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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Leber

1.1.1 Aufbau und Funktion der Leber

Die Leber ist mit ca. 1,5kg ein bedeutendes Stoffwechselorgan des Kérpers (Liaskou
et al. 2012). Das Organ erflllt eine Vielzahl an Funktionen. Unter anderem ist die
Leber fur den Energiestoffwechsel von zentraler Bedeutung. Hierbei spielt vor allem
die de novo Synthese von Glukose (Glukoneogenese) und die Speicherung von
Glukose in Form von Glykogen eine wichtige Rolle, da hierdurch unter anderem der
Blutzuckerspiegel reguliert wird. Dartber hinaus dient die Leber als Speicherort flr
Fettsauren, Vitamine (z. B. Vitamin A, Vitamin B;,) und Metalle (Eisen, Kupfer). Die
Leber ist das zentrale Organ fur die Synthese von Plasmaproteinen, Hormonen und
von Keratin. Galle wird in den Parenchymzellen der Leber (Hepatozyten) synthetisiert
und in der Gallenblase gespeichert. Eine weitere Funktion der Leber ist die
Ausscheidung korpereigener Substanzen (Steroide, Bilirubin und
Schilddriisenhormone) oder kérperfremder Substanzen (Medikamente, Alkohol und
Xenobiotika) durch die sogenannte Biotransformation. Bei diesem Prozess werden
Molekile vor allem durch das Cytochrom P450 System so verandert, dass sie
biologisch inaktiv und wasserloslich werden und somit ausgeschieden werden
konnen (Moc, Horn 2012).

Das Organ ist in den groReren rechten (Lobus hepaticus dexter) und den kleineren
linken Leberlappen (Lobus hepaticus sinister) gegliedert. Die Leberlappen werden in
insgesamt acht Segmente unterteilt (Abbildung 1A) (Tamm, Kurtz 2012). Die
Blutversorgung der Leber erfolgt auf zwei verschiedenen Wegen. Die Leber erhalt
sauerstoffreiches Blut (ber die Leberarterie (Arteria hepatica propria) und
nahrstoffreiches (Glukose und Aminosauren) Blut aus dem Magen-Darm-Trakt durch
die Pfortader (Vena portae hepatis). Die gesamte Leber ist in sechseckige
Leberlappchen (Lobuli hepatici) strukturiert. An den Punkten, an denen die
Leberl&appchen aufeinandertreffen, befinden sich periportale Felder, die auch als

Glisson-Trias oder Glissonsches Dreieck bezeichnet werden. Diese Felder werden
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durch die Endaste der Pfortader, der Leberarterie und den interlobuléaren
Gallengangen (Duktus biliferus) gebildet (Abbildung 1B). Innerhalb der
Leberlappchen sind die Hepatozyten radidar in Balken um die Zentralvene (Vena
centralis), die in der Mitte der L&ppchen liegt, angeordnet. Die Leberbalken sind von
Sinusoiden (Kapillaren), durch die das Blut aus den Periportalfeldern her zur
Zentralvene stromt, umgeben. DarUber hinaus fliel3t Galle durch die Gallenkanélchen
zu den interlobuléaren Gallengadngen (Abbildung 1C) (Moc, Horn 2012). Die Wand der
Sinusoide (Endothel), wird von den lebersinusoidalen Endothelzellen (liver sinusoidal
endothelial cells; LSEC) ausgekleidet. Zwischen den LSEC und den Hepatozyten
liegt der Dissé-Raum. Die LSEC weisen offene Poren eines Durchmessers von 150-
175nm auf, die als Fenestrae bezeichnet werden. Die Fenestrae wirken als
dynamischer Filter und ermdglichen den Transport von Blutplasma, Makromolekilen,
Proteinen und Elektrolyten zwischen den sinusoidalen Lumen und dem Dissé-Raum,
wodurch die Hepatozyten mit N&hrstoffen versorgt werden (Braet, Wisse 2002, Moc,
Horn 2012). Die Nahrstoffe werden von den Hepatozyten aufgenommen,
verstoffwechselt, gespeichert oder abgebaut. Zusatzlich werden die Hepatozyten
durch das Blut der Leberarterie, das durch die Sinusoide zur Zentralvene flief3t, mit
Sauerstoff versorgt. In dem Dissé-Raum sind die hepatischen Sternzellen (hepatic
stellate cells, HSC) lokalisiert. Im Lumen der Sinusoide befinden sich die in der Leber

ansassigen Makrophagen, die Kupffer Zellen (KC) (Smedsrod et al. 1994).
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Leberstruktur. (A) Die Leber wird grob in den gréeren rechten
und den kleineren linken Leberlappen unterteilt, die durch die Lebersegmente | bis VIII gebildet werden
(McCuskey 2012). (B) Die Leber ist in sechseckige Leberlappchen strukturiert in deren Mitte die Zentralvene (2ZV,
Vena centralis) liegt. An den Ecken der Leberlappchen liegen die Periportalfelder, in denen die Endaste der
Pfortader (Vena portae hepatis, P), der Leberarterie (Arteria hepatica propria, A) und die interlobularen
Gallengéange (Duktus biliferus, G) die Glisson-Trias bilden (Dancygier 2003). (C) Innerhalb der Leberldappchen
bilden die Hepatozyten die Leberbalken. Diese sind durch die Sinusoide (S) voneinander getrennt. Galle lauft in
den Gallenkanalchen (griin) zwischen den Hepatozyten zu den interlobularen Gallengangen (Tamm, Kurtz 2012).
(D) Die lebersinusoidale Wand wird von den fenestrierten Endothelzellen (LSEC) ausgekleidet. Zwischen den
LSEC und den Hepatozyten liegt der Dissé-Raum, in dem die HSC resident sind. In dem sinusoidalen Lumen

sind die KC angesiedelt.
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1.2 Die Zelltypen der Leber

Die Leberzellpopulation setzt sich zu 60% aus Hepatozyten, den Parenchymzellen
der Leber, und zu 40% aus den nicht-parenchymalen Zellen (non-parenchymal cells,
NPC) zusammen (Kmiec 2001). Die Haupteigenschaften der einzelnen Zelltypen

werden im Folgenden differenziert beschrieben.

1.2.1 Hepatozyten

Die Leber ist fur eine Vielzahl metabolischer Prozesse verantwortlich. Fir viele
dieser Prozesse fungieren Hepatozyten als metabolische Einheit und fuhren eine
Grol3zahl der Leberfunktionen aus. Darunter fallen Funktionen wie die Glukose
Homoostase, die Bilirubin Exkretion, die Synthese von Cholesterol und Fettsauren
sowie die Synthese und Sekretion von Plasma Proteinen wie z. B. Albumin,
Transferrin, Prothrombin, Fibrinogen, Lipoproteine und Komplementproteinen
(McCuskey 2012). Daruber hinaus sind sie fur die metabolische Transformation
(Biotransformation) von Xenobiotika verantwortlich. In diesem Prozess spielt das
Enzym Cytochrom P450 (CYP450) eine wichtige Rolle. Die CYP3A Subfamilie ist am
starksten in der Leber und im Dunndarm vertreten (Thummel, Wilkinson 1998).
Morphologisch besitzen isolierte Hepatozyten eine polygonale Form mit einem oder
mehreren runden Zellkernen (Schulze-Bergkamen et al. 2003). In der normalen
Leber weisen Hepatozyten eine geringe Proliferationsrate auf. Wird jedoch ein Teil
der Leber, z. B. durch eine Schéadigung oder Resektion entfernt, beginnen sich die
Hepatozyten zu teilen bis die Masse, und somit die Funktion des Organs wieder

hergestellt ist (Michalopoulos, DeFrances 1997).

1.2.2 Nicht-parenchymale Zellen der Leber

Die in der Leber enthaltenen NPC Zellpopulation umfasst ca. 15% KC, ca. 19%
LSEC, ca. 5% HSC, und ca. 1% Lymphozyten (T-Zellen, B-Zellen, natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) und Leukozyten (Dendritische Zellen und Neutrophile)
(Blouin et al. 1977, Wisse et al. 1976, Kmiec 2001, Racanelli, Rehermann 2006). Im
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Folgenden werden die Hauptcharakteristika und Funktionen von KC, LSEC und HSC

dargestellt.

1.2.3 Kupffer Zellen

Die KC wurden nach dem Wissenschaftler Karl Wilhelm von Kupffer benannt (1876)
und stellen die leberresidente Makrophagen Population dar. Sie sind innerhalb der
Lumen der Sinusoide lokalisiert und reprasentieren 80% aller gewebestandigen
Makrophagen des Korpers (Bouwens et al. 1986, Kolios et al. 2006). Als
Makrophagen besitzen KC eine hohe phagozytotische Aktivitat. Aufgrund ihrer
Lokalisation innerhalb der Sinusoide kdnnen KC unter anderen Mikroorganismen,
Endotoxine, degenerierte Zellen, Immunkomplexe und toxische Agentien aus dem
Blut entfernen (Dini et al. 2002, Clavien et al. 1996, Kolios et al. 2006). Des Weiteren
exprimieren KC unterschiedliche Oberflachenrezeptoren (z. B. Haupthisto-
kompatibilitatskomplex, major histo-compatibility complex, MHC) und fungieren als
antigenprasentierende Zellen (Tiegs, Lohse 2010). KC werden durch
unterschiedliche Stimuli wie z. B. der Erkennung pathogener Strukturen, aktiviert und
sezernieren immunregulatorische Zytokine (z. B. Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a),
Interleukin-6 (IL-6) und IL-10) (Knolle et al. 1995, Canbay et al. 2003). Daruber
hinaus werden Prozesse wie der Leberentzindung, der Hepatotoxizitdt und der
Leberschadigung durch Makrophagen reguliert (Roberts et al. 2007). Morphologisch
weisen KC eine irregularere Zellform mit einer gestreckten oder ovalen Form sowie

einem bohnenfdérmigen Zellkern auf (Kmiec 2001, Smedsrod et al. 1994).

1.2.4 Lebersinusoidale Endothelzellen

Die LSEC wurden durch den Wissenschaftler Eddie Wisse als eigenstandigen Zelltyp
innerhalb der Leber beschrieben (Wisse 1972). Die Zellen bilden das
diskontinuierliche Endothel der Lebersinusoide. Hierbei handelt es sich um eine
fenestrierte Auskleidung der Geféal3e, die durch das Fehlen einer Membran innerhalb
der Fenestrae sowie das Fehlen einer Basalmembran, die die GefalRe umgibt,
charakterisiert ist (Wisse 1970, Wisse et al. 1985, Smedsrod et al. 1994). Die
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Fenestrae filtern geloste Substanzen und Partikel, die zwischen dem sinusoidalen
Lumen und dem Dissé-Raum ausgetauscht werden (Braet, Wisse 2002). Darlber
hinaus stellen die LSEC eine por6se Barriere dar, die zum einen die
Sauerstoffversorgung der Hepatozyten erleichtert und zum anderen die Hepatozyten
in Kontakt mit Makromolekulen (z. B. Lipoproteine) aus dem Blut bringt. Die LSEC
sind durch die rezeptorvermittelte Endozytose in der Lage eine Grof3zahl an
Substanzen aus dem Blut zu entfernen (Smedsrod et al. 1997, Elvevold et al. 2004).
Morphologisch wird dies durch die Anwesenheit von Endosomen innerhalb der Zellen
deutlich (Smedsrod et al. 1994). Ferner entfernen LSEC Kolloide und gel6ste
Substanzen aus der Blutzirkulation und fungieren als sogenannter ,gate keeper*
(Tarhuter) fur die Aktivierung von HSC (DeLeve 2011). LSEC exprimieren
Oberflachenmolekiile wie MHC Klasse | und Il, die fir die Antigenprasentation von
Bedeutung sind (Thomson, Knolle 2010). Darlber hinaus tragen die LSEC durch die
Erkennung von Pathogenen sowie durch die Sekretion von Zytokinen und
Chemokinen zur Immunregulation bei (Knolle, Limmer 2001). Morphologisch formen
kultivierte LSEC eine Monoschicht mit einer Struktur, die an flaches Kopfsteinpflaster
(cobblestone) erinnert (Daneker et al. 1998, Elvevold et al. 2008).

1.2.5 Hepatische Sternzellen

Die HSC wurden zum ersten Mal durch Karl von Kupffer in 1876 als ein sternférmiger
Zelltyp beschrieben, der mit Goldchlorid reagiert (Kupffer 1876). Die Zellen besiedeln
den subendothelialen Raum (Dissé-Raum) zwischen den LSEC und den
Hepatozyten (Friedman 2008). In der gesunden Leber stellen Sternzellen die
Hauptquelle fir die Speicherung und den Transport von Vitamin A im Koérper dar.
Das Vitamin A wird im Zytosol der Zellen in Form von Lipidtropfchen gespeichert
(Wake 1971, Sato et al. 2003). In der erkrankten Leber synthetisieren HSC grof3en
Mengen an extrazellularen Matrixproteinen (extracellular matrix, ECM), die zur
Stabilisierung der Leberarchitektur dienen und somit den Prozess der
Leberfibrogenese unterstitzen (Moreira 2007, Tacke, Weiskirchen 2012). Darlber
hinaus exprimieren HSC Molekule fir die Prasentation von Antigen wie z. B. MHC
Klasse | und Il (Winau et al. 2007, Vinas et al. 2003). Morphologisch werden
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Sternzellen als spindelféormige Zellen mit langen Verzweigungen und einem ovalen
Zellkern beschrieben (Friedman 2008).
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1.3 Immunantwort der Leber

Das Immunsystem stellt das Abwehrsystem des Korpers zur Bek&mpfung von
Pathogenen wie Bakterien, Viren und Parasiten dar und wird in die angeborene und
die adaptive (erlernte) Immunantwort unterteilt. Diese beiden Elemente
unterscheiden sich in den Rezeptoren zur Erkennung korperfremder Strukturen und
den Mechanismen der ausgeldsten Immunantwort. Das angeborene Immunsystem
dient als erster unspezifischer Abwehrmechanismus zur Erkennung und Beseitigung
von Pathogenen, wahrend das adaptive Immunsystem eine spezifische Abwehr mit

immunologischer Erinnerung darstellt (Liaskou et al. 2012).

Zu den Zellen des angeborenen Immunsystems zahlen Makrophagen/Monozyten,
insbesondere die leberresidenten KC, Mastzellen, Neutrophile und dendritische
Zellen (Liaskou et al. 2012). Diese Zellen erkennen konservierte Strukturen von
Mikroorganismen (Medzhitov, Janeway 2000), sogenannte Pathogen assoziierte
molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMP), die fur den
Lebenszyklus der Pathogene essentiell sind (Kumar et al. 2011). Beispiele fur PAMP
sind bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglycane, Flagellin, bakterielle
Desoxyribonukleinsdure  (desoxyribonucleic  acid, DNA), doppelstrangige
Ribonukleinsaure (dsRNA) und Glukan. Diese Strukturen werden durch
keimbahncodierte Mustererkennungsrezeptoren (pattern-recognition receptors, PRR)
des angeborenen Immunsystems erkannt. Zu den PRR zahlen unter anderem Toll-
like Rezeptoren (TLR), retinoic acid-inducible gene | (RIG-I)-like Rezeptoren (RLR),
nucleotid oligomerization domain (NOD)-like Rezeptoren (NLR) und DNA Rezeptoren
(Racanelli, Rehermann 2006). Nach der Erkennung von pathogenen Strukturen
werden komplexe Signalwege aktiviert, wodurch eine rapide Immunantwort des Wirts
ausgelost wird. Unter anderen produzieren die aktivierten Immunzellen
inflammatorische Zytokine, Chemokine, Akute-Phase-Proteine und Proteine des
Komplementsystems. Darliber hinaus werden Antigene von den Zellen durch
rezeptorvermittelte Endozytose oder durch Phagozytose aufgenommen und durch
Oberflachenrezeptoren auf der Membran prasentiert. Die Zytokinproduktion und die

Antigenprasentation aktivieren Zellen des adaptiven Immunsystems (T- und B-
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Lymphozyten), wodurch letztlich die Beseitigung des Pathogens sowie der infizierten

Zellen oder Toleranzmechanismen ausgelost werden (Knolle, Gerken 2000).

1.3.1.1 Toll-like Rezeptoren

Die TLR sind evolutionar konservierte Rezeptoren, die durch ihre Homologie zu dem
Toll Rezeptor in Drosophila melanogaster benannt sind. Strukturell sind die TLR
Typ | Transmembranrezeptoren und weisen eine leucinreiche extrazellulare Doméne,
eine Transmembrandomane und eine zytoplasmatische Toll/Interleukin (IL)-1 (TIR)
Domane auf. TLR werden von Immunzellen wie Makrophagen, Fibroblasten,
Epithelzellen, Endothelzellen, B-Zellen und NK-Zellen gebildet und spielen als PRR
eine wichtige Rolle in der angeborenen Immunabwehr. Im humanen System sind
bisher zehn verschiedene TLR bekannt. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 und TLR10
werden auf der Zelloberflache exprimiert, wahrend TLR3, TLR7, TLR8 und TLR9 in
der Membran von Endosomen bzw. Lysosomen lokalisiert sind (Kawasaki, Kawai
2014).

Die TLR koénnen mit Korezeptoren assoziert vorliegen oder bilden Homo- bzw.
Heterodimere und erkennen korperfremde, molekulare Strukturen von Pathogenen
wie Lipopeptide, Peptidoglycane oder Nukleinsauren (Kumar et al. 2011). Die
Ligandenbindung fiihrt zur Aktivierung der TLR, wodurch Signalkaskaden und die
Immunantwort ausgelost werden (Takeda, Akira 2005). TLR2 bildet Heterodimere mit
TLR1 oder TLR6 und erkennt insbesondere Lipopolyproteine (Jin et al. 2007). TLR4
bildet Homodimere und erkennt vor allem Lipopolysaccharide (LPS), welches eine
Zellwandkomponente von gramnegativen Bakterien darstellt (Hemmi et al. 2000). An
der Erkennung von LPS sind weitere Molekile beteiligt. LPS bindet zunéchst an das
LPS bindende Protein (LPS-binding protein, LBP), woraufhin dieser Komplex mit
dem Glykosylphosphatidylinositol (GPI) verankerten Molekil CD14 assoziiert. CD14
wird vor allem in Monozyten bzw. Makrophagen und Neutrophilen gebildet. Das
Molekul MD-2 ist ein weiterer wichtiger Faktor fur die LPS induzierte
Signalweiterleitung (Jiang et al. 2000, Correia et al. 2001). Dieses Molekdil ist fur die
Glykosylierung von TLR4 und somit fur die Zelloberflachenexposition des Rezeptors
verantwortlich (Nagai et al. 2002). TLR5 erkennt bakterielles Flagellin (Smith et al.

2004). Im Allgemeinen erkennen die endosomal exprimierten Rezeptoren virale
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Komponenten. TLR3 erkennt doppelstrangige RNA, ein Zwischenprodukt, das
wahrend der Replikation der meisten Viren gebildet wird (Alexopoulou et al. 2001).
Im Gegensatz dazu erkennen TLR7 und TLR8 einzelstrangige (single-stranded) RNA
(ssRNA) (Lund et al. 2004, Heil et al. 2004). TLR9 erkennt unmethylierte CpG
enthaltende DNA (Hemmi et al. 2000). Der humane TLR10 interagiert mit TLR2 und
erkennt Listeria monocytogenes (grampositive Bakterien) sowie den Influenza A
Virus (Guan et al. 2010, Regan et al. 2013, Lee et al. 2014). Die TLR, dessen

Liganden und deren Ursprung sind in Tabelle 1 aufgefthrt.

Tabelle 1. Toll-like Rezeptoren und ihre Liganden

TLR Ligand Liganden Ursprung
TLR1 e Triacyl-Lipopeptide Bakterien, Mykobakterien
e Peptidoglycan Grampositive Bakterien
e Lipopeptide Unterschiedliche Pathogene
e Lipoteichonsaure Grampositive Bakterien
TLR2 e Lipoarabinomannan Mykobakterien
e Glykosylphosphatidylinositol Anker Parasiten
e Phenol I6sliche Moduline Bakterien
e Zymosan Pilze
TLR3 e dsRNA Viren
e LPS Gramnegative Bakterien
TLR4 e Taxol . _ . Pf!anzen
e Endogene Liganden (Hitzeschockproteine, Wirt
Fibrinogen, Hyaluronsaure)
TLRS e Flagellin Bakterien
TLR6 e Diacyl-Lipopeptide Bakterien
TLR7 . ssRNA o RNA V|r.us
¢ Imidazoquinoline Synthetisch
TLRS . ssRNA o RNA V|r-us
¢ Imidazoquinoline Synthetisch
TLRO e CpGDNA ngterlen
Viren
TLR10 e Listeria monocytogenes Grampositive Bakterien
¢ Influenza A Virus RNA Virus

(Akira et al. 2006, Takeda et al. 2003, Regan et al. 2013, Lee et al. 2014)

Nach der Erkennung der Liganden kommt es zur Aktivierung von Signalkaskaden.
Hierunter fallen unter anderen mitogenaktivierten Proteinkinasen (mitogen-activated

protein kinases, MAPK) sowie Transkriptionsfaktoren wie NF-kB (nuclear factor-«B)
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und IRF (interferon regulatory factor). Diese Prozesse fuhren letztlich zur Expression
und Produktion von Zytokinen, Mediatoren der inflammatorischen bzw. antiviralen
Immunantwort.

Die TLR vermittelte Signalweiterleitung erfolgt entweder tGber den MyD88 (myeloid
differentiation factor 88) abhéngigen oder den MyD88 unabhangigen Signalweg.
MyD88 ist ein Adaptermolekil mit einer N-terminalen Todesdomane (death domain)
und einer C-terminalen TIR Doméne (Takeda, Akira 2005). Mit Ausnahme von TLR3
nutzen alle TLR den MyD88 abhangigen Signalweg (Abbildung 2). In diesem
Signhalweg kommt es nach der Aktivierung durch den Liganden zu einer Interaktion
der TIR Doménen des TLR sowie MyD88, wodurch es zur Wechselwirkung beider
Molekile kommt. Daraufhin interagieren die Todesdomanen von MyD88 und IRAK-4
(IL-1R assoziierten Kinase-4), wodurch IRAK-4 zum TLR rekrutiert und
phosphoryliert wird. IRAK-4 phosphoryliert daraufhin IRAK-1, wodurch letztlich
TRAF6 (tumour-necrosis-factor receptor-associated factor 6) aktiviert wird.
Anschlie3end werden Uber die Aktivierung des TAK (TGF-3 aktivierter Kinase)/TAB
(TAK1 bindendes Protein) Komplexes, bestehend aus TAK1, TAB1, TAB2 und TAB3,
zwei verschiedene Signalwege ausgeldst (Brown et al. 2011). Zum einen kommt es
zur  Aktivierung von MAPK, welche wiederum die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors AP-1 (Aktivator Protein-1) einleiten. Zum anderen aktiviert der
TAK/TAB Komplex den IKK (inhibitor of NF-kB kinase) Komplex. Dieser Komplex
wird aus den Proteinen IKK-a, IKK-B und NEMO (nuclear factor-kappa B essential
modulator, IKK-y) gebildet. Der aktivierte IKK Komplex induziert die
Phosphorylierung und Degradation des inhibitorischen Proteins IkB-a, was zu einer
Freisetzung und nuklearen Translokation von NF-kB fuhrt. Im Nukleus initiieren AP-1
und NF-kB die Transkription inflammatorischer Zytokine wie z. B. TNF-a (Kawali,
Akira 2006).

Der MyD88 unabhangige bzw. TRIF abhangige Signalweg wird ausschlief3lich von
TLR3 und TLR4 genutzt. Zusatzlich bendtigt TLR4 das Molekil TRAM (TRIF-related
adaptor molecule) fur die Aktivierung des Adaptermolekiils TRIF (TIR domain-
containing adaptor inducing IFN-B). Nach erfolgter Aktivierung assoziiert TRIF mit
TRAF6. Die TRIF vermittelte Aktivierung von TRAF6 und RIP1 (receptor-interacting

protein 1) fuhrt zur NF-kB Aktivierung. Dartiber hinaus kommt es zur Aktivierung von

11
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TBK1 (TRAF family member associated NF-kB activator (TANK)-binding kinase 1)
und IKKi, wodurch es zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors IRF3 kommt.
Aktivierter IRF3 transloziert in den Nukleus und induziert die Transkription von
Interferonen (interferons, IFN) wie z. B. IFN- und IFN-A (Takeda, Akira 2004, Brown
et al. 2011, Broering et al. 2014).

Endosome TLR3
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Abbildung 2. TLR vermittelte Signalweiterleitung. TLR4 ist in der Zellmembran lokalisiert. Die Erkennung des
Liganden induziert die Aktivierung des Rezeptors und fiihrt zur Signalweiterleitung Gber den MyD88 abhangigen
Signalweg. Die Signalkaskade verlauft Gber die Aktivierung von MyD88, IRAK1, IRAK4 und TRAF6. Die
Aktivierung von TRAF6 fuhrt zur Aktivierung des TAK/TAB Komplexes (TAK1/TAB1/TAB2 und TAB3). Der
Komplex filhrt zur Aktivierung von MAPK und NF-kB. Beide Signalwege initieren die Transkription von
inflammatorischen Zytokinen. Daruber hinaus aktiviert TLR4 den MyD88 unabhéngigen, TRIF abhangigen
Signalweg. In diesem werden TRAM und TRIF aktiviert. Uber den TBK1/IKKi Komplex wird der
Transkritpionsfaktors IRF3 aktiviert, wodurch die Transkription von Interferonen (z. B. IFN-B) initiiert wird. Der
TLR3 ist am Endosom lokalisiert. Dieser aktiviert ausschlielich den TRIF abhéangigen Signalweg (Kawai, Akira
2006).

12
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1.3.1.2 Interferone

Interferone wurden 1957 (Isaacs, Lindenmann 1987) entdeckt und sind Zytokine mit
antiviraler Aktivitdt und immunmodulatorischen Eigenschaften. Interferone werden
von virusinfizierten Zellen unter anderem nach der Aktivierung von PRR wie z. B.
TLR und RIG-I synthetisiert und sezerniert (Takaoka, Yanai 2006). Die Interferone
werden in drei verschiedene Typen unterteilt. Typ | Interferone umfassen die
Vertreter IFN-q, -3, -€, =k und -w, -0 und —T1. Im humanen System sind jedoch IFN-&
und IFN-T nicht nachweisbar (Pestka et al. 2004). Alle Typ I Interferone binden an
den IFN alpha/beta Rezeptor, der sich aus den Untereinheiten IFNAR1 und dem
IFNAR2 zusammensetzt (de Weerd et al. 2007). IFN-y ist das einzige Typ I
Interferon und bindet an den IFN-y Rezeptor, der aus den Untereinheiten IFNGR1
und IFNGR2 besteht. Das Zytokin wird primar in aktivierten NK-Zellen und T-Zellen
gebildet (Takaoka, Yanai 2006). Die Typ lll Interferone, auch Lambda Interferone
(IFN-A) genannt, umfassen die Vertreter IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A) und IFN-A3
(IL-28B). Ein neuer Vertreter dieser Gruppe ist das IFN-A4 (Prokunina-Olsson et al.
2013). Alle IFN-A binden an denselben Rezeptorkomplex, der sich aus der Interferon-
lambda Rezeptor 1 (IFNLR1) Untereinheit und der Interleukin-10 Rezeptor f
Untereinheit (IL-10R2) zusammensetzt (Kotenko et al. 2003, Hamming et al. 2013).
Typ |, Typ Il und Typ Il Interferone wirken nach der Bindung an ihre jeweiligen
Rezeptoren Uber den Januskinasen (JAK)/ signal transducer and activator of
transcription (STAT) Signalweg. Infolge dessen werden Gene induziert, die ein
interferon stimulated response element (ISRE) enthalten bzw. im Fall von IFN-y eine
Interferon aktivierte Sequenz im Promotor aufweisen (Pestka et al. 2004). Daraufhin
wird die Transkription von IFN sensitiven Genen (ISG) induziert. Einige der I1SG
besitzen eine direkte antivirale Aktivitat, indem sie in den viralen Replikationszyklus
eingreifen. Beispiele hierfur sind unter anderem die dsRNA abhéngige
Proteinkinase R (PKR) und die 2°-, 5°-Oligoadenylatsynthetase (OAS). Die PKR
inhibiert unter anderem die Hepatitis C Virus Replikation auf Transkriptionsebene
(Kang et al. 2009). Die 2'-, 5"-Oligoadenylatsynthetase (OAS) erkennt dsRNA und
aktiviert die latente Ribonuklease L (RNase L), die wiederum die virale RNA spaltet
(Han, Barton 2002).
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1.4 Hepatitis C Virus Infektion

Hepatitis C ist eine Lebererkrankung, die durch die Infektion mit dem Hepatitis C
Virus (HCV) verursacht wird. Das HCV wurde erstmals 1989 identifiziert (Moradpour
et al. 2007). Weltweit sind 130-150 Millionen Menschen chronisch mit dem RNA
Virus infiziert. Im Verlauf der chronischen Infektion kann es zur Entstehung von
Leberfibrose, Leberzirrhose oder zum hepatozellularem Karzinom (hepatocellular
carcinoma, HCC) kommen. Jahrlich sterben 350.000-500.000 infizierte Personen an
der chronischen Erkrankung, wodurch diese ein globales Gesundheitsproblem
darstellt (World Health Organization April 2014). Bisher existiert keine Impfung gegen
das Virus. Die haufigsten Ubertragungswege des HCV sind kontaminierte
Bluttransfusionen und die gemeinsame Nutzung von kontaminiertem
Injektionsbesteck (Drogenmissbrauch). Darlber hinaus ist die Infektion mit dem Virus
durch Nadelstichverletzungen bei Krankenhauspersonal moglich. Die sexuelle
Ubertragung sowie die Ubertragung tiber die Muttermilch ist sehr selten, kann aber
nicht ausgeschlossen werden. Die Inkubationszeit des HCV liegt bei zwei Wochen
bis sechs Monaten. Des Weiteren wird bei HCV Patienten eine erhohte
Konzentration der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) und Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase (GOT) festgestellt (Hoofnagle 2002). Mit Hilfe sensitiver
Nachweisverfahren kann die HCV RNA innerhalb von zwei Wochen nach der
Infektion bestimmt werden. Im Gegensatz dazu kdénnen HCV Antikdrper acht bis
zwolf Wochen nach der Infektion nachgewiesen werden (Ghany et al. 2009). Die
chronische HCV Infektion verlauft haufig asymptomatisch und wird erst mit dem
zunehmenden Fibrosegrad erkannt (Hoofnagle 2002, Ghany et al. 2009).

Das HCV gehort zu der Familie der Flaviviridae und sein Genom besteht aus einer
einzelstrangigen Ribonukleinsdure mit positiver Polaritat (+). Das HCV RNA Genom
ist 9,6kb grof3 und codiert fur ein mehr als 3.000 Aminoséuren grol3es Polyprotein
(Abbildung 3) (Moradpour et al. 2007). Das HCV Genom enthalt einen offenen
Leserahmen (open reading frame, ORF), der von nicht translatierten Regionen (NTR)
am 5- und am 3-Ende flankiert wird. Die 5-NTR enthdlt eine interne
Ribosomenbindestelle (internal ribosome entry site, IRES) (Kim, Chang 2013). Das

HCV Polyprotein wird durch die zellulare und virale Prozessierung zu zehn Proteinen
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zerlegt. Die zehn Proteine umfassen drei Strukturproteine (Core Protein, die
Hullproteine E1 und E2) und sieben Nichtstrukturproteine (NS; p7 lonenkanal, NS2,
NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (Lohmann, Bartenschlager 2014). Eine Auflistung
der Virusproteine und dessen Funktion im HCV Replikationszyklus sind in Tabelle 2

aufgefuhrt.

5'NTR structural proteins nonstructural proteins . 3'NTR

AUG | p|7 | 4A stop

Capsid lon- Protease/Helicase [ Membrane RNA dependent
channel reorganization RNA polymerase

Envelope Protease Protease Phosphoprotein

glycoproteins Assembly Cofactor RNA replication

Membrane reorganization
Assembly
F—t t i
IRES assembly module replication module

Abbildung 3. Genetische Organisation des HCV. Das HCV Genom wird von den NTR am 5°- und am 3"-Ende
flankiert. Die 5"-NTR enthalt eine Ribosomenbindestelle (IRES). Der ORF codiert fiir ein Polyprotein, das aus den
Strukturproteinen (Core (C), E1 und E2) und den Nichtstrukturproteinen (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A,
NS5B) zusammengesetzt ist. Die Spaltung des Polyproteins erfolgt durch zellulare (Scheren) und virale

Proteasen (Pfeile) (Lohmann, Bartenschlager 2014).
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Tabelle 2. Virale Proteine und ihre Funktionen im HCV Replikationszyklus

Protein Molekulare Funktion im HCV Replikationszyklus
Masse

Core 21kDa Nukleocapsid, Bindung viraler RNA, Immunmodulation

E1 31-35kDa Glykosyliertes Hu!lproteln, Umhdllung viraler Partikel, Bindung an
Rezeptoren der Zielzelle

E2 70kDa Glykosyliertes Hu!lproteln, Umbhiillung viraler Partikel, Bindung an
Rezeptoren der Zielzelle

p7 7kDa lonenkanal, viraler Zusammenbau, Freisetzung der Viruspartikel

NS2 21kDa Protease, viraler Zusammenbau, Spaltung zwischen NS2 und NS3
N-terminale Serinprotease Doméne, C-terminale HCV Prozessierung

NS3 69kDa (Spaltung zwischen NS3/4A, NS4A/4B, NS4B/5A, NS5A/5B),
NTPase/Helikase Domane, Beteiligung an HCV RNA Replikation

NS4A 6kDa Cofaktor fir NS3 Protease, Komplexbildung mit der NS3 Protease

NS4B 27kDa Cofaktor fur den Replikationskomplex, induziert Membrananderungen

NS5A 56-58kDa Metalloprotein, Bindung der viralen RNA, Membranénderungen

NS5B 68kDa gggp:;bhang@e RNA Polymerase (RNA-dependent RNA polymerase,

(Dubuisson 2007, Kim, Chang 2013)

Der HCV Replikationszyklus beginnt mit der Infektion der Wirtszelle (Hepatozyt)
durch die HCV Partikel (Abbildung 4). Das Innere der Viruspartikel besteht aus dem
HCV Genom und dem Core Protein. Diese sind von einer Lipidmembran umgeben, in
der die glykosylierten Hullproteinen E1 und E2 verankert sind (Ploss, Dubuisson
2012). Die Viruspartikel binden an die zellularen Rezeptoren (Moradpour et al. 2007)
der Wirtszelle. Zu diesen Rezeptoren gehdren unter anderem CD81, Claudin-1,
Occludin und der scavenger receptor class B type | (SR-BI) (Kim, Chang 2013).
Durch die rezeptorvermittelte Endozytose werden die Viruspartikel in die Wirtszelle
aufgenommen und das HCV Genom wird in das Zytoplasma freigesetzt (Kim, Chang
2013). Daraufhin wird die IRES Sequenz von den Ribosomen, die am rauhen
endoplasmatischen Retikulum der Wirtszelle lokalisiert sind, erkannt. AnschlieRend
findet die Synthese des HCV Polyproteins sowie dessen Prozessierung durch
zellulare und virale Proteasen statt. Die Spaltprodukte des Polyproteins verbleiben
am rauhen endoplasmatischen Retikulum. Die viralen Proteine NS3, NS4A, NS4B,
NS5A und NS5B induzieren eine komplexe Membranumformung, die zur Bildung

eines Netzwerk an Vesikeln fuhrt, das als membranous web bezeichnet wird
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(Lohmann, 2014). membranous web besteht
Doppelmembran Vesikeln, die die HCV Nichtstrukturproteine, die HCV RNA,
Membranen des endoplasmatischen Retikulums und Lipidtropfchen enthalten (Kim,

Chang 2013). Innerhalb dieser Vesikel findet die virale RNA Replikation statt, in der

Bartenschlager Das aus

das RNA Genom positiver Polaritat (+) als Vorlage der RNA abhangigen RNA
Polymerase (RNA-dependent RNA polymerase, RdRp) NS5B dient. Dabei entsteht
ein RNA Intermediat mit negativer Polaritat (-), was wiederum als Vorlage fir (+)
RNA dient (Kim, Chang 2013). Der Zusammenbau und die Freisetzung der
Viruspartikel sind mit dem Lipidmetabolismus verknilpft. Die neu synthetisierten
Viruspartikel enthalten Apolipoproteine (z. B. Apolipoprotein E) und werden auf dem
sekretorischen Weg aus der Wirtszelle freigesetzt (Lohmann, Bartenschlager 2014).

o 1. Virus entry

7. Virion reb
;<_>; 6. Virion assembly

2. Endocytosis

4. Translation

&

and polyprotein

5

3. Fusion and  Processing ,'
Uncoating
O O
<§> P (SSQOO 5. RNA replication
o . M embraneous web
o7

[ Lerf e2 J[ Insd Ns3 [4af4s] sa | sb |

/

Abbildung 4. Hepatitis C Virus Replikationszyklus. (1.) Die HCV Partikel (Core, HCV RNA, Lipidmembran, E1

und E2) binden an Rezeptoren der Wirtszelle (Hepatozyt) und werden (2.) durch die rezeptorvermittelte
Endozytose in die Zelle aufgenommen. (3.) Das HCV Genom wird in das Zytoplasma freigesetzt. (4.)
AnschlieBend erfolgt die IRES vermittelte Translation durch die Ribosomen sowie die Prozessierung des
Polyproteins durch zellulare und virale Proteasen. (5.) Daraufhin erfolgt die Bildung des membranous web mit
anschlieRender RNA Replikation. (6.) Danach findet die Verpackung und der Zusammenbau der Viruspartikel
statt. (7.) Im Anschluss werden die Viruspartikel auRBerhalb der Zelle freigesetzt (Kim, Chang 2013).
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Aufgrund der hohen replikativen Aktivitat des Virus und der fehlenden proof-reading
Funktion der viralen RARP kommt es zu einer hohen genetischen Variabilitat des
HCV (Moradpour et al. 2007). Insgesamt sind sechs HCV Hauptgenotypen und
weitere Subtypen bekannt. Der HCV Genotyp ist ein entscheidender Faktor sowohl
fur das wahrscheinliche Ansprechen auf eine Therapie als auch auf fur die Dauer der
Behandlung. Das Ziel der antiviralen Therapie ist eine dauerhafte Eliminierung des
HCV. Diese ist erreicht, wenn die HCV RNA uber eine Dauer von sechs Monaten
nach Beendigung der Behandlung negativ bleibt (sustained virological response,
SVR). Die anfangliche Therapie des HCV lag in einer IFN-a Monotherapie mit einer
SVR Rate von 5-20%. Diese Therapie wurde durch die Kombination von IFN-a mit
Ribavirin (RBV) als Standardtherapie abgel6st und verbesserte das Ansprechen auf
40-50%. Die Einfuihrung einer Polyethylenglykol modifizierten IFN-a Variante (PEG-
IFN) fuhrte insbesondere bei Genotyp 1 Patienten zu einem Anstieg der SVR Raten.
Auf Basis des wachsende Verstandnisses uUber den Replikationszyklus und der
Struktur des HCV wurde eine neue Klasse an Wirkstoffen entwickelt, die direkt auf
das HCV wirken (direct-acting antiviral drugs, DAA). Die Angriffspunkte dieser
Wirkstoffe sind die NS3/4A Protease, die NS5B Polymerase und der NS5A
Replikationskomplex (Lange et al. 2014). Im Jahr 2011 wurden Boceprevir und
Telaprevir als erste Generation der DAA in den USA und Europa zugelassen
(Poordad et al. 2011, Jacobson et al. 2011). Hierbei handelt es sich um NS3/4
Protease Inhibitoren, die jedoch eine Reihe an Nebenwirkungen zur Folge hatten.
Ein neuer vielversprechender Vertreter der DAA ist der NS5B Inhibitor Sofosbuvir.
Unter Bericksichtigiung des Stadiums der Lebererkrankung, des HCV Genotyps, der
Prasenz von HCV Resistenzvarianten und der Vortherapie kann Sofosbuvir als
Kombinationstherapie mit PEG-IFN, RBV und/oder dem NS3/4 Protease Inhibitor
Simeprevir zur Therapie eingesetzt werden. Daruber hinaus ermoglicht die
Zulassung weiterer Medikamente wie z. B. Faldaprevir (NS3 Protease Inhibitor),
Daclatasvir (NS5A Inhibitor), Ledipasvir (NS5A Inhibitor) ein breiteres Spektrum an

IFN-freien Kombinationstherapien fir HCV Patienten (Sarrazin et al. 2014).
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1.5 Zielsetzung

Die chronische Infektion mit dem HCV ist eine Hauptursache fur die Entstehung der
Leberfibrose, der Leberzirrhose und dem HCC. Die Parenchymzellen (Hepatozyten)
und die NPC stellen die erste Barriere fur Pathogene, wie das HCV, dar. Die TLR
spielen als wichtige Komponente des angeborenen Immunsystems eine
entscheidende Rolle bei der Verteidigung gegen das HCV. Die Rolle der NPC, als
Teil des angeborenen Immunsystems, bei der Abwehr hepatotroper Viren, sowie ihre
Bedeutung fir die Pathomechanismen wéahrend der chronischen Infektion sind nur

unvollstandig geklart.

Aus diesem Grund soll im ersten Teil der vorliegenden Arbeit die simultane Isolation
primarer Hepatozyten, KC, LSEC und HSC aus humanem Lebergewebe optimiert
werden. Die Isolationsmethode soll zum einen zu einer angemessenen Zellausbeute
fuhren, um weitere Experimente durchfihren zu kdnnen. Zum anderen sollen mit
dieser Methode Zellen mit hoher Reinheit isoliert werden, um zelltypspezifische

Eigenschaften der Zellpopulationen charakterisieren zu kénnen.

Die NPC sollen im zweiten Teil dieser Arbeit zur Bearbeitung immunregulatorischer
Fragestellungen verwendet werden. Zunachst sollen die kultivierten KC, LSEC und
HSC im Hinblick auf die Funktionalitdt des TLR Systems untersucht werden. Hierbei
gilt es zu klaren, welche Rezeptoren von den unterschiedlichen Zellpopulationen
exprimiert werden und ob es zu einer funktionellen Signalweiterleitung nach der

Aktivierung der Rezeptoren durch die jeweiligen Liganden kommt.

Im dritten Teil dieser Arbeit soll das TLR vermittelte antivirale Potential von
kultivieren NPC mit Hilfe des HCV Zellkulturmodells Conl untersucht werden. Hierbei
soll anhand von Neutralisationsexperimenten Mediatoren identifiziert werden, die den

antiviralen Effekt vermitteln.

Abschliel3end soll die TLR Sensitivitat der kultivierten KC, LSEC und HSC verglichen
werden, die aus Lebern HCV infizierter Patienten und nicht infizierter Patienten

isoliert wurden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 3. Gerateliste

Geratebezeichnung Hersteller

Analysewaage ABT 120-5DM Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland
Autoklav VX-150 Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland
giAO::Osi;ggg Sicherheitswerkbank Hera Thermo Scientific, Bonn, Deutschland
BioPhotometer BioSpectrometer basic Eppendorf, Hamburg, Deutschland

CO, Inkubator HERAEUS® BB 15 Thermo Scientific, Bonn, Deutschland
Flockeneisbereiter Scotsman, AF 100 Kélte-Berlin, Berlin, Deutschland

Fusion Imager FX advanced Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland
Heiz/Kuhilblock CH-100 BioSan, Riga, Lettland

MACS MultiStand MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
Mastercycler ep realplex Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikroplatten-Reader FLUOstar Omega BMG LABTECH GmbH, Ortenburg, Deutschland

Mikroskop Axiovert 100M Zeiss, Jena, Deutschland

Mikroskop EVOS™ XL Core Advanced Microscopy Group (AMG), Bothell, WA, USA
Mikroskop Primo Vert Zeiss, Jena, Deutschland

Mikroskop TCS SP8 Leica, Mannheim, Deutschland

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Multipipette® M4 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Multipipette® Stream Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Navios Durchflusszytometer Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland

Neubauer Zahlkammer Eppendorf, Hamburg, Deutschland

- - ® ®
Peristaltikpumpe Masterflex™ L/S ™ Easy Cole Parmer Instrument Company, Vernon Hills, IL, USA

Load® Il

pH-Meter HI 2215 Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA
Pipettierhilfe, elektrisch Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
QuadroMACS™ Separator MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
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Real-Time PCR Detektionssystem CFX96

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Reinigungs- und
Desinfektionsautomat G7883

Miele Professional, Gitersloh, Deutschland

Reinstwasseraufbereitungssystem Milli-Q

MERCK Millipore, Darmstadt, Deutschland

Schittler Tiramax 1000

Heidolph Instruments GmbH & Co KG; Schwabach,
Deutschland

Stromquelle PowerPac 300
und PowerPac HD

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Thermo Inkubationsmischer Thriller

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Thermoblock Dri-Block DB-2A

Techne, Stone, Staffordshire, UK

Trans-Blot® Turbo™ Blot System

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Vortexer RS-VA10

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, Deutschland

Waage EW

Kern & Sohn GmbH, Balingen, Deutschland

Warmethermostat U3

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland

Wasserbad GLF und Julabo U3 1003

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland

Zentrifuge 5810 R, 5424, 5424 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge HERAEUS® Megafuge 40R

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

Tabelle 4. Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

BD Microlance™ Einwegkanulen

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Collagen | beschichtete Kulturschalen

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Collagen | beschichtete Platten (6-Well, 24-Well,

96-Well)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Combitips advanced® Biopure (0,5ml, 5ml, 10ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Deckglaschen

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH,
Ederminde, Deutschland

Einwegskalpelle

Servoprax® GmbH, Wesel, Deutschland

Einwegsspritze (10ml)

Terumo Deutschland GmbH, Eschborn,
Deutschland

Feindosierungsspritzen, Omnifix F (1ml)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Filterpipettenspitzen (0,1-10pl, 10—-100pl, 100—

1000ul)

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Filterpipettenspitzen (200pl)

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

KryogefaRe (2ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

MACS Pre-Separations Filter

MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
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MACS Separation LS Columns

MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Metallsieb (230um)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen,
Deutschland

Microseal "B'seal Verschlussfolie

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

MiniProtean TGX™ Precast Gel 4-15%, 12-Well

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Parafilm™

American National Can, Greenwich, CT, USA

PCR Platten Hard-Shell® 96-Well

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Petrischalen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

PharmAssure Membranspritzenfilter (0,45um)

PallMedical, Dreieich, Deutschland

Polystyren Zentrifugationstube (15ml)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

RNase ZapWipes

Ambion/Life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Safe-Lock ReaktionsgeféaRRe (0,5ml, 1,5ml, 2ml,
5ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sealing Film

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Serologische Einwegpipetten (2ml, 5ml, 10ml,
25ml, 50ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Trans-Blot® Turbo™ Midi PVDF Transfer Packs

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Twin.tec Real-Time PCR Platte 96

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vakuum Filtrationssystem (500ml)

Tpp, Trasadingen, Schweiz

Vasofix® Safety G22 Sicherheits-
venenverweilkatheter

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Zellkultur Flaschen (750m2, 1750m2)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Zellkultur Objekttrager, 4-Well

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Zellkultur Platten, 24-Well, 96-Well

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Zellkultur Platten, 6-Well

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Zellkulturplatten, Flachboden, 96-Well

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturplatten, U-Boden, 96-Well

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Zellschaber

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Zentrifugationsréhrchen (15 ml und 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

BRANDplates®, 96-Well Luminometerplatte,
pureGradeTM

Brand GmbH & Co KG, Wertheim, Deutschland
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2.1.3 Chemikalien und Substanzen

Tabelle 5. Chemikalienliste

Chemikalie

Hersteller

Aceton

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Albumin Fraktion V (BSA)

Carl-Roth GmbH & CO KG, Karlsruhe, Deutschland

Calciumchlorid (CacCl,)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Chloroform

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

Collagenase Typ IV aus Clostridium
histolyticum

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

Complete mini Protease Inhibitor Cocktalil
Tablets

Roche, Grenzach, Deutschland

Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandeltes
Wasser

Ambion/Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(Na,HPO,*2H,0)

MERCK, KGaA, Darmstadt, Deutschland

DMEM (high glucose)

Invitrogen/Life technologies, Darmstadt, Deutschland

DMEM/Ham’s F-12

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

EDTA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

EGTA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

Endothelial Cell Growth Supplement

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Endothelial Growth Medium 2

PromoCell, Heidelberg, Deutschland

Ethanol (99,9% p. a.)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

FBS fir SteCM

ScienCell Research Laboratories, Carlsbad, CA, USA

FcR Blocking Reagent

MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Fetales Kéalberserum (FBS)

PAA, Pasching, Osterreich

Fixierlosung fur Durchflusszytometrie

eBioscience, Frankfurt, Deutschland

Fluoromount-G™

eBioscience, Frankfurt, Deutschland

G418-BC

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

GBSS

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

Genatamycin

PAA, Pasching, Osterreich

Glycin

MP Biomedicals, Eschwege, Deutschland

Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail

Pierce/ Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

HBSS

Invitrogen/Life technologies, Darmstadt, Deutschland

HEPES

Invitrogen/Life technologies, Darmstadt, Deutschland
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Histoacryl® Gewebekleber

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Isopropanol (2-Propanol)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

MERCK, KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

L-Glutamin

PAA, Pasching, Osterreich

MACS Separation Buffer

MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

Methanol (99,9%)

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Nagellack, Maybelline, Express Finish

L‘'OREALBIo-Rad, Duisseldorf, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

GERBU Biotechnik, Heidelberg, Deutschland

Non-fat dried milk powder
(Magermilchpulver)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Nonidet P-40

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

NuPAGE® LDS Probenpuffer

Invitrogen/Life Technologies, Darmstadt

OptiPrep™ (lodixanol)

Axis-Shield, Oslo, Norwegen

Paraformaldehyd Lésung

Carl-Roth GmbH & CO KG, Karlsruhe, Deutschland

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(1x), ohne MgCl,, ohne CacCl,)

Invitrogen/Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Penicillin/Streptomycin

PAA, Pasching, Osterreich

Penicillin/Streptomycin Losung fur SteCM

ScienCell Research Laboratories, Carlsbad, CA, USA

QIAzol™ Lyse Reagenz

Qiagen, Hilden, Deutschland

Salzsaure (HCI), 37%

Carl-Roth GmbH & CO KG, Karlsruhe, Deutschland

SDS

MP Biomedicals, Eschwege, Deutschland

Stellate Cell Growth Supplement (SteCGS)
fur SteCM

ScienCell Research Laboratories, Carlsbad, CA, USA

Stellate Cell Medium (SteCM)

ScienCell Research Laboratories, Carlsbad, CA, USA

Trichloressigsaure (10% p.a.)

Carl-Roth GmbH & CO KG, Karlsruhe, Deutschland

TRIS

MP Biomedicals, Eschwege, Deutschland

TRIS/Glycin/SDS Laufpuffer

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

TRIS-HCL Carl-Roth GmbH & CO KG, Karlsruhe, Deutschland
Triton X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland
Trypanblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland

Trypsin-EDTA

PAA, Pasching, Osterreich

Tween 20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
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2.1.4 Kommerzielle Kits

Tabelle 6. Liste der verwendeten kommerziellen Kits

Kit

Hersteller

Amersham ECL Plus™ Western Blotting
Detection Reagent

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

FastLane Cell SYBR® Green Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Human IFN Alpha ELISA Kit

Pbl Biomedical Laboratories, New Brunswick, NJ

Human IFN Beta ELISA Kit

Pbl Biomedical Laboratories, New Brunswick, NJ

Human IL-10 Quantikine ELISA Kit

R&D Systems Europe, Abingdon, UK

Human IL-28A ELISA (IFN-A2/3)

RayBiotech, Norcross, GA, USA

Human IL-29 (IFN-lambdal) Platinum ELISA

eBioscience, Frankfurt, Deutschland

Human IL-6 Quantikine ELISA Kit

R&D Systems Europe, Abingdon, UK

Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit

R&D Systems Europe, Abingdon, UK

P450-Glo CYP2C9 Assay

Promega, Mannheim, Deutschland

P450-Glo CYP3A4 Assay

Promega, Mannheim, Deutschland

QuantiFast SYBR Green RT-PCR Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNase-Free DNase Set

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
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2.1.5 Antikdrper, Fluoreszenzfarbstoffe und Seren

2.15.1

Tabelle 7. Primarantikdrper

Primarantikdrper

Spezifitat Ursprung Ei:r?zeesnefttrz[teion Hersteller

NF-kB Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling
P-NF-kB Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling
AKT Kaninchen 1:500 Cell Signaling
P-AKT Kaninchen 1:500 Cell Signaling
JINK Kaninchen 1:500 Cell Signaling
P-INK Kaninchen 1:500 Cell Signaling
p38 Kaninchen 1:500 Cell Signaling
P-p38 Kaninchen 1:500 Cell Signaling
c-Jun Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling
P-c-Jun Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling
Erk1/2 Kaninchen 1:500 Cell Signaling
P-Erk1/2 Kaninchen 1:500 Cell Signaling
IRF3 Kaninchen 1:500 Abcam, Cambridge, UK
P-IRF3 Kaninchen 1:500 Abcam, Cambridge, UK
B-Aktin Maus 1:20.000 Sigma-Aldrich
GAPDH Kaninchen 1:3.000 Cell Signaling
Albumin Maus 1:500 R&D Systems
CYP3A4 Kaninchen 1:500 Acris

CYGB Kaninchen 1:500 Thermo Scientific
a-SMA Maus 1:700 Sigma-Aldrich
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Tabelle 8. Konjugierte Antikdrper und Isotypenkontrollen

Spezifitat Konjugat Ursprung Ei(;]r?zeesnettriteizon Hersteller

Maus PE Ratte 1:500 eBioscience
CD68 (IgG2b) APC Maus 1:300 MiltenyiBiotec
19G2b APC Maus 1:300 MiltenyiBiotec
CD146 (1gG1) PE Maus 1:200 MiltenyiBiotec
IgG1 PE Maus 1:200 MiltenyiBiotec
a-SMA (IgG2a) FITC Maus 1:500 Sigma-Aldrich
1gG2a FITC Maus 1:500 Sigma-Aldrich
2.1.5.2 Sekundéarantikorper

Tabelle 9. Sekundéarantikérper

Spezifitat Konjugat Ursprung Eg]r?;esn(ettrgteion Hersteller
Kaninchen HPR Ziege 1:3.000 Cell Signaling
Maus HRP Ziege 1:20.000 Thermo Scientific
Kaninchen DyLight650 Esel 1:2.000 Thermo Scientific
Kaninchen DyLight488 Esel 1:2.000 Thermo Scientific
Maus DyLight594 Ziege 1:3.000 Thermo Scientific
Maus PE Ratte 1:500 eBioscience
CD68 (IgG2b) APC Maus 1:300 MiltenyiBiotec
1gG2b APC Maus 1:300 MiltenyiBiotec
CD146 (1gG1) PE Maus 1:200 MiltenyiBiotec
IgG1 PE Maus 1:200 MiltenyiBiotec
a-SMA (IgG2a) FITC Maus 1:500 Sigma-Aldrich
1gG2a FITC Maus 1:500 Sigma-Aldrich

2.1.6 Fluoreszenzfarbstoffe

Tabelle 10. Fluoreszenzfarbstoffe

Farbstoff Eingesetzte Konzentration | Hersteller
DAPI 1:10.000 Invitrogen/Life technologies
Fixable Viability Dye eFluor® 780 1:5.000 eBioscience
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Tabelle 11. Fluoreszente Molekiile

Molekule Hersteller

AcLDL-Alexa 488 Invitrogen/Life technologies, Darmstadt, Deutschland

Latex beads,1um, amine-modified
polystyrene, fluorescent yellow-green

2.1.7 Neutralisierende Antikorper

Tabelle 12. Neutralisierende Antikdrper

Sigma-Aldrich

nAK Spezifitat Emgesetzte; Hersteller
Konzentration

human IFN-a monoclonal 20ug/ml eBioscience

human IFN-B monoclonal 140pg/ml eBioscience

human IFN-A1, -2, -3 monoclonal 20ug/ml R&D Systems

human IFNAR2 monoclonal 7,5ug/mi Pbl Assay Science

Human IL-10R2 polyclonal 4pg/ml R&D Systems

2.1.8 Seren fur Immunzytochemische Farbungen

Tabelle 13. Seren

Serum Konzentration | Hersteller

Goat Serum 5% Thermo Scientific
Donkey Serum 5% Sigma-Aldrich
FBS 5% PAA, Pasching

2.1.9 MicroBeads

Tabelle 14. MicroBeads

MicroBeads Hersteller
CD14 MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
CD146 MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
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2.1.10 ProteingroéRenstandards

Tabelle 15. ProteingréfRenstandards

GroRenstandard

Hersteller

MagicMark ™ XP Western Protein Standard

Invitrogen/Life technologies, Darmstadt, Deutschland

PageRuler

Thermo Scientific Fermentas™, St. Leon-Roth,

Deutschland

2.1.11 Toll-like Rezeptor Liganden der Firma Invivogen

Tabelle 16. TLR Liganden

TLR Ligand Abkiirzung Eg]r?;;nitrgﬁon
TLR1/2 | Palmitoyl-3-cysteine-serinelysine-4 PAM3CSK4 4ug/ml
TLR2 Heat-killed Listeria monocytogenes HKLM 10°Zellen/ml
TLR3 Polyinosine-polycytidylic acid Poly I:.C 50pg/mi
TLR4 Lipopolysaccharide von Escherichia coli 0111:B4 Stamm | LPS 30pg/mi
TLR5 Flagellin von Salmonella typhimurium Flagellin 2ug/ml
TLR2/6 ggmggggg?(ﬂgsggrom Mycoplasma salivarium, FSL-1 1ug/ml
TLR7 Gardiquimod Gdq 20ug/mi
TLR8 Einzelstrangige Ribonukleinséaure SSRNA40 10pg/ml
TLR9 CpG Oligonukleotide ODN2216 31,8ug/mi

2.1.12 Rekombinante Interferone

Tabelle 17. Rekombinante Interferone

Interferon Firma Emgesetztg
Konzentration

IFN-aAD Sigma 2U/ml

IFN-Bla Sigma 2000U/ml

IFN-A2 eBioscience 4,5ng/ml

IFN-A3 eBioscience 1ng/ml
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2.1.13 Hergestellte Puffer und L6ésungen

2.1.13.1 Puffer und Losungen fur Western Blot Analysen

BSA Blockierungslosung
5% BSA
in TBS-T

Gelelektrophorese Laufpuffer
10% TRIS/Glycin/SDS Laufpuffer
in agua dest.

Milch Blockierungslésung
5% Milchpulver
in TBS-T

Ponceau S Farbeldsung

2% Ponceau S
In Trichloressigsaure

Probenpuffer
5% B-Mercaptoethanol

in NuPAGE® LDS Probenpuffer

RIPA Puffer (Stockldsunaq, sterilfiltriert)

RIPA Puffer (Gebrauchslosunq)

50mM TRIS/HCI
150mM NacCl

0,5% Igepal (NP-40)
0,25% Dexycholic Acid
pH7,4

in agua dest.

Stripping Puffer
200mM Gilycin
3,5mM SDS
1% Tween 20
pH 2,2

in agua dest.

10ml RIPA Puffer Stocklésung

100ul Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail
1 Tablette Complete mini Protease Inhibitor
Cocktall
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TBS, 10x TBS-T (Gebrauchslésung)
907mM NaCl 90,7mM NacCl

100mM TRIS 10mM TRIS

pH7,4 pH7.,4

in agua dest. in aqua dest.

2.1.13.2 Puffer und Losungen fir Leberzellpraparationen

CaCl, (Stockldsung, sterilfiltriert)
500mM CacCl,

in agua dest.

Perfusionslésung
2% HEPES
0,2% Genamycin
in HBSS

Perfusionslésung mit CaCl, und Collagenase (sterilfiltriert)
5mM CacCl,
0,6mg/ml Collagenase

in Perfusionslésung

Perfusionslosung mit EGTA
0,05mM EGTA

in Perfusionslésung

Perfusionslosung mit EGTA (Stockl6sung, sterilfiltriert)
50mM

in aqua dest.
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2.1.13.3 Puffer und Losungen fir immunozytochemische Farbungen
PBS, 20x PBS, 1x

2,74M NacCl 137mM NacCl

54mM KClI 2,7mM KCI

200mM Na,HPO,4 10mM Na,HPO4

40mM KH,PO4 2mM KH,PO,

pH 7,4 pH 7,4

in agua dest. in aqua dest.

Blockierungspuffer der CD68 Farbung
1% FcR

2% BSA

in PBS

Blockierungspuffer der CD146 Féarbung

1% FcR Blocking Reagenz
in PBS

Blockierungspuffer der a-SMA Farbung

1% FcR Blocking Reagenz
in PBS

Blockierungspuffer der Albumin Farbung

5% Normal Goat Serum
2% BSA

0,1% Triton X-100

in PBS

Blockierungspuffer: Albumin/CYP3A4 Farbung und a-SMA/CYP3A4 Farbung

5% Normal Goat Serum
5% Normal Donkey Serum
2% BSA

0,1% Triton X-100

in PBS
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Permeabilisierungslésung
0,3% Triton X-100
in PBS

PFA Fixierlosung
4% PFA
in PBS

Methanol/Aceton Fixierldsung
50% Methanol
50% Aceton

2.1.134 Puffer und Losungen fur durchflusszytometrische Analysen

Blockierungspuffer
1% FBS
in PBS

2.1.14 Oligonukleotide

Tabelle 18. Oligonukleotide

Spezies | Gen Primer (forward)

Primer (reverse)

human | B-Aktin | 5-TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3’

5- AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’

human | HCV 5-GCGGGTTGATCCAAGAAAGG-3’

5 -ATCACTCCCCTGTGAGGAACT-3’

human | MX1 5-AGCCACTGGACTGACGACTT-3

5-GAGGGCTGAAAATCCCTTTC-3

2.1.15 QuantiTect Primer Assays der Firma Qiagen

Tabelle 19. QuantiTect Primer Assays der Firma Qiagen

Gen Qiagen Bestellnummer
ALB QT00063693
APOB QT00020139

ASGR1 QT00004116

CD14 QT00208817
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CD68 QT00037184
CD146 QT00079842
CD163 QT00074641
CYGB QT00016051
DES QT00071778
IFN-a1 QT00201964
IFN-a2 QT00212527
IFN-a4 QT00199843
IFN-a5 QT00201985
IFN-a6 QT00242249
IFN-a7 QT00210476
IFN-a8 QT01530921
IFN-a70 | QT00216566
IFN-a73 | QT00240450
IFN-a716 | QT00202671
IFN-a17 | QT0021413

IFN-a27 | QT00205044
IFN-B QT00203763
IFN-A1 QT01033564
IFN-A2 QT01672356
IFN-A3 QT00220766
IL-10 QT00041685
IL-6 QT00083720
ISG15 QT01761886
LOXL2 QT00019425
LYVE-1 | QT00034566
PECAM1 | QT00081172
TLR1 QT01009589
TLR2 QT00236131
TLR3 QT00007714
TLR4 QT01670123
TLR5 QT01682079
TLR6 QT00216272
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TLR7 QTO00030030
TLR8 QT01666420
TLR9 QT00015183
TNF-a QT01079561
VCL QT00078302
VWF QT00051975

2.1.16 Zelllinien

Die Untersuchungen der antiviralen Aktivitdt der NPC wurden mit Hilfe der Zelllinie
Conl durchgefiihrt (Lohmann et al. 1999). Hierbei handelt es sich um die humane
Hepatom Zellline Huh-7, die die Konsensus komplementare DNA (complementary
DNA, cDNA) tragt, die aus einem chronisch infizierten Hepatitis C Patienten des
Genotyps 1b isoliert wurde (Lohmann et al. 1999). Das Conl HCV Replikon codiert
fur die HCV 5-NTR sowie fur die ersten 12 Codons des Capsidproteins, das an ein
Neomycin Phosphotransferase (Neo) Selektionsmarkergen fusioniert ist. Letzteres
ubertragt nach erfolgter Expression die Resistenz gegeniiber dem zytotoxischen
Medikament G418. Darlber hinaus codiert das HCV Replikon fur eine IRES des
Encephalomyocarditis Virus (EMCV), welches die Translation des HCV
Nichtstrukturproteins dirigiert. Drittens codiert das HCV Replikon fur die HCV 3'-NTR
(Blight, Norgard 2006). Eine schematische Darstellung des HCV Replikons ist in
Abbildung 5 dargestellit.

EMCYV
#%W NS3__PA4B] 5A | 3B HwUC)stE

Abbildung 5. Con1l bicistronisches Replikon. Das bicistronische Replikon in den Conl Zellen besteht aus

einer 5-NTR, den ersten 12 Codons des Capsids, welches an ein Neomycin Resistenzgen (Neo) fusioniert ist,
einer EMCV IRES Sequenz und der codierenden Region der Nichtstrukturproteine NS3-5B sowie der 3-NTR
(Blight, Norgard 2006).
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2.1.17 Zellkulturmedien

2.1.17.1 Hepatozyten
DMEM/Ham’s F-12

10% FBS

100U/ml Penicillin
0,1mg/ml Streptomycin
2mM L-Glutamin

2.1.17.2 KC und HSC Kulturmedium
DMEM, 4,5g/l Glukose, Pyruvat, Glutamin
10% FBS

100U/ml Penicillin

0,1mg/ml Streptomycin

2mM L-Glutamin

2.1.17.3 LSEC Wachstums- und Kulturmedium
Endothelial Growth Medium 2

2,5% Endothelial Cell Growth Supplement

100U/ml Penicillin und

0,1mg/ml Streptomycin

2.1.17.4 HSC Wachstumsmedium
Stellate Cell Medium

10% FBS

1% Stellate Cell Growth Supplement
100U/ml Penicillin

0,1mg/ml Streptomycin
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2.1.17.5 Conl Kulturmedium

DMEM

10% FBS

100U/ml Penicilin
0,1mg/ml Streptomycin
2mM L-Glutamin
300U/ml G418

2.1.18 Software

Programm

Hersteller

Bio-Rad CFX Manager 2.1

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

MS-Office 2010

Microsoft Corporation; Redmond, WA, USA

FlowJo

Tree Star Inc.

Vilber Lourmat Fusion Software

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

GraphPad Prism 5.0

GraphPad Software;Inc.;La Jolla, CA, USA

Leica LAS AF Lite 1.0.0

Leica, Mannheim, Deutschland

Zeiss LSM Image Browser

Zeiss, Jena, Deutschland

RefWorks

ProQuest LLC
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturtechniken

2211 Lebergewebe

Das verwendete Lebergewebe wurde aus Leberresektionen (n=30) oder
explantiertem Lebergewebe (n=10) gewonnen. Das Gewicht der Leberproben
variierte zwischen 25g und 100g. Das Gewebe wurde bis zur Verwendung in
vorgekiihlter Perfusionslésung (Ca**- und Mg**-freiem Hank’s balanced salt solution
(HBSS), 0,02mg/ml Gentamycin, 20mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure (HEPES)) aufbewahrt. Die Untersuchungen wurden durch die
ortliche Ethikkommission zugelassen und die Einverstandniserklarungen wurden von

jedem Patienten eingeholt.

2.2.1.2 Isolation primarer Leberzellen

Primare humane Parenchymzellen (Hepatozyten, PHH) und NPC (KC, LSEC und
HSC) wurden aus humanem Lebergewebe prapariert. Alle Leberzellpraparationen
wurden unter einer mikrobiologischen Sicherheitswerkbank unter sterilen
Bedingungen durchgefuhrt. Eine schematische Darstellung der Leberzellpréparation
ist in Abbildung 6 dargestellt. Zur Isolation der Zellen wurde eine Zwei-Schritt
Perfusionstechnik in Anlehnung an die von Seglen etablierte Methode angewendet
(Seglen 1976). Das Lebergewebe wurde zunachst in einer groRen Petrischale (9
14,5cm) platziert. Mit Hilfe einer Kanile wurden alle hepatischen GefaRe mit
Perfusionslésung gespult, um Blutaggregate zu entfernen und ein fur die Perfusion
geeignetstes Gefal zu finden. Die Kaniile wurde mit Histoacryl® Kleber fixiert und
alle verblieben GefalRoffnungen verklebt, um das Auslaufen der Perfusionslésungen
zu vermeiden. Dies fuhrte wahrend der Perfusion zum Aufbau eines geeigneten
Druckes innerhalb des Gewebes und erhohte die Effizienz der Perfusion. Zur
Entfernung des gesamten Blutes wurde das Lebergewebe fir 10-20min bei einer
Durchflussrate von 30-40mi/min mit Perfusionslésung (vorgewarmt auf 37°C)
durchspilt. AnschlieBend wurde das Gewebe mit 0,5mM EGTA enthaltender
Perfusionsldsung fiir 10-20min durchspiilt, um verbleibendes Ca** zu entfernen und

die Auflésung des Gewebes zu beginstigen. Es wurden 0,6mg/ml Collagenase
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Typ IV aus Clostridium histolyticum in der Perfusionslésung mit 5mM CacCl, geldst,
anschlieBend durch einen 0,45um Membranfilter steril filtriert und fur den Verdau
verwendet. Die Perfusionszeit betrug, abhangig von der GewebegrofRe und
Gewebequalitat, maximal 20min. Die erhaltende Zellsuspension wurde durch ein
grobes 230um Netz vorgefiltert. Zum Abtrennen der Hepatozyten wurden
Zentrifugationsschritte bei 30xg, 40xg und 50xg fir jeweils 10min bei RT
durchgefuhrt. Hierbei wurden die Hepatozyten sedimentiert und fir eine
anschlieRende Aufreinigung aufoewahrt. Die NPC verblieben in dem Uberstand und
wurden separat gesammelt. Zwischen jedem Zentrifugationsschritt wurden die PHH
Zellpellets in Perfusionsloésung resuspendiert. Die 50xg Zentrifugationen wurden so
lange wiederholt bis der Uberstand klar und somit frei von NPC war.

Primare humane Hepatozyten, die durch die Zentrifugationen bei geringer
Geschwindigkeit erhalten wurden, wurden in Hepatozyten Kulturmedium
(DMEM/Ham’s F-12, 10% FBS; 100U/ml Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin und 2mM
L-Glutamin) resuspendiert. Nach erfolgter Lebendzellzahlbestimmung (2.2.1.5)
wurden die PHH in einer Dichte von 1,25-2,50x10° Zellen pro cm? in Collagen |
beschichteten Platten ausgeséat. Die Zellen wurden bei 37°C und CO, Atmosphére
(Standardbedingungen) inkubiert und alle 10min geschwenkt. Nach ca. 30-40min
wurde das Medium vorsichtig gewechselt. Darauffolgend wurde das Kulturmedium
taglich erneuert. Vorwiegend dienten in dieser Arbeit isoliete PHH als

Negativkontrollen.

Zur lIsolation der NPC wurde die Zellsuspension auf 50ml Réhrchen (Falcon)
aufgeteilt und bei 800xg fur 10min bei 4°C sedimentiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen wurden in GBSS (Gey’s balanced salt solution)
resuspendiert. Im nachsten Schritt wurden die KC und die LSEC von den HSC durch
einen Drei-Phasen lodixanol (OptiPrep™) Dichtegradienten getrennt. Zur
Vorbereitung des Dichtegradienten wurde die Zellsuspension mit einer 40%igen
lodixanol/GBSS-L6sung zu einer Endkonzentration von 12,6% lodixanol gemischt.
Es wurden 5ml dieser Losung in ein konisches 15ml Polystyren Rohrchen tberfuhrt

und vorsichtig mit 5ml einer 9%igen lodixanol/GBSS Ldsung sowie 2ml GBSS
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Uberschichtet. Durch die anschlieRende Zentrifugation bei 1.400xg fir 21min bei 4°C
mit verringerter Beschleunigung und deaktivierter Bremse erfolgte die Trennung der
Zellen nach ihrer Dichte. Infolgedessen wurden eine obere Schicht mit geringerer
Dichte, bestehend aus den HSC, und eine untere Schicht mit héherer Dichte, die die
KC und LSEC beinhaltet, gebildet. Beide Zellschichten wurden mittels einer Pipette
separiert und gesammelt. AnschlieRend erfolgte die erneute Abtrennung von
kontaminierenden Hepatozyten durch Zentrifugationsschritte fir 3min bei 50xg und
4°C. Die Lebendzellzahl der KC/LSEC Fraktion wurde mittels Trypan Blau Farbung
bestimmt und fir 10min bei 800xg und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet wurde resuspendiert. Hierzu wurden pro 10’ Zellen
sowohl 60ul MACS (magnetic activated cell sorting) Puffer als auch 20ul FcR
Blocking Reagenz und 20ul CD14 MicroBead Losung verwendet. Diese Suspension
wurde gemischt und fir 15min bei 4°C inkubiert. In diesem Prozess werden die
CD14 Rezeptoren der KC magnetisch markiert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit
wurde die Suspension mit 10ml MACS Puffer versetzt und fur 10min bei 800xg und
4°C sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 2ml MACS Puffer
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf eine LS MACS® Saule gegeben, die
sich in einem Magnetfeld eines MACS® Separators befand. Beim Durchfluss der
Zellsuspension durch die Saule werden die MicroBead markierten KC durch den
Magneten in der Saule zurtickgehalten. Nicht markierte Zellen passieren die Saule
und werden als Durchfluss aufgefangen. Die Saule wurde 3x mit 3ml MACS® Puffer
gewaschen. Daraufhin wurde die Saule aus dem Magnetfeld entfernt und die KC mit
5ml KC Kulturmedium, bestehend aus DMEM, versetzt mit 10% FBS, 100U/ml
Penicillin, 0,2mg/ml Streptomycin und 2mM L-Glutamin, eluiert. Die KC wurden mit
Trypan Blau gefarbt und die Lebendzellzahl bestimmt. Es wurden 4-6x10° KC pro
cm? in Plastik Kulturplatten ausgesét. KC haben die Eigenschaft, sich schnell an die
Plastikoberflache anzuheften. Das Prinzip der selektiven Anheftung (selective
adherence) wurde genutzt, um kontaminierende Zellen zu entfernen. Hierzu wurde
das Kulturmedium nach 30min Inkubation bei 37°C und 5% CO, vorsichtig
gewechselt.

Die LSEC wurden nach dem gleichen Prinzip, unter Verwendung von CD146"
MicroBeads, isoliert und gereinigt. Nach der Elution der LSEC in Endothelzell
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Wachstumsmedium (Endothelial Growth Medium 2, 2,5% Endothelial Cell Growth
Supplement, 100U/ml Penicilin  und 0,1mg/ml Streptomycin), wurde die
Lebendzellzahl bestimmt und die Zellen in Collagen | beschichteten Kulturschalen in
einer Dichte von >1x10° Zellen pro cm? ausgesat. Nachdem eine ca. 80%ige
Konfluenz erreicht war, wurden die Zellen mit Hilfe von Trypsin abgelést und in
Collagen | beschichteten Kulturplatten ausgesat.

Die gesamte HSC Fraktion, die aus der Dichtegradientenzentrifugation erhalten
wurde, wurde in Plastik Kulturfalschen unter Verwendung des Sternzell
Wachstumsmediums (Stellate Cell Medium, 10% FBS, 1% Supplement, 100U/ml
Penicillin und 0,1mg/ml Streptomycin) ausgesat. Nachdem eine 90%ige Konfluenz
erreicht wurde, wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst und in Plastik Kulturplatten
unter Verwendung von DMEM, versetzt mit 10% FBS, 100U/ml Penicillin, 0,2mg/ml
Streptomycin und 2mM L-Glutamin, ausgesat. Bei allen Zelltypen wurde das Medium

einen Tag nach der Zellpraparation und daraufhin jeden zweiten Tag gewechselt.
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Abbildung 6. Schematische Darstellung der Leberzellpraparation. Die Leberzellsuspension wurde mit Hilfe
einer Zwei-Schritt Perfusionstechnik unter Verwendung des Enzyms Collagenase aus humanem Lebergewebe
erhalten. PHH wurden durch Zentrifugationen bei geringer Geschwindigkeit (50xg) aus der Zellsuspension isoliert
(Schritt 1). Die restliche Zellsuspension wurde in einer Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt. Folglich lagen
die HSC als eine Schicht geringerer Dichte (obere Schicht) und die KC/LSEC als eine Schicht héherer Dichte
(untere Schicht) vor. Die HSC wurden direkt in eine Kulturflasche unter Verwendung von HSC
Wachstumsmedium ausgesat. KC wurden durch die Markierung mit CD14 MicroBeads und anschlieRender
MACS von den LSEC getrennt. Nach der Elution wurden die CD14" KC in Kulturplatten ausgeséat. Zur
Ausnutzung der selektiven Anheftung der KC wurde das Kulturmedium nach 30min Inkubation (37°C und 5% CO;
Atmosphére) gewechselt. Die LSEC Fraktion (CD14" Zellsuspension) wurde mit CD146 MicroBeads markiert und

separiert. Nach der Elution wurden die Zellen in eine Collagen | beschichtete Kulturschale ausgesat.

2.2.1.3 Stimulation von NPC mit TLR Liganden

Die kultivierten NPC wurden fur die Dauer von 30min, 90min, 6h, 24h oder 48h mit
TLR Liganden stimuliert. Alle verwendeten Liganden wurden von der Firma Invivogen
bezogen. Hierbei wurden die in Tabelle 16 angegebenen Liganden und

Konzentrationen verwendet.
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2214 Subkultivierung von Conl Zellen

Zur Kultivierung der Con1 Zellen, wurden diese in 75 cm? Kultivierungsflaschen in
DMEM mit 10% FBS, 100U/ml Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin, 2mM L-Glutamin
und 300U/ml G418 ausgesét (Lohmann et al. 1999). Nachdem die Zellen eine ca.
90%ige Konfluenz erreicht haben, erfolgt das sogenannte Passagieren, bei dem ein
Teil der Zellen in ein neues Kultivierungsgefal3 Gberfuhrt wird. Das Passagieren
verhindert, dass die Zellen aufgrund von Kontaktinhibierung ihr Wachstum einstellen.
In dieser Arbeit wurde das Medium zunachst vollstandig von der Kulturflasche
abgesaugt und die Zellen mit 5ml PBS gewaschen. Um die Zellen abzulésen, wurden
2ml einer 0,05%igen Trypsin-EDTA Losung auf die Zellen gegeben und ca. 5min bei
37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 8ml frischem Kulturmedium gestoppt.
AnschlieRend wurden die Zellen in 50ml Réhrchen dberfuhrt und 5min bei 300xg
zentrifugiert, um eine maximale Zellausbeute zu erhalten und tote Zellen
abzutrennen. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 10ml Medium
resuspendiert. Zum Passagieren der Zellen wurden in einer frischen Kulturflasche
16ml Medium vorgelegt und 2ml der Zellsuspension ausgesat. Zum Ansetzten von
Experimenten wurde die Zellzahl bestimmt (2.2.1.5) und eine definierte Zellzahl
entsprechend der Plattenformat Grol3e ausgesat. Die Inkubation der Zellen erfolgte
bei 37°C und 5% CO, Atmosphére.

2.2.15 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer. Die
Kammer besteht aus 4 groRen Quadraten, die wiederum in 16 kleinere Quadrate
unterteilt sind. Fur die Zahlung wurden die Zellen in einer geeigneten Verdlinnung
mit 25% Trypan Blau in PBS versetzt, um tote Zellen zu markieren. Es wurden 10pl
dieser Zellsuspension auf die Zéahlkammer aufgetragen. Innerhalb dieser Quadrate
werden die Zellen gezahlt. Werden alle 4 groRen Quadrate gezahlt, kann die Zellzahl
nach folgender Formel berechnet werden. Der Kammerfaktor 10 ergibt sich aus dem

Volumen der Zahlkammer.

Zellzahl  Anzahl gezahlter Zellen

— 2 x 10* x Verdiinnungsfaktor
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2.2.1.6 Antivirale Aktivitat von NPC

Kultivierte NPC wurden mit den TLR Liganden stimuliert (2.2.1.3). Nach 24h
Inkubation wurden die Uberstande gesammelt, in flussigem Stickstoff eingefroren
und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Conl Zellen wurden in einer 96-Well
Platte in einer Dichte von 6.000 Zellen/Well ausgesat und bei 37°C und 5% CO;
Atmosphare fur 24h inkubiert. Die Kulturuberstande der NPC wurden langsam auf Eis
aufgetaut und anschlieend bei 135xg fur 10min und 4°C zentrifugiert, um Zellreste
abzutrennen. AnschlieRend wurden die Uberstande in einer 1:2 Verdiinnung in Conl
Kulturmedium auf die Zellen gegeben und bei 37°C und 5% CO, Atmosphéare
inkubiert. Nach 72h erfolgte die RNA Isolation mit Hilfe des FastLane Cell SYBR®
Green Kits (2.2.2.2). Zur Analyse der antiviralen Aktivitat der NPC wurde die 3-Aktin
und die HCV Genexpression mittels gRT-PCR gemessen (2.2.2.3).

2.2.1.7 Neutralisierungsexperimente

Kultivierte NPC wurden mit den TLR Liganden stimuliert (2.2.1.3). Nach 24h
Inkubation wurden die Uberstande gesammelt, in flussigem Stickstoff eingefroren
und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Conl Zellen wurden in einer 96-Well
Platte in einer Dichte von 6.000 Zellen/Well ausgeséat und bei 37°C und 5% CO.
Atmosphare fir 24h inkubiert. Die Kulturiberstande der NPC wurden langsam auf Eis
aufgetaut und anschlieRend bei 135xg flr 10min und 4°C zentrifugiert, um Zellreste
abzutrennen. Um eine geeignete Konzentration der Uberstande von Poly I:C
stimulierten NPC zu ermitteln, wurde eine Konzentrationsreihe als Vorversuch
getestet. Hierfir wurden Conl Zellen im 96-Well Plattenformat ausgesat und fir 24h
inkubiert. Anschlieend wurden die Kulturiberstande Poly I:C stimulierter NPC in
einer Konzentrationsreihe (1:5, 1:10, 1:15, 1:20 verdunnt in Conl Kulturmedium) auf
die Conl Zellen gegeben. Analog wurden Vorversuche durchgeftuhrt, in denen Conl
Zellen mit einer Konzentrationsreihe der rekombinanten Interferone (IFN-aA/D, IFN-
B, IFN-AL, IFN-A3) stimuliert wurden. Nach erfolgter Inkubation fur 72h bei 37°C und
5% CO, Atmosphéare wurde die RNA aus den Zellen isoliert (2.2.2.2) und die B-Aktin
und die HCV Genexpression mittels gRT-PCR untersucht (2.2.2.3). Fur die weiteren
Versuche wurde die Konzentration an Uberstand bzw. IFN gewahlt, bei der ein

Ruckgang der HCV Replikation auf 50% erreicht wurde.
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Die Uberstande Poly I:C stimulierter NPC sowie die rekombinanten Interferone
wurden in geeigneter Konzentration (Tabelle 17) mit den neutralisierenden
Antikorpern gegen Typ | und Typ Il Interferone fir 3h bei 37°C und 5% CO,
Atmosphare vorinkubiert. AnschlieRend wurde das Medium von den Conl Zellen
abgesaugt und die Zellen mit 150yl des Reaktionsansatzes versetzt. Jede
Versuchsbedingung wurde im Triplikat angesetzt. Nach 72h Stunden Inkubation
erfolgte die RNA Isolation mittels des FastLane Cell SYBR® Green Kits (2.2.2.2). Die
Messung der Genexpression von B-Aktin und HCV erfolgte mittels gRT-PCR
(2.2.2.3).

Zur Blockierung von Typ | und Typ lll IFN Rezeptoren wurden die Conl Zellen mit
neutralisierenden Antikorpern gegen eine Untereinheit des jeweiligen Rezeptors fur
3h vorinkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit den Uberstanden Poly I:C
stimulierter NPC in geeigneter Konzentration versetzt. In allen Experimenten wurden
die in Tabelle 12 angegebenen Antikorper in den jeweiligen Konzentrationen

verwendet.

2.2.2 RNA Techniken

22.2.1 RNA Isolierung aus Priméarzellen

Zur Isolation der RNA aus primaren humanen Zellen wurde das QIAzol™ Lyse
Reagenz und das RNeasy Mini Kit verwendet. Humane Zellen wurden in 24-Well
Platten ausgesét und entsprechend den Versuchsbedingungen behandelt. Zu Beginn
der Isolation wurde das Kulturmedium von der Zellkultur abgesaugt. Daraufhin
wurden die Zellen mit 500pl QIAzol™ Lyse Reagenz versetzt und fiir mindestens
5min inkubiert. Das Zelllysat wurde in ein 1,5ml Reaktionsgefald tberfiihrt, mit 200ul
Chloroform gemischt und fir 3min bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation fir 15min bei
12.000xg und 4°C erfolgte eine Phasentrennung. Die RNA haltige Phase (obere
Phase) wurde abgenommen, mit 350ul 75%igem EtOH versetzt und auf eine RNeasy
Saule gegeben. Die Saule wurde fur 30s bei 8.000xg und bei RT zentrifugiert,
wodurch selektiv die RNA in der RNeasy Silicagel Membran innerhalb der Saule
gebunden wurde. Bis =zur Elution der RNA wurde das Filtrat nach jedem
Waschvorgang verworfen. Zum Waschen der RNA wurden 350ul RW1 Puffer auf die
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Saule aufgetragen und 30s bei 8.000xg zentrifugiert. Anschlieend wurde
verbliebene DNA mit Hilfe des RNase-free DNase Sets verdaut. Hierzu wurden pro
Probe 10ul DNase | Stocklésung mit 70ul RDD Puffer gemixt, auf die Sule gegeben
und far 15min bei RT inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 350ul des RW1
Puffer auf die Saule gegeben und diese erneut fur 30s bei 8.000xg zentrifugiert. Zum
Waschen der RNA wurden 400ul RPE Puffer auf die Saule gegeben und bei gleichen
Bedingungen zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte ein erneuter Waschvorgang mit
dem RPE Puffer durch Zentrifugation fur 2min bei 8.000xg. Zur Entfernung jeglicher
Lésungen wurde die Saule fur 1min bei 8.000xg trocken zentrifugiert. Durch Zugabe
von 50pl RNase freiem Wasser und Zentrifugation bei 8.000xg wurde die RNA in ein
frisches Reaktionsgefald eluiert. Bis zur Verwendung erfolgte die Lagerung der RNA
Proben bei -20°C.

2.2.2.2 RNA Isolation aus Conl Zellen

Die Isolation von RNA aus der Conl Zelllinie erfolgte mit Hilfe des FastLane Cell
SYBR® Green Kits. Hierfir wurden 6.000 Conl Zellen/Well in einer 96-Well Platte
ausgesat und fiur 24h bei 37°C und 5% CO, Atmosphére inkubiert. Daraufhin wurden
die Zellen je nach Versuchsbedingungen behandelt. Zur RNA Isolation wurde das
Kulturmedium von den Platten abgesaugt und die Zellen kurz mit 100ul FCW Puffer
gewaschen. Zur Lyse wurden 50ul des vollstandigen FCPL Puffers zu den Zellen
gegeben und diese fur 10min bei RT inkubiert. Die Zelllyse Reaktion wurde unter
dem Mikroskop kontrolliert. Das Lysat wurde in ein frisches Reaktionsgefafr
uberfuhrt, gemischt und fir 10min bei 75°C inkubiert. Die Lagerung der RNA erfolgte
bei -20°C.

2.2.2.3 One-step real-time quantitative reverse Transkriptase-Polymerase
Kettenreaktion

Die real-time quantitative reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (qRT-

PCR) dient der Quantifizierung der Genexpression. In dieser Methode wird RNA als

Vorlage fur die cDNA Synthese verwendet, die anschlieBend als Vorlage fir die

Vervielfaltigung verwendet wird. In der one-step qRT-PCR findet sowohl reverse

Transkription als auch die Amplifikation in demselben Reaktionsgefal? statt. Im ersten
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Zyklus findet die reverse Transkription statt, wodurch die cDNA synthetisiert wird.
Anschliel3end erfolgen die Denaturierung, die Hybridisierung der Primer und die
Elongation der DNA Sequenzen. Wie bei der herkdbmmlichen PCR werden
spezifische 2°-Desoxyribonukleosid-5"-triphosphate (dNTP) und geeignete Puffer
verwendet. Bei der Verwendung des SYBR® Green Farbstoffs interkaliert dieser mit
doppelstrangiger DNA (dsDNA), wodurch das Fluoreszenzsignal generiert wird. Mit
der kontinuierlichen Amplifikation und dem somit zunehmenden Gehalt an DNA
nimmt auch die Fluoreszenzintensitat zu. Nach dem Beenden der PCR Reaktion wird
zusatzlich eine Schmelzkurve aufgenommen, in der die dsDNA wieder
aufgeschmolzen wird. Durch die Auflosung der Doppelstrdnge wird der
Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und das Signal nimmt ab. Die erhaltene
Schmelzkurve kann durch ihren Verlauf zeigen, ob Verunreinigungen vorliegen.
Enthalt die Schmelzkurve z. B. zwei Sattelpunkte, so liegt eine Verunreinigung vor.
Die gemessenen Signale dienen im Anschluss an die Reaktion zur Quantifizierung
des cDNA bzw. RNA Gehalts der Proben. Zu diesem Zweck wird flr jede zu
analysierende Probe eine endogene Kontrolle vermessen, die zu jeder
Versuchsbedingung das gleiche Expressionslevel aufweist. Als Kontrolle werden
sogenannte Haushaltsgene (housekeeping genes) gemessen. In diesem Fall eignet
sich B-Aktin, da dies konstitutiv exprimiert wird. Fir die Quantifizierung der jeweiligen
cDNA Probe wurde der exponentielle Bereich der Reaktionszyklen verwendet. Nach
der Vermessung der Proben wurden die Cy (cycle threshold) Werte der Proben und
der endogenen Kontrolle ermittelt. Der Cy Wert beschreibt den PCR Zyklus bei dem
ein festgelegter Schwellenwert (threshold) Gberschritten wird. Der hier verwendete
Schwellenwert wurde manuell auf den Wert 72,69 gesetzt. Der Schnittpunkt der
Amplifikationskurve mit dem Schwellenwert bestimmte den Cr Wert jeder einzelnen
Probe.

2.2.3 Protein Techniken

2231 Gewinnung von Proteinextrakten
Zur Proteingewinnung wurden die Primérzellen im 6-Well Plattenformat ausgeséat und

den Versuchsbedingungen entsprechend behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit
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von 30min bzw. 90min nach Stimulation wurde das Medium von den Zellen
abgesaugt, die Kulturplatten auf Eis gestellt und mit 60pl eiskaltem RIPA Lysepuffer
mit 1% Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail und Protease Inhibitor Cocktail, lysiert.
Das Ablosen der gesamten Zellen wurde durch Verwendung eines Zellschabers
gewahrleistet. Das gesamte Lysat wurde in ein frisches Reaktionsgefald tberfuhrt
und in flussigem Stickstoff eingefroren. Bis zur Proteinquantifizierung erfolgte die
Lagerung bei -80°C.

2.2.3.2 Proteinquantifizierung

Die Proteinquantifizierung der Zelllysate (2.2.3.1) erfolgte photometrisch auf Basis
eines BCA (bicinchoninic acid) Assays mit Hilfe des BCA Proteinassay Kits am
FLUOstar Omega. Die kalorimetrische Detektion beruht auf einer Biuret Reaktion, bei
der Cu?*, durch die Anwesenheit von Proteinen in einem alkalischen Medium zu Cu*
reduziert wird. In diesem Vorgang wird, durch Komplexierung von zwei Molekilen
BCA mit einem Cu” lon, ein violettes Reaktionsprodukt gebildet. Dieses Produkt ist
sensitiv bei einer Absorptionswellenlange von 562nm nachweisbar, wobei die
Absorption proportional zur Proteinkonzentration ist (Smith et al. 1985). Zusatzlich
wurde eine Kalibrierkurve mit einer BSA (bovine serum albumin) Stammlésung in
den Konzentrationen von 0,5ug/ul, 1,0ug/pl, 1,5ug/pl und 2,0pg/ul gemessen. Die zu
analysierenden Zelllysate wurden in einer 1:5 Verdinnung vermessen, so dass die

Konzentrationen in dem Bereich der Kalibrierkurve lagen.

2.2.3.3 SDS Polyacrylamidgelelektrophorese

Durch die sodium dodecyl sulfate (SDS) Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS
PAGE) koénnen Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld
aufgetrennt werden. Das Gel setzt sich aus quervernetzten Polyacrylamidketten
zusammen, die dadurch ein  Molekularsieb bilden. Die prozentuale
Polyacrylamidkonzentration ist entscheidend fur die PorengroRe des Gels. Durch
Verwendung eines SDS und B-Mercaptoethanol enthaltenden Probenpuffers sowie
dem Erhitzen der Proben auf 95°C fiur 10min, werden die Proteine denaturiert.
Hierbei wird die Aufspaltung von Disulfidbriicken zwischen den Cysteinresten, durch

die Zugabe der reduzierenden Thiolverbindung B-Mercaptoethanol, erreicht. Folglich
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liegen keine Proteinkomplexe vor und die Gro3e der Molekile entspricht der
molekularen Masse der einzelnen Proteine. SDS ist ein anionisches Detergenz, das
mit seinem hydrophoben Rest an hydrophobe Bereiche der Proteine bindet, wodurch
negativ geladene Mizellen entstehen und die Proteine ein konstantes
Masse/Ladungsverhaltnis erhalten. Zur Auftrennung werden die so préparierten
Proben auf das Polyacrylamidgel geladen und eine elektrische Spannung angelegt.
Durch den Molekularsiebeffekt des Gels erfolgt eine Trennung der Proteine nach
ihrer molekularen Masse. Die Wanderungsgeschwindigkeit im Gel verhalt sich dabei
umgekehrt proportional zum Logarithmus der Proteingréf3e. Abhéngig vom
nachfolgenden Analyseverfahren wurde zusatzlich der MagicMark Grél3enstandard
verwendet, um die Proteingrof3en zuordnen zu kénnen.

Die Gelelektrophorese wurde nach der Methode von Laemmli [39], unter
Verwendung eines 4-15% Mini-PROTEAN TGX™ Gels durchgefiihrt. Das Gel wurde
in einer Mini-PROTEAN® Tetra Cell eingespannt. Die Proteinproben wurden mit 5x
SDS Probenpuffer mit 5% B-Mercaptoethanol versetzt, 5min bei 95°C aufgekocht
und anschlieBend kurz zentrifugiert. Die Gelkammern wurden mit 15-50ug
Gesamtproteinlosung, 2ul des PageRuler GroRBenstandards oder 1ul des

k™ XP Western Proteinstandards beladen. Zum Auftrennen der Proteine

MagicMar
im Gel wurde eine Spannung von 150V angelegt. Die Detektion der aufgetrennten

Proteine erfolgte anschliel3end mittels Western Blot Analysen (2.2.3.4).

2234 Western Blot

Das Transferieren von Proteinen auf eine Membran mit anschlieRender
Immundetektion wird als Western Blot bezeichnet. Hierzu werden zunéchst Proteine
durch eine SDS PAGE aufgetrennt (2.2.3.3). Durch das Anlegen einer Spannung
zwischen zwei Elektroden werden die Proteine senkrecht aus dem Gel auf eine
Membran bewegt. Als Membranen kdnnen entweder Polyvinylidenfluorid Membran
(PVDF) oder Nitrocellulose Membranen verwendet werden. Der Transfer der
Proteine erfolgte mit dem Trans-Blot® Turbo™ Transfer System der Firma Bio-Rad
nach der semi-dry Methode. Fur den Transfer der Proteine aus dem Gel auf eine
Membran ist der Zusammenbau eines sogenannten Blot Sandwiches erforderlich.

Der Zusammenbau erfolgt luftblasenfrei unter Verwendung eines Trans-Blot®
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Turbo™ Midi PVDF Transfer Packs in einer des Trans-Blot ©® Turbo™ Kassette.
Ausgehend von der Anode in Richtung der Kathode wurde das Sandwich in der
folgenden Reihenfolge zusammengebaut: Puffer getranke Filterpapiere, PVDF
Membran, TGX Gel, Puffer getrankte Filterpapiere, Deckel der Blot Kassette. Die
jeweiligen Puffer getrankten Filterpapiere dienen als lonenreservoir. Der Transfer
erfolgte mit einer Spannung von 1,3A und 25V. Die Transferdauer betrug 7min.
Nachfolgend wurde die Immundetektion durchgefuhrt (Abbildung 7).

Top (=) cassette
electrode (cathode)

Top ion reservoir stack

Gel
[ J Ul [ l
Blotting membrane
Bottom ion reservoir stack y
Ve 4
Bottom (+) cassette : w3

electrode (anode)

Abbildung 7: Schematischer Aufbau des semi-dry Western Blot Sandwiches. Das semi-dry Western Blot
Sandwich wird von der Anode aus in Richtung der Kathode zusammengebaut. Hierbei muss die Reihenfolge,
Kassete der Blot Kammer, Puffer getrdnke Filterpapiere, PVDF Membran, Gel, Puffer getréankte Filterpapiere,

Deckel der Blot Kassette eingehalten werden (Bio-Rad 2014).

Die Immundetektion basiert auf einer spezifischen Antikorper-
Antigenwechselwirkung. Nach der Immobilisierung der Proteine wurde die Membran
fur die weitere Behandlung in TBS-T eingelegt und anschlielend mit Ponseau S
Lésung fur 5min inkubiert. Ponseau S farbt die Proteine an, wodurch eine schnelle
optische Kontrolle des Transfers ermdglicht wird. Daraufhin wurde die Membran mit
Wasser und TBS-T gewaschen, in einer 5%igen Milchpulver Blockierungslésung
Uberfahrt und abhangig vom Antikérper 1h oder Uber Nacht inkubiert. Letzteres
verhindert die unspezifischen Protein Interaktionen zwischen der Membran und dem
nachfolgend hinzu gegebenen primédren Antikérper. Es wurden die in Tabelle 7
angegeben Antikdrper und Inkubationsbedingungen verwendet. Anschliel3end wurde

die Membran 3x mit TBS-T fir jeweils 5min gewaschen, um ungebundene Antikdrper
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zu entfernen. Der sekundare Antikorper wurde in einer 5%igen Blockierungslésung
(Milch oder BSA) verdunnt, daraufhin auf die Membran gegeben und 1h bei RT
inkubiert. Der Sekundarantikdrper bindet an die konstante Region des primaren
Antikorpers und ist zusatzlich mit einem Enzym, der Meerrettich-Peroxidase (horse
radish peroxidase, HRP), konjugiert. Nach der Wiederholung des Waschvorgangs
wurde die Membran mit einer 1:1 Mischung der Detektionslésungen des ECL Plus™
Western Blotting Detection Reagenz benetzt. Die Detektion der Lichtreaktion erfolgte
mit dem Fusion FX advanced Imager. Anschlielend wurden die Antikorper mit Hilfe
des Stripping Puffers von der Membran entfernt. Nach dem erneutem Blockieren
konnte eine weitere Immundetektion unter Verwendung eines Antikdrpers begonnen
werden. Hierbei war zu beachten, dass sich die ProteingréfRen deutlich voneinander
unterschieden. Durch die Detektion einer Ladungskontrolle (B-Aktin oder
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; GAPDH) kann die Qualitdt des
Western Blots bewertet werden und der Proteingehalt der Zielproteine quantifiziert

werden.

2.2.35 Immunzytochemische Farbung von Zellmarkern
Immunzytochemische Farbungen wurden zur Detektion zelltypspezifischer Proteine
in Kulturen humaner primérer Zellen durchgefuhrt. Hierzu wurden die Zellen in 4-Well
Objekttrager basierten Zellkulturkammern ausgesat. Die PHH wurden fir eine Dauer
von einem Tag und die NPC flr eine Dauer von ungefahr sieben Tagen nach der
Isolation kultiviert und dann zur Farbung verwendet. Die Zellen wurden mit PBS
gewaschen und mit eiskaltem Methanol/Aceton (1:2) fir 10min bei 4°C fixiert. Der
Farbeprozess erfolgte abhangig von der Lokalisation der zu detektierenden Proteine
nach zwei verschiedenen Methoden.

Die erste Methode diente der Farbung intrazellularer Proteine (Albumin, CYP3A4,
cluster of differentiaton no. 68 (CD68), Cytoglobin (CYGB)). Hierbei wurden die
Zellen mit 0,3% Triton X-100/PBS fur 1h bei RT permeabilisiert und anschlie3end mit
PBS gewaschen. Daraufhin wurden unspezifische Bindungen Blockierungspuffer fur
1h bei RT blockiert. Die Zellen wurden mit den Primé&rantikérpern tber Nacht bei 4°C
im Dunkeln inkubiert. Die hierbei verwendeten Antikdrper und Verdiinnungen sind in

Tabelle 7 und Tabelle 8 aufgeflihrt. Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen 3x
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fur 5min mit PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit einem
fluorophorgekoppelten Sekundarantikorper fur 3h bei 4°C. Wurden zuvor ein direkt
fluorophorgekoppelter Primarantikorper verwendet entfiel dieser Schritt. Als
Negativkontrolle wurden Zellen nur mit dem sekundaren Antikérper oder der
jeweiligen Isotypenkontrolle inkubiert.

Die zweite Methode diente der Farbung von extrazellularen Markern. Hierfir wurden
unspezifische Bindungen mit 1% FcR Blocking Reagenz in PBS fur 60min bei RT
blockiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit dem Antikdrper oder der jeweiligen
Isotypenkontrolle Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Hierbei wurden die in Tabelle 8
aufgefuihrten Verdinnungen gewahlt.

Nach erfolgter Antikdrperinkubation wurden die Proben identisch behandelt. Nach
erfolgter Antikorperinkubation wurden die Proben 3x mit PBS gewaschen. Die
Farbung der Zellkerne erfolgte mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in einer
1:10.000 Verdinnung in PBS fur 15min bei 4°C. Anschlieend wurden die Zellen
erneut mit PBS gewaschen und die Wéande des Objekttragers entfernt. Nach der
Verwendung des Eindeckmediums Fluoromount-G™ wurde ein Deckglas blasenfrei
auf den Objekttrager platziert. Zur Fixierung des Deckglases und zur Vermeidung der
Austrocknung des Praparates wurde das Deckglas mit Nagellack umrandet. Die
Fluoreszenzdetektion erfolgte entweder am Laser scanning Mikroskops (LSM)
Axiovert 100M von Zeiss oder am Leica TCS SP8 Mikroskop. Die Bildanalyse
erfolgte mit Hilfe der Programme LSM Image Browser und Leica LAS AF Lite.

2.2.3.6 Durchflusszytometrie

Die Qualitat der LSEC wurde durch die Markierung des Oberflachenproteins CD146
mittels spezifischer Antikdrper und anschlie3ender Durchflusszytometrie bestimmit.
Hierfir wurden die LSEC wie in 2.2.1.2 beschrieben isoliert und in Collagen |
beschichtete Kulturschale ausgeséat. Nachdem eine 80-90%ige Konfluenz erreicht
war, wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Anschliel3end wurden die Zellen mittels
Trypsin abgeldst und die Reaktion mittels LSEC Wachstumsmedium gestoppt. Die
Lebendzellzahl wurde bestimmt (2.2.1.5) und pro Versuchsbedingung wurden 5x10°
Zellen in ein Well einer 96-Well Rundbodenplatte tberfihrt. Um die Zellen zu

sedimentieren wurde die Platte fir 5min bei 300xg zentrifugiert. Fir alle weiteren

52



Material und Methoden

Zentrifugationsschritte wurden gleiche Zentrifugationsbedingungen verwendet. Die
weitere Behandlung der Zellen erfolgte bei 4°C. Die Zellen wurden mit 150pl einer
1:5.000 Verdiunnung eines Lebendfarbstoffs (viability dye) in 1% FBS/PBS
(Blockierungspuffer) aufgenommen und 20min inkubiert, um tote Zellen zu
markieren. Anschlie@end wurden die Zellen erneut zentrifugiert und 3x mit
Blockierungspuffer gewaschen. Zum Blockieren unspezifischer Bindungen wurden
die Zellen mit gleichem Puffer fur 30min inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit
100ul einer 1:600 Verdunnung des direkt Fluorophor gekoppelten monoklonalen
Maus anti-CD146-PE Antikorpers oder der monoklonalen Maus IgGi-PE
Isotypenkontrolle in Blockierungspuffer fir 30min inkubiert. Anschlie3end wurden die
Zellen 3x mit gleichem Puffer fir 5min gewaschen. Zur Fixierung der Zellen wurden
diese mit 100ul Fixierlésung aufgenommen und fir 20min inkubiert. Nach einem
anschlieBenden Waschschritt wurden die Zellen in 300ul Blockierungspuffer
aufgenommen und in ein Durchflusszytometrie Rohrchen Uberfiihrt. Die
Durchflusszytometrie zur Detektion toter, CD146 positiver und negativer Zellen
wurde am Navios Durchflusszytometer durchgefiihrt. Die Analyse der Ergebnisse
erfolgte unter Verwendung des Programms FlowJo. Der Prozess der
Durchflusszytometrie sowie der Auswertung der Ergebnisse wurde freundlicherweise
von Frau Dr. Kathrin Skibbe am Institut fur Virologie der Universitat Duisburg-Essen

durchgefuhrt.

2.2.3.7 Cytochrome P450 Aktivitat

Die physiologische Aktivitat isolierter und kultivierter PHH wurde mit Hilfe des P450-
Glo CYP2C9 bzw. CYP3A4 Assays von Promega in einer nichtlytischen Reaktion
durchgefuhrt (n=3). Hierzu wurden PHH in einer 96-Well Platte (50.000 Zellen/Well)
ausgesat und fur einen Tag kultiviert. Daraufhin wurde das Medium zeitversetzt
durch 50ul Medium, welches eine 1:50 Verdinnung des Substrats Luciferin-H bzw.
eine 1:1.000 Verdinnung des Substrates Luciferin-IPA enthielt, ersetzt. Die
Inkubation erfolgte fir 5min, 60min, 120min, 180min, 240min, 300min und 360min.
Anschlie3end wurden pro Well 25ul der L6sung abgenommen und in eine weil3e 96-
Well Liminometer Platte 0berfuhrt. Diese Losung wurde mit 25pl

Rekonstitutionspuffer versetzt und 30min bei RT inkubiert. Die gesamte Platte wurde
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mit Hilfe des FLUOstar Omega von BMG LABTECH gemessen. Zur Berechnung der
generierten Lumineszenz wurden die erhaltenen Werte auf eine Negativkontrolle

(ohne Zellen) normiert.

2.2.3.8 Phagozytotische Aktivitat

Um die phagozytotische Aktivitat der KC zu uberprifen, wurden diese mit Amin
modifizierten, 1um groflen, gelb-grin fluoreszierenden (Aex=470nmM, Aem=540nm)
Latex beads in einer 1:5.000 Verdunnung in KC Kulturmedium fur 24h bei 37°C und
5% CO, Atmosphare inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen 3x mit warmen PBS
gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit eiskaltem Methanol/Aceton (1:2) fur
10min bei 4°C fixiert. Die Zellen wurden 2x mit gekihltem PBS fur 5min gewaschen.
Anschliel3end erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung des zelltypspezifischen Markers
CD68 (2.2.3.5). Die Detektion der Fluoreszenzsignale erfolgte am LSM Axiovert
100M bei einer 40x Vergrof3erung.

2.2.3.9 Aufnahme von acetyliertem low-density Lipoprotein

LSEC wurden mit 5ug/ml acetyliertem low-density Lipoprotein (AcLDL), welches mit
dem Fluorophor Alexa488 konjugiert ist, in LSEC Wachstumsmedium fur 1h bei 37°C
und 5% CO, Atmosphare inkubiert (n=4). AnschlieRend wurde uberschissige
Fluorophorlésung durch das Waschen mit warmen PBS entfernt. Die Zellen wurden
mit eiskaltem Methanol/Aceton (1:2, 10min, 4°C) fixiert und zusatzlich mit dem
Oberflachenmarker CD146 wie in 2.2.3.5 beschrieben gefarbt. Zur Detektion wurde

das LSM Axiovert 100M von Zeiss bei einer 40x Vergrof3erung verwendet.

2.2.3.10 Detektion von Autofluoreszenz

HSC wurden in Objekttragern unter Verwendung von Sternzellwachstumsmedium
ausgesat und bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Nach Inkubation fur einen Tag wurden
die Zellen mit vorgewarmten PBS (37°C) gewaschen und mit Fluoromount-G™
Uberschichtet. Auf den Objekttrager wurde ein Deckglas luftblasenfrei aufgelegt und
dieses mit Nagellack fixiert. Die Autofluoreszenz, die durch die Speicherung von
Vitamin A (Retinol) in den Sternzellen erzeugt wird, wurde mit Hilfe des Leica TCS

SP8 Mikroskops unter Verwendung des UV Lasers und einer 40x Vergrof3erung
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durchgeflihrt (n=4). Hierbei wurde eine spezielle Detektionsmethode namens BrightR
(brightness reinforcement) angewendet. Es handelt sich um eine Erweiterung des
Leica TCS SP8 Mikroskops und ermdglicht die Verstarkung schwacher Signale und

somit die Darstellung dunkler oder triiber Strukturen.

2.2.3.11 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Die Methode des enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) kann verwendet
werden, um die Sekretion von Proteinen ins Zellkulturmedium zu untersuchen. Bei
der Verwendung von quantitativen Immunoassays liegt ein monoklonaler Antikdrper
auf einer beschichteten 96-Well Platte immobilisiert vor. Nach der Zugabe des
spezifischen Antigens in die Wells der Platte, wird dieses von dem immobilisierten
Antikdrper gebunden. AnschlieBend wird nicht gebundenes Antigen durch Waschen
aus den Wells entfernt. Nachfolgend wird ein Enzym gekoppelter polyklonaler
Antikoper in die Wells gegeben. Dieser bindet an das immobilisierte Antigen.
Anschlieend kann eine Farbreaktion induziert werden, welche proportional zum
Antigengehalt ist. Im Anschluss wird die Farbentwicklung gestoppt und die Intensitat
gemessen. Durch die gleichzeitige Verwendung eines Standards, kann eine
Quantifizierung erfolgen.

In der vorliegenden Arbeit wurden TLR stimulierte NPC auf die Sekretion von
Zytokinen untersucht. Hierfir wurden die NPC mit TLR Liganden fur 24h stimuliert.
Anschlieend wurden die Zellkulturiberstande gesammelt, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. Die Uberstande wurden
zeitnah auf Eis aufgetaut. Zellfragmente wurden, durch die Zentrifugation fir 10min
bei 135x%g und 4°C, abgetrennt. Die Sekretion von IL-6, TNF-a, IL-10, IFN-a, IFN-j,
IFN-A1 und IFN-A2/3 wurde mittels ELISA nach den Angaben der Hersteller
analysiert. Die verwendeten ELISA Kits sind unter 2.1.4 aufgefihrt. Die Messung der
Farbentwicklung wurde mit Hilfe des FLUOstar Omega bei 450nm gemessen. Die

dazugehdorigen Hintergrundabsorptionen wurden bei 550nm detektiert.
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2.2.4 Analytische Methoden

2.24.1 Mikroskopie

Die mikroskopischen Untersuchungen kultivierter Zellen erfolgt mit Hilfe des EVOS™
XL Core Imaging Systems von AMG. Zur Untersuchung immunzytochemisch
gefarbter Zellen wurde das LSM Axiovert 100M von Zeiss und das TSC SP8 von
Leica verwendet. Um die geeignetsten Bedingungen zur Detektion bestimmter
Fluorophore zu erhalten, mussten die Einstellungen der Filter und der Laser
entsprechend angepasst werden. Die Detektionsbedingungen wurden anhand der
jeweiligen Isotypenkontrolle bzw. Negativkontrolle eingestellt, so dass unspezifische
Signale minimal detektiert wurden. Die Bildanalyse erfolgte mit Hilfe der Programme
LSM Image Browser und Leica LAS AF Lite.

2.2.5 Statistik

Die Immunfluoreszenzfarbungen von zelltypspezifischen Markern wurden in funf
unabhangigen Experimenten (biologischer Replikate) durchgefihrt. Fir eine
quantitative Analyse wurden DAPI gefarbte Zellen, Marker positive Zellen und Marker
negative Zellen in zehn unabhangigen Bildaufnahmen pro Zelltyp und Experiment bei

einer 20x VergroRerung durchgefuhrt.

Alle Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (standard error
of mean, SEM) angegeben. Mit Hilfe des ungepaarten T-Tests wurden die
Unterschiede zwischen zwei Gruppen bestimmt. Durch den F-Test wurden
signifikante Varianzen der Gruppen bestimmt. Lagen diese vor, wurde die Welch-
Korrektur durchgefuhrt. Ab einem P-Wert von p<0,05 wurden die Daten als signifikant

erachtet.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung und Qualitat primarer Hepatozyten und NPC

Die Isolation und Kultivierung von primaren humanen Leberzellen spielt bei
Untersuchungen und Studien der Leberphysiologie und -pathophysiologie (Lalor et
al. 2006) eine entscheidende Rolle. Dartber hinaus ist die Isolation von Primarzellen
aus dem Lebergewebe desselben Patienten fur vergleichende Studien besonders
wichtig. Im ersten Versuchsteil dieser Arbeit wurde die Isolation primarer humaner
Leberzellen optimiert, um eine hohe Ausbeute und Qualitat der kultivierten Zellen zu

erreichen.

3.1.1 Zellausbeuten

Fur die Untersuchung von priméaren Zellen ist die Zellausbeute von grofl3er
Bedeutung. Insbesondere ist fir die simultane Isolation verschiedener Zellen aus
dem gleichen Gewebestlick eine hohe Ausbeute an Leberzellen ein wichtiger Faktor.
Zur Separation und Aufreinigung der einzelnen Leberzelltypen wurden Techniken wie
die Zentrifugation bei geringer Geschwindigkeit, die Dichtegradientenzentrifugation,
die MACS Zellseparation und die selektive Anheftung angewendet. Nach der
Isolation der Leberzellen wurden die Zellen mittels Trypan Blau gefarbt und die
Lebendzellzahl bestimmt (2.2.1.5). Im Mittel konnten pro Gramm Lebergewebe
2,0£0,4x10 PHH, 1,8+0,5x10° KC, 4,3+1,9x10° LSEC und 3,2+0,5x10° HSC isoliert
werden. Hierbei ist zu beriicksichtigen, dass die Vollstandigkeit des Verdaus von der
Qualitdt des Lebergewebes abhangig war. Wichtige Parameter der Qualitdt des
Gewebes sind die GrolRe der Schnittkante, das Gewebevolumen, allgemeine

Krankheitsparameter sowie der Fibrosestatus des Gewebes.

3.1.2 Identifikation und Qualitat humaner Hepatozyten

Die PHH wurden durch die Verwendung einer Zwei-Schritt Collagenase Perfusion

sowie Zentrifugationen bei geringer Geschwindigkeit aus humanem Lebergewebe
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isoliert (2.2.1.2) und in Collagen | beschichtete Kulturplatten ausgesat. Nach der
Kultivierung fir einen Tag wurden Durchlichtbilder der Zellen aufgenommen.
Mikroskopisch betrachtet zeigten die kultivierten Zellen eine fur Hepatozyten

charakteristische, meist mehrzellkernige und polygonale Morphologie (Abbildung 8).

Morphologie

Abbildung 8. Morphologie primérer Hepatozyten in Kultur. PHH wurden aus humanem Lebergewebe isoliert
und in Collagen | beschichtete Kulturplatte

n ausgesat. Nach einem Tag in Kultur wurden Durchlichtbilder kultivierter PHH bei unterschiedlichen
VergroRerungen (10x, 20x und 40x) mit Hilfe des EVOS™ XL Core Imaging Systems (AMG) aufgenommen.

Zur ldentifikation der PHH Population wurde der Hepatozyten Marker Albumin
immunzytochemisch  angefarbt (2.2.3.5). Die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen zeigten eine starke Albumin Expression in den kultivierten PHH. Zur
Quantifizierung der Populationsreinheit wurden die Albumin positiven Zellen sowie
die Gesamtzellzahl (DAPI gefarbte Zellkerne) ausgezahlt. Dies wurde in jeweils zehn
Aufnahmen von funf unabhangigen biologischen Replikaten durchgeftihrt. Hierbei
konnte eine Reinheit von 95,5+1,7% Albumin positiver Zellen bestimmt werden. Die
Zellkernfarbung mittels DAPI zeigte, dass die PHH einen runden und meist doppelten
Zellkern aufwiesen (Abbildung 9). Um auszuschlieBen, dass die Albumin Farbung
von der Kultivierung in FBS haltigem Medium herriihrt, wurden Negativkontrollen
durchgefuhrt. Hierzu wurden KC und HSC, die in FBS haltigem Medium Kkultiviert
wurden, analog gefarbt. In diesem Fall war keine unspezifische Albumin Farbung
detektierbar. Fir die ldentifikation von kontaminierenden NPC wurden in der PHH
Population die NPC Marker CD68, CD146 und a-SMA immunzytochemisch angeféarbt
(2.2.3.5). Als Positivkontrollen dienten die in dieser Arbeit isolierten primaren KC,
LSEC und HSC Populationen. Die Ergebnisse der Positivfarbungen von CDG68,
CD146 und a-SMA werden in den folgenden Abschnitten dargestellt. Die Detektion
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der NPC Marker zeigte eine aul3erst geringe Kontamination der PHH mit NPC. Somit

konnte eine hohe Reinheit der PHH Population dargestellt werden.

Albumin

CD68

CD146

a-SMA

Abbildung 9. Identifikation kultivierter PHH. Der zelltypspezifische Marker Albumin wurde in der PHH
Zellpopulation immunzytochemisch angefarbt. Zur Identifikation kontaminierender NPC wurden die Marker fur KC
(CD68), LSEC (CD146) und HSC (a-SMA) in der PHH Population gefarbt. Die Zellkerne wurden mittels DAPI
gefarbt. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit dem LSM Axiovert 100M von Zeiss bei 20x Vergro3erung

aufgenommen (Maf3stabsbalken: 50um).
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Des Weiteren wurde RNA aus kultivierten PHH zwei Tage nach der Zellisolation
extrahiert (2.2.2.1) und die Genexpression von Hepatozyten spezifischen Markern
mittels qRT-PCR (2.2.2.3) bestimmt (n=10). Kultivierte PHH wiesen eine deutliche
Genexpression der Marker Albumin (ALB), Apolipoprotein B (APOB) und
asialoglycoprotein receptor 1 (ASGR1) auf, was auf die Identitdt von Hepatozyten
hinweist (Abbildung 10).
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Abbildung 10. Genexpression Hepatozyten spezifischer Marker durch PHH. PHH wurden aus humanem
Lebergewebe isoliert und in Collagen | beschichtete Kulturplatten ausgesat. Nach zwei Tagen in Kultur wurde die
RNA aus den Zellen isoliert und die Genexpression Hepatozyten spezifischer Marker mittels gRT-PCR bestimmt
(n=10). Die Daten reprasentieren die Mittelwerte der Kopienzahlen (Mittelwert + SEM) normalisiert auf 100.000

Kopien des Haushaltsgens 3-Aktin.

Hepatozyten exprimieren das Enzym Cytochrom P450, das fir die Oxidation von
Xenobiotika und endogener Substanzen eine wichtige Rolle spielt (Raucy et al. 2002,
Van Booven et al. 2010, Thummel, Wilkinson 1998, Roymans et al. 2004). Aufgrund
dessen wurde die physiologische Aktivitdt der Cytochrom P450 Isoformen 3A4
(CYP3A4) und 2C9 (CYP2C9) untersucht. Hierzu wurden Hepatozyten mit den
Substraten der Enzyme (Luciferin-IPA bzw. Luciferin-H), flr unterschiedliche Dauer
(5min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h und 6h) inkubiert und die Enzymaktivitdt durch einen
Luciferase basierten Assay bestimmt. Hierbei wurde die generierte Lumineszenz in
drei unabhangigen biologischen Replikaten gemessen (2.2.3.7). Die
Lumineszenzintensitat zeigte flr beide Isoformen einen eindeutigen zeitabhangigen
Anstieg. Der Vergleich beider Enzym Isoformen zeigte eine deutlich h6here Aktivitat
fur die CYP Isoform 3A4 (Abbildung 11 A, B). Auf Grundlage dieser Erkenntnisse
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wurden das Enzym CYP3A4 sowie der PHH Marker Albumin in primaren PHH
immunzytochemisch gefarbt (2.2.3.5). Die Aufnahmen zeigten eine starke
Proteinexpression von CYP3A4 bei gleichzeitiger Expression von Albumin. Daruber
hinaus wurden durch die unterschiedlich ausgepragten CYP3A4 Signale
unterschiedliche Aktivitatszustadnde der PHH erkennbar (Abbildung 11C).
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Abbildung 11. Funktionelle Aktivitat kultivierter PHH. Primare Hepatozyten wurden aus Lebergewebe isoliert
und fir einen Tag kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Messung der Aktivitdt der Enzyme (A) CYP3A4 und (B)
CYP2C9 (n=3). Hierzu wurden die Zellen mit dem jeweiligen Substrat fur unterschiedliche Dauer (5min, 1h, 2h,
3h, 4h, 5h und 6h) inkubiert. AnschlieBend erfolgte auf einem Luciferase basierten System die Generierung der
Lumineszenz. Die Daten reprasentieren die Mittelwerte der Lumineszenz (Mittelwert + SEM). (C) Darlber hinaus
wurde das Enzym CYP3A4 (griin) sowie der Marker Albumin (rot) in den PHH immunzytochemisch geférbt. Die
Zellkerne wurden mittels DAPI (blau) gefarbt (n=3). Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit dem LSM TSC SP8
der Firma Leica bei 40x VergrofRerung aufgenommen (Maf3stabsbalken: 50um).
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die isolierten PHH die fur Hepatozyten
charakteristischen Morphologie Merkmale aufwiesen. Dartber hinaus exprimierten
die Zellen Hepatozyten spezifische Marker sowohl auf Protein- als auch auf RNA
Ebene, wahrend nur sehr geringe Kontaminationen durch NPC auftraten. Zudem
wiesen die Zellen eine physiologische Aktivitat in Kultur auf, die durch die Expression
und Aktivitat des Enzyms CYP3A4 dargestellt wurde. Zusammengenommen konnten
PHH mit hoher Reinheit und physiologischer Aktivitat aus humanem Lebergewebe

isoliert und kultiviert werden.

3.1.3 lIdentifikation und Qualitat humaner KC

KC wurden von den PHH durch die Zentrifugation bei geringer Geschwindigkeit und
von HSC durch eine Dichtegradientenzentrifugation abgetrennt. Des Weitern wurden
KC, durch die Markierung mit CD14 MicroBeads und MACS, von LSEC separiert.
Anschlieend wurden die KC ausgesat. Zur Erh6hung der Reinheit der KC
Population wurde die Eigenschaft der selektiven Anheftung genutzt. Dabei wird
davon ausgegangen, dass sich die KC schneller als die anderen Zellpopulationen an
Plastikoberflachen anheften. Nach 30min Inkubation wurden nicht adharierte Zellen
durch einen Wechsel des Kulturmediums entfernt (2.2.1.2). Bis zur Verwendung
wurden die Zellen fur 5-7 Tage kultiviert. Phasenkontrastaufnahmen zeigten eine fir
KC typische irregulare Morphologie, bestehend aus einer gestreckten und einer
ovalen Form (Abbildung 12).

Morphologie

Abbildung 12. Morphologie priméarer KC in Kultur. KC wurden aus humanem Lebergewebe isoliert und in
Kulturplatten ausgesét. Nach 5-7 Tagen in Kultur wurden Durchlichtbilder der Zellen bei unterschiedlichen

VergrofRerungen (10x, 20x und 40x) aufgenommen.
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Zur ldentifikation der KC wurde der Marker CD68 mit Hilfe von spezifischen
Antikérpern gefarbt (2.2.3.5). Um die Populationsreinheit zu quantifizieren wurden die
CD68 positiven Zellen und die Gesamtzellzahl (DAPI gefarbte Zellkerne) ausgezahilt.
Dies wurde in jeweils zehn Aufnahmen von funf unabhangigen biologischen
Replikaten durchgefuhrt. Die Detektion mittels Fluoreszenzmikroskopie und die
quantitative Auswertung ergaben, dass 94,5+1,2% CDG68 positive KC vorlagen.
Dartber hinaus zeigten die Zellkernfarbungen mittels DAPI eine bohnenférmige
Zellkernstruktur (Abbildung 13) (Kmiec 2001). Zur Uberpriifung der durch PHH,
LSEC und HSC verursachten Kontaminationen wurden die Marker Albumin, CD146
und a-SMA in der KC Population immunzytochemisch gefarbt (2.2.3.5). Als
Positivkontrolle der Farbungen diente die jeweils isolierte Zellpopulation. In der
Population lagen in seltenen Fallen geringe Kontaminationen durch HSC vor
(Abbildung 13).
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Abbildung 13. Qualitat kultivierter primérer KC. In der KC Population wurde der KC Marker CD68
immunzytochemisch geféarbt. Zur ldentifikation kontaminierender PHH und NPC wurden die Marker fur PHH
(Albumin), LSEC (CD146) und HSC (a-SMA) in der KC Population gefarbt. Die Zellkerne wurden mittels DAPI
geféarbt. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit dem LSM Axiovert 100M von Zeiss bei 20x VergréRerung

aufgenommen (Mal3stabsbalken: 50pum).

Um die Identitdt von KC auf RNA Ebene zu Uberprufen, wurde RNA aus kultivierten
KC isoliert (2.2.2.1) und die Expression der Makrophagen Marker CD68, CD163 und
CD14 mittels gRT-PCR bestimmt (2.2.2.3) (Fabriek et al. 2005). Alle drei Marker
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wurden in der KC Population exprimiert, jedoch konnte fir CD68 das hoéchste

Genexpressionslevel verzeichnet werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14. Genexpression KC spezifischer Marker. KC wurden aus humanem Lebergewebe isoliert und
fur 5-7 Tage kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Extraktion der RNA und die Detektion der Genexpression von
Makrophagen Markern mitteles gRT-PCR (n=10). Die Daten reprasentieren Mittelwerte der Kopienzahlen
(Mittelwert £ SEM), normalisiert auf 100.000 Kopien des Haushaltsgens B-Aktin.

KC sind Makrophagen, die bevorzugt Partikel einer Gréfe von =200nm
phagozytieren (Li et al. 2011). Aufgrund dessen wurden KC mit 1um grof3en Latex
beads, die mit einem Fluorophor konjugiert vorlagen, fur 6h und 24h inkubiert
(2.2.3.8). Nach erfolgter Inkubation wurden die Zellen zusétzlich mittels eines CD68
spezifischen Antikdrpers immunzytochemisch gefarbt. Die Fluoreszenzaufnahmen
zeigten, dass es nach 6h zu einer Phagozytose der Latex beads durch die KC
gekommen ist (Abbildung 15A). Nach 24h konnte eine massive Aufnahme und
Anreicherung der beads innerhalb der Zellen dargestellt werden (Abbildung 15B).
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A 6h; DAPI/ CD68/ Latex beads B 24h; DAPI/ CD68/ Latex beads
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Abbildung 15. Phagozytotische Aktivitat primarer KC. Die funktionelle Aktivitat kultivierter KC wurde durch die
Aufnahme von 1pm groBen fluoreszenzmarkierter Latex beads analysiert. Zuséatzlich wurde der Marker CD68
(rot) innerhalb der Zellen fluoreszenzmarkiert. Die Zellkerne wurden mittels DAPI (blau) geféarbt. Die
Fluoreszenzaufnahmen wurden mit dem LSM Axiovert 100M von Zeiss bei 40x VergroRerung aufgenommen
(MaRstabsbalken: 50um).

Zusammenfassend konnte anhand der Morphologie, der Expression der
zellspezifischen Marker auf Protein- und RNA Ebene sowie der zeitabh&ngigen
Phagozytose von 1um grof3en Latex beads gezeigt werden, dass es sich bei der
isolierten Zellpopulation um hoch reine und physiologisch aktive Kupffer Zellen

handelte.

3.1.4 Identifikation und Qualitat humaner LSEC

LSEC wurden von PHH und HSC durch die Zentrifugation bei geringer
Geschwindigkeit bzw. einer Dichtegradientenzentrifugation separiert. Des Weiteren
wurden KC mit Hilfe von CD14" MicroBeads durch MACS abgetrennt. AnschlieRend
wurden die LSEC unter Verwendung von CD146" MicroBeads durch MACS
gereinigt. Isolierte LSEC wurden auf Collagen | beschichteten Petrischalen unter
Verwendung von LSEC Wachstumsmedium ausgesat (2.2.1.2). Unter diesen

Bedingungen zeigten die LSEC proliferative Aktivitat, sodass die Zellen nach dem
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Erreichen einer ca. 80%igen Konfluenz (ca. an Tag funf nach der Isolation) in
Collagen | beschichteten Platten passagiert werden konnten. Nachdem dem
erneuten Erreichen einer 80%igen Konfluenz wurden die Zellen in diversen
Experimenten verwendet. In Kultur formten die LSEC eine Monoschicht mit so
genannter ,Kopfsteinpflaster“-artiger (cobblestone) Morphologie (Abbildung 16)
(Daneker et al. 1998, Elvevold et al. 2008).

10x 40x

Morphologie

Abbildung 16. Morphologie primérer LSEC in Kultur. LSEC wurden aus humanem Lebergewebe isoliert und
in Collagen beschichteten Kulturschalen ausgeséat. Nach ca. zehn Tagen in Kultur wurden Durchlichtbilder der
Zellen bei unterschiedlichen VergréRerungen (10x, 20x und 40x) aufgenommen.

Um die Identitat der Zellpopulation zu untersuchen, wurde der Marker CD146 in den
LSEC immunzytochemisch gefarbt (2.2.3.5). Die Detektion des Markers erfolgte
mittels Fluoreszenzmikroskopie. Die Auszéhlung der Gesamtzellzahl (DAPI geféarbte
Kerne) sowie der CD146 positiven Zellen, in jeweils zehn Bildern aus jeweils flnf
unabhangigen biologischen Replikaten, konnte eine Reinheit von 97,8+1,1% CD146
positiver LSEC bestimmt werden. Zur Identifikation von kontaminierenden PHH, KC
und HSC wurden die Marker Albumin, CD68 und a-SMA in der LSEC Population
gefarbt. Als Positivkontrollen dienten die jeweiligen isolierten Zellpopulationen. Die
Aufnahmen zeigten keine unspezifischen Farbungen und kaum Kontamination durch
PHH, KC und HSC (Abbildung 17). Aufgrund der mdglichen Anreicherung der LSEC
in vitro ergab sich die Mdglichkeit, die Oberflachenexpression von CD146 mittels
Durchflusszytometrie zu detektieren. Hierfiir wurden LSEC mit einem Lebendfarbstoff
markiert und gleichzeitig der Marker CD146 angeféarbt. Die Expression wurde mittels
Durchflusszytometrie (2.2.3.6) in drei unabh&ngigen biologischen Replikaten
gemessen. Nach dem Ausschluss von toten Zellen konnte eine Reinheit von
93,5+2,6% CD146 positiver LSEC bestimmt werden (Abbildung 18).
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Abbildung 17. Qualitat kultivierter primérer LSEC. In der LSEC Population wurde der zelltypspezifische
Marker CD146 immunozytochemisch gefarbt. Zur Identifikation kontaminierender PHH und NPC in der LSEC
Fraktion wurden die Marker fur PHH (Albumin), KC (CD68) und HSC (a-SMA) gefarbt. Die Zellkerne wurden
mittels DAPI (blau) gefarbt. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit dem LSM Axiovert 100M von Zeiss bei 20x

VergroRerung aufgenommen (Maf3stabsbalken: 50pum).
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Abbildung 18. Detektion CD146 positiver LSEC mittels Durchflusszytometrie. In den LSEC wurde der
Marker CD146 immunzytochemisch gefarbt. Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen wurden die Zellen analog
mit einer Isotypenkontrolle behandelt. Durch die gleichzeitige Verwendung eines Lebendfarbstoffs konnten tote
Zellen ausgeschlossen werden. Die Detektion erfolgte am Navios Durchflusszytometer (Beckman Coulter). Die
Analyse der Ergebnisse wurde unter Verwendung des Programms FlowJo (Treestar) durchgefuhrt. Die Daten
zeigen exemplarisch die Detektion CD146 positiver Lebendzellen. SSC (Seitwartsstreuung), FSC
(Vorwartsstreuung).

Die Genexpression von bekannten zelltypspezifischen Markern wurde zusatzlich auf
RNA Ebene Uberprift. Hierzu wurde RNA aus priméren LSEC extrahiert (2.2.2.1)
und die Genexpression der Marker mittels gRT-PCR (2.2.2.3) analysiert (n=10). Die
Expressionsanalysen zeigten, dass die LSEC sowohl eine hohe Genexpression von
PECAML1 als auch méaRige Expressionslevel fur die Marker von-Willebrand-Faktor
(VWF), lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 (LYVE-1) und CD146
aufwiesen (Abbildung 19).

LSEC Marker
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5 000+

—

PECIAMl VV;/F LY\;E-l CDI146

Abbildung 19. Genexpression LSEC spezifischer Marker. LSEC wurden aus humanem Lebergewebe isoliert
und fiur ca. zehn Tage Kkultiviert. Anschlielend erfolgte die Extraktion der RNA und die Detektion der
Genexpression von LSEC Markern mittels qRT-PCR (n=10). Die Daten repréasentieren Mittelwerte der

Kopienzahlen, normalisiert auf 100.000 Kopien des Haushaltsgens B-Aktin.
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LSEC endozytieren bevorzugt l6sliche Makromolekile, die im Durchmesser <200nm
sind (Li et al. 2011). Aufgrund dessen wurde die funktionale Aktivitat von
Endothelzellen in vitro durch die Aufnahme von acetyliertem low-density Lipoprotein
(AcLDL) kontrolliert. Hierzu wurden die LSEC mit 5ug/ml AcLDL-Alexa488 fur 1h und
6h kultiviert (2.2.3.9). Anschliel3end erfolgte die immunzytochemische Farbung des
Markers CD146 (2.2.3.5). Die Fluoreszenzaufnahmen zeigten, dass kultivierte LSEC
eine hohe Kapazitat fir die Endozytose von AcLDL aufwiesen. Nach einstiindiger
Inkubation mit AcLDL kam es zu einer schnellen und definierten Aufnahme in die
Zellen (Abbildung 20A). Nach sechs Stunden schien es zu einer Metabolisierung des
AcLDL gekommen zu sein, so dass eine deutliche Abnahme der AcLDL spezifischen
Fluoreszenzsignale zu beobachten war (Abbildung 20B). Zusammengenommen
zeigten kultivierte LSEC eine definierte Morphologie und eine starke
Proteinexpression des Markers CD146. Dariiber hinaus exprimierten kultivierte LSEC
unterschiedliche Endothelzellmarker und zeigten eine zeitabh&ngige Aufnahme bzw.
Metabolisierung von AcLDL, so dass die isolierte Zellpopulation als reine LSEC

Kultur definiert werden konnte.

A 1h; DAPI/ AcLDL/CD146/ Merge ‘ B 6h; DAPI/ AcLDL/CD146/ Merge

Abbildung 20. Physiologische Aktivitat priméarer LSEC in Kultur. Zur Untersuchung der physiologischen
Aktivitat primarer LSEC wurden die Zellen mit AcLDL-Alexa488 fur 1h (A) und 6h (B) inkubiert. AnschlieBend
wurde der Marker CD146 (rot) innerhalb der LSEC Population gefarbt. Die Zellkerne wurden mittels DAPI (blau)
geféarbt. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit dem LSM Axiovert 100M von Zeiss bei 40x VergréRerung

aufgenommen (Maf3stabsbalken: 50um).
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3.1.5 Identifikation und Qualitat humaner HSC

Die HSC wurden von den PHH mittels Zentrifugation bei geringer Geschwindigkeit
separiert. Die unterschiedliche Zelldichte der NPC wurde fir die Trennung der HSC
von den KC und LSEC mittels einer Dichtegradientenzentrifugation ausgenutzt. Nach
der Zentrifugation lagen die HSC in einer Schicht geringerer Dichte (obere Schicht)
getrennt von den KC und LSEC als Schicht mit héherer Dichte (untere Schicht) vor.
Die HSC wurden abgenommen und die gesamten Zellen wurden in einer
Kulturflasche in HSC Wachstumsmedium ausgesat. Die HSC Population zeigte
proliferative Aktivitat unter Standard Inkubationsbedingungen (37°C, 5% CO,). Nach
dem Erreichen einer 90%igen Konfluenz wurden die Zellen passagiert und unter
Verwendung von DMEM, 10% FBS, 100U/ml Penicillin, 0,1mg/ml Streptomycin und
2mM L-Glutamin in Plastik Kulturplatten ausgesat (2.2.1.2). Frisch isolierte HSC
formten eine sternférmige Morphologie und transformierten innerhalb von 7-10
Tagen in einen aktivierten Zustand, der sich durch einen Myofibroblasten ahnlichen

(spindelférmigen) Phanotyp auszeichnete (Abbildung 21) (Sato et al. 2003).

10x 20x 40x

Morphologie

Abbildung 21. Morphologie priméarer HSC in Kultur. HSC wurden aus humanem Lebergewebe isoliert und in
einer Kulturflasche unter Verwendung von HSC Wachstumsmedium ausgesat. Nach dem Erreichen einer
90%igen Konfluenz wurden die Zellen passagiert und erneut bis zur 80%igen Konfluenz kultiviert. AnschlieRend
wurden Durchlichtbilder der HSC bei unterschiedlichen VergroRerungen (10x, 20x und 40x) mit Hilfe des
EVOS™ XL Core Imaging Systems (AMG) aufgenommen.

Bisher sind Marker sowohl fur ruhende (quiescent) als auch flr aktivierte HSC ein
haufig diskutiertes Thema (Cassiman et al. 2002, Kawai et al. 2003). In der
vorliegenden Arbeit wurde a-SMA, ein bekannter Marker fur aktivierte Sternzellen
(Geerts 2001), immunzytochemisch gefarbt. Die Fluoreszenzbilder zeigten, dass

kultivierte HSC die a-SMA Strukturen ausbildeten, welche den aktivierten Status
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belegten. Zur Quantifizierung der Reinheit wurde die Gesamtzellzahl (DAPI gefarbte
Kerne) sowie die Anzahl der a-SMA positiven Zellen in jeweils zehn Bildern aus
jeweils funf unabhéngigen biologischen Replikaten bestimmt. Die quantitative
Analyse ergab, dass 97,1+1,5% a-SMA positive Zellen vorlagen. Darlber hinaus
wurden Farbungen gegen Marker fir PHH, KC und LSEC durchgefihrt, um
Kontaminationen zu identifizieren. In seltenen Fallen konnten KC und LSEC
detektiert werden. Durch Passagieren der HSC konnte eine erhtéhte Reinheit der

HSC erreicht werden.
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Abbildung 22. Qualitat kultivierter primarer HSC. HSC wurden aus humanem Lebergewebe isoliert und fiir ca.
zehn Tage kultiviert und passagiert. Die Identitdt der kultivierten HSC Zellpopulation wurde durch
immunzytochemische Farbungen des Markers a-SMA analysiert. Zur Identifikation kontaminierender Zellen
wurden die Marker fir PHH (Albumin), KC (CD68) und LSEC (CD146) immunzytochemisch gefarbt. Die Zellkerne
wurden mittels DAPI (blau) geférbt. Die Fluoreszenzaufnahmen wurden mit dem LSM Axiovert 100M von Zeiss

bei 20x VergroRerung aufgenommen (MaRstabsbalken: 50um).

Um die Identitat von HSC zu validieren, wurde die RNA aus kultivierten Zellen isoliert
(2.2.2.1) und die Genexpression von HSC spezifischen Markern mittels gRT-PCR
(2.2.2.3) analysiert. Die HSC Population zeigte eine starke Genexpression der
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Marker Vinculin (VCL), lysyl oxidase-like enzyme (LOXL2) sowie moderate
Expressionen der Marker Desmin (DES) und Cytoglobin (CYGB) (Abbildung 23).

HSC Marker

Genexpression
(Normalisierte Kopienzahlen)

VCL LOXL2 DES CYGB

Abbildung 23. Genexpression HSC spezifischer Marker. HSC wurden aus humanem Lebergewebe isoliert
und fir ca. zehn Tage kultiviert und passagiert. AnschlieBend erfolgten die Extraktion der RNA und die Detektion
der Genexpression von HSC spezifischen Markern mittels gRT-PCR (n=10). Die Daten reprasentieren Mittelwerte
der Kopienzahlen (Mittelwert + SEM), normalisiert auf 100.000 Kopien des Haushaltsgens B-Aktin.

Aufgrund der charakteristischen Eigenschaft von HSC Vitamin A zu speichern,
konnen Sternzellen durch die Autofluoreszenz identifiziert werden, wenn sie mit
Lasern kurzer Wellenlange angeregt werden (Friedman 2008, Wake 1971). Da die
Aktivierung von Sternzellen mit dem Verlust der Vitamin A Speicherung einher geht
(Mezaki et al. 2013), wurden HSC verwendet, die flr nur ca. funf Tage kultiviert
wurden. Fur die Einstellung der Anregungsbedingungen wurde die volle UV Laser
Energie verwendet, um die verbliebenen Signale von Vitamin A zu detektieren.
Zusatzlich wurde die BrightR (brightness reinfocement) Detektionsmethode
angewendet. Diese Methode ist eine vorteilhafte Erweiterung des TCS SP8
Mikroskops von Leica, welches eine Amplifikation schwacher Signale erlaubt,
wodurch diese zuganglich gemacht werden koénnen (2.2.3.10). In der HSC
Population zeigten die Fluoreszenzaufnahmen unterschiedliche Intensitatsebenen
rapide verblassender autofluoreszierender Retinoltropfen (Abbildung 24A). Dieses
Phanomen verdeutlichte den unterschiedlichen Aktivierungsstatus der Kkultivierten
Sternzellen. Isolierte HSC besal3en die physiologische Aktivitdt der Vitamin A
Speicherung. Die Autofluoreszenz deutete die Vitamin A Speicherung durch die

kultivierten HSC an und somit ihre physiologische Aktivitat in vitro. Cytoglobin
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(CYGB) ist ein Marker zur Unterscheidung von HSC und Myofibroblasten. Dariiber
hinaus wird der Marker sowohl in ruhenden als auch in aktivierten Sternzellen
exprimiert (Motoyama et al. 2014). Um zu analysieren, ob es sich bei der
vorliegenden Zellpopulation um HSC handelt, wurde die Proteinexpression von
CYGB bei gleichzeitiger a-SMA Expression dargestellt. Die kultivierten Zellen zeigten
eine deutliche Expression sowohl fur den Marker a-SMA als auch fur CYGB, so dass
die Zellpopulation eindeutig als HSC identifiziert werden konnte (Abbildung 24B).

Zusammengefasst konnte die HSC Population unter anderem durch die
Transformation der Zellen von einem inaktiven in einen aktivierten Zustand
morphologisch dargestellt werden. Die HSC Identitat konnte sowohl durch die
Proteinexpression von a-SMA und CYGB als auch durch die Genexpression von

HSC Markern sowie der Speicherung von Vitamin A belegt werden.

A _Autofluoreszenz _ B a-SMA / CYGB / DAPI / Merge

Abbildung 24. Physiologische Aktivitat kultivierter HSC. HSC wurden aus humanem Lebergewebe isoliert

und kultiviert. (A) Nach flnftagiger Inkubation wurden die Vitamin A Autofluoreszenz unter Verwendung des TCS
SP8 Mikroskops von Leica mit Hilfe des UV Lasers visualisiert. Hierbei wurde die Detektionsmethode BrightR
(brightness reinforcement) verwendet, um schwache Signale zu amplifizieren. (B) Nach ca. zehntégiger
Inkubation wurde in der HSC Population a-smooth muscle actin (a-SMA, rot), als Marker des aktivierten
Zustandes, und Cytoglobin (CYGB, griin) als Marker zur Unterscheidung von HSC und Myofibroblasten
immunzytochemisch gefarbt. Die Zellkerne wurden mittels DAPI (blau) sichtbar gemacht. Die
Fluoreszenzaufnahmen wurden mit dem LSM TCS SP8 von Leica bei 40x Vergrol3erung durchgefihrt
(MaRstabsbalken, 50um).
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3.2 TLR Signaltransduktion in NPC

Die Rolle der NPC als Teil des angeborenen Immunsystems fur die Abwehr gegen
hepatotrope Viren (z. B. HCV) ist nicht vollstéandig geklart. Aufgrund dessen sollte in
der vorliegenden Arbeit die TLR Signalwege und die antivirale Aktivitat primarer
humaner NPC untersucht werden. Hierzu wurden KC, LSEC und HSC, aus Gewebe
von Leberresektaten oder explantierter Lebern isoliert (2.2.1.2). Die isolierten und
kultivierten Zellen wurden in unterschiedlichen Experimenten verwendet, die in den

folgenden Abschnitten beschrieben werden.

3.2.1 Genexpression der TLR in primaren NPC

TLR sind wichtige PRR des angeborenen Immunsystems und spielen eine
entscheidende Rolle zur Abwehr von Pathogenen wie dem HCV. In der vorliegenden
Arbeit soll die TLR Signaltransduktion in primaren NPC untersucht werden. Hierflur
wurden NPC isoliert und fir unterschiedliche Dauer kultiviert (2.2.1.2). Daraufhin
wurden die Zellen mit den Agonisten von TLR1-9 fir 24h stimuliert und die RNA aus
den Zellen extrahiert (2.2.2.1). AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der
Genexpressionslevel von TLR1-9 mittels qRT-PCR (2.2.2.3). Hierbei wurden die
Expressionslevel sowohl im unbehandelten Zustand (w/0) als auch nach Stimulation
des Rezeptors durch den jeweiligen Liganden bestimmt (n=6) (Tabelle 20). Die
Ergebnisse zeigten, dass KC hohe Level an TLR1-4 und TLR6-8 sowie maRige RNA
Kopienzahlen an TLR5 exprimierten. Im Falle von TLR2 und TLR3 kam es nach der
Stimulation des Rezeptors zu einer signifikanten Induktion des Rezeptor
Genexpressionslevel. Im Gegensatz dazu erfolgte nach der Stimulation von TLR4-7
eine signifikante Suppression der Rezeptor Genexpression. LSEC und HSC
exprimierten hohe Level an TLR3 und TLR4 sowie mafige Level an TLR1, TLR2,
TLR5-8. Durch die Stimulation mit dem jeweiligen Liganden kam es in LSEC und
HSC zu einer Induktion der TLR3 Genexpression. Dartber hinaus kam es zu einer
Suppression der Expression von TLR4 und TLR6 in LSEC sowie TLR4, TLR5 und
TLR6 in HSC. In allen drei Zelltypen lag die TLR9 Genexpression unterhalb des
Detektionslimits.
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Tabelle 20. TLR Genexpression in kultivierten NPC

KC
w/o Liganden Stimulation
Gen MW + SEM MW + SEM P-Wert  Signifikanz
TLR1 819,3 + 1555 828,1 + 2257 0,974 n.s.
TLR2 780,2 + 142,0 47752 + 1.2758 | 0,010 o
TLR3 651,2 + 66,4 47593 + 9377 0,001 **
TLR4 678,7 + 139,2 189,6 +* 219 0,005 **
TLR5 78,7 + 21,0 91 + 21 0,007 i
TLR6 4818 + 73,9 232,0 + 493 0,011 *
TLR7 220,1 + 59,8 482 + 9,6 0,015 *
TLR8 540,3 + 170,6 1934 + 39,1 0,071 n.s.
TLR9 n.d. n.d.
LSEC
w/o Liganden Stimulation
Gen MW + SEM MW + SEM P-Wert  Signifikanz
TLR1 579 + 149 485 + 13,2 0,639 n.s.
TLR2 94,0 + 20,6 159,1 + 50,2 0,254 n.s.
TLR3 386,4 + 53,7 40135 + 577,1 0,000 ok
TLR4 899,5 + 226,8 1952 + 124 0,010 *
TLR5 66 + 1,3 50 + 09 0,304 n.s.
TLR6 127,7 + 19,2 789 + 113 0,043 *
TLR7 6,1 + 15 35 + 1.2 0,199 n.s.
TLR8 78 + 21 71 £ 21 0,816 n.s.
TLR9 n.d. n.d.
HSC
w/o Liganden Stimulation
Gen MW + SEM MW + SEM P-Wert  Signifikanz
TLR1 816 + 199 484 + 45 0,129 n.s.
TLR2 1158 + 64,9 87,7 £+ 29,6 0,699 n.s.
TLR3 629,8 + 91,6 4.280,3 =+ 4405 0,000 ik
TLR4 328,0 + 55,7 146,9 + 23,6 0,009 ik
TLR5 47 + 14 15 + 03 0,040 *
TLR6 1145 + 115 725 + 7,3 0,006 hd
TLR7 90 + 33 6,0 £ 20 0,439 n.s.
TLR8 62 + 31 14 £+ 03 0,153 n.s.
TLR9 n.d. n.d.

Die Daten reprasentieren die Kopienzahlen als Mittelwerte (MW) + SEM, normalisiert auf das Haushaltsgen -

Aktin. Signifikante Anderungen nach vierundzwanzigstiindiger Stimulation mit dem jeweiligen TLR Liganden im

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (w/0o) wurden hervorgehoben (* P-Wert<0,05; ** P-Wert<0,01, *** P-

Wert<0,001). n.d. (nicht detektierbar); n.s.(nicht signifikant).
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3.2.2 Expression pro- und antiinflammatorischer Zytokine in NPC

Bisher konnte gezeigt werden, dass primdre NPC TLR exprimieren. Nun sollte
geprift werden, ob ein funktionell aktives Toll-like Rezeptorsystem in kultivierten
NPC vorliegt. Hierzu wurden kultivierte KC, LSEC und HSC mit TLR Liganden
stimuliert (2.2.1.3). Nach 6h Inkubation wurde die RNA isoliert (2.2.2.1) und die
Genexpression der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a sowie des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 mittels qRT-PCR (2.2.2.3) untersucht (n=15).
IL-6, TNF-a und IL-10 wurden von allen drei Zelltypen auf RNA Ebene exprimiert
(Tabelle 21, Tabelle 22, Tabelle 23). Die Genexpression der Zytokine konnte mittels
TLR Stimulation durch die jeweiligen Liganden in einer zelltypabhangigen Weise
deutlich induziert werden. KC zeigten im Vergleich zu LSEC und HSC die hdchste
Genexpression von TNF-a und IL-10. Im Gegensatz dazu wiesen HSC die hochste

Expression von IL-6 auf.
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Tabelle 21. Genexpression inflammatorischer Zyktokine nach TLR Stimulation in KC

KC
IL-6 TNF-a
Stimulation MW + SEM Signifikanz MW + SEM Signifikanz
w/o 9.862,3 + 2.1285 352,7 £ 42,4
TLR1/2 35.275,5 + 5.080,3 il 2.509,5 + 3955 ok
TLR2 47.6455 = 7.852,1 ok 4.297,4 = 940,1 ok
TLRS3 27.112,3 + 4.233,8 rrk 2.523,1 + 360,0 *hx
TLR4 49.002,0 + 8.927,0 i 2.833,9 + 569,2 ok
TLRS 87.368,8 =+ 11.585,9 ok 10.402,4 + 2.067,9 ek
TLR2/6 39.569,6 + 5.965,4 ek 3.599,6 + 954.,8 *x
TLRY 56.604,8 + 10.009,9 b 9.387,8 + 1.389,0 ok
TLR8 24.331,4 + 3.313,7 ok 3.358,6 £+ 731,1 ok
TLR9 12.280,9 + 2.598,3 n.s. 695,6 £+ 75,0 ek
IL-10

Stimulation MW = SEM Signifikanz
w/o 1489 + 334
TLR1/2 2334 + 314 n.s.
TLR2 467,4 * 69,3 ok
TLR3 151,8 + 26,4 n.s.
TLR4 346,7 + 78,8 *
TLR5 544,9 + 80,0 ok
TLR2/6 270,0 + 45,7 *
TLR7 533,9 + 89,3 ok
TLR8 2335 £ 54,1 n.s.
TLR9 178,2 + 359 n.s.

Die Daten reprasentieren die Kopienzahlen als Mittelwerte (MW) = SEM, normalisiert auf 100.000 Kopien des
Haushaltsgens B-Aktin. Signifikante Anderungen nach sechsstiindiger Stimulation mit dem jeweiligen TLR
Liganden im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (w/0) wurden hervorgehoben (* P-Wert<0,05; ** P-Wert<0,01,
*** P_\Wert<0,001). n.s.(nicht signifikant).
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Tabelle 22. Genexpression inflammatorischer Zyktokine nach TLR Stimulation in LSEC

LSEC
IL-6 TNF-a
Stimulation MW + SEM Signifikanz MW + SEM Signifikanz
w/o 3.156,1 728,0 244,0 + 46,6
TLR1/2 4.428,9 + 740,2 n.s. 512,4 + 1004 *
TLR2 4.160,7 + 780,4 n.s. 522,4 + 103,2 *
TLR3 13.250,3 + 3.062,5 *x 720,9 + 128,3 *x
TLR4 5.853,4 + 919,8 * 710,6 * 155,5 *x
TLR5 14.118,1 + 5.035,4 * 896,8 + 148,9 ok
TLR2/6 7.576,4 + 913,4 *okx 791,0 + 129,3 ok
TLR7 4.165,8 + 630,7 n.s. 326,6 £ 84,2 n.s.
TLRS8 3.944,8 + 640,4 n.s. 493,5 + 102,6 *
TLR9 2.527,5 + 508,4 n.s. 216,0 £ 40,0 n.s.
IL-10

Stimulation MW + SEM Signifikanz
w/o 40,3 + 9,2
TLR1/2 52,0 + 12,1 n.s.
TLR2 46,6 + 11,2 n.s.
TLR3 74,1 + 14,2 n.s.
TLR4 58,3 + 11,9 n.s.
TLR5 94,1 + 18,7 *
TLR2/6 64,7 + 12,5 n.s.
TLRY 440 £ 9,8 n.s.
TLR8 34,7 £ 5,2 n.s.
TLR9 329 £ 6,3 n.s.

Die Daten reprasentieren die Kopienzahlen als Mittelwerte (MW) + SEM, normalisiert auf 100.000 Kopien des
Haushaltsgens B-Aktin. Signifikante Anderungen nach sechsstiindiger Stimulation mit dem jeweiligen TLR
Liganden im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (w/0) wurden hervorgehoben (* P-Wert<0,05; ** P-Wert<0,01,
*** P_\Wert<0,001). n.s.(nicht signifikant).
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Tabelle 23. Genexpression inflammatorischer Zyktokine nach TLR Stimulation in HSC

HSC
IL-6 TNF-a
Stimulation MW + SEM Signifikanz MW + SEM Signifikanz
w/o 11.396,2 + 1.388,1 61,3 + 15,5
TLR1/2 38.148,5 + 4.652,1 ok 316,9 *+ 83,9 ok
TLR2 40.810,2 * 5.489,9 ok 810,0 + 273,6 *
TLR3 54.436,2 + 5.968,9 *okx 152,5 + 40,4 *
TLR4 63.691,4 + 7.048,1 ok 476,6 + 163,9 *
TLR5 132.965,1 * 28.404,6 ok 899,9 + 211,7 ok
TLR2/6 53.066,1 + 13.437,0 *x 319,3 + 77,5 *x
TLR7 51.273,5 + 13.121,3 *E 489,7 + 161,7 *
TLRS8 31.228,8 + 8.693,9 * 248,1 *+ 87,5 *
TLR9 15.212,0 + 3.002,6 n.s. 71,5 + 13,7 n.s.
IL-10

Stimulation MW + SEM Signifikanz
w/o 12,2 + 3,5
TLR1/2 25,2 + 8,7 n.s.
TLR2 43,5 + 13,4 *
TLR3 22,2 + 5,8 n.s.
TLR4 41,1 + 11,8 *
TLR5 57,0 + 14,4 *k
TLR2/6 24,4 + 5,7 n.s.
TLRY 24,0 + 5,9 n.s.
TLR8 20,2 + 4,3 n.s.
TLR9 13,8 + 3,4 n.s.

Die Daten reprasentieren die Kopienzahlen als Mittelwerte (MW) = SEM, normalisiert auf 100.000 Kopien des

Haushaltsgens B-Aktin. Signifikante Anderungen nach sechsstiindiger Stimulation mit dem jeweiligen TLR

Liganden im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (w/0) wurden hervorgehoben (* P-Wert<0,05; ** P-Wert<0,01,
*** P_\Wert<0,001). n.s.(nicht signifikant).

Bisher konnte gezeigt werden, dass primare NPC inflammatorische Zytokine auf

RNA Ebene exprimieren. Im Anschluss war es das Ziel, die Zytokinproduktion auf
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Proteinebene zu analysieren. Hierzu wurden Kkultivierte NPC fur 24h mit TLR
Liganden  stimuliert (2.2.1.3). Nach erfolgter Inkubation wurden die
Zellkulturtberstande gesammelt und auf die Sekretion von IL-6, TNF-a und IL-10
mittels ELISA (2.2.3.11) untersucht (n=3). KC zeigten eine hohe basale Sekretion
von IL-6 (1.647,4+632,5pg/ml). Die Stimulation mit HKLM, Poly I:C, LPS, Flagellin,
FSL-1 und ssRNA40 fuhrte zu signifikant erhohter IL-6 Sekretion. In unbehandelten
KC war das TNF-a Proteinlevel sehr gering (10,2+4,3pg/ml). Die Stimulation mit TLR
Agonisten fuhrte zu einer signifikanten Induktion auf ein Maximum nach der Flagellin
Stimulation (957,0£178,9pg/ml) (Abbildung 25A). Das antiinflammatorische Zytokin
IL-10 wurde in unbehandelten Zellen (54,3£7,1pg/ml) sowie nach der Stimulation mit
Poly 1:C und ODN2216 in KC nur schwach sezerniert. Im Gegensatz dazu fuhrte die
Behandlung der KC mit PAM3CSK4 (145,4+27,6pg/ml), HKLM (377,0£110,9pg/ml),
LPS (189,9+29,4pg/ml), Flagellin (365,3+84,0pg/ml), FSL-1 (365,3+84,0pg/ml), Gdq
(293,8+93,0pg/ml) oder ssRNA40 (133,1+25,2pg/ml) zu einer signifikanten Sekretion
von IL-10 (Abbildung 25A). Die IL-6 Sekretion in LSEC lag auf einem malfigen
Niveau (223,5+£25,5pg/ml), konnte jedoch nach Stimulation mit Poly I:C auf ein
Maximum von 3.582,7+47,2pg/ml erhdoht werden. Die Behandlung mit LPS, Flagellin
oder FSL-I fuhrte zu einem vergleichbaren Ausmald der IL-6 Sekretion (Abbildung
25B). Die TNF-a Sekretion war sehr gering in unbehandelten LSEC (3,4+1,1pg/ml)
und schien auf die Aktivierung durch Poly [:C (153,5%46,5pg/ml), LPS
(18,4+2,8pg/ml), Flagellin (46,7+11,6pg/ml) und FSL-1 (16,9+2,0pg/ml) begrenzt zu
sein. Auch die basale Sekretion von IL-10 war in LSEC sehr gering (6,0+0,4pg/ml).
Diese konnte nach der Stimulation mit PAM3CSK4 (9,8+0,3pg/ml), HKLM
(11,6+0,9pg/ml), LPS (17,1+£1,0pg/ml), Flagellin (26,7+2,6pg/ml), FSL-1
(16,0£1,1pg/ml) und Gdq (9,2+0,7pg/ml) signifikant erhéht werden (Abbildung 25B).
HSC zeigten eine relativ hohe basale Expression von IL-6 (4.402,6+804,3pg/ml), die
durch die Stimulation mit Pam3CSK4 (24.362,1+7.509,6pg/ml), HKLM
(27.7669+9.119,8pg/ml) und FSL-I (28.256,0+8.875,6pg/ml) erhéht werden konnte.
Des Weiteren wurde die maximale Sekretion nach der Aktivierung durch Poly I:.C
(66.950,4+3.467,1pg/ml), LPS (54.034,3£7.200,1pg/ml) und Flagellin (55.203,0
+6.839,6pg/ml) erreicht. Das Level der TNF-a Sekretion war in HSC sehr gering
(17,5£0,1pg/ml). Dieses konnte durch die Behandlung mit TLR Liganden nur
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geringfugig erhéht werden. In unbehandelten HSC war die IL-10 Sekretion extrem

gering (1,1+0,2pg/ml) und konnte durch die Aktivierung von TLR nicht erhdht werden
(Abbildung 25C).
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Abbildung 25. TLR induzierte Sekretion inflammatorischer Zytokine in priméaren humanen NPC. Priméare
(A) KC, (B) LSEC und (C) HSC wurden mit den Liganden fiir TLR1-9 fur 24h stimuliert. Die Zellkulturiberstédnde
wurden gesammelt und auf die Sekretion von IL-6, TNF-a und IL-10 mittels ELISA analysiert (n=3). Signifikante
Anderungen nach vierundzwanzigstiindiger Stimulation mit dem jeweiligen TLR Liganden im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (w/0) wurden hervorgehoben (* P-Wert<0,05; ** P-Wert<0,01, *** P-Wert<0,001).

n.s.(nicht signifikant).

Der Vergleich der drei Zelltypen identifizierte KC als Hauptquelle fir die Produktion
von TNF-a und IL-10. Dariiber hinaus wurde IL-6 sowohl von KC als auch von HSC
in hohem MalRe produziert. Die TLR Aktivierung flhrte zu einer zelltypabhéngigen
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Expression und Sekretion von IL-6, TNF-a und IL-10 in humanen KC, LSEC und
HSC. Folglich konnte eine intakte Aktivierung der TLR Signalwege in kultivierten
priméaren NPC dargestellt werden.

3.2.3 Signaltransduktion in TLR stimulierten NPC

NPC exprimieren eine Reihe an PRR, um Pathogene wie Viren und Bakterien zu
erkennen. Nach der Erkennung von pathogenen Strukturen werden die Zellen
aktiviert und  downstream  Signalkaskaden  werden initiiert,  wodurch
Verteidigungsmechanismen ausgelost werden. In der vorliegenden Arbeit wurden
verschiedene Signalkaskaden (NF-kB, AKT, JNK1/2, p38 und ERK1/2) nach
Stimulation der TLR durch ihre Liganden analysiert. Hierfir wurden kultivierte NPC
mit TLR Liganden fur 30min stimuliert, die Proteinlysate gesammelt und diese zur
Analyse der genannten Signalwege mittels Western Blot verwendet (n=3). In KC
wurde der NF-kB Signalweg durch die Stimulation aller TLR Liganden aktiviert.
Insbesondere wurden die Signalwege AKT, JNK und p38 durch die Stimulation mit
PAM3CSK4, Flagellin und FSL-1 aktiviert. Letzterer Signalweg wurde zusatzlich
durch die Aktivierung mit LPS und Gdq stimuliert (Abbildung 26A). In LSEC fihrte die
Stimulation mit Flagellin und FSL-1 zur Aktivierung der NF-kB, JNK und p38
Kaskaden. Zusatzlich wurde JNK durch die Stimulation mit PAM3CSK4 und Gdqg
induziert. Der p38 Signalweg wurde zuséatzlich durch die Stimulation von
PAM3CSK4, Poly I:C, LPS, Gdg und ODN2216 aktiviert (Abbildung 26B). In HSC
fuhrt die TLR Aktivierung durch PAM3CSK4, Flagellin und FSL-1 priméar zur
Phosphorylierung von NF-kB, JNK und p38 (Abbildung 26C). In allen getesteten NPC
lag eine Grundaktivierung des AKT und ERK Signalweges vor, wodurch vermutet
werden konnte, dass diese eine eher untergeordnete Rolle in der TLR vermittelten
Signalweiterleitung spielten. Zusammenfassend fiihrten die TLR Stimulationen in

NPC zu einer zelltypspezifischen Aktivierung unterschiedlicher Signalwege.
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Abbildung 26. TLR vermittelte Signalwege in primaren NPC. Kultivierte humane (A) KC, (B) LSEC und (C)

HSC wurden mit TLR Liganden fir 30min stimuliert. Die Gesamtproteinextrakte wurden isoliert und die

Aktivierung unterschiedlicher Signalwege mittels Western Blot analysiert. Als Ladungskontrollen dienten die

Proteine 3-Aktin oder GAPDH. Die Abbildungen zeigen exemplarische Ergebnisse aus jeweils drei unabhéangigen

biologischen Replikaten.
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3.3 Antivirale Immunantwort primarer NPC

3.3.1 Antivirale Aktivitat von NPC nach TLR Stimulation

In der vorliegenden Arbeit konnte bisher gezeigt werden, dass kultivierte priméare
NPC eine hohe Reinheit aufwiesen, funktionell aktiv waren und ein intaktes TLR
Signaling vorwiesen. Auf dieser Grundlage sollte nun die antivirale Kapazitat der
humanen NPC gegenuber dem HCV untersucht werden. Hierzu wurden Kkultivierte
NPC mit TLR Liganden fiir 24h stimuliert und die Uberstande gesammelt. Daraufhin
wurde die Zelllinie Conl, die ein subgenomisches HCV Replikon tragt, mit den
Zellkulturiiberstéanden fur 72h stimuliert und die RNA isoliert. Die antivirale Aktivitat
der NPC wurde durch Messung der HCV Replikation mittels gRT-PCR bestimmt
(n=4). Die ermittelten Kopienzahlen wurden auf 100.000 Kopien des Haushaltsgens
B-Aktin normalisiert. Zusatzlich wurden Conl Zellen mit 50pg/ml Poly I:C bzw.
200U/ml IFN-a behandelt, um zum einen den direkten antiviralen Effekt des Liganden
auszuschlieen und zum anderen eine antivirale Positivkontrolle zu erhalten. Die
Ergebnisse der HCV Replikation zeigten, dass ausschlie3lich durch die
Zellkulturtiberstande Poly I:C stimulierter NPC ein antiviraler Effekt gegeniber dem
HCV vermittelt wurde. Im Gegensatz dazu fuhrten die Kulturiberstande von NPC, die
mit den Ubrigen TLR Liganden behandelt wurden, zu keiner signifikanten Anderung
der HCV Replikation. Die HCV Replikation wurde durch Poly I:C stimulierte KC um
95,3+1,1% (Abbildung 27A), durch LSEC (Abbildung 27B) um 81,4+11,3% und durch
HSC um 74,7+9,9% (Abbildung 27C) verringert. Der Ligand Poly I:C selbst flhrte zu
keiner Beeinflussung der HCV Replikation in Conl Zellen. Im Gegensatz dazu fuhrte
die Stimulation mit IFN-a zu einer starken antiviralen Antwort mit einer Suppression
der HCV Replikation um (71,1+6,6%) (Abbildung 27D). Insgesamt konnte gezeigt
werden, dass NPC nur nach der TLR3 Aktivierung ein antivirales Potential

entwickelten.
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Abbildung 27. Antivirale Aktivitat TLR stimulierter NPC. (A) KC, (B) LSEC und (C) HSC wurden mit den
Liganden fiir TLR1-9 fiir 24h stimuliert. AnschlieRend wurden die Zellkulturiiberstande (US) gesammelt. Daraufhin
wurden Conl Zellen mit den Uberstanden fir 72h in einer 1:2 Verdinnung inkubiert. (D) Zur Kontrolle des Con1l
Replikonsystems wurden die Zellen mit 50pug/ml Poly I:C bzw. 200U/ml IFN-a stimuliert. Nach erfolgter Inkubation
wurde die RNA aus den Zellen isoliert und die HCV Replikation mittels gRT-PCR analysiert (n=4). Alle Werte
wurden auf 100.000 Kopien des Haushaltsgens B-Aktin normalisiert. Signifikante Anderungen im Vergleich zur
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unbehandelten Kontrolle (w/o) wurden hervorgehoben (*** P-Wert<0,001). @ (unbehandelte Conl Zellen).

3.3.2 Expression antiviraler Mediatoren in NPC

Der Transkriptionsfaktor IRF3 ist ein bekannter Regulator fir die Induktion von
Interferonen bei Virus Infektionen (Sato et al. 2000, Yoneyama et al. 2002). Aufgrund
dessen sollte die TLR induzierte Aktivierung von IRF3 untersucht werden. Hierzu
wurden NPC mit TLR Liganden fur 90min stimuliert und Proteinlysate prapariert.

AnschlieBend wurde die Expression und Aktivierung von IRF3 auf Proteinebene
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mittels Western Blot analysiert. In KC, LSEC und HSC lag eine deutliche Aktivierung
bzw. Phosphorylierung des IRF3 nach der Behandlung mit dem TLR3 Liganden Poly
I:C vor (Abbildung 28A-C). Zudem lag in allen drei Zelltypen eine konstante IRF3

Proteinexpression vor.
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Abbildung 28. Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF3 nach Stimulation der TLR. (A) KC, (B) LSEC und
(C) HSC wurden mit den Liganden fir TLR1-9 fiir 90min stimuliert. AnschlieBend wurden die Proteinextrakte
gesammelt und mittels Western Blot auf die Proteinexpression und Aktivierung von IRF3 untersucht. GAPDH

diente als Ladungskontrolle.

Im nachsten Schritt sollte die Sekretion von IFN-a, IFN-B, IFN-A1 und IFN-A2/3 als
potentielle Mediatoren des antiviralen Effekts von NPC, untersucht werden. Hierfur
wurden NPC mit Poly I:C fur 24h stimuliert, die Zellkulturiiberstande gesammelt und
die Sekretion der genannten Interferone mittels ELISA untersucht (n=4). IFN-a
konnte in unbehandelten Zellen und in Poly I:C stimulierten HSC nicht detektiert
werden. Die Stimulation mit Poly I:C fuhrte in KC (24,1+8,1pg/ml) und LSEC
(8,1+2,5pg/ml) zur Induktion des IFN-a (Abbildung 29A). Das basale Sekretionslevel
von IFN-B war sehr gering. Nach der Stimulation mit Poly I1:C kam es zur erh6hten
Sekretion in  KC (22,2+7,5pg/ml), LSEC (133,1+45,4pg/ml) und HSC
(60,0£22,5pg/ml) (Abbildung 29B). Die IFN-A1 Sekretion lag in allen drei Zelltypen
unter dem Detektionslimit, wurde jedoch durch die Stimulation mit Poly I:C induziert
(KC 99,3+£33,6pg/ml; LSEC 98,2+37,7pg/ml; HSC 54,2+10,6pg/ml) (Abbildung 29C).
Die Sekretion von IFN-A2/3 lag in unbehandelten Zellen unter dem Detektionslimit,
wurde jedoch in KC (32,849,1pg/ml), LSEC (28,84£9,3pg/ml) und HSC
(488,8+169,8pg/ml) durch die Stimulation mit Poly I:C induziert. Insgesamt zeigten
Poly [:C stimulierte HSC die starkste IFN-A2/3 Sekretion (Abbildung 29D).

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass NPC im unbehandelten Zustand
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eine sehr geringe oder nicht nachweisbare IFN Sekretion aufwiesen. Die Stimulation
mit dem TLR3 Liganden Poly I:C fuhrte zu einer Aktivierung und Sekretion von Typ |

und Typ Il Interferonen.
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Abbildung 29. Poly I:C induzierte Sekretion von IFN in NPC. Primare NPC (KC, LSEC und HSC) wurden mit
dem TLR3 Ligand Poly I:C fur 24h stimuliert. Die Zellkulturiberstdnde wurden gesammelt und auf die Sekretion
von (A) IFN-q, (B) IFN-B, (C) IFN-AL und (D) IFN-A2/3 mittels ELISA untersucht (n=4). Signifikante Anderungen im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle wurden hervorgehoben (* P-Wert<0,05). n.d. (nicht detektierbar).

3.3.3 Poly I:Cinduzierte ISG Genexpression in NPC

Interferone sind bekannte Aktivatoren der ISG und vermitteln eine antivirale Aktivitat,
welche die HCV Replikation in vitro und in vivo unterdriickt (Muir et al. 2010, Robek
et al. 2005, Marcello et al. 2006). Zur Untersuchung der TLR induzierten I1SG
Expression, wurden NPC mit TLR Liganden fur 6h stimuliert, die RNA extrahiert und
exemplarisch auf die Genexpression der ISG myxovirus resistance 1 (MX1) und
ISG15 mittels qRT-PCR analysiert (n=3). KC, LSEC und HSC zeigten geringe basale
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Expressionen von MX1 und ISG15 (Abbildung 30). Darlber hinaus fuhrte die
Stimulation mit dem TLR3 Liganden Poly I:C zu einer signifikanten Induktion der
Genexpressionen von MX1 und ISG15 in KC (MX1 fold change (FC) 25,9+3,6; P-
Wert 0,001; ISG15 FC 15,4+3,8; P-Wert 0,013), LSEC (MX1 FC 63,0+12,1; P-Wert
0,004, ISG15 FC 45,8+13,4; P-Wert 0,021) und HSC (MX1 FC 111,1+19,1; P-Wert
0,002, ISG15 FC 32,5+6,0; P-Wert 0,003).
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Abbildung 30. TLR vermittelte ISG Genexpression in NPC. Primare NPC (KC, LSEC und HSC) wurden mit
den Liganden fur TLR1-9 fur 6h stimuliert. Nach erfolgter Inkubation wurde die RNA isoliert und die
Genexpression der ISG MX1 und ISG15 mittels gRT-PCR untersucht (n=3). Die Daten repréasentieren die
Kopienzahlen als Mittelwerte £+ SEM, normalisiert auf 100.000 Kopien des Haushaltsgens B-Aktin. Signifikante
Anderungen nach TLR Stimulation im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (w/o) wurden hervorgehoben (* P-
Wert<0,05; ** P-Wert<0,01, *** P-Wert<0,001).
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3.3.4 Neutralisation der Poly I:C vermittelten antiviralen Aktivitat

In der vorliegenden Arbeit konnte bisher gezeigt werden, dass Poly I:C stimulierte
NPC eine antivirale Kapazitat gegenuber dem HCV aufweisen. Darliber hinaus
konnte gezeigt werden, dass TLR3 aktivierte NPC Typ | und Typ Il Interferone sowie
ISG exprimierten. Im Anschluss war die Zielsetzung, einen mdglichen Mediator des
antiviralen Effektes mittels spezifischer neutralisierender Antikorper gegen IFN-q,
IFN-B, IFN-A1/2/3 zu identifizieren. Zu diesem Zweck wurden NPC mit Poly I:C fur
24h stimuliert und die Uberstande gesammelt. In einem Vorversuch wurden die
Kulturtiberstéande Poly I:C stimulierter NPC in unterschiedlichen Verdinnungen (1:5,
1:10, 1:15, 1:20 verdinnt in Conl Kulturmedium) auf Conl Zellen gegeben und fur
72h inkubiert. Daraufhin wurde die RNA isoliert und die HCV Replikation mittels qRT-
PCR gemessen. Fur die weiteren Versuche wurde die Konzentration gewahlt, bei der
die HCV Replikation um 50% im Vergleich zu unbehandelten Conl Zellen verringert
wurde. Diese Uberstandverdiinnungen wurden mit den neutralisierenden Antikérpern
vorinkubiert und anschlie3end auf die Conl Zellen gegeben. In einem parallelen
Ansatz wurden Conl Zellen mit neutralisierenden Antikdrpern gegen die jeweiligen
Rezeptoren (IFNAR2 und IL-10R2) vorbehandelt, um diese zu blockieren und
anschlieRend mit den antiviral wirkenden Uberstanden inkubiert. Die Funktionalitat
des Systems wurde kontrolliert, indem Conl Zellen mit den jeweiligen Interferonen
stimuliert wurden. In einem separaten Ansatz wurden diese Interferone mit den
neutralisierenden Antikorpern des jeweiligen Interferons fur 3h vorinkubiert und auf
die Conl Zellen gegeben. Nach 72h Inkubation wurde die RNA extrahiert und die
HCV Replikation mittels gRT-PCR analysiert. Die Behandlung von Conl Zellen mit
den Uberstanden Poly I:C stimulierter KC, LSEC und HSC zeigte einen signifikanten
Ruckgang der HCV Replikation (KC 53,2+6,2%, LSEC 58,1+4,7%; HSC
48,7+6,6%)(Abbildung 31). Die direkte Neutralisierung der Interferone zeigte keinen
reversiblen Effekt der HCV Suppression. Durch die Blockierung des IFNAR2 konnte
der suppressive Effekt in allen drei Zelltypen vollstandig aufgehoben werden. Die
antivirale Aktivitdt konnte durch die Neutralisation des IL-10R2 Rezeptors nicht
beeintrachtigt werden. Die Kontrollen zeigten, dass die HCV Replikation durch die
Stimulation mit den Interferonen deutlich verringert wurde. Hierbei konnte eine
Suppression um 44,5+6,1% fir IFN-a, 53,1+4,1% fur IFN-B und 44,4+6,8% fir
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IFN-A2 erreicht werden. Diese Effekte konnte durch die Inkubation mit den jeweiligen
neutralisierenden Antikorpern aufgehoben werden, wodurch die Funktionalitat des
Systems bzw. der AntikOrper gezeigt werden konnte. Insgesamt konnte gezeigt
werden, dass die antivirale Aktivitat der TLR3 aktivierten NPC Uber Typ | Interferone

vermittelt wurde.
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Abbildung 31. Suppression des TLR3 vermittelten antiviralen Effektes in NPC. (A) KC, (B) LSEC und (C)
HSC wurden mit dem TLR3 Liganden Poly I:C fir 24h stimuliert und die Zellkulturiiberstdnde wurden gesammelt.
Die Uberstande wurden mit neutralisierenden Antikérpern (nAK) gegen IFN-a, IFN-B oder IFN-A fiir 3h
vorinkubiert, um die IFN Aktivitat zu blockieren. Conl Zellen wurden mit neutralisierenden Antikdrpern gegen den
Typ | Rezeptor (IFNAR2) oder den IFN-A Rezeptor (IL-10R2) vorbehandelt, um die Rezeptorbindung zu
blockieren. (D) Zur Kontrolle der Antikorperaktivitst wurden Conl Zellen mit IFN Losungen behandelt, die
entweder nur das jeweilige IFN (IFN-a, IFN-B oder IFN-A2) enthielt oder zusatzlich mit dem jeweiligen nAK
vorbehandelt wurden. Nach zweiundsiebzigstiindiger Inkubation wurde die RNA aus den Zellen isoliert und die
HCV Replikation mittels qRT-PCR analysiert (n=3). Alle Werte wurden auf 100.000 Kopien des Haushaltsgens f3-
Aktin normalisiert. Signifikante Anderungen im Vergleich zur unbehandelten Zellkulturiiberstandkontrolle (w/o)
wurden hervorgehoben (** P-Wert<0,05; *** P-Wert<0,001). @ (unbehandelte Conl Zellen).

94



Ergebnisse

3.3.5 Expression unterschiedlicher IFN-a Subtypen in humanen NPC

In der bisherigen Arbeit wurde eine antivirale Wirkung von Poly I:C stimulierten NPC
auf ein HCV Replikon gezeigt. Hierbei konnte festgestellt werden, dass der antivirale
Effekt Uber den Typ | IFN Rezeptor verlauft. Allerdings konnte die Neutralisation von
IFN-a und IFN-B den antiviralen Effekt nicht aufheben. Fir das IFN-a sind insgesamt
13 Subtypen bekannt, wahrend nur eine Form des IFN-B existiert (Gibbert et al.
2013). In wie weit der verwendete IFN-a neutralisierende Antikdrper die einzelnen
Subtypen bindet, ist unklar. Aufgrund dessen sollte die Genexpression der einzelnen
IFN-a Subtypen in humanen NPC detaillierter untersucht werden. Hierzu wurden
kultivierte KC, LSEC und HSC fur 6h und 24h mit Poly I:C stimuliert. Anschliel3end
wurde die RNA extrahiert (2.2.2.1) und die Genexpression der IFN-a Subtypen
mittels gRT-PCR (2.2.2.3) bestimmt (n=3). Die Daten zeigen, dass die
Genexpressionslevel aller IFN-a Subtypen auf einem geringen Niveau lagen. Der
Subtyp IFN-a1 wurde in allen drei Zelltypen durch Poly I:C induziert. Insgesamt
zeigten die KC das hochste Potential fir die Poly I:C induzierte IFN-a Produktion.
Nach der vierundzwanzigstindigen Stimulation mit dem Liganden wurde die
Genexpression von IFN-a1, IFN-a7, IFN-a8, IFN-a10, IFN-a13 und IFN-a17
signifikant induziert (Tabelle 24). In LSEC wurde der IFN-a4 Subtyp nach der
vierundzwanzigstundigen Poly I:C Stimulation signifikant erhdht (Tabelle 25). Die
sechsstindige Poly I:C Stimulation fiihrte in HSC zu einer signifikanten Induktion des
Subtyps IFN-a8 (Tabelle 26). Unabhéngig von der Poly I:C Stimulation konnten die
Subtypen IFN-a2 und IFN-a6 in keinem der Zelltypen detektiert werden.
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Tabelle 24. Genexpression von IFN-a Subtypen in KC

KC
6h 24h
w/o Poly I:.C w/o Poly I:.C
Gen MW+SEM MW=SEM  Signifikanz | MW=SEM MW+SEM  Signifikanz

IFN-a1 19,6%5,9 26,7+£10,9 n.s. 27,3+4,6 78,7+12,3 *
IFN-a2 n.d. n.d. n.d. n.d.

IFN-a4 0,9+0,3 2,9+1,3 n.s. 1,8+0,8 1,8+1,0 n.s.
IFN-a5 1,4+0,5 8,945,9 n.s. 2,6£1,1 13,1+5,1 n.s.
IFN-a6 n.d. n.d. n.d. n.d.

IFN-a7 1,1+0,2 9,3+3,8 n.s. 0,6+0,3 21,1+7,7 *
IFN-a8 1,2+0,3 7,6£2,7 n.s. 4,3+2,2 37,6x10,9 *
IFN-a10 3,3+0,7 27,1£11,9 n.s. 6,7+2,4 48,4+10,2 *x
IFN-a13 17,9+5,4 17,5+6,6 n.s. 20,9+3,4 68,5+12,8 *
IFN-a16 n.d. 0,9+0,6 n.s. 1,5+1,5 1,1+0,5 n.s.
IFN-a17 2,2+0,6 15,5+6,3 n.s. 2,0+£0,7 23,1+4,7 *x
IFN-a21 1,3+0,4 18,3t7,4 n.s. 4,3+2,7 18,9+8,3 n.s.

Die Daten reprasentieren die Kopienzahlen als Mittelwerte (MW) + standard error of mean (SEM), normalisiert auf
100.000 Kopien des Haushaltsgens B-Aktin. Signifikante Anderungen nach sechsstiindiger oder
vierundzwanzigstindiger Stimulation mit Poly 1:C im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (w/o) wurden
hervorgehoben (* P-Wert<0,05; ** P-Wert<0,01). n.d. (nicht detektierbar); n.s.(nicht signifikant).
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Tabelle 25. Genexpression von IFN-a Subtypen in LSEC

LSEC
6h 24h
w/o Poly I:.C w/o Poly I:.C
Gen MW+SEM MW=SEM  Signifikanz | MW=SEM MW+SEM  Signifikanz

IFN-a1 4,3+1,6 3,1+1.3 n.s. 19,6+11,8 14,9+7,8 n.s.
IFN-a2 n.d. n.d. n.d. n.d.

IFN-a4 0,5+0,3 1,4+0,6 n.s. 3,3+0,8 0,7£0,4 *
IFN-a5 0,7+0,5 0,5+0,3 n.s. 1,9+0,8 2,61£1,3 n.s.
IFN-a6 n.d. n.d. n.d. n.d.

IFN-a7 0,2+0,1 1,8+1,1 n.s. 1,4+0,8 1,5+0,4 n.s.
IFN-a8 0,6+0,2 1,3+0,6 n.s. 3,4+1,2 3,7£1,5 n.s.
IFN-a10 2,7£0,5 5,0+0,2 n.s. 7,8+1,9 7,5£2,0 n.s.
IFN-a13 3,7+1,6 3,5+1,7 n.s. 18,4+9,7 14,3+6,1 n.s.
IFN-a16 n.d. 0,7+0,3 n.s. 0,4+0,2 0,1+0,1 n.s.
IFN-a17 1,0+0,2 2,310,6 n.s. 3,0£1,0 5,4+4,0 n.s.
IFN-a21 1,0+0,5 1,6+0,7 n.s. 4,2+1.,4 0,6+x0,4 n.s.

Die Daten reprasentieren die Kopienzahlen als Mittelwerte (MW) + standard error of mean (SEM), normalisiert auf
100.000 Kopien des Haushaltsgens B-Aktin. Signifikante Anderungen nach sechsstiindiger oder
vierundzwanzigstindiger Stimulation mit Poly 1:C im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (w/o) wurden
hervorgehoben (* P-Wert<0,05). n.d. (nicht detektierbar); n.s.(nicht signifikant).
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Tabelle 26. Genexpression von IFN-a Subtypen in HSC

HSC
6h 24h
w/o Poly I:.C w/o Poly I:.C
Gen MW+SEM MW=SEM  Signifikanz | MW=SEM MW+SEM  Signifikanz

IFN-a1 36,246,6 13,4+2,4 * 12,2+2,8 37,949,7 *
IFN-a2 n.d. n.d. n.s. n.d. n.d. n.s.
IFN-a4 0,8+0,4 0,8+0,4 n.s. 0,9+0,3 2,1+1,1 n.s.
IFN-a5 0,3+0,2 0,7+0,3 n.s. 0,8+0,2 2,3+0,9 n.s.
IFN-a6 n.d. n.d. n.d. n.d.

IFN-a7 0,4+0,3 2,2+0,7 n.s. 1,1+0,2 5,8+2,8 n.s.
IFN-a8 0,4+0,3 3,3+0,7 * 0,8+0,3 6,5+3,6 n.s.
IFN-a10 5,5+1,0 7,4+1,7 n.s. 3,4+0,4 10,6+3,9 n.s.
IFN-a13 37,0+10,5 13,9+3,8 n.s. 13,6+4,7 30,1+9,7 n.s.
IFN-a16 n.d. n.d. n.d. n.d.

IFN-a17 0,6+0,4 0,6+0,6 n.s. 0,7+0,5 3,624 n.s.
IFN-a21 2,0+£0,5 2,6+£1,2 n.s. 1,6+0,5 5,7£3,4 n.s.

Die Daten reprasentieren die Kopienzahlen als Mittelwerte (MW) + standard error of mean (SEM), normalisiert auf
100.000 Kopien des Haushaltsgens B-Aktin. Signifikante Anderungen nach sechsstiindiger oder
vierundzwanzigstindiger Stimulation mit Poly 1:C im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (w/0) wurden
hervorgehoben (* P-Wert<0,05). n.d. (nicht detektierbar); n.s. (nicht signifikant).
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3.4 Vergleich der Immunantwort von NPC aus HCV positiven und

HCV negativen Patienten

NPC spielen eine wichtige Rolle bei der angeborenen Immunantwort gegeniber
hepatotropen Pathogenen. In HCV infizierten Patienten liegt eine gesteigerte
Expression sowohl von Typ | und Typ Il Interferonen vor (Onoguchi et al. 2007,
Diegelmann et al. 2010). Auf Grund dessen sollte in der vorliegenden Arbeit der

Einfluss der HCV Infektion auf die TLR vermittelte Immunantwort untersucht werden.

3.4.1 HCV induzierte Genexpression inflammatorischer Zytokine

In der vorliegenden Arbeit konnte bisher gezeigt werden, dass im Vergleich zu LSEC
und HSC vor allem KC fur die Expression der Zytokine TNF-a und IL-10
verantwortlich waren. Im Gegensatz dazu zeigten HSC das gr6f3te Potential fur die
Expression von IL-6. Auf dieser Grundlage war nun das Ziel zu untersuchen,
welchen Einfluss die HCV Infektion auf die Zytokin Expression in KC, LSEC und HSC
besitzt. Hierzu wurden primare NPC aus humanem Lebergewebe von nicht infizierten
(Kontrollgruppe, n=15) und HCV infizierten Patienten (HCV Gruppe, n=10) isoliert.
Nach der Isolation sowie erfolgter Kultivierung wurden die Zellen mit TLR Liganden
fur 6h stimuliert und die RNA isoliert. Die Werte der Genexpressionen der HCV
Gruppe wurden mit denen der Kontrollgruppe ins Verhaltnis gesetzt (fold change).
KC zeigten nach der Stimulation mit PAM3CSK4, Poly I:.C, FSL-1, ssRNA40 und
ODNZ2216 einen signifikanten Anstieg der IL-6 Genexpression. Die HCV Infektion
fuhrte zu einem Rickgang der TNF-a Expression nach Stimulation durch Poly I:C
und ssRNA40. Dartiber hinaus lag in der unbehandelten Kontrolle (w/0) sowie nach
Stimulation mit ODN2216 in HCV infizierten Proben eine verringerte Expression des
antiinflammatorischen Zytokins IL-10 vor (Tabelle 27). In LSEC zeigte die HCV
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe, eine gesteigerte Genexpressionen von IL-6
nach Stimulation mit PAM3CSK4, HKLM, LPS, FSL-1 und ssRNA40. Im Gegensatz
dazu lagen keine Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der HCV Gruppe fur
die Expression von TNF-a und IL-10 vor (Tabelle 28). In den HSC lag in der HCV
Gruppe eine signifikant verringerte IL-6 Expression nach der Stimulation mit HKLM,
LPS, Flagellin und FLS-1 vor (Tabelle 29).
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Um die Vergleichbarkeit der Kontrollgruppe und HCV Gruppen darzustellen, wurden
die Patientencharakteristika zusammengetragen (z. B. Art der Operation, Alter,
Geschlecht, GOT und GPT Wert im Blut). Hierbei wurde zu jedem Zelltyp die

jeweiligen Patientengruppen ausgewertet (Tabelle 30).
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Tabelle 27. Vergleich der Genexpression inflammatorischer Zytokine in KC von HCV positiven und HCV
negativen Patienten

KC
TNF-a
Stimulation FC + SEM P-Wert Signifikanz FC = SEM P-Wert Signifikanz
w/o 1,7 + 0,4 0,076 n.s. 1,0 + 0,3 0,882 n.s.
PAM3CSK4 1,7 + 0,3 0,034 * 1,1 £ 0,5 0,876 n.s.
HKLM 1,5 + 0,3 0,066 n.s. 09 = 0,5 0,862 n.s.
Poly I:C 34 + 0,4 0,013 * 06 + 04 0,040 *
LPS 1,4 + 0,3 0,127 n.s. 0,9 £ 0,6 0,821 n.s.
Flagellin 1,5 + 0,3 0,092 n.s. 0,7 £ 0,5 0,224 n.s.
FSL-1 21 + 0,3 0,011 * 0,9 + 05 0,798 n.s.
Gdq 1,5 + 0,3 0,085 n.s. 08 = 0,5 0,594 n.s.
ssRNA40 20 + 0,3 0,029 * 04 + 04 0,010 *
ODN2216 23 + 0,4 0,014 * 1,0 + 0,3 0,854 n.s.
IL-10

Stimulation FC + SEM P-Wert  Signifikanz
w/o 04 + 04 0,010 *
PAM3CSK4 08 + 0,3 0,394 n.s.
HKLM 09 + 03 0,699 n.s.
Poly I:C 0,7 £+ 0,4 0,222 n.s.
LPS 1,0 + 04 0,940 n.s.
Flagellin 09 + 0,3 0,762 n.s.
FSL-1 09 + 04 0,600 n.s.
Gdq 0,7 £+ 04 0,178 n.s.
ssSRNA40 0,5 £+ 0,5 0,096 n.s.
ODN2216 05 + 04 0,040 *

Die Daten reprasentieren den fold change (FC) £+ SEM der Zytokin Genexpressionen der Kontrollgruppe (Zellen,

isoliert aus Gewebe von HCV negativen Patienten) im Vergleich zur HCV Gruppe (Zellen, isoliert aus Gewebe

von HCYV infizierten Patienten). Signifikante Anderungen zwischen den beiden Gruppen wurden hervorgehoben (*
P-Wert<0,05; ** P-Wert<0,01, *** P-Wert<0,001). n.s. (nicht signifikant).
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Tabelle 28. Vergleich der Genexpression inflammatorischer Zytokine in LSEC von HCV positiven und HCV
negativen Patienten

LSEC
TNF-a
Stimulation FC + SEM P-Wert Signifikanz FC = SEM P-Wert Signifikanz
w/o 1,7 + 0,4 0,095 n.s. 0,6 + 0,3 0,069 n.s.
PAM3CSK4 26 + 04 0,029 * 0,7 £ 04 0,237 n.s.
HKLM 20 + 0,4 0,017 * 0,8 £+ 04 0,438 n.s.
Poly I:.C 2,2 + 05 0,069 n.s. 1,8 + 0,5 0,176 n.s.
LPS 1,8 + 0,3 0,020 * 0,7 £ 0,5 0,230 n.s.
Flagellin 09 + 05 0,743 n.s. 0,7 £ 0,3 0,085 n.s.
FSL-1 22 + 0,3 0,002 ok 09 + 0,3 0,521 n.s.
Gdqg 1,4 + 0,3 0,128 n.s. 09 = 0,5 0,795 n.s.
ssRNA40 1,7 + 0,3 0,044 * 0,7 £ 0,5 0,356 n.s.
ODNZ2216 1,8 + 04 0,082 n.s. 0,7 £+ 0,3 0,123 n.s.
IL-10

Stimulation FC + SEM P-Wert  Signifikanz
w/o 1,0 + 0,5 0,944 n.s.
PAM3CSK4 05 + 05 0,112 n.s.
HKLM 0,5 + 0,5 0,112 n.s.
Poly I:C 0,4 + 0,5 0,012 n.s.
LPS 1,0 £+ 0,6 0,917 n.s.
Flagellin 0,7 £+ 0,5 0,206 n.s.
FSL-1 0,8 + 0,5 0,522 n.s.
Gdq 09 £ 05 0,804 n.s.
ssSRNA40 1,3 + 0,5 0,563 n.s.
ODN2216 09 + 05 0,709 n.s.

Die Daten reprasentieren den fold change (FC) £+ SEM der Zytokin Genexpression der Kontrollgruppe (Proben,

isoliert aus Gewebe von HCV negativen Patienten) im Vergleich zur HCV Gruppe (Proben, isoliert aus Gewebe

von HCYV infizierten Patient). Signifikante Anderungen zwischen den beiden Gruppen wurden hervorgehoben (* P-

Wert<0,05; ** P-Wert<0,01, *** P-Wert<0,001). n.s. (nicht signifikant).
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Tabelle 29. Vergleich der Genexpression inflammatorischer Zytokine in HSC von HCV positiven und HCV
negativen Patienten

HSC
IL-6 TNF-a
Stimulation FC + SEM P-Wert Signifikanz FC = SEM P-Wert Signifikanz
w/o 1,0 £ 0,3 0,868 n.s. 0,7 £ 0,5 0,354 n.s.
PAM3CSK4 0,7 £+ 0,3 0,134 n.s. 0,6 £ 0,6 0,175 n.s.
HKLM 06 + 0,3 0,019 * 05 = 0,7 0,149 n.s.
Poly I:C 09 = 0,3 0,481 n.s. 1,2 £ 0,6 0,739 n.s.
LPS 05 = 0,3 0,000 ok 04 £ 0,7 0,149 n.s.
Flagellin 05 + 04 0,041 * 0,5 * 0,5 0,059 n.s.
FSL-1 04 + 04 0,025 * 05 = 0,5 0,058 n.s.
Gdq 0,5 = 0,5 0,056 n.s. 0,9 £ 0,7 0,818 n.s.
ssRNA40 0,6 + 0,5 0,170 n.s. 1,5 £ 0,7 0,501 n.s.
ODN2216 0,6 + 0,3 0,084 n.s. 07 + 04 0,210 n.s.
IL-10

Stimulation FC + SEM P-Wert Signifikanz
w/o 0,5 £+ 0,5 0,123 n.s.
PAM3CSK4 05 + 0,6 0,171 n.s.
HKLM 0,8 £+ 0,7 0,587 n.s.
Poly I.C 0,6 £+ 0,5 0,294 n.s.
LPS 0,5 + 0,6 0,119 n.s.
Flagellin 0,5 £+ 0,5 0,098 n.s.
FSL-1 09 * 0,6 0,830 n.s.
Gdqg 1,0 + 0,6 0,983 n.s.
ssRNA40 0,6 £+ 0,6 0,181 n.s.
ODN2216 0,6 + 0,5 0,313 n.s.

Die Daten reprasentieren den fold change (FC) + SEM der Zytokin Genexpression der Kontrollgruppe (Proben,

isoliert aus Gewebe von HCV negativen Patienten) im Vergleich zur HCV Gruppe (Proben, isoliert aus Gewebe

von HCV infizierten Patient). Signifikante Anderungen zwischen den beiden Gruppen wurden hervorgehoben (* P-

Wert<0,05; ** P-Wert<0,01, *** P-Wert<0,001). n.s. (nicht signifikant).
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Tabelle 30. Patientencharakteristika

KC
Kontrollgruppe (n=15) HCV Gruppe (n=9)
MW+SEM MW+SEM
Transplantation 3 8
Resektion 12 1
Geschlecht mannlich 9 3
Geschlecht weiblich 6 6
Alter [Jahre] 55,9+3,6 56,6+2,1
GOT [IU/mI] 254,7+46,9 115,1+29,6
GPT [IU/mI] 228,9+38,2 95,6+24,8
Fibrose Status 2,7+0,4 3,8+0,1
LSEC
Kontrollgruppe (n=15) HCV Gruppe (n=10)
MW+SEM MW+SEM
Transplantation 3 10
Resektion 12 0
Geschlecht mannlich 6 9
Geschlecht weiblich 9 1
Alter [Jahre] 51,9+3,7 56,0+2,0
GOT [IU/mI] 214,8+43,3 181,7+68,3
GPT [IU/mI] 205,4+40,0 104,8+30,6
Fibrose Status 0,4+0,3 3,7+£0,3
HSC
Kontrollgruppe (n=15) HCV Gruppe (n=10)
MW+SEM MWSEM
Transplantation 3 9
Resektion 12 1
Geschlecht mannlich 7 8
Geschlecht weiblich 8 2
Alter [Jahre] 56,4+3,1 56,0£2,0
GOT [IU/mI] 218,5+54,5 352,2+188,4
GPT [IU/mI] 197,5+46,8 214,0£112,7
Fibrose Status 1,0+0,0 3,6+0,3

Die Daten reprasentieren Mittelwerte (MW) + SEM
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3.4.2 HCV induzierte Genexpression von Typ I und Typ Il Interferonen

Bisher konnte gezeigt werden, dass Poly I:C stimulierte NPC ein antivirales Potential
aufwiesen und Typ | und Typ lll Interferone sezernierten. Im Anschluss war es das
Ziel, die IFN Genexpression nach der Stimulation mit Poly I:C zu untersuchen. Hier
sollte die IFN Genexpression in NPC verglichen werden, die aus Lebern HCV
infizierter Patienten und nicht infizierter Patienten (Kontrollen) isoliert wurden. Die
kultivierten Zellen wurden mit Poly I:C fur 6h stimuliert und die RNA extrahiert.
AnschlieBend wurden die Expressionen der IFN Gene mittels qRT-PCR bestimmit.
Die Ergebnisse zeigten, dass die IFN-a Genexpression durch Poly I:C nicht induziert
werden konnte (Abbildung 32A). Die Poly I:.C Behandlung fiihrte, unabhéangig vom
Infektionsstatus, in allen Fallen zu einer Erhdohung der IFN-B, IFN-A1, IFN-A2
Genexpression (Abbildung 32 B-D). Die IFN-A3 Expression konnte in KC und LSEC
durch die Stimulation mit Poly I:C signifikant induziert werden, blieb jedoch in HSC
unbeeintrachtigt (Abbildung 32E). Der Vergleich der Poly I:.C vermittelten IFN
Genexpression in Zellen HCV positiver und HCV negativer Patienten zeigte, dass
alleinig LSEC, isoliert aus HCV positivem Lebergewebe, sensitiver auf die Poly I:.C
Stimulation reagierten. In LSEC HCV positiver Patienten induzierte Poly I.C
signifikant héhere Expressionslevel von IFN-B (FC 3,7+0,5; P-Wert 0,014), IFN-A1
(FC 3,410,5; P-Wert 0,023), IFN-A2 (FC 5,40,6; P-Wert 0,022) und IFN-A3 (FC
6,9+0,6; P-Wert 0,011), im Vergleich zur Poly I:C induzierten Expression in LSEC
HCV negativer Patienten. Darliber hinaus zeigten KC und HSC HCV positiver und
HCV negativer Patienten keinen signifikanten Unterschied der Poly I:C induzierten
IFN Genexpression.

Um die Vergleichbarkeit der Kontrollgruppe und HCV Patientengruppe darzustellen,
wurden die Patientencharakteristika zusammengetragen (z. B. Art der Operation,
Alter, Geschlecht, GOT Wert im Blut, GPT Wert im Blut). Hierbei wurde zu jedem

Zelltyp die jeweiligen Patientengruppen ausgewertet (Tabelle 31).
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Abbildung 32. Poly I:C induzierte IFN Genexpression in NPC nicht infizierter und HCV infizierter Patienten.
Priméare NPC (KC, LSEC und HSC) wurden mit dem Liganden Poly I:C fur 6h stimuliert. Nach erfolgter Inkubation
wurde die RNA isoliert und auf die Genexpression von Typ | und Typ Il IFN mittels gRT-PCR untersucht. Die
Daten reprasentieren die Kopienzahlen als Mittelwerte £+ SEM, normalisiert auf das Haushaltsgen B-Aktin.
Signifikante Anderungen wurden hervorgehoben (* P-Wert<0,05; ** P-Wert<0,01, ** P-Wert<0,001). n.d. (nicht

detektierbar); n.s.(nicht signifikant).
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Tabelle 31. Patientencharakteristika

KC
Kontrollgruppe (n=15) HCV Gruppe (n=10)
MW+SEM MW+SEM
Transplantation 3 9
Resektion 12 1
Geschlecht mannlich 8 7
Geschlecht weiblich 7 3
Alter [Jahre] 54,9+4,2 55,6+2,1
GOT [IU/mI] 214,0457,7 241,4+119,6
GPT [IU/mI] 153,4+37,6 169,9+77,0
Fibrose Status 1,5+0,4 3,9+,0,1
LSEC
Kontrollgruppe (n=15) HCV Gruppe (n=10)
MW+SEM MW+SEM
Transplantation 2 10
Resektion 13 0
Geschlecht mannlich 9 7
Geschlecht weiblich 6 3
Alter [Jahre] 56,7+4,6 55,0+1,1
GOT [IU/mI] 233,9164,1 216,1+115,3
GPT [IU/mI] 141,0+40,6 163,8+77,5
Fibrose Status 1,7+0,4 3,7+£0,3
HSC
Kontrollgruppe (n=15) HCV Gruppe (n=10)
MW+SEM MWSEM
Transplantation 2 10
Resektion 13 0
Geschlecht mannlich 5 9
Geschlecht weiblich 10 1
Alter [Jahre] 58,5+5,2 53,1+1,6
GOT [IU/mI] 277,3+88,6 222,3+114,1
GPT [IU/mI] 187,1+61,4 164,7+77,36
Fibrose Status 2,2+0,5 3,7+£0,3

Die Daten reprasentieren Mittelwerte (MW) + SEM
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3.4.3 Einfluss des Gewebeursprungs auf die Zytokin Genexpression

Bisher konnte in KC und LSEC, die aus HCV infiziertem Lebergewebe isoliert
wurden, eine (gesteigerte TLR vermittelte Induktion der Genexpression
unterschiedlicher Zytokine gezeigt werden. Da die Zellen von HCV infizierten
Patienten vorwiegend aus explantierten Lebern gewonnen wurde, sollte die
Genexpression der Zytokine in Abhangigkeit des Leberursprungs, Resektion (Res)
oder Transplantation (LTX), untersucht werden. Hierzu wurden KC und LSEC aus
nicht HCV infiziertem Gewebe von Leberresektionen und —transplantationen isoliert
und kultiviert (n=6). Daraufhin wurden die Zellen exemplarisch mit dem TLR2
Liganden HKLM oder dem TLR3 Liganden Poly I:C fir 6h inkubiert und die RNA aus
den Zellen isoliert. Fur beide Zelltypen erfolgte die Analyse der IL-6 Genexpression.
In LSEC erfolgte im Falle der TLR3 Stimulation zusatzlich die
Genexpressionsanalyse fur IFN-B, IFN-AL, IFN-A2 und IFN-A3.

KC zeigten in Reaktion auf die TLR3 Stimulation mittels Poly I.C keinen signifikanten
Unterschied der IL-6 Expression zwischen der Resektionsgruppe und der
Transplantationsgruppe (Abbildung 33A). Im Falle der Poly I:C Stimulation konnte in
den LSEC der LTX Gruppe eine signifikante Verringerung der IL-6 Genexpression
festgestellt werden (Abbildung 33B). Darlber hinaus zeigten die LSEC im
unstimulierten Zustand (w/o) eine verringerte Genexpression fur IFN-A1 und IFN-A3
in der LTX Gruppe (Abbildung 33 D, F). In allen weiteren Analysen lagen keine
signifikanten Veranderungen zwischen den beiden Gruppen vor. Aufgrund dessen
konnte mit diesen Versuchen gezeigt werden, dass die zuvor dargestellte
gesteigerten Zytokin Genexpressionen in KC und LSEC aus HCV infiziertem

Gewebe auf einen durch das Virus vermittelten Effekt zuriickzufiihren war.
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Diskussion

4 Diskussion

4.1 Isolierte PHH, KC, LSEC und HSC aus humanem Lebergewebe

weisen charakteristische Eigenschaften auf

Die hohe Qualitat von primaren humanen Leberzellen, Hepatozyten und NPC ist fur
Untersuchungen verschiedener Aspekte der Leberfunktionen besonders wichtig.
Bisher sind unterschiedliche Isolierungsmethoden fur Zellen aus Lebergewebe von
Nagetieren und Menschen beschrieben worden. Allerdings fokussieren die meisten
Methoden auf die Praparation einzelner Zelltypen (Hepatozyten oder NPC) aus
Lebergewebe oder Biopsien (Alabraba et al. 2007, Braet et al. 1994, Chang et al.
2014, Bhogal et al. 2011). Hingegen profitieren vergleichende Studien von der
Verwendung von Zellen, die aus demselben Lebergewebe eines Individuums
stammen. Zudem stellt die Isolation von mehreren Zelltypen eine verbesserte

Nutzung der Leber als Ressource fur Priméarzellen dar.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Prozedur fur die gleichzeitige Isolation von
primaren humanen Hepatozyten, KC, LSEC und HSC aus demselben Lebergewebe
optimiert. Fur die Isolation von Leberzellen ist die Wahl des Enzyms zur Verdauung
der Leber ein wichtiger Faktor. Dieses kann sowohl die Viabilitat als auch die Qualitat
und die Ausbeute der zu isolierenden Zellen direkt beeinflussen. Im Jahr 1982 wurde
die Verwendung einer Kombination aus Pronase E und Collagenase vorgestellt, die
mittlerweile eine oft verwendete Methode zur Isolation von KC und HSC darstellt
(Knook et al. 1982). Fur Methoden, in denen einzelne Zelltypen isoliert werden, wird
Pronase oft als Verdauungsenzym eingesetzt, da dieses eine selektive Zerstdrung
von Hepatozyten hervorruft und somit die Zellqualitat und -ausbeute der isolierten
NPC erhoht (Valatas et al. 2003). Allerdings wurde berichtet, dass Pronase den
CD14 Rezeptor auf KC spaltet (Ikejima et al. 1999). Der CD14 Rezeptor erkennt LPS
und vermittelt das Signal zur Zytokinproduktion dber den Corezeptor TLR4
(Heinzelmann, Bosshart 2005). In der vorliegenden Arbeit wurde eine Zwei-Schritt
Perfusion, basierend auf der Technik von Seglen verwendet, in der Ca®* freie EGTA

Lésung und Ca?* enthaltene Collagenase Typ IV Losung eingesetzt wurden (Seglen
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1976). In unterschiedlichen Studien wurde diese Methode mit geringen
Modifikationen genutzt, um Hepatozyten von NPC zu trennen (Mitry et al. 2002). Bei
der Verwendung dieser Prozedur konnte in der vorliegenden Arbeit, in
Ubereinstimmung mit der bisherigen Literatur, festgestellt werden, dass die Dauer
der Collagenase Perfusion von entscheidender Bedeutung ist. Die Perfusionsdauer
sollte 20min nicht tUberschreiten, da hierdurch die Zellviabilitdt und die Ausbeute
verringert werden, wohingegen eine zu kurze Dauer die Separation der Leberzellen
verhindert (Zeng et al. 2013).

Einige Isolationsmethoden beinhalten die Zentrifugation, Elutriation (Irving et al.
1984) und/oder eine lodixanol, Percoll oder Stractan Dichtegradientenzentrifugation
(Valatas et al. 2003, Daneker et al. 1998, Friedman, Roll 1987) zur Isolation
einzelner Nagetier- oder humaner NPC Subpopulationen. Da NPC eine ahnliche
Dichte aufweisen, ist die Separationsmethode fir eine hohe Qualitat der
Zellpraparation essentiell. Damm et al. stellte eine Methode vor, in der PHH durch
eine Zentrifugation bei geringer Geschwindigkeit isoliert werden. AnschlieRend
erfolgt die Separation der NPC als eine Fraktion durch eine Percollgradienten
Zentrifugation (25% und 50%) (Damm et al. 2013). Im Anschluss kdnnen KC durch
die selektive Anheftung an Plastik von LSEC und HSC isoliert werden. Des Weiteren
konnen die LSEC durch die Markierung mit CD31 MicroBeads mittels MACS isoliert
werden. Die CD31" LSEC werden nach der Aufreinigung ausgeséat. Die CD31
dezimierte Zellsuspension enthalt die HSC, die direkt ausgesat werden kénnen. Es
ist anzunehmen, dass diese Methode eine hohe Reinheit an LSEC erzielt, wéhrend
die Praparationen der KC und HSC eine ungentigende Reinheit aufweisen wirden.
Zusatzliche Schritte wéaren hier notwendig, um reine Zellsuspensionen zu erhalten.
Im Gegensatz zu dieser Methode wurde in dieser Arbeit ein Drei-Schichten lodixanol
Dichtegradient verwendet, um die NPC voneinander zu separieren. Der Vorteil dieser
Methode ist, dass KC und LSEC als eine Fraktion von den HSC getrennt werden
konnten. Bisher sind keine geeigneten Oberflachenmarker fir die Separation von
HSC durch MACS erhaltlich. Eine Ausnahme ist der Stamm/Vorlaufer Zellmarker
CD133. Mit Hilfe dieses Markers konnte die Isolation einer CD133" HSC

Subpopulation aus der Ratte gezeigt werden (Kordes et al. 2007). In der
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vorliegenden Arbeit wurden kommerziell erhaltliche magnetische beads verwendet,
die spezifisch fur KC (CD14) und LSEC (CD146) waren, um die Zellreinheit zu
erhbhen. Die hier verwendete Methode fihrte zu hohen Zellausbeuten, die mit
Methoden fur die Isolation einzelner Zellpopulationen vergleichbar sind. In der hier
verwendeten Methode wurde jedoch eine héhere Zellreinheit fur kultivierte Zellen
erreicht. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Zellpopulationen in vitro eine
charakteristische Morphologie sowie funktionale physiologische Aktivitat aufwiesen.
Folglich stellen die so isolierten Zellen eine vielversprechende Methode zur

experimentellen Untersuchung unterschiedlicher Leberfunktionen dar.

Die hier vorgestellte Methode reprasentiert ein variables Werkzeug mit einer breiten
Spanne weiterer Perspektiven. Zum einen ist die Isolation der NPC nicht strikt
erforderlich, so dass auch nur Hepatozyten prapariert werden kénnen. Zusétzlich
kénnen CD133 positive HSC im Anschluss an die Dichtegradientenzentrifugation,
durch die Markierung mit magnetischen beads, isoliert werden. Des Weiteren ist es
maoglich die CD14 und CD146 dezimierte Zellsuspension nach der Separation von
PHH, KC, LSEC und HSC, direkt zur Isolation von NK- oder T-Zellpopulationen zu
verwenden bzw. diese fir eine spatere Préparation zu kryokonservieren. Alle
isolierten Zellpopulationen kdnnen fir Monozellkultur aber auch fir Kokultur

Experimente eingesetzt werden.

Die Charakterisierung der isolierten Zellen ist fur die Bewertung der Zellqualitat
essentiell. Hierbei sind zelltypspezifische Marker zur Identifikation ein héaufig
diskutiertes Thema. In der vorliegenden Arbeit wurden die PHH Population durch die
Marker Albumin, ApoB und CYP3A4 identifiziert. Als weiterer Marker fir Hepatozyten
konnte Cytokeratin 18 verwendet werden. Alle genannte Hepatozyten Marker sind in
der Literatur etabliert (Nava et al. 2005, Liao, Ning 2006, Hubbard et al. 1979,
Stockert 1995, Hubbard, Stukenbrok 1979). Zur Uberpriifung der Funktionalitat der
Zellen wurde die Aktivitat der Enzyme CYP3A4 und CYP2C9 dargestellt. Es
existieren weitere Isoformen der CYP450 Familie, jedoch werden die gewahlten
Isoformen hauptsachlich in der Leber exprimiert (Raucy et al. 2002, Van Booven et
al. 2010, Thummel, Wilkinson 1998).
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Kultivierte KC wurden durch die Marker CD68, CD14 und CD163 identifiziert. Die
Funktionalitdt der KC konnte durch die zeitabh&ngige Aufnahme von 1um grof3en
Latexpartikeln dargestellt werden. Sowohl die Marker als auch der Funktionalitatstest
finden haufig Anwendung zur Darstellung der KC Qualitat (Fabriek et al. 2005,
Holness, Simmons 1993, Lau et al. 2004).

Kultivierte LSEC wurden durch die Marker PECAM1, VWF, LYVE-1 und CD146
identifiziert (Zanetta et al. 2000, Schrage et al. 2008, Nonaka et al. 2007, Mouta
Carreira et al. 2001). Fur die Identifikation von LSEC existiert eine Reihe an weiteren
Markern, wobei ein Teil dieser Marker auch in vaskularen Endothelzellen exprimiert
werden. Zu diesen gehoéren unter anderem liver/lymph node-specific intercellular
adhesion molecule-3-grabbing integrin (L-SIGN). Zu den spezifischeren Markern
gehoren Stabilin-1 (STAB-1), Stabilin-2 (STAB-2) und CD32B (Bashirova et al. 2001,
Mousavi et al. 2007, Vaporciyan et al. 1993, DelLeve et al. 2004, Hansen et al. 2005,
Falkowski et al. 2003, Sorensen et al. 2012, Politz et al. 2002, McCourt et al. 1999).
Die Aktivitdt der Zellen wurde durch die zeitabhdngige Aufnahme von AcLDL bei
gleichzeitiger Expression von CD146 nachgewiesen. Bei diesem Aktivitdtsassay
handelt es sich um eine haufig eingesetzt Methode zur Unterscheidung der LSEC
von anderen Zellen (Voyta et al. 1984, Li et al. 2011). Allerdings ist bekannt, dass
auch Kupffer Zellen AcLDL aufnehmen, jedoch in einem deutlich geringeren Mal3 als
LSEC (Van Berkel et al. 1991). Aufgrund dessen war es fur den Aktivitatsassay
unerlasslich, eine geringe Konzentration des AcLDL sowie eine kurze Inkubationszeit
zu wahlen, da die Aufnahme des Molekuils durch KC nicht ausgeschlossen werden
konnte (Ling et al. 1997, Van Berkel et al. 1991).

Kultivierte HSC wurden in ihrem aktiven Zustand durch die Marker a-SMA, VCL,
LOXL2 und Desmin identifiziert (Kawai et al. 2003, Enzan et al. 1994). Des Weiteren
konnen zur Charakterisierung humaner Sternzellen sowohl Marker fiir den ruhenden
(quiescent) Zustand als auch fur den aktivierten Zustand von HSC herangezogen
werden. Hierzu zéhlen glial fibrillary acidic protein (GFAP), patelet-derived growth
factor receptor beta polypeptide (PDGFRB), Collagen Typ | alpha | (Col1Al), Lysyl-
Oxidase (LOX) sowie dessen Isoformen (Perepelyuk et al. 2013, Yokoi et al. 1984,

Morini et al. 2005, Neubauer et al. 1996). In der vorliegenden Arbeit wurde die
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funktionelle Aktivitat kultivierter Sternzellen Uber die Vitamin A Autofluoreszenz
nachgewiesen (Friedman 2008, Wake 1971). Hierbei war zu beachten, dass die
Sternzellen in Kultur in einen aktiven Zustand transformieren, der mit dem Verlust der
Vitamin A Speicherfunktion einhergeht. Aufgrund dessen wurden Sternzellen
verwendet, die nur fur wenige Tage kultiviert wurden. Dariber hinaus wurde der
Marker CYGB in den Sternzellen angefarbt. CYGB dient zum einen als Marker fur
aktivierte und inaktivierte HSC. Zum anderen wird CYGB nur von HSC und nicht von
Myofibroblasten exprimiert, so dass eine Unterscheidung der beiden Zelltypen

stattfinden konnte (Motoyama et al. 2014).

Primare Zellkulturen von Hepatozyten sind zu einem Standardmodell zur
Untersuchung von hepatotoxischen Effekten von neuen Medikamenten und
Chemikalien geworden (Sahi et al. 2010). In vivo erleichtert die N&he zwischen den
Hepatozyten und den hepatischen Immunzellen die Induktion der pro- oder
antiinflammatorischen Immunantwort. Aufgrund dessen sind Leberzellkokulturen eine
natzliche Anwendung, z. B. um die Toxizitat von Xenobiotika zu testen. Unter
anderem wurden Kokulturen primarer Hepatozyten und KC als Modell verwendet, um
den Xenobiotik Metabolismus und dessen pharmakologische Auswirkungen zu
testen (Milosevic et al. 1999). Hier wurden primare Hepatozyten und KC von
unterschiedlichen Rattenlebern isoliert. Die Zelltypen wurden als Monokulturen und
als Kokulturen verwendet, um den Metabolismus und die intrazellulare
Kommunikation, durch den Austausch von lgslichen Faktoren, zu untersuchen. Unter
Verwendung von Zellkultur Inserts mit einer porésen Membran (Trans-Well Situation)
wurden die Zelltypen raumlich getrennt gehalten. Die Autoren folgern, dass das
Trans-Well System verglichen mit dem Zell-Zell Kokultursystem ein ndheres Modell
zur in vivo Situation schafft, da eine physikalische Barriere zwischen den KC und den
Hepatozyten vorliegt (Milosevic et al. 1999). Durch die Verwendung von
Monozellkulturen und Kokulturen konnte die initiale Rolle von KC und KC
abgeleiteten Faktoren (Austausch Uber das Medium) auf die Hepatozyten Toxizitat
dargestellt werden. In einer weiteren Studie wurden primare Hepatozyten und KC
aus derselben Rattenleber isoliert und fir ein Kokulturmodell mit direktem Zell-Zell

Kontakt verwendet. Hierbei wurden die Xenobiotika induzierten inflammatorischen
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Interaktionen analysiert (Tukov et al. 2006). Die Autoren demonstrieren, dass die
Ergebnisse der Studie die Daten aus Tiermodellen reflektieren und empfehlen dieses

Modell fir die Vorhersage der Xenobiotika vermittelten Inflammation in vivo.

Die Leberfibrose ist eine Konsequenz chronischer Leberschadigung. Unter anderem
sind chronische virale Hepatiden (Hepatitis B und C), Alkoholmissbrauch und
nichtalkoholische Steatohepatitis (NASH) Hauptgrinde fir die Entstehung der
Leberfibrose und ein daraus resultierendem erhdhten Risikos fur die Entwicklung
einer Leberzirrhose sowie des hepatozellularen Karzinoms (Bataller et al. 2005). Die
Fibrose ist charakterisiert durch eine kontinuierliche, exzessive Produktion von ECM
sowie Collagen, was zu einer permanenten Narbenbildung und Organdysfunktion
und letztlich zum Organversagen fihren kann (Wynn, Ramalingam 2012). HSC
wurden als der Collagen produzierendene Zelltyp in der Leber identifiziert (Friedman
et al. 1985). In dem Prozess der Leberfibrogenese werden HSC aktiviert und
transformieren zu Myofibroblasten. Wahrend des Prozesses der Leberschadigung
werden KC aktiviert und setzten inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren
frei, die wiederum den aktivierten Status der HSC auslésen und somit die Produktion
von ECM und Collagen induzieren (Kolios et al. 2006). Des Weiteren wird der
Prozess der LSEC Kapillarisierung als ein Vorlaufer der Leberfibrose genannt. Die
Kapillarisierung ist, durch den Verlust der Fenestrierung und der Entwicklung einer
organisierten basalen Membran, charakterisiert. Dieser Prozess wird durch den
vascular endothelial growth factor (VEGF), der von Hepatozyten und HSC produziert
wird, vorangetrieben. Die Kapilliarisierung der LSEC wiederum aktiviert die
Sternzellen, wodurch die Fibrose gefordert wird (DelLeve 2014). Bisher ist die
effektivste Therapie der Leberfibrose das Entfernen des ausldsenden Mechanismus
(Bataller, Brenner 2005). Fur die Entwicklung von anti-fibrotischen Therapeutika sind
weitere Studien notwendig, um eine robuste Vermeidung der Fibrogenese zu
erhalten. Die hier verwendete Leberzellpraparation ermdglicht es, zellulare und
molekulare Mechanismen der fibrotischen Prozesse zu analysieren und kann zur
Entwicklung von effektiven Therapeutika fur Patienten mit chronischen Leberschaden
beitragen.

115



Diskussion

Zusammengefasst wurde eine all-in-one Technik zur Isolation von PHH, KC, LSEC
und HSC aus humanem Lebergewebe entwickelt. Diese Methode fuhrt zu hohen
Zellausbeuten und einer hohen Reinheit der Zellpopulationen mit erhaltener
physiologischer Aktivitat in vitro. Die dargestellte Methode ist variabel und erlaubt
zusatzliche Separationsschritte. Isolierte Zellen kénnen sowohl als Monokultur als
auch in Kokulturen genutzt werden, um z. B. Hepatotoxizitat oder
pathophoysiologischen chronischen Lebererkrankungen zu untersuchen. Die all-in-
one Leberpraparationstechnik stellt ein vielversprechendes Werkzeug fur die
Untersuchung zellularer und molekularer Mechanismen der Leberfunktion und

Lebererkrankung dar.

116



Diskussion

4.2 Die TLR Signaltransduktion in  primaren NPC st
zelltypspezifisch

NPC stellen eine wichtige Komponente des angeborenen Immunsystems dar. Die
Zellen sind mit PRR (z. B. TLR) ausgestattet, die nach Erkennung der PAMP
Reaktionen des angeborenen Immunsystems auslésen. Bisherige Studien
thematisierten den TLR Signalweg muriner NPC und humaner Hepatozyten
(Broering et al. 2008, Broering et al. 2014). Es konnte mittels Durchflusszytometrie
gezeigt werden, dass murine KC (mit Ausnahme von TLR5) und murine LSEC (mit
Ausnahme von TLR5 und TLR9) alle TLR produzieren (Wu et al. 2010). Daruber
hinaus wurde die TLR1-9 Genexpression in murinen und humanen HSC
nachgewiesen (Wang et al. 2009). Fir das humane System liegen nur wenige Daten
bezuglich der TLR Expressionen vor. In humanen KC wurde die Expression von
TLR2, TLR3 und TLR4 mittels Durchflusszytometrie dargestellt (Tu et al. 2008,
Visvanathan et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde der TLR Signalweg in
humanen KC, LSEC und HSC, die aus dem identischen Lebergewebe isoliert
wurden, analysiert. Zunachst konnte hier die TLR1-8 Genexpression in humanen KC,
LSEC und HSC gezeigt werden. Die Genexpression von TLR9 lag in allen drei
Zelltypen unterhalb des Detektionslimits. Des Weiteren wurde untersucht, ob die TLR
Genexpression durch die Stimulation mit dem jeweiligen Liganden induziert werden
konnte. Die Stimulation mit dem Liganden Poly I:C fihrte zur signifikanten Induktion
der TLR3 Genexpression. Im Gegensatz dazu fiihrte die Stimulation von TLR4,
TLR5, TLR6 durch ihre Liganden zur Suppression der Rezeptor Genexpressionen.
Letzteres Phanomen konnte als Toleranzmechanismus der NPC verstanden werden.
Unter physiologischen Bedingungen ist die Leber permanent Pathogenen
ausgesetzt, die von den Leberzellen (z. B. LSEC) erkannt werden. Die dauerhafte
Pathogen Belastung kann zu einer Toleranzinduktion fiihren, die durch die Zellen der
Leber vermittelt wird. Durch Toleranzmechanismen innerhalb der Leber werden
dauerhafte Entztindungsreaktionen unter physiologischen Bedingungen vermieden.
Eine dauerhafte Aktivierung des Immunsystems wirde letztlich zur Schadigung der
Hepatozyten, die einen Groldteil der Leberfunktionen ausfihren, und damit zur
Schédigung der Leber selbst fihren (Tiegs, Lohse 2010, Knolle, Gerken 2000).
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In dieser Arbeit wurden primare NPC Zellpopulationen mit einem definierten
Phanotyp und definierten Charakteristiken verwendet, um die Fahigkeit zur TLR
abhangigen Zytokinproduktion der einzelnen Zelltypen zu untersuchen. Daruber
hinaus wurden die Signalwege, die nach der Aktivierung der TLR zur Transkription
von Zytokinen und Interferonen fihren, analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass
die Stimulation von NPC mit TLR Liganden vor allem zur Aktivierung des NF-kB
Signalweges sowie der MAPK JNK und p38 fuhrte. Diese Signalwege fuhrten
letztlich zur Induktion der Genexpression pro- und antiinflammatorischer Zytokine. In
der Literatur liegen nur begrenzt Daten vor, in denen das Potential der TLR
induzierten Zytokinproduktion von humanen NPC beschrieben wird. Unter anderem
wurde gezeigt, dass humane KC nach der Stimulation mit LPS (TLR4 Ligand) die
Zytokine IL-6, TNF-a und IL-10 sezernieren (Knolle et al. 1995). Darlber hinaus
konnte eine weitere Studie zeigen, dass murine KC nach der Stimulation von TLR1-9
die Zytokine TNF-a und IL-6 sezernieren. Im Gegensatz dazu kommt es in murine
LSEC nach der Stimulation von TLR1-4, TLR6 sowie TLR8-9 zur Sekretion von
TNF-a, wahrend IL-6 nur nach Stimulation von TLR3 und TLR4 sezerniert wird (Wu
et al. 2010). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass murine HSC nach Stimulation von
TLR3 und TLR4 TNF-a sezernieren (Wang et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass humane KC, LSEC und HSC pro- und
antiinflammatorische Zytokine (IL-6, TNF-a und IL-10) in Reaktion auf die TLR
Stimulation in einer zelltypspezifischen Weise produzieren. Werden die hier
untersuchten Zelltypen (KC, LSEC und HSC) untereinander und mit Daten zu PHH
(Broering et al. 2014) verglichen, zeigten KC das hochste Potential fir die
Expression von TNF-a und IL-10. Darlber hinaus wiesen die HSC und die KC das
hochste Potential zur Expression von IL-6 auf. Des Weiteren zeigten HSC nur ein
sehr geringes Potential der TLR induzierten Produktion von TNF-a und IL-10. Durch
die Aktivierung der TLR werden die Zytokine von NPC freigesetzt, wodurch weitere
Zellen aktiviert werden. Besonders KC, die als sogenannte ,Fresszellen® dienen,
phagozytieren Pathogene und korpereigene Substanzen (Erythrozyten, apoptotische
Zellen, Zelltrtmmer), um diese aus dem Blutstrom zu entfernen (Dini et al. 2002).
Ferner sind KC bei der Aufrechterhaltung der Toleranz der Leber beteiligt. Dieser
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Prozess konnte durch die Produktion des inflammatorischen Zytokins IL-10

unterstutzt werden.

In der vorliegenden Arbeit fuhrte die Stimulation von NPC mit dem TLR3 Liganden
Poly I:C zu einer Induktion der Genexpression von Typ | (IFN-B) und Typ Il (IFN-AL,
IFN-A2 und IFN-A3) Interferonen sowie zur Genexpression von ISG. Anders als in
murinen KC fuhrte die TLR4 Stimulation nicht zur Induktion von IFN-$ (Broering et al.
2008, Wu et al. 2010). Im Einklang mit der bestehenden Literatur kam es in humanen
LSEC und HSC verglichen mit dem murinen System ausschlief3lich nach Stimulation
des TLR3 zur Expression von IFN-B (Broering et al. 2008, Wu et al. 2010, Wang et
al. 2009).

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass primare
NPC (KC, LSEC und HSC) eine funktionelle TLR Signaltransduktion aufwiesen.
Diese loste zelltypspezifische Immunantworten aus, welche die Produktion
inflammatorischer Zytokine und IFN beinhaltete.
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4.3 Die antivirale Aktivitat humaner NPC ist auf den TLR3 begrenzt

und verlauft tber Typ | Interferone

Die TLR stellen wichtige Rezeptoren der angeborenen Immunantwort dar. Die
Aktivierung der Rezeptoren fuhrt zur Produktion von pro- und antiinflammatorischer
Zytokine. Die TLR sind fur die Erkennung von unterschiedlichen PAMP wie z. B.
bakterielle Komponenten und viraler Strukturen verantwortlich. Das HCV ist ein
hepatotropes RNA Virus, das die Parenchymzellen der Leber (Hepatozyten) beféllt.
Bisher ist wenig tber die direkte Wechselwirkung zwischen KC, LSEC und HSC und
dem HCV bekannt. Es konnte bisher gezeigt werden, dass auch NPC Rezeptoren
wie z. B. dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-
integrin (DC-SIGN) exprimieren, die jedoch nicht von Hepatozyten exprimiert werden.
Diese Rezeptoren binden den HCV und unterstitzen maoglicherweise die Infektion
von Hepatozyten oder reichern das Virus innerhalb der Leber an (Tu et al. 2010, Lai
et al. 2006, Pohlmann et al. 2003). Experimentelle Studien konnten bisher zeigen,
dass TLR3 und TLR4 aktivierte murine KC und TLR3 aktivierte murine LSEC, durch
die Produktion des Typ I Interferons IFN-3, einen starken suppressiven Effekt auf das
murine HCV Replikonsystem MH1 austiben (Broering et al. 2008, Wu et al. 2010).
DarlUber hinaus werden auch Typ Il Interferone durch virale Infektionen induziert und
Uben eine antivirale Aktivitat aus (Sheppard et al. 2003). In dieser Hinsicht konnte
gezeigt werden, dass Typ lll Interferone die HBV Replikation in der murinen
Hepatozyten Zelllinie (HBV-Met) und die HCV Replikation in der humanen
Hepatozyten Zelllinie Huh7 inhibieren (Robek et al. 2005). Des Weiteren konnten
Thomas et al. zeigen, dass die Typ lll IFN Genexpression (und nicht die Typ | IFN
Genexpression) in Leberbiopsien von Schimpansen hochreguliert ist (Thomas et al.
2012). Ferner wurde gezeigt, dass die Typ lll IFN Genexpression durch die
Stimulation mit dem RIG-I bzw. TLR3 Liganden Poly I:C induziert wird (Thomas et al.
2012, Broering et al. 2014).

In dieser Arbeit wurde das humane Conl Replikonsystem verwendet, um die TLR
abhangige antivirale Aktivitdt humaner NPC auf zellularer Ebene zu untersuchen.
Unter Verwendung des HCV Replikonsystems konnte gezeigt werden, dass Poly I.C

behandelte humane NPC die HCV Replikation supprimieren. Poly I:C stimulierte
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NPC vermittelten die Aktivierung des Transkriptionsfaktors IRF3, die Expression und
Sekretion von Typ | und Typ lll Interferonen sowie die Expression von ISG. Zur
Identifikation des Mediators wurden die Uberstande Poly I:C stimulierter Zellen mit
neutralisierenden Antikdrpern gegen IFN-a, IFN-B oder IFN-A inkubiert. In diesem
Fall konnte der antivirale Effekt nicht aufgehoben werden. Da bekannt ist, dass IFN-A
die antivirale Effizienz von IFN-a steigern (Marcello et al. 2006) wurde vermutet, dass
Typ | Interferone zusammen mit Typ Il Interferone den antiviralen Effekt vermitteln.
Um der Frage nachzugehen, wurden die genannten Interferontypen gleichzeitig
mittels neutralisierender Antikdrper blockiert. In Ubereinstimmung mit den einzelnen
Blockierungen konnte kein signifikanter Effekt detektiert werden (Daten wurden nicht
gezeigt). Im Gegensatz zu Studien in primaren humanen Hepatozyten (Broering et
al. 2014), konnte keine pradominante Rolle der Typ lll Interferone festgestellt
werden. Daruber hinaus wurden in der vorliegenden Arbeit die Rezeptoren fur Typ |
(IFNAR2) und Typ Il (IL-10R2) Interferone mittels neutralisierender Antikorper
blockiert. Interessanterweise konnte im Fall des Typ| Rezeptors IFNAR2 der
antivirale Effekt der Poly I:C stimulierten NPC vollstandig aufgehoben werden. Es
konnte somit gefolgert werden, dass die antivirale Aktivitat Uber Typ | Interferone

verlauft, jedoch nicht Gber IFN-a oder IFN-.

Es existieren 13 IFN-a Subtypen, jedoch nur eine Form des IFN-B. Aufgrund dessen
wurde die Genexpression der IFN-a Subtypen in den NPC untersucht. Hierbei
konnten nur niedrige Expressionslevel detektiert werden, die auch durch die
Stimulation mit Poly I:C nur geringfugig gesteigert werden konnten. Aufgrund dessen
kann angenommen werden, dass IFN-a nur eine untergeordnete Rolle in der
antiviralen Aktivitat der NPC spielt. Potentielle Kandidaten fur die Vermittlung des
antiviralen Effektes bleiben IFN-g, —k und —w, die ebenfalls an den IFNAR2 binden.

Deren Rolle in diesem Zusammenhang sollte in zukiinftigen Arbeiten geklart werden.
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4.4 LSEC von HCV positiven Patienten besitzen eine hdhere

Sensitivitat gegentiber Poly I:.C

Es ist bekannt, dass das HCV in den TLR Signalweg eingreift und die Immunantwort
von Hepatozyten und Immunzellen behindert. Es wurde gezeigt, dass peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) aus chronisch infizierten HCV Patienten, verglichen
mit den PBMC nicht infizierter Patienten, erhéhte TLR Expressionen aufweisen
(Riordan et al. 2006). Auf zellularer Ebene ist bekannt, dass das Virus die
Signaltransduktion humaner KC beeinflusst. Dartuber hinaus ist das Virus in der Lage
die Produktion inflammatorischer Zytokine zu induzieren sowie die angeborene und
die adaptive Immunantwort zu inhibieren. Bisher konnte gezeigt werden, dass die
Stimulation von humanen Makrophagen mit dem HCV Core Protein bzw. mit dem
NS3 zur Produktion von IL-6, TNF-a, und IL-10 fuhrt (Tu et al. 2010, Chang et al.
2007). TNF-a ist ein zytotoxischer Faktor, der zur Apoptose von Hepatozyten flhren
kann (Malhi et al. 2010). Dartber hinaus inhibiert das Virus die Poly I:C vermittelte
Produktion von Typ | Interferonen (a/B) (Li et al. 2005). Da die HCV Infektion keinen
direkt zellschadigenden Effekt besitzt, wird angenommen, dass die Leberschéadigung
durch die Immunantwort des Wirts ausgeldst wird. Die Immunantwort der NPC kann
zur Bekampfung des HCV oder zur Zerstérung des Lebergewebes, durch die

Unterstlitzung von Prozessen wie der Leberfibrose und der Leberzirrhose, beitragen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die zellulare Immunantwort von NPC nach
Stimulation der TLR1-9 untersucht. Hierbei wurde die Immunantwort von Zellen aus
HCV positiven Patienten der Immunantwort von Zellen aus HCV negativen Patienten
gegenibergestellt. Es konnte hier gezeigt werden, dass in der HCV Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe die KC und LSEC nach Stimulation der TLR jeweils eine
erhohte IL-6 Genexpression zeigten. Im Gegensatz dazu lag in den HSC der HCV
Gruppe eine geringe IL-6 Genexpression vor. Dariber hinaus fuhrte die TLR3- und
TLR8 Stimulation von KC zu einer verringerten TNF-a Genexpression in der HCV
Gruppe. Die Genexpression von IL-10 lag in der HCV Gruppe im unbehandelten
Zustand (w/o) und nach Stimulation des TLR9 verringert vor. KC und HSC zeigten
keinen signifikanten Unterschied in der Expression von Typ | und Typ Il Interferonen

zwischen beiden Versuchsgruppen. Allein in LSEC aus HCV positiven Patienten kam
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es zu einer signifikant erhdhten Sensitivitdt gegentber der Poly I:C Stimulation und
somit zur erhéhten Genexpression von IFN-B, IFN-A1, IFN-A2 und IFN-A3. In einer
vorangegangen Studie konnte gezeigt werden, dass die dauerhafte Aktivierung von
TLR, Uber einen Zeitraum von zehn Tagen, zu einer erhéhten Sensitivitdt von PHH
gegenuber des TLR3 Liganden fuhrt. Diese &ufRRerte sich in einer erhdhten
Genexpression von Interferonen und ISG (Broering et al. 2014). KC und LSEC
fungieren als erster Angriffspunkt fir Pathogene. Auch in diesem Fall kann eine
erhohte Sensitivitat der Zellen durch die chronische HCV Infektion der Patienten
angenommen werden. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass NPC wichtige
Mediatoren der Immunantwort exprimierten. Die Produktion von IL-6, TNF-a und IL-
10 fdahrt unter anderem zur Aktivierung von Nachbarzellen und von NK-Zellen,
wodurch die Apoptose von Hepatozyten unterstitzt wird (Notas et al. 2009). Die
Expression von Interferonen fuhrt zu einem direkten antiviralen Effekt gegeniber
dem HCV. LSEC stellen die Barriere zu den Hepatozyten dar und scheinen in dem
antiviralen Prozess besonders sensitiv zu sein. Weitere Untersuchungen direkter und
indirekter Interaktionen zwischen PHH, LSEC und dem HCV kénnten Aufschluss

geben.
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45 Ausblick

Die in der Arbeit dargestellte all-in-one Isolationsmethode besitzt ein hohes Potential
zur Untersuchung der zellularen Beteiligung der Leberzellen in unterschiedlichen
Lebererkrankungen. Die Methode ist variabel und erméglicht es, weitere Zelltypen,
wie z. B. Lymphozyten zu isolieren. Darlber hinaus bietet die Isolationsmethode die
Moglichkeit die zellulare Kommunikation der einzelnen Zellpopulationen unter

Verwendung von Kokulturmodellen zu untersuchen.

KC, LSEC und HSC, die aus HCV infizierten Lebergewebe isoliert wurden, zeigten
ein unterschiedliches Ansprechen gegeniiber TLR Liganden. Insbesondere zeigten
die LSEC HCYV infizierter Patienten eine gesteigerte Sensitivitat in Reaktion auf die
Stimulation mit dem Liganden Poly I:C. Die unterschiedlichen Sensitivitaten der NPC,
resultierend aus der HCV Infektion, sind besonders im Hinblick auf die
Toleranzmechanismen der Leber interessant. In der Leber wird die Toleranz
gegenuber den eigentlichen Entziindungsreaktionen favorisiert. Aufgrund dessen
konnte das Modell verwendet werden, um die Wechselwirkung der Zellen mit dem
HCV weiter aufzuschlisseln. Da die Verfugbarkeit an Lebergewebe von HCV
infizierten Patienten limitiert ist, kdnnte Gewebe von nicht HCV infizierten Patienten
verwendet werden. Diese Lebergewebe kénnten mit einer HCV Partikelldsung oder
einer Poly I:C Lésung ex vivo durchspilt werden, um die HCV Infektion zu
simulieren. Der Vorteil hierbei ware, dass die Leberarchitektur erhalten ist und somit
der in vivo Situation &hnelt. Im Anschluss kénnen die Primérzellen isoliert und das
Zusammenspiel der Leberzellen im Rahmen der Virus induzierten Immunantwort

analysiert werden.

Die Aktivierung des TLR3 fihrte zu einer antiviralen Immunantwort in den NPC.
Neutralisationsexperimente konnten zeigen, dass das antivirale Potential Uber den
Typ | IEN Rezeptor verlauft. Der antivirale Effekt konnte jedoch nicht auf IFN-a oder
IFN-B zurtickgefuhrt werden. Da noch weitere Vertreter der Typ | Interferone (IFN-¢,
IFN-k und IFN-w) existieren, kann eine Spezifizierung des Neutralisations-
experiments zur Identifikation eines oder mehrerer Mediatoren der antiviralen
Aktivitat fuhren.
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5 Zusammenfassung

Die chronische Infektion mit dem Hepatitis C Virus (HCV) ist unter anderem mit einer
erhohten Expression von Interferon sensitiven Genen (ISG) in der Leber verbunden.
Die chronische Infektion mit dem Virus kann zur Entstehung von Leberfibrose,
Leberzirrhose oder zum hepatozellularem Karzinom (hepatocellular carcinoma, HCC)
fuhren. Nicht-parenchymale Leberzellen (NPC) spielen in der angeborenen
Immunabwehr und bei der Induktion der Immuntoleranz eine entscheidende Rolle.

Ihre Funktion in der Abwehr gegeniiber dem HCYV ist nicht vollstandig geklart.

In der vorliegenden Arbeit wurde die simultane Isolation von Hepatozyten, Kupffer
Zellen (KC), lebersinusoidalen Endothelzellen (LSEC) und hepatischen Sternzellen
(HSC) aus humanem Lebergewebe optimiert. Die kultivierten Zellen wurden im
Hinblick auf ihre Morphologie, der Expression von zelltypspezifischen Markern sowie
der zelltypspezifische Kontrolle der physiologischen Aktivitdt bewertet. Die hier
verwendete Methode fuhrte zu hoch reinen Primé&rzellpopulationen mit erhaltener
physiologischer Aktivitat in vitro.

Anschliel3end wurde das TLR System in kultivierten KC, LSEC und HSC analysiert.
Die Stimulation der TLR1-9 fuhrte zur Aktivierung unterschiedlicher Signalwege.
Hierzu z&hlt unter anderem die Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor-
kappaB (NF-kB) und des mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK) Weges (IJNK, p38
und ERK1/2). Daruber hinaus fuhrte die Stimulation der TLR1-9 in KC, LSEC und
HSC zu einer zelltypabhangigen Produktion inflammatorischer Zytokine (Interleukin-6
(IL-6), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und IL-10).

Zur Untersuchung der antiviralen Aktivitat von KC, LSEC und HSC wurde das Conl
HCV Replikonsystem verwendet. Die Stimulation von Conl Zellen mit den
Uberstanden von NPC, die zuvor mit TLR1-9 Liganden behandelt wurden, fiihrte
ausschlief3lich im Fall von TLR3 zu einer Suppression der HCV Replikation. Des
Weiteren fuhrte diese Stimulation zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors interferon

regulatory factor 3 (IRF3), der ein wichtiger Transkriptionsfaktor fur die Induktion von
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Interferonen (IFN) darstellt. Die Stimulation mit dem TLR3 Liganden Poly I:C flhrte in
allen drei Zelltypen zur Produktion von IFN-a, IFN-3, IFN-AL1 IFN-A2 und IFN-A3 sowie
von ISG. Zur ldentifikation von Mediatoren, die den antiviralen Effekt vermitteln,
wurden Experimente zur Neutralisation von Typ | und Typ Il Interferonen sowie
deren Rezeptoren durchgefihrt. Hierbei wurde festgestellt, dass der antivirale Effekt
Uber den Typ | IFN Rezeptor verlauft. Allerdings wurde durch die Neutralisation von
IFN-a und IFN-B der antivirale Effekt nicht aufgehoben, so dass nicht ausgemacht

werden konnte, welches Typ | IFN flr diesen Prozess verantwortlich ist.

Um den Einfluss der HCV Infektion auf die TLR Sensitivitat der NPC zu untersuchen,
wurden Zellen aus HCV infizierten Patienten mit Zellen aus nicht infizierten Patienten
verglichen. LSEC von HCV positiven Patienten reagierten auf die Stimulation mit
dem TLR3 Liganden Poly I:C mit einer gesteigerten Genexpression von IL-6, IFN-f,
IFN-A1, IFN-A2 und IFN-A3, wéhrend in KC und HSC lediglich geringe Unterschiede
im Fall von IL-6 und TNF-a festgestellt werden konnten.

Zusammengefasst konnten in der vorliegenden Arbeit humane Hepatozyten, KC,
LSEC und HSC mit einer hohen Zellzahl, einer hohen Reinheit und einer erhaltenen
physiologischen Aktivitat isoliert und kultiviert werden. Die kultivierten NPC zeigten
eine funktionierende TLR Signaltransduktion, die zur Produktion von
inflammatorischen Zytokinen und Interferonen fuhrte. Ein antiviraler Effekt wurde
ausschlie8lich nach der Stimulation des TLR3 vermittelt und scheint Uber die
Produktion von Typ | Interferonen zu verlaufen. Die hier dargestellten Erkenntnisse
geben Aufschluss Uber die Funktion der KC, LSEC und HSC in der Immunabwehr

und Immuntoleranz gegeniber dem HCV.
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