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1 Einleitung

Das Hepatitis C Virus (HCV) ist die Hauptursache fiir Leberzirrhose und Leberkrebs weltweit.
Nach Angaben der World Health Organization (WHO) sind ungefihr 3 Prozent der
Weltbevolkerung - mehr als 170 Millionen Menschen- mit dem Virus infiziert. Etwa 50
Prozent der Infektionen fithren zu chronischen Lebererkrankungen mit verschiedenen
klinischen Manifestationen, die von einem hauptséchlich asymptomatischen Carrier- Zustand
bis hin zu chronisch aktiver Hepatitis, Leberzirrhose und hepatozellulirem Karzinom fithren
konnen. Erstmals identifiziert wurde das Virus 1989 als Erreger der Non-A, Non-B Hepatitis
(Choo et al. 1989). Zur Zeit werden 6 Genotypen unterschieden, die in 76 bestitigte bzw.
vorgeschlagene Subtypen aufgeteilt werden (Simmonds et al. 2005). Die einzige momentan zur
Verfiigung stehende Therapie fiir chronische Infektionen ist die systemische Gabe von
pegyliertem Interferon-alpha (IFN-o) in Kombination mit Ribavirin. Jedoch wird ein
anhaltender Therapieerfolg nur bei 50 — 80 Prozent der Patienten erreicht, abhingig vom
Genotyp. Tatsidchlich ist eine chronische Infektion mit HCV die hiufigste Ursache fiir eine
Lebertransplantation.

Trotz der Entdeckung des Virus mit molekularbiologischen Methoden vor mehr als 15 Jahren
und der Sequenzierung des kompletten Genoms, sind das Wissen iiber dieses Virus und die
Eigenheiten der protektiven Immunantwort limitiert. Bis vor kurzem wurde die Forschung
durch das Fehlen eines robusten Zellkultursystems behindert, mit dem infektiose Viruspartikel
produziert werden konnten. Zudem steht lediglich der Schimpanse als Tiermodell zur
Verfiigung.

Nichtsdestotrotz konnten in den letzten Jahren immense Fortschritte erzielt werden und es
wurde viel iiber den Lebenszyklus des Virus, die Immunantwort und die Mechanismen, durch
die das Virus in der Lage ist, der Immunantwort zu entkommen, in Erfahrung gebracht. Im
Gegensatz dazu sind die Kenntnisse iiber die initialen Infektionsschritte des HCV noch in

weiten Teilen hypothetisch.

1.1 Taxonomie

HCV wurde als das einzige Mitglied des Hepacivirus Genus klassifiziert und gehort zur
Familie der Flaviviridae (aus dem Lateinischen: flavus = gelb). Die Flaviviridae beinhalten
drei Genera: die Flaviviren, die Pestiviren und die Hepaciviren. Zu den Flaviviren zdhlen u.a.

das Gelbfiebervirus, die Dengue Viren Typ 1-4, das West-Nile-Virus und das Japanische
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Encephalitis Virus. Das Classical-Swine-Fever-Virus und das Virus der bovinen Virusdiarrhd

sind charakteristische Vertreter der Pestiviren.

1.2 Genomorganisation

Das Hepatitis C Virus besitzt — so wie alle Mitglieder der Flaviviren — einen von einer
Hilllmembran umgebenen Partikel, der die in Plus-Strang Orientierung vorliegende RNA
enthilt. Im Fall von HCV weist sie eine ungefihre Linge von 9600 Nukleotiden auf. Das
Genom besteht aus einem langen, offenen Leserahmen (long open reading frame, ORF), der fiir
ein Polyprotein codiert, welches wiederum proteolytisch in eine distinkte Anzahl von
Produkten gespalten wird. Die Translation des HCV ORF wird iiber eine etwa 340 Nukleotide
lange 5° untranslatierte Region (UTR) eingeleitet, die die Funktion einer IRES-Sequenz
(internal ribosome entry site) hat, welche die direkte Bindung der Ribosomen nahe dem Start
Codon des ORF erlaubt (Tsukiyama-Kohara et al. 1992; Foy et al. 2005). Dies steht im
Gegensatz zur RNA der Flavi- und Pestiviren, die am 5’-Ende eine sogenannte Cap-Struktur
aufweisen.

Die Translation des ORF resultiert in einem Vorlduferpolyprotein, das co-und post-
translational, sowohl durch zelluldre als auch virale Proteinasen in 10 verschiedene Produkte
prozessiert wird (Bartenschlager & Lohmann 2000). Das erste Spaltprodukt des Polyproteins
ist das Core Protein, das die Hauptkomponente des Nukleokapsids bildet (Yasui et al. 1998).
Im Anschluss an das Kapsidprotein ist das El-Protein lokalisiert, ein glykosiliertes
Membranprotein mit einem Molekulargewicht von ca. 33 kD. Anschlieend folgen das zweite
Glykoprotein E2, ein kleines Protein, das p7 genannet wird und die Nichtstrukturproteine NS2
bis NS5B. In Abbildung 1.1 sind der Aufbau des HCV Genoms, so wie die Translation und

Polyproteinprozessierung schematisch dargestellt.
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Genome
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Abb. 1.1: Genomorganisation und Polyproteinprozessierung des Hepatitis C Virus. Das 9.6 kb positiv-Strang
RNA Genom ist schematisch ganz oben auf der Zeichnung dargestellt. Die IRES vermittelte Translation
fiihrt zu einem Polyprotein Vorldufer, der prozessiert wird in die maturen Struktur- und Nicht-
Strukturproteine. Uber jedem Protein sind die Aminosiure-Nummern abgebildet. Die schwarzen Rauten
indizieren die Spaltstellen fiir die ER-Signalpetidase. Die weile Raute bedeutet eine weitere Prozessierung
des Core-Proteins durch eine Signalpeptid-Peptidase. Die Pfeile deuten die Positionen an, an denen die
Spaltung durch die HCV NS2-3 und NS3-4A Protease erfolgt. Die Punkte unter E1 und E2 indizieren die
Glykosilierungen der Glykoproteine E1 und E2. Aus: (Moradpour et al. 2007b).

1.3 Die Strukturproteine von HCV

1.3.1 Das Core Protein

Beim Core Protein handelt es sich um ein RNA-bindendes Protein, bei dem man davon
ausgeht, dass es das virale Nukleokapsid bildet. Es konnte gezeigt werden, dass das mature
Core als Dimer in einer alpha-helicalen Form vorliegt und ein Membranprotein darstellt

(Boulant et al. 2005).

1.3.2 Die E1 und E2 Glykoproteine

El und E2 sind Typ I Transmembran (TM) Glykoproteine mit N-terminalen Ektodoménen von
160 bzw. 334 Aminosduren und einer kurzen C-terminalen Transmembrandoméne (TMD) von
ungefihr 30 Aminosduren. Die beiden Proteine setzen sich zu einem nicht-kovalenten
Heterodimer zusammen (Deleersnyder et al. 1997), wobei ihre Transmembrandoménen eine
wesentliche Rolle bei der Biogenese des E1E2 Heterodimers spielen (Op de et al. 2001). E1
und E2 sind zudem hoch glykosiliert, (Goffard & Dubuisson 2003).
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In der Sequenz des E2 Hiill-Glykoproteins wurden so genannte Hypervariable Regionen
(HVR) identifiziert (Weiner et al. 1991). Die Variabilitit dieser Region wird vermutlich durch
den Antikorper-Selektionsdruck des Immunsystems vorangetrieben. Es wurde auflerdem eine
zweite Hypervariable Region HVR2 beschrieben (Weiner et al. 1991), die wahrscheinlich an
der E2 Rezeptorbindung beteiligt ist (Roccasecca et al. 2003).

Die zwei Hiill-Glykoproteine E1 und E2 spielen eine wichtige Rolle bei verschiedenen
Schritten im Lebenszyklus von HCV. Sie sind essentiell fiir die Virusaufnahme (Bartosch &
Cosset 2006; Cocquerel et al. 2006) und sie sind beteiligt am Zusammenbau von infektiosen
Viruspartikeln (Wakita et al. 2005). Das E1E2 Heterodimer reprisentiert die virale
Komponente, die an der Oberflidche des HCV Partikels prisent ist und stellt aus diesem Grund

den optimalen Kandidaten als Ligand fiir zellulidre Rezeptoren dar.

1.3.3 Das p7 Protein

Das p7 Polypeptid ist innerhalb des HCV Polyproteins zwischen den Struktur- und den Nicht-
Strukturproteinen lokalisiert (Lin et al. 1994). Das p7 Polypeptid zeigt zumindest in
artifiziellen Membranen Ionenkanal-Aktivitdten (Griffin ef al. 2004). Neueste Untersuchungen
zeigen, dass p7 &dulerst wichtig ist fiir einen effektiven Zusammenbau (assembly) und die
Freisetzung der Virionen, primir in der spiten Phase des HCV Replikationszyklus (Steinmann
et al. 2007). Zudem spielt es fiir die Infektiositit des Virus eine essentielle Rolle (Jones et al.

2007).

1.4 Die Nicht-Strukturproteine von HCV: NS2, NS3, NS4A, so wie NS5A
und NS5B

Bei NS2 handelt es sich um ein integrales Membranprotein, das fiir den kompletten
Replikationszyklus sowohl in vitro als auch in vivo essentiell ist (Pietschmann et al. 2006;
Kolykhalov et al. 2000). NS2 spaltet autoproteolytisch zusammen mit NS3 an der Schnittstelle
zwischen NS2 und NS3 (Grakoui et al. 1993). Zudem ist es fiir die Infektiositdt der
Viruspartikel wichtig (Jones et al. 2007).

NS3 assoziiert nicht-kovalent mit NS4A, welches die Protease gegen proteolytische
Degradation stabilisiert. Die NS3-4A Protease ist fiir die Polyprotein-Spaltung der Region

»downstream® von NS3 verantwortlich, wobei diese Aktivitit fiir die Generierung von
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Komponenten des viralen RNA Replikationskomplexes essentiell ist (Lindenbach & Rice
2005).

AuBer seiner Rolle in der Prozessierung des Polyproteins wurde gezeigt, dass die NS3-NS4A
Protease verantwortlich fiir die Blockierung der IFN-Induktion ist, indem sie die IRF3
(Interferon regulatory factor 3) Phosphorylierung verhindert (Foy et al. 2003). Die NS3-NS4A
Protease greift hierbei sowohl in den TLR3/TRIF Signalweg (Li et al. 2005a) als auch in den
RIG-I Helicase Signalweg ein (Meylan et al. 2005; Lin et al. 2006; Li et al. 2005b).

Das integrale Membranprotein NS4B ist fiir die Verankerung des Replikationskomplexes an
Membranen verantwortlich (Hugle ef al. 2001; Moradpour et al. 2003). Bei NS5A handelt es
sich um ein Protein, welches fiir die HCV Replikation von zentraler Bedeutung ist (Appel et al.
2006). Zusitzlich zu seiner Rolle in der HCV Genomreplikation, ist NSSA wahrscheinlich an
der Modulation der Interferon Antwort beteiligt (Tan & Katze 2001). Das letzte Protein des
Polyproteins, NS5B, hat die Funktion der RNA-abhingigen RNA-Polymerase, welche die
katalytische Komponente der HCV Replikationsmaschinerie reprisentiert (Lohmann et al

1997).

1.5 HCYV Eintritt in die Zelle

Die kiirzlich entwickelten, funktionalen Modelle zur Untersuchung der frithen Schritte der
HCV Infektion, konnten zeigen, dass es sich um einen langsamen und komplexen
mehrschrittigen Prozess handelt, der das Vorhandensein von mehreren Faktoren beinhaltet, die
zum Eintritt des Virus in die Zelle beitragen. Vor allem die Entwicklung von HCV
Pseudopartikeln (Bartosch et al. 2003a) und dem Zellkultursystem fiir HCV (Wakita et al
2005) haben dazu beigetragen. Nichtsdestotrotz ist dieser Prozess in weiten Teilen noch

hypothetisch und beruht fast ausschlieflich auf der Benutzung von Modellsystemen.

1.5.1 CDS81 und HCV Eintritt in die Zelle

CD8l1, ein Mitglied der Tetraspanninfamilie, wurde als erster putativer Rezeptor von Pileri et
al. (1998) mit Hilfe von 16slichem HCV E2 (sE2 fiir soluble E2) identifiziert. CD81 enthilt vier
Transmembrandomaénen, kurze intrazelluldire Dominen und zwei extrazelluldre Schlaufen, die
als ,,small extracellular loop* (SEL) und als ,large extracellullar loop* (LEL) bezeichnet
werden (Abbl.3). Untersuchungen sowohl mit HCV Pseudopartikeln (HCVpp) als auch mit
dem Zellkultursystem fiir HCV (HCVcc; cc fiir cell culture) (Kap.1.12) haben eine Beteiligung
von CD81 an der HCV Aufnahme in die Zelle bestitigt (Zhang et al. 2004; Akazawa et al.
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2007). Die Bindungsstelle von CDS81 fiir E2 wurde innerhalb des LEL lokalisiert und
spezifische Aminosduren, die fiir diese Interaktion essentiell sind, konnten identifiziert werden
(Higginbottom et al. 2000; Drummer et al. 2002).

Die exakte Funktion fiir CD81 hinsichtlich der HCV Aufnahme ist noch nicht vollstindig
verstanden. Die Expression von humanem CD81 in nicht hepatischen Zelllinien vermittelt nicht
automatisch eine Infektion mit HCVpp, was zu der Annahme fiihrt, das noch andere Molekiile
fiir die HCV Aufnahme notwendig sind (Bartosch et al. 2003b). Zwar wird CD81 ubiquitér in
vivo exprimiert, jedoch ist das Tetraspanninnetz Zelltyp-spezifisch, weshalb unter anderem

auch nicht alle Zellarten, die CD81 auf ihrer Oberfliche besitzen, infiziert werden konnen.

1.5.2 Claudin-1 als Co-Rezeptor

2007 konnten Evans et al. Claudin-1 als neuen Co-Rezeptor fiir HCV identifizieren. Bei
Claudin-1 (CLDN1) handelt es sich um ein tight junction Molekiil, das sehr hoch in der Leber
exprimiert wird. Dieses Molekiil ist notwendig fiir die Infektion von humanen
Hepatomzellininien und ist von allen bisher beschriebenen Molekiilen, die an der HCV
Aufnahme beteiligt sind, das erste, das eine HCV Infektion von nicht-hepatischen Zellen
ermoglicht, wenn diese CLDN1 rekombinant exprimieren. Claudin-1 ist ein 211 Aminosduren
umfassendes Protein mit vier transmembranen Helices, intrazelluliren Amino- und Carboxyl-
Termini und zwei extrazelluldren Schleifen (loops; EL= Extracellular Loop) (Abb 1.3). Fiir die
Infektion mit HCVpp wurde das N-terminale Drittel vom EL1 von Claudin-1 als essentiell
identifiziert. Experimente mit blockierenden Antikorpern deuten darauf hin, dass CLDNI1 an
der spiten Phase der HCV Aufnahme beteiligt ist, nach Virus-Bindung und Interaktion mit dem
HCV Co-Rezeptor CD81. CD81, sowie die beiden anderen, fiir den Eintritt in die Zelle
wichtigen Molekiile sind in Abb 1.3. schematisch dargestellt.
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Abb. 1.2: Rezeptormolekiile fiir HCV. Schematische Darstellung von SR-BI, CD81 und Claudin-1. Abgebildet
sind jeweils die Transmembrandominen sowie bei SR-BI die neun Glykosylierungsstellen an der
extrazelluldren Schlaufe. SEL/LEL: small/large extracellulat loop. EL1/EL2: extracellular loop 1/2. Nach
(Helle & Dubuisson 2007)

1.5.3 SR-BI und HCYV Eintritt in die Zelle

Mit Hilfe von I6slichem E2 haben Scarselli et al. (2002) den humanen ,,scavenger receptor
class B type I (SR-BI) als weiteren moglichen Co-Rezeptor fiir HCV identifiziert. Bei SR-BI
handelt es sich um ein Glykoprotein, das an der Zelloberflache lokalisiert ist (Acton et al.
1994). Es besitzt zwei kurze zytoplasmatische Dominen und zwei membranspannende
Doménen, die voneinander durch eine grofle, extrazellulire Domine getrennt sind (Rhainds &
Brissette 2004a) (Abb 1.3). Der humane SR-BI weist 9 potentielle N-Glykoslierungsstellen auf
(Rhainds & Brissette 2004b). SR-BI ist ein physiologisch relevanter Lipoproteinrezeptor, der
fiir die Aufnahmen von Cholesterylestern aus High Density Lipoprotein (HDL) verantwortlich
ist (Rigotti et al. 1997).

Obwohl die Interaktion mit I6slichem E2 spezifisch ist (Scarselli et al. 2002), konnte bisher
keine direkte Interaktion zwischen SR-BI und dem EIE2 Hetererodimer gezeigt werden.
Untersuchungen mit HCV Pseudopartikeln (HCVpp) konnten aber eine Beteiligung von SR-BI
in der HCV Aufnahme bestétigen (Bartosch er al. 2003b; Voisset er al. 2005). Vorinkubation
der humnanen Hepatomzelllinie Huh-7 Zellen mit einem polyklonalen Antikorper gegen SR-
BI, konnte die Infektiositit von HCVpp reduzieren (Bartosch et al. 2003b). SR-BI wird in einer
Vielzahl von Sédugergeweben und -zelltypen exprimiert (Bartosch et al. 2003b; Rhainds &
Brissette 2004a), aber seine Expression ist vor allem in der Leber stark erhoht (Acton et al.
1996; Landschulz et al. 1996). SR-BI ist u.a. fiir HDL (high density lipoprotein) ein Rezeptor
(Acton et al. 1994). HDL wiederum erleichtert die HCV Infektion. Eine bestehende Theorie
hierzu ist, dass die HCV Partikel mit SR-BI und HDL interagieren, um speziell Mikrodoménen,
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die mit Cholesterol angereichert sind, anzusteuern, was wiederum die Aufnahme verbessert,
indem die Fusion mit der Membran erleichtert wird (Voisset et al. 2005; Dreux & Cosset

2006).

1.5.4 Weitere zelluliire Faktoren, die am Eintritt von HCV in die Zelle beteiligt sind

AuBer CD81, Claudin-1 und SR-BI sind noch weitere Molekiile beschrieben worden, die eine
wahrscheinliche Rolle beim Eintritt des Virus in die Zelle spielen. Hierzu zéhlen die C-Typ
Lektine L-SIGN und DC-SIGN. Sowohl fiir HCVpp als auch native HCV Partikel konnte
gezeigt werden, dass diese an Zellen binden, die L-SIGN oder DC-SIGN exprimieren (Gardner
et al. 2003; Pohlmann et al. 2003; Lozach et al. 2004). Da diese Molekiile aber nicht auf
Hepatozyten exprimiert werden, dienen sie zumindest fiir diese Zellen nicht als Rezeptoren.
HCV bindet in Serum an LDL (low density lipoprotein) und an VLDL (very low density
lipoprotein) (Andre et al. 2002). Bei nativen Partikeln, die aus HCV-infizierten Patienten
isoliert wurden, hat man festgestellt, dass der LDL Rezeptor die HCV Internalisierung
vermittelt, in dem er an Virion-assoziierte LDL Partikel bindet. Aus diesem Grund wurde der
LDL Rezeptor als putativer Rezeptor fiir HCV vorgeschlagen (Agnello et al. 1999;
Wunschmann et al. 2000).

Auch hoch-sulfatisiertes Heparansulfat steht in der Diskussion als initiale Stelle fiir die HCV
Anheftung und Konzentration auf der Zelloberfliche zu fungieren (Barth er al 2003). Fiir
verschiedene andere Viren, einschlieBlich der Flaviviren, konnte es als erste Bindungsstelle
identifiziert werden (Hilgard & Stockert 2000). Jedoch konnte, zumindest fiir HCV
Pseudopartikel, diese Annahme nicht bestitigt werden. In Abb. 1.4 ist das zur Zeit bestehende

Modell fiir die HCV Bindung und die Virusaufnahme in die Zelle zusammengefasst.
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Abb. 1.3: Aktuelles Modell fiir den HCV Eintritt in die Zelle. Zirkulierende HCV Partikel assoziieren mit low
und very low densitiy Lipoprotein (LP). An der Bindung des Virus und der Aufnahme konnten der low
density lipoprotein Rezeptor (LDLR), Glukosaminoglukane (GAG), SR-BL, CD81 und Claudin-1 beteiligt
sein. Claudin-1 fungiert in einem spdten Schritt der Aufnahme. Die Internalisierung des Virus erfolgt iiber
eine Clathrin-vermittelte Endozytose. Ansduerung des Endosoms induziert die Fusion mit dem HCV
Glykoprotein. Aus: (Moradpour et al. 2007b).

1.6 HCYV Lebenszyklus (Replikationszyklus)

Die priméren Wirtszellen fiir HCV sind Hepatozyten, jedoch konnte eine Replikation auch fiir
periphere Blut-Mononukleire Zellen (PBMNCs) und verschiedene B- und T-Zelllinien gezeigt
werden. Basierend auf den bis jetzt gewonnenen Erkenntnissen wurde fiir den HCV
Lebenszyklus folgendes Modell vorgestellt.

Im ersten Schritt binden die HCV Partikel an die Wirtszelle durch spezifische Interaktionen des
HCV Glykoproteins E2 mit einem bisher nicht identifizierten Rezeptorkomplex, der
wahrscheinlich CD81 einschlie3t. Nach der Adsorption an die Zelloberfliche gelangt das Virus
durch Clathrin-vermittelte Endozytose in die Zellen (Blanchard et al. 2006). Die
Endosomenmembran verschmilzt mit der des Virus, wodurch das Kapsid in das Zytoplasma
gelangt und die Plus-Strang RNA ins Zytoplasma freigesetzt wird. Abbildung 1.2 fasst den

HCV Lebenszyklus zusammen.
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Abb. 1.4: Lebenszyklus des Hepatitis C Virus. Virus-Bindung und Internalisierung (a); Freisetzung im
Zytoplasma und uncoating (b); IRES vermittelte Translation und Polyproteinprozessierung (c); RNA
Replikation (d);Verpackung und Zusammensetzung der viralen Partikel (e) Heranreifung der Virionen und
deren Freisetzung (f). Die Topologie der HCV Struktur und Nicht-Strukturproteine an der ER-Membran ist
schematisch dargestellt. Die HCV Replikation findet in einer speziellen Membranalteration statt, dem
Membranous web. Aus: (Moradpour et al. 2007b).

Durch Interaktion der IRES-Sequenz mit zelluldren Ribosomeneinheiten wird die Translation
initiiert. Das Polyprotein wird prozessiert und es bildet sich ein Membran-assoziierter
Replikationskomplex, der sich aus viralen Proteinen, replizierender RNA, umgewandelten
zelluldiren Membranen und zusétzlichen Wirtszellfaktoren zusammensetzt (Egger et al. 2002;
Gosert et al. 2003).

Die vorliegende Plus-Strang RNA wird durch die aus NS3-5B bestehende Replicase in Minus-
Strang RNA umgeschrieben, die wiederum als Matrize fiir die Bildung neuer Plus-Stringe
dient. Diese reprisentieren zum einen das RNA-Genom, zum anderen finden sie als mRNA fiir
die Synthese weiterer Virusproteine Verwendung. Uber Interaktion mit den Strukturproteinen
wird die Plus-Strang RNA ins Kapsid eingelagert. Die Partikel werden mit einer Hiillmembran
versehen, die sich durch so genanntes Budding in das Lumen der ER-Membran bildet und sich
anschlieend abgeschniirt. Nach Transport der Partikel durch den Golgi-Komplex erfolgt die

Freisetzung der neu gebildeten Viruspartikel aus der infizierten Zelle.

1.7 Modellsysteme zur Erforschung von HCV

Da bis zur Entwicklung des HCV Zellkultursystems JFH1 (Wakita et al. 2005) kein System zur
Verfiigung stand, mit dem man den vollstindigen Lebenszyklus des Hepatitis C Virus

untersuchen konnte, wurden verschiedene Modellsysteme entwickelt, mit denen Teilaspekte,
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wie der HCV Eintritt in die Zelle (entry) oder die Replikation untersucht werden konnten.

1.7.1 Das Replikon-System

Die Entwicklung des so genanten Replikonsystems stellt ein Meilenstein in der HCV
Forschung dar (Lohmann et al. 1999; Bartenschlager 2005). Der Prototyp des subgenomischen
Replikons benutzt einen definierten HCV Genotyp 1b Klon, der die Bezeichnung Conl trigt.
In diesem System wurde die Region fiir die Strukturgene durch die Sequenz, die fiir das
Neomycin-Phosphotransferase Gen codiert, ersetzt, so dass nur noch die Nichtstrukturgene von
HCV vorhanden waren. Mit Hilfe des Replikon-Systems war es moglich die HCV RNA
Replikation in vitro zu untersuchen, so wie wu.a. strukturelle Eigenschaften des
Replikationskomplexes und Virus-Wirtszellinteraktionen (Bartenschlager & Lohmann 2000;
Moradpour et al. 2007a).

Als kritisch fiir die Brauchbarkeit dieses Systems hat sich die Entdeckung von spezifischen
Aminosduresubstitutionen, d.h. Zellkultur-adaptiven Veridnderungen erwiesen, die die Initiation

der Replikation um ein Vielfaches erhohen (Blight et al. 2000).

1.7.2 Losliches HCV E2 Protein

Losliche, trunkierte Formen von E2 (sE2 fiir soluble E2), die an humane Zellen binden, wurden
benutzt, um Interaktionen mit verschiedenen zelluliren Oberflichenmolekiilen zu
identifizieren. Hierzu gehdren CD81 (Pileri et al. 1998) der Scavenger Rezeptor Class B Type 1
(SR-BI) (Scarselli et al. 2002) und das fiir dendritische Zellen spezifische intercellular
adhesion molecule3-grabbing nonintegrin (DC-SIGN) (Gardner et al. 2003; Lozach et al.
2003; Pohlmann et al. 2003).

1.7.3 HCYV Pseudopartikel

Ein groBer Fortschritt in der Erforschung des HCV Eintritts in die Zelle wurde durch die
Generierung von HCV Pseudopartikeln (HCVpp) erlangt, die aus unmodifizierten HCV
Hiillglykoproteinen, die in retrovirale Kapsidpartikel eingebaut sind, bestehen (Bartosch et al.
2003a; Drummer et al. 2003). Fiir einen retroviral basierten Ansatz hat man sich entschieden,
da deren Kapside in der Lage sind, eine Vielzahl an zelluldren und viralen Glykoproteinen zu
inkorporieren (Sandrin et al. 2002). Zusitzlich kénnen sie problemlos genetische Marker

verpacken und sie in Wirtszell-DNA integrieren (Negre et al. 2002). Extensive
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Charakterisierung der HCVpp zeigte, dass diese die ersten Schritte des HCV Lebenszyklus
imitieren. Auf die Produktion der HCV Pseudopartikel wird ausfiihrlich im Material- und

Methodenteil eingegangen.

1.7.4 HCYV Zellkultursystem (HCVcc)

Kiirzlich haben 3 voneinander unabhéngige Gruppen die Entwicklung eines stabilen in vitro
HCV Infektionssystems bekannt gegeben. Dieses sog. Zellkultursystem (HCVcc) basiert auf
der Transfektion der humanen Hepatomzellinie Huh-7 mit genomischer HCV RNA, die von
einem geklonten viralen Genom abstammt (Wakita et al. 2005). Dieses einzigartige HCV
Genom (JFH1), stammt von dem Blut eines Japaners mit fulminanter Hepatitis. Es repliziert
sehr gut in vitro und produziert zudem infektidse Partikel, die in Zellkultur passagiert werden

konnen (Lindenbach et al. 2005; Wakita et al. 2005).

1.7.5 1In vivo Modelle

Die einzige Spezies auler dem Menschen, die reproduzierbar von HCV infiziert werden kann,
ist der Schimpanse. Beim Schimpansen handelt es sich aber um eine bedrohte Spezies und auch

ethische Griinde machen seinen Einsatz nur duflerst limitiert moglich.

1.8 Leberschidigung durch HCV

HCV an sich ist nicht zytopathisch, das heil3t es zerstort selbst die Leber, z.B. bei der
Freisetzung neu gebildeter Virionen (Spengler & Nattermann 2007), nicht. Vielmehr wird die
Leberschiddigung durch die Viruserkrankung immunologischen, jedoch groBtenteils
hypothetischen Mechanismen zugeschrieben. Eine Theorie lautet, dass HCV spezifische
zytotoxische T Lymphozyten (CTL fiir Cytotoxic T Lymphocytes) HCV infizierten Leberzellen
angreifen, indem sie Apoptose iiber den Granzym B/ Perforin Signalweg induzieren
(zytolytischer Mechanismus). Die CTLs setzten auch den Fas Liganden und inflammatorische
Zytokine wie IFN-y und TNF-« frei. Die Freisetzung dieser 16slichen Effektormolekiile hilft
die Infektion zu kontrollieren, verursacht jedoch auch eine Zerstorung von nicht-infizierten
Leberzellen bei, indem HCV-unspezifische Lymphozyten die Leber infiltrieren und nicht-
infizierte Leberzellen schéddigen. Hier konnte vor Allem die Interaktion zwischen FasL und

Fas, so wie TNF-o und Perforin gezeigt werden (Ando ef al. 1997; Gremion et al. 2004).
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1.9 Therapie der HCV Infektion

Bei einer FErkrankung wird zur Zeit eine unspezifische immunstimulierende
Kombinationstherapie mit pegyliertem IFN-o¢ und dem Guanosin-Analogon Ribavirin,
angewendet, da spezifische, antiviral wirkende Medikamente noch immer nicht zur Verfiigung
stehen (Bacon & McHutchison 2007). Bei pegyliertem IFN-o ist ein makromolekulares
Polyethylenglycol (PEG) kovalent an rekombinantes IFN-a gebunden. Dies fithrt zu einem
besserem pharmakokinetischem Profil, z.B. ldngerer Halbwertszeit und einer hdoheren
Viruselimination (Glue et al. 2000; Zeuzem et al. 2000).

Bei dieser Kombinationstherapie erhilt man eine Ansprechrate von ca. 55 % (Bacon &
McHutchison 2007). Sie hingt unter anderem auch vom HCV Genotyp ab.

Das Ansprechen auf die antivirale Therapie gegen HCV kann in drei generelle Kategorien
unterteilt werden:

1) eine langfristig anhaltende antivirale Antwort (sustained virological response = SVR), die
zur Viruselimination fiihrt (viral clearance), 2) eine zunichst erfolgende erfolgreiche Therapie,
bei der aber nach Beendigung der Therapie der Patient einen Riickfall erleidet (end-of-
treatment response and relapse) und 3) Patienten, die gar nicht auf die Therapie ansprechen
(non-response) (Abb.1.5)

Ein Nicht-Ansprechen auf die Therapie (non-response) tritt bei etwa einem Drittel der
Patienten mit chronischer Hepatitis C auf. Hier fiihrt die Therapie weder zu einer
Unterdriickung der Replikation, die sich in einem raschen Abfall der Viruslast widerspiegelt,
noch zur Viruselimination von Virus-infizierten Zellen. Welche Faktoren hier vorliegen,
warum die Mechanismen von Interferon-ot und Ribavirin nicht addquat greifen konnen, ist

bisher nicht bekannt.
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Abb. 1.5: Virologische Antwort (response) auf die HCV Therapie. Verschiedene Muster der virologischen
Antwort wihrend der Interferon-o basierten Therapie der chronischen HCV. SVR: sustained virological
response. Aus (Feld & Hoofnagle 2005)

1.10 IFN induzierte Gene und ihre Wirkungsweise

IFN-a, das zu den Typ 1 Interferonen zusammen mit IFN-f, ® und A gehort, spielt eine
zentrale Rolle in der angeborenen antiviralen Immunantwort (Bekisz et al. 2004; Sen 2001).
IFN-o hat zwar potente antivirale Eigenschaften, jedoch wirkt es nicht direkt gegen das Virus
oder gegen den Replikationskomplex, sondern vielmehr induziert es sogenannte IFN-
stimulierte Gene (ISGs), die einen nicht-Virus spezifischen antiviralen Status in der Zelle
etablieren (Bekisz et al. 2004; Sen 2001). Dieser besteht u.a. in dem Abbau von viraler RNA
und der Inhibition der viralen Replikation sowie Transkription.

Zu den bisher am besten charakterisierten Genen, die durch IFN induziert werden, zidhlen die
Proteinkinase R (PKR), die 2’,5’-Oligoadenylat Synthetase (OAS) und RNase L, die RNA-
spezifische Adenosin Deaminase (ADAR1) und die Mx-Proteine (Samuel 2001).

Exogen appliziertes rekombinantes IFN-o bindet an zelluldre Rezeptoren und aktiviert diese,
was dann zur gleichen Signalkaskade fiihrt, wie sie bei endogener Produktion auftritt. Aus
diesem Grund wird angenommen, dass bei der IFN Therapie @hnliche Mechanismen wirken
wie bei endogenem IFN, wobei der grofere Effekt des exogen angewendeten IFN unter

anderem auf die hohere Konzentration im Organismus zuriickgefiihrt wird.
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1.11 Die Rolle von anti-inflammatorischen Zytokinen bei der HCV Infektion

HCV wird in der akuten Phase der Infektion selten komplett eliminiert, so dass die meisten
Patienten chronisch infiziert werden und eine chronische Hepatitis entwickeln. Es gibt immer
mehr Anzeichen dafiir, dass sowohl der Transforming Growth Factor-f (TGF-f) als auch
Interleukin-10 (IL-10) zur Aufrechterhaltung einer persistierenden viralen Infektion beitragen

(Ray et al. 2003; Hennig et al. 2007).

1.11.1 Die Rolle von Interleukin-10 bei der Infektion mit HCV

IL-10 ist ein Zytokin, das unter anderem das Zytokinprofil von T Helfer 1 (Thl)/ Th2 Zellen
beeinflusst und somit sowohl die angeborene als auch die adaptive Immunantwort auf eine
Infektion betrifft (Moore et al. 2001). Bei der HCV Infektion wird die Produktion von IL-10
induziert. Die erhohte IL-10 Produktion wiederum wird mit persistierender Virusinfektion,
einem hoheren Grad an Leberentziindung und der Tendenz Leberkrebs zu entwickeln in
Zusammenhang gebracht (Sobue er al. 2001).

IL-10 steht auch in der Diskussion, die Funktion von dendritischen Zellen durch IL-10
sekretierende natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) wihrend einer HCV Infektion
herunterzuregulieren (Kanto & Hayashi 2007). Zudem wurde die erhohte IL-10 Produktion
auch als ein moglicher Mechanismus vorgeschlagen, der zu einer ineffizienten CD4" T-Zell
Antwort beitrdgt (Gramenzi et al. 2005).

IL-10 inhibiert auerdem die Entwicklung und Aktivierung von NK-Zellen, die eine wichtige
Rolle bei der Bekdmpfung der HCV Infektion vor allem wihrend der akuten Phase spielen
(Biron et al. 1999).

Innerhalb der der IFN-a Therapie hat IL-10 moglicherweise autoregulatorische Funktionen

(Luik et al. 2004).

1.11.2 Die Rolle von Transforming Growth Factor-$ bei der HCV Infektion

Die Expression von TGF-3 wird ebenfalls mit einer persistierenden HCV Infektion und zudem
mit Leberfibrose assoziiert (Ray er al. 2003). Eine niedrigere TGF- Produktion hingegen
scheint mit einer verbesserten Viruselimination zu Korrelieren (Kimura et al. 2006). So wie IL-
10 ist auch TGF-B ein wichtiger Faktor in der Immunreaktion bei einer HCV Infektion, indem
es die Funktion von Immunzellen alteriert. TGF-J ist ein stark immunsuppresives Zytokin, dass

die Proliferation und Zytotoxizitit von NK-Zellen inhibiert (Rook et al. 1986). Diese wiederum
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spielen eine wichtige Rolle in der Bekidmpfung der HCV Infektion, vor allem wihrend der
akuten Phase. TGF-B scheint auch in die Suppression einer HCV spezifischen T-Zellantwort

involviert zu sein (Alatrakchi et al. 2007).

1.12 Das Dengue Virus

Das Dengue Virus (DEN) ist ein Mitglied des Genus Flavivirus innerhalb der Familie der
Flaviviridae. Analog zu HCV enthilt er ein etwa 10 kb langes positiv Strang RNA Genom, das
in einem mit einer Hiille umgebenden Nukleokapsid eingeschlossen ist (Westaway et al. 1985).
Die Lipidmembran enthélt ein Haupt-Hiillprotein (envelope protein), das mit einem zweiten M
(membrane-) Protein assoziiert vorliegt. In Einklang mit der Genomorganisation anderer
Flaviviren, enthélt die DEN RNA ein langes offenes Leseraster, das die genetische Information
fiir ein Polyprotein enthilt. Dabei liegen die Strukturproteine Core, E (envelope = Hiillprotein)
und prM (prM = precursor M, entspricht einem Vorlduferprotein) auf der N-terminalen Hilfte
und die Nicht-Strukturproteine (NS-Proteine) NS1-NS5 auf der C-terminalen Hilfte vor
(Falgout et al. 1989).

Im Gegensatz zum Hepatits C Virus, lidsst sich das Dengue Virus sehr gut in Zellkultur

vermehren (Hilgard & Stockert 2000).

1.13 Die Zielsetzungen dieser Arbeit

Das Zellkultursystem fiir Hepatitis C (HCVcc), mit dem es moglich ist, infektiose Hepatitis C
(HCV) Partikel zu generieren und den gesamten Lebenszyklus des Virus zu untersuchen, ist
erst kiirzlich publiziert worden. Zuvor wurden Modellsysteme benutzt, um Teilaspekte wie
Replikation oder Aufnahme des Virus zu untersuchen.

Zielsetzung dieser Arbeit war es, Modellsysteme zu generieren, um die molekularen
Mechanismen zu untersuchen, durch die das HCV seine Wirtszelle erkennt, an sie bindet und in
diese Zellen aufgenommen wird. Als erstes Modellsystem sollte ein chimérer Flavivirus,
bestehend aus den Nicht-Strukturproteinen von Dengue Virus (DEN) und den
Strukturproteinen von HCV kloniert werden und so die Generierung von chimidren HCV-DEN
Viruspartikeln erméglichen. Das Dengue Virus (DEN) weif3it alle typischen Charakteristika der
Flaviviren auf und ist in seiner Genomorganisation dem Hepatitis C Virus sehr dhnlich. Nach
Fertigstellung sollten die chiméren Viruspartikel zunidchst beziiglich ihrer Funktionalitit

charakterisiert werden. Begleitend bzw. alternativ sollte mit einem zweiten Modellsystem die
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rekombinante Expression der HCV Glykoproteine E1E2 in 293HEK Zellen und die
anschlieende Isolierung des Proteinkomplexes iiber einen fusionierten His-Tag mittels
Affinitdtschromatographie ermoglich werden. Mit Hilfe der chiméren Viruspartikel und dem
rekombinanten HCV Glykoprotein sollten neue potentielle Liganden fiir HCV identifiziert und

charakterisiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerite

Autoklav
BioPhotometer
Inkubator CO,-Auto-Zero

Thermocycler Gene Amp 9600

Elektrophorese Kammer

Sterilbank (Biological Safety Cabinet
Class II)

Zentrifuge 5810 R und 5415 R

iCycler iQ™ Real-Time Detection
Ultra-Turraxx T25

Power Supply Power Pack HC

Incubator Shaker innova 4000

Mikroskop
Wasserbad
ELISA Reader ELx808

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

15 ml Réhren

50 ml Réhren

Amersham Hyperfilm ECL

FACS Rohrchen (5 ml Polystyrene Round-
Bottom Tube BD Falcon)

15 ml Falcon Rohrchen

Petrischalen fiir LB-Agarplatten

Cellstar 6 Vertiefung -, 12 Vertiefung -, 24
Vertiefung Platten

Cellstar Tissue Culture Flask (non pyrogenic,
50 ml und 250 ml)

Gene Pulser Cuvette (0,4 cm)

Hybond-P Blotting Membran

Petrischalen fiir die Zellkultur
PharmAssure (0,45 um)-Sterilfilter
Pipetten (2, 5, 10 und 25 ml)
Pipettenspitzen 0,1 - 1000ul

BD Microlance 3 (0,9 x 40 mm) Kaniilen
BD Microlance 3 (0,4 x 19 mm) Kaniilen
Iml Spritze (Syringe without needle)
Spritzen 2ml, 5 ml, 10 ml (BD Discardit II)

Systec GmbH, Wettenberg
Eppendorf

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Perkin Elmer Life Sciences,
Waltham, USA

Bio-Rad

NuAire, Plymouth, USA

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad

IKA-Labortechnik

Bio-Rad

New Brunswick Scientific GmbH,
Niirtingen

Nikon GmbH, Diisseldorf

GFL, Burgwedel

BIO-TEK Instruments

Sarstedt

Sarstedt

GE Healthcare

BD Falcon Erembodegem Belgien

Falcon
Falcon
Greiner bio-one

Greiner bio-one

Bio Rad

GE Healthcare

Greiner bio-one

Pall Medical

Greiner bio-one

Starlab GmbH, Ahrensburg
Beckton Dickinson
Beckton Dickinson

Terumo Deutschland GmbH, Eschborn

Beckton Dickinson
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Whatman Papier Whatman

CryoTube 1,8 ml Nunc

2.1.3 Chemikalien

Amersham ECL Plus Western Blotting GE Healthcare

Detection Reagent

Agarose Sigma

Ampicillin Sigma

Bicine MP Biomedicals

Bis-Tris Roth

Bromphenol Blau Sigma )

BSA PAA, Pasching Osterreich
Chlorform Sigma

complete, EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail Tablets

complete, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor

Cocktail Tablets

Deoxycholic Acid

DEPC treated Water

DTSSP

Dynabeads Sheep anti-Mouse 1gG
Dynabeads Sheep anti-Rat IgG
EDTA

Ethanol

Ethidiumbromid

ExGen 500 in vitro Transfection Reagent
Fluoromount

G418 Sulphat

Glycerol

Halt™ Phosphatase Inhibitor Cocktail
HCl

HiPerFect Transfection Reagent
Igepal CA-630 (NP40)

Imidazol

Interferon-aA/D, Human recombinant
Isopropanol

LB Medium

LB-Agar Medium

Lipofectamine 2000
Magermilchpulver

Methanol

MOPS

NaCl

Oligofectamine

PMA

Protein A Agarose

Recombinant Human IL-10
Recombinant Human TGF-31
RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease

Roche

Roche

Sigma

Ambion

Pierce

Dynal (Invitrogen)
Dynal (Invitrogen)
Sigma

Riedel de Haen, Seelze
Sigma

Fermentas

Southern Biotechnology
PAA

Sigma

PIERCE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Qiagen

Sigma

Fluka

Sigma

Sigma

Q Biogene

Q Biogene
Invitrogen
Applichem
Riedel de Haen, Seelze
MP Biomedicals
Fluka
Invitrogen
Sigma
Calbiochem
PeproTech
R&D Systems
Invitrogen
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Inhibitor

RNase ZapWipes
SDS
B-Mercaptoethanol
Tris

Tris base

Triton X-100
Trizol

Trizol Reagent
Trypsin-EDTA
Tween 20

2.1.4 Enzyme

Restriktionsenzyme

EcoRI
Bsu36l
BsiWI
BamHI
Xbal
Sbfl
Hpal
Notl

Sonstige Enzyme

Antarctische Phosphatase
DNase I
T4 DNA Ligase

2.1.5 Verwendete Kits:

DC Protein Assay Kit II

EndoFree Plasmid Maxi Kit

HiSpeed Plasmid Maxiprep System
Luciferase Assay System

MEGAscript High Yield Transcription Kit
mMESSAGE mMACHINE T7 Ultra
OneStep RT-PCR Kit

PureYield Plasmid Midiprep System
QuantiTect SYBR Green PCR Kit
QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit
QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis
Kit

Rneasy Mini Kit

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

Ambion

MP Biomedicals
Sigma

Sigma

MP Biomedicals
Sigma
Invitrogen
Invitrogen

PAA

Sigma

Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
Fermentas
NEB (New England Biolabs)
Fermentas

New England Biolabs
Roche
Invitrogen

Bio-Rad
Qiagen
Qiagen
Promega
Ambion
Ambion
Qiagen
Promega
Qiagen
Qiagen
Stratagene
Qiagen
Promega

Promega
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Wizard SV Genomic DNA Purification

System

Promega

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Bakterienstimme

Im Verlauf der Arbeit wurden drei Escherichia coli Stamme verwendet, die in der Tabelle 2.1

aufgelistet sind.

Tabelle 2.1: Verwendete Bakterienstimme. Die Bakterien wurden von Invitrogen bezogen. Die Stbl2
kompetenten Zellen besitzen zusitzlich zu recAl eine einzigartige Komposition an genetischen Markern,
die die Klonierung von direct repeat und retroviralen Sequenzen méglich macht.

Stamm Genotyp Eigenschaften

E. coli DH50 |F ®80lacZAM15 (lacZY A-argF) U169 | Geeignet fir alle

(Invitrogen) recAl endAl hsdR17 (ry-, my+) phoA | Standardklonierungen
supE44 A" thi'l gyrA96 relAl

E. coli Stbl2 | FmerA A (mcrBC-hsdRMS-mrr) recAl | Speziell fiir die Klonierung

(Invitrogen) endAllon gyrA96 thi supE44 relAl A" |von instabilen Sequenzen
A(lac-proAB) geeignet

XL10-Gold Tet® A(mcrA)183 A (mcrCB-hsdSMR-mrr) | Ethoht die

ultracompetent  cells | 173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 | Transfektionseffizienz

(Stratagene, Kit fiir| re/A] lac Hte [F’ proAB lacl’ZAM15 Tni0|ligierter DNA,  speziell

QuikChange 1II Site-
Directed Mutagenesis
Kit)

(TetY)Amy Cam® |

Verwendung nach Site-
directed Mutagenesis

2.2.2 Steriles Arbeiten

Alle Nihrmedien, Losungen und sonstige Arbeitsmaterialien wie Reaktionsgefidfle oder
Pipettenspitzen, wurden fiir 20 Minuten bei 120°C unter Dampfdruck (Druck 2 bar)
autoklaviert. Thermolabile Substanzen wie beispielsweise Ampicillin, wurden durch Filtration

durch einen 0,2 pm oder 0,45 um Sterilfilter dekontaminiert.

2.2.3 Anzucht und Lagerung von E.coli

Sofern nicht anders angegeben orientieren sich die Methoden an (Sambroock J et al. 1989).

Die Anzucht der Bakterien erfolgte routinemifig in LB-Medium. Diesem wurde, um
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Selektionsdruck auf die Plasmid-tragenden Bakterien auszuiiben, das entsprechende
Antibiotikum in definierten Mengen zugefiigt.

Die Bakterien wurden bis zu vier Wochen auf LB-Agarplatten bei 4°C gelagert. Fiir eine
Langzeitlagerung wurden 15 % Glycerin Kryokulturen verwendet, welche in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert wurden.

2.2.4 Kompetente E.coli Zellen

Kompetente E.coli Zellen fiir die Transformation von Plasmid-DNA wurden von der Firma
Invitrogen bezogen. Hierbei handelte es sich um One Shot MAX Efficiency DH5a
Competent Cells und MAX Efficiency Stbl2 Competent Cells. Der Genotyp ist unter 2.2.1

beschrieben.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Medien und Reagenzien fiir die Kultivierung humaner Zellen

Alle humanen Zelllinien wurden in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) kultiviert.
Weitere Reagenzien und Puffer, die in der Kultivierung humaner Zellen verwendet wurden,
waren D-PBS zum Waschen und Trypsin-EDTA zum Ablosen der adhirent wachsenden
Zellen. Alle verwendeten Medien und Reagenzien fiir die Zellkultur wurden, wenn nicht

anders angegeben, von der Firma PAA bezogen.

2.3.2 Verwendete Zelllinien:

Tabelle 2.2: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft
Huh-7 humane Hepatom-Zelllinie; (Nakabayashi et al. 1984)
293T SV40-T-Antigen-transformiertes Derivat der humanen, embryonalen
Nierenzelllinie 293 (ATCC CRL-1573) (DuBridge et al. 1987)
Humane, embryonale Nierenzelllinie, transformiert mit Adenovirus Typ5
293HEK
(Graham et al. 1975)
Humane hepatozellulidre Karzinomzelllinie; DSMZ Nr.: ACC 180; (Aden et
HepG2
al. 1979)
Humane Zervixkarzinomzelllinie stabil transfiziert mit CEACAMI, 3, 5, 6,
Hela 7 und CEACAMS; diese Zellen wurden freundlicherweise von Dr.
,,CEACAM*“ Bernhard B. Singer, Institut fiir Anatomie I am Universititsklinikum Essen
(AG Prof. S. Ergiin) zur Verfiigung gestellt
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2.3.3 Passagieren von Zellen

In Kultur gehaltene Zellen wurden bei Erreichen einer Konfluenz von 70 — 90% passagiert.
Hierzu wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA abgeldst und 1/5 in eine neue Zellkulturflasche
iiberfiihrt.

2.3.4 Einfrieren von Zelllinien

Eukaryontische Zellen lassen sich einfrieren und dauerhaft in fliissigem Stickstoff lagern. Die
dafiir vorgesehenen Zellen wurden, ausgehend von einer ca. 80 % konfluenten 75 cm’
Kulturflasche mit Trypsin abgelost. Nach Zugabe des entsprechenden Kulturmediums wurden
die Zellen durch Zentrifugation pelletiert (300 x g, 3 min, 4°C). Das Pellet wurde in 10 ml
Medium ohne Zusitze resuspendiert (Waschen der Zellen ) und dann erneut zentrifugiert
(s.0.) Das daraus entstehende Zellpellet wurde in 2 ml Einfrier-Medium, bestehend aus 70%
Medium, 20% FCS und 10 % DMSO, sanft resuspendiert und je 0,5 ml der Zellsuspension in
Cryorohrchen gefiillt. In einer Isopropanol gefiillten Einfrierbox wurden die Zellen im -80°C
Gefrierschrank durch langsame, kontinuierliche Temperaturerniedrigung bis auf -70 C°C
abgekiihlt. Nach 24 Stunden, wurden die in den Kryogefilen gefrorenen Zellen zur
Dauerlagerung in den Stickstofftank transferiert.

Zur Reaktivierung der Zellen wurden diese schnell bei 37 C° aufgetaut und sofort in

eine Zellkulturflasche mit warmem Medium iiberfiithrt. Nach etwa 4 Stunden wurde das

Medium gewechselt.

Einfrier-Medium:

70 % Medium
20 % FCS
10 % DMSO

2.3.5 Stimulation von Huh-7 Zellen mit IFN-a, TGF-f und IL-10

Fiir die Stimulation von Huh-7 Zellen mit den Zytokinen IFN-a, TGF-f oder IL-10 wurden
die Huh-7 Zellen 24 Stunden vor Beginn der Stimulation ausgesiht, so dass sie zum Zeitpunkt
der Stimulation etwa 50% konfluent waren. IFN- o wurde, wenn nicht anders beschrieben, in

100 Einheiten (E)/ ml, TGF-f in 1 ng /ml und IL-10 in 5 ng /ml eingesetzt.
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Zellen wurden entweder in Zellkulturschalen mit 24 Vertiefungen zu je 40.000 Zellen je
Vertiefung, in Schalen mit 12 Vertiefungen zu je 50.000 Zellen je Vertiefung oder in 10 cm
Petrischalen zu je 1,2 x 10° Zellen ausgesiht.

Wenn es sich nicht um Zeitkinetiken handelte, wurden die Zellen stets 48 Stunden mit dem

Zytokin inkubiert.

2.3.6 Produktion von Pseudopartikeln

Fiir die Produktion von HCV Pseudopartikeln wurden 293T Zellen mit 3 Expressionsvektoren
transfiziert. Das erste Plasmid (Plasmid 1) codiert fiir die retroviralen Gag und Pol Proteine.
Gag Proteine sind fiir das Budding der Partikel an der Plasmamembran und die Einkapselung
der RNA iiber die spezifische retrovirale Enkapsidierungssequenz (y) verantwortlich. Der
zweite Vektor (Plasmid 2) besitzt eine Y Sequenz, die seine Verpackung ins Kapsid garantiert
und codiert fiir das Reporterprotein Luziferase. Dieser Vektor enthélt zudem noch retrovirale
Sequenzen, die fiir die reverse Transkription der genomischen RNA in provirale DNA und fiir
die Integration der proviralen DNA in die genomische DNA der Wirtszelle zustéindig ist. Fiir
diese Integration ist das retrovirale Protein Pol, das durch den ersten Vektor codiert wird,
verantwortlich. Der dritte Vektor (Plasmid 3) enthilt die Sequenz fiir die HCV Glykoproteine
El und E2, die fiir den Zelltropismus und die Fusion der HCV Pseudopartikel mit der
Zellmembran der Zielzelle verantwortlich sind.

Pseudopartikel wurden durch Transfektion von 293T Zellen mit den Plasmiden phCMV-5349
(gag-pol; Plasmid 1), pTG-Luc126 (Protein Firefly Luziferase; Plasmid 2) und pCDNA 3.1
E1E2 (Protein E1E2, H77 strain, Genotyp la Plasmid 3) bzw. phCVM VSV-Gpp
(Glykoprotein vom Vesikular Stomatitis Virus) generiert. Um Partikel ohne Glykoprotein
herzustellen, wurden nur die ersten beiden Plasmide transfiziert.

Hierzu wurden 293T Zellen 24 Stunden vor der Transfektion in 10 cm Zellkulturschalen mit
je 1,2 x 10° Zellen ausgesiht, so dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion 40-50 % konfluent
waren. Fiir die Co-Transfektion mit den verschiedenen Plasmiden wurde 2 pg jeden Plasmids
in 300 pl 0,9 % NaCl verdiinnt. AnschlieBend wurde das in 300 ul 0,9 % NaCl verdiinnte
Transfektionsreagenzes ExGen 500 (24 ul ExGen 500 in 300 ul 0,9 % NaCl) dazugegeben
und gemischt. Es folgte eine 20 miniitige Inkubation bei RT. Wihrend der Inkubationszeit
wurde das Medium auf den 293T Zellen durch 5 ml OptiMEM ersetzt. Dann wurde der
Transfektionsansatz tropfenweise auf die Zellen gegeben und bei 37°C inkubiert. 6 Stunden

nach der Transfektion wurde das Medium durch 10 ml DMEM ersetzt.
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Nach 72 Stunden wurde der Uberstand, in welchem sich die Pseudopartikel befanden, mit
einer Spritze abgesaugt und durch einen Filter (Porengréfe 0,45 um) steril filtriert. Die

Partikel wurden bei 4°C gelagert und konnten bis zu 14 Tage verwendet werden.

Plasmid 1 Y Plasmid 2
+ t t
Plasmid 3 PBS PPT

8 CMV' CEHOVRENEST Transfektion

Produktion von
Gag-Pol E1E2 Pseudopartikeln

Infektion

Quantifizierung von aktiver
Luziferase

Abb. 2.1: Produktion von HCV Pseudopartikeln. Schematische Darstellung der Generierung von HCV
Pseudopartikeln. Abgebildet sind die drei Plasmide mit deren jeweiligen Besonderheiten (Plasmid 1: gag-pol,
Plasmis 2: LTRs und Luziferase und Plasmid 3: HCV E1E2 Glykoproteine). Die Generierung findet in 293T
Zellen statt. Fiir die Infektion werden Huh-7 Zellen benutzt. LTR: long terminal repeat; PBS: Primer binding
site; PPT: Polypurin Track). Aus (Voisset & Dubuisson 2004), modifiziert.

2.3.7 Luziferase-Assay zur Quantifizierung der Infektiositiat der Pseudopartikel

Die Infektiositdt der Pseudopartikel wurde mit Hilfe des Luziferase Assays quantifiziert.
Hierzu wurden Huh-7 Zellen in Schalen mit 24 Vertiefungen zu je 40.000 -50.000 Zellen
einen Tag vorher ausgesiht. Zu den Zellen wurden dann 200 pl frisches Medium und 50 pl
der Pseudopartikel gegeben. Nach 4 stiindiger Inkubation im Zellkulturschrank, wurde der
Uberstand gegen 500 pl frisches Medium ausgetauscht. Nach 72 Stunden wurde der

Luziferase-Assay mit dem Luziferase Assay System von Promega nach Angaben des
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Herstellers durchgefiihrt. Alle Versuche, die mit Luziferase Assay ausgewertet wurden, sind

in Triplets durchgefiihrt worden.

2.3.8 DNase I Behandlung von Pseudo-Partikeln

Um potentielle, aus der Transfektion der 293T Zellen stammende Plasmid-DNA Reste zu
entfernen, wurde dem Pseudopartikel enthaltendem Uberstand DNase I in einer Konzentration
von 300 E /ml zugesetzt. Nach 30 miniitiger Inkubation bei 37°C wurden die Partikel direkt

zur Infektion der Zellen eingesetzt oder bei 4°C gelagert.

2.3.9 Antikorper-Blockierung von CEACAM1 auf Huh-7 Zellen

Um CEACAMI1 auf der Oberfliche von Huh-7 Zellen zu blockieren, wurden 24 Stunden vor
Beginn des Versuchs, Huh-7 Zellen in Schalen mit 12 Vertiefungen zu 50.000 Zellen je
Vertiefung ausgesiht, so dass sie fiir das Experiment 60-70 % konfluent waren. Fiir die
Antikorperblockierung wurden die Zellen mit 200 ul Medium mit entsprechendem Antikdrper
(5 pg /ml) fir 5 Minuten vorinkubiert. Dann wurden 300 pl der Pseudopartikel, die zuvor
ebenfalls mit Antikdrper (5 pg /ml) inkubiert worden waren, zu den Zellen dazu gegeben.
Nach 4 Stunden Inkubation bei 37°C (Zelkulturinkubator), wurde genomische DNA isoliert

und das Ergebnis mit Realtime PCR ausgewertet.

2.4 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Methoden nach (Sambroock J er al. 1989)

durchgefiihrt.

2.4.1 Verwendete Plasmide

Tabelle 2.3: Verwendete Plasmide

Plasmid Eigenschaften Verwendung Herkunft
pBluescript | Ampicillin-Resistenz, T7- | Subklonierung der Fragmente 1- Stratacene
1T KS+ Promotor, high copy Vektor 3 fiir chiméres Konstrukt g

Subklonierung aller instabilen, | Geschenk von Prof. Dr.
zur Rekombination neigenden | Charles M. Rice, Center
Sequenzen (DEN NS1-3’UTR) | for the Study of Hepatitis
und dem Full length chimdren | C, Rockefeller University,
Konstrukt New York, USA

Ampicillin-Resistenz, T7-
Promotor regulierte
Expression. ,,Jow-copy*
Plasmid (Ruggli et al. 1996)

pACNR1180

pCDNA 3.1/ | Ampicillin Resistenz, G418 . .
V5-His© Resistenz,  eukaryontischer Expression von HCV EIE2 in

Invitrogen
TOPO® TA | Expressionsvektor 293HEK Zellen

HCV FL | HCV Genotyp la Konsensus | Template  fiir alle HCV | Geschenk von Prof. Dr.
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/p90

Sequenz (H77) (Kolykhalov
et al. 1997)

Sequenzen

Charles M. Rice, Center
for the Study of Hepatitis
C, Rockefeller Uni-
versity, New York, USA

Full-length  Sequenz  von Geschenk von Dr. Barr
DEN FL in | Dengue-1 Virus Western | Template fiir alle Dengue Virus Faleout. FDA Béthes day
pRS424 Pacific Strain, 74 Strain (Puri | Sequenzen gout, ’ ’
et al. 2000) Maryland, USA
EIAI\EI:?’\;_ Plasmid, das die EMCV- | Template fiir die EMCV-IRES | Geschenk von Prof. Dr.
IRES IRES Sequenz enthilt Sequenz Charles M. Rice (s.0.)
Eukaryontischer Expressions- Eines der drei Plasmide zur Geschenk von Jean
pCDNA- 3.1 | vektor mit der Sequenz fiir Generierun der HCV Dubuisson, Institut de
HCV E1E2 das HCV E1E2 Glykoprotein Pseudo artigkel Biologie de Lille,
(H77 strain, Genotyp 1a) p Frankreich
Eukaryontischer Eines der drei Plasmide zur ﬁurB\;retr(flSlcg}? I;ige;tegto;o;
pTG-Luc126 | Expressionsvektor; codiert fiir | Generierung der HCV (INSERM U412 ’ Lvon
Firefly Luziferase und LTRs Pseudopartikel . ’ yon,
Frankreich)

. . Zur Verfiigung gestellt von
phCMV- 5;115 iﬂy(;r;t&ﬁgﬁe;ﬁfgges;l(_)n(s)i Eines der drei Plasmide zur | B. Bartosch and F. Cosset
5349 El ’ ) gagp Generierung der Pseudpartikel (INSERM U412, Lyon,

emente Frankreich)

Eukaryontischer Zur Verfiigung gestellt von
phCMV- Expressionsvektor, codiert fiir Generierung von VSV-G B. Bartosch and F. Cosset
VSV-G das  Glykoprotein  vom £ PP (INSERM U412, Lyon,

Vesikular Stomatitis Virus Frankreich)
pcDNA3.1 Geschenk von Dr.
CEACAMI1- Eukaryontm;her ]?xpressmns— Uberexpression von CEACAM1 B"ernhard Singer .( Institut
4L vektor, codiert fiir humanes | . Huh-7 Zell fiir Anatomie I
(CEACAM1 | CEACAMI-4L Rl facten Universititsklinikum
Plasmid) Essen)

. . Geschenk von Dr.
pcDNA3.1 + E:Ii(gryoﬁgffe};egfég ;Zfls(;on;; Mock-Transfektion, ~ Kontrolle | Bernhard Singer ( Institut
neo (Mock CEACAMI If)’lasmi d  aber fur die Uberexpression von | fiir Anatomie I
Plasmid) ohne Tnsert CEACAMI1 und ISG15 Universititsklinikum

Essen)
?):;6]: AG- S:liirryon(tli%lg AE:))XPTSISCS;)(;IIFS)- Uberexpression von ISG15 in | Zur Verfiigung gestellt von
ISG15 codiert fiirpIS G15 > | Huh-7 Zellen R.M. Krug (Austin, USA)

2.4.2 Anhiingen von 3 Uberhingen nach Amplifikation fiir Klonierung in

pcDNA3.1/V5-His-TOPO

Um eine erfolgreiche Klonierung der PCR Produkte in den TOPO TA Klonierungsvektor zu

ermoglichen, wurden nach Beendigung der eigentlichen PCR 3"Adenine nachtréiglich

angefiigt. Hierzu wurde nach Beendigung der PCR, 1 Einheit Tag Polymerase je Ansatz dazu

gegeben und der Ansatz bei 72°C 10 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz auf

Eis abgekiihlt und direkt in den TOPO TA Klonierungsvektor ligiert.
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2.4.3 Klonierung von HCV E1E2 in pcDNA3.1/V5-His TOPO TA

Das mit Hilfe von PCR (2.4.14) generierte Fragment HCV E1E2 wurde in den pcDNA3.1
/V5-His TOPO Vektor (der aus dem pcDNA3.1/V5-His TOPO TA Expression Kit stammte)
kloniert. Dieser Vektor liegt linearisiert vor und hat einzelne Desoxythymidinreste, die am
3°-Ende iiberhingen. So konnten PCR-Fragmente, an die am 3"-Ende -einzelne
Desoxyadenosinreste angehingt worden waren, mit dem Vektor ligiert werden. Diese
Ligation wurde von der Topoisomerase I katalysiert, die kovalent an den Vektor gebunden

ist.

2.4.4 Dephosphorylierung von Plasmid DNA

Die Dephosphorylierung erfolgte mit der Antarctischen Phosphatase von New England
Biolabs (NEB) und wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.4.5 Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer (50x):

2 M Tris Base
1 M Essigsdure
50 mMEDTA, pH 8

6 x Probenpuffer:

40 % (w/v) Sucrose
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylenxyanol

Zur Analyse oder Priparation von definierten DNA-Fragmenten, wurde die DNA einer

horizontalen Agarosegelelektrophorese in einem TAE-Puffersystem (40 mM Tris-Acetat,
1 mM EDTA, pH 8) unterzogen. Die Agarosekonzentration variierte in Abhéngigkeit von der
GroBe der zu trennenden Fragmentldngen zwischen 0,6 — 2,0 Prozent. Die Visualisierung der
verschiedenen DNA-Banden imAgarosegel erfolgte durch Ethidiumbromid (0,5 pg /ml), das
in DNA interkaliert und bei Bestrahlung mit UV-Licht im sichtbaren Bereich (590 nm)
fluoresziert. Zur Groflenbestimmung wurden die unten abgebildeten Standards als Referenz

herangezogen. Die angelegte Spannung betrug 6V /cm Elektrodenabstand.

Zur Bestimmung der DNA-Fragmentgro3e wurden die folgenden Marker verwendet:



Material & Methoden 38

— 1031 . g}ggqo
g — 2000
s g0 — G000
800 — 5000
— 700 — 4000
— 600 — 3000
500 — =00
o — 2000
— 400 — 1500
— 300
— 200
— 100
— 80
1 Kb Plus DNA Ladder MassRuler DNA Ladder MassRuler DNA Ladder ADNA/EcoRIHindIll
(Invitrogen) Low Range (Fermentas) High Range (Fermentas) (Fermentas)

2.4.6 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die priparative Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach der Elektrophorese wurde mit Hilfe
des Gelextraktionskits Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System der Firma Promega

durchgefiihrt. Dabei wurde die Vorschrift des Herstellers in allen Punkten eingehalten.

2.4.7 Formaldehyd Agarosegel-Elektrophorese

Nach Generierung der run-off Transkripte wurde zur Uberpriifung der korrekten
FragmentgroBe und Integritit der entstandenen RNA-Transkripte eine analytische
Gelelektorphorese mittels eines denaturienden Agarosegels durchgefiihrt. Fiir das
Formaldehyd-Agarosegel wurden immer 50 ml Gel angesetzt, wobei die Konzentration an
Agarose stets 1 % betrug. Fiir das Gel wurden 5 ml 10 x FA Gelpuffer, 0,5 g Agarose und
RNase freies Wasser zusammen aufgekocht. Die Mixtur wurde anschlieBend in einem
Wasserbad auf etwa 65-70°C abgekiihlt und dann 0,9 ml einer 37% Formaldeyd-Losung
(12,3 M), sowie 0,5 pl Ethidiumbromid (Stocklosung 10 mg /ml) dazu gegeben. Vor
Beladung des Gels mit den RN A Proben, wurde das Gel fiir mindestens 30 Minuten in 1 x FA
Gel-Laufpuffer dquilibriert.

Die RNA-Proben wurden vor der Elektrophorese mit einem Volumen 5 x RNA Ladepuffer

versetzt, zur Denaturierung 5 Minuten bei 65°C inkubiert und anschlieend auf Eis abgekiihlt.
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Das Gel lief bei einer Spannung von 50 Volt so lange, bis die Bromphenolblau Front etwa 2/3
des Gels passiert hatte. Die RNA Banden wurden anschlieBend durch UV-Licht bei einer
Wellenldnge von 254-366 nm in einem Geldokumentationssystem sichtbar gemacht.

Verwendete Puffer:

1 x FA Gelpuffer:

20 mM MOPS

5 mM Natriumacetat
1 mM EDTA

pH 7.0

1 x FA Gel-Laufpuffer:

1 x FA Gelpuffer
2,5 M Formaldehyd

5 x RNA Ladepuffer:

0,25 % Bromphenolblau
4mM EDTA

09M Formaldehyd

20 %  Glycerol

30,1 % Formamid

4 x FA  Gelpuffer

2.4.8 Restriktion von DNA

Analytische Restriktionen enthielten 0,5 und priparative 3 pg DNA. Das Reaktionsvolumen
betrug in der Regel 20 — 40 pl und die Reaktion wurde beziiglich der Enzymmenge und

Temperatur gemil} den Herstellerangaben fiir 1 — 4 Stunden durchgefiihrt.

2.4.9 Ligation

Die Ligation von zuvor restringierten Vektor -und Insert-DNA-Fragmenten erfolgte meist in
einem 20 pl Ansatz, wobei das Vektor/Insert-Verhiltnis zwischen 1:3 und 1:10 variierte. Es
wurden zwischen 50 und 200 ng linearisiertem Vektor und ein 3-5 facher molarer Uberschuf3
an Insert-DNA eingesetzt.

Das einzusetzende Volumen von Vektor und Insert-Losung wurde durch Vergleich der
Fluoreszenz-Intensitit im zuvor angefertigten Agarosegel bestimmt. Die Ligation wurde mit 1
Einheit T4 DNA Ligase von Invitrogen fiir 2-4 Stunden bei RT oder iiber Nacht bei 16°C
durchgefiihrt
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Neben dem eigentlichen Reaktionsansatz wurde jeweils noch eine Ligationskontrolle

angefertigt, die nur den Vektor ohne das gewiinschte Insert enthielt.

2.4.10 Transformation

Die Transformation erfolgte im Allgemeinen in DHS5-o0 kompetente Zellen der Firma
Invitrogen. Das fertiggestellte chimire Konstrukt, so wie alle Transformationen, bei denen die
Nicht-Struktur Gene von Dengue kloniert bzw. transformiert worden waren, wurden in Stbl2
kompetente E.coli (Invitrogen) transformiert. Alle klonierten DEN Sequenzen wurden bei
30°C kultiviert (anstelle von 37°C), um eine Rekombination der Sequenzen zu verhindern.

Die Transformationen erfolgten nach Angaben des Herstellers.

2.4.11 Miniprip

Plasmid DNA aus einer 5 -10 ml Bakterienkultur wurde mir dem Wizard® Plus Minipreps

DNA Purification System von Promega genau nach Angaben des Herstellers isoliert.

2.4.12 Maxiprip

Fiir eine Priparation von Plasmid DNA im groen MafBstab (100-500 ml) wurde das
PureYield™ Plasmid Midiprep System von Promega verwendet. Fiir die Priparation ab einem
Kulturvolumen von 200 ml wurden die Angaben im Manual entsprechend hoch skaliert.

Die Priparation der Plasmide, die fiir die Transfektion in Huh-7 Zellen isoliert wurden,
mussten mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit von Qiagen isoliert werden. Diese Zellen
reagieren dullerst sensibel auf Endotoxine und, starben nach Transfektion mit Plasmid DNA,

die mit dem PureYield Kit isoliert worden war.

2.4.13 Isolation von genomischer DNA

Genomische DNA wurde mit dem Wizard® SV Genomic DNA Purification System vom
Promega isoliert. Hierbei wurde das Protokoll ,,IV. Isolation of Genomic DNA From Tissue
Culture Cells im Manual genau befolgt. Fiir die Isolation wurden immer zwei Vertiefungen

aus einer Schale mit 12 Vertiefungen vereinigt und in 200 pl eluiert.
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2.4.14 PCR

PCRs wurden im Thermocycler Gene Amp 9600 (Perkin Elmer Life Sciences,
Waltham /USA) durchgefiihrt.

Da stets eine priparative Amplifikation von codierenden Bereichen durchgefiihrt wurde,
wurde die Pfu-Polymerase verwendet, die im Gegensatz zur Taq-Polymerase eine
Korrekturlesefunktion (3'—5'-Exonuklease-Aktivitidt) besitzt. Wichtige Parameter wie die
Anlagerungstemperatur und -zeit sowie die Elongationsdauer wurden fiir alle PCRs in
Abhingigkeit der Fragmentlidnge und Primerbeschaffenheit individuell optimiert.

Das Volumen der PCR-Ansitze betrug stets 50 pl und setzte sich aus 5 ng Plasmid-DNA,
jeweils 0,3 uM Primer, 1 x PCR-Puffer, 300 uM von jedem dNTP und 1,25 Einheiten Pfu-
Polymerase zusammen. Amplifizierte Sequenzen und zugehorige Primerpaare mit

Anlagerungs-Temperaturen sind in Tabelle 2.3 angegeben.

PCR Programm allgemein:

PCR-Programme:

Initiale Denaturierung: 95°C 3 min

PCR (35 Zyklen)

Denaturierung: 95°C 30 sec

Anlagerung: Temperatur variabel 30 sec

Extension 72°C Extensionszeit variable, abhingig von der Linge des
Fragments

Finale Elongation: 72°C 10 min

Das Dengue NS1-3’UTR Fragment wurde mit der ProofStart DNA Polymerase von Qiagen
nach dem Protokoll fiir die Amplifizierung von langen Fragmenten etabliert. Der Ansatz
betrug 50 pl und setzte sich aus 5-50 ng Plasmid DNA, 1 x Taq Puffer, 1 x Q-Solution, 300
uM von jedem dNTP, je 0,5 uM Primer, 5 Einheiten Taq DNA Polymerase, 0,2 Einheiten
ProofStart DNA Polymerase.



Material & Methoden 42

PCR Programm fiir Amplifizierung des DEN NS1-3°’UTR:

Initialer Aktivierungsschritt 2 min 95°C

35 Zyklen

Denaturierung 10 sec 94°C
Anlagerung 1 min 67°C
Elongation 9 min 68°C

Die synthetischen Oligonukleotide (Primer) wurden iiber Auftragssynthesen der Firmen

MWG-BIOTECH GmbH bezogen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Primer verwendet:

Tabelle 2.4: Auflistung der eingesetzten Oligonukleotide. In der rechten Spalte befinden sich die Annealing-

Temperaturen.
Amplifizierte Primer Sequenz 5°> 3’ Annealing-
Sequenz Temperatur (°C)

HCV C-p7 HCV C-p7fw_Hpal ccggtagttaacatgagcacgaatcet | 65°C
aaacc

HCV C-p7 HCV C-p7rv_BsiWI ggcagtcgtacgtgcgtatgeecegetg | 65°C
agg

EMCV-IRES EMCVfw_Sbfl ccggtacctgcaggagaccacaacgg | 60°C
tttcce

EMCV-IRES EMCVrv_Hpal ggcagtgttaacggtattatcgtgtttttc | 60°C
aa

DEN  5’UTR-|D-5fw_T7neu+Bsu36l gggcgectgaggactaatacgactca | 54°C

Core20 ctatagggagttgttagtctacgtgga

DEN  5’UTR- | DEN Crv_Sbfl ccggtacctgcaggttacgecagggct | 54°C

Core20 gtgggcag

HCV E1E2 E1fw+SIG+Kozak gccaccatgggttgctctttetctatctte | 63°C
c

HCV E1E2 E2rv_TOPO cgectecgettgggatatgag 63°C

HCV E2 E2nested4_fw tagcacggccttgaactgca 55°C

HCV E2 E2nested2_rv atgacacaagggggcgctc 55°C

DEN NS1- | DEN NS1 fw_BsiWI tcatgcgtacgatggactcgggatgtgt | 67°C

3’UTR aatc

DEN NS1- | DEN 3’/Notl rv Primer caatgcggccgcagaacctgttgattc | 67°C

3’UTR aacagcacca

2.4.15 Mutagenese PCR (Site-directed Mutagenensis) zum Einfiigen einer neuen

Sequenz in ein bestehendes Plasmid

Die Insertion beim pBluescript I KS+ zur Erzeugung der neuen Schnittstellen, so wie die
Insertion im chimiren Konstrukt, um die Spaltstelle zwischen dem HCV Fragment (C-p7) und

dem sich anschlieBenden Dengue Fragment (NS1-3’UTR) zu optimieren, wurden jeweils mit
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dem QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene durchgefiihrt.
Hierbei wurden die Primer nach den Besonderheiten des Manuals entworfen und die PCR

entsprechend den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.4.16 RT-PCR

Die RT-PCR wurde mit dem OneStep RT-PCR Kit von Qiagen durchgefiihrt. Das Volumen
des PCR Ansatzes betrug 50 ul und setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen: 10 pl
5x QIAGEN OneStep RT-PCR Puffer, 2 ul 10 mM dNTP Mix (400 uM von jedem dNTP), je
0,6 uM Primer, 2 ul QIAGEN OneStep RT-PCR Enzym Mix, 0,1 pul RNase Inhibitor (5
Einheiten; RNaseOut von Invitrogen) und 1 ug RNA Template.

PCR Programm fiir RT-PCR von HCV E2

Reverse Transkription 50 °C 30 min
Initialer PCR Aktivierungsschritt:  95°C 15 min
PCR (35 Zyklen)

Denaturierung: 94°C 30 sec
Anlagerung: 55°C 1 min
Extension 72°C 1 min
Finale Elongation: 72°C 10 min

2.4.17 Quantitative Real-time PCR/Real-time RT-PCR

Die Quantitative Real-time PCR (ab jetzt, der Einfachheit halber, als Real-time PCR
bezeichnet) stellt eine Vervielfiltigungsmethode fiir Nukleinsduren dar, die auf dem Prinzip
der herkommlichen PCR beruht und zusétzlich eine Moglichkeit der Quantifizierung bietet.
Die Quantifizierung erfolgt mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen am Ende bzw. wihrend
eines PCR-Zykluses (daher der Name ,,Real time*). Die Fluoreszenz nimmt proportional mit
der Menge der PCR Produkte zu, was eine Quantifizierung moglich macht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die relative Quantifizierung benutzt, bei der die
Genexpression eines Zielgens auf ein weiteres nicht reguliertes Haushaltsgen bezogen wurde
(Normalisierung der Expressionsergebnisse). Die Normalisierung erfolgte entweder mit
B-Aktin (im Falle einer von RNA ausgehenden PCR mit reverser Transkription) oder
Albumin (im Falle der PCR, bei der genomische DNA als Template eingesetzt wurde).

Als MaB fiir die Quantifizierung der Startmenge wird der sog. CT Wert (Cycle Threshold =
Zyklus Schwellenwert) herangezogen. Er beschreibt den Zyklus, an dem die Fluoreszenz

erstmalig iiber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt.
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Abb. 2.2: Beispiel fiir den Verlauf einer Realtime PCR. Dargestellt ist die Threshold Linie in orange. Sie wird
oberhalb der Baseline angesetzt und befindet sich stets im log-linearen Bereich der Kurven (niemals
innerhalb der Plateau-Phase). Der Cycle Threshold (CT) bezeichnet die Zyklusnummer, bei der der
Threshold in den einzelnen Zyklen tiberschritten wird. Je spiter die Fluoreszenzintensitét ansteigt, desto
spiter kreuzt sie die Threshold-Linie. Die drei Kurven auf der linken Seite sind Proben, die mit B-Aktin
Primern gemessen wurden. Bei den drei Kurven auf der rechen Seite handelt es sich um die gleichen
Proben, jedoch mit einem Primer gegen das Zielgen gemessen.

Die Berechnung des Expressionsunterschiedes (Ratio) erfolgte iiber die sog. AACT Methode.
Dabei wird im ersten Schritt fiir jede untersuchte Probe der CT Wert des Referenzgens vom
CT Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert (ACT= Ct Zielgen — CT Referenzgen). Nach
dieser Normierung wird vom ACT Wert der experimentell behandelten Proben, der ACT Wert
einer Kontrolle abgezogen (ACT). Dies fiihrt zum AACT- Berechnungsmodell. Der relative
Expressionsunterschied einer Probe zwischen der Behandlung und der Kontrolle (Ratio),
normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine Standardprobe, wurde mit folgender
arithmetischer Formel berechnet: 2*“T (Livak & Schmittgen 2001).

ACT= CT Zielgen — CT Referenzgen

AACT= ACT Behandlung - ACT Kontrolle

Ratio= 2724¢T

Bei diesem Berechnungsschema wurde von einer optimalen Real-time PCR Effizienz in allen

Proben ausgegangen, was einer Verdopplung der DNA Menge in jedem Zyklus entspricht.
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Die eigentliche Berechnung der Ratios (Fold Changes) erfolgte in dieser Arbeit mit der so
genannten ,,Paffl-Tabelle* in Excel. Jede Messung bestand, wenn nicht anders angegeben, aus
Triplets. Dies fiihrte in der Berechnung der Ratios (Fold Changes) zu insgesamt 9 Werten aus
denen der Mittelwert gebildet wurde, da jeder einzelne Kontrollwert mit jedem einzelnen der
behandelten 3 Werte verrechnet werden musste. Da die Kontrolle (in den meisten Féllen die
unbehandelten Zellen) immer gleich 1 gesetzt wurden, ergaben sich aufgrund dieses

Berechnungsschemas fiir die Kontrollwerte keine Standardabweichungen.

Fiir die Quantifizierung von RNA wurde das QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit von
Qiagen verwendet, fiir die Quantifizierung von genomischer DNA wurde das QuantiTect
SYBR Green PCR Kit von Qiagen eingesetzt, welches die reverse Transkription von RNA in
DNA auslésst. In beiden Fillen ist SYBR Green der interkalierende und fluoreszierende
Farbstoff. Dabei ist die gemessene Intensitét proportional zur Menge der amplifizierten DNA
und zur Zahl der mRNA bzw. DNA Molekiile in der Probe. Die PCR erfolgte mit Hilfe des
iCycler iQ™ der Firma Bio Rad.

Folgende Reaktionsansitze und folgendes PCR Programm wurde verwendet:

30 pl-Ansatz:

15 ul 2x QuantiTect SYBR Green
0,3 ul QuantiTect RT Mix

3ul  QuantiTect Primer Assays
2ul  RNA

9,7 ul H,O

bzw. wenn Pimer benutzt wurden, bei denen es sich nicht um QuantiTect Primer Assays

handelte:

15 ul 2x QuantiTect SYBR Green
0,3 ul QuantiTect RT Mix

3ul  Primer 1 (forward)

3ul  Primer 2 (reverse)

2ul  RNA

6,7 ul HO
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RT-PCR-Programm:

Reverse Transkription 52°C 30 min
Denaturierung 95°C 15 min
PCR (40 Zyklen) 96°C 20 sec
53°C 30 sec
72°C 40 sec

Schmelzkurve (80 Zyklen): 96°C 10 sec (ab Zyklus 2 je Zyklus Abkiihlung um 0,5 °C)

Der PCR Ansatz und das Programm fiir die Real-time PCR ohne RT Schritt sind in Kap.
2.4.18 (PCR basierter Entry Assay) beschrieben.

Fiir die Real-time PCR, bei der fiir die Quantifizierung RNA als Template eingesetzt wurde,

sind folgende Primer zum Einsatz gekommen:

Tabelle 2.5: Primer Sequenzen fiir Realtime Primer. Qiagen gibt keine Auskunft iiber die Sequenzen der
QuantiTect Primer Assays.

Pimer Bezeichnung Sequenz
CEACAMI-fw acccacctgcacagtactcc
CEACAMI-rv ttgatttggggctttgctac
B-Aktin-fw aaatcgtgcgtgacatcaaa
B-Aktin-rv caagaaggaaggctggaaaa
Hs_CD81_1SG (CDS81) Keine Angabe (QuantiTect Primer Assay, Qiagen)
Hs_CLDNI1_1_SG (Claudin-1) | Keine Angabe (QuantiTect Primer Assay, Qiagen)
Hs_SCARBI1_1_SG (SR-BI) Keine Angabe (QuantiTect Primer Assay, Qiagen)

2.4.18 PCR basierter Entry Assay

Der PCR basierte Entry-Assay ist eine Methode, die auf der Quantifizierung von derjenigen
cDNA beruht, die in den Zielzellen wihren der HCVpp Aufnahme synthetisiert wird. Sie
wurde von Blanchard et al. (2006) publiziert.

Um die ersten Schritte wéihrend des HCVpp Eintritts zu quantifizieren, wurden Primer
eingesetzt, die in der U3 Region der Long Terminal Repeats (LTR) binden, welche den ersten
Teil des viralen Genoms darstellt, der retrotranskribiert wird wéhrend des Eintritts eines
retroviralen Partikels (Goff 2001). Als Haushaltsgen zur Normalisierung wurde das Albumin
Gen benutzt, wie in Gault et al (2007) beschrieben.

Fiir Experimente, die mit Hilfe dieses Assays ausgewertet werden sollten, wurden Huh-7
Zellen in Schalen mit 12 Vertiefungen kultiviert und bei Erreichen von 80-90 % Konfluenz
mit 600 pul DNase I behandelten Pseudopartikeln infiziert. Ein Ansatz bestand aus 6

Vertiefungen einer Schale mit 12 Vertiefungen. Die Zellen wurden vier Stunden im
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Brutschrank inkubiert, um eine vollstindige Infektion zu erreichen. AnschlieBend wurde der
Uberstand von den Zellen abgenommen und die Zellen 3 mal mit je 1 ml PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit je 150 pl Lysepuffer je Vertiefung (SV Lysis Buffer) des
Wizard SV Genomic DNA Purification System von Promega lysiert und danach die
Extraktion der genomischen DNA durchgefiihrt. Hierbei wurden immer 2 Vertiefungen fiir

die Extraktion vereinigt, so dass jeder Ansatz aus Triplets bestand.

Sequenzen der Forward und Reverse U3 Primer:

Forward: 5°- CCATCAGATGTTTCCAGGCT-3"
Reverse: 5°- GCGACTCAGTCTATCGGAGG- 3~

Sequenzen der Forward und Reverse Albumin Primer:

Forward: 5'-GCTGTCATCTCTTGTGGGCTGT-3'
Reverse: 5'-AAACTCATGGGAGCTGCTGGTT-3'

PCR Ansatz 1x:

15 pl Sybr Green Mix
1l fw Primer (0,5 pM)
1 pl rv Primer (0,5 uM)
9 ul H,O

4ul Probe

RT-PCR-Programm:

Denaturierung 95°C 10 min
PCR (40 Zyklen) 95°C 30 sec
60°C 30 sec
72°C 30 sec

Schmelzkurve (50 Zyklen): 95°C 5 sec (ab Zyklus 2 je Zyklus Abkiihlung um 1°C)

2.4.19 Transfektion von TOPO-E1E2His (Transfektion mit Lipofectamine 2000)

Die im Folgenden beschriebene Transfektion bezieht sich auf die Transfektion in einer 10 cm
Petrischale, da die Zellen hauptsidchlich in diesem Format transfiziert wurden. Fiir die
Transfektion der 293HEK Zellen mit Lipofectamine 2000 wurden diese 24 Stunden vor der
Transfektion so ausgesiht, dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion 90 — 95 % konfluent
waren. Es wurde in Antibiotika freiem Medium mit einer Zellzahl von 4 x 10° Zellen je
Schale, in einem Gesamtvolumen von 10 ml ausgesiht. Je Transfektionsansatz wurden 24 ug
DNA in 1,5 ml Opti-MEM 1 Medium, einem Medium ohne Serum, verdiinnt und sanft
gemischt. Dann wurden 60 pl Lipofectamine 2000 ebenfalls in 1,5 ml Opti-MEM I Medium
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verdiinnt, gemischt und fiir 5 Minuten bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden die verdiinnte
DNA und das verdiinnte Transfektionsreagenz vereinigt, gemischt und fiir 20 Minuten bei RT
inkubiert. Der Transfektionsansatz wurde dann zu den Zellen gegeben. Nach 6 Stunden wurde
das Medium gewechselt. Nach 48 Stunden konnten die Zellen beziiglich der transgenen

Expression analysiert werden.

2.4.20 Transfektion mit ExGen500:

Dieses Protokoll bezieht sich auf die Transfektion in Schalen mit 12 Vertiefungen. Fiir die
Transfektion mit ExGen500 wurden die Zellen 24 Stunden vorher in einer Schale mit 12
Vertiefungen zu 75.000 Zellen je Vertiefung ausgesiht, so dass sie zum Zeitpunkt der
Transfektion 70-80 % konfluent waren. Fiir den Transfektionsansatz wurden zunichst 1 pg
DNA in 100 pl 0,9 % NaCl verdiinnt, 3,3, ul ExGen500 dazu gegeben und fiir 10 Sekunden
gevortext. Nach einer Inkubation von 15-20 Minuten wurden 100 pl des
Transfektionsansatzes zu jeder Vertiefung gegeben. Das Medium wurde spitestens nach 24
Stunden gewechselt. Nach 72 Stunden konnten weitere Analysen (oder Versuche)
durchgefiihrt werden. Sowohl die Transfektion zur Herstellung der Pseudopartikel als auch
alle Transfektionen von Huh-7 Zellen wurden mit ExGen500 durchgefiihrt. Die Huh-7 Zellen

reagierten toxisch auf die Transfektion mit Lipofectamine 2000.

2.4.21 siRNA Transfektion und anschlieBende Infektion mit Pseudopartikeln

Huh-7 Zellen wurden 24 Stunden vorher in Schalen mit 6 Vertiefungen in Abtibiotika freiem
Medium zu 1,5 x 10> Zellen pro Vertiefung ausgesiht. Die Anzahl der Vertiefungen richtete
sich nach der im eigentlichen Versuch benotigen Menge an Zellen. Um einen effizienten
Knock-down auch auf Proteinebene zu erreichen, wurden die Zellen 2 mal nacheinander
transfiziert, wobei der Abstand zwischen den beiden Transfektionen 72 — 96 Stunden betrug.
Die Transfektion fand in Serum und Antibiotika freiem Medium (Opti-MEM 1) statt. Bei den
Ansitzen handelte es sich immer um siRNA gegen ein spezifisches Zielgen, unbehandelte
Zellen und so genannte non-silencing (NC-) siRNA als Negativ-Kontrolle. Bei der non-
silencing siRNA handelt es sich um siRNA, die keine homologe Sequenz in der Zielzelle hat.
Sie dient somit als Kontrolle fiir von der Transfektion stammende Off-Target Effekte, also
unspezifische Effekte.

Bei der verwendeten siRNA handelte es sich um synthetische doppelstringige siRNA von

Dharmacon, die mit Oligofectamine (Invitrogen) als Transfektionsreagenz komplexiert und in
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die Zellen geschleust wurde. Bei der Transfektion wurden je Ansatz 4 pl siRNA
(entsprechend 80 pmol) mit 181 ul Opti-MEM I und dann 4 pl Oligofectamine mit 11 pl
Opti-MEM I Medium gemischt. Nach einer 5 miniitigen Inkubation bei RT wurden die beiden
Ansitze vereinigt, durch mehrmaliges auf und ab pipettieren sanft gemischt und fiir 20
Minuten bei RT inkubiert. Wihrend dieser Inkubation wurde bei den zu transfizierenden
Zellen das Medium abgenommen und durch 800 ul Opti-MEM I Medium ersetzt. Nach
Beendigung der Inkubation wurde der Transfektionsansatz (200 pl) zu den Zellen
tropfchenweise dazu gegeben und die Platte vor und zuriick geschwenkt, um eine
gleichmifige Verteilung der Komplexe im Medium zu erreichen. Die Zellen wurden 24
Stunden mit dem Transfektionsansatz im Inkubator inkubiert. AnschlieBend wurde der

Transfektionsansatz durch Medium ersetzt und weiter inkubiert.

Um die Funktion von CEACAMI bei der Aufnahme von HCV Pseudopartikeln zu
untersuchen, wurden Huh-7 Zellen mit siRNA gegen CEACAMI1 wie oben beschrieben
transfiziert. 24 Stunden nach der zweiten Transfektion (s.0.) wurden die Zellen trypsiniert und
in Schalen mit 12 Vertiefungen ausgesidht. Hier richtete sich die Anzahl der ausgeséhten
Zellen nach den Versuchsbedingungen. Wiederum 24 Stunden spiter wurden die Zellen mit
600 pl DNase I behandelten Pseudopartikeln je Vertiefung fiir 4 Stunden im Brutschrank
inkubiert, um eine vollstindige Infektion zu erreichen. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgenommen, die Zellen 3 mal mit PBS gewaschen und dann mit 150 ul Wizard SV Lysis
Buffer (Promega) lysiert. Es folgte die Isolation von genomischer DNA.

Zur Kontrolle einer effizienten Reduktion der Genexpression des Zielgens zum Zeitpunkt der
Infektion mit den Pseudopartikeln, wurde zudem die Knock-down Effizienz auf
Genexpressionsebene mittels Realtime PCR und die Proteinexpression des Zielgens durch
Western Blot und Durchflusszytometrie tiberpriift.

Fiir die Analyse auf mRNA Ebene wurde RNA aus 3 Vertiefungen je siRNA Transfektion
einer Schale mit 12 Vertiefungen isoliert. AnschlieBend wurde eine Realtime PCR (Kap.
2.4.17) mit Primern gegen das Zielgen durchgefiihrt, um die Knock-down Effizienz zu
ermitteln. Pro Zielgen wurde immer RNA des eigentlichen Knock-down Ansatzes, RNA des
non-silencing Ansatzes und RNA der unbehandelten Zellen gemessen.

Fiir die Analyse auf Proteinebene mittels Western Blot wurden Lysate aus drei Vertiefungen
vereinigt. Die Knock-down Effizienz von CEACAMI1 auf der Zelloberfldche wurde zusitzlich
mit Durchflusszytometrie iiberpriift. Pro Ansatz wurden Zellen aus 6 Vertiefungen vereinigt

und die Féarbung und Messung wie unter 2.5.13 beschrieben durchgefiihrt.
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2.4.22 RNA Extraktion

Bei der RNA Isolation mittels Trizol Reagenz handelt es sich um eine optimierte Methode der
von Chomczynski and Sacchi (Chomczynski & Sacchi 1987) entwickelten RNA Extraktion.
Sie basiert auf der sauren Guanidinium Thiocyanat-Phenol-Chloroform Extraktion. Trizol ist
eine monophasische Losung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat.

Die Trizol-Extraktion gliederte sich in mehrere Schritte:

1) Homogenisierung:

Hierzu wurden die Zellen direkt aus der Zellkulturschale mit Trizol abgelost, wobei 1 ml
Trizol /10 cm® verwendet wurde. Die Trizol lysierten Zellen konnten jetzt bei -20°C gelagert
werden oder direkt weiter verarbeitet werden. Um unlosliches Material wie DNA und
Proteine zu entfernen, wurde eine Zentrifugation bei 12.000 x g fiir 10min bei 4°C

durchgefiihrt und der geklirte Uberstand in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt.

2) Separation der Phasen

Es folgte eine 5 miniitige Inkubation, was zur Auflosung der Nukleoproteinkomplexe fiihrte.
AnschlieBend wurden 200 pl Chloroform zugegeben, 15 sek von Hand stark geschiittelt und 3
min bei RT inkubiert. Danach wurde bei 12000 x g 15 min bei 4 °C zentrifugiert.

3) RNA Prizipitation

Die obere klare, wissrige Phase, mit der darin enthaltenen RNA, wurde in ein neues

Reaktionsgefil} iiberfithrt und mit 500 ul Isopropanol versetzt. Es folgte eine 10 miniitige
Inkubation bei RT. Um die RNA zu pelletieren folgte eine weitere Zentrifugation bei 12000 x
g fiir 10min bei 4 °C.

4) RNA waschen

Der Uberstand wurde verworfen, 1 ml 75 % EtOH auf das Pellet gegeben und gevortext.

AnschlieBend folgte eine weitere Zentrifugation bei 7.500 x g fiir Smin bei 4°C.

5) RNA resuspendieren

Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet fiir 5-10 Minuten in der SpeedVac ohne
Zentrifugation vakuumgetrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 100 upl A.dest

resuspendiert und bei 55-60°C fiir 10 Minuten inkubiert.
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Es folgte die zweite Extraktion mittels RNeasy Kit von Qiagen. Hierbei wurde das Protokoll
fiir ,RNA Cleanup* im Handbuch des RNeasy Mini Kits exakt befolgt. Der optionale DNase
Verdau zur Elimination von genomischer DNA Kontamination wurde ebenfalls durchgefiihrt.

Die RNA wurde mit 30 pl eluiert.

2.4.23 Konzentration und Reinheit einer DNA Losung

Nach der Durchfithrung einer Plasmid-Priparation wurde stets die Konzentration und
Reinheit der Losung ermittelt. Dazu wurde die DNA zwischen 1:50 und 1:10 in 10 mM Tris,
pH 8 verdiinnt und die OD bei 260 und 280 nm im Photometer bestimmt.

2.4.24 Generierung von in vitro RNA Transkripten

Die Generierung von RNA Transkripten in vitro erfolgte mit dem MEGAscript® Kit von
Ambion fiir Transkripte, die keine Cap Struktur am Anfang benétigen, und mit dem
mMESSAGE mMACHINE® T7 Ultra Kit von Ambion fiir die Transkripte, die am 5’Ende
ein Cap aufweisen miissen.

Hierzu wurde die Plasmid DNA zunichst mit Notl linearisiert (Notl ist direkt am 5’Ende des
Konstruktes lokalisiert) und anschlieBend die Reaktion durch Zugabe von 1/20 Volumen 0,5
M EDTA, 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2 Volumen EtOH terminiert. Die Mischung
wurde bei -20°C mindestens 15 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde die DNA durch
Zentrifugation (13000 RPM, 5 Min., 4°C) pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
das Pellet in RNase freiem Wasser zu einer Konzentration von 0,5- 1 ug /ul aufgenommen.
Die in vitro Transkription wurde exakt, wie in den Manuals beschrieben, durchgefiihrt. Um
das DNA Template zu entfernen, wurde ein DNase Verdau durchgefiihrt. Hierzu wurde zum
Transkriptionsansatz 1 ul TURBO DNase aus dem Kit dazugegeben, gemischt und fiir 15
Minuten bei 37°C inkubiert.

Die erhaltene RNA wurde anschlieSend mit dem RNeasy Mini Kit von Qiagen aufgereinigt.

2.4.25 Transfektion von Huh-7 Zellen mit Elektroporation

Die RNA Transkripte wurden mittels Elektroporation in die Huh-7 Zellen transfiziert. Hierzu
wurden die Huh-7 Zellen mit einer Konfluenz von 70 -90 % mit Trypsin-EDTA abgelost und
zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden anschlieend in einer Konzentration von

1,1 x 107 Zellen/ml in Cytomix Puffer resuspendiert und auf Eis gestellt. 500 ul der



Material & Methoden 52

Zellsuspension wurde mit 8 -10 pg der in vitro transkribierten RNA gemischt und in eine
Elektroporationskiivette (4 mm Durchmesser, Bio-Rad) iiberfiihrt. Die Zellen wurden dann
einem Puls von 270 V und 975puF (Gene Pulser II Apparatus, Bio-Rad) ausgesetzt. Die
transfizierten Zellen wurden dann sofort in zwei 10 cm Zellkultur Schalen transferiert, die
jeweils 8 ml warmes Medium enthielten. Die Zellkulturschalen enthielten auSerdem Collagen
Typ I beschichtete Deckgldaschen, auf den die Zellen auch wachsen. Diese konnten zu
bestimmten Zeitpunkten aus der Schale entnommen werden und fiir eine
Immunfluoreszenzfirbung eingesetzt werden. Das Medium wurde an Tag 1 und Tag 4

gewechselt.

Cytomix (sterilfiltriert) 120 mM KCl
0,15 mM CaCl,
10 mM KzHPO4/ KH2PO4
25mM  HEPES
2 mM EGTA
5 mM MgCl,

2 mM ATP
5 mM Glutathion
pH 7,6

Die Elektroporation der IVTs und die nachfolgende Kultivierung wurde wéhrend eines
Aufenthaltes in Frankreich am Institut de Biologie de Lille im Labor von Prof. Jean

Dubuisson in Kooperation durchgefiihrt.

2.4.26 Infektion von Huh-7 Zellen mit Zellkulturiiberstinden nach Elektroporation

Um die Bildung von infektiosen chimiren Viruspartikeln zu iiberpriifen, wurde das Medium
auf den Zellen 4-6 Tage nach Transfektion abgenommen und zur Kldrung 10 min. bei 2000
rpm und 18 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde es sterilfiltriert (Porengrole 0,45 pm,
Millipore). Der Uberstand wurde dann auf einen Tag zuvor in 10 cm Zellkulturschalen mit
2 x 10° ausgesiihte Huh-7 Zellen gegeben. Es folgte eine Inkubation fiir 6 Stunden, dann
wurde der Uberstand abgenommen, 3 mal mit PBS gewaschen und anschlieBend 8 ml frisches
Medium auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden nach 4 Tagen in Trizol aufgenommen
und die RNA extrahiert. Der Nachweis von BC-Konstrukt RNA erfolgte mittels RT-PCR mit
Primern gegen HCV E2.
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Die beschriebene ,Infektion® von Huh-7 Zellen mit den Zellkulturiiberstinden nach
Elektroporation erfolgte ebenfalls in Frankreich im Institut de Biologie de Lille im Labor von

Prof. Jean Dubuisson in Kooperation.

2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Verwendete Antikorper

Tabelle 2.6: Verwendete Antikorper

Antikorper Herkunft

Goat anti rabbit PE Dianova (Jackson Immunoresearch)
Monoclonal anti 3-Aktin (Clone AC-15) Sigma
Phospho-Statl Antibody (Tyr701) Cell Signaling
Stat]l Antibody Cell Signaling
Phospho Stat2 (Tyr690) Cell Signaling
Stat2 Antibody Cell Signaling
Mouse Anti-Hepatitis C Virus E2 Antigen | IBT-Immunological and Biochemical
IgG Fraction monoclonal Testsystems GmbH
ISG15 Rabbit mAB Cell Signaling
Scavenging Receptor SR-BI antibody (rabbit | .

. Biozol
polyclonal antibody)

Claudin-1 Ab-1 (rabbit polyclonal antibody) |Dianova

CDS81-FITC antibody (Fluorescein
Isothiocyanat (FITC)-conjugated mouse anti- | BD Biosciences
human monoclonal antibody

Geschenk von Harry B. Greenberg, Stanford

HCV El1 Antikorper (A4) University School of Medicine, Stanford,
USA

Goat anti-Mouse [gG FITC Dianova (Jackson Immunoresearch)

Goat anti-Rabbit IgG FITC Dianova (Jackson Immunoresearch)

CBH-2 Gegchepk von Steven Foung, Stanford
University Medical Center, USA

Alexa Fluor 488 goat anti mouse Molecular Probes

Alexa Fluor 488 goat anti rat Molecular Probes

2.5.2 Lyse von eukaryontischen Zellen

Die Zellen wurden nach Abnahme der Zellkulturmediums einmal mit PBS gespiilt,
anschlieBend in RIPA Lysepuffer von der Platte geschabt und in ein Eppendorf-
Reaktionsgefil} iiberfithrt. Das verwendete Volumen an Lysepuffer richtete sich nach der
GroBe der Zellkulturschale. Bei einer 10 cm Schale wurde 1 ml RIPA Lysepuffer eingesetzt.

Es folgte Inkubation auf Eis fiir 30-60 Minuten um eine vollstindige Lyse der Zellen herbei




Material & Methoden 54

zu fiithren. Die erfolgreiche Lyse wurde unter dem Mikroskop iiberpriift. Die Lysate wurden
anschlieBend 6 Minuten bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefdl {iiberfithrt. Die Lysate wurden entweder sofort verwendet oder mit
Fliissigstickstoff schockgefroren und dann bei -80°C gelagert.

Um die 293HEK Zellen vollstindig zu lysieren und die genomische DNA ausreichend zu
zerkleinern, mussten diese nach Aufnahme in Lyse-Puffer mit dem Ultra-Thurrax 10
Sekunden mechanisch homogenisiert werden. AnschlieBend wurde das Lysat zentrifugiert

und wie oben beschrieben fortgesetzt.

RIPA Puffer:

50 mM Tris-HCI, pH 7,5

150 mM NacCl

0,5%  Igepal (NP40)

0,25 % Deoxycholic Acid

Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (PIC) von Roche

2.5.3 DC Protein Assay zur Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung wurde mit dem DC Protein Assay Kit II (Bio-Rad GmbH, Miinchen)
basierend auf der Proteinbestimmung nach Lowry (LOWRY ef al. 1951) um Proteine
quantitativ zu bestimmen, durchgefiihrt.

In einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen wurden als Referenz 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125;
0,625 und 0,3125 mg/ml BSA als Standardkurve aufgetragen und je 5ul der zu
untersuchenden Probe, die zuvor 1:10 verdiinnt worden war, in Dubletten aufgetragen. Dazu
wurden je 25 pl der Losung A™ (1 ml Losung A und 20 pl Losung S) gegeben und jeweils 200
ul Losung B. Nach 15 miniitiger Inkubationszeit wurden eventuelle Luftblasen entfernt und
die Proben im Elisa-Reader bei 660 nm ausgelesen. Die Proteinkonzentration wurde anhand

der aufgetragenen Eichkurve berechnet.

Materialien:

DC Protein Assay Reagenz A der Firma Bio-Rad Laboratories, Miinchen

DC Protein Assay Reagenz B der Firma Bio-Rad Laboratories

DC Protein Assay Reagenz S der Firma Bio-Rad Laboratories

Albumin Standard: BSA 2mg/ml in 0,9% NaCl der Firma Perbio Science Deutschland GmbH,
Bonn
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2.5.4 SDS-PAGE

Zu untersuchende Losungen wurden mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli aufgetrennt.

Zum Erstellen von Gelen wurde die Minigel-Apparatur der Fa. Biometra (Gottingen)
verwendet. Die Proben wurden mit reduzierendem Probenpuffer versetzt und nach 5-
miniitigem Aufkochen bei 96°C, bei RT gekiihlt und abzentrifugiert. Die Elektrophorese
wurde bei ca. 25mA gestartet und, sobald die Proben ins Gel gewandert waren, mit ca. 30mA-
35mA fortgesetzt.

Dazu wurden Gele in einer Biometra Apparatur nach folgendem Rezept gegossen:

Fiir 2 10 % Polyacrylamidgele:

6,3 ml 30% Acrylamid-bisAcrylamid (37,5:1)
4ml Losung B

6 ml 10 M Harnstoff

2,7 ml Aqua bidest.

15 TEMED,

I ml 1,5 % APS (Ammoniumpersulfat)

Losung B: 0,5 M Tris, 0,5 M Bicin, 0,5 % SDS
Laufpuffer: Losung B 1:5 verdiinnt

Standard: PageRuler Prestained Protein Ladder, von Fermentas GmbH, St. Leon-Roth.

Wenn es sich nicht um HCV Proteine handelte, die detektiert werden sollten, dann wurden
Fertig-Gele der Firma Invitrogen (NuPAGE® Novex Bis-Tis Gel 10 %) eingesetzt. Die
Elektrophorese lief bei konstanter Spannung und wurde bei 120V gestartet. Sobald die Proben

ins Gel gewandert waren, wurde die Spannung auf 150V erhoht.

NuPage® Mops SDS Running buffer:

50 mM Mops

50 mM Tris Base
0,1% SDS
1mM EDTA
ph 7,7
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5x Laemmli SDS-Probenpuffer:

0,6 ml 1,0M Tris-HCI (ph 6,8) [60 mM]
1,0 ml 20 % SDS-solution [14,4 mM]
5,0 ml 50 % Glycerol solution [25%]
1,0ml 1 % Bromphenol Blau [0,1%]

Direkt vor Benutzung wurde, um reduzierende Bedingungen =zu erhalten, 20%
2-Mercaptoethanol (2-ME) (v/v) dazu gegeben, so dass sich im 1 x konzentrierten Puffer 5%
2-ME befanden.

2.5.5 Western Blot

Zur spezifischen Detektion mit entsprechenden Antikorpern erfolgte der Transfer, der im Gel
aufgetrennten Proteine, auf eine PVDF (Polyvinyl-Difluorid)-Membran. Das Blotten erfolgte

bei konstanter Stromstirke von 200 mA und gekiihltem Transferpuffer fiir ca. 1 Stunde.

Materialien

PVDF-Membran (Amersham Hybond™-P)

NuPage® Transfer Buffer:
50 mM Bicine

25 mM Bis-Tris (free base)
1mM EDTA

ph 7,2

XCell II™ Blot Module der Firma Invitrogen

XCell Sure Lock™ Mini-Cell der Firma Invitrogen

2.5.6 Detektion

Zur Detektion spezifischer Proteine wurde die Membran mit einem spezifischen
Erstantikorper und mit einem fiir den Erstantikorper spezifischen Zweitantikorper inkubiert.
Zuerst wurden die unspezifischen Bindungen mit einem Blocking-Puffer (5 % Milchpulver in
TBS-T oder 5 % BSA in TBS-T, je nach Angabe fiir den Erstantikorper) 60 Minuten bei
Raumtemperatur geblockt (alternativ iiber Nacht bei 4°C). Die Membran wurde nun mit dem
jeweiligen ersten Antikorper in Blocking-Puffer fiir 1 Stunde bei RT (alternativ iiber Nacht
bei 4°C, je nach Angabe des Herstellers) auf dem Schiittler inkubiert. Nach der Inkubation
wurde dreimal fiir je 10 Minuten mit TBS-T gewaschen, um unspezifisch gebundenen und

iiberschiissigen Antikorper zu entfernen. Nun folgte die Inkubation mit dem mit
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Merrettichperoxidase (HRP) markierten Zweitantikorper in Blocking-Puffer fiir eine Stunde
bei RT. Nach dieser Inkubation wurde wie oben mit TBS-T gewaschen. Die Detektion
erfolgte dann mit dem ECL-System Plus (GE Healthcare). Die Membran wurde dazu fiinf
Minuten mit dem ECL Substrat inkubiert und die Signale mit einem ECL-Film in der

Dunkelkammer mit geeigneter Belichtungszeit detektiert.

2.5.7 Coomassie Brilliant Blue Fiarbung von SDS-Gelen

Eine Anfirbung von Proteinen im SDS-Gel wurde mit der PageBlue™ Protein Staining
Solution von Fermentas nach Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Bei der PageBlue
Protein Staining Solution handelt es sich um eine optimierte Farbe-Methode der klassischen

Coomassie Brilliant Blue Fiarbung.

2.5.8 Immunfluoreszenzfirbung

Losungen/Materialien:

1. Fixierpuffer: 3% Paraformaldehyd (PFA) in PBS
Permeabilisierungspuffer: 0,05% Triton 100 in PBS
Blockingpuffer: 2% Serum, 1% BSA, 0,1% Tween 20 in PBS
Fluoromount (Southern Biotech, Birmingham, USA)
Antikorper: Verdiinnt in Blockingpuffer

Rat Tail Collagen 22mm Round Coverslips (BD BioCoat)

SNk WD

Fir die Immunfluoreszenzfirbung wurden die Zellen zuvor auf sterilen Deckglédschen
ausgesidt und bis zur gewiinschten Konfluenz kultiviert. Fiir die Firbung wurden die
Deckglidschen in je eine Vertiefung einer Schale mit 6 Vertiefungen iiberfiithrt und einmal mit
je 1 ml PBS gewaschen. AnschlieBend wurden diese mit 2 ml Fixierpuffer bedeckt und 20
Minuten bei RT inkubiert. Danach wurde 3 mal mit je 2 ml PBS gewaschen. Fiir die
nachfolgende Permeabilisierung wurden die Zellen mit 2 ml Permeabilisierungspuffer 20
Minuten bei RT permeabilisiert und anschlieBend wieder 3 mal mit PBS gewaschen. Um
unspezifische Bindungen des Antikorpers zu verhindern wurden die Zellen mit 2 ml
Blockingpuffer fiir mindestens 2 Stunden bei RT inkubiert, wobei das im Puffer enthaltene
Serum aus der selben Spezies stammte, aus welcher der 2. Antikorper generiert wurde. Es
folgte die Inkubation mit dem 1. Antikorper fiir 1 Stunde bei RT oder iiber Nacht bei 4°C.
Dazu wurde ein Tropfen (ca. 100ul) des Antikorpers auf ein Stiick Parafilm aufgebracht und
in einer Feuchtkammer platziert. Dann wurden die Deckgldschen mit der Zellen tragenden

Seite nach unten auf den Tropfen gelegt und wie oben beschrieben inkubiert. Nachfolgend



Material & Methoden 58

wurden die Deckglidschen wieder in die Platte gelegt und 3 mal mit PBS gewaschen. Die
anschlieende Inkubation mit dem Fluoreszenz-gekoppelten 2. Antikorper erfolgte nun wie
bereits beschrieben, jedoch wurde die Feuchtkammer dazu verdunkelt. Nachfolgend wurden
die Deckgldaschen wieder in die Platte mit den 6 Vertiefungen gelegt und 3 mal mit PBS
gewaschen. Zum Eindeckeln wurde auf den Objekttriger eine Tropfen Fluoromount
aufgebracht und die Deckgldschen mit der Zellseite nach unten auf den Tropfen gelegt. Zum
Aushirten wurden die Objekttriger mindestens 1 Stunde bei 4°C im Dunkeln inkubiert und

danach die Rinder mit klarem Nagellack abgedichtet.

2.5.9 Immunprizipitation (IP)

Bei der Immunprizipation wird ein Protein aus einem Proteingemisch heraus prizipitiert.
Dabei entsteht durch die Bindung spezifischer Antikdrper entweder sofort ein Prizipitat, oder
es wird zusitzlich an Beads (z.B. Agarose) gekoppelt. Die resultierenden Prézipitate werden
dann durch Zentrifugation gesammelt und aufgereinigt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Immunprézipitation in mehreren Schritten durchgefiihrt.
Alle Schritte wurden bei 4°C oder auf Eis durchgefiihrt. Alle Zentrifugationen wurden bei
4°C, 2000 rpm und fiir 2 Minuten durchgefiihrt, wenn nicht anders angegeben. Um
unspezifische Bindungen der Proteine zu vermeiden wurde dem Puffer 0,2 % NP40

zugegeben.

2.5.10 Immunprazipitation (IP) mit Zell-Lysaten

Die Protein A Agarose wurde vor der IP 3 mal mit 500 -1000 ul PBS, je nach Menge,
gewaschen. Dies bedeutet, es wurde das PBS dazu gegeben, vorsichtig resuspendiert und
anschliefend zentrifugiert. Dieser Schritt wurde 2 mal wiederholt. Dann wurde das Protein A
Agarose Pellet in IP-Puffer aufgenommen (Volumen entsprach der Hilfte des

Ausgangsvolumens, um eine 50 %-tige Suspension zu bekommen).

Pria-Absorption des Lysats:

Um unspezifische Reaktionen zu vermeiden, wurde mit dem Lysat zunichst eine Pri-
Absorption durchgefiihrt, wodurch alle unspezifischen Bindungen abgesittigt werden sollten.
Hierfiir wurde zum Lysat aus einer 10 cm Schale 2,5 ug normales IgG der Spezies gegeben,
aus welcher der Immunprézipitierende Antikorper stammt und fiir 30 min. bei 4°C auf dem

Uber-Kopf-Roller inkubiert. AnschlieBend wurde 20 pl Protein A Agarose dazu gegeben und
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fiir eine Stunde bei 4°C auf dem Uber-Kopf-Roller inkubiert. Nach dieser Vor-Klirung des
Lysats wurde der Ansatz zentrifugiert, um die Protein A Agarose zu pelletieren. Der

Uberstand wurde abgenommen und in neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt.

Immobilisierung des AntikOrpers:

5 ug des Antikorpers wurden in 500 ul IP-Puffer iiber Nacht bei 4°C auf dem Uber-Kopf-

Roller zusammen mit 40 ul Protein A Agarose inkubiert, um den Antikorper an die Protein A
Agarose zu binden. AnschlieBend wurde der Ansatz zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und das vorgeklérte Lysat zu dem Protein A Agarose immobilisiertem Antikorper gegeben.
Die jetzt folgende Immunprizipitation wurde bei 4°C auf dem Uber-Kopf-Roller fiir
mindestens 2 Stunden oder iiber Nacht durchgefiihrt.

AnschlieBend wurde die Mixtur zentrifugiert (s.0.) und der Uberstand verworfen. Die Protein
A Agarose Beads wurden 3 mal mit 800 pul PBS gewaschen (jeweils Zentrifugation wie oben)
und dann in 50 pl 1 x reduzierendem SDS-Probenpuffer aufgenommen. AnschlieBend wurde
die Bindung der Prizipitate an die Protein A Agarose Beads durch 10 miniitiges Kochen bei
95°C gelost. Die Proben der IP wurden im SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Immunoblot

identifiziert.

Verwendete Materialien und Puffer:

Protein A Agarose

Humanes IgG (Sigma)

Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (Complete EDTA free, Roche Diagnostics, Mannheim)
IP-Puffer: PBS mit 0,2 % NP40 und Protease Inhibitor Cocktail

2.5.11 Immunprizipitation (IP) mit Pseudopartikel enthaltendem Zellkulturiiberstand
und CEACAMI1-Fc¢ Konstrukten

Fiir die IP mit Pseudopartikeln wurden 1,5 ml der Pseudopartikel zunéchst 1 Stunde mit 40 pl
einer 50 %tigen Protein A Agarose haltigen Losung (Slurry) zur Vor-Kldrung (so genanntes
pre-clearing, verhindert unspezifische Bindungen der Proteine an die Protein A Agarose) der
Pseudopartikel haltigen Losung im Kiihlraum iiber Kopf gerollt. AnschlieBend wurde das
Gemisch zentrifugiert (2000 rpm, 2 Minuten, 4°C), der Uberstand in ein neues Eppendorf-
Reaktionsgefdll tiberfiithrt und jeweils eines der zu testenden CEACAMI1-Fc Konstrukte in
einer Menge von 5 pg dazugegeben. Es folgte eine Inkubation iiber Nacht im Kiithlraum auf

dem Uber-Kopf-Roller (end-over-end mixer). Danach wurden 60 pl der 50 % Protein A
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Agarose Losung zugesetzt und 2 Stunden im Kiihlraum auf dem Uber-Kopf-Roller inkubiert.

Die Beendigung der Prizipitation verlief genauso, wie in 2.5.10 beschrieben.

2.5.12 CEACAMI1-Fc¢ Konstrukte

Die CEACAMI1-Fc Konstrukte wurden freundlicherweise von Dr. Bernhard Singer, Abteilung
fiir Anatomie I am Universititsklinikum Essen, zur Verfiigung gestellt. Dabei handelte es sich
im Einzelnen um folgende Konstrukte: huCCl-Fc (humanes CEACAMI-Fc), huAN-Fc
(humanes CEACAM1-Fc ohne N-Domine) und ratCC1-Fc (Ratten CEACAMI1-Fc). Hierbei
handelt es sich um chimére Proteine, bei denen 16sliche extrazellulire Doménen von
humanem und Ratten-CEACAMI mit einer humanen schweren Kette Fc Domine fusioniert

wurden. Die komplette Prozedur ist in (Singer et al. 2005) nachzulesen.

2.5.13 Farbung der Zellen fiir die Durchflusszytometrie

Da es sich bei den zu analysierenden Molekiilen um Oberflichenmolekiile handelt, wurden
die Zellen nicht mit Trypsin/ EDTA von der Zellkulturschale abgelost sondern mit eiskaltem
PBS-EDTA (SmM). Bei einer 10 cm Schale beispielsweise, wurden die Zellen in 4 ml PBS-
EDTA fiir 10 Minuten bei 4°C inkubiert und anschlieBend mit einer 1000 ul Pipette
abgespiilt. Je Ansatz wurden 300.000 — 500.000 Zellen gefirbt. Alle verwendeten Losungen
waren kalt und alle Inkubationsschritte bzw. Férbe- oder Waschschritte wurden bei 4°C bzw.
auf Fis durchgefiihrt, um ein Internalisieren der Oberflichenmolekiile zu verhindern.
CEACAMI1 war gegeniiber Trypsin-EDTA unempfindlich, weshalb Zellen bei denen
CEACAMI analysiert werden sollte, mit Trypsin-EDTA abgelost werden konnten. Alle
Antikorperinkubationen erfolgten in einem Volumen von 50 pl und einer Zeit von 30 Minuten
(Ausnahme CEACAMI1 Antikorper 18/20, dieser 1 Stunde), bei 4°C und im Dunkeln. Die
extrazelluldiren Firbungen hierbei in Cell Wash Puffer, die intrazelluldren Firbungen in
Perm/Wash Buffer. Alle Zentrifugationen erfolgten bei 4°C, bei einer Geschwindigkeit von
460 g und einer Linge von 6 Minuten. Als Kontrollen wurden dem jeweiligen Antikorper
entsprechende Isotyp-Kontrollen verwendet. Fiir die Antikdrper gegen Claudin-1 und SR-BI,
bei denen es sich um polyklonale Antikdrper aus Kaninchen handelte, wurde als ,,Isotyp-
Kontrolle* gereinigtes Kaninchen IgG verwendet, das in der gleichen Konzentration wie der

Antikorper eingesetzt wurde.
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2.5.14 Oberflichenfiarbung

Fiir die Oberflichenfirbung wurden die Zellen in eine Rundbodenplatte mit 96 Vertiefungen
iiberfithrt und mit Cell Wash Puffer gewaschen. Nach dem Abzentrifugieren wurde der
Uberstand verworfen, die Zellen durch Schiitteln gelost und in 50ul Cell Wash Puffer mit
entsprechendem Antikorper resuspendiert.

Nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 4°C wurden die Zellen zweimal in Cell Wash
Puffer resuspendiert, abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach dem Waschen
wurden die Zellen entweder in 50 ul Cell Wash Puffer mit Fluoreszenz gekoppeltem Zweit-
Antikorper aufgenommen, oder direkt in 100 pl Cell Wash Puffer resuspendiert und in
Facsrohrchen, in denen 200ul Cell Wash Puffer vorgelegt worden waren, iiberfiihrt. Falls
noch eine Inkubation mit Zweit-Antikorper erfolgen musste, so wurde nach Beendigung
dieser Inkubation ebenfalls gewaschen und dann die Zellen wie beschrieben in Facsréhrchen
aufgenommen. Bis zur Messung wurden die Zellen im dunklen bei 4°C maximal 2 Stunden

gelagert.

2.5.15 Intrazellulare Fiarbung

Fir die Firbung mit dem anti-Claudin-1 und dem anti-SR-BI Antikérper wurde eine
intrazelluldre Fiarbung durchgefiihrt, da der verwendete Antikdrper gegen ein Epitop gerichtet
war, dass in beiden Fillen im C-terminalen Bereich lokalisiert war und durch eine
extrazelluldre Farbung nur schlecht detektierbar gewesen wire.

Die Zellen wurden in eine Rundbodenplatte mit 96 Vertiefungen iiberfithrt und einmal mit
150 ul Cell Wash Puffer gewaschen. Nach Zentrifugation und Verwerfung des Uberstandes
wurden die Zellen in je 150 Fc-Blocker von Innovex aufgenommen und 10 Minuten bei 4°C
inkubiert. Dies diente dem Blockieren der Fc-Rezeptoren und sollte somit unspezifische
Bindungen der Antikorper verhindern. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit Cell
Wash Puffer gewaschen und dann in mit je 150 pl Cytofix/Cytoperm (BD) fiir 20 Minuten
fixiert und permeabilisiert. Nach 2 maligem Waschen mit Perm/Wash Buffer (BD) wurden
die Zellen mit entweder anti-Claudin-1 oder anti-SR-BI intrazelluldr gefdrbt. Die Zellen
wurden zweimal mit Perm/Wash Puffer gewaschen und anschlieBend mit dem
Zweitantikorper Goat anti-rabbit- FITC inkubiert. Nach erneutem Waschen der Zellen mit
Perm/Wash Puffer (zweimal) wurden die Zellen 100 ul Cell Wash Puffer aufgenommen und

in die Facs-Rohrchen (s.0.) tberfiihrt. Fiir alle Farbungen wurden entsprechende
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Isotypkontrollen durchgefiihrt. Die Datenaufnahme erfolgte mit einem FACScalibur (BD
Bioscience) und mit Hilfe der CellQuest pro Software (BD) analysiert.

Verwendete Materialien:

Rundbodenplatten mit 96 Vertiefungen Nunc Biotechnologies Wiesbaden

Cell-wash BD Bioscience Heidelberg

Facs Rohrchen 5 ml Polystyrene Round-Bottom Tube BD Falcon Erembodegem Belgien
FACS Flow BD Biosciences

Cytofix/Cytoperm™ BD Biosciences

Perm/Wash™ Buffer BD Biosciences

Phosphate Buffer Saline Dulbecco’s Gibco, Karlsruhe

2.5.16 Quantifizierung von CEACAM Molekiilen auf der Oberfliche von HeLa Zellen
mittels Qifikit® von Dako

Die Quantifizierung von CEACAM Molekiilen auf der Oberfliche von CEACAM Molekiilen
auf der Oberflidche von HelLa Zellen erfolgte mit Hilfe des Qifikit® der Firma Dako. Dabei
wird das sich auf der Zelloberfliche befindende Antigen (in diesem Fall CEACAM) mittels
Durchflusszytometrie in einem indirekten Immunfluoreszenzassay detektiert. Die Menge an
Antigen wird in Antikorper-Bindungs-Kapzitit (ABC fiir Antibody-Binding Capacity)
Einheiten (units) ausgedriickt.

Das Qifikit enthilt unterschiedliche Beads (Durchmesser 10 pm), die mit verschiedenen,
prizise definierten Mengen von monoklonalen Mausantikorpern (anti-Human CD-5, Klon
ST1, Isotyp IgG2a) iiberzogen (gecoated) sind (Kalibrations-Beads). Diese Beads
reprisentieren Zellen mit unterschiedlichen Antigendichten, die mit einem priméren,
monoklonalem Mausantikorper (Isotyp IgG) markiert sind.

Zusitzlich dazu enthilt es sog. Set-Up Beads, die aus einer Mixtur von Blank Beads und
Beads mit einer hohen Anzahl an monoklonalen Antikdrpermolekiilen bestehen. Diese dienen

der ersten Einstellung des Messfensters bei der Durchflusszytometrie.

CEACAM exprimierende Hela Zellen wurden mit Trypsin-EDTA abgelost, in 10 ml
Medium aufgenommen, die Zellzahl bestimmt und abzentrifugiert (5 min, 300 x g, 4°C). Das
Pellet wurde in Medium in einer Menge von 3 x 10° Zellen aufgenommen, so dass sich in 100
ul 3 x 10° Zellen befanden. 100 ul je Ansatz wurden mit entsprechendem zu
quantifizierendem anti-CEACAM Antikorper (anti CEACAMI1, anti CEACAM3, anti
CEACAMS, anti-CAEACAMG6, anti CEACAMT7 oder anti CEACAMS) oder Maus IgG im

Falle der Negativ-Kontolle in einer Konzentration von 10 pg /ml fiir einer Stunde bei 4°C
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inkubiert. AnschlieBend wurde 3 ml PBS-BSA-Azid (0,1 % BSA und 15 mM NaN3 in PBS)
dazugegeben, kurz gevortext und zentrifugiert (300 x g, 5 min., 4°C). Der Uberstand wurde
abgenommen und erneut 3 mal PBS-BSA-Azid gewaschen. Nach Vortexen folgte eine
weitere Zentrifugation (s.0). Dieser Waschschritt wurde ein drittes Mal wiederholt. Dann
wurden 100 pl des im Kit enthaltenen FITC Konjugats (zuvor 1:50 in PBS verdiinnt) zu
jedem Ansatz gegeben. Zusitzlich wurden 100 pl der Set-Up Beads und 100 ul der
Kalibrations-Beads, die zuvor mit je 3ml PBS-BSA-Azid gewaschen worden waren (s.0.) mit
je 100 pl FITC Konjugat versetzt. Nach einer 45 Miniitigen Inkubation bei 4°C im Dunkeln
wurden die Ansitze dreimal mit 3 ml PBS-BSA-Azid gewaschen (s.0). Nach einer weiteren
Zentrifugation wurden die Zellen und die Beads in 500 ul PBS-BSA-Azid aufgenommen und

direkt in der Durchflusszytometrie analysiert.

2.5.17 Immobilisierte Metall Ionen Affinititschromatographie (IMAC) zur Isolierung
von rekombinantem HCV EI1E2 Protein iiber einen 6 x Histidin-Tag unter

nativen Bedingungen

Das HCV EIE2 Heterodimer sollte mittels immobilisierter Metall Ionen
Affinitdtschromatographie (IMAC) iiber einen 6x Histidin-Tag, der sich am C-Terminus des
Proteins befand, isoliert werden. Hierzu wurden HisTrap™ HP Séulen der Firma Amersham
Biosciences (jetzt GE Healthcare) verwendet, die mit 1 ml Nickel (Ni) Sepharose™ High

Performance vorgepackt waren.

Verwendete Puffer und deren Vorbereitung:

Bindungspuffer (Waschpuffer):

20 mM Natriumphosphat
0,5M NaCl

40 mM Imidazol

0,05 % NP-40
Proteaseinhibitorcocktail
pH 7,4
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Elutionspuffer:

20 mM Natriumphosphat

0,5M NaCl

variable Imidazolkonzentration (zwischen 50 mM und 500 mM)
0,05 % NP-40

Proteaseinhibitorcocktail

pH 7,4

Bei jedem Puffer musste der pH Wert nach Zugabe von frisch eingewogenem Imidazol
kontrolliert und neu eingestellt werden. Die Puffer wurden alle vor der Benutzung durch einen

0,45 pum Sterilfilter filtriert und kalt gestellt.

Vorbereitung des Zelllysats:

Fiir eine Aufreinigung wurden Lysate aus zwei vereinigten 10 cm Zellkuturschalen
genommen. Dabei handelte es sich entweder um EI1E2 exprimierende Zellen oder um
unbehandelte Zellen als Negativkontrolle. Um optimale Bindungsbedingungen fiir die Siule
zu schaffen, wurden die Zellen in Bindungspuffer lysiert. Hierzu wurde das Medium von den
Zellen abgenommen, 1 mal mit 5 ml PBS vorsichtig gespiilt und anschlieBend in 1,8 ml
Bindungspuffer von der Zellkuturschale geschabt. Um eine schnelle und vollstindige Lyse zu
erzielen, so wie die ausgefallene genomische DNA effizient zu zerkleinern, wurden die Zellen
fiir 10 Sekunden im Ultra-Thurrax homogenisiert. AnschlieBend wurde das Lysat 10 Minuten
bei 10.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der geklirte Uberstand wurde in ein neues,
vorgekiihltes Reaktionsgefidl iiberfiihrt, auf Eis gelagert und konnte anschliefend fiir die

Aufreinigung verwendet werden.

Aufreinigung:

Das Beladen der Sdule mit Puffer bzw. Lysat erfolgte mit einer 5 ml Luer Lok™ Spritze
(Beckton Dickinson), die auf die Séule aufgeschraubt wurde. AnschlieBend wurde der Inhalt
der Spritze (Puffer oder Lysat) manuell durch die Sédule gedriickt (FlieBgeschwindigkeit 1
Tropfen pro Sekunde).

Die Séule wurde als erstes mit 5 Sdulenvolumen (CV fiir Column Volumes) Aqua bidest
gespiilt und anschliefend mit 5 CV Bindungspuffer dquilibriert. Dann wurde das Lysat auf die
Sdule geladen und die Sdue mit 15 CV Bindungspuffer gewaschen. Fiir die Elution in Form
eines Gradienten wurden jeweils 2 CV in aufsteigender Imidazolkonzentration auf die Siule
gegeben und 1 ml Fraktionen gesammelt. Folgende Imidazolkonzentrationen wurden

eingesetzt: 50 mM, 100 mM, 250 mM, 300 mM, 500 mM, 1000 mM. Die Eluate, so wie ein
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Teil der Waschfraktionen, wurde bis zur weiteren Analyse in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.5.18 Aufreinigung des HCV E1E2 Proteins mittels Ni-NTA Matrix von Qiagen unter

nativen Bedingungen

Fiir die Aufreinigung mit dem System von Qiagen wurde Ni-NTA Agarose eingesetzt. Diese
besteht aus Ni-NTA, das an Sepahrose® CL-6B gekoppelt ist. Die Bindungskapazitit liegt bei

5-10 mg His-getagtes Protein pro ml Sdulenmaterial.

Verwendete Puffer und deren Vorbereitung:

Lyse-Puffer:

50 mM NaH2P04

300 mM NacCl

10 mM Imidazol

0,05 % NP-40
Proteaseinhibitorcocktail
pH 8.0

Waschpuffer:

50 mM NaH2PO4

300 mM NacCl

20 mM Imidazol

0,05 % NP-40
Proteaseinhibitorcocktail
pH 8.0

Elutionspuffer:

50 mM NaH2PO4

300 mM NaCl

250 mM Imidazol

0,05 % NP-40
Proteaseinhibitorcocktail
pH 8.0

Vorbereitung des Zelllysats:

Das Zelllysat wurde wie unter 2.5.2 beschreiben gewonnen, jedoch mit dem in diesem Kapitel

beschriebenen Lysepuffer.

Aufreinigung:
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Zu dem Zelllysat wurde 50 ul der Ni-NTA Agarose gegeben und der Ansatz im Uber-Kopf-
Roller fiir 2 Stunden bei 4°C inkubiert. Dann wurde die Ni-NTA Agarose mit daran
gebundenen Proteinen durch Zentrifugation (1000 rpm, 1 min., 4°C) pelletiert. Der Uberstand
wurde entweder zur weiteren Analyse verwahrt oder verworfen. Das Pellet wurde in 500 ul
Waschpuffer vorsichtig resuspendiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (s.0).
Dieser Waschschritt wurde 3 mal wiederholt. Anschliefend wurde das Pellet in 50 ul
Elutionspuffer resuspendiert, 1 min. bei RT und zentrifugiert (s.o.). Der Uberstand (Eluat)
wurde abgenommen und auf Eis gestellt. Der Elutionsschritt wurde noch 1 mal mit 50 pl
Elutionspuffer und ein drittes mal mit 100 ul Eltionspuffer wiederholt. Die Eluate wurde bis

zur weiteren Analyse mit fliissigen Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.6 Computeranwendungen

Fiir die Anfertigung dieser Arbeit wurde eine Anzahl von Computerprogrammen verwendet.
Sie wurden zur Analyse, Uberarbeitung und Darstellung von Daten genutzt. Alle gezeigten

SDS-Gele, Blots und Agarose-Gele wurden digital iiberarbeitet aber inhaltlich nicht

veréndert.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die folgenden in der Tabelle aufgefiihrten
Computerproramme verwendet:
Tabelle 2.7: Verwendete Computerprogramme
Computerprogramm Hersteller Anwendung
Mozilla Firefox Mozilla Foundation Internetzugang
Word 2003 Microsoft Textverarbeitung
Excel 2003 Microsoft Tabellenkalkulation
Reference Manager Version | Thomson ISI Verwaltung von
11 ResearchSoft Literaturangaben
Photoshop 7.0 Adobe Bildbearbeitung
Prism 4 GraphPad Software Inc. Tabellenkalkulation
Adobe Reader 7.0 Adobe Lesen von pdf- Dateien

Bioedit 4.8.10

Dep. of Microbiology,
North Carolina State
University, USA

DNA-Sequenzanalyse

JellyFish 3.2 Infotrieve, Inc. DNA — und
Proteinsequenzanalyse

Vector NTI 8 Informax DNA Analyse

Phoretix Grabber Biostep, Jahnsdorf Geldokumentation

Systemsoftware v2.3

Bio-Rad

Dokumentation und

Auswertung der Realtime PCR
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung eines chimiren HCV-Dengue Virus als Modellsystem

Die Mechanismen der Bindung, Aufnahme und der Partikelgenese von HCV sind auch heute
noch zu weiten Teilen ungeklirt.

Zu Beginn dieser Doktorarbeit existierte das kiirzlich publizierte Zellkultursystem fiir HCV
(Wakita et al. 2005), mit dem es moglich ist infektiose Partikel zu generieren, noch nicht.
Somit stand zu Beginn dieser Arbeit noch kein System zur Verfiigung, mit dem der komplette
Lebenszyklus des Virus, vor allem aber die initialen Schritte der Infektion suffizient
untersucht werden konnte. Zwar gab es schon Publikationen zu den Mechanismen der
Replikation aufgrund der zur Verfiigung stehenden Replikons. Auch verschiedene
Modellsysteme fiir Pseudo-Partikel waren zu Beginn der vorliegenden Arbeit verdffentlicht
worden. Jedoch sind diese auf die Charakterisierung bestimmter Teilaspekte des HCV
Lebenszyklus limitiert.

Ziel war es ein eigenes System zu erstellen, mit dem es moglich wire, replikationsfihige und
infektiose Partikel zu generieren. Da das Dengue Virus dem Hepatits C Virus strukturell sehr
dhnlich ist und zudem in Zellkultur sehr gut mit hohen Titern repliziert, sollte das chimére

Konstrukt aus HCV und Dengue Virus Sequenzen gebildet werden.

3.1.1 Struktur des chiméren Konstruktes und Klonierungsstrategie

Die Klonierung sollte in mehreren sukzessiven Schritten erfolgen: Das Konstrukt sollte mit
dem DEN 5’UTR (untranslatierte Region) beginnen, dem noch die ersten 20 Aminosduren des
DEN Core Fragmentes folgten (Fragment 1). Die DEN 5’UTR beeinhaltet eine Cap-Struktur,
die an der Initiation der Translation beteiligt ist. Die sich an die DEN 5’UTR anschlieenden
20 Aminoséuren sollten eine korrekte Bildung der Cap-Struktur ermoglichen. Die Translation
der ersten 20 Aminosduren des DEN Core sollte durch ein sich anschlieendes Stopcodon
terminiert werden. Dem 5’-Ende des Fragments sollte zusétzlich durch die PCR ein T7
Promotor vorgelagert sein, um die Generierung von in vitro RNA Transkripten zu
ermoOglichen. An dieses erste Fragment sollte sich die IRES Sequenz des
Enzephalomyocarditis Virus (EMCV-IRES, Fragment 2) anschlieBen. Diese sollte eine
effiziente und starke Translation des nachfolgenden Polyproteins bewirken. Das dritte

Fragment bestand aus den Strukturproteinen von HCV: Core, E1, E2 und p7 (Fragment 3).
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Das letzte Fragment bestand aus den DEN Nicht-Strukturproteinen NS1-NS5 und der 3’UTR
(Fragment 4). Die Fragmente sollten mittels PCR, mit zusétzlichen Schnittstellen am 5° und
3’- Ende zur gerichteten Klonierung der Fragmente, amplifiziert werden. Die Fragmente 1, 2
und 3 sollten dann nacheinander zunéchst in einen beziiglich der Schnittstellen modifizierten
pBluescript I KS+ Vektor subkloniert werden. AnschlieBend sollten sie in 5° Richtung vor
das zuvor in den low-copy Vektor pACNR klonierte DEN Fragment 4, gesetzt werden.

Generierung der Fragmente D 5' UTR,
Bsu36l Sbfl Sbfl Hpal Hpal Bsiwi EMCV-IRES, HCV C-p7 und
' ! ! ' ! ' D NS1 - 3’'UTR durch PCR

D 5'UTR EMCV-IRES HCV C-p7
Bsiwi Notl
| |
Subklonierung
der Fragmente
in pASV und pACNR
Bsu36l BSIWl BSIWl Notl

D NS1 - 3'UTR

Klonierung der Fragmente

D 5' UTR, EMCV-IRES und HCV C-p7
tiber die Schnittstellen Bsu36l

und BsiWI in pACNR

D EMCV- '
m IRES HCV C-p7 D NS1 - 3' UTR

Abb. 3.1: Klonierungsschema zur Generierung des chimiren Konstruktes. Die von Dengue Virus
stammenden Sequenzen sind in blau dargestellt, die von HCV stammenden in rot. Alle vier Fragmente
wurden durch PCR generiert, wobei die Schnittstellen iiber die Primer angefiigt wurden. Da sich der low-
copy Vektor pACNR nicht fiir viele verschiedene Klonierungschritte eignet, wurden die Fragmente 1,2 und
3 in pASV subkloniert und spéter in einem einzigen Schritt in den Zielvektor kloniert. D = Dengue.
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3.1.2 Konstruktion neuer Restriktionsschnittstellen in pBluescript II KS+

Fir die Klonierung des chimiren Konstruktes standen insgesamt nur 5 verschiedene
Restriktionsschnittstellen zur Verfiigung, die weder im Vektor pBluescript II KS+ noch im
Vektor pACNR vorkommen. Hierbei handelt es sich um die Schnittstellen Bsu36l, Sbfl,
Hpal, BsiWI und Notl. Da diese aber bis auf Notl in der benétigten Anordnung zur
Subklonierung der Fragmente 1-3 in den pBluescript Vektor nicht zur Verfiigung standen,
wurden die erforderlichen Schnittstellen jeweils durch eine ,,Site directed Mutagenesis*
Reaktion in den Vektor eingefiigt. Dabei sind die Bsu36l und die BsiWI zuvor durch
Punktmutation (Austausch von einzelnen Basenpaaren) und die Sbfl und Hpal Schnittstellen
durch Insertion eingefiigt worden. Der daraus resultierende Vektor wurde pASV genannt. Die
erfolgreiche Mutagenese wurde mit Restriktion (Daten nicht gezeigt) und Sequenzierung

verifiziert (Abb 3.2).

ATACGC CTG A GGG CGCGC CTGCAGGGGCA TCGT TA ACAGG ATAG GGCGTACGGG AGC
Bsu36l Sbfl Hpal Bsiwl

Abb. 3.2: Ausschnitt der Sequenzierung von pASV. Die neu eingefiigten Schnittstellen sind schwarz
unterstrichen und benannt.

Wie die Sequenzierung belegt, sind alle neuen Schnittstellen in der richtigen Reihenfolge

vorhanden.

3.1.3 Subklonierung der Fragmente

Fiir die Subklonierung der Fragmente 1-3 wurden diese jeweils durch PCR amplifiziert und
die fiir die Klonierung vorgesehenen Schnittstellen sowie andere Modifizierungen mittels der
PCR Primer angefiigt. Als Template fiir die von HCV stammenden Sequenzen diente der full
length cDNA Konsensus Klon H77, der zu Genotyp la korrespondiert und im p90 Vektor
vorlag (genaue Beschreibung unter 2.4.1). Fiir die Amplifikation der DEN Sequenzen diente
die full length cDNA Sequenz vom Western Pacific Dengue-1 Virusstamm, die in dem Hefe-
Shuttlevektor pRS424FL kloniert vorlag (genaue Beschreibung unter 2.4.1).

Die Fragmente mit den entsprechenden Modifizierungen sind in Abb. 3.1 dargestellt. Dabei

wurde Fragment 1 iiber Bsu36l am 5’-Ende und Sbfl am 3’-Ende, Fragment 2 tiber Sbfl am
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5’-Ende und Hpal am 3’-Ende, sowie Fragment 3 iiber Hpal am 5’-Ende und BsiWI am
3’-Ende in pASV kloniert und somit die einzelnen Fragmente nacheinander an der
entsprechend gemeinsamen Schnittstelle miteinander verbunden.

Da keine Schwierigkeiten iiber die Klonierung der ersten 3 Fragmente bekannt waren, wurden
sie, um eine schnelle und effiziente Klonierung zu erzielen, jeweils nacheinander in den High

Copy Vektor pASV kloniert. Fine erfolgreiche Klonierung wurde durch analytische

Restriktion und Sequenzierung iiberpriift.

4— Fragment1,2,3
4— pASV

Abb. 3.3: Analytische Restriktion der Subklonierung der Fragmente 1,2 und 3 in pASV. Restriktion mit
Bsu36I und BsiWI. Die Pfeile markieren die erwarteten Fragmente pASV auf Hohe von 3 kb und das aus
den Fragmenten 1, 2 und 3 bestehende komplette Sub-Fragment mit einer Gré8e von ca. 3,5 kb

3.1.4 Klonierung von DEN NS1-3’'UTR

Fiir die Klonierung des DEN NS1-3’UTR Fragments (Fragment 4) sollte das Fragment
ebenfalls mit den erforderlichen Schnittstellen mittels PCR amplifiziert und dann in den
Vektor pACNR iiber die Schnittstellen BsiWl am 5’ Ende und Notl am 3’ Ende ligiert
werden. Fiir die Klonierung von den &duflerst langen und instabilen Dengue Sequenzen hatte
sich der hier verwendete Vektor pACNR, der nur in sehr geringer Kopienzahl in E.coli
vorliegt, als vorteilhaft gegeniiber einem herkémmlichen Vektor wie ein pBluescript
erwiesen, der in sehr hoher Kopienzahl vorliegt (personliche Mitteilung PD Dr. Philip
Hilgard).

Aufgrund der ungewohnlichen Linge dieses Fragments von etwa 8 kb gestaltete sich diese
PCR als schwierig. Zundchst wurde die PfuTurbo DNA Polymerase von Stratagene
eingesetzt, die speziell fiir die Amplifizierung von lidngeren Fragmenten geeignet ist. Sie

besteht aus einer Mischung von Pfu Polymerase und einem neuartigen thermostabilen Faktor
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und ermoglicht so die PCR von bis zu 19 kb langen Fragmenten aus Plasmid-DNA
Templates. Zudem besitzt sie eine extrem niedrige Fehlerrate. Die Generierung des Fragments
an sich gelang zwar, aber es wurden zudem noch viele unspezifische Fragmente amplifiziert
oder die Banden waren sehr ,,schmierig®. Mit Hilfe eines PCR Kits von Qiagen (ProofStart

DNA Polymerase) gelang schlieBlich eine akzeptable Generierung des Fragments (Abb 3.4).

Stratagene — Qiagen

Abb. 3.4: Optimierung der 8 kb Fragment PCR. Dargestellt sind beispielhaft ein PCR Ansatz mit der
PfuTurbo DNA Polymerase von Stratagene (links), die zuerst benutzt wurde und der ProofStart DNA
Polymerase von Qiagen (rechts), die letztendlich eingesetzt wurde. In jedem Gel sind verschiedene
Reaktionsbedingungen zusammen aufgetragen. Die Pfeile indizieren die 8 kb Fragmente, die DEN NS1-
3’UTR reprisentieren. Je nach dem, welche Reaktionsbedingung gewihlt wurde, ist kein Fragment bzw.
ein relativ sauberes Fragment amplifiziert worden.

Das gewiinschte Fragment wurde in den Vektor pACNR ligiert. Dies gelang allerdings erst
nach mehrfachen Versuchen, da erst noch das geeignete Verhiltnis von Vektor zu Insert
ausgetestet werden musste, aufgrund des auBergewohnlich gro3en Inserts (8 kb) im Verhiltnis
zum 2,4 kb ,kleinen” Vektors. In diesem Fall stellte sich heraus, dass ein 5 fach molarer

Uberschuss von Vektor zu Insert vorliegen musste.

Nach erfolgter Subklonierung der Fragmente 1-3 in pASV sollte das komplette Insert,
bestehend aus DEN 5’UTR — DEN Core20 (Fragment 1), EMCV-IRES ( Fragment 2) und
HCV C-p7 (Fragment 3) iiber die Schnittstellen Bsu361 am 5’-Ende und BsiWI am 3’-Ende
ausgeschnitten werden. AnschlieBend sollte es in den Vektor pACNR, der bereits das DEN
NS1-3’UTR Fragment enthilt, iiber die Schnittstellen Bsu36I und BsiWI in 5’Richtung vor

das DEN Fragment kloniert werden.
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Dieser finale Klonierungsschritt gelang jedoch nicht auf Anhieb, sondern erst nachdem
sdamtliche Schritte dieser Klonierung alle nacheinander erfolgten und keines der Produkte bei
-20°C zwischengelagert wurde.

Nach etwa 24 Stunden wurden Klone sichtbar, von denen einige deutlich kleiner waren als die
anderen. Die Fertigstellung des Konstruktes wurde durch eine analytische Restriktion
verifiziert. Abb. 3.5 zeigt ein Beispiel fiir einen Klon, bei dem alle zu erwartenden Fragmente

ausgeschnitten wurden.

+— HCV C-p7 <«— D NS1-3UTR

«— pACNR
4

Fragmente 1, 2, 3

<— EMCV-IRES
+— D 5UTR

Abb. 3.5: Analytische Restriktion des fertig klonierten chiméren Konstruktes. Aufgrund der duferst
unterschiedlichen Fragmentgroflen mussten 2 Gele mit unterschiedlichen Agarosekonzentrationen zur
Auftrennung benutzt werden. A: 1 % Agarosegel. Einzeln ausgeschnittene Fragmente. Spur 1: Fragment 1
(DEN 5’UTR) auf Hohe von 465 bp, Spur 2: Fragment 2 (EMCV-IRES) auf Héhe von 611 bp, Spur 3:
Fragment 3 (HCV C-p7) mit 2427 bp. Marker links: 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Marker rechts:
A-DNA/EcoRI/HindIII (Fermentas). Um die Fragmente 1 und 2 besser sichbar zu machen, stammt dieser
Teil der Abbildung aus einem stiker belichteten Gel. B: 0,8 % Agarosegel. Ausgeschnittenes Fragment 4
(DEN NS1-3’UTR) bei ca. 8,3 Kb. Das Plasmid mit den restlichen Inserts ist die darunter mit dem Pfeil
markierte Bande.
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3.1.5 Generierung von In Vitro Transkripten (IVT)

Fiir eine effiziente In vitro Transkription (IVT) musste das Plasmid linearisiert werden. Die
Linearisierung fiihrt zur Termination der IVT am Ende des linearisierten Fragments.

Hierfiir wurde mit Notl geschnitten, das das Konstrukt direkt am Ende von DEN NS1-3’UTR
linearisiert. Die In vitro Transkription (Abb. 3.6) war nur dann erfolgreich, wenn das

Template vorher vollstindig linearisiert worden war.

M 1 2 3 4

Abb. 3.6: Erfolgreiche In vitro Transkription des chimiren Konstuktes. Aufgetragen sind verschiedene
Mengen an RNA. Spur 1: 2 pg, Spur 2: 0,5 pg, Spur 3: 1 pg, Spur 4: 0,2 pg. Da die Transkripte eine Linge
von etwa 12 kb hatten, war die Bande stets hoher als der zur Verfiigung stehende Marker. M: ss RNA
Ladder (NEB)

3.1.6 Nachweis des chimiren Konstruktes in Huh-7 Zellen durch RT-PCR und

Immunfluoreszenz

Die generierten IVTs wurden in Huh-7 Zellen durch Elektroporation transfiziert. Um RNA
des transfizierten chimiren Konstrukts nachzuweisen, wurde bei Erreichen einer Konfluenz
von 80 % (nach 4-6 Tagen) die RNA aus den Zellen extrahiert und mit der erhaltenen RNA
eine RT-PCR durchgefiihrt, wobei Primer gegen HCV E2 eingesetzt wurden. Die erhaltene
cDNA wurde durch Agarosegelelektrophorese analysiert. Um zu iiberpriifen, ob durch die
Transfektion mit dem chiméren Konstrukt infektiose chimére Viruspartikel gebildet werden,
wurde der Uberstand nach 4 Tagen geerntet und naive Huh-7 Zellen damit inokuliert. 4 Tage
spiater wurde ebenfalls die RNA extrahiert und mit RT-PCR mit Primern gegen HCV E2
analysiert (Abb 3.7).
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HCV E2—

Abb. 3.7: RT-PCR zur Detektion von HCV E2 in Huh-7 Zellen, die mit dem chimiren Konstrukt
transfiziert wurden. Es sind zwei voneinander unabhéngige Transfektionen (hier als Transfektion I und II
bezeichnet) zusammen auf das Gel aufgetragen worden. Spur 1: Naive Huh-7 Zellen, Spur 2: Positiv-
Kontrolle fiir die RT-PCR (Plasmid DNA vom BC-Konstrukt), M: MassRuler DNA Ladder Low Range
Range, Spur 3 und 4: Transfektion I, Spur 5 und 6: Transfektion II, Spuren 7 und 8: RT-PCR von Proben,
die mit Uberstand von Transfektion I inkubiert worden waren, Spuren 9 und 10: wie Spuren 7 und 8 aber
Uberstinde aus Transfektion II.

Die Detektion von HCV E2 durch RT-PCR, ldsst auf vorhandene RNA in den mit dem
chiméren Konstrukt transfizierten Zellen schlieBen. Da nach 4 bzw. 6 Tagen die durch die
Elektroporation in die Zellen eingebrachte RNA hochstwahrscheinlich degradiert ist, konnte
dies auf eine Replikation des Konstrukts hindeuten.

Fiir die Immunfluoreszenz zum Nachweis von HCV E2 Proteinen wurden die Zellen nach
Elektroporation in 10 cm Zellkultur-Schalen ausgesiht, in denen sich kollagenisierte
Deckglidschen befanden. Bei Erreichen von etwa 80 % Konfluenz (nach etwa 4-6 Tagen)
wurden die Deckgldschen herausgenommen und eine Immunfluoreszenzfirbung
durchgefiihrt. Durch die Immunfluoreszenz sollten translatierte E2 Proteine des Konstrukts
nachgewiesen werden und somit gezeigt werden, dass das Konstrukt in den Huh-7 Zellen in
der Lage ist HCV Proteine zu exprimieren. Dies wire einer der erster Schritte zu Generierung
von infektiosen Partikeln.

In der Immunfluoreszenz konnten keine fiir HCV E2 positiven Zellen nachgewiesen werden.
Es konnten also keine oder nur in sehr geringen Mengen infektiosen Partikel produziert

werden.
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3.1.7 Uberpriifung der HCV E2 Expression in 293HEK und Huh-7 Zellen mit

Immunfluoreszenz

Um die Moglichkeit auszuschlieBen, dass die Anfirbung von HCV E2 durch
Immunfluoreszenz aufgrund der Technik an sich nicht funktioniert (beispielsweise nicht-
funktionierende Antikorper), wurde das TOPO E1E2-His Plasmid (Kap. 3.2.2) zunichst in
293HEK Zellen, in denen eine Expression dieses Plasmids durch WB im Rahmen dieser
Arbeit nachgewiesen werden konnte, transfiziert und eine Immunfluoreszenz durchgefiihrt

(Abb 3.8).

HCV E2 positive 293 HEK Zellen HCV E2 negative 293 HEK Zellen

o s - es’ W ) -

Abb. 3.8: Immunfluoreszenz von 293HEK Zellen transfiziert mit TOPO E1E2-His Plasmid (Kap.3.2.2)
(linke Abbildung) und nicht-transfizierte Zellen (rechte Abbildung). Die Zellen wurden mit anti HCV
E2 Antikérper und mit dem entsprechenden Zweitantikorper (anti mouse-AlexaFluor488 gekoppelt)
gefirbt. Belichtungszeit Abb. links: 0,596 Sekunden. Belichtungszeit rechts: 2,3 Sekunden. Die lingere
Belichtungszeit war notwendig, um Hintergrundfluoreszenz detektieren zu konnen. Bei kiirzerer
Belichtung war keine Fluoreszenz zu sehen.

Wie die obige Abbildung zeigt, konnte durch Immunfluoreszenz HCV E2 angeférbt werden.
Der verwendete Antikorper ist also spezifisch fiir HCV E2 und auch in der Immunfluoreszenz
verwendbar. Verglichen mit der rechten Abbildung, bei der die Signale lediglich
Hintergrundfluoreszenz repriasentieren, handelt es sich bei der linken Abbildung eindeutig um
HCV E2 positive Zellen.

Als néchstes wurden Huh-7 Zellen ebenfalls mit dem TOPO E1E2-His Plasmid transfiziert

und eine Immunfluoreszenz durchgefiihrt (Abb 3.9).
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HCV E2 positive Huh-7 Zellen HCV E2 negative Huh-7 Zellen

Abb. 3.9: Immunfluoreszenz von Huh-7 Zellen, transfiziert mit TOPO E1E2-His Plasmid (linke
Abbildung) und nicht-transfizierte Huh-7 Zellen (rechte Abbildung). Die Zellen wurden mit anti HCV
E2 Antikorper und mit dem entsprechenden Zweitantikorper (anti mouse-AlexaFluor488 gekoppelt)
gefirbt. Belichtung bei beiden Abbildungen: 1,2 Sekunden

Auch bei den transfizierten Huh-7 Zellen konnten HCV E2 po sitive Zellen angefirbt werden,

wenn auch nicht in so starkem Maf3e, wie bei den 293HEK Zellen.

Dieser Versuch belegt, dass eine Immunfluoreszenzfirbung von HCV E2 moglich ist. Leider
belegt dieser Versuch auch, dass das Fehlen eines Immunfluoreszenzsignals nach
Elektroporation der Huh-7 Zellen mit dem chimiren Konstrukt nicht experimentell begriindet
ist, sondern tatsdchlich kein HCV E2 exprimiert wird. Da das HCV E2 Protein ein essentieller
Bestandteil des chimiren Partikels wire, konnten offensichtlich keine oder nur in sehr

geringen Mengen infektiose Partikel gebildet werden.

Wihrend der Fertigstellung und Analyse dieses Konstrukts wurde von Wakita et al. (2005)
die Produktion von infektiosem Hepatitis C Virus in Zellkultur publiziert. Ab diesem
Zeitpunkt war eine Moglichkeit entstanden, den kompletten Lebenszyklus von HCV zu
analysieren, da es sich um einen ,,Full-length* Klon handelte. Aufgrund der Tatsache, dass es
bis zu diesem Zeitpunkt im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit nicht gelungen war, ein
chimére Viruspartikel produzierendes System zu entwickeln, wurde dieses Projekt nicht mehr

weiter verfolgt.
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3.2 Generierung eines Konstrukts zur Expression und Aufreinigung von

HCV E1E2 in 293HEK Zellen

Ziel war es durch die Expression und Aufreinigung von rekombinanten HCV EI1E2
Molekiilen, ein robustes System zu schaffen, mit dem es moglich wire neue Liganden bzw.

Rezeptoren zu identifizieren und zu charakterisieren.

3.2.1 Klonierungsstrategie von HCV E1E2 in pcDNA3.1/V5-His TOPO TA

Um das HCV E1E2 Heterodimer zu exprimieren und eine Aufreinigung des rekombinanten
Proteins zu ermoglichen, wurde die Sequenz fir HCV EI1E2 in den eukaryontischen
Expressionsvektor pPCDNA 3.1/V5-His TOPO TA kloniert. Dieser Vektor enthélt einen CMV
Promotor (Human cytomegalovirus immediate-early promoter), der eine effiziente und starke
Expression des rekombinanten Proteins in eukaryontischen Zellen ermoglicht. Zudem ist in
der C-terminalen Region des Inserts ein Polyhistidin (6x)-Tag lokalisiert, der fiir die
Aufreinigung des HCV E1E2 Proteins benutzt werden sollte. Es wurde ein His-Tag fiir die
Aufreinigung gewihlt, da dieser wesentlich kleiner ist als andere herkémmliche Tags und so
in jedem Expressionssystem verwendet werden kann. Zudem interferiert er nicht mit der
Struktur und Funktion des rekombinanten Proteins. Ein weiterer Vorteil liegt in den sanften
Elutionsbedingungen, so dass sowohl Bindung und Waschen als auch Elution keinen Effekt
auf die Proteinstruktur haben.

Ein Expressionssystem in E.coli kam nicht in Betracht, da E.coli die notwendigen
posttranslationalen Modifikationen wie z.B. Glykosilierungen am E1 und E2 Protein nicht
bewerkstelligen kann.

Als Template diente die Full length Sequenz von HCV, die im p90 Vektor vorliegt (H77
Konsensus Klon Genotyp la). (2.4.1) Um die native Form des E1E2 Heterodimers zu
generieren, wurde die volle Sequenz fir HCV E1E2 kloniert. Die Sequenz fiir das HCV
Glykoprotein von Genotyp la (strain H) entsprach den Aminosduren 171 bis 746. Hierbei
entsprachen die Aminosduren 171-191 der Signalsequenz am N-Terminus von El (letzte 20
Aminoséduren von HCV Core) zur ordnungsgeméfen Orientierung und Verankerung von El
in die ER-Membran. Fir E2 fungierte wiederum die C-terminale Hilfte von EIl als

Signalsequenz.
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3.2.2 Klonierung von HCV E1E2 in pcDNA3.1/V5-His TOPO TA

Nach Amplifikation des HCV E1E2 Fragments wurde dieses in der pcDNA3.1/V5-His TOPO
TA Vektor ligiert.. Da die Ligation ungerichtet erfolgte, wurde die Klone einer sog.
asymmetrischen Restriktionsanalyse unterzogen, bei der je nach Orientierung unterschiedliche
FragmentgroBen entstehen sollten. Anhand dieser Groen konnten die Klone, bei denen das
Insert in korrekter Orientierung vorlag, verifiziert werden. Fiir die Restriktion wurde BamHI
verwendet, dessen Schnittstelle einmal kurz vor der Multiple Cloning Site (MCS) im Vektor
und ein zweites Mal nach etwa 500 Basenpaaren im Insert vorliegt. Das heil3t bei korrekter
Orientierung sollten zwei Fragment mit einer Grée von 548 und etwa 6700 Basenpaaren
entstehen. Liegt das Insert in umgekehrter Orientierung vor, dann wiirde man zwei Fragmente

von der Grofle 1263 und 5997 Basenpaaren erwarten.

Abb. 3.10: Asymmetrische Restriktion des HCV E1E2 Fragments in pcDNA3.1/V5-His TOPO TA Vektor.
Restriktion der Minipréps erfolgte mit BamHI zur Feststellung der Orientierung der Inserts im Vektor.
Richtige Orientierung ist in Ansatz 1, 3 und 4 zu sehen. M: Marker (1Kb Plus DNA Ladder von
Invitrogen). Die Pfeile betonen die ausgeschnittenen Fragmente.

Abb 3.10 zeigt das Ergebnis der Gelelektrophorese. Man sieht bei Klonen 1 und 3 und 4
deutlich die verschiedenen Fragmentgrolen von 548 Basenpaaren und 6700 Basenpaaren
bzw. bei den Klonen 2 und 5 und 6 die Fragmente mit der Grée von 1263 Basenpaaren und
5997 Basenpaaren. Das bedeutet. dass bei den Klonen 1,3 und 4 durch die Restriktion die
erwarteten Fragmente aus dem Vektor ausgeschnitten worden, die eine korrekte Orientierung
des Inserts im Vektor belegen. Um sicherzugehen, dass auch die klonierte Sequenz absolut

richtig ist, wurden die in Frage kommenden Klone einer Sequenzierung unterzogen.
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Die Sequenzierung verifizierte eine korrekte Klonierung bei allen drei Klonen. Die
Sequenzierung belegte eine korrekte Abfolge der Aminoséuren, die fiir die Generierung des
HCV EI1E2 Proteins notwendig sind. Zudem bestitigte sie, dass das klonierte Fragment in
frame mit dem in 3’Richtung befindlichen 6 x Histidin-Tag vorlag. Fiir weitere Versuche

wurde Klon 1 eingesetzt.

Das entstandene Plasmid in der endgiiltigen Fassung ist in der Abb. 3.11 dargestellt.

Ampicillin CMV Promoter

T7 Promoter

ot

pUC origin
TOPO-E1E2-His
7260 bp —____ HCV E1EZ+SIG
\\\ :
V5 Epitop
Neomycin 6x His-Tag

BGH pA
SV40 ori

Abb. 3.11: Vektorkarte des TOPO-E1E2-His Vektors. Dargestellt sind alle wichtigen Merkmale des Vektors.
HCV E1E2+SIG bedeutet mit Signalsequenz; BGH pA Bovine Growth Hormone Polyadenylierungssignal.
Neomyinresistenzgen zur Selektionierung von Klonen bei stabiler Transfektion

3.2.3 HCYV E1E2 wird als natives Heterodimer exprimiert

Wird das HCV EI1E2 Protein in Zellkultur exprimiert, dann lagern sich E1 und E2 zu nicht-
kovalent gebundenen Heterodimeren zusammen. Diese Komplexe représentieren vermutlich
funktionale Untereinheiten des HCV Partikels. Zusétzlich neigen sie dazu, hochmolekulare
iiber Disulfide gebundene Aggregate zu bilden (Cocquerel et al. 2003a). Um zu iiberpriifen,
ob das HCV E1E2 Glykoprotein in der nativen Konformation als Heterodimer vorliegt, wurde
eine Immunprizipitation mit einem Antikorper durchgefiihrt, der konformations-abhéngig ist,
d.h. nur an HCV E2 bindet, wenn es in Zusammenhang mit HCV El und somit als
Heterodimer exprimiert wird. Bei dem Antikorper handelt es sich um CBH-2. Dieser wurde

von Steven Foung (Stanford University School of Medicine, Kalifornien, USA)
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freundlicherweise zur Verfiigung gestellt und ist in (Cocquerel et al. 2003b) beschrieben. Die
Immunprézipitation wurde mittels WB ausgewertet. Abb.3.12 zeigt das Ergebnis des Western

Blots.

55 —

40 — <+— HCV E1E2
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Abb. 3.12: Immunprizipitation von HCV E2 mit konformations-sensitivem CBH-2 Antikorper. Spur 1:
Lysat von HCV EI1E2-His transfizierten 293HEK Zellen (Positiv-Kontrolle), Spur 2: Lysat von
untransfizierten 293HEK Zellen (Negativ-Kontrolle), Spur 3: anti HCV E2 Antikoérper (AK) von IBT
Reutlingen (anti E2 IBT), Spur 4: anti HCV E2 Antikorper CBH-2, Spur 5: Prézipitat EIE2-His Zellen mit
anti E2 IBT, Spur 6: Prizipitat E1IE2-His Zellen mit anti CBH-2 AK, Spur 7 und 8 entsprechen 5 und 6
jedoch wurden hier Lysate von untransfizierten Zellen in die IP eingesetzt. Die starken Signale in den
Spuren 5-8 reprisentieren Artefakte der Immunprézipitation (schwere und leichte Kette der Antikorper
sowie Protein A Agarose).

Die Prizipitation mit dem anti HCV E2 Antikdrper von IBT fiihrt zu einer starken
Prizipitation (sehr starke ,,Bande auf Hohe des Pfeils in Spur 5). Das Signal im WB wird
zudem noch verstirkt, da auch mit diesem Antikorper detektiert wurde. Mit dem
konformations-sensitivem Antikorper CBH-2, der nur HCV E2 erkennt, wenn es als Dimer
zusammen mit E1 exprimiert wird, konnte ebenfalls eine gute Prizipitation erzielt werden
(Bande auf Hohe des Pfeils in Spur 6). Mit Hilfe dieser IP konnte gezeigt werden, dass die
exprimierten HCV E1E2 Glykoproteine ordentlich gefaltet sind und somit die Konformation
des nativen Heterodimers repridsentieren. Dies ist wichtig, um eine Funktionalitit des
rekombinanten Proteins zu gewihrleisten. Zudem scheint die zusétzliche C-terminale

Expression eines His-Tags, die Faltung der Heterodimere nicht zu storen.
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3.2.4 His-Tag Aufreinigung von HCV E1E2

Das rekombinante HCV EI1E2 His-Tag Protein sollte mittels immobilisierter Metall-
Ionenaustauschchromatographie aufgereinigt werden. Hierzu wurde die HisTrap HP Siule
von GE Healthcare (zum Zeitpunkt der Verwendung noch Amersham Biosciences)
verwendet. Bei der HisTrap HP Séule handelt es sich um eine Sdule, die mit Ni Sepharose™
(Nickel Sepharose) High Performance schon vorgepackt ist. Diese vorgepackte Séule eignet
sich laut Angaben des Herstellers gut fiir die priparative Aufreinigung von Proteinen, die mit
einem His-Tag fusioniert sind. Detailliertere Angaben zum Prinzip der Aufreinigung, der
Aufreinigungsprozedur, so wie den verwendeten Puffern, finden sich in Material und
Methoden in Kap. 2.5.19.

Da die optimale Konzentration an Imidazol, bei der das Protein eluiert nicht bekannt war,
wurde die Elution mit einem Gradienten durchgefiihrt, das heifit es wurde nacheinander
Elutionspuffer mit steigender Imidazolkonzentration auf die Sédule gegeben, die Fraktionen
gesammelt und anschlieBend mit Western Blot analysiert. Folgende Imidazolkonzentrationen
wurden eingesetzt: 50 mM, 100 mM, 250 mM, 300 mM, 500 mM, 1000 mM. Bei der
Aufreinigung wurde sowohl ein Lysat von E1E2His transfizierten 293HEK Zellen eingesetzt
als auch ein Lysat von nicht-transfizierten 293HEK Zellen als Negativ-Kontrolle.

Beim ersten WB (Abb.3.13) wurde als Erstantikorper ein Antikorper (Penta-His von Qiagen)

eingesetzt, der 6xHis-Tags erkennt und somit das His-getagte Protein detektieren sollte.

Ab einer Konzentration von 250 mM Imidazol bei der Aufreinigung der E1E2-His
transfizierten Zellen und ab einer Konzentration von 300 mM bei den nicht-transfizierten
Zellen, konnten bei den Aufreinigungen His-Tag bzw. Histidin positive Proteine detektiert
werden. Dieses erste Ergebnis zeigt bereits, dass auch bei den Zellen, die nicht transfiziert
wurden, Proteine mit Histidinen eluieren, die auch die gleiche oder zumindest eine dhnliche
GroBe, wie die bei den E1E2-His transfizierten Zellen aufweisen. Dieses Ergebnis gibt
auflerdem zu der Frage Anlass, ob es sich bei den eluierten Proteinen der transfizierten Zellen
iiberhaupt um HCV E1E2-His handelt oder um die gleichen Proteine, die bei den nicht-

transfizierten Zellen eluierten.



Ergebnisse 82

>
w

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
— 170 =—
153: 1:3::;
- T0 w—
55 m— d --— — - ‘v---
40— e :—
e 15 — | P
-
25— 25 =—
i 15— |n—
10 =— 10—

Abb. 3.13: Eluate der His-Tag Aufreinigung (Gradient). Detektiert wurde mit einem gegen den His-Tag
gerichteten Antikorper (Penta His, Qiagen). A: Gradient zu E1E2-His transfizierten Zellen. Spur 1: erster
Durchfluss aus der Séule bei Start der Elution. Die Spuren 2-7 sind die Eluate in aufsteigender Reihenfolge
mit folgenden Imidazol-Konzentrationen: 50, 100, 250, 300, 500 und 1000 mM Imidazol. In Spur 8 ist der
6xHis Protein Ladder als Positiv-Kontrolle fiir den Antikorper aufgetragen. B: Gradient zu nicht-
transfizierten Zellen. Spur 1: 6xHis Protein Ladder, Spuren 2-7 in aufsteigender Reihenfolge, siehe A. Spur
8 entspricht Spur 1 in A. Jeweils links aulen an den Blots befindet sich der verwendete GroB3enstandard.

Die Eluate wurden ein zweites Mal mittels WB analysiert, dieses mal jedoch mit einem

Antikorper gegen HCV E2. Das Ergebnis des WB ist in Abb. 3.14 dargestellt.
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Abb. 3.14: Eluate der His-Tag Aufreinigung. Detektion mit anti HCV E2 Antikorper. Spur 1: E2 Antigen
(Positiv-Kontrolle), Spuren 2-7: Eluate der Imidazolkonzentrationen wie in Abb. 3.13. Spur 8: erster
Durchfluss aus der Sdule bei Start der Elution

Bei der Detektion des Zieproteins sieht man, dass in diesem Fall nur die HCV E1E2-His
Eluate positiv sind. Bei den nicht-transfizierten Zellen ist das Ergebnis komplett negativ.
Vergleicht man die zwei Ergebnisse der WB Analyse, so stellt man fest, dass die
Aufreinigung des Proteins zwar funktioniert, jedoch liegt die Vermutung nahe, dass auch in
dem HCV E1E2 Eluat Histidine der Zellen vorhanden sind, die das Eluat verunreinigen.

Die Reinheit der Proteine wurde mittels SDS-Gel und anschlieBender Farbung mit Coomassie

Brilliant Blue analysiert (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: His-Tag Aufreinigung von HCV E1E2 aus 293HEK Zellen, Coomassie gefiirbt. Es wurde immer
paarweise erst die Probe der nicht-transfizierten Zellen, dann die entsprechende Probe der E1E2
transfizierten Zellen aufgetragen. Spuren 1,2: Lysate; Spuren 3,4: erste Durchfliisse nach Start der Elution;
5,6: Eluat 20 mM Imidazol; 7,8: Eluat 50 mM Imidazol; 9,10: Eluat 100 mM Imidazol; 11,12: Eluat 200
mM Imidazol; 13,14: Eluat 300 mM Imidazol; 15,16: Eluat 500 mM Imidazol.

Die Coomassie Farbung zeigt, dass bei keiner der Elutionen ein sauberes Protein aufgereinigt
wurde. Es kann auch keine verstirkte Expression des Zielproteins gezeigt werden, was sich in
einer prignanten Bande bei der zu erwartenden Grofle dullern wiirde. Das Bandenmuster ist
bei den transfizierten Zellen und den nicht-transfizierten Zellen nahezu identisch.
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass HCV E1E2 exprimiert wird und auch nach der
Aufreinigung nachgewiesen werden kann. Jedoch gibt es in den 293 HEK Zellen
augenscheinlich Histidin-haltige Proteine, die mit gleicher Affinitdt zur Ni Sepharose binden
und dementsprechend auch ein &hnliches Elutionsverhalten haben. Diese Proteine
kontaminieren wahrscheinlich auch die HCV E2 Eluate, wodurch eine saubere Aufreinigung

unmoglich wird.

Um die Aufreinigung zu optimieren wurde verschiedene Ansitze ausprobiert, u.a.:
1) Erhohung der Imidazolkonzentration im Waschpuffer auf 100 mM Imidazol, so dass
die Konzentration knapp unter der Elutionsgrenze lag.
2) Zunichst Voraufreinigung des Lysats iiber einen spezifischen Antikérper und
anschlieende Aufreinigung tiber Ni Sepharose.
3) Verwendung von Ni-NTA Agarose (Qiagen), die aufgrund der Verwendung von
Nitrilotriacetic Acid (NTA) eine hohe Reinheit und Effizienz bei der Ausbeute

versprach.
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3.2.5 Erhohung der Imidazolkonzentration

Trotz der stringenteren Waschbedingungen konnte kein besseres Ergebnis erzielt werden. Das
Ergebnis dhnelte dem von der ersten Aufreinigung, was vermutlich damit zusammenhingt,
dass die Zelleigenen Histidin-haltigen Proteine in etwa die gleiche Affinitédt zur Ni Sepharose
besitzen und somit auch nicht durch stringenteres Waschen vorher von der Siule entfernt

werden konnen.

3.2.6 Doppelte Aufreinigung

Bei der doppelten Aufreinigung wurde die Strategie verfolgt, zunichst die His-getagten HCV
E1E2 Proteine mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers gegen HCV E2 aus dem Komplett-
Zelllysat ,dhnlich einer Immunprizipitation, ,.heraus zu fischen* und in einem zweiten Schritt
das schon vorgereinigte Lysat iiber die Ni Sepharose Sédule noch spezifischer aufzureinigen
(Protokoll zu dieser Aufreinigung siche Material und Methodenteil). Hierbei ergab sich die
Schwierigkeit, dass der Antikorper- E1IE2 HisTag Komplex zunéchst iiber magnetische Beads
(Dynabeads® Sheep anti-Mouse IgG) prizipitiert werden musste und dann aber wieder von
den Beads eluiert werden musste, um das gereinigte Protein fiir weitere Verwendungszwecke
(gefs die zweite Aufreinigung iiber Ni Sepharose) zu erhalten. Fiir die Elution kamen zwei
verschiedene Moglichkeiten in Betracht. Entweder mit einer Hochsalzkonzentration (2 M
NaCl) oder durch starke Ansiduerung des pH Wertes (pH 3,1). Da ein stark saurer pH zum
Verlust der Funktionalitit des Zielproteins fithren kann, wurde die Elution mit 2 M NaCl als
etwas ,, mildere* Elutionsart gewéhlt. Auch in diesem Fall konnte keine Verbesserung der
Aufreinigung erzielt werden. Hier lag es aber daran, dass bereits die Elution von den
Dynabeads Sheep anti-Mouse IgG nicht funktionierte, was eine nachfolgende Aufreinigung

zwecklos machte.

3.2.7 Verwendung von Ni-NTA Agarose

Fiir die Aufreinigung wurde alternativ die Ni-NTA (Nitrilotriacetic Acid) Agarose von
Qiagen ausprobiert. Auch mit diesem Material konnte keine gute Aufreinigung erzielt werden.
Im Gegenteil- hier wird schon bei der Detektion mit dem His Tag Antikorper deutlich, das die
Eluate verunreinigt sind (Abb. 3.16).

Die Eluate wurden immer im Wechsel aufgetragen d.h., immer nebeneinander ein Eluat von

E1E2-His transfizierten Zellen und ein Eluat von nicht transfizierten Zellen. Man sieht anhand
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der Western Blots sehr deutlich, dass sowohl in den Eluaten der transfizierten Zellen, als auch
in den Eluaten der nicht-transfizierten Zellen Histidine aufgereinigt wurden, die auch alle ein
dhnliches Molekulargewicht aufweisen, so dass eine Unterscheidung nicht moglich ist. Der
zweite Blot belegt allerdings auch, dass sich nur in den Eluaten der transfizierten Zellen das

Zielprotein HCV E2 befindet.
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Abb. 3.16 His-Tag Aufreinigung mit Ni-NTA Agarose von Qiagen. A: Detektion mit Penta His Antikorper.
Spur 1: Eluat (EL) 1, E1E2-His transfizierte Zellen, Spur 2: EL1 nicht-transfizierte Zellen. Spuren 3, 5 und
7: nachfolgende Eluate E1E2-His transfizierter Zellen. Spuren 4, 6 und 8: nachfolgende Eluate nicht-
transfizierter Zellen. Spur 9: 6xHis Protein Ladder. B: Detektion mit anti-HCV E2 Antikorper. Auftragung
dquivalent zu A. Spur 9: E2 Antigen

Mit den zur Verfiigung stehenden Systemen war eine Aufreinigung des rekombinanten HCV
E1E2 Proteins, iiber den fusionierten His-Tag, offensichtlich nicht moglich.

Da sich im Verlauf dieser Doktorarbeit der Fokus auf funktionale Assays gerichtet hat, wurde
fir die Untersuchung der initialen Schritte der HCV Infektion HCV Pseudopartikel

verwendet. Auf diese Technik wird den folgenden Abschnitten detailliert eingegangen.
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3.3 Einfluss von IFN-a und den anti-inflammatorischen Zytokinen I1L.-10

und TGF-B auf die Infektion mit HCV Pseudopartikeln (HCVpp)

Da die bisher beschriebenen Modellsysteme nicht in dem Malle etabliert werden konnten, um
sie fiir die Analyse der initialen Schritte der HCV Infektion einzusetzen, wurde durch
freundliche Unterstiitzung von Prof. Jean Dubuisson am Institut de Biologie de Lille in
Frankreich das HCV Pseudopartikelsystem (HCVpp) etabliert (2.3.6). Hierbei handelt es sich
um virale Partikel, die aus einem replikationsdefizienten murinem Leukidmievirus (MLV)
bestehen, die in ihre Membran die HCV E1E2 Glykoproteine inkorporiert haben. Da die HCV
E1E2 Glykoproteine die Infektion von Huh-7 Zellen mit diesen Pseudopartikeln vermitteln,

sind sie als Modellsystem geeignet, um die ersten Infektionsschritte des Virus zu untersuchen.

3.3.1 Einfluss von IFN-a auf die Infektion mit HCV(pp)

Die Infektion mit HCV wird schon seit mehr als 15 Jahren mit IFN-a behandelt. Trotz dieses
relativ langen Zeitraums sind die genauen Mechanismen dieses Zytokins, bezogen auf die
Hepatitis C Viruselimination noch unbekannt. Zudem spricht auch nicht jeder Patient auf die
Therapie an. Warum genau aber die Therapie bei einigen Patienten Erfolg (responder) hat und
bei anderen Patienten scheitert (non-responder) ist bisher unklar. Es wird vermutet, dass es
zum Teil genetisch bedingt ist, ob die Therapie mit IFN-o Erfolg hat. Bislang wurde der
Einfluss von IFN-a auf die Replikation mit Hilfe des Replikonsystems untersucht.

Uber den Einfluss von IFN-a auf die Virusaufnahme bzw. den Eintritt des Virus in die Zelle
ist bisher nichts bekannt. Ebenso wenig ist bekannt, wie sich die Molekiile CD81, Claudin-1
und SR-BI, die an der Virusaufnahme beteiligt sind, in Huh-7 Zellen unter IFN-o Stimulation

verhalten.

3.3.2 Einfluss von IFN-q auf die Infektion mit HCVpp: Luziferase-Assay

Um die Auswirkung von IFN-o auf die Infektion mit HCVpp zu untersuchen, wurden Huh-7
Zellen 24 Stunden mit IFN-o stimuliert und anschlieend die Zellen mit den HCVpp infiziert.
Nach 48 Stunden weiterer Inkubation wurde die Infektion mittels Luziferase-Assay

quantifiziert.
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Abb. 3.17 Luziferase Expression von HCVpp infizierten Huh-7 Zellen nach Inkubation mit
unterschiedlichen Dosen IFN-qo. Die Rate an Infektion mit den HCVpp wurde mit Hilfe des Luziferase
Assays quantifiziert. Die Abnahme der Luziferase-Aktivitit ist abhéngig von der Dosis an IFN-a. RFE:
Relative Fluoreszenz Einheiten. Student’s T-Test. ¥P<0,05. Unbehandelt gegen 100 Einheiten.

Der Luziferase-Assay zeigt, dass die gemessene Aktivitit an Luziferase, abhéingig von der
Dosis an IFN-a, um etwa 50 Prozent im besten Fall (100 E) abnimmt. Da bei einer Dosis von
100 E/ml die durch das IFN-o angeschalteten Mechanismen in der Zelle am stérksten waren,

wurden alle weiteren Versuche mit einer Dosis von 100 E/ml durchgefiihrt.

Eine mogliche Interpretation des vorliegenden Ergebnisses ist, dass die Vorbehandlung mit
IFN-a eine verringerte Infektion mit HCVpp bewirkt und sich dies in einer niedrigeren
Luziferase Expression widerspiegelt. Eine zweite Moglichkeit besteht in einer direkten
Einwirkung auf die Luziferase-Expression durch Mechanismen in der Zelle, die durch das
IFN-o induziert wurden. Um dies zu tiberpriifen, wurde ein Kontrollversuch durchgefiihrt.
Hierbei wurden die Zellen wie oben beschrieben 24 Stunden zuvor mit IFN-o stimuliert und
anschliefend das Plasmid pTG-Luc126 (Kap.2.3.6), das die genetische Information fiir die
Luziferase enthilt, in die Zellen transfiziert. 48 Stunden spéter wurde ein Luziferase-Assay

durchgefiihrt (Abb.3.18)
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Abb. 3.18: Luziferase Assay von Huh-7 Zellen, transfiziert mit dem Luziferase codierendem Plasmid.
Dunkelblaver Balken: mit Luziferase Plasmid pTG-Lucl26 transfizierte Huh-7 Zellen (LP: Luziferase
Plasmid). Hellblauer Balken: mit Luziferase Plasmid transfizierte Huh-7 Zellen, die zuvor mit IFN-o
stimuliert worden waren (IFN-oo + LP: IFN-o + Luziferase Plasmid). Die Hintergrundfluoreszenz der
Kontrolle war so niedrig (2511 RFE), dass sie in diesem Graphen aufgrund der sehr hohen Werte der
anderen beiden Ansitze nicht zu sehen ist.

Es stellte sich heraus, dass die IFN-Stimulation auch eine geringere Luziferaseexpression in
der Zelle bewirkt, wenn diese direkt mit einem Luziferase exprimierenden Plasmid transfiziert
wird. Aufgrund dieses Ergebnisses kann nicht eindeutig geschlossen werden, ob die
verminderte Luziferase-Expression auch ein Mal fiir eine geringere Infektion ist oder die

verminderte Expression der Luziferase ein direkter Effekt des IFN ist.

3.3.3 IFN-a reduziert die Aufnahme der HCVpp in Abhéingigkeit von Zeit und Dosis

Der Luziferase-Assay, als Methode um die Infektion mit den Pseudopartikeln zu
quantifizieren schien ungeeignet, da eine Manipulation der Zielzelle zur Aktivierung von
Signalwegen und Reaktionen fiihrt, die die Expression von Fremdproteinen (in diesem Fall
die Luziferaseexpression) beeinflusst. Eine eindeutige Interpretation war somit problematisch.
Um diese Schwierigkeiten zu iiberwinden, wurde ein neuer Assay fiir die Quantifizierung der
HCVpp Aufnahme benutzt, der von Blanchard et al. (2006) publiziert wurde aber
urspriinglich von Mothes et al. (2000) entwickelt wurde, um die Aufnahme von Retroviren zu
untersuchen.

Fiir die Auswertung aller folgenden Versuche wurde ab jetzt der in Material und Methoden
unter 2.4.18 beschriebene PCR basierte Assay verwendet. Das Mal} an detektierten L'TRs

wurde fiir alle Ergebnisse als MaB fiir die Infektion mit den Pseudopartikeln gleichgesetzt.
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In einem ersten Versuch zur Etablierung der Methode wurden Huh-7 Zellen mit allen drei
Partikelsorten (HCVpp, VSV-Gpp und Aenv) infiziert und eine Realtime PCR durchgefiihrt.
Hierbei konnten bei denen mit Aenv Pseudopartikeln infizierte Zellen keine LTRs, also keine
Infektion mit diesen Kontrollpartikeln, detektiert werden, weshalb sie fiir Versuche, die mit
dem PCR basierten Assay ausgewertet wurden, nicht eingesetzt wurden.

Um den Einfluss von IFN-¢ auf die Infektion mit HCV zu untersuchen wurden Huh-7 Zellen
mit 100 E/ml IFN-a fiir unterschiedlich lange Zeitrdume (8 Stunden, 12 Stunden, 24 Stunde
und 48 Stunden) stimuliert und anschlieBend mit den HCVpp infiziert. Zudem wurde
iiberpriift, ob die Wirkung von IFN-o Dosis abhingig ist. Das MaB3 der Infektion wurde mit
Hilfe des PCR basierten Assays ausgewertet. Das Ergebnis ist in Abb. 3.19 dargestellt.

IFN-c Zeitkinetik fiir HCVpp IFN-a. Dosis-Wirkungskurve fiir HCVpp
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Abb. 3.19: Real-time PCR zur Erstellung einer IFN-o Zeitkinetik (A) und Dosis-Wirkungskurve (B). A:
Quantifizierung der ins Genom integrierten LTRs, abhingig von der Dauer der Stimulation mit IFN-o. Die
Reduktion der HCVpp Aufnahme ist anhingig von der Dauer der Stimulation. Student’s T-Test. *P<0.05.
Unbehandelt gegen 48 h. B: Quantifizierung der ins Genom integrierten LTRs, abhéngig von der Dosis an
IFN-o, mit der die Zellen inbubiert wurden. IFN-o reduziert die Aufnhame der HCVpp abhéngig von der
Dosis. Student’s T-Test. *P<0.05. Unbehandelt gegen 10 Einheiten (E).

Abhingig von der Dauer der Stimulation reduziert IFN-o die Aufnahme der Pseudopartikel
bis zu einem gewissen Grad. 24 Stunden bewirkten in diesem Versuch eine Reduktion um 35
Prozent wihrend die Inkubation der Huh-7 Zellen mit IFN-a tiber 48 Stunden die Infektion
sogar um 65 Prozent reduzierte. In Wiederholungen des Experiments wurde deutlich, dass der

beste Effekt, bezogen auf eine Reduktion der Partikelaufnahme, stets nach 48 Stunden erzielt
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wurde. Aus diesem Grund wurden die Zellen bei weiteren Versuchen mit IFN-o (z.B. einer
Dosis-Wirkungskurve) stets 48 Stunden mit IFN-a inkubiert. Die Wirkung von IFN-o auf die
Aufnahme der HCVpp ist zudem Dosis abhingig. 100 Einheiten und 10 Einheiten haben in
diesem Fall den stéirksten Effekt.

3.3.4 Einfluss von IFN-a auf die Expression von CD81, Claudin-1 und SR-BI

IFN-o scheint die Infektion mit den HCVpp zu reduzieren. Um diesem Effekt zugrunde
liegende Mechanismen zu evaluieren wurde der FEinfluss von IFN-o auf die
Oberflichenmolekiile CD81, Claudin-1 und SR-BI untersucht. Bei diesen Molekiilen handelt
e sich um potentielle HCV Rezeptormolekiile, die eine Rolle bei der Virusaufnahme spielen.
Huh-7 Zellen wurden mit IFN-o iiber verschieden lange Zeitrdume stimuliert und die
Expression der genannten Proteine mittels Durchflusszytometrie (Oberflichenexpression),
WB (Gesamtproteinexpression) und quantitativer Realtime RT-PCR (Realtime PCR)
analysiert.

Bei CD81 war nur eine Analyse der Oberflichenexpression mittels Durchflusszytomtrie
moglich und die Charakterisierung des mRNA Expressionsprofils mit Hilfe von Realtime
PCR. Mit den zur Verfiigung stehenden Antikorpern konnte kein funktionierender Western
Blot etabliert werden. Das Ergebnis der Durchflusszytometrie ist in Abb 3.20 zu sehen.

Die Oberfldachenexpression von CD81 wird nicht durch Inkubation der Zellen mit IFN-o
beeinflusst. Die gemessenen Verdnderungen sind marginal und daher nicht als signifikant zu
betrachten. Dagegen wird die Claudin-1 Expression unter IFN-a Stimulation bis auf den Wert
der Isotyp-Kontrolle herunter reguliert. Dies zeigt das abgebildete Histogramm sehr deutlich.
Es findet also eine starke Reduktion von iiber 50 Prozent der Expression aufgrund von IFN-o
statt. Bei SR-BI sieht man einen schwachen Abfall der Expression unter IFN-aL.

Die Auswirkung der Stimulation mit IFN-a auf die Gesamtproteinexpression, wurde anhand
von WB Analysen untersucht. Die Zellen wurden, wie bei der Durchflusszytometrie, mit

IFN-o stimuliert und anschlieend die Zell-Lysate im WB iiberpriift. (Abb. 3.21)
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Abb. 3.20: Durchflusszytometrie IFN-o stimulierter Zellen. A Firbung der Huh-7 Zellen mit anti-CDS81
Antikorper; B Farbung der Zellen mit anti-Claudin-1 Antikorper; C Fiarbung der Zellen mit anti-SR-BI
Antikorper. Die Abbildungen jeweils auf der linken Seite reprisentieren ein Histrogramm der Messung. Es
wurde als Beispiel jeweils die Msseung nach 48 h IFN-o Stimulation abgebildet. Graue Schattierung:
Isotyp-Kontrolle, gestrichelte Linie: Unbehandelte Zellen, durchgéngige schwarze Linie: IFN-o stimulierte
Zellen. Die Sdulendiagramme (rechte Abbildungen) zeigen die Medianwerte, d.h. die Werte, die sich aus
der mittleren Fluoreszenz ergeben. Hierbei sind alle Messwerte dargestellt.
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Abb. 3.21: Western Blot mit Zelllysaten IFN-o stimulierter Huh-7 Zellen. Aufgetragen sind Zelllysate von
Huh-7 Zellen, die unterschiedlich lange mit IFN-o stimuliert wurden. Nur Claudin-1 und SR-BI wurden
mittels WB analysiert. Es wurden jeweils 15 pg Gesamtprotein aufgetragen.

Der WB bestitigt fiir Claudin-1 das bereits bei der Durchflusszytometrie erzielte Ergebnis.
Die Expression von Claudin-1 nimmt unter IFN-o¢ Stimulation kontinuierlich ab. Die
Gesamtproteinexpression von SR-BI bleibt unter IFN-o Stimulation gleich. Die Auftragung
gleicher Proteinmengen fiir jeden Ansatz wurde durch Inkubation mit B-Aktin Antikorper
belegt.

Da die Expression von Claudin-1 nicht nur auf der Oberfldche zuriick geht, sondern auch die
Gesamtproteinexpression vermindert ist, wirkt sich die IFN-o Stimulation wahrscheinlich
auch schon auf die mRNA Expression aus. Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden
Huh-7 Zellen ebenfalls mit IFN-a stimuliert, die RNA extrahiert und Menge an RNA fiir die
entsprechenden Gene mittels Realtime PCR analysiert.

Auffillig ist vor allem die Abnahme der Expression von Claudin-1 bereits nach 6 Stunden
Stimulation. Auch bei lidngerer Stimulation mit IFN-a ist die Claudin-1 Expression reduziert.
Dieses Ergebnis korreliert mit den Befunden der Durchflusszytometrie und des Western
Blots, bei denen auch eine verminderte Expression von Claudin-1 gemessen wurde. Bei CD81
ist keine Veridnderung zu verzeichnen aufler bei dem Wert nach 48 Stunden (dreifacher
Anstieg der Expression). Fiir SR-BI verhilt es sich zumindest in den ersten 12 Stunden
dhnlich wie fiir CD81. Die Werte sind dhnlich wie die der unbehandelten Zellen. Ab 24
Stunden Stimulation steigt die Expression an (um 80 Prozent nach 24 Stunden, um das 3,6
fache nach 48 Stunden). IFN-o0 bewirkt also eine Reduktion von Claudin-1 auf der
Zelloberflidche, was sich auch in der mRNA Expression und der Gesamtproteinexpression

widerspiegelt. Dies konnte zumindest zum Teil die verringerte HCVpp Aufnahme in die
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Huh-7 Zellen nach IFN-o Stimulation erkldren, da Claudin-1 einen wichtigen Faktor fiir die

Infektion mit HCV darstellt.

RNA Expression von CD81 RNA Expression von Claudin-1
nach IFN-a Stimulation nach IFN-o Stimulation

Ratio

Stimulationsdauer mit IFN-o in Stunden (h) Stimulationsdauer mit IFN-o in Stunden (h)

RNA Expression von SR-BI
nach IFN-o Stimulation

Ratio

Stimulationsdauer mit IFN-o in Stunden (h)

Abb. 3.22: mRNA Expression von CD81, Claudin-1 und SR-BI unter IFN-a in Abhiingigkeit von der
Dauer der Stimulation.

3.3.5 Einfluss der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-P auf die Infektion

mit HCVpp

IL-10 und TGF-B stehen beide in der Diskussion an der Etablierung eines chronischen Status
der HCV Infektion involviert zu sein. Auch bei diesen Zytokinen ist die Rolle bei den
initialen Schritten der Infektion unklar und in wie weit sie auch an der Modifikation der

Zielzellen beteiligt sind, so dass moglicherweise eine persistierende Infektion begiinstigt wird.
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Huh-7 Zellen wurden fiir 48 Stunden mit TGF-3 oder IL-10 inkubiert und anschlieBend mit
HCVpp infiziert. Das Mal} an Infektion mit den Pseudopartikeln wurde durch Quantifizierung
der LTRs bestimmt.
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Abb. 3.23: Auswirkung der Stimulation mit TGF-B und IL-10 auf die Infektion mit HCVpp. Huh-7 Zellen
sind mit TGF-B bzw. IL-10 stimuliert und anschlieBend mit HCVpp bzw. VSV-Gpp inkubiert worden. Die
Auswirkung auf die Infektion wurde mit Hilfe des PCR basierten Assays ausgewertet. Die Ratio zeigt an,
um ein wieviel Faches sich die Aufnahme der Pseudopartikel gegeniiber unbehandelten Zellen erhoht.
HCVpp: schwarze Balken. VSV-Gpp: graue Balken

Sowohl die Stimulation mit TGF-f als auch die mit IL-10 bewirkt im Falle der HCVpp eine
verstirkte Infektion (Faktor 3 fiir TGF-3, Faktor 5 IL-10), wobei in allen Versuchen fiir IL-10
stets ein hoherer Wert erzielt wurde als fiir TGF-P. Bei den als Kontrolle benutzen VSV-Gpp
konnte zumindest bei der Stimulation mit TGF-B ebenfalls eine Zunahme der Infektion

verzeichnet werden.

3.3.6 Die Wirkung von TGF-f ist Dosis abhiingig

Wie fiir IFN-o wurde iiberpriift, ob der fiir TGF-P erzielte Effekt auch Dosis abhingig ist.
Der Versuch wurde ebenfalls mit PCR basiertem Assay ausgewertet und graphisch

dargestellt.
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Abb. 3.24: Dosis-Wirkungskurve TGF-B fiir die Infektion mit HCVpp. Huh-7 Zellen wurden mit
unterschiedlichen Konzentrationen an TGF-B stimuliert und anschlieBend mit HCVpp inkubiert. Die
verdanderte Aufnahme an HCVpp wurde mit mit dem PCR basierten Assay ausgewertet. Student’s T-Test.
*¥P<0.01. Unbehandelt gegen 0,1 ng, 1 ng und 10 ng

Fir TGF-B scheint der Effekt auch von der Dosis abhingig zu sein. Erst ab einer
Konzentration von 0,1 ng /ml steigt der Wert fiir die detektierten LTRs signifikant an. Die in
allen Stimulationsversuchen eingesetzte Konzentration von 1 ng /ml erzielte auch in der

Dosis-Wirkungskurve den hochsten Wert.

3.3.7 Einfluss von TGF-f auf die Expression von CD81, Claudin-1 und SR-BI

Fiir IFN-a konnte im Rahmen dieser Arbeit ein potentieller Zusammenhang zwischen der
Dauer der Stimulation, der reduzierten Expression von Claudin-1 und einer Reduktion der
HCVpp Aufnahme in die Zelle gezeigt werden. TGF-§ und IL-10 fiithren dagegen zu einer
verstirkten Infektion. Ob auch in diesem Fall Faktoren, die direkt mit der Infektion zu tun
haben, durch die Stimulation mit einem der beiden anti-inflammatorischen Zytokine
beeinflusst werden, wurde untersucht.

Als erstes wurde die Oberflichenexpression der bisher bekannten Molekiile, die in die
Aufnahme des Virus involviert sind analysiert (Abb. 3.25).

Die Stimulation mit TGF-f hat auf die Oberflichenexpression von CD81 und Claudin-1
keinen Einfluss. Bei SR-BI steigt die Expression des Molekiils an der Zelloberfldche nach
Stimulation mit TGF-B. Nach 48 Stunden hat sich die Expression in diesem Fall sogar
verdoppelt. Das abgebildete Histogramm zeigt eine deutliche Verschiebung des Peaks nach
rechts. Moglicherweise ist die gesteigerte SR-BI-Expression zumindest ein beteiligter Faktor,

welcher fiir die verbesserte HCVpp Infektion nach TGF-3 Stimulation verantwortlich ist.
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Abb. 3.25: Durchflusszytometrie TGF- stimulierter Huh-7 Zellen. A Firbung der Huh-7 Zellen mit anti-
CD81 Antikorper; B Fiarbung der Zellen mit anti-Claudin-1 Antikorper; C Farbung der Zellen mit anti-SR-
BI Antikérper. Die Abbildungen jeweils auf der linken Seite représentieren ein Histrogramm der Messung.
Es wurde als Beispiel die jeweils die Msseung nach 48 h TGF-§ abgebildet. Graue Schattierung: Isotyp-
Kontrolle, gestrichelte Linie: Unbehandelte Zellen, durchgingige schwarze Linie: TGF-B stimulierte
Zellen. Die Sdulendiagramme (rechte Abbildungen) zeigen die Medianwerte, d.h. die Werte, die sich aus
der mittleren Fluoreszenz ergeben. Hierbei sind alle Messwerte dargestellt.
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Die Durchflusszytometrie zeigte, dass die Oberflichenexpression von SR-BI unter TGF-
zunimmt. Ob dies auch fiir die Genexpression zutrifft sollte mit Realtime PCR nach
Stimulation von Huh-7 Zellen mit TGF-P analysiert werden. Parallel dazu wurde auch die

Genexpressison von CD81 und Claudin-1 gemessen (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26: mRNA Expression von CD81, Claudin-1 und SR-BI unter TGF-f in Abhingigkeit von der
Dauer der Stimulation. n=3

Durch TGF-B Stimulation wird auch die Genexpression von SR-BI induziert. Auffillig ist
hier, dass parallel zur Oberfldchenexpression nach 6 Stunden die Expression zunédchst um das

Dreifache angestiegen ist, dann abfillt, um darauf erneut anzusteigen und den hochsten Wert
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bei 48 Stunden zu erreichen. Bei diesem Versuch handelt es sich nicht um Proben aus
demselben Versuchsansatz wie bei der Durchflusszytometrie, sondern um einen unabhéngig
davon durchgefiihrten. CD81 bleibt von der Stimulation mit dem Zytokin unbetroffen,
Claudin-1 bis auf den 48 Stunden Wert auch. Der fiir 48 Stunden ermittelte Wert kann als
,,Ausreiller betrachtet werden.

Diese Messung zeigt auBBerdem, dass SR-BI durch die Stimulation de novo synthetisiert wird
und anscheinend zwischen neuer Synthese und der Prisenz an der Oberfliche nur ein kurzer

Zeitraum besteht.

SR-Bl | m» = »=m = w e=» = | 82 kDa

Claudin-1 | == a = o - | 22 kDa

(-AKLIN [w—. e - - o o | 42 kDa
K 1h 3h 6h 12h 24h 48h

Abb. 3.27: Western Blot mit Gesamtproteinlysaten von TGF-f stimulierten Huh-7 Zellen. Aufgetragen sind
jeweils gleiche Proteinmengen (15 pg).

Durch den Western Blot lédsst sich keine Verinderung der Gesamtproteinexpression von
SR-BI feststellen. Bei Claudin-1 ist die Expression bei 48 Stunden leicht erhoht, was mit dem
zundchst als ,,Ausreifler” gewerteten 48 Stunden Wert der RNA Messung korreliert. Die

Inkubation mit B-Aktin Antikorper zeigt, dass gleiche Proteinmengen aufgetragen wurden.

3.3.8 Einfluss von IL-10 auf die Expression von CD81, Claudin-1 und SR-BI

Auch zu IL-10 waren die gleichen Experimente geplant, wie fiir [FN-a und TGF-B. Aus
Zeitgriinden konnten diese jedoch nur einmal durchgefiihrt werden und wurden daher nicht
mit ausgewertet. Die ersten Ergebnisse zeigten fiir keines der Molekiile eine Veridnderung der

Expression unter IL-10 Stimulation.
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3.4 Die Bedeutung des Zelladhisionsmolekiils CEACAMI1 fiir die
Aufnahme von HCV

3.4.1 CEACAMaI1 als potentieller Rezeptor von HCV

In einer von unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Studie, wurde das zur
Immunglobulinsuperfamilie gehorende Zelladhdsionsmolekil CEACAMI1 in PBMNCs als
Interferon sensitives Gen (ISG) bei Patienten mit HCV identifiziert. Es konnte sowohl in
Microarray Analysen als auch durch quantitative Realtime RT-PCR gezeigt werden, dass das
fir CEACAMI codierende Gen unter Gabe von IFN hoher exprimiert wurde und diese
Zunahme der CEACAMI1 Genexpression siginifikant mit dem Riickgang der viralen RNA
innerhalb der ersten 36 Stunden (sog. ,.early viral response*) korrelierte. Deshalb wurde fiir
CEACAMI eine Beteiligung bei der Reaktion von HCV auf IFN-a postuliert, wobei es
moglicherweise einen zelluldren Faktor darstellt, der die Sensitivitit von HCV infizierten
Leberzellen fiir IFN-o bestimmt.

Da es sich bei CEACAMI1 um ein Oberflichenmolekiil handelt, konnte es auch einen
potentiellen Rezeptor fiir HCV darstellen bzw. dessen Aufnahmeprozess modifizieren, zumal
fiir das Maus Hepatitis Virus bereits gezeigt wurde, dass CEACAMI1 ein entscheidender
Faktor fiir die Infektion ist. Deshalb sollte im Rahmen dieser Arbeit die mogliche Bedeutung

von CEACAMI1 bei der Infektion mit HCV untersucht werden.

3.4.2 Charakterisierung der CEACAMI1 Expression auf humanen Leberzellen: Huh-7,
HepG2 und primire Hepatozyten

Das Transmembranprotein CEACAMI1 wird auf verschiedenen Epithelien unterschiedlicher
Organe exprimiert (Singer 2005). Uber die Expression auf humanen Leberzellen bzw.
(Tumor)-Leberzelllinien ist bisher wenig bekannt. Hokari et al., (2007) konnten zumindest fiir
die humanen Hepatomzelllinien HLF, PLC/PRF/5 und KYN-2 keine Expression von
CEACAMI1 auf ihrer Oberfliche nachweisen, wohingegen HepG2 Zellen positiv fiir
CEACAMI1 waren (Hokari et al. 2007).

Uber eine Expression von CEACAMI auf Huh-7 Zellen war bis zu dieser Arbeit nichts
bekannt. Um die Oberflachenexpression von CEACAMI1 auf Huh-7 Zellen zu untersuchen,
wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert, wobei auch HepG2 Zellen und
primére Hepatozyten in die Analyse mit einbezogen wurden. Das Ergebnis ist in Abbildung

3.28 dargestellt.
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Abb. 3.28: Basale Expression von CEACAM]1 auf humanen Leberzellen. Links: Huh-7, mitte: HepG2 und
rechts: primidre Hepatozyten. Der linke Peak reprisentiert jeweils die Isotypkontrolle, der nach rechts
verschobene Peak die fiir CEACAMI auf der Oberflidche positiven Zellen.

Alle drei untersuchten Leberzelltypen zeigen eine deutliche endogene Expression von
CEACAMI auf ihrer Zelloberfliche. Die Huh-7 Zellen, HepG2 Zellen und die priméren
Hepatozyten wurden zudem beziiglich der Expression von CEACAM3, CEACAMS,
CEACAM6, CEACAM7 und CEACAMS auf ihrer Oberfldche mittels Durchflusszytometrie
analysiert, jedoch konnte auler CEACAMI kein weiteres CEACAM-Molekiil nachgewiesen
werden.

Auch die Gesamtproteinanalyse zeigt deutlich, dass CEACAMI in allen drei untersuchten
Zellarten exprimiert wird (Abb. 3.29).

1 2 3
v
b-‘L & 4| 140kDa

B-Aktin s S8 e 42 KkDa

CEACAM1

Abb. 3.29: Western Blot der CEACAM1 Expression in humanen Leberzellen. Spur 1: Huh-7 Zellen, Spur 2:
HepG2 Zellen, Spur 3: primire Hepatozyten. Aufgetragene Proteinmenge: 25 ug. Durch Inkubation mit
anti -Aktin Antikorper, wurde die Menge an geladenem Protein kontrolliert.
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3.4.3 Einfluss von IFN-a auf die Expression von CEACAM1 auf Huh-7 Zellen

Uber die Wirkung der IFN-o Stimulation auf die Expression von CEACAM1 in Huh-7, ist
bisher nichts bekannt. Eine veridnderte Expression von CEACAMI in Leberzellen, die das
Hauptziel bei der Infektion mit dem Hepatitis C Virus darstellen, konnte weitere Aufschliisse
iiber zelluldre Mechanismen bei der IFN Antwort und der Viruselimination geben.

Um zu untersuchen, ob sich in Huh-7 Zellen die CEACAMI1 Expression IFN-a abhingig
analog zu den Ergebnissen in PBMNC Blutzellen dndert, wurden diese Zellen unterschiedlich
lange mit IFN-o stimuliert und anschlieBend die Expression von CEACAMI1 sowohl auf
Gesamtproteinebene mittels Western Blot als auch auf der Zelloberfliche mittels

Durchflusszytometrie analysiert (Abb. 3.30)
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Abb. 3.30: CEACAM1 Expression in Huh-7 Zellen nach IFN-a Stimulation. Der Western Blot in Abb. A
zeigt die Gesamtproteinexpression iiber 48 Stunden. Dargestellt sind zwei unterschiedliche
Belichtungszeiten. Abb. B zeigt die aus der Durchflusszytometrie ermittelten Medianwerte. Abb. C:
Genexpression von CEACAMI nach IFN-a Stimulation. n= 3.
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Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Expressionssteigerung von CEACAMI1 auf
Proteinebene. Da dieser Effekt erst nach ungefihr sechs bis zwolf Stunden einsetzte, deutet
dies auf eine de novo Synthese nach Stimulation hin. Somit scheint CEACAMI nicht in
internen Reservoiren der Zelle vorzuliegen und als Reaktion auf die IFN-o Stimulation an die

Zelloberfldche transferiert zu werden.

3.4.4 Auswirkung der Antikorper-Blockierung von CEACAM1 auf die Infektion mit
HCVpp

Fiir das Maus Hepatitis Virus (MHV) gilt CEACAMI1 schon lange als der entscheidende
Rezeptor (Dveksler ef al. 1991). Um zu priifen, ob CEACAMI1 als Rezeptor fiir die HCVpp
Infektion in Frage kommt, wurde CEACAMI1 auf den Huh-7 Zellen mit Antikoérpern gegen
verschiedene Epitope bzw. einem Liganden von CEACAMI inkubiert, um so potentielle
Bindungsstellen fiir HCVpp =zu blockieren. CEACAMI1 st ein Mitglied der
Immunglobulinsuperfamilie und besteht aus mehreren extrazelluldren Ig-artigen Doménen.
Die N-terminale Domine zeigt Charakteristika einer variablen, V-@hnlichen Ig-Doméne,
wohingegen die anderen drei extrazelluliren Ig-Dominen strukturelle Ahnlichkeit mit
konstanten ig-Doménen vom Typ C2 aufweisen (Abb. 4.1, Seite 132) (Tan et al. 2002). In
allen bisher untersuchten Fillen wird die Anheftung und Gewebeinvasion iiber die N-
Dominen vermittelt (Hill et al. 2001; Hill & Virji 2003; Tsai et al. 2003).

Die Auswirkung der Antikorper-Blockierung wurde mit dem PCR basierten Assay

ausgewertet. Das Ergebnis ist in Abb 3.31 dargestellt.
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Abb. 3.31: Realtime PCR zur Quantifizierung der Infektion von Pseudopartikeln nach Blockierung von
CEACAML1 auf der Oberfléiche von Huh-7 Zellen. Es wurden Antikorper gegen verschiedene Epitope
von CEACAM1 verwendet. pABCEA: polyklonaler Antikorper, der gegen die N-Doméne von CEACAMI1
gerichtet ist, B3: monoklonaler Antikérper gegen die C-Domine, CEACAMS-Fc: humanes, rekombinantes
CEACAMS fusioniert mit humaner schwerer Kette Fc Doméne.

Die Blockierung von CEACAMI1 mit verschiedenen ,,Liganden* wirkt sich auf die Infektion
von HCVpp und VSV-Gpp unterschiedlich aus. Sowohl die Inkubation mit dem polyklonalen
Antikorper (pABCEA) als auch CEACAMS-Fc, das einen physiologischen Liganden der N-
Domine (Abb. 4.1, Seite 132) von CEACAMI darstellt (personliche Information von Dr.
Bernhard B. Singer) bewirkt eine Suppression der Infektion mit den HCVpp. Dagegen hat der
Antikorper B3, der gegen die C-Doméne (Abb.4.1) von CEACAMI1 gerichtet ist, keine
Auswirkung auf die Infektion. Die Infektion mit den VSV-Gpp wird, unabhiéngig von der Art

des ,,Liganden®, verstérkt.

3.4.5 Homologe Uberexpression von CEACAM!1 in Huh-7 Zellen

Unter IFN-o0 Stimulation nimmt die Expression von CEACAMI auf der Zelloberfliche in
Abhingigkeit von der Dauer der Stimulation zu. Durch exogenes IFN-a wird aber auch die
Expression einer Vielzahl anderer Gene bzw. Proteine induziert und gesteigert. Daher sollten
Huh-7 Zellen mit einem Plasmid, das die Expression von CEACAMI in den Zellen
ermoglicht, transfiziert werden und die Auswirkungen der daraus resultierenden, vermehrten
Expression von CEACAMI1 auf die Infektion mit den HCVpp analysiert werden.

Hierzu wurden Huh-7 Zellen mit einem Plasmid, das die genetische Information fiir
CEACAMI trdgt transfiziert. Um unspezifische Effekte der Transfektion auszuschlieBen,

wurde ein so genanntes Mock-Plasmid transfiziert, das das gleiche Plasmid darstellt, wie das
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CEACAMI1 Plasmid, aber dem die Sequenz fir CEACAMI fehlt. Nach 48-72 Stunden (je
nach Konfluenz der Zellen) wurden diese mit HCVpp bzw. VSV-Gpp infiziert (Abb. 3.34).
Die Uberexpression wurde sowohl mittels WB (Abb. 3.32) als auch mit Durchflusszytometrie

iiberpriift (Abb. 3.33).
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Abb. 3.32: Western Blot zur CEACAMI1 Expression in Huh-7 Zellen 48 Stunden nach Transfektion. Spur
1: untransfizierte Zellen, Spur2: Mock-transfizierte Zellen, Spur 3: CEACAMI-transfizierte Zellen. Es
wurden jeweils 25 ug aufgetragen.
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Abb. 3.33: Durchflusszytometrie von CEACAMI1 auf Huh-7 Zellen nach Transfektion mit CEACAMI1.
Gemessen wurden Zellen, die nicht-transfiziert wurden, gegen Mock transfizierte und CEACAMI
transfizierte Zellen. Zudem wurden in parallel die gleichen Ansitze gemessen, die jedoch zuvor mit PMA
stimuliert worden waren (Balken mit Querstrichen).
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Durch die Transfektion konnte eine massive Uberexpression an CEACAM1 erreicht werden,
jedoch nur intrazellulir. An der Oberfliche der Zelle blieb die Anzahl der CEACAMI1
Molekiile nahezu unverédndert, was mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen wurde. Auch
durch eine Stimulation mit PMA (Phorbol-Myristat-Acetat) kurz vor der Infektion mit den
Pseudopartikeln, konnte keine Sekretion der Lagergranula und somit eine Steigerung der
CEACAMI1 Expression an der Oberfldche erreicht werden. In Abb. 3.33 sind die Ergebnisse
aus der Durchflusszytometrie zusammen dargestellt. Man sieht deutlich, dass die Anzahl der

CEACAMI1 Molekiile auf der Zelloberfldche nicht erhoht ist.

Ein Beispiel fiir eine Messung der Infektion mit den Pseudopartikeln nach Transfektion ist in

Abb. 3.34 dargestellt.
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Abb. 3.34: Realtime PCR zur Quantifizierung der Infektion von CEACAMI transfizierten Huh-7 Zellen
mit Pseudopartikeln. Die Auswirkung auf die Infektion mit HCVpp oder VSV-Gpp wurde mit Hilfe des
PCR basierten Assays bestimmt. Mock: transfiziert mit Mock Plasmid, CEACAMI: transfiziert mit
CEACAM1 Plasmid. Schwarze Balken: HCVpp, graue Balken: VSV-Gpp. Bei dem Mock-Plasmid handelt
es sich um das gleiche Plasmid, wie das CEACAM]1 Plasmid, jedoch ohne die CEACAMI1 kodierende
Sequenz.

Auffillig bei der Messung der LTRs zur Quantifizierung der Infektion ist der hohe Wert bei
den Mock-transfizierten Zellen. Er gleicht jeweils dem korrespondierendem Wert fiir die
CEACAMI1 transfizierten Zellen, weshalb keine Aussage iiber den Effekt der ., Uber*-
Expression von CEACAMI1 in Huh-7 Zellen moglich ist. Insgesamt konnen, zumindest mit

dem vorliegenden experimentellen Aufbau, keine eindeutigen Riickschliisse auf die
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Auswirkungen einer vermehrten CEACAMI1 Prisenz auf der Zelloberfliche geschlossen
werden. Offenbar hat die Transfektion als solche und die Expression eines Plasmids in den
Zellen starke Auswirkungen auf die Infektion mit den Pseudopartikeln. Da es nicht moglich
war eine erhohte Expression des Molekiils auf der Zelloberfliche zu bewirken, kann iiber
einen Effekt auf die Infektion mit HCVpp bzw. VSV-Gpp auf diesem Wege keine Aussage

getroffen werden.

3.4.6 Gen Knock-down von CEACAM1 und Auswirkung auf die Infektion mit HCVpp

Im folgenden Versuchsansatz sollten die Auswirkungen einer durch siRNA Transfektion
bewirkten herunter regulierten CEACAMI1 Expression durch siRNA- Transfektion auf die
Infektionspotenz von HCVpp ermittelt werden.

Die Menge an aufgenommenen HCVpp wurde mit Hilfe des PCR basierten Assays
quantifiziert. Die Knock-down Effizienz wurde auf mRNA Ebene durch Realtime PCR, auf
Gesamtproteinebene durch WB und auf der Zelloberfldche durch FACS-Analyse iiberpriift.
Das Hauptaugenmerk lag auf dem CEACAMI1 Knock-down auf der Zelloberfldche. Hier
konnte ein Knock-down von etwa 60 Prozent erreicht werden, was sich auch in den
Ergebnissen der Realtime PCR widerspiegelt (Abb. 3.36).

Der Knock-down von CEACAMI1 in den Huh-7 Zellen fiihrte zu einer verstédrkten Infektion
mit den HCVpp. Auch fiir die Infektion mit den VSV-Gpp konnte dieser Effekt festgestellt
werden (Abb. 3.35).
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Abb. 3.35: Realtime PCR zur Quantifizierung der Infektion von Huh-7 Zellen mit Pseudopartikeln nach
CEACAM1 Knock-down durch siRNA. A: Infektion mit HCVpp. B: Infektion mit VSV-Gpp.
Dargestellt sind die sich aus der Realtime PCR ergebenden Ratios. n = 3.
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Abb. 3.36: Knock-down Kontrollen zu CEACAMI1 siRNA Knock-down. A Durchflusszytometrie
(Oberflache). Dargestellt sind die mit Durchflusszytometrie ermittelten Medianwerte umgewandelt in
Prozent. Hierbei wurde jeweils nur eine Probe gemessen, die sich aus 6 vereinigten Vertiefungen einer
Schale mit 12 Vertiefungen zusammensetzten, weshalb sich keine Mittelwerte und Standardabweichungen
ergaben. B: Realtime PCR (RNA Ebene). n = 3. C: WB (Gesamtprotein), Spur 1: siRNA CEACAMI, Spur
2: siRNA NC, Spur 3: unbehandelt.

Sowohl bei den mit HCVpp als auch bei den mit VSV-Gpp infizierten Zellen fiihrte die
Reduktion der CEACAMI1 Expression zu einer erhohten Aufnahme an Pseudopartikeln. Bei
den HCVpp konnte im Durchschnitt eine zwei- bis dreifache Steigerung der Infektion
gemessen werden. Bei den VSV-Gpp handelte es sich um eine drei- bis vierfach hohere Rate
an Infektion. Bei der Etablierung des Versuchs stellte sich heraus, dass die hochste Rate an

Infektion bei der besten Knock-down Effizienz erreicht wurde.
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3.4.7 Immunprizipitation von HCVpp und CEACAM1

Die Immunprizipitation stellt eine Moglichkeit dar, festzustellen, ob zwei Molekiile aktiv eine
Bindung miteinander eingehen. CEACAMI ist ein Molekiil, das auch fiir andere Pathogene
als Rezeptor beschrieben wurde. Zudem ist dieses Molekiil in Méusen ein wichtiger Rezeptor
fiir das Maus Hepatitis Virus, bei dem es sich allerdings nicht um einen Flavivirus sondern
um einen Coronavirus handelt.

Um eine potentielle Bindung von CEACAMI1 an die HCV Glykoproteine E1E2, die fiir den
Eintritt des Virus in die Leberzellen wahrscheinlich hauptverantwortlich sind, zu untersuchen,
wurde eine Co-Immunprézipitation mit CEACAMI-Fc (ein rekombinantes CEACAMI1
Molekiil, fusioniert mit einem humanen Fc-Teil) und den HCVpp bzw. als Kontrolle
VSV-Gpp durchgefiihrt. Parallel wurde die Prézipitation mit einem CEACAMI1-Fc Konstrukt
durchgefiihrt, welchem die N-Doméne fehlt (AN-Fc). Dies sollte zeigen, ob fiir die Bindung
die N-Domine verantwortlich ist oder eine der anderen Dominen des CEACAM1 Molekiils.
Die Co-Immunprizipitation wurde durch WB analysiert. In der Abb. 3.37 sind die Ergebnisse
der Prizipitation dargestellt. Im oberen WB wurde zunichst die Co-Priézipitation von den
HCVpp mit CEACAM1 mit dem Antikodrper anti HCV E2 inkubiert, um prézipitiertes E2 zu
detektieren (Spuren 1-5). Analog dazu wurde der WB mit den VSV-Gpp Prizipitaten mit
einem Antikorper gegen das Glykoprotein des Vesikular Stomatitis Virus (VSV) inkubiert
(Spuren 6-9). Um CEACAMI1 zu detektieren wurden beide Membranen mit dem CEACAMI1
Antikorper B3 inkubiert, der auch an solches CEACAMI1 bindet, welchem die N-Doméne
fehlt.

Die Western Blots zeigen, dass HCV E2 nicht durch CEACAMI1 prézipitiert wurde, jedoch
wurde das Glykoprotein des VSV offensichtlich durch CEACAMI1 gebunden. Die
anschliefende Inkubation der Membran mit dem Antikorper gegen CEACAMI zeigt in allen
Spuren, in denen Proben von der Prizipitation eingesetzt wurden, eine Bande fiir CEACAMI.
Das bedeutet, dass sowohl bei der HCVpp Prizipitation, als auch bei der VSV-Gpp
Prizipitation zumindest die Bindung an die Protein A Agarose Beads funktioniert hat.
CEACAMI1 scheint also direkt mit dem Glykoprotein des Vesikular Stomatitis Virus zu

interagieren. Fiir HCV E2 konnte eine indirekte Interaktion eine Rolle spielen.
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Abb. 3.37: Western Blot der Immunprizipitation von CEACAM1 mit HCVpp /VSV-Gpp. Spur 1: Lysat
von E1E2-His transfizierten 293HEK Zellen (Positiv-Kontrolle)., Spur 2:Uberstand vor Inkubation mit
Protein A Agarose, Spur 3: Uberstand nach Inkubation mit Protein A Agarose; Spur 4: CEACAM1-Fc mit
HCVpp Prizipitat, Spur 5: AN-Fc mit HCVpp Prizipitat, Spur 6: CEACAM1-Fc mit VSV-Gpp Prizipitat,
Spur 7: AN-Fc mit VSV-Gpp Prizipitat, Spur 8: Uberstand vor Inkubation mit Protein A Agarose, Spur 9:
Uberstand nach Inkubation mit Protein A Agarose. In Spur 1 ist ganz schwach HCV E2 auf Héhe von etwa
65 kDa zu sehen. Der untere WB reprisentiert die Detektion von CEACAMI in den IP Proben. Dabei sind
die stirksten Banden erwartungsgemél in den Prizipitaten zu finden.

3.4.8 Infektion von HelLa Zellen, die mit verschiedenen CEACAMs stabil transfiziert

sind

Eine weitere Moglichkeit zu untersuchen, ob CEACAMI1 in die Infektion mit HCV involviert
ist, ist die Inkubation der HCVpp mit CEACAMI1 exprimierenden Zellen, die normalerweise
nicht von HCVpp infizierbar sind und auch kein CEACAMI1 endogen exprimieren. Hierfiir
wurden HeLa Zellen benutzt, die stabil mit CEACAMI transfiziert waren und signifikante
Mengen des Molekiils an ihrer Oberfliche aufweisen.

In diesem Fall erfolgte die Auswertung mit Hilfe des Luziferase-Assays verwendet.
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Abb. 3.38: Luziferase Assay zur Quantifizierung der Infektion von CEACAMI1 exprimierenden HelLa
Zellen mit HCVpp. Als Kontrollen wurden fiir die HeLa Zellen auch mit den VSV-Gpp und den als
Negativ-Kontrolle dienenden Aenv Pseudopartikeln infiziert. Zum Vergleich wurden auch Huh-7 Zellen
und HeLa Wildtypzellen (WT), die kein CEACAMI1 endogen exprimieren, in parallel infiziert. Das Maf} an
Infektion wurde mit Luciferase Assay quantifiziert. n = 3; RFE: Relative Fluoreszenzeinheiten. CC1:
CEACAML.

Das Experiment zeigt, dass durch CEACAMI1 an der Oberfliche der HelLa Zellen keine
Infektion durch die HCVpp bewirkt wird. CEACAMI ist also wahrscheinlich kein Rezeptor
fir HCV(pp). Vermutlich fehlen aber auch andere wichtige Rezeptormolekiile auf den HelLa
Zellen, ohne die eine Infektion nicht moglich ist. Dagegen gibt es offensichtlich von den
VSV-Gpp eine stirkere Affinitit zu denjenigen HelLa Zellen, die CEACAMI auf ihrer
Oberfliche tragen. Die Infektion konnte in diesem Fall um den Faktor 10 gesteigert werden.
Dieses Experiment wurde auch mit HeLLa Zellen durchgefiihrt, die jeweils CEACAM3, 5, 6, 7
und 8 exprimieren, jedoch konnten auch andere CEACAMs keine Infektion der HeLLa Zellen
mit HCVpp bewirken (Ergebnis deshalb nicht graphisch dargestellt). Dagegen zeigte sich,
dass CEACAMS3, 5, 6, 7 und 8 die Infektion mit VSV-Gpp auch verstirken konnen, jeweils
immer im Vergleich zu den Wildtyp HeLa Zellen.

3.4.9 CEACAMaI1 als neuer Rezeptor fiir das Vesicular Stomatitis Virus

Eigentlich dienen VSV-Gpp als Positiv-Kontrolle fiir alle viralen Infektions-Experimente, die
mit den HCVpp durchgefiihrt werden. Im beschriebenen Experiment zeigte sich jedoch
iiberraschender Weise, dass die Expression von CEACAMI, und weiterer humaner
CEACAMs eine deutlich verstirkte Infektionsrate der HelLa Zellen mit den VSV-Gpp

bewirkt. (Abb 3.39 A). Um Riickschliisse schliessen zu konnen, ob die verschiedenen
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CEACAMs mit unterschiedlichen Bindungsstirken mit dem VSV-Gpp interagieren, wurde
parallel zu der CEACAM-Virus Interaktionsmessung die absolute Zahl der CEACAM
Molekiile auf der Zelloberfliche der HelLa Zellen quantifiziert (Abb 3.39 B).
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Abb. 3.39: Infektion von CEACAM exprimierenden HeLa Zellen mit VSV-Gpp und Quantifizierung der
CEACAM Molekiile auf den HeLa Zellen. A: Die Infektionsrate wurde mittels Luziferase Assay
quantifiziert. RFE: Relative Fluoreszenzeinheit. n = 3. B: Die Quantifizierung wurde mit dem Qifikit von
Dako durchgefiihrt und mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Der WT ist wie zu erwarten negativ.

Abb. 3.39 A zeigt das Ergebnis des Luziferase-Assays nach Infektion der verschiedenen
CEACAM exprimierenden HelLa Zellen mit VSV-Gpp. Bei CEACAM1 und CEACAMS
erhélt man einen iiber 20 mal hoheren Wert als mit WT-Zellen. Man konnte vermuten, dass
das Mal} an Infektion mit dem Anteil an CEACAM-Molekiilen auf der Oberfliche direkt
korreliert. Um dies genauer zu evaluieren, wurde als erstes eine Quantifizierung der
jeweiligen CEACAM-Molekiile, die sich auf der Zelloberfliche befinden, durchgefiihrt (Abb.
3.39 B). Die Quantifizierung sollte Aufschluss dariiber geben, ob gewissermallen jedes
CEACAM die Infektion der HeLa Zellen mit VSV-Gpp gleichermallen verstérkt, und die Rate
an Infektion sich nur aufgrund unterschiedlich vieler CEACAM Molekiile auf der
Zelloberfliche unterscheidet oder, ob die unterschiedlichen Charakteristiken der
verschiedenen CEACAM Molekiile die Infektion mit VSV-Gpp beeinflussen. Die absolute
Quantifizierung zeigt, dass die verschiedenen CEACAM Molekiile in unterschiedlichen
Mengen auf den HeLa Zellen exprimiert werden.

CEACAMS und CEACAMI1 sind am meisten auf der Zelloberfldche vorhanden, wohingegen

CEACAM 3, 5, 6 und vor allem 7 eine niedrigere Expression auf den Zellen zeigen.
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Diese Quantifizierung wurde mit der gemessenen Luziferaseexpression abgeglichen. Dabei
wurden sowohl die RFE als auch die Werte aus der absoluten Quantifizierung zunéchst in
Prozent umgerechnet um gleiche Einheiten zu erhalten. Bei den RFE wurden zusitzlich alle
Werte um die ,,Hintergrundinfektion des WT korrigiert. CEACAMS als jeweils hochster
Wert wurde als 100 Prozent Wert gesetzt. AnschlieBend wurde der Quotient aus RFE in
Prozent und Molekiilen pro Zelle in Prozent gebildet, um RFE pro Molekil CEACAM
darzustellen. Dieser Quotient wurde als Bindungsquotient bezeichnet. Abb. 3.40 zeigt die

graphische Umsetzung.
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Abb. 3.40: Bindungsquotient VSV-Gpp zu verschiedenen CEACAMs. Bevor der Quotient gebildet wurde,
wurden die beim WT ermittelten RFE von den iibrigen Werten subtrahiert. Fiir die Berechnung des
Bindungsquotienten wurden die RFE und die Molekiile pro Zelle in Prozent umgerechnet, wobei jeweils der
Wert von CEACAMS als hochster Wert = 100% gesetzt wurde.

Diese Graphik verdeutlicht, dass keine direkte Korrelation zwischen der Anzahl der
CEACAM Molekiile auf den Zellen und der Rate an Infektion besteht, sondern vielmehr, dass
das Glykoprotein vom Vesikular Stomatitis Virus zu den verschiedenen CEACAM
Molekiilen unterschiedlich starke Affinititen zu haben scheint. Vergleicht man zunéchst die
Werte von CEACAM1 und CEACAM3 miteinander, so sieht man in diesem Fall, dass
tatséchlich im Fall von CEACAMI relativ viele CEACAMI1 Molekiile auf der Zelloberflédche
sind und auch die RFE (die Infektion) relativ hoch sind (jeweils Zweithochster Wert). Bei
CEACAMS3 sind dagegen weniger Molekiile auf der Zelle und auch die RFE sind im
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Verhiltnis niedriger. Die Bindungsquotienten von CEACAMI und 3 sind #hnlich, da die
Affinitdt des Viruspartikels zu beiden CEACAMs idhnlich stark zu sein scheint. Bei
CEACAMS und CEACAMBS6 dagegen ergibt sich ein anderes Verhéltnis. Hier sieht man, dass
obwohl mehr Molekiile als bei CEACAM3 auf der Zelle sind, die gemessenen RFE niedriger
sind. Daraus ergibt sich der kleinere Bindungsquotient. VSV-G scheint in diesem Fall zu
CEACAMS und 6 eine geringere Affinitit aufzuweisen als zu CEACAM3. CEACAMS
dagegen ist ein Beispiel fiir eine relativ schlechte Affinitit des VSV-G zu diesem Molekiil.
Hier sind tiber 84000 Molekiile auf der Zelloberfliche, wohingegen auf CEACAMI etwa
47000 Molekiile gemessen wurden. Das sind bezogen auf CEACAMS fast doppelt so viele
Molekiile. Trotzdem ist der RFE Wert nicht doppelt so hoch, sondern nur 29 Prozent hoher.

Zusammengefasst kann man sagen, dass das Glykoprotein des Vesikular Stomatitis Virus zu

CEACAMI1 und 3 die beste Affinitét hat.
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4 Diskussion

4.1 Ein Dengue-HCV Konstrukt zur Generierung von chimiren

Viruspartikeln

4.1.1 Klonierung des chimiren Konstrukts

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit gab es noch kein Modellsystem zur Untersuchung des
kompletten Lebenszyklus von HCV. Ein bestehendes Problem ist, dass das Hepatitis C Virus
nicht in Zellkultur repliziert. Andere Flaviviren hingegen, wie Dengue -, Gelbfieber- oder das
Japanische Enzephalitis-Virus, replizieren relativ gut in Zellkultur und haben auch
zytotoxische Eigenschaften (Hilgard & Stockert 2000; Chambers et al. 1999; Guirakhoo et al.
2000). Da das Virus auch in vivo nur in sehr niedriger Rate repliziert, ist es zudem sehr
schwierig, Viruspartikel in ausreichender Menge aus Serum von infizierten Zellen zu
isolieren. Im Gegensatz zu zuvor beschriebenen Modellsystemen zur Untersuchung von
Teilaspekten des viralen Lebenszyklus von HCV, wie dem Baculovirussystem (Baumert et al.
1998) oder retroviralen Pseudopartikeln (Bartosch e al. 2003a), sollte durch die Generierung
von chimiren Dengue-Hepatitis C Viruspartikeln die Viruspartikel und der Viruslebenszyklus
so echt wie moglich nachgeahmt werden. Die Idee eines chimiren Virus war diesbeziiglich
nicht neu. Beispielsweise wurde versucht, die Strukturproteine von HCV mit Gelbfiebervirus
Replikons zu kombinieren (Molenkamp et al. 2003). Aber auch chimére Viruskonstrukte aus
Gelbfiebervirus und Japanischer Enzephalitis oder Gelbfiebervirus und Dengue Virus Typ2
wurden publiziert (Chambers et al. 1999; Guirakhoo et al. 2000). Bereits zuvor war es unserer
Arbeitsgruppe  gelungen ein funktionsfihiges chimédres Dengue-HCV  Konstrukt
(Konstruktname: DC 1.8) in den USA zu entwickeln, bei welchem die Nicht-Strukturgene so
wie das Gen, das fiir Core codierte, von Dengue stammten und die HCV Glykoproteine E1E2
und das p7 Protein die HCV Sequenzen reprisentierten. Dieses monozistronische Konstrukt
war in der Lage, in Huh-7 Zellen zu replizieren und in geringen Mengen infektiose chiméire
Viruspartikel zu produzieren (unveroffentlichte Daten, Hilgard et al.).

Auf der Basis dieser Vorarbeiten sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein chimiéres
Konstrukt generiert werden, bei dem die Strukturgene /-proteine komplett von HCV stammen
sollten und die Nichtstrukturproteine von Dengue Virus. Mit dieser Konstruktion erhoffte
man sich die Effizienz der Partikelbildung zu erhéhen. Insgesamt sah die Klonierungsstrategie

vor, 4 verschiedene Fragmente zunédchst nach Generierung durch PCR einzeln zu klonieren,
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um sie anschlieBend hintereinander zu setzen. Hierbei gestaltete sich vor allem die
Amplifikation aber auch die anschliefende Klonierung der Dengue (DEN) Nichtstrukturgene
als duBerst schwierig. Zum einen lag dies an der Linge des zu amplifizierenden Fragments
von etwa 8kb. Die PCR musste speziell etabliert werden und es konnte in keinem der
verschiedenen Ansitze ein wirklich sauberes Amplifikat generiert werden. Zudem waren die
Dengue Sequenzen extrem instabil (Puri ef al. 2000) und neigten zum Rearrangement ihrer
Sequenzen in E.coli, was entweder zu Deletionen oder auch zu Insertionen fiihren konnte
(Polo et al. 1997). Die Linge der Sequenzen verkomplizierte die Klonierung zusitzlich und
trug zur Instabilitit bei. Bis zum letztendlichen Gelingen der Klonierung waren alle
erhaltenen Plasmid-DNA Fragmente nach Transformation und Miniprip zu klein.
Wabhrscheinlich wurde immer wieder ein Teil des Fragments nicht ligiert bzw. kloniert, weil
er schon im Vorfeld beschiddigt worden war oder fiel einer Rekombination in E.coli zum
Opfer. Trotz dessen, dass a) alle Transformationen und Fliissigkulturen von E.coli, die
Sequenzen von Dengue enthielten, bei 30°C kultiviert wurden, b) spezielle kompetente E.coli
verwendet wurden, die fiir diese Art von Klonierung besonders geeignet sein sollten und c)
ein Plasmid mit extrem niedriger Kopienzahl verwendet wurde, konnten offensichtlich nicht
alle Rekombinationen unterdriickt werden.

Auch die Ligation dieses 8 kb langen Fragments in einen 2,8 kb groflen Vektor gelang nicht

auf Anhieb, was vermutlich an den stark differierenden GroBen lag.

4.1.2 Funktionalitiit des Konstrukts

Als letztendlich die Klonierung des gesamten Konstrukts gelungen war, konnten erfolgreich
in vitro RNA Transkripte generiert werden. Nach Elektroporation der RNA Transkripte in
Huh-7 Zellen war es zunidchst moglich, mit Hilfe von RT-PCR, RNA von HCV in den Huh-7
Zellen, sogar noch sechs Tage nach der Elektroporation, nachzuweisen. Dies deutete darauf
hin, dass das Konstrukt in der Lage ist, zu replizieren. Vermutlich wire die Fremd DNA nach
sechs Tagen bereits degradiert worden. Aber es konnten keine HCV Proteine in der
Immunfluoreszenz nachgewiesen werden, was zumindest die Translation der Proteine gezeigt
hitte. In Kooperation mit Herrn Dr. Wychowski am Institut de Biologie de Lille in
Frankreich, wurde das Konstrukt in vitro mit Hilfe eines Vaccinia Virussystems auf seine
Funktionalitdt getestet. Mit diesem System ist es moglich grofe Konstrukte, so wie das in

dieser Arbeit entwickelte, in vitro zu transkribieren und zu translatieren. Anschliefend konnen
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die Lysate im WB hinsichtlich der zu erwartenden Proteine analysiert werden. Auch mit

diesem Versuchssystem konnten keine HCV Proteine detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

4.1.3 Spezielle Fehlerquellen des chiméiren Konstrukts

Die EMCV-IRES Sequenz

Die Komplexitit des Konstrukts barg genug Moglichkeiten um Fehler zu produzieren. Ein
nahe liegender Gedanke war der oben schon erwihnte, dass die im Konstrukt enthaltene
Dengue Sequenz rearrangiert wurde und somit die fiir die Funktionalitit korrekte Sequenz
nicht mehr vorhanden war. Auch die PCRs und Klonierungssschritte stellten eine Quelle fiir
auftretende Mutationen dar. Ein wichtiger Faktor fiir eine effiziente Translationsinitiation ist
die IRES Sequenz. Die interne ribosomale entry site initiiert eine cap unabhingige
Translation in eukaryontischen Zellen. Auch das Hepatitis C Virus besitzt, im Gegensatz zu
anderen Flaviviren, eine IRES Sequenz anstelle einer cap Struktur, um die Translation zu
starten. Hier wurde die HCV eigene IRES Sequenz nun gegen die des Enzephalomyocarditis
Virus ausgetauscht, da gezeigt werden konnte, das diese Sequenz von allen getesteten IRES
Sequenzen am effektivsten war (Borman et al. 1997). Die EMCV-IRES Sequenz ist aber
gegeniiber Verdnderungen in der Sequenz, die das Startkodon ATG des zweiten Zistrons
umgibt sehr empfindlich. Es konnte also sein, dass die Translation der nachfolgenden HCV
Strukturproteine nicht ordnungsgemif eingeleitet wurde. Zudem ist die verwendete Sequenz
ein entscheidender Faktor. Bei der Generierung des Konstrukts und zwischendurch
erfolgendem ,,Trouble shooting* fiel auf, dass es offensichtlich nicht eine speziell definierte
EMCV-IRES Sequenz gibt, sondern verschiedene Varianten. Die hier verwendete (von der
zugesichert wurde, dass sie funktioniert), unterschied sich in einigen Basenpaaren von der, die
beispielsweise Clontech vertreibt. Auch stimmte sie nicht exakt mit der Sequenz aus einem
befreundeten Labor iiberein. Die Sequenz ist aber extrem wichtig fiir eine optimale
Translationsinitiation (Bochkov & Palmenberg 2006). Moglicherweise war die zur Verfiigung
stehende Sequenz fiir die Initiation der Translation des in dieser Promotionsarbeit
angestrebten Konstrukts nicht geeignet oder gar fehlerhaft. Fiir ein funktionierendes HCV-
Dengue Virus Chimir wére es vielleicht auch vorteilhaft gewesen, die bestehende HCV IRES
Sequenz zu benutzen, um moglichst nah an der nativen Sequenz zu bleiben und nicht durch
die Klonierung fiir eine zusitzliche Restriktionsschnittstelle zu sorgen. Diese sorgte auch fiir

eine Veridnderung der Sequenz zwischen EMCV-IRES und dem Startkodon von HCV.
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Die Verkniipfung zwischen HCV p7 und Dengue NS1

Ein weiterer Punkt ist der Ubergang von HCV p7 zu Dengue NS1. Direkt an die Sequenz, die
fir HCV p7 kodiert, schliet sich der Anfang von NS1 an, getrennt durch die BsiWI
Schnittstelle. Heterologe Sequenzen konnen sowohl auf die virale Replikation und den
Zusammenbau, als auch die Freisetzung der Partikel, Einfluss nehmen (Pietschmann et al.
2006). Zum einen ist hier also eine komplett artifizielle Sequenz eingefiigt, die fiir zwei
zusitzliche Aminosduren im ORF des Polypeptids sorgt. Zum anderen sind fiir eine optimale
co-bzw. posttranskriptionale Spaltung der einzelnen Proteine vom Polyprotein bestimmte
Sequenzen notwendig, die als Signalsequenzen fiir die Spaltung dienen. Fiir Dengue Virus ist
beschrieben worden, dass eine NS1 vorgelagerte 24 Aminosduren lange Sequenz fiir die
optimale und korrekte Spaltung von NS1 notwendig ist (Falgout et al. 1989). Hierfiir ist
zudem noch ein Teil des nachfolgenden NS2 Proteins essentiell. Dies diirfte aber nicht der
Knackpunkt sein, da die komplette Dengue Nichtstruktursequenz kloniert worden war. Auch
fir die Spaltung des HCV Polyproteins sind bestimmte Signalsequenzen notwendig.
Vermutlich war der kombinierte Ubergang zwischen HCV p7 und Dengue NS1 zu artifiziell
und verhinderte so eine korrekte Spaltung der Proteine. Allerdings ist beim oben
beschriebenen DC 1.8 Konstrukt der p7-NS1 Ubergang #hnlich kloniert worden und war in
der Lage chimire Partikel zu erzeugen. Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte der DC 1.8
Klon als Positivkontrolle dienen. Es konnten jedoch keine HCV Proteine detektiert werden.
Eine analytische Restriktion zeigte, dass das fiir diesen Klon charakteristische Bandenmuster
noch intakt war. Dies deutet darauf hin, dass diese Sequenzen extrem anfillig fiir Mutationen
sind und somit die Generierung von Proteinen oder gar chiméren Partikeln erschwerten. Fiir
das im Rahmen dieser Arbeit generierte Konstrukt kann es auch bedeuten, dass zu viele
Mutationen durch PCR, die Klonierungssschritte und die Instabilitdt der Dengue Sequenzen
aufgetreten sein konnten.

Im Gegensatz zum DC 1.8 Konstrukt, wurden in diesem Fall die kompletten Strukturgene von
HCV kloniert. Bei DC 1.8 stammt die Sequenz fiir Core von Dengue. Moglicherweise war
diese Kombination im Sinne eines chimiren Konstrukts ideal, wohingegen die kompletten
Strukturgene in Kombination mit den Dengue Genen, die Bildung von HCV Proteinen
inhibierten. Bis zur Publikation des HCVcc (Blanchard er al. 2006) gab es keine
funktionierende HCV Sequenz, die vollstindig in Zellkultur replizierte und auch neue
infektiose Viruspartikel bildete. Dieser Klon ist aber eine Genotyp 2 Sequenz. Bei einem
Versuch, Teile der JFH1 Sequenz durch Sequenzen zu ersetzen, die fiir die Strukturgene von

anderen HCV Genotypen kodieren, wurde die Entdeckung gemacht, dass die Position des
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Ubergangs zwischen der JFH1 und der Sequenz anderer Genotypen ausschlaggebend ist
(Pietschmann et al. 2006). Das hei3it selbst bei inter- bzw. intragenotypischen Chiméren ist
die Kombination der Sequenzen fiir die Replikation und die Entstehung infektidser Partikel

entscheidend.

Zum Zeitpunkt der Fertigstellung des chimédren Konstruktes wurde das Zellkultursystem
(HCVcc) publiziert. Die Weiterverfolgung dieses Projektes, das chimédre und nicht native

Viruspartikel erzeugt hiitte, ist daher eingestellt worden.

4.2 Aufreinigung von rekombinantem HCV E1E2

4.2.1 Aufreinigung mittels 6 x His-Tag

Das Glykoprotein von HCV E1E2 reprisentiert den Teil des Virus, der fiir die Infektion der
Zielzelle verantwortlich ist. Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollte ein eigenes
Modellsystem etabliert werden, mit dem es dann moglich sein sollte, neue potentielle
Liganden bzw. Rezeptoren fiir HCV zu identifizieren und zu charakterisieren. Hierbei sollte
das vollstindige HCV E1E2 Heterodimer, fusioniert an einen 6 x Histidin-Tag (His-Tag)
kloniert werden. Der His-Tag sollte die Aufreinigung der HCV E1E2 Heterodimere mittels
immobilisierter Metall Ionen Affinitdtschromatographie ermoglichen.

Auch von anderen Gruppen sind verschiedene Modellsysteme entwickelt worden, um die
Eigenschaften des Glykoproteins zu charakterisieren und um putative Interaktionspartner von
HCV zu identifizieren. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die 16sliche Form von
HCV E2, generiert durch Trunkierung an der Aminosidure 661 (Egs), eine vergleichbare
Faltung des Glykoproteins aufweist, wie das Full-length Glykoprotein und daher als 16sliches
Imitat des nativen Glykoproteinkomplexes benutzt wurde (Flint ef al. 1999; Michalak et al.
1997). Das trunkierte, 16sliche E2 bot gegeniiber in Zellen exprimiertem ,,Full-length E2* den
Vorteil, dass es relativ einfach produziert werden konnte, da es in den Zellkulturiiberstand
sezerniert wurde.

Tatsédchlich wurde CDS81, als ein an der Aufnahme von HCV beteiligtes Rezeptormolekiil, mit
Hilfe von I6slichem E2 identifiziert (Pileri ef al. 1998). Auch fiir die Entdeckung von SR-BI
als Rezeptormolekiil fiir HCV wurde mit 16slichem E2 bewerkstelligt (Scarselli et al. 2002).
HCV E2 ist fiir einige Studien auch aufgereinigt worden. Hierzu wurden verschiedene
Strategien verfolgt. Beispielsweise wurde HCV E2 als l6sliches E2 mit einem C-terminalen

6 x Histidin Tag kloniert und das E2 Protein aus dem Zellkulturmedium mittels Ni-NTA
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Chromatographie isoliert (Patel et al. 2000). Eine weitere Gruppe beschreibt die Expression
von HCV E2 in Sf9 Insektenzellen nach Infektion mit einem rekombinanten Baculovirus und
die nachfolgende Aufreinigung iiber einen fusionierten Glutathion S-Transferase Tag (Chan-
Fook et al. 2000). Fiir funktionale Assays ist die Expression in E.coli nicht sinnvoll, da in
E.coli die notwendigen Co-bzw. posttranslationalen Modifikationen, welche von
eukaryontischen Zellen vollzogen werden, nicht stattfinden.

Es sollte die vollstindige Sequenz fiir das E1IE2 Heterodimer kloniert werden, um HCV E2
bzw. E1E2 in moglichst nativer Form zu exprimieren. Die bereits verdffentlichte trunkierte
Variante, bei der HCV E2 ins Medium sezerniert wird, kam nicht in Frage, da sie fiir
funktionale Studien nicht geeignet ist (Cocquerel et al 2003a). Die Klonierung und
anschlieende Expression in 293HEK Zellen gelang und die Immunprizipitation mit dem
konformationssensitivem Antikorper CBH-2 (Cocquerel er al. 2003b) zeigte, dass das
exprimierte Protein das native EIE2 Heterodimer reprisentierte. Jedoch war eine
Aufreinigung von HCV E1E2 nur unzureichend méglich. Als erstes wurde die HisTrap HP
Sdule von GE Healthcare ausprobiert. Diese Sdule versprach, diejenige mit den besten
Bindungseigenschaften unter allen kommerziell erhéltlichen S#ulen zu sein und zudem
garantierte sie ein sehr reines Protein nach Elution. Das HCV E2 Glykoprotein konnte mit
einem spezifischen Antikorper gegen HCV E2 zwar in Eluaten der E1E2 transfizierten Zellen
im Western Blot detektiert werden, in den Eluaten der naiven Zellen jedoch nicht. Bei
Verwendung eines Antikorpers gegen den His-Tag konnte dagegen auch in den nicht-
transfizierten Zellen eine Bande detektiert werden, die sich auf der gleichen Hohe befand, wie
die Bande bei den transfizierten Zellen. Hieraus konnten mehrere Punkte gefolgert werden:
Erstens, dass zelleigene Histidin-haltige Proteine mit einem offensichtlich &hnlichen
Molekulargewicht, wie das His-getagte HCV E1E2 Protein an die Sdulenmatrix binden und
zweitens diese Proteine bei der gleichen Imidazolkonzentration eluieren und somit das Eluat
verunreinigen. Die Analyse der Eluate im Coomassie Gel bestitigte dieses Ergebnis und
zeigte zudem, dass auch die Eluate, die das E1E2 Protein enthielten mit vielen anderen
Proteinen der Zelle, unterschiedlicher GroBe, verunreinigt waren. Es konnte auBBerdem keine
sich davon abhebende starke Bande angefirbt werden, die die eluierten HCV E1E2 His-Tag
Komplexe reprisentierte. Das bedeutet, dass die HCV Proteine zwar exprimiert werden und
auch so stark exprimiert werden, dass man im Western Blot ein sehr gutes Signal erhilt (20 pl
aus 1 ml Eluat wurde auf das Gel aufgetragen), jedoch scheint die Menge nicht ausreichend
zu sein, um sich aus dem Gesamtproteingemisch abzuheben. Um gebundene, unspezifische

Proteine besser von der Sédule vor der eigentlichen Elution zu entfernen, wurde mit einer
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Imidazolkonzentration im  Waschpuffer = gewaschen, die knapp unter der
Imidazolkonzentration lag, bei der Das HCV E1E2 Protein eluierte. Sowohl dieses Vorgehen
als auch die anderen im Ergebnisteil beschriebenen Strategien fiihrten nicht zum Erfolg. Es
lasst sich vermuten, dass sich der His-Tag in diesem Fall nicht fiir eine spezifische
Aufreinigung eignet. Riicksprache mit mehreren technischen Diensten verschiedener Firmen
bestitigten den Verdacht, dass zelleigene Histidin haltige Proteine sehr oft ein Problem fiir

eine saubere Isolation darstellen konnen (aber nicht miissen).

4.2.2 Alternatives HCV E1E2 Konstrukt und Aufreinigung von HCV E2

Zusitzlich zu den im Ergebnisteil verwendeten Methoden wurde die HCV Sequenz in einen
Vektor mir einem His-Tag und einem zusitzlichen Strep-Tag kloniert, um eine Isolierung
iiber eine doppelte Affinititschromatographie zu versuchen. Der Strep-Tag ermdoglicht eine
Aufreinigung iiber eine Streptactin Matrix. Eine gelungene Klonierung in frame mit dem
Strep-Tag und dem His-Tag in den neuen Vektor wurde durch Sequenzierung belegt. In
diesem Fall konnte der Strep-Tag, bei Analyse von Zelllysaten von transfizierten Zellen, im
Western Blot nicht eindeutig detektiert werden. Auch war die Expression in den Zellen nicht
so gut, wie in dem zuvor verwendeten System. Eine Analyse der Aufreinigung zeigte, dass
das Protein nicht an die Streptactin Sdule band, sondern in den Waschfraktionen detektiert
wurde. Der Vektor eignete sich zumindest in dem vorliegenden System nicht gut fiir eine
Expression in 293HEK Zellen. AuBlerdem schien der Strep-Tag sich nicht ordentlich zu falten
bzw. war moglicherweise nicht exponiert genug, um an die Sdulenmatrix zu binden. Fiir den
Western Blot wurde ein Harnstoff haltiges SDS-Gel benutzt, so dass also stark denaturierende
Bedingungen herrschten. Der Strep-Tag hitte also, selbst bei schlechter Exposition im nativen

Zustand, detektiert werden miissen.

Das aufgereinigte, rekombinate HCV E2 Protein hitte dazu dienen sollen, neue potentielle
Rezeptoren auf der Oberfliche von Zellen fiir HCV zu identifizieren. Das isolierte Protein
sollte in aufgereinigter Form an eine S#ulenmatrix, z.B. iiber den His-Tag an Ni-NTA
gekoppelt werden und anschlieBend Zell-Lysate auf die Sdule gegeben werden. Die
anschlieBenden Eluate hétten dann durch SDS-PAGE separiert werden, die Banden
ausgeschnitten und durch MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight) analysiert und identifiziert werden konnen. Auf diese Weise konnten auch HSP70 und

HSP90 als neue Rezeptoren fiir Dengue Virus entdeckt werden (Reyes-Del ef al. 2005).
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4.3 Einfluss von IFN-a und anti-inflammatorischen Zytokinen auf die

Infektion mit HCV Pseudopartikeln

4.3.1 HCVpp als Modellsystem fiir die Untersuchung der ersten Schritte der Infektion

nach Stimulation mit Zytokinen

Die antiviralen Eigenschaften von Interferon bestehen in der Induktion von IFN-o
stimulierten Genen (ISGs), die einen nicht-Virus-spezifischen, antiviralen Status innerhalb der
Zelle schaffen (Bekisz et al. 2004; Sen 2001). Zusitzlich zu diesen ,,direkten® antiviralen
Eigenschaften interagiert IFN-o@ mit dem adaptiven und angeborenen Immunsystem (Tilg
1997). IFN-a verhindert also moglicherweise ,, Jmmunerschopfung® und erleichtert die HCV
spezifische Immunantwort (Lechner et al. 2000Db).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass der Therapieerfolg nicht nur
mit der Unterdriickung des Replikationszyklus des Virus nach Infektion der Zielzelle zu tun
hat, sondern moglicherweise auch Mechanismen angeschaltet werden, die bereits die initiale
Infektion der Zelle beeinflussen und so den Infektions/Re-Infektionszyklus des Virus
unterbrechen. Um die Auswirkungen auf die HCV Aufnahme nach Behandlung von Zellen
mit [FN-o zu untersuchen, wurden HCV Pseudopartikel als Modellsystem benutzt. Diese
bestehen aus einem replikationsdefizienten Retrovirus (MLV = murines Leukidmievirus), das
auf seiner Oberfliche HCV E1E2 Glykoproteine trigt. Mit den Pseudopartikeln ist es moglich
die ersten, initialen Schritte der HCV Infektion zu untersuchen, da das E1E2 Heterodimer die
Anheftung (attachment) an die Zielzelle und den Eintritt (entry) in die Zielzelle iiber
spezifische Rezeptoren vermittelt. Da die E1E2 Proteine die einzigen Komponenten in den
Pseudopartikeln sind, die vom HCV stammen, konnen ausschlielich die ersten Schritte der
Infektion (das so genannte Entry) analysiert werden. Als Quantifizierung fiir die Infektion
diente entweder ein Luziferase oder ein Realtime PCR basierter Assay. Bei der Etablierung
der Versuche wurde sehr schnell klar, dass der Luziferase-Assay zumindest dann nicht
angewendet werden konnte, wenn die Zielzelle in irgendeiner Form manipuliert worden war,
so dass sich dies auf die Proteinexpression in der Zelle auswirkte. Dies war z.B. bei der
Stimulation mit den Zytokinen der Fall. In diesem Fall wurde der Versuch mit dem PCR
basierten Assay ausgewertet. Da die Zellen bereits 4 Stunden nach Infektion lysiert wurden,
war hier der Gedanke, dass die erhaltenen Ergebnisse die Ereignisse des Entry zeitnah

widerspiegeln.
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4.3.2 Eine neue Rolle fiir IFN-o in der HCV Abwehr?

Die Behandlung der Huh-7 Zellen mit IFN-a fiihrte zu einer verringerten Detektion an LTRs,
was in dieser Arbeit mit verringerter HCVpp Aufnahme gleichgesetzt wurde. Bei diesem
Resultat lag die Vermutung nahe, dass I[FN-o moglicherweise auch Molekiile beeinflusst, die
sich auf der Zelloberflidche befinden und an der Aufnahme von HCVpp in die Zelle beteiligt
sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurden das Tetraspanninmolekiil CD81, das tight junction
Molekiil Claudin-1 und der Scavenger Receptor Class B Type I (SR-BI) untersucht.
Tatsédchlich bewirkt IFN-a eine starke Abnahme der Expression von Claudin-1 sowohl auf
Genexpressionsebene als auch auf Proteinebene. CD81 verdnderte sich nur unwesentlich
durch IFN-a in seiner Expression. Bei SR-BI gestaltete sich die Auswertung der Ergebnisse
schwierig, da entweder keine Veridnderung zu sehen war oder sich die Expression zu
bestimmten Zeitpunkten innerhalb einer Messreihe verdnderte. Vor allem auf
Genexpressionsebene, die mit Realtime PCR ausgewertet wurde, ergaben drei voneinander
unabhingige Messungen drei verschiedene Ergebnisse. Entweder eine leichte Zunahme der
Expression bis zur Verdopplung oder keine Verinderung oder eine Abnahme der Expression.
Da tendenziell eher ,.keine Verdnderung* zutraf, wurden diese Daten fiir den Ergebnisteil
ausgewihlt. Die Expression von SR-BI konnte moglicherweise abhiingig von der Passage der
Zellen oder der Konfluenz sein.

Die reduzierte Expression eines wichtigen Rezeptormolekiils fiir HCV konnte also eine neu
entdeckte Ursache fiir die Wirkung von IFN-o sein. Zum ersten Mal konnte gezeigt werden,
dass IFN-o wahrscheinlich auch die neue Infektion von Zielzellen unterdriickt oder zumindest
verringert. Die Entdeckung, dass die Expression von Claudin-1 unter IFN-o. abnimmt kénnte
ein wichtiger Faktor in der Wirkungsweise von IFN-o sein. Bisher wurden nur die anti-
viralen Mechanismen von IFN-a innerhalb der Zelle untersucht und auf welche Weise HCV
den IFN Signalweg unterbricht.

Interessant wire in diesem Zusammenhang, wie sich die Claudin-1 Expression in Leberzellen
von Patienten mit gutem Therapieerfolg (responder) und Patienten mit schlechtem
Therapieerfolg (non-responder) verhilt. Ein weiterer wichtiger Ansatzpunkt wire, Huh-7 mit
IFN-o0 zu stimulieren und anschlieBend mit dem kiirzlich entwickelten Zellkultursystem
(HCVcc) zu infizieren.

Es wurde versucht einen Bindungsassay zu etablieren, der die Charakterisierung der initialen
Bindung unter IFN-a (und auch den anderen Zytokinen, siehe unten) ermoglichen sollte. Es

konnte aber kein verwertbares Ergebnis erzielt werden. Bei dem auf WB basierendem Assay
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konnte kein HCV El oder E2 Protein nachgewiesen werden, selbst bei einer maximal
eingesetzten Proteinmenge von 55 — 60 pg. Vermutlich sind die HCV E2 Proteinmengen in
den Pseudopartikeln so gering, dass sie im WB nicht detektierbar sind. Es wurde auch
versucht, die Pseudopartikel in der Immunfluoreszenz 4 Stunden nach Infektion anzufirben.
Auch hier war kein HCV E2 nachweisbar, was vermutlich ebenfalls auf eine zu geringe

Proteinmenge zuriickzufiihren ist.

4.3.3 Indirekte Regulation der Claudin-1 Genexpression durch IFN-¢

Durch quantitative Realtime PCR konnte gezeigt werden, dass die Genexpression von
Claudin-1 bei Stimulation mit IFN-o bereits nach 6 Stunden Stimulation um etwa 50 Prozent
abnimmt. Diese verringerte Expression bleibt auch bei verlidngerter Stimulation erhalten. Da
bereits die Genexpression betroffen ist, ldsst dies auf eine direkte Einflussnahme von IFN-o
auf die Genregulation von Claudin-1 schlieBen. Moglich wire auch eine indirekte
Beeinflussung iiber den Faktor oder Signalweg, der an der Genregulation von Claudin-1
beteiligt ist. In einer systematischen Proteomanalyse, bei der die IFN-Antwort in humanen
Leberzellen untersucht wurde, fiel auf, dass WNT9A, ein Molekiil im Wnt Signalweg, eine
3,2 fach erniedrigte Expression nach IFN-a Stimulation zeigte (Yan et al. 2004). Fiir Claudin-
1 wiederum konnte gezeigt werden, dass seine Genexpression durch den Wnt-Signalweg
reguliert wird (Hillenbrand 2005). Dies konnte also ein potentieller indirekter Regulationsweg

fiir die Claudin-1 Expression unter IFN- sein.

4.3.4 Die CD81 Expression verindert sich in Huh-7 Zellen durch IFN-o nicht

CD8]1 ist ein wichtiges Molekiil fiir die Infektion mit HCV. Es ist das erste Molekiil, fiir das
eine Interaktion mit HCV E2 gezeigt werden konnte (Pileri et al. 1998). CD81 gehért zur
Familie der Tetraspanninmolekiile, deren Mitglieder verschiedene zellulire Funktionen
ausiiben, wie Adhésion, Proliferation und Differenzierung (Levy & Shoham 2005). In der
vorliegenden Arbeit veridnderte sich sowohl auf der Zelloberfliche von den Huh-7 Zellen als
auch auf mRNA Ebene, die CD81 Expression nicht signifikant. In einer Veroffentlichung von
Kronenberger et al. (2001) konnte dagegen bei primidren Hepatozyten und PBMNCs gezeigt
werden, dass die CD81 Expression auf der Zelloberfldche bei Stimulation mit IFN-a herunter
reguliert wird. Die mRNA Expression dagegen stieg an. Dies wurde damit begriindet, dass die

Herunter-Regulation des CD81 Proteins erst auf posttranskriptionaler bzw. translationaler
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Ebene stattfindet (Kronenberger et al. 2001). Auch fiir B-Zellen konnte eine verminderte
CD81 Expression auf der Zelloberfliche beobachtet werden (Chang et al. 2007). Bei allen
untersuchten Zellen handelt es sich allerdings um Primirzellen im Gegensatz zu Huh-7
Zellen, die eine Hepatomzelllinie darstellt. In Huh-7 Zellen kann der Mechanismus, der in den
Primérzellen dafiir verantwortlich ist, dass die Zelloberflachen assoziierte Expression von
CD81 verringert wird, gestort sein. Auch ein Anstieg der mRNA konnte nicht gemessen
werden, was vermutlich auch an den verinderten Eigenschaften der Tumorzelllinie liegt.

In Anbetracht der Tatsache, dass CD81 offensichtlich nicht nur im Zusammenhang mit der
HCYV Infektion ein wichtiges Rezeptormolekiil reprisentiert sondern auch in die Interaktionen
zwischen Wirt und HCV involviert ist, wére es dringend notwendig die Experimente, die in
parallel mit Claudin-1 und SR-BI gelaufen sind, mit primiren Hepatozyten zu wiederholen.
Interessant wire auch, wie sich diese Molekiile auf bereits infizierten Zellen verhalten. Fiir

solche Untersuchungen wiirde sich das neue Zellkultursystem (HCVcc) eignen.

4.3.5 1IL-10 und TGF-B verstirken die Infektion mit HCVpp

Die exakten Mechanismen, wie HCV seine Persistenz etabliert und aufrechterhilt, was
wiederum Leberschiddigungen und Modulationen der Immunantwort zur Folge hat, sind bisher
nur unzureichend untersucht. Mogliche Ursachen fiir eine chronisch verlaufende Infektion
sind das geringe Vorhandensein von HCV spezifischen T-Zellen (Lechner et al. 2000a;
Wedemeyer et al. 2002) und die Unterdriickung von IFN-y sekretierenden natiirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) durch IL-10 (Moore et al. 2001) oder auch TGF-B (Rook et al.
1986). Dagegen geht eine Viruselimination (viral clearance) bei akuter Hepatitis C mit einer
erhohten Population an CD8" als auch CD4" T Lymphozyten (Diepolder et al. 1995; Gerlach
et al. 1999) einher. Fiir eine effiziente Viruselimination ist aulerdem die Produktion von
IFN-v ein entscheidender Faktor (Su et al. 2002). IFN-y wird von NK-Zellen produziert und
ihre Proliferation und Zytotoxizitit ist ein kritischer Faktor fiir die Viruselimination (Biron et
al. 1999). Aufgrund der Tatsache, dass IL-10 (Moore et al. 1993) und auch TGF- (Rook et
al. 1986) beide die Aktivierung und Proliferation von NK-Zellen inhibieren kénnen wurde
postuliert, dass diese Unterdriickung der Zytotoxizitit von NK-Zellen zu einer persistierenden
HCYV Infektion beitriagt (Kimura et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob IL-10 und TGF-f3 auch bei den initialen
Schritten der HCV Infektion eine Rolle spielen, indem sie Einfluss auf die Zielzelle nehmen.

Eine Analyse in dieser Art, bei welcher der direkte Einfluss von IL-10 und TGF- auf HCVpp
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(und auch HCVcc) infizierbare Zellen untersucht wird, ist in dieser Form noch nicht
veroffentlicht worden. Wichtig war es herauszufinden, ob diese Zytokine zur
Aufrechterhaltung der Infektion beitragen, indem sie ,,nur* die Immunantwort modulieren
oder ob sie auch die Infektion der Zielzelle begiinstigen, indem sie die
Zelloberflachenrezeptoren, die an der Aufnahme von HCV beteiligt sind, verdndern. Bisher
erhaltene Daten zur Funktion von IL-10 und TGF-B stammen beispielsweise aus
Leberbiopsien oder PBMNCs chronisch erkrankter Patienten.

In der vorliegenden Arbeit fiihrte eine Stimulation der Huh-7 Zellen sowohl mit IL-10 als
auch mit TGF-f zu einer vermehrten Detektion an HCVpp in den Zellen. Auch die Aufnahme
der VSV-Gpp erhohte sich, wenn auch nicht so stark, wie die der HCVpp. Genauso wie bei
den Experimenten mit IFN-a wurde hier untersucht, ob IL-10 oder TGF- die Expression von
CD&81, Claudin-1 und SR-BI verinderten. IL-10 hatte keinen Einfluss auf eines der Molekiile.
TGF-f hatte in einigen Versuchen die Expression von SR-BI ansteigen lassen. Dies konnte
ein moglicher Faktor fiir die verstirkte Infektion mit HCVpp sein. Die Expression eines
wichtigen Rezeptormolekiils steigt an und somit verbessert sich auch die Infektion. Die
erhohte TGF-3 Expression wiirde nicht nur eine anhaltende HCV Infektion durch Modulation
der Immunantwort fordern, sondern auch die Virusvermehrung durch eine erleichterte

Zielzellinfektion.

4.3.6 Liicken und Tiicken: HCVpp und Huh-7 Zellen (Limitationen des verwendeten
Modellsystems)

Ein nicht zu vernachldssigender Punkt ist, dass es sich bei den Huh-7 Zellen um eine
Hepatomzelllinie, also eine Tumorzelllinie handelt. Inwieweit diese tatsdchlich eine native
Leberzelle widerspiegelt, bleibt fraglich. Durch die Entartung konnen auch entscheidende
Signaltransduktionswege gestort oder verdndert sein. Ein guter Ansatzpunkt wire, humane
primdre Hepatozyten oder auch andere humane Primérzellen aus der Leber auf eine
vorhandene und moglicherweise auch aufgrund von Zytokin-Einfluss verinderte Expression
von CD81, Claudin-1 und SR-BI zu untersuchen.

Zudem darf nicht vergessen werden, dass es sich bei den HCVpp um ein Modellsystem
handelt, bei welchem die einzige Komponente, die von HCV stammt das HCV Glykoprotein
ist, das die Infektion vermittelt. Alle weiteren Prozesse in der Zelle, die Freisetzung des
Inhalts der Partikel, die reverse Transkription und die Integration der Luziferase-Sequenz, mit

Hilfe der LTRs beruhen auf den retroviralen Komponenten des Pseudopartikels. Zwar wurden
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die Zellen bereits vier Stunden nach Kontakt mit den Pseudopartikeln lysiert, jedoch reichte
diese Zeit vermutlich aus, damit die durch INF-o angeschalteten, antiviralen Mechanismen
auf die in der Zelle freigesetzte RNA Einfluss nehmen konnten. Somit konnten die
beobachteten Effekte nicht allein auf eine verringerte Aufnahme der Partikel zuriickzufiihren

sein, sondern auch andere Effekte beteiligt sein.

4.4 CEACAM1I als potentieller Rezeptor von Hepatitis C

CEACAMI1 ist ein homophiles, multifunktionales Zelladhdsionsmolekiil, das in eine Vielzahl
von unterschiedlichen Prozessen, wie beispielsweise Proliferation (Singer et al. 2000),
Tumorwachstum (Kunath et al. 1995) oder der Aktivierung von B-Zellen (Greicius et al.
2003) im menschlichen Korper involviert ist. Einigen Pathogenen dient CEACAMI als
Rezeptormolekiil, um Zellen zu befallen. Bei Menschen handelt es sich hierbei um
verschiedene Bakterien, wie Moraxella catarrhalis, Neisseria spec, Haemophilus influenzae
(Singer 2005). In Miusen ist CEACAMI als entscheidender Rezeptor fiir das Maus Hepatitis
Virus (MHV) identifiziert worden (Dveksler ef al. 1991). Eine Kreuzreaktion der jeweiligen
Pathogene wurde ausgeschlossen.

Da CEACAMI ein Zelloberflichenmolekiil darstellt und bekannt ist, dass es fiir das murine
Hepatitis Virus den entscheidenden Rezeptor darstellt, lag der Gedanke nahe, dass
CEACAMI auch bei den ersten Schritten der HCV Infektion moglicherweise eine Rolle
spielt. Als Modellsystem fiir die Untersuchungen des HCV Eintritts in die Zelle (HCV Entry)
wurden HCV Pseudopartikel verwendet. Die Quantifizierung der Infektion erfolgte entweder

durch Luziferase Assay oder mit dem PCR basierten Assay.

4.4.1 CEACAM1 Expression auf Huh-7 Zellen, HepG2 Zellen und primiren
Hepatozyten

CEACAMI1 wird im adulten Organismus auf verschiedenen Epithelien unterschiedlicher
Organe exprimiert (Prall et al 1996). Auch Zellen des Immunsystems exprimieren
CEACAMI1 (Greicius et al. 2003; Kammerer et al. 2001; Moller et al. 1996). Da {iiber das
Expressionsprofil von CEACAMI1 und anderer CEACAMSs auf Leberzellen nichts bekannt
war, wurden Huh-7 Zellen, HepG2 Zellen und auch primdre Hepatozyten beziiglich ihrer
CEACAM Expression charakterisiert. Alle drei Zellarten exprimieren ausschlieflich
CEACAMI1. CEACAMI konnte sowohl auf der Zelloberfliche (Durchflusszytometrie), als

auch auf Gesamtproteinebene (Western Blot) nachgewiesen werden. Da das Hauptaugenmerk
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auf den initialen Schritten der HCV Infektion lag, wurden alle weiteren Experimente zunéchst
nur auf Huh-7 Zellen beschrinkt und nicht noch in parallel mit den HepG2 Zellen oder
priméren Hepatozyten durchgefiihrt. HepG2 sind weder durch die HCV Pseudopartikel noch
durch HCVcc infizierbar. Thnen fehlt CD81, ein wichtiges Molekiil fiir die Infektion mit
HCYV. Mit priméren Hepatozyten wurde nicht weiter gearbeitet, da sie nur extrem limitiert zur

Verfiigung standen.

4.4.2 CEACAM]1 als IFN-a reguliertes Gen

Durch IFN-a wurde sowohl die Expression von CEACAMI1 auf der Zelloberfldche als auch
die mRNA Expression deutlich gesteigert. Dabei war die induzierte CEACAM1 Expression
auf der Zelloberfliche nach 48 Stunden am groften. Die Expression der mRNA stieg dagegen
bereits nach 6 Stunden IFN-a Stimulation an und blieb danach in ihrer Expression konstant.
Dies deutet darauf hin, dass die Translation und das ,,an die Oberfliche bringen* von
CEACAMI in den Huh-7 Zellen ein relativ langsamer Prozess ist. Aufgrund der Tatsache,
dass bereits nach 6 Stunden die mRNA Expression 2,5 fach verstirkt ist, beeinflusst IFN-o
direkt oder iiber einen indirekten Faktor die Transkription von CEACAMI1.

4.4.3 Die Rolle von CEACAM1 bei der HCV Infektion

Mit Hilfe von siRNA Transfektion konnte die CEACAM1 Expression bis zu einem gewissen
Grad inhibiert werden. Dies fiihrte dazu, dass die Infektion mit den HCVpp um ein etwa
dreifaches verstirkt werden konnte. CEACAMI1 konnte also ein wichtiger Faktor bei der
initialen Abwehr der Infektion spielen. Dies passt auch zu der Beobachtung, dass bei einer
Inkubation der Huh-7 Zellen mit IFN-o tiber 48 Stunden, die Infektion mit den HCVpp
supremiert wird. Denn nach 48 Stunden war auch die CEACAMI1 Expression auf der
Zelloberfliche signifikant angestiegen.

Interessanterweise wurde von Blanchard et al. (2006) berichtet, dass die Infektion mit HCVpp
etwa dreimal hoher in PLC/PRF/S Zellen war als in Huh-7 Zellen. Diese PLC/PRF/5 Zellen
wiederum exprimieren, zumindest auf ihrer Oberfldche; kein CEACAM1 (Hokari et al. 2007).
Diese Tatsachen unterstiitzen die Hypothese, dass CEACAMI1 an der Abwehr der HCV
Infektion beteiligt ist. Man konnte also zu folgender Aussage kommen: viel CEACAMI1 auf
der Zelloberfliche bewirkt eine verringerte Infektion mit HCVpp, wenig bzw. kein

CEACAMI auf der Zelloberflidche verstirkt die Infektion mit HCVpp.
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Moglicherweise moduliert CEACAMI1 die Zusammensetzung der Plasmamembran zu einem
Status der sich ungiinstig auf die Infektion mit HCV auswirkt. Oder CEACAMI geht eine
Verbindung mit anderen fiir die Infektion mit HCV wichtigen Molekiilen ein und vernetzt auf
diese Weise Strukturen, die fiir die Anheftung des Virus an die Zelle notwendig sind und
macht sie auf diese Weise fiir das Virus schlecht oder gar nicht zugénglich.

Mit Hilfe verschiedener Versuchsansitze wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, eine
direkte Interaktion von CEACAMI1 und HCV E1E2 Heterodimer zu zeigen. Jedoch konnte in
keinem der Experimente eine direkte Interaktion zwischen dem HCV Glykoprotein und
CEACAMI1 nachgewiesen werden.

Um zu untersuchen, ob CEACAMI1 einen Bindungspartner von HCV E1E2 darstellt, ist eine
Immunprézipitation durchgefithrt worden. HCV E2 wurde durch CEACAMI nicht
prézipitiert. Allerdings konnte fiir SR-BI und HCV bis jetzt auch keine direkte Interaktion
gezeigt werden, obwohl SR-BI nachweislich in die Aufnahme von HCV in die Zelle
involviert ist. In diesem Fall wurde ebenfalls die Immunprézipitation gewihlt. Das Ergebnis
wurde unter anderen darauf zuriickgefiihrt, dass SR-BI moglicherweise in Anwesenheit von
Detergenz in einer Konformation vorliegt, die nicht mit der E2 Bindung kompatibel ist
(Cocquerel et al. 2006). Dieser Fall wire fiir CEACAMI1 und HCVpp auch denkbar. Das
negative Ergebnis der Immunprézipitation schlie3t also eine Interaktion nicht kategorisch aus.
Aber auch die anderen Versuche, die zur Analyse der Funktion von CEACAM1 fiir die HCV
Infektion dienen sollten, erzielten keine eindeutigen bzw. widerspriichliche Ergebnisse.

Eine Blockierung von CEACAMI auf der Zelloberfliche von Huh-7 Zellen sollte das durch
den Gen Knock-down erzielte Ergebnis bestitigen. Durch die Vor-Blockierung von
CEACAMI1 konnte eine erhohte Infektion mit den VSV-Gpp erzielt werden, unabhingig von
der Art der Blockierung, was das Ergebnis aus dem Gen Knock-down bestitigte. Die
Inkubation mit den HCVpp nach Antikorper-Blockierung fiihrte zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Die Blockierung der C-Doméne mit dem anti -B3 Antikorper hatte keinen Effekt
auf die Infektion. Dies konnte darauf hindeuten, dass die C-Domine des Molekiils fiir die
Funktion gegeniiber HCV nicht von Bedeutung ist, zumal alle bisher bekannten Interaktionen
von CEACAMSs mit Liganden durch die N-Doméne vermittelt wird. Die Inkubation mit einem
polyklonalem Antikorper gegen CEACAMI hingegen fiihrte zu einer verringerten Detektion
an HCVpp von iiber 50 Prozent. Auch die Inkubation mit dem CEACAMS-Fc Konstrukt als
natiirlichem Liganden von CEACAMI fiihrte zu einer geringeren Detektion an HCVpp.
Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den mit Gen Knock-down erzielten Daten. Im

Unterschied zum CEACAM1 Gen Knock-down, der auch zu einer verringerten Expression
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von CEACAMI1 auf der Zelloberfliche fiihrte, ist bei der Blockierung nicht weniger
CEACAMI1 auf der Zelloberfliche. Moglicherweise bewirkt die Verbindung von Antikorper
mit CEACAMI1 eine Vernetzung von Strukturen oder anderen Interaktionspartnern von
CEACAMI1 auf der Zelloberfliche, die die Anheftung der HCVpp oder deren Eintritt in die
Zelle verschlechtert. Die Zugabe von Antikdrper konnte eine Reorganisation und
Klusterbildung von CEACAMI auf der Zelloberfliache hervorrufen, die die Anheftung und
den Eintritt der HCVpp negativ beeinflussen. Als Folge der Antikdrperbindung konnte sich
auch das Verhiltnis der beiden Isoformen 1-4L (4L= vier extrazellulire, Ig-artige Doménen,
Transmembrandomine plus langer zytoplasmatischer Anteil) und 1-4S (4S= vier
extrazelluldre, Ig-artige = Doménen, Transmembrandomine plus kurzer (short)
zytoplasmatischer Anteil) (Abb. 4.1) dndern, was wiederum die Signalweiterleitung in der
Zelle verdndern konnte. Die jeweilige vorherrschende Isoform kann fiir bestimmte

regulatorische Funktionen in der Zellen ausschlaggebend sein (Singer et al. 2000).

4.4.4 Uberexpression von CEACAM1 in Huh-7 Zellen

Durch die Transfektion von einem fiir CEACAMI1 codierenden Plasmid in Huh-7 Zellen
sollte eine Uberexpression von CEACAMI vor allem auf der Zelloberfliche erreicht werden.
Leider konnte keine vermehrte Expression von CEACAMI auf der Zelloberfliche erzielt
werden, obwohl die Expression von CEACAMI innerhalb der Zelle sehr stark anstieg, was im
Western Blot gezeigt werden konnte. Auch eine Inkubation mit PMA fiihrte nicht zur
Expressionssteigerung an der Zelloberfliche. Moglicherweise tolerieren Huh-7 Zellen nur
eine definierte Anzahl an CEACAM1 Molekiilen auf ihrer Oberfldche. Eine andere Ursache
konnte ein gestorter Transportweg der in Granula vorliegenden (iiber)exprimierten
CEACAMI1 Molekiile sein, so dass die Molekiile nicht an die Zelloberfliche gelangen
konnten. Schon allein die Tatsache, dass es sich um eine Hepatomzelllinie und damit um eine
entartete Zelllinie handelt, kann einen inhibierten Transportweg zur Folge haben. Zwar nimmt
die CEACAMI1 Expression durch IFN-a auch an der Oberfliche zu, jedoch nicht in einer so
groBen Menge, wie es die Uberexpression bewirkt hitte. Zudem hat es sich bei der IFN-ot um
einen physiologischen Stimulus gehalten, der den gesamten Status der Zelle veridndert.

Ein weiteres Problem bei diesem Experiment zeigte sich anhand der Mock-Transfektion. Der
in der Realtime PCR gemessene Wert war in allen durchgefiihrten Experimenten fast
identisch mit dem der CEACAMI transfizierten Zellen. Sowohl die Mock-Transfektion als
auch die Transfektion mit dem CEACAMI1 Plasmid fiihrte zu einer starken Erhohung der
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Infektion. Anhand dieses Ergebnisses lésst sich also keine Aussage iiber die Auswirkung einer
erhohten CEACAMI1 Expression treffen. Erstens war die Expression an der Oberfldche nicht
erhoht und zweitens scheint die Transfektion als solche bzw. die Expression eines Plasmids
ohne spezielles Insert (,,Mock-Plasmid*) schon starke Effekte auf die Infektion mit den
Pseudopartikeln zu haben.

Der Effekt von vermehrten CEACAM1 Molekiilen auf der Zelloberfldche kann folglich nicht
allein fiir die erhohte Infektionsrate verantwortlich sein. Durch IFN-o Stimulation iiber 48
Stunden nimmt die Expression an CEACAMI1 Molekiilen auf der Oberfliche der Huh-7
Zellen zu. Eine 48 stiindige Inkubation der Huh-7 Zellen mit IFN-a fiihrt auch zu einer
Reduktion der Aufnahme der HCVpp. Hieraus konnte man indirekt schlieBen, dass
CEACAMI1 an der Abwehr des HCVpp Eintritts in die Zelle beteiligt ist.

Eine gesteigerte Expression der CEACAM1 Molekiile an der Zelloberfldche hitte den Vorteil
gehabt, dass man selektiv den Einfluss von CEACAMI auf die Infektion hitte untersuchen
konnen. Durch die IFN-o Stimulation werden schlielich eine Vielzahl von Genen in ihrer
Expression induziert.

Eine Moglichkeit wire die Zellen stabil zu transfizieren und so mogliche Nebeneffekte des
Transfektionsvorgangs zu eliminieren. Aber auch bei einer stabilen Transfektion ist zu
befiirchten, dass diese nicht unbedingt eine vermehrte Anzahl an CEACAM1 Molekiilen auf
der Zelloberfldche zur Folge hiitte.

4.4.5 CEACAMI1 kimpft nicht nur auSen sonder auch innen

Zusammengefasst deuten die priasentierten Daten darauf hin, dass CEACAM1 fiir Hepatitis C
zwar keinen Rezeptormolekiil darstellt, dass am Eintritt des Virus in die Zelle involviert ist,
CEACAMI1 konnte aber an der Abwehr der HCV Infektion beteiligt sein. Die vorliegenden
Daten deuten auf einen Zusammenhang von CEACAMI1 und der IFN-a Antwort der Zelle
hin. IFN-a fiihrt zu einer gesteigerten CEACAM1 Expression sowohl innerhalb der Zelle als
auch auf der Zelloberflidche. Die durch IFN-o erhdhte Expression korreliert sowohl mit einem
Riickgang der Replikation des HCV Replikons Conl (Huh-7 Zelllinie stabil transfiziert mit
einem Genotyp 1b HCV Replikon) (personliche Mitteilung PD Dr. Philip Hilgard), als auch
mit dem ,,early viral drop*. Zudem verringerte sich bei IFN-a gesteigertem CEACAMI die
Aufnahme an HCVpp. CEACAMI scheint also zum einen die Virusreplikation zu inhibieren

und auBerdem die Re-Infektion der Zelle durch neue Viruspartikel zu verhindern. Somit
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konnte CEACAMI1 ein Faktor bei der IFN-a Therapie sein, der sowohl die Entstehung von

neuen Virionen als auch die Infektion neuer Zellen durch das HCV verhindert.

4.4.6 CEACAMaI1 als neuer Rezeptor des Vesikular Stomatitis Virus

Das Vesikular Stomatitis Virus (VSV) gehort zur Familie der Rhabdovirdae und besitzt ein
RNA Genom in Negativstrangorientierung. Es infiziert eine Reihe von Tierarten wie
Schweine, Rinder, Pferde und auch den Menschen. Sein Hiillprotein (G) wird fiir Gentransfer
und Gentherapie eingesetzt. Sein Glykoprotein wird gerne mit Proteinen anderer, nicht
verwandter Viren kombiniert, so dass man Pseudopartikel erhiilt.

In der vorliegenden Arbeit wurden als Positiv-Kontrolle fiir die Infektion mit den HCVpp
Pseudopartikel eingesetzt, bei denen anstelle des HCV Glykoproteins, das Glykoprotein vom
Vesikular Stomatitis Virus inkorporiert wurde (VSV-Gpp). Diese Pseudopartikel haben die
Eigenschaft, eine Vielzahl von Zellen zu infizieren. Das Vesikular Stomatitis Virus als
solches, infiziert jede bisher getestete Zelle (Coil & Miller 2004). Dieser Pantropismus hat es
bisher erschwert, Rezeptoren fiir diesen Virus zu identifizieren. Offensichtlich ist es beziiglich
der Molekiile, die das Virus fiir den Eintritt in die Zelle bendtigt nicht restringiert bzw.
benutzt Strukturen, die ubiquitir vorkommen. Zuféllig wurde im Rahmen der vorliegenden
Dissertation die Beobachtung gemacht, dass HelLa Zellen, die CEACAMI1 exprimieren, etwa
10 fach hoher durch VSV-Gpp infizierbar sind als fiir CEACAMI1 negative Wildtyp HeLa
Zellen. Auch bei den folgenden Experimenten, in denen HelLa Zellen benutzt wurden, die
andere CEACAMs exprimieren (CEACAM3, CEACAMS, CEACAM6, CEACAM?7 und
CEACAMS), wurde jeweils eine verbesserte Infektion gegeniiber Wildtyp HelLa Zellen
verzeichnet. Hierbei konnte zudem festgestellt werden, dass es entscheidend ist, welches
CEACAM auf der Zelloberfliche ist. Das Mall an Infektion war je nach CEACAM
unterschiedlich hoch. Insgesamt stellte sich heraus, dass die VSV-Gpp zu CEACAMI1 und
CEACAM3 die grofite Affinitit haben.

Somit stellen die prisentierten Ergebnisse zeigen zum ersten Mal eine entscheidende
Bedeutung fiir humanes CEACAM bei der Infektion mit einem Virus dar. Abb. 4.1 zeigt eine
Ubersicht iiber den Aufbau und die Eigenschaften der verschiedenen CEACAM Molekiile.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung verschiedener Proteine der CEA-Familie im Menschen. Bei
CEACAMI, -3 und -4 handelt es sich um Transmembranproteine, wohingegen CEACAMS, -6, -7 und
CEACAMBS GPI verankert vorliegen. CECAMLI, -3 und -4 weisen zudem zytoplasmatische Doménen auf.

Eine durch siRNA Transfektion erzielte, verminderte Expression von endogen exprimiertem
CEACAMI auf Huh-7 Zellen hatte hingegen den entgegen gesetzten Effekt. Hier fiihrte die
verminderte Expression nicht zu einer verschlechterten Aufnahme der Pseudopartikel sondern
verstirkten diese. Allerdings handelt es sich bei Huh-7 Zellen um eine Hepatomzelllinie und
bei den HelLa Zellen um eine Zervixkarzinom Zelllinie. Es sind also Zelllinien aus vollig
unterschiedlichen humanen Organen. Ein wichtiger Unterschied besteht z.B. darin, dass
Huh-7 Zellen und auch primire Hepatozyten CEACAMI1 endogen exprimieren, wohingegen
HeLa Zellen fiir keines der untersuchten CEACAMs natiirlicherweise positiv ist. Zudem
handelt es sich bei den in HeLa Zellen exprimierten CEACAMs lediglich um die 1-L Isoform.
Die in Hepatozyten co-exprimierte CEACAM 1-S Isoform fehlt diesen Zellen. Somit eignen
sich die artifiziell CEACAM exprimierenden HelLa Zellen eignen sich daher gut fiir die hier
beschriebene Bindungsstudie, fiir funktionale Untersuchungen dagegen sind sie nicht
ausreichend. In einigen publizierten Arbeiten konnte nédmlich gezeigt werden, dass die lange
und kurze Isoformen zusammen und das Mengenverhiltnis von 1-L und 1-S fiir verschiedene
physiologische Wechselwirkungen von zentraler Bedeutung sind (Singer et al. 2000; Obrink
et al. 2002). Des Weiteren kann es sein, dass das endogen exprimierte CEACAM]1 auf Huh-7
Dimere bilden kann, die laut Literatur von funktioneller Bedeutung zu sein scheinen,

wohingegen das in den HelLa Zellen transfizierte CEACAM1 mit groBBer Wahrscheinlichkeit
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eher als Monomer vorliegt. CEACAMI konnte in Leberzellen also eine wichtige Funktion
erfiillen. Denkbar wire, dass CEACAMI1 als Ligand fiir das VSV zwar fungiert, aber nicht
generell, sondern nur in bestimmten Zellen. Bei den Huh-7 Zellen dagegen konnte

CEACAMI1 an der Abwehr von Viren beteiligt sein, wie schon fiir HCV erléutert.
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5 Zusammenfassung

Die Untersuchung der initialen Schritte der Hepatitis C Virusinfektion waren lange aufgrund
fehlender Modellsysteme nicht moglich. Daher wurden im ersten Teil der Arbeit
Modellsysteme zur Identifizierung neuer Rezeptormolekiile fiir das Hepatitis C Virus (HCV)
entwickelt. Das erste, ein chimires Konstrukt bestehend aus den Strukturgenen von HCV und
den Nichtstrukturgenen des Dengue Virus (DEN), konnte erfolgreich kloniert werden. Jedoch
fiihrte dieses Konstrukt nicht zur Bildung chimérer Viruspartikel. Das zweite Modellsystem
ermoglichte, nach erfolgreicher Klonierung, die Expression von rekombinantem HCV E1E2
Glykoprotein in 293HEK Zellen. Obwohl hierbei tatséchlich natives HCV E1E2 Glykoprotein
als Heterodimer exprimiert wurde, war die Ausbeute und Reinheit nach der Aufreinigung iiber
den fusionierten His-Tag nicht ausreichend, um es fiir die vorgesehenen Experimente zu
verwenden.

Aus diesem Grund wurden im zweiten Teil der Arbeit fiir die weitere Evaluation der initialen
Schritte der HCV Infektion das kiirzlich etablierte HCV Pseudopartikelsystem (HCVpp)
verwendet. Damit wurden die Auswirkungen des antiviralen Zytokins Interferon-o. (IFN-o)
und der anti-inflammatorischen Zytokine Transforming Growth Factor-f (TGF-f) und
Interleukin-10 (IL-10) auf die Bindung und Aufnahme des Virus in Leberzellen untersucht.
Die Stimulation der Hepatomzelllinie Huh-7 mit IFN-o resultierte in einer signifikant
reduzierten Aufnahme der HCVpp, wohingegen die Inkubation sowohl mit TGF-f als auch
mit IL-10 die Aufnahme der HCVpp verstiarkten. Um die zugrunde liegenden moglichen
Mechanismen zu untersuchen, wurden die bereits identifizierten potentiellen
Rezeptormolekiile fiir HCV beziiglich ihrer Expression unter Einfluss von IFN-o bzw. TGF-f3
charakterisiert. Hierbei handelte es sich um das Tetraspanninmolekiil CD81, den Scavenger
Receptor Class B Type I (SR-BI) und das tight junction Molekiil Claudin-1. Die Stimulation
der Huh-7 Zellen mit IFN-q fiihrte zu einer Reduktion der Claudin-1 Expression sowohl auf
der Zelloberflidche als auch auf Genexpressionsebene. Die Expression von CD81 und SR-BI
blieb jedoch konstant. Somit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass [FN-a seine anti-
virale Aktivitit nicht nur durch Inhibition der HCV Replikation ausiibt, sondern auch eine
Neu- bzw. Reinfektion von Zellen reduziert, indem es die Expression eines wichtigen
Rezeptormolekiils modifiziert.

Eine Stimulation mit TGF-f steigerte die Expression von SR-BI. Die beiden anderen

Rezeptormolekiile zeigten keine Reaktion auf TGF-f. Somit trigt dieses Zytokin nicht nur
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durch Verdnderung der Immunantwort, sondern auch durch Modulation von
Zelloberflichenmolekiilen moglicherweise zur Etablierung einer persistierenden HCV
Infektion bei.

Genexpressionsanalysen bei Patienten mit einer HCV Infektion haben zur Identifizierung des
Zelladhdsionsmolekiils CEACAMI, als ein fiir das Ansprechen auf Interferon moglicherweise
essentielles Protein, gefiihrt. Daher beschiftigte sich der dritte Teil der Arbeit mit CEACAM1
und seiner Rolle bei der HCV Infektion. Hier lag der Fokus einerseits auf der
Charakterisierung von CEACAMI1 auf Leberzellen (Huh-7, HepG2 und primire
Hepatozyten), sowohl in An- als auch in Abwesenheit von IFN-, und andererseits auf seiner
Rolle als potentieller Rezeptor fiir HCV. Die CEACAMI1 Genexpression stieg nach
Stimulation mit IFN-o an, was auch zu einer erhohten CEACAMI1 Expression auf der
Zelloberfliche fiihrt. Eine durch Gen Knock-down verringerte CEACAM1 Expression fiihrte
zu einer verstirkten Aufnahme sowohl von HCVpp als auch VSV-Gpp. Da zumindest fiir
HCVpp keine direkte Interaktion mit CEACAMI gezeigt werden konnte, deuten die
Ergebnisse auf eine Abwehrfunktion bei der Virusaufnahme hin. Eine direkte Interaktion
konnte nur zwischen CEACAMI1 und den VSV-Gpp gezeigt werden. Zudem wurde die
Infektion mit VSV-Gpp auf CEACAM exprimierenden HeLa Zellen verstirkt, abhéngig von
der CEACAM Art. CEACAMs konnten also als potentielle Rezeptormolekiile fiir das
Vesikular Stomatitis Virus (VSV) dienen. Damit wire das VSV das erste human pathogene

Virus, fiir das CEACAM als Rezeptormolekiil identifiziert wurde.
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