Anti-HCV NS5A Antikorper 1:200 in Blockierungspuffer
verdlinnt und 50 pl pro Deckglidschen aufgetragen. AnschlieBend wurden die Zellen einmal
kurz und dreimalig fiir jeweils 10 Minuten mit kaltem PBS w/o Ca*’Mg*" gewaschen. Dies
entfernt {berschiissige, ungebundene Antikorper. Danach erfolgte die lichtgeschiitzte
Inkubation der Zellen mit dem Fluoreszenz-gekoppelten Sekundirantikdrper, versetzt mit dem
Kernfarbstoff DAPI (1:20.000), der ebenfalls in Blockierungspuffer verdiinnt wurde, fiir
1 Stunde auf Eis. Nachfolgend wurden die Zellen erneut einmal kurz und dreimalig fiir jeweils
10 Minuten mit kaltem PBS w/o Ca®"/Mg?" gewaschen. Um die Kristalle des PBS zu entfernen
erfolgte schlieBlich ein Waschschritt mit H2Ove flir 2 Minuten. Die Deckgldschen wurden nach
kurzfristigem Abtauchen in Ethanol an der Luft getrocknet, in Mounting Medium eingedeckelt
und konserviert. Um die Spezifitit der Farbungen zu kontrollieren wurden jeweils
entsprechende Férbungen ohne den Primérantikorper als Negativkontrolle mitgefiihrt. Die
Rénder der Deckgldschen wurden schlieBlich mit Nagellack fixiert und abgedichtet. Die
Lagerung der Deckglédschen erfolgte bis zur Mikroskopie lichtgeschiitzt bei 4 °C.

Die Analyse der Farbung erfolgte mittels LSM. Die Exzitationsmaxima und Emissionsmaxima
der verwendeten Fluorophore sind in der Tabelle 24 zusammengefasst. Die Steuerung der
Komponenten sowie die Bildaufnahmen (63-fach vergrofert) erfolgten mit Hilfe der
AxioVision Software (Version 4.8) der Firma Zeiss. Zur Vermeidung von Interferenzen der
verschiedenen Farbstoffe wurden die Kanidle mittels eines Multitrack-Modus voneinander

getrennt.
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Tabelle 24: Verwendete Fluorophore zur Immunofluoreszenzfiarbung.

Fluorophor Exzitationsmaximum [nm] Emissionsmaximum [nm]
Dye 490 525
DAPI 358 461

2.2.6.5 Quantitative Messung der Proteine CXCLS8 und EGF mittels ELISA-Analysen

Eine quantitative Methode zum Nachweis von Proteinen ist der enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA).*°** Dazu werden zunichst 96-Well Gewebekulturplatten mit einem
spezifischen Primérantikorper (Capture Antibody) gegen das nachzuweisende Protein
beschichtet (Abbildung 19A). Anschlieend werden die zu untersuchenden Proben sowie ein
vom Hersteller stammender Standard in die Wells aufgetragen und das Zielprotein bzw.
Zielantigen durch den immobilisierten Antikdrper gebunden (Abbildung 19B). Nach Waschen
der Wells, zum Entfernen ungebundener Bestandteile der Proben, erfolgt die Zugabe eines
entsprechenden biotinylierten Enzym-gekoppelten Sekundérantikérpers zur Detektion
(Detection Antibody; Abbildung 19C). Dieser bindet hierbei an ein anderes Epitop des Antigens
und es entsteht ein Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex. Durch erneutes Waschen der
Wells werden {iberschiissige, ungebundene Antikorper entfernt. Durch die Zugabe von
Streptavidin- bzw. Avidin-HRP-Konjugat kommt es zur Bindung mehrerer Molekiile des
biotinylierten Detektionsantikdrpers und damit zu einer Signalverstarkung (Abbildung 19D).
Zum Schluss werden die Wells noch mit einer Substrat-Losung inkubiert. Das Substrat wird
hierbei durch das Reporterenzym zu einem Farbstoff umgesetzt, welcher proportional zur
Menge an gebundenem Protein ist. Durch Abstoppen der Reaktion erfolgt ein Farbumschlag
von blau zu gelb, dessen Intensitdt photometrisch bei 450 nm gemessen wird (Abbildung 19E).
Durch den vom Hersteller mitgefiihrten Standard wird zunichst dessen Regression und

schlieBlich die Menge an Antigen berechnet.*** !

A B C D E
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Abbildung 19: Schema des enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). A Beschichtung der 96-Well

Gewebekulturplatte mit dem Primérantikorper. B Bindung des Zielantigens an den immobilisierten
Primérantikdrper. C Zugabe des Enzym-gekoppelten Sekundérantikdrpers und Entstehung des Antikorper-
Antigen-Antikdrper-Komplexes. D Zugabe von Streptavidin- bzw. Avidin-HRP-Konjugat zur Signalverstarkung.
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E Inkubation mit Substrat-Lésung und Umsetzung in einen blauen Farbstoff. Abstoppen der Reaktion sowie
anschlieBende photometrische Messung des Farbumschlags. Abbildung modifiziert nach dem Original mit
freundlicher Genehmigung von Abcam: ab100504-EGF Human ELISA Kit, Instructions for Use, Version 4, Last
Updated 05 August 2014, abcam,*? Copyright (2014).

Der quantitative Nachweis von CXCL8 und EGF erfolgte zum einen in konditionierten
Zellkulturiiberstdnden (vgl. Abschnitt 2.2.1.8), 1:100 verdiinnt in entsprechendem Diluent des
Herstellers, zum anderen in unverdiinnten Serumproben HCV-infizierter bzw. nicht-infizierter

Patienten, nach Herstellerangaben der Firma abcam (EGF)*? bzw. eBioscience (CXCLS).%?
2.2.6.6 Proteome Profiler Human Chemokine Array

Bei dem Proteome Profiler Human Chemokine Array handelt es sich um ein Sandwich
Immunassay basierend auf einer Nitrozellulosemembran, die in einer Spot-Doppelbestimmung
mit den entsprechenden Capture-Antikorpern zur Analyse der Zielproteine konjugiert ist.
Hiermit ist es moglich parallel Differenzen in der relativen Expression 31 unterschiedlicher

humaner Chemokine in einer einzelnen Probe zu analysieren.***

Hierzu wurden zunéchst die Zellkulturiiberstinde (vgl. Abschnitt 2.2.1.8) mit einem Cocktail
aus biotinylierten Detektionsantikorpern gemixt und anschlieBend mit der Array-Membran liber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Uberschiissige, ungebundene Antikorper wurden schlieBlich von der
Membran gewaschen und die Capture-Antikérper durch Streptavidin-HRP sowie
Chemilumineszenz Detektionsreagenzien in der Image Station der Firma Kodak nach vom
Hersteller definierter Exposition (1-10 Minuten) visualisiert. Hierbei erzeugt jeder Capture-
Spot auf der Membran ein Signal, welches proportional zur Menge an gebundenem Protein ist.

Die genaue Durchfiihrung erfolgte nach Herstellerangaben.*>

Die Analyse der Daten erfolgte durch exaktes Positionieren einer vom Hersteller stammenden,
transparenten Schablone, auf den positiven Referenzpunkten mit den Koordinaten A1-2, A19-
20, G1-2 und den negativen Referenzpunkten mit den Koordinaten F9-10. Das Identifizieren
des entsprechenden Chemkokins erfolgte iiber die vom Hersteller angegebenen Koordinaten

(Tabelle 26).** Das Schema der Schablone ist der Abbildung 20 zu entnehmen.
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Human Chemokine Array Koordinaten

N Mg NS S8 NYR"R

Abbildung 20: Schema der Schablone zur Analyse der Daten des Proteome Profiler Human Chemokine
Arrays. Die Kreise reprisentieren die 31 verschiedenen Capture-Antikdrper auf der Nitrozellulosemembran, die
wiederum fiir die einzelnen Chemokine stehen. Als Referenzspots dienen die Punkte mit den Koordinaten A1-2,
A19-20 sowie G1-2, die zum einen zum exakten Positionieren der Schablone und zum Identifizieren der einzelnen
Chemokine iiber die entsprechenden Koordinaten dienen und zum anderen nachweisen, dass der Array
funktionstiichtig war. Als Negativkontrollpunkte dienten die Capture-Antikorper mit den Koordinaten F9-10.
Abbildung iibernommen und modifiziert mit freundlicher Genehmigung von R&D Systems: Proteome Profiler
Array, Human Chemokine Array Kit, Catalog Number ARY017 2014, R&D Systems,*>* Copyright (2014).

Die densitometrische Analyse der Chemokinexpressionen erfolgte mit Hilfe der Molecular
Imaging Software (Version 4.0.3) der Firma Kodak. Hierzu wurde zunéchst die relative
Pixeldichte der einzelnen Chemokinpunkte, der positiven und negativen Referenzpunkte sowie
des Hintergrunds bestimmt. AbschlieBend wurde der Mittelwert der negativen Referenzpunkte

von der Summe der Pixeldichte der einzelnen Chemokinpunkte subtrahiert und durch den

Mittelwert der positiven Referenzpunkte dividiert.
2.2.7 Virus Hepatitis Systeme
2.2.7.1 Hepatitis C Virus Infektionssystem

Zur Analyse des gesamten viralen Lebenszyklus wurde in dieser Arbeit das Hepatitis C Virus
Infektionssystem verwendet. Zur Produktion von cell culture derived HCV Partikeln basierend

auf dem Genotyp 2a des JFH-1-Klons und Derivaten'®-*"

wurde das virale Volllaingen-Genom
des JFH-1-Klons zunichst in vitro transkribiert und anschlieBend durch Elektroporation in die
humane Hepatomazelllinie Huh-7.5 transfiziert. Nachfolgend wurden die synthetisierten
Virionen aus den Zellkulturiiberstdnden extrahiert und die MOI zur Infektion von naiven Huh-

7.5 Hepatomazellen mittels eines TCID50-Assays bestimmt.
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In vitro Transkription von Vollliingen HCV RNA

Zunéchst wurde das HCV JC1 Plasmid (Tabelle 13) in E. coli IM109 oder E. coli One Shot®
TOP10 durch Hitzeschock transformiert (vgl. Abschnitt 2.2.3.2) und vermehrt. Die Plasmid-
Isolation erfolgte, wie unter Abschnitt 2.2.3 beschrieben, je nach Mafistab der angesetzten
Kultur. Fiir die sich daran anschlieBende in vitro Transkription wurden zunéchst 10 pg virale
DNA linearisiert. Dies wurde durch enzymatischen Verdau mit dem Restriktionsenzym Mlul
der Firma New England Biolabs fiir eine Stunde bei 37 °C erzielt. Mittels des QIAquick PCR
Purification Kits wurde die DNA schlieflich aufgereinigt und in 60 ul H>Ovg eluiert.
AnschlieBend erfolgte die in vitro Transkription durch die T7-RNA-Polymerase fiir 3 Stunden
bei 37 °C. Das Volumen der einzelnen Komponenten in einem Ansatz fiir die in vitro
Transkription ist der Tabelle 25 zu entnehmen. AnschlieBend wurden weitere 2 ul T7-RNA-
Polymerase hinzugesetzt und die Inkubation iiber Nacht bei 37 °C fortgefiihrt. Der Verdau der
restlichen DNA erfolgte durch die Zugabe von 2,5 pl DNase [3 U/ml] fiir 30 Minuten bei 37 °C.
Die Aufreinigung der auf diesem Weg transkribierten RNA erfolgte mittels RNeasy Mini Kit
der Firma Qiagen. Abschlieend wurde die Konzentration der RNA spektralphotometrisch im
NanoDrop 1000 bei einer Extinktion von 260 nm bestimmt. Die Lagerung der RNA erfolgte

bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C.

Tabelle 25: Volumen der einzelnen Komponenten in einem Ansatz fiir die in vitro Transkription.

Komponente Volumen
5 x RRL-Puffer 20 ul
rNTPs [jeweils 25 mM] 12,5 ul
RNasin [40 U/ml] 2,5 ul
T7-RNA-Polymerase [20 U/ml] 4 ul

Transfektion durch Elektroporation

Zunichst wurden humane Hepatomazellen der Linie Huh-7.5 in Zellkulturflaschen (75 cm?) bis
zu einer Konfluenz von 80 bis 90 % kultiviert, einmalig mit PBS w/o Ca®"/Mg*" gewaschen
und fiir 3 Minuten bei 37 °C trypsiniert. Durch die Zugabe von frischem Kulturmedium wurde
die Proteinasewirkung des Trypsins inaktiviert. Die Zellen wurden anschlieBend auf eine
Konzentration von 1,5 x 107 Zellen/ml eingestellt und jeweils auf ein 15 ml Falcon verteilt.
Nachfolgend wurden die Zellen fiir 5 Minuten bei 700 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert

(Beckmann CS-15 R Centrifuge; Rotor S4180) und das Pellet einmalig mit PBS w/o Ca**/Mg>*
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gewaschen und in 1ml Cytomix, supplementiert mit ATP (1:50) und GSH (1:50),
aufgenommen. Zur Transfektion durch Elektroporation wurden 10 pg transkribierte HCV JCI
RNA und 400 pl Zellsuspension in eine Elektroporationskiivette tiberfiihrt. Nach einem Puls
von 270V sowie 975 uF wurden jeweils 1,5 Ansdtze in mit 18 ml Huh-7.5 Medium
vorbereitete 15 cm Gewebekulturschale aufgenommen. Die Zeitkonstante lag bei jedem Puls
bei etwa 20 ms. Die Kultivierung erfolgte bis zur Virusernte in einer wasserdampfgesattigten
Atmosphédre bei 5 % CO; und 37 °C fiir insgesamt 96 Stunden. Nach etwa vier Stunden

Kultivierung beginnt die Produktion der Viren.
Virusernte nach 48, 72 und 96 Stunden

Die Ernte der produzierten Viren erfolgte jeweils nach 48, 72 und 96 Stunden. Hierzu wurde
das virushaltige Zellkulturmedium abgenommen, in ein 50 ml Falcon iiberfithrt und fiir
5Minuten bei 1.000 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und in ein neues 50 ml Falcon tiberfiihrt und bis zur Virusfillung bei 4 °C
asserviert. Zur weiteren Virussynthese erfolgte die Zugabe von 20 ml frischem Kulturmedium
zu den adhirenten Hepatomazellen und eine weitere Kultivierung bei 5 % CO» und 37 °C bis

zur Abnahme des virushaltigen Mediums nach 96 Stunden.
PEG-Fillung des Virus

Um die Viren schlieBlich zu féllen erfolgte zunéchst die Zugabe von 4,8 ml 40 % PEG-8000 in
PBS w/o Ca?"/Mg?" zu jeweils 20 ml zuvor geerntetem, virushaltigem Kulturmedium und eine
Inkubation fiir 3 bis 4 Tage bei 4 °C zur maximalen Virusausbeute. Anschlieend erfolgte eine
Ultrazentrifugation fiir 90 Minuten bei 8000 x g und 4 °C. AbschlieBend wurde das Virus-
Pellet in DMEM aufgenommen, aliquotiert und bis zum weiteren Gebrauch bei -80 °C

asserviert.
Bestimmung der MOI mittels TCIDso-Assay

Um die Titer in einer virushaltigen Suspension zu bestimmen wurde in dieser Arbeit die
kulturinfektiose Dosis, die Tissue Culture Infectious Dose 50 (TCIDso) verwendet. Sie
reprasentiert ein Maf3 flir die Verdiinnung einer Viruslosung zur Infektion von 50 % der
vorliegenden Zellen. Hierzu wurden zunédchst humane Hepatomazellen der Linie Huh-7.5 auf
eine Konzentration von 0,01 x 10° Zellen/ml eingestellt und mit jeweils 200 pl pro Well auf
eine 96-Well Gewebekulturplatte verteilt. AnschlieBend erfolgte die Infektion der Zellen mit
Verdiinnungen des Virus von 1:10 bis 1:50 in einer 6-fachen Bestimmung. Aus jeder

Verdiinnung wurden wiederum sieben 1:6 Verdiinnungen durchgefiihrt. Hierzu wurden 40 pl
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von einem Well in das darunter lokalisierte Well iiberfiihrt. AnschlieBend wurden die Zellen
fir 72 Stunden bei 5% CO2 und 37°C kultiviert, zweimalig mit 4 °C kaltem
PBS w/o Ca**/Mg?* gewaschen und die Zellen fiir 15 Minuten bei -20 °C mit Methanol fixiert.
Nach einem weiteren Waschschritt mit 4 °C kaltem PBS w/o Ca**/Mg*" erfolgte die
Permeabilisierung mit 0,5 % TritonX-100/PBS fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur und
erneutes Waschen der Zellen, dreimalig mit PBS w/o Ca*"/Mg**. AnschlieBend erfolgte die
Féarbung des viralen Nicht-Strukturproteins NS3 durch Inkubation mit einem spezifischen
Primérantikorper (1:1000) fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur unter stindigem Schiitteln bei
180-200 rpm. Die Zugabe des Sekundérantikorpers (Anti-Maus-HRP, 1:200) erfolgte fiir eine
weitere Stunde bei Raumtemperatur unter Schiitteln. Zur Detektion des HCV-Proteins NS3
erfolgte die Zugabe einer Carbazol-Substrat-Losung und eine Inkubation fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur lichtgeschiitzt unter Schiitteln. Hierbei wird das Substrat durch die
horseradish peroxidase umgesetzt. AbschlieBend wurden die gefiarbten Viruskolonien

lichtmikroskopisch ausgezihlt und die TCIDso nach Spearman und Kérber bestimmt.*>

2.2.7.2 Chronisches Hepatitis C Virus Infektionssystem

Das chronische Hepatitis C Virus Infektionssystem basiert auf dem konventionellen Hepatitis
C Virus Infektionssystem, welches in Abschnitt 2.2.7 beschrieben wurde.!®*?!” Zur
Chronifizierung und stetigen Virussynthese wurden humane Hepatomazellen der Linie Huh-
7.5 mit einer Zelldichte von 0,1 x 10° Zellen/ml mit jeweils 1 ml pro Well auf eine 12-Well
Gewebekulturplatte verteilt. Die Zellen wurden zunéchst fiir 24 Stunden in konventionellem
Kulturmedium bei 5 % CO2 und 37 °C kultiviert. AnschlieBend wurde das Kulturmedium
gegen Huh-7.5 Medium, supplementiert mit 2 % DMSO, ersetzt und die Zellen fiir weitere
14 Tage bei 5 % CO2und 37 °C kultiviert. Hierbei erfolgte alle 48 Stunden ein Mediumwechsel
mit 1 ml pro Well. Nach dieser Inkubation wurden die Zellen fiir 48 Stunden mit 2 MOI des
Hepatitis C Virus vom Genotyp 2a (Stamm JC1) infiziert und schlieBlich fiir bis zu weitere vier

Wochen bei 5 % COzund 37 °C in DMSO-haltigem Huh-7.5 Medium kultiviert.
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2.2.8 Analyse von Genen und Proteine durch Bioinformatische Methoden
Biomedizinische Literaturrecherche

NCBI, PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Datenbanken

NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

RCSB PDB: http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

Uniprot: http://www.uniprot.org

Design spezifischer Oligonukleotide

Primerdesign: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Kalkulationen von Schmelztemperaturen und weiteren Oligonukleotid-Charakteristika
OligoCalc, Primerdesign: http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
Sequenzvergleich von Nukleotiden und Proteinen

BLAST: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

2.2.9 Statistische Analysen

Verwendete Daten in Diagrammen oder Tabellen bei den Auswertungen wurden als Mittelwert
mit dem dazugehorigen Standardfehler (SEM) angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte
mittels GraphPad Prism 5.01 (La Jolla, USA) unter Verwendung einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test. Die analysierten Resultate
wurden als signifikant deklariert bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5 % (x=p <

0,05; *x=p < 0,01; ***= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant).
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3 Ergebnisse

Die Infektion mit dem Hepatitis C Virus ist eine der filhrenden Ursachen fiir die Entstehung
chronischer Lebererkrankungen.> Zur Etablierung einer persistierenden Infektion, unter
Aufrechterhaltung der Replikation des viralen Genoms, manipuliert das Hepatitis C Virus die
Infrastruktur des Wirts ohne die Vitalitt seiner Wirtszelle schwerwiegend zu beeintréchtigen.
Hierzu greift das Virus in zelluldre Signaltransduktionskaskaden ein, unterbindet die antivirale
und angeborene Immunantwort des Wirts und passt die virale Replikation, unter Verwendung
wirtsspezifischer Mediatoren, an die gegebenen zelluldren Bedingungen an.!>*!3% Daten der
Arbeitsgruppe legen nahe, dass zu diesen wirtsspezifischen Mediatoren, mit denen HCV
interferiert, unter anderem die Chemokine gehdren. So konnte in NS3/4A-transgenen Méusen,
die leberspezifisch den viralen NS3/4A-Protease/Helikase-Komplex exprimieren, die
Aktivierung des in Hepatozyten inhibierten STAT1-Signalweges beobachtet werden. Die
Befunde lassen davon ausgehen, dass NS3/4A durch die Wechselwirkung mit der TNF-o/LPS-
induzierten Sekretion von Chemokinen die Freisetzung von IFN-y in Hepatozyten bewirkt, die
normalerweise selbst kein IFN-y exprimieren*’> und damit zur Aktivierung von STATI fiihrt.
Da es hierbei zur Modifikation der Zusammensetzung der Immunzellpopulationen in der Leber
kommt, ist eine direkte Interaktion von NS3/4A mit der intrazelluldren STAT1-Signalkaskade
auszuschlieBen.*” %! Auch Patientenstudien weisen auf die Interferenz des Hepatitis C Virus
mit den Chemokinen und den Chemokinrezeptoren hin.*!%*'® Inwieweit HCV direkt in die
Regulation der Chemokinexpression eingreift und welche biologische Relevanz die Chemokine

fiir das Virus aufweisen ist bisweilen wenig erforscht.

Vor diesem Hintergrund wurde initial ein Screening der basalen Expression unterschiedlicher
Chemokine, in An- und Abwesenheit des subgenomischen HCV-Replikons, mittels eines
Proteome Profiler Human Chemokine Arrays der Firma R&D Systems durchgefiihrt, um
Interferenzen des Hepatitis C Virus mit spezifischen Chemokinen in seiner Wirtszelle zu
charakterisieren. Von diesen Chemokinen galt es in der Folge den HCV-bedingten molekularen

Mechanismus sowie die funktionelle Relevanz dieser Deregulationen aufzuklaren.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen wurden initial in der Anwesenheit des
subgenomischen Replikons des Hepatitis C Virus (Genotyp 1b) in den humanen
Hepatomazellen der Linie Huh-9.13 und Huh-5.15 absolviert. Die wichtigsten Befunde des
Replikonsystems wurden im HCV Infektionssystem in mit dem HCV-Stamm JC1 vom Genotyp

2a infizierten Huh-7.5 Hepatomazellen verifiziert.
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3.1 HCYV modifiziert die basale Expression von Chemokinen in seiner Wirtszelle

Wie bereits aus der Literatur hervorgeht, korrelieren virale Infektionen mit der Expression von

Chemokinen und Chemokinrezeptoren,>2>#%

so auch die Infektion mit dem Hepatitis C
Virus.*'%31® Wihrend einer akuten und chronischen HCV-Infektion kommt es insbesondere zu
einer verstiarkten Expression von inflammatorischen Chemokinen, vorrangig mit einem CXC-
sowie CC-Motiv, im peripheren Blut als auch in der Leber.’!® Im Plasma HCV-infizierter
Patienten konnte bereits ein Anstieg der Konzentration der CXCR2-Liganden CXCL1 bis
CXCL3 und CXCLS8 beobachtet werden.*'® Einen ersten Hinweis, dass HCV direkt in die
Regulation der Expression dieser Chemokine eingreift, lieferten Daten der eigenen
Arbeitsgruppe. So konnte in der Anwesenheit des subgenomischen Replikons des Hepatitis C
Virus eine verstirkte Expression von CXCL1 sowie CXCL2 auf mRNA-Ebene und von
CXCLS8 sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene belegt werden (unverdffentlichte Daten

Triller und Bode).

Basierend auf diesen Befunden wurde initial die basale Expression von 31 unterschiedlichen
Chemokinen, darunter CXCL1 und CXCLS, in An- und Abwesenheit des subgenomischen
HCV-Replikons mittels Proteome Profiler Human Chemokine Array und anschlieBender
Chemilumineszenz-Detektion analysiert. Auf diese Weise sollten, unter besonderer
Berticksichtigung der CXCR2-Liganden, Chemokine oder Chemokinfamilien mit strukturellen
und funktionellen Homologien identifiziert werden, mit deren Expression das Hepatitis C Virus

fuhrend in seiner Wirtszelle interferiert.

In der Folge konnte zum einen der Vorbefund der deutlich verstarkten Induktion der Expression
von CXCLS8 in der Gegenwart des HCV-Replikons validiert und erstmalig die HCV-vermittelte
Induktion von CXCLI1 auf Ebene des Proteins belegt werden (Abbildung 21). Zum anderen
wurde tendenziell die Expression acht weiterer Chemokine durch die Prisenz des HCV-
Replikationskomplexes modifiziert. So kam es zu einer tendenziell verstarkten Expression der
Chemokine CCL2, CCL22, CCL26, CXCL5, CXCL10, des Midkins sowie des Neurotaktins
und zugleich zu einer tendenziellen Herabregulation der basalen Expression von CCL20 und
CXCL16. Wihrenddessen iibte das HCV-Replikon keinen Einfluss auf die Expression der CC-
Motiv-Chemokine 1 bis 5, 7, 14, 15, 17 bis 19, 21 und 28, auf die Expression von Chemerin,
die Expression der CXC-Motiv-Chemokine 4, 7,9, 11, 12 und 17 sowie auf die Expression von
LCF und Lymphotaktin aus (Abbildung 21). Die Referenzkoordinaten der entsprechenden

Chemokine sind in der Tabelle 26 zusammengefasst.
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Die Ergebnisse legen nahe, dass das Hepatitis C Virus fithrend die basale Expression von

CXCL1 und CXCLS in seiner Wirtszelle verstarkt induziert.
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Abbildung 21: HCV modifiziert die basale Expression von Chemokinen in seiner Wirtszelle. Huh-9.13 Zellen
enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. A und B Kultivierung humaner
Huh-7 und Huh-9.13 Hepatomazellen bis zu einer Konfluenz von etwa 60 bis 80 % mit anschlieBendem
Mediumwechsel. Generierung unstimulierter Zellkulturiiberstinde nach weiteren 8 Stunden Inkubation,
entsprechend Abschnitt 2.2.1.8. A und B Analyse der unstimulierten Zellkulturiiberstinde von A Huh-7 und B
Huh-9.13 Zellen mittels Proteome Profiler Human Chemokine Array und anschlieBender Chemilumineszenz-
Detektion auf die basale Expression von 31 unabhéngigen Chemokinen. Die entsprechenden Referenzkoordinaten
der einzelnen Chemokine sind der Tabelle 26 zu entnehmen. C Densitometrische Auswertung des Proteome
Profiler Human Chemokine Arrays der Korrelation von A zu B auf die basale Expression der HCV-modifizierten
Chemokine, bezogen auf die negativen und positiven Referenzpunkte der Array Membran. Hierzu wurde der
Mittelwert der negativen Referenzpunkte von der Summe der Pixeldichte der einzelnen Chemokinpunkte
subtrahiert und durch den Mittelwert der positiven Referenzpunkte dividiert, wobei die Ergebnisse aus zwei

unabhingigen Referenzpunkten der Array Membran beriicksichtigt wurden.
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Tabelle 26: Referenzkoordinaten der Chemokine.

Koordinate Chemokin

Al1-2, A19-20 Referenzpunkte

B3-4 CCL21, Exodus-2

B5-6 CCL28, MEC

B7-8 CXCL16, SRPSOX
B9-10 Chemerin, TIG-2, RARRES2
B11-12 CXCLS5

B13-14 CCL26

B15-16 CX3CL1, Neurotaktin
B17-18 CXCL1

C3-4 CCL14, HCC-3

C5-6 CCLI1, TCA3

C7-8 CXCLS

C9-10 LCF

Cl11-12 CXCL10

C13-14 CXCL11

Cl15-16 Lymphotaktin

C17-18 CCL2, MCAF

D3-4 CCL7

D5-6 CCL22, STCP-1, ABCD-1
D7-8 Midkin

D9-10 CXCL9

DI11-12 CCL3, CCLA4

D13-14 CCLI15, MIP-5

DI15-16 CCL20, LARC, Exodus-1
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D17-18 CCL19, ECL, Exodus-3
E3-4 CXCL7,CTAP III
E5-6 CCL18, MIP-4
E7-8 CXCL4

E9-10 CCL5, SISd
El11-12 CXCL12, PBSF
E13-14 CCL17

E15-16 CXCL17, DMC
F3-4 Fibrinogen

F5-6 IL6ST, CD130
F7-8 TfR, CD71

F9-10 Negativkontrolle
GI1-2 Referenzpunkte

3.2 HCV verstirkt die basale Expression von CXCLS8 auf Protein-Ebene

Im Anschluss sollte nun die HCV-induzierte Steigerung der basalen Expression von CXCLS8
im Replikonsystem als auch im HCV Infektionssystem verifiziert werden. Hierzu wurde die
Proteinkonzentration von CXCL8 mittels ELISA in unstimulierten Zellkulturiiberstdnden
humaner HCV-Replikon-enthaltenden Huh-9.13 sowie Huh-5.15 Hepatomazellen und
humaner mit dem HCV-Stamm JC1 infizierten Huh-7.5 Hepatomazellen quantifiziert. Zugleich

wurde die Protein-Menge von CXCLS8 in Seren von HCV-infizierten Patienten bestimmt.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen des Proteome Profiler Human Chemokine Arrays,
Vordaten der Arbeitsgruppe sowie mit Daten der Literatur,>*!3>%7 konnte auch im ELISA die
verstirkte Sekretion von CXCLS8 in der Anwesenheit des subgenomischen HCV-Replikons
nachgewiesen werden. Um klonale Effekte auszuschlieBen wurde die Konzentration von
CXCL8 mittels ELISA in zwei Replikonsystemen (Huh-9.13 und Huh-5.15) untersucht.
Hierbei wurde eine im Vergleich zu Huh-7 Kontrollzellen um den Faktor 2,5 verstérkte
Expression des Chemokins in Huh-9.13 Zellen (Abbildung 22A) und eine um den Faktor drei
gesteigerte Sekretion von CXCLS in Huh-5.15 Zellen (Abbildung 22B) quantifiziert.
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Eine tendenzielle HCV-bedingte Zunahme der Expression von CXCL8 konnte auch im HCV
Infektionssystem festgestellt werden (Abbildung 22C). Hierzu wurden initial Huh-7.5 Zellen
fiir 72 Stunden mit einer MOI des HCV-Stamms JC1 vom Genotyp 2a infiziert.

In Ubereinstimmung mit den in vitro Zellkulturdaten konnte auch ein deutlicher Anstieg von
CXCLS in vivo beobachtet werden (Abbildung 22D). So wurde in Seren HCV-infizierter
Patienten eine 6-fache Steigerung der Proteinkonzentration, verglichen mit Seren von gesunden

Patienten, quantifiziert.

Die Befunde belegen in ihrer Gesamtheit, dass das Hepatitis C Virus in seiner Wirtszelle

vorrangig die Expression von CXCLS8 verstérkt induziert.
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Abbildung 22: HCV verstirkt fiihrend die basale Expression von CXCLS in seiner Wirtszelle. A und B Huh-
9.13 und Huh-5.15 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle.
Kultivierung humaner Huh-7, Huh-9.13 und Huh-5.15 Hepatomazellen bis zu einer Konfluenz von etwa 60 bis
80 % mit anschlieBendem Mediumwechsel. Generierung unstimulierter Zellkulturiiberstinde nach weiteren
8 Stunden Inkubation, entsprechend Abschnitt 2.2.1.8. C Huh-7.5 Zellen wurden mit einer MOI des HCV-Stamms
JC1 infiziert. Huh-7.5 Zellen dienten der Kontrolle. Nach 72 Stunden Inkubation wurden unstimulierte
Zellkulturiiberstdnde generiert, entsprechend Abschnitt 2.2.1.8. A bis C Quantitative Analyse der
Proteinkonzentration von CXCL8 in unstimulierten Zellkulturiiberstinden von A Huh-7 und Huh-9.13 Zellen
B Huh-7 und Huh-5.15 Zellen und C Huh-7.5 und Huh-7.5 JC1 Zellen mittels spezifischem CXCLS8-ELISA.

D Quantitative Analyse der CXCLS8-Proteinkonzentration in Seren von gesunden und Seren von HCV-infizierten
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Patienten mittels spezifischem CXCL8-ELISA. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die
Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOV A) mit Bonferroni Post Hoc
t-Test (*=p < 0,05; **=p < 0,01; ***=p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse

aus A und B sieben, C vier und D neun unabhédngigen Experimenten beriicksichtigt wurden.

3.3 HCYV verstirkt die basale Expression der CXCR2-Liganden auf Ebene der

Transkription

Basierend auf den vorausgegangenen Studien der Arbeitsgruppe und den Resultaten des
Proteome Profiler Human Chemokine Arrays sollte in den weiterfiihrenden Untersuchungen
die Interferenz des Hepatitis C Virus mit der Expression von CXCL1, CXCL2 und CXCLS8
genauer charakterisiert werden. Aufgrund dessen wurde in RT-PCR-Analysen mittels
spezifischer Primer gegen CXCL1, CXCL2 und CXCLS8 untersucht, ob die HCV-induzierte
Chemokinexpression bereits auf der Ebene der Transkription oder erst auf Protein-Ebene
reguliert wird. Hierzu wurde initial die Transkriptmenge der genannten Chemokine in Huh-7

und den HCV-Replikon-enthaltenden Huh-9.13 und Huh-5.15 Hepatomazellen quantifiziert.

Wie der Abbildung 23A zu entnehmen ist, wird die basale mRNA-Expression von CXCL1 um
den Faktor 32, von CXCL2 um den Faktor 8 und von CXCL8 um den Faktor 25 durch die
Prisenz des HCV-Replikationskomplexes in Huh-9.13 Zellen verstérkt. Zugleich wurde eine
3-fache Transkriptmenge von CXCL1 und CXCL2 sowie eine 10-fach verstirkte mRNA-
Expression von CXCLS8 in Huh-5.15 Zellen im Vergleich zu Huh-7 Kontrollzellen quantifiziert
(Abbildung 23B). Ebenso konnte in Huh-7.5 Zellen, welche mit einer MOI des HCV-Stamms
JCI fiir 72 Stunden infiziert wurden, eine deutlich verstirkte Induktion der Expression der
genannten Signalproteine auf mRNA-Ebene beobachtet werden. Wie in der Abbildung 23C
dargestellt ist, wurde jeweils eine 5-fache Steigerung der CXCL1- und CXCL2-Expression und

eine um den Faktor 8,9 verstirkte CXCL8-Expression auf transkriptioneller Ebene gemessen.

Neben dem Einfluss des Hepatitis C Virus auf die Induktion der CXCLI1-, CXCL2- und
CXCLS8-Expression, wurde in dieser Arbeit zugleich die Mdglichkeit einer HCV-vermittelten
Modifikation von CXCL3 untersucht. Diese Uberlegung basiert auf strukturellen und
funktionellen Homologien der Chemokine. So werden sie zum einen aufgrund ihrer definierten
Anzahl und Lokalisation ihrer Cysteine sowie einem homologen ELR-Motiv aus der

3312 4n  dieselbe

priferenziellen Aminosdureabfolge Glutamin, Leucin und Arginin,
Unterfamilie der CXC-Motiv-Chemokine eingeordnet’®® und vermitteln zum anderen analog

ihre Funktionen iiber denselben spezifischen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, CXCR2.3!2
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Aufgrund dessen werden CXCLI1, CXCL2, CXCL3 und CXCLS8 auch als CXCR2-Liganden

zusammengefasst.

Um den Einfluss des Hepatitis C Virus auf die Induktion der CXCL3-Expression zu evaluieren,
erfolgte zundchst eine quantitative Analyse der Transkriptmenge des Chemokins mittels RT-
PCR sowie mit Hilfe eines spezifischen gegen CXCL3-gerichteten Primers, in An- als auch in
Abwesenheit des subgenomischen HCV-Replikons. Der Abbildung 23A ist zu entnehmen, dass
die Priasenz des HCV-Replikationskomplexes in Huh-9.13 Zellen eine um den Faktor 3
verstirkte CXCL3-mRNA-Expression zur Folge hatte. Parallel konnte in Huh-5.15 Zellen eine
deutliche Steigerung der basalen Expression von CXCL3 auf Transkript-Ebene um den Faktor
6 festgestellt werden (Abbildung 23B). Ebenso resultierte die Infektion humaner Huh-7.5
Zellen mit dem HCV-Stamm JC1 fiir 72 Stunden in einer um den Faktor 4 gesteigerten,
transkriptionellen CXCL3-Expression und verifizierte die Befunde des Replikonsystems, was

der Abbildung 23C zu entnehmen ist.

Die bisher erbrachten Befunde des Replikon- und des HCV Infektionssystems konnten
zusammenfassend nachweisen, dass das Hepatitis C Virus fiihrend die Expression der CXCR2-
Liganden in seiner Wirtszelle induziert, verstiarkt und bereits auf transkriptioneller Ebene
reguliert. Aufgrund dessen wurden die nachfolgenden Untersuchungen dieser Arbeit auf die
HCV-vermittelte Induktion der CXCR2-Liganden-Expression fokussiert, von welchen in der
Folge zum einen der molekulare Mechanismus, iiber den HCV die Uberexpression dieser
zelluldren Mediatoren reguliert und zum anderen die biologische und funktionelle Relevanz der

HCV-iiberexprimierten Chemokinsynthese genauer charakterisiert werden sollte.
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Abbildung 23: HCV verstirkt fithrend die basale Expression der CXCR2-Liganden in seiner Wirtszelle auf
Ebene der Transkription. A und B Huh-9.13 und Huh-5.15 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon.
Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. C Huh-7.5 Zellen wurden mit einer MOI des HCV-Stamms JC1 fiir
72 Stunden infiziert. Huh-7.5 Zellen dienten der Kontrolle. Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert
und unter Verwendung spezifischer Primer die Expression von CXCL1, CXCL2, CXCL3 und CXCLS8 mittels RT-
PCR analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte iiber die AACT Methode mit hNSDHA
als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur A und B Huh-7 Kontrolle bzw. C Huh-7.5 Kontrolle, welche auf 1
gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen
wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (=
p < 0,05; *x=p < 0,01; ***= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus A 35, B

und C drei unabhéngigen Experimenten beriicksichtigt wurden.

3.4 HCYV modifiziert EGF-vermittelt die Expression von Chemokinen in seiner

Wirtszelle

Vorausgehende Resultate der Arbeitsgruppe belegen bereits die Interferenz des Hepatitis C
Virus mit dem EGF-induzierten Signalweg.'’® Diesbeziiglich wurde eine Steigerung der
subgenomischen Replikation in Antwort auf den epidermalen Wachstumsfaktor sowie eine
HCV-vermittelte Sensibilisierung der Wirtszelle fiir die EGF-induzierte Signalantwort durch
die Aktivierung des PLC-y- und des PI3K/Akt-Signalweges beobachtet.!>%4C!
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EGF als extrazelluldrer Ligand des EGFR ist ein essentieller Regulator und Induktor von
Zellmigration, Zelldifferenzierung, Zellproliferation sowie iiberlebenssignalisierender
Wirkungen, vermittelt durch EGFR-induzierte zellulire Signaltransduktionskaskaden.??*2%*
Wie bereits aus der Literatur hervorgeht, wird die Sekretion von CXCLS in der Leber fiihrend
von Kupffer-Zellen, Hepatozyten und LSECs (Liver sinusoidal endothelial cells) durch

spezifische Stimuli induziert.!> Hierzu zihlen pro-inflammatorische Zytokine, darunter TNF-

155,326 325

o und der epidermale Wachstumsfaktor,>2° aber auch oxidativer Stress*?’ sowie bakterielle
Infektionen.>®® Des Weiteren korrelieren virale Infektionen, darunter Infektionen mit dem
Respiratorischen Synzytial Virus (RS-Virus) mit einer gesteigerten Expression der CXCR2-
Liganden.3?%%°6438 Zygleich lieferten unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe erste Hinweise
darauf, dass die basal durch HCV induzierte Uberexpression von CXCL1, CXCL2 und CXCLS8

in der Anwesenheit des HCV-Replikons durch die externe Zugabe von EGF verstarkt wird.

Vor diesem Hintergrund sollte folglich validiert werden, ob das Hepatitis C Virus die EGF-
induzierte Signalantwort fiir die verstarkte Induktion und molekulare Regulation der CXCR2-

Liganden-Expression bzw. zur Synthese weiterer Chemokine in seiner Wirtszelle moduliert.

Hierzu wurden Huh-7 und Huh-9.13 Zellen mit 40 ng/ml EGF fiir 8 Stunden stimuliert und die
nachfolgend gewonnenen Zellkulturiiberstinde mittels Proteome Profiler Human Chemokine
Array und anschlieBender Chemilumineszenz-Detektion auf die Expression von 31
unterschiedlichen Chemokinen analysiert. Wie der Abbildung 24A (Huh-7 Kontrollzellen) und
der Abbildung 24B (Huh-9.13 Zellen) zu entnehmen ist, resultierte die Stimulation der Zellen
sowie die Priasenz des HCV-Replikons in einer deutlichen Verstirkung der Expression von
CXCL1 und CXCLS und verifizierte den Vorbefund der Arbeitsgruppe. Des Weiteren wurde
im Vergleich zu Huh-7 Kontrollzellen EGF-vermittelt in den HCV-Replikon-enthaltenden
Huh-9.13 Zellen eine tendenzielle Steigerung der CCL7-Expression, der Expression des CC-
Motiv-Chemokins 20, des CXC-Motiv-Chemokins 5 und der Midkin-Expression sowie
zugleich eine tendenzielle Herabregulation der CC-Chemokine 17 und 22, der CXC-
Chemokine 10, 12 und 16 sowie des Neurotaktins beobachtet (Abbildung 24). Wihrenddessen
blieben die Chemokinexpressionen der CC-Chemokine 1, 2, 3, 5, 14, 15, 18, 19, 21, 26 und 28,
des Chemerins, der CXC-Motiv-Chemokine 4, 7, 9, 11 und 17, sowie von LCF und
Lymphotaktin HCV- und EGF-abhingig unbeeinflusst. Die Referenzkoordinaten der einzelnen

Chemokine sind der Tabelle 26 zu entnehmen.
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Die Ergebnisse lassen annehmen, dass das Hepatitis C Virus die EGF-induzierte Signalantwort
insbesondere fiir die verstirkte Induktion und molekulare Regulation von CXCL1 und CXCLS8

in seiner Wirtszelle moduliert.
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Abbildung 24: HCV modifiziert EGF-vermittelt die Expression von Chemokinen in seiner Wirtszelle. Huh-
9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. A und B Huh-7 und
Huh-9.13 Zellen wurden fiir 8 Stunden mit 40 ng/ml EGF stimuliert und anschlieBend wurden die konditionierten
Zellkulturiiberstinde humaner Huh-7 und Huh-9.13 Hepatomazellen entsprechend Abschnitt 2.2.1.8 generiert.
Analyse der Zellkulturiiberstinde von A Huh-7 und B Huh-9.13 Zellen mittels Proteome Profiler Human
Chemokine Array und anschlieBender Chemilumineszenz-Detektion auf die Expression von 31 unabhédngigen
Chemokinen. Die entsprechenden Referenzkoordinaten der einzelnen Chemokine sind der Tabelle 26 zu
entnehmen. C Densitometrische Auswertung des Proteome Profiler Human Chemokine Arrays der Korrelation
von A zu B auf die Expression der HCV-modifizierten Chemokine in Antwort auf EGF, bezogen auf die negativen
und positiven Referenzpunkte der Array Membran. Hierzu wurde der Mittelwert der negativen Referenzpunkte
von der Summe der Pixeldichte der einzelnen Chemokinpunkte subtrahiert und durch den Mittelwert der positiven
Referenzpunkte dividiert, wobei die Ergebnisse aus zwei unabhingigen Referenzpunkten der Array Membran

beriicksichtigt wurden.
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3.5 HCY konvertiert EGF in einen potenten Induktor und Regulator der
CXCR2-Liganden-Expression

Die vorangehend ausgefiihrten Untersuchungen legen nahe, dass das Hepatitis C Virus den
epidermalen Wachstumsfaktor zur Induktion und Regulation der CXCR2-Liganden-Expression
modifiziert. Es sollte daher initial untersucht werden, ob die basal durch HCV-induzierte
Uberexpression von CXCL1 und CXCLS in Antwort auf EGF verstirkt wird. Aufgrund dessen
wurden die densitometrischen Daten des basalen mit den densitometrischen Daten des EGF-
stimulierten Proteome Profiler Human Chemokine Arrays verglichen. Wie der Abbildung 25
zu entnehmen ist, filhrte die EGF-Stimulation der HCV-Replikon-enthaltenden Huh-9.13
Zellen zu einer Steigerung der bereits basal durch das Hepatitis C Virus bedingten

Uberexpression von CXCL1 und CXCLS.
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Abbildung 25: Die basal durch HCV-induzierte Uberexpression von CXCL1 und CXCL8 wird in Antwort
auf EGF verstirkt. Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der
Kontrolle. Huh-7 und Huh-9.13 Zellen wurden fiir 8 Stunden mit 40 ng/ml EGF stimuliert und anschlieBend die
konditionierten Zellkulturiiberstinde humaner Huh-7 und Huh-9.13 Hepatomazellen entsprechend Abschnitt
2.2.1.8 generiert. Analyse der Zellkulturiiberstdnde auf die Expression von A CXCL1 und B CXCLS8 mittels
Proteome Profiler Human Chemokine Array und anschlieBende Chemilumineszenz-Detektion. Densitometrische
Auswertung der relativen Protein-Expression von A CXCL1 und B CXCLS; basaler Array im Vergleich mit dem
EGF-stimulierten Array (vgl. Abbildung 21 basaler Array und vgl. Abbildung 24 EGF-stimulierter Array). Huh-7
Kontrollzellen in der Korrelation mit Huh-9.13 Zellen, bezogen auf die negativen und positiven Referenzpunkte
der Array Membran. Hierzu wurde der Mittelwert der negativen Referenzpunkte von der Summe der Pixeldichte
der einzelnen Chemokinpunkte subtrahiert und durch den Mittelwert der positiven Referenzpunkte dividiert, wobei

die Ergebnisse aus jeweils zwei unabhingigen Referenzpunkten der Array Membran beriicksichtigt wurden.

Im Anschluss galt es nun zu priifen, ob das Hepatitis C Virus EGF-vermittelt die Expression
aller CXCR2-Liganden CXCL1 bis CXCL3 und CXCLS8 induziert, verstirkt und bereits auf der
Ebene der Transkription reguliert.
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Hierzu wurden Huh-7 Kontrollzellen, Huh-9.13 und Huh-5.15 Zellen, welche den
subgenomischen, viralen Replikationskomplex enthalten, mit 40 ng/ml EGF stimuliert und
anschlieend die mRNA-Expression der Chemokine mittels RT-PCR und mit Hilfe von
spezifischen Primern gegen CXCL1, CXCL2, CXCL3 und CXCLS8 analysiert.

Die Behandlung der Zellen mit EGF fiihrte zu einer deutlichen Steigerung der mRNA-
Expression der CXC-Chemokine 1 (Abbildung 26A), 2 (Abbildung 26B), 3 (Abbildung 26C)
und 8 (Abbildung 26D) sowohl im Vergleich zu Huh-7 Kontrollzellen als auch zu
unstimulierten Huh-9.13 bzw. Huh-5.15 Zellen. So wurde die basale HCV-induzierte
Expression von CXCLI in Antwort auf EGF nach 160 Minuten nochmals um den Faktor 2,73,
von CXCL2 um den Faktor 1,6, von CXCL3 um den Faktor 1,7 und von CXCL8 um den Faktor
21,6 in Huh-9.13 Zellen gesteigert. Zugleich wurde in Huh-5.15 Zellen als Folge der EGF-
Stimulation nach 160 Minuten eine 2,5-fache Verstirkung der basalen HCV-induzierten
CXCL1-, eine 2,3 fache CXCL2- als auch CXCL3- und eine 7,5-fache CXCLS8-Expression
festgestellt (Abbildung 26). Nach mehr als 240 Minuten EGF-Stimulation war tendenziell eine
Abnahme der Chemokinexpression in Huh-9.13 und Huh-5.15 Zellen zu beobachten
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Die HCV-induzierte CXCR2-Liganden-Expression wird in Antwort auf EGF gesteigert.
Huh-9.13 Zellen und Huh-5.15 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der
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Kontrolle. Huh-7, Huh-9.13 und Huh-5.15 Zellen wurden mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Die mRNA wurde aus
Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung spezifischer Primer die Expression von A CXCL1, B CXCL2,
C CXCL3 und D CXCLS8 mittels RT-PCR analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte
iiber die AACT Methode mit hSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7 Kontrolle, welche auf 1
gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen
wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (*=
p < 0,05; *x=p < 0,01; *x*= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus jeweils
drei unabhdngigen Experimenten berticksichtigt wurden.

Weiterfiihrend sollten die Befunde des Replikonsystems im HCV Infektionssystem verifiziert
werden. Hierzu wurden Huh-7.5 Zellen mit einer MOI des HCV-Stamms JC1 infiziert und nach
72 Stunden mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Die Transkriptmenge der Chemokine wurde in der
RT-PCR mit spezifischen gegen CXCL1, CXCL2, CXCL3 und CXCLS8 gerichteten Primern
quantifiziert. In Ubereinstimmung mit den Resultaten des Replikonsystems (Abbildung 26)
konnte in mit dem HCV-Stamm JCI1 infizierten Huh-7.5 Zellen als Reaktion auf den
epidermalen Wachstumsfaktor bereits nach 160 Minuten die basale mRNA-Expression der
CXCR2-Liganden nochmals deutlich gesteigert werden (Abbildung 27). Hierbei wurde eine
Steigerung der CXCR2-Liganden-Expression auf transkriptioneller Ebene als Konsequenz der
EGF-Stimulation um den Faktor 4 bei CXCL1 (Abbildung 27A), um den Faktor 1,9 bei CXCL2
(Abbildung 27C), um den Faktor 11,9 bei CXCL3 (Abbildung 27C) und um den Faktor 5 bei
CXCLS8 (Abbildung 27D) festgestellt. Nach mehr als 240 Minuten EGF-Stimulation war

tendenziell eine Herabregulation der Chemokinexpression zu beobachten (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Die HCV JCl1-induzierte CXCR2-Liganden-Expression wird in Antwort auf EGF gesteigert.
Huh-7.5 Zellen wurden mit einer MOI des HCV-Stamms JC1 fiir 72 Stunden infiziert und mit 40 ng/ml EGF
stimuliert. Huh-7.5 Zellen dienten der Kontrolle. Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter
Verwendung spezifischer Primer die Expression von A CXCL1, B CXCL2, C CXCL3 und D CXCL8 mittels RT-
PCR analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte {iber die AACT Methode mit hNSDHA
als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7.5 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (*=p < 0,05; x¥=p < 0,01; #*x=p <
0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus jeweils drei unabhéngigen Experimenten

berticksichtigt wurden.

Ubereinstimmend mit diesen Befunden konnte auch auf Protein-Ebene eine durch HCV
entsprechende Verstirkung des EGF-Effektes auf die Expression des CXC-Chemokins 8
beobachtet werden. So war die Freisetzung von CXCLS in den Uberstinden der HCV-
Replikon-enthaltenden Huh-9.13 Zellen um den Faktor 3,2 (Abbildung 28A) und in Huh-5.15

Zellen um den Faktor 3,2 verstarkt.

Ebenso kam es nach der Infektion der Huh-7.5 Hepatomazellen mit einer MOI des HCV-
Stamms JC1 fiir 72 Stunden und der anschlieBenden Stimulation mit 40 ng/ml EGF zu einer
2,5-fach gesteigerten Sekretion von CXCLS8 (Abbildung 28B).
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In der Gesamtheit lassen die bisher erbrachten Befunde annehmen, dass das Hepatitis C Virus
den epidermalen Wachstumsfaktor in einen potenten Induktor und Regulator der CXCR2-

Liganden-Expression konvertiert.
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Abbildung 28: Die HCV-induzierte CXCL8 Expression wird in Antwort auf EGF weiter gesteigert. A Huh-
9.13 Zellen und Huh-5.15 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der
Kontrolle. Huh-9.13 und Huh-5.15 Zellen wurden mit 40 ng/ml EGF stimuliert. B Huh-7.5 Zellen wurden mit
einer MOI des HCV-Stamms JC1 infiziert und nach 72 Stunden Inkubation mit 40 ng/ml EGF stimuliert. A und
B Konditionierte Zellkulturiiberstainde wurden entsprechend Abschnitt 2.2.1.8 generiert und fiir ELISA-Analysen
verwendet. A Quantitative Analyse der Proteinkonzentration von CXCLS in konditionierten Zellkulturiiberstinden
von Huh-7, Huh-9.13 und Huh-5.15 Zellen mittels spezifischem CXCLS-ELISA. B Quantitative Analyse der
CXCLS8-Expression in konditionierten Zellkulturiiberstinden humaner Huh-7.5 und mit dem HCV-Stamm JC1
infizierten Huh-7.5 Hepatomazellen auf Protein-Ebene mittels spezifischem CXCL8-ELISA. Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse
(two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (x= p < 0,05; #x=p < 0,01; ***=p < 0,001; n.s.=
nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus A vier und B drei unabhéngigen Experimenten beriicksichtigt

wurden.

3.6 HCYV ko-konvertiert EGF und IL-1f in potente Induktoren und
Regulatoren der CXCR2-Liganden-Expression

Wie einleitend in Abschnitt 1.3.1 und 1.3.3 bereits ausfiihrlich beschrieben, geht eine Infektion
mit dem Hepatitis C Virus mit einer Erhdhung der Serumkonzentration von IL-1p einher.*! So
konnte belegt werden, dass Kupffer-Zellen fiir die Produktion von IL-1f wéhrend einer HCV-
Infektion verantwortlich sind.**! Makrophagen, welche mit dem HCV-Stamm JFH-1 infiziert
wurden, sekretieren IL-1B-Konzentrationen von bis zu 3000 pg/ml>®' Als pro-
inflammatorisches Zytokin induziert und verstirkt IL-1B die Zellproliferation sowie die
Zelldifferenzierung.?> Zudem ist IL-1B ein essentieller Induktor und Regulator zahlreicher
Signaltransduktionskaskaden.?> Es aktiviert unter anderem den Transkriptionsfaktor NF-kB

durch die gesteigerte Degradierung seines inhibiorischen Proteins IxkBa.'”> Unverdffentliche
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Daten der Arbeitsgruppe (Spitzley und Bode) legen ferner nahe, dass das Hepatitis C Virus die
IxBC- sowie die daraus resultierende Lipocalin-2-Expression IL-1B-abhidngig supprimiert und

auf diese Weise inhibierende Effekte auf die Zellproliferation reduziert.*’

Des Weiteren geht aus der Literatur hervor, dass sowohl EGF** als auch IL-1B*?° zu einem

Anstieg der CXCL8-Expression unter physiologischen Bedingungen fiihren.

Basierend auf denen in der Literatur beschriebenen Interferenzen des Hepatitis C Virus mit dem
pro-inflammatorischen Zytokin IL-1f und den vorangegangenen Befunden dieser Arbeit, der
EGF-vermittelten Verstirkung der basalen HCV-induzierten CXCR2-Liganden-Expression,
resultierte weiterfithrend die Fragestellung, ob HCV neben EGF auch IL-1p zur verstiarkten
Induktion und Regulation der CXCR2-Liganden-Expression modifiziert und ob die Ko-

Stimulation mit beiden Faktoren zu einer weiteren Steigerung der Chemokinexpressionen fiihrt.

Aufgrund dessen wurden Huh-7 und Huh-9.13 Zellen einerseits mit 40 ng/ml EGF oder
50 U/ml IL-1B stimuliert und andererseits mit beiden Zytokinen in den angegebenen
Konzentrationen ko-stimuliert. Die Transkriptmenge von CXCL1 bis CXCL3 und CXCLS
wurde mittels RT-PCR und mit Hilfe von spezifischen Primern gegen die genannten

Chemokine quantifiziert.

Wie der Abbildung 29 zu entnehmen ist, wurde die basal verstiarkte HCV-induzierte Expression
des Chemokins CXCL1 um den Faktor 113, CXCL2 um den Faktor 31, CXCL3 um den Faktor
72 und CXCL8 um den Faktor 7 als Reaktion auf das pro-inflammatorische Zytokin IL-1[3
verstéarkt. Die Konsequenz der Ko-Stimulation mit EFG und IL-1p sowie die Prasenz des HCV-
Replikons in Huh-9.13 Zellen fiihrte sogar zu einer weiteren Steigerung der

Chemokinexpression.

Die Befunde deuten daraufhin, dass das Hepatitis C Virus nicht nur den epidermalen
Wachstumsfaktor, sondern auch das pro-inflammatorische Zytokin IL-1f in einen potenten

Induktor und Regulator der CXCR2-Liganden-Expression konvertiert.
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Abbildung 29: Die HCV-induzierte CXCR2-Liganden-Expression wird durch Ko-Stimulation mit EGF
und/oder IL-1p verstirkt. Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten
der Kontrolle. Huh-7 und Huh-9.13 Zellen wurden mit 40 ng/ml EGF oder 50 U/ml IL-1f stimuliert bzw. mit
40 ng/ml EGF und 50 U/ml IL-1p ko-stimuliert. Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter
Verwendung spezifischer Primer die Expression von A CXCL1, B CXCL2, C CXCL3 und D CXCL8 mittels RT-
PCR analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte iiber die AACT Methode mit hNSDHA
als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (¥=p < 0,05; ¥x=p < 0,01; ¥*x=p <
0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus jeweils drei unabhéngigen Experimenten

beriicksichtigt wurden.
3.7 Das virale Nicht-Strukturprotein NS3/4A ist in die HCV-vermittelte
CXCLS8-Expression involviert

Als néchstes stellte sich die Frage, ob die verstirkte CXCR2-Liganden-Expression durch ein
spezifisches virales Nicht-Strukturprotein des HCV-Replikationskomplexes induziert wird.

Um diesen Kontext im Detail zu evaluieren, wurde die humane Hepatoblastomzelllinie HepG2
NS3/4A, die konstitutiv das nicht-strukturelle HCV-Protein NS3/4A exprimiert sowie die
HepG2 und Mock-transfizierten HepG2 Kontrollzellen mit 40 ng/ml EGF stimuliert und
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nachfolgend die Transkriptmenge der CXCR2-Liganden in der RT-PCR mittels spezifischer
Primer gegen CXCL1 bis CXCL3 und CXCLS8 quantifiziert.

Die quantitative Analyse der Chemokin-Transkripte weist auf eine Beteiligung von NS3/4A
spezifisch an der Induktion der CXCL8-Expression hin, die in Antwort auf den epidermalen
Wachstumsfaktor, analog zu den bisher erbrachten Ergebnissen, deutlich gesteigert wurde
(Abbildung 30D). Die basale mRNA-Expression von CXCL8 wurde hierbei NS3/4A-abhéngig
im Vergleich zu den entsprechenden HepG2 Kontrollzellen bereits um den Faktor 8,6 verstirkt
induziert und in der Folge der EGF-Stimulation um den Faktor 4,9 gesteigert. Auch verglichen
mit den HepG2 Mock-transfizierten Zellen konnte NS3/4A-vermittelt eine 4,6-fache basale und
in Antwort auf EGF eine 2,9-fache Steigerung des CXCL8-Transkriptes belegt werden.
Wihrenddessen wurde lediglich eine geringe Heraufregulation der mRNA-Expression der
CXC-Motiv-Chemokine 1 (Abbildung 30A), 2 (Abbildung 30B) und 3 (Abbildung 30C) durch
die alleinige Prasenz von NS3/4A detektiert (unverdffentlichte Daten Triller und Bode).

Die Resultate lassen vermuten, dass die HCV-induzierte Expression von CXCLS8 insbesondere
die Prasenz des viralen Nicht-Strukturproteins NS3/4A erfordert. Dennoch kann an dieser Stelle
die Involvierung der anderen viralen Nicht-Strukturproteine nicht vollstindig ausgeschlossen
werden. Die HCV-induzierte Expression von CXCL1, CXCL2 und CXCL3 kann hingegen
nicht durch die alleinige Gegenwart von NS3/4A induziert werden, weshalb davon auszugehen

ist, dass auch hierfiir die Prasenz der anderen Proteine des HCV-Replikons bendtigt wird.
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Abbildung 30: Das virale Nicht-Strukturprotein NS3/4A ist fiihrend an der verstirkten CXCL8-Expression
beteiligt. HepG2 NS3/4A Zellen exprimieren konstitutiv das virale Nicht-Strukturprotein NS3/4A. HepG2 und
HepG2 Mock-transfizierte Zellen dienten der Kontrolle. HepG2, HepG2 NS3/4A und HepG2 Mock Zellen wurden
mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung
spezifischer Primer die Expression A CXCL1, B CXCL2, C CXCL3 und D CXCLS8 mittels RT-PCR analysiert.
Die quantitative Auswertung der Messergebnisse erfolgte {iber die AACT Methode mit hRSDHA als Referenz. Die
Ergebnisse sind relativ zur HepG2 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. A, B und C Jeweils ein
Experiment wurde beriicksichtigt. D Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen
wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (*=
p < 0,05; *x=p < 0,01; *x*= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus jeweils

drei unabhingigen Experimenten beriicksichtigt wurden (unverdffentlichte Daten Triller und Bode).

3.8 HCYV sensibilisiert den EGF-Rezeptor zur Induktion und Regulation der
CXCR2-Liganden-Expression

In der Folge galt es nun den molekularen Mechanismus aufzukléren, tiber den das Hepatitis C
Virus die basale und EGF-induzierte Uberexpression der CXCR2-Liganden auf der Transkript-
Ebene reguliert, weshalb in den fortfilhrenden Analysen initial die Rolle des EGF-Rezeptors
als moglicher Schliisselfaktor der Induktion der Chemokinexpression ndher charakterisiert

werden sollte.
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Wie einleitend in Abschnitt 1.1.5 bereits beschrieben, spielt der EGFR als Kofaktor aufgrund
seiner Tyrosinkinase-Aktivitdt eine bedeutende Rolle beim Eintritt des Hepatitis C Virus in
seine Wirtszelle sowie fiir die Infektion.!3? In der Literatur sind bereits Interaktionen des
Hepatitis C Virus mit dem EGFR beschrieben, darunter die Modifikation der EGFR-induzierten
Signaltransduktionskaskade durch das virale Nicht-Strukturprotein NS5A.2% Publizierte Daten
der Arbeitsgruppe legen zudem eine HCV-vermittelte Sensibilisierung der Wirtszelle fiir die
EGF-induzierte Signalantwort nahe.!3**! Die Befunde belegen, dass EGF durch eine NS3/4A-
vermittelte proteolytische Suppression des endogenen Negativregulators des EGFR, der TC-
PTP (vgl. Abschnitt 3.9) einerseits die Aktivierung der MAP-Kinasen und andererseits durch
die Phosphorylierung der Tyrosinreste 1068 und 1086 des EGFR den PI3K/Akt-Signalweg
aktiviert und durch Phosphorylierung der Tyrosinreste 992 und 1173 im zytoplasmatischen
Bereich des Rezeptors zu einer verstirkten Aktivierung des PLC-y-Signalweges fiihrt.!364%! Des
Weiteren deuten Daten der Arbeitsgruppe auf die verstirkte HCV-vermittelte Expression des

EGF-Rezeptors auf der Oberfliche der infizierten Wirtszelle hin,460:46!

In Anbetracht dessen, sollte nun verifiziert und sichergestellt werden, dass HCV die Produktion
der CXCR2-Liganden durch eine Sensibilisierung des EGF-Rezeptors in seiner Wirtszelle
induziert und diesbeziiglich den EGFR/EGF-induzierten Signalweg modifiziert.

Hierzu wurden Huh-7 und Huh-9.13 Zellen mit 10 uM AG1478, dem spezifischen Inhibitor der
EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitit fiir eine Stunde pra-inkubiert und anschlieBend mit 40 ng/ml
EGF stimuliert. In der RT-PCR wurde schlieBlich durch den Einsatz spezifischer Primer gegen
CXCL1 bis CXCL3 und CXCLS8 die entsprechende mRNA-Expression der genannten

Chemokine analysiert.

Die Inhibition des EGFR fiihrte, wie aus der Abbildung 31 hervorgeht, zu einer Reduktion der
basalen und zu einer deutlichen Suppression der EGF-induzierten mRNA-Expression der zu

analysierenden Zielgene im Vergleich zu den entsprechenden Huh-9.13 Kontrollzellen.
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Abbildung 31: Die Inhibition der EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitiit fithrt in der Anwesenheit des HCV-
Replikons zu einer Herabregulation der CXCR2-Liganden-Expression auf Ebene der Transkription. Huh-
9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. Huh-7 und Huh-
9.13 Zellen wurden mit 10 uM AG1478, dem spezifischen Inhibitor der EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitét, fiir eine
Stunde pri-inkubiert und anschliefend mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten
extrahiert und unter Verwendung spezifischer Primer die Expression von A CXCL1, B CXCL2, C CXCL3 und D
CXCLS mittels RT-PCR analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte iiber die AACT
Methode mit hNSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde,
wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (x=p < 0,05; *x=p <
0,01; #**= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus jeweils drei unabhingigen

Experimenten beriicksichtigt wurden.
In der Gesamtheit deuten die Befunde darauf hin, dass der EGFR/EGF-induzierte Signalweg
eine maflgebliche Rolle fiir die Regulation und Induktion der HCV-induzierten und durch EGF-
Stimulation gesteigerten Expression der CXCR2-Liganden durch die HCV-vermittelte
Sensibilisierung der EGF-Rezeptor-Tyrosinkinase-Aktivitit spielt. Diese Resultate werden von
vorangegangenen Inhibitor-Studien im Replikonsystem der Arbeitsgruppe gestiitzt

(unverdffentlichte Daten Triller und Bode).
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3.9 Die HCV-vermittelte Suppression von TC-PTP ist an der Induktion der
CXCLS8-Expression beteiligt

Wie aus der Literatur hervorgeht, wird die Expression sowie die Aktivitidt des EGF-Rezeptors
unter physiologischen Bedingungen durch zahlreiche Mechanismen reguliert, darunter die
Internalisierung der gebildeten Komplexe EGF-gebundener EGFR-Homodimere sowie
anschlieBender Degradierung der Komplexe durch lysosomalen Abbau,?’ die Induktion der
Expression von Negativregulatoren iiber negative feedback loops, wie beispielsweise SOCS52**
oder Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPs), wie beispielsweise SHP2?%%, die protein tyrosine

phosphatase 1 B (PTP1B)** sowie die T cell protein tyrosine phosphatase (TC-PTP).270-"!

Publizierte Daten der Arbeitsgruppe belegen, dass der endogene Negativregulator des EGFR
durch die virale NS3/4A-Protease/Helikase an zwei spezifischen Stellen proteolytisch gespalten
wird und auf diese Weise zu der EGF-vermittelten Aktivierung des PLC-y- sowie des
PI3K/Akt-Signalweges fiihrt.!>4! In vivo konnte die HCV-vermittelte Herabregulation der
Proteinlevel von TC-PTP in HCV-infizierten Patienten als auch in NS3/4A-transgenen Méusen,
die intraheptisch den NS3/4A-Protease/Helikase-Komplex exprimieren, nachgewiesen

werden.”>*!

Basierend auf den bisher ausgefiihrten Untersuchungen sowie den publizierten Daten der
Arbeitsgruppe entstand die Uberlegung, ob die HCV-vermittelte Sensibilisierung der EGFR-
Tyrosinkinase-Aktivitit durch die NS3/4A-abhingige Reduktion von TC-PTP eine
Voraussetzung fiir die verstirkte basale und EGF-induzierte CXCL8-Expression in HCV-
infizierten Zellen ist, nicht zuletzt aufgrund der Involvierung von NS3/4A in die HCV-

vermittelte CXCLS8-Expression (vgl. Abschnitt 3.7).

Daher wurde ein spezifischer Gen-knockdown von TC-PTP mittels spezifischer gegen TC-PTP
gerichteter siRNA in Huh-7 Zellen induziert und darauffolgend mit 40 ng/ml EGF stimuliert.
Die Transkriptmenge wurde in der RT-PCR auf die Expression von CXCLS8 hin untersucht.
Hierzu wurde ein spezifischer Primer gegen das genannte Chemokin eingesetzt. Das Mal3 der
Proteinkonzentration wurde sowohl in unstimulierten als auch in EGF-stimulierten

Zellkulturiiberstanden mittels spezifischem CXCL8-ELISA quantifiziert.

Die simulierte NS3/4A-vermittelte Suppression von TC-PTP in den Huh-7 Zellen, durch den
spezifischen Gen-knockdown von TC-PTP, ergab iibereinstimmend mit den bisherigen

Befunden (vgl. Abschnitt 3.5) eine tendenzielle Zunahme des basalen und EGF-induzierten
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CXCLS8-Transkriptes (Abbildung 32A) sowie des CXCLS8-Proteins (Abbildung 32B) im
Vergleich zu den entsprechend behandelten Huh-7 Kontrollzellen.

Um den Erfolg des Gen-knockdowns von TC-PTP mittels siRNA sowohl auf der Ebene des
Transkripts als auch auf Protein-Ebene zu verifizieren, wurde die mRNA-Expression von TC-
PTP mittels RT-PCR (Abbildung 33A) und die Expression von TC-PTP im Western Blot
(Abbildung 33B) analysiert.
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Abbildung 32: Der Gen-knockdown von TC-PTP fiihrt sowohl auf Ebene der mRNA als auch auf Ebene des
Proteins zu einer Zunahme der CXCLS8-Expression. Huh-7 Zellen wurden mit 50 nM TC-PTP-siRNA bzw.
Control-siRNA transfiziert und anschlieBend mit 40 ng/ml EGF stimuliert. A Die mRNA wurde aus
Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung eines spezifischen Primers die Expression CXCL8 mittels
RT-PCR analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte iiber die AACT Methode mit
hSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde,
wiedergegeben. B Quantitative Analyse der Proteinkonzentration von CXCLS in unstimulierten und mit EGF-
konditionierten Zellkulturiiberstinden von Huh-Zellen mittels spezifischem CXCL8-ELISA. Die Fehlerbalken
geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse
(two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (x= p < 0,05; *+=p < 0,01; ***=p < 0,001; n.s.=
nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus A fiinf und B drei unabhédngigen Experimenten beriicksichtigt

wurden.

Zusammenfassend ist basierend auf den bisherigen Resultaten zu vermuten, dass die
Sensibilisierung der EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitit durch die HCV-vermittelte Reduktion der
TC-PTP-Proteinlevel spezifisch in die HCV-induzierte und als Reaktion auf externes EGF
gesteigerte CXCL8-Expression in HCV-infizierten Zellen involviert ist. Zur Verifizierung

dieser Annahme gilt es weitere Untersuchungen durchzufiihren.
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Abbildung 33: Nachweis des erfolgreichen Gen-knockdowns von TC-PTP auf Transkript-Ebene als auch
auf Protein-Ebene mittels spezifischer siRNA. A und B Huh-7 Zellen wurden mit 50 nM TC-PTP-siRNA bzw.
50 nM Control-siRNA transfiziert und nach 72 Stunden Inkubation mit 40 ng/ml EGF stimuliert. A Die mRNA
wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung eines spezifischen Primers die Expression von TC-
PTP mittels RT-PCR analysiert. Die quantitative Auswertung der Messergebnisse erfolgte iiber die AACT
Methode mit hNSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde,
wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (¥=p < 0,05; #x=p <
0,01; ***= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus fiinf unabhingigen
Experimenten berticksichtigt wurden. B Gesamtproteinextrakte wurden aus den Zellen isoliert und 30 pg Protein
in einem 12 %igen PAA-Gel elekrophoretisch aufgetrennt. Mittels Western Blot wurde die Expression von TC-
PTP analysiert. Als Beladungskontrolle diente GAPDH. Zwischen den einzelnen Detektionen wurde die Membran
mit Reblot Plus Strong Antibody Stripping Solution fiir 15 Minuten gestrippt.

3.10 Die Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase 1 (MEK1) ist an der HCV-

induzierten CXCLS8-Expression beteiligt, die Expression von CXCL1 bis
CXCL3 wird unabhiingig von MEK1 reguliert

Aufgrund der mafB3igeblichen Involvierung des EGFR in die HCV-induzierte und durch EGF
verstirkte CXCR2-Liganden-Expression sollte in der Folge zur weiteren Aufkldrung des
molekularen Mechanismus die EGFR-induzierten Signaltransduktionskaskaden néher
analysiert werden. Diesbeziiglich kamen insbesondere die Signalmolekiile Akt, ERK1/2, INK,
MEK1/2 bzw. p38MAPK als Induktoren und Regulatoren fiir die Uberexpression der Chemokine
in Frage. Wie bereits aus der Literatur und aus vorausgegangenen Studien der Arbeitsgruppe
hervorgeht, moduliert HCV eine Vielzahl zelluldrer Signaltransduktionskaskaden und aktiviert
verstirkt die genannten Signalmolekiile.!3%19%193288401 Deg Weiteren ist eine ERK-, JNK-, und
p38MAPK abhiingige Regulation der CXCLS8-Expression unter physiologischen Konditionen

beschrieben.??
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Durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren bzw. durch spezifischen Gen-knockdown mittels
siRNA wurde evaluiert, ob das Virus die Signalmolekiile zur Induktion und Regulation der
CXCR2-Liganden manipuliert. Die verstirkte Aktivierung von ERK1/2, JNK und p38MAPK
durch die Priasenz des subgenomischen HCV-Replikons und nachfolgender EGF-Stimulation
wurde bestétigt, jedoch konnte kein Einfluss des ERK 1/2-Inhibitors FR180204, des JNK-Gen-
knockdowns, noch des p38MAPK_Inhibitors SB203580 auf die Expression der CXCR2-Liganden
beobachtet werden (Daten nicht abgebildet).

Im Anschluss wurde der Einfluss der Mitogen-aktivierten Protein Kinase Kinase 1 auf die

Expression der CXCR2-Liganden untersucht.

Unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe legen diesbeziiglich nahe, dass spezifisch die
Expression des CXC-Motiv-Chemokins 8 die Aktivierung von MEKI1 erfordert
(unver6ffentlichte Daten Triller und Bode). Daher sollte im nédchsten Schritt zundchst die
Beteiligung von MEK1 an der Regulation der CXCLI1-, CXCL2-, und CXCL8-Expression
verifiziert bzw. sichergestellt und des Weiteren aufgekliart werden, ob die HCV-induzierte

CXCL3-Expression MEK1-abhéngig reguliert wird.

Hierzu wurde in den HCV-Replikationskomplex enthaltenden Huh-9.13 Zellen die
posttranskriptionelle Inhibierung von MEK 1 mittels siRNA induziert und anschlieend sowohl

die transfizierten als auch die Huh-7 Konrollzellen mit EGF stimuliert.

So fiihrte der spezifische MEKI1-knockdown zu keiner deutlichen Differenz der mRNA-
Expression von CXCL1 (Abbildung 34A) und CXCL3 (Abbildung 34C), im Vergleich mit der
mRNA-Expression der Zielgene der entsprechenden Huh-9.13 Kontrollzellen. Wéhrenddessen
konnte eine Abnahme des CXCL2-Transkriptes in der Folge des Gen-knockdowns von MEK1
beobachtet werden (Abbildung 34B). Zugleich hatte der Einfluss des spezifischen MEK1 Gen-
knockdowns auf Ebene des Transkriptes eine basale Reduktion und eine deutlich EGF-
induzierte Herabregulation der CXCL8-Expression (Abbildung 34D) als Konsequenz und

verifizierte die vorausgegangenen Befunde der Arbeitsgruppe.
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Abbildung 34: Die posttranskriptionelle Inhibition von MEK mittels siRNA fiihrt zur deutlichen
Herabregulation der CXCLS8-Expression auf transkriptioneller Ebene. Huh-9.13 Zellen enthalten das
subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. Huh-9.13 Zellen wurden fiir 72 Stunden mit
50 nM MEK1-siRNA bzw. 50 nM Control-siRNA transfiziert. Huh-7 und Huh-9.13 Zellen wurden mit 40 ng/ml
EGF stimuliert. Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung spezifischer Primer
die Expression von A CXCL1, B CXCL2, C CXCL3 und D CXCLS8 mittels qRT-PCR analysiert. Die quantitative
Auswertung aller Messergebnisse erfolgte tiber die AACT Methode mit hSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind
relativ zur Huh-7 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way
ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (¥=p <0,05;*x=p <0,01;**x=p <0,001; n.s.=
nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus jeweils drei unabhingigen Experimenten beriicksichtigt

wurden.

Der erfolgreiche Gen-knockdown von MEK1, der in der Abbildung 35 dargestellt ist, wurde

mittels eines spezifischen Antikorpers auf Protein-Ebene im Western Blot belegt.
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Abbildung 35: Nachweis des erfolgreichen Gen-knockdowns von MEK1 auf Protein-Ebene mittels siRNA.
Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. Huh-9.13
Zellen wurden mit 50 nM MEKI1si bzw. 50 nM Controlsi transfiziert und nach 72 Stunden Inkubation wurden
Huh-9.13 und Huh-7 Zellen mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Gesamtproteinextrakte wurden aus den Zellen isoliert
und 30 pg Protein in einem 12 %igen PAA-Gel elekrophoretisch aufgetrennt. Mittels Western Blot wurde die
Expression von MEK1/2 und NS3 analysiert. Als Beladungskontrolle diente GAPDH. Zwischen den einzelnen
Detektionen wurde die Membran mit Reblot Plus Strong Antibody Stripping Solution fiir 15 Minuten gestrippt.

Um sicher zu gehen, dass MEK1 spezifisch an der Regulation der CXCLS8-Expression und
potentiell an der Regulation der CXCL2-Expression beteiligt ist, CXCL1 und CXCL3 jedoch
unabhingig von der MEK 1-Aktivierung reguliert werden, wurden zur Verifizierung Huh-7.5
Zellen fiir 72 Stunden mit einer MOI des HCV-Stamms JC1 infiziert. Der spezifische Inhibitor
von MEK1/2, U0126 wurde den Zellen eine Stunde vor der EGF-Stimulation in einer

Konzentration von 10 uM hinzugesetzt.

Durch den Einsatz des nicht-kompetitiven MEK 1/2-Inhibitors, der selektiv MEK1 und mit
geringerer Affinitit auch MEK2 hemmt, ergab sich eine deutliche Reduktion der CXCLS-
Expression auf transkriptioneller Ebene, was aus der Abbildung 36D ersichtlich wird. Die
Beteiligung von MEK 1/2 an der Regulation der CXCL2-Expression (Abbildung 36B) liel3 sich
an dieser Stelle nicht evaluieren. Zugleich konnte MEK 1/2 als HCV-modifizierter Induktor der
CXCL1- (Abbildung 36A) sowie CXCL3-Expression (Abbildung 36C) ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 36: Der Inhibitor des MEK1/2-Signalweges hemmt spezifisch CXCL8 auf mRNA-Ebene,
CXCL1 bis CXCL3 werden MEK1/2-unabhiingig reguliert. Huh-7.5 Zellen wurden mit einer MOI des HCV-
Stamms JC1 infiziert und nach 72 Inkubation fiir eine Stunde mit 10 uM U0126, dem spezifischen Inhibitor der
Mitogen-aktivierten Protein Kinase Kinase 1/2, pra-inkubiert und anschlieend mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Huh-
7.5 Zellen dienten der Kontrolle. Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung
spezifischer Primer die Expression von A CXCL1, B CXCL2, C CXCL3 und D CXCL8 mittels RT-PCR
analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte iiber die AACT Methode mit hNSDHA als
Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7.5 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (*=p < 0,05; x¥=p < 0,01; #*xx=p <
0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse jeweils drei unabhingige Experimenten

beriicksichtigt wurden.
Die Daten belegen zusammenfassend, dass die HCV-induzierte Aktivierung von MEKI1
spezifisch in die basale und EGF-induzierte Expression von CXCLS8 als Signaltransduktor
involviert ist, wihrend MEK1 vermutlich keine oder nur eine partielle Rolle in der molekularen
Regulation der Expression von CXCL1 bis CXCL3 spielt. Dies wird von weiteren Inhibitor-
Studien im Replikonsystem gestiitzt (unverdffentlichte Daten Triller und Bode). Davon

abgesehen gibt es keine Hinweise auf eine Beteiliung der durch das Hepatitis C Virus verstirkt-
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aktivierten Signalmolekiile ERK1/2, JNK und p38MAPK fiir die Induktion und Regulation der
CXCR2-Liganden-Expression.

3.11 Aktist an der HCV-induzierten CXCL1- bis CXCL3-Expression beteiligt,
die Expression von CXCLS8 wird unabhingig von Akt reguliert

In den fortfithrenden Untersuchungen galt es nun zu iiberpriifen, ob die verstirkte Expression
der CXCR2-Liganden von dem durch HCV-verstérkt aktivierten Signalmolekiil Akt abhéngig
reguliert wird. Publizierte Daten der Arbeitsgruppe weisen bereits auf die Interferenz des
Hepatitis C Virus mit der Proteinkinase B (Akt) hin. Die Prasenz des HCV-Replikons resultierte
in einer Steigerung der basalen und EGF-induzierten Aktivierung von Akt, initiiert durch die
NS3/4A-vermittelte Suppression von TC-PTP auf Protein-Ebene. Des Weiteren wurde die

Relevanz von Akt fiir die virale Replikation nachgewiesen.!%40!

Um den potentiellen Zusammenhang von Akt und der Regulation der HCV-induzierten
Chemokinexpression aufzukldren, wurde mittels RT-PCR der Einfluss von gegen Akt

gerichteter siRNA in Huh-9.13 Zellen auf die Transkriptmenge der Chemokine untersucht.

Die Transfektion der Zellen mit spezifischer Akt siRNA hatte in der Gegenwart des HCV-
Replikationskomplexes eine Reduktion der basalen und EGF-induzierten Expression von
CXCL1 (Abbildung 37A), CXCL2 (Abbildung 37B) und CXCL3 (Abbildung 37C) im
Vergleich zu den entsprechenden Huh-9.13 Kontrollzellen zur Folge. Wahrenddessen konnte,
wie aus der Abbildung 37D ersichtlich ist, kein deutlicher Effekt des knockdowns von Akt auf
die CXCLS8-Expression festgestellt werden. Der FEinsatz des Inhibitors Triciribine, der
spezifisch die Akt-Aktivitdt hemmt, verifizierte die Ergebnisse des Gen-knockdowns (Daten
nicht abgebildet).
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Abbildung 37: Akt ist an der HCV-induzierten CXCL1- bis CXCL3-Expression involviert. CXCLS8 wird

Akt-unabhéingig reguliert. Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten
der Kontrolle. Huh-9.13 Zellen wurden fiir 72 Stunden mit 50 nM Akt-siRNA bzw. 50 nM Control-siRNA

transfiziert. Huh-7 und Huh-9.13 Zellen wurden mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Die mRNA wurde aus

Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung spezifischer Primer die Expression von A CXCL1, B CXCL2,

C CXCL3 und D CXCLS mittels RT-PCR analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte
iiber die AACT Methode mit hSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7 Kontrolle, welche auf 1

gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen

wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (*=

p < 0,05; *x=p < 0,01; #x*x= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse jeweils drei

unabhingigen Experimente beriicksichtigt wurden.
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Abbildung 38: Nachweis des erfolgreichen Gen-knockdowns von Akt auf Protein-Ebene mittels siRNA. Huh-
9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. Huh-9.13 Zellen
wurden mit 50 nM Akt-siRNA bzw. 50 nM Control-siRNA transfiziert und nach 72 Stunden Inkubation wurden
Huh-9.13 und Huh-7 Zellen mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Gesamtproteinextrakte wurden aus den Zellen isoliert
und 30 pg Protein in einem 12 %igen PAA-Gel elekrophoretisch aufgetrennt. Mittels Western Blot wurde die
Expression von Akt und NS3 analysiert. Als Beladungskontrolle diente GAPDH. Zwischen den einzelnen
Detektionen wurde die Membran mit Reblot Plus Strong Antibody Stripping Solution fiir 15 Minuten gestrippt.

Die knockdown-Studien belegen in ihrer Gesamtheit, dass MEK1 im Rahmen einer HCV-
Infektion ein spezifischer Mediator in der Signaltransduktionskaskade der CXCL8-Expression
ist und Akt eine wesentliche Rolle in dem Signalweg der Genexpression von CXCL1, CXCL2

und von CXCL3 spielt.

3.12 Der Transkriptionsfaktor NF-kB ist an der HCV-vermittelten CXCR2-

Liganden-Expression beteiligt

Im Anschluss stellte sich nun die Frage, welcher Transkriptionsfaktor HCV-vermittelt fiir die

Induktion der CXCR2-Liganden-kodierenden Zielgene von Bedeutung ist.

Aus der Literatur geht hervor, dass der Promotor von CXCLS eine regulatorische Sequenz mit
spezifischen Bindungsmotiven fiir die Transkriptionsfaktoren AP-1, NF-kB sowie fiir C/EBP
aufweist.>>> Zudem ist bekannt, dass die Gen-Transkription von CXCLI und von CXCL2
ebenfalls durch NF-kB sowie auch durch den Transkriptionsfaktor STATI reguliert wird.*¢?
Zugleich wird NF-kB-abhingig die transkriptionelle Aktivierung des CXCL3-Gens induziert
und kontrolliert.**> Auch im Rahmen einer HCV-Infektion ist bereits ein Zusammenhang
zwischen NF-xB und der Induktion der Genexpression von CXCL2 und CXCLS

beschrieben. 321331464 So konnte in HCV-infizierten primiren Hepatozyten eine verstirkte

HCV-bedingte Translokation von NF-kB in den Nukleus zur Induktion der Genexpresion von
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MCP-1 und CXCL2 belegt werden.*?! Auch die Expression von CXCL8 wird im Rahmen einer
HCV-Infektion transkriptionell durch NF-kB reguliert.?3!:464

Zahlreiche Publikationen legen ferner nahe, dass es wihrend einer Hepatitis C Virus Infektion
zu einer verstidrkten Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB kommt (vgl. Abschnitt
1.4.4). So fiihrt beispielsweiese das virale Nicht-Strukturprotein NS5A von HCV zu einer
verstirkten Freisetzung, nukledren Translokation und somit zur konstitutiven Aktivierung von
NF-xB.""* Zudem reguliert NS5A im Zytoplasma lokalisierte NF-kB-Dimere durch eine
verstirkte Degradierung seines inhibitorischen Proteins IxBa.!”> Diese NSS5A-abhingige,
konstitutive Aktivierung von NF-«B steht hierbei in enger Assoziation mit der Entstehung
hepatozelluldrer Karzinome durch die gesteigerte Zellproliferation und Inhibierung der
Apoptose.!**!° Vorausgegangene Befunde der Arbeitsgruppe deuten zudem auf eine verstirkte
HCV-abhingige Translokation der NF-kB-Untereinheit p65 hin, die in nukledren Extrakten aus
Lebern NS3/4A-transgener Miuse, welche intrahepatisch NS3/4A exprimieren, beobachtet

wurde.400’401

Auf dieser Grundlage wurde initial analysiert, ob durch die Prdsenz des HCV-
Replikationskomplexes in Huh-9.13 Zellen die Untereinheit p65 von NF-«kB basal sowie nach
EGF-Stimulation verstarkt aus dem Zytoplasma in den Nukleus transloziert wird und ob die
Signalmolekiile MEK1 oder Akt, welche an der HCV-vermittelten Induktion der CXCR2-

Liganden-Expression beteiligt sind, einen direkten Einfluss auf die p65-Translokation austiben.

Hierzu wurden Huh-7 und Huh-9.13 Zellen zunidchst fiir eine Stunde mit 10 uM des
spezifischen MEK 1/2-Inhibitors U0126 oder des Akt-Inhibitors Triciribine vorinkubiert und
anschlieBend mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Der FEinfluss der Inhibitoren und des
subgenomischen HCV-Replikons auf die Expression von p65 wurde mittels Western Blot in
nukledren Extrakten analysiert. So ergab die Detektion von p65 Hinweise einer durch HCV-
verstarkten Translokation von p65 in den Nukleus (Abbildung 39A und Abbildung 39B),
jedoch resultierte weder die Inhibierung von MEK1/2 (Abbildung 39A) noch von Akt
(Abbildung 39B) in einer reduzierten nukledren Translokation von p65. So ist davon
auszugehen, dass die Aktivierung und Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB nicht
durch die fiir die Regulation der Chemokine relevanten Signalmolekiile MEK 1 und Akt bedingt

wird.
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Abbildung 39: Die Gegenwart des HCV-Replikons verstirkt die Translokation der p65-Untereinheit des
Transkriptionsfaktors NF-kB in den Nukleus. Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon.
Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. Huh-7 und Huh-9.13 Zellen fiir eine Stunde A mit 10 pM U0126, dem
spezifischen Inhibitor von MEK1/2 oder B mit 10 uM Triciribine, dem spezifischen Akt-Inhibitor, pra-inkubiert
und anschlieend mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Nukledre Kernextrakte wurden aus den Zellen isoliert und 30 pug
Protein in einem 12 %igen PAA-Gel elekrophoretisch aufgetrennt. A und B Mittels Western Blot wurde die
Expression von p65 und NS3 analysiert. Als Beladungskontrolle diente GAPDH. Zwischen den einzelnen
Detektionen wurde die Membran mit Reblot Plus Strong Antibody Stripping Solution fiir 15 Minuten gestrippt.

Da durch die Prisenz des subgenomischen HCV-Replikationskomplexes die p65-Untereinheit
von NF-kB verstérkt in den Kern transloziert wird und in den Gen-Promotoren der CXCR2-
Liganden eine kB-regulatorische Region lokalisiert ist, die potentiell eine Bindung von NF-kB

zur transkriptionellen Regulation ermdglicht, kam weiterfithrend die Uberlegung auf, ob NF-

kB HCV-abhéngig die Transkription der Gene der CXCR2-Liganden induziert.

Aufgrund dessen wurde posttranskriptionell mittels spezifischer gegen p65 gerichteter siRNA
in Huh-9.13 Zellen eine Inhibierung von NF-kB durchgefiihrt und folglich der Einfluss des
knockdowns auf die HCV-induzierte und als Reaktion auf externes EGF gesteigerte CXCR2-
Liganden-Expression in der RT-PCR analysiert.

Die Transtfektion der HCV-Replikon-enthaltenden Huh-9.13 Zellen mit der spezifischen p65-
siRNA hatte eine Abnahme der basalen als auch der EGF-induzierten Expression der zu
analysierenden Zielgene zur Folge, was aus der Abbildung 40 hervorgeht. Der erfolgreiche
Gen-knockdown von p65 wurde in der RT-PCR mit Hilfe eines spezifisch gegen p65 gerichteten
Primers analysiert (Abbildung 41).
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Abbildung 40: NF-kB (p65) ist an der verstirkten CXCR2-Liganden-Expression beteiligt. Huh-9.13 Zellen

enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. Huh-9.13 Zellen wurden fiir
72 Stunden mit 50 nM p65-siRNA bzw. 50 nM Control-siRNA transfiziert. Huh-7 und Huh-9.13 Zellen wurden

mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung
spezifischer Primer die Expression von A CXCL1, B CXCL2, C CXCL3 und D CXCLS8 mittels RT-PCR

analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte iiber die AACT Methode mit hSDHA als

Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die

Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen

Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (¥=p < 0,05; ¥x=p < 0,01; *x=p <

0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse jeweils drei unabhingigen Experimenten

beriicksichtigt wurden.
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Abbildung 41: Nachweis des erfolgreichen Gen-knockdowns von p65 auf Ebene der Transkription mittels
siRNA. Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. Huh-
9.13 Zellen wurden fiir 72 Stunden mit 50 nM p65-siRNA bzw. 50 nM Control-siRNA transfiziert. Die mRNA
wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung eines spezifischen Primers die Expression von p65
mittels RT-PCR analysiert. Die quantitative Auswertung der Messergebnisse erfolgte iiber die AACT Methode mit
hSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde,
wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (x=p < 0,05; *x=p <
0,01; **x*=p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus jeweils drei unabhéngigen

Experimenten beriicksichtigt wurden.

Fundierend auf diesen Ergebnissen sowie ferner Arbeiten der Literatur konnte nachgeweisen
werden, dass NF-kB HCV-abhingig maligeblich an der Transkription der CXCR2-Liganden-
Gene beteiligt ist. Die Involvierung von STATI an deren Transkriptionsregulation in der
Gegenwart des HCV-Replikons konnte durch Studien mit dem selektiven JAKI-Inhibitor,
Filgotinib, exkludiert werden (Daten nicht abgebildet).

3.13 Die virale Replikation wird in Antwort auf EGF verstirkt

Basierend auf bereits publizierten Daten der Arbeitsgruppe ist davon auszugehen, dass der
epidermale Wachstumsfaktor zelluldre Signalwege induziert, deren Aktivierung in einer
Steigerung der Replikation des subgenomischen HCV-Replikons resultiert. So bedingt EGF

HCV-vermittelt beispielsweise eine verstirkte Aktivierung des EGFR und nachgeschalteter
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Signalwege und auf diese Weise die konstitutive Akt-Phosphorylierung. Diese wird wiederum

mit der Persistenz der viralen Replikation assoziiert.!7¢4%!

Die Steigerung der viralen Replikation in Antwort auf 40 ng/ml EGF wurde in Huh-9.13
Replikonzellen initial verifiziert. In Ubereinstimmung mit den vorherigen Studien der
Arbeitsgruppe ergab die Analyse der mRNA mittels RT-PCR eine deutliche Steigerung der
NS3-Expression auf Ebene der Transkription (Abbildung 42A).

Im Anschluss sollte nun die EGF-induzierte Stimulation der viralen Replikation in der

Anwesenheit des HCV-Stamms JC1 validiert werden.

So fiihrte ebenso die Infektion von Huh-7.5 Zellen mit einer MOI des HCV-Stamms JC1 und
die nachfolgende Behandlung der Zellen mit 40 ng/ml EGF zu einer deutlichen Zunahme der
NS3-Expression auf Transkript-Ebene (Abbildung 42B).

A B
NS3 NS3
15 6

mHuh-9.13 @ Huh-7.5 JC1
§12 - . *okk
§ N
E
£
® !

6
2

- 'm A

0 |
EGF [min] - 80 160 EGF [min] - 80 160

relative mRNA-Expression
w IS o

i

*

3

Abbildung 42: EGF verstiirkt die virale Replikation sowohl in Anwesenheit des HCV-Replikons als auch in
Anwesenheit des HCV-Stamms JC1. A Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-
9.13 Zellen wurden mit 40 ng/ml EGF stimuliert. B Huh-7.5 Zellen wurden mit einer MOI des HCV-Stamms JC1
infiziert und nach 72 Inkubation mit 40 ng/ml EGF stimuliert. A und B Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten
extrahiert und unter Verwendung eines spezifischen Primers die Expression von NS3 mittels RT-PCR analysiert.
Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte tiber die AACT Methode mit h\SDHA als Referenz. Die
Ergebnisse sind A relativ zur unstimulierten Huh-9.13 Kontrolle bzw. C relativ zur unstimulierten Huh-7.5 JC1
Kontrolle, welche auf | gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und
die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post
Hoc t-Test (¥=p <0,05;*x=p < 0,01; *x*=p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die

Ergebnisse aus jeweils drei unabhéngigen Experimenten beriicksichtigt wurden.
3.14 HCYV induziert konstitutiv die Expression von EGF auf Ebene der

Transkription und auf Ebene des Proteins

Wie aus den bisherigen Resultaten und ferner aus verdffentlichten Daten der Arbeitsgruppe

geschlossen werden kann, interferiert das Hepatitis C Virus mit der Signalweiterleitung des
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epidermalen Wachstumsfaktors zur Steigerung der Replikation des viralen Genoms durch die
verstirkte Aktivierung zellulirer Komponenten des EGF-induzierten Signalweges.'>**’! Daher
wurde im ndchsten Schritt untersucht, ob das Hepatitis C Virus umgekehrt zugleich die
Féhigkeit aufweist EGF zu seinen Gunsten zu manipulieren und die basale Expression von EGF
zu induzieren, um so die Korrelation der HCV-induzierten und durch EGF gesteigerten

CXCR2-Liganden-Expression genauer charakterisieren zu konnen.

Vor diesem Hintergrund wurde die basale EGF-Transkriptmenge mittels RT-PCR und das Maf}
der EGF-Protein-Expression mittels spezifischem EGF-ELISA in der Gegenwart des HCV-
Replikons als auch in der Anwesenheit des HCV-Stamms JC1 sowie in vivo in Seren von HCV-

infizierten Patienten quantifiziert.

Auf der Ebene der RNA wurde eine deutliche Steigerung der basalen Expression von EGF
durch die Prasenz der viralen Nicht-Strukturproteine in humanen Huh-9.13 Zellen (Abbildung
43A) und in Huh-5.15 Zellen (Abbildung 43B) beobachtet. Wie der Abbildung 43C zu
entnehmen ist, ergab die Untersuchung mittels RT-PCR in mit dem HCV-Stamm JCI1
infizierten verglichen mit nicht-infizierten Huh-7.5 Zellen &quivalent eine deutliche

Heraufregulation des basalen EGF-Transkriptes.
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Abbildung 43: HCV induziert die basale Expression von EGF auf Ebene der Transkription. A Huh-9.13 und
Huh-5.15 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. B Huh-7.5
Zellen wurden mit einer MOI des HCV-Stamms JC1 fiir 72 Stunden infiziert. Huh-7.5 Zellen dienten der
Kontrolle. A und B Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung eines spezifischen
Primers die Expression von EGF mittels RT-PCR analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse
erfolgte iiber die AACT Methode mit hANSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur A Huh-7 und B Huh-
7.5 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an
und die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni
Post Hoc t-Test (¥=p < 0,05; **=p < 0,01; **x*= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die

Ergebnisse aus jeweils drei unabhéngigen Experimenten beriicksichtigt wurden.
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Die Resultate des spezifischen EGF-ELISAs in unstimulierten Zellkulturiiberstinden der
Replikon-enthaltenden Huh-9.13 (Abbildung 44A) bzw. Huh-5.15 Zellen (Abbildung 44B)
ergaben libereinstimmend mit den RT-PCR-Daten eine Zunahme der EGF-Proteinmenge. Wie
aus der Abbildung 44C ersichtlich ist, sekretierten die mit dem HCV-Stamm JC1 infizierten
Huh-7.5 Zellen eine deutlich erhdhte Menge an EGF.

In Ubereinstimmung mit den in vitro Zellkulturdaten konnte zugleich in vivo in Seren von
HCV-infizierten Patienten eine deutliche Steigerung der EGF-Konzentration, im Vergleich mit
der detektierten Menge in Seren von gesunden Patienten, quantifiziert werden (Abbildung

44D).
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Abbildung 44: HCV induziert die basale EGF-Expression auf Protein-Ebene. A und B Huh-9.13 und Huh-
5.15 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. C Huh-7.5 Zellen
wurden mit einer MOI des HCV-Stamms JC1 fiir 72 Stunden infiziert. Huh-7.5 Zellen dienten der Kontrolle. A,
B und C Quantitative Analyse der basalen Proteinkonzentration von EGF in unstimulierten Zellkulturiiberstinden
von A Huh-9.13 B Huh-5.15 und C Huh-7.5 Zellen mittels spezifischem EGF-ELISA. D Quantitative Analyse der
EGF-Proteinkonzentration in Seren von gesunden Patienten und Seren von HCV-infizierten Patienten mittels
spezifischem EGF-ELISA. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden
mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (¥=p <
0,05; **=p < 0,01; ***= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus A und B drei,

C vier und D neun unabhingigen Experimenten beriicksichtigt wurden.
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Um zu belegen, dass das HCV-Replikon die Gen-Expression des epidermalen
Wachstumsfaktors induziert, wurden in der Folge der vorangegangenen Befunde Huh-9.13
Zellen mit 10 uM 2-C’-Methylcytidin, einem Inhibitor der RNA-abhéngigen RNA-Polymerase
NS5B, zur Inhibierung der viralen Repplikation versetzt und nach 48 Stunden mit 40 ng/ml
EGF stimuliert.

Der Einfluss von Methylcytidin auf die virale Replikation wurde anhand der NS3-Expression
im Western Blot analysiert. Wie in der Abbildung 45B dargestellt, kommt es unter Einsatz von

Methylcytidin zu einer fast vollstindigen Inhibition der subgenomischen Replikation.

Um weiterfiihrend sicherzustellen, dass HCV die EGF-Expression eigenstindig konstitutiv
induziert, wurde zugleich auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR der Einfluss von 2-C’-
Methylcytidin auf das Zielgen tliberpriift. Wie aus der Abbildung 45A hervorgeht, konnte die
HCV-bedingte Steigerung der basalen EGF-Expression durch die Methylcytidin-vermittelte

Hemmung der viralen Replikation fast vollstindig aufgehoben werden.

Diese Hinweise belegen, dass HCV ein relevanter Induktor fiir die konstitutive EGF-Expression

in seiner Wirtszelle ist.
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Abbildung 45: Die durch EGF-verstirkte virale Replikation wird durch den Einsatz von 2-C’-
Methylcytidin inhibiert. Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. A Huh-9.13 Zellen
wurden flir 48 Stunden mit 10 uM 2-C’-Methylcytidin inkubiert. Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten
extrahiert und unter Verwendung eines spezifischen Primers die Expression von EGF mittels RT-PCR analysiert.
Die quantitative Auswertung der Messergebnisse erfolgte iiber die AACT Methode mit hNSDHA als Referenz. Die
Ergebnisse sind relativ wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die
Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOV A) mit Bonferroni Post Hoc
t-Test (*=p < 0,05; *¥=p < 0,01; ***= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse
aus jeweils drei unabhidngigen Experimenten beriicksichtigt wurden. B Huh-9.13 Zellen wurden mit 10 uM 2-C’-
Methylcytidin fiir 48 Stunden inkubiert und anschlieBend mit 40 ng/ml EGF stimuliert. Gesamtproteinextrakte
wurden aus den Zellen isoliert und 30 pg Protein in einem 12 %igen PAA-Gel elekrophoretisch aufgetrennt.

Mittels Western Blot wurde die Expression von NS3 analysiert. Als Beladungskontrolle diente GAPDH. Zwischen
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den einzelnen Detektionen wurde die Membran mit Reblot Plus Strong Antibody Stripping Solution fiir 15 Minuten
gestrippt.

Weiterfiihrend sollte analysiert werden, inwieweit die HCV-bedingte Expression von EGF auch
wihrend einer chronischen Hepatitis C Virus Infektion vorliegt. Hierfiir wurde ein Modell fiir
die chronische Infektion unter Verwendung von DMSO-differenzierten Huh-7.5 Zellen genutzt.
Initial erfolgte die Kultivierung der Zellen mit 2 % DMSO-supplementiertem Kulturmedium
fiir 14 Tage. AnschlieBend wurden die Zellen mit zwei MOI des HCV-Stamms JC1 fiir
48 Stunden infiziert und fiir weitere vier Wochen mit DMSO-haltigem Medium kultiviert. Die
Chronifizierung resultierte in einer permanenten Virussynthese und schaffte die Voraussetzung

fir die Simulation einer chronischen HCV-Infektion in vitro.

Die Analyse des EGF-Zielgens in differenzierten, mit dem HCV-Stamm JC1 chronisch
infizierten Huh-7.5 Hepatomazellen erbrachte das Resultat einer deutlichen Steigerung der

transkriptionellen Expression von EGF (Abbildung 46A).

Zum Nachweis der erfolgreichen Infektion der Huh-7.5 Zellen mit dem HCV-Stamm JC1 nach
vier Wochen, wurde das virale Nicht-Strukturprotein NS5A iiber den Priméarantikérper Anti-
HCV NSS5A (Genotyp 2a) und einem dye-konjugierten Sekundirantikdrper, versetzt mit dem
Kernfarbstoff DAPI, gefarbt und mittels konfokaler Laserscanning Mikroskopie und Anregung
der Fluorophore entsprechend ihrer Absorptionsspektren, visualisiert (Abbildung 46B).
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Abbildung 46: Die basale EGF-Expression ist im Modell der chronischen HCV-Infektion erh6ht. A Huh-7.5
Zellen wurden fiir 14 Tage mit 2 % DMSO-supplementiertem Kulturmedium kultiviert. AnschlieBend erfolgte die
Infektion der Zellen mit zwei MOI des HCV-Stamms JC1 fiir 48 Stunden und die Inkubation fiir weitere vier
Wochen mit DMSO-haltigem Medium. DMSO-differenzierte Huh-7.5 Zellen dienten der Kontrolle. Die mRNA
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wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung eines spezifischen Primers die Expression von
EGF mittels RT-PCR untersucht. Die quantitative Auswertung der Messergebnisse erfolgte iiber die AACT
Methode mit hRSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ Huh-7.5 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde,
wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (x=p < 0,05; *x=p <
0,01; **x*= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus jeweils drei unabhédngigen
Experimenten beriicksichtigt wurden. B Huh-7.5 Zellen wurden auf Deckgldsern ausgesit und fiir 14 Tage mit
2 % DMSO-supplementiertem Kulturmedium kultiviert. Anschlieend erfolgte die Infektion der Zellen mit zwei
MOI des HCV-Stamms JC1 fiir 48 Stunden, die Inkubation fiir weitere vier Wochen mit DMSO-haltigem Medium
und die Fixierung der Zellen mit Methanol. NS5A wurde tiber den Primérantikérper Anti-HCV NS5A (Genotyp
2a) und einem dye-konjugierten Sekundarantikérper (Anregung bei 490 nm), versetzt mit dem Kernfarbstoff DAPI
(Anregung bei 358 nm), visualisiert. Die Farbung wurde mittels konfokalem Laserscanning Mikroskop analysiert

(VergroBerung: 63-fach, Balken=50 uM).

3.15 HCV reguliert die Induktion der CXCR2-Liganden-Expression durch

einen autokrinen und parakrinen positiven EGF feedback loop

Im Hinblick auf die bisher erbrachten Befunde der HCV-induzierten konstitutiven Expression
des epidermalen Wachstumsfaktors, entstand als nichstes die Uberlegung, ob die Expression
der CXCR2-Liganden mdglicherweise durch einen HCV-vermittelten autokrinen und

parakrinen EGF feedback loop reguliert wird.

Hierzu wurde posttranskriptionell ein spezifischer Gen-knockdown von EGF mittels siRNA in
Huh-9.13 Zellen induziert und der Einfluss des knockdowns auf die Expression von CXCLI bis
CXCL3 und CXCL8 auf mRNA-Ebene in der RT-PCR eroiert.

Diese posttranskriptionelle Inhibierung von EGF fiihrte in der Anwesenheit des HCV-
Replikons zu einer deutlichen Suppression der Expression von CXCL1 (Abbildung 47A),
CXCL2 (Abbildung 47B), CXCL3 (Abbildung 47C) und CXCLS8 (Abbildung 47D) auf
Transkript-Ebene im Vergleich zu den entsprechend behandelten Huh-9.13 Kontrollzellen.

Der Nachweis des erfolgreichen knockdowns von EGF wurde mittels RT-PCR mit Hilfe eines

spezifischen Primers belegt (Abbildung 47E).
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Abbildung 47: Das HCV-Replikon induziert und reguliert die CXCR2-Liganden-Expression durch einen
positiven autokrinen und parakrinen EGF feedback loop. Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-
Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. Huh-9.13 Zellen wurden fiir 72 Stunden mit 50 nM EGF-siRNA
bzw. 50 nM Control-siRNA transfiziert. Die mRNA wurde aus Gesamtzelllysaten extrahiert und unter
Verwendung spezifischer Primer die Expression von A CXCL1, B CXCL2, C CXCL3 D CXCLS8 und E EGF
mittels RT-PCR analysiert. Die quantitative Auswertung aller Messergebnisse erfolgte iiber die AACT Methode
mit hSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur Huh-7 Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde,
wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (¥=p < 0,05; #x=p <
0,01; ***= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse aus jeweils drei unabhingigen

Experimenten berticksichtigt wurden.
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In der Gesamtheit ist aus den bisherigen Befunden anzunehmen, dass das Hepatitis C Virus
eigenstiandig die Expression der CXCR2-Liganden durch eine konstitutive EGF-Expression in
seiner Wirtszelle induziert und durch einen positiven autokrinen und parakrinen EGF feedback

loop zugleich reguliert.

3.16 Der CXC-Rezeptor-2 fiihrt zu keiner deutlichen Verstirkung der viralen
Replikation

Im Anschluss an die mechanistische Untersuchung der HCV-vermittelten Induktion der
CXCR2-Liganden-Expression galt es nun die funktionelle und biologische Relevanz der HCV-

induzierten Chemokiniiberexpression genauer aufzuklaren.

EGF fiihrt, wie bereits beschrieben, in der Anwesenheit des HCV-Replikons'*®*! und in der
Anwesenheits des HCV-Stamms JC1 (vgl. Abschnitt 3.13) zur Steigerung der viralen
Replikation. In Anbetracht dessen sollte initial evaluiert werden, welchen Einfluss die

Inhibition des CXC-Rezeptors 2 auf die virale Replikation ausiibt.

Hierzu wurden Huh-9.13 Zellen, die das virale subgenomische HCV-Replikon enthalten, fiir
24, 48 und 72 Stunden mit 50 nM SB225002, dem spezifischen Inhibitor des CXCR2, inkubiert
und nachfolgend die Expression von NS3, NS5A und NS5B auf transkriptioneller Ebene

untersucht.

Durch den Einsatz des CXC-Rezeptor-2-Inhibitors kam es, wie der Abbildung 48 zu entnehmen
ist, zu keinem deutlichen Unterschied in der Expression der viralen Nicht-Strukturproteine im

Vergleich zur entsprechenden, unstimulierten Huh-9.13 Kontrolle.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der CXC-Rezeptor 2 keinen Einfluss auf die Replikation
des viralen HCV-Genoms ausiibt und es dementsprechend zu keiner Verstarkung der viralen

Replikation des Hepatitis C Virus kommt.
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Abbildung 48: Die Inhibition des CXC-Rezeptors-2 iibt keinen Einfluss auf die virale Replikation aus. Huh-
9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-9.13 Zellen wurden fiir 24, 48 bzw. 72 Stunden mit
50 nM SB225002, dem spezifischen Inhibitor des CXC-Rezeptors 2, inkubiert. Die mRNA wurde aus
Gesamtzelllysaten extrahiert und unter Verwendung spezifischer Primer die Expression von A NS3, B NS5A und
C NS5B mittels RT-PCR analysiert. Die quantitative Auswertung der Messergebnisse erfolgte iiber die AACT
Methode mit hRSDHA als Referenz. Die Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten Huh-9.13 Kontrolle, welche auf
1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an, wobei die Ergebnisse aus

jeweils drei unabhingigen Experimenten beriicksichtigt wurden.

3.17 Die HCV-induzierte CXCR2-Liganden-Expression fiihrt zu einer

verstirkten Rekrutierung neutrophiler Granulozyten

Aus der Literatur ist ersichtlich, dass der G-Protein gekoppelte CXC-Rezeptor 2 vorwiegend
auf neutrophilen Granulozyten und Monozyten lokalisiert ist.*!* Die CXC-Chemokine -1, -2, -
3 und -8 weisen ein charakteristisches ELR Motiv mit der priaferenziellen Aminosdureabfolge
Glutamin, Leucin und Arginin auf,*!'*!'2 durch dessen Interaktion mit dem CXCR2 sie
wesentlich an der Rekrutierung neutrophiler Granulozyten und Monozyten zum Ort der
Infektion entsprechend eines Chemokingradienten beteiligt sind.>!**!7 Insbesondere das CXC-
Motiv-Chemokin 8 als pro-inflammatorischer Schliisselmediator induziert die Attraktion

neutrophiler Granulozyten.3!%3973%8
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Weiterhin geht aus vorausgegangenen Studien der Arbeitsgruppe sowie Daten der Literatur
hervor, dass das Hepatitis C Virus mit Chemokinen und Zytokinen interferiert und auf diese

Weise die Zusammensetzung der Immunzellpopulationen in der Leber modifiziert.3?° 0!

Basierend auf den initialen Ergebnissen dieser Arbeit und ferner den Literaturbefunden entstand
die Uberlegung, ob die HCV-induzierte und durch die externe Zugabe von EGF gesteigerte
Chemokinexpression einen moglichen Einfluss auf die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
oder von Monozyten ausiibt und auf diese Weise HCV-vermittelt die lokale Entziindungs- und

Immunmikro-Umgebung zu Gunsten des Virus moduliert wird.

So wurden initial humane neutrophile Granulozyten bzw. humane Monozyten aus humanen

Bufty Coats extrahiert (vgl. Abschnitt 2.2.1.3 und Abschnitt 2.2.1.7).

Die erfolgreiche Extraktion neutrophiler Granulozyten aus den humanen Buffy Coats wurde
durch die spezifische Fiarbung mit APC-konjugierten Antikorpern und anschliefender Analyse
der Oberflichenexpression von CD15 mittels zytometrischer Messung iiberpriift (Abbildung
49).

Ebenso wurde, wie aus der Abbildung 50 zu entnehmen ist, die erfolgreiche Isolation humaner
Monozyten aus den PBMCs humaner Buffy Coats mit Hilfe spezifischer PE-konjugierter
Antikorper und zytometrischer Analyse der Oberflichenexpression von CD11c, CD14 sowie

CD163 sichergestellt.
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Abbildung 49: Erfolgreiche Extraktion neutrophiler Granulozyten aus humanen Buffy Coats. Als
Ausgangsmaterial dienten Buffy Coats, die aus peripherem Vollblut gesunder weiblicher als auch méannlicher

Blutspender gewonnen wurden. Mittels Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation nach Boyum erfolgte die
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Fraktionierung der zelluldren Blutbestandteile entsprechend ihrer ZellgroBen und Zelldichten.*!34!* Blutplasma,
Interphase und Ficoll-Schicht wurden verworfen. Extraktion neutrophiler Granulozyten aus dem gebildeten
Sediment erfolgte durch die hypotone Lyse der Erythrozyten. A Forward und side scatter wurden entsprechend
der GroBe und Granularitdit der neutrophilen Granulozyten eingestellt. B Zytometrische Analyse der
Oberflachenexpression von CD15 auf neutrophilen Granulozten mittels APC-konjugierter Antikorper. Die
Auswertung der FACS-Analyse erfolgte mittels FlowJo Software gegen die entsprechende Isotypenkontrolle.
Grau: Histogramm der APC-Kontrollanalyse, Griin: Histogramm der CD15-Analyse.
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Abbildung 50: Erfolgreiche Extraktion humaner Monozyten aus PBMCs humaner Buffy Coats. Extraktion
peripherer mononukledrer Zellen (PBMC) durch Ficoll-Hypaque-Dichtegradientenzentrifugation nach
Boyum.*13414 Als Ausgangsmaterial dienten Buffy Coats, die aus peripherem Vollblut gesunder ménnlicher
Blutspender gewonnen wurden. Mittels einer Ficoll-Separationslosung erfolgte die Fraktionierung der zelluldren
Blutbestandteile entsprechend ihrer ZellgroBen und Zelldichten. Monozyten wurden aus den PBMCs durch
positive Zellseparation mittels MACS mit Hilfe spezifischer CD14 MicroBeads isoliert.*'**? Zytometrische
Analyse der Oberflachenexpression von A CD11c, B CD14 und C CD163 auf humanen Monozyten mittels PE-
konjugierter Antikorper. Die Auswertung der FACS-Analyse erfolgte mittels FlowJo Software gegen die
entsprechende Isotypenkontrolle. Grau: Histogramm der PE-Kontrollanalyse, Griin: Histogramm der A CD11c-
Analyse, B CD14-Analyse und C CD163-Analyse. D, E und F Einstellung des forward und side scatter

entsprechend der GroBe und Granularitit der Monozyten.

Fiir die Migrations-Assays wurden Huh-7 und Huh-9.13 Zellen mit 40 ng/ml EGF stimuliert
und Serum-freie Zellkulturiiberstinde generiert. Diese konditionierten Zellkulturiiberstdnde

wurden in das untere Kompartiment einer 24-Well Gewebekulturplatte tiberfiihrt und isolierte
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neutrophile Granulozyten oder Monozyten in Serum-freiem Medium in dariiber positionierten,
speziellen Zellkultur-Einsdtzen mit einer permeablen Membran, welche eine Porengrofle von
3 um aufweist, kultiviert. Auf diese Weise konnten die Zellen in das untere Kompartiment,
entsprechend des HCV-induzierten Chemokingradienten, migrieren. Unter Zusatz von 40 pl
WST-1 Reagenz wurde nach weiteren drei Stunden Inkubation die relative Anzahl migrierter
Zellen anhand des gebildeten rotlich-braunlichen Farbstoffs Formazan photometrisch

bestimmt.

Wie in der Abbildung 51, dargestellt, migrierten die neutrophilen Granulozyten durch die
Prasenz unstimulierter Huh-9.13 Zellkulturiiberstinden um den Faktor 1,3 stirker verglichen
mit der relativen Anzahl migrierter Neutrophiler in der Anwesenheit unstimulierter Huh-7-
Uberstinden. Die vorausgegangene Stimulation der HCV-Replikon-enthaltenden Huh-9.13
Zellen mit EGF hatte ein deutlich verstarktes Migrationsverhalten der Neutrophilen zur Folge,
bezogen auf die entsprechend stimulierte Huh-7 Kontrolle. In der Folge der IL-1f Stimulation
humaner Huh-9.13 Zellen konnte hingegen keine deutliche Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten beobachtet werden. Die mit EGF und IL-1p ko-stimulierten Uberstande der Huh-
9.13 Hepatomazellen resultierten wiederum in einem deutlich verstirkten Migrationsverhalten
neutrophiler Granulozyten im Vergleich zu den entsprechenden Huh-7 Kontrollen. Des
Weiteren ist aus der Abbildung 51 ersichtlich, dass die Rekrutierung der neutrophilen
Granulozyten in Abhingigkeit der HCV-induzierten CXCR2-Liganden-Expression nach
erfolgter EGF-Stimulation und zugleich nach vorausgegangener Ko-Stimulation mit IL-f im
Vergleich zur unstimulierten Huh-9.13 Kontrolle deutlich gesteigert wurde. Ebenso migrierten
die Neutrophilen in der Anwesenheit EGF-stimulierter und/oder IL-1B-behandelter Uberstinde
der HCV-Replikon-enthaltenden Huh-9.13 Zellen deutlich stdrker als in der Gegenwart des

Kontrollmediums.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass das Hepatitis C Virus durch die Induktion der
Expression von CXCL1 bis CXCL3 und CXCLS8 in seiner Wirtszelle die Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten initiiert und diese durch die HCV-bedingte Konvertierung des
epidermalen Wachstumsfaktors in einen potenten Induktor der Chemokinsynthese verstarkt
wird. Ob weitere chemotaktische Faktoren an dieser Rekrutierung der Neutrophilen beteiligt

sind kann an dieser Stelle nicht vollstdndig ausgeschlossen werden.
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Abbildung 51: Steigerung des Migrationsverhaltens neutrophiler Granulozyten durch die HCV- und EGF-
induzierte CXCR2-Liganden-Expression. Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-
7 Zellen dienten der Kontrolle. Als Kontrolle diente Zell-freies Kulturmedium. Humane Huh-7 und Huh-9.13
Zellen wurden mit 40 ng/ml EGF und/oder 50 U/ml IL-1f fiir 8 Stunden stimuliert. Konditionierte
Zellkulturiiberstainde wurden generiert und in das untere Kompartiment des Transwellsystems tiberfiihrt (vgl.
Abbildung 18). Neutrophile Granulozyten wurden aus humanen Buffy Coats extrahiert und in Zellkultur-Einsétze
mit einer Porengrofe von 3 pum kultiviert. Die relative Anzahl migrierter Zellen wurde photometrisch bei 450 nm
und 620 nm unter Zusatz von WST-1 Reagenz-gebildeten Formazan analysiert. Die Ergebnisse sind relativ zur
Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und
die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post
Hoc t-Test (*=p < 0,05; **=p < 0,01; ***=p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die

Ergebnisse jeweils vier unabhingigen Experimenten beriicksichtigt wurden.
Im Vergleich dazu migrierten humane Monozyten HCV-unabhédngig, da bereits in der
Anwesenheit von unstimulierten und mit EGF-stimulierten Huh-7 Zellkulturiiberstinden ein
verstiarktes Migrationsverhalten der Monozyten beobachtet wurde (Abbildung 52). Eine
verstarkte Rekrutierung der Monozyten konnte auch in Antwort auf EGF-behandelte
Zellkulturiiberstdnde der Huh-9.13 Replikonzellen beobachtet werden.
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Abbildung 52: Das Migrationsverhalten humaner Monozyten ist HCV-unabhingig. Huh-9.13 Zellen
enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. Als Kontrolle diente Zell-freies
Kulturmedium. Humane Huh-7 und Huh-9.13 Zellen wurden mit 40 ng/ml EGF und/oder 50 U/ml IL-1p fiir
8 Stunden stimuliert. Konditionierte Zellkulturiiberstinde wurden generiert und in das untere Kompartiment des
Transwellsystems tiberfiihrt (vgl. Abbildung 18). Monozyten wurden aus PBMCs humaner Buffy Coats extrahiert
und in Zellkultur-Einsdtze mit einer Porengrofie von 3 pum kultiviert. Die relative Anzahl migrierter Zellen wurde
photometrisch bei 450 nm und 620 nm unter Zusatz von WST-1 Reagenz-gebildeten Formazan analysiert. Die
Ergebnisse sind relativ zur Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den
Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way
ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (*=p < 0,05; = p < 0,01; *+*x=p < 0,001; n.s.=

nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse vier unabhéngigen Experimenten beriicksichtigt wurden.

Weiterfiihrende Untersuchungen sollten nun sicherstellen, dass die verstiarkte Rekrutierung der
neutrophilen Granulozyten durch die durch das HCV-Replikon induzierte und durch EGF
gesteigerte CXCR2-Liganden-Expression und nicht durch andere chemotaktischen Substanzen,
die durch das Virus und/oder in Antwort auf IL-1 oder EGF von den infizierten Zellen

synthetisiert werden, ausgeldst wird.

Hierzu wurde den extrahierten neutrophilen Granulozyten 50 nM SB225002, der spezifische
Inhibitor des CXCR2, vor der Uberfiihrung in die Inserts und damit vor der Kultivierung mit
den konditionierten Zellkulturiiberstinden der humanen Huh-7 und Huh-9.13 Zellen

hinzugesetzt.
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Die Hemmung des Chemokinrezeptors hatte, wie in der Abbildung 53 dargestellt, eine
deutliche Reduktion der Migration neutrophiler Granulozyten zur Folge. So konnte durch den
Einsatz des CXCR2-Inhibitors keine oder nur eine geringe Rekrutierung der Neutrophilen in
der Anwesenheit unstimulierter, zuvor mit EGF-stimulierter oder EGF/IL-1p-ko-stimulierter

Uberstiande von humanen Huh-9.13 Zellen bestimmt werden.
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Abbildung 53: Die HCV-induzierte Migration neutrophiler Granulozyten ist abhéingig von der CXCR2-
Liganden-Expression. Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-Replikon. Huh-7 Zellen dienten der
Kontrolle. Als Konrolle diente Zell-freies Kulturmedium. Humane Huh-7 und Huh-9.13 Zellen wurden mit
40 ng/ml EGF und/ oder 50 U/ml IL-1f fiir 8 Stunden stimuliert. Konditionierte Zellkulturiiberstinde wurden
generiert und in das untere Kompartiment des Transwellsystems tiiberfithrt (vgl. Abbildung 18). Neutrophile
Granulozyten wurden aus humanen Buffy Coats extrahiert und in Zellkultur-Einsdtze mit einer Porengréfie von
3 pwm, unter Zusatz von 50 nM SB225002, dem spezifischen CXCR2-Inhibitor, kultiviert. Die relative Anzahl
migrierter Zellen wurde photometrisch bei 450 nm und 620 nm unter Zusatz von WST-1 Reagenz-gebildeten
Formazan analysiert. Die Ergebnisse sind relativ zur Negativkontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde,
wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler (SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer
zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit Bonferroni Post Hoc t-Test (¥*=p < 0,05; *x=p <
0,01; #**x=p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt, wobei die Ergebnisse jeweils drei unabhidngigen

Experimenten beriicksichtigt wurden.

Die Befunde fiithren in der Gesamtheit zu der Annahme, dass vorrangig die durch HCV
sezernierten CXCR2-Liganden CXCLI1 bis CXCL3 und CXCLS die gesteigerte Rekrutierung

der neutrophilen Granulozyten induzieren, da durch die Inhibition des CXCR2 die verstarkte
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Migration der Immunzellen fast vollstindig aufgehoben wurde, sofern EGF und/oder IL-1

stimulierte Uberstdnde humaner Huh-9.13 Zellen verwendet wurden.

3.18 Das HCV-Replikon verhindert die verstirkte Expression der
Chemokinrezeptoren CCRS und CXCR4 auf der Oberfliche von humanen

ko-kultivierten CD14" Makrophagen im indirekten Transwellsystem

In der Literatur sind bereits Interferenzen des Hepatitis C Virus mit der Expression von
Chemokinrezeptoren beschrieben.’!®*!® Inwieweit HCV in deren Regulation eingreift ist
bislang wenig erforscht. Vor diesem Hintergrund sollte zur Aufklidrung der funktionellen und
biologischen Relevanz der HCV-induzierten CXC-Motiv-Chemokine 1, 2, 3 und 8 initial ein
leberdhnliches Ko-Kultur-Modell humaner Makrophagen und humaner Huh-7 bzw. den HCV-
Replikon-enthaltenden Huh-9.13 Hepatomazellen etabliert werden. Mit Hilfe dieses Ko-
Kultur-Modells sollte folglich der Einfluss der durch das HCV-Replikon induzierten und durch
EGF gesteigerten Chemokinsynthese auf die Expression der Chemokinrezeptoren CCRS5 sowie
CXCR4, welche wesentlich am Eintritt des Humanen Immundefizienz Virus (HIV) in seiner

d,375’373’381

Wirtszelle involviert sin auf der Oberfliche der ko-kultivierten Makrophagen

untersucht werden.

Bei dem in dieser Arbeit etablierten Ko-Kultur-Modell handelt es sich um ein indirektes in vitro
Transwellsystem zur Analyse der Zell-Zell-Kommunikation iiber freigesetzte im Medium
16sliche Mediatoren, zwischen den humanen Makrophagen und den humanen Huh-7 bzw. den

HCV-Replikon-enthaltenden Huh-9.13 Hepatomazellen.

Fiir das Transwellsystem wurden spezielle Zellkultur-Einsétze mit permeabler Membran mit
einem Porendurchmesser von 0,4 um und entsprechende 6-Well Gewebekulturschalen mit
Vorkehrungen zum Positionieren der Inserts verwendet. Humane Monozyten wurden aus
PBMCs humaner Buffy Coats, gesunder méinnlicher Blutspender extrahiert und die
Ausdifferenzierung zu Makrophagen unter Zusatz von humanem M-CSF induziert. Die
ausdifferenzierten Makrophagen wurden in den oberen Inserts kultiviert und durch die
permeable Membran, von den in den darunter gelegenen 6-Wells ko-kultivierten
Hepatomazellen, separiert. Die Zelldichte der Hepatomazellen zu den Makrophagen wurde
hierzu in einem moglichst exakten Verhiltnis von 8:1 zum Zeitpunkt der Ernte eingestellt, um
in vitro das ungefahre in vivo Verhéltnis der Zellpopulationen zueinander in der Leber zu

simulieren.*®® Dies ermdglichte realititsbezogene Analysen zur Zell-Zell-Kommunikation in
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vitro. Dabei musste stets die hohe Proliferationsrate der Hepatomazelllinien beriicksichtigt

werden.

Als Negativkontrolle wurde eine Mono-Kultur humaner Makrophagen in den oberen
Zellkultur-Einsdtzen mit Ko-Kulturmedium in den entsprechend unteren Kompartimenten
angelegt. Der schematische Aufbau sowie die Anordnung der Zellen des Ko-Kultur-Modells ist
der Abbildung 54A und Abbildung 54B bzw. der Mono-Kultur der Abbildung 54C zu

entnehmen.
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c subgenomischen HCV Replikons)
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Abbildung 54: Schematischer Aufbau des Ko-Kultur-Modells sowie der Mono-Kultur. A Ko-Kultur-Modell
bestehend aus humanen CD14" Makrophagen im oberen Kompartiment und Huh-7 Hepatomazellen im unteren
Kompartiment. B Ko-Kultur-Modell aus humanen CD14" Makrophagen im oberen Kompartiment und humanen
Huh-9.13 Hepatomazellen im unteren Kompartiment. C Mono-Kultur bestehend aus humanen
CD14" Makrophagen im oberen Kompartiment und Ko-Kultur-Medium im unteren Kompartiment.

Potentielle morphologische Differenzierungen der vitalen Zellen wéhrend der Mono- bzw. Ko-
Kultivierung sowie das Verhiltnis humaner Makrophagen zu humanen Hepatomazellen wurden
tiaglich lichtmikroskopisch durch schonendes konfokales Oberservieren im Cell Observer
iberpriift. Die Zelldichte sowie die Zellvitalitdt humaner Makrophagen der Mono-Kultur sind
aus den entsprechenden Bildaufnahmen der Abbildung 55 zu entnehmen. Das Verhiltnis der
Zelldichten humaner Makrophagen zu humanen Huh-7 Hepatomazellen ist in den
Bildauftnahmen der Abbildung 56 bzw. zu den Huh-9.13 Hepatomazellen in den Bildaufnahmen
der Abbildung 57 dargestellt.
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Abbildung 55: Zelldichte humaner CD14* Makrophagen in Mono-Kultur. Initial wurden PBMCs aus
humanen Buffy Coats, welche aus peripherem Vollblut gesunder, médnnlicher Blutspender gewonnen wurden,
extrahiert. Humane Monozyten wurden im Anschluss mittels MACS und mit Hilfe spezifischer CD14 MicroBeads
magnetisch markiert und von den anderen mononukledren Zellen separiert. Die Induktion der Ausdifferenzierung
zu CD14" Makrophagen erfolgte durch Inkubation der Zellen mit 40 ng/ml humanem M-CSF fiir siecben Tage. Die
Mono-Kultur humaner CD14" Makrophagen erfolgte im Transwellsystem mit Ko-Kulturmedium fiir drei Tage
(vgl. Abbildung 54C). Konfokale Lebend-Zell-Observation humaner CD14* Makrophagen in Mono-Kultur am A
Tag 1, B Tag 2 und C Tag 3. Die Bildaufnahmen erfolgten durch lichtmikroskopische Aufnahme mit dem Cell
Observer (Vergroferung 250-fach) und zugehdriger AxioVision Software (Version 4.8).
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Abbildung 56: Zelldichte humaner CD14* Makrophagen und humaner Huh-7 Hepatomazellen in Ko-
Kultur. Initial wurden PBMCs aus humanen Buffy Coats, welche aus peripherem Vollblut gesunder, mannlicher
Blutspender gewonnen wurden, extrahiert. Humane Monozyten wurden im Anschluss mittels MACS und mit Hilfe
spezifischer CD14 MicroBeads magnetisch markiert und von den anderen mononukledren Zellen separiert. Die
Induktion der Ausdifferenzierung zu CD14" Makrophagen erfolgte durch Inkubation der Zellen mit 40 ng/ml
humanem M-CSF fiir sieben Tage. Ko-Kultur humaner CD14" Makrophagen und humaner Huh-7 Hepatomazellen
erfolgte im Transwellsystem fiir drei Tage (vgl. Abbildung 54A und B). Konfokale Lebend-Zell-Observation
humaner CD14* Makrophagen bzw. humaner Huh-7 Hepatomazellen in Ko-Kultur am A Tag 1, B Tag 2 und C
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Tag 3. Die Bildaufnahmen erfolgten durch lichtmikroskopische Aufnahme mit dem Cell Observer (VergroBerung

250-fach) und zugehoriger AxioVision Software (Version 4.8).

A
Ko-Kultur Tag 1

CD14* Makrophagen

Huh-9.13

B
Ko-Kultur Tag 2

CD14* Makrophagen Huh-9.13

Cc
Ko-Kultur Tag 3

CD14* Makrophagen Huh-9.13

Abbildung 57: Zelldichte humaner CD14+ Makrophagen und humaner Huh-9.13 Hepatomazellen in Ko-

Kultur. Initial wurden PBMCs aus humanen Buffy Coats, welche aus peripherem Vollblut gesunder, mannlicher

Blutspender gewonnen wurden, extrahiert. Humane Monozyten wurden im Anschluss mittels MACS und mit Hilfe

spezifischer CD14 MicroBeads magnetisch markiert und von den anderen mononukledren Zellen separiert. Die

Induktion der Ausdifferenzierung zu CD14" Makrophagen erfolgte durch Inkubation der Zellen mit 40 ng/ml

humanem M-CSF fiir sieben Tage. Ko-Kultur humaner CD14" Makrophagen und humaner Huh-9.13
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Hepatomazellen erfolgte im Transwellsystem fiir drei Tage (vgl. Abbildung 54A und B). Konfokale Lebend-Zell-
Observation humaner CD14" Makrophagen bzw. humaner Huh-9.13 Hepatomazellen in Ko-Kultur am A Tag 1,
B Tag 2 und C Tag 3. Die Bildaufnahmen erfolgten durch lichtmikroskopische Aufnahme mit dem Cell Observer
(VergroBerung 250-fach) und zugehdriger AxioVision Software (Version 4.8).

Nach der erfolgreichen Etablierung des Ko-Kultur-Modells sollte im Anschluss die
Oberflachenexpression von CCRS5 und CXCR4 auf der Oberfldche der mit Hepatomazellen ko-
kultivierten Makrophagen bzw. zur Kontrolle auf mono-kultivierten Makrophagen untersucht

werden.

Hierzu wurden Huh-7 und Huh-9.13 Zellen am Tag 2 der Ko-Kultur mit 40 ng/ml EGF, mit
10 ng/ml rekombinantem CXCLS8 oder 10 ng/ml rekombinantem IL-10 stimuliert. Nach
24 Stunden Inkubation wurden mono- bzw. mit Hepatomazellen ko-kultivierte Makrophagen
durch die spezifische Féarbung mit FITC-konjugierten Antikorpern hinsichtlich der
Oberflachenexpression von CCRS5 und mittels PE-konjugierter Antikdrper auf die
Oberflachenexpression von CXCR4 zytometrisch analysiert. Zur Reinheitsanalyse der
Makrophagen erfolgte die Analyse der Oberflachenexpression von CD11c, CD14 und CD163
durch die spezifische Farbung mit PE-konjugierten Antikdrpern mittels Durchflusszytometrie,
welche charakteristische Oberflichenmarker fiir humane Makrophagen darstellen (Abbildung

58).
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Abbildung 58: Oberflichenexpression von CD11¢, CD14 und CD163 auf CD14" Makrophagen in Mono-
Kultur. Extraktion peripherer mononukledrer Zellen (PBMC) durch Ficoll-Hypaque-
Dichtegradientenzentrifugation nach Boyum.*!34!4 Als Ausgangsmaterial dienten Buffy Coats, die aus peripherem
Vollblut gesunder ménnlicher Blutspender gewonnen wurden. Mittels einer Ficoll-Separationslosung erfolgte die
Fraktionierung der zelluldren Blutbestandteile entsprechend ihrer ZellgroBBen und Zelldichten. Monozyten wurden
aus den PBMCs durch positive Zellseparation mittels MACS mit Hilfe spezifischer CD14 MicroBeads
isoliert.*'#2° Die Induktion der Ausdifferenzierung zu CD14* Makrophagen erfolgte durch Inkubation der Zellen
mit 40 ng/ml M-CSF fiir sieben Tage. Mono-Kultur humaner CD14"™ Makrophagen im Transwellsystem fiir weitere
drei Tage (vgl. Abbildung 54). Die zytometrische Analyse der Oberfldchenexpression von A CD11c, B CD14 und
C CDI163 auf humanen CD14* Makrophagen mittels PE-konjugierter Antikorper. Die Auswertung der FACS-
Analyse erfolgte mittels FlowJo Software gegen die entsprechende Isotypenkontrolle. Grau: Histogramm der PE-
Kontrollanalyse, Griin: Histogramm der A CD11c-Analyse, B CD14-Analyse und C CD163-Analyse. D, E und F

Einstellung des forward und side scatter entsprechend der GroBe und Granularitit der Monozyten.

Wie aus der Abbildung 59 und Abbildung 61A hervorgeht, resultierte die Ko-Kultivierung von
CD14" Makrophagen mit Huh-7 Hepatomazellen in einer Heraufregulation der
Rezeptorexpression von CCRS und analog auch von CXCR4 (Abbildung 60 und Abbildung
61B) auf der Oberfliche der CD14" Makrophagen im Vergleich zu mono-kultivierten
Makrophagen. Diese verstarkte Expression des CCR5-Rezeptors (Abbildung 59 und Abbildung
61A) sowie homolog des CXCR4-Rezeptors (Abbildung 60 und Abbildung 61B) auf der
Zelloberflache der Makrophagen wurde hingegen in der Anwesenheit des HCV-Replikons
verhindert, sofern diese zu vorher mit den HCV-Replikon-enthaltenden Huh-9.13 Zellen ko-
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kultiviert wurden. Die Stimulation der Huh-7 oder Huh-9.13 Zellen am Tag 2 der Ko-Kultur
fiihrte weder mit EGF noch mit CXCL8 oder IL-10 zu weiteren Differenzen in der
Expressionsdichte von CCRS5 oder CXCR4 auf den ko-kultivierten Makrophagen. Die Ko-
Kultivierung der CD14" Makrophagen mit Huh-7 als auch mit Huh-9.13 Zellen fiihrte
verglichen zu mono-kultivierten CDI14" Makrophagen zu einer Zunahme der
Rezeptorexpression von CCRS und auch von CXCR4, die ebenfalls unabhingig von jedweden

Stimulanzien war (Abbildung 59 bis Abbildung 61).
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Abbildung 59: Oberflichenexpression von CCRS auf mono-kultivierten und ko-kultivierten Makrophagen.
Initial wurden PBMCs aus humanen Buffy Coats, welche aus peripherem Vollblut gesunder, ménnlicher
Blutspender gewonnen wurden, extrahiert. Humane Monozyten wurden im Anschluss mittels MACS und mit Hilfe
spezifischer CD14 MicroBeads magnetisch markiert und von den anderen mononukledren Zellen isoliert. Die
Induktion der Ausdifferenzierung zu CD14" Makrophagen erfolgte durch Inkubation der Zellen mit 40 ng/ml
humanem M-CSF fiir sieben Tage. A bis D Mono-Kultur humaner CD14" Makrophagen im Transwellsystem flir
weitere drei Tage (vgl. Abbildung 54). E bis H Ko-Kultur humaner CD14" Makrophagen und humaner Huh-7
Hepatomazellen im Transwellsystem fiir weitere drei Tage (vgl. Abbildung 54). I bis L Ko-Kultur humaner
CD14" Makrophagen und humaner Huh-9.13 Hepatomazellen im Transwellsystem fiir weitere drei Tage (vgl.
Abbildung 54). Stimulation am Tag 2 der Mono-Kultur mit den angegebenen Stimuli fiir jeweils 24 Stunden. Die
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zytometrische Analyse der Oberflichenexpression von CCRS5 auf humanen CD14* Makrophagen mittels FITC-

konjugierter Antikorper. Die Auswertung der FACS-Analyse erfolgte mittels FlowJo Software gegen die

entsprechende Isotypenkontrolle. Grau: Histogramm der FITC-Kontrollanalyse, Griin: Histogramm der CCR5-

Analyse.
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Abbildung 60: Oberflichenexpression von CXCR4 auf mono- und ko-kultivierten Makrophagen.

Initial wurden PBMCs aus humanen Buffy Coats, welche aus peripherem Vollblut gesunder, ménnlicher

Blutspender gewonnen wurden, extrahiert. Humane Monozyten wurden im Anschluss mittels MACS und mit Hilfe

spezifischer CD14 MicroBeads magnetisch markiert und von den anderen mononukleédren Zellen separiert. Die

Induktion der Ausdifferenzierung zu CD14" Makrophagen erfolgte durch Inkubation der Zellen mit 40 ng/ml

humanem M-CSF fiir sieben Tage. A bis D Mono-Kultur humaner CD14" Makrophagen im Transwellsystem flir

witere drei Tage (vgl. Abbildung 54). E bis H Ko-Kultur humaner CD14" Makrophagen und humaner Huh-7

Hepatomazellen im Transwellsystem fiir weitere drei Tage (vgl. Abbildung 54). I bis L Ko-Kultur humaner CD14*

Makrophagen und humaner Huh-9.13 Hepatomazellen im Transwellsystem fiir weitere drei Tage (vgl. Abbildung

54). Stimulation am Tag 2 der Mono-Kultur bzw. Ko-Kultur mit den angegebenen Stimuli fiir jeweils 24 Stunden.

Die zytometrische Analyse der Oberflachenexpression von CXCR4 auf humanen CD14" Makrophagen mittels

PE-konjugierter Antikorper. Die Auswertung der FACS-Analyse erfolgte mittels FlowJo Software gegen die

entsprechende Isotypenkontrolle. Grau: Histogramm der FITC-Kontrollanalyse, Griin: Histogramm der CXCR4-

Analyse.
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Abbildung 61: Das HCV-Replikon verhindert die verstirkte Expression der Chemokinrezeptoren CCRS
und CXCR4 auf ko-kultivierten CD14* Makrophagen. Huh-9.13 Zellen enthalten das subgenomische HCV-
Replikon. Huh-7 Zellen dienten der Kontrolle. Initial wurden PBMCs aus humanen Buffy Coats, welche aus
peripherem Vollblut gesunder, ménnlicher Blutspender gewonnen wurden, extrahiert. Humane Monozyten wurden
im Anschluss mittels MACS und mit Hilfe spezifischer CD14 MicroBeads magnetisch markiert und von den
anderen mononukleédren Zellen separiert. Die Induktion der Ausdifferenzierung zu CD14* Makrophagen erfolgte
durch Inkubation der Zellen mit 40 ng/ml humanem M-CSF fiir sieben Tage. Die Mono-Kultur humaner
CD14" Makrophagen bzw. die Ko-Kultur humaner CDI14" Makrophagen mit Huh-7 bzw. Huh-9.13
Hepatomazellen erfolgte im Transwellsystem fiir weitere drei Tage (vgl. Abbildung 54). Am Tag 2 erfolgte die
Stimulation der CD14* Makrophagen der Mono-Kultur bzw. der Huh-7 oder Huh-9.13 Hepatomazellen der Ko-
Kultur mit 40 ng/ml EGF, 10 ng/ml CXCLS8 oder 10 ng/ml IL-10 fiir 24 Stunden. Die zytometrische Analyse der
Oberflachenexpression von A CCRS5 auf humanen CD14" Makrophagen mittels FITC-konjugierter Antikorper
oder von B CXCR4 mittels PE-konjugierer Antikorper. Die quantitative Auswertung der FACS-Analyse erfolgte
mittels FlowJo Software gegen die entsprechende Isotypenkontrolle {iiber die Mittelwerte der
Fluoreszenzintensititen (geometrischer Mean). Die Ergebnisse sind relativ zur unstimulierten, mono-kultivierten
Makrophagen Kontrolle, welche auf 1 gesetzt wurde, wiedergegeben. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler
(SEM) an und die Signifikanzen wurden mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (two-way ANOVA) mit
Bonferroni Post Hoc t-Test (*=p < 0,05; **=p < 0,01; ***= p < 0,001; n.s.= nicht signifikant) erstellt,

wobei die Ergebnisse aus jeweils vier unabhéngigen Experimenten beriicksichtigt wurden.

Die Befunde lassen zusammenfassend vermuten, dass das Hepatitis C Virus Replikon indirekt
durch die Sekretion spezifischer im Medium 16slicher Mediatoren die verstarkte Expression der
Chemokinrezeptoren CCRS5 und CXCR4 auf der Zelloberfliche humaner ko-kultivierter
Makrophagen inhibiert. Welche Mediatoren genau fiir die reduzierte Expression der
Chemokinrezeptoren verantwortlich sind gilt es in weiterfiihrenden Studien abzuklédren. Die
Befunde legen nahe, dass die HCV-induzierte Sekretion der CXCR2-Liganden keinen oder nur

einen partiellen Einfluss auf die Suppression der Rezeptoren ausiibt.

182



Diskussion

4 Diskussion

4.1 HCYV modifiziert die basale Expression von Chemokinen in seiner Wirtszelle

Hepatitis C ist eine durch das Hepatitis C Virus iibertragene und zumeist chronisch verlaufende
Infektionskrankheit mit aktuell 130-150 Millionen Infizierten weltweit.>!%!2 Jihrlich sterben
etwa 500.000 Menschen an den schwerwiegenden HCV-bedingten Lebererkrankungen.>!>!4
Zur Etablierung einer persistierenden Infektion ist die Unterbindung der antiviralen und
angeborenen Immunitdt unabdingbar. Hierzu beeinflusst das Virus die wirtsspezifische
Entziindungsantwort, greift in zelluldre Signaltransduktionskaskaden des angeborenen
Immunsystems ein'>® und nutzt wirtsspezifische Mediatoren fiir seine effiziente Replikation,

ohne die Vitalitit seiner Wirtszelle schwerwiegend zu beeintrichtigen.!33:156:157

Zu den wirtsspezifischen Mediatoren, mit denen das Virus interferiert, gehoren unter anderem
die Chemokine.*!%3!831% Diese chemotaktischen Zytokine sind essentielle Determinanten fiir
die Konstitution von Immun- und Entziindungszellen der angeborenen und adaptiven
Immunitit. 339319 Die angeborene Immunitiit reprisentiert eine primire Abwehr viraler
Infektionen. Zur erfolgreichen Abwehr einer Virus-Infektion miissen die entsprechenden
Immunzellen zum Ort der Infektion rekrutiert werden. Chemokine iibernehmen hierbei eine
wesentliche Rolle. So ist insbesondere die Interferenz des Hepatitis C Virus mit der
angeborenen Immunitét unerldsslich fiir die erfolgreiche Etablierung viraler Persistenz und die
Umgehung der antiviralen Immunantwort, wobei die Wechselwirkung mit der Expression von
Chemokinen oder von Chemokinrezeptoren im Vordergrund steht.3!1%318155 Inwieweit HCV in
die molekulare Regulation dieser Chemokinexpressionen eingreift und welche biologische

Relevanz die Chemokinsynthese aufweist ist bislang wenig untersucht.

Vor diesem Hintergrund lag der Fokus der hier vorgelegten Arbeit auf der detaillierten
Charakterisierung der Interferenz des Hepatitis C Virus mit den wirtsspezifischen Chemokinen,

unter besonderer Beriicksichtigung der CXCR2-Liganden CXCL1 bis CXCL3 und CXCLS.

Im Rahmen der ausgefiihrten Untersuchungen konnte initial mittels eines Proteome Profiler
Human Chemokine Arrays belegt werden, dass HCV fiihrend mit der Expression von CXCLI
und CXCLS in seiner Wirtszelle interferiert. So fiihrte die Prasenz des subgenomischen HCV-
Replikons zu einer deutlich verstirkten Expression der CXC-Chemokine 1 und 8 auf Protein-
Ebene. Des Weiteren konnte tendenziell eine Zunahme der Expression der CC-Chemokine 22
und 26, der CXC-Chemokine 5 und 10, des Neurotaktins sowie des Midkins beobachtet werden.

Zugleich hatte die Anwesenheit des HCV-Replikationskomplexes tendenziell eine
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Herabregulation der basalen Expression von CCL20 und CXCL16 zur Folge (Abbildung 21).
Eine eindeutige HCV-bedingte Regulation der zuletzt genannten Chemokine konnte somit nicht
festgestellt werden und bedarf weiterer Untersuchungen, die jedoch nicht Gegenstand dieser
Arbeit waren. In Ubereinstimmung mit der Literatur induziert HCV jedoch die gesteigerte
Expression von CCL22, CXCLS5 sowie von Midkin, als auch von CXCL10 und von Neurotaktin
(Abbildung 21).135466467 Abweichend von Literaturbefunden konnte in dieser Arbeit in der
Gegenwart des HCV-Replikons eine tendenzielle Herabregulation der Protein-Expression von

CCL20 und CXCL16 beobachtet werden (Abbildung 21).468:46?
4.2 HCYV verstarkt die basale Expression der CXCR2-Liganden

Initiale Hinweise, dass das Hepatitis C Virus fithrend mit den CXCR2-Liganden in seiner
Wirtszelle interferiert, konnten aus den Ergebnissen des Proteome Profiler Human Chemokine
Arrays geschlossen werden (Abbildung 21). Ebenso wiesen unverdffentlichte Daten der
Arbeitsgruppe auf die HCV-bedingte Deregulation der Expression von CXCL1, CXCL2 und
CXCLS hin (Triller und Bode), welche in dieser Arbeit noch einmal verifiziert werden konnte
(Abbildung 23). Aufgrund dessen wurde in den weiterfiihrenden Untersuchungen der Einfluss
des Hepatitis C Virus auf die Expression der chemotaktischen CXCR2-Liganden fokussiert, zu
denen sowohl CXCL1, CXCL2, CXCL3 als auch CXCLS8 gehoren.?'?3!* Auffillig ist hierbei,
dass diese wirtsspezifischen Mediatoren aufgrund ihrer definierten Anzahl und Lokalisation
ihrer Cysteine und einem homologen ELR-Motiv aus der préferenziellen Aminosdureabfolge
Glutamin, Leucin und Arginin,*''*1? in dieselbe Unterfamilie der CXC-Motiv-Chemokine
eingeordnet werden.’?® Des Weiteren vermitteln sie ihre Funktionen, zu denen die Induktion
der Zellproliferation und der Angiogenese sowie fithrend die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten gehoren, durch die Bindung und die Aktivierung desselben spezifischen CXC-

Rezeptors 2 312,307,315,317

Im Rahmen der ausgefiihrten Untersuchungen konnte erstmalig die Annahme belegt werden,
dass das Hepatitis C Virus einen tiefgreifenden Einfluss auf die Induktion und Regulation der
CXCR2-Liganden ausiibt, die unter physiologischen Konditionen lediglich in geringen
Konzentrationen in der Leber sekretiert werden.>**?> So hatte die Prisenz des subgenomischen
HCV-Replikons in den humanen Hepatomazellen der Linien Huh-9.13 (Abbildung 23A) und
Huh-5.15 (Abbildung 23B) sowie die Infektion der Huh-7.5 Hepatomazellen mit einer MOI des
HCV-Stamms JC1 (Abbildung 23C) eine deutlich verstirkte Expression dieser Chemokine auf
mRNA-Ebene zur Folge. Die verstirkte Expression von CXCLI1 lieB sich zugleich auf der

Ebene des Proteins in der Gegenwart des Replikationskomplexes des Hepatitis C Virus in Huh-
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9.13 Zellen belegen (Abbildung 21). Des Weiteren konnte eine deutliche Steigerung der
Protein-Expression von CXCLS8 in den humanen Huh-9.13 (Abbildung 22A) und in Huh-5.15
Hepatomazellen (Abbildung 22B) und erstmals in mit dem HCV-Stamms JC1 infizierten Huh-
7.5 Hepatomazellen (Abbildung 22C) nachgewiesen werden. Diese verstirkte Expression des
CXC-Chemokins 8 fand sich zugleich in vivo in Seren von HCV-infizierten Patienten wieder

(Abbildung 22D), was die physiologische Relevanz der in vitro Daten unterstreicht.

Aus Patientenstudien der Literatur gehen iibereinstimmend erhohte Konzentrationen von
CXCL1 bis CXCL3 und CXCLS8 im Plasma HCV-infizierter Patienten vom Genotyp 1 hervor,
welche aufgrund von rekrutierten Immunzellen in die Leber mit der Fibroseprogression
wihrend einer HCV-Infektion assoziiert werden.*' Die Behandlung mit pegyliertem IFN-o und
Ribavirin in Kombination fiihrte zur Herabregulation dieser erhdhten Plasmakonzentrationen
und weist damit auf die Bedeutung von diesen zelluliren Mediatoren als potentielle
therapeutische Targets hin.’!® Des Weiteren wird die HCV-vermittelte Translokation des
Transkriptionsfaktors NF-kB in den Nukleus mit der Induktion der Uberexpression von MCP-
1 und CXCL2 in infizierten primiren Hepatozyten assoziiert.’’! Im Rahmen einer HCV-
Infektion konnte auBlerdem, analog zu den Befunden dieser Arbeit, eine verstirkte HCV-
induzierte CXCL8-Expression belegt werden (Abbildung 23).%! So ist bekannt, dass das virale
Nicht-Strukturprotein NS5A die Expression von CXCLS8 sowohl auf transkriptioneller Ebene
als auch auf Protein-Ebene in NS5A-exprimierenden HeLa Zellen verstirkt.**! Die Expression
von CXCLS8 wird dabei in Zusammenhang mit der NS5A-induzierten partiellen Inhibition der
Interferon-o-induzierten antiviralen Immunantwort gebracht.>*!33247 Mutagenesestudien im
CXCLS8-Promotor legen weiterhin nahe, dass NS5A in die transkriptionelle Aktivierung des
CXCLS8-Promotors involviert ist.*!*3? Ebenso steht die Stabilisierung der mRNA von CXCLS
im Kontext mit einer HCV-Infektion.*!**? Die verstirkte Expression von CXCL8 wird jedoch
nicht nur im Rahmen einer HCV-Infektion beobachtet, sondern geht zugleich mit zahlreichen
Virus-Infektionen, darunter Infektionen mit dem Respiratorischen Synzytial Virus (RS-Virus)
und dem Cytomegalovirus (CMV) einher, was die erbrachten Befunde dieser Arbeit stiitzt.32%47
Eine verstirkte HCV-bedingte Expression von CXCL1 wird ibereinstimmend mit den
Resultaten der hier vorgelegten Arbeit (Abbildung 23) auch in hepatozelluldren Karzinomen
(HCC) beobachtet. Durch die Interaktion von CXCL1 mit dem CXCR2 wird folglich die
Infiltration von neutrophilen Granulozyten in hepatozelluldre Karzinome reguliert und stellt ein

potentielles Angriffsziel fiir die HCC-Therapie dar.3%*

185



Diskussion

Zusammenfassend konnte in der hier vorgelegten Arbeit erstmalig nachgewiesen werden, dass
das Hepatitis C Virus eindeutig in die molekulare Regulation der Uberexpression von CXCLI,
CXCL2, CXCL3 und CXCLS eingreift (Abbildung 23).

4.3 HCYV konvertiert EGF und IL-1p in potente Induktoren der CXCR2-

Liganden-Expression

Weiterfithrend lieB sich eine Steigerung der bereits basal durch HCV-induzierten
Uberexpression der CXCR2-Liganden in Antwort auf den epidermalen Wachstumsfaktor in der
Anwesenheit des HCV-Replikons (Abbildung 26) als auch in der Gegenwart des HCV-Stamms
JC1 (Abbildung 27) auf Transkript-Ebene und fiir CXCL1 (Abbildung 25) und CXCLS
(Abbildung 27 und Abbildung 28) zugleich auf Protein-Ebene belegen. Spezifisch fiir die basale
und EGF-induzierte CXCLS8-Expression konnte die Beteiligung des viralen Nicht-
Strukturproteins NS3/4A nachgewiesen werden (Abbildung 30), wenngleich auch aus der
Literatur eine Involvierung weiterer HCV-Proteine, darunter das Strukturprotein Core sowie
die viralen Nicht-Strukturproteine NS4B und NS5A, hervorgeht.!331332 So belegen die
Befunde dieser Arbeit, dass die alleinige Prasenz von NS3/4A fiir die verstiarkte Expression von
CXCLS8 zwar ausreicht, die Beteiligung weiterer viraler Proteine an dieser Uberexpression des
Chemokins dennoch nicht vollstindig ausgeschlossen werden kann. Zur Aufklérung einer

Beteiligung weiterer viraler Proteine sind weitere Studien erforderlich.

Die Expression der CXCR2-Liganden konnte nicht nur in Antwort auf EGF, sondern auch in
Antwort auf das pro-inflammatorische Zytokin IL-1 deutlich heraufreguliert werden
(Abbildung 29). Bereits aus der Literatur ist bekannt, dass die Sekretion von CXCLS fiithrend
von Kupffer-Zellen, Hepatozyten und LSECs durch unterschiedliche Stimuli induziert wird.'
Hierzu zihlen insbesondere pro-inflammatorische Zytokine, wie TNF-a oder IL-1,326332 aber

328 und virale Infektionen®?’ fiihren zu einem Anstieg

auch oxidativer Stress,*?’ sowie bakterielle
der CXCLS8-Expression, wihrend es in gesundem Gewebe lediglich in geringen Mengen
detektierbar ist.*> Eine verstirkte HCV-induzierte Uberexpression von CXCLS in Antwort auf
TNF-o kann aus Literaturbefunden entnommen werden und passt zu den Resultate dieser
Arbeit.>*? Des Weiteren induzieren HCV-infizierte Hepatozyten die Expression von CXCLS in
Antwort auf IL-1a, welches von entsprechend ko-kultivierten hepatischen Sternzellen sekretiert
wird.**? So fiihrte die Ko-Stimulation mit den pro-inflammatorischen Zytokinen IL-1p und EGF

in den ausgefiihrten Untersuchungen dieser Arbeit nochmals zu einer weiteren Verstirkung der

iiberexprimierten Chemokinsynthese (Abbildung 29D).
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Aufgrund dessen ist anzunehmen, dass das Hepatitis C Virus IL-1p und insbesondere den
epidermalen Wachstumsfaktor in einen potenten Induktor der CXCR2-Liganden-Expression
konvertiert und diese Uberexpression der Chemokine zugleich durch entsprechend
nachgeschaltete EGFR/EGF-induzierte Signalwege durch eine Sensibilisierung des EGFR
reguliert (Abbildung 31).

Funktional ldsst dies eine erste Vermutung zu, dass die Expression der CXCR2-Liganden durch
das Hepatitis C Virus hinsichtlich pro-regenerativer und proliferationsférdernder Mechanismen
moduliert wird. Diese Vermutung wird dadurch gestiitzt, dass EGF als extrazelluldrer Ligand
des EGFR ein essentieller Regulator und Induktor von Zellmigration, Zelldifferenzierung,
Zellproliferation sowie {berlebenssignalisierender Wirkungen, vermittelt durch EGFR-
induzierte zellulire Signaltransduktionskaskaden, ist?**?** und des Weiteren im Rahmen der
Leberregeneration als mitogener Stimulator die DNA-Synthese in Hepatozyten induziert.*’!
Vorausgegangene Befunde der Arbeitsgruppe belegen weiterhin Interferenzen des Hepatitis C
Virus mit dem epidermalen Wachstumsfaktor.!*® So wurde eine Steigerung der Replikation des
viralen Genoms in Antwort auf den epidermalen Wachstumsfaktor sowie eine HCV-vermittelte
Sensibilisierung der Wirtszelle fiir die EGF-induzierte Signalantwort beobachtet.!***! Zudem
assoziieren unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe (Knievel und Bode et al.) die Induktion
der verstirkten CXCR2-Liganden-Synthese mit leberregenerations-relevanten Faktoren wie
HGF und TNF-a.*”? Auch die physiologische Funktion der CXC-Chemokine untermauern diese

These beziiglich proliferationsférdernder und chemotaktisch-induzierender Effekte.3!%307:315317

Neben der EGF-vermittelten Uberexpression der CXCR2-Liganden, getriggert durch das HCV-
Replikon, erbrachten die weiterfiihrenden Untersuchungen zudem Hinweise einer tendenziell
durch EGF-vermittelten Zunahme der Expression der CC-Motiv-Chemokine 7 und 20, des
CXC-Motiv-Chemokins 5 und des Midkins und zugleich von einer tendenziellen EGF-
bedingten Herabregulation der CC-Chemokine 17 und 22, der CXC-Chemokine 10, 12 und 16
sowie des Neurotaktins (Abbildung 24). Wie genau das Hepatitis C Virus in die Regulation
dieser EGF-iiberexprimierten Chemokine eingreift und welche funktionelle Relevanz dieser
Genexpressionen zu Grunde liegt war nicht Gegenstand dieser Arbeit und gilt es weiter zu

untersuchen.
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4.4 HCYV induziert die CXCR2-Liganden-Expression durch eine konstitutive

EGF-Expression in seiner Wirtszelle

Wie aus den bisherigen Ergebnissen anzunehmen ist, konvertiert das Hepatitis C Virus den
epidermalen Wachstumsfaktor in einen potenten Induktor der CXCR2-Liganden-Expression
(Abbildung 26 und Abbildung 27). Es ist bekannt, dass das Hepatitis C Virus die
Signalvermittlung des epidermalen Wachstumsfaktors durch die verstirkte Aktivierung
zelluldrer Komponenten des EGFR-induzierten Signalweges manipuliert und zur Steigerung
der Replikation des viralen Genoms nutzt.!>*#"! So bedingt es beispielsweise eine verstirkte
Aktivierung des EGF-Rezeptors und nachgeschalteter Signalwege in Abhédngigkeit von
externem EGF, welches unter anderem die konstitutive Akt-Phosphorylierung zur Folge hat.
Diese wird wiederum mit der Persistenz der viralen Replikation assoziiert.'’*#! Die Steigerung
der viralen Replikation durch den prasenten HCV-Replikationskomplex in Hepatomazellen der
Linie Huh-9.13 als Reaktion auf EGF konnte initial auf Ebene der Transkription verifiziert
werden (Abbildung 42A). In diesem Kontext fithrte ebenso die Infektion humaner Huh-7.5
Hepatomazellen mit einer MOI des HCV-Stamms JC1 vom Genotyp 2a und die nachfolgende
Behandlung der Zellen mit EGF zu einer deutlichen Zunahme der Expression des viralen Nicht-
Strukturproteins NS3 auf transkriptioneller Ebene (Abbildung 42B). Dadurch konnte erstmals
die EGF-bedingte Steigerung der viralen Replikation im HCV Infektionssystem belegt werden.

Im Anschluss galt es zum einen zu validieren, ob das Hepatitis C Virus die basale Expression
von EGF eigenstindig in seiner Wirtszelle induziert und zum anderen den Zusammenhang der
HCV-induzierten und durch EGF gesteigerten CXCR2-Liganden-Expression genauer zu
charakterisieren. Dementsprechend konnte erstmals in dieser Arbeit eine deutliche Steigerung
der basalen EGF-Transkriptmenge in der Anwesenheit des HCV-Replikons in humanen Huh-
9.13 Zellen (Abbildung 43A) sowie in Huh-5.15 Zellen (Abbildung 43B) und ebenso in mit
dem HCV-Stamm JC1 infizierten Huh-7.5 Hepatomazellen (Abbildung 43C) nachgewiesen
werden. Zugleich wurde eine deutliche Zunahme des sekretierten EGF in Zellkulturiiberstanden
der Replikon-enthaltenden Huh-9.13 (Abbildung 44A) bzw. Huh-5.15 Zellen (Abbildung 44A)
und ebenso in Zellkulturiiberstanden der HCV JCl-infizierten Huh-7.5 Hepatomazellen
(Abbildung 44C) belegt. In Seren von HCV-infizierten Patienten konnte in vivo ebenfalls eine
deutlich erhohte Proteinkonzentration von EGF festgestellt werden (Abbildung 44D), was die

physiologische Relevanz der in vitro Zellkulturdaten untermauert.

Die Befunde lassen darauf schliefen, dass HCV in seiner Wirtszelle konstitutiv die EGF-

Expression induziert. Diese Vermutung lie3 sich durch die weiterfithrenden Studien der hier
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vorgelegten Dissertation bestdtigen, da die HCV-bedingte Induktion der basalen EGF-
Expression durch die 2-C’-Methylcytidin-vermittelte Hemmung der viralen Replikation
(Abbildung 45B) fast vollstindig aufgehoben werden konnte (Abbildung 45A). Zudem
erbrachten die ausgefiihrten Untersuchungen in DMSO-differenzierten und mit dem HCV-
Stamm JCl1-chronisch-infizierten Huh-7.5 Hepatomazellen den gleichen Schluss, einer
deutlichen Steigerung der transkriptionellen Expression von EGF (Abbildung 46A). Aufgrund
der leberregenerativen Eigenschaften von EGF*"! konnten durch diese Daten weitere Hinweise
beziiglich der pro-regenerativen Eigenschaften der durch HCV-induzierten und durch EGF-

vermittelten Uberexpression der CXCR2-Liganden gesammelt werden.

4.5 HCY reguliert die Induktion der CXCR2-Liganden-Expression durch einen

autokrinen und parakrinen positiven EGF feedback loop

Im Hinblick auf die bisher erbrachten Befunde entstand folglich die Hypothese eines HCV-
vermittelten positiven auto- und parakrinen EGF feedback loops im Zusammenhang mit der
konstitutiv-induzierten EGF-Expression durch das Virus und der Regulation der durch EGF
gesteigerten CXCR2-Liganden-Expression.

Zur Verifizierung dieser Hypothese wurde der Einfluss der posttranskriptionellen Inhibition
von EGF auf die mRNA-Expression der Chemokine eroiert. So konnte eine deutliche
Reduktion der durch HCV basal gesteigerten CXCR2-Liganden-Expression belegt werden
(Abbildung 47). In Anbetracht dessen ist anzunehmen, dass das Hepatitis C Virus eigenstindig
die Expression der CXCR2-Liganden durch eine konstitutive EGF-Expression in seiner
Wirtszelle induziert und durch einen autokrinen und parakrinen positiven EGF feedback loop
zugleich reguliert. So wird der epidermale Wachstumsfaktor in einen potenten Induktor der
CXCR2-Liganden HCV-bedingt konvertiert, um die Produktion der Chemokine in seiner

Wirtszelle weiter zu steigern.

In der Folge der durchgefiihrten Untersuchungen wurde nun die Interferenz des Hepatitis C
Virus mit der regulatorischen und funktionalen Re-Programmierung der durch den epidermalen
Wachstumsfaktor induzierten Chemokin-Genexpression und die nachhaltige Beeinflussung des
interzellularen Kommunikationsverhaltens der Wirtszelle im Rahmen der Entziindungsreaktion

charakterisiert.
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4.6 HCY sensibilisiert den EGF-Rezeptor durch eine HCV-vermittelte
Suppression von TC-PTP zur Induktion und Regulation der CXCR2-

Liganden-Expression

In der hier vorgelegten Arbeit galt es weiterflihrend den molekularen Mechanismus
aufzukliren, {iber den das Hepatitis C Virus die basale und EGF-induzierte Uberexpression der

CXCR2-Liganden auf der Transkript-Ebene reguliert.

Bereits aus der Literatur wird die Interaktion des Hepatitis C Virus mit der EGF-vermittelten
Aktivierung des EGFR und der entsprechend induzierten Signalkaskade ersichtlich. So spielt
EGFR eine maBgebliche Rolle beim Eintritt des Virus in seine Wirtszelle sowie fiir die
Infektion.'*? Zudem fiihrt das virale Nicht-Strukturprotein NS5A zur Modifikation der EGFR-
induzierten Signaltransduktionskaskade.?®* Hierzu bindet NS5A spezifisch aufgrund hoch
konservierter Prolin-reicher Sequenzen an die SH3-Doméne des Adaptorproteins Grb2 und
damit an den aktivierten EGFR.?** Diese Wechselwirkung resultiert in der Inhibierung der
EGFR-induzierten Aktivierung von ERK 1/2.2%4 Zusiitzlich interagiert die N-terminale Doméne
von NS5A mit dem Gabl (GRB2-associated binder 1) Protein. Diese NS5A/Gab1-Assoziation
filhrt indirekt durch die Wechselwirkung mit der p85-Untereinheit der PI3K zu einer
verstarkten Tyrosin-Phosphorylierung von p85 in Antwort auf den epidermalen
Wachstumsfaktor.?®*> Dies aktiviert die downstream lokalisierte Kinase Akt durch verstirkte
Tyrosin-Phosphorylierung sowie den pro-apoptotischen Faktor BAD durch Serin-
Phosphorylierung.?®> NS5A induziert durch die Hemmung des MAPK-Signalweges und der
gleichzeitig verstarkten Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges die Zellproliferation und
inhibiert die Apoptose, was zu einer verstdrkten Persistenz sowie Pathogenese des HCV
fiihrt.”> Des Weiteren inhibiert NS5A die EGF-induzierte Aktivierung des Ras-ERK-
Signalweges.’®® Auch publizierte Daten der Arbeitsgruppe legen eine HCV-vermittelte
Sensibilisierung der Wirtszelle fiir die EGF-induzierte Signalantwort nahe.'***’! Die Befunde
belegen, dass EGF einerseits die Aktivierung der MAP-Kinasen induziert und andererseits
durch die Phosphorylierung der Tyrosinreste 1068 und 1086 des EGFR den PI3K/Akt-
Signalweg aktiviert und durch Phosphorylierung der Tyrosinreste 992 und 1173 im
zytoplasmatischen Bereich des Rezeptors zu einer verstirkten Aktivierung des PLC-y-
Signalweges fiihrt.!°®*0! Weiterhin deuten verdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe auf die
verstairkte HCV-vermittelte Expression des EGF-Rezeptors auf der Oberfliche von

Replikonzellen hin. 60461
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AulBerdem greift das Hepatitis C Virus strategisch in die Aktivierung und Regulation des EGFR
ein. Hierzu wird der unter physiologischen Bedingungen endogene Negativregulator des
EGFR, die T cell protein tyrosine phosphatase (TC-PTP),2"%*"! durch die virale NS3/4A-
Protease an zwei definierten Stellen proteolytisch supprimiert. Folglich resultiert die verstérkte
EGF-vermittelte Aktivierung des PLC-y- sowie des PI3K/Akt-Signalweges.**! In vivo
konnte die NS3/4A-vermittelte Herabregulation der Protein-Expression von TC-PTP in HCV-
infizierten Patienten als auch in NS3/4A-transgenen Madusen, die intraheptisch NS3/4A

exprimieren, belegt werden.”>*!

Vor diesem Hintergrund entstand die Uberlegung, ob HCV die EGFR-bedingten
Signaltransduktionskaskaden als Induktor und als Regulator fiir die Expression der CXCR2-
Zielgene moduliert, zumal die Stimulation mit EGF zu einer deutlichen Steigerung der CXCR2-
Liganden-Synthese in den HCV-infizierten Zellen fiihrte (Abbildung 26 und Abbildung 27).
Diese Vermutung lie sich verifizieren. So hatte die Inhibierung der EGF-Rezeptor-
Tyrosinkinase-Aktivitit sowohl basal als auch EGF-induziert in Huh-9.13 Hepatomazellen
(Abbildung 31) eine Herabregulation der CXCR2-Liganden-Expression zur Folge. Ebenso
resultierte die Simulation der HCV-vermittelten Degradierung der T cell protein tyrosine
phosphatase, induziert durch einen spezifischen knockdown in Huh-7 Hepatomazellen, in einer
verstirkten mRNA-Expression der CXCR2-Liganden, sowohl EGF-abhéngig als auch EGF-
unabhingig (Abbildung 32A). ELISA-Analysen lieBen letztlich denselben Schluss einer
verstarkten CXCL8-Expression auf Ebene des Proteins nach der posttranskriptionellen

Inihibition von TC-PTP mittels siRNA zu (Abbildung 32B).

Die Sensibilisierung der EGFR-Tyrosinkinase-Aktivitét, bedingt durch die HCV-vermittelte
Reduktion von TC-PTP, vermag aus diesem Grund eine unabdingbare Voraussetzung fiir die
HCV-induzierte und als Reaktion auf externes EGF gesteigerte CXCL8-Expression in HCV-
infizierten Zellen zu sein. Zugleich liefern die Befunde erste Hinweise darauf, dass der EGFR
an der Induktion der CXCLI-, CXCL2- und CXCL3-Expression beteiligt ist. So konnte
einerseits der EGF-Rezeptor als Schliisselmediator fiir die Induktion und Regulation der
untersuchten Zielgene durch die HCV-vermittelte Suppression von TC-PTP identifiziert und
andererseits die spezifische Modifizierung der EGFR/EGF-induzierten Signaltransduktion mit

dem Resultat einer verstirkten Chemokinsynthese belegt werden.
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4.7 Die Mitogen-aktivierte Protein Kinase Kinase 1 ist an der HCV-induzierten
CXCLS8-Expression und die Proteinkinase B (Akt) an der Expression von
CXCL1 bis CXCL3 beteiligt

Die maligebliche Involvierung des EGFR an der HCV-induzierten und durch EGF verstarkten
CXCR2-Liganden-Expression fiihrte folglich zu der Annahme, dass HCV die durch EGF-
induzierten nachgeschalteten Signaltransduktionskaskaden zur weiteren molekularen
Regulation der Chemokine moduliert. Wie bereits aus der Literatur hervorgeht, interferiert das
Hepatitis C Virus mit einer Vielzahl dieser zelluliren Signalkaskaden und fiihrt im
Wesentlichen zur verstirkten Aktivierung der Signalmolekiile Akt, ERK1/2, INK, MEK1/2 und
p3QMAPK 156,192,193.288401 yeg Weiteren legen Literaturbefunde nahe, dass die Expression von
CXCLS unter physiologischen Bedingungen ERK-, INK-, und p38MAPK.abhiingig reguliert
wird.*?* Entsprechend sollte untersucht werden, ob HCV die Uberexpression von CXCL8 und
moglicherweise auch von CXCLI1 bis CXCL3 in Abhédngigkeit der genannten Signalmolekiile
reguliert. Diese Annahme konnte jedoch durch den Einsatz spezifischer Inhibitoren fiir die
Signalproteine p38MAPX und ERK 1/2 sowie durch die posttranskriptionelle Inhibition von JNK
nicht validiert werden, wéhrend hingegen die verstirkte Aktivierung von ERK1/2, JNK und
p38MAPK durch die Prisenz des subgenomischen HCV-Replikons und nachfolgender EGF-
Stimulation verifiziert werden konnte (Daten nicht abgebildet). So deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass die durch HCV-verstirkt aktivierten Signalmolekiile ERK1/2, INK und p38MAPK nicht
fiir die HCV-bedingte Uberexpression der CXCR2-Liganden von Bedeutung sind.

Die in dieser Arbeit ermittelten Befunde legen nahe, dass fiihrend die basal durch HCV-
induzierte und als Reaktion auf EGF gesteigerte Expression von CXCL8 MEK1-abhingig
reguliert wird, da der Einfluss des spezifischen MEK1 Gen-knockdowns auf Ebene des
Transkriptes eine deutliche Herabregulation der CXCL8-Uberexpression zur Folge hatte
(Abbildung 34D). Dieser Befund wird durch unverdffentlichte Inhibitor-Studien der
Arbeitsgruppe (Triller und Bode) sowie durch die erbrachten Ergebnisse im HCV
Infektionssystems gestiitzt. Die zugrunde liegende MEK1-abhéngige Regulation des CXC-
Chemokins 8 konnte durch die Priasenz des HCV-Stamms JC1 durch eine deutliche Reduktion
der mRNA-Expression, unter dem FEinfluss des nicht-kompetitiven MEK1/2-Inhibitors
evaluiert werden (Abbildung 36D). Des Weiteren lassen die Resultate annehmen, dass die
CXC-Motiv-Chemokine 1 bis 3 unabhingig von MEK 1, durch einen anderen EGF-induzierten
Signalweg reguliert werden. So konnte durch die posttranskriptionelle Suppression von MEK 1

in der Anwesenheit des HCV-Replikons keine deutliche Differenz in der mRNA-Expression
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von CXCL1 (Abbildung 34A) und CXCL3 (Abbildung 34C) festgestellt werden.
Wihrenddessen deuteten die Ergebnisse des knockdowns zundchst durch eine deutliche
Abnahme des CXCL2-Transkriptes auf eine Beteiligung von MEK1 hin (Abbildung 34B),
welche sich jedoch unter Einsatz des MEKI1/2-Inhibitors in mit dem HCV-Stamm JC1-
infizierten Huh-7.5 Zellen nicht widerspiegeln lieB3 (Abbildung 36B). Dementsprechend ist fiir
die molekulare Regulation der CXCL2-Expression keine oder lediglich eine partielle Beteilung
von MEKI anzunehmen. MEKI1 als HCV-modulierter Signaltransduktor der CXCLI-
(Abbildung 36A) sowie CXCL3-Expression (Abbildung 36C) konnte an dieser Stelle

exkludiert werden.

Fortfiihrend galt es nun zu tlberpriifen, ob die verstirkte Chemokinexpression, vorrangig der
CXC-Chemokine 1, 2 und 3, aber auch potentiell von CXCLS8 von dem durch HCV-verstérkt
aktivierten Signalmolekiil Akt reguliert wird. Die Interferenz des Hepatitis C Virus mit der
Proteinkinase B (Akt) ist bereits aus publizierten Daten der Arbeitsgruppe zu entnehmen. 540!
So filihrte die Prdsenz der viralen Nicht-Strukturproteine zu einer verstirkten basalen und
ebenso EGF-induzierten Aktivierung von Akt, initiiert durch die NS3/4A-vermittelte
Suppression von TC-PTP auf Protein-Ebene. Diese verstiarkte Akt-Aktivierung resultierte
wiederum in einer gesteigerten Zellvitalitdt und Apoptose-Inhibition. Weiterhin konnte die

Relevanz von Akt fiir die virale Replikation belegt werden.!364%!

Im nédchsten Schritt wurde die potentielle Korrelation der verstarkten HCV-bedingten Akt-
Aktivierung und der Regulation der HCV-induzierten Chemokinexpression untersucht. So
filhrte die posttranskriptionelle Inhibition von Akt zu einer deutlichen Supprimierung der
basalen und EGF-induzierten Expression von CXCL1 (Abbildung 37A), CXCL2 (Abbildung
37B) und CXCL3 (Abbildung 37C), wihrend hingegen kein Einfluss auf die CXCLS-
Expression belegt werden konnte (Abbildung 37D). Die Akt-abhingige Deregulation von
CXCLI bis CXCL3 bzw. die Akt-unabhingige Regulation der CXCL8-Expression wurde
durch den Einsatz des spezifischen Akt-Inhibitors verifiziert, wenngleich auch das
Losungsmittel DMSO reduzierende Wirkungen auf die Chemokinexpressionen ausiibte (Daten
nicht abgebildet). Die knockdown- und Inhibitor-Studien lassen davon ausgehen, dass Akt als
ein HCV-modulierter Aktivator insbesondere in den Signalweg der HCV-bedingten CXCL1-,
CXCL2-und CXCL3-Genexpression involviert ist und diese verstirkt, wiahrend Akt vermutlich

keinen oder nur einen partiellen Einfluss auf die Induktion der CXCLS8-Expression ausiibt.
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4.8 Der Transkriptionsfaktor NF-kB ist an der HCV-vermittelten CXCR2-

Liganden-Expression beteiligt

Im Anschluss stellte sich nun die Frage, welche Transkriptionsfaktoren fiir die Induktion der
CXCR2-Liganden-kodierenden Zielgene von Bedeutung sind und inwieweit das Hepatitis C
Virus mit diesen interferiert. Erste Hinweise hierzu lieferte die Literatur. So wird unter
physiologischen Bedingungen die Gen-Transkription der CXC-Chemokine 1 und 2 einerseits
durch den Transkriptionsfaktor NF-kB und andererseits durch den Transkriptionsfaktor STAT1
reguliert.*> Zugleich ist bekannt, dass NF-kB-abhingig die transkriptionelle Aktivierung des
CXCL3-Gens induziert und kontrolliert wird.*®® Auch der CXCL8-Promotor weist
dementsprechend eine regulatorische Sequenz mit spezifischen Bindungsmotiven sowohl fiir

NF-xB als auch fiir die Transkriptionsfaktoren AP-1 und C/EBP auf**

Zudem ist beschrieben, dass die Aktivierung des ubiquitér exprimierten Transkriptionsfaktors
NF-kB dabei durch zahlreiche Stimuli, darunter auch virale Antigene, induziert wird.>*> Als
Transkriptionsfaktor reguliert NF-kB ein komplexes Repertoire an Zielgenen, darunter
Chemokine und inflammatorische Zytokine. So iibernimmt NF-kB eine bedeutende Rolle in
der Regulation der zelluldren Proliferation und Differenzierung sowie der Inhibierung der
Apoptose.>*> Diese Eigenschaften manipuliert das Hepatitis C Virus strategisch zu seinen
Gunsten. So wird NF-kB beispielsweise konstitutiv aktiviert, indem das virale Nicht-
Strukturprotein NS5A die Regulation im Zytoplasma lokalisierter NF-kB-Dimere durch eine
verstirkte Degradierung seines inhibitorischen Proteins IkBo vermittelt.!”> Diese NSS5A-
abhingige Aktivierung von NF-kB steht hierbei in enger Assoziation mit der Entstehung
hepatozelluldrer Karzinome durch die gesteigerte zelluldre Proliferation und Inhibierung der
Apoptose.'?*1%> Auch in vivo konnte in NS3/4A-transgenen Miusen eine gesteigerte
Aktivierung von NF-kB durch eine HCV-induzierte Uberexpression von TNF-o und von CCL2
nachgewiesen werden. Dahingehend wird die verstirkte NF-kB Aktivierung mit der
Inhibierung der Apoptose sowie interessanterweise mit der Stimulation der Hepatozyten-
Regeneration und Hepatozyten-Protektion assoziiert.'”® Weiterhin deuten vorausgegangene
Befunde der Arbeitsgruppe bereits auf eine verstirkte HCV-abhingige Translokation der NF-
kB-Untereinheit p65 in den Nukleus hin, die in nukledren Extrakten aus Lebern NS3/4A-

transgener Miuse beobachtet wurde. 004!

Vor diesem Hintergrund wurde initial in der Anwesenheit des HCV-Replikationskomplexes in
Huh-9.13 Hepatomazellen die Translokation der Untereinheit p65 von NF-kB nach EGF-

Stimulation in Kernextrakten mittels Immunoblot analysiert und tiberpriift, ob die Mitogen-
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aktivierte Protein Kinase Kinase 1 oder die Proteinkinase B (Akt), die an der Regulation der
HCV-bedingten Chemokin-Uberexpression involviert sind, potentiell einen direkten Einfluss
auf die p65-Translokation ausiiben. Die Annahme, dass das Hepatitis C Virus Replikon die
Translokation von p65 in den Nukleus verstirkt konnte validiert werden (Abbildung 39A und
Abbildung 39B). Jedoch konnte weder ein direkter Einfluss der Inhibition von MEK1/2
(Abbildung 39A) noch von Akt (Abbildung 39B) auf die p65-Expression belegt werden. Daher
ist davon auszugehen, dass die HCV-vermittelte Aktivierung und Translokation von NF-xB
durch die Beteiligung weiterer in dieser Signaltransduktionskaskade upstream lokalisierter
Signalproteine bedingt wird oder direkt durch virale HCV-Proteine aktiviert werden kann. Dies
gilt es entsprechend weiter zu untersuchen. So weisen Literaturbefunde darauf hin, dass das
virale Nicht-Strukturprotein NS5A durch die Phosphorylierung der Tyrosine 42 und 305 des
inhibitorischen NF-kB-Proteins IkBa eine verstirkte Degradierung dieses regulatorischen
Proteins unter einer potentiellen Beteiligung der Calpain-Protease und eine gesteigerte

Aktivierung von NF-kB direkt induziert.'*>

Weiterfiihrend wurde nun analysiert ob NF-kB HCV-bedingt die Gen-Transkription der
CXCR2-Liganden-kodierenden Zielgene initiiert. So fiihrte die posttranskriptionelle
Inhibierung von p65 mittels spezifischer siRNA in Huh-9.13 Hepatomazellen zu einer
Herabregulation der durch HCV-induzierten und durch EGF gesteigerten Uberexpression von
CXCLI1, CXCL2, CXCL3 und ebenso von CXCL8 (Abbildung 41). Fundierend auf diesen
Resultaten ist anzunehmen, dass im Rahmen einer HCV-Infektion NF-kB verstarkt in den
Nukleus transloziert und folglich die transkriptionelle Aktivierung der CXCR2-Liganden-Gene
NF-kB-abhingig induziert wird. Eine weitere Beteiligung anderer Transkriptionsfaktoren an
der HCV-induzierten Chemokinsynthese ist durchaus moglich. Durch den Einsatz des
selektiven JAKI1-Inhibitors, Filgotinib, konnte jedoch kein inhibitorischer Effekt auf die
Genexpression der Chemokine festgestellt werden, sodass STATI1 fiir die Initiation der
CXCR2-Liganden-kodierenden Zielgene an dieser Stelle ausgeschlossen werden konnte (Daten

nicht abgebildet).

Die verstiarkte HCV-bedingte Translokation von NF-kB in den Nukleus sowie die Beteiligung
von NF-kB an der Induktion der transkriptionellen Aktivierung der Chemokin-Transkription
stiitzt die Vermutung, dass HCV die Uberexpression der Chemokine unter Beteiligung des
Transkriptionsfaktors NF-kB moduliert, um auf diese Weise die Protektion und Regeneration

in den Hepatozyten zu induzieren.**%47?
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Analoge Arbeiten der Literatur untermauern die Beteiligung von NF-xB als
Transkriptionsfaktor an der HCV-bedingten Genexpression von CXCL2%%* und CXCLS. 133464
Dementsprechend konnte in primdren HCV-infizierten Hepatozyten (Tupaia belangeri
chinensis) eine verstirkte Aktivierung und Translokation von NF-kB in den Nukleus und die
folgliche Induktion der Genexpression von MCP-1 und CXCL2 belegt werden.*?! In
Ubereinstimmung mit der Literatur wird auch die Expression von CXCL8 im Rahmen einer
HCV-Infektion transkriptionell durch NF-«kB reguliert.**!#%* Beziiglich dieser NF-kB-
abhingigen Regulation der HCV-bedingten CXCL8-Expression ist ein Zusammenhang mit
dem durch doppelstringige RNA-aktivierten RIG-I-Signalwegs der angeborenen Immunitét
bekannt. Mutagenese-Studien im CXCL8-Promotor belegen dementsprechend, dass NF-kB
und interferon (IFN)-stimulated response element (ISRE) binding sites, unter anderem IRF3, in
die Regulation der CXCL8-Transkription involviert sind.!*>#%* Ebenso wird die Beteiligung des
Transkriptionsfaktors AP-1 an der HCV-induzierten und durch TNF-a gesteigerten CXCLS-

Expression vermutet.*!

Vor diesem Hintergrund ist davon auszugehen, dass das Hepatitis C Virus die Uberexpression
von CXCL8 und moglicherweise auch von CXCL1 bis CXCL3 nicht ausschlieBlich iiber den
EGFR/EGF-induzierten Signalweg reguliert, sondern potentiell in Kombination mit dem RIG-
I-Signalweg oder parallel durch weitere HCV-modifizierte zellulire Signalwege.'>>4%4
Dennoch spielt in beiden Signalwegen die HCV-vermittelte Aktivierung und Translokation des
Transkriptionsfaktors NF-kB eine mafgebliche Rolle in der Induktion der CXCL8-Gen-
Transkription. Weitere durch HCV-modulierte Signalwege zur Induktion der CXCR2-
Liganden-Expression gilt es aufgrund dessen weiter zu charakterisieren. Dies verdeutlicht an
dieser Stelle mit welcher Vielzahl an zelluldren Signaltransduktionskaskaden der angeborenen
Immunitdt das Hepatitis C Virus zur Etablierung einer persistierenden Infektion und zur

Umgehung der antiviralen Immunantwort letztlich interferiert und wie essentiell die Interferenz

des Hepatitis C Virus mit den CXCR2-Liganden ist.

In der Gesamtheit lassen die bisherigen Resulate darauf schlieBen, dass die HCV-vermittelte
und durch EGF verstirkte Uberexpression der CXCR2-Liganden eng mit der Regulation der
wirtsspezifischen Entziindungsantwort assoziiert ist. So ist hypothetisch die Interferenz des
Hepatitis C Virus mit den Chemokinen ein moglicher Faktor fiir die erfolgreiche Etablierung
viraler Persistenz unter Aufrechterhaltung eines erzielten Gleichgewichts zwischen HCV-
bedingten leberschidigenden und pro-regenerativen Mechanismen in der Leber. Auf diese

Weise konnte HCV die Vitalitét seiner Wirtszelle durch die Induktion der Chemokinsynthese
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so lange wie moglich aufrecht erhalten, ohne bereits nach kurzer Zeit schwerwiegende
Leberschidigungen zu induzieren und das Uberleben der Wirtszelle zu gefihrden. Diese
Hypothese wird durch drei Umstidnde gestiitzt. Zum einen ist EGF ein mafgeblicher Regulator
und Induktor von  Zellmigration, Zelldifferenzierung, Zellproliferation sowie

iiberlebenssignalisierender Wirkungen?**-3*

und zum anderen ist der Transkriptionsfaktor NF-
kB in die Induktion der Chemokinproduktion involviert, der einerseits Zellproliferation und
Zelldifferenzierung sowie die Inhibierung der Apoptose®*> und andererseits im Rahmen einer
HCV-Infektion regnerationsfordernde und protektive Mechanismen in Hepatozyten
induziert.*® Interessanterweise wird des Weiteren durch unverdffentlichte Daten der
Arbeitsgruppe (Knievel und Bode et al.) die Transkription und Translation der CXCR2-
Liganden in murinen Hepatozyten bereits mit leberregenerations-relevanten Faktoren
assoziiert. So konnte in Antwort auf EGF und HGF in geringem Maf3e sowie als Reaktion auf
TNFa und IL-1P in groBerem MalBle eine verstirkte Expression von CXCL1, CXCL2 und
CXCL3 belegt werden.*’? Dadurch wire zugleich die im Rahmen dieser Arbeit verstirkte

Uberexpression der Chemokine in Antwort auf IL-1B und die weitere Verstirkung in Antwort

auf EGF und IL-1p in Kombination potentiell zu erklaren.

4.9 Die HCV-induzierte CXCR2-Liganden-Expression fithrt zu einer

verstirkten Rekrutierung neutrophiler Granulozyten

Im Rahmen der durchgefiihrten Analysen galt es nicht ausschlieBlich die zu Grunde liegenden
molekularen Mechanismen der HCV-induzierten Chemokinsynthese aufzukliren, sondern

zugleich die funktionelle Konsequenz dieser Uberexpression genauer zu charakterisieren.

Initial lag die Vermutung nahe, dass der Chemokinrezeptor der CXCR2-Liganden einen
potentiellen Einfluss auf die virale Replikation ausiiben konnte, wenngleich auch die Inhibition

des CXC-Rezeptors 2 zu keinem deutlichen Befund fiihrte (Abbildung 48).

Aus der Literatur wird bereits ersichtlich, dass die Interaktion der CXC-Chemokine 1, 2, 3 und
8 mit dem CXCR?2 essentiell fiir die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten als auch fiir die
Infiltration von Monozyten zum Ort der Infektion ist.*'>*!7 In Anbetracht dessen, entwickelte
sich folglich die Uberlegung, ob die verstirkte HCV-induzierte und durch EGF gesteigerte
Chemokinsynthese das Migrationsverhalten neutrophiler Granulozyten bzw. humaner
Monozyten beeinflussen kann. Vor diesem Hintergrund wurden entsprechend unstimulierte und
mit EGF-konditionierte Zellkulturiiberstinde humaner Huh-7 und HCV-Replikon-enthaltender

Hepatomazellen generiert und mittels Migrations-Assay der Einfluss der HCV-induzierten
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Chemokinsynthese auf die Rekrutierung neutrophiler Granulozyten bzw. Monozyten
analysiert. Demzufolge fiihrte die basale HCV-induzierte Chemokinsynthese lediglich
tendenziell zu einer gesteigerten Migration der Neutrophilen. Die Induktion eines deutlich
verstirkten Migrationsverhalten der neutrophilen Granulozyten war erst in Antwort auf
Uberstinde humaner Huh-9.13 Hepatomazellen nach zuvor erfolgter EGF-Stimulation sowie
nach IL-1B/EGF-Ko-Stimulation zu belegen (Abbildung 51). So lassen die Befunde annehmen,
dass das Hepatitis C Virus strategisch durch die Induktion einer konstitutiven EGF-Expression
eine bestimmte Chemokinkonzentration in seciner Wirtszelle erzielt, um eine Infiltration
CXCR2-positiver neutrophiler Granulozyten zu induzieren. Dies wurde besonders deutlich,
nachdem die Inhibition des CXCR2 auf der Oberfldche neutrophiler Granulozyten kaum mehr
eine Migration in der Gegenwart von EGF-stimulierten bzw. IL-1B/EGF-ko-stimulierten
Uberstinden der Replikonzellen induzieren konnte (Abbildung 53).

Die Daten der ausgefiihrten Untersuchungen legen eine Abhéngigkeit dieser Rekrutierung von
einer spezifisch durch das Virus erzielten Chemokinkonzentration in den HCV-infizierten
Zellen, induziert durch die Steigerung der HCV-bedingten Chemokinsynthese in Antwort auf
den epidermalen Wachstumsfaktor sowie eine selektiv iiber den CXC-Rezeptor 2-regulierte
Migration und Aktivierung der neutrophilen Granulozyten nahe. Es ist anzunehmen, dass
filhrend die CXC-Chemokine 1, 2 und 3 die Aktivierung des Rezeptors auf der Oberflache der
Neutrophilen initiieren, nicht zuletzt da sie den CXCR2 selektiv binden.*”> Dennoch spielt
ebenso CXCLS eine maligebliche Rolle in der CXCR2-Aktivierung, wenngleich es auch in der
Lage ist CXCR1 zu binden.*”* Auch unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe (Knievel und
Bode et al.) konnten bereits eine verstirkte Rekrutierung muriner Neutrophiler nur als Reaktion
auf HGF/TNF-a-ko-stimulierte Maus-Hepatozyten-Uberstiinde belegen. Die Behandlung
muriner Hepatozyten mit den leberregnerations-relevanten Faktoren HGF und TNF-a in
Kombination resultierte in einer verstiarkten Produktion der CXC-Motiv-Chemokine 1, 2 und
3. Die alleinige Stimulation der Maus-Hepatozyten mit HGF oder TNF-a fiihrte zu einer
geringeren Synthese der Chemokine im Vergleich zu unstimulierten murinen Hepatozyten und
damit zu keiner Induktion der Migration.*’? So wird auch hier die Korrelation einer bestimmten
erzielten Chemokinkonzentration und der verstdrkten Rekrutierung neutrophiler Granulozyten,
die bisweilen immer stirker mit der Leberregeneration assoziiert wird, vermutet.*’> Ebenso
konnte durch den Einsatz von SB225002 eine iiber den CXCR2-gesteuerte Neutrophilen

Migration nachgewiesen werden, was die erbrachten Resultate dieser Arbeit stiitzt.*’?
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Eine HCV-abhédngige Rekrutierung humaner Monozyten durch die gesteigerte CXCR2-
Liganden-Synthese konnte nicht nachgewiesen werden und ist zugleich ein wichtiger Beleg,
dass das Hepatitis C Virus selektiv neutrophile Granulozyten zu seiner Wirtszelle rekrutiert.
Interessanterweise war eine deutliche Steigerung der Monozyten-Migration bereits in der
Anwesenheit unstimulierter und EGF-stimulierter Uberstinde humaner Hepatomazellen der
Linie Huh-7 detektierbar (Abbildung 52). Dies lédsst sich potentiell durch zwei Umsténde
erkliren. Zum einen infiltrieren Monozyten und auch Makrophagen verstirkt in Tumore,
darunter auch in hepatozelluldre Karzinome, induziert durch die Interaktion des CC-Chemokins
2 mit dem CC-Rezeptor 2.*’* Die humane Huh-7 Hepatomazelllinie leitet sich von einem
hepatozellulidren Karzinom ab*!® und lisst deshalb eine mdgliche Erklirung der gesteigerten
Monozyten-Rekrutierung in Antwort auf Huh-7 Zellkulturiiberstinde zu. Zum anderen werden
spezifisch jeweils die Leukozyten durch die Sekretion von Chemokinen rekrutiert, die die
entsprechenden Chemokinrezeptoren auf der Oberfldche exprimieren. Aus der Literatur geht
hervor, dass CXCR2 insbesondere von neutrophilen Granulozyten, jedoch in geringerem Malle
auch auf Monozyten und Mastzellen exprimiert wird.!> Wihrenddessen wird CCR2 im
Wesentlichen auf der Oberfliche von Monozyten exprimiert.! Die Interaktion mit dem
spezifischen Liganden CCL2 oder auch MCP-1 genannt (monocyte chemotactic protein) ist
durch die Aktivierung von CCR2 essentiell fiir die Chemotaxis humaner Monozyten.'>®
Basierend auf den densitometrischen Daten des in dieser Arbeit durchgefiihrten Proteome
Profiler Human Chemokine Arrays (Abbildung 21 und Abbildung 24) konnte eine Expression
von CCL2 in den humanen Huh-7 Hepatomazellen nachgewiesen werden (Daten nicht
abgebildet). Vor diesem Hintergrund konnte weiterhin die verstérkte Migration der Monozyten

durch die in den Huh-7 Zellen exprimierten chemotaktischen Faktoren zugleich erklért werden.

Welche chemotaktischen Mediatoren jedoch genau fiir die verstirkte Rekrutierung der
Monozyten als Reaktion auf unstimulierte und EGF-stimulierte Uberstinde der Huh-7
Hepatomazellen bzw. als Reaktion auf EGF-stimulierte Uberstinde der HCV-Replikon-
enthaltenden Huh-9.13 Hepatomazellen verantwortlich waren wurde nicht weiter in dieser

Arbeit untersucht.

In der Gesamtheit der erbrachten Befunde stellt sich im Wesentlichen an dieser Stelle die Frage,
welche funktionale Konsequenz die Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten im Rahmen
einer HCV-Infektion ausiibt. Rekrutierte Neutrophile représentieren in ihrer physiologischen
Funktion eine primire Abwehr viraler Infektionen.!3>37815531 7yr Aktivierung der antiviralen

Immunantwort sekretieren sie ein spezifisches Profil aus pro-inflammatorischen Zytokinen,
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darunter TNF-a, IL-12 und IL-1p und aus Chemokinen, wie CCL2, CXCL8 und CXCL10, was
letztlich zur Rekrutierung und Aktivierung weiterer Zellen der angeborenen und auch der
adaptiven Immunitit fiihrt.*’> Des Weiteren ist bekannt, dass aktivierte Neutrophile verstirkt
CXCLS als limitierenden Faktor der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1p, IL-6 und TNF-a

sekretieren.*’¢

Im Rahmen der Leberregeneration nach einer partiellen Hepatektomie {ibt das Zytokin TNF-a
indirekte proliferationsfordernde Effekte auf Hepatozyten aus, indem es einerseits pro-
regenerative Mechanismen in Hepatozyten fordert und andererseits Wachstums-inhibierende
Mechanismen in  Hepatozyten reduziert.*’! Intrazellulir aktiviert TNF-o. den
Transkriptionsfaktor NF-kB, was letztlich in der Proliferation der Hepatozyten resultiert.*”” Des
Weiteren geht aus der Literatur auch im Rahmen einer Hepatitis C Virus Infektion eine
verstirkte Expression von TNF-a und CCL2 hervor, was zur verstirkten Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-«kB fiihrt, wodurch die Apoptose inhibiert und die Regeneration und
Protektion von Hepatozyten induziert wird.**° Die in dieser Arbeit erbrachten Resultate konnten
zugleich die verstdrkte Prasenz von NF-kB in nukledren Extrakten (Abbildung 39) und die
verstarkte Aktivierung und Translokation von NF-kB im Rahmen der Regulation der HCV-
induzierten Uberexpression der CXCR2-Liganden (Abbildung 40) nachweisen. Auch der
epidermale Wachstumsfaktor ist aufgrund seiner Eigenschaften als mitogener Stimulator der

DNA-Synthese in Hepatozyten ein relevanter Faktor in der Leberregeneration.*’!

Zudem korrelieren weitere Virus-Infektionen, nicht nur Infektionen mit dem Hepatitis C Virus
(Abbildung 22 und Abbildung 28), mit einem Anstieg der CXCL8-Konzentration.*”> So
induziert auch das humane Cytomegalovirus eine gesteigerte Expression von CXCLS8.4” Diese
wird einerseits mit einer gesteigerten Produktion infektioser Viren und andererseits mit einer
verstirkten CMV-Replikation assoziiert,*’® was ebenfalls im Rahmen einer HCV-Infektion
denkbar wire und es weiterfiihrend zu untersuchen und zu verifizieren gilt. Zugleich fiihrt die
CMV-induzierte CXCL8-Expression zu einer gesteigerten Rekrutierung transendothelialer
neutrophiler Granulozyten.*’® Interessanterweise induziert das Cytomegalovirus des Weiteren
die Infiltration von Neutrophilen durch die Produktion der chemotaktischen CXC-Chemokine
1 und 2. Als funktionale Konsequenz der rekrutierten neutrophilen Granulozyten wird die
effiziente Ausbreitung der Virus-Infektion im gesamten Kdrper vermutet, da die Neutrophilen

als Transporter des Virus fungieren.*’%47

Vor diesem gesamten Hintergrund konnte man spekulieren, dass das Hepatitis C Virus durch

die konstitutive EGF-Expression in seiner Wirtszelle eine bestimmte Chemokinkonzentration
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der CXCR2-Liganden erzielt, um die lokale Entziindungs- und Immunmikro-Umgebung durch
die verstirkte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten einerseits zu Gunsten pro-
leberregenerativer Mechanismen und andererseits zur verstarkten viralen Replikation sowie zur

Etablierung und effizienten Ausbreitung einer persistierenden Infektion in der Leber moduliert.

Dies wiirde folglich bedeuten, dass HCV die sensible Balance zwischen Chemokin-induzierten
pro-leberregenerativen und aus der Literatur bekannten pro-inflammatorischen und damit
leberschdadigenden Mechanismen zu Gunsten der Regeneration verschiebt. Dieser Umstand
konnte potentiell zum einen durch die rekrutierten neutrophilen Granulozyten und ihr spezifisch
sekretieres Zytokin- und Chemokinprofil, insbesondere durch TNF-a, CXCL8 und CCL2 und
zum anderen durch das direkte HCV-induzierte Zytokin- und Chemokinnetzwerk aus TNF-a,
CXCR2-Liganden und EGF erklirt werden. Diese Annahme wird fortfiihrend von Arbeiten der
Literatur gestiitzt, in denen einerseits die HCV-induzierte Chemokinsynthese im

Zusammenhang mit der Fibroseprogression®!®3!%-321

und andererseits mit hepatozellular-
protektiven und regenerativen Effekten kontovers diskutiert wird.*®* Des Weiteren kdnnte man
die HCV-induzierte Rekrutierung der neutrophilen Granulozyten in Zusammenhang mit dem
Gleichgewicht vorteilhafter und nachteilhafter Immunantworten bringen. Die HCV-vermittelte
Induktion der chemotaktischen Faktoren und die so induzierte Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten kann auf diese Weise mit der erfolgreichen Etablierung einer persistierenden
Infektion unter Aufrechterhaltung der Vitalitit der Wirtszelle assoziiert werden und
verdeutlicht an dieser Stelle nochmals die Relevanz der Interaktion des Hepatitis C Virus mit

der angeborenen Immunitét, die deutlich aus der Literatur hervorgeht, und damit mit den

CXCR2-Liganden. 133157

So gilt es zukiinftig zu untersuchen, inwieweit CXCLS8 auch im Rahmen einer Hepatitis C Virus
Infektion zu einer verstarkten viralen Replikation und Produktion infektidser Viren fiihrt und
ob die rekrutierten neutrophilen Granulozyten in der Lage sind durch ihr spezifisches
Zytokinprofil leberregenerative Effekte zu Gunsten des Hepatitis C Virus zu induzieren und die

Infektion weiterer Hepatozyten in der Leber zu beglinstigen.

Ein zusammenfassendes Modell der bisher erbrachten Befunde ist in der Abbildung 62
dargestellt. Diesem Modell ist einerseits die charakterisierte Regulation der HCV-induzierten
Uberexpression der CXCR2-Liganden und die entsprechende funktionale Konsequenz der
verstarkten Rekrutierung neutrophiler Granulozyten sowie die hypothetische Deutung der

gesamten Resultate zu entnehmen.
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Virale X Hepatozyten

Replikation/ =  Regeneration/ +
Ausbreitung der Protektion
HCV-Infektion

Abbildung 62: Zusammenfassendes Modell des HCV-bedingten Einflusses auf die Induktion der CXCR2-
Liganden-Expression in seiner Wirtszelle sowie deren Verstirkung und funktionale Relevanz in Antwort
auf den epidermalen Wachstumsfaktor. Das Hepatitis C Virus induziert die Uberexpression der CXCR2-
Liganden in seiner Wirtszelle, deren Expression in Antwort auf EGF weiter verstarkt wird. Sowohl in der
Anwesenheit des HCV-Replikons als auch des HCV-Stamms JCI wird EGF in einen potenten Induktor der
Chemokinsynthese, durch eine konstitutive EGF-Expression konvertiert und potentiell durch einen positiven
autokrinen und parakrinen EGF feedback loop zugleich reguliert. Dieser regulatorische Schaltungsmechanismus
konnte ebenfalls fir die EGF-vermittelte Steigerung der viralen Replikation verantwortlich sein. Die
Sensibilisierung der EGF-Rezeptor-Tyrosinkinase-Aktivitét erfolgt durch die HCV-vermittelte Suppression von
TC-PTP und induziert die verstirkte EGF-induzierte Expression der CXCR2-Liganden. Die Uberexpression von
CXCLS8 bendétigt die Aktivierung von MEK 1 und die verstiarkte Expression von CXCL1, CXCL2 und CXCL3 die
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Aktivierung von Akt. Die durch HCV- und EGF-verstérkt aktivierten Signalmolekiile ERK1/2, JNK und p38MAPK
sind irrelevant fiir die Regulation der CXCR2-Liganden-Expression. Der durch HCV-verstarkt in den Nukleus
translozierte Transkriptionsfaktor NF-«kB initiiert die Transkription der EGF-induzierten CXCR2-Liganden-
kodierenden Zielgene. MEK1 und Akt haben jedoch keinen direkten Einfluss auf die p65-Expression. So sind
moglicherweise weitere in dieser Signaltransduktionskaskade upstream lokalisierte Signalmolekiile oder direkt
virale HCV-Proteine in der basalen und EGF-induzierten Aktivierung und Translokation von NF-kB involviert.
Potentiell konnte die verstirkte Aktivierung und nukledre Translokation von NF-kB zugleich die Regeneration
und Protektion der Hepatozyten steigern. Die HCV-induzierte und durch EGF gesteigerte Uberexpression der
Chemokinsynthese fiihrt zur verstirkten Rekrutierung neutrophiler Granulozyten, die moglicherweise durch ihr
spezifisches Chemokin- und Zytokinprofil aus TNF-a, CCL2 und CXCL8 zur Regeneration und Protektion der
Hepatozyten, zur verstiarkten viralen Replikation, zur effizienten Ausbreitung und Etablierung der persistierenden

HCV-Infektion beitragen. Eigene Abbildung.

4.10 Das HCV-Replikon verhindert die verstirkte Expression der
Chemokinrezeptoren CCRS und CXCR4 auf der Oberfliche von humanen
ko-kultivierten CD14* Makrophagen im indirekten Ko-Kultur-Modell

In einem weiteren Teil der Arbeit zur Aufklarung der funktionellen und biologischen Relevanz
der HCV-induzierten und durch EGF gesteigerten Expression der CXC-Motiv-Chemokine 1,
2, 3 und 8 wurde initial ein Ko-Kultur-Modell primédrer, humaner Makrophagen und humaner
Huh-7 bzw. humaner HCV-Replikon-enthaltenden Huh-9.13 Hepatomazellen etabliert
(Abbildung 54). Mit Hilfe dieses indirekten in vitro Transwellsystems wurde die Zell-Zell-
Kommunikation iiber freigesetzte im Medium 16sliche Mediatoren zwischen den Makrophagen
und den Huh-7 bzw. den Huh-9.13 Zellen untersucht. Vor dem Hintergrund, dass das Hepatitis
C Virus mit der Expression von Chemokinrezeptoren interferiert,’!%*'® lag der Fokus der
ausgeflihrten Untersuchungen darauf, den Einfluss der HCV-bedingten Chemokinsynthese auf
die Rezeptorexpression des CC-Motiv-Chemokinrezeptors 5 (CCRS) und des CXC-Motiv-
Chemokinrezeptors 4 (CXCR4) auf der Oberfldche der ko-kultivierten Makrophagen genauer

zu charakterisieren.

Wie bereits in Abschnittt 1.5 CCRS5 und CXCR4 wesenlich am Eintritt des Humanen
Immundefizienz Virus (HIV) in seine Wirtszelle beteiligt.**®373"* Ebenso wie das Hepatitis C
Virus aufgrund der Interaktion des viralen Glykoproteins E2, komplexiert mit den
Lipoproteinen LDL und VLDL und/oder ApoE, mit hochsulfatiertem HSPG sowie dem LDL-
Rezeptor spezifisch humane Hepatozyten infiziert,!!*12%13 infiziert auch HIV spezifisch T-
Zellen, Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen.>*®*% Fiir den Viruseintritt in die

genannten Zellen ist hierzu die spezifische Interaktion des viralen Glykoproteins gp120 mit
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dem wirtsspezifischen Glykoprotein CD4°7%37! sowie die Wechselwirkung mit dem CCR5°"

oder CXCR4%6%37 eine unabdingbare Voraussetzung.

Die zytometrischen Analysen der hier vorgelegten Arbeit erbrachten erste Hinweise einer durch
das Hepatitis C Virus Replikon indirekt bedingten Herabregulation von CCRS5 (Abbildung 59
und Abbildung 61A) und von CXCR4 (Abbildung 60 und Abbildung 61B) auf der Oberfliche
ko-kultivierter CD14" Makrophagen, unabhingig von jedweden Stimulanzien, im Vergleich
zur deutlichen Heraufregulation der Rezeptorexpression von CCRS5 (Abbildung 59 und
Abbildung 61A) und von CXCR4 (Abbildung 60 und Abbildung 61B) auf der Oberfldache der
CD14" Makrophagen in der Folge der Ko-Kultivierung mit humanen Huh-7 Hepatomazellen.

Die Befunde fithren zu der Annahme, dass das Hepatitis C Virus Replikon indirekt durch die
Sekretion spezifischer Mediatoren die Suppression von CCRS und CXCR4 auf der
Zelloberfliche der Makrophagen induziert bzw. die verstirkte Expression der Rezeptoren
inhibiert. Welche spezifischen Mediatoren genau fiir die reduzierte Expression der
Chemokinrezeptoren verantwortlich sind gilt es in weiterfiihrenden Studien abzukldren. Die
Befunde dieser Arbeit legen nahe, dass die HCV-induzierte Sekretion der CXCR2-Liganden
keinen oder nur einen partiellen Einfluss auf die Suppression der Rezeptoren ausiibt, da auch
die Stimulation der Huh-9.13 Zellen mit CXCL8 oder IL-10 zur Herabregulation der
Rezeptoren fiihrte.

Nach Schitzungen der Weltgesundheitsorganisation sind aktuell etwa 130-150 Millionen
Menschen chronisch mit dem Hepatitis C Virus® und etwa 36,9 Millionen Menschen mit dem
Humanen Immundefizienz Virus infiziert.*° In den USA und in Europa sind etwa 13 bis 42 %
der HIV-1-infizierten Patienten mit dem Hepatitis C Virus ko-infiziert.**" Bisweilen ist noch
unzureichend erforscht, wie die Viren sich gegenseitig in HIV/HCV-ko-infizierten Patienten
beziiglich der Replikation oder des Viruseintritts in ihren spezifischen Wirtszellen auf
molekularer Ebene beeinflussen. Klinische Daten der Literatur konnten jedoch in HIV/HCV-
ko-infizierten Patienten deutlich erhdhte Titer viraler HCV-RNA*!#2 ynd eine deutliche
Reduktion der antiviralen Immunantwort gegen das Hepatitis C Virus aufgrund der HIV-

Infektion supprimierenden Einfliisse auf das Immunsystem nachweisen.**

Ob ein potentieller Zusammenhang zwischen der in dieser Arbeit beobachteten indirekten
HCV-Replikon-bedingten Herabregulation der HIV-Eintrittsrezeptoren und der gesteigerten
Replikation des Hepatitis C Virus in HIV/HCV-ko-infizierten Patienten besteht, kann an dieser

Stelle nur hypothetisch betrachtet werden und bedarf zur Bestitigung weitere Untersuchungen.
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Dementsprechend gilt es zu priifen, ob die Rezeptorexpression von CCRS5 und CXCR4 auch
auf T-Zellen und/oder dendritischen Zellen ebenfalls indirekt durch das Hepatitis C Virus
Replikon supprimiert wird oder ob die Affinitdt des Humanen Immundefizienz Virus zu T-
Zellen und/oder dendritischen Zellen durch die HCV-bedingte Herabregulation von CCRS und
CXCR4 auf den Makrophagen gesteigert wird und so ein potentieller Wirtszell-Infektions-
Switch initiiert wird. Ein Modell der erbrachten Befunde ist der Abbildung 63 zu entnehmen.
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Abbildung 63: Modell der durch das Hepatitis C Virus Replikon indirekt bedingten Herabregulation der
Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4 auf der Oberfliche ko-kultivierter CD14* Makrophagen. In dem
in dieser Arbeit etablierten leber-realititsbezogenen Ko-Kultur-Modell fiihrte die Ko-Kultivierung primérer
CD14" Makrophagen mit humanen Huh-7 Hepatomazellen zu einer deutlich verstérkten Expression der fiir das
Humane Immundefizienz Virus (HIV) relevanten Eintrittsrezeptoren CCRS und CXCR4 auf der Oberflache ko-
kultivierter CD14* Makrophagen, unabhéngig von CXCL8, IL-10 sowie der durch HCV und EGF-induzierten
Uberexpression der CXCR2-Liganden. Diese verstirkte Expression sowohl von CCRS als auch von CXCR4 wurde
hindessen durch die Ko-Kultivierung der CDI14" Makrophagen mit den HCV-Replikon-enthaltenden
Hepatomazellen inhibiert. Welche im Medium 16sliche Mediatoren von den Huh-9.13 Zellen sezerniert werden
und fiir diese Suppression der Rezeptoren verantwortlich sind gilt es weiter zu untersuchen. Eine ausschlieBlich
durch die CXCR2-Liganden induzierte Herabregulation bzw. Inhibition der verstirkten Rezeptorexpression kann

jedoch ausgeschlossen werden. Eigene Abbildung.

206



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

In der hier vorgelegten Arbeit wurde die Interferenz des Hepatitis C Virus mit der Re-
Programmierung der durch den epidermalen Wachstumsfaktor induzierten Chemokin-
Genexpression und die nachhaltige Beeinflussung des interzelluldren
Kommunikationsverhaltens der Wirtszelle im Rahmen der Entziindungsantwort charakterisiert.
Chemokine sind wichtige Determinanten fiir die Konstitution des lokalen Immunmilieus. Die
Interferenz von HCV mit Chemokinen ist unerlésslich fiir die erfolgreiche Etablierung viraler

Persistenz. Der Fokus der Untersuchungen lag auf den CXCR2-Liganden.

In diesem Kontext belegen die erhobenen Daten, dass das Hepatitis C Virus die verstérkte
Expression der CXCR2-Liganden in seiner Wirtszelle induziert, deren Expression in Antwort
auf den epidermalen Wachstumsfaktor verstiarkt wird. Sowohl in der Anwesenheit des HCV-
Replikons als auch des HCV-Stamms JC1 wird EGF in einen potenten Induktor der
Chemokinsynthese konvertiert. Interessanterweise legen die Befunde der posttranskriptionellen
EGF-Inhibition nahe, dass HCV die Uberexpression der CXCR2-Liganden durch eine
konstitutive EGF-Expression in seiner Wirtszelle induziert und durch einen EGF-vermittelten
auto- und parakrinen feedback loop reguliert. Daten der Inhibitor- und Gen-knockdown-
Analysen weisen darauf hin, dass die Sensibilisierung der EGF-Rezeptor-Tyrosinkinase-
Aktivitdt durch die HCV-vermittelte Suppression des endogenen Negativregulators des EGFR,
der T-Zell Protein Tyrosinphosphatase, eine in den HCV-infizierten Zellen unabdingbare
Voraussetzung filir die verstirkte EGF-induzierte Expression von CXCL8 und in die EGF-
induzierte Uberexpression von CXCL1 bis CXCL3 involviert ist. Weiterhin lassen die Befunde
annehmen, dass die EGF-induzierte CXCL8-Expression die Aktivierung von MEK1 und die
verstirkte Expression von CXCL1 bis CXCL3 die Aktivierung von Akt erfordert, wihrend der
Transkriptionsfaktor NF-«xB in die Transkription aller CXCR2-Liganden-kodierenden Zielgene
involviert ist. ERK1/2, JNK und p38MAPX sind fiir diese HCV-bedingte Deregulation scheinbar
nicht von Bedeutung. Weiterhin konnte eine verstirkte Rekrutierung neutrophiler Granulozyten
in der Anwesenheit von EGF-konditionierten Zellkulturiiberstinden HCV-Replikon-
enthaltenden Huh-9.13 Zellen belegt werden. Eine verstirkte Migration humaner Monozyten
war HCV-unabhdngig bereits in der Gegenwart unstimulierter und EGF-stimulierter
Uberstéinde von Huh-7 Zellen detektierbar. Mittels eines etablierten indirekten in vitro Ko-
Kultur Modells konnte eine HCV-abhingige Reduktion der Chemokinrezeptoren CCRS und
CXCR4 auf der Oberflache ko-kultivierter Makrophagen beobachtet werden.
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6 Summary

The present study analyses the interference of the Hepatitis C Virus with EGF-induced re-
programming chemokine gene expression and the sustained effect on the intercellular
communication behavior of the host cell as a part of the inflammatory response. Chemokines
are important determinants of the constitution of immune cells. The interference of HCV with
chemokines are essential to establish viral persistence. The focus of the investigations was on

the CXCR2 ligands.

In this context, the data collected demonstrates that the Hepatitis C Virus induces the increased
expression of CXCR2 ligands in its host cell, whereas expression is enhanced in response to
the epidermal growth factor. In the presence of either the Hepatitis C Virus replicon or the
HCVcec strain JC1 EGF is converted into a potent inducer of the chemokine production. Most
interestingly post-transcriptional inhibition of EGF suggests that HCV induces overexpression
of CXCR2 ligands via induction of constitutive EGF expression in its host cell and is regulated
by an EGF-mediated positive auto- and paracrine feedback loop. Furthermore, inhibitor studies
and data from gene knockdown experiments revealed that sensitization of EGF receptor
tyrosine kinase activity by HCV-mediated suppression of the endogenous negative regulator of
EGFR, the T cell protein tyrosine phosphatase is a pre-requisite for increased EGF-induced
CXCLS expression and is also involved in the EGF-induced overexpression of CXCL1, CXCL2
and CXCL3 in HCV infected cells. In addition, from the data collected it can be assumed that
EGF-induced CXCLS8 expression needs activation of MEK1 and the increased expression of
CXCLI1 to CXCL3 the activation of act, while the transcription factor NF-«B is involved in
transcription of all CXCR2-ligands encoding target genes. ERK1/2, JINK and p38MAPK seem to
be irrelevant for this HCV-mediated deregulation. Furthermore an enhanced recruitment of
neutrophil granulocytes was measured in the presence of EGF-conditioned cell-cuture
supernatants from Huh-9.13 cells, which are harboring the subgenomic HCV replicon. An
increased migration of human monocytes was already detectable HCV-independently in the
presence of untreated and EGF-treated supernatants of Huh-7 cells. By means of an established
indirect in vitro co-culture model an HCV-dependent reduction of the chemokine receptors

CCRS5 and CXCR4 could be detected on the surface of co-cultured macrophages.
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