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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Hepatitis C Virus

Das Hepatitis C Virus (HCV), der Erreger der Hepatitis C, ist ein behilltes RNA-Virus mit
positiver Polaritat. Es ist das einzige bisher bekannte RNA-Virus, das eine chronische
Infektionskrankheit auslésen kann.' Entsprechend den Angaben der Weltgesundheits-
organisation (WHO) sind weltweit etwa 71 Milionen Menschen von einer HCV-Infektion
betroffen, wovon etwa 58 Millionen Menschen unter anhaltender Virusreplikation eine
chronische Infektion aufweisen. Jahrlich infizieren sich weltweit etwa 1,5 Millionen Menschen
mit dem HCV und im Jahr 2019 fiihrte eine HCV-Infektion zu 290.000 Todesfallen. Die meisten
verstarben aufgrund einer durch HCV induzierten Leberzirrhose und Leberzellkarzinom.? Das
hepatozellulare Karzinom (HCC) ist mit 70-80 % der Falle das haufigste Leberzellkarzinom,
wobei die chronische Infektion mit Hepatitis Viren als eine der Hauptursachen fiir ein HCC
gilt.>* Derzeit gibt es keinen Impfstoff zur Vorbeugung von HCV-Infektionen.

Die Entdeckung des HCV im Jahr 1989 ermdglichte es der Grundlagenforschung,
entscheidende Komponenten des komplexen Lebenszyklus dieses Krankheitserregers zu
entschlisseln.’ Das HCV gehort zur Familie Flaviviridae, welche in drei Gattungen aufgeteilt
wird: Flavivirus, Pestivirus und Hepacivirus.® Zu den Flaviviren geh6ren das Gelbfiebervirus,
das Denguefiebervirus, das Virus der Japanischen Enzephalitis und das Virus der durch
Zecken Ubertragenen Enzephalitis.® Zu den Pestiviren gehdren das Bovine Virusdiarrhde-
Virus, das Klassische Schweinepestvirus und das Border-Disease-Virus. HCV ist der einzige
bekannte Reprasentant der Gattung Hepaciviren.” HCV reprasentiert eine hoch divergente
Gruppe von Viren, die in sieben Hauptgenotypen und einer grollen Anzahl von Subtypen
eingeteilt ist. Weltweit sind die Genotypen eins und drei am haufigsten anzutreffen, wobeietwa
46 % (Genotyp eins) bzw. 30 % (Genotyp drei) aller Hepatitis C Falle diesen Genotypen
zugeordnet sind. In Deutschland ist der Genotyp eins der am weitesten verbreitete Genotyp.®
Aufgrund der fehlenden ,proof-reading” Funktion der Viruskodierten RNA abhangigen RNA
Polymerase NS5B und der hierdurch bedingten hohen Mutagenitat zirkuliert HCV in infizierten
Personen als sich stadndig weiterentwickelnde Quasispezies. Ein Sachverhalt der in
wesentlichen Teilen zur viralen Immunevasion des Virus beitragt.®

Das HCV-Genom hat eine Lange von etwa 9600 Nukleotiden. Es setzt sich aus einer
5'-nichtkodierenden Region, einem einzigen offenen Leserahmen (ORF) und einer
3'-nichtkodierenden Region zusammen. Der ORF kann je nach Genotyp zwischen 9030 und
9099 Nukleotiden lang sein und kodiert fur einen einzelnen Polyproteinvorlaufer mit 3010 bis

3033 Aminoséauren.?



1. Einleitung

1.1.1 Virale Proteine

Das Polyprotein wird durch Proteasen, die spezifisch fir den Wirt sind, im Bereich der
Strukturproteine sowie durch eine vom Virus kodierte Protease im Bereich der Nicht-
Strukturproteine prozessiert. Nach der Prozessierung ergeben sich die Strukturproteine Core,
E1, E2 und p7 sowie die Nicht-Strukturproteine NS2, NS3, NS4A, NS4B und NS5B (Abb. 1).

HCV RNA
< Offener Leserahmen >
5°UTR Strukturproteine Nicht-Strukturproteine 3 UTR
Core E1 E2 p7 NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS5B
Kapsid Hillproteine  lonenkanal Protease / Hellkase Membranassoziiert RNA-Polymerase
Cystein Protease NS3-Kofaktor Phosphoprotein

Abbildung 1: Die Zusammensetzung des HCV-Genoms. HCV bestehtaus einem umhiillten Partikel, das eine
9,6 kb groRe Plus-Strang-RNA beinhaltet. Das Genom besteht aus einen langen ORF, der fiir einen
Polyproteinvorlaufer von 3010 bis 3033 Aminosauren kodiert. Die Translation des HCV-ORF wird durch eine 340
Nukleotide lange 5'-nicht-translatierte Region (UTR)reguliert, die als interne Ribosomeneintrittsstelle fungiert und
die direkte Bindung von Ribosomen in der Nahe des Startcodons des ORF erméglicht. Das HCV-Polyprotein wird
sowohl ko- als auch posttranslational durch zellulare und virale Proteasen in zehn verschiedene Produkte
gespalten. Dabei befinden sich die Strukturproteine (Core, E1, E2 und p7) im N-terminalen Drittel, wahrend sich
die nicht-strukturellen replikativen Proteine (NS2-5) im Gbrigen Teil befinden.'® (modifiziert nach Ashfag et al.)!

Das Core-Protein stellt ein hochkonserviertes Basisprotein dar, aus dem sich das virale
Nukleokapsid zusammensetzt.'> Die beiden Hillproteine E1 und E2 weisen eine starke
Glykosylierung auf und Gbernehmen eine wichtige Funktion beim eindringen des Virus in den
Hepatozyt.”> Das p7-Protein fungiert als integrales Membranprotein und bildet einen
lonenkanal.' Das NS2-Protein ist essentiell flir den Abschluss des viralen Replikationszyklus
sowohlin vitro als auch in vivo.'®'® Das NS3-Protein besitzt eine multifunktionale Aktivitat. Der
N-terminale Bereich von NS3 besitzt Serinprotease-Aktivitat, wahrend der C-terminale Bereich
NTPase/Helicase-Aktivitat aufweist.” NS4B nimmt eine bedeutende Rolle bei der
Rekrutierung weiterer viraler Proteine ein."® NS5A ist ein hydrophiles Phosphoprotein, das eine
wesentliche Funktion bei der viralen Replikation, der Modulation von zellularen Signalwegen
und der Interferonantwort ibernimmt.'®20 NS5B fungiert als RNA-abh&angige RNA-Polymerase

und spielt eine zentrale Rolle bei der Synthese eines neuen RNA-Genoms.?
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1.1.2 Viraler Zelleintritt und Replikationszyklus

HCV kann nur bei Menschen, Schimpansen und in begrenztem Umfang bei Spitzmausen zu
einer chronischen Infektion flihren.?223 Diese Wirtsspezifitat konnte auf bestimmte Rezeptoren
zurickzufihren sein, die der Virus fur den Eintritt in die Zelle und die anschlieRende
Replikation bendtigt. Zahlreiche Studien befassen sich mit der Erklarung der Wirtsspezifitat
von HCV.242¢ Der genaue Mechanismus ist jedoch noch nicht vollstandig geklart.

Die Hauptreservoirs des HCV sind Hepatozyten, obwohl auch andere Zelltypen teilweise
beschrieben wurden.?” Hepatozyten sind polarisiert, wobei die jeweiligen Membranbereiche
durch Tight Junctions getrennt sind, die den apikal-kanikuldren vom basolateral-sinusoidalen
Bereich abgrenzen.?® Bei chronisch infizierten Patienten zirkulieren HCV-Partikel als
"Lipo-Viro-Partikel" (LVPs), das heif3t Virionen, die mit Lipoprotein-Komponenten niedriger bis
sehr niedriger Dichte (LDL und VLDL) assoziiert sind.?° Diese Partikel werden in den
Dissé-Raum transportiert, wo das Virus mit den Rezeptoren interagieren kann, die fur den
Eintritt in Hepatozyten erforderlich sind.?%*' Der Dissé-Raum ist ein anatomischer Spaltraum
von etwa 10-15 um Breite zwischen den Hepatozyten und den Endothelzellen der
Lebersinusoide.*? Der Prozess des Viruseintritts kann grob in drei Schritte unterteilt werden:
die Anheftung an Hepatozyten, die rezeptorvermittelte Endozytose und die endosomale
Fusion.®® Der HCV-Zelleintritt ist ein komplexer Prozess, an dem Faktoren des Virus und der
Wirtszelle beteiligt sind. Dazu gehéren unter anderem die viralen Hllglykoproteine E1 und E2,
CD81, der Scavenger-Rezeptor Bl (SR-BI), sowie die Tight-Junction-Proteine Claudin-1
(CLDN1) und Occludin (OCLN).3*

Sobald HCV-LVPs im Dissé-Raum vorhanden sind, werden sie von Heparansulfat-
Proteoglykanen (HSPG) und dem Low-Density-Lipoprotein-Rezeptor (LDLR) auf der
Oberflache der Hepatozyten eingefangen (Abb. 2).3% 36 Der Viruseintritt erfordert anschlielfend
die Interaktion der HCV-Hiullglykoproteine E1 und E2 mit dem Wirtszellmembranrezeptor
SR-BI.*” Nach der Bindung an SR-BI kommt es zur Exposition von Rezeptorbindungsstellen
im E2-Glykoprotein, was die Bindung der viralen Partikel an CD81 ermdglicht.*® Die HCV-
Bindung an CD81 flhrt zur Aktivierung des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR)
durch Foérderung seiner Phosphorylierung. EGFR Liganden verbessern auRerdem die Kinetik
des HCV-Eintritts, indem sie die Endozytose von EGFR-CD81-Komplexen induzieren.®
Zusatzlich ist der EGFR fiir die Regulierung der CD81-CLDN1-Assoziation von Bedeutung.*°
CLDN1 und OCLN verstarken die Bindung zwischen den Viruspartikeln und
Rezeptorkomplexen.*' Die Interaktionen von Viruspartikeln mit Rezeptoren, Korezeptoren und
Kofaktoren fihren zu molekularen Umstrukturierungen an der Plasmamembran. Diese
Umstrukturierungen  fihren  schlieRBlich  zur Internalisierung von  Viruspartikel-

Rezeptorkomplexen durch clathrinabhangige Endozytose. Die Verschmelzung innerhalb des
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endosomalen Zellkompartiments zwischen Virus- und Wirtsmembranen, vermittelt durch E1
und E2, ist der letzte Schritt des HCV-Eintritts, wodurch die viralen RNA in das Zytosol der

Wirtszelle freigesetzt werden kann (Abb. 2).38

Dissé-Raum

L
LDLR  HSPG SR-Bl  CD81 ¢—————p EGFR CD81 CLDN1
1. Zellmembran Bindung 2. Rezeptorbindung 3. EGFR-Aktivierung 4. Ko-Rezeptor-

Interaktion

- g
S £
7. Freisetzung des g Al;ge;enkter pH-Wert 5. Clathrin-vermittelte
Virusgenoms ESENA030Mms Endozytose

Abbildung 2: Schematisches Modell des HCV-Eintritts. Dargestelltist ein Hepatozyt, seine Membran und die
verschiedenen HCV-Rezeptoren, Kofaktoren und Zellwirtskomponenten, die am HCV -Eintritt beteiligt sind. Die
Hauptschritte des HCV-Zelleintrittsprozesses sind fett gedruckt (von 1 bis 7) Lipovirale Partikel heften sich an die
Oberflache von Hepatozyten durch Interaktion mit HSPG-, LDLR oder SR-BI-Oberflachenmolekiilen (1). Diese
Bindung ermdglicht die Bindung der Viruspartikel an CD81 und die Aktivierung des EGFR -Rezeptorsignals (2).
Diese Aktivierung induziert die Assoziation von CD81 mit Claudin-1 (4), die wahrscheinlich durch eine direkte
Interaktion zwischen E1E2 und CLDN1 verstarkt wird. Die Komplexbildung der Rezeptoren erméglicht die
InternalisierungderViruspartikel und die Migration durch Clathrin-vermittelte Endozytose (5). E1-E2-Umlagerungen
ermdglichen die Umfaltung von Heterodimeren und die anschlieende Membranverschmelzung (7), wodurch die
viralen RNA indas Zytosol der Wirtszelle freigesetztwerden kann. HSPG, Heparansulfat-Proteoglykan; LDLR, Low-
Density-Lipoprotein-Rezeptor. (modifiziert nach Staal et al.)*?

Nach derFreisetzung der viralen RNA in das Zytoplasma wird das RNA-Genom direkt im rauen
endoplasmatischen Retikulum (ER) in den zuvor beschriebenen Polyproteinvorlaufer
Ubersetzt. Dieser Polyproteinvorlauferwird schliel3lich von zellularen und viralen Proteasen in
die zehn virale Proteine gespalten (siehe Kapitel 1.1.1).#3 Die virale RNA dient zusatzlich als
Vorlage fur die virale Replikation, bei der positive Genome entstehen, die fir die Produktion
weiterer Proteine und den Zusammenbau des Virus durch ein Negativ-Sense-
Zwischenprodukt verwendet werden.** NS5B, wie zuvor erwahnt, fungiert als virale RNA-
abhangige RNA-Polymerase und ist ein entscheidendes Enzym flr die RNA-Synthese.?! Die

meisten viralen Proteine sind flr den Replikationsprozess erforderlich, wahrend NS4B und

4



1. Einleitung

NS5A Schlisselfunktionen bei Reorganisationsprozessen in der Wirtszelle tUbernehmen.
Unter anderem sind sie essenziellfur die Biogenese und Wartung des 'membranésen Netzes',
welches die Replikationsfabriken des Virus enthalt.*® Neue Virionen werden in einem
Kompartiment, das vom ER abgeleitet ist, zusammengebautund durch Exozytose Uber einen
Golgi-abhangigen Sekretionsweg freigesetzt. Wahrend dieses Prozesses durchlauftdas Virus
eine Reifung und wird von endogenen Lipoproteinen umhdllt, was es dem ihm ermdglicht neue
Zellen zu infizieren.*®

Das Verstandnis der Funktion der viralen Proteine im Kontext des viralen Lebenszyklus war
von entscheidender Bedeutung flir die Entwicklung von Medikamenten, die direkt mit
Virusproteinen wie der RNA-abhangigen Polymerase sowie den viruskodierten Proteasen
interagieren und hierlber gezielt die virale Replikation unterdricken und somit die vollstandige

Heilung einer HCV-Infektion Gberhaupt erst ermoéglichen.

1.1.3 Therapie der Hepatitis C Infektion

Friherwurde HCV mit pegyliertem Interferon (PEG-IFN) alpha zusammen mit Ribavirin (RBV)
Uber 24 oder 48 Wochen behandelt. RBV unterdrickt dabei vergleichsweise unselektiv die
Aktivitat von Polymerasen und dadurch die Replikation sowohl von DNA- als auch RNA-
Viren.*” Diese Kombination fiihrte zu mitteimaRigen Raten des anhaltenden virologischen
Ansprechens (SVR)von 40 % bis 50 % und war von einer Reihe von fur viele Patienten nicht
tolerierbarer unerwlnschter Wirkungen wie hamolytischer Anamie, grippeahnlichen
Symptomen und psychiatrischen Stérungen begleitet.®

Ein Durchbruch in der Behandlung gelang 2011 mit der Zulassung von zwei oral
verabreichbaren direkt antiviral wirkenden Medikamenten (DAAs), Boceprevir (Victrelis, Merck
Sharp & Dohme) und Telaprevir (Incivek, Vertex Pharmaceuticals).*® Boceprevir und
Telaprevirhemmen gezielt die virale Serinprotease NS3/4A, wodurch die Replikation des HCV
unterdrickt wird.%° Diese Wirkstoffe fiihrten zu SVR-Raten von bis zu 70 %. Jedoch waren sie
mit komplizierten Dosierungsschemata, strikten Diatvorschriften und unginstigen
Nebenwirkungsprofilen verbunden.*® Ende 2013 kam es zu einem Paradigmenwechsel, als
Simeprevir (Olysio, Janssen) und Sofosbuvir (Sovaldi, Gilead Sciences) innerhalb weniger
Wochen zugelassen wurden. Simeprevir inhibiert ebenfalls die Serinprotease NS3/4A,
wodurch es zur Unterdriickung der Replikation kommt.5' Sofosbuvirhingegen zielt gezielt auf
die NS5B-Polymerase ab, indem es einen Kettenabbruch induziert und somit ebenfalls die
Replikation unterbindet.°? Diese Wirkstoffe waren die ersten oralen, einmal taglich
einzunehmenden Medikamente, die gut vertraglich waren. Sie erreichten bei ausgewahlten

Genotypen SVR-Raten von tber 90 %, entweder als Monotherapie oder in Kombination mit
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PEG-Interferon plus RBV. Mit der Zulassung weiterer DAA-Medikamente wurden Therapien
ohne IFN fur alle HCV-Genotypen verfuigbar.

Inzwischen sind mehrere gut vertragliche, rein orale Therapieschemata zur Behandlung von
Patienten mit verschiedenen HCV-Genotypen, Lebererkrankungsstadien und Begleit-
erkrankungen zugelassen.®® Mithilfe von DAAs kénnen heute mehr als 95 % der mit HCV
infizierten Patienten geheilt werden.®* Angesichts dieser hohen Heilungsrate stellt sich die
Frage, ob weitere Forschungen fur diese Krankheit Giberhaupt noch notwendig sind. Obwohl
eine Behandlung mdglich ist, bestehen weiterhin einige Probleme. Viele Patienten, die
chronisch mit dem Virus infiziert sind, bleiben iber Jahrzehnte hinweg asymptomatisch und
kdnnen daherunwissentlich andere Personen infizieren.%® Der Virus wird oft erst erkannt, wenn
der Patient deutliche Symptome einer Leberschadigung wie eine Zirrhose oder ein
hepatozellulares Karzinom entwickelt. Trotz erfolgreicher Therapie mit DAAs fluhren bereits
vorhandene Leberveranderungen nicht zu einer ‘restitutio ad integrum’. Vielmehr resultieren,
je nach Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Behandlung, variabel ausgepragte
Residualbefunde.®® Entsprechend haben mehrere epidemiologische Studien belegen kénnen,
dass das Risiko ein HCC zu entwickeln, trotz erfolgreiche Behandlung fur eine Reihe von
Patienten erhéht bleibt.>” Ferner ist HCV weltweit vor allem in Landern mit begrenzten
Ressourcen verbreitet. Da DAAs bislang teuer sind, kdnnen sich die meisten Patienten, die
sie bendtigen, die Behandlung nicht leisten. Dariber hinaus muss hervorgehoben werden,
dass die erfolgreiche Eradikation von HCV in keiner Weise zu einer protektiven Immunitat
fuhrt, weshalb geheilte Patienten weiterhin einem Risiko einer Reinfektion mit HCV ausgesetzt
sind. Entsprechend wirde die Zielsetzung einer vollstandigen Eliminierung des Virus aller
Voraussicht nach die Verfligbarkeit einer wirksamen Impfung voraussetzen.

Neuere Studien deuten zusatzlich auf epigenetische "Vernarbung" hin, die auch nach der
HCV-Eradikation durch DAAs fortbesteht. Diese anhaltenden Folgeveranderungen einerHCV-
Infektion werden, soweit bislang untersucht, durch Veranderungen der Histonmodifikationen
verursacht. Diese gehen mit einer Umprogrammierung der Genexpression des Wirts einher
und verandern Signalwege, die mit dem HCV-Lebenszyklus und der Entstehung von HCC in
Verbindung stehen.®” Die Entwicklung von DAAs, mdgliche Auswirkungen des Virus auf die
Wirtszellen sowie die Forschung an einer potenziellen Impfung wurden erst durch die

Etablierung geeigneter HCV-Zellkultursysteme ermoglicht.>®



1. Einleitung

1.1.4 Zellkultursysteme zur Erforschung des Hepatitis C Virus

Die frihesten Versuche, Zellkulturmodelle fir HCV zu etablieren, konzentrierten sich darauf,
verschiedene kultivierte Zellarten, einschliellich primarer menschlicher Hepatozyten,
experimentell mit Patientenseren als Quelle firinfektiése Viren zu infizieren. Jedoch erreichten
die "Replikationsmengen” in diesen Modellen nie die Eingangsmengen. Die In-vitro-Infektion
von Zellen mit Patientenproben stellte daher nie ein robustes Zellkulturmodell fiir die HCV -
Forschung dar. Dies war viele Jahre lang ein bedeutendes Hindernis, das die Grundlagen-
forschung zum Lebenszyklus von HCV und damit die Entwicklung von Medikamenten stark
behinderte.%® Um hier die Voraussetzungen flrdie Forschung zu verbessern wurde an einem
Reverse-Genetik-Modell fir HCV gearbeitet. Die Etablierung eines Zellkultursystems
basierend auf einem geklonten Virusisolat dauerte fast ein Jahrzehnt, bis Lohmann et al. im
Jahr 1999 das erste robuste Zellkulturmodell fir HCV auf der Grundlage eines
subgenomischen Replikons etablierten.*® Diese Replikonsysteme kénnen in Huh 7.5-Zellen
den intrazellularen Replikationszyklus von HCV simulieren, fihren jedoch nicht zur Produktion
infektidser Viruspartikel, da diesem System die Strukturproteine fehlen, welche Voraussetzung
fur die Produktion infektioser Partikel sind.

Es dauerte weitere funf Jahre bis 2005 erstmals vollstdndig permissive Zellkultursysteme
beschrieben wurden, welche in der Lage sind den gesamten viralen Lebenszyklus
abzubilden.®® ¢! Die Charakterisierung des GT2a-Isolat JFH1 ermdglichte es erstmals den
vollstandigen viralen Lebenszyklus im Zellkulturmodell der Huh 7 Zelllinien zu simulieren ohne
dass zellkulturadaptierte Mutationen erforderlich waren.®? Das GT2a-Isolat JFH1 stammt von
einem japanischen Patienten, der an einer fulminant verlaufenden Hepatitis litt, der
sogenannten japanischen fulminanten Hepatitis 1 (JFH1).6® Unter Verwendung dieses Isolats
haben drei Gruppen Uber die Produktion infektioser HCV-Partikel nach der Transfektion von
Huh 7-Zellen (oder bestimmten Klonen davon) mit entweder dem authentischen JFH1 -Isolat
oder einer intragenotypischen HCV-Chiméare berichtet. ¢:6". 64 | etztere besteht aus der Core-
bis NS2-Region des GT2a J6 HCV-Isolats, die die analoge Region im JFH1-Genom ersetzt.°
Pietschmann et al. optimierten eine dieser Chimaren im Jahr 2006 durch Verwendung der
viralen NS2-NS5B-Proteine von JFH1 und die Core-NS2-Proteine des J6-Isolats.'® Das darauf
resultierende und bisher effizienteste Chimar, namens JC1, wird auch in dieser Arbeit als
Infektionsmodell verwendet (Abb. 3B).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der verschiedenen HCV -Zellkultursysteme.Die HCV-RNA enthalten
einen Selektionsmarker, der die viralen Proteine von Core bis NS2 ersetzt, und einer zweiten IRES, die die
Translation der Nichtstrukturproteine NS3 bis NS5B ermdglicht. Nach der Transfektion wird die virale RNA direkt
translatiert. Die HCV-positiven Replikon-Zellen sind als Huh 9.13 gekennzeichnet. B) Die Herstellung von HCV-
Partikeln aus Zellkulturen (HCVcc) beruht auf den Genotyp-2a-Isolaten J6 und JFH1. Die vollstandigen viralen
Genome werden in permissiven humanen Hepatozyten tran sfiziert, was zu Translation und RNA-Replikation flihrt
und die Produktion viraler Partikel ermdglicht, die neue Zielzellen infizieren kénnen. Auf diese Weise kann der
gesamte virale Lebenszyklus von HCV vollstandig untersucht werden. Erfolgreich mit HCV infizierte Zellen werden
als Huh 7.5 JC1 gekennzeichnet. (modifiziert nach Steinmann et al.)?®

1.2 Modulation der Wirtszelle durch eine Hepatitis C Infektion

Die hohe Neigung zur Persistenz, die niedrige Immunogenitdt und der schleichende Verauf
einer HCV-Infektion deuten darauf hin, dass leistungsfahige Mechanismen dem HCV
ermodglichen, die antivirale Immunitat des Wirts zu umgehen, die Entzlindungsreaktion zu
beeinflussen und die Infrastruktur der Wirtszellen zu nutzen, ohne dabei die Lebensfahigkeit
der eigenen Wirtszelle zu beeintrachtigen.®® Aufgrund dieser Fahigkeiten kann das Virus iber
Jahrzehnte, trotz anhaltender Virusreplikation hinweg die Entwicklung einer symptomatischen
Krankheit verhindern. Ganz im Vordergrund steht hier die, aufgrund der fehlenden Proof-
reading Funktion der viralen NS5B Polymerase, hohe Mutationsrate und dem damit
einhergehenden bestdndigen Wandel immunogener Regionen, welche federfuhrend fur die
Entwicklung einer sogenannten T-Zell Exhaustion verantwortlich ist. Daruber hinaus inter-
feriert HCV eng mit den inter- und intra-zellularen Signalwegen des Wirtsorganismus.®” 68

8



1. Einleitung

Obwohl die pathogenen Mechanismen noch nicht vollstandig geklart sind, ist gut belegt, dass
wahrend samtlicher Phasen der Virusinfektion und der viralen Replikation eine
Wechselwirkung zwischen Wirtszellfaktoren und viralen Komponenten besteht.®® Die
Modulation der interzellularen Kommunikationswege, die fir die Rekrutierung von
Immunzellen entscheidend sind, ermdglicht es HCV ferner, die Zusammensetzung der
Immunzellpopulationen und damitdie Immun- und Entzindungsreaktion des Wirtes nachhaltig
zu beeinflussen.®® Diese Interaktionen schaffen ein komplexes Gleichgewicht zwischen
Wirtszellen und HCV und sind an zahlreichen Mechanismen beteiligt, die die Pathogenese von
Hepatitis C kennzeichnen.”® Dabei beeinflusst HCV die Funktion der Wirtszelle entscheidend
dadurch, dass die intra-zelluldre SignalUbertragung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
nachhaltig beeinflusst werden und dadurch auch die Funktion sowie das
Kommunikationsverhalten der Wirtszelle moduliert wird. Allerdings ist die exakte Modulation
dieser Kommunikationswege durch HCV bisher nicht vollstdndig bekannt und soll im Rahmen

dieser Arbeit weiter untersucht werden.

1.3 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind Polypeptide oder Proteine, die von verschiedenen Zelltypen
sezerniert werden. Sie spielen eine entscheidende Rolle bei der Regulation vieler zellularer
Prozesse, darunter Proliferation, Differenzierung, Angiogenese, Zelliberleben, Entziindung
sowie Gewebereparatur oder Fibrose.”’”3 Die Expression von Wachstumsfaktoren wie auch
ihre intra-zellulare  SignalUbertragung wird durch entsprechende Kontroll- bzw.
Ruckkopplungs-mechanismen eng kontrolliert. Ein Versagen dieser Mechanismen fiuhrt zu
einem aberranten Verhalten der betreffenden Zelle und beginstigt damit die maligne
Transformation derselben. Entsprechend ist eine ibermaliige Aktivitat dieser Faktoren oder
der durch sie induzierten intra-zellularen Signallibertragung haufig assoziiert mit
Krebserkrankungen und eine Blockade derselben, entweder durch Antikdrper oder
entsprechende Inhibitoren elementarer Bestandteil von Behandlunsstrategien.™
Wachstumsfaktoren haben die Fahigkeit, mit spezifischen Rezeptoren auf der Oberflache von
Zellen zu interagieren. Liganden vermittelte Aktivierung dieser Rezeptoren fuhrt zur
Aktivierung von intrazelluldrer Signalketten, was letztendlich zu einer modifizierten
Genexpression und/oder einem veranderten Wachstums- oder Apoptose Verhalten der Zelle
fihrt.”® Es existieren mehrere Hauptfamilien von Wachstumsfaktoren, die basierend auf inrer
spezifischen Bindung an Rezeptoren klassifiziertwerden. Zu den bekanntesten und am besten
untersuchten zahlen die Familie der vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF-

Familie) und die Epidermalen Wachstumsfaktoren (EGF-Familie).”® Bei HCV-Patienten sind
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VEGF Serumspiegel deutlich erhoht und mogliche Biomarker fir eine HCV-bedingte
Leberzirrhose und HCC-Diagnose.”” Die Serumspiegel von EGF sind bei chronisch HCV
infizierten Patienten ebenfalls im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant erh6ht, wobei
HCV die EGF-Signaliibertragung verandert und dadurch Entziindungsreaktionen sowie die

antivirale Immunantwort modulieren kdnnte.%®

1.3.1  Die EGF-Rezeptorfamilie

Die EGF-Rezeptorfamilie (EGFR) umfasst vier Mitglieder: EGFR (ErbB1, HER1), ErbB2
(HERZ2), ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4). Diese strukturell verwandten Rezeptoren sind
einkettige Transmembran-Glykoproteine, die in der Leber stark exprimiert werden und deren
Regulation und intrazellulare Signalibertragung bei einer Reihe von verschiedenen
Krebsarten verandert ist.”® 7°

Die Bindung von léslichen Liganden an den Rezeptor stimuliert die Bildung von Homo- und
Heterodimeren zwischen den vier Mitgliedern dieser Rezeptorfamilie.”® Insgesamt binden
sieben verschiedene Liganden an den ErbB1 bzw. EGFR, wobei der EGF, Amphiregulin
(AREG) und Epiregulin (EREG) am besten erforscht sind.® Die Liganden-induzierte
Homodimerisierung des EGF Rezeptors oder dessen Heterodimerisierung mit anderen
Familienmitgliedern der ErbB Rezeptorfamilie ist ein entscheidender Schritt zur Aktivierung
der intrazellularen Tyrosinkinasedomane. Die phosphorylierten Tyrosinreste aktivieren
anschlielRend entweder direkt oder Uber Adaptorproteine nachgeschaltete Komponenten von
Signalwegen, zu denen das Aktivator-Protein-1 (AP-1) und der nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB) gehoren (Abb. 4).81-83

Bei Aktivierung durch die Bindung eines seiner Liganden induziert der EGFR die
Zelldifferenzierung und -proliferation sowie eine gesteigerte Expression proinflammatorischer
Zytokine.?* Die E3-Ubiquitin-Ligase Casitas B-Zell-Lymphom (CBL) vermittelt die Mono- und

Polyubiquitinierung des EGFR, was den Abbau des Rezeptors im Lysosom zur Folge hat.?®
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der EGFR vermittelten Signaltransduktion. Der EGFR wird durch
sieben verschiedene Liganden aktiviert was unter anderem zu Zelldifferenzierung und -proliferation sowie eine
gesteigerte Expression proinflammatorischer Zytokine flihrt. SOS, Sohn von Sevenless; PKC, Proteinkinase C; IKK,
IkB-Kinase. (modifiziert nach Uribe et al. und Frohlich et al.)?* 86

1.3.2 Einfluss des Hepatitis C Virus auf den EGFR-Signalweg

Wie in Kapitel 1.1.2 bereits detaillierter ausgefihrt erfolgt wahrend des Eindringens des HCV
in die Zelle eine Phosphorylierung des EGFR, die fur den Eintritt des Virus in die Wirtszelle
wichtig ist.2” Der nachfolgende RAF-MEK-ERK-Signalweg wird wahrend der HCV-Infektion
aktiviert.®® 8 Inhibitoren, die auf diesen Signalweg abzielen, reduzieren den HCV-Eintritt nach
der Bindung relevant.*> ° Dies unterstreicht die Relevanz des EGFR und dessen
intrazellularer Signalibertragung flrden Eintritt von HCV in die Wirtszelle. Dabei fungiert, wie
oben bereits beschrieben, der EGFR als Co-Rezeptor fiir den viralen Eintritt, wobei seine
virusinduzierte Aktivierung sowie die nachfolgende EGFR-Signalgebung firden viralen Eintritt
erforderlich sind und auch die Replikation beeinflussen.®’® Um die Funktionalitdt dieses
Signalwegs zu optimieren, beeintrachtigt HCV die Oberflachenexpressionvon Mitgliedern der
ErbB-Wachstumsfaktor-Rezeptorfamilie und die Proteinlevel eines relevanten endogenen
negativen Regulators.®' 2 Friihere Arbeiten von Groepper et al. legen nahe, dass HCV die
Freisetzung von Mitgliedern der Chemokinfamilie, die spezifisch den Chemokinrezeptor
CXCR2 erkennen, Uuber einen Mechanismus verstarkt, der eine HCV-vermittelte
Hochregulierung der EGF-Expression beinhaltet. Dabei steigert HCV die Expression von
CXCR2-Liganden, die wiederum durch EGF weiter hochreguliert werden, wahrend die
EGF-vermittelte Induktion der Genexpression in Gegenwart von HCV deutlich verstarkt wird.
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Dartiber hinaus erhoht HCV die Fahigkeit von EGF und EGFR-vermittelten Signalen, die
Expression von CXCR2-Liganden in seiner Wirtszelle zu induzieren, was zur Freisetzung
eines Mediatormusters fiihrt, das die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten vermittelt.®®
Weitere Arbeiten legen zusatzlich nahe, dass neben NS2, NS4A, NS4B/B und NS5A auch die
viruskodierte Protease NS3/4A an der HCV-vermittelten Hochregulierung der CXCR2-
Ligandenexpression beteiligt ist. NS3/4A vermittelt seine Wirkung auf den EGF-Signalweg,
indem es die ubiquitarexprimierte Tyrosinphosphatase TC-PTP spaltet, welche ein endogener
negativer Regulator des EGF-Rezeptors ist.®" % Folglich flihrt der HCV-vermittelte Abbau der
TC-PTP zu einerverstarkien EGF-induzierten Signaltransduktion. Die Herunterregulierung der
TC-PTP-Expression imitiert ebenfalls die Wirkung von HCV auf die CXCL8-Expression, was
darauf hindeutet, dass die HCV-vermittelte Sensibilisierung der EGF-Signallbertragung und
die verstérkte Expression des CXCR2-Liganden miteinander verknipftsind.®® Dariiber hinaus
kommt es durch die Reduktion der TC-PTP Level Gber noch unverstandene Mechanismen zu
einer verstarkten Aktivierung der Proteinkinase Akt, welche ihrerseits fur die Unterstiitzung der
viralen Replikation relevant ist.°"- °2 Einige Daten legen auferdem nahe, dass HCV nicht nur
die EGF-Signaliubertragung und die Expression bestimmter Zielgene verstarkt, sondern auch
die Expression von EGF selbst hochreguliert, was wiederum die Hochregulierung der
Expression des CXCR2-Liganden in der infizierten Wirtszelle vermittelt und auf einen durch
EGF vermittelten Riickkopplungsmechanismus hinweist.®¢ Der genaue Mechanismus, der der
Verstarkung der CXCR2-Ligandenexpression durch HCV zugrunde liegt, ist jedoch noch nicht

vollstandig bekannt und soll in dieser Arbeit weiter untersucht werden.

1.4 Zytokine

Zytokine sind eine heterogene Gruppe kleiner Proteine (ca. 5 bis 25 kDa), die eine zentrale
Rolle in der zellularen Signalibertragung spielen. Sie sind Teil eines interzellularen
Kommunikationssystems, das fur die Immunantwort verantwortlich ist. Zu den Zytokinen
gehoren unter anderem Chemokine, die eine chemotaktische Wirkung besitzen, sowie
Interleukine, deren Bezeichnung urspriinglich darauf zuriickzuflihren ist, dass sie als
interzellulare Kommunikationssignale von Leukozyten identifiziert wurden. Es ist inzwischen
jedoch gut untersucht, dass neben verschiedenen Leukozyten Populationen auch eine
Vielzahl anderer Zellpopulationen zur Interleukin Produktion fahig ist. Welche Interleukine von
welchem Zelltyp produziert werden, hangt dabei sowohl vom auslésenden Stimulus als auch
vom untersuchten Zelltyp ab. Zytokine kdnnen auf die Zellen wirken, die sie absondem
(autokrine Wirkung), auf nahegelegene Zellen (parakrine Wirkung) oder in einigen Fallen auf

weit entfernte Zellen (endokrine Wirkung).%® Diese Proteine erfiillen ihre Funktion, indem sie

12



1. Einleitung

an spezifische Zellrezeptoren binden, die entweder Zytokin regulierte Gene induzieren oder
hemmen. Zytokine sind interzelluldre Mediatoren, die sowohl die angeborene als auch die
adaptive antivirale Immunantwort sowie die Entzindungsreaktion des Wirtsorganismus
kontrollieren. Dariiber hinaus spielen sie eine wichtige Rolle bei der Entstehung entziindungs-
bzw. immunvermittelter Gewebeschadigungen. Entsprechend spielen eine Reihe von
Zytokinen auchin der Kontrolle der antiviralen Wirtsreaktion auf eine HCV-Infektion eine Rolle
und/oder sind an der Pathogenese HCV-bedingter Pathologien beteiligt. Uber 100
verschiedene Zytokine sind bekannt und werden basierend auf ihrer primaren Rolle
klassifiziert.

Funktionell lassen sich Zytokine in mehrere Hauptgruppen einteilen, wobei einem Teil der
Zytokine mehrere Funktionen zugeordnet werden: proinflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-
6 und TNF-a sowie antiinflammatorische Zytokine wie unter anderen IL-10. Th1-Zytokine, die
von Th1-aktivieten Lymphozyten produziert werden, wie Interferon-gamma, IL-12 und
IL-18. Th2-Zytokine, die eine Rolle bei der Hemmung von Th1-Zytokinen spielen und die
Funktion von Th1-Immunantworten regulieren und Th17-Zytokine, die flr die Differenzierung
von Th17-Lymphozyten von Bedeutung sind.®® %7 Das komplexe Zytokinnetzwerk, das
wahrend einer HCV-Infektion aktiviert wird, fuhrt zur Aktivierung sowohl der angeborenen als
auch der adaptiven Immunantwort. HCV gelingt es, dieser Immunantwort zu entgehen, indem
es in verschiedene Immunmechanismen eingreift, darunter auch die Modulation der
Zytokinaktivitat.®” HCV interveniert auf verschiedenen Ebenenin das Zytokinnetzwerk, indem
es unter anderem ein Th2-Zytokinprofil induziert.®® Hauptséachlich entzieht sich das HCV der
Immunantwort des Wirts jedoch durch eine sogenannte T-Zell-Exhaustion, die auf der der
fehlenden proof-reading Aktivitat der viralen NS5B-Polymerase zurlckzuflihren ist. Die
Unfahigkeit, die Infektion zu kontrollieren, kann zur Rekrutierung von Entziindungsinfiltraten in
das Leberparenchym fuhren, was eine anhaltende Leberschadigung und letztendlich die

Entwicklung von Leberzirrhose oder Leberkrebs zur Folge haben kann.®’

1.4.1 Das Interleukin-1$

IL-1B wird in der Literatur zu den proinflammatorischen Zytokinen gezahlt, dass insbesondere
im Rahmen der Akutphasereaktion fir die Reaktion des Wirts auf Infektionen und
Verletzungen von entscheidender Bedeutungist. Es zahlt zu den am besten charakterisierten
Mitgliedern der IL-1-Familie und wird von einer Vielzahl von Zelltypen produziert und
sezerniert.%®

ProlL-1B, die Vorstufe des Interleukin-1B-Proteins, wird durch das IL13-Gen innerhalb eines

Genclusters der IL1-Familie auf dem menschlichen Chromosom 2 kodiert. ProlL-13 wird
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primar von aktivierten Makrophagen und Monozyten produziert obwohl auch viele andere
Zelltypen in der Lage sind ProlL-1B zu produzieren.'% Diese Zellen werden durch
"pathogen-assoziiertes molekulares Muster" (PAMPs), welche von Mustererkennungs-
rezeptoren (PRRs) erkannt werden und/oder sekundare Schadenssignale (DAMPs, danger-
associated molecular patterns) aktiviert.'%® 197 Nach der Aktivierung wird ProlL-1B als
Vorlauferprotein mit sehr geringer biologischer Aktivitadt synthetisiert. Anschlieend wird es
entweder intrazellular durch das Caspase-1-Inflammasom oder extrazellular durch andere
Proteasen zu hochaktivem, reifem IL-1B verarbeitet.'%"1° [L-1B8 induziert die mMRNA-
Expression von Hunderten von Genen in verschiedenen Zelltypen wie Monozyten,
Makrophagen, Epithel- und Endothelzellen sowie Chondrozyten und Fibroblasten.''116
Parallel dazu induziert IL-1B auch die Expression seines eigenen Gens, was eine positive
Ruckkopplungsschleife darstellt, die die IL-1-Reaktion auf autokrine oder parakrine Weise
verstarkt.®®> "7 Die Stimulation der Transkription tritt innerhalb von 30 Minuten nach der
Exposition gegenuber IL-1B auf und kann Uber viele Stunden aufrechterhalten bleiben.'®

IL-1B bindet an den ubiquitar exprimierten IL-1-Rezeptor | (IL-1R).""® 20 Nach der Bindung an
IL-1R erfolgt bei der Signaltransduktion von IL-13 die Rekrutierung und Oligomerisierung des
Tumornekrosefaktor-assoziierten Faktors (TRAF) 6 (Abb. 5)."?" 122 TRAF6 I6st daraufhin
Signalkaskaden aus, die einerseits zur Aktivierung von MAP-Kinasen (MAPK), extrazellular-
signalgesteuerten Kinasen (ERK) und c-Jun-N-terminale Kinasen (JNK) flhren, welche
wiederum die Aktivierung des AP-1 Komplexes bewirken.'?® 2* Dariiber hinaus aktiviert
TRAF6 zusétzlich Gber IKK Signalwege den NF-kB Transkriptionsfaktor.'>>129 AP-1 und NF-
kB sind induzierbare TFs die eine Vielzahl von Genen regulieren, die an verschiedenen

Prozessen der Immun- und Entziindungsreaktion beteiligt sind."30-132

IL-1
Extrazellular B .
IL-1R
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+
v ~
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Expression
Abbildung 5: Schematische Darstellung der IL-1B-induzierten Signaltransduktion. Das proinflammatorische
Zytokin IL-1B bindetan IL-1R auf der Oberflache von Zielzellen, was zur Aktivierung von Signalwegen fihrt, an
denen MAPKund NF-kB beteiligtsind, und die daraufhin nachgeschaltete Effekte auslésen. (modifiziertnach Garon
etal.)!33
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1.4.2 IL-1B wahrend einer Hepatitis C Infektion

Die oben bereits ausgefihrt, wird IL-13 im Rahmen sowohl akuter als auch chronischer
Entzindungsprozesse verstarkt freigesetzt und begleitet Viruserkrankungen.'%: 134
Virusinfektionen fiihren zur Induktion der IL-1B-Produktion durch Inflammasom-Signalwege.™®
Insbesondere bei Flaviviren, die mit dem HCV verwandtsind, wie dem West-Nil-Virus und dem
Japanischen Enzephalitis-Virus, ist beschrieben, dass die Uber das NLRP3-Inflammasom
induzierte Produktion von IL-1B relevant flr die immunologische Kontrolle dieser
Virusinfektionen ist. Eine Stdérung der hierbei involvierten Signalketten fuhrt zu einem
aggravierten Verlauf der Virusinfektion und geht mit einer Beeintrachtigung der Viruskontrolle
einher.36. 137

Bislang ungeklart ist, welche Bedeutung denim Vergleich zu einem gesunden Kontrollkollektiv
ebenfalls erhéhten IL-1B-Serumspiegeln, die im Rahmen einer chronischen HCV-Infektion zu
beobachten sind, in der Immunkontrolle der Virusinfektion zukommt.'3® 3% HCV-Produkte
induzieren intrazelluldre Signaltransduktionswege und metabolische Veranderungen, welche
die Produktion von IL-1B durch Makrophagen Giber den NF-kB-Signalweg stimulieren.*° In der
Leber wird diese Reaktion vermutlich hauptsachlich durch Lebermakrophagen vermittelt,
obwohlsie auch in lymphatischem Gewebe und anderen HCV-exponierten Geweben auftreten
kann, die Makrophagen oder andere phagozytierende Zellpopulationen beherbergen.'
Obwohl das volle Spektrum der auf IL-1B in der Leber reagierenden Gene noch nicht
vollstandig charakterisiertist, wird angenommen, dass IL-18 seine entziindlichen Effekte durch
die Induktion proinflammatorischer Genexpression vermittelt, Inmunzellen zum Infektionsort
rekrutiert und infiltrierende zellulare Immun-Effektoren moduliert.’#2 43 Darliber hinaus spielt
IL-1B eine zentrale Rolle in der Kontrolle der hepatischen Akutphasereaktion, die unter
anderem flr die Regulation der angeborenen Immunitat von Bedeutung ist.#4 14

IL-1B8 wurde als pleiotroper Entziindungsfaktor und mit der Férderung der Gewebepathologie
sowie der Induktion der Produktion von profibrogenen Mediatoren in Verbindung gebracht,
was seine potenzielle Rolle bei HCV-Erkrankungen betont.'#¢148 Die durch die Infektion mit
HCV induzierte Produktion von IL-1B kdnnte daher einen wesentlichen Mechanismus
darstellen Uberden HCV die Entziindungsreaktion mit unterhaltund moglicherweise auch zum
Fortschreiten der Lebererkrankung beitragt.'' Ein entscheidender Faktor sind die durch IL-18
in verschiedenen Zellpopulationen hervorgerufene Produktion von Chemokinen, die zentrale
chemotaktische Signale, unter anderem fir Immunzellen darstellen und damit wesentlich die
Zusammensetzung eines entzindlichen zellularen Infiltrates bestimmen und hieriber
wesentlich den Verlauf sowie die Effizient eines entzindlichen bzw. immunologischen

Prozesses mitbestimmen.'4°
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1.5 Chemokine

Chemokine werden durch ihre primare Aminosauresequenz und die Anordnung spezifischer,
strukturell wichtiger Cysteinreste innerhalb des reifen Proteins definiert. Diese bilden
Disulfidbindungen, die die Struktur des Chemokinmonomers aufrechterhalten. Das Monomer
besteht aus einem zentralen dreistrdngigen B-Faltblatt, einer dartiber liegenden C-terminalen
a-Helix und einem kurzen unstrukturierten N-Terminus, der eine entscheidende Rolle bei der
Rezeptoraktivierung spielt.’*®

Durch Variationen in der genauen Konfiguration derbeiden Cysteine, die dem N-Terminus am
nachsten liegen, lassen sich die Chemokine in vier Unterfamilien unterteilen: CC, CXC, CX3C
und XC. Bei den CC-Chemokinen liegen diese Cysteine direkt nebeneinander, wahrend bei
den CXC-Chemokinen eine einzige variable Aminosaure zwischen ihnen liegt.’®" Obwonl
Chemokine urspringlich nach ihren spezifischen Funktionen benanntwurden, wurde im Jahr
2000 eine systematische Nomenklatur eingeflihrt, die eine Bezeichnung fur die Unterfamilie
(CC, CXC, CX3C oder XC), gefolgt von dem Buchstaben L (fir "Ligand") und einer Nummer
enthalt, die angibt, wann das Gen erstmals isoliert wurde.®® 52 Die Aktivitat verschiedener
Chemokine wird durch ihre Bindung an den entsprechenden Chemokinrezeptor vermittelt. Die
am besten untersuchte Funktion von Chemokinen ist die Induktion von Zellmigration. Dennoch
weisen sie eine Vielzahl zusatzlicher Funktionen auf. Beispielsweise vermag die Aktivierung
von Chemokinrezeptoren ein breites Spektrum weiterer biologischer Prozesse zu initiieren,
darunter Proliferation, Uberleben, Differenzierung, Zytokinproduktion, Degranulation und
biochemische Oxidation.'®® Zuséatzlich verfligen mehrere Chemokine Uber eine direkte
antimikrobielle Wirkung. Chemokinrezeptoren werden durch verschiedene Zelltypen,
einschliellich Leukozyten, Neuronen, Astrozyten, Epithelzellen, mesenchymale Zellen und
Endothelzellen exprimiert, so dass Chemokine auf die Funktion und das Verhalten einer
Vielzahl von Zellen Einfluss nehmen.'%4-1%9

Wie vorangehend bereits beschrieben stellt die Zellmigration den wichtigsten biologischen
Prozess dar, der durch Chemokine und ihre Rezeptoren reguliert wird. Viele verschiedene
Arten von Zellbewegungen, die in der Literatur beschrieben wurden, unterliegen der Kontrolle
von Chemokinen, darunter Chemotaxis, Haptotaxis, Chemokinese, Haptokinese und
transzellulare Migration. In einigen Kontexten kdénnen Chemokine die Migration von
Zellgruppen steuern oder die Zelladhasion stimulieren, was zu einem Stillstand der
Zellbewegung fiihrt.60-162

Wahrend einer chronischen HCV-Infektion werden Mitglieder der CXC- und CC-
Chemokinfamilie in der Leber undim peripheren Blut deutlich hochreguliert.'%® Groepper et al.
haben dartberhinaus belegt,dass HCV die CXC-vermittelte interzelluldre Kommunikation von

infizierten Zellen modulieren kann.%®
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1.5.1 CXC-Liganden

GemalR wissenschaftlicher Terminologie werden Mitglieder der CXC-Chemokinfamilie in zwei
Subtypen eingeteilt, abhangig davon, ob sie das Glutamin-Leucin-Arginin (ELR)-Motiv
aufweisen oder nicht: ELR+ Mitglieder und ELR- Mitglieder."® Zu den ELR+ Mitgliedern
gehoren CXCL1 — CXCL8 und CXCL17, wahrend die ELR- Mitglieder CXCL4, CXCLS9,
CXCL10—-CXCL14 und CXCL16 umfassen.®®-16¢ CXC-Chemokinrezeptoren (CXCRs)sind G-
Protein-gekoppelte und sieben-transmembrane Rezeptoren flir CXC-Chemokine.'®? 1%° Die
CXCR-Familie besteht aus sieben Mitgliedern: CXCR1-CXCRY7. Die ELR+ CXCLs fungieren
als Liganden fir CXCR1 und/oder CXCR2, wahrend die ELR- CXCLs hauptsachlich als
Liganden fiir CXCR3, CXCR4, CXCR5, CXCR6 oder CXCR?7 dienen. 65 169

Es ist in mehreren Arbeiten dokumentiert, dass es im Rahmen einer HCV -Infektion zu einer
Hochregulation der Expression der Chemokine CXCL1 bis CXCL3, CXCL8 bis CXCL11 sowie
CXCL13und CXCL16 kommt.®® 170-174 Dje CXC-Liganden weisen eine Vielzahl verschiedener
Funktionen auf wobei ihre biologische Wirkung Uber verschiedene Signalwege vermittelt
werden (Abb. 6). CXCL1 und CXCL2 rekrutieren Neutrophile Uber den IL-17/NF-kB-
abhangigen-Signalweg und spielen eine proinflammatorische Rolle.'® CXCL5 hingegen fuhrt
zu einer Rekrutierung von Neutrophilen Gberdie Aktivierung von ERK1/2/JNK-und p38MAPK-
Signalwegen, denen insgesamt eine zentrale Rolle in der Kontrolle proinflammatorischer
Prozesse zukommt."® CXCL6 und die Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 rekrutieren
Sternzellen und initieren eine pro-inflammatorische Reaktion.'”® Die Dysregulation von
CXCLS6 ist eng mit der Aktivierung von Lymphozyten, die in die Leber eindringen, im friihen
Stadium der Hepatitis C-induzierten Fibrose verbunden.'””

CXCL8 und seine Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 fuhren Uber die Aktivierung
AKT/mTOR/STAT3-Signalwegs zur Rekrutierung von Neutrophilen und beglnstigen hiertiber
die  Unterhaltung einer Entziindungsreaktion und die hierdurch  bedingte
Gewebeschadigung.'”®17° CXCL9 unterbricht die Treg/Th17 Gber den p-JNK-Signalweg, was
ebenfalls als pro-inflammatorisches Signal fungiert.'8® CXCL10 férdert die Makrophagen-
Chemotaxis Uber den MLK3-Mechanismus und l6st eine pro-inflammatorische Reaktion
aus.”® CXCL12 und sein Rezeptor CXCR4 rekrutieren CD4+ T-Zellen bei
Leberverletzungen.'®? Die CXCL16/CXCR6-Achse rekrutiert hauptsachlich Makrophagen und

NKT-Zellen und fiihrt zu einer proinflammatorischen Reaktion. 83
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der CXC-Liganden und deren Funktionen. Die meisten CXCL-
Chemokine binden an ihre entsprechenden Rezeptoren und sind durch die Aktivierung verschiedener Signalwege
(STAT3, NF«B, Ras, MAPK, PI3K, TGF-B, und ERK1/2) am Tumorwachstum beteiligt. Letztendlich beeinflussen
sie die Proliferation, Invasion, Migration und Transformation von Krebszellen sowie die Immunkontrolle und die
Tumorangiogenese. (modifiziert nach Zhou et al.)'s®

1.5.2 Das Chemokin CXCLS8

CXCLS8, auch bekannt als Interleukin-8 (IL-8), wird von Leukozyten sowie fast allen anderen
Zelltypen als Antwort auf endogene oderexogene entziindungsférdernde Reize produziertund
freigesetzt.’® Seine Freisetzung tragt zur Rekrutierung von Neutrophilen an
Entziindungsstellen, bei Infektionen oder Verletzungen bei.'®® CXCL8 interagiert mit den
Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2 sowie mit dem atypischen Chemokinrezeptor
ACKR1.186

CXCR1/2 sind zwei G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), die aus sieben
Transmembrandoméanen bestehen.'® Beide Rezeptoren werden hauptséchlich auf
Neutrophilen exprimiert, werden aber auch durch einige Interleukin 13 (IL-13) und IL-14
stimulierten Immunzellen sowie durch eine Reihe weiterer Zellen wie Fibroblasten, Astrozyten,
Endothelzellen, Epithelzellen, glatten Muskelzellen, Hepatozyten und Melanozyten
exprimmiert.’® 87 CXCR1 und CXCR2 kdénnen als Monomere auf Zellmembranen auftreten,
aber auch Homo- und Heterodimere miteinander bilden. Zusatzlich kann CXCR2
Heterodimere mit dem sieben-Transmembrandomanen-Rezeptor CCRL2 bilden, der
typischerweise wahrend einer Entzindung hochreguliert wird und die CXCR2-vermittelte
Neutrophilenrekrutierung durch die Feinabstimmung seiner Expression und Funktion fordem

kann.'® Im Gegensatz dazu foérdert ACKR1 die Entziindung durch Bindung, Internalisierung
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und Transportvon CXCL8 und anderen Chemokinen von der basolateralen zur apikalen Seite
der Endothelzellen. Dies erleichtert die Immobilisierung und Prasentation fir Leukozyten, was
die Extravasation fordert. 186 189

Die Chemokine CXCL1 bis 3 und CXCL5 bis 8 sind sieben Molekiile, die die Chemotaxis in
Neutrophilen induzieren und diese aktivieren. Unter diesen ist CXCL8 das am wirksamsten
und haufig am meisten produzierte Protein. Dariiber hinaus férdert CXCL8, wie alle ELR+
Chemokine, die Bildung neuer BlutgefaRe (Angiogenese).'®® Auf diese Weise unterstiitzt
CXCL8 die Gewebereparatur, die Wiederherstellung des Blutflusses nach Organtrans-
plantationen und die Heilung von Wunden. Die Produktion von CXCL8 unterstlitzt zunachst
die Rekrutierung und Migration von Neutrophilen in den Wundbereich, um Krankheitserreger
zu bekampfen und Zelltrimmer zu beseitigen. Im Weiteren férdert CXCL8 die Angiogenese,
indem es die Wanderung und Vermehrung von CXCR2-exprimierenden neovaskula-
risierenden Endothelzellen stimuliert, die neue Blutgefalte bilden. Schlie8lich unterstitzt
CXCL8 im Bereich der Haut die Wiederherstellung des Epithelgewebes, indem es die
Vermehrung von Keratinozyten anregt.'86: 190

Die Aktivierung von CXCR1/CXCR2 auf Neutrophilen ist mit G-Protein- und B-Arrestin-
vermittelten Signaltransduktionskaskaden verbunden (Abb. 7). Die G-Protein-vermittelte
Signallbertragung beginnt mit der Bindung von CXCL8 an den Rezeptor, was eine
Konformationsénderung ausldst.'®® Dies flihrt zum Austausch von Guanosindiphosphat gegen
Guanosintriphosphat, was die Dissoziation der GBy-Untereinheitvon der Ga-Untereinheit des
heterotrimeren G-Proteins bewirkt. Bei der CXCR1- und CXCR2-vermittelten
SignalUbertragung handelt es sich in der Regel um Ga vom hemmenden Gai-Typ."" Gai
inhibiert die Funktion der Adenylylzyklase und senkt die Konzentration von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP). Die GBy-Untereinheit aktiviert die Phospholipase C2
(PLCB2), welche die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Inositol-
1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) initiiert."®> Dadurch wird Ca?" aus dem
endoplasmatischen Retikulum in das Zytosol freigesetzt und Ca?*-empfindliche Proteinkinasen
wie die Proteinkinase C (PKC) aktiviert, die fiir die Auslésung der neutrophilen Chemotaxis
entscheidend ist. Dariiber hinaus wird die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)y durch die GB/y-
Untereinheit aktiviert, die wiederum PIP2 in Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Trisphosphat (PIP3)
umwandelt, was zu einer nachgeschalteten Aktivierung der GTPase Rac, der Phosphokinase
B (PKB oder Akt) und der extrazellular signalregulierten Kinasen (ERK1/2) fiihrt.'%¢ Diese G-
Protein-vermittelten Signalwege induzieren schliellich neutrophile Funktionen wie
Aktinpolymerisation (die flr die Transmigration von Neutrophilen notwendig ist),
Hochregulierung und Aktivierung von Adhasionsmolekiilen, Chemotaxis, Phagozytose,
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), Degranulation und Bildung neutrophiler

extrazellularer Fallen (NETs).86. 193195

19



1. Einleitung

= ® CXCR1/CXCR2
|
yC J i
l /\ m \ Nur nach CXCL1 Aktivierung _ @ . GRKS e
[cAMPlY) - \ - .E
/ \ / l Rezeptur\:‘. Internalisierung
(PLCBZ) ( P|3K\') Recycling \‘-\

} } N\
Coac )+ (s )e—(pr )— (PP ) ( mek )

CXCR1/CXCR2 @ CXCL8

L /NN e

PKC und

v
Lysosomaler %

2+
:2::&?"53 <— Ca? Freisetzung ( Rac ) ( PKB/Akt ) ERK1/2 IE Abbau

Kinasen FAK , Lt

Ve

Axtinpolymerisation & Formédnderung
Chemotaxis
Phagozytose
Degranulation
Hochregulierung & Aktivierung von Adhasionsmolekiilen
Bildung und Freisetzung von NETs

Abbildung 7: Schematische Darstellung der durch CXCL8 induzieren Signalwege. Die Bindung von CXCL8
an CXCR1 und CXCR2 auf Neutrophilen aktiviert G-Protein- und B-Arrestin-vermittelte Signalwege. Die G-Protein-
vermittelte Signallibertragung initiert MAPK-, PLC- und PI3K-Signalpfade, die zu neutrophiler Chemotaxis und
Effektorfunktionen fihren. Des Weiteren fuhrtdie Bindung von CXCL8 an CXCR1/CXCR2 zur Desensibilisierung
der G-Protein-vermittelten Signaliibertragung durch die Internalisierung der Rezeptoren, hauptsachlich vermittelt
durch B-Arrestine. Diese internalisierten Rezeptoren kénnen daraufhin abgebaut, zur Membran zurtickgeflihrt oder
von MAPK- oder Tyrosinkinase-Signalen reaktiviert werden. (modifiziert nach Cambier et al.)'86

1.5.3 Regulation der CXCL8 Expression

Die Produktion, Freisetzung und Aktivitdt von CXCL8 und anderen Chemokinen werden auf
mehreren Ebenen streng reguliert.'® Diese Regulation ist notwendig, um eine UbermaRige
oder unangemessene Anziehung von Leukozyten zu verhindern.'®® Nach Rezeptoraktivierung
durch Stimuli wie IL-1, EGF oder Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) wird die Expression des
CXCL8-Gens als Antwort auf einen Entziindungsausléser lokal hochreguliert (Abb. 8A). Die
Transkription wird daraufhin durch die koordinierte Interaktion verschiedener
Signaltransduktionswege eingeleitet.’® 197200 7 diesen gehdren die Signalwege die zur
Aktivierung von NF-kB fuhren sowie JNK1-abhangige Signale, welche zur Aktivierung des
NF-kB- und des AP-1 Komplexes flihren.2"!
Darlber hinaus kénnen auch die PI3K/Akt- und ERK-Signalwege die Aktivierung von NF-kB
bzw. AP-1 vermitteln (Abb. 8B).2°2 Die Initierung des Transkriptionsprozesses des CXCL8-
Gens ist kontext- und Zelltyp-abhangig und unter anderem ist eine Aufhebungder Repression
des CXCL8-Promotors erforderlich. Zum einen ist die Hemmung der transkriptionellen
Aktivierung des CXCL8-Promotors durch die negativen regulatorischen Elemente (NRE) und
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deren Assoziation mit NF-kB sowie dem NF-kB-repressing factor (NKRF) beschrieben.?®
Andererseits ist beschrieben, dass Octamer1 (Oct1) an der Promotorsequenz von CXCL8
durch den Transkriptionsfaktor CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP) ersetzt werden
kann. Nach der Bindung von C/EBP an den Promotor kann dieser den Co-Aktivator
CREB-binding protein (CBP)/p300 rekrutieren, was zu einer Histon-Hyperacetylierung und
einer Umstrukturierung des Chromatins fuhrt. Diese Umstrukturierung ermdéglichen es den
Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-kB, den Transkriptionsprozess des CXCL8-Gens zu
aktivieren.?%* Es ist denkbar, dass diese Faktoren und Signalmechanismen auch bei der
Aktivierung des CXCL8-Promotors durch IL-1B8 oder EGF in Hepatozyten eine Rolle spielen,
wobei dieser Aspekt bislang nicht im Detail untersucht wurde.

Ein weiterer Signalweg, der durch proinflammatorische Stimuli aktiviert wird, ist der
p38-MAPK-Weg, welcher die MAP-Kinase-aktivierte Proteinkinase 2 (MK2) stimuliert. Dieser
Prozess ist entscheidend fur die Stabilisierung der instabilen CXCL8-mRNA und tragt zur
Hochregulierung der CXCL8-Produktion bei (Abb. 8C).2% Im Gegensatz dazu haben endogene
entzindungshemmende Zytokine wie IL-10 und der transformierende Wachstumsfaktor 3
(TGF-B) die Fahigkeit, die Transkription von proinflammatorischen Chemokin-Genen zu
hemmen.IL-10 inhibiert beispielsweise die NF-kB-Aktivierung in menschlichen Monozyten und
unterbindet dadurch die durch LPS stimulierte Produktion von CXCL8.2°° Nach dem
Kernexport und der ribosomalen Translation der CXCL8-mRNA wird das CXCL8-Protein
zunachst intrazellular im Golgi-Apparat lokalisiert und von dort aus tber den konstitutiven
Sekretionsweg sezerniert.

Interessanterweise kann CXCL8 nach einer langeren Stimulation (iber Stunden) mit
proinflammatorischen Mediatoren wie IL-1 in intrazellularen sekretorischen Speichergranula
akkumulieren. Nach einer Phase unterbrochener Stimulation kann eine erneute Stimulierung,
beispielsweise durch Histamin, Thrombin oder Fibrin, eine schnelle Freisetzung von CXCL8
bewirken, ohne dass eine de-novo-Proteinsynthese erforderlich ist. Somit kann die
Speicherung von CXCL8 als "Gedachtnis" der Endothelzellen flir einen vorangegangenen

entziindlichen Reiz dienen. 86,207,208
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der CXCL8-Produktion nach Stimulation. (A) Als Reaktion aufeinen
Entziindungsausléser induzieren pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1, EGF oder TNF-a durch Stimulation ihrer
Rezeptoren die Produktion von CXCL8. Dies |6st nachgeschaltete Signalwege aus, die zur Aktivierung von NF «B
und des AP-1 Komplexes flihren, die sich in den Zellkern verlagern und die Transkription des CXCL8-Gens sowie
die Produktion und Freisetzung von CXCL8 einleiten. (B) Die Transkription des CXCL8-Gensfindeterst nach der
Aufhebung derRepression von Oct1 und NKRF am CXCL8-Genpromotor statt. (C) Entzindungshemmende Stimuli
wie IL-10 und TGF-$ kénnen diesen Transkriptionsprozess blockieren. (D) Nach der mMRNA-Translation lokalisiert
sich CXCLS8 intrazellularim Golgi-Apparat, von wo aus es sezerniert wird (konstitutiver S ekretionsweg). (modifiziert
nach Cambier et al.)'86

1.54 Zusammenhang zwischen CXCR2 Liganden und dem Hepatitis C Virus

Wie zuvor erlautert, spielen Chemokine eine entscheidende Rolle bei der Chemotaxis von
Immunzellen. Die Beeinflussung der Expression von Chemokinen oder den zugehdrigen
Rezeptoren wiirde HCV die Moéglichkeit eréffnen, die Entziindungs- und Immunantwort des
Wirts in einer flir die eigene Replikation und damit Persistenz glinstigen Weise zu
beeinflussen. Dartber hinaus kdnnen die Virus bedingten Veranderungenim Entziindungs-
geschehen letztlich jedoch auch dazu beitragen eine chronische Entziindungsreaktion und

hierdurch bedingte Gewebeschadigung zu unterhalten, was im weiteren Verlauf zu
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Komplikationen wie Leberfibrose, Zirrhose und schlieRlich auch Krebs fiihren kann.209 210
Erhéhte Spiegel von CXCL1, CXCL2, CXCL3 und CXCL8 wurden bereits bei verschiedenen
Tumorarten und Virusinfektionen beobachtet.?!" In den Seren von HCV-infizierten Patienten
sind die Protein-Konzentrationen von CXCL8 im Vergleich zu denen von gesunden
Kontrollpersonen ebenfalls erhoht, wobei diese Hochregulierung mit dem Schweregrad der
Leberentziindung korreliert.2'® Zusatzlich zu dieser Beobachtung istjedoch auch beschrieben,
dass sowohl die CXCL8-mRNA- als auch die CXCL8-Proteinspiegel in Huh7-Zellen
hochreguliert wird, wenn diese mit den NS-Proteinen NS4A, NS4B und NS5A von HCV
transfiziert werden.2'22'3 Dieser Sachverhaltlegt nahe, dass der Virus bzw. virale Bestandteile
auch in der Wirtszelle selbst die Expression von CXCL8 zu induzieren vermag und dass dies
moglicherweis auch zu den erhéhten CXCL8 Konzentrationen im Serum chronisch infizierter
Patienten beitragen kann. Dartberhinaus legen Arbeiten aus den spaten 1990er Jahren nahe,
dass verschiedene HCV-kodierte Proteine mit verschiedenen zelluldren Signalwegen
interferieren, denen letztlich durch Typ | Interferone induzierte antivirale Effektor Funktionen
zukommen und die damit eine Art erste Linie in der antiviralen Wirtsantwort darstellen. So
konnte unter anderem belegt werden, dass sowohl das virale Protein NS5A als auch E2 die
Proteinkinase R hemmen und hierdurch ein zentrales antivirales Effektormolekil auf3er Kraft
setzen.Ferner legen weitere Arbeiten nahe, dass virale Proteine wie das Core-Protein mit der
intrazelluldaren SignalUbertragung von Typ-l-Interferonen interferieren und hierdurch dazu
beitragen, dass die Induktion von Interferon-stimulieten Genen (ISGs) unterbunden
wird.2'* 215 Weiterflinrende Untersuchungen legen fernernahe, dass NS5A die Expression von
CXCL8-mRNA sowie die CXCL8-Proteinspiegel erhéht und das dies zu einer partiellen
Hemmung der durch IFNa-induzierten antiviralen Reaktion in Zellen fiihrt.2'® Hiermit
Ubereinstimmend korreliert die Serumkonzentration von CXCL8 bei chronisch HCV infizierten
Patienten negativ mit dem Ansprechen auf eine IFN-Therapie.?'” Die Transkription von CXCL8
wird nicht nur als Reaktion auf NS4A, NS4B und NS5A induziert, sondern auch in NS2-
transfizierten HepG2-Zellen aktiviert, was wiederrum tGber NF-kB vermittelt wird. Nachdem die
Bindungsstelle des CXCL8-Promotors fir NF-kB durch Mutagenese beseitigt wurde, ist keine
erhohte CXCL8-Transkription mehr in NS2-transfizierten Zellen zu beobachten.?® In
chronischen HCV-Infektionsmodellen wie dem subgenomischen Replikon-Zellsystem (siehe
Kapitel 1.1.4) korreliert die Hochregulierung des CXCL8-Proteins interessanterweise direkt
bzw. positiv mit der HCV-Replikation. Die HCV-Replikation wird reduziert, wenn CXCL8
entfernt wird. Im Gegensatz dazu wirkt sich die CXCL8-Produktion in einem akuten
Infektionsmodell hemmend auf die HCV-Replikation von Viren mit geringer
Replikationskapazitat aus. Diese Daten belegen sowohl pro- als auch antivirale Wirkungen
von CXCL8, abhangig von verschiedenen Parametern wie der akuten oder chronischen

Infektion oder der Replikationsrate des Virus.?'® Neueste Forschungen deuten daraufhin, dass
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HCV-bedingte Veranderungen im Entziindungsmilieu auch nach der Eliminierung des HCV
fortbestehen kénnen. Insbesondere bleiben die Serumspiegel von CXCL8 auch nach
erfolgreicher Eradikation des Virus im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen weiterhin

erhoht. 220,221

1.6 Die Transkriptionsfakoren AP-1 und NF-kB

Wahrend einer Hepatitis C Infektion erfolgt die Aktivierung mehrerer Signalwege, welche wie
beschrieben unter anderem zu einer Modulation der transkriptionellen Expression
verschiedener Chemokine flihren. Besonders bedeutsam sind dabei der AP-1 Komplex und
NF-kB. AP-1 reguliert eine Vielzahl von zellularen Prozessen, insbesondere Proliferation,
Differenzierung und Apoptose.’% 3" AP-1 ist ein dimerer Komplex, der aus Mitgliedern der
Jun- (c-Jun, JunB und JunD), Fos- (c-Fos, FosB, Fra-1 und Fra-2), ATF- (ATF-2 bis ATF-7,
BATF1 bis BATF-3 und JDP2) oder MAF besteht.43:144.222 AJle aktiven AP-1 Mitglieder weisen
ein gemeinsames Merkmal auf: den Besitz von basischen Leucin-Zipper-Domanen (bZIP). Die
Leucin-Zipper-Domane und die benachbarte basische Doméane bilden zusammen eine flexible
und einzigartige "scherenformige" alpha-helicale Struktur.?2® Die bZIP-Doméanen sind fiir die
Dimerisierung und DNA-Bindung unerlasslich, da sie verschiedene Response-Elemente in
genomischen Regulationsregionen erkennen.??2 Jun-Proteine kdnnen sowohl homo- als auch
hetero-dimerisieren, wahrend Fos-Proteine ausschliellich Heterodimere bilden koénnen.
Insbesondere beider Bildung von Jun/Fos-Heterodimeren weisen eine erhdhte Stabilitat und
eine gesteigerte Transkriptionsaktivitat auf.??* 225 |m Allgemeinen konnen die
Transkriptionsfaktoren (TF) von AP-1 jedoch in "starke Aktivatoren" der Gentranskription
(z. B. c-Fos, c-Jun) und "schwache Transaktivatoren" (z. B. Fra-1, JunD) eingeteilt
werden.??6 227 Dje Mitglieder der AP-1 TF-Familie werden einer prazisen Regulation auf
transkriptioneller, translationaler und posttranslationaler Ebene unterzogen, welche zelltyp-
und kontextabhangig ist.??2 Eine umfassende Analyse des c-Jun-Promotors auf
transkriptioneller Ebene belegte eine hochaffine Bindungsstelle flir AP-1. Diese Beobachtung
legt eine regulatorische Ruckkopplungsschleife nahe, in der AP-1 den c-JUN-Promotor
aktiviert, seine Aktivitat verlangert und seine Expression verstarkt, was sich auf die gesamte
Genexpression auswirkt.??® Neben den Mechanismen zur Transkriptions- und
Translationregulation unterliegen die Transkriptionsfaktoren von AP-1 einer Vielzahl von
posttranslationalen Modifikationen, die ihre Aktivitdt, Stabilitdt, Lokalisierung und
Interaktionseigenschaften beeinflussen.??2 Externe Stimuliwie IL-1B und EGF beeinflussen die
Phosphorylierung und die verschiedenen Expressionsmuster von AP-1 Proteinen.

Beispielsweise regulieren JNKs die Aktivierung von c-Jun, die durch IL-13 oder EGF induziert
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werden.??°232 Durch die JNK induzierte Aktivierung des AP-1 Komplexes kommt es zu einer
gesteigerten Expression von CXCL1, CXCL2, CXCL3 und CXCL8."86:233-235 Eine |nfektion mit
dem HCV aktiviert den JNK-Signalweg und fiuhrt damit zu einer gesteigerten Expression von
Komponenten des AP-1 Komplexes.?*® Diese Aktivierung tragt zur Entwicklung von
Lebererkrankungen bei, einschlieBlich Stoffwechselstérungen, Steatose, Leberzirrhose und
Leberzellkarzinom.??” Die Hemmung von c-Jun kann die durch HCV-Core induzierte und
geforderte Leber-Onkogenese aufheben.®?238 Des Weiteren induziert HCV die Expression von
c-Fos. Die HCV-Replikation ist c-Fos-abhangig und nimmt deutlich zu mit einer gesteigerten
Expression von c-Fos.?*® Der AP-1 Komplex, insbesondere c-Jun und c-Fos, spielen somit
eine entscheidende Rolle fir das HCV und dessen Pathogenese. NF-kB ist eine Familie von
induzierbaren TFs, die eine Vielzahl von Genen regulieren, die an verschiedenen Prozessen
der Immun- und Entziindungsreaktion beteiligt sind."*2 Diese Familie umfasst fiinf strukturell
verwandte Mitglieder, darunter NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (p65), RelB und c-Rel. Sie
vermitteln die Transkription von Zielgenen durch Bindung an ein spezifisches DNA-Element,
den kB-Enhancer, entwederals verschiedene Hetero-oder Homodimere.?*° An der Aktivierung
von NF-kB sind zwei wichtige Signalwege beteiligt: der kanonische und der nicht-kanonische
Weg. Trotz ihrer unterschiedlichen Signalmechanismen sind beide Wege fir die Regulation
von Immun- und Entziindungsreaktionen von Bedeutung.?*' 242 Der kanonische NF-kB-
Signalweg reagiert auf verschiedene Stimuli, einschliel3lich Liganden verschiedener Zytokin
Rezeptoren, PRRs, Mitglieder der TNF-Rezeptor-Superfamilie sowie T-Zell-Rezeptoren und
B-Zell-Rezeptoren.?* Der primare Mechanismus fir die Aktivierung des kanonischen NF-kB-
Weges ist der induzierte Abbau von IkBa.'®? 244 |m Gegensatz zum kanonischen NF-kB-
Signalweg reagiert der nicht-kanonische NF-kB-Signalweg selektiv auf eine spezifische
Gruppe von Stimuli, einschliel3lich Liganden einer Untergruppe von Mitgliedern der TNFR-
Superfamilie.?** 246 Des Weiteren ist die Aktivierung des nicht-kanonischen NF-kB-Weges
nicht mit dem Abbau von IkBa verbunden, sondern beruht auf der Verarbeitung des NF -«kB2-
Vorlauferproteins p100.24" 24 Dariiber hinaus kann die NF-kB-induzierte Expression
spezifischer Zielgene durch NKRF inhibiert werden. NKRF bindet dabei an eine tiberlappende
Sequenz im Promotor, wodurch die Bindung von NF-kB und die daraus resultierende
aktivierende Wirkung abnimmt.?*” Funktionell beteiligt sich der kanonische NF-kB an fastallen
Aspekten der Immunreaktion, wahrend sich der nicht-kanonische NF-kB-Signalweg als
erganzende Signalachse entwickelthat. Diese arbeitet mit dem kanonischen NF -k B-Signalweg
zusammen, um bestimmte Funktionen des adaptiven Immunsystems zu regulieren.?*® Eine gut
bekannte Funktion von NF-kB besteht in der Regulation von Entziindungsreaktionen. Neben
der Induktion verschiedener entziindungsférdernder Gene in angeborenen Immunzellen
reguliert NF-kB auch die Aktivierung, Differenzierung und Effektor Funktion entziindlicher

T-Zellen.?*8 249 Wie bereits erwahnt, spielen bei Entziindungsreaktionen Zytokine wie IL-13
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und Wachstumsfaktoren wie EGF eine entscheidende Rolle. Fruhere Studien haben
demonstriert, dass IL-13 die Expression von NF-kB-Zielgenen durch beschleunigte
Degradation von IkBa und Unterdriickung der Rekonstitution der IkBa-Proteinspiegel erhéhen
kann.'3® Darliber hinaus induziert EGF den NF-kB-Signalweg durch Tyrosinphosphorylierung
von IkBa. Die Phosphorylierung von IkBa ist essenziell fir die Regulation der Aktivitat von NF -
kB in der Zelle.** *! Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe konnten belegen, dass die durch HCV
vermittelte Hochregulierung der CXCR2-Ligandenexpression und die verstarkte IL-13- und

EGF-induzierbare Expression das Vorhandensein von NF-kB p65 erfordert.6:252

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Hepatitis C Virus geht in Uber 70% der Falle in eine chronische Infektion Uber, die trotz
anhaltender Virusreplikation zumeist Gber mehrere Jahrzehnte hinweg oligo-symptomatisch
verlauft. Dies legt nahe, dass HCV im Laufe der Koevolution Mechanismen entwickelt hat, die
es ihm ermdglichen die antivirale Immunantwort des Wirts effizient zu unterlaufen und auch
mit den Mechanismen zu interferieren, Uber die die Entzindungsreaktion kontrolliert werden.
Insbesondere Untersuchungen am Model transgener Tiere legen hierbei nahe, dass HCV
hierbei Mechanismen aktiviert, die Uber eine anhaltende Erhédhung von Mediatoren wie
TNF-a letztlich protektive Effekte flir den Wirtsorganismus evozieren. Diese Beobachtungen
legen nahe, dass HCV das interzellulare Kommunikationsverhalten der Wirtszelle beeinflusst
und hierdurch indirekt die Zusammensetzung wie auch den Aktivierungszustand von
Immunzellpopulationen. Im Rahmen dieser Arbeit sollten folgende Aspekte detaillierter

untersucht werden:

1. Untersuchung von Veranderungen der Konzentration bestimmter interzellularer
Kommunikationssignale bei chronisch HCV infizierten Patienten sowie gesunden

Kontrollprobanden und Patienten mit erfolgreicher Viruseradikation.

2. Beeinflussung der durch inflammatorische Faktoren und Wachstumsfaktoren

induzierten Expression von Kommunikationssignalen durch HCV in der Wirtszelle.

3. Untersuchung der molekularen Mechanismen, Gber die HCV in der Wirtszelle die
basale wir auch induzierbare Expression von CXCR2 Liganden beeinflusst mit einem
besonderen Fokus auf der Interferenz von HCV mit der durch die Transkriptionskomplexe

NF-kB und AP-1 vermittelten intrazelluldren Signalibertragung.
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21 Laborbedarf
211 Chemikalien und Reagenzien
Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Reagenzien
Bezeichnung Hersteller GiEler
Nummer
2-propanol VWR (Radnor, Pennsylvania, USA) #20922.320
3-Amino-9-ethylcarbazol Merck (Darmstadt, Deutschland) #A5754-10G
5x SIRNA Puffer Dharmacon (Colorado, USA) ﬁBB(i%%OOO
6-Aminohexansaure Merck (Darmstadt, Deutschland) #800145
Acrylamid AppliChem (Darmstadt, Deutschland) | #A0951
Adenosintriphosphat (ATP) Sg;\“)a Aldrich (St. Louis, Missouri, | 5 1852
Agar Biozym (Oldendorf, Deutschland) #840004
Ammonium Persulfat Serva (Heidelberg, Deutschland) #13375.05
Ampicillin 382)61 Aldrich (St. Louis, Missouri, #A1593
AP1-Inhibitors SR 11302 Santa Cruz, Texas, USA #sc-204295
Bradford Protein Assay BioRad (Hercules, California, USA) #5000006
Bromphenolblau Natriumsalz Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) #A512.1
Calciumchlorid (CaCly,) Merck (Darmstadt, Deutschland) #10043-52-4
DharmaFECT 4 Dharmacon (Colorado, USA) #T-2004-03
. . Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, #D2650-
Dimethylsulfoxid (DMSO) USA) 5EX5ML
DNase Qiagen (Hilden, Deutschland) #79254
DTT Elégg)a Aldrich (St. Louis, Missouri, £D0632-1G
Dulbeccos phosphatgepufferte PAN BIOTECH (Aidenbach, )
Kochsalzlésung (DPBS) Deutschland) #P04-36500
EDTA Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) # KK75.1
Essigsaure Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) #6755.1
Ethanol VWR (Radnor, Pennsylvania, USA) #20821.330
Ethidiumbromid Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) #7870.1
N Thermo Fisher (Waltham,
Fetales Kalberserum (FKS) Massachusetts, USA) #10270-106
- Thermo Fisher (Waltham,
Geneticin (G-418) Massachusetts, USA) #10131-027
Glucose Merck (Darmstadt, Deutschland) #346351
Glutathion Slg,ra\n)a Aldrich (St. Louis, Missouri, #Y0000517
Glycerin Merck (Darmstadt, Deutschland) #104169
Gotag qPCR and RT-gPCR Promega (Madison, Wisconsin, USA) | #A6001
Hefeextrakt Slg’rb\n)a Aldrich (St. Louis, Missouri, #Y1625
Interleukin-18, human Dy cnen (St-Louts. Missoufl. | 411457756001
Kaliumchlorid (KCL) Merck (Darmstadt, Deutschland) #104936
Kaliumdihydrogenphosphat Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, #7758-11-4

(K.HPO,)

USA)
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Bezeichnung Hersteller ﬁatalog
ummer
Kaliumhydroxid (KOH) Merck (Darmstadt, Deutschland) #1310-58-3
Kaliumphosphat (KH2POx) ﬁg,T)a Aldrich (St. Louls, Missourl, | 4777g.77.0
. Thermo Fisher (Waltham,
L-Glutamine (200mM) Massachusetts, USA) #25030032
Magnesiumchlorid (Mg,Cl) Merck (Darmstadt, Deutschland) #7786-30-3
MEM Nicht-essentielle Thermo Fisher (Waltham, #11140-035
Aminosauren Lésung (NEAA) Massachusetts, USA)
Methanol Merck (Darmstadt, Deutschland) #106009
Thermo Fisher (Waltham,
Miul Massachusetts, USA) #ER0561
Natriumacetat (C,H3;NaO,) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) #6773.2
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) #3957.1
Natriumhydroxid (NaOH) Merck (Darmstadt, Deutschland) #72068
NN-Dimethylformamid (DMF) Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) #6251.1
Thermo Fisher (Waltham,
Notl Massachusetts, USA) #ER0591
: Thermo Fisher (Waltham,
OptiMEM Massachusetts, USA) #31985070
_— . Thermo Fisher (Waltham,
Penicillin-Streptomycin Massachusetts, USA) #15140122
. Thermo Fisher (Waltham,
PMSF Protease Inhibitor Massachusetts, USA) #36978
Polyethylenglykol (PEG) 8000 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) #0263.1
Rekombinantes humanes EGF Roche (Basel, Switzerland) #11376454001
Rekombinantes humanes Roche (Basel, Switzerland) #11457756001
Interleukin-1f
. , Thermo Fisher (Waltham,
Rinderserumalbumin (BSA) Massachusetts, USA) #15561020
RNase-freies Wasser Dharmacon (Colorado, USA) 5\?&?1003800'
RNasin® Ribonuclease Inhibitor | Promega (Madison, Wisconsin, USA) | #N2511

siGENOME Non-Targeting-
siRNA #1

Dharmacon (Colorado, USA)

#D-001210-01-
05

siGENOME Non-Targeting-
siRNA #3

Dharmacon (Colorado, USA)

#D-001210-03-
05

siGENOME Non-Targeting-

Dharmacon (Colorado, USA)

#D-001210-05-

siRNA #5 05

Zi_l(_BFEsNS(?Flz/INEASMARTpooI Human | b amacon (Colorado, USA) 3246000085663'
ii_EESI\SQAEASMARTpOOI Human | b armacon (Colorado, USA) 3M6000035265'
2E?EnN§£ANEASMARTpOOI Human | b armacon (Colorado, USA) g?l\)/[boooOssz 68-
2i_(|\3/|5lsgil\RAE§MARTpOOI Human | b armacon (Colorado, USA) g(l\)/[600003591 0-
ISQIEEEHOQI\NAE SMARTpool Human | o imacon (Colorado, USA) gz/l_boooég’m'
SNiEEE(;'\RAEEMARTpom Human | b amacon (Colorado, USA) ?1\/'_6003015862'
;igEgIngliERS’\II\AARTpOOI Human | b armacon (Colorado, USA) gf(l\)/[bo(;095689-

28
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Bezeichnung Hersteller ﬁatalog
ummer
siGENOME SMARTpool Human #M-003543-
STAT1 SIRNA Dharmacon (Colorado, USA) 01-0005
siGENOME SMARTpool Human #M-011796-
YY1 SiRNA Dharmacon (Colorado, USA) 02-0005
Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) ﬁgg‘)a Aldrich (St Louis, Missouri, | 454 513
Spermidine Elé;’&n)a Aldrich (St. Louis, Missouri, 456766
T7 RNA Polymerase Promega (Madison, Wisconsin, USA) | #P2075
Tetramethylethylendiamin Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, #9281
(TEMED) USA)
Tris(hydroxymethyl)- .
aminomethan (TRIS) VWR (Radnor, Pennsylvania, USA) #103156X
Triton X-100 Merck (Darmstadt, Deutschland) #9036-19-5

Trypanblau -Lésung

Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri,
USA)

#T78154-20ML

Trypsin/Ethylendiaminessigsaure

Cytogen (Sinn-Fleisbach,

(EDTA) Deutschland #10-023
Tween 20 Merck (Darmstadt, Deutschland) #8221840050
2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

. Katalog
Bezeichnung Hersteller Nummer
0,2 uym Filter Sarstedt (Numbrecht, Deutschland) #83.1826.001
0,45 um Filter Sarstedt (NiUmbrecht, Deutschland) #83.1826
10 cm Zellkulturschalen Falcon (Heidelberg, Deutschland) #353003
12-well Zellkulturplatten Greiner (Solingen, Deutschland) #657160
15 cm Zellkulturschalen Falcon (Heidelberg, Deutschland) #353037
170 cm? grol3e Zellkulturflaschen | Greiner (Solingen, Deutschland) #660175
6 cm Zellkulturschalen Falcon (Heidelberg, Deutschland) #353004
6-well Zellkulturplatten Greiner (Solingen, Deutschland) #665180
75 cm? grolde Zellkulturflaschen | Greiner (Solingen, Deutschland) #658 170
96-well Zellkulturplatten Greiner (Solingen, Deutschland) #650101
BD Vacutainer® Rdhrchen BD (Franklin Lakes, USA) #BD-25324
Eppendorf tubes Eppendorf (Hamburg, Deutschland) | #0030120086
Falcon Zentrifugenréhrchen Falcon (Heidelberg, Deutschland) #352070
Gene Pulser Cuvette BioRad (Hercules, California, USA) #1652081
MicroAMP Optical 96-well Plate Iﬂg‘zzg‘;h':dzgft;(\ﬁg%am #N8010560
Pipetten Greiner (Solingen, Deutschland) #607107
Zellschaber Falcon (Heidelberg, Deutschland) #353086
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213 Gerate
Tabelle 3: Verwendete Gerite
Gerat Hersteller
Feinwaage Sartorius
Geldokumentationssystem GelStick Imager Intas
Geldokumentationssystem ImageQuant 800 Cytiva
Gene Pulser Xcell ShockPod BioRad
Heiz-Thermomixer Eppendorf
Homoginator Bandelin
Maxwell Promega
Mikroskop: Vert. A1 Zeiss
NanoPotometer NP80 Implen
pH-Meter: Seven Compact Mettler Toledo
Power Pac 300 BioRad
Prazisionswaage Sartorius
Protein Electrophorese System BioRad
Schittler Heidoplh
Thermocycler T3000 Biometra
Ultrospec 2100 pro Amersham Biosciences
ViiA 7 Real-Time PCR System Applied Biosystems
Wasserbad Julabo
Zentrifugen
Eppendorf 5424R Eppendorf
Rotor: Fixed Angle F45-24-11 Eppendorf
Eppendorf 5810 R Eppendorf
Rotor: A-4-81 Eppendorf
Beckman Coulter X-15R Beckmann
Rotor: fixed angle FX6100 Beckmann
Thermo WX100 Thermofisher
Rotor: Surespin 630 Thermofisher
2.1.4 Datenverarbeitungsprogramme
Tabelle 4: Verwendete Programme
Programm Hersteller
Clone Manager 12 Sci Ed
Endnote 20 Thomson
ImagedJ National Institutes of Health (NIH)
ImageQuant™ Cytiva
Magellan Tecan
Microsoft Office LTSC Professional Plus 2012 Microsoft

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

Primer Blast primerblast/
Prism 10 GraphPad
Promo ALLGEN
QuantStudio Software v1.6.1 Thermo Fisher
ZEN Zeiss
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2.1.5 Puffer und Losungen

Tabelle 5: Verwendete Puffer und L6sungen

Bezeichnung Zusammensetzung
4xLammli Puffer Tris/HCL pH 6,8 250 mM
Glycerol 40 %
Bromphenolblau 5%
B-Mercaptoethanol 8 %
5xRRL Puffer Hepes (pH 7,5) 400 mM
MgCl, 60 mM
Spermidine 10 mM
DTT 200 mM
Anodenpuffer | TRIS 0,3M
Methanol 200 ml
ad. 1000 ml Aqua dest.
Anodenpuffer I TRIS 0,025 M
Methanol 200 ml
ad. 1000 ml Aqua dest.
Carbazol 3-Amino-9-ethylcarbazol 049
NN-Dimethylformamid 125 mi
Carbazol-Substrat-Losung NaOAc 5ml
Carbazol 1,5 ml
H.O, 20 ul
Cytomix KCI 120 mM
CaCl, 0,15 mM
KPi* (pH 7,6) 10 mM
Hepes (pH 7,6) 25 mM
EGTA 2mM
MgCl, 5mM
ad. 1000 ml Aqua dest.
Elektrophorese Puffer TRIS 0,025 M
Glycin 0,192 M
SDS 0,1 %
Kaliumphosphatpuffer (KPi) pH 7,6 Kz2HPO4 1M
KH2PO4 1M

ad. 1000 ml Aqua dest., autoklavieren

Kathodenpuffer 6-Aminocapronsaure 0,04 M
Methanol 200 ml
ad. 1000 ml Aqua dest.

NaOAc Natriumacetat 05M
Essigsaure 05M
ad. 1000 ml Aqua dest.

TAE Puffer TRIS 242 g
EDTA 0,5M
Essigsaure 57,1 ml
ad. 1000 ml Aqua dest.

TBS Puffer (pH 7,6) TRIS 0,01 M
NaCl 0,15M
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Bezeichnung Zusammensetzung

TBST Puffer (pH 7,6) TRIS 0,01 M
NacCl 0,15M
Tween 20 0,2 %

Triton Lyse Puffer Triton X-100 1%
Glycerol 10 %
SDS 0,2 %
Aprotinin 5 pg/ml
Leupeptin 5 pg/ml
NacCl 136 mM
B-Glycerolphosphat 50 mM
Natrium-Pyrophosphat 20 mM
Tris/HCIpH 7,4 20 mM
Benzamidin 4 mM
EDTA 2mM
Na3V04 0,2 mM

2.1.6 Antikorper

Alle verwendeten Antikorper wurden sofern nicht anders vermerkt fir Western Blots

verwendet.

Tabelle 6: Verwendete Primarantikorper

Zielprotein Hersteller Katalog # Verdiinnung | Wirt
Beta Actin ’GbK‘;am (Cambridge, | 16576 1:1000 Maus
Anti-NS3 (JFH-1) , .
Monoclonal Clone | BioFront (Florida, HCV-2E3 | 1:2000 Maus
USA)
2E3
C-jun (60A8) Cell Signaling 9166 1:1000 Hase
(Massachusetts, USA) )
Cell Signaling .
Fra1 (D80B4) (Massachusetts, USA) 5281 1:1000 Hase
Cell Signaling .
NKRF (E9G1T) (Massachusetts, USA) 63409 1:1000 Hase
Tabelle 7: Verwendete Sekundarantikbrper
Antikorper Hersteller Katalog # Verdiinnung | Wirt
Goat-anti Mouse Abcam (Cambridge, ) :
Alexa Flour 488 UK) ab150113 1:20000 Ziege
Goat-anti Rabbit Abcam (Cambridge, ) :
Alexa Flour 647 UK) ab150079 1:20000 Ziege
HRP-coupled goat Abcam (Cambridge, ) :
anti-rabbit UK) Ab6721 1:20000 Ziege
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2.1.7 Verwendete Primer fiir die gPCR

Tabelle 8: Verwendete Primer fiir die gPCR

Gen Codiertes Protein Sequenz
ATE3 Zyklisches AMP-abhangiger | F: 5 GAAGGAGAAGACGGAGTGCC 3¢
Transkriptionsfaktor ATF-3 R: 5 GCTGCTTCTCGTTCTTGAGC 3
. . F: 5" CTGGCGGATCCAAGCAAAT 3°
CXCL1 C-X-C motif chemokine 1 R- 5 CATTCCCCTGCCTTCACAAT 3¢
. . F 5' CAAAGTGTGAAGGTGAAGTCC 3‘
. . F 5' TGCTTGTAGGGCATAATGCCT 3
CXCL3 C-X-C motif chemokine 3 R: 5 AGAGAAACGCTGCAGAATGGA 3
. . F: 5" GTGTGTGAAGACCACCTCCC 3°
CXCL4 C-X-C motif chemokine 4 R 5 TTCCTTCCATTCTTCAGCGTG 3°
, . F: 5" CCACGCAAGGAGTTCATCCC 3°
CXCLS | C-X-C motif chemokine 5 R:5' ATTTCCTTCCCGTTCTTCAGGG 3'
. . F: 5" GCTGAGAGTAAACCCCAAAACG 3
CXCL6 | C-X-C motif chemokine 6 R: 5' GCTTCCCGTTCTTCAGGGAGG 3"
. . F: 5" AAGTGATCGGGAAAGGAACCC 3
CXCL7 C-X-C motif chemokine 7 R- 5 ATTCTGGGAGCATCTGGGTC 3°
. . F 5' AGAAGTTTTTGAAGAGGGCTGAGA 3
FOS Transkriptionsfaktor AP-1 F 5' TGTGAAGACCATGACAGGAGG 3
Untereinheit c-Fos R: 5 CCTTCGGATTCTCCTTTTCTCT 3
Fra1 Fos-verwandtes Antigen 1 F.5' TAAGGCGCGAGCGGAACA 3
9 R: 5’CAGCCCAGATTTCTCATCTTCCA 3
HNE-1A Hepatozyten-Kernfaktor 1- F: 5 CTGGTACGTCCGCAAGCAG 3
alpha R: 5 TTGGTAGCTCATCACCTGTGG 3
HNE-1B Hepatozyten-Kernfaktor 1- F: 5 TCCCATGAAGACGCAGAAGC 3
beta R: 5 GCTCTTCAATCAGCCCTCCC 3
IRE-1 Interferon-Regulationsfaktor | F: 5° AAGACCAGAGCAGGAACAAGG 3°
1 R: 5 CTTAGCATCTCGGCTGGACT 3°
JUN Transkriptionsfaktor AP-1 F:5° CAGGTGGCACAGCTTAAACA 3°
Untereinheit c-Jun R: 5 AACTGCTGCGTTAGCATGAG 3¢
MYB Transkriptionsfaktor AP-1 F: 5" CCCAAGTCTGGAAAGCGTCA 3°
Untereinheit c-Myb R: 5 TCTGTTCCATTCTGTTCCACCA 3
NKRE NF-kappa-B-unterdriickender | F: 5* AGGTCAAAAACGCCACCTCT 3¢
Faktor R: 5* ACAGGCTCAAAACGAGGTCT 3°
NKRF E1 | Exon1Intron1 des NF-kappa- | F: 5° GGTAGGAAGGGAGAGCAGGTA 3
11 B-unterdriickender Faktors R: 5 TCCTTATGAAGATTGGCTGCTTG 3°
F:5°CTACGGTGTGCGCCAGAG 3°
NS3 JC1 NS3-Protease des HCV R: 5 CCCAAACGGTACAGGAGAGG 3°
F:5°GTTGCTGGAGGGCTTCTGAT 3¢
NS5A JC1 | NS5a-Protease des HCV R- 5 CCGTTGCTGGTTGTGCTCT 3
NS5A NS5a-Protease des F: 5" AATTATTCTAGGGCGCTGTGG 3
Rep. Replikonsystems R: 5 GAGCTGTGACCCAACCAGGT 3
Oct1 POU domain, class 2, F: 5" TGGAGAGTGGAGATGGCAAC 3
transcription factor 1 R: 5 GGGCTGTTGAGATTGCTCCT 3°
SDHA Succinat-Dehydrogenase F:5° AGATGTGGTGTCTCGGTCGAT 3
Flavoprotein-Untereinheit R: 5 CGTGATCTTTCTCAGGGCCA 3
STAT1- Signaltransducer und Akti- F: 5 GGAAAAGCAAGCGTAATCTTCA 3°
beta vator der Transkription 1-beta | R: 5 ATCTCTGGGCGTTTTCCAGA 3
YY1 Zinkfinger- F: 5" ATGATGCTCCAAGAACAATAGC 3¢
R:

Transkriptionsfaktor YY1

5 TGGGTGTGCAGATGTTTTCTC 3°
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2.1.8 Kit Systeme

Tabelle 9: Verwendete Kit-Systeme

Kit

Artikel Hersteller ﬁatalog
ummer

Eﬁln;i\nKﬁmphlregulm Quantikine R&D Systems (Minneapolis, USA) | #DAR00
Human EGF Quantikine ELISA Kit R&D Systems (Minneapolis, USA) | #DEGO00
Human Epiregulin ELISA Kit Abcam (Cambridge, UK) #ab277077
EI‘_‘I“;aA”K':;'S’ CXCL8 Quantikine R&D Systems (Minneapolis, USA) | #D8000C
Human Lipocalin-2 / NGAL ELISA Sigma Aldrich (St. Louis, Missouri, | #RAB0332-
Kit USA) 1KT
EﬁlmsinK'li'tNF-alpha Quantikine R&D Systems (Minneapolis, USA) | #DTA00D
Human VEGF Quantikine ELISA Kit | R&D Systems (Minneapolis, USA) | #DVEO0O
IL-1 beta Human ELISA Kit, High Thermo Fisher (Waltham,
Sensitivity Massachusetts, USA) #MS224H3
Maxwell® RSC simplyRNA Tissue Promega (Mannheim, #AS1340
Kit Deutschland)
NRG1 beta-1 Human ELISA Kit Thermo Fisher (Waltham,

Massachusetts, USA) #EHNRG1
PCR Purification Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) #28104
Plasmid Giga Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) #12191
QIAshredder Kit QIAGEN (Hilden, Deutschland) #79656
QuantiTect Rev. Transcription Kit QIAGEN (Hilden, Deutschland) #205311
RNeasy Mini Preparation Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) #74104
SimpleChIP® Enzymatic Chromatin . . .
IP Kit (Magnetic Beads) Cell Signaling (Cambridge, UK) #9003
VenorGEM Mycoplasma Detection Minerva Biolabs (Berlin, #11-1050

Deutschland)

2.2 Zellbiologische Methoden

Die untersuchten Zelllinien (Tabelle 10) wurden unter folgenden Bedingungen kultiviert: 37°C

und 5 % CO.in einer wassergesattigten Atmosphare. Das Kulturmedium furdie verschiedenen

Zellen wurde gemal den Angaben in Tabelle 11 verwendet. Um das Vorhandensein von

Mykoplasmen auszuschlieBen, wurden regelmalRig PCR-Tests der Zellkulturiiberstande

durchgefuhrt. Die Zellen wurden zur Einfrierung bei einer Konfluenz von 50 % in einem
Einfriermedium aus DMEM (sowie 10 % DMSO und 20 % FCS) suspendiertund anschlief3end

in flussigem Stickstoff gelagert. Zur Verwendung wurden die Zellen durch schnelles Erwdrmen

auf 37°C aufgetaut und in neues Medium utberfihrt. In der Regel erfolgte ein Wechsel des

Mediums alle zwei Tage und die Zellen wurden alle drei bis vier Tage passagiert.
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Tabelle 10: Verwendete Ziellinien und deren Kulturmedium

Bezeichnung Beschreibung Kulturmedium

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

Huh 9.13* Humane Hepatom-Zelllinie Huh7 mit | DMEM/Nutrient Mix F-12

integriertem subgenomischen Repli- | + 10 % FCS
kon (NS3-NS5B) von HCV (GT1b) + 1 mg/ml Geneticin

Huh 7.5** Humane Hepatomazelllinie, die nach | DMEM (4,5 g / L Glukose)
Entfernung des HCV-Replikons +10 % FCS
durch IFN-Behandlung geheilt + 2 mM Glutamin
wurde. + 100 U/ml Penicillin
+ 100 pg/ml
+ Streptomycin
+ 1x NEAA

* Bereitgestellt von Ralf Bartenschlager, Heidelberg, Deutschland.
**Von der Firma Apath, New York, USA, zur Verfligung gestellt.

2.21 Stimulation der Zellen mit IL-18 und EGF

Um die Auswirkungen von IL-1p und EGF auf die in Abschnitt 2.2 aufgefihrten Zellen zu
untersuchen, wurden diese mit 5 U/ml (0,01ng/ml) IL-18 oder 40 ng/ml EGF stimuliert. Zu
diesem Zweck wurden die Zellen in zweiprozentigen FKS-Komplettmedium fir verschiedene
Zeitdauern (1, 3, 4, 6, 8, 24 und 48 Stunden) stimuliert.

2.2.2 Behandlung der Zellen mit siRNA

Zur gezielten Deletion von Zielgenen wurden die Zellen mit small interfering RNAs (siRNAs)
behandelt. Dies sind kleine synthetischen Molekiile, welche durch Transfektion in die Zellen
eingebracht werden und die Expression der Zielgene herunter regulieren, indem sie an
komplementare Sequenzen der mRNA binden. Zunachstwurden die Zellen einen Tag vor der
Transfektion ausgesat. AnschlieRend wurden die siRNAs sowie das Transfektionsreagenz
Dharmafect4 gemall den Vorgaben des Herstellers in einem vorgeschriebenen Verhaltnis zu
OptiMEM beigefligt und das Gemisch fir fiunf Minuten bei RT inkubiert. Nach einer
zusatzlichen Inkubationszeit von 20 Minuten wurde die Lésung auf die Zellen pipettiert. Nach
einer weiteren Inkubationszeit von sechs bis acht Stunden erfolgte der Wechsel des
Transfektionsmediums. Abschlieend wurden die Zellen wurden fir weitere 72 Stunden

inkubiert, bevor sie geerntet wurden.
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2.2.3 Chronisches HCV-Zellkultursystem

Zur Etablierung persistierender und differenzierter Huh 7.5 Zellen wurde ein Kulturmedium
verwendet, das mit 1 % DMSO (Volumen/Volumen) angereichert war. Die Huh 7.5 Zellen
wurden in 12-Well-Platten kultiviert, wobei das Medium Gber einen Zeitraum von zwei Wochen
alle 48 Stunden gewechselt wurde. Fir die Uberprifung der Differenzierung erfolgte die
Fixierung der Zellen in eiskaltem Methanol. Anschlielend wurden die Zellen zur Identifikation
von Differenzierungsmarkern gefarbt: MRP2 (Verdinnung 1:30) als Marker fur die apikale
(kanalikuldare) Membran und Na+/K+ ATPase (Verdinnung 1:100) als Marker fir die
basolaterale (sinusoidale) Membran. Die Zellkerne wurden mit Hoechst-Farbstoff zur
Visualisierung behandelt. Nach erfolgreicher Differenzierung wurden die Zellen mit dem JC1 -
Virus bei einer Multiplicity of Infection (MOI) von vier infiziert. Eine Woche nach der Infektion
wurde die RNA aus den Zellen mittels des RNeasy Mini Kits extrahiert und isoliert. Die isolierte
RNA wurde anschlielend zur Langzeitlagerung bei -80°C aufbewahrt. Die Infektionsrate
wurde durch Immunfarbung des Nicht-Strukturproteins NS3 mittels eines spezifischen

Antikdrpers und die Detektion mit einem Anti-Mouse-HRP-Zweitantikorper tberprift.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 RNA-Praparation

Zur Isolierung der RNA wurden die Zellen zunachstin 6 cm-Schalen oder 6- bzw. 12-well-
Platten kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mittels 350 pl RLT-Puffer und
B-Mercaptoethanol (im Verhaltnis 1:100) lysiert. Zur Homogenisierung wurde das
QIAshredder-Kit verwendet und anschlielend die RNA mit dem RNeasy Mini Kits
entsprechend den Herstellerangabenisoliertund gereinigt. Die Konzentration und Reinheitder
RNA-Proben wurden abschlieend mit dem Implen NanoPotometer gemessen, wobei Proben
mit einem Verhaltnis von 260 / 280 zwischen 1,8 und 2 verwendetwurden. Die RNA wurde bei
-80°C gelagert.

2.3.2 cDNA-Synthese

Anschlielend an die erfolgreiche RNA-Isolierung wurde die RNA in die komplementare DNA
(cDNA) umgeschrieben. Fir die Reverse Transkriptase-Reaktion wurde das QuantiTect
Reverse Transcription Kits von QIAGEN gemall den Herstellerangaben verwendet

(Tabelle 11). Fir jeden Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 ul wurde jeweils
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1 ug RNA verwendet. Zur Uberpriifung der cDNA-Synthese wurde ein Kontrollansatz ohne das
Enzym parallel durchgefuhrt. Die erzeugte cDNA wurde daraufhin mit 100 yl RNase freien

Wasser verdinnt. Die Lagerung erfolgte abschlieRend bei -20°C.

Tabelle 11: Pipettierschema fiir die cDONA-Synthese (Ansatz pro Reaktion)

Volumen [ul]
RT Puffer 4
RT Primer 1
Reverse Transkriptase 1
Mastermix Pro Probe 6
1 ug RNA in ddH,0 11
Gesamtvolumen 17

2.3.3 Quantitative PCR

Die Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) dient zur Quantifizierung von cDNA, bei
der die Fluoreszenz in Echtzeit gemessen wird und proportional zur Menge der amplifizierten
PCR-Produkte ist. Zur Detektion wurde der Cyanin-Farbstoff Sybr Green | verwendet. Die
hergestellte cDNA diente als Vorlage fir die qPCR, wobei der Sybr Green Master Mix von
Thermo Fisher flr die Durchfihrung verwendet wurde. In Tabelle 12 ist das verwendete
Pipettierschema fur die qPCR dargestellt. Die jeweils verwendeten Primer sind in Tabelle 8
aufgeflihrt. Die Auswahl der Primer wurde mittels einer Schmelzkurven-analyse im Vorhinein

untersucht.

Tabelle 12: Zusammensetzung des gqPCR Mastermix (Ansatz pro Reaktion)
V [ul]
Primer forward (10pmol) 1
Primer reverse (10pmol) 1
Sybr Green 12,5
RNase freies Wasser 9,3
cDNA-Einsatz pro Probe 1,2
Gesamtvolumen 25

Fur die gPCR wurde das ViiA 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) mit einem
festgelegten Protokoll verwendet (Tabelle 13). Die Auswertung der gPCR erfolgte mittels der
AACt-Methode, wobei der Quantification Cycle (Cq-Wert) dem PCR-Zyklus entspricht, in dem
das gemessene Fluoreszenzsignal zum ersten Mal die Hintergrundfluoreszenz tibersteigt.2*
Eine relative Quantifizierung des Transkriptes wurde durch den Vergleich mit dem

Haushaltsgen SDHA ermdglicht.
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Tabelle 13: Protokoll gPCR Thermocycler

Vorgang Zeit Temperatur [°C] Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 10 Minuten 95 1
Denaturation 15 Sekunden 95

Annealing und

= : 60 Sekunden 60 40
xtension

2.34 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) Reaktionen wurden gemaf der Zusammensetzung in
Tabelle 14 durchgefihrt. Der PCR-Zyklus umfasste folgende Schritte: Zunachst erfolgte die
Denaturierung fur funf Minuten bei 94 °C, gefolgt von Annealing-Zyklen, bei denen die
Temperatur je nach verwendeten Primern variierte. Anschliel3end erfolgte die Extension bei
72°C fur 30 Sekunden. Fur die Vervielfaltigung wurden die Schritte zwischen 20- und 30-mal
durchlaufen. Fur die Durchfihrung wurden 0,2 ml ReaktionsgeféaRe und ein Thermocycler
(T3000, Biometra) verwendet.

Tabelle 14: Zusammensetzung des PCR-Ansatzes

Konzentration
dNTPs 2,5 mM
Sense Primer 10 pmol
AntiSende Primer 10 pmol
Taqg-Polymerase 1 - 2,5 Einheiten
Template 10 — 80 ng
Mg?*-haltiger Puffer Auffillen bis auf 50 pl

2.3.5 Agarose Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der Amplifikation des Produkts wahrend der PCR wurde die GroRe des
amplifizierten DNA-Fragments mittels Agarosegel-Elektrophorese bestimmt. Hierbei wurden
einprozentige (v/w) Agarose-Gele hergestellt, indem Agarose in Puffer 1x TAE mit
Ethidiumbromid aufgelést wurde. Die Proben wurden unter Zugabe von 6x Gel Loading Dye
vorbereitet. Als Grolkenmarker dienten entweder MassRuleroder MassRuler Low Range DNA
Ladder von Thermo Fisher Scientific. Die Visualisierung des Gels erfolgte unter Verwendung

eines Doc-Print-Gel-Dokumentationssystems von Peqlab.
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2.3.6 Restriktion und Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Uberpriifung derkorrekten GréRe von DNA-Fragmenten wurden Restriktionsverdauungen
durchgefiihrt, wobei Restriktionsenzyme der Klasse Il eingesetzt wurden. Diese Enzyme
erkennen palindromische Sequenzen und spalten sie. Alle verwendeten Restriktionsenzyme
wurden von New England Biolabs mit den entsprechenden Reaktionspuffern erworben, um
hochste Aktivitat und Spezifitdt sicherzustellen. Fir jede Reaktion wurden 50 bis 200 ng DNA
mit 10-20 Einheiten Restriktionsenzym gemischt und auf ein Gesamtvolumen von 10 pl mit
Wasser aufgefiillt. Danach erfolgte eine Inkubation der Reaktionen fiir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Nach einer Hitzeaktivierung von 20 Minuten bei 65 bis 80°C (abhangig vom Enzym)
wurden die Proben auf einprozentige Agarosegele aufgetragen und eine Gelelektrophorese
bei 120 V durchgefuhrt.

Die resultierenden Reaktionen wurden auf Agarosegele aufgetragen, und die entsprechenden
Banden wurden entweder aus dem Gel ausgeschnitten oder direkt gereinigt. Die DNA wurde
aus dem Gelstlick oder dem PCR-Produkt mithilfe des NucleoSpin Gel and PCR Clean-Up
Kits gemafl den Anweisungen des Herstellers extrahiert.

Fur die Ligation der DNA-Fragmente wurde ein Insert:Vektor-Verhaltnis von 2:1 verwendet.
Die Ligation erfolgte durch Zugabe von 0,5 pL T4-DNA-Ligase (400.000 U/mL) auf insgesamt
10 pL Reaktionsvolumen und 1x Ligationspuffer (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCI2, 1 mM ATP,

10 mM DTT, pH 7,5) mit anschlieRender Inkubation fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur.

2.3.7 Transformation von kompetenten E. coli-Bakterien

Die kompetenten E. coli-Stamme JM109 und Top10 (Tabelle 15) wurden fir finf Minuten auf
Eis aufgetaut. AnschlieRend wurden 5 ul der Ligationslésung zu 50 yl kompetenten E. coli
gegeben und fir zehn Minuten auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden dann einem
Hitzeschock bei 42°C fir 45 Sekunden ausgesetzt, um Poren in der Membran von E. coli zu
erzeugen und die DNA einzufiihren. Die Zellen wurden fiir weitere 2 Minuten auf Eis inkubiert
und anschlieend durch Zugabe von 900 pl LB-Medium (5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Trypton,
5 g/L Natriumchlorid) wiederhergestellt. Diese Mischung wurde in einem Schdittler bei
150-300 U/min fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Zur Selektion der erfolgreich transformierten
Zellen wurden 100-200 ul der L6sung auf eine Agarplatte mit den entsprechenden Antibiotika
(Ampicillin [50 mg/L] oder Kanamycin [25 mg/L]) ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C
bebriitet. Fir die Kryokonservierung wurde eine Ubernachtkultur aus 800 pl LB-Medium und

200 pl Glycerin hergestellt und bei -80°C gelagert.
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Tabelle 14: Verwendete Escherichia coli - Klonierungsstimme

Bakterienstamm Genotyp

F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZ M15 lacX74 recA1 ara 139

Top10 (ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG

endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk—, mk+), relA1, supE44, A( lac-

JM109 proAB), [F" traD36, proAB, laqlgZAM15].

Die Isolierung der bakteriellen Plasmid-DNA wurde gemaR den Anweisungen des Herstellers
mit dem QIAprep Spin Miniprep oder Maxiprep Kit (Qiagen)durchgefiihrt. Anschlielend wurde
die DNA-Konzentration bei 260 nm mit dem Spektrophotometer NanoPotometer (Implen)

gemessen.

2.4 Biochemische Methoden

2.41 Protein Extraktion

Fur die Isolation der Proteine wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen und
anschlieRend mit Triton-Lyse-Puffer (Tabelle 6) aus den Zellschalen abgelést. Fir die Zell
Lyse wurden 120 ul Lyse-Pufferverwendet. Die suspendierten Zellen wurden in ein Gefal auf
Eis Uberfuhrtund sechsmalim Abstand von jeweils 2 Minuten fir 15 Sekunden homogenisiert.
Danach wurden die Proben fiir 10 Minuten bei 10.000 x g und 4°C zentrifugiert, um potenzielle

Zelltimmer zu entfernen. Der Uberstand wurde entnommen und bei -20°C gelagert.

2.4.2 Proteinbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bradford-Test nach Angaben des
Herstellers verwendet. Der Bradford-Test dient als photometrisches Verfahren fir die
Bestimmung der Proteinmenge. Dabeibildetder Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-
Blau in saurer L6sung Komplexe mit den kationischen, unpolaren Seitenketten von Proteinen.
Dies fuhrt zur Stabilisierung des urspringlich roten Farbstoffs in seiner blauen, anionischen
Sulfonatform und bewirkt eine Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffs von
470 nm auf 595 nm. Die Erh6hung der Absorptionim Vergleich zum freien Farbreagenzkann
daher zur Bestimmung der Proteinkonzentration mithife des Ultrospec 2100 pro

Spektrophotometers gemessen werden.
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243 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE dient zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen basierend auf ihrer
Masse in einem elektrischen Feld. Zur Herstellung des SDS-Gels wurde ein Gelsystem
(Biometra) verwendet. Die benétigten Chemikalien zur Herstellung der Polyacrylamidgele sind
in Tabelle 16 aufgeflhrt. Die Protein-Lysate wurden zuvor auf eine Konzentration von 30 pg/ml
mit mTLP verdinnt. AnschlieRend wurden die Proben zusatzlich durch Verdinnung mit 4x
Lammli-Pufferim Verhaltnis 3:1 vorbereitet. Vor dem Auftragen auf das Gelwurden die Proben
far finf Minuten bei 95°C denaturiert und anschlielfend kurz zentrifugiert. Je nach GroRRe der
zu detektierenden Proteine wurden entweder zehn- oder zwdlfprozentige Acrylamid
verwendet. Nach dem Einspannen der Gele wurde die Elektrophoresekammer mit 1x SDS-
Laufpuffer befillt. Als Referenzstandard fir die GroRenbestimmung der Proteine wurde der
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher) genutzt. Die SDS-PAGE wurde
durchgefuhrt, indem die Proteine im Sammelgel fir 30 Minuten bei 100 V und anschliel3end

im Trenngel fur etwa 2 Stunden bei 160 V aufgetrennt wurden.

Tabelle 15: Benodtige Chemikalien fiir ein Polyacrylamidgel

Chemikalien Trenngel 10 % Trenngel 12 % | Sammelgel
Aqua dest. 11,9 ml 9.9 mil 13,6 ml
Acrylamid 10 ml 12 mi 3,4 ml

1,5 M Tris Puffer (pH 8,8) 7,5 ml 7,5 ml

0,5 M Tris Puffer (pH 6,8) 2,5ml

SDS (10 %) 300 pl 300 ul 200 ul

APS (10 %) 300 pl 300 pl 200 ul
TEMED 12 yl 12 yl 20 pl

2.44 Protein Transfer und Western Blot

Nach erfolgreicher Durchfuhrung der SDS-PAGE (siehe Kapitel 2.3.5) wurden die
aufgetrennten Proteine mittels einer Semi-Dry Blotting-Vorrichtung (Biometra) auf
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membranen (bertragen. Die Ubertragung erfolgte unter
Anwendung einer Stromstarke von 1 mA/cm?, wobei die Dauer des Vorgangs abhangig von
der Proteingréfle zwischen 60 und 90 Minuten variierte. Die PVDF-Membran wurde durch
Whatman-Papier (Schleicher & Schuell), das mit Anodenpuffer und Kathodenpuffer getrankt
war, umschlossen.

Um nicht unspezifischen Proteinbindungen zu vermeiden, wurde die Membran anschlieRend
mit einer Losung aus funfprozentiger BSA/TBS-T fureine Stunde bei RT inkubiert. Zur Bindung
des Primarantikérpers erfolgte eine weitere Inkubation der Membran bei vier Grad tiber Nacht
auf einem Schuttler. Am darauffolgenden Morgen wurde der primare Antikérper entfernt, und

die Membranen wurden dreimal fiur jeweils zehn Minuten mit TBST gewaschen, um
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unspezifische Bindungenzu entfernen. AnschlieRendwurde die Membran flir eine Stunde mit
dem sekundaren Antikérper inkubiert, welcher spezifisch fir den zuvor verwendeten
Primarantikdérper war. Nach der Inkubation wurden die Membranen erneut dreimal fur jeweils
zehn Minuten mit TBST gewaschen. AbschlieRend wurde Western Lightning Plus auf die
Membran gegeben, um die Proteine im Cytiva Image Quant 800 zu detektieren. Die Intensitat
der Banden wurden anschlielRend mit ImageJ ausgewertet. Fir die relative Quantifizierung

diente das Haushaltsgen (3-Actin.

245 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist ein etabliertes bioanalytisches Verfahren, das den quantitativen Nachweis
spezifischer Proteine ermoglicht. Das Protokoll beginnt mit der Beschichtung einer
Mikrotiterplatte mit einem spezifischen Primarantikérper. Darauffolgend wird das Zielprotein
mittels einer Antigen-Antikdrper-Interaktion auf der Plattenoberflache immobilisiert. Zur
Quantifizierung des Antigens wird ein enzymmarkierter Sekundarantikdrper hinzugeflgt, der
eine Substratreaktion katalysiert, resultierend in der Generierung eines quantitativ messbaren
Farbsignals. Die Intensitat des Farbsignals wird photometrisch erfasstund ermdglicht Gber die
Regressionsanalyse eines vom Hersteller bereitgestellten Standards die prazise Bestimmung
der Antigenkonzentration. Die Durchfuhrung des Assays erfolgte gemaf den Spezifikationen

des Herstellers.

2.46 Herstellung des Hepatitis C Virus Infektionssystems

Fur die Durchfihrung der in vitro Transkription wurden zehn pug virale DNA mittels
Restriktionsverdau unter Verwendung des Enzyms Mlul linearisiert. Nachfolgend erfolgte die
Reinigung der linearisierten DNA mit dem QIAquick PCR Purification Kit, wobei die Elution in
60 pl Wasser durchgefiihrt wurde. Zu dem resultierenden Eluat wurden 20 ul eines 5-fach
konzentrierten RRL-Puffers, 12,5 yl INTPs (25 mM), 2,5 ul RNasin (40 U/ul) sowie 4 ul T7
RNA Polymerase (20 U/ul) hinzugefligt. Die Inkubation des Reaktionsgemisches erfolgte fur
drei Stunden bei 37°C. Als nachstes wurden erneut 2 ul T7 RNA Polymerase hinzugefugt,
gefolgt von einer verlangerten Inkubation Uber Nacht bei gleicher Temperatur.

Zur Eliminierung der DNA wurden dem Ansatz 2,5 ul DNase (3 U/ul) zugesetzt und fir 30
Minuten inkubiert. Die gereinigte RNA wurde mittels des RNeasy Mini Kits aufbereitet. Die
Konzentrations-bestimmung der RNA erfolgte durch spektralphotometrische Messung der
Extinktion bei 260 nm mittels eines NanoDropTM-Gerates. Flrdie Elektroporation wurden Huh

7.5 Zellen, mit einer Konfluenz von 80 bis 90 % genutzt. Anschliel3end erfolgte ein Waschritt
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mit PBS und die Zellen wurden durch Trypsin abgeléstund diese in acht ml DMEM pro 75 cm?
Zellkulturflasche resuspendiert. Danach erfolgte die Resuspension in 1 ml Cytomix. Im
Rahmen der Elektroporation bendtigte man 400 ul der vorbereiteten Suspension, welche mit
zehn pg gereinigter RNA angereichert und anschlielRend in eine Elektroporationskammer
transferiert wurden. Diese Zellsuspension wurde erneut mit zehn ug der aufgereinigten RNA
vermischtund in eine Pulskammer Gberflhrt. Die Elektroporation wurde bei 975 yF und 270V
durchgefuhrt. Die Zeitkonstante der Elektroporation betrug 20 ms. Nach der Elektroporation
wurden eineinhalb Elektroporationsansatze in 18 ml frisches Huh 7.5 Medium Gberfihrtund in
einer Kulturschale inkubiert.

Die Virusernte und die anschlieRende PEG-Fallung wurden zu definierten Zeitpunkten nach
der Elektroporation durchgeflihrt: 48, 72 und 96 Stunden post-Transfektion. Zu diesen
Zeitpunkten wurde das Medium, welches das HCV enthalten hat, abgenommen und neues
Huh 7.5 Medium hinzugefugt. Unmittelbar nach der Entnahme des Mediums erfolgte eine
Zentrifugation fur finf Minuten bei 1.000 Umdrehungen pro Minute (rpom) und RT. Die Lagerung
des Uberstandes erfolgte bei 4 °C. Fur die PEG-Fallung wurden 4,8 ml einer 40 %igen PEG-
8000/PBS-L6sung zu 20 ml des geernteten, virushaltigen Mediums hinzugefugt. Zur
Optimierung der Virus Aufreinigung wurden die zuvor gelagerten Uberstande flr weitere drei
Tage mit dem Fallungsreagenzinkubiert. Als Nachstes erfolgte eine Zentrifugation fir 90 Min.
bei 8.000 x g und einer Temperatur von 4°C. Abschliellend wurde das resultierende Pellet in
DMEM gelést, in Aliquots aufgeteilt und bei -80°C gelagert.

Die Tissue Culture Infection Dose 50 (TCID50) ist ein Mal3 fur die infektidse Viruskonzentration
und wird als die Verdiinnung eines Viruspraparats definiert, um 50 % der kultivierten Zellen in
einer Kulturschale zu infizieren. Zur Bestimmung der TCID50 wurden Zellenin 96 Well Platten
ausgesat und anschlieBend mit schrittweise von 1:10 bis 1:50 verdinnten Virus-
konzentrationen behandelt. In jedem Verdlnnungsschritt erhielten 6 benachbarte Wells
konsistent denselben Verdinnungsfaktor. Aus jeder dieser Primarverdiinnungen wurden
zusatzlich sieben sekundare Verdinnungenim Verhaltnis 1:6 erstellt, dafir wurden 40 pl in
das darunterliegende Well transferiert. Die Infektionsrate wurde durch Immunfarbung des
Nicht-Strukturproteins NS3 mittels eines spezifischen Antikdrpers und die Detektion mit einem
Anti-Mouse-HRP-Zweitantikdrper in Verbindung mit einer Carbazol-Substratidsung ermittelt.

Die Quantifizierung der TCID50 erfolgte nach der Methode von Spearman & Karber.
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2.4.7 Transkriptom-Sequenzierung (RNA-Seq)

RNA-Seqist eine Technologie, welche die Hochdurchsatz-Sequenzierung nutzt um sowohl die
Prasenz als auch die Quantitdt von RNA-Molektlen in einer biologischen Probe zu erfassen.
Diese Technik bietet eine detaillierte Momentaufnahme der Genexpression. RNA-Seq
Analysen ermoglichen insbesondere die Untersuchung verschiedener Aspekte der
Genregulation. Darliber hinaus kann mittels RNA-Seq die Dynamik der Genexpression tber
die Zeit hinweg oder zwischen verschiedenen Gruppen und Behandlungsbedingungen
analysiert werden. Die RNA-Seqg-Analysen wurden in Kooperation mit dem Biologisch-
Medizinischen Forschungszentrum unter Verwendung des NextSeq 2000 Sequenziergerats
durchgefuhrt. Der experimentelle Ansatz wurde fur jede Bedingung mit sechs Replikaten
durchgefuhrt. Zur Analyse der Daten wurden Filterbedingungen verwendet die im
Wesentlichen denin der Literatur im Rahmen vergleichbarer Analysen eingesetzten Methoden
entsprechen. Fur die Auswertungen wurden nur Gene mit einem FC-Schwellenwert (FC = 1,5
oder < -1,5) und einem Standardfilter fir RNA-Seqg-Analysen (P adj. Wert < 0,05)
berucksichtigt.

2.5 Entnahme von Serumproben

Die Serumproben wurden von Patienten mit chronischer Hepatitis C Infektion sowie von
Patienten nach erfolgreicher Heilung der HCV-Infektion entnommen.

Vor der Entnahme der Serumproben wurde eine informierte Zustimmung der Probanden
eingeholt, und die Entnahme wurde von der Ethikkommission der Universitat Disseldorf,
Deutschland, genehmigt. (Studiennummer2022-1848: ,Virus-induzierte Veranderungenin der
zellularen Signaltibertragung im Hepatozyten flhren zu einer Reprogrammierung der
Zellantwort auf Wachstumsfaktoren - Analyse der molekularen Mechanismen und funktioneller
Konsequenzen®).

Die Probanden, die in Zusammenarbeitmit Dr. Jordan Feld von der Universitat von Toronto in
Kanada untersucht wurden, erhielten vorab ebenfalls eine umfassende Aufklarung, nachdem
das Forschungsethikkomitee der Universitat von Toronto, Kanada, seine Zustimmung erteilt
hatte (Forschungsethikausschuss ID: CAPCR-ID: 23-5372.0.1: ,Investigation of various
chemokines and growth factors in different stages of hepatis C infection“). Angaben zu Alter,

Geschlecht, Viruslast und HBV-Infektion der Patienten finden sich in Tabelle 17.
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2.6 Nutzung von bereits publizierten Abbildungen

Alle verwendeten Abbildungen aus bereits publizierten Arbeiten stehen unter einer Open-
Access-Lizenz zur freien Nutzung zur Verfigung. Diese Abbildungen wurden in
Ubereinstimmung mit den entsprechenden Lizenzbestimmungen korrekt zitiert. Insbesondere
stehen einige der genutzten Publikationen unter der Creative Commons Attribution 4.0
International License (CC BY 4.0). Diese Lizenz erlaubt die Nutzung, Weitergabe, Anpassung,
Verbreitung und Vervielfaltigung in jedem Format oder Medium, sofern die urspriinglichen
Autoren und die Quelle angemessen genannt werden. Zudem muss ein Link zur Lizenz
angegeben werden, und es muss kenntlich gemacht werden, ob Anderungen an den
Materialien vorgenommen wurden. Weitere Informationen finden sich unter

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0.

2.7 Statistik

Die statistischen Auswertungen sowie die Erstellung der Diagramme wurden mithilfe des
Programms Prism 10 von GraphPad durchgefihrt. Die Daten wurden entweder als Mittelwert
+ SEM oder als Median mit Interquartilsabstand dargestellt. Die Normalverteilung der Daten
wurde mittels des D'Agostino & Pearson-Normalitatstests Uberprift. Fir den Vergleich
zwischen der Kontrollgruppe und der behandelten Gruppe bei normalverteilten Daten wurde
der parametrische, ungepaarte, zweiseitige t-Test verwendet. Bei nicht normalverteilten Daten
wurde die nichtparametrische Mann-Whitney-U-Statistik angewendet. Der Pearson-
Korrelationskoeffizientwurde zur Bestimmung der Korrelationen zwischen den verschiedenen
Parametern verwendet. Vor der Analyse wurden potenzielle Ausreiller, die den
Korrelationskoeffizienten beeinflussen konnten, mittels Prism 10 identifiziert und
ausgeschlossen. Werte mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet. Die Daten
wurden mit = fir p < 0,05, ** fur p < 0,01, *+x fir p < 0,001 oder =**** fur p < 0,0001

gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1 Erhohte Serum Chemokinspiegel bei chronischer HCV-Infektion

Wie einleitend ausgeflihrt, spielen Chemokine im Zuge von Entziindungsreaktionen als
Faktoren, die unter anderem die Chemotaxis von Immunzellen beeinflussen, eine relevante
Rolle und beeinflussen entsprechend am Ort des Entziindungsgeschehens die
Zusammensetzung eines Immuninfiltrates. Fur Patienten mit chronischer HCV-Infektion ist
beschrieben, dass abgesehen von Zytokinen wie IL-13 und TNF-a auch die
Serumkonzentrationen von Chemokinen wie CXCL8 erhoht sind. Dariber hinaus legen
Ergebnisse aus in vitro Studien nahe, dass HCV die Signalibertragung von
Wachstumsfaktoren derart beeinflusst, dass Faktoren wie insbesondere EGF unter dem
Einfluss von HCV zu relevanten Induktoren der Synthese von CXCR2-Liganden wie CXCL8
konvertieren.®®

Es sollte daher zunachst an den der Arbeitsgruppe zuganglichen Patientenkollektiven (siehe
Kapitel 2.5: Entnahme von Serumproben) geprift werden, ob die berichteten Veranderungen
der Serumkonzentrationen von Faktoren wie IL-1B, TNF-a und CXCL8 auch bei unseren
chronisch HCV-infizierten Patienten nachvollzogen werden kdnnen und inwieweit eine
erfolgreiche Eradikation die Serumlevel beeinflusst. Die Zusammensetzung der der
Arbeitsgruppe zuganglichen Kohorten im Hinblick auf Alter, Geschlecht und Viruslast der

Patienten ist in Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 16: Informationen von uiber die untersuchten Patientengruppen

Kontrolle HCV-positiv HCV-geheilt
Anzahl 45 136 129
Alter (MW £ SEM) 43 +13 52 +16 59+15
Geschlecht (%)
Manner 18 (40 %) 83 (61 %) 60 (55 %)
Frauen 27 60 %) 53 (39 %) 49 (45 %)
Viruslast (HCV) - 26 +13,5x 10° U/ ml -
HBV-Koinfektion (n) 0 8 (5 %) 5 (4 %)

In Ubereinstimmung mit der Literatur ergab die Analyse von Seren, dass bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion die Serumkonzentrationen von IL-13, CXCL8, EGF, TNF-a
und VEGF-A im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen signifikant erhéht sind (Abb.
9A — 9E).%6.77. 141,254 Dar(iber hinaus legen die in Abbildung 9F und 9G zusammengefassten
Ergebnisse nahe, dass auch die Serumkonzentrationen von NRG1 und AREG bei Patienten
mit einer chronischer HCV-Infektion im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen signifikant
erhoht sind (Abb. 9F und 9G). Interessant ist, dass fir die Serumkonzentrationen von

Epiregulin (EREG), anders als fir die anderen untersuchten Liganden der
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ErbB-Rezeptorfamilie, sich keine Unterschiede zwischen den untersuchten Patientengruppen
ergaben (Abb. 9H). Dies legt nahe, dass eine gewisse Selektivitat hinsichtlich der durch HCV
beeinflussten Wachstumsfaktoren besteht.

Bemerkenswert ist, dass nach erfolgreicher Therapie im Vergleich zu chronisch infizierten
HCV-Patienten zwar zu einer signifikanten Abnahme der Serumspiegelvon IL-13 und TNF-a
kam (Abb. 9A und 9D), jedoch im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe zu keiner
vollstdandigen Normalisierung derselben. Im Gegensatz hierzu war far die
Serumkonzentrationen von EGF, Neuregulin 1 (NRG1) und VEGF-A eine signifikante
Reduktion erst nach mehr als einem Jahr nach erfolgreicher Eradikation des Virus zu
beobachten (Abb. 9C und 9E), wahrend die Serumkonzentrationen von CXCL8 und AREG
(Abb. 9B und 9F) auch mehrere Jahre nach erfolgreicher Eradikation noch erhéht waren und
sich nicht wesentlich von denen chronisch HCV-infizierter Patienten unterschieden.
Anzumerken ist, dass es mit Ausnahme von Nrg1 (Abb. 9G) auch bei den Faktoren, die im
zeitlichen Verlauf nach erfolgreicher Eradikation signifikant in ihren Serumkonzentrationen
abfielen, zu keiner vollstandigen 'restitutio ad integrum' kam, sodass diese im Vergleich zu
gesunden Kontrollen immer noch erhéht waren.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass HCV die Erhohung der hier untersuchten Faktoren
uber verschiedene Mechanismen hervorruft und dass nur ein Teil derselben reversibel

ist.
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Abbildung 9: Eine chronische HCV-Infektion erhoht den Serumspiegel von IL-18, CXCL8, EGF, TNF-q,
VEGF-A, NRG1 und AREG. Seren von HCV-negativen Spendern (Kontrolle), Patienten mit chronischer HCV-
Infektion (HCV-positiv) und geheilten Patienten nach erfolgreicher viraler Eradikation (HCV-geheilt) wurden mittels
ELISA untersucht. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen. Signifikanzniveaus wurden mit dem
Mann-Whitney-U-Test berechnet. Fehlerbalken wurden basierend auf dem Median mit Interquartilsbereich
dargestellt. Die Daten wurden mit = fiirp < 0,05, #* flirp < 0,01, == flirp < 0,001 bzw. == flirp <0,0001 markiert.
Ns bedeutet nicht signifikant.
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3.1.1 Verlauf der Leberparameter im untersuchten Kollektiv nach erfolgreicher
HCV-Behandlung

Da ein Teil der vorangehend untersuchten Zytokine auch im Kontext der Leberschadigung
eine Rolle spielen bzw. Ausdruck derselben sein kdnnen, wurden mitder Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT) und der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) Parameter analysiert,
deren Konzentrationsanstieg im Serum Hinweis auf eine Leberschadigung ist.2%52%8 Dem
Stand der Literatur entsprechend waren die Serumkonzentrationen von GOT und GPT auch
in dem hier untersuchten Kollektiv bei Patienten mit chronischer HCV -Infektion im Vergleich
zu entsprechenden Kontrollen signifikant erhoht.?*® Nach erfolgreicher Eradikation nehmen
diese signifikantab, bleiben jedoch im Vergleich zu gesunden Kontrollen weiterhin erhoht. Erst
im mehrjahrigen Verlauf kommt es zumindest im Hinblick auf die GPT zu einer annahemd
vollstandigen Normalisierung (Abb. 10).>” Um einen Korrelationswert zum Grad der Fibrose zu
erhalten, wurde ergdnzend der Fibrose-4 Index (FIB-4 Score) fir chronisch HCV-infizierte und
erfolgreich geheilte Patienten berechnetund verglichen. Dieser Wert korreliert mit dem Grad
der Fibrose und kann daher als nicht-invasiver Parameter herangezogen werden, um den
Schweregrad einer Leberfibrose und deren Ubergang in eine Zirrhose abzuschéatzen. So
besteht bei einem Wert unter 1,45 ein niedriges Risiko fir eine fortgeschrittene Leberfibrose,
wahrend ein Wert von 3,25 auf ein erhdhtes Risiko fir eine fortgeschrittene Leberfibrose
hinweist. Werte im Zwischenbereich erfordern genauere Untersuchungen flr prazisere
Aussagen.?® Bei einigen der behandelten Patienten wurde ein FIB-4 Score Uber 3,25
festgestellt, was auf fortgeschrittenere Leberschaden hindeuten kénnte (Abb. 10C). Es wurde
jedoch kein signifikanter Unterschied im FIB-4 Score zwischen HCV-infizierten und erfolgreich
geheilten Patienten beobachtet.

Diese Befunde lassen annehmen, dass es erst im mehrjahrigen Verlauf nach
erfolgreicher Eradikation zu einer anndhernd vollstiandigen Riickbildung der durch die
Infektion mit dem Hepatitis C Virus hervorgerufenen Hepatitis kommt. Ferner belegen
die Befunde, dass in den hier untersuchten Kollektiven hinsichtlich einer
fortgeschrittenen Fibrose keine signifikanten Unterschiede zwischen Gesunden,
Patienten mit aktiver HCV-Infektion und solchen besteht bei denen HCV erfolgreich

eradiziert wurde.
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Abbildung 10: Leberparameter GOT und GPT bleiben trotz erfolgreicher Behandlung gegen das HCV
erhoht. A und B) Blutproben von HCV-negativen Spendem (Kontrolle), Patienten mitchronischer HCV -Infektion
(HCV-positiv)und geheilten Patienten nach erfolgreicherviraler Eradikation (HCV-geheilt)wurden auf GOT (A) und
GPT (B) untersucht. C) Der FIB-4 Score wurde fur Patienten mit chronischer HCV-Infektion (HCV-positiv) und
geheilten Patienten nach erfolgreicher viraler Eradikation (HCV-geheilt) errechnet. Die Punkte reprasentieren die
Werte einzelner Personen. Signifikanzniveaus wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Fehlerbalken
wurden basierend auf dem Median mit Interquartilsbereich dargestellt. Die Daten wurden mit = fiirp < 0,01 und
5% flr p < 0,0001 markiert. Ns bedeutet nicht signifikant.

3.1.2 Korrelationsanalysen zwischen Leberparametern, Wachstumsfaktoren,

Zytokinen und Chemokinen

Zur Untersuchung einer moglichen Korrelation zwischen den untersuchten Zytokinen,
Chemokinen, Wachstumsfaktoren und Leberschadigungsparametern als Hinweis auf einen
eventuellen Zusammenhang wurden erganzende Korrelationsanalysen durchgefuhrt. In
diesen ergaben sich fur Patienten mit chronischer HCV-Infektion insgesamt 17 signifikante
Korrelationen (Abb. 11). So bestand erwartungsgemaf eine signifikante Korrelation zwischen
GOT bzw. GPT und dem FIB-4-Score. Dariiber hinaus ergab sich eine positive Korrelation der
Serumkonzentration von IL-13 und GOT. Fiur alle anderen Faktoren, deren
Serumkonzentrationen hier bestimmt wurden, lieRen sich keine Korrelationen mit der Hohe
der Leberwerte bzw. dem FIB-4-Score nachweisen. Es wurden jedoch mehrere Korrelationen
untereinander identifiziert. Besonders bemerkenswert war die deutliche Korrelation zwischen
IL-18 und CXCL8, wobei beide auch signifikante Korrelationen mit den Wachstumsfaktoren
EGF, AREG und VEGF-A aufwiesen. Hervorzuheben ist, dass ausschlieRlich die
Serumspiegel von IL-13 positiv mit der Viruslast der Patienten korrelierten. Entsprechend kam
es hier auch zu einer signifikanten Abnahme der Serumkonzentrationen von IL-13 nach

erfolgreicher viraler Eradikation, wobei diese wie oben schon ausgefuhrt, zwar signifikant
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abnahmen, jedoch im Vergleich zu gesunden Kontrollen weiterhin signifikant erhéht waren.
Dabei weist die Tatsache, dass auch bei Patienten, die erfolgreich von einer HCV -Infektion
geheilt wurden, noch Korrelationen zwischen den Serumkonzentrationen von insgesamtneun
der untersuchten Parameter bestanden (Abb. 12), darauf hin, dass es nach Ausheilung der
Infektion allenfalls erst deutlich verzdgert zu einer 'restitutio ad integrum' und damit zu einer
vollstdndigen Normalisierung des Risikoprofils kommt. So bestanden auch nach erfolgreicher
Viruseradikation positive Korrelationen zwischen den Konzentrationen von CXCL8 im Serum
von Patienten mit ausgeheilter HCV-Infektion und denjenigen von IL-13, AREG, VEGF-A und
TNF-a. Die grafischen Darstellungen aller Analysen sind im Kapitel 8, Anhang, Abbildungen
1.1 bis 1.22, zu finden.
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Abbildung 11: Korrelationsanalysen zwischen Leberparametern, Wachstumsfaktoren und Chemokinen bei
chronischer HCV-Infektion.Zusammenfassung der Pearson-Korrelationskoeffizienten der jeweiligen
Korrelationen aller Serumspiegel der Chemokin und Wachstumsfaktoren sowie der gemessenen Leber Parameter.
Um eine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software Ausreiler identifiziert
und ausgeschlossen, da der Pearson-Korrelationskoeffizient sehr empfindlich gegeniber AusreiRern ist. Die
Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, * firp < 0,01, **x* firp
< 0,001 bzw. #*x*x fir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung 12: Korrelationsanalysen zwischen Leberparametern, Wachstumsfaktoren und Chemokinen
nach erfolgreicher viralen Eradikation. Zusammenfassung der Pearson-Korrelationskoeffizienten der jeweiligen
Korrelationen aller Serumspiegel der Chemokin und Wachstumsfaktoren sowie der gemessenen Leber Parameter.
Um eine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software Ausreif3er identifiziert
und ausgeschlossen, da der Pearson-Korrelationskoeffizient sehr empfindlich gegeniber AusreiRern ist. Die
Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, x flirp < 0,01, **x* firp
< 0,001 bzw. **x*x* fur p < 0,0001 markiert.

3.1.3 Eine HBV-Infektion fiihrt ebenfalls zu signifikant erhohten Chemokinen

und Wachstumsfaktoren

Ergédnzend zur Bestimmung der Serumkonzentrationen bei Patienten mit persistierenderHCV -
Infektion wurden die Konzentrationen ausgewahlter Zytokine auch bei Patienten analysiert, bei
denen eine chronische Hepatitis B Virus (HBV)-Infektion bestand. Ein bemerkenswertes
Ergebnis dieser Untersuchungen war, dass die Serumspiegelvon IL-13, CXCL8 und EGF bei
Patienten mit einer HBV-Infektion nicht nur gegenibergesundenKontrollen, sondern auchim
Vergleich zu denjenigen von Patienten mit einer chronischen Hepatitis C Infektion signifikant
erhéhtwaren (Abb. 13A — 13C). Hingegen waren die Serumspiegelvon TNF-a zwar, wie auch
bei Patienten mit chronischer Hepatitis C, im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhéht,
unterschieden sich jedoch nicht signifikant von denjenigen mit einer HCV-Infektion (Abb. 13).

Interessantist in diesem Kontext auch, dass auch bei Patienten mit einer HBV -Infektion eine
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positive Korrelation zwischen den Serumkonzentrationen von IL-18 und denjenigen von
CXCLS8 bestand (Kapitel 8. Anhang Abb. 2).

Diese Befunde legen nahe, dass es sich bei den beobachteten Veranderungen der
Serumkonzentrationen bestimmter Zytokine und Wachstumsfaktoren nicht um fiir eine
HCV-Infektion spezifische Veranderungen handelt, sondern dass diese sich auch im
Kontext einer chronischen HBV-Infektion nachweisen lassen. Ferner legt die positive
Korrelation der Serumkonzentrationen von IL-18 und CXCL8 die Vermutung nahe, dass
die chronische Hepatitis B Infektion Veranderungen in der Entziindungsreaktion des
Wirtsorganismus auslost, die mit denjenigen vergleichbar sind, die im Kontextder HCV -

Infektion beobachtbar sind.
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Abbildung 13: Eine Hepatitis B Infektion erhoht die Serumspiegel von IL-18, CXCL8, TNF-a und EGF. Seren
von HCV-negativen Spendern (Kontrolle), Patienten mit chronischer HCV -Infektion (HCV-positiv), sowie Patienten
mit einerHBV-Infektion (HBV positive) wurden mittels ELISA untersucht. Signifikanzniveaus wurden mitdemMann -
Whitney-U-Testberechnet. Fehlerbalken wurden basierend auf dem Median mitInterquartilsbereich dargestellt. Die
Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen. Die Daten wurden mit s flirp < 0,01, s fliir p < 0,001 bzw.
++x+ fir p < 0,0001 markiert. Ns bedeutet nicht signifikant.
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3.2 Das HCV reguliert die basale, IL-1B- und EGF-induzierte mRNA -
Expression von CXCR2-Liganden

Wie vorangehend bereits ausgeflihrt, sind die Serumspiegel von CXCLS8, IL-1p und EGF bei
Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden
signifikant erhdht (Abb. 9). Des Weiteren bestand eine positive Korrelation zwischen den
Serumspiegeln von CXCL8 und IL-1pB sowie EGF (Abb. 11 und 12). Wie bereits einleitend
erlautert, legt die aktuelle Literatur nahe, dass CXCR2-Liganden, insbesondere CXCL8, im
Rahmen der HCV-Infektion eine entscheidende Rolle zukommt. Insbesondere lassen
Untersuchungen an Zellen, die mit einzelnen HCV-Proteinen transfiziert wurden, vermuten,
dass das NS5A-Protein des Hepatitis C Virus die mRNA- und Proteinexpression von CXCL8
induziert und hierliber die antivirale Wirkung von Interferon (IFN) hemmt.?¢' Dass HCV eine
verstarkte Expression und Produktion von CXCL8 in der Wirtszelle hervorruft, belegen dabei
auch Untersuchungen der Arbeitsgruppe, die dies sowohl fir das subgenomische HCV -
Replikon als auch fur eine Infektion mit dem HCV Virusstamm JC1 nachweisen konnten.®
Dass CXCL8 mdaglicherweise tatsachlich eine interferon-antagonistische Wirkung hat, legen
die Ergebnisse von Untersuchungen nahe, in denen belegt werden konnte, dass erhdhte
Serumkonzentrationen von CXCL8 mit einem Nichtansprechen auf eine Interferontherapie
korrelieren.?®2 Vor dem Hintergrund der beobachteten Korrelationen und der Tatsache, dass
in Untersuchungen anderer sowie der Arbeitsgruppe bereits belegt werden konnte, dass HCV
die Expression und Produktion von CXCL8 in der Wirtszelle hervorruft, lag es nahe zu priifen,
ob HCV die durch andere Stimuli induzierte Expression und Produktion von CXCLS8
beeinflusst. Hierzu wurden Huh 9.13 Zellen, die ein vom Genotyp | abgeleitetes
subgenomisches HCV-Replikon beherbergen, sowie Huh 7.5-Zellen, die mit dem vom
Genotyp 2 abgeleiteten JC1-Stamm infiziert wurden, mit IL-13 oder EGF stimuliert und die
Chemokin-Expression auf Transkriptionsebene analysiert. In Ubereinstimmung mit
Vorbefunden der Arbeitsgruppe fihrte sowohl die Prasenz des subgenomischen HCV-
Replikons als auch die Infektion mit HCV im Vergleich zu entsprechenden Kontrollzellen zu
einer signifikanten Heraufregulation der basalen transkriptionellen Expression von CXCL8
(Abb. 14A und 14C) sowie der basalen Expression anderer CXCR2-Liganden wie CXCL1,
CXCL2 und CXCL3 (Kapitel 8, Anhang Abb. 3.1 und 3.2). Zuséatzlich konnte eine signifikant
verstarkte Induktion der Expression von CXCL8 durch IL-13 und EGF sowohlin der Replikon-
Zelllinie Huh 9.13 als auch in der Infektionszelllinie Huh 7.5 JC1 beobachtetwerden (Abb. 14B
und 14D). Auch die durch IL-1B3- und EGF-induzierte Expression von CXCL1, CXCL2 und
CXCL3 war im Vergleich zur basalen Expression in Gegenwart des HCV-Replikons sowie
nach Infektion mit dem HCV-Stamm JC1 signifikant erhéht (Kapitel 8, Anhang Abb. 3.1 und

3.2).Dabei sind die Effekte von HCV auf die Chemokinexpression im Replikonsystem, welches
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ehereiner chronischen Infektion entspricht, prominenterals im Falle der akuten HCV-Infektion.
Fur die Chemokine CXCL4, CXCL5, CXCL6 und CXCL7 konnten hingegen keine
vergleichbaren Veranderungen durch eine HCV-Infektion hervorgerufen werden.

Diese Ergebnisse belegen, dass sowohl IL-1B als auch EGF die transkriptionelle
Expression von CXCR2-Liganden in hepatozytaren Zellen induzieren konnen und dass
sowohl die basale als auch die induzierbare Expression von CXCR2-Liganden in
Gegenwart von HCV signifikant verstarkt wird. Es ist daher gut vorstellbar, dass die bei
chronisch HCV-infizierten Patienten beobachteten erhohten Serumkonzentrationen von
CXCL8 durch den Einfluss von HCV auf die basale sowie induzierbare Expression
derselben in der Wirtszelle mitbedingt sind. Die molekularen Mechanismen, tliber die
HCV die basale bzw. induzierte Expression von CXCR2-Liganden beeinflusst, sind
unklar. Zum Teil noch unveroéffentlichte Befunde der Arbeitsgruppe lassen annehmen,
dass der Aktivierung von NF-kB sowie der Dysregulation endogener Inhibitoren der

EGFR-vermittelten Signaliibertragung in diesem Kontext eine Bedeutung zukommt.
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Abbildung 14:Das HCV reguliert die basale, IL-18- und EGF-induzierte mRNA-Expression von CXCLS.
Huh 9.13 Replikon- (A und C) oder infizierte Huh 7.5-JC1-Zellen (B und D), im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollen, wurden flr acht Stunden mit 5 U/ml IL-13 (A und B) oder 40 ng/ml EGF (C und D) stimuliert. Die
quantitativen PCR-Ergebnisse wurden unter Anwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert
Die Ergebnisse werden als Bruchteile des normalisierten Wertes derKontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetztwurde,
und die Daten werden als Mittelwert + SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests
berechnet. Die Daten wurden mit =+ fiir p < 0,0001 markiert, sofern eine Signifikanz vorliegt.
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3.3 Fur das CXCL8-Gen konnten 56 potenziellen Transkriptions-

faktoren identifiziert werden

Ziel der weiterfihrenden Untersuchungen war es die molekularen Mechanismen tiberdie HCV
die transkriptionelle Expression von CXCR2 Liganden und hierbei insbesondere von CXCL8
verstarkt. Hierzu erfolgte eine in siliko Analyse potenzieller Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen in der 5° regulatorischen Region des CXCL8 Gens.

Zur ldentifizierung potenzieller Transkriptionsfaktoren fiir die CXCL8-Expression wurde die
Software Promo verwendet. Promo ist ein virtuelles Labor zur Identifizierung vermuteter
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen (TFBS) in DNA-Sequenzen. Die in der TRANSFAC-
Datenbank festgelegten Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen (TFBS) werden genutzt, um
spezifische Gewichtungsmatrizen fiir die Prognose von TFBS zu erstellen.?3 264 Mit Hilfe der
Software konnten 56 Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die moglicherweise eine
Bindungsstelle in der Promotorregion von CXCL8 aufweisen (Abb. 7). Nach eingehender
Literaturrecherche wurden zwolIf Transkriptionsfaktoren ausgewahlt, die in weitergehenden
Untersuchungen analysiert werden sollten. Die folgenden Kapitel widmen sich den
Ergebnissen einerdetaillierteren Untersuchung der Transkriptionsfaktoren NKRF, Oct1, c-Fos,
c-Jun, Fos-verwandtes Antigen 1 (Fral1), c-Myb, Interferon-Regulationsfaktor 1 (IRF1),
aktivierender Transkriptionsfaktor 3 (ATF3), Signallibertrager und Aktivator der Transkription
1 (STAT1B), Ying Yang 1 (YY1) sowie Hepatozyten-Nuklearfaktor 1A und 1B (HNF-1A
und HNF-1B).

Wie einleitend bereits erdrtert, kbnnen NKRF und Oct1 an der Unterdriickung spezifischer
NF-kB-Zielgene beteiligt sein, darunter auch CXCL8.2%° Dabei sind sowohl fiir Oct1 als auch
fir NKRF in der Promotorregion von CXCL8 potenzielle Bindungsstellen beschrieben. 265 267
Der Zusammenhang im Kontext der Signallibertragung von IL-13 sowie der Einfluss von HCV
daraufwurde bislang jedoch nicht untersucht. Zusatzlich zur Repression von NF-kB kann Oct1
auch die Transkriptionsaktivitdt des AP-1 Komplexes regulieren. Es ist denkbar, dass diese
Faktoren bzw. Signalmechanismen auch im Kontext der Aktivierung des CXCL8-Promoters
durch IL-1B und EGF in Hepatozyten eine Rolle spielen, wobei dieser Aspekt bislang nicht im
Detail untersucht wurde. Der AP-1 Komplex, welcher neben NF-kB ebenfalls als relevant fir
die Regulation der CXCL8-Expression beschrieben wurde, setzt sich unter anderem aus
c-Fos, c-Jun und Fra1 zusammen.?®® C-Myb ist ein sequenzspezifisches DNA-bindendes
Protein, das die Expression von Genen reguliert, die an der Zellproliferation und
Differenzierung beteiligt sind.?%° Bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion wurde bereits
eine verminderte Expression von c-Myb beschrieben.?’? IRF1 spielt eine entscheidende Rolle
bei der Vermittlung der Immunantwort wahrend einer Infektion und steht in enger Verbindung

mit NF-kB 271272
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ATF3 gehort zur Familie der aktivierenden Transkriptionsfaktoren/CREB-Proteine (CAMP-
reaktive Element-bindende Proteine) bei Sdugetieren. Mehrere Studien haben bereits belegt,
dass CREB fiir die Regulation der CXCL8-Expression eine wichtige Rolle spielen kann.?*
STAT1B, ein Mitglied der STAT-Familie, fungiert im IFN-Signalweg und spielt eine zentrale
Rolle bei vielen IFN-abhangigen biologischen Reaktionen. IFN kénnen die Expression von
CXCL8 induzieren.?” YY1 ist ein multifunktionales Protein, das je nach zellularem Kontext die
Genexpression aktivieren oder unterdricken kann. Es wird mit Lebererkrankungen in
Verbindung gebracht, die auch Folgen einer HCV-Infektion sein kénnen.?’* HNF-1A und
HNF-1B spielen eine wesentliche Rolle beider Regulation von Lebergenen sowie beider HCV -
Genexpression und Subgenom-Replikation.?’® Beziiglich der Expression von CXCL8 ist ihre
Rolle derzeit unbekannt.

Zusammenfassend wurden zwdlf Transkriptionsfaktoren identifiziert, die
moglicherweise in die Verstarkung der basalen wie auch induzierbaren Expression des
CXCL8 Gens durch HCV von Bedeutung sein kénnten.

, , I . . [ CXCL8 Gen |

-500 -400 -300 -200 -100

Faktoren, die innerhalb einer Unahnlichkeitsspanne von héchstens 15 % vorhergesagt wurden:
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Abbildung 15: 56 potenzielle Transkriptionsfaktoren, die an der Expression von CXCLS8 beteiligt sein
konnten. Fur die Bestimmung potenzieller Transkriptionsfaktoren fir die Expression von CXCL8, wurde die
Promotorsequenz von CXCLS8 in die Software Promo eingegeben.253.264 Daraufhin prognostizierte die Software 56
Faktoren, die moglicherweise eine Bindung an den Promotor aufweisen kénnten. Die Sequenz gibt an, wo jeder
Transkriptionsfaktoreine potenzielle Bindungsstelle in der Promotorsequenz haben kdnnte. (Darstellung mod ifiziert
von Farre et al. und Messeguer et al.)
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3.3.1 HCV beeinflusst die Expression von Transkriptionsfaktoren auf

transkriptioneller Ebene

Um zu untersuchen, ob das HCV einen direkten Einfluss auf einen der zuvor bestimmten
Transkriptionsfaktoren ausubt, wurden HCV-Replikon-Zellen (Huh 9.13) sowie Zellen, die mit
dem JC1-Virus infiziert wurden (Huh 7.5 JC1), sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene
analysiert und mit entsprechenden Kontrollen verglichen. In sowohldem Replikon-System als
auch dem Infektionssystem konnte eine signifikante Steigerung der transkriptionellen mRNA-
Expression von c-Fos, c-Jun, Fra1, IRF1 und ATF3 detektiert werden (Abb. 16A — 16E und
17A—-17B). Im Gegensatzdazu fuhrte die Prasenzbzw. Infektion mit HCV zu einer reduzierten
Expression der Transkripte von c-Myb, NKRF und Oct1 (Abb. 16F — 16H und 17F — 17H),
wahrend der Expression der Transkriptionsfaktoren YY1, STAT183, HNF-1A und HNF-1B auf
Transkriptebene unbeeinflusst blieb (Abb. 161 - 16L und 171 - 17L).

Interessant ist, dass die Induktion der Expression von c-Fos, c-Jun und ATF3 insbesondere
durch eine akute Infektion mit HCV heraufreguliert wird (Abb. 16A, 16B, 16D und Abb. 17A,
17B und 17D) und weniger ausgepragt durch das Replikonsystem. Hingegen war die
reduzierte Expression von NKRF, Oct1 und c-Myb zwar in beiden experimentellen Settings
signifikant reduziert, jedoch vorrangig im Replikonsystem zu beobachten. Auf Proteinebene
konnte auch nach Evaluation mehrerer Antikdrper kein geeigneter Antikdrper fir die
Untersuchung von Oct1 im Immunblot identifiziert werden. Hingegen konnte die
Herabregulation von NKRF sowie die Heraufregulation von c-Jun auch auf Proteinebene
nachgewiesen werden (Abb. 18A und 18B). Die HCV-bedingte Heraufregulation von Fra1 auf
Transkriptebene konnte auf Proteinebene nicht nachvollzogen werden (Abb. 18C).
Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass HCV die Expression von
Transkriptionsfaktoren signifikant beeinflusst. Dabei spielen insbesondere c-Jun,
c-Fos, NKRF und Oct1 eine relevante Rolle fiir NF-kB- und AP-1-abhédngige Signal-

ubertragungsprozesse.?¢5268
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Abbildung 16: Das HCV verstarkt direkt die Expression der Transkriptionsfaktoren c-Fos, c-Jun, Fra1, IRF1
und ATF3im Replikon-System,wéahrend es die Expression von c-Myb, NKRF und Oct1 signifikantreduziert.
Die Faktoren wurden in Huh-Zellen, mitdem HCV-Replikon (Huh 9.13)oderin Huh7-Zellen als Kontrolle analysiert.
Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden unter Anwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA
normalisiert. Die Ergebnisse werden als Bruchteile des normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedriickt, die auf 1
gesetzt wurde, und die Daten werden als Mittelwert + SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann -
Whitney-U-Tests berechnet. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, #* flirp < 0,01, **x fliirp< 0,001 und **xxflrp <
0,0001 markiert, sofern eine Signifikanz vorliegt.
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Abbildung 17: Das HCV verstarkt direkt die Expression der Transkriptionsfaktoren c-Fos, c-Jun, Fra1, IRF1
und ATF3im Infektionssystem,wahrend es die Expressionvon c-Myb, NKRF und Oct1 signifikantreduziert.
Im Rahmen der Untersuchung wurden die Faktoren in Huh 7.5-Zellen, die entweder mitdem JC1-Virus (MOI = 1)
infiziertwurden (Huh 7.5 JC1), oder als Kontrolle in Huh 7.5-Zellen analysiert. Die quantitativen PCR-Ergebnisse
wurden unter Anwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die Ergebnisse werden als
Bruchteile des normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedrickt, die auf 1 gesetzt wurde, und die Daten werden als
Mittelwert + SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. Die Daten wurden
mit * flirp < 0,05, ** flirp < 0,01, **x flirp < 0,001 und **x*x flirp <0,0001 markiert, sofern eine Signifikanz vorliegt.
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Abbildung 18: HCV moduliert die Protein Expression von c-Jun, NKRF.Western Blots wurden bei Zellen mit
dem das subgenomische HCV-Replikon (Huh 9.13) und Kontrollzellen (Huh 7) durchgefihrt. A bis C zeigen
reprasentative Inmunoblots aus mindestens drei unabhangigen Experimenten. D bis E zeigen densitometrische
Berechnungen der entsprechenden Immunoblots. Die Gesamtproteinexpression wurde relativ zur Expression des
Referenz-B-Actins berechnet. Die Ergebnisse werden als Bruchteile des normalisierten Wertes der Kontrolle
ausgedrickt, die auf 1 gesetzt wurde, und die Daten werden als Mittelwerte + SD dargestellt. Die Signifikanz wurde
mittels des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. Die Daten wurden mit* firp < 0,05, ** firp < 0,01, *** firp < 0,001
und *** fiir p < 0,0001 markiert, sofern eine Signifikanz vorliegt.

3.3.2 IL-1B induziert die transkriptionelle Expression von c-Jun, c-Fos, c-Myb,
Fra1, ATF3 und IRF1

Wie oben bereits demonstriert, sind die IL-1B-Serumspiegel bei Patienten mit chronischer
HCV-Infektion erhoht (vgl. Kapitel 3.1). Zusatzlich ist bekannt, dass IL-18 neben CXCLS8 eine
Vielzahl anderer Faktoren induziert.?’® 277 Um die potenzielle Auswirkung von IL-1B auf die
zuvor analysierten Transkriptionsfaktoren zu bestimmen, wurden sowohl HCV -Replikon Zellen
(Huh 9.13), als auch Kontrollen (Huh 7) mit IL-1B stimuliert und mittels gPCR analysiert. Um
eine prazisere Aussage Uberdie IL-1B-abhangige Induktion zu treffen, wurden die Zellen tiber
einen Zeitraum von einer bis 48 Stunden mit 5 U/ml IL-1 stimuliert.

Bereits eine Stunde nach der Stimulation mit IL-1p lie3 sich ein signifikanter Anstieg von c-Jun
und c-Fos nachweisen. Beide erreichten ihre hochste Expression nach acht Stunden und
nahmen kontinuierlich ab, bis sie nach 24 Stunden wieder auf das Expressionsniveau ohne
Stimulation zurickgingen (Abb. 19A und 19B). Im Gegensatz dazu wies c-Myb erst nach acht
Stunden einen deutlichen Anstieg auf und blieb selbst nach 48 Stunden im Vergleich zur nicht
stimulierten Kontrolle deutlich erhoht (Abb. 19C). Dagegen wurde die transkriptionelle
Expression von Fra1, ATF3 und IRF1 im Beobachtungszeitraum nur transient induziert und

erreichte ein Maximum vier bis sechs Stunden nach der Stimulation. Nach acht Stunden war
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eine kontinuierliche Abnahme der durch IL-1B induzierten Expression zu beobachten (Abb.
20A bis 20C). Nach 48 Stunden wiesen Fra1, ATF3 und IRF1 ein Niveau auf, das dem der
nicht stimulierten Kontrollzellen entsprach (Abb. 20). Interessant ist, dass die Stimulation mit
IL-1B den Einfluss des subgenomischen HCV-Replikons auf die Expression der untersuchten
Transkripte nicht veranderte. IL-1B hatte keinen Einfluss auf die Expression von NKRF, Oct1
und YY1 (Daten nicht dargestellt).

STAT1B, HNF-1A und HNF-1B wurden nicht weiter untersucht, da sich bei ihnen, im
Gegensatz zu den anderen Faktoren, kein Hinweis auf eine Beeinflussung durch HCV auf
Transkriptebene ergab (vgl. Kapitel 3.3.1). Angesichts dessen, dass die meisten Faktoren ihre
maximale Expression nach ungefahr acht Stunden erreichten, wurde fiir samtliche
nachfolgenden Experimente eine Stimulationsdauer von acht Stunden festgelegt.

Die Ergebnisse legen nahe, dass IL-13 die Expression verschiedener Transkriptions-
faktoren induzieren kann und dass sowohl die basale als auch die induzierbare

Expression derselben durch HCV beeinflusst wird.
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Abbildung 19: IL-1B induziert die transkriptionelle Expression von c-Fos, c-Jun und c-Myb. Die mRNA-
Expression von c-Fos, c-Jun und c-Myb wurde mittels qRT-PCRin Zellen mitdem subgenomischen HCV-Replikon
(Huh 9.13) analysiert und mit entsprechenden Kontrollzellen verglichen. Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden
unter Verwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die Ergebnisse werden als Bruchteile
des normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetzt wurde. Die Daten werden als Mittelwerte +
SD von mindestens drei unabhangigen Experimenten dargestellt. Die statistische Signifikanzwurde mitdem Mann-
Whitney-U-Test ermittelt. Sterne (*) ohne Linien markieren Unterschiede zwischen den stimulierten Zellen im
Vergleich zu den entsprechenden nicht stimulierten Kontrollzellen. Signifikante Unterschiede zwischen dem
Replikon-System und den Kontrollzelllinien sind durch Sterne (*) mit Linien markiert.
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Abbildung 20: IL-18 induziert die transkriptionelle Expression von ATF3, IRF1 und Fra1l. Die mRNA-
Expression von ATF3, IRF1 und Fra1 wurde mittels qRT-PCR in Zellen mit dem subgenomischen HCV-Replikon
(Huh 9.13) analysiert und mit entsprechenden Kontrollzellen verglichen. Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden
unter Verwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die Ergebnisse werden als Bruchteile
des normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetzt wurde. Die Daten werden als Mittelwerte £

SD von mindestens drei unabhangigen Experimenten dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann -Whitney-
U-Tests berechnet. Sterne (*) ohne Linien markieren Unterschiede zwischen den stimulierten Zellen im Vergleich

zu den entsprechenden nichtstimulierten Kontrollzellen. Signifikante Unterschiede zwischen dem Replikon -System
und den Kontrollzelllinien sind durch Sterne (*) mit Linien markiert.
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3.4 Die Verstarkung der basalen wie auch der IL-1B-induzierten
Expression von CXCR2-Liganden involviert sowohl AP-1 als

auch NF-kB vermittelte Signale

Die Relevanz der identifizierten Faktoren, deren Expression durch HCV sowie teilweise auch
durch IL-18 moduliert wird, fir den Einfluss von HCV auf die basale und induzierbare
Expression von CXCL8 wurde weitergehend mit Hilfe von Inhibitoren bzw. Gen-Knockdown
mittels spezifischer siRNA untersucht. Vorbefunde der Arbeitsgruppe legen nahe, dass die
basale und induzierbare Expression der CXCL8-mRNA durch einen Gen-Knockdown der
NF-kB-Untereinheit p65 mittels spezifischer siRNA deutlich reduziert wird. Allerdings lieRen

sich hierdurch die verstarkenden Effekte von HCV nur partiell aufheben.?52

3.41 Fur die IL-1B induzierte transkriptionelle Regulation der CXCLS8-
Expression sowie fiir den Einfluss von HCV hierauf spielt der AP-1

Komplex eine relevante Rolle

Neben NF-kB ist auch der AP-1 Komplex in die transkriptionelle Regulation von CXCL8
involviert.?®® Zu den zentralen Komponenten, aus denen sich der AP-1 Komplex
zusammensetzt, gehdren unter anderem c-Jun und c-Fos. Deren Expression kann sowohl
durch HCV als auch durch IL-1B heraufreguliert werden (Abb. 19).278

Um zu untersuchen, ob AP-1 ebenfalls eine wichtige Rolle fiir den Einfluss von HCV auf die
basale wie auch die IL-1B-induzierbare Expression von CXCL8 spielt, wurden zunachst
Inhibitor Versuche durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden Zellen mit dem subgenomischen
HCV-Replikon sowie entsprechende Kontrolizellen mit einem AP-1 Inhibitor und IL-1
behandelt. Die Behandlung mit dem AP-1 Inhibitor flihrte zu einer signifikanten Reduktion der
basalen und der IL-1B-induzierbaren Expression von CXCL8 sowohl in den Huh 9.13-Zellen
als auch in den Huh 7-Kontrollzellen (Abb. 21). Allerdings lief3 sich der verstarkende Einfluss
von HCV, insbesondere auf die IL-1B-induzierte Expression von CXCL8, durch Hemmung von
AP-1 nur teilweise beeinflussen.

Die Ergebnisse legen nahe, dass der AP-1 Komplex eine Rolle bei der transkriptionellen
Regulation der CXCL8-Expression sowohl durch IL-18 als auch durch HCV spielen

konnte.
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Abbildung 21: Der AP-1 Komplex ist an der HCV induzierten CXCL8 Expression beteiligt. Zellen, die das
subgenomische HCV-Replikon (Huh 9.13) tragen, sowie entsprechende Kontrollzellen (Huh 7) wurden neun
Stunden lang mit 100 nm des AP-1 Inhibitors SR 11302 und acht Stunden lang mitfinf U/ml IL-1 behandelt. Die
mRNA-Expression von CXCL8 wurde mittels gqRT-PCR analysiert und verglichen. Die quantitativen PCR-
Ergebnisse wurden unter Verwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die Ergebnisse
wurden als Bruchteile des normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedrickt, die auf 1 gesetzt wurde, und die Daten
wurden als Mittelwert + SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. Daten
mit einem Stern (*) wurden markiert, um eine Signifikanz bei p < 0,05 zu kennzeichnen.

Um zu bestimmen, welche Komponenten des AP-1 Komplexes fiir die Regulation der CXCL8-
Expression durch IL-18 und deren Modulation durch HCV verantwortlich sind, wurden
Versuche mit selektivem Knockdown von c-Fos oder c-Jun mittels spezifischer siRNA
durchgefuhrt. Wie in Abbildung 22 dargestellt, flihrt der Gen-Knockdown von c-Fos und c-Jun
annahernd zu einer vollstdndigen Aufhebung des verstarkenden Effekts von HCV auf die
basale Transkript Expression von CXCL8 und zu einer signifikanten Reduktion der
IL-1B-induzierten CXCL8-Expression. Hierbei war jeweils die Herabregulation der Expression
von c-Fos oderc-Jun ausreichend, wahrend eine kombinierte Herabregulation beider Faktoren
keinen additiven Effekt hatte (Abb. 22E).

Nach der Herunterregulation von c-Fos und c-Jun in Replikonzellen wurde zusatzlich eine
Verringerung der Expression von CXCL1 und CXCL2 festgestellt (Kapitel 8, Anhang Abb. 4).
Auf die Expression von CXCL3 konnte kein signifikanter Effekt durch die Herunte rregulation
der Komponenten von AP-1 detektiert werden.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin, dass der AP-1 Komplex vor allem
fir die Heraufregulation der basalen Expression von CXCL8 durch HCV eine wichtige
Rolle spielt und auch an der IL-1B-induzierten Heraufregulation der CXCL8-Expression

beteiligt ist.
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Abbildung 22: C-Fos und c-Jun sind essenzial fiir die Modulation von CXCL8.Die Expression von CXCL8
mRNA wurde mittels qRT-PCR in Huh9.13- oder Huh7.5-Zellen, die mit dem HCV JC1-Stamm (MOI = 1) infiziert
waren,analysiertund mitentsprechenden Kontrollzellen verglichen. Die Zellen wurden 48 Stunden mitspezifischer
SiRNA gegen c-Fos oder c-Jun behandeltund anschlieRend firacht Stunden mit finf U/ml IL-1B behandelt. Die
quantitativen PCR-Ergebnisse wurden unter Verwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert.
Die Ergebnisse wurden als Bruchteile des normalisierten Wertes derKontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetztwurde,
und die Daten wurden als Mittelwert £ SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann -Whitney-U-Tests
berechnet. Die Daten wurden mit* fiir p < 0,05, ** fiirp < 0,1, *** fir p < 0,001 und **** fiir p < 0,0001 markiert,
sofern eine Signifikanz vorliegt.
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3.4.2 Oct1 und NKRF supprimieren die Expression von CXCR2-Liganden

Zusatzlich zu NF-kB und dem AP-1 Komplex sind noch weitere Faktoren bekannt die fir die
Regulation der CXCL8 eine Rolle spielen. Ein entscheidender Faktor, der sowohl NF-kB als
auch den AP-1 Komplex beeinflussen kann, ist Oct1.27%:280 F{ir Oct1 ist beschrieben, dass es
an eine Promotorsequenz der 5'-regulatorischen Region des CXCL8 Gens bindet und
hierdurch die Bindung des Transkriptionsfaktors C/EBP an diese Region verhindert. Im Falle
einer Aktivierung wird Oct1 Uber noch unklare Mechanismen durch C/EBP ersetzt und
ermoglicht so die Rekrutierung des Co-Aktivators CBP/p300, was zu einer Histon-
Hyperacetylierung und einer Umgestaltung des Chromatins fiihrt. Dies ist Voraussetzung fir
die Bindung des transkriptionellen Aktivator-Kkomplexes, der AP-1 und NF-kB beinhaltet und
die Aktivierung der Transkription des CXCL8-Gens.'8¢ Zusatzlich kann NKRF mit negativ
regulatorischen Elementen interagieren und hieriiber die NF-kB-vermittelte transkriptionelle
Aktivierung des CXCL8-Gens hemmen.?8" Das bedeutet, dass sowohl Oct1 als auch NKRF
als negative regulatorische Faktoren der CXCL8-Genexpression wirken kdnnen, indem sie die
Funktion von NF-kB bzw. des AP-1 Komplexes inhibieren. Um die Bedeutung von Oct1 und
NKREF fur die HCV- und IL-1B-induzierte CXCL8-Expression zu untersuchen, wurden siRNA-
Versuche mit beiden Faktoren durchgefuhrt und geprift, ob sie die Wirkung von HCV
simulieren kénnen bzw. die transkriptionelle Aktivierung des CXCL8-Gens durch HCV
und/oder IL-1B verstarken. Interessanterweise flihrt sowohl der Gen-Knockdown der
Genexpressionvon Oct1 als auch von NKRF zu einer signifikanten Steigerung der basalen
Transkription des CXCL8-Gens (Abb. 23). Dieser Effekt lasst sich durch den kombinierten
Gen-Knockdown beider Faktoren noch verstarken. Dabei ist bereits der Gen-Knockdown von
NKRF bzw. Oct1 allein in der Lage, den Einfluss von HCV auf die basale Genexpression von
CXCL8 zu simulieren, wobei der Einfluss des HCV-Replikons auf die Genexpression nur
unwesentlich durch den zusatzlichen Gen-Knockdown eines der beiden Faktoren steigerbar
ist. Dies verhalt sich im Falle der akuten Infektion mit dem JC1-Virus anders, da hier der Gen-
Knockdown eines der beiden Faktoren und die zusatzliche Infektion der Zelle mit dem JC1-
Virusstamm zu einer synergistischen Verstarkung der transkriptionellen Expression des
CXCL8-Gens fuhrt. Diese Differenzlasst sich am ehesten durch die Tatsache erklaren, dass
die Herabregulation der Genexpression von NKRF und Oct1 im Replikon-System, und damit
in einem Setting, welches vorwiegend durch die chronische Expressionvon HCV-Proteinen in
der Wirtszelle gekennzeichnet ist, deutlich starker ausfallt als im akuten Infektionssystem.
Vergleichbare Einflisse des Gen-Knockdowns von Oct1 oder NKRF lassen sich fir die
Aktivierung der CXCL8-Genexpression durch IL-13in Gegenwartoder Abwesenheitdes HCV-
Replikons bzw. des HCV-Virus beobachten, wobeihier sowohl der Gen-Knockdown von Oct1

als auch der von NKRF oder der kombinierte Gen-Knockdown die transkriptionelle Aktivierung
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des CXCL8-Gens durch IL-1B synergistisch beeinflussen (Abb. 23E). Die Suppression der
Genexpression der Faktoren c-Myb, YY1, ATF3, IRF1 und Fra1 mittels siRNA hatte keinen
nachweisbaren Einfluss auf die Expression von CXCL8 (Daten nicht dargestellt).

Diese Ergebnisse legen nahe,dass HCV durch die Modulation negativer Regulatoren zu
einer veranderten Aktivierung von NF-kB und AP-1 fiihrt und lber die konsekutiv

veranderte Genexpression die intrazellulaire Kommunikation modifiziert.

>k
200 CXCL8 o 250 CXCL8 ——
= 1
= * Huh7 | a— = * Huh7 (I ——
= = .
g s ® Huh 813 o e | g s 2004 * Huh9.13 T .
2 £ 150 I 1 . ‘= E = =1
c £
w5 &0
> H
= LY
oo e 150
-] . x5
w N 100 w N
% 5%
&= 2 100 s
= ET
~E 50 % . —E
23 25 50
z . . £ ? ¥ ;
.
(e . & ‘-‘ & ’ 0le-8 T ‘
siKontrolle - - + + - - siKontrolle - - + + - -
si0ctl - - - - + + siNKRF - - - - + +
IL-1B - + - + - + IL-1B - + - + - +
C . D
* ok
604 CXCL8 [ — 804 CXCLB —
s | Hun7s * T |® Huinis 1
= E - I = - |—|
E? g ® Huh 7.5JC1 N Eg 604 & Huh7.5JC1 I EE: I .
a5 @ E
g! 40 o L] E!
= x .
] @ R g
=
i ' ; :
X w w0
Eg 201 Eg .
= E L4 i — E 204
13 P E .
- * ; a [ * ® ; ; ‘% L4
0-lmm 0l
siKontrolle - - + + - - siKontrolle - - + + - -
si0ctl - - - - + + siNKRF - - - - + +
[[IET: + - + - + [[IET: + - + - +
*
3004 CXCLB8
* |
c 2 ok | .
S e | | ® Huh7
(]
2 § 200 ** ®® & Huh9.13
X [ ] F
2
w o . .
EE * -I- %. e o®
s
£ = 100 . . . :TD
= E * oe : g * 3 ¢ .
£s H & e 4 .
< a " e ° &
L
ol m .
si0ct1 4 = + = + = + = + + + +
SINKRF - + - + - + - + + o+ + o+
IL-1p - - - - + + + + - - + +

Abbildung 23: Oct1 und NKRF sind negative Regulatoren fiir CXCL8. Die Expression von CXCL8 mMRNA wurde
mittels gRT-PCRin Huh9.13-oderHuh7.5-Zellen, die mitdem HCV JC1-Stamm (MOI = 1) infiziertwaren, analysiert
und mit entsprechenden Kontrollzellen verglichen. Die Zellen wurden 48 Stunden mit spezifischer SIRNA gegen
Oct1 oder NKRF behandeltund anschlieRend fiiracht Stunden mitfiinf U/ml IL-1B behandelt. Die quantitativen
PCR-Ergebnisse wurden unter Verwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die
Ergebnisse wurden als Bruchteile des normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetzt wurde,
und die Daten wurden als Mittelwert + SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann -Whitney-U-Tests
berechnet. Die Daten wurden mit * fiir p < 0,05, ** firp < 0,01, *** fir p < 0,001 und **** fiir p < 0,0001 markiert,
sofern eine Signifikanz vorliegt.
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3.5 EGF induziert die transkriptionelle Expression von c-Jun,
c-Fos, c-Myb, Fra1, ATF3 und IRF1

Wie oben bereits demonstriert und in vorangehenden Arbeiten der Arbeitsgruppe belegt, sind
die Serumspiegelvon EGF bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion ebenfalls erhdht (vgl.
Kapitel 3.1). Ferner legen Befunde der Arbeitsgruppe nahe, dass EGF, insbesondere im
Kontext der HCV-Infektion, die Expression von CXCL8 in der Wirtszelle heraufreguliert.®®
Daruber hinaus werden durch EGF kontext- und zelltypabhangig eine Reihe anderer Faktoren
induziert.282. 283

Um die potenzielle Auswirkung von EGF auf die in Kapitel 3.3 analysierten
Transkriptionsfaktoren zu bestimmen, wurden sowohl Huh 9.13- als auch Huh 7-Zellen mit
40 ng/ml EGF Uber einen Zeitraum von einer bis 48 Stunden stimuliert und mittels qPCR
analysiert. Bereits eine Stunde nach der Stimulation mit EGF lie? sich ein signifikanter Anstieg
der Transkripte von c-Jun und c-Fos nachweisen. Erst nach 24 Stunden ging die Expression
beider Faktoren wieder zuriick, sodass sie nach 48 Stunden fast auf dem Niveau ohne
Stimulation waren (Abb. 24A und 24B). Im Gegensatz zu IL-1B konnte keine Induktion der
c-Myb-Expression durch EGF beobachtet werden (Daten nicht dargestellt). Die
Heraufregulation der transkriptionellen Expression von Fra1, ATF3 und IRF1 in Reaktion auf
die Stimulation mit EGF erreichte ein Maximum nach acht Stunden Stimulationsdauer. Nach
24 bis 48 Stunden ging die Expression ebenfalls auf das Niveau ohne Stimulation zuriick (Abb.
25A — 25C). Interessant ist, dass die Stimulation mit EGF den Einfluss des subgenomischen
HCV-Replikons auf die Expression untersuchter Transkripte nicht verandert.

EGF hatte keinen Einfluss auf die Expression von NKRF, Oct1 und YY1 (Daten nicht
dargestellt). STAT1B, HNF-1A und HNF-1B wurden nicht weiter untersucht, da sich fir diese,
im Gegensatz zu den anderen Faktoren, kein Hinweis auf eine Beeinflussung der Transkript
Expression durch HCV ergeben hatte (vgl. Kapitel 3.3.1). Da die meisten der untersuchten
Transkriptionsfaktoren unter Stimulation mit EGF das Maximum der Expression nach ungefahr
acht Stunden erreicht hatten, wurde fur die nachfolgenden Experimente eine
Stimulationsdauer von acht Stunden festgelegt.

Die Ergebnisse legen nahe, dass neben IL-1B (vgl. Kapitel 3.3.2) auch EGF die
Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren induzieren kann und dass sowohl die

basale als auch die induzierbare Expression derselben durch HCV beeinflusst wird.
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Abbildung 24: EGF induziert die transkriptionelle Expression von c-Fos, c-Jun und c-Myb. Die mRNA-
Expression von c-Fos, c-Jun und c-Myb wurde mittels qRT-PCRin Zellen mitdem subgenomischen HCV-Replikon
(Huh 9.13) analysiert und mit entsprechenden Kontrollzellen verglichen. Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden
unter Verwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die Ergebnisse werden als Bruchteile
des normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetzt wurde. Die Daten werden als Mittelwerte +
SD von mindestens drei unabhangigen Experimenten dargestellt. Die statistische Signifikanzwurde mitdem Mann-
Whitney-U-Test ermittelt. Sterne (*) ohne Linien markieren Unterschiede zwischen den stimulierten Zellen im
Vergleich zu den entsprechenden nicht stimulierten Kontrollzellen. Signifikante Unterschiede zwischen dem
Replikon-System und den Kontrollzelllinien sind durch Sterne (*) mit Linien markiert.
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Abbildung 25: EGF induziert die transkriptionelle Expression von ATF3, IRF1, und Fra1. Die mRNA-
Expression von c-Fos, c-Jun und c-Myb wurde mittels qRT-PCRin Zellen mitdem subgenomischen HCV-Replikon
(Huh 9.13) analysiert und mit entsprechenden Kontrollzellen verglichen. Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden
unter Verwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die Ergebnisse werden als Bruchteile
des normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetzt wurde. Die Daten werden als Mittelwerte £
SD von mindestens drei unabhangigen Experimenten dargestellt. Die statistische Signifikanzwurde mitdem Mann-
Whitney-U-Test ermittelt. Sterne (*) ohne Linien markieren Unterschiede zwischen den stimulierten Zellen im
Vergleich zu den entsprechenden nicht stimulierten Kontrollzellen. Signifikante Unterschiede zwischen dem
Replikon-System und den Kontrollzelllinien sind durch Sterne (*) mit Linien markiert.
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3.6 Die durch HCV verstarkte EGF-induzierte Expression von
CXCR2-Liganden involviert die Hochregulation von AP-1 sowie

von NF-kB vermittelten Mechanismen

Es wurde bereits oben demonstriert, dass IL-1[3 eine Rolle bei der HCV-induzierten Expression
von CXCR2-Liganden spieltund diese Uber mehrere Faktoren modulieren kann. Die Relevanz
identifizierter Transkriptionsfaktoren, deren Expression durch HCV sowie zum Teil auch durch
EGF moduliert wird, flirden Einfluss von HCV auf die basale wie auch induzierbare Expression
von CXCL8 wurde weitergehend mit Hilfe von Gen-Knockdown mittels spezifischer siRNA
untersucht. Vorbefunde der Arbeitsgruppe legen dabei nahe, dass HCV die Expression von
CXCR2-Ligandenin seiner Wirtszelle tber die Induktion der Produktion von EGF induziert und
das die Ausschaltung von EGF oder der p65-Untereinheit des NF-kB-Komplexes zu einer
erheblichen Herabregulierung der HCV-induzierten CXCR2-Ligandenexpression fiihrt.%

Allerdings lief3en sich hierdurch die verstarkenden Effekte von HCV nur partiell aufheben.

3.6.1 Fur die EGF induzierte transkriptionelle Regulation der CXCLS8-
Expression sowie fir den Einfluss von HCV hierauf spielt der AP-1

Komplex eine relevante Rolle

Wie oben beschrieben, ist neben NF-kB auch der AP-1 Komplex kontextabhangig in die
transkriptionelle Regulation der Genexpression von CXCL8 involviert.?%®¢ Die vorangehend
ausgefihrten Daten belegen, dass die AP-1 Komponenten c-Fos und c-Jun in die
transkriptionelle Regulation von CXCR2-Liganden durch HCV und/oder IL-1f3 involviert sind.
Um zu untersuchen, ob AP-1 auch fir den Einfluss von HCV auf die EGF-induzierbare
Expression von CXCLS8 relevant ist, wurde die Genexpression von c-Fos und/oder c-Jun
mittels spezifischer siRNA supprimiert und anschlieRend mit 40 ng/ml EGF in An- oder
Abwesenheitdes HCV-Replikons flracht Stunden stimuliert. Der Gen-Knockdown sowohlvon
c-Fos als auch von c-Jun fihrte zu einer signifikanten Reduktion der HCV- und EGF-
induzierten CXCL8-mRNA-Expression in Huh 9.13- und Huh 7-Zellen (Abb. 26A und 26B).
Dies bestatigt, dass c-Fos und c-Jun fiir die Induktion der CXCL8-Expression durch HCV von
Bedeutung sind. Es belegt jedoch auch, dass AP-1 nicht nur fir die IL-1B-vermittelte
Expression von CXCL8 eine wichtige Rolle spielt, sondern auch fir die Regulation der
transkriptionellen Expression von CXCL8 durch EGF.

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse daraufhin, dass der AP-1 Komplex eine Rolle
bei der transkriptionellen Regulation der CXCL8-Expression sowohl durch IL-18 und

HCV als auch durch EGF spielt. Dabei kann sowohl die Expression von c-Fos als auch
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von c-Jun auf transkriptioneller Ebene durch HCV, IL-18 und EGF induziert werden.
Dariiber hinaus lassen diese Daten zusammenfassend annehmen, dass HCV liber die
verstarkte Heraufregulation der Komponenten des AP-1 Komplexes die transkrip-

tionelle Expression von CXCL8 direkt beeinflusst.
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Abbildung 26: C-Fos und c-Jun sind essenzialfiir die EGF-induzierte Expression von CXCL8.Die Expression
von CXCL8 mRNA wurde mittels gqRT-PCR in Huh 9.13 Zellen analysiertund mit entsprechenden Kontrollzellen
verglichen. Die Zellen wurden 48 Stunden mit spezifischer SIRNA gegen c-Fos oder c-Jun behandelt und
anschlieBend fur acht Stunden 40 ng/ml EGF behandelt. Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden unter
Verwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die Ergebnisse wurden als Bruchteile des
normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetzt wurde, und die Daten wurden als Mittelwert +
SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. Die Daten wurden mit * firp
<0,05, * furp < 0,01, ** fir p £ 0,001 und **** fur p < 0,0001 markiert, sofern eine Signifikanz vorliegt.

3.6.2 Oct1 und NKRF supprimieren die EGF induzierte Expression von CXCL8

Wie bereits beschrieben, kommt Oct1 und NKRF eine relevante Rolle als endogene
Suppressoren der NF-kB- und AP-1 vermittelten transkriptionellen Regulation der CXCL8-
Expression zu.?’%281 Mittels Oct1- und NKRF-spezifischer siRNA wurde im Folgenden die
Bedeutung dieser Faktoren fiir die EGF-induzierte CXCL8-Expression und den Einfluss von
HCV hierauf untersucht. Der Gen-Knockdown von Oct1 wie auch von NKRF fuhrte zu einer
signifikanten Zunahme der EGF-induzierten CXCL8-mRNA-Expression in An- oder
Abwesenheit des HCV-Replikons (Abb. 27A — 28B). In Ubereinstimmung mit vorangehend
ausgeflhrten Experimenten lief3 sich dieser Effekt durch einen kombinierten Gen-Knockdown
synergistisch verstarken. Dabei ist anzumerken, dass dies der Situation entspricht, die
insbesondere durch eine persistierende Prasenz von HCV-Proteinen hervorgerufen wird, wie
es in den Replikonzellen der Fall ist, und weniger ausgepragtauch durch eine akute Infektion
(vgl. Kapitel 3.3.1). Diese Ergebnisse legen nahe, dass vor allem die kombinierte

Herabregulation der Expression von Oct1 und NKRF in der Lage ist, den Einfluss des HCV -
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Replikons auf die basale sowie die durch IL-13- bzw. EGF-induzierbare Expression von
CXCLS8 zu simulieren.

Entsprechend ist zusammenfassend anzunehmen, dass die HCV-vermittelte
Herabregulation der Expression von Oct1 und NKRF auf Transkriptebene fir den
Einfluss von HCV auf die basale sowie die induzierbare Heraufregulation der CXCLS8 -

Expression in der Wirtszelle von Bedeutung ist.
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Abbildung 27:0ct1 und NKRF sind negative Regulatoren fiir die EGF induzierte CXCL8 Expression. Die
Expression von CXCL8 mRNA wurde mittels qRT-PCR in Huh9.13 Zellen analysiert und mit entsprechenden
Kontrollzellen verglichen. Die Zellen wurden 48 Stunden mit spezifischer SiRNA gegen Oct1 oder NKRF behandelt
und anschlieRend fiir acht Stunden mit40 ng/ml EGF behandelt. Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden unter
Verwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die Ergebnisse wurden als Bruchteile des
normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetzt wurde, und die Daten wurden als Mittelwert +
SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann -Whitney-U-Tests berechnet. Die Daten wurden mit * firp
< 0,05 oder ** fuir p < 0,01 markiert, sofern eine Signifikanz vorliegt.
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3.7 Analyse des Einflusses von HCV auf die Genexpression mittels
RNA-Seq

In einem weiteren Ansatz sollte der Einfluss von HCV auf die basale sowie die durch IL-13
induzierbare Genexpression Uber einen umfassenderen Ansatz analysiert werden. Dabei
legen die hier ausgefiihrten Untersuchungen sowie die Beobachtungen der Arbeitsgruppe
nahe, dass insbesondere die suppressiven Effekte von HCV auf die Genexpression und die
Proteinlevel deutlicher unter experimentellen Bedingungen zu beobachten sind, die eine
persistierende Infektion simulieren, als im akuten Infektionssystem. Entsprechend wurde fir
diese Experimente ein Ansatz gewahlt, der eine persistierende Infektion erlaubt. Hierzu
wurden Huh 7.5-Zellen zunachst fir zwei Wochen mit 1 % DMSO behandelt, um eine
Differenzierung zu induzieren und entsprechend ihre Teilungsaktivitdit zu reduzieren.
Anschlieend wurden diese Zellen mit dem HCV JC1-Stamm fir eine Woche infiziert. Nach
einer Infektionsdauer von einer Woche wurden die HCV-infizierten Zellen sowie die Huh 7.5-
Kontrolizellen mit 0,5 U/ml IL-1 stimuliert.

Zur Erfolgskontrolle wurde zunéachst der Einfluss der persistierenden HCV-Infektion auf die
basale sowie die induzierbare CXCL8-Expression mittels qPCR analysiert (Abb. 28) und im
Weiteren die isolierte RNA mittels RNA-Seq untersucht (Abb. 29).
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Abbildung 28: Transkriptionelle CXCL8 Expression im chronischen System. Huh 7.5-Zellen wurden fir zwei
Wochen mit 1 % DMSO behandelt. Anschliefend wurden diese Zellen mit dem HCV JC1-Stamm fir eine Woche
infiziert. Nach einer Infektionsdauer von einer Woche wurden die HCV -infizierten Zellen sowie die Huh 7.5-
Kontrollzellen mit0,5 U/ml IL-1B stimuliert. Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden unter Verwendung der AACT-
Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die Ergebnisse wurden als Bruchteile des normalisierten Wertes der
Kontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetztwurde, und die Daten wurden als Mitte Iwert+ SD dargestellt. Die Signifikanz
wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. Die Daten wurden mit * fiirp < 0,05 oder ** fiir p < 0,01

markiert, sofern eine Signifikanz vorliegt.
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Abbildung 29: Schematisch Darstellung des chronischen Infektionsmodell. Huh 7.5-Zellen wurden fiir zwei
Wochen mit 1 % DMSO behandelt. AnschlieRend wurden diese Zellen mit dem HCV JC1-Stamm fiir eine Woche
infiziert. Nach einer Infektionsdauer von einer Woche wurden die HCV -infizierten Zellen sowie die Huh 7.5-
Kontrollzellen mit 0,5 U/ml IL-18 stimuliert. AbschlieRend wurde die isolierte RNA mittels RNA-Seq analysiert

Dieser experimentelle Ansatz wurde fir jede Bedingung mit sechs Replikaten durchgefiihrt.
Es wurden mehrere Auswahlkriterien getestet, um die Liste der analysierten Gene auf
diejenigen zu beschranken, deren Expression durch eine HCV-Infektion und/oder Stimulation
mit hoher Wahrscheinlichkeit beeinflusstwird. Entsprechend wurden in den Auswertungen nur
Gene mit einem FC-Schwellenwert (FC = 1,5 oder < -1,5) und einem Standardfilter fir RNA-
Seqg-Analysen (P adj. Wert < 0,05) bericksichtigt.

Unter diesen Kriterien lie3en sich nach einer Woche HCV-Infektion 78 differentiell exprimierte
Gene (DEGSs) identifizieren, deren Expression durch HCV beeinflusstwird (Abb. 31A JC1 vs.
Mock). Unter diesen waren mehrere Gene, wie beispielsweise CXCR2-Liganden, die bereits
in gRT-PCR-Untersuchungen als HCV-regulierte Faktoren identifiziert worden waren (Abb. 31
JC1 vs. Mock). Im Gegensatz hierzu wurden unter Stimulation mit IL-138 Gber 3000 DEGs
identifiziert, deren Expression durch IL-13 differentiell beeinflusst wird (Abb. 31A IL-1B vs.
Mock). Soweit sich dies aus den vorliegenden Daten schlieRen lasst, hat HCV nur auf eine
vergleichbar kleine Gruppe der durch IL-1B induzierten Gene einen Einfluss (Abb. 31A
JC1_IL-1B vs. Mock_IL-1B). Der Vergleich der verschiedenen Bedingungen weist darauf hin,
dass nur 6 % der durch IL-1B induzierten Gene durch eine Infektion mit HCV zusatzlich
verandert werden, wahrend tber 90 % der Gene ausschliel3lich durch IL-1B induziert oder
supprimiert werden (Abb. 31B). Dabei ist zu berticksichtigen, dass viele der durch HCV
induzierten Gene auch durch IL-1B induziert werden und dass der Einfluss von HCV auf die
IL-1B-induzierbare Genexpression durch die hier durchgeflihrten Untersuchungen nicht
vollstandig erfasst wird. Interessanterweise wurde flir Faktoren wie insbesondere IRF9 eine
deutliche Steigerung der Expression in HCV-infizierten Zellen, jedoch nicht in Zellen, die nur
mit IL-1 stimuliert wurden, beobachtet (Abb. 30). Letzteres legt nahe, dass die HCV-Infektion

erfolgreich zu einer Aktivierung der Interferon-Antwort gefiihrt hat.
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Insgesamt wurden 133 Gene identifiziert, die durch IL-1B als NF-kB-abhangige Zielgene
moduliert wurden. Zuséatzlich wurden zehn NF-kB-abhangige Zielgene identifiziert, die durch
eine HCV-Infektion hochreguliert werden. Bei der Untersuchung von Zielgenen des AP-1
Komplexes wurden ber 300 Gene identifiziert, die IL-1B-abhangig moduliert wurden. HCV-
infizierte Zellen wiesen dagegen 14 Zielgene des AP-1 Komplexes auf, die hochreguliertwaren
(Abb. 29C). Auch bei den NF-kB- und AP-1 Zielgenen war der Einfluss von IL-1B-stimulierten
HCV-infizierten Zellen im Vergleich zu den stimulierten Kontrollzellen nur geringfligig héher

(Daten nicht dargestellt).
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Abbildung 30: Auswahl von Genen die im chronischen Infektionssystem durch IL-18 und/oder HCV
induziert werden.BarplotDarstellung von Genen diedurch IL-13und/oderHCV induziertwerden. Die Signifikante
Veranderung wurde als log. Veranderung dargestellt. Die Analyse wurde fir jede Bedingung mit sechs Replikaten
durchgefiihrt. Ein Gen wurde als signifikant verandert betrachtet, wenn die Expression um den Faktor 1,5 zu - oder
abnahm und der p-Wert unter 0,05 lag.
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Abbildung 31: Auswertung der RNA-Seq. Daten im chronischen Infektionsmodell. A) Bei der Analyse der
Daten fir RNA-basiertes Genexpressionsprofiling (GEP) veranschaulicht das Vulkandiagramm den log[10]-
transformierten bereinigten p-Wertgegen die logz-fache Anderung fiirjede Sonde im Assay.B) Venn Diagramme:
Zur Verdeutlichung der Beziehungen zwischen zwei verschiedenen Bedingungen bzw. Datensatzen. Zur
Unterscheidung des Einflusses von IL-1f3 allein und in Kombination einer HCV-Infektion. C) Bar Plots: Zeigt den
Einfluss der einzelnen Konditionen auf die Zielgene von NF-kB und AP-1. Die RNA-Analyse wurde fir jede
Bedingung mit sechs Replikaten durchgefiihrt. Ein Gen wurde als signifikant verandert betrachtet, wenn die
Expression umden Faktor 1,5 zu- oder abnahmund der p-Wert unter 0,05 lag. Rote Darstellung: Induktion von
Genen; Blaue Darstellung: Runterregulation von Genen.
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4. Diskussion

4.1 HCV induziert die Serumspiegel von Zytokinen und Wachs-

tumsfaktoren

Mehrere Studien haben belegt, dass Patienten mit chronischer Hepatitis C Infektion erhéhte
Serumspiegel verschiedener Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren aufweisen.
Beispielsweise sind die Serumspiegel von IL-13, TNF-a, CXCL8, EGF und VEGF-A im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen deutlich erhdht, was auf eine subklinische
Entziindungsreaktion bei diesen Patienten hinweisen konnte. 56 141.284-286

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgeflihrten Serumanalysen bestatigen diese Befunde
und legen darlberhinaus nahe,dass AREG und NRG1 ebenfalls bei Patienten mitchronischer
Hepatitis C im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhéht sind. Die Induktion der Expression
dieser Wachstumsfaktoren durch HCV wurde bisher ausschlieBlich in Zellkulturmodellen
nachgewiesen und wird durch die hier ausgeflihrten Untersuchungen nun auch in vivo
bestatigt (Abb. 9).92287 Der Anstieg der Serumkonzentrationen von IL-1B, TNF-a, CXCL8 und
EGF ist jedoch nicht ausschlieRlich in Verbindung mit einer HCV-Infektion zu beobachten,
sondern auch bei Patienten nachweisbar, die an einer chronischen HBV-Infektion erkrankt sind
(Abb. 13).288-2%0 Zymindestim Kontext von CXCL8 deuten diese Befunde darauf hin, dass die
Induktion der CXCL8-Expression eine Ubergeordnete Reaktion des Wirts auf eine
Virusinfektion ist und nicht spezifisch fir eine HCV-Infektion, sondern auch im Rahmen
anderer Virusinfektionen wie dem Hepatitis B Virus zu beobachten ist. Hiermit
Ubereinstimmend legen die Ergebnisse von in vitro Untersuchungen nahe, dass die Infektion
einer monozytaren Zellinie mit dem humanen Cytomegalievirus oder von alveolaren
Epithelzellen mit dem respiratorischen Synzytialvirus ahnliche Reaktionen hervorruft.29: 292
Hinsichtlich der Serumspiegel von TNF-a nehmen, dem gegenwartigen Stand der Literatur
zufolge, die Serumkonzentrationen nach erfolgreicher Therapie wieder ab.?°®* Einschrankend
ist hier anzumerken, dass in der hierzu existierenden Studie kein Vergleich mit gesunden
Kontrollen erfolgte. Entsprechend besteht hier keine ausreichende Grundlage, um zu
Uberprifen, ob die Serumspiegel nach erfolgreicher Therapie wieder auf das Niveau eines
gesunden Kontrollkollektivs abfallen oder ob sie zwar reduziert sind, jedoch im Vergleich zu
gesunden Kontrollen weiterhin erhoht sind.

Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Untersuchungen bestatigen, dass TNF-a nach
erfolgreicher Eradikation einer HCV-Infektion abnimmt. Dennoch wurde zusatzlich beobachtet,
dass die Serumspiegeltrotz dieses Riickgangs im Vergleich zu gesunden Kontrollen weiterhin
erhoht bleiben (Abb. 9D). In den hier ausgefuhrten Untersuchungen legen lediglich die

Ergebnisse fir die Serumkonzentrationen von IL-18 und NRG1 nahe, dass es nach
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erfolgreicher HCV-Eradikation im zeitlichen Verlauf zu einem Abfall der Serumkonzentrationen
auf diejenigen eines gesunden Kontrollkollektivs kommt (Abb. 9A und 9G). Im Gegensatz
hierzu fuhrte, ahnlich wie bei TNF-a, die erfolgreiche Eradikation zwar zu einem Abfall der
Serumkonzentrationen fir EGF und VEGF-A, jedoch blieben diese im Vergleich zu gesunden
Kontrollen auch im zeitlichen Verlauf weiterhin signifikanterhéht (Abb. 9C und 9E). Interessant
ist, dass die Serumkonzentrationen von CXCL8 und AREG auch nach erfolgreicher
Eradikation der HCV-Infektion langfristig erhdoht blieben und im Vergleich zu Patienten mit
chronischer HCV-Infektion nur unwesentlich abfielen (Abb. 9B und 9F). Diese Befunde legen
nahe, dass die HCV-Infektion zu Veranderungen fihrt, die auch nach erfolgreicher Eradikation
des Virus eine anhaltend verstarkte Expression bzw. Produktion von CXCL8 und AREG
bedingen, sodass die Serumkonzentrationen bei diesen Patienten auch im langerfristigen
Verlauf nach erfolgreicher Viruselemination signifikant erhdht bleiben und nicht einmal
tendenziell bzw. partiell abfallen.

Die pathophysiologische Bedeutung dieser Ergebnisse, insbesondere ihre potenzielle Rolle
bei der Férderung eines virusfreundlichen Milieus, bleibt unklar. Ebenso ist ungewiss, ob sie
eine Folge oder eine Ursache der bei einer betrachtlichen Anzahl chronisch mit HCV infizierter
Patienten zu beobachtenden, persistierenden und oft Uber Dekaden asymptomatisch
verlaufenden Hepatitis sind.

In diesem Kontextist auch interessant, dass in den hier untersuchten Patientenkollektiven die
erfolgreiche Eradikation von HCV zwar zu einem Abfall der Transaminasen GOT und GPT
fuhrte, jedoch ebenfalls nicht zu einer vollstandigen Normalisierung. Entsprechend kdénnte die
trotz erfolgreicher Viruseradikation persistierende Erh6hung der Leberenzyme sowie die zum
Teil anhaltend erhéhten FIB-4-Werte auf eine Persistenz der Hepatitis auf niedrigerem Niveau
hinweisen (Abb. 10). Wie vorangehend bereits ausgefuhrt, kommtes beieiner Reihe chronisch
HCV-infizierter Patienten zu einer persistierenden subklinischen Hepatitis, die Gber Dekaden
ohne klinisch fassbare Symptomatik verlauft und erst nach fortgeschrittener Leberschadigung
mit Ubergang in eine Fibrose bzw. Zirrhose sowie den hieraus resultierenden Komplikationen
in einer offenen klinischen Symptomatik resultiert.2®* Fiir die hier untersuchten Faktoren IL-1B,
TNF-a, CXCL8, VEGF-A und die Aktivierung des EGFR ist eine Korrelation mit einer
Leberschadigung beschrieben,?°52%6.295-298 jedoch ist ihre pathogenetische Bedeutung unklar.
Insbesondere ist unklar, ob sie fiir die Aufrechterhaltung der chronisch persistierenden
Hepatitis und ihre Progression zu Fibrose und Zirrhose von Relevanz sind, lediglich
Begleitphdnomen derselben oder ob sie im Kontext der Virusinfektion, beispielsweise als
provirale Faktoren, von Bedeutung sind. Dies wird auch in der Tatsache deutlich, dass die hier
durchgefuhrten Untersuchungen nahelegen, dass lediglich IL-1p mit der Virusreplikation selbst

zu korrelieren scheint, wahrend bei allen anderen der hier untersuchten Faktoren weder eine
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Korrelation zwischen Virusreplikation und Serumkonzentration noch zwischen Transaminasen
und Serumkonzentration der untersuchten Faktoren beobachtet werden konnte.

Neuste Studien legen auRerdem nahe, dass eine HCV-Infektion epigenetische Veranderungen
hervorruft. Diese durch HCV induzierten epigenetischen Veranderungen kénnen, soweit bisher
untersucht, zu einer Neuprogrammierung der Genexpression des Wirts bzw. der Wirtszelle
fihren und kénnten als "epigenetische Signatur" auch nach der Viruseradikation bestehen
bleiben.?®: %" Entsprechend konnte die hier beobachtete, trotz erfolgreicher Viruseradikation
persistierende Erhéhung der Serumkonzentration von Faktoren wie CXCL8, TNF-a, VEGF-A,
EGF und NRG1 auch durch epigenetische Veranderungen mitbedingt sein bzw. durch eine
Kombination aus direkten Viruseffekten und indirekten Ursachen wie einer, auch nach
erfolgreicher Eradikation, anhaltenden Hepatitis .3

In diesem Zusammenhangist auch interessant, dass fur IL-13, TNF-a sowie fir die EGFR-
und VEGF-Signalwege eine pathogenetische Rolle bei der Entstehung und Progression eines
HCCs diskutiert wird und dass CXCL8 im Zellkulturmodell pro-virale Effekte hat.3°'-3% Fiir
Letzteres wird, wie auch im Kontext der HBV-Infektion, als zugrundeliegender Mechanismus
eine interferonantagonistische Wirkung von CXCL8 diskutiert.2's: 219, 301. 302 Hjermit
Ubereinstimmend legen Korrelationsanalysen nahe, dass erhdhte Serumkonzentrationen von
CXCL8 bei chronisch HCV-Infizierten invers mit dem Therapieansprechen auf eine
Interferontherapie korrelieren.?'”

Im Hinblick auf die erhéhten Serumkonzentrationen von CXCLS8 ist fernerinteressant, dass es
sowohl bei Patienten mit chronischen Virusinfektionen als auch bei nicht infizierten Personen
mit Leberzirrhose als Biomarker fiir ein HCC diskutiert wird. Diese Befunde legen nahe, dass
CXCL8 zumindest Ausdruck eines immunologischen Milieus ist, welches die Entstehung und
Progression eines HCCs begunstigt, wobeiauch hier mégliche kausale Verknlpfungen bislang
ungeklart sind.303-305

Die Beobachtung der hier zusammengefassten Untersuchungen demonstriert, dass die
Serumkonzentrationen von IL-18 positiv mit der HCV-Viruslast und ebenso mit der
Serumkonzentration von CXCL8 korrelieren. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass die
HCV-Viruslast, die Serumkonzentration von IL-13 und die von CXCL8 funktionell wechselseitig
miteinander verbunden sind. Gleiches gilt fur die positive Korrelation von CXCL8 mit der
Serumkonzentration von EGF, sodass auch hier eine funktionelle Verbindung denkbar ist
(Abb. 11). Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen anderer Studien Uberein, die
ebenfalls nahelegen, dass CXCR2-Liganden wie CXCL8, aber auch Zytokine und
Wachstumsfaktoren wie IL-1B und EGF im Rahmen einer HCV-Infektion heraufreguliert
werden kénnen.®® #! Dariiber hinaus kénnen IL-1B wie auch EGF die Produktion von CXCL8
ihrerseits weiter heraufregulieren.®® 210252 Unter Beriicksichtigung der aktuellen Literatur legt

Letzteres nahe, dass hier eine wechselseitige Amplifikaton im Sinne von
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Ruckkopplungsschleifen erfolgt, da HCV in vitro zumindest die Expression von EGF
heraufreguliertund die basale sowie die EGF- bzw. IL-1B-induzierbare Expression von CXCL8
verstarkt.®® 2°2 CXCL8 wiederum flihrt als Chemokin besonders zur Rekrutierung und
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten und damit zu einer vermehrten Produktion
inflammatorischer Zytokine wie unter anderem IL-1[3."86:3% | etzteres nimmt nun seinerseits
Einfluss auf die induzierbare und durch HCV verstarkte Expression von CXCL8. Die
molekularen Mechanismen, durch die HCV die basale bzw. induzierbare transkriptionelle
Expression von CXCLS8 in der Wirtszelle verstarkt, sind nur unvollstandig verstanden.

Fur verschiedene HCV-kodierte Proteine wie NS2, NS4A, NS4B und NS5A, ist beschrieben,
dass ihre isolierte Expression in Zellen die Heraufregulation der CXCL8-Expression
hervorrufen kann.2'3216.397 Djese Arbeiten legen nahe, dass die Wirkung dieserverschiedenen
viralen Proteine auf die CXCL8-Expression unter anderem Uber die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-kB und/oder AP-1 vermittelt wird.2'® 216 307 Ferer legen die
Ergebnisse weiterer Untersuchungen nahe, dass HCV die Transkript Stabilitat von CXCL8

beeinflussen kann.2'?

4.2 HCV moduliert die Expression der CXCR2 Liganden uber NF-kB
und AP-1

Mehrere verdffentlichte Promotoranalysen des CXCL8-Gens belegen, dass mindestens finf
verschiedene Transkriptionsfaktoren an die Promotorregion des CXCL8-Gens aktiv binden
und die Expression von CXCL8 modulieren kénnen. Dazu gehéren NF-kB, NKRF, C/EBP,
Oct1 sowie die Komponenten des AP-1 Komplexes, c-Fos und c-Jun, 86204308

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zuséatzlich zu den vorangehend genannten
Faktoren mit ATF3, IRF1, c-Myb, Fra1, YY1, STAT1b sowie HNF1A und B sechs weitere
Faktoren untersucht, flr die in der 5 -regulatorischen Region des CXCL8-Gens potenzielle
Bindungsstellen mittels der Software Promo identifiziert werden konnten. Dabei konnten die
hier ausgefuhrten Untersuchungen tbereinstimmend mit friheren Untersuchungen fur IRF1
und ATF3 belegen, dass sowohl die Expressionvon IRF1 als auch von Fra1 und ATF3 in von
Hepatozyten abgeleiteten Zelllinien durch IL-13 wie auch durch EGF induziert werden kann
(Abb. 20 und 25).3%%-313 |n Ubereinstimmung mit friiheren Studien wurde nachgewiesen, dass
sowohl IRF1 als auch ATF3 sowohl von IL-1B als auch von EGF induziert werden kann.309%-312
In der Literatur ist beschrieben, dass c-Myb in mehreren Zelllinien durch IL-1f induziert werden
kann.?'431¢ Hingegen wird c-Myb in hepatozytéren Zelllinien durch IL-13, aber nicht durch EGF
induziert. Zumindest fir IL-1B wurde bereits fir andere Zelllinien beschrieben, dass es die

Expression von c-Myb zu induzieren vermag, wahrend der Einfluss von EGF auf die
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Expression von c-Myb bishernichtuntersuchtwurde. Interessantisthier, dass c-Myb, wie auch
IRF-1, ATF3 und Fra1, durch HCV zumindest auf Transkript-Ebene beeinflusst werden 31431
Wobei HCV die Expression von IRF1, ATF3 und Fra1 jeweils heraufreguliert, wahrend die
Expression von c-Myb eher supprimiert wird. Dabei ist zumindest fur IRF1, Fra1 und ATF3
bereits beschrieben, dass HCV einen Einfluss auf die Expression dieser Faktoren
hat.2”".317.318 Dg die basale sowie die durch IL-1B induzierbare Expression von CXCL8 durch
den Genknockdown dieser Faktoren jeweils nicht beeinflusst wurde, wurde die Relevanz
dieser Transkriptionsfaktoren fur die Beeinflussung der Wirtszelle durch HCV im Rahmen
dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Es ist allerdings gut denkbar, dass HCV durch die
Beeinflussung der Expression dieser Faktoren die transkriptionelle Regulation von Genen,
deren Expression durch diese kontrolliert werden, beeinflusst. Diese Uberlegung wird durch
die Beobachtung gestutzt, dass Gen Cluster, deren Expression durch ATF3 kontrolliert wird,
in ihrer Expression durch HCV moduliert werden.?'® Abgesehen davon bestehen bislang
allerdings keine weiteren Untersuchungen zur Bedeutung des Einflusses von HCV auf die
Expression von c-Myb, Fra1, ATF3 und IRF1 fir die Regulation der basalen sowie
induzierbaren Genexpression in der Wirtszelle, sodass die Ergebnisse der hier ausgefihrten
Untersuchungen mehrere Anknlipfungspunkte fir weiterflihrende Arbeiten bieten.

In Arbeiten andererwurde bereits belegt, dass HCV oder isolierte virale Proteine wie das Core-
Protein, NS2 oder NS5A eine Aktivierung von Uber NF-kB- und/oder AP-1 vermittelte
Signalwege hervorrufen konnen.®3 307. 320-322 Hiermit (ibereinstimmend belegen die hier
ausgefihrten Untersuchungen, dass es in HCV-Replikon Zellen, sowie in mit dem HCV-
Stamm JC1 infizierten Zellen zu einer Heraufregulation der Expression von c-Fos und c-Jun
und damit von zwei zentralen Komponenten des AP-1 Komplexes kommt. Dariiber hinaus flhrt
die Prasenz von HCV zu einer Herabregulation von Oct1 und NKRF, zweier Faktoren, die
NF-kB-vermittelte Signalprozesse inhibitorisch beeinflussen. Entsprechend legen diese
Befunde nahe, dass HCV die Signaliibertragung der Wirtszelle dergestalt beeinflusst, dass
AP-1-sowie NF-kB-vermittelte Signalprozesse und die hiervon abhangige Genexpressionund
Zellfunktionen verstarkt werden.

Wie vorangehend bereits dargelegt, belegen die Ergebnisse der hier ausgefihrten
Untersuchungenin Ubereinstimmung mit der Literatur, dass die Serumkonzentrationen von
TNF-q, IL-1B und EGF bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion erhoht sind.8: 141 284,285
Von diesen Zytokinen ist zumindest fir TNF-a und IL-18 gut dokumentiert, dass sowohl
NF-kB als auch der AP-1 Komplex fir die Signalibertragung dieser Zytokine eine kritische
Rolle spielen. So werden nach Stimulation mit TNF-a beide Transkriptionsfaktoren Uber
TRAF2 aktiviert und auch IL-1B flihrt zur Aktivierung und Phosphorylierung der Untereinheiten
p65 und p105 von NF-kB wie auch zur Heraufregulation der Expression von c-Jun und c-Fos,

zweier zentraler Komponenten des AP-1 Komplexes.??**2” Durch NF-kB und AP-1 wird dabei
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unter anderem auch die Transkription von pro-IL-13 gefordert, sodass hierliber potenziellauch
ein sich selbst verstarkender Riickkopplungsmechanismus aktiviert werden kann.328 329
Entsprechend ist anzunehmen, dass NF-kB- und AP-1-vermittelte Signalprozesse nicht nur
durch HCV auf Ebene der Wirtszelle verstarkt werden, sondern auch auf Ebene des
Wirtsorganismus. Hierbei wird die Konzentration von Faktoren, die ihre Aktivierung in der Zelle
hervorrufen, heraufreguliert.

Ein Zielgen, dessen Expression unter anderem NF-kB-abhangig kontrolliert wird, ist der
CXCR2-Ligand CXCL8.1%8 210. 330 (Jpereinstimmend hiermit belegen Vorbefunde der
Arbeitsgruppe sowie die hier ausgefiihrten Befunde, dass sowohl der Knockdown der NF -kB-
Untereinheit p65 durch spezifische siRNA als auch die Hemmung der NF-kB-Aktivierung zu
einer signifikanten Reduktion sowohl der basalen als auch der induzierbaren Expression von
CXCR2-Liganden in Zellen fiihrt, die ein subgenomisches HCV-Replikon aufweisen.®®: 252
Diese Beobachtung unterstreicht die zentrale Rolle dieses Transkriptionsfaktors fur die
Regulation der Expression von Chemokinen wie den Liganden der CXCR2-Familie.
Weiterfuhrende Untersuchungen der Arbeitsgruppe sowie die hier vorgelegten
Untersuchungen belegen, dass auch HCV uber die Beeinflussung der Aktivierung von NF-kB
die basale sowie die durch EGF bzw. IL-1B induzierbare Expression von CXCL8 erheblich
modifiziert.* 33 Diese Befunde werden auch durch die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen
gestltzt, die nahelegen, dass HCV oder isolierte virale Proteine wie NS2, NS4A oder NS4B
Uber die Aktivierung von NF-kB die Expression von CXCL8 heraufregulieren. ¢ 2%2.331.332

Es wurde in verschiedenen Zelllinien nachgewiesen, dass die Initierung des
Transkriptionsprozesses des CXCL8 Gens eine Aufhebung der Repression des CXCL8
Promotors erfordert. NKRF ist ein Transkriptionsfaktor, der mit spezifischen negativen
regulatorischen Elementen (NREs) interagieren kann und hieriiber die transkriptionelle
Aktivierung von bestimmten NF-kB-Zielgenen wie CXCL8 unterdriickt.?®" So kann NKRF die
Bindung der NF-kB Untereinheit p65 an die entsprechende Promotorsequenzim CXCL8 Gen
stéren und hieriiber die transkriptionelle Expression des CXCL8 Gens verhindern.3%

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass die Expression von NKRF sowohl in
Zellen, die das subgenomische Replikon des Genotyps 1 von HCV beherbergen, als auch in
Zellen, die mit dem chimaren HCV Virusstamm JC1 infiziert wurden, auf Transkriptebene
supprimiert wird. Hiermit Gbereinstimmend sind auch die NKRF-Proteinlevel in HCV-Replikon
Zellen, signifikant reduziert (Abb. 16, 17 und 18). Die Tatsache, dass der Knockdown von
NKRF mittels spezifischer siRNA in einer Heraufregulation der Transkriptexpression von
CXCLS8 resultiert, legt nahe, dass die Supprimierung der Expression von NKRF durch HCV
und die HCV vermittelte Steigerung der CXCL8 Expression funktionell miteinander
zusammenhangen (Abb. 23 und 27). Es ist daher anzunehmen, dass die Supprimierung der

Expression von NKRF durch HCV ein Teil des molekularen Mechanismus darstellt Gber den
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HCV, wie in dieser Arbeit belegt, die basale sowie die durch IL-13- bzw. EGF-induzierbare
Expression von CXCL8 verstarkt. Der genaue Mechanismus, durch den HCV uber die
Supprimierung der Expression von NKRF die basale sowie die IL-13- oder EGF-induzierte
transkriptionelle Aktivierung der Expression des CXCL8 Gens verstarkt, ist ungeklart und
erfordert weiterfihrende Untersuchungen.

Erganzend ist anzumerken, dass Ergebnisse von in HelLa-Zellen durchgefihrten
Reportergenanalysen zur transkriptionellen Regulation der IL-1a-induzierten CXCLS8
Expression nahelegen, dass NKRF moglicherweise auch als transkriptioneller Aktivator
fungiert. Dies konnte bedeuten, dass der Einfluss von NKRF auf die Genexpression eventuell
stimulus und kontextabhangig ist. Da die Aussagen zur Rolle von NKRF fir die durch IL-1a0-
induzierte CXCL8-Expressionjedoch lediglich auf der Auswirkung von Punktmutationen auf
die Aktivierung von Reportergen-Konstrukten der5’-regulatorischen Region des CXCL8-Gens
beruhen, bleibt offen, inwieweit diese Experimente tatsachlich die Funktion von NKRF
widerspiegeln. Da die Aussagen zur Rolle von NKRF fur die durch IL-1a induzierte CXCL8
Expression jedoch lediglich auf der Auswirkung von Punktmutationen auf die Aktivierung von
Reportergen-Konstrukten der 5°-regulatorischen Region des CXCL8 Gens beruhen, bleibt
offen, inwieweit diese Experimente tatsachlich die Funktion von NKRF widerspiegeln. Dies
zumal in diesen Untersuchungen der Einfluss eines knock-downs von NKRF nicht
miteinbezogen wurde.?®’

Die Ergebnisse aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe legen nahe, dass NF-kB (p65) zwar ein
wichtiger Faktor in der transkriptionellen Aktivierung der Genexpression von CXCL8 durch
HCV ist, jedoch fir sich genommen nicht ausreichend ist, um die verstarkende Wirkung von
HCV auf die basale sowie die durch EGF- bzw. IL-1B-induzierte Expression von CXCL8
hinlanglich zu erklaren. Dies insbesondere, da der Knockdown der p65-Einheit zwar zu einer
signifikanten Reduktion der basalen sowie durch EGF- bzw. IL-1B-induzierbaren CXCL8-
Expression fuhrt, jedoch nicht in der Lage ist, den verstarkenden Einfluss von HCV auf die
basale bzw. induzierte Genexpressionvon CXCL8 aufzuheben.®®2%2 Entsprechend miissen
weitere Faktoren involviert sein, Uber die die verstarkenden Effekte von HCV auf die
Regulation der Expression von CXCR2 Liganden vermittelt werden.®¢ 252 Wie vorangehend
bereits ausgefuhrt, spielt abgesehen von NF-kB in der transkriptionellen Regulation der
Genexpression von CXCL8 unter anderem noch der AP-1 Komplex eine wichtige Rolle. Dies
ist durch eine Vielzahl an Untersuchungen in verschiedenen Zelltypen belegt. 186301, 308,334,335
Dabei stellen die beiden Faktoren c-Jun und c-Fos, die auch zur Gruppe der immediate early
Genes gehoren, wichtige Untereinheiten des AP-1 Komplexes dar. Ein weiterer Ko-Faktor ist
neben c-Jun und c-Fos auch ATF. Dieser Komplex ist in die Regulation einer Vielzahl von
Genen involviert und spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation zahireicher biologischer

Prozesse, darunter Proliferation, Differenzierung und Zelltod.???
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Die hier zusammengefassten Untersuchungen belegen, dass HCV die basale sowie die
induzierbare Expression von c-Fos und c-Jun signifikant verstarkt. Darlber hinaus belegen
sowohldie Resultate der Inhibitorstudien unter Verwendung des AP-1 Inhibitors SR 11302 als
auch die Knockdown-Experimente mittels c-Fos- bzw. c-Jun-spezifischer siRNA, dass AP-1
sowohl fur die verstarkende Wirkung von HCV auf die basale und durch IL-1B induzierte
Expression von CXCL8 relevant ist als auch fir die transkriptionelle Aktivierung der
Genexpression durch Stimulation mit IL-183 allein (Abb. 21 und 22).

Dabei legen die Ergebnisse der Knockdown Experimente mittels spezifischer siRNA
insbesondere nahe, dass c-Fos und c-Jun jeweils flir sich genommen fiir die verstarkenden
Effekte von HCV auf die basale Expression von CXCL8 von besonderer Relevanz zu sein
scheinen. Folgerichtig reicht der Knockdown eines der beiden Faktoren aus, um den
verstarkenden Effekt von HCV auf die basale Expression des CXCL8-Gens anndhemd
vollstandig aufzuheben (Abb. 22). Hiermit Ubereinstimmend fuhrt auch die Hemmung der
Aktivierung von AP-1 mit dem AP-1 Inhibitor SR 11302 zu einer annahernd vollstandigen
Aufhebung des verstarkenden Effektes des subgenomischen HCV-Replikons auf die basale
CXCL8-Expression (Abb. 21). Diese Beobachtungen sind in Ubereinstimmung mitder Literatur
in welcher ebenfalls die Bedeutung von c-Jun und c-Fos bzw. des AP-1 Komplexes fur die
Regulation der Expression von CXCL8 durch HCV bzw. viruskodierte Proteine beschrieben
ist.238 239, 336-338 Dgpej kann die Aktivierung von c-Jun und c-Fos durch HCV (ber die
Aktivierung von JNK und ERK1/2 erfolgen, welche jedoch auch durch andere Stimuli wie
IL-1B8 und EGF aktiviert werden kdnnen 336.337 231.339. 340 Bje kontext- und stimulusabhangige
Rolle von AP-1 fir die Regulation der CXCL8 Expression ist jedoch nur unvollstandig
verstanden. Interessant ist in diesem Kontext ferner, dass c-Fos einen direkten Einfluss auf
die HCV-Replikation zu haben scheint. So legen Untersuchungen nahe, dass die Reduktion
der c-Fos Expression zu einer reduzierten Replikation von HCV fihrt, wahrend die
Uberexpression diese signifikant zu verstarken scheint.?®® Denkbar wére hier, dass dieser
Effekt von c-Fos auf die HCV Replikation zumindest partiell auch Uber die Induktion der
Expression von CXCL8 und die interferon-antagonistischen Effekte von letzterem vermittelt
wird.2'7 Weitere Arbeiten legen eine mdgliche Rolle von c-Jun in der Entwicklung eines HCCs
auf dem Boden einer chronischen HCV-Infektion nahe.?*® In diesem Kontext konnte auch die
Bedeutung von c-Jun fiir die Regulation der Expression von CXCL8 eine Rolle spielen,
welches, wie oben ausgeflhrt,in der Literatur auch als flir die HCC Entstehung relevanter Ko-
Faktor diskutiert wird.3®

Ein weiterer Faktor, tUber den die Aktivitdt und die Bindung von NF-kB sowie von AP-1 am
CXCL8 Promotor beeintrachtigt werden kénnen ist Oct1, ebenfalls bekannt als POU2F1.
Soweit aus Untersuchungen an nicht-hepatozytaren Zellpopulationen hervorgeht, reprimiert

Oct1 die transkriptionelle Expression des CXCL8-Gens.'8¢ 280. 308 Dgpej bindet es
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entgegengesetzt zur C/EBP-Bindungsstelle an den komplementdren Strang des CXCL8-
Genpromotors und blockiert hierdurch die Transkription.3®® Im Zuge der Aktivierung der
transkriptionellen Expression des CXCL8 Gens wird Oct1 durch C/EBP ersetzt, welches
seinerseits den Co-Aktivator CBP/p300 rekrutiert und hieriber die Hyperacetylierung von
Histonen und die Umgestaltung des Chromatins verursacht. Letzteres ist Voraussetzung flr
die Bindung von AP-1 und NF-kB an den Promoter und damit fur eine optimale Aktivierung
des CXCL8 Gens.'® Interessantistin diesem Zusammenhang, dass flirdas HCV-Core Protein
beschrieben ist, dass es mit p300/CBP interagieren kann und hieriiber sowohl dessen
Acetyltransferase- als auch Transkriptionsaktivitaten verstarkt.3*!

Vor dem Hintergrund der Bedeutung von c-Fos und c-Jun fir die Regulation des CXCL8
Promoters sowie flr die Signallbertragung von IL-13 und EGF in Hepatozyten lag es auf der
Hand, sich die Bedeutung von Oct1 fir die basale sowie die durch IL-1B3- bzw. EGF-
induzierbare Expression der CXCL8-Genexpression und den Einfluss von HCV hierauf naher
anzuschauen. Wie im Ergebnisteil ausgefiihrt, konnte in den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen beobachtet werden, dass sowohl das subgenomische
Replikon von HCV als auch die Infektion der Wirtszelle mit dem JFH1 Stamm des Hepatitis C
Virus zu einer Herabregulation der Transkriptexpression von Oct1 fuhrt (Abb. 16 und 17).
Der Knockdown der Oct1 Genexpression hat die Verstarkung der basalen Expression des
CXCL8 Gens zur Folge sowie eine substantielle Verstarkung der durch IL-1B und EGF
induzierbaren transkriptionellen Aktivierung des CXCL8-Gens. Damitsimuliertder Knockdown
von Oct1 alle Effekte von HCV, sodass es wahrscheinlichist, dass die Suppression der Oct1
Expression durch HCV und die Verstarkung der basalen sowie der induzierbaren
Genexpression von CXCL8 durch HCV funktionell miteinander in Verbindung stehen. HCV
wirde somit durch Suppression von Oct1 die Bindung von CBP/p300 an den CXCL8 Promotor
begunstigen und eine Hyperacetylierung der Histone mit konsekutiver Umgestaltung des
Chromatins hervorrufen, welche, wie oben ausgefiihrt, wiederum Voraussetzung fir die
Bindung von NF-kB und AP-1 an den CXCL8-Promotorware. Dies sind Aspekte, die im Verlauf
weiterfihrender Arbeiten geklart werden missten. HCV supprimiert also sowohl die
Expression von Oct1 als auch von NKRF und damit von zwei endogenen Repressoren der
CXCL8-Genexpression und erzielt damit, soweit dies aus den Ergebnissen von Gen
Knockdown Experimenten mit spezifischen siRNAs geschlossenwerden kann, synergistische
Effekte. So fuhrt der kombinierte Knockdown von Oct1 und NKRF im Vergleich zum
Knockdown der einzelnen Faktoren zu einer signifikanten Verstarkung sowohlder basalen als
auch der induzierbaren Expression des CXCL8 Gens. Darliber hinaus wird der Einfluss des
subgenomischen HCV-Replikons hierauf durch weitere Suppression der Expression von
NKRF und Oct1 mittels Gen-Knock-down substanziell verstarkt (Abb. 23).
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Zusammenfassend legen die Ergebnisse der hier ausgeflihrten Untersuchungen nahe, dass
HCV Uber eine Interferenz mit der Aktivierung von NF-kB und AP-1 die Expression von
CXCR2-Liganden in der Wirtszelle verstarkt. Hierbei erfolgt die Interferenz einerseits direkt
durch eine Heraufregulation der Expression von c-Fos und c-Jun, zwei zentralen
Komponenten des AP-1 Komplexes, und damit tiber eine vermehrte Verfiigbarkeitdesselben.
Andererseits supprimiert HCV die Expression von Oct1 und NKRF und damit von zwei
endogenen Negativregulatoren der NF-kB- und AP-1-vermittelten Genexpression, die
zueinander synergistisch die Expression entsprechender Zielgene unterdriicken.
Entsprechend flihrtdie Suppressionbeider Faktoren durch HCV zu einerweiteren Verstarkung
der basalen sowie der durch IL-1B induzierbaren Genexpression von CXCL8 (Abb. 23).
Entsprechend ist gut vorstellbar, dass die durch HCV reprogrammierte Wirtszelle auf die
Stimulation mit IL-1B, dessen Serumkonzentration direkt mit der HCV Viruslast korreliert, mit
einer substantiellen Produktion von CXCL8 reagiert und folglich eine zusatzliche Erklarung fur
die erhdhten CXCL8 Serumspiegel bei chronisch infizierten Patienten darstellt. Ferner wiirde
HCV, vordem Hintergrund, dass CXCR2-Liganden wie CXCL8 zentrale Rekrutierungssignale
fur neutrophile Granulozyten darstellen, die interzelluldre Kommunikation zwischen Wirtszelle
und neutrophilen Granulozyten relevant verandern.

Dies wirde im Verlauf zu einer veranderten Rekrutierung dieser Zellpopulation in die Leber
fihren und wére somit unter anderem auch ursachlich fir die erhdhten Serumkonzentrationen
von TNF-a und IL-1, fir die neutrophile Granulozyten als relevante Quelle fungieren kbnnten,
wahrend Hepatozyten (vor allem im Hinblick auf TNF-a) nur in sehr begrenztem Umfang als
Quelle in Frage kommen. Unklar bleibt, warum es abgesehen von IL-13, nach Ausheilen der
HCV-Infektion zu keinem vollstdndigen Abfall der Serumkonzentrationen der anderen
untersuchten Mediatoren auf die bei gesunden Kontrollen zu beobachtenden Level kommt.
Dies gilt insbesondere auch fliir CXCL8, dessen Serumkonzentrationen, anders als auf der
Basis des hier entwickelten regulatorischen Modells zu erwarten gewesen ware, auch nach
erfolgreicher Eradikation und damit Normalisierung der Serumkonzentrationen von IL-13 und
zumindest signifikantem Abfall der Konzentrationen von TNF-a, auch im mehrjahrigen Verlauf
nicht signifikant abfallen. Eine mdgliche Erklarung wére hier, dass HCV die intra- und
interzellulare Kommunikation beispielsweise Uber epigenetische Veranderungen anhaltend
modifiziert, sodass sich diese, selbst nachdem das Virus eliminiert wurde, nicht vollstandig
normalisieren. Diese Uberlegung ist jedoch bislang nicht detailliert untersucht worden und

erfordert entsprechend weiterfUhrende Untersuchungen.
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Abbildung 32: HCV moduliert die Expression von CXCR2 Liganden iiber NF-kB und AP-1. Bei Patienten mit
chronischerHCV-Infektion sind die Serumspiegel von IL-1B und EGF signifikanterh6ht. Zusatzlich spaltetdie virale
Protease NS3/4A die TC-PTP, was zu einer gesteigerten Expression von EGFR fiihrt. HCV, IL-1p3 und EGF weisen
eine positive Wirkung auf die Aktivitdt von NF-kB sowie von c-Fos/c-Jun auf. Des Weiteren unterdriickt HCV die
Expression der negativen Regulatoren Oct1 und NKRF. Die Unterdriickung fiihrt zu einer gesteigerten Aktivitat von
NF-kB sowie von c-Fos/c-Jun. Alles zusammen fihrtzu einergesteigerten Expression von CXCR2-Liganden infolge
einer HCV-Infektion 252

4.3 RNA Seq Analyse im chronischen HCV-Model

Die vorangehenden Analysen legen nahe, dass HCV signifikant mit der intrazellularen
Signallbertragung und der hierdurch kontrollierten Genexpression interferiert. Daher wurde in
einem zweiten umfassenderen Ansatz mittels RNA-Seq Analysen untersucht, inwieweit HCV
die basale sowie die durch IL-1 induzierbare Genexpression beeinflusst. Hierfir wurde ein
experimenteller Ansatz gewahlt, bei dem Huh 7.5 Zellen nach Induktion einer Differenzierung
mittels DMSO und damit auch eines Proliferationsarrests fiir die Dauer von einer Woche (168
Stunden)infiziert wurden. Anders als die zumeist eingesetzten Infektionsexperimente, die eher
die akute Infektion nachstellen, kommt dieser Ansatz, ahnlich wie die auf dem stabil
exprimierten subgenomischen Replikon basierenden experimentellen Ansatze, einer
persistierenden Infektion am nachsten. Vergleichbare Arbeiten in der Literatur basieren
hingegen auf dem "akuten" Infektionsmodell ohne vorangehende Induktion einer
Zelldifferenzierung, wobei Infektionsdauern von 24 bis maximal 120 Stunden nach der
Infektion untersucht wurden.

Zur Analyse der Daten wurden die im Material & Methoden Teil ausgefiihrten
Filterbedingungen eingesetzt, die im Wesentlichen den in der Literatur im Rahmen
vergleichbarer Analysen eingesetzten Methoden entsprechen (siehe Kapitel 2.4.7). Um die
statistische Aussagekraftzu erhéhen, gingen in die Analysen pro Kondition sechs voneinander

unabhangige Ansatze ein. Basierend auf den gesetzten Kriterien konnten im chronischen
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Modell 76 Gene identifiziert werden, die in Reaktion auf die Infektion mit HCV unterschiedlich
exprimiert wurden (Abb. 31). Es ist erwdhnenswert, dass die Uberwiegende Mehrheit der
untersuchten Veranderungen eine Hochregulierung der Genexpression umfasste, was mit den
Berichten in der Literatur Gbereinstimmt.342-343

In der Literatur wird beschrieben, dass nach 72 Stunden Infektion etwas tber 700 differentially
expressed genes (DEGs) mittels RNA-Seq identifiziert werden kénnen. Allerdings nimmt die
Anzahl der DEGs nach 96 Stunden Infektion bereits auf etwa 300 Gene ab.?” Somit reduziert
sich die Anzahl der DEGs um mehr als die Halfte im Vergleich zwischen 72 und 96 Stunden
nach der Infektion. Es ist daher gut moglich, dass nach 168 Stunden (einer Woche) Infektion
durch HCV im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle nur noch vergleichbar wenige Gene
differentiell exprimiert werden. Einschrankend muss hiergesagtwerden, dass dies auch Folge
einer Reduktion infizierter Zellen in der gesamten Zellkultur sein kann. Dies zumal in diesem
Ansatz die Infektionskontrolle mittels RT-PCR erfolgte und nicht durch immunhistochemische
Farbungen, die eine genauere Quantifizierung der Zahl infizierter Zellen ermdglicht hatte. Es
ist allerdings sehr wahrscheinlich, dass die Gene, die selbst nach einer Woche Infektion noch
durch die Wirtszellen differentiell exprimiert werden (wie unter anderem CXCL8, Jun, NFKB2),
von zentraler Bedeutung fur die Aufrechterhaltung des viralen Lebenszyklus sowie die
Interferenz mit antiviralen Effektormechanismen sind (Abb. 30).

Zusatzlich konnten mit den Filterbedingungen Gber 3000 Gene identifiziert werden, die bereits
bei Stimulation mit einer geringen Konzentration von 0,5 U/ml (0,01 ng/ml) IL-1B eine
signifikante Veranderung der Genexpressionin Hepatozyten bewirkt haben. In der Literatur
finden sich in anderen Zelllinien etwa 788 bis 1.747 DEGs nach Stimulation mit IL-1B.3* Bisher
gab es keine vergleichbaren RNA-Seq Analysen in Hepatozyten nach Stimulation mit IL-1(.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass insbesondere in Hepatozyten bereits durch eine geringe
Konzentration von IL-18 (0,01 ng/ml) eine Vielzahl von Genen sowohl induziert als auch
supprimiert wird. In Ubereinstimmung mit der Literatur legen die Ergebnisse von Signalweg
Analysen nahe, dass eine relevante Zahl an Genen, die durch IL-1B aktiviert werden, einer
transkriptionellen Kontrolle durch NF-kB und/oder AP-1 unterliegt.345-347

HCV-infizierte Zellen, die mit IL-1B stimuliert wurden, wiesen im Vergleich zu den stimulierten
Kontrollzellen keine Zunahme an DEGs insgesamt auf. Der Effekt von HCV hat, soweit sich
aus diesen Daten schlussfolgern lasst, somit einen (berschaubaren Einfluss auf die
Gesamtheit der durch IL-1B induzierten Gene. Dies ist vor dem Hintergrund der bereits
bekannten Mechanismen aus dem Replikon- oder Infektionssystem, bei denen in der Literatur
belegt ist, dass HCV den durch IL-1B induzierten Effekt bestimmter Zielgene (unter anderem
CXCL1, CXCL3 und CXCL8) zusatzlich steigert, etwas tiberraschend.?*?

Vor dem Hintergrund des deutlichen Effekts der Stimulation mit IL-138 muss jedoch allen voran

auch hier diskutiert werden, ob die Zahl noch infizierter Zellen zu niedrig ist, um den Einfluss
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von HCV auf den Effekt von IL-1B noch adaquatabzubilden. Hier sollten fiir Folgeexperimente
Methoden evaluiert werden, bei denen sichergestellt ist, dass nach einer Woche
Infektionsdauernoch ein relevanter Anteil an Zellen HCV -infiziert ist. Neben diesem sowie den
vorangehend bereits ausgefihrten limitierenden Punkten bleibt jedoch offen, ob die hier
gewahlten Analyseansatze, deren relative Quantifizierung iberwiegend auf der Ermittlung des
x-fachen der korrespondierenden Kontrolle beruht, zu kurz greifen, sodass mdglicherweise
Effekte nicht bertcksichtigt werden, bei denen sowohl die Kontrolle als auch die induzierte
Situation verstarkt wird. Eine weitere Erklarung kdnnte sein, dass in den langer kultivierten
Zellen bereits bei einer Konzentration von 0,01 ng/ml IL-1B eine Genexpression erfolgt, die
durch HCV in ihrer Amplitude nur noch vergleichsweise geringfligig beeinflusst wird. Hier
werden in Folgeprojekten weiterfihrende experimentelle Ansatze erforderlich sein, die die

vorangehend diskutierten Punkte adressieren.
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5. Zusammenfassung

Bis zu 70 % der mit dem Hepatitis-C-Virus (HCV) infizierten Personen entwickeln eine
persistierende Infektion, die in den meisten Fallen jahrzehntelang asymptomatisch verlauft, bis
die Krankheit symptomatisch wird. Dies deutet darauf hin, dass sich Mechanismen entwickelt
haben, die dem Virus eine geringe Immunogenitat verleihen und es ihm ermdglichen, in der
Wirtszelle zu replizieren, ohne deren Lebensfahigkeit zu stark zu beeintrachtigen. Dies wird
zum Teil durch eine weitreichende Interferenz von HCV mit der intra- und interzellularen
Signaltransduktion der Wirtszelle erreicht. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe haben belegt, dass
HCV in diesem Zusammenhang auch die basale sowie die durch Zytokine und
Wachstumsfaktoren induzierbare Expression von Liganden des CXCR2-Rezeptors wie
CXCLS8 signifikant verandert. Darauf aufbauend war es Ziel der Arbeit, insbesondere am
Beispiel des CXCL8 Gens die Mechanismen weiter zu untersuchen, tber die HCV die basale
sowie die induzierbare Expression desselben beeinflusst. Darliber hinaus sollten die
Veranderungen der Serumkonzentrationen ausgewahlter Zytokine und Wachstumsfaktoren im
Verlauf einer chronischen HCV-Infektion weiter analysiert werden. Die Ergebnisse der in
dieser Arbeit zusammengefassten Untersuchungen legen nahe, dass Patienten mit einer
chronischen HCV-Infektion im Vergleich zu gesunden Kontrollen signifikant erhdhte
Serumspiegel von IL-18, CXCL8, EGF, TNF-a, VEGF-A, NRG1 und AREG aufweisen.
Interessanterweise sanken nach erfolgreicher Behandlung nur die Serumspiegel von IL-1j3,
EGF, TNF-a und NRG1, wahrend die Konzentrationen von CXCL8, VEGF-A und AREG trotz
erfolgreicher Viruselimination auch im Langzeitverlauf erhéht blieben. Basierend auf einer in
silico-Analyse der 5' regulatorischen Region des CXCL8-Promotors konnten neben NF-kB
acht weitere Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, deren Expression durch HCV
moduliert wird, wobei die Expression der Transkriptionsfaktoren c-Fos, c-Jun, Fra1, IRF1 und
ATF3 in Gegenwart von HCV signifikant zunahm, wahrend die Expression von c-Myb, NKRF
und Oct1 signifikant abnahm. Weitere Analysen unter Verwendung von Inhibitoren und
selektivem Knockdown der Genexpression durch spezifische siRNA belegen, dass HCV
sowohl die basale als auch die IL-1B- und EGF-induzierbare Expression von CXCLS8 Uber die
Herabregulation der Transkriptionsfaktoren NKRF und Oct1, die verstarkte Expression der
beiden Komponenten des AP-1 Komplexes, c-Fos und c-Jun, und die verstarkte Aktivierung
von NF-kB beeinflusst. Die Ergebnisse von RNA-Seqg-Analysen legen ferner nahe, dass HCV
neben CXCR2 Liganden in der Wirtszelle die Expression einer Reihe weiterer Zielgene
beeinflusst, die durch die Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 reguliert werden.

Zusammenfassend deuten diese Daten darauf hin, dass HCV die CXCL8-vermittelte
interzelluldre Kommunikation reprogrammiert und dass in diesem Zusammenhang die
Beeinflussung der NF-kB- und AP-1-vermittelten intrazellularen Signaltransduktion sowie

endogene Regulatoren wie Oct1 und NKRF von Bedeutung sind.
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6. Summary

Up to 70 % of people infected with the hepatitis C virus (HCV) develop persistent infection, in
most cases remaining asymptomatic for decades until the developmentof overt disease. This
suggests thatmechanisms have evolved that conferlow immunogenicity on the virus and allow
it to replicate in the host cell without compromising its viability. This is achieved in part by
extensive interference of HCV with intra- and intercellular signaling in the host cell. Preliminary
work by the research group has shown that HCV also significantly alters the basal expression
of CXCR2 receptorligands such as CXCL8, as well as the expression of these ligands induced
by cytokines and growth factors. The aim of this study was to further investigate the
mechanisms by which HCV affects the basal and inducible expression of CXCL8. In addition,
the changesin serum concentrations of selected cytokines and growth factors during chronic
HCV infection were further analyzed. The results of the studies summarized in this paper
suggest that patients with chronic HCV infection have significantly higher serum levels of
IL-1B8, CXCLS8, EGF, TNF-a, VEGF-A, NRG1, and AREG than healthy controls. Interestingly,
only the serum levels of IL-13, EGF, TNF-a, and NRG1 decreased after successfultreatment,
whereas the levels of CXCL8, VEGF-A, and AREG remained elevated in the long term despite
successful virus elimination. Based on an in silico analysis of the 5' regulatory region of the
CXCL8 promoter, eight transcription factors were identified in addition to NF-kB whose
expression is modulated by HCV. c-Fos, c-Jun, Fra1, IRF1, and ATF3 were significantly
upregulated in the presence of HCV, whereas c-Myb, NKRF, and Oct1 were significantly
downregulated. Furtheranalyses using inhibitors and selective knockdown of gene expression
by specific siRNA indicate that HCV affects both basal and IL-13- and EGF-inducible
expression of CXCL8 by downregulating the transcription factors NKRF and Oct1, increasing
the expression of the two components of the AP-1 complex, c-Fos and c-Jun, and increasing
the activation of NF-kB. The results of RNA-seq analyses also suggest that, in addition to
CXCR2 ligands in the host cell, HCV affects the expression of several other target genes

regulated by the transcription factors NF-kB and AP-1.
In conclusion, these data suggest that HCV reprograms CXCL8-mediated intercellular

communication and that the influence of NF-kB- and AP-1 mediated intracellular signaling, as

well as endogenous regulators such as Oct1 and NKRF, are important in this context
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Abbildung A1.1 Korrelationsanalysen zwischen IL-1B und allen gemessenen Faktoren bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, AusreiReridentifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegeniiber Ausreif3ern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit * flirp < 0,05, *+ flirp < 0,01, *** flirp < 0,001 bzw. **xx firp < 0,0001

markiert.
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Abbildung A1.2 Korrelationsanalysen zwischen IL-1B und allen gemessenen Faktoren bei geheilten HCV -
Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation
verwendet. Derr-Wert wirdim Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausreiller identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegeniiber Ausreif3ern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen.
Die Daten wurden mit = flir p < 0,05, ** flir p < 0,01, **x* flir p < 0,001 bzw. ***x fiir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A1.3 Korrelationsanalysen zwischen CXCL8 und allen gemessenen Faktoren bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausrei3er identifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegenliber Ausreif3ern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flrp < 0,05, x flirp < 0,01, «xx flirp < 0,001 bzw. == flirp < 0,0001

markiert.
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Abbildung A1.4 Korrelationsanalysen zwischen CXCL8 und allen gemessenen Faktoren bei geheilten HCV -
Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation
verwendet. Derr-Wert wirdim Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausreiller identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegentiber Ausreifern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen.
Die Daten wurden mit  flir p < 0,05, *x flir p < 0,01, *xx fir p < 0,001 bzw. **x= fir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A1.5 Korrelationsanalysen zwischen TNF -a und allen gemessenen Faktoren bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, AusreiRer identifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegentber Ausreil3ern ist. Die Pun kte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, #x flirp < 0,01, sxx flirp < 0,001 bzw. == flirp < 0,0001

markiert.

122



8. Anhang

A TNF-avs IL-1p B TNF-a vs CXCL8 C TNF-a vs EGF
HCV geheilt HCV geheilt HCV geheilt
r =0,1024 r =0,3730 4 r =-0,1438
p=0,5904 __ 1004 p=0,0273* p= 0,4484
- . E . — -
B . 2 801 * 53-
2 ° ol . . N PO
E E . @
) . =) . E 24
2 2 40{s°* 2
- w© - . . — .
- d . . - . - w4 -® - o
= S . . & . e
. 4 © . L
# fo—b—p T J 0 T T T 1 Otese—Teoe——e—o+—p o —1—
5 10 15 2 25 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25
TNF-a [pg/ml Serum] TNF-a [pg/ml Serum] TNF-a [pg/ml Serum]
D TNF-a vs NRG1 E TNF-a vs AREG F TNF-a vs EREG
HCV geheilt HCV geheilt HCV geheilt
r =-0,2757 r =0,5767 r =0,1185
2004 p= 0,1555 10+ p=0,0007 *** 154 p=0,5046
= —_ —_
21504 5 81 ' * E .
e @ @
w» . %] w104 o o
r— —_ — - -
S 1004, E E e | e
. [=] o S
] = = LR X
] 50+ .o & 8
=z L] 4 74
U a ' : re * * [} < u
# T " ) 0 . . r . . 0 . . . . .
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
TNF-a [pgiml Serum] TNF-a [pg/ml Serum] TNF-a [pg/ml Serum]
G TNF-u vs VEGF-A H TNF-a vs GOT I TNF-a vs GPT
HCV geheilt 01163 HCYV geheilt " 03762 HCV geheilt ;4
_ 300 .. p=0,5194 40 p=0,0370° 50+ p=0,2127
E - . . . .
g . 304 . 404
& 2004 . = se g - . *
E . . S achll 5 31
E ., e ~ 20 ges "% . s - ., *
. Q . . o 204 .
gwoy , e 0] © . s .
G . 104 . LTI T
w I . 104 N
> * e, .o . . .
0 * T T T y 0 T r T . . 0 . T T : .
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
TNF-c [pgiml Serum] TNF-o [pg/ml Serum] TNF-a[pg/ml Serum]
TNF-t vs FIB-4
J HCYV geheilt
4- r =0,3924
p=0,0263"
-
o 37 . . o
a L]
S, o0 S
h i b .
m
= e " s 0 L]
- 14 =* LS
L
0 r . r T ]
0 5 10 15 20 25

TNF-o. [pg/ml Serum]

Abbildung A1.6 Korrelationsanalysen zwischen TNF -a und allen gemessenen Faktoren bei geheilten HCV-
Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation
verwendet. Derr-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausreil3er identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegentiber Ausreifern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen.
Die Daten wurden mit = fiir p < 0,05, *x flir p < 0,01, **x* fir p < 0,001 bzw. ***x fiir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A1.7 Korrelationsanalysen zwischen EGF und allen gemessenen Faktoren bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, AusreiRer identifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegenliber Ausreif3ern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, ** flirp < 0,01, #xx flirp < 0,001 bzw. == flirp < 0,0001

markiert.
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Abbildung A1.8 Korrelationsanalysen zwischen EGF und allen gemessenen Faktoren beigeheilten HCV -
Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation
verwendet. Derr-Wert wirdim Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausreiller identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegeniiber Ausreif3ern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen.
Die Daten wurden mit  flir p < 0,05, *x flir p < 0,01, *xx flr p < 0,001 bzw. **xx fir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A1.9 Korrelationsanalysen zwischen NRG1 und allen gemessenen Faktoren bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausrei3er identifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegeniiber Ausreifiern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, *x flirp < 0,01, = flirp < 0,001 bzw. == flirp < 0,0001

markiert.
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Abbildung A1.10 Korrelationsanalysen zwischen NRG1 und allen gemessenen Faktoren bei geheilten HCV -
Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation
verwendet. Derr-Wert wirdim Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, AusreiRer identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson-Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegentber AusreiRern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen.
Die Daten wurden mit = flir p < 0,05, ** flir p < 0,01, **x* fir p < 0,001 bzw. ***x fiir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A1.11 Korrelationsanalysen zwischen AREG und allen gemessenen Faktoren bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausrei3er identifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegentiber Ausreifiern ist. Die Pun kte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, *x flirp < 0,01, «xx flirp < 0,001 bzw. == firp < 0,0001

markiert.
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Abbildung A1.12 Korrelationsanalysen zwischen AREG und allen gemessenen Faktoren beigeheilten HCV -
Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation
verwendet. Derr-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausreiller identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegeniber Ausreilern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen.
Die Daten wurden mit = fiir p < 0,05, *x fir p < 0,01, **x fir p < 0,001 bzw. ***x fir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A1.13 Korrelationsanalysen zwischen EREG und allen gemessenen Faktoren bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, AusreiRer identifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegeniiber Ausreifiern ist. Die Pun kte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, *x flirp < 0,01, #xx flirp < 0,001 bzw. == flirp < 0,0001
markiert.
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Abbildung A1.14 Korrelationsanalysen zwischen AREG und allen gemessenen Faktoren beigeheilten HCV -
Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation
verwendet. Derr-Wert wirdim Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausreil3er identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegentber Ausreiern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen.
Die Daten wurden mit = flir p < 0,05, ** flir p < 0,01, **x* flir p < 0,001 bzw. ***x fiir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A1.15 Korrelationsanalysen zwischen VEGF-Aund allen gemessenen Faktoren beiPatienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, AusreiRer identifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegenliber Ausreif3ern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, = flrp < 0,01, s+ flirp < 0,001 bzw. s fiirp < 0,0001
markiert.
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Abbildung A1.16 Korrelationsanalysen zwischen VEGF -A und allen gemessenen Faktoren bei geheilten
HCV-Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson-Korrelation
verwendet. Derr-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausreiller identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegentiber AusreiRern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen.
Die Daten wurden mit = flir p < 0,05, ** flir p < 0,01, **x* fir p < 0,001 bzw. **xx fiir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A1.17 Korrelationsanalysen zwischen GPT und allen gemessenen Faktoren bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, AusreiRer identifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegentiber Ausreiflern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, ** flirp < 0,01, #xx flirp < 0,001 bzw. == flirp < 0,0001

markiert.
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Abbildung A1.18 Korrelationsanalysen zwischen GPT und allen gemessenen Faktoren bei geheilten HCV -
Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation
verwendet. Derr-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausreiller identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegentiber Ausreiern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen.
Die Daten wurden mit = flir p < 0,05, ** flir p < 0,01, **x* fir p < 0,001 bzw. **xx fiir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A1.19 Korrelationsanalysen zwischen GOT und allen gemessenen Faktoren bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, AusreiRer identifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegentiber Ausreiflern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flrp < 0,05, *x firp < 0,01, *xx flirp < 0,001 bzw. *xxx firp < 0,0001
markiert.
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Abbildung A1.20 Korrelationsanalysen zwischen GOT und allen gemessenen Faktoren bei geheilten HCV -
Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation
verwendet. Derr-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausreiller identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegeniber Ausreilern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen.
Die Daten wurden mit = fiir p < 0,05, *x fir p < 0,01, **x* fir p < 0,001 bzw. ***x fir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A1.21 Korrelationsanalysen zwischen FIB-4 und allen gemessenen Faktoren bei Patienten mit
einer chronischen HCV-Infektion. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die
Pearson-Korrelation verwendet. Der r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung
vorzunehmen, wurden zuvor mittels der PRISM 10-Software, AusreiRer identifiziert und ausgeschlossen, da der
Pearson-Korrelations-koeffizient sehr empfindlich gegenliber Ausreif3ern ist. Die Pu nkte reprasentieren die Werte
einzelner Personen. Die Daten wurden mit = flirp < 0,05, = flrp < 0,01, s+ flirp < 0,001 bzw. s fiirp < 0,0001
markiert.
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Abbildung A1.22 Korrelationsanalysen zwischen FIB-4 und allen gemessenen Faktoren bei geheilten HCV-
Patienten. Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation
verwendet. Derr-Wert wirdim Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Umeine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden
zuvor mittels der PRISM 10-Software, Ausreiller identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-
koeffizient sehr empfindlich gegeniiber Ausreif3ern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzeln er Personen.
Die Daten wurden mit  flir p < 0,05, *x flir p < 0,01, *xx fir p < 0,001 bzw. **x= fir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A2 Korrelationsanalysen zwischen IL-1B, EGF und CXCLS8 bei Patienten mit einer HBV -Infektion.
Zur Ermittlung der Korrelationen zwischen den einzelnen Faktoren wurde die Pearson -Korrelation verwendet. Der
r-Wert wird im Bereich von -1 bis 1 dargestellt. Um eine prazisere Beurteilung vorzunehmen, wurden zuvor mittels
der PRISM 10-Software, Ausreifler identifiziert und ausgeschlossen, da der Pearson -Korrelations-koeffizient sehr
empfindlich gegenuber Ausreilern ist. Die Punkte reprasentieren die Werte einzelner Personen. Die Daten wurden
mit * flir p < 0,05, ** fiir p < 0,01, *xx flir p < 0,001 bzw. ***x* fiir p < 0,0001 markiert.
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Abbildung A3.1: Das HCV reguliert die basale und IL-1B-induzierte mMRNA-Expression von CXCL1 - CXCL3.
Huh 9.13 Replikon- (A, C und E) oder infizierte Huh 7.5-JC1-Zellen (B, D und F), im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollen, wurden furachtStunden mit 5 U/ml IL-1f3 stimuliert. Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden unter
Anwendung der AACT-Methode ermittelt und auf SDHA normalisiert. Die Ergebnisse werden als Bruchteile des
normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedriickt, die auf 1 gesetzt wurde, und die Daten werden als Mittelwert +
SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-Whitney-U-Tests berechnet. Die Daten wurden mit s fiir
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Abbildung A3.2: Das HCV reguliert die basale und EGF -induzierte mMRNA-Expression von CXCL1 — CXCL3.
Huh 9.13 Replikon-Zellen im Vergleich zu Huh 7 Kontroll-Zellen, wurden fiir acht Stunden mit 40 ng/ml EGF
stimuliert. Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden unter Anwendung der AACT-Methode ermitteltund auf SDHA
normalisiert. Die Ergebnisse werden als Bruchteile des normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedriickt, die auf 1

gesetzt wurde, und die Daten werden als Mittelwert + SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann-
Whitney-U-Tests berechnet. Die Daten wurden mit === fiir p < 0,0001 markiert, sofern eine Signifikanz vorliegt.
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Abbildung A4: C-Fos und c-Jun sind wichtig fiir die Modulation von CXCL1 und CXCL2. Die Expression von
CXCL8 mRNA wurde mittels qRT-PCR in Huh9.13- oder Huh7.5-Zellen, die mit dem HCV JC1-Stamm (MOI = 1)
infiziert waren, analysiert und mit entsprechenden Kontrollzellen verglichen. Die Zellen wurden 48 Stunden mit
spezifischer SIRNA gegen c-Fos oder c-Jun behandelt und anschlieRend fir acht Stunden mit 5 U/ml IL-1
behandelt. Die quantitativen PCR-Ergebnisse wurden unter Verwendung der AACT-Methode ermittelt und auf
SDHAnormalisiert. Die Ergebnisse wurden als Bruchteile des normalisierten Wertes der Kontrolle ausgedruickt, die
auf 1 gesetzt wurde, und die Daten wurden als Mittelwert + SD dargestellt. Die Signifikanz wurde mittels des Mann -
Whitney-U-Tests berechnet. Die Daten wurden mit * fir p < 0,05, ** furp < 0,1, *** fir p < 0,001 und *** flrp <
0,0001 markiert, sofern eine Signifikanz vorliegt.
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