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Einleitung

1. Einleitung

1.1. HepatitisC

Hepatitis C ist eine virale Infektion der Leber, die bis zur ihrer Entdeckung
1989 als parentera Ubertragene Non-A-non-B-Hepatitis (NANBH) klassifiziert
wurde (Choo et al., 1989). Das Hepatitis-C-Virus (HCV) besitzt ein ca. 9,6 kb
grof3es Einzelstrang-RNA-Genom in positiver Orientierung ((+)-ssRNA) und
wird als eigenstandiger Genus “Hepacivirus* den Flaviviridae zugeordnet.

Das Virus ist stark wirtspezifisch und befdlt lediglich Menschen und
Schimpansen. Die besondere Gefahr der HCV-Infektion liegt in der Tatsache,
dass bis zu 85 % der infizierten Personen eine chronische HCV-Infektion
entwickeln. HCV ist damit das einzige bisher bekannte RNA-Virus, das ohne
ein Retrovirus zu sein, eine chronische Infektionskrankheit verursachen kann.
Durch das Fehlen eines geeigneten Zellkultur- bzw. Kleintiermodells fir HCV
war die Analyse des viralen Zellzyklus lange Jahre stark eingeschrénkt. In den
letzten Jahren wurden allerdings zahlreiche in vitro Systeme entwickelt, welche
die Untersuchung des HCV-Lebenszyklus vorangetrieben haben. Ein
geeigneter Impfstoff gegen HCV steht alerdings bisher noch nicht zur
Verfugung.

1.2. HCV-Pravalenz

Nach Angaben der “world health organisation* (WHO) sind ca. 200 Millionen
Menschen weltweit mit HCV infiziert. Dies entspricht etwa 3 % der
Weltbevolkerung und macht HCV zu einem globalen Gesundheitsproblem.
Jahrlich kommen etwa drei bis vier Millionen Neuinfektionen dazu. Die
Viruspravalenz betragt dabel durchschnittlich 1 % in Europa (0,1 % in
Deutschland), 1,8 % in den USA und bis zu 5,3 % auf dem afrikanischen
Kontinent (WHO 2002). In einzelnen Landern, wie z.B. Agypten sind bis zu
18,1 % der Bevolkerung HCV-positiv (Abb.1.1).
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Abb. 1.1. Globale Préavalenz des Hepatitis-C-Virus (WHO 2008)

1.3. HCV-Infektion und Pathogenese

Die Ubertragung des Hepatitis-C-Erregers erfolgt hauptsachlich  auf
parenteralem Weg, aso durch direktes Einbringen des Erregers in die Blutbahn
eines Empfangers. Zwar wurde virdes Genmaterial bereits in Speichel,
Schweil3, Trénen, Muttermilch und Samenflissigkeit nachgewiesen, jedoch gilt
die Virustbertragung durch diese Korperflissigkeiten as nicht sehr
wahrscheinlich. Ein Grofdteil der heutigen HCV-Patienten wurde vor der
Etablierung geeigneter HCV-Nachweisverfahren durch kontaminierte
Bluttransfusionen  infiziert.  Mittleeweille  stellt  der  intravendse
Drogenmissbrauch die Hauptinfektionsquelle dar. Eine Ubertragung auf
sexuellem Wege ist genau wie die vertikale Mutter-Kind-Ubertragung zwar
ebenfalls maoglich, tritt jedoch nur in Einzelfédlen auf (Meisel et al., 1995;
Polywkaet al., 1997).

Die akute HCV Infektion verlduft meist asymptomatisch. Lediglich 25 % der
Erkrankten zeigen grippedhnliche Symptome oder Gelbsucht (30 %). Eine
spontane Ausheilung wird in ca. 25 % der Infizierten angenommen (CDC,

1998). Problematisch ist alerdings die hohe Chronifizierungsrate der viralen

2
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Infektion. Bis zu 85 % der akut Infizierten entwickeln eine chronische HCV-
Infektion. Uber einen Zeitraum von 20-30 Jahren kommt es dann bei etwa 10-
20 % der chronisch Erkrankten zu einer Leberzirrhose und bei 1-5 % zu einem
hepatozelluldren Karzinom. Die chronische HCV-Infektion wird als
Hauptursache fir Leberkrebs angegeben und stellt die hochste Indikation fur
eine Lebertransplantation dar (Montalbano & Neff, 2005). Die Pathogenese
einer HCV-Infektion wird durch verschiedene virale sowie Wirtsfaktoren
beeinflusst. Zu den entscheidendsten viralen Faktoren zéhlen vor alem der
virdle Genotyp, Virudlast und Variabilitét der Quasispezies (siehe 1.5.). Auf
Wirtsseite ist die initiale Immunantwort von zentraler Bedeutung, aber auch
genetische Faktoren, die z.B. mit Rasse und Alter des Patienten
zusammenhéngen, konnen enen signifikanten Einfluss auf den
Krankheitsverlauf und die antivirale Therapie nehmen (Hu et al., 2001; Kau et
al., 2008; Mosley et al., 2005; Mueller et al., 2004).

1.4. Antivirale Therapie

Der heutige Ansatzpunkt bel chronischen HCV-Infektionen umfasst eine
Kombinationstherapie mit pegyliertem Interferon-a  (PEG-IFN-a) und
Ribavirin (Zeuzem et al., 2004a; Zeuzem et al., 2004b). Die Interferon-
Monotherapie wurde bereits zu Beginn der achtziger Jahre zur Behandlung der
HCV-Infektion eingesetzt (Hoofnagle et al., 1986), zeigte allerdings nur
maldige Erfolge. Durch die Kombination mit dem Nukleosid-Anaogon
“Ribavirin“ konnten die Therapieerfolge deutlich verbessert werden (Banner et
al., 1997). Die Kopplung von IFN-a an Polyethylengykol (PEG) erhoht die
Halbwertszeit des Wirkstoffs und ermoglicht eine seltenere Gabe des
Medikamentes. Die Behandlung erfolgt in der Regel Uber einen Zeitraum von
48 Wochen, wird allerdings den prognostischen Parametern, insbesondere dem
Status der Viramie und dem viralen Genotyp, angepasst (Berg et al., 2001;
Zeuzem et al., 2004a; Zeuzem et al., 2004b).

Das Therapieansprechen variiert dabel in Abhangigkeit verschiedener viraer
sowie wirtsabhangiger Faktoren (Hu et al., 2001) und wird dabel
folgendermal3en definiert (Abb.1.2): bei Patienten, die auf die Therapie



Einleitung

ansprechen und das Virus nachhaltig eliminieren, spricht man von sustained
virological response (SVR), be Patienten, die nicht auf die Therapie
ansprechen von non-response (NR). Waren die Patienten wahrend der Therapie
voribergehend HCV-negativ, spricht man von breakthrough (BT) und bei
Patienten, die erst nach der Therapie wieder HCV-positiv werden, von relapse

(RL).

‘ B PCR ‘ A e s POR
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Abb. 1.2. Exemplarische Darstellung des Virudast-Verlaufs bei Patienten mit

chronischer Hepatitis C wahrend und nach ener |FN-a/Ribavirin-
Behandlung
Die Therapie umfasst generell einen Zeitraum von 48 Wochen sowie eine ~16-wdchige
Beobachtungsphase. Die Analyse der Virudast erfolgt mittels quantitativer PCR, wobei die
Detektionsgrenze bei 50 IU/ml festgelegt wird. Das Therapieansprechen wird als SVR
(sustained virological response), RL (relapse), NR (non-response) oder BT (breakthrough)

definiert (Abb. modifiziert nach www.hepatitis-care.de).
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Die genauen Ursachen des unterschiedlichen Therapieerfolgs sind nicht
vollstandig gekléart. Allerdings hangt der Erfolg der Therapie neben der
Virudast stark vom viraen Genotyp ab. Insbesondere der in Europa und USA
weit verbreitete Genotyp 1 ist im Vergleich zu den Genotypen 2 und 3 schwer
therapierbar (Zeuzem et al., 2004b). Unter Kombinationstherapie liegt die
SVR-Rate einer bei Genotyp-1-infizierten Patienten derzeit bei ca. 50 %
(Pawlotsky, 2003), wahrend sie bei den Genotypen 2 und 3 zwischen 70 und
80 % liegt (Mangiaet al., 2005).

Ein hoher Virustiter vor Therapiebeginn ist mit vermehrter NR assoziiert.
Zusétzlich spielen Dauer und Status der Infektion eine Rolle: dabei ist eine
akute HCV-Infektion grundsétzlich deutlich besser therapierbar, als eine
chronische. Werden Patienten mit akuter HCV-Infektion innerhalb von 12
Wochen nach Diagnose-Stellung einer Standard-1FN-Therapie unterzogen, so
liegt die SVR-Rate bel 80-90 % (Kamal et al., 2006; Wiegand et al., 2006).
Dies legt nahe, dass virale sowie Wirtszell-Mechanismen, die zur Interferon-
NR beitragen, eine gewisse Zeitspanne bendtigen, um sich in der frihen Phase
der HCV-Infektion zu etablieren. Im Zusammenhang mit dem Therapieerfolg
sind auch eine Reihe von Wirtsfaktoren beschrieben worden, von denen viele
mit der adaptiven Immunantwort assoziiert sind, wie die Induktion der T-Zell-
Proliferation oder das Differenzierungspotential Dendritischer Zellen (He &
Katze, 2002; Jung et al., 1994; Luft, 2004; Mueller et al., 2004). Zudem gibt es
Studien, die eine NR wéhrend der HCV-Therapie mit dem Expressionsprofil
bestimmter Gene innerhalb der Leber assoziieren (Cheng et al., 2005; Huang et
al., 2007; Sarasin-Filipowicz et al., 2008).

Da viele Patienten nicht therapierbar sind und die IFN-Therapie starke
Nebenwirkungen haben kann, ist die Entwicklung aternativer Therapieansdtze
von enormer Wichtigkeit. Vielversprechend sind dabei u.a Protease-
Inhibitoren, die in der Lage sind, die Prozessierung des HCV-Polyproteins zu
hemmen. Dazu gehért z.B. der HCV -spezifische Serinprotease-Inhibitor BILN-
2061 (Lamarre et al., 2003). Die Entstehung von Resistenzen interferiert
alerdings bisher mit einem moglichen therapeutischen Einsatz (Lin et al.,
2004; Lu et al., 2004).



Einleitung

Zudem befinden sich weitere Therapien in der Entwicklung, die an anderen
Stellen des viralen Infektionszyklus angreifen, wie Polymerase-Inhibitoren
(Chan et al., 2004) oder lonenkanalhemmer (Engler et al., 2004; Pawlotsky et
al., 2007).

1.5. HCV-Genotypen und Virusdynamik

Weltweit sind mittlerweile mindestens sechs verschiedene HCV-Genotypen
(HCV1-6) sowie mehr as 90 Subtypen (1a, 3b...) des Virus bekannt
(Robertson et al., 1998; Simmonds et al., 1994). Durch die fehlende proof
reading-Funktion der viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase (RARP)
kommt es zu hohen Fehlerraten bei der HCV-Replikation. Durchschnittlich
erfolgen dabei 10“ bis 10° Nukleotidaustausche pro Replikationszyklus
(Martell et al., 1992). Der tagliche Umsatz von geklarten und neu generierten
HCV-Partikeln betragt etwa 10 Virionen, bei einer durchschnittlichen
Halbwertzeit von drel bis funf Stunden (Neumann et al., 1998; Zeuzem et al.,
1998). Aufgrund des hohen Umsatzes und der Fehlerrate der viralen RARP
kommt es innerhalb eines Patienten zu einer Vielzahl unterschiedlicher HCV-
Varianten. Diese Population wird in ihrer Gesamtheit als *Quasispezies’
bezeichnet (Martell et al., 1992).

1.6. Morphologie und Genomorganisation desHCV

Das Hepatitis C Viruspartikel hat einen Durchmesser von etwa 50 nm und
besteht aus einem ikosaedrischen Nukleokapsid (Core), das von einer
Virushille umschlossen wird (Abb.1.3). Die Virushille besteht aus einer
Lipidmembran, die dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) des Wirtes
entstammt und die gykosylierten Hullproteine E1 und E2 enthdt. Die
Glykoproteine liegen dabei als Heterodimer vor und sind u.a. fir den viraen
Eintritt des HCV in die Wirtszelle verantwortlich. Im Inneren des
Nukleokapsids befindet sich das (+)ssRNA-Genom, welches mit dem stark
basischen Core-Protein in enger Wechselwirkung steht.



Einleitung

uLtRa_GoLiAtH

E1/E2 Heterodimer

Nukleokapsid
(Core)

50 nm
(+)ssRNA - R "
Lipidmembran S ki

(A)

B

Abb. 1.3. (A) Schematischer Aufbau des HCV Partikels (B) Elektronen-
mikr oskopische Aufnahme von HCV-Partikeln (Quédle:

upload.wikimedia.or g)

Das HCV-Genom besteht aus einem einzelstrangigen RNA-Molekil und
umfasst eine Grofie von etwa 9,6 kb. Durch seine Plusstrang-Orientierung kann
die virale RNA direkt als Matrize fir die Trandation viraler Proteine dienen
und ist per se infektios. Der offene Leserahmen wird am 5°'- und 3‘-Ende von
nicht-tranglatierten Regionen (UTR) flankiert (Abb.1.4). Die 5'-UTR enthdalt
eine internal ribosome entry site (IRES), die eine Capping-unabhangige
Trandation der RNA ermdglicht. Zudem fihrt die Bindung der IRES-Sequenz
an die Ribosomen zu einer Konformationsdnderung der ribosomaen
Untereinheiten und behindert somit die Tranglation zellularer mRNA (Spahn et
al., 2001). Die 3'-UTR enthdt neben einer variablen Poly-U-Sequenz einen
hoch-konservierten X-tail aus drei Stem-loop-Strukturen. Diesem Bereich wird
eine wichtige Rolle bei der Initiation der HCV-Replikation zugeschrieben (Shi
& Lai, 2001).

Der offene Leserahmen kodiert fir ein lineares Polyprotein von ca. 3000
Aminosauren. Dieses Vorlauferprotein enthédlt alle HCV-Proteine und wird co-
und posttranglational in seine Komponenten gespalten (Abb.1.4). Die drei
Strukturproteine Core, E1 und E2 werden dabei von wirtseigenen, die
Nichtstrukturproteine NS2-5 von viruscodierten Proteasen prozessiert
(Lindenbach & Rice, 2005).
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Abb. 1.4. Organisation der HCV-Proteine

(A) Genomorganisation und Schnittstellenverteilung bei der Prozessierung von HCV.
Gekennzeichnet sind die Schnittstellen zellulérer Proteasen (*), der NS3-NS4A-Protease (V)
und die Stelle der autoproteolytischen NS2-NS3-Spaltung (Vj am HCV-Polyprotein. (B)
Topologie der HCV-Proteine an der ER-Membran (modifiziert nach Lindenbach & Rice, 2005)

1.6.1. HCV-Strukturproteine

1.6.1.1. Core

Das HCV-Core-Protein ist fur die Ausbildung des viralen Nukleokapsids
verantwortlich. Durch seine RNA-Bindedoméne und seinen stark basischen
Charakter kann das Protein das 5'-Ende des virden RNA-Genoms binden
(Santolini et al., 1994). Seine beiden Homooligomerisierungsdomanen

ermdglichen esihm weiterhin, zu homologen Multimeren zu komplexieren und
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so die virale RNA zu umschlief3en (Matsumoto et al., 1996; Nolandt et al.,
1997).

Dem Core-Protein werden neben der Eigenschaft als Nukleokapsidbilder
verschiedenste Funktionen zugeschrieben, die aber wahrscheinlich vom Virus-
Genotyp und den untersuchten Zellen abhéngen (Kato et al., 2001). In
Zellkultur beeinflusst das Core-Protein z.B. verschiedene Zelltod-regulierende
Proteine, wie fas, c-myc, p53, p21 und TNF-a und wirkt damit anti-apoptotisch
(Ghosh et al., 2000; Ray et al., 1996). Gleichzeitig beeinflusst es die
Genexpression konkurrierender Viren wie HBV und HIV, indem es deren
Promotoraktivitéten hemmt (Okuda et al., 1999; Shih et al., 1993; Srinivas et
al., 1996). Zudem wird dem Protein onkogenes Potential im Zusammenhang
mit hepatozelluldren Karzinomen zugeschrieben (Ray et al., 1996).

1.6.1.2. EL/E2-Oberflachenproteine

Die Glykoproteine E1 und E2 sind in der Lipidmembran des Virus verankert
und bilden die viralen Hdlllproteine. Sie werden durch eine zellulére
Signal peptidase aus dem HCV-Polyprotein herausgeschnitten und wahrend der
HCV-Replikation mit ihren hydrophoben C-terminden Transmembran-
domanen in der ER-Membran verankert (Ivashkina et al., 2002; Lambot et al.,
2002). lhre grofRen N-terminalen Ektodomanen werden im ER-Lumen stark
glykosyliert (Cocquerel et al., 2001; Goffard & Dubuisson, 2003). Mit Hilfe
von Chaperonen des ER interagieren E1 und E2 zu einem nicht-kovalent
gebundenen Heterodimer (Dubuisson & Rice, 1996; Ralston et al., 1993). Als
Oberfléachenproteine sind die EL/E2-Heterodimere fir die Wechselwirkung des
Virus mit der Zielzelle verantwortlich (Bartosch et al., 2003; Hsu et al., 2003;
Zhang et al., 2004). Mittlerweile wurden dabei eine Reihe potentieller HCV-
Rezeptoren identifiziert, die direkt oder indirekt mit den Glykoproteinen
wechselwirken und somit den Zelleintritt vermitteln (siehe 1.7.2.).

Nach dem Zdleintritt ist das Virus gezwungen, den Reaktionen des
Immunsystems zu entgehen. Man geht davon aus, dass HCV wahrend der
chronischen Infektion durch Escape-Mutationen neue Virusvarianten bildet
und sich somit der Elimination durch das Immunsystem entzieht. Da das E2-

Protein dem Immunsystem an der Oberflache der HCV-Virionen présentiert
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wird, herrscht hier ein starker Selektionsdruck. Dieser konzentriert sich auf
zwel Regionen, die verschiedene B- und T-Zell Epitope enthalten und die mit
der Aktivierung der T-Helferzellantwort assoziiert sind (Del Porto et al., 2000;
Nakamoto et al., 1996). Beide Regionen weisen im Vergleich zum viralen
Restgenom sehr viel mehr Nukleotidaustausche auf und wurden daher als
hypervariable Regionen (HVR-1 und HVR-2) bezeichnet (Kato et al., 1992).
Neutralisierende Antikorper gegen HVR-1 und -2 sind beschrieben, vermitteln
in vivo aber keine ausreichende protektive Immunitédt (Kaplan & Reddy, 2003;
Kato et al., 1992).

1.6.1.3. Dasp7-Protein

Das p7-Protein besteht aus 67 Aminosduren und ist stark hydrophob. Es besitzt
zwel Transmembrandoméanen, die durch eine zytoplasmatische Schleife
miteinander verbunden sind (Carrere-Kremer et al., 2002). Es konnte gezeigt
werden, dass p7 zu hexameren Komplexen assoziiert und so in Membranen zur
Ausbildung eines lonenkanal s fihren kann (Griffin et al., 2003; Pavlovic et al.,
2003). Damit wird p7 algemein zu den Viroporinen gezahlt, einer Gruppe
viraler Proteine, die beim Zusammenbau und Zellaustritt des viralen Partikels
eine wichtige Rolle spielen (Carrasco, 1995; Harada et al., 2000).

1.6.2. HCV-Nichtstrukturproteine

16.2.1. NS2

Das NS2-Protein ist ein hydrophobes Transmembranprotein. Es tragt
zusammen mit dem N-terminalen Bereich des NS3-Proteins zur Bildung der
Zink-abhangigen NS2-NS3-Protease bel, deren einzige bekannte Funktion die

autoprotol ytische Spaltung des HCV-Polyproteins am NS2-NS3-Ubergang ist
(Penin et al., 2004).
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16.2.2. NS3

Das NS3-Protein ist ein multifunktionelles Protein, fur das Eigenschaften als
Serin-Protease, NTPase und RNA-Helikase beschrieben wurden. Die Serin-
Protease-Doméane liegt im N-terminalen Drittel des Proteins. Nach der
autoproteol ytischen Abspaltung vom HCV-Polyprotein wird der N-Terminus
durch Assoziation mit NSMA stabilisiert (Kim et al., 1996). Die NS3-NS4A-
Protease ist anschliefend an der Abspatung adler anderen
Nichtstrukturproteine beteiligt (Bartenschlager et al., 1993; Maor & Griffey,
2001). Die NTPase- und Helikase-Aktivitéten liegen im C-terminalen Bereich
des NS3-Proteins. Dieser Doméne werden sowohl die RNA-Bindung a's auch
die Auflésung von komplexen RNA-Sekundarstrukturen zugeschrieben. Die
dazu bendtigte Energie bezieht das Enzym aus der Hydrolyse von ATP
(Borowski et al., 1999a). Neben den enzymatischen Aktivitaten wurden fir das
NS3-Protein zahlreiche Interaktionen mit zellul&ren Elementen wie dem
Tumorsuppressor p53 (Ishido & Hotta, 1998) oder verschiedenen
Protei nkinasen beschrieben (Borowski et al., 1997; Borowski et al., 1999b).
Durch seine vielfaltigen Funktionen nimmt das NS3-Protein eine zentrale Rolle
im HCV-Replikationszyklus ein. Die hohe Konservierung des HCV-Proteins
deutet darauf hin, dass sich Mutationen negativ auf die enzymatischen
Funktionen auswirken wirden. Aus diesem Grund stellt das NS3-Protein ein
attraktives Zid fir die pharmakol ogische Wirkstoffentwicklung dar. Basierend
auf der dreidimensionalen Raumstruktur des Proteins (Kim et al., 1998) wurde
u.a. der bereits erwahnte Protease-Inhibitor BILN-2061 entworfen. Er bindet an
die katalytische Doméane des NS3-Proteins und inhibiert so die fir das Virus
essentielle Proteaseaktivitdt (Lamarre et al., 2003).
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1.6.2.3. NS4A/B

NS4A ist ein fur das Virus essentieller Kofaktor der NS3-Protease (siehe
1.6.2.2). Der hydrophobe N-Terminus des Proteins scheint zudem ein
Transmembran-Segment zu beinhalten, welches die Bindung von NS3 an die
ER-Membran vermittelt (Bartenschlager et al., 1995). Uber das hydrophobe
NS4B-Protein ist noch relativ wenig bekannt. Das Protein wird cotrandglational
in die ER-Membran eingelagert und ist in der Lage, die Bildung netzartiger
Membranstrukturen zu induzieren (Egger et al., 2002; Moradpour et al., 2003).
Daher nimmt man an, dass NS4B die ER-Membran so verandert, dass sie als

Gerust fur den HCV-Replikationskomplex dienen kann (membranous web).

1.6.24. NS5A

Die Funktion des NS5A-Proteins ist noch immer nicht eindeutig geklért. Trotz
seiner funktionalen Kernlokalisationssequenz kommt NSHA hauptséachlich
membranassoziiert im Zytoplasma vor (Ide et al., 1996; Tu et al., 1999). Die
Komplexierung mit viralen Nichtstrukturproteinen am ER deutet auf einen
Einfluss auf die RNA-Replikation hin, was zusétzlich dadurch gestitzt wird,
dass spezifische Mutationen der NSBA-Sequenz zu einer verstérkten
Vermehrung des HCV-Replikons fuhrten (Bartenschlager et al., 2003). Zudem
wurde NSBA kirzlich as Zink-bindendes Metaloprotein identifiziert.
Mutagenese-Studien im Replikon-System zeigten dabei, dass die NSHA-
vermittelte Zink-Koordination essentiell fir die HCV-RNA-Replikation ist
(Tellinghuisen et al., 2004).

NS5A  besitzt  Zeltod-inhibierende und  Wachstums-modulierende
Eigenschaften, die sowohl mit der Chronifizierung der Infektion als auch mit
der Entwicklung hepatozellulérer Karzinome assoziiert sind. Diese Funktionen
stehen dabei im Zusammenhang mit der Inhibierung der Interferon-Antwort
und der damit verbundenen Hemmung der Proteinkinase R (PKR). Durch
Bindung von NSS5A an das katalytische Zentrum der PKA, wird die
Phosphorylierung von elF2-a. unterbunden, was u.a. eine Inhibierung der
Apoptose zur Folge hat (Taylor et al., 1999). Unter normalen Umsténden,
wirde die aktivierte PKR den eukaryotischen Initiationsfaktor elF2-a
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phosphorylieren und damit die Proteinbiosynthese und somit auch die
Virusreplikation blockieren. Gleichzeitig inhibiert NS5A die Aktivierung der
Caspase-3 durch PKR und verhindert somit die TNF-a-vermittelte Apoptose
(Ghosh et al., 2000; Maumder et al., 2002).

1.6.25. NS5B

Das NS5B-Protein ist ein membranassoziiertes Phosphoprotein und hat die
Funktion einer RNA-abhangigen RNA-Polymerase (RARP). Das Enzym ist C-
termina in der ER-Membran verankert, wobel die funktionelle Doméane ins
Zytosol weist (Schmidt-Mende et al., 2001). Die RNA-Replikation erfolgt
durch eine von Primarstrukturen-unabhangige Initiation durch de novo
Synthese (Butcher et al., 2001). Die virale (+)ssRNA wird dabei zunéchst as
MRNA fir die Translation der viralen RARP verwendet, um dann als template
von dieser in komplementére (-)RNA umgeschrieben zu werden. Diese (-)RNA
kann dann wiederum sehr effizient von der virden RdRP in genomische
(+)RNA umgeschrieben werden. Die RdRP besitzt dabei keine
Korrekturleseaktivitét, was zur Folge hat, dass Fehlpaarungen wahrend der
Replikation nicht korrigiert werden kénnen. Dadurch kdnnen sich im HCV-
Genom bis zu 15 x 102 Basensubstitutionen pro Position und Jahr
manifestieren (Major et al., 1999).

1.7. Der virale Lebenszyklusvon HCV

Viren sind als nichtzelluldre Parasiten auf die Stoffwechselaktivitdt der
Wirtszelle angewiesen. Zur Replikation ihres Erbguts sind sie gezwungen, die
Plasmamembran der Wirtszelle zu Uberwinden und zytosolische und/oder
nukledre Komponenten der Zelle fir ihre Zwecke zu Gbernehmen. Um diese
Situation in vitro nachzustellen, ist ein Zellkultur-Modell nétig, das den HCV-
Zéeleintritt, die virale Replikation und die Sezernierung infektiGser Partikel

ermdglicht.
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1.7.1. Evolution der HCV-Modellsysteme

Obwohl die erfolgreiche Klonierung des HCV-Genoms eine schnelle Analyse
der Genomorganisation sowie eine biochemische Charakterisierung der HCV-
Proteine ermdglichte, war die Analyse des HCV-Infektionszyklus Uber lange
Jahre durch das Fehlen eines adaquaten Zellkultur-Modells eingeschrankt. Die
Infektiositét der ersten RNA-Transkripte wurde daher in vivo durch
intrahepatische Inokulation von Schimpansen getestet (Kolykhalov et al.,
1997). Der Versuch, die Replikation dieser RNA in Zellkultur nachzuweisen,
scheiterte alerdings. Den ersten Durchbruch auf diesem Gebiet brachte die
Entwicklung des HCV-Replikon-Systems (Lohmann et al., 1999). Mit Hilfe
eines subgenomischen Genotyp-1b-Isolats (Conl) konnte zum ersten Mal eine
persistierende HCV-RNA-Replikation in Zellkultur nachgewiesen werden
(Abb.1.5). Die bicistronische Replikon-RNA kodiert dabel fir einen
selektierbaren Marker (z.B. eéin Neomycin-Resistenz-Gen) unter der Kontrolle
der HCV-IRES sowie fur die HCV-Nichtstrukturproteine (NS3-NS5B) unter
der Kontrolle einer heterologen IRES (z.B. von EMCV). Dieses Konstrukt
wird durch Elektroporation in Huh7-Zellen eingebracht. Die Replikation der
RNA fihrt zur Produktion des Neomycin-Markergens und ermoglicht die
Selektion Replikations-kompetenter Kolonien. Die Anwendbarkeit des
Replikon-Systems wurde zundchst durch die fehlende Replikations-Effizienz
der verwendeten Huh7-Zellen limitiert. Im Jahre 2002 wurden alerdings
Subklone der Replikon-transduzierten Huh7-Zellen isoliert, die durch eine
Behandlung mit IFN-o permissiver fur die HCV-Replikation geworden waren
(Blight et al., 2002). Im bekanntesten dieser Subklone, den Huh7.5 Zellen,
liegt eine Mutation im RIG-Gen vor, durch die die antivirale Immunantwort
der Zelen unterdrickt wird (Sumpter et al., 2005). Zusétzlich zeigte die
Sequenzierung der HCV-RNA in Replikon-haltigen Zellklonen eine Reihe
adaptiver Mutationen der NS-Proteine, die die virde RNA-Replikation
zusétzlich verstarkt (Blight et al., 2000). Mit Hilfe dieses Replikon-Systems
war aso eine effiziente HCV-Replikation detektierbar, aber eine Produktion
infektioser HCV-Partikel war nicht moglich (Blight et al., 2003; lkeda et al.,
2002).
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Die Problematik, den kompletten HCV-Lebenszyklus nicht in Zellkultur
reproduzieren zu konnen, fuhrte allerdings zur Entwicklung zahlreicher
Modellsysteme, die Teile der virden Wechselwirkung mit der Zielzelle
aufklarten. So konnten z.B. mit C-terminal-verkirzten, 16slichen E2-Proteinen
(sE2) Virus-Zell-Interaktionen nachgestellt und somit potentielle HCV-
Rezeptoren identifiziert werden (Flint et al., 1999; Michaak et al., 1997; Pileri
et al., 1998; Scarselli et al., 2002). Weitere Systeme, die die Funktion der
Hullproteine ndher beleuchteten waren E1/E2-Liposomen (Cocquered et al.,
2002), in Insektenzellen generierte Pseudopartikel (Wellnitz et al., 2002) oder
Vesicular-Somatitis-Viren (VSV) mit chimaen EL/E2-Glykoprotein-G-
Oberfléchenproteinen (Lagging et al., 1998; Matsuura et al., 2001). Diese
Systeme waren zwar hilfreich, beinhalteten jedoch immer modifizierte Formen
der E/E2-Proteine.

Ein Mellenstein in der Erforschung des HCV-Zdleintritts war daher die
Entwicklung retroviraler Pseudopartikel (HCVpp), die an ihrer Oberflache
unmodifizierte HCV-Glykoproteine tragen (Bartosch et al., 2003; Hsu et al.,
2003). Diese HCVpp werden durch Co-Transfektion von 293T-Zellen mit drei
verschiedenen Expressionsvektoren generiert. Die Plasmide kodieren dabei fir
(a) die HCV Glykoproteine E1/E2, (b) die Gag-Pol-Proteine von MLV oder
HIV und (c) ein retrovirdes Genom, das ein Reportergen wie EGFP oder
Luziferase enthdlt, um den viralen Zelleintritt effektiv nachweisen zu kénnen
(Abb.1.5).

Der Zdleintritt der Pseudopartikel erfolgt dabel HCV-Glykoprotein-vermittelt
und entspricht dem Infektionsverhalten nativer HCV-Virionen (Bartosch &
Cosset, 2006; Tellinghuisen et al., 2007). Daher konnten mit Hilfe der HCVpp
viele Informationen Uber den Eintritt von HCV in die Wirtszelle gewonnen
werden. Trotz dieser Fortschritte in der in vitro Forschung war das HCV-
Verstandnis ohne die Mdglichkeit eines Zellsystems, in dem sich infektitse

Partikel generieren lassen, unvollstéandig.
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(A) Das Replikon-System. Die Elektroporation des RNA-Konstrukts ermdglicht das Studium
der viralen RNA-Replikation in Zellkultur. Die Selektion erfolgt Uber die erworbene
Neomyzin-Resistenz (Neo®). (B) HCV-Pseudopartikel (HCVpp) zur Analyse des viralen
Zélleintritts. Infizierte Zellen werden mit Hilfe der Reportergen-Expression detektiert. (C)
HCV cc-Virionen werden durch Elektroporation genomischer/chiméarer RNA in Huh7.5-Zellen
gewonnen. Die sezernierten Partikel sind infektios fir naive Zellen in Zellkultur sowie im
Tiermodell. Infizierte Zellen kdnnen durch den Nachweis der NS5A-Expression, zusétzlich
eingebrachte Reportergene oder den direkten Nachweis der HCV-RNA identifiziert werden.
(modifiziert nach Tellinghuisen et al., 2007).

Den Durchbruch brachte letztlich die Identifizierung eines HCV-Isolats, das
ohne adaptive Mutationen in der Lage ist, effizient in verschiedenen
Zellsystemen zu replizieren (Date et al., 2004; Kato et al., 2003; Kato et al.,
2005). Dieses Genotyp-2a-Isolat stammt von einem japanischen Patienten mit
akuter, fulminanter Hepatitis und wird als JFH-1 bezeichnet. Transfiziert man
die Voalllangen-JFH-1-RNA in Huh7-Zellen, produzieren diese virale Partikel
(HCVcc, HCV cél culture), diein der Lage sind, naive Zellen zu reinfizieren
(Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005, Zhong et al., 2005).
Problematisch war zuné&chst, dass die JFH-1-RNA nur sehr geringe HCV-Titer
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in Huh7-Zellen erzeugen konnte. Durch den Einsatz von Huh7.5-Zellen sowie
abgeleiteter Zelllinien wie Huh7.5.1 konnte der Titer alerdings nachhaltig
erhdht werden (Lindenbach et al., 2006). Die Kinetik und Ausbeute der
generierten HCVcc-Partikel konnte zudem durch die Entwicklung viraer
Chiméaren verbessert werden. Die hochsten Titer wurden dabei durch
Kombination von JFH-1 mit Teilen elnes anderen Genotyp-2a-Isolats (J6)
erzielt. Diese sogenannten JC1-Partikel entstehen dabel durch Fusion der C-
NS2-Region von J6 mit dem Nichtstrukturprotein-Bereich von JFH-1
(Lindenbach & Rice, 2005; Pietschmann et al., 2006). Die HCV cc-Partikel
zeigen eine in vivo Infektidsitét in Schimpansen und immundefizienten uPA-
SCID-Méusen, in die zuvor humane Hepatozyten transplantiert wurden
(Lindenbach et al., 2006; Wakita et al., 2005). Zudem sind die sezernierten
Partikel der infizierten Tiere in der Lage, naive Zellen in Zelkultur zu
infizieren. HCVcc Partikel stellen damit das erste System dar, mit dem der
HCV-Zélentritt und die Virus-Neutralisation mit in vivo produzierten HCV-
Partikeln untersucht werden konnte. Die Limitierung des Systems besteht
alerdings in der Tatsache, dass die im Tiermodell produzierten Partikel eine
sehr geringe Infektiositdt aufweisen. Die in Zelkultur generierten, infektiosen
HCVcc-Partikel weisen dagegen den Nachteil auf, dass sie nicht mit
Lipoproteinen komplexiert sind, wie das im menschlichen Korper der Fall ist.
Dieser Umstand bedingt, dass die in vivo Situation der HCV-Infektion durch
HCVcc-Partikel nicht eins zu eins nachgestellt werden kann (Farquhar &
McKeating, 2008).

1.7.2. Der HCV-Zdlleintritt

Mit der Entwicklung des HCV pp-Systems wurde schnell deutlich, dass nur
wenige humane Leberzelllinien die nétigen Eigenschaften besitzen, um als
potentielles Infektionssystem fir HCV-Studien zu dienen (Bartosch et al.,
2003; Hsu et al., 2003). Der Tropismus der HCV-Partikel zu bestimmten
hepatischen Zellen lield sich dabel u.a. durch das Vorhandensein oder Fehlen
bestimmter Oberflachen-Rezeptoren erklaren. Mindestens drei verschiedene
Wirtszell-Molekulklassen sind am HCV-Eintritt beteiligt: das Tetraspanin
CD81 (Pileri et al., 1998; Zhang et al., 2004), der Scavenger-Rezeptor Bl
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(Grove et al., 2007; Scarselli et al., 2002) sowie die Tight junction-Proteine
Claudin (CLDN)-1, -6 und -9 (Evans et al., 2007; Meertens et al., 2008; Yang
et al., 2008; Zheng et al., 2007). Vor wenigen Wochen wurde zudem ein
weiteres Tight junction-Protein, Occludin entdeckt, welches sich als essentiell
fur den HCV-Zélleintritt herausgestellt hat (Ploss et al., 2009).

Andere Molekile, die zwar nicht essentiell sind, aber mit dem viralen
Zéleintritt in Verbindung gebracht werden, sind der LDL-Rezeptor (Agnello et
al., 1999; Wunschmann et al., 2000), die Lipoprotein-Lipase (Andreo et al.,
2007), Heparin-Sulfat (Barth et al., 2003; Germi et al., 2002) sowie die
Mannose-bindenden Lektine L-SIGN und DC-SIGN (Gardner et al., 2003;
Lozach et al., 2003). Vor einiger Zeit wurde zudem ein Cofaktor von CD81,
EWI-2wint, mit dem hepatozelluléaren Tropismus von HCV in Verbindung
gebracht (Rocha-Perugini et al., 2008). Die Expression dieses Faktors inhibiert
die Interaktion der HCV -Partikel mit CD81 und verhindert so die Infektion von
“Nicht-Leberzellen”. Allerdings wird EWI-2wint unter normalen Umstanden in
Hepatozyten nicht exprimiert.

Basierend auf den bisherigen Erkenntnissen wird folgendes Modell fur den
Eintritt von HCV in die Wirtszelle angenommen (Abb.1.6). Die
Molekilgruppe der Glykoaminoglykane (GAGs) und der LDL-Rezeptor
erleichtern vermutlich den initialen Kontakt von HCV mit der Zielzelle (Germi
et al., 2002). Diese Interaktion wird dabei durch den Zusammenschluss von
Lipoproteinen und HCV-Virionen vermittelt. Die Lipoproteine, die mit den
viralen Partikeln assoziiert sind, erleichtern dabei den initialen Kontakt mit der
Zielzelle. Der direkte Kontakt der HCV-Hullproteine mit den zelluldren
Elementen kann alerdings ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Nach der
initialen Bindung interagiert der HCV-Partikel dann mit CD81 und dem
Scavenger-Rezeptor Bl (SR-Bl). Obwohl die genauen Bedingungen der
Bindungsreaktion noch nicht restlos geklart sind, kann man davon ausgehen,
dass HCV zun&chst mit SR-BI in Kontakt tritt, bevor die E2-vermittelte
Wechselwirkung mit CD81 erfolgt. Die Interaktion mit SR-BI kann dabei
sowohl direkt Uber die E2-Hullproteine (Scarselli et al., 2002), as auch
indirekt durch HCV-assoziierte Lipoproteine erfolgen (Maillard et al., 2006).
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Von grof3er Bedeutung ist dabei, dass diese initialen Bindungsreaktionen von
verschiedenen Komponenten des Serums beeinflusst werden kénnen. So sind
High Density Lipoproteine (HDL) z.B. in der Lage die HCV-Infektiositdt zu
erhdhen (Voisset et al., 2005), wéahrend oxidierte Low Density Lipoproteine
(LDL o) die Infektionsrate senken (von Hahn et al., 2006).

LDL-R GAG

- Clathrin-vermittelte
Fusion , 2o i Endozytose

Frithes
Endosom

Abb. 1.6. Modell zum HCV-Eintritt in die Wirtszelle

HCV bindet mit Hilfe von Glykoaminoglykanen (GAG) und dem LDL-Rezeptor (LDL-R) an
die Plasmamembran. Assoziierte Lipoproteine (grau) kdnnen an dieser Interaktion beteiligt
sein. Anschlieffend kommt es zu einer Wechselwirkung mit SR-BI und CD81, bevor der HCV -
Partikel mit dem Tight junction-Protein CLDN-1 wechselwirkt. Die Internalisierung erfolgt
durch Clathrin-vermittelte Endozytose und ist pH-abhangig. Nach der Fusion mit frihen
Endosomen wird die HCV-RNA ins Zytoplasma entlassen und die virale Replikation
eingeleitet (modifiziert nach Helle & Dubuisson, 2008).
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CLDN-1 interagiert erst im spéateren Verlauf des Infektionsprozesses mit dem
viradlen Partikel, vermutlich nach einer lateralen Migration des Virus-Rezeptor-
Komplexes zu den Tight junctions der Wirtszelle (Helle & Dubuisson, 2008).
Die anschlief3ende Internalisierung des HCV-Partikels erfolgt durch Clathrin-
vermittelte Endozytose (Blanchard et al., 2006; Meertens et al., 2006) und ist
pH-abhangig (Hsu et al., 2003; Tscherne et al., 2006). Nach der Fusion mit
frihen Endosomen (Blanchard et al., 2006) wird das Genom ins Zytoplasma

entlassen, um die virale Replikation einzul eiten.

1.7.3. DieHCV-Replikation

Das als MRNA-lesbare HCV-Genom gelangt nach der Freisetzung ins Zytosol,
zunéchst zu den Ribosomen des rauen ER, wo eine erste Synthese der viralen
Proteine stattfindet. Das virale Protein NS4B induziert daraufhin die Bildung
netzartiger Membranstrukturen, den membranous web, die als Gerust fir die
Bildung Membran-gebundener Replikationskomplexe dienen. Mit Hilfe der
RARP NS5B wird das virade (+)ssRNA-Genom innerhalb dieser Membran-
Kompartimente amplifiziert. Dies geschient dber die Synthese eines
komplementéren Gegenstranges, der als Matrize fur die folgende Synthese des
HCV-Genoms dient. Die neu generierten (+)ssRNA-Genome kdnnen daraufhin
wieder Teil neuer Replikationskomplexe werden und als Template fir die
Synthese neuer (-)RNA-Matrizen dienen bzw. fiur die Synthese neuer HCV-
Polyprotein-Kopien eingesetzt werden. DarlUberhinaus konnen neu-
synthetisierte HCV-Genome mit Nukleokapsid-Proteinen verknipft und zu
viralen Partikeln zusammengebaut werden.

Zur Initiation der Trandlation an den Ribosomen nutzen eukaryotische mRNAS
in der Regel eine Modifizierung des 5°'-Endes, das sogenannte Cap. Die HCV -
RNA besitzt durch die Faltung der 5 -UTR allerdings eine IRES und benétigt
daher keine zelluldren Faktoren zur Bindung an die Ribosomen und zum Start
der Proteinbiosynthese. Noch wéhrend der Trandation werden die
Strukturproteine von zelluldren Proteasen (Signalasen) vom entstehenden
Polyproteinstrang abgeschnitten. Die Hullproteine E1 und E2 gelangen in das
Lumen des ER, lagern sich in die Membran ein und werden stark glykosyliert

(siehe 1.6.1.2). Das Core-Protein lagert sich an die zytoplasmatische Seite der
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ER-Membran an und bindet aufgrund seiner Ladungseigenschaften die virae
(+)ssRNA. Anschliefend kommt es zur Verpackung des Core-RNA-
Komplexes und zur Abschniirung (budding) des HCV-Partikels in das Lumen

des ER. Die neuen Virionen werden zum Golgi-Apparat geleitet und verlassen

die infizierten Zellen durch zellulére Sekretion. Der virale Lebenszyklus von
HCV ist in Abb.1.7 nochmals zusammengefasst.

Abb. 1.7. Modell desHCV-L ebenszyklus

HCV bindet Uiber verschiedene Rezeptoren an die Plasmamembran (&) und wird tber Clathrin-
vermittelte Endozytose (b) internalisiert. Nach der Fusion mit frihen Endosomen wird die
HCV-RNA ins Zytoplasma entlassen, um die virale Replikation einzuleiten (c). Nach der
initialen Trandation der viralen RNA am rauen ER kommt es zur Bildung spezialisierter
Membran-Kompartimente (Membranous web), an denen die weitere HCV-Replikation erfolgt
(d). Die virden Strukturproteine werden an der ER-Membran prozessiert und durch
Verknpfung mit der gebildeten HCV-RNA zu Virionen verpackt (€), die anschlief3end durch
zellulére Sekretion ausgeschleust werden (f). Abbildung modifiziert nach Moradpour et al.,
2007.
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1731 Regulation der HCV-Replikation durch miRNAs

Der Mechanismus der RNA-Interferenz (RNAI) wurde vor einigen Jahren als
neuartige Methode entdeckt, um die zelluldre Gen-Expression Sequenz-
spezifisch zu regulieren (Fire et al., 1998). Als Schitisselfaktoren stellten sich
dabei 21-23 nt-lange, nicht-kodierende RNA-Molekile heraus, die innerhalb
bestimmter Proteinstrukturen fir das Sequenz-spezifische gene silencing
verantwortlich sind (Bartel, 2004). Mittlerweile sind im Menschen tber 400
dieser endogenen RNA-Molekile bekannt, die als microRNAs (miRNAS)
bezeichnet werden (Pietschmann, 2009).

Nachdem nun schon langer bekannt war, dass diese miRNASs die Expression
zellulérer mMRNA regulieren, wird nun immer deutlicher, dass sie zudem in der
Lage sind, die Replikation und Pathogenese von Viren zu beeinflussen
(Gottwein & Cullen, 2008). Wahrend allerdings verschiedene DNA-Viren, wie
z.B. CMV virde miRNAs bilden, um die Bedingungen innerhalb der
Wirtszelle so zu éndern, dass ihre Verbreitung optimiert wird (Stern-Ginossar
et al., 2007), nutzt HCV endogene miRNA, um die virale Replikation zu
steigern (Chang et al., 2008; Jopling et al., 2005). Die Leber-spezifische
MiRNA 122 bindet dabel z.B. an eine Tandem-Bindungsstelle innerhalb der 5'-
UTR-Region des HCV-Genoms und wirkt damit positiv auf die virale
Replikation (Jopling, 2008). Vor Kurzem wurde zudem eine endogene miRNA
entdeckt, die negativ auf die HCV-Replikation wirkt (Murakami et al., 2009).
Diese ds miR199* bezeichnete miIRNA zeigt eine gewisse Komplementaritat
zu einem konservierten Bereich der 5'-UTR-Region von HCV und ist in der
Lage, die HCV-Replikation zu senken. miR199* ist allerdings im Gegensatz
zur miRNA122 nur sehr schwach in Hepatozyten exprimiert (Randall et al.,
2007) und beeinflusst die HCV-Replikation daher in vivo kaum.

Neben ihrer regulatorischen Funktion kénnten miRNAS einen Einfluss auf den
hepatischen Tropismus von HCV haben (Gottwein & Bukh, 2007;
Pietschmann, 2009). Leber-spezifische miRNAs, wie z.B. die miRNA122
konnten das Virus dabel positiv beeinflussen und die Virusvermehrung
innerhalb der Zielzelle fordern, wéhrend die Expression “Leber-fremder”
mMiRNASs die virale Vermehrung hemmen konnte. Diese Hypothese wird z.B.

durch die Tatsache erhértet, dass eine ektopische Expression der Leber-
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spezifischen miRNA122 in 293-Zellen die HCV-Replikation in der
Nierenzelllinie steigert (Chang et al., 2008). Wie stark der Einfluss der
MiRNAs auf die HCV-Replikation oder den hepatozelluldren Tropismus ist,
muss in weiteren Studien geklart werden. Bemerkenswert scheint allerdings die
Tatsache, dass sich HCV als persistierendes Virus damit nicht nur optimal an
die spezifische Proteinzusammensetzung, sondern auch an die vorherrschenden
MiRNA-Verhdtnisse der Leberzelle angepasst hat.

1.8. Hepatozyten als I nfektionssystem fur HCV

HCV ist en hepatotropes Virus und Leberzellen sind daher die priméaren
Zielzellen der viraen Infektion. Primare humane Hepatozyten (PHH) liefern
durch ihre ex vivo Situation zwar die optimalen Voraussetzungen, um
physiologisch relevante Infektionsbedingungen zu schaffen, aber ihre
Verfugbarkeit ist stark limitiert. Zudem sind die Etablierung und die
Langzeitkultur von PHHs sehr schwierig. Bezogen auf die Infizierbarkeit mit
HCV-Partikeln, stellen sie aul3erdem ein eher schlechtes zelluldres System dar,
da die HCV-Replikation im Vergleich zu immortalisierten humanen
Hepatozyten stark reduziert ist (Fournier et al., 1998; Kanda et al., 2006).
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Abb. 1.8. M orphologie und Karyotyp der hepatischen Zdlllinie Huh7

(A) Lichtmikroskopische Aufnahme von Huh7-Zellen in einer Dichte von etwa 50 % und (B)
Karyogramm der Huh7-Zelllinie (freundlicherweise erstellt am Institut fir Humangenetik der
Uniklinik Homburg/Saar, AG Meese).
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Aus diesem Grund basiert der Grofdteil der HCV-Studien auf Versuchen mit
hepatischen Zelllinien. Nachteil dieser Zellen ist alerdings, dass ihr Genom
durch die Immortalisierung und die hohe Passagenzahl stark degeneriert ist.
Betrachtet man z.B. das Karyogramm der Huh7-Zellen, die standardmaldig fur
HCV-Versuche eingesetzt werden, so sind auf den ersten Blick zahlreiche
Chromosomenaberrationen erkennbar (Abb.1.8). Zudem zeigen Huh7-Zellen,
auch basierend auf ihrem Ursprung als Leberkarzinomzellen ein anormales
Wachstumsverhalten, dysfunktionale Mitochondrien sowie abweichende
Endozytose- und Signalkaskaden (Buck, 2008; Jones et al., 1998; Kroemer &
Jaattela, 2005; Nagao et al., 2005). Immortalisierte Zellkulturen stellen aso
eher artifizielle Systeme dar und spiegeln damit keineswegs die in vivo
Situation einer Leberzelle wieder. Aus dieser Situation heraus erwéchst die

Notwendigkeit eines alternativen Zellsystems fir HCV-Studien.

1.9. Neohepatozyten als Zellkultursystem fir HCV-Studien

Die HCV-Forschung legt aufgrund des hohen Bedarfs an Leberzellen fir
Medizin und Forschung seit einigen Jahren ihren Schwerpunkt auf die
Entwicklung von Hepatozyten aus humanen Vorlauferzellen. Zahlreiche
Studien haben dabel gezeigt, dass sich Stammzell-artige Zellen aus der fetalen
humanen Leber oder dem Knochenmark zu Hepatozyten differenzieren lassen
(Crosby & Strain, 2001; Mahi et al., 2002). Diese Zellen exprimieren
Hepatozyten-spezifische Gene, aber die zugrundeliegenden Entwicklungswege
sind noch unklar. Zhao und Mitarbeiter berichteten im Jahre 2003 von der
Entdeckung pluripotenter Stammzell-Populationen in humanen Monozyten des
peripheren Blutes. Diese Zellen konnten mit Hilfe von hepatischen
Wachstumsfaktoren zu Hepatozyten differenziert werden (Zhao et al., 2003).
Basierend auf diesen Erkenntnissen kam es im Jahre 2005 zur Entwicklung der
sogenannten Neohepatozyten (Ruhnke et al., 2005a; Ruhnke et al., 2005b). Die
Differenzierung dieser Zellen basiert auf der Reprogrammierung humaner
CD14-positiver Blutmonozyten und umfasst eine zweistufige Kultivierung der
Zdlen in Anwesenheit von M-CSF, IL-3 und FGF-4. Bekanntermal3en

differenzieren humane Monozyten unter dem Einfluss von CSF-Molekilen und
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anderen Zytokinen zu Makrophagen, myeloiden DCs und Osteoclasten. Die
Kombination von M-CSF und IL-3 hat alerdings einen synergistischen Effekt
auf die Plastizitdt der Monozyten, der bis dahin nicht beobachtet wurde. Als
Reaktion auf die kombinierte Zytokin-Zusammensetzung unterlaufen die
Monozyten eine partielle Dedifferenzierung, die dazu fuhrt, dass Faktoren, die
ihre terminale Differenzierung bedingen wirden, herunterreguliert werden. Die
resultierenden Zellen werden als PCMOs (pluripotent cells of monocytic
origin) bezeichnet und lassen sich durch induktive Signale zu
unterschiedlichen Zelltypen differenzieren (Dresske et al., 2006; Ehnert et al.,
2008; Ruhnke et al., 2005b). Die hepatische Entwicklung wird dabei durch
eine zehntdgige Kultivierung der PCMOs in  FGF-4-haltigem
Differenzierungsmedium erreicht. Die resultierenden Neohepatozyten zeigen
vidle Gemeinsamkeiten mit primaren Hepatozyten in Bezug auf
Zellmorphologie, Expression hepatischer Marker sowie spezifische
metabolische Funktionen wie dem Harnstoffmetabolismus (Ruhnke et al.,
2005a; Ruhnke et al., 2005b).

1.10. Zieleder Arbeit

Eine HCV-Infektion ist die haufigste Ursache chronischer Leberinfektionen.
Die genaue Analyse des HCV-Lebenszyklus wird durch die hohe Spezifitdt des
Virus fur humane Zelen und das dadurch bedingte Fehlen eines
Kleintiermodells erschwert. Primére humane Hepatozyten kénnen zwar fir
Infektionsexperimente eingesetzt werden, aber ihre Verflgbarkeit ist begrenzt
und Langzeitkulturen sind sehr schwierig. Daher sind HCV -Untersuchungen
bisher auf die hepatische Zelllinie Huh7 sowie deren Subklone begrenzt. Huh7-
Zellen zeigen allerdings bedingt durch ihren Ursprung als Leberkarzinomzellen
en dereguliertes Wachstumsverhalten sowie abweichende
Stoffwechselprozesse und spiegeln demnach die in vivo Situation einer
Leberzelle nur bedingt wider. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Monozyten-
basierte Neohepatozyten als alternatives Infektionssystem fur HCV-Studien zu
etablieren. Diese neohepatischen Zellen sollten zunachst auf ihre hepatischen
Eigenschaften hin untersucht werden, um sie in einem zweiten Schritt fur
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Infektionsstudien mit HCV-Partikeln einzusetzen. Dabei sollten durch den
Vergleich mit klassischen Huh7-Zellen mogliche Vor- und Nachtelle eines
aternativen Zellsystems herausgearbeitet werden. Zudem sollte durch Studien
mit HCV-positiven Blutproben der Frage nachgegangen werden, ob
Neohepatozyten zur Etablierung eines Patienten-spezifischen Zellsystems
herangezogen werden koénnen. Basierend auf einem personaisierten
Infektionssystem konnte langfristig untersucht werden, inwiefern das
Expressionsmuster der Wirtszelle Einfluss auf die Virus-Persistenz in
einzelnen Patienten hat und welche Faktoren das Fortschreiten der HCV-
Infektion beglnstigen.
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2. Material und Methoden

2.1.  Chemikalien

AB-Serum, human

Akkutase
Agarose

Ampicillin (Binotal ™)
BILN-2061
Bromphenolblau

BSA

Casyton

Chloroquin
DEAE-Dextran

DMEM (1x) High Glucose
DMSO

EDTA
Essigsaure
Ethanol
Ethidiumbromid
FGF-4

FKS

L-Glutamin
Glycerin
HEPES
IL-3

| sopropanol
LB-Agar

Cambrex, Oberhaching

PAN Biotech GmbH, Aidenbach
PAA Laboratories, Colbe
SeaKem, Rockland

Gibco BRL, Schottland

Bayer, Leverkusen

Boeringer Ingelheim, Biberach
Serva, Heidelberg

PAA Laboratories, Colbe
Schérfe, Reutlingen
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Amersham Bioscience, Freiburg
PAA Laboratories, Colbe
Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Eufets AG, Idar-Oberstein
GibcoBRL, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

PAA Laboratories, Colbe
Cambrex, Oberhaching

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Eufets AG, Idar-Oberstein
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
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LB-Medium

Lysing solution

M-CSF
[3-Mercaptoethanol
NaOH

Natriumacetat
Natriumchlorid

NEAA
Penicillin/Streptomycin

PFA

Polybrene

RPMI-1640

Saponin

Sucrose / D(+)-Saccharose
SDS

TRIS

Triton X-100
Trypsin-EDTA

Invitrogen, Karlsruhe

BD Bioscience, Heidelberg
Eufets AG, Idar-Oberstein
Eufets AG, Idar-Oberstein
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
PAA Laboratories, Colbe
PAA Laboratories, Colbe
Cambrex, Oberhaching
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Cambrex, Oberhaching
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

PAA Laboratories, Colbe
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2.2. Antikor per

Tab. 2.1 Verwendete Antikoérper

[h], gegen humane Antigene gerichtet; [m], aus Maus gewonnen; [rb], aus Kaninchen
gewonnen; [g], aus Ziege gewonnen; [r], aus Ratte gewonnen; [s], Serum; FITC,
Fluoresceinisothiocyanat, PE, Phycoerythrin, PE-Cy5, "Tandem"-Farbstoff, bestehend aus
Phycoerythrin kovalent mit Cyanin 5 verknipft

Antigen bzw. : .
I sotyp-K ontrolle Klon Konjugation  Isotyp Hersteller
CD14 [h] RMO52 FITC lgG2a[m] Immunotech
CD16 [h] 3G8 FITC 1gG1x [m] BioLegend
CD32[h] FUN-2 FITC 1gG2b [m] BiolL egend
Leinco

CD64 [h] 10.1 FITC 1gG1[m] Technologies
CD81 [h] JS81 FITC 1gG1k [m BD

gGLe [m] Pharmingen
CD81 [h] Js81 PE-Cy5 1gG1 BD

gGLic [m] Pharmingen
CD81 [H] 1581 i IgG1c[m] | EP

9GLx [m] Pharmingen
Cytokeratin-18 [h] | 2Q1021 FITC 1gG1 [m] USBiologica
Cytokeratin-19 [h] | KA4 PE IgG1c [m] | EP

gGlx [m] Pharmingen
CLDN-1[h] 1C5-D9 - 1gG2 [m] Abnova
CLDN-1[h] [s] - 1gG [r] *(1)
SR-BI [h] polyklonal - 1gG [rb] Novus
SR-BI [h] (5] - 1gG [r] *(1)
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Tab. 2.1 Verwendete Antikor per (Fortsetzung)
Antigen bzw. . .
I sotyp-K ontrolle Klon Konjugation Isotyp Hersteller
[S;Erum Albumin polyklonal FITC 1gG [rb] Rockland
Isotyp-Kontrolle | 679.1Mc7 FITC 19G1 [m] (Bzgﬁ'l‘trgra”
Beckman
Isotyp-Kontrolle | 679.1Mc7 PE 1gG1 [m] Coulter
Isotyp-Kontrolle | 679.1Mc7 PE-Cy5 1gG1[m] (B:E(L:llrtrgran
BD
Isotyp-Kontrolle | MOPC-21 - 19G1k [m] Pharmingen
BD
Isotyp-Kontrolle | MOPC-21 PE 1gG1x [m] Pharmingen
Isotyp-Kontrolle | HOPC-1 - 1gG2a[m] S?gttgcerhn
Isotyp-Kontrolle | U7.27 FITC lgG2a[m] Immunotech
Isotyp-Kontrolle | MPC-11 FITC 1gG2b [m] Biolegend
Isotyp-Kontrolle | polyklonal - 1gG [rb] Novus
Isotyp-Kontrolle | polyklonal FITC 1gG [rb] Rockland
Beckman
Mouse-1gG [m] polyklonal PE [g] Coulter
Rabbit-IgG [rb] | polyklonal ATC  [g Southern
Patienten
aHCV#1-4 * - 19G [h] *(1)
+ Kontrolle

*(1) Antikorper bzw. Seren, die uns freundlicherweise von Prof. Dr. T.F. Baumert, Inserm, U748, Louis Pasteur
Universitét, Strasbourg zur Verfligung gestellt wurden (siehe 2.2.1.)
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2.2.1. Seren und humane Antikér per

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikorper sind in Tab. 2.1
zusammengefasst. Neben den kommerziell erworbenen Antikérpern wurden
uns von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. T. Baumert (Louis Pasteur
Universitét, Strasbourg) Antikorper gegen Oberflachendoménen der Proteine
SR-BI und CLDN-1, sowie ein entsprechender Kontrollantikdrper zur
Verfigung gestellt. Diese Antikorper wurden durch genetische Immunisierung
von Wistar Ratten generiert (Zeisdl et al., 2007) und as Serum-V erdiinnungen
fUr die Versuche eingesetzt. Zusétzlich wurden uns humane Antikdrper gegen
HCV (aHCV#1-4) zur Verfiugung gestellt, die aus Serumproben chronisch
kranker HCV-Patienten stammen. Die Isolierung der 1gG Antikorper aus dem
Serum erfolgte dabei mittels Protein G Antikorper-Affinitétschromatographie
(Steinmann et al., 2004). Die Detektion der anti-HCV-Antikorper erfolgte
anschlieffend durch ein ARCHITECT Anti-HCV EIA Verfahren (Abbott
laboratories). Die auf analoge Weise aufgereinigten Kontroll-1gG stammen von

HCV -negativen Individuen.

2.3. Plasmide

Die in de vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. M. von Laer zu Verfigung gestellt und der
Stammsammlung des Georg Speyer Hauses (Frankfurt am Main) enthommen.
Die Herkunft und die Eigenschaften dieser Plasmide sind in Tab. 2.2
aufgefuhrt und in Abb. 2.1 graphisch dargestellt. Das pVSV-G-Plasmid
entspricht dabei dem pM480 Plasmid unter Ersatz der HCV-E1-E2 Gene durch
das VSV-G-Gen.
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Abb. 2.1. Graphische Darstellung der in der Arbeit verwendeten Plasmide

Das Plasmid pM334 exprimiert unter Steuerung eines hCMV Promotors die Proteine des
retroviradlen HIV-cores, welches das Grundgerist der spdteren HCVpp bildet. Der
Expressionsvektor pM420 codiert fir das Markerprotein EGFP, wéahrend das Plasmid pM480
die beiden HCV-Oberflachenproteine E1 und E2 exprimiert. Das nicht gezeigte
Expressionsplasmid pV SV -G entspricht in seinem Aufbau dem pM480 Vector, wobei die Gene
fur die Oberflachenproteine E1 und E2 durch das Gen fur das VSV-Glykoprotein G ersetzt

wurden.
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Tab. 2.2 Herkunft und Beschreibung der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide

Plasmid Beschreibung Herkunft

pM334 Expressionsvektor; HIV-core; D
" packaging”-Signal; hCMV Promotor

pM420 Expressionsvektor; EGFP-Gen; D
Integrations-Signal; kein Promotor

pM 480 Expressionsvektor;HCV-E1 und —-E2 (D)
Gen; hCMV Promotor

pvSV-G Expressionsvektor; VSV-G-Gen; hCMV | (1)
Promotor

(1) Der Stammsammlung des GSH (Frankfurt aM) entnommene Plasmide

2.4. Zdlen und Bakterien

24.1. Zdlinien

293T

Bel der Zellinie 293T handelt es sich um eine permanente humane Zelllinie
von priméaren, embryonalen Nierenzellen (auch bezeichnet als HEK-293T
“Human Embryonic Kidney“). Die Zellen wurden mit dem humanen
Adenovirus Typ 5 transformiert und enthalten Sequenzen des Virusgenoms.
293T Zellen exprimieren zusétzlich das “SV40 large T-Antigen“, welches die
DNA Replikation von episomalen Plasmiden mit dem “SV40 origin of
replication“ ermdglicht. Somit lassen sich verschiedenste Viren u.a. Retro-,
Lenti- und DNA-Viren in 293T-Zellen vermehren.

Huh7

Die Z€lllinie Huh7 leitet sich von einem humanen hepatozel luléren Karzinom
ab. Sie wurde 1982 aus entarteten Leberzellen eines 57 Jahre alten méannlichen
Japaners generiert und ist seither eine der bedeutendsten permanenten
L eberzellkulturen (Nakabayashi et al., 1982).
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Huh7.5

Huh7.5 bezeichnet einen Subklon der Huh7-Zelllinie. Diese Zellen enthielten
urspringlich ein selektierbares HCV-Replicon, wurden jedoch durch die
Behandlung mit einem HCV-spezifischen Inhibitor “geheilt*. Huh7.5-Zellen
zeichnen sich durch eine erhthte Replikationsrate fur HCV-RNA aus. Diese
erhdhte Permissivitat beruht mit grof3er Wahrscheinlichkeit auf einer Stérung
der zelleigenen Interferonantwort, die durch eine Mutation des RIG-1-Gens
bedingt ist.

HelLa
HeLaZellen sind menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms und die

ersten humanen Zellen, aus denen eine permanente Zelllinie etabliert wurde.

2.4.2. Bakterien und Bakterien-Kultivierung

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Bakterien wurden der
Stammsammlung des Institutes fur Virologie, der Universitétskliniken
Homburg/Saar entnommen. Der eingesetzte Stamm sowie dessen

genotypischer Hintergrund finden sich in Tabelle 2.3.

Tab. 2.3. Herkunft und Eigenschaften des verwendeten Escherichia coli-Stamms

Stamm Genotyp Her kunft

Escherichia coli

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac Stratagene
[FproAB lacl“ZDM15 Tn10 (Tet')]

Der aus der Stammsammlung entnommene E. coli Stamm wurde in flUssigem
LB-Medium dber Nacht be 37°C kultiviert. Einzelne Klone wurden
gewonnen, indem Teile einer Kultur auf LB-Agarplatten ausgestrichen wurden.
Mit Plasmiden transformierte E. coli-Kulturen wurden in LB-Medium
kultiviert, dem Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/ml zugesetzt

wurde.
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2.5. Transformation von Bakterien

Die Transformation von Bakterienzellen durch Hitzeschock beruht darauf, dass
eine kurzfristige schnelle Erhéhung der Temperatur die Kompetenz der
Bakterienzellen zur DNA-Aufnahme stark erhoht (Cohen et al., 1972).

Dazu wurden zunéchst 50 pl der hitzeschock-kompetenten E.coli Bakterien mit
1-2 pl des zu amplifizierenden Plasmids versetzt und fur 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Zur Induktion des Hitzeschocks wurde die Bakteriensuspension fir
70 Sekunden bei 42°C inkubiert, bevor sie erneut finf Minuten auf Eis gekuhlt
wurde. Zur Regeneration der Bakterienzellen wurden diese in 1 ml LB-
Medium Uberfiihrt und eine Stunde bei 37°C auf dem Schttler inkubiert. Die
Selektion erfolgte durch Ausplattieren der transformierten Zellen auf dem
entsprechenden Selektionsmedium.

2.6. Préaparation von Plasmid-DNA

Zur Gewinnung der in Bakterien vermehrten Plasmid-DNA missen die
Bakterien aufgeschlossen und die Plasmid-DNA von Zellbestandteilen und der
genomischen Bakterien-DNA getrennt werden. Zur Isolation von hochreiner
Plasmid-DNA aus E. coli wurde der "QIAGEN Plasmid Maxi Kit" verwendet.
Die Isolierung erfolgte gemdald der Anleitung des Herstellers, wobel die
durchgefiihrte Methode auf einer modifizierten Form der akalischen Lyse
basiert. Nach dem Entfernen der Zelltrimmer und denaturierten Proteine
wurde die Plasmid-DNA auf "QIAGEN" Anionen-Austauschersaulen gegeben.
Nach der Bindung der DNA an die Saulenmatrix wurden durch Waschen mit
einem Puffer mittlerer Salzkonzentration RNA und Verunreinigungen mit
niedermolekularen Komponenten entfernt. Durch Zugabe eines Puffers mit
hoherer Salzkonzentration wurde anschlief3end die Plasmid-DNA eluiert. Nach
der Falung der DNA mit Isopropanol und einmaligem Waschen mit 70%-igem

Ethanol wurde das DNA-Pellet getrocknet und in Aquayiges. resuspendiert.
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2.7. Bestimmen der DNA-Konzentration

Nukleinsduren absorbieren aufgrund ihrer Basenzusammensetzung Licht
zwischen einer Wellenlange von 250 und 270 nm. Proteine absorbieren
hingegen aufgrund ihrer Tyrosin- und Tryptophanreste am stérksten bei
280 nm. Zur Bestimmung der DNA-Konzentration und des Grades der
Verunreinigung mit Proteinen wurden sich diese Eigenschaften zu Nutze

gemacht.

Durchfihrung:

Die Messung der Absorption einer wasserigen DNA-LOsung gegen AQuades:.
erfolgte bei einer Wellenlange von 260 und 280 nm. Ein Mal3 fir die Reinheit
der DNA errechnet sich aus dem Quotient Azeo/Azg0, Wobel ein Wert von 1,8
optimal ist. Werte kleiner als 1,8 weisen auf eine Verunreinigung mit Proteinen
hin, wahrend Werte grof3er als 1,8 auf das Vorhandensein von RNA schlief3en
lassen. Eine DNA-Konzentration von 50 pg/ml entspricht bel  ener
Schichtdicke von 1 cm und einer Wellenléange von 260 nm einer Extinktion
von 1, so dass sich die Konzentration der isolierten DNA nach folgender

Formel errechnet:

Aeo X 50 pg/ml x V = DNA-Konzentration der Probe [ug/ml]

Ao - Absorption bel 260 nm
vV V erdunnungsfaktor

In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Bestimmung der DNA-Konzentration

mit dem Photometer Ultraspec 3000 der Firma Pharmacia Biotech.
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2.8. Verdau von Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen

Der Verdau der DNA erfolgte mittels Typ Il Restriktionsendonukleasen, diein
der Lage sind, in Anwesenheit von Mg?*-lonen beide Strange eines DNA-
Doppelstranges an spezifischen Erkennungssequenzen so zu schneiden, dass
entweder Uberstehende 5'- bzw. 3'-Enden ("sticky ends") oder glatte Enden
("blunt ends") entstehen. Die durch Restriktion erhaltenen DNA-Fragmente
konnen dann anhand ihrer GrofRe im Agarose-Gel (siehe 2.9.) identifiziert

werden.

Verwendete L 6sungen:

"Blaumarker":

Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Glycerin 50 % (v/v)
EDTA 0,056 M

Durchfihrung:

Zum Restriktionsverdau wurden jeweils 0,5 pg bis 1 pug der jeweiligen
Plasmid-DNA, 1 U des entsprechenden Enzyms und 2 pl des vom Hersteller
fur die verwendeten Enzyme empfohlenen zehnfach konzentrierten Puffers
eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde mit AQUapiges. auf 20 pl aufgeflllt und
fir maximal zwel Stunden bel 37°C inkubiert. Der Restriktionsverdau wurde
durch Zugabe von 5 pl "Blaumarker” abgestoppt, indem das darin enthaltene
EDTA die fir die Restriktionsendonukleasen notwendigen Mg**-lonen

komplexiert.
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2.9. Agarose-Geleektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ermoglicht die Trennung geladener Molekile
im elektrischen Feld und basiert darauf, dass die DNA bei neutralem pH
polyanionisch ist. Das Wanderungsverhalten ist dabel abhangig von der
Nettoladung, der Gréfe und der Form der Nukleinséuren, sowie von der
Porengrof3e der verwendeten Matrix. Im Agarose-Gel wird die Porengrof3e
durch die Menge an zugesetzter Agarose definiert und wirkt so as
Molekularsieb.

Verwendete L 6sungen:

50 x TAE-Puffer:

TrisHCI (pH7,8) 2M
NaA cetat 0,25M
EDTA 05M
Durchfihrung:

Zur Gelelektrophorese wurden standardméssig 1 %-ige Agarose-Gele in
1 x TAE-Puffer verwendet. Angefarbt wurde die DNA durch das in
doppel strangige DNA/RNA interkalierende Ethidiumbromid, welches mit einer
Endkonzentration von 0,7 pg/ml der in 1 x TAE-Puffer gelosten Agarose
zugesetzt wurde. Zur Markierung der Lauffront und Erhéhung der Dichte der
DNA-Proben wurden diese mit 1/5S Volumen Blaumarker versetzt. Dabei
entspricht das Wanderungsverhalten von  Bromphenolblau  einem
doppelstrangigen linearisierten 300 bp-Fragment. Die Elektrophorese erfolgte
bei 8 V/icm in 1 x TAE-Puffer. Die Anregung der DNA-Ethidiumbromid-
Komplexe erfolgte unter UV-Licht, dieser ist daraufhin Licht emittierend. Zur
anschlieffenden fotografischen Detektion diente ein Bildverarbeitungssystem
mit angeschlossenem Drucker Gel Print 2000i der Firma MWG Biotech.
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2.10. Zdlkultur

Die Kultivierung humaner Zellen erfolgte grundsétzlich bel einer Temperatur
von 37°C und einem CO,-Gehalt von 5 %.

2.10.1. Puffer und L 6sungen fir die Zelkulturarbeit

PBS

NaCl 8,04/l
KCl 0,29/l
NaHPO, x 12 H,0 294/l
KH,PO, 0,2 g/l

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt. Fir die Arbeit mit humanen Zellen
muss grundsétzlich PBS ohne Mg?* und Ca* verwendet werden, damit es beim
Waschen zu keiner Vorstimulation der Zellen kommt.

2.10.2. Zdlkulturmedien
Das Inaktivieren der den Medien zugesetzten Seren erfolgte grundsétzlich fir
zehn Minuten bei 40°C. Humanes AB-Serum wurde fUr eine Stunde bel 55°C

inaktiviert.

Standard-Medium zur Kultivierung von adhdrenten Zellen
DMEM (1x) High Glucose

hitzeinaktiviertes FKS 10 % (v/iv)
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
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Medium zur Kultivierung von Huh7-Zdllen
DMEM (1x) High Glucose

hitzeinaktiviertes FKS 10 % (v/iv)
NEAA 1% (v/v)
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml

Medium zur M akrophagenreifung

RPMI 1640
hitzeinaktiviertes FKS 20 % (viv)
humanes AB-Serum 5% (viv)

Neohepatozyten-Medium | (SH-Medium)
RPMI 1640 (ohne Farbindikator)

hitzeinaktiviertes humanes AB-Serum 10 % (v/iv)
L-Glutamin 2mM
-Mercaptoethanol 0,1 mM
M-CSF 5 ng/ml
IL-3 0,4 ng/ml
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml

Neohepatozyten-Medium |1 (HA-Medium)
RPMI 1640 (ohne Farbindikator)

hitzeinaktiviertes FKS 10 % (v/v)
L-Glutamin 2mM
FGF-4 3 ng/ml
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
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Einfriermedium

RPMI 1640 oder DMEM (1x) High Glucose

FKS 30 % (v/v)
DMSO 10 % (v/v)

2.10.3. Subkultivierung adharenter Zellen

Adhérente Z€llinien wurden 80-90 % konfluent in Kultur gehalten. Dreimal
pro Woche wurden die Zellen mit Trypsin abgelst, in frischem Kulturmedium
aufgenommen und zur Stammhaltung 1:10 gesplittet. Die verwendeten Zellen
wurden mit der VenorGem Mycoplasmen-PCR (siehe 2.10.5.) untersucht und

waren Mycoplasmen-negativ.

2.10.4. Einfrieren und Auftauen von Zdlen

Einfrieren

Die Zellen wurden in kaltem Einfriermedium in einer Konzentration von
1x10” Zellen / ml aufgenommen und in Einfrierrdhrchen tberfiihrt. Um ein
langsames Absinken der Temperatur zu gewdhrleisten, wurden die Zellen
zunéchst einen Tag in einem Styroporbehdliter bei -70°C, danach in der
Gasphase Uber flUssigem Stickstoff auf Dauer gel agert.

Auftauen
Eingefrorene Zellen wurden in einem Wasserbad bel 37°C aufgetaut und sofort
in warmes Medium tberfuhrt. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen

in einer Dichte von 1x10° Zellen/ml Medium in Kultur genommen.
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2.10.5. Mycoplasmentest

Mycoplasmen sind zellwandlose Parasiten, die in der Natur unter anderem als
Kommensalen der Schleimhaute von Saugetieren auftreten. Kontaminationen
stellen in kontinuierlichen Zellkulturen ein grof3es Problem dar. Als chronische
Infektion beeinflussen sie auf vielfédtige Weise die Funktionen von Zellen. Sie
nehmen Einfluss auf den Metabolismus der Zellen und verandern so deren
Wachstumsverhalten, ihre  immunologischen  und  biochemischen
Eigenschaften, sowie deren Lebensfahigkeit. Die Infektion einer Zellkultur mit
Mycoplasmen ist visuell oder lichtmikroskopisch nicht zu erkennen. Zur
Kontrolle der verwendeten Zelllinien wurde ein Kit der Firma Minerva Biolabs
(VenorGem) eingesetzt. Der Nachweis erfolgte hierbel  Uber eine
Mycoplasmensequenz-spezifische PCR aus dem Uberstand der Zellkulturen.
Der Kit enthdlt PCR-Primer, die spezifisch fur ein breites Spektrum von
Mycoplasmen, einschliefdlich der Spezies Acholeplasma laidiawii,
Mycoplasma synoviae, Mycoplasma hyorhinis, Mycoplasma arginini,
Mycoplasma orale, Mycoplasma fermentans, Mycoplasma hominis und
Mycoplasma salivarium sind. Die Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben
des Herstellers, wobei die Aufreinigung der Uberstande von Suspensionszellen
vor der Durchfihrung der PCR mit dem QIAamp DNA Mini Kit der Firma
Qiagen nach Herstellerangaben durchgefihrt wurde.
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2.11. Isolierung peripherer Blutzellen

2.11.1. Blutspender

Leukozyten-Konzentrate (,buffy coats‘) wurden von der Blutbank der
Winterbergklinik in Saarbriicken zur Verfigung gestellt. Zusétzlich wurden
frische Blutproben von Mitarbeitern der Virologie (Uniklinik Homburg/Saar)
fur die Experimente verwendet. Die Blutspender waren HIV-1-, HIV-2- sowie
Hepatitis B- und -C-Virus-negativ.

In Zusammenarbeit mit der Inneren Medizin (Uniklinik Homburg/Saar)
wurden zusétzlich Blutproben chronisch kranker HCV-Patienten verwendet
(siehe 2.22). Experimente mit Blutproben infizierter Spender sind in der Arbeit
gesondert gekennzeichnet.

211.2. Isolierung mononukledrer Zellen mittels Dichtegradienten-
Zentrifugation

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC, "peripheral blood
mononuclear cells') wurden standardmallig aus Leukozyten-Konzentraten
mittels Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert. "buffy coats" falen bei der
Herstellung von Blutkonserven durch Zentrifugation und Abnahme des
Plasmas an und enthalten neben PBMC Erythrozyten, Thrombozyten und
Granulozyten. Die Konservenbeutel, in die das Blut abgenommen wird,
enthalten Antikoagulantien, um eine Gerinnung des Blutes zu verhindern.

Einige Experimente wurden zusétzlich mit Frischblut-Préparaten durchgefihrt.
Um PBMC aus Frischblutproben zu isolieren, wurde den entsprechenden
Probanden kurz vor Praparationsbeginn  mittels TRO-VENOSET®
Perfusionsbesteck (Troge Medical GmbH, Hamburg) 30-45 ml Blut
entnommen. Die verwendeten Blutentnahme-Rohrchen (Monovette, Sarstedt),
in die das Blut abgeleitet wurde, enthielten ebenfalls gerinnungshemmende
Substanzen (Li Heparin-/ EDTA KE), um eine Verklumpung des Blutes zu

vermeiden.

43



Material und Methoden

Durchfihrung:

Die Verarbeitung von Leukozyten-Konzentraten und Frischblut verlief
grofdtenteils analog. Der Inhalt eines "buffy coat" wurde im Verhdtnis 4:3 mit
PBS verdiinnt. Die Frischblutproben wurden mit PBS auf ein Gesamtvolumen
von 35 bzw. 70 ml aufgefillt. 15 ml Lymphocyte Separation Medium (=Ficoll,
Dichte 1,077 = 0,001 g/ml) wurden in einem 50 ml-Roéhrchen vorgelegt und
vorsichtig mit 35 ml der verdinnten Suspension Uberschichtet. Um den
Gradienten nicht zu zerstoren, wurde 20 Minuten bei 1.800 rpm ohne Bremse
zentrifugiert. Dabei trennten sich die Zellen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Dichte (Abb. 2.2). Die Erythrozyten und Granulozyten besitzen eine hohe
Dichte und sedimentieren wahrend sich die PBMC in der Interphase zwischen
Serum/PBS und Ficoll befinden. Da Thrombozyten die geringste Dichte
besitzen sammeln sie sich im Uberstand tber der Zwischenschicht.

BlutPES Serum/PRS
20 m
Ficoll 1800 rpm 5
ohne Bremse Ficoll

:;::: = ‘ ;—Emhrmw

Abb. 2.2. Graphische Darstellung der Zell-und Flussigkeitsschichten vor und nach
der Dichtegradienten-Zentrifugation

Das Leukozyten-Konzentrat (Blut) wurde im Verhaltnis 4:3 mit PBS verdiinnt und vorsichtig

auf 15 ml Ficoll geschichtet. Nach einer 20-minltigen Zentrifugation bei 1800 rpm (ohne

Bremse) trennten sich die Zellen aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte in die dargestellten

Schichten. Die PBMC sammeln sich dabei in einer Schicht zwischen Serum/PBS und Ficoll.
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Die PBMC-enthatende Zwischenschicht wurde vorsichtig mit einer Pipette
abgenommen. Die Zellen wurden dreimal mit PBS gewaschen, um Ficoll-
Rickstande zu entfernen. Verbleibende Erythrozyten wurden entfernt, indem
die PBMC zwischen den Waschschritten fir ca. 15 Sekunden in 5 ml
AQUayiges. resuspendiert und unmittelbar danach mit 45 ml PBS versetzt
wurden. Diese Behandlung erméglicht die selektive Lyse der Erythrozyten,
wéhrend die PBMC intakt bleiben. Beim Aufnehmen der Zwischenschicht
wird stets ein Teil des Uberstandes mitlberfiihrt, so dass die PBMC mit
Thrombozyten verunreinigt sind. Um diese zu entfernen wurde am Ende ein
Waschschritt mit 10-minttiger Zentrifugation bel 900 rpm durchgefiihrt. Das
Pellet wurde in 30-50 ml PBS aufgenommen und die Zellzahl im CASY®
bestimmt (siehe 2.12.).

2.11.3. Adharenz von Monozyten an Plastikober flachen

Zur Differenzierung von Neohepatozyten sowie zur Ausreifung von
Makrophagen musste die adhérente Monozyten-Population aus den PBMC
isoliert werden. Diese Trennung der unterschiedlichen Zellpopulationen
erfolgte dabei mittels Adhérenz der Monozyten an Plastikoberflachen. Hierzu
wurden die PBMC in dem entsprechenden Differenzierungsmedium
(Makrophagen-Reifungsmedium / SH-Medium) aufgenommen und Uber zwei
bis funf Stunden bel 37°C inkubiert. Die nicht adharenten Lymphozyten des
peripheren Blutes (PBL, "peripheral blood I|ymphocytes') wurden
abgenommen und verworfen. Die adh&renten Monozyten wurden vorsichtig
mit PBS bzw. Medium gewaschen und durch Zugaben von frischem Medium
zu Makrophagen bzw. Neohepatozyten ausdifferenziert (siehe 2.13. und 2.14.).
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2.12. Charakteriserung und Zelzahlbestimmung mit dem
Zellanalyseger &t CASY®

Die Zelldichte einer Kultur wurde routinemal3ig im "cell counter and analyser
system" CASY® (Scharfe, Reutlingen) bestimmt. Bei der Passage der Zellen
durch eine Leitfahigkeitsmeizelle bestimmt dieses Gerdt die Anderung des
Widerstandes in Abhangigkeit von der Zeit. Es verbindet computertechnisch
die Widerstandsmessung mit der Signalauswertung tber Pulsflachenanalyse.
Bel der Messung ist die Flache des gemessenen Impulses proportional zum
Zéellvolumen. Daher konnen gleichzeitig die Zelldichte wund die

Grolenverteilung einer Zellpopulation analysiert werden.

Durchfihrung:

Zur Messung wurde eine Zellsuspension definierten Volumens 1:1000 oder
1:100 in der Elektrolytlosung (Casyton) verdinnt und mit konstanter
Strémungsgeschwindigkeit durch eine Kapillare bekannter Geometrie gesaugt.
Die elektrolytgefillte Kapillare stellt einen definierten elektrischen Widerstand
dar. Beim Durchtritt durch die Kapillare verdrangen die Zellen eine ihrem
Volumen entsprechende Menge der Elektrolytlésung. Da intakte Zellen in
erster Ndherung als Isolatoren betrachtet werden kénnen, kommt es zu einer
Widerstandserhohung entlang der Kapillarstrecke. Unter der Voraussetzung,
dass die Zellen die Kapillare einzeln passieren, ist diese Widerstandsdnderung
ein Mal} fur das Volumen der Zelle. Der Computer errechnet aus drel
Messsignden einen Mittelwert in Form enes Integrals, das dem
Zelldurchmesser proportional ist. Das Ergebnis der Messung ergibt ein
Histogramm, bel dem die relative Zellzahl gegen den Zelldurchmesser
aufgetragen wird (Abb. 2.3). Diese Methode wurde fir die Bestimmung der
Zellzahl der PBMC nach der Isolierung eingesetzt. Weiterhin konnte der Erfolg
der anschlieffend durchgefihrten Adhdrenz Uber die relative Zelgrofe
bestimmt werden, da Lymphozyten einen kleineren Zelldurchmesser besitzen
als Monozyten. Dartiber hinaus wurde die Zellzahl aller anderen im Verlaufe

dieser Arbeit benutzten Zellen mit Hilfe des CASY ® bestimmt.
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Abb. 2.3. Populationen der kernhaltigen Zellen des peripheren Blutes nach
Isolierung  mittels  Dichtegradienten-Zentrifugation  (A)  und
anschliellender Adhéarenz (B)
Dargestellt sind die Histogramme (A) von PBMC nach der Isolierung Uber einen Ficoll-
Gradienten und (B) von Zellen (PBL) der entsprechenden Suspension nach Adhédrenz an
Plastik. Die Histogramme zeigen eine Auftrennung dreier Populationen anhand der relativen
ZellgroRe. Die Population mit der geringsten Grofe umfalit die Thrombozyten und
Zellbruchstiicke. Die mittlere stellt die Lymphozyten- und die rechte die Monozyten-
Population dar. Nach der Adhé&renz hat sich das Verhdtnis deutlich zu Gunsten der
Lymphozyten verschoben. Die Messung und Auswertung wurde mit Hilfe des "cell counter

and analyser system" CASY ® (Scharfe) durchgefiihrt.

2.13. Invitro Differenzierung von Neohepatozyten

Neohepatozyten sind reprogrammierte, humane Blut-Monozyten, die unter
Verwendung verschiedener Reifungsstimuli zu Leberzell-ghnlichen Zellen
differenziert werden. Die Generation der Zellen basiert dabei auf einer
modifizierten Methode nach Ruhnke et al., (2005).

Durchfihrung:

Zur Differenzierung von Neohepatozyten wurden frisch isolierte PBMC (siehe
2.11)) in vorgewdrmtes SH-Medium aufgenommen und in einer Dichte von
3x10%cm? in ZellkulturgefaRen ausgesit. Aufgrund der Empfindlichkeit der
resultierenden Neohepatozyten mussten hierfir speziell beschichtete cell+-
Zdelkulturgefdlie der Firma Sarstedt verwendet werden. Nach einer Adhérenz

von vier bis funf Stunden bel 37°C und 5 % CO, wurden die nicht adharenten
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PBL vorsichtig abgenommen und verworfen (siehe 2.11.3.). Die adhérenten
Monozyten wurden vorsichtig mit SH-Medium gewaschen und in frischem,
vorgewarmtem SH-Medium aufgenommen. Die Kultivierung in SH-Medium
erfolgte fUr sechs Tage bei 37°C und 5 % CO,. An Tag zwei und vier wurde
das Medium abgenommen und durch frisches, vorgewarmtes SH-Medium
ersetzt. An Tag sechs wurden die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen und in
FGF-4-haltiges HA-Medium Oberfihrt. Die Ausdifferenzierung der
Neohepatozyten erfolgte durch Kultivierung fir weitere zehn Tage bei 37°C
und 5 % CO,, wobei an jedem zweiten Tag ein Mediumwechsel mit frischem
HA-Medium erfolgte.

2.14. Refung humaner Blut-Monozyten zu M akrophagen

Makrophagen sind als Leukozyten (“weil3e Blutkérperchen®) wichtige Zellen
des Immunsystems. Sie entwickeln sich in vivo aus Blutmonozyten, die unter
Einfluss von Zytokinen und Erregersubstanzen zu Makrophagen
differenzieren. Die Reifung humaner Monozyten zu Makrophagen kann in
vitro durch Serum induziert werden. Dieser Differenzierungsprozess fuhrt zu
charakteristischen Verénderungen beziiglich der Antigen-Expression und

Morphologie der Zellen.

Durchfihrung:

Frisch isolierte PBMC (siehe 2.11.) wurden in vorgewdrmtes Makrophagen-
Reifungs-Medium aufgenommen und in einer Dichte von 1x10%ml in
Zelkulturgefél3en ausgesét. Nach einer Inkubation von zwel Stunden bei 37°C
und 5 % CO, wurden die nicht adh&renten PBL vorsichtig abgenommen und
verworfen (siehe 2.11.3.). Die adhdrenten Monozyten wurden vorsichtig mit
PBS gewaschen und in frischem, vorgewarmtem Makrophagen-Reifungs-
Medium aufgenommen. Die Kultivierung erfolgte ohne Mediumwechsel fir
sechs Tage bel 37°C und 5 % CO..
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2.15. miRNA-Analyse

Nicht-kodierende miRNA-Molekile wirken nicht nur regulierend auf die
Expression zellulérer RNA (Bartel, 2004), sondern konnen zudem die
Replikation und Pathogenese von Viren beeinflussen (Gottwein & Cullen,
2008). Im Falle von HCV hat sich dabei vor alem die leberspezifische
MiRNA122 als bedeutsam fir die virale Replikation herausgestellt.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. F. Lammert (Innere
Medizin, Uniklinik Homburg/Saar) wurden Zellsuspensionen unterschiedlicher
Neohepatozyten sowie analog behandelter Huh7-Zellen auf ihre miRNA-
Expressionsprofile hin untersucht. Zur Isolation der miRNAs wurde der
“mirVana™ miRNA Isolations Kit“ der Firma Ambion verwendet. Die
Isolierung erfolgte gemal? der Anleitung des Herstellers. Zur Quantifizierung
der miRNA-Expression wurden die Isolate mittels RT-PCR analysiert. Dabel
wurde ein “TagMan®MicroRNA Assay“ der Firma Applied Biosystems sowie
ein ABI Prism 7500 zur Analyse eingesetzt. Die miRNA-Isolation sowie die
entsprechenden RT-PCR-Anaysen wurden freundlicherweise von Dr. Vincent
Zimmer am Ingtitut far Innere Medizin der Uniklinik Homburg/Saar
durchgefihrt.

2.16. Herstellung viraler Pseudotypen

Unter Pseudotypen versteht man chimére virale Partikel, die durch die
Vereinigung retroviraler “core”-Bestandteile mit den Oberfl&chenproteinen
anderer Viren entstehen. Die gleichzeitige Expression eines EGFP-
Markerproteins gewahrleistet die Visualisierung infizierter Zielzellen mittels
FACS bzw. Fluoreszenzmikroskopie. Da sich das Integrations-Signal getrennt
von dem retroviralen “core® und dem Verpackungssignal auf dem EGFP-
Expressionsplasmid befindet, sind die generierten Partikel zwar in der Lage
Zielzellen zu infizieren, kdnnen sich aber innerhalb dieser Zellen nicht weiter

vermehren.
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2.16.1. Herstellung von HCV-Pseudotypen (HCVpp)

Bel den in dieser Arbeit generierten HCV-Pseudotypen (HCVpp, “HCV
pseudo particles’) handelt es sich um eine Kombination retroviraler HIV-1
“core”-Partikel mit den nativen HCV-Glykoproteinen E1 und E2 sowie dem
Markerprotein EGFP.

Verwendete L 6sungen:

Transfektions-Medium:
DMEM (1x) High Glucose

Chloroquin 25 uM
Penicillin 100 U/mi
Streptomycin 100 pg/ml
CaCl, L6sung:

CaC|2 in Aqua,ide;t 25M
HEPES-Puffer:

HEPES/NaOH (pH7) 50 mM
Saccharose-L §sung:

D-Saccharosein PBS 20 % (w/v)
Durchfihrung:

Zur Herstellung der HCV-Pseudotypen wurden die Expressionsplasmide
pM 334, pM420 und pM480, welche fir die einzelnen virden Komponenten
kodieren (Tab. 2.2), mittels CaCl, Transfektion in 293T Zellen eingebracht.
Dazu wurden am Vortag der Transfektion 293T Zellen in einer Zelldichte von
9x10* / cm® in 10-cm-Gewebekulturschalen ausgesdt. Am néchsten Tag
wurden definierte Mengen der einzelnen Expressionsplasmide (Tab. 2.4) mit
AQuayiges UNd CaCl, Losung zu ener 0,25 molaren Transfektionsldsung
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verdinnt und tropfenwei se in das gleiche Volumen HEPES-Puffer eingebracht.
Nach 20-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die verdinnte
Plasmidlosung auf die 293T Zellen getropft, die vorher in Transfektions-
Medium aufgenommen worden waren. Nach sechs Stunden wurde der
ZéllUberstand entfernt und durch Standard-Medium (siehe 2.10.2.) ersetzt. Die
Ernte der sezernierten Pseudotypen erfolgte 24, 36 und 72 Stunden nach
erfolgter Transfektion durch Abnahme der ZellUberstdnde und Lagerung bel
4 °C. Zur Entfernung moglicher Zellreste wurden die gepoolten Uberstande
zehn Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert, bevor die HCV pp-Ldsung durch eine
0,45 pm-grofRe Membran filtriert wurde. Die HCV-Pseudotypen wurden
anschliefend mittels Ultrazentrifugation konzentriert. Dazu wurden jeweils
30 ml der HCVpp-Losung mit 5 ml einer 20 %-igen Saccharose-L 6sung
unterschichtet und anschlief?end zwel Stunden bel 24000 rpm und 4 °C
zentrifugiert (Beckman, SW41 Rotor). Die HCVpp-Pdllets wurden nach der
Zentrifugation in jewells 50 pl steriles PBS (siehe 2.10.1.) aufgenommen und
Uber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert. Die konzentrierten HCV pp-

L 6sungen wurden anschlief3end vereinigt und bis zur Verwendung bei -80 °C
gelagert.

Tab. 2.4.: Mengen der zur HCVpp-Herstellung verwendeten Plasmide
Plasmid Plasmid-M enge/10 cm-Platte Kurzbeschreibung
pM334 12,5ug HIV-core

pM420 7.5 g EGFP

pM480 4 ug HCV-EVE2

2.16.2. Herstellung von VSV-Pseudotypen (VSVpp)

Das “Vesicular stomatitis virus® (VSV) ist en aus der Familie der
Rhabdoviridae stammendes Virus, das ein breites Spektrum tierischer und
humaner Zielzellen aufweist. Die Infektion erfolgt unspezifisch Uber das virae
Glykoprotein-G  (VSV-G), welches sich an ubiquitar vorkommende
Oberflachenrezeptoren anlagert und eine Internalisierung tber Endozytose
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ermdglicht. Diese Eigenschaft macht das VSV-Glykoprotein-G zu einem
idealen Oberflachenprotein bel der Herstellung von unspezifisch agierenden
Kontroll pseudotypen.

Die Herstellung der VSV-Pseudotypen (VSVpp) erfolgte analog zu 2.16.1.
Dabei wurde lediglich das pM480 Plasmid durch das pVSV-G-Plasmid ersetzt
(Tab.2.5).

Tab. 2.5; Mengen der zur VSVpp-Her stellung verwendeten Plasmide
Plasmid Plasmid-Menge/10 cm-Platte Kurzbeschreibung
pM334 12,5ug HIV-core

pM420 7.5 g EGFP

pvVSV-G 1ug VSV-G

2.17. Infektionsstudien unter Verwendung viraler

Pseudotypen

Virale Pseudotypen (siehe 2.16.) sind in der Lage durch Anlagerung ihrer
Oberflachenproteine Rezeptor-spezifisch oder endozytotisch in ihre Zielzellen
einzudringen. Die Detektion infizierter Zellpopulationen erfolgt durch den
Nachweis des grin fluoreszierenden Markerproteins EGFP, das nach der
Internalisierung der Pseudotypen in den Zielzellen exprimiert wird.

Der Grofdteil der in dieser Arbeit durchgefihrten Infektionsstudien wurde in
48- oder 96-Loch Gewebekulturplatten durchgefihrt und mittels
durchflusszytometrischer Anayse (2.19) ausgewertet. Wachstumsaktive
Zdllinien (Huh7/HeLa) mussten dabel am Vortag der Infektion in den
Gewebekulturplatten ausgesét werden, wahrend die Neohepatozyten direkt in

den entsprechenden Platten ausdifferenziert wurden.
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2.17.1. Titration viraler Pseudotypen

Die Infektiositéat der generierten Pseudotypen wurde ermittelt, indem Huh7-
Zellen mit aufsteigenden Volumina der viraden Partikel versetzt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert wurden. Dazu wurden am Vortag der Infektion
2x10* Zellen pro Ansatz in 48 Lochplatten ausgesit und iiber Nacht bei 37 °C
und 5 % CO; kultiviert. Am nachsten Tag wurde der ZellUberstand entfernt,
die viralen Pseudotypen wurden in Zellkulturmedium gel6st und unter Zusatz
von 4 pug/ml Polybrene zu den Huh7-Zellen gegeben. Die Infektion erfolgte
dabei grundsétzlich as Doppelansatz mit je O, 5, 10, 15 bzw. 20 pl Pseudotyp
pro Ansatz. Um die Bindung der viralen Partikel an die Oberflache der
Zielzellen zu erleichtern, wurden die Ansétze eine Stunde bei 2000 rpm und
31 °C zentrifugiert. Anschlief?end wurden die Platten in den Brutschrank
transferiert, wo sie vier bis sechs Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert
wurden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Uberstand entfernt und die
Zellen wurden fir weitere 72 Stunden in regularem Huh7-Medium kultiviert.
Zur FACS-Anayse wurden die Zellen mit Trypsin abgeldst, in FACS-FIX
(sehe 2.19.2) aufgenommen wund noch am gleichen Tag im
Durchflusszytometer untersucht.

Der Infektionstiter wurde durch den prozentualen Anteil EGFP-positiver
Zellen in Relation zur eingesetzten Pseudotyp Menge bestimmt. Als
Mal3einheit ergibt sich die Anzahl infektitser viraler Partikel pro Milliliter. Die
Berechnung erfol gte nach folgender Formel:

% GFP+ Zellen y 7.)1ahl/Ansatz x & = Titer [1P/ml]
100 Vpp

% GFP+:  EGFP positive Zellen/Ansatz in %
Vpp: Volumen Pseudotyp [ul]/Ansatz
iP/ml : infektiose Partikel/ml
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2.17.2. Infektionsstudien mit viralen Pseudotypen

Die Infektion adhérenter Zellen erfolgte generell wie in 2.17.1 beschrieben.
Das Volumen der eingesetzten Pseudotypen orientierte sich am Titer der
eingesetzten Pseudotypen sowie an der Zellzahl der zu infizierenden Zellen.
Die Berechnung des MOI Wertes (“multiplicity of infection*) erfolgte gemal3

nachfolgender Formel:

Titer [1P/ml] x Vpp [ml]

MOI =

Zellzahl/ Ansatz
MOI: ~multiplicity of infection”
iP/ml : infektiose Partikel/ml
Vpp: Volumen Pseudotyp [ml]

Stellt man die Formel nach “Vpp“ um, ergibt sich das Pseudotyp Volumen, das
pro Ansatz eingesetzt werden muss, um eine bestimmte MOI zu erreichen. Die
Zellzahl in den zu infizierenden Ansédtzen wurde am Tag der Infektion mittels
CASY® bestimmt. Die entsprechenden Volumina des verwendeten Pseudotyps
wurden in Zellkultur-Medium gel6st und unter Zusatz von 4 pg/ml Polybrene
zu den Zielzellen gegeben. Um einen Einfluss von humanem oder fotalem
Serum auf die Infektionsrate auszuschlief3en, wurden die Infektionen in serum-
freien Zellkulturmedien durchgefiihrt. Die Anlagerung der viralen Partikel an
die Oberflache der Zielzellen wurde erleichtert, indem die Ansétze eine Stunde
bei 2000 rpm und 31 °C zentrifugiert wurden. Nach einer 4- bis 6-stindigen
Inkubation im Brutschrank wurde der infektiose Uberstand entfernt und die
Zellen wurden fur weitere 72 Stunden in regularem Zellkultur-Medium
kultiviert. Zur FACS-Anayse wurden die Huh7-Zellen mit Trypsin abgel6st,
wéahrend die Neohepatozyten mit Akkutase von der Gewebekulturplatte
entfernt wurden. Anschlief3end wurden die Zellen in FACS-FIX (siehe 2.19.2.)

aufgenommen und noch am gleichen Tag im Durchflusszytometer untersucht.
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2.17.3. Einflussvon humanem Serum auf die Pseudotyp-Infektion

Humanes AB-Serum ist nachweidlich in der Lage die Infektionsrate von
viralen Partikeln zu beeinflussen (Voisset et al., 2005). Um diesen Einfluss in
unserem System zu testen, wurden Infektionsexperimente unter Zugabe von
humanem AB-Serum durchgefihrt. Die Infektion der Zellen erfolgte generell
wiein 2.17.2 beschrieben. Dabei wurden alerdings wahrend der Infektion bis
Zu 50% des eingesetzten Zellkulturmediums durch humanes AB-Serum ersetzt.

2.17.4. Einflussvon DEAE-Dextran auf die Pseudotyp-Infektion

Vorausgehende Studien mit HIV Pseudotypen (HIVpp) haben ergeben, dass
DEAE-Dextran die Infektiositét viraler Partikeln steigern kann (Meyerhans,
unverOffentlichte Daten). Zur Untermauerung dieser Beobachtung wurden
analoge Infektionsexperimente mit HCVpp und VSVpp durchgefihrt. Die
Infektion der Zellen erfolgte generell wie in 2.17.2 beschrieben. Dabei wurden
den Infektionsansdtzen  alerdings DEAE-Dextran in  folgenden
Konzentrationen zugesetzt: 0, 5, 10 und 15 pg/ml.

2.17.5. Neutralisation viraler Pseudotypen durch rezeptor-spezifische
Antikorper

HCV-Pseudotypen sollten aufgrund ihrer nativen EL/E2- Oberfl&chenproteine
lediglich in Zellen eindringen konnen, die entsprechende “HCV-entry”
Faktoren auf ihrer Oberfléche besitzen. Die bedeutendsten HCV-Rezeptoren
zum Zeitpunkt unserer Analysen waren CD81 (Zhang et al., 2004), SR-BI
(Zeisdl et al., 2007) sowie CLDN-1 (Evans et al., 2007). Die Spezifité des
HCVpp-Eintritts wurde durch den Einsatz neutralisierender Antikorper
Uberprift, die in der Lage sein sollten durch Bindung der
Oberfl&achenrezeptoren den HCV pp-Eintritt zu hemmen. Die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Neutralisations-Experimente erfolgten dabei grundsétzlich in
96-L och-Gewebekul turpl atten.
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Durchfihrung:

Die Infektion der Zellen wurde generell wie in 2.17.2 beschrieben
durchgefiihrt. Die Ansédtze wurden allerdings vor Zugabe der viralen Partikel
mit Antikorpern gegen CD81 (50 - 100 pug/ml), SR-BI (aSR-BI Serum 1:50)
und CLDN-1 (CLDN-1 Serum 1:50) sowie mit den entsprechenden Kontroll-
Antikorpern (1gGk (50-100 pg/ml) und oRatten Serum 1:50) vorinkubiert.
Dazu wurde der ZellUberstand abgenommen und durch je 50 pl der
entsprechenden Antikorper-Verdinnung ersetzt. Die Vor-Inkubation erfolgte
fur eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank.

2.17.6 Neutralisation viraler Pseudotypen durch HCV-spezifische
Patienten-Antikor per

Bel Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion lassen sich Antikérper
nachweisen, die gegen die Oberflachenproteine des Hepatitis C Virus gerichtet
sind. Diese Antikorper haben in Abhéngigkeit vom jeweiligen Patienten und
dessen Krankheitsverlauf eine unterschiedlich stark neutralisierende Wirkung
(Steinmann et al., 2004). HCV-Pseudotypen sollten aufgrund ihrer nativen
E1/E2-Oberflachenproteine von diesen Antikdrpern erkannt und am Zelleintritt

gehindert werden.

Durchfihrung:

Die Infektion der Zellen erfolgte generell wie in 2.17.2 beschrieben. Die HCV -
Pseudotypen wurden allerdings mit HCV-spezifischen Patienten-Antikorpern
(100 pg/ml) vorinkubiert, bevor die Infektion der Zielzellen erfolgte. Als
Kontrollantikérper dienten 1gG HCV-negativer Individuen (100 pg/ml). Die
Vor-Inkubation erfolgte fur eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO,; im
Brutschrank.
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2.18. HCVcc-Partike

Lange Jahre gab es, bedingt durch die schlechte Replikationsfahigkeit von
HCV in Zdlkultur keine Moglichkeit den gesamten Replikationszyklus des
Hepatitis C Virus zu untersuchen. Mit der molekulare Klonierung des “JFH-1"
Genoms eines japanischen Patienten mit fulminanter Hepatitis gelang
alerdings ein Durchbruch in der HCV-Forschung (Lindenbach et al., 2005;
Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005). Dieses Virus-Isolat ist nach der
Transfektion in Huh7-Zellen in der Lage effizient zu replizieren und infektiose
Virus Partikel in den Uberstand zu sezernieren. Aufgrund ihrer Produktion in
Zellkultur werden diese viralen Partikel as HCVcc (“cell culture® HCV)
bezeichnet. Die Konstruktion von Hybrid-Genomen, die sich aus der JFH-1
Replicasse und den “coreto-NS2* Regionen anderer Virusisolate
zusammensetzen, haben das HCV cc-Forschungsspektrum noch erweitert. Auf
diese Weise wurden virale Partikel entwickelt, die starker infektios bzw. besser
an die Zdlkultur angepasst sind (Lindenbach et al., 2005; Pietschmann et al.,
2006). In dieser Arbeit wurden fur die HCVcc-Infektionen neben JFH-1
Partikeln auch JC-1 Partikel eingesetzt, welche sich aus Regionen des JFH-1
und Tellen des J6CF Genoms zusammensetzen. Zusdtzlich wurden zur
Kontrolle HCVcc-Partikel verwendet, in denen die Bereiche der
Strukturproteine E1 und E2 deletiert worden waren (DeltaE1E?2).

2.18.1. HCVcc-Infektionsstudien

Die in dieser Arbeit verwendeten HCVcc-Partikel wurden uns
freundlicherweise von Prof. Dr. T. Baumert (Louis Pasteur Universitét,
Strasbourg) zur Verfigung gestellt.

Am Vortag der Infektion wurden Huh7.5-Zellen mit 5x10* Zellen pro Ansatz
in 24 Loch-Platten ausgesédt und tber Nacht bel 37 °C und 5 % CO, kultiviert.
Die 24 Loch-Platten der entsprechenden Neohepatozyten wurden mit frischem
Zelkultur-Medium versetzt. Am néchsten Tag wurde der ZellUberstand
entfernt und die Zellen wurden mit gleichen Mengen der HCV cc-Partikeln
versetzt. Dabel erfolgte die Infektion der 24 Loch-Platten grundsétzlich mit
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200 pl HCVcc pro Ansatz. Anschlieffend wurden die Platten in den
Brutschrank transferiert, wo sie vier Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert
wurden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit je 500 pl
frischem Medium versetzt und erneut in den Brutschrank dberfihrt. Am
nachsten Morgen wurde der Uberstand entfernt und die Zellen wurden fir
weitere 48 Stunden in regul&rem Medium kultiviert. Drei Tage nach der
HCVcc-Infektion wurde der ZellUberstand entfernt und die Zellen wurden
durch Zugabe von jeweils 350 pl RLT-Puffer (RNeasy Kit, QIAGEN) lysiert.
Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Zellen bei -80°C gelagert. Die
Isolation der RNA sowie die entsprechenden RT-PCR Analysen zur Detektion
der HCV-RNA wurden freundlicherweise von Frau Dr. Mirjam Zeisel (Louis
Pasteur Universitét, Strasbourg) durchgefthrt.

2.18.2. Neutralisation der HCVcc-Infektion durch Rezeptor-spezifische
Antikorper

Die Spezifitdt des HCVcc-Eintritts wurde wie schon in 2.17.5. beschrieben,
durch den Einsatz neutralisierender Antikorper Uberprift. Diese sollten in der
Lage sein, durch Bindung der Oberfl&chenrezeptoren den HCV cc-Eintritt in
die Zelle zu hemmen. Die HCV cc-Neutralisations-Experimente erfol gten dabel
in 24-Loch-Gewebekulturplatten.

Durchfihrung:

Die Infektion der Zellen wurde generell wie in 2.18.1. beschrieben
durchgefuhrt. Die Ansétze wurden allerdings vor Zugabe der viralen Partikel
mit Antikorpern gegen CD81 (100 pg/ml) sowie mit den entsprechenden
Kontroll-Antikorpern  (IgGk (100 pg/ml)) versetzt. Dazu wurde der
ZellUberstand abgenommen und durch jeweils 150 pl der entsprechenden
Antikorper-Verdinnung ersetzt. Die Vor-Inkubation erfolgte fir eine Stunde
bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank.
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2.18.3. Hemmung der HCVcc-Replikation durch den Serin-Protease-
Inhibitor BILN-2061

Die Replikation der HCV-RNA hangt unter anderem stark von der Aktivitét
der viralen NS3-Serin-Protease ab. Vor einigen Jahren wurde ein spezifischer
Protease-Inhibitor entdeckt, der in der Lage ist, die HCV-Replikation sowohl
in vitro as auch in vivo zu hemmen (Hinrichsen et al., 2004; Lamarre et al.,
2003). Dieser ads BILN-2061 (Boeringer Ingelheim) bezeichnete Hemmestoff
wirkt peptidomimetisch und setzt schon in geringen Dosen die
Replikationsfahigkeit der HCV-RNA herab.

Durchfihrung:

Die Infektion der Zellen wurde generell wie in 2.18.1. beschrieben
durchgefiihrt. Den Ansétzen wurde allerdings in DM SO gel6stes BILN in einer
Endkonzentration von 2 uM zugesetzt. Dazu wurde die Stammldsung 1:10000
in PBS verdinnt. Zur Kontrolle wurde reines DMSO ebenfalls 1: 10000
verdinnt und parallelen Ansdtzen zugesetzt. Um wéhrend des gesamten
Experimentes eine konstante Hemmstoff-Konzentration beizubehalten, wurde
die BILN/DMSO Zugabe mit jedem Mediumwechsel wiederholt. Die
Volumina aler Ansétze wurden gleichgehalten, indem den Positiv-Kontrollen
mit jeder Zugabe des Hemmstoffs die gleiche Menge steriles PBS zugesetzt

wurde.

2.19. Durchflusszytometrie

2.19.1. Allgemeineszur Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder ,,fluorescence activated cell sorting® FACS-
Anayse stellt eine Methode zur Analyse von Einzelzellen auf der Grundlage
von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften dar. Wahrend des Mef3vorgangs
werden die Zellen durch Uberdruck stark beschleunigt, so dass sie beim
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Eintreten in die Mel3kammer vereinzelt und am Mef3punkt fokussiert werden
(hydrodynamische Fokussierung). Durch gleichzeitige Messung des Vorwarts-
und des 90°-Seitwartsstreulichtes wird die relative Zellgrofie beziehungsweise
die relative Zelgranularitdt von Einzelzellen bestimmt, wobel sowohl die
Granularitét als auch die Grof3e direkt mit der Lichtintensitét korreliert sind
(Abb. 2.5). Die Einheit der FACS-Analyse ist somit die relative Lichtintensitét.
Diese Darstellung erfolgt mit Hilfe eines sogenannten Punktwol kendiagramms,
»dot blot*, bei dem die beiden Werte gegeneinander aufgetragen werden. Mit
Hilfe eines ,,gates’ ist es weiter moglich, die zu analysierende Zellpopulation
weiter einzugrenzen (Abb. 2.5).

Die zu untersuchenden Zellen werden entweder direkt mit spezifischen
monoklonalen mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugierten Antikérpern oder mit
spezifischen  Antikorpern, gefolgt von fluoreszenzgekoppelten Anti-
Immunglobulinen, markiert. Mit Hilfe eines Argon-Lasers, der Licht mit einer
Wellenlange von 488 nm generiert, werden die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt
und das jeweils emittierte Licht schliefdlich Uber ein optisches System
gemessen. Der Mef3bereich in der FACS-Analyse gliedert sich in 1024 Kandle,
in welche die Zellen nach wunterschiedlicher Expression der
Oberflachenantigene, die sich in der Intensitét der Fluoreszenz widerspiegelt,
eingeteilt werden. Die Ergebnisse der Messungen wurden durch Erstellen von
Histogrammen beziehungsweise Punktwolkendiagrammen der Fluoreszenz 1
fur FITC (Fuorescein-Isothiocyanat) und ,,enhanced green fluorescent protein®
(EGFP), Fluoreszenz 2 fir PE (Phycoerythrin) und Fluoreszenz 3 fur PE-Cy5
(Phycoerythrin mit kovalent gebundenem Cyanin 5) verwendet. In der
vorliegenden Arbeit wurde ein FACScan der Firma Becton Dickinson benutzt.
Die Messung und Auswertung erfolgte mit Hilfe des CellQuest™ Programms
Version Mac App~ 3.0.1.
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Abb. 2.4.. Schematischer Aufbau enes fluoreszenzaktivierten Zellsorters

(“fluorescence activated cell sorter* (FACYS))
Zur durchflusszytometrischen Messung werden die Zellen der Probe zundchst mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern angefarbt. AnschlieRend werden sie durch Uberdruck stark
beschleunigt, so dass die Zellen beim Eintreten in die Meljkammer vereinzelt und am
Mel3punkt fokussiert werden. Die gleichzeitige Messung des Vorwérts- und des 90°-
Seitwértsstreulichtes ermdglicht dabei die Bestimmung der relative ZellgrofRe sowie der
relativen Zellgranularitét. Durch den enthaltenen Argon-Laser werden zudem die an die

Antikorper gebundenen Fluorochrome zur Lichtemission angeregt.

Die Analyse der einzelnen Zellpopulationen erfolgte, indem die Groflde
(Vorwartsstreulicht) gegen die Granularitdt  (90°-Seitwartsstreulicht)
aufgetragen und ein “gate’ Uber die Population der |ebenden Zellen gesetzt
wurde (Abb. 2.5.(A)). Die Expression der verschiedenen Antigene wurde mit
direkt bzw. indirekt markierten Antikorpern untersucht (Tab.2.1.). Die
Darstellung erfolgte in einem Histogramm. Zusétzlich wurden unmarkierte
Zellen as Negativkontrolle Uber das eigentliche Histogramm gelegt, um die
Zellen eindeutig als positiv identifizieren zu konnen (Abb. 2.5.(B)). Durch das
Setzen eines "Markers' lasst sich dann eine Statistik bezlglich des
prozentualen Anteils und der Fluoreszenzintensitét der Population berechnen.
Zur Auswertung der Histogramme wurde der prozentuae Anteil an
Oberfléachenantigen-positiven Zellen innerhalb des gesetzten “gates’ benutzt.
Gezahlt wurden in der Regel 30.000 Ereignisse, mindestens jedoch 5.000.
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Abb. 2.5.; Darstellung der GroRe und Granularitat von Huh7-Zellen (A), der
Expression von CD81 innerhalb der Zell-Population (B) und der
statistischen Auswertung (C)
Bel der Darstellung der GrofRe gegen die Granularitét konnen mit Hilfe eines “gates' nur die
lebenden Zellen in die Messung eingeschlossen werden (A). Innerhalb der Population wurden
als Histogramm die CD81-positiven Zellen dargestellt, zusétzlich wurde als Negativkontrolle
das Histogramm von unmarkierten Zellen dariiber gelegt (B). Durch das Setzen eines Markers
(M1) lasst sich eine Statistik beziiglich des prozentualen Anteils der CD81-positiven
Population berechnen (C). In diesem Fall sind 97,91% der Huh7-Zellen CD81 positiv. Nach
Subtraktion des Wertes an ungeférbten Zellen innerhalb des Markerbereichs (15,11%) ergibt
sich eine Population von 82,8%, die CD81 positiv sind.

Neben der Antigen-Expression wurde die FACS-Analyse zusétzlich zur
Detektion des fluoreszierenden Markerproteins EGFP verwendet (2.16). Die
Darstellung erfolgte dabel mit Hilfe eines Punktwolkendiagramms, bei dem die
EGFP-Fluoreszenz gegen die Zellgrof3e aufgetragen wurde (Abb.2.6).

62



Material und Methoden

A % B %
a ] ]
= % £
U =3 o "
= R2 =
N N ‘; o~
g 27 g =]
2 2
e o
— o -
-3 S 21
=5 ] =
2 =R st :
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Zellgrofie Zellgrofie
File: 010208.004 Acquisition Date: 01-Feb08 File: 010208011 Acquisition Date: 01Feb-08
Gate: G1 Gated Events: 21338 Gate: G1 Gated Events: 21402
Total Events: 34236 Total Events: 33353
Region Events % Gated % Totsl Region Events % Gated % Total
R1 21332 10000 6233 R1 21402 100.00 64.17
R2 54 0.16 Rz 2222 £.66
Abb. 2.6.; Analyse der EGFP-Expression in HCVpp-infizierten Huh7-Zellen

mittels Punktwolken-Diagramm

Nach Selektion der Iebenden Zell-Population (Abb.2x.(A)) wurde ein Ansatz nicht-infizierter
Huh7-Zellen (A) einer HCV pp-infizierten Probe (B) gegentibergestellt. Durch das Setzen eines
regionalen Markers (R2) lasst sich eine Statistik beziiglich des prozentualen Anteils der EGFP-
positiven Population berechnen (D). In diesem Fall sind 10,38% der Huh7-Zellen EGFP
positiv. Nach Subtraktion des Wertes an nicht-infizierten Zellen (C) innerhalb des
Markerbereichs (0,25%) ergibt sich eine infizierte Population von 10,13%, was einer MOI von
0,1 entspricht.

Die Selektion der zu untersuchenden Zellpopulation erfolgte auch hier, indem
zunéchst die GrolRe (Vorwértsstreulicht) gegen die Granularitéd (90°-
Seitwartsstreulicht) aufgetragen und ein “gate* Uber die Population der
lebenden Zellen gesetzt wurde (Abb. 2.5 (A)). Innerhalb dieser Population
wurde dann durch Setzen eines regionalen “Markers® (R2) der prozentuae
Antell EGFP positiver Zellen ermittelt. Als Referenzwert diente dabel ein “dot
blot* nichtinfizierter Zellen (Abb. 2.6 (A) und (C)). Gezéhlt wurden in der
Regel 15.000 Ereignisse, mindestens jedoch 5.000. Zur Auswertung der
Diagramme wurde der prozentuale Anteil EGFP-positiver Zellen innerhalb des
gesetzten “gates’ benutzt (Abb. 2.6 (B) und (D)).
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219.2. Farbung von  Oberflachen-Antigenen zum  durchfluss-
zytometrischen Nachwels

Um Proteine an der Zelloberflache nachweisen zu konnen, kénnen Zellen
direkt lebend mit Protein-spezifischen Antikdrpern geférbt werden. Alternativ
kann allerdings ebenfalls ein Nachweis auf fixierten Zellen erfolgen.

Verwendete L 6sungen:

FACS-Puffer
PBS (siehe 2.10.1)
FKS 2% (VIv)

Fixierl6sung (FACS-FIX)

NaCl 8,59
Paraformaldehyd (1 %) 109/
Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 7,4 eingestellt.

Durchfihrung:

5x10° bis 1x10° der zu untersuchenden Zellen wurden in ein FACS-Rohrchen
Uberfihrt und einma mit PBS sowie zweimal mit FACS-Puffer gewaschen.
Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation verworfen, und die Zellen
wurden in der verbleibenden Flissigkeit resuspendiert. Die bendtigten Mengen
an Antikorpern wurden in Vorexperimenten durch Titration bestimmt. Nach
Zugabe der erforderlichen Antikdrper wurde der Ansatz griindlich gemischt
und 30 bis 60 Minuten lang auf Eis im Dunkeln inkubiert. Bei fixierten Zellen
erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln. Anschlief3end wurden
die Zellen erneut zweima mit FACS-Puffer gewaschen. Wurde wahrend des
ersten Farbeschrittes ein unmarkierter Antikorper verwendet, so folgte nun eine
weitere Inkubation mit einem markierten Zweitantikorper. Nach erneutem
Waschen der Zellen wurden diese in 100 ul Fixierlosung aufgenommen. Die
fixierten Zellen konnten bis zur FACS-Analyse fir mehrere Tage im Dunkeln
bei 4°C aufbewahrt werden.
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2.19.3. Farbung von intrazellularen Antigenen zum durchfluss-
zytometrischen Nachwels

Um intrazellulére Proteine nachweisen zu koénnen, ist eine Permeabilisierung
der Zellmembran fixierter Zellen notwendig, die dem Antikorper den Eintritt in
die Zelle ermoglicht. Hierzu wurde Saponin, ein aus der Rinde des Baumes
Quillaya saponaria stammendes Protein, verwendet, welches in der Lage ist,
die Zelmembran zu permeabilisieren ohne die Morphologie der Zellen zu
beeinflussen (Jacob et al., 1991).

Durchfihrung:

Zunachst wurden 5x10° bis 1x10° der zu untersuchenden Zellen in ein FACS-
Rohrchen Uberfiihrt und zweimal mit FACS-Puffer gewaschen. Die Fixierung
der Zellen erfolgte bei Raumtemperatur durch 10-mindtige Inkubation mit 1 ml
BD Lysing Solution. Nach erneutem Waschen in FACS-Puffer wurden die
fixierten Zelen in 2 ml FACS-Puffer mit 0,1 % Saponin resuspendiert und
genau 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wurde der
Ansatz sechs Minuten lang bei 1.600 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Antikérper wurden direkt in die verbleibende FlUssigkeit
pipettiert, und die nachfolgende Farbung wurde, wie unter 2.19.2. beschrieben,
durchgefuhrt. Zentrifugationsschritte mit fixierten Zellen wurden grundsétzlich
bei 1.600 rpm durchgefuhrt.

2.20. Lichtmikroskopische Aufnahmen

Die morphologische Kontrolle der Zellen wurde mit einem Olympus CK X31
Forschungsmikroskop  (Institut  fir  Virologie,  Universitatskliniken
Homburg/Saar) durchgefihrt. Die fotographische Dokumentation erfolgte mit
einem Leica DM-IRB Mikroskop (Institut fur Virologie, Universitatskliniken
Homburg/Saar) mit einer Digitalkamera AxioCam Color der Firma Zeiss. Die
Auswertung der Bilder erfolgte welterhin  mittels AxioVison 3.0
Dokumentations-Software der Firma Zeiss.
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2.21. Fluoreszenzmikroskopie

Bel der Fluoreszenzmikroskopie handelt es sich um eine mikroskopische
Untersuchung, bei der die Fluoreszenzeigenschaft vieler organischer Stoffe zur
Visualisierung von Zellen oder Zellbestandteilen ausgenutzt wird. Das
fluoreszierende Agens ist dabei von Natur aus in der Zelle vorhanden

(“Autofluoreszenz*) oder wird von auf3en in die Zelle eingebracht.

2.21.1. Pseudotyp-Infektion mit fluor eszenzmikroskopischem Nachweis

Die starke Fluoreszenz des EGFP Markerproteins ermdglicht es, infizierte
Zellpopulationen nach ener Pseudotyp Infektion (siehe 2.17.) im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar zu machen.

Verwendete L 6sungen:

Fixierlsung

Paraformaldehyd (4 %) 40 g/l
in PBS (siehe 2.10.1)

Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 7,4 eingestellt.

Durchfihrung:

Die Zellen wurden am Vortag der Infektion auf Objekttréger adhéariert. Nach
einmaligem Waschen wurden die Ansétze wie in 2.17.2. beschrieben mit den
viralen Partikeln infiziert und fur 4 - 6 Stunden bei 37 °C und 5 % CO;
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Uberstand entfernt und
die Zellen wurden fur weitere 72 Stunden in regularem Zellkultur-Medium
kultiviert. Anschlief?end wurden die Zellen in PBS gewaschen und in der
Fixierlésung bei 4 °C fur 30 Minuten fixiert. Nach erneutem Waschen wurden
die Zellen durch eine jeweils 3 minitige Inkubation in 70%, dann 80% und
schliefdich 100% Ethanol in H,0 dehydratisert. Daraufhin erfolgte die
Fluoreszenzmarkierung der Zellkerne (siehe 2.21.3.).
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2.21.2. Farbung von intrazellularen Antigenen zum fluoreszenz-
mikroskopischen Nachweis

Bae der von Weller und Coons entwickelten Methode wird die
Nachweisempfindlichkeit fluoreszenzmikroskopischer Methoden mit der
strengen Spezifitét einer AntikOrperbindung verbunden (Weller & Coons,
1954). Somit lassen sich Antigene intrazelluldr lokalisieren. Zur Detektion
wird das Antigen durch einen spezifischer Antikdrper gebunden, der durch

seine Fluoreszenzmarkierung mikroskopisch nachgewiesen werden kann.

Verwendete L 6sungen:

Fixierl6sung

Paraformaldehyd (4 %) 40 g/l
in PBS (siehe 2.10.1)

Der pH-Wert wurde mit 1 N NaOH auf 7,4 eingestellt.

Permeabilisierungsl6sung
Triton X 100 0,2 % (viv)
in PBS (siehe 2.10.1)

Blockierl6sung
FKS 10 % (v/v)
in PBS (siehe 2.10.1)

Durchfihrung:

Die Zellen wurden am Vortag auf Objekttrager adhariert. Nach einmaligem
Waschen in PBS wurden die Zellen in der Fixierlosung fir 20 Minuten fixiert.
Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Ansétze dann fir 20 Minuten
mit der Permeabilisierungslosung auf Eis inkubiert. Daraufhin erfolgte nach
erneutem Waschen das Blockieren unspezifischer Bindungsstellen innerhalb
der Zellen. Fur diesen Schritt wurden die Ansétze fir 30 Minuten bei 37 °C in
der Blockierlosung inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem

67



Material und Methoden

fluoreszenzmarkierten Primarantikorper in Blockierlésung fur eine Stunde bel
37 °C. Nach viermaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen durch jeweils
3- mindtige Inkubation in 70%, dann 80% und schliefdlich 100% Ethanol in
H,0 dehydratisiert. Daraufhin erfolgte die Fluoreszenzmarkierung der
Zellkerne (siehe 2.21.3.).

2.21.3. Fluoreszenzmarkierung von Zellkernen

Zum Markieren der Zellkerne von fixierten Zellen wurde , VECTASHIELD®
mounting medium with DAPI“ der Firma Vector Laboratories verwendet. Das
darin enthaltene Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) besitzt eine hohe Affinitéat
zu Nukleinsauren und ist in der Lage, die Zellmembranen zu durchdringen. Die
durch Immunfluoreszenz geférbten (siehe 2.21.2.) oder durch Pseudotyp
Behandlung infizierten (siehe 2.21.1.) Zellen wurden mit einem Tropfen des
“VECTASHIELD® mounting medium with DAPI“ (iberschichtet. Zur
Versiegelung wurden die Zellen mit dem Deckgléschen bedeckt. Die so
behandelten Zellen konnten bis zur Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop

bei 4°C gelagert werden.

2.21.4. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde mit einem Olympus AX70 Mikroskop
(Institut far Humangenetik, Universitétskliniken Homburg/Saar) mit einer
Quecksilberlampe (HG100) als Lichtquelle durchgefiihrt. Die Dokumentation
erfolgte mit einer Digitalkamera der Firma Hamamatsu (DC C4742-95). Als
V erarbeitungssystem wurde das Metasystem ISIS verwendet.
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2.22.  Anhang: klinische Daten HCV-positiver Blutspender

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. F. Lammert (Innere
Medizin, Uniklinik Homburg/Saar) wurden Blutproben chronisch kranker
HCV -Patienten zur Differenzierung von Neohepatozyten (2.13) verwendet. Die
wichtigsten klinischen Daten dieser Spender sind in Tab.2.6 zusammengefasst.

Tab. 2.6 Klinische Daten HCV-positiver Spender (Stand 06.04.09; Dr. V. Zimmer)

-
= ) = = =
o 8 = 5 2 S z
< 2 Z Q » = =
0] < @) < =
@) I
I
Nor mal-
- - <15 - 10-35 <40 -
werte
HCV(+) .
39 3 6.500.000 1b 63 108 iF
Dol
HCV(#) LZ;
55 1) 360.000 1b 286 146
Do2 HZK
HCV(+)
78 Q 7.600 1b 15 150 LZ
Do3
HCV(+) LZ,
57 1) 130 la 32 180
Do4 HZK

[TU/ml] = internationale Einheiten pro Milliliter; Mal3einheit der Viruslast
[U/] = Einheiten/Liter; Mal3einheit der Enzymaktivitét

ALAT = Alanin-Amino-Transferase

yGT = gamma-Glutamyl-Transferase

iF = initiale Fibrose

LZ = Leberzirrhose

HZK = Hepatozelluldres Karzinom
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3. Ergebnisse

3.1. Humane Monozyten des peripheren Blutes lassen sich

zu leber zellartigen Neohepatozyten differenzieren

Die Differenzierung von leberzellartigen Zellen aus adulten Stammzellen ist
seit einigen Jahren neuer Ansatzpunkt verschiedener hepatischer Forschungen.
Die in dieser Arbeit etablierte Differenzierungsmethode basiert auf einer
modifizierten Methode nach Ruhnke et al., 2005.

3.1.1 Morphologische Verdnderungen bei der Differenzierung von

Monozyten zu Neohepatozyten

Humane Monozyten des peripheren Blutes wurden aus PBMC gesunder
Donoren isoliert und Gber sechs Tage in Anwesenheit von M-CSF, IL-3 und
humanem Serum zu PCMO Zéellen (“programmable cells of monocytic origin®)
differenziert (Abb. 3.1.1).

Abb. 3.1.1. Morphologie der  Neohepatozyten und der  entsprechenden
Vorlaufer zellen wahrend des Differ enzier ungspr ozesses

Humane Monozyten des peripheren Blutes (dO) wurden mittels Adhérenz von der PBL-

Population getrennt und fir sechs Tage in Zytokin-haltigem SH-Medium kultiviert. Die daraus

resultierenden PCMOs (d6) wurden anschlief3end fir weitere zehn Tage in FGF-4-haltigem

HA-Medium inkubiert, um die |leberzellartigen Neohepatozyten (d16) zu erhalten. Dargestellt

sind die jeweiligen Zellpopulationen in 20facher Vergrof3erung.

70



Ergebnisse

Alle 48 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel, durch den nicht-adhérente sowie
abgestorbene Zellen aus dem Ansatz entfernt wurden. Unter optimalen
Differenzierungsbedingungen bildeten die Zellen zwischen Tag 5 und 6 einen
konfluenten Zellrasen aus, der sowohl auf einer erfolgten Zellteilung (Zunahme
der Zellzahl), als auch auf einer Zunahme der Zellgrof3e basierte. An Tag 6
wurden die PCMO Zellen fur weitere zehn Tage in FGF-4-haltiges HA-
Medium Uberfihrt, um die hepatische Differenzierung zu Neohepatozyten
einzuleiten (Abb. 3.1.1).

Abb. 3.1.2. Morphologie primarer humaner Hepatozyten (PHH) und ausgereifter
Neohepatozyten

Dargestellt sind primére humane Hepatozyten (PHH, Prof. Dr. J. Hengstler, Universitat

Leipzig) im Vergleich zu Neohepatozyten (d20) in 40facher VergrofRerung im Lichtmikroskop.

Die Pfeile markieren morphologisch dhnliche Zellen beider Zellpopulationen.

Auch in dieser zweiten Differenzierungs-Phase musste der Mediumwechsel im
Zwei-Tages-Rhythmus erfolgen, um eine optimale Entwicklung der Zellen zu
gewdhrleisten. Nach einer Gesamtdauer von 16 Tagen zeigten die
resultierenden Neohepatozyten eine hexagonale Morphologie und wuchsen in
konfluenten Zellrasen, die groRe Ahnlichkeit zu Kulturen primérer humaner
Hepatozyten hatten (Abb.3.1.2).

Die Neohepatozyten zeigten im end-differenzierten Zustand eine sehr starke
Adhérenz zur Plastikoberflache ihres Zellkultur-Geféf3es und konnten nur
durch léngere Inkubation mit Akkutase schonend gelést und im Anschluss
untersucht werden. Wie in Tab.3.1.1 zu sehen, war die resultierende
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Neohepatozyten-Zahl in der Regel nicht direkt proportional zur eingesetzten
PBMC- bzw. Monozyten-Anzahl an Tag 0. Dabel ist zu beachten, dass die
ausgesite PBMC-Menge an Tag O mit einer Dichte von 3x10° Zellen pro cm?
festgelegt war, wdahrend der entsprechende Anteil an Monozyten in

Abhéangigkeit vom Donor grof3e Unterschiede aufweisen konnte.

Tab.3.1.1 Ausbeute an Neohepatozyten im Vergleich zur eingesetzten PBM C- und
M onozyten-Zellzahl

Angegeben sind jeweils die eingesetzten bzw. resultierenden Zellzahlen pro Flasche bzw. pro
Loch der Mehrlochplatte. Die PBMCs wurden immer in einer Dichte von 3x10%cm? ausgesét.
Die entsprechende Monozyten-Dichte sowie die resultierende Neohepatozyten-Anzahl waren

dagegen Donor-abhangig.

PBMC Monozyten Neohepatozyten
(do) (do) (d16)
2em” 23-36x10" | 22-5x10°
[ 7x10’ (2 2,6x107) (2 4x10°)
6,3-9,5x10" | 0,6-1,7x10’
2x10° (2 8,2x107) (2 1x107)
24-L och-Platte
1,2 -3x10° 0,5—2x10°
5x10° (@ 2x109) (2 1x109)
96-L och-Platte
4-65x10° 1,2-3,2x10°
1,25x10° (@ 4,8x10°) (2 3x10°)

Die Quantitdt der Monozyten Kkorrelierte dabei allerdings nicht mit der
Quantitét bzw. der Qualitét der resultierenden Neohepatozyten. Ein Donor mit
hohem Monozyten-Anteil in der PBMC Population brachte demnach nicht
automatisch eine grofRere Anzahl optima differenzierter Neohepatozyten
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hervor. Die in Tabelle 3.1.1 dargestellten Werte reprasentieren
Durchschnittswerte, die bel einigen Donoren deutliche Abweichungen zeigten.
Der Grofdteil der Donoren wies alerdings Zellzahlen auf, die sich um diese

Durchschnittswerte bewegten.

3.1.2 Neohepatozyten exprimieren leberzellspezifische Marker proteine

Mit dem Ziel, die Neohepatozyten als effizientes Zellsystem fiur HCV-
Infektionen zu nutzen, wurden die Zellen bezlglich ihrer Expression an
leberzellspezifischen Marker-Proteinen untersucht. Neben Albumin, dem
bedeutendsten Plasmaprotein, das von Hepatozyten sekretiert wird, wurden
auch die epithelialen Marker Cytokeratin-18 und -19 mit spezifischen
Antikorpern angeféarbt. Zusétzlich wurde die Expression der drel wichtigsten
HCV-Rezeptoren, CD81, SR-Bl sowie CLDN-1 mittels FACS analysiert
(Abb. 3.1.3). Neben der durchflusszytometrischen Analyse wurde die
Albumin-Produktion in Neohepatozyten zusdtzlich immunhistochemisch
untersucht (Abb. 3.1.4). Wie in beiden Abbildungen zu sehen, reagieren die
Neohepatozyten eindeutig positiv. mit  Antikorpern, die gegen das
Plasmaprotein Albumin gerichtet sind. Dartiberhinaus zeigt die FACS-Analyse
(Abb. 3.1.3) im direkten Vergleich mit Huh7-Zellen, dass Neohepatozyten alle
untersuchten Faktoren in vergleichbarem Mal3e wie die hepatische Zdlllinie
exprimieren.

Die detektierte Albumin-Synthese sowie die Cytokeratin-18 Expression
bestétigen dabei lediglich die in der Literatur gemachten Aussagen zum
hepatischen Charakter der Neohepatozyten (Ruhnke et al., 2005a; Ruhnke et
al., 2005b). Die fehlende Expression von Cytokeratin-19 belegt jedoch
zusétzlich, dass die Leberzell-ahnlichen Neohepatozyten Charakteristika reifer
Hepatozyten aufweisen. Gleichzeitig konnte mittels FACS-Anayse gezeigt
werden, dass die Neohepatozyten alle relevanten Rezeptoren exprimieren, die
fur eine HCV-Infektion nétig sind (Abb. 3.1.3 (B)). Diese Analogie bezlglich
der HCV-Zdleintrittsfaktoren  untermauerte die Vermutung, dass
Neohepatozyten ein potentielles Zellsystem fir HCV-Infektionsstudien

darstellen konnten.
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Abb. 3.1.3. FACS-Analyse zur Expression Hepatozyten-spezifischer Markerproteine
in Neohepatozyten und Huh7-Zellen

Die Férbung der Oberfléchen-Antigene erfolgte direkt auf den lebenden Zellen durch Zugabe
der Protein-spezifischen Antikorper. Die intrazelluléren Antigene wurden nach Fixierung der
Zellen und Permealisierung mittels Saponin angeférbt. Als Referenz wurde die hepatische
Zéelllinie Huh7 verwendet. Unspezifische Signale wurden durch den Einsatz spezifischer
Isotyp-Kontroll-Antikérper ausgeschlossen. Dargestellt ist die FACS-Anadlyse eines
reprasentativen Donors. (A) Expressionsstérke des Hepatozyten-spezifischen Proteins Albumin
sowie des epitheliadlen Markers Cytokeratin-18. Zusétzlich ist die fehlende Expression von
Cytokeratin-19 dargestellt, einem Protein, das lediglich in unreifen Hepatozyten exprimiert
wird. (B) Expression der drei wichtigsten Zell-Eintrittsfaktoren des Hepatitis C Virus: CD81,
SR-BI und Claudin-1.
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Negativkontrolle aAlbumin (1:500)

Abb. 3.1.4. Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Albumin-Expression in
Neohepatozyten

Die Neohepatozyten wurden auf Objekttréger adhériert und intrazelluldr mit FITC-gekoppelten

aAlbumin-Antikérpern angeféarbt. Anschlieend wurden die Zellkerne mit DAPI markiert und

am Fluoreszenzmikroskop analysiert. Die Negativkontrolle zeigt Neohepatozyten des gleichen

Donors, die mit entsprechenden Kontroll-Antikdrpern (algG-FITC) angefarbt wurden. Die

Analyse wurde mit acht unterschiedlichen Donoren durchgefiihrt. Dargestellt ist das Ergebnis

eines reprasentativen Donors.

3.1.3 miRNA-Expression in Neohepatozyten

Da die nicht-kodierende miRNA122 einen Einfluss auf den viraen
Lebenszyklus von HCV haben kann (Jopling, 2008), wurden die
Neohepatozyten bezlglich ihres miRNA-Expressionsprofils untersucht. Die
quantitative miRNA-Analyse erfolgte dabei mittels RT-PCR am Institut fir
Innere Medizin, Homburg/Saar. Erste Untersuchungen ergaben dabei, dass die
Leberzell-spezifische  miRNA122 in Neohepatozyten exprimiert wird.
Vergleichende Anaysen mit Huh7-Zellen zeigten im weiteren Verlauf
alerdings, dass die Expressionsstarke in Neohepatozyten im Vergleich zur
hepatischen Zelllinie deutlich reduziert ist (personliche Mitteillung, Dr.
Vincent Zimmer, Innere Medizin, Homburg/Saar). Die genauen Daten zur
quantitativen Auswertung standen bis zur Fertigstellung dieser Arbeit leider
nicht zur Verfigung. Zudem wéren fir genauere Interpretationen zusétzliche
Anaysen notig, die belegen, in wie weit sich die Expressionsprofile von
Neohepatozyten, PHH und weiteren hepatischen Zelllinien unterscheiden.
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3.2.  Neohepatozyten sind effizient mit HCV-Pseudotypen

infizierbar

Die Untersuchung des HCV-Eintritts in hepatische Zellen schien aufgrund des
fehlenden Infektionssystems lange Zeit eine nicht zu Uberwindende Hirde in
der HCV-Forschung darzustellen. Erst die Entwicklung sogenannter HCV-
Pseudotypen (HCVpp) machte eine effiziente Untersuchung des Zeleintritts
maoglich (Bartosch et al., 2003; Hsu et al., 2003).

3.21 HCVpp zeigen eine selektive Infektitsitat gegenuber hepatischen
Zdllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten HCV-Pseudotypen wurden durch Co-
Expression dreier Plasmide (HIV Aenv, HCV E1-E2 sowie EGFP) in 293T
Zellen hergestellt. Die HCVpp enthaltenden Zell-Uberstande wurden durch
Ultrazentrifugation konzentriert und nach erfolgter Titration fir die
Infekti onsexperimente eingesetzt.

Die Titration der HCVpp erfolgte durch eine serielle Infektion von Huh7-
Zellen mit aufsteigenden Mengen der zu testenden Pseudotypen. Die
resultierende EGFP-Expression der infizierten Zellen wurde 72 Stunden nach
der Infektion mittels FACS-Analyse detektiert. VSV-G-exprimierende
Kontrollpseudotypen (VSVpp) wurden in analoger Weise hergestellt, nur dass
bei der Transfektion der 293T Zellen das HCV-E1-E2 Plasmid durch ein
Plasmid ersetzt wurde, welches die Expression des VSV-G-Proteins bewirkt.
VSV-Pseudotypen infizieren Zielzellen ohne spezifische Rezeptor- und
Z€lltyp-Bindung, wohingegen HCV-Pseudotypen, wie native Hepatitis C-
Viren, in ihrer Infektionsfahigkeit auf hepatische Zellen begrenzt sind. Um
diese Spezifitdt zu testen, wurden neben Huh7-Zellen auch HelLa-Zellen mit
aufsteigenden Volumina der generierten HCVpp infiziert. Wie in Abbildung
3.2.1 zu sehen, war im Fall der HeLa-Zellen keine Infektion mit HCVpp zu
detektieren. Die Huh7-Zellen zeigen im Gegensatz dazu bel zunehmender
HCVpp-Menge enen proportionalen Anstieg EGFP-positiver Zellen.
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Basierend auf diesen Titrationsversuchen wurde der Titer der einzelnen
HCV pp-Praparationen berechnet und fur weitere Infektionsversuche eingesetzt.
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Abb. 3.2.1. Infektion von Huh7- und HelL a-Zellen mit EGFP-markierten HCVpp in

aufsteigender MOl
Die entsprechenden Zellen wurden am Vortag der Infektion in 48-Loch-Platten ausgesdt und
am néchsten Tag in Abhangigkeit der erreichten Zelldichte mit HCVpp infiziert. Nach drei
Tagen wurden die Uberstande entfernt und die Zellen mittels FACS analysiert. Dargestellt ist
der durchschnittliche Anteil EGFP-positiver Zellen innerhalb der Gesamtpopulation. (A)
Punkt-Wolken-Diagramm (B) Saulendiagramm. Die Zuganglichkeit der HeLa-Zellen wurde in
drei unabhéngigen Infektionsversuchen untersucht, wéhrend die Infizierbarkeit der Huh7-
Zellen im Zuge jeder HCVpp-Titration getestet wurde. Dargestellt ist das Ergebnis eines

reprasentativen Infektionsexperiments.
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3.2.2 Neohepatozyten sind effizient mit HCVpp infizierbar

Die Infizierbarkeit von Neohepatozyten mit HCVpp wurde sowohl
durchflusszytometrisch als auch fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dazu
wurden die Zellen auf Objekttréger Uberfihrt bzw. direkt in der 96-Loch-Platte
mit HCVpp infiziert. Nach drei Tagen wurden die Zellen fixiert und mittels
durchflusszytometrischer Analyse bzw. Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.
Wie in Abb. 3.2.2 zu erkennen, war die Infektion mit den HCV-Pseudotypen
eindeutig detektierbar. Der gezeigte Bildausschnitt fokussiert dabel einen
Bereich des Objekttragers, in dem ein Grofdteil der Zellen infiziert ist. Da
jedoch lediglich mit einer MOI von 0,1 infiziert wurde, gab es auf dem
Objekttréger auch Bereiche, die eine geringere Dichte infizierter Zellen
aufwiesen. Wie spétere Abbildungen zeigen werden, war die Infizierbarkeit der
Neohepatozyten auch in der FACS-Analyse eindeutig nachweisbar (siehe
Abb.3.2.3 und 3.2.5).

HCVpp (MOI 0,1)

Abb. 3.2.2. Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der HCVpp-Infektion in
Neohepatozyten

Die Neohepatozyten wurden auf Objekttrager adhariert und mit HCVpp in einer MOI von 0,1

infiziert. Nach 3-tgiger Inkubation wurden die Zellkerne mit DAPI angeféarbt und am

Fluoreszenzmikroskop analysiert. (A) nicht infizierte (n.i.) Neohepatozyten, (B) mit HCV pp-

infizierte Neohepatozyten (MOI 0,1). Die Analyse wurde mit acht unterschiedlichen Donoren

durchgefiihrt. Dargestellt ist das Ergebnis eines représentativen Donors.
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Auch im Fall der Neohepatozyten sollte die Begrenzung auf hepatische Zellen
untersucht werden. Die Generation von Neohepatozyten basiert auf der
Annahme, dass Monozyten des peripheren Blutes durch einen zweigliedrigen
Prozess zu Hepatozyten-dhnlichen Neohepatozyten umprogrammiert werden
kénnen. Dabel werden die Monozyten zunéchst durch Zytokin-haltiges SH-
Kulturmedium zu sogenannten PCMO Zellen dedifferenziert. Diese Zellen
gelten as Vorlauferzellen der Neohepatozyten und sollen durch ihren
“dedifferenzierten” Zustand in der Lage sein, verschiedene Entwicklungswege
einzuschlagen. In enem zweiten Schritt werden diese PCMO-Zelen
anschlief3end durch das FGF-4-hatige HA-Medium dazu stimuliert, zu den
Leberzell-dhnlichen  Neohepatozyten heranzureifen. Die  hepatischen
Eigenschaften der Neohepatozyten sollten demnach erst in ihrem end-
differenzierten Zustand (>d16) zum Tragen kommen. Im Ruickschluss sollten
HCV-Pseudotypen demnach lediglich in der Lage sein, die Leberzell-ahnlichen
Neohepatozyten zu infizieren. Um diese These zu belegen, wurden Monozyten
des gleichen Donors gleichzeitig zu Makrophagen, PCMO-Zellen und
Neohepatozyten differenziert und anschlie?end mit der gleichen MOI
infektioser HCVpp inkubiert. Wie in Abb. 3.2.3 zu erkennen, waren die HCV -
Pseudotypen tatsachlich nur in der Lage enddifferenzierte Neohepatozyten zu
infizieren. Die entsprechenden PCMO-V orlauferzellen zeigten genauso wie die
Makrophagen der gleichen Ursprungspopulation keine Infizierbarkeit mit den
verwendeten HCV pp.

Bemerkenswerterweise zeigte die Infizierbarkeit der Neohepatozyten aber eine
starke Donor-abhangige Variabilitét. Wahrend 20 — 25 % der getesteten
Neohepatozyten nicht oder nur in sehr geringem Mal3e mit HCV pp infizierbar
waren, lieffen auch die Zellen infizierbarer Donoren Unterschiede innerhalb
ihrer jeweiligen Zellpopulation erkennen. Betrachtet man die Darstellung der
ZellgrolRe in Relation zur Zellgranularitét, so lassen sich beim Grofdteil der
analysierten Neohepatozyten zwei verschiedene Subpopulationen erkennen
(Abb. 3.2.4). Durchflusszytometrische Anaysen zeigten dabei in beiden
Subpopulationen vergleichbar starke Expressionen der getesteten Marker-
Proteine und identifizierten die jeweiligen Subpopulationen demnach als
Neohepatozyten. Was die unterschiedlichen Zell-Morphologien bedingt und
weshalb Donor-spezifisch Subpopulationen auftreten, konnte im Rahmen
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dieser Arbeit nicht geklat werden. Das Auftreten konnte dabei sowohl
unterschiedliche Differenzierungszustande, as auch verschiedene monozytére
Subpopulationen a's Ursache haben.
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Abb. 3.2.3. Vergleichende HCVpp-Infektion von Makrophagen, PCMO und
Neohepatozyten mit gleichem genetischen Hintergrund
Monozyten des peripheren Blutes wurden aus PBMC gesunder Donoren isoliert und durch
Stimulation mit unterschiedlichen Agenzien zu Makrophagen, PCMO sowie Neohepatozyten
differenziert. Anschlief?end wurden die Zellen mit der gleichen MOI infektibser HCVpp
inkubiert und nach drei Tagen durchflusszytometrisch analysiert. Verglichen wurden dabei die
resultierenden Zellpopulationen des gleichen Blutspenders. Dargestellt ist der prozentuale
Anteil EGFP-positiver Zellen innerhalb der jeweiligen Zellpopulation. Die Analyse wurde mit
sechs unterschiedlichen Donoren durchgefuihrt. Dargestellt ist das Ergebnis eines

représentativen Donors.
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Wéahit man nun bei der Analyse der HCVpp-Infektion zunéchst die
Gesamtpopulation vitaler Zellen (R1) und anschlief3end beide Subpopulationen
(R2/R3) aus, so lassen sich deutliche Unterschiede in Bezug auf die jeweilige
Infizierbarkeit erkennen (Abb.3.2.4). Wahrend die Subpopulation R2 meist
sehr gut infizierbar ist, zeigt die Subpopulation R3 deutlich geringere
Infektionsfrequenzen, die meist maximal so grof3 sind wie der prozentuae
Antell EGFP-positiver Zellen in der Gesamtpopulation R1 (Tab.3.2.1). Da
jedoch nicht alle Neohepatozyten diese deutliche Unterscheidung der einzelnen
Subpopulationen erkennen lieffen und die Daten vergleichbar bleiben sollten,
wurde bei den nachfolgenden Experimenten immer die Gesamtpopulation R1

zur Auswertung herangezogen.
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Abb. 3.2.4. I nfektion neohepatischer Zellpopulationen mit HCV-Pseudotypen

(A) Darstellung der GroRe und Granularitdt von Neohepatozyten mit Selektion der
Gesamtpopulation an lebenden Zellen (R1) sowie der Unterteilung der Zellen in die
Subpopulationen R2 und R3. (B) Vergleich der HCVpp-Infektitsitdt der unterschiedlichen
Neohepatozyten Zellpopulationen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil EGFP-positiver Zellen
innerhalb der jeweiligen Zellpopulation. Die Ergebnisse von vier représentativen Donoren sind

angegeben.
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Tab.3.21 Vergleich der HCVpp-Infektion neohepatischer Zellpopulationen

Neohepatozyten verschiedener gesunder Donoren wurden mit HCVpp in einer MOI von 0,1 -
0,2 infiziert und nach dreitagiger Inkubationsdauer durchflusszytometrisch analysiert. Dabei
wurden die Proben als Gesamtpopulation der lebenden Zellen (R1) selektiert bzw. in eine der
beiden Subpopulationen (R2/R3) unterteilt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil EGFP-

positiver Zellen innerhalb der jeweiligen Zellpopulation.

HCV pp-Infektidsitat

R1 R2 R3 R1 R2 R3
Dol 51% | 92% | 3,7% Do 6 48% | 14% | 44%
Do2 68% | 72% | 39% Do7 93% | 62% | 101%
Do3 44% | 153% | 2,7% Do 8 55% | 11% | 1,0%
Do4 63% | 11% | 20% Do9 07% | 1,0% | 04%
Do5 02% | 06% | 0,2% Dol10 24% | 69% | 03%

3.2.3 Die Infektionsfrequenz von HCVpp ist durch humanes Serum
beeinflussbar

Waéhrend der Etablierung des HCVpp-Infektionssystems as Werkzeug zur
HCV-Analyse wurde herausgefunden, dass Lipide einen positiven Einfluss auf
die HCV pp-Infektion haben kdnnen (Voisset et al., 2005). Durch Zugabe von
humanem Serum konnte beispielsweise die Infektionsfrequenz in Huh7-Zellen
um den Faktor 3 gesteigert werden. Verantwortlich hierfir war vornehmlich
das im Serum enthaltene HDL, der natirliche Ligand des SR-Bl Rezeptors
(Voisset et al., 2005). Zur Uberpriifung dieses Effektes im Neohepatozyten-
Z€llsystem wurden auch hier HCV pp-Infektionen unter Zugabe von humanem
AB-Serum durchgefihrt. Wie in Abbildung 3.2.5 zu erkennen, fuhrte das
Serum auch im Falle der Neohepatozyten zu einer Erhdhung der
Infektionsfrequenz. Die Zunahme war dabel alerdings sowohl Donor- a's auch

Serum-abhéangig. Wahrend beispielweise im Falle von Donor 1 eine Steigerung
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um den Faktor 3 erreicht wurde, konnte bei Donor 2 nur eine Erhdhung um den
Faktor 1,5 beobachtet werden. Im Rahmen dieser Infektionsstudien wurden
Experimente mit verschiedensten Seren (kommerziell erworben bzw. autolog)
und zahlreichen Donoren durchgefihrt. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass sich humanes Serum immer auf die Infektionsfrequenz auswirkt,
wenn auch nicht immer positiv. Manche neohepatische Zellpopulationen
wurden durch die Zugabe von humanem Serum in ihrer Infizierbarkeit sogar
Ahnliche HCV pp-
Infektionsexperimenten mit PHH gemacht (personliche Mitteilung, Dr. M.
Zeisel, Universitét Strasbourg).

Dieses Ergebnis fihrte letztlich dazu, dass die nachfolgenden

eher  gehemmt. Beobachtungen  wurden  bei

Infektionsexperimente immer in Zellkulturmedien durchgefihrt wurden, denen
weder humanes noch fotales Serum zugesetzt worden war. So konnten Serum-

bedingte Einfllsse auf die Infektionsrate ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.2.5. Einfluss von humanem AB-Serum auf die HCVpp-Infektionsfrequenz in
Neohepatozyten

Neohepatozyten verschiedener gesunder Donoren wurden mit HCVpp in einer MOI von 0,1
infiziert. Dem Infektionsansatz wurde hitzeinaktiviertes, humanes AB-Serum (PAN Biotech)
zugesetzt. Die Analyse der Pseudotyp Infektion erfolgte nach drei Tagen mittels FACS.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil EGFP-positiver Zellen innerhalb der jeweiligen Gesamt-
Zellpopulation. Die Analyse wurde mit zehn unterschiedlichen Donoren durchgefiihrt.

Dargestellt ist das Ergebnis von zwei représentativen Donoren.
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3.24 Die Infektionsfrequenz von HCVpp ist durch DEAE-Dextran
beeinflussbar

Vorhergehende Studien mit HIVpp haben gezeigt, dass sich das Polysaccharid
DEAE-Dextran positiv auf die Pseudotyp-Infektion auswirken kann
(Meyerhans, unver 6ffentlichte Daten). Um diesen Einfluss in unserem System
zu validieren, wurden Infektionsstudien unter Zugabe verschiedener Dextran
Konzentrationen durchgefihrt. Das DEAE-Dextran wurde den Zellen dabei
zeitgleich mit den HCV- bzw. V SV-Pseudotypen zugesetzt. Um eine Erhéhung
der Eigenfluoreszenz durch das Polysaccharid auszuschlief3en, wurden die
Zéellen in einem parallelen Ansatz zusétzlich mit den verschiedenen Dextran
Konzentrationen, aber ohne Pseudotyp versetzt. Dabei konnte allerdings in
keiner der getesteten DEAE-Dextran-Konzentrationen eine Erhohung der
Eigenfluoreszenz beobachtet werden. Wie in Abb. 3.2.6 zu erkennen, fuhrte
das DEAE-Dextran im HCVpp-Infektionssystem aber zu einer deutlichen
Steigerung der Infektionsfrequenz. Sowohl Huh7-Zellen, as auch
Neohepatozyten zeigten eine erhthte Rate EGFP-positiver Zellen, wenn die
Infektion in Anwesenheit von DEAE-Dextran durchgefihrt wurde (Abb.
3.2.6). Im Falle der Huh7-Zellen konnte mit steigender DEAE-Dextran-
Konzentration eine kontinuierliche Erhéhung der HCV pp-Infektionsfrequenz
beobachtet werden. Die Neohepatozyten erreichten dagegen durchgehend das
Infektionsmaximum schon bei einer DEAE-Dextran-Konzentration von 5
po/ml. Wurde die Polysaccharid-Konzentration im Infektionsansatz der
Neohepatozyten weiter erhoht (10 - 15 pg/ml) sank die HCV pp-Infektions-
frequenz wieder ab, alerdings nie unter den Referenzwert bei 0 pg/ml. Der
Grad der Infektionssteigerung lag im Falle der Neohepatozyten deutlich hoher
alsin den Huh7-Zellen. Wahrend die HCV pp-Infektionsfrequenz in den Huh7-
Zellen maximal um den Faktor 2,3 erhoht wurde, erreichten einige
Neohepatozyten eine Steigerung um den Faktor 4. Betrachtet man im
Vergleich dazu den Einfluss von DEAE-Dextran auf die Infektion mit VSV pp,
so wird deutlich, dass sich das Polysaccharid nicht merklich auf die VSV pp-
Infektion auswirkt (Abb. 3.2.6). Aufféllig war lediglich, dass die DEAE-

Dextran-Konzentration einen Einfluss auf die Morphologie der Zellen im
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VSV pp-System hatte. Auf was sich dieser Umstand zurtckfihren l&sst, bleibt
alerdings Gegenstand zukinftiger Studien.
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Abb. 3.2.6. Einfluss von DEAE-Dextran auf die Infektionsfrequenz von HCVpp und
VSVpp in Neohepatozyten und Huh7-Zellen
Neohepatozyten und Huh7-Zellen wurden parallel mit HCV pp bzw. VSVpp in einer MOI von
0,1 - 0,2 infiziert. Den Infektionsansétzen wurde dabei DEAE-Dextran in unterschiedlichen
Konzentrationen zugesetzt. Die Analyse der Pseudotyp-Infektion erfolgte nach 3 Tagen mittels
FACS. Dargestellt ist der prozentuale Anteil EGFP-positiver Zellen innerhalb der lebenden
Gesamt-Zellpopulation. Die Abbildung fasst das reprasentable Ergebnis von 4 Donoren und
einer Huh7-Infektion zusammen. Die Infektions-Steigerung ist dabei jeweils bezogen auf die

I nfektionsfrequenz ohne DEAE-Dextran-Zugabe.
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3.25 Neutralisation der HCVpp-Infektion durch Rezeptor-spezifische
Antikor per

HCV-Pseudotypen sind nachweidlich in der Lage, humane hepatische
Zdllinien sowie primédre Hepatozyten Rezeptor-vermittelt zu binden und tber
Oberfl&chenrezeptoren spezifisch in diese Zellen einzudringen (Bartosch &
Cosset, 2006). Diese Eigenschaft macht HCVpp zu einem wirkungsvollen
Instrument, um den Zelleintritt des Hepatitis C-Virus sowie die Antikorper-

vermittelte Neutralisation des Virus zu untersuchen.
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Abb. 3.2.7. Spezifische Hemmung der HCVpp-Infektion von Neohepatozyten und
Huh7-Zellen durch anti-CD81 Antikérper
Neohepatozyten und Huh7-Zellen wurden in 96-Loch-Platten kultiviert und eine Stunde vor
Zugabe des Infektionsansatzes mit Antikérpern gegen CD81 bzw. den entsprechenden
Kontroll-1gG versetzt (100 pg/ml). Anschlief3end wurden die Ansdtze mit HCVpp in einer
MOI von 0,1 infiziert. Die Analyse der Pseudotyp-Infektion erfolgte nach drei Tagen mittels
FACS. Dargestellt ist der prozentuale Anteil EGFP-positiver Zellen innerhalb der lebenden
Gesamtpopulation. Die Analyse wurde mit Neohepatozyten von zwdlf unterschiedlichen
Donoren durchgefuhrt. Dargestellt ist das Ergebnis vier représentativer Donoren. Die

Standardabweichungen wurden aus dem Mittelwert der jeweiligen Doppel ansétze berechnet.
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Um die Abhangigkeit der HCVpp-Infektion von den vorhandenen
Oberfl&chenrezeptoren zu testen, wurden Infektionsexperimente in An- und
Abwesenheit neutralisierender Antikorper durchgefiihrt. Dazu wurden in eéinem
ersten Experiment Antikorper eingesetzt, die spezifisch an den CD81-Rezeptor
binden. Diese wurden, ebenso wie die entsprechenden Kontrollantikorper
(I9Gk) auf eine Endkonzentration von 100 pg/ml verdinnt und eine Stunde mit
den Zellen vorinkubiert. Anschlief3end erfolgte die Infektion mit den HCV-
bzw. VSV-Pseudotypen. Wie in Abb. 3.2.7 zu erkennen, waren die CD81-
Antikorper in der Lage, die HCVpp-Infektion in den Neohepatozyten im
Vergleich zu Ansdtzen ohne Antikdrper um bis zu 75 % zu senken. Im Falle
der Huh7-Zellen war sogar eine Reduktion um bis zu 85 % moglich. Zwar ist
in den Kontrollansétzen unter Zugabe der 1gGk—Antikorpern ebenfalls eine
Abnahme der Infektionsfrequenz erkennbar, diese belauft sich aber auf
maximal 25 % und l&sst sich durch die relativ hohe Konzentration der
eingesetzten Antikorper erkldren. Bel Versuchen mit héheren Verdinnungs-
stufen war keinerlel Einfluss der Kontrollantikdrper zu sehen, allerdings war
auch die Wirkung der neutralisierenden Antikorper weniger deutlich.

Betrachtet man das analoge Kontrollexperiment mit VSVpp (Abb. 3.2.8) so
lasst sich erkennen, dass weder die HCV-spezifischen CD81-Antikdrper noch
die entsprechenden Kontrollantikdrper einen signifikanten Einfluss auf die
VSVpp-Infektion haben. Zwar sind leichte Schwankungen der
Infektionsfrequenz erkennbar und bei den Neohepatozyten ist eine geringe
Abnahme durch die CD81-Antikorper detektierbar, allerdings ist der Effekt
noch geringer as die Auswirkung der Kontrollantikorper im HCVpp-

Infektionssystem und daher nicht signifikant.
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Abb. 3.2.8. Einfluss von anti-CD81 Antikdrpern auf die VSVpp-Infektion von
Neohepatozyten und Huh7-Zellen
Neohepatozyten und Huh7-Zellen wurden in 96-Loch-Platten kultiviert und eine Stunde vor
Zugabe des Infektionsansatzes mit Antikérpern gegen CD81 bzw. den entsprechenden
Kontroll-1gG versetzt (100 pug/ml). Anschlief3end wurden die Ansétze mit VSVpp in einer MOI
von 0,1 infiziert. Die Analyse der Pseudotyp-Infektion erfolgte nach drei Tagen mittels FACS.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil EGFP-positiver Zellen innerhalb der lebenden
Gesamtpopulation. Die Analyse wurde mit acht unterschiedlichen Donoren durchgefiihrt.
Dargestellt ist das Ergebnis von vier reprasentativen Donoren. Die Standardabweichungen

wurden aus dem Mittelwert der jeweiligen Doppel ansétze berechnet.

In elnem zweiten Experiment wurde in gleicher Weise der neutralisierende
Einfluss von aSR-BI- und aCLDN-1-Antikdrpern auf die HCVpp-Infektion
untersucht. Dazu wurden die Zellen mit Ratten-Seren vorinkubiert, die
Antikorper gegen die extrazelluldren Doménen von SR-Bl und CLDN-1
enthielten. Diese Seren wurden ebenso wie das entsprechende Kontrollserum
1:50 verdunnt und eine Stunde vor der eigentlichen HCV pp-Infektion zu den
Zellen gegeben. Wie in Abb. 3.2.9 zu erkennen, wirken die aSR-BI- und
oCLDN-1-Antikorper wie schon die aCD81-Antikorper neutralisierend auf die
HCVpp-Infektion. Die Stérke der Antikorper-bedingten Hemmung zeigt zwar
Donor-abhangige Unterschiede, aber die Tendenz ist in Huh7-Zellen und
Neohepatozyten die gleiche. Wahrend die aCLDN-1-Antikorper die HCVpp-
Infektion in Neohepatozyten im Vergleich zum Ansatz ohne Antikdrper um bis
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zu 75 % senken, bewirken siein den Huh7-Zellen eine Senkung um etwa 55 %.
Die aSR-BI-Antikorper neutralisieren die HCV pp-Infektion im Vergleich zum
Ansatz ohne Antikorper um bis zu 76 % in Neohepatozyten und um etwa 70 %
in den Huh7- Zellen. Auch hier ist im Fall der verwendeten Kontrollantikorper
ein Rickgang um etwa 20 % zu erkennen. Dieser ist im Vergleich zur
spezifischen Hemmung aber nicht signifikant. Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass die neutraliserende Wirkung der getesteten Antikorper in
Neohepatozyten und Huh7-Zellen einen vergleichbaren Effekt hatte. Dies
belegt zum einen den Rezeptor-vermittelten Zelleintritt der HCVpp und
untermauert nochmals die Vergleichbarkeit der Neohepatozyten mit einem

hepatischen Zellsystem.

Oanti-CLDN1 Oanti-SRBEI EKontroll Serum M ohne Serum

110 +

100:

90:

SU:

70:

60:

50; A
40 A ]
30_

20_

10

0_

DolC Do2C Do3C DodC Huh?7

relative HCVpp Infektionsfrequenz (%)

Abb. 3.2.9. Neutralisation der HCVpp-Infektion in Neohepatozyten und Huh7-
Zellen durch Antikor per gegen SR-Bl und CLDN-1
Neohepatozyten und Huh7-Zellen wurden in 96-Loch-Platten kultiviert und eine Stunde vor
Zugabe des Infektionsansatzes mit Antikorper-Seren gegen SR-Bl, CLDN-1 bzw. einem
unspezifischen Kontroll-Serum versetzt (1:50). AnschlieRend wurden die Ansatze mit HCVpp
in einer MOI von 0,1 infiziert. Die Analyse der Pseudotyp-Infektion erfolgte nach drei Tagen
mittels FACS. Dargestellt ist der prozentuale Anteil EGFP-positiver Zellen innerhalb der
lebenden Gesamtpopulation. Die Analyse wurde mit acht unterschiedlichen Donoren
durchgefiihrt. Dargestellt ist das Ergebnis von vier représentativen Donoren. Die

Standardabweichungen wurden aus dem Mittelwert der jeweiligen Doppel ansétze berechnet.
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3.26 Einfluss von Patienten-spezifischen aHCV-Antikorpern auf die
HCVpp-Infektion

Obwohl die Rolle der humoraen Immunantwort im Falle von HCV nicht
genau definiert ist, sind im Serum bzw. Plasma chronisch infizierter HCV-
Patienten neutralisierende Antikorper gegen das Virus detektierbar (Yu et al.,
2004). Diese Antikdrper richten sich gegen unterschiedliche Epitope der HCV -
Oberfl&achenproteine E1/E2 und sind nachweislich in der Lage, eine Infektion
mit HCVpp im Huh7-Zellsystem zu neutralisieren (Haberstroh et al., 2008;
Pestka et al., 2007).
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Abb. 3.2.10. Einfluss Patienten-spezifischer aHCV-Antikérper auf die HCVpp-
Infektion in Neohepatozyten und Huh7-Zellen
Neohepatozyten und Huh7-Zellen wurden in 96-Loch-Platten kultiviert. Die HCV-
Pseudotypen wurden eine Stunde vor Zugabe des Infektionsansatzes mit affinitatsgereinigten
antiE1E2-Antikérpern verschiedener Patienten versetzt (100 pug/ml) und bei 37°C inkubiert.
Anschlielend wurden die Zellen mit einer MOI von 0,1 infiziert. Die Analyse der Pseudotyp-
Infektion erfolgte nach drei Tagen mittels FACS. Dargestellt ist der prozentuale Anteil EGFP-
positiver Zellen innerhalb der lebenden Gesamtpopulation. Die Analyse wurde mit acht
unterschiedlichen Donoren durchgefiihrt. Dargestellt ist das Ergebnis von vier représentativen
Donoren. Die Standardabweichungen wurden aus dem Mittelwert der jeweiligen

Doppelansétze berechnet.
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Um den Einfluss auf die HCVpp-Infektion von Neohepatozyten zu testen,
wurden Infektionsexperimente in Anwesenheit Patienten-spezifischer aHCV -
Antikorper durchgefiihrt. Dazu wurden oE1E2-Antikérper aus Serumproben
chronisch kranker HCV-Patienten isoliert und mittels Affinitatschromato-
graphie gereinigt (Dr. M. Zeisel, Universitdt Strasbourg). Die Kontroll-
antikdrper wurden aus HCV-negativen Serumproben gewonnen und analog
behandelt. Die infektibsen HCVpp wurden 90 Minuten mit den Antikorper-
Verdiinnungen (100 pg/ml) inkubiert, bevor die Infektion der Zellen erfolgte.
Das Ergebnis der Infektionsexperimente ist in Abb. 3.2.10 zusammengefasst.
Wie erwartet waren alle aHCV-Antikorper in der Lage, die HCV pp-Infektion
im Huh7-Zéllsystem um bis zu 70 % (aHCV#4) zu inhibieren.
Uberraschenderweise hatten die gleichen Antikorper in Neohepatozyten sehr
unterschiedliche Auswirkungen auf die Infektionsfrequenz. Wéhrend der
aHCV#4-Antikorper die HCV pp-Infektionsfrequenz aller Donoren um bis zu
55% reduzieren konnte, fihrten alle anderen Antikorper zu einem mehr oder
minder starken Anstieg der Infektionsfrequenz. Prozentual beliefen sich die
Zunahmen in Relation zum Antikorper-freien Ansatz auf +20 % bis +100 %
(Abb.3.2.10). Selbst die Kontrollantikorper wirkten mit Ausnahme von Donor
3D stimulierend auf die HCV pp-Infektion und erhéhten die Infektionsfrequenz
um bis zu 120 % (Donor 4D). Dieser unterschiedliche Effekt wirft die Frage
auf, ob im Falle der Neohepatozyten weitere wirtsspezifische Faktoren Einfluss
auf die HCVpp-Infektion haben konnten, die in der permanenten Huh7-
Zellkultur keine Rolle spielen.

Antikorper-bedingte Steigerungen der HCV-Infektion lief3en sich alerdings
schon im Vorfeld in hepatischen Zelllinien nachweisen (Meyer et al., 2008).
Dabel waren neutralisierende oHCV-Antikorper in der Lage, die HCVpp-
Infektion in Huh7-Zellen zu steigern, wenn sie dem Infektionsansatz in sehr
hohen Verdinnungen zugesetzt wurden. Aus diesem Grund wurden die
verwendeten oHCV-Antikorper in einer Dosis-Wirkungskurve mit vier
unterschiedlichen Konzentrationen (0, 25, 50, 100 und 200 pg/ml) getestet, um
mogliche Auswirkungen der Antikérper-Konzentration auf die Neutralisations-

Fahigkeit zu untersuchen. Die bisherigen Versuche lieferten alerdings kein
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zufriedenstellendes Ergebnis und missen mit weiteren Donoren und hoheren
Verdinnungsstufen wiederholt werden.

Die Untersuchungen von Meyer et al. ergaben jedoch zudem, dass die
Antikorper-vermittelte Steigerung der HCVpp-Infektion mit der Expression
von Fcy-Rezeptoren in Zusammenhang steht (Meyer et al., 2008). Durch den
Einsatz von aFcyR-spezifischen Antikorperfragmenten war in dem von ihnen
untersuchten Infektionssystem der Effekt der Antikorper-vermittelten
Infektionssteigerung inhibierbar. Dabel spielten v.a. Antikorper gegen RRI
(CD64) und RRII (CD32) eine Rolle. Entsprechende Antikérper gegen
FcyRIII (CD16) waren dagegen von geringerer Bedeutung. Um madgliche
Zusammenhange zwischen dieser Beobachtung und der Infektionssteigerung in
unserem Zellsystem zu untersuchen, wurde die Expression der grei Fc -
Rezeptoren (CD16, CD32, CD64) in Neohepatozyten und in den von uns
verwendeten Huh7-Zellen untersucht. Wie in Abbildung 3.2.11 zu erkennen,
lieffen sich alle drei Formen der Fcy-Rezeptoren in Neohepatozyten und Huh7-
Zellen nachweisen. Die Expressionsfrequenz lag dabei im Fall von CD16 (Fcy-
RII1) und CD32 (Foy-RIT) mit 50 % und 72 % in Neohepatozyten aber deutlich
hoher als die entsprechende Auspragung in den getesteten Huh7-Zellen (15 %
und 20 %). Die Expression von CD64 (F¢ -RI) war mit 85 % in den Huh7
Zellen zwar geringfigig hoher as in den getesteten Neohepatozyten (70 %),
aber da diesem Rezeptor eine untergeordnete Rolle bel der Antikorper-
vermittelten Infektionssteigerung zugeschrieben wird, ist die CD64-Expression
eher zu vernachléssigen. Da jedoch keine Angaben Uber entsprechende
Expressionsfrequenzen in den Huh7-Zellen der Literaturquelle vorliegt, konnen
keine Rickschlisse auf die Vergleichbarkeit der Systeme gemacht werden.
Nachfol gende Experimente muissten untersuchen, ob die Antikorper-vermittelte
Steigerung  in Neohepatozyten  ebenfalls durch  neutralisierende
Antikorperfragmente inhibierbar ist. Diese Fragestellung bleibt Gegenstand

weiterer Forschungen.
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Abb. 3.2.11. FACS-Analyse zur Expression von Fcy-Rezeptoren in Neohepatozyten
und Huh7-Zellen

Der Nachweis der Antigene erfolgte mittels FITC-markierten Primérantikérpern fur die Fg -

Rezeptor-Strukturformen CD16 (FcyRII), CD32 (FeyRII) sowie CD64 (FcyRlI). Dargestellt ist

die Reaktion der spezifischen Antikorper (grau) in Relation zur Bindung unspezifischer |sotyp-

Kontrollantikdrper. Als Referenz wurde die hepatische Zelllinie Huh7 verwendet. Dargestellt

ist die FACS-Analyse von Zellen eines reprasentativen Donors von insgesamt vier getesteten

Neohepatozyten-Préparationen.

3.2.7 Differenzierung von Neohepatozyten aus HCV-positivem

Patientenblut

Mit dem Ziel ein Patienten-spezifisches Zellsystem zu etablieren, musste im
Vorfeld gekléart werden, ob Neohepatozyten aus Frischblutproben HCV-
positiver Patienten generiert werden konnen. Dazu wurden zunéchst PBMC aus
Blutproben chronisch infizierter HCV-Patienten sowie aus Kontrollproben
HCV -negativer Donoren prapariert. Dabei fiel die Zellzahl isolierter PBMC in
den HCV-positiven Blutproben deutlich geringer aus as in den
Kontrollansdtzen. Durchschnittlich konnten aus 1 ml Blut gesunder Donoren
~9x10° PBMC isoliert werden, wahrend die gleiche Menge HCV-positives
Blut lediglich ~6x10° Zellen lieferte. Dieser Umstand resultiert u.a. aus der
Tatsache, dass die HCV-positiven PBMC stark mit Erythrozyten kontaminiert
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waren und daher doppelt so oft mit PBS gewaschen werden mussten. Die
letztlich resultierenden PBMC-Mengen wurden in gleicher Dichte gemal?
Protokoll ausgesdt und Uber 16 Tage in Neohepatozyten-Reifungsmedium
kultiviert. Anschlief3end wurde die Expression der bedeutendsten Zellmarker
(CD81, Albumin) sowie die Zugénglichkeit fir HCV-Pseudotypen kontrolliert.
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Abb. 3.2.12. Detektion der  Expression  hepatischer ~ Markerproteine in
Neohepatozyten aus HCV-negativen sowie HCV-positiven Blutproben
Durchflusszytometrische Analyse der GrofRe und Granularitdt der Neohepatozyten sowie der
Expression von CD81 und Albumin. Die CD81-Farbung erfolgte direkt auf den lebenden
Zellen durch Zugabe eines FITC-markierten Primérantikdrpers. Albumin wurde intrazellulér
nach Fixierung der Zellen und Permeadlisierung mittels Saponin angeféarbt. Der Nachweis
erfolgte dabei ebenfalls mit Hilfe eines FITC-markierten Antikdrpers. Dargestellt ist die
Reaktion der spezifischen Antikorper (grau) in Relation zur Bindung unspezifischer 1gG-FITC-
Antikorper. Dargestellt ist das reprasentative Ergebnis jewells eines HCV-negativen sowie

eines HCV -positiven Donors aus insgesamt sieben Frischbl ut-Préparationen.

Wie in Abbildung 3.2.12 zu erkennen, zeigten die aus Frischblut generierten
Neohepatozyten in der Darstellung von Gréf3e gegen Granularitét der Zellen
das gleiche Bild wie die standardméllig aus Leukozyten-Konzentraten
hergestellten Neohepatozyten. Sowohl bei den HCV-negativen Kontrollzellen,
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als auch im Fall der HCV-positiven Patientenproben liefden sich die beiden
charakteristischen Subpopulationen erkennen (Abb. 3.2.12). Im Vergleich der
CDB81-Expression zu der in “Standard-Neohepatozyten® und Huh7-Zellen
(Abb. 3.1.3), war kein signifikanter Unterschied in der Expressionsstarke
feststellbar. In der Albumin-Expression waren dagegen geringe Abweichungen
erkennbar: wéahrend in “Standard-Neohepatozyten® und Huh7-Zellen nahezu
ale Zellen Albumin-positiv waren (Abb. 3.1.3), lag die Expressionsstérke der
“Frischblut-Neohepatozyten® lediglich zwischen 70 % und 77 % (Abb.3.2.12).
Dies lésst sich dadurch erkléren, dass die Frischblut-Ansétze eine verstarkte
Reaktivitdt gegentber dem Kontroll-Antikorper zeigten. In nachfolgenden
Experimenten muss ene Kreuzreaktivitdét mit zelleigenen Strukturen
ausgeschlossen werden und gegebenenfals ein anderer Antikorper zum
Albumin-Nachweis eingesetzt werden. Generell kann jedoch gesagt werden,
dass die Differenzierung aus Frischblut-Proben HCV-positiver Patienten

erfolgreich verlaufen ist.

3.2.7.1. Frischblut-Neohepatozyten sind mit HCV-Pseudotypen infizierbar

Neben der analogen Differenzierbarkeit der Neohepatozyten aus
Frischblutproben musste ihre Infizierbarkeit mit HCV-Pseudotypen Uberprift
werden. Dazu wurden Infektionsexperimente mit Neohepatozyten aus HCV-
negativem und HCV -positivem Blut durchgefihrt. Die Infektion erfolgte in 96-
Loch-Platten und wurde durchflusszytometrisch ausgewertet. Wie in Abb.
3.2.13 eindeutig erkennbar, zeigten sowohl Neohepatozyten aus HCV-
positivem Blut als auch die entsprechenden Kontrollzellen eine Zuganglichkeit
fur HCVpp. Durch den Einsatz einer hoch konzentrierten HCV pp-Suspension
(1,5 x 10" iP/ml) konnten fast 58 % der Zellen mit HCVpp infiziert werden.
Dieses Ergebnis unterstreicht nochmals, dass Neohepatozyten sowohl aus
Leukozyten-Konzentraten, als auch aus Frischblutproben differenzierbar sind
und dass eine chronische HCV-Infektion der Donoren die Differenzierung zu
Leberzell-ghnlichen Zellen nicht behindert.
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Abb. 3.2.13. Infektion von Neohepatozyten aus HCV-negativen sowie HCV-positiven
Blutproben mit EGFP-markierten HCVpp

Die Zellen wurden mit der gleichen MOI (0,2 bzw. 0,6) infektiéser HCV pp inkubiert und nach

drei Tagen durchflusszytometrisch analysiert. Dargestellt ist der prozentuale Anteil EGFP-

positiver Zellen innerhalb der jeweiligen Zellpopulation. Dabei wurden die Daten von

insgesamt acht Frischblut-Proben analysiert. Dargestellt ist das reprasentable Ergebnis jeweils

eines HCV -negativen sowie eines HCV -positiven Donors.

3.3. Neohepatozyten lassen sich nicht produktiv mit HCVcc

infizieren

Die Analyse der HCV-Replikation war lange Zeit durch die verminderte
Replikationsfahigkeit des Virus in Zellkultur blockiert. Erst die Entwicklung
infektioser HCV cc-Partikel lieferte ein effektives Werkzeug zur Untersuchung
des viralen Replikationszyklus (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005;
Zhong et al., 2005).
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3.3.1 HCVcc-Infektion von Neohepatozyten

Neohepatozyten weisen durch ihre nachgewiesenen Leberzell-dhnlichen
Eigenschaften optimale Voraussetzungen auf, um as Wirtszellen fir eine
HCVcc-Infektion zu dienen. Um die Zuganglichkeit der Neohepatozyten fur
die virden Partikel zu testen, wurden die Zellen zunachst mit HCVcc
unterschiedlicher RNA-Isolate (JFH-1, JC1) infiziert. Gleichzeitig erfolgte eine
Kontroll-Infektion mit viralen Partikeln, die in analoger Weise, aber ohne die
HCV-Oberflachenproteine E1 und E2 generiert wurden (DeltaE1E2). Der
Nachweis der HCV-RNA erfolgte mittels RT-PCR. Zur Festlegung der
Detektionsgrenze wurde eine Standardkurve mit H,O und definierten Mengen
an HCV-RNA erstellt. Bei der anschliefienden Analyse wurden nur Signale
berlicksichtigt, die innerhalb der gemessenen Richtwerte lagen. Wie in Abb.
3.3.1 zu sehen, waren beide HCVcc-Genotypen in der Lage, sowohl die
Huh7.5-Zellen als auch die Neohepatozyten zu infizieren. Die DeltaE1E2-
Partikel waren dagegen innerhalb der Detektionsgrenze (<1x10* RNA-Kopien
pro ml) nicht nachweisbar. Im Fale der JFH-1-Partikd war die
Infektionsstérke in Neohepatozyten und Huh7.5-Zellen vergleichbar hoch. Bei
dem Neohepatozyten-Donor 1E waren 3x10* und bei Donor 2E 7x10* RNA-
Kopien pro ml detektierbar. Der Wert der Huh7.5-Zellen lag mit 5x10* RNA-
Kopien pro ml zwischen dem der beiden Neohepatozyten. Die JC1-Partikel
zeigten im Gegensatz dazu eine deutlich héhere Zuganglichkeit fir die Huh7.5-
Zellen (1x10° RNA-Kopien pro ml), wahrend die detektierte RNA-Menge im
Fall der Neohepatozyten vergleichbar hoch blieb (5-6 x10* RNA-Kopien pro
ml). Die Stérke der Infektion wich im Fall von JC1 in Huh7.5-Zellen demnach
um mehr als eine ganze Logarithmus-Stufe von der in den Neohepatozyten ab.
Um in den nachfolgenden Experimenten vergleichbare Ergebnisse in
Neohepatozyten und Huh7.5-Zellen erzielen zu kdnnen, wurden die weiteren
Experimente mit JFH1-HCV cc-Partikeln durchgefihrt.
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Abb. 3.3.1. RT-PCR Analyse einer HCVcc-Infektion von Neohepatozyten und
Huh7.5-Zellen

Neohepatozyten und Huh7.5-Zellen wurden mit den gleichen Mengen (200ul) infektioser
HCV cc-Partikel (JFH1, JC1) bzw. den entsprechenden Kontrollpartikeln (DeltaE1E2) versetzt
und 72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschlief3end wurden die Zellen lysiert und mittels
RT-PCR anaysiert. Dargestellt ist die Anzahl der HCV-RNA-Kopien pro ml in
logarithmischer Auftragung plus Standardabweichung. Als Kontrolle sind zusétzlich die
Signale nicht infizierter Ansétze gezeigt (n.i.). Die Abbildung zeigt das reprasentable Ergebnis
zweier Neohepatozyten sowie der Huh7-Zellen. Alle Reaktionen wurden dabei als Duplikat
durchgefuhrt.

3.3.2 DieHCVcc-Infektion von Neohepatozyten ist nicht produktiv

Die Spezifitat der HCV cc-Infektion musste in einem weiteren Schritt durch den
Einsatz verschiedener Kontrollsubstanzen validiert werden. Dabel wurden wie
schon im Fale der HCVpp-Infektion neutralisierende aCD81-Antikdrper
eingesetzt, um die Infektion Rezeptor-spezifisch zu hemmen. Desweiteren
wurde ein HCV-spezifischer Protease-Inhibitor (BILN-2061) eingesetzt, um
die Replikation der HCV-RNA in der Zelle zu unterbinden. Die verwendete
Serin-Protease lag dabei in DM SO gel6st vor, was zur Folge hatte, dass eine
zusétzliche Kontrollinfektion mit DM SO durchgefiihrt wurde.

98



Ergebnisse

(A) 10000000 1 HCVcc-Infektion
Huh 7.5
T 1000000 -
£
=5
2
o 100000 A
z
=4
:al.
= 10000
1000 T T . : g
ni. aCD81 algGk BILN DMSO PBS
(B) .
10000000 7 HCVec-Infektion EDonorlF
Neohepatozyten EDonor?F
E 1000000 4 ODonor3F
£
5
f 100000 -
; JRAn! L 11
S 10000 1 T
1000 T T T T T !

ni. aCDS1 algGk BILN DMSO PBS

Abb. 3.3.2. RT-PCR Analyse einer HCVcc-Infektion von Huh7.5-Zellen (A) und
Neohepatozyten unter Zugabe ver schiedener Hemmstoffe

Neohepatozyten und Huh7.5-Zellen wurden eine Stunde vor Infektionsbeginn mit
Verdinnungen der jeweiligen Antikorper (100 pug/ml) vorinkubiert. Anschlief3end wurden die
Zellen mit den gleichen Mengen (200ul) infektidser HCVcc-Partikel (JFH1) und den
entsprechenden Zusatzstoffen (BILN-2061 (1:30000), DMSO (1:30000), PBS) versetzt und
72 Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach der Zell-Lyse wurden die Ansédtze mittels RT-PCR
analysiert. Dargestellt ist die Anzahl der HCV-RNA-Kopien pro ml in logarithmischer
Auftragung plus Standardabweichung. Als Kontrolle sind zusétzlich die Signale nicht
infizierter Ansétze gezeigt (n.i). Alle Reaktionen wurden als Duplikat durchgefiihrt. Dabei
wurden die Daten von insgesamt acht verschiedenen Donoren analysiert. Dargestellt ist das
reprasentable Ergebnis dreier Neohepatozyten sowie der Huh7-Zellen. Die eigentliche
Detektionsgrenze der RT-PCR ist durch eine gestrichelte Linie markiert.
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Wie in Abb. 3.3.2 zu erkennen, konnte durch den Einsatz verschiedener
Kontrollsubstanzen gezeigt werden, dass die HCVcc-Infektion von
Neohepatozyten nicht effizient erfolgen kann. Wahrend im Falle der Huh7.5-
Zellen eine klare HCVcc-Infektion und Replikation detektierbar war,
Uberschritt das Signal der Neohepatozyten nur knapp die Detektionsgrenze der
RT-PCR (<1x10* RNA-Kopien pro ml). Zudem konnte im Gegensatz zum
Huh7-Zellsystem keine gezielte Hemmung durch die CD81-Antikorper oder
den Protease-Inhibitor BILN nachgewiesen werden. Demnach scheinen einige
HCV cc-Partikel in die Zellen eindringen zu kénnen, eine produktive Infektion
mit viraler Replikation und Partikel-Neubildung kann nach ersten
Erkenntnissen allerdings ausgeschlossen werden. Ahnliche Ergebnisse wurden
in HCVcc-Experimenten mit primaren Hepatozyten erzielt (Baumert,
unver offentlichte Daten). Die Vergleichbarkeit von priméren Hepatozyten und
Neohepatozyten deutet darauf hin, dass ex vivo préparierte Zellen deutliche
Unterschiede in der HCV Permissivitét aufweisen. Huh7-Zellen sind demnach
zwar as artifizielles Infektionssystem fur HCV einsetzbar, die Ergebnisse
spiegeln aber wahrscheinlich nicht die Gegebenheiten einer in vivo Situation

wider.

100
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4. Diskussion

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist neben dem humanen Immundefizienz-Virus
(HIV) ener der weltweit bedeutendsten viralen Infektionserreger des
Menschen. Wéhrend HIV as Retrovirus sein Genom in das Erbgut der
Wirtszelle integriert und dadurch persistiert, ist HCV als einziges RNA-Virus
in der Lage, ohne retrovirde Eigenschaften eine chronische
Infektionskrankheit zu verursachen. Infolge seiner hohen Mutationsrate
wahrend des Replikationsprozesses weist HCV eine ausgepragte genetische
Variabilitdt auf. Diese genetische Vielfalt steht der Entwicklung eines
praventiven oder therapeutischen Impfstoffes entgegen und macht HCV zu

einem globalen Gesundheitsproblem.

Bel etwa 75 % der Betroffenen verlauft die HCV-Infektion ohne aufféllige
klinische Symptomatik, wahrend etwa 25 % der Infizierten eine akute, zumeist
milde Hepatitis entwickeln. Fulminante Verlaufe sind sehr selten. Eine akute
HCV-Infektion kann durch eine frihzeitige IFN-Monotherapie in nahezu alen
Falen gehellt werden. Da die akute Phase allerdings grofitenteils
asymptomatisch verlauft, bleibt die Infektion héufig unerkannt und kann
unwissentlich weitergegeben werden. Problematisch ist, dass bis zu 85 % der
HCV-Infektionen in ene chronische Form Ubergehen. Im Falle ener
chronischen Infektion basiert die momentane Therapie auf einer kombinierten
Gabe von PEG-IFN-a und Ribavirin (Zeuzem et al., 2004a; Zeuzem et al.,
2004b). Durch die Kombinationstherapie konnte das dauerhafte Ansprechen
(sustained virological response) von Patienten, die mit verschiedenen HCV-
Genotypen infiziert waren, im Vergleich zur IFN-Monotherapie gesteigert
werden. Wahrend alerdings Patienten mit Genotyp 2 oder 3 in tber 80 % der
Féalle geheilt werden kénnen, sprechen bel chronisch-infizierten Patienten mit
Genotyp 1 lediglich 50 % auf die Medikation an (Feld & Hoofnagle, 2005).
Die genauen Faktoren, die den Therapieerfolg bedingen, sind dabei noch
weitgehend ungeklart. Die Identifikation viraler und Wirtszell-bedingter

Faktoren, die einen Einfluss auf das unterschiedliche Ansprechen der Patienten
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im Laufe einer HCV-Infektion haben, stellt daher eine grofde Herausforderung
der HCV-Forschung dar.

Die Analyse des gesamten HCV-Lebenszyklus war lange Zeit durch das Fehlen
eines geeigneten Zdlkultur- oder Kleintiermodells eingeschrankt. HCV-
Partikel aus dem Serum HCV-infizierter Patienten zeigen nur geringe
Infektitsitét in humanen, hepatischen Zellkulturen und Hepatozyten anderer
Sdugetiere, wie Leberzellen der Maus sind fur eine HCV-Infektion nicht
zuganglich (Flint et al., 2006). Daher konnten lediglich Schimpansen fir
grundlegende HCV-Studien herangezogen werden. Experimente mit Primaten
werfen allerdings schwerwiegende ethische Fragen auf und sind sehr zeit- und
kostenintensiv. Diese Limitierung warf die HCV-Forschung daher lange Zeit
zurick und wurde erst in den letzten Jahren durch die Entwicklung
verschiedener in vitro Modelle Gberwunden.

Die Entwicklung retroviraler HCV-Pseudopartikel machte dabei zum ersten
Mal klar, dass die Zuganglichkeit hepatischer Zellen fir eine HCV-Infektion
an das Vorhandensein bestimmter zellul&rer Faktoren gebunden ist (Bartosch et
al., 2003; Hsu et al., 2003). Die Gesamtheit dieser Faktoren ist auch jetzt noch
nicht ltickenlos geklart, aber im Laufe der letzten Jahre konnten zahlreiche
Proteine identifiziert werden, die als HCV-Eintrittsfaktoren unabdingbar sind.
Dazu gehdren CD81, SR-BI und einige Tight junction-Proteine, wie CLDN-1
und das erst kurzlich identifizierte Occludin. Die hepatische Zelllinie Huh?,
sowie abgeleitete Subklone dieser Leberzelllinie, exprimieren al diese
Faktoren und werden durch ihre HCV-Zuganglichkeit als “klassische
Infektionssysteme® fur HCV-Studien verwendet. Die Immortalisierung der
Zéellen fuhrte alerdings, ebenso wie die Langzeitkultur, zu einer immer
stérkeren Degeneration des Huh7-Genoms (siehe Abb.1.8.). Zudem kam es
durch die Selektion bestimmter Zellklone mit erhdhter HCV-Permissivitét (z.B.
Huh7.5) zu einer immer stérkeren Entfernung von den Bedingungen, die in
vivo wéahrend einer Leberzellinfektion vorliegen. Der Anspruch HCV-Studien
in einem physiologisch-relevanten Kontext durchzufihren, ist demnach an die

Entwicklung eines alternativen Zellsystems gekoppelt.
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4.1. Neohepatozyten als hepatisches Zellsystem

Die Notwendigkeit eines alternativen Systems fur HCV-Infektionen bildet die
Basis der vorliegenden Arbeit. Primére humane Hepatozyten (PHH) stellen
zwar die optimaen Zielzellen fir HCV-Experimente dar, aber ihre
Verfugbarkeit ist stark limitiert. Zudem sind die Etablierung und die
Langzeitkultur von PHHs sehr schwierig und die Zugéanglichkeit fur HCV-
Infektionen ist in vitro stark eingeschrénkt. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag
daher in der Etablierung und Anayse enes Monozyten-basierten
Infektionssystems fur HCV. Die dabel angewandte Differenzierung von
peripheren Blutmonozyten zu Leberzell-artigen Neohepatozyten beruht auf
einer modifizierten Methode nach Ruhnke et al., (2005). Im Vorfeld konnte
dabel bereits gezeigt werden, dass Neohepatozyten groRe Ahnlichkeiten mit
priméren Hepatozyten aufweisen, was Morphologie der Zellen, Expression
hepatischer Marker sowie verschiedene metabolische und sekretorische
Funktionen betrifft (Ruhnke et al., 2005a; Ruhnke et al., 2005b).

Die morphologischen Ahnlichkeiten zu PHHs konnten in dieser Arbeit
bestétigt werden (siehe 3.1.1). Neohepatozyten zeigen im lichtmikroskopischen
Bild eine hexagonale Morphologie und bilden konfluente Zellrasen, die in
ihrem Aussehen stark an Leberzell-Kulturen erinnern. Mit Hilfe von
durchflusszytometrischen Analysen konnten die hepatischen Eigenschaften der
Neohepatozyten zudem weiter bekraftigt werden (siehe 3.1.2). Den wichtigsten
Anhaltspunkt fur die Ahnlichkeit zu Leberzellen liefert dabei die starke
Albumin-Expression der neohepatischen Zellen. Albumin ist das bedeutendste
Plasma-Protein, das von Hepatozyten sekretiert wird und ist im menschlichen
Korper fur die Aufrechterhaltung des osmotischen Drucks verantwortlich. Die
Bildung und Sekretion des Proteins ist dabei auf Leberzellen begrenzt. In
Anaogie zu den Studien von Ruhnke et al. konnte gezeigt werden, dass die
Albumin-Expression in Neohepatozyten verstéarkt nachweisbar ist. Die
Expressionsstéarke Uberschreitet dabei z.T. sogar den Wert in Huh7-Zellen. Das
Parenchym der Leber besteht aus hepatischen Epithelzellen. Die detektierte
Expression von Cytokeratin-18, einem Bestandtell des zelluléren Zytoskellets
weist den epithelialen Charakter hepatischer Zellen auch in den untersuchten
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Neohepatozyten nach. Die fehlende Expression von Cytokeratin-19 legt zudem
nahe, dass es sich bei Neohepatozyten um Zellen mit dem Expressionsprofil
reifer Hepatozyten handelt. Neben diesen grundlegenden Faktoren konnte
zudem gezeigt werden, dass Neohepatozyten alle bis dato essentiellen
Rezeptoren exprimieren, die eine effektive HCV-Infektion bedingen. So konnte
neben dem Tetraspanin CD81 und dem Lipoprotein-Rezeptor SR-BI auch das
Tight junction-Protein CLDN-1 in Neohepatozyten nachgewiesen werden
(siehe 3.1.2). Der hepatische Charakter der Neohepatozyten konnte zudem
durch den Nachweis der Leberzell-spezifischen miRNA122 belegt werden
(siehe 3.1.3). Die Expression dieser miRNA ist auf Hepatozyten beschrankt
und funktionell fur die RNA-Replikation von Bedeutung (Jopling, 2008). Der
Umfang der miRNA-Expression ist zwar im Vergleich zu Huh7-Zelen
reduziert, aber das Vorhandensein der Leberzell-spezifischen miRNA in
diesem neuen Zellsystem unterstreicht nochmals die hepatischen Eigenschaften
der Neohepatozyten. Zusammenfassend ist es im Rahmen der vorliegenden
Arbeit also gelungen, humane Monozyten des peripheren Blutes durch

spezifische Wachstumsfaktoren zu Leberzell-artigen Zellen zu differenzieren.

Die genauen Mechanismen, die der Programmierung der Blutmonozyten
zugrunde liegen, sind bisher nicht genau geklart. Die Heterogenitdt von
Monozyten as Vorldufer von Makrophagen und DCs ist zwar keine
Unbekannte, aber das Verlassen des hamatopoetischen Entwicklungswegs war
bis dato nicht belegt. Reife Monozyten entstehen aus Vorlauferzellen des
Knochenmarks (Volkman & Gowans, 1965) und zeigen im peripheren Blut
unterschiedliche Morphologien (Gordon & Taylor, 2005). Die Zellen variieren
dabei sowohl in Grof3e, als auch in Granularitdt und erinnern damit an die
unterschiedlichen neohepatischen Zellpopulationen, die in der FACS-Analyse
erkennbar sind (siehe 3.2.4). Zwar treten diese Subpopulationen nicht in alen
Neohepatozyten auf, aber der Grofdeill der getesteten Spender zeigt
neohepatische Zellen, die sich in GrofRe und Granularitét unterscheiden. Ob
diesen morphologischen Unterschieden verschiedene Reifungszusténde oder
sogar unterschiedliche monozytére Vorlauferzellen zugrunde liegen, missen
kinftige Experimente klaren. Der Umstand, dass die Gesamtzellzahl der
eingesetzten Monozyten nicht direkt mit der Zellzahl und der Qualitét der
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resultierenden Neohepatozyten korreliert (Tab.3.2.1.), lasst alerdings die
Vermutung zu, dass bestimmte Monozyten-Subpopulationen fur die
Differenzierung der Neohepatozyten verantwortlich sind. Fur die Heterogenitét
des monozytdren Phanotyps wird ebenfalls angenommen, dass dieser die
Spezidisierung  bestimmter  Zellpopulationen in unterschiedlichem
physiologischem Kontext widerspiegelt (Gordon & Taylor, 2005). Dies lasst
vermuten, dass der Bedarf an Leberzellen und das Vorhandensein
entsprechender Stimuli die Entwicklung von Neohepatozyten auch in vivo
zulassen konnte. Diese Vermutung wird durch Transplantations-Studien mit
immundefizienten SCID/NOD-Mausen  gestitzt, die zeigten, dass
Neohepatozyten in vivo die Méauseleber repopulieren und humanes Albumin
produzieren kénnen (Ruhnke et al., 2005a). Ein funktioneller Ersatz von

Hepatozyten konnte bisher allerdings nicht nachgewiesen werden.

4.2. Neohepatozyten als I nfektionssystem fir HCV

Die Anaogien von Neohepatozyten und Huh7-Zellen in Bezug auf die
Expression hepatischer Marker lie3 auf die Zugéanglichkeit der Zellen fir
HCV-Infektionen schliefen. Mit Hilfe von EGFP-markierten HCV-
Pseudotypen konnte die Infizierbarkeit der Neohepatozyten schliefdlich belegt
werden (siehe 3.2.2). Die Spezifitdt der verwendeten HCVpp fir hepatische
Zellen wurde durch vergleichende Infektionsexperimente an Huh7- und HelL a
Zellen dokumentiert (siehe 3.2.1). Wéhrend die Huh7-Zellen, as hepatisches
System, das Markerprotein  EGFP in Abhéngigkeit der HCVpp-Dosis
exprimierten, zeigten die getesteten HelLa-Zellen keine Zuganglichkeit fir eine
HCV pp-Infektion. Die Beschrankung auf hepatische Zellen zeigte sich ebenso
durch komparative Infektionsexperimente mit Makrophagen, PCMO-Zellen
und Neohepatozyten (sieche 3.2.3). Wahrend die enddifferenzierten
Neohepatozyten durch ihre Leberzell-Eigenschaften mit HCVpp-Partikeln
infizierbar waren, konnten weder Makrophagen noch die entsprechenden
PCMO-Zéellen des gleichen Donors mit HCVpp infiziet werden. Die
unterschiedlichen Stimuli fdhrten demnach in der gleichen Monozyten-
Population nachweislich zu unterschiedlichen Entwicklungszustdnden. Die
PCMO-Zéllen stellen dabei zwar die direkten Vorldufer der Neohepatozyten
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dar, weisen aber im dedifferenzierten Zustand an Tag sechs keine
Zuganglichkeit far HCVpp-Infektionen auf. Erst die zehntégige
Differenzierungsphase unter Zugabe von FGF-4 induziert demnach die
hepatische Entwicklung der Vorlauferzellen. Der genaue Status der
hepatischen Differenzierung konnte dabei in kinftigen Experimenten durch
Expressions-Kinetiken untersucht werden. Dabel konnte der Level der
Albumin-Expression und das Signa der Leberzell-spezifischen RNA als
Mal3stab flr den Entwicklungsstatus herangezogen werden. In diesem Kontext
waére es zudem interessant zu erfahren, ob exogene miRNA122 die hepatische
Differenzierung sowie die Zuganglichkeit fur HCV-Partikel verbessern konnte.

Bemerkenswerterweise zeigen die Neohepatozyten im enddifferenzierten
Zustand eine Donor-abhangige Variabilitét der Infektionsfrequenz (siehe
3.2.2). Wéhrend 20-25% der Donoren insgesamt nicht oder nur sehr schwach
mit HCVpp infizierbar waren, konnten im Fal der infizierbaren
Neohepatozyten ebenfalls Unterschiede in der Infektionsfrequenz der
bestehenden Subpopulationen detektiert werden (siehe Tab.3.2.1). Da
alerdings nicht alle Neohepatozyten eine derartige Unterteilung in zwel
Subpopulationen erkennen lief3en, kann man davon ausgehen, dass die
unterschiedliche Infizierbarkeit auf unterschiedliche Entwicklungszustande der
Neohepatozyten zurtickzufihren ist. Die Expression der untersuchten
hepatischen Marker zeigte zwar keine bemerkenswerten Unterschiede in den
nicht-infizierbaren Zellpopulationen, aber die Zuganglichkeit fur die HCV-
Partikel kénnte z.B. durch die Expression von Faktoren bedingt sein, die nicht
Gegenstand unserer Untersuchungen waren. So wurde vor Kurzem ein weiteres
Protein entdeckt, dass unter Umstanden den Schlusselfaktor fir den HCV-
Eintritt in die Zelle darstellt (Ploss et al., 2009). Das beschriebene Protein
Occludin ist wie Claudin-1, Bestandteil der Tight junctions. Diese Protein-
Strukturen bilden eigentlich eine Diffusionsbarriere zwischen verschiedenen
Zellen und kontrollieren dadurch den Fluss von Molekilen tber das Epithel
(Abb. 4.1). Neueste Analysen haben alerdings gezeigt, dass genau diese
Faktoren essentiell sind, um den HCV-Eintritt in die Zelle zu gewahrleisten
(Evans et al., 2007; Meertens et al., 2008; Ploss et al., 2009). HCV verwendet
zwar die zuvor beschriebenen Rezeptoren CD81 und SR-Bl zur initiden
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Bindung an die Zelle, der spétere Kontakt mit CLDN-1 und Occludin scheint
allerdings den essentiellen Schritt fir den viraden Zelleintritt darzustellen
(Pietschmann, 2009). Die Expression von Occludin wurde in Neohepatozyten
bislang nicht getestet. Da dieser Faktor alerdings essentiell fur den HCV-
Eintritt ist, kann man davon ausgehen, dass permissive Neohepatozyten
Occludin exprimieren. Im Falle der nicht-infizierbaren Neohepatozyten sowie
der weniger zuganglichen Subpopulationen kénnte eine verminderte oder
fehlende Expression dieses Faktors eine Rolle spielen. Dies scheint v.a. daher
wahrscheinlich, da alle bisher getesteten Zelltypen, die CD81, SR-Bl, CLDN-1
und Occludin coexprimieren, permissiv fur eine HCV-Infektion waren (Ploss et
al., 2009).

" Gallengang

Abb.4.1. HCV-Eintritt in die Leberzelle

Tight junction Komplexe zwischen Leberzellen
bedingen die funktionelle Polaritét der Zellen.
HCV assoziiert im Blutstrom mit Lipoproteinen
und wechselwirkt mit verschiedenen Zell-
rezeptoren wie CD81 und SR-BI. Die effektive
Internaliserung des HCV-Partikels erfolgt an
Tight junction Komplexen und wird durch eine
direkte Wechselwirkung von HCV und CLDN-1
und/oder Occludin vermittelt (modifiziert nach
Pietschmann, 2009).

4.3. Einflussvon humanem Serum auf die HCV-I nfektion

HCV steht durch seine Interaktion mit dem LDL-Rezeptor und SR-BI
nachweislich mit Faktoren des Lipidstoffwechsels in Wechselwirkung
(Agnello et al., 1999; Voisset et al., 2005). Der LDL-Rezeptor ist dabei nicht
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essentiell fir den HCV-Eintritt und scheint lediglich die Bindung von HCV an
die Zelle zu erleichtern, wahrend SR-BI aktiv und unabdingbar am Zelleintritt
des viralen Partikels beteiligt ist (Dreux et al., 2009; Regeard et al., 2008;
Zeisel et al., 2008). SR-BI ist ein physiologisch relevanter Lipoprotein-
Rezeptor, der fur den Lipid-Austausch an der Membran verantwortlich ist
(Kozarsky et al., 1997; Rigotti et al., 1997). Seine Expression ist dabei auf die
L eber sowie steroidogene Gewebe begrenzt (Connelly & Williams, 2004).

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass HCV-Partikel aus Patientenisolaten mit
Lipoproteinen wie HDL oder LDL komplexiert sein konnen (Agnello et al.,
1999; Andre et al., 2002). Dies legt nahe, dass HCV in vivo mit Lipoproteinen
in Verbindung steht. Infektionsstudien, die sich mit diesem Thema befassten,
konnten belegen, dass Bestandteile des humanen Serums in der Lage sind, die
HCV-Infektion zu beeinflussen (Lavillette et al., 2005; Voisset et al., 2005).
HDL, der natiirliche Ligand von SR-BI ist dabei nachweislich in der Lage, den
HCV-Eintritt in hepatische Zellen zu erleichtern, wahrend oxidiertes LDL
(LDLo) e€ene inhibierende Wirkung auf den HCV-Eintritt hat. Die
unterschiedlichen Auswirkungen von humanem Serum konnten in der
vorliegenden Arbeit fUr das Neohepatozyten-Zellsystem bestétigt werden
(siehe 3.2.3). Wahrend einige humane Seren dabei Donor-abhangig die HCV-
Infektion bis um den Faktor 3 steigerten, hatten andere Seren einen eher
negativen Einfluss auf die HCV-Infektion. Genau dieser gegensétzliche Effekt
von humanem Serum konnte im Vorfeld auch in Huh7-Zellen gezeigt werden
(Lavillette et al., 2005) und untermauert nhochmals die Vergleichbarkeit der
beiden Zellsysteme.

Die Wechselwirkung von HCV mit Serum-Komponenten wie HDL konnte in
vivo unterschiedliche Wirkungen haben: zum einen kénnte die Uber HDL
vermittelte Interaktion mit Lipid-Rezeptoren die Bindung an die Zielzelle und
damit den HCV-Eintritt erleichtern, zum anderen konnten Lipide die virale
Oberflache “maskieren” und so dazu beitragen, dass HCV der Immunantwort
des Wirtes entgeht (Pumeechockchai et al., 2002; Thomssen et al., 1993).
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4.4. Einflussvon DEAE-Dextran auf die Pseudotyp-I nfektion

Die Steigerung der viralen Infektionsfrequenz ist im Falle von HCV von
grundlegender Bedeutung. In vitro Versuche mit Patienten-Isolaten sind bis
heute durch die geringe Infektiositdt der viralen RNA im Zellkulturmodell sehr
schwierig (Fournier et al., 1998; Kanda et al., 2006). Lediglich das RNA-Isol at
JFH-1, das auf den Erreger einer fulminanten Hepatitis zurlickgeht, zeigt
detektierbare Ergebnisse und wird fur die HCVcc-Produktion eingesetzt
(Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005).

Infektionsexperimente mit HIVpp haben vor kurzem gezeigt, dass das
Polysaccharid DEAE-Dextran die Infektionsfrequenz virder Partikel
beeinflussen kann (Meyerhans, unverotffentlichte Daten). Der beschriebene
Einfluss von DEAE-Dextran auf die Infektionsfrequenz von Viren wurde
bereits 1969 beschrieben (Fiadla & Saltzman, 1969), aber fur HCV nicht ndher
untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass DEAE-
Dextran infektionssteigernd im HCV pp-System wirkt (siehe 3.2.4). Wahrend
die Infektionsfrequenz in einem Kontrollexperiment mit VSVpp-Partikeln
nicht nachhaltig beeinflusst werden konnte, wurde die Infektion von HCVpp
sowohl in Huh7-Zellen als auch in Neohepatozyten gesteigert. Im Falle der
Huh7-Zellen konnte mit steigender DEAE-Konzentration eine kontinuierliche
Erhdhung der HCVpp-Infektionsfrequenz  beobachtet  werden. In
Neohepatozyten wurde das Infektionsmaximum dagegen schon bei einer
Konzentration von 5 pg/ml DEAE-Dextran erreicht (siehe Abb.3.2.6). Der
Grad der Infektionssteigerung lag dafir im Fall der Neohepatozyten bei einem
Faktor von maxima 4, wahrend die Infektionsfrequenz in den Huh7-Zellen
lediglich um den Faktor 2,3 erhoht werden konnte. Eine weitere Erhdhung der
Polysaccharid-Konzentration fihrte zu immer stérkeren, morphologischen
Veranderungen der Zellen und letztlich zum vermehrten Zelltod. Die Frequenz
der VSVpp-Infektion wurde im Gegensatz zu HCVpp und HIVpp weder in
Huh7-Zellen noch in Neohepatozyten durch DEAE-Dextran beeinflusst. Der
Unterschied konnte dabel im Zelleintritts-Mechanismus der viralen Partikel
liegen. Wahrend HCVpp- und HIVpp-Partikel spezifisch und Rezeptor-
vermittelt in die Zielzellen eindringen, infiziert VSV pp durch die Anlagerung
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an ubiquitéar vorkommende Oberflachenproteine. Der unterschiedliche Effekt
von DEAE-Dextran lasst demnach darauf schlief3en, dass das Polysaccharid die
Wechselwirkung zwischen den Oberflachenproteinen des Virus und
bestimmten Wirtszell-Rezeptoren beeinflusst. Dabei konnte die positive
Ladung von DEAE-Dextran die Virusbindung an die Zellen verstarken und
damit den viraen Eintritt in die Zelle erhbhen. Eine andere Mdglichkeit wére,
dass DEAE-Dextran durch Ladungseffekte oder Wechselwirkungen mit
bestimmten Proteinen intrazellulére Signalkaskaden ausldsen konnte, die eine
erhdhte Internaliserung des Virus bewirken. Die Unterschiede zwischen
HCVpp/HIVpp und den VSVpp-Patikeln konnte dabel in  der
Oberflachenladung der entsprechenden Glykoproteine liegen. Wahrend das
E1/E2-Heteromer der HCVpp sowie das GP120 der HIVpp bedingt durch ihre
Aminosauren-Zusammensetzung eine positive Ladung aufweisen, ist das
Protein-G der VSV pp-Partikel negativ geladen. Diese gegensétzlich geladenen
Oberflachenmolekile kdnnten demnach in unterschiedlicher Weise mit dem
positiv-geladenen DEAE-Dextran wechselwirken und so den viralen Eintritt in
verschiedene Richtungen beeinflussen. Die genauen Ursachen des
beobachteten Effektes zu ermitteln, bleibt allerdings Gegenstand zukinftiger
Forschungen.

45. Antikorper-vermittelte Effekte auf die HCV pp-I nfektion

Die infektionshemmende Wirkung von Antikorpern, die gegen die
Oberfléachenrezeptoren von HCV gerichtet sind, konnte in zahlreichen Studien
belegt werden (Cormier et al., 2004; Meertens et al., 2008; Meuleman et al.,
2008; Zeisdl et al., 2007). Diese Studien dienten im Vorfeld dazu, die
Spezifitdt des HCV-Eintritts Uber bestimmte Oberflachenmolekile
nachzuweisen. In der vorliegenden Arbeit konnte mit Hilfe spezifischer
Antikorper, die gegen die extrazelluldren Doméanen von CD81, SR-Bl und
CLDN-1 gerichtet waren, gezeigt werden, dass der HCVpp-Eintritt in
Neohepatozyten Uber die gleichen Rezeptoren vermittelt wird, wie in Huh7-
Zéllen (siehe 3.2.5). Kontrollexperimente mit VSV pp belegten zudem, dass nur
spezifische, Rezeptor-vermittelte virale Effekte tber die Antikorper inhibierbar

waren. Der Eintrittsmechanismus der HCV-Pseudotypen scheint in
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Neohepatozyten demnach in Bezug auf die verwendeten Rezeptoren dem in
Hepatozyten zu entsprechen und macht die Neohepatozyten zu einem

maoglichen, Personen-spezifischen Infektionssystem fur HCV-Studien.

Aktive und/oder passive Immunprophylaxe gegen HCV bleibt bisher ein
unerreichtes Ziel der viralen Forschung. Immunglobuline, die aus Patienten mit
chronischer HCV-Infektion isoliert wurden, konnten in enigen Félen
allerdings eine HCV-Infektion verhindern, wenn sie den gesunden Empfangern
vor der Exposition mit dem Virus verabreicht wurden (Farci et al., 1994,
Knodell et al., 1976; Piazza et al., 1997). Diese Beobachtungen legten nahe,
dass in chronisch erkrankten HCV-Patienten Antikorper existieren, die gegen
die Oberflachenproteine von HCV gerichtet sind und neutralisierend auf eine
HCV pp-Infektion wirken missten (Yu et al., 2004). Diese Antikdrper wurden
erfolgreich im HCV pp-System getestet und zeigten je nach HCV-Genotyp und
Subtyp unterschiedliche Neutralisationseffekte (Lavillette et al., 2005;
Logvinoff et al., 2004; Meunier et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurden Patienten-AntikOrper getestet, die
nachweidlich in der Lage sind, eine HCVpp-Infektion in Huh7-Zellen zu
neutralisieren (Haberstroh et al., 2008; Pestka et al., 2007). Uberraschender-
weise zeigten diese Antikorper im Neohepatozyten-System einen eher
gegensétzlichen Effekt (siehe 3.2.6). Wahrend die HCV pp-Infektionsfrequenz
durch die aHCV-Antikorper in Huh7-Zellen gegentiber dem Antikorper-freien
Ansatz deutlich gesenkt wurde, hatten die AntikOrper in den parallelen
Ansdtizen der Neohepatozyten fast durchgehend eine infektions-steigernde
Wirkung. Das Auftreten von Virus-spezifischen Antikorpern, die zur
Steigerung der viralen Infektidsitét fuhren, ist schon langer bekannt (Hawkes &
Lafferty, 1967) und konnten kirzlich auch fur HCV belegt werden (Meyer et
al., 2008). Ein solch kontrérer Effekt in hepatischen und Leberzell-artigen
Zellen ist unter analogen Versuchsbedingungen allerdings bemerkenswert.
Diese Unterschiede konnten dabel auf Personen-spezifische Faktoren
hindeuten, die im Huh7-Zellsystem verloren gegangen, aber fur die HCV-

Infektion primérer Zellen von Bedeutung sind.
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Fur Viren unterschiedlicher Familien ist belegt, dass sie Antikorper zur
Infektionssteigerung benutzen, indem der Virus-Antikorper-Komplex an
zellulére Fc-Rezeptoren bindet (Halstead, 1979; Porterfield, 1986; Robinson et
al., 1988). Dieser Effekt wurde kurzlich auch im Kontext von aHCV-
Antikorpern gezeigt (Meyer et al., 2008). Die Konzentration der verwendeten
Antikérper war in diesem Fall von entscheidender Bedeutung fur die
Infektionssteigerung. Antikorper, die unverdinnt neutralisierend auf die
HCVpp-Infektion in Huh7-Zellen wirkten, konnten bei hoher Verdinnung
einen infektionssteigernden Effekt induzieren. Auch in diesem Fall wurde der
Effekt mit zelluldren Fc-Rezeptoren in Verbindung gebracht, wobei v.a. CD64
(FcRI) und CD32 (FcRII) eine entscheidende Rolle spielten. Durch FACS-
Anaysen konnte das Vorhandensein von Fc-Rezeptoren auch im
Neohepatozyten-System belegt werden (siehe Abb. 3.2.11). Da Fc-Rezeptoren
in vivo vornehmlich in Monozyten und Makrophagen von Bedeutung sind,
konnte der monozytare Ursprung der Neohepatozyten die unterschiedlichen
Effekte der Antikorper erkldren. Neohepatozyten reagieren als primére Zellen
wahrscheinlich verstarkt auf das Auftreten von Fc-Rezeptor-spezifischen
Antikorper-Komplexen und zeigen damit unabhangig von der eingesetzten
AK-Konzentration infektionssteigernde Effekte. Inwieweit die Infektions-
Steigerung alerdings genau mit der Antikérper-Konzentration verknupft ist
und ob Fc-Rezeptor-spezifische Antikorper diesen Effekt aufheben kdnnen,

mussen kinftige Experimente zeigen.

4.6. HCVcc-Infektion von Neohepatozyten

Die genauen Mechanismen, die wahrend der HCV-Replikation in der Leber
ablaufen, sind bisher nur teilweise verstanden. Die liegt u.a. daran, dass
primére Hepatozyten-Kulturen nicht oder nur sehr ineffizient mit Direkt-
Isolaten aus Patienten infizierbar sind (Williams & Sen, 2003). Erst die
Entwicklung der Zellkultur-basierten HCVcc-Partikel machte genauere
Replikationsstudien moglich. HCV cc-Partikel sind infektios gegentiber Huh7-
Zellen (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005),
Schimpansen (Lindenbach et al., 2006; Wakita et al., 2005) und Méausen mit
menschlichen Leberzell-Transplantaten (Lindenbach et al., 2006). HCVcc-
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Infektionen mit primdren, humanen Hepatozyten zeigten dagegen nur
unzureichende Ergebnisse (Baumert, unver 6ffentlichte Daten). Ebenso konnte
im Neohepatozyten-System keine produktive HCV cc-Infektion nachgewiesen
werden (siehe 3.3). Die viraen Partikel konnten zwar zum Teil in die Zellen
eindringen und das z.T. in vergleichbarer Effizienz wie in Huh7-Zellen (siehe
3.3.1), aber die HCVcc-Infektion war in Neohepatozyten Uber oCD81-
Antikorper nicht effektiv inhibierbar (siehe 3.3.2). Dies belegt, dass der Eintritt
der HCVcc-Partikel nicht Rezeptor-vermittelt erfolgt. Zudem zeigt die
fehlende Wirksamkeit des HCV-spezifischen Protease-Inhibitors BILN-2061,
dass keine effektive Replikation der viralen RNA in Neohepatozyten erfolgt
(siehe 3.3.2). Die vergleichbaren Daten von Neohepatozyten und PHH weisen
darauf hin, dass Neohepatozyten dem in vivo-Status einer Leberzelle dhnlicher
sind as Huh7-Zellen. Allerdings macht die fehlende Anwendbarkeit von
HCVcc-Partikeln deutlich, dass Neohepatozyten zwar als Modellsystem fir
den HCV-Eintritt verwendet werden konnen, as Replikations-Modell hingegen
nicht dienlich sind. In diesem Kontext sollten kinftige Studien die miRNA122-
Expression in Neohepatozyten und PHH nadher untersuchen. Die Leberzell-
spezifische mMiIRNA122 ist nachweislich unabdingbar fir eine effektive HCV-
Replikation. Im Rahmen dieser Arbeit hat sich herausgestellt, dass miR122
zwar in Neohepatozyten exprimiert ist, die Stérke der Expression allerdingsim
Vergleich zu Huh7-Zellen deutlich reduziert ist. Sollte sich herausstellen, dass
Neohepatozyten und PHH vergleichbare miRNA-Profile aufweisen, kénnte
unter Umstéanden eine Modulation durch exogene miRNA122 die HCV-
Replikations-Effizienz in beiden Zellsystemen verbessern und damit eine

HCV cc-Infektion ermdglichen.

4.7. Neohepatozyten als personalisiertes I nfektionssystem

Betrachtet man die Anwendungsperspektiven der neohepatischen Zellen, so
konnte der Aspekt der fehlenden HCV-Replikation allerdings auch von Vortell
sein. HCV ist eine Hauptursache fir Lebertransplantationen. Durch die hohe
Inzidenz von Lebererkrankungen sind immer mehr Menschen auf
Spenderorgane angewiesen. Der medizinische Bedarf kann allerdings aufgrund

der hohen Nachfrage nicht gedeckt werden. Aus diesem Grund wurde in den
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letzten Jahren immer mehr an der Mdglichkeit von Leber- und Stammzell-
Transplantationen geforscht (Ruhnke et al., 2005a; Wagers & Weissman,
2004). Die Transplantation gesunder Organe oder Leberzellen birgt immer die
Gefahr einer Reinfektion mit zirkulierenden HCV-Partikeln. Neohepatozyten
hatten somit zahlreiche Vorteile gegenliber transplantierten Hepatozyten. Zum
einen konnten die hepatischen “Ersatzzellen® aus autologen Korperzellen
gewonnen werden und so eine Abstol3ungsreaktion verhindert werden und zum
anderen wirden die Neohepatozyten die Leberzellen nicht nur partiell
funktionell ersetzen, sondern zudem einer wiederholten Infektion mit HCV
resistent gegentberstehen.

Die generelle Anwendbarkeit von Neohepatozyten als Patienten-spezifisches
Zellsystem konnte in der vorliegenden Arbeit bereits durch die Generation von
Neohepatozyten aus HCV-positivem Patientenblut belegt werden (siehe 3.2.7).
Ware es moglich Patienten-Neohepatozyten ins Kleintiermodell (z.B. in
immundefiziente Mause) zu transplantieren, so kénnten in vivo Erkenntnisse
zum HCV-Lebenszyklus gewonnen werden. Dabel kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die Neohepatozyten im physiologischen Kontext, ebenso wie
primére Hepatozyten, eine HCV-Replikation erlauben. Dies wirde zwar die
Vorteile nicht-infizierbarer Leberzell-Transplantate aufheben, aber im
Gegenzug die Entwicklung personaisierter Infektionsmodelle erméglichen.
Mit Hilfe dieser Zellsysteme konnte untersucht werden, in welchem Umfang
das Expressionsmuster der Wirtszelle Einfluss auf die Virus-Persistenz in
einzelnen Patienten hat und welche Faktoren das Fortschreiten der HCV-
Infektion beglnstigen.
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5. Zusammenfassung

Basierend auf der Notwendigkeit eines alternativen Zellsystems fur HCV-
Studien wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob Monozyten-basierte
Neohepatozyten als Personen-spezifisches Infektionssystem eingesetzt werden
konnen. Dabei konnte gezeigt werden, dass Neohepatozyten neben Albumin
und den bis dato bekannten HCV-Rezeptoren zudem die Leberzell-spezifische
MiIRNA122 exprimieren. Infektionsexperimente mit HCVpp konnten belegen,
dass der Groldeil der Neohepatozyten fur die virale Infektion zugénglich ist.
Humanes AB-Serum war dabei ebenso wie das Polysaccharid DEAE-Dextran
in der Lage, die HCVpp-Infektionsfrequenz positiv zu beeinflussen. Die
Neutralisation der HCV pp-Infektion durch aCD81-, aSR-BI- und aCLDN1-
Antikorper zeigte zudem, dass die HCV pp-Infektion in Neohepatozyten tber
die gleichen Rezeptoren vermittelt wird wie in Hepatozyten. Neutralisierende
aE1E2-Antikorper aus HCV-Patienten hatten in Neohepatozyten und Huh7-
Zellen gegensédtzliche Effekte. Wéahrend die Infektions-Frequenz in Huh7-
Zellen in Anwesenheit der Antikorper gesenkt wurde, hatten die Patienten-
Antikérper in  Neohepatozyten einen infektionssteigernden  Effekt.
Replikationsstudien mit HCVcc-Partikeln waren bislang nicht maéglich.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Neohepatozyten ein effizientes
System darstellen, um den HCV-Zdleintritt Patienten-spezifisch zu

untersuchen.

115



Summary

6. Summary

A full understanding of the pathogenesis of HCV requires a tissue culture
model that allows studies in a physiological context. According to previous
studies we generated a hepatocyte-like cell system (termed Neohepatocytes)
from peripheral blood monocytes and investigated, whether these cells can be
used as a person-specific cell system for HCV infection studies. First
experiments showed that Neohepatocytes express hepatocyte-specific markers
like albumin as well as the essentiadl HCV receptors CD81, SR-BI and
CLDN-1. Additionally the liver-specific miRNA122 was detectable within
these cells. Furthermore, the majority of Neohepatocytes was infectable with
hepatotrophic HCV pseudotypes and antibodies against the known HCV host
cell entry factors CD81, SR-Bl and CLDN-1 were able to neutralize HCVpp
infection. The frequency of HCV pp infection could be enhanced by human sera
and DEAE-Dextran. Neutralizing antibodies derived from chronically infected
HCV patients appeared to show a different pattern of neutralization in
Neohepatocytes compared to Huh7 cells. While anti-HCV antibodies
neutralized HCV pp infection in the Huh7 cell system, nearly all patient-derived
IgGs increased the infection rate of HCVpp in Neohepatocytes. According to
PHH effective HCVcc infection was not detectable. Taken together, the here
established infection system may represent a valuable tool to analyze patient-
specific virus-host interactions during HCV cell entry.
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