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ZUSAMMENFASSUNG

Chronisch HCV-infizierte Patienten haben ein mehr als 60% erhdhtes Risiko einen
Typ 2 Diabetes Mellitus (T2DM) zu entwickeln. Ein besseres Verstandnis der
zugrundeliegenden Mechanismen ist entscheidend, da die betroffenen Patienten ein
verschlechtertes Ansprechen auf INFa Therapie, beschleunigte Fibrose und hdhere
Inzidenzraten fur hepatozellulares Karzinom zeigen. Die Erforschung der durch HCV
versursachten Verédnderungen, wie z.B. der Insulinresistenz (IR), im infizierten
Menschen ist stark durch die verfugbaren Modelle limitiert. Haufig wird mit
proliferierenden Hepatomazellen und kurzen Infektionsdauern gearbeitet, die den
hepatozellularen Stoffwechsel sowie den Aspekt der Chronizitat in der menschlichen
Leber nur ungenugend wiederspiegeln.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde ein Differenzierungsprotokoll entwickelt, das
eine persistente Infektion mit HCV erlaubt und den typischen Stoffwechsel von
Hepatozyten zeigt. Hepatozyten sind in der Lage de novo Glucose zu synthetisieren.
Diese sogenannte Gluconeogenese wird durch Insulin reguliert. Die Bindung von
Insulin an den Insulin Rezeptor (InsR) fuhrt Uber den PI3K-Akt-Signalweg zur
Inaktivierung des fir die Expression der Gluconeogenese-Schlisselenzyme (PEPCK,
G-6-Pase) verantwortlichen Transkriptionsfaktors Foxol. Inaktives Foxol verlasst
den Nukleus, woraufhin die Gluconeogenese stoppt. Bislang wurde allgemein
angenommen, dass die Ursache der Entstehung von T2DM bei chronischer Hepatitis
C (CHC) eine zellulare IR in HCV-infizierten Hepatozyten ist. Hepatische IR wird als
fehlende Hemmung der Gluconeogenese durch Insulin definiert. Daher wére, bei
HCV-induzierter IR eine vermehrte Lokalisation von Foxol im Nukleus sowie eine
erhohte PEPCK- und G-6-Pase-Expression in Anwesenheit von Insulin zu erwarten.
In der hier prasentierten Arbeit wurde zwar eine verminderte InsR Expression und
Insulin-induzierte Akt-Aktivierung beobachtet, Uberraschenderweise korrelierte dies
jedoch nicht mit vermehrter Gluconeogenese. Vielmehr zeigte sich, dass nukleares
Foxol und die Expression von PEPCK und G-6-Pase ebenfalls reduziert waren. Die
beobachteten Veranderungen entsprachen daher keiner IR. Weitere Experimente
bestatigten die Vermutung, dass die Ver&dnderungen im Insulinsignalweg Folgen
einer Dedifferenzierung waren. Untersuchungen der Differenzierungsmarker OATPC
und BSEP, des Proliferationsmarkers Ki67 sowie Zellzyklusanalysen zeigten, dass
HCV zu einer Hepatozyten-Dedifferenzierung, einem Wiedereintritt zuvor

differenzierter Zellen in den Zellzyklus und zu einem S-Phase-Arrest fuhrte. Letztere
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stellt vermutlich durch hohe Nukleotidverfligbarkeit eine fir die Replikation der viralen
RNA gunstige Umgebung dar. Die Induktion der S-Phase ist zum Teil auf erh6hte
EGF-Sekretion HCV-infizierter Zellen zurickzufuhren, und betraf daher nicht nur
HCV-positive, sondern auch HCV-negative Nachbarzellen.

Im Zuge der Dedifferenzierung wurde unteranderem eine Reduktion der
Proteinexpression des leberspezifischen Glucosetransporters GLUT2 beobachtet, die
zu einer reduzierten Glucoseaufnahmefahigkeit der HCV-infizierten Proben fihrte.
Bezogen auf die bei CHC-Patienten beschriebene T2DM lasst sich anhand dieser
Ergebnisse folgende Hypothese aufstellen: Aufgrund einer verminderten
hepatozellularen GLUT2-Expression im Zusammenhang der HCV-induzierten
Dedifferenzierung kommt es bei HCV-infizierten Patienten zu einer reduzierten
Glucoseaufnahmekapazitat der Leber. Die hieraus resultierenden erhdhten
peripheren Glucosespiegel ziehen eine erhdhte Insulinsekretion nach sich.
Phanotypsisch ware damit eine IR gegeben. Dauerhaft erhdhte Insulin- und
Glucosespiegel kénnen zur Entwicklung peripherer IR und schlief3lich zur klinischen
Manifestation des Diabetes flhren. Bestatigt sich, dass reduzierte GLUT2 Expression
in dedifferenzierten bzw. proliferierenden Hepatozyten tatsachlich eine relevante
Auswirkung auf den Glucosespiegel hat, so stellt dies eine vollig neue Pathogenese
der Hyperglycamie dar, die auch in anderen Zusammenhangen eine Rolle in der

Entstehung von IR und T2DM spielen kénnte.
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ABSTRACT

Chronically HCV-infected patients a 60% increased risk to develop type 2 diabetes
mellitus (T2DM). A better understanding of the underlying mechanisms is essential,
because the affected patients show a reduced responsiveness to IFNa therapy,
accelerated fibrosis and higher incidence for hepatocellular carcinoma. The
investigation of HCV-induced changes in infected patients like e.g. insulin resistance
(IR) is strongly limited by the available model systems. Frequently, proliferating
hepatoma cells and short infection times are used, only insufficiently mirroring the

hepatocellular metabolism and the aspect of chronicity in the human infected liver.

In the here presented work, a differentiation-protocol was established, which allows
persistent infection with HCV and shows typical hepatocyte metabolism. Hepatocytes
are able to synthesize de novo glucose. This so called gluconeogenesis is regulated
by insulin. The binding of insulin to the insulin receptor (InsR) leads via activation of
the PI3K-Akt signaling pathway to the inactivation of the transcription factor Foxol,
which is responsible for gluconeogenesis-keyenzyme (PEPCK and G-6-Pase)
expression. Inactivated Foxol leaves the nucleus and gluconeogenesis stops. So far,
cellular IR of HCV-infected hepatocytes, was thought to be the cause of the
development of T2DM in chronic Hepatitis C (CHC). Hepatic IR is defined as
inadequate suppression of gluconeogenesis by insulin. Thus, in HCV-induced IR,
enhanced nuclear Foxol accumulation as well as increased expression of PEPCK
and G-6-Pase in the presence of insulin would be expected. In the here presented
work, a reduced expression of the InsR and a reduced insulin-induced activation of
Akt were observed, but surprisingly this did not correlate with increased
gluconeogenesis. Rather, nuclear Foxol and the expression of PEPCK and G-6-
Pase were reduced as well. Hence, the observed changes did not match an IR.
Further experiments confirmed the speculation, that the changes in the insulin-
signaling pathway were consequence of a cellular dedifferentiation. Analysis of the
differentiation markers OATPC and BSEP, the proliferation marker Ki67 and cell
cycle analyses showed, that HCV leads to hepatocyte-dedifferentiation, reentry of
beforehand differentiated cells into the cell cycle and to an S-phase arrest. The latter
probably displays an environment, which is, due to high nucleotide-availability,

beneficial for viral RNA replication. The induction of the S-phase could be partially
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ascribed to enhanced EGF-secretion by HCV-infected cells and thus did not only

affect HCV-positive, but also HCV-negative neighbor-cells.

In the course of dedifferentiation, a reduction in the protein-expression of the liver-
specific glucose transporter GLUT2 was observed, among other things, which lead to
a reduced glucose-uptake-capacity of the HCV-infected samples. Based on these
results, the following hypothesis can be made for the pathogenesis of T2DM in CHC-
patients: As a result of a reduced GLUT2-expression in the context of HCV-induced
dedifferentiation, hepatic glucose-uptake-capacity is reduced in HCV-infected
patients. The resulting elevated peripheral glucose-levels entail an enhanced insulin
secretion and high glucose- and insulin-levels together phenotypically display an IR.
Permanently elevated insulin- and glucose-levels can lead to the development of IR
and finally to the clinical manifestation of diabetes. If it proves true, that reduced
GLUT2 expression in dedifferentiated and proliferating hepatocytes respectively, has
a relevant impact on blood-glucose levels, this displays a completely novel
pathogenesis of hyperglycemia, which could also play a role in IR and T2DM in other

contexts.



1. EINLEITUNG

1.1. HEPATITIS C

1.1.1. Das HEPATITIS C VIRUS: AUFBAU, KLASSIFIZIERUNG UND REPLIKATION

Das Hepatitis C Virus (HCV) ist ein kleines, behilltes Virus mit einem Durchmesser
von etwa 50 nm. Die Virushille ist aus Membranlipiden der Wirtszelle aufgebaut, in
die die viralen Hullproteine E1 und E2 integriert sind. Innerhalb der Virushille liegt
das Kapsid, das sich aus einer Kopie des viralen Genoms und viralen Core-Proteinen
zusammensetzt. Das virale Genom besteht aus nur einer, etwa 9,6 kb langen RNA
Sequenz mit positiver Orientierung, die sowohl als Vorlage fur die RNA Replikation

als auch direkt der Proteintranslation dient [1].

HCV wurde als einziges Virus dem Genus Hepacivirus innerhalb der Familie der
Flaviviren zugeordnet, zu der auRerdem Viren des Genus Pestivirus (z.B. ,bovine
viarl diarrhea virus® (BVDV) oder ,classical swine fever virus“ (CSFV)) und Flavivirus
(z.B. ,dengue virus“ (DV) oder ,yellow feever virus® (YFV)) gehoéren [1]. Es wird
angenommen, dass in einem infizierten Menschen taglich etwa 10* virale Partikel
gebildet werden [2]. Dies, zusammen mit der hohen Fehlerrate der RNA abhéangigen
RNA-Polymerase, fuhrt zu einer hohen Variation der Hepatitis C Viren [3]. Insgesamt
werden mindestens 6 Genotypen (1 bis 6) mit Sequenzunterschieden von tber 30%
unterschieden. Diese werden weiter in Subtypen (a, b, c, ...) unterteilt, die sich in 20-
25% ihrer Nukleotidsequenz unterscheiden [4,5]. Selbst innerhalb eines Patienten
findet sich eine hohe genetische Variabilitdt der Viruspopulation mit sogenannten
»,Quasispecies” [3,6]. Die hohe Variabilitat ist weitgehend auf den zentralen offenen
Leserahmen beschrankt. Das 5° Ende der viralen RNA ist hoch konserviert und
enthalt die sogenannte ,internal ribosome entry site* (IRES), die einen Beginn der
Proteintranslation unabhangig von der typischen ,cap“-Struktur zellularer mRNA
ermoglicht. Auch das 3‘-Ende der RNA-Sequenz ist hoch konserviert und

entscheidend fur die Replikation der viralen RNA [1].

Der HCV Replikationszyklus ist schematisch in Abb. 1.1.1.1 dargestellt.
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Endoplasmic
reticulum

o Core

d) Envelope proteins
Abbildung 1.1.1.1:

Replikationszyklus des
Hepatitis C Virus.

% NS proteins

S HCVRNA

Angepasst hach Moradpour et al.,
Nature Reviews Microbiology, 2007
und Miyanari et al.,

Nature Cell Biology, 2007

(a) HCV wird uber Clathrin-vermittelte Endocytose in die Zelle aufgenommen. (b) Die Virale positiv-
strangige RNA wird freigesetzt und dient als Vorlage der Proteinsynthese sowie der RNA
Replikation. (c) Die Proteinsynthese und Spaltung erfolgt am Endoplasmatischen Reticulum (ER)
(detailierte Beschreibung s. Abb. 1.1.1.2). (d) Die RNA Replikation und Zusammensetzung der
viralen Partikel erfolgt in viral induzierten “membranous web” Strukturen. (e) “membranous web”
Strukturen sind aus Lipid Droplets (LD) und vom ER stammenden Membranen aufgebaut. (f)
Neugebildete Viren verlassen die Zelle tber sekretorische Pfade.

Die genauen Ablaufe der Bindung von HCV an die Wirtszelle und der Aufnahme in
die Wirtszelle sind noch nicht vollstdndig verstanden. Es konnte jedoch fiur eine
Reihe von Zelloberflachenmolekilen eine Interaktion mit HCV Hullproteinen bzw.
eine Beteiligung an Eintritt von HCV in die Wirtszellen gezeigt werden. Dazu gehdren
die Glycosaminoglycane, der LDL-Rezeptor, der Scavenger Rezeptor-Bl (SR-BI),
CD81, Claudin-1, Occludin, der EGF-Rezeptor und EphA2 [7-13]. Nach dem aktuell
favorisierten Modell fuhrt eine gering affine Bindung an Glycosaminoglycane und den
LDL-Rezeptor zu einem ,Arrest® der viralen Partikel an den Leberzellen, was dann

die hoher affine Bindung an CD81 und SR-BI ermdglicht [1]. Die zellulare Aufnahme
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der Viruspartikel erfolgt durch Clathrin-vermittelte Endozytose [14]. Die Rolle der
Tight-Junction-Proteine Claudin-1 und Occludin ist nicht genau bekannt, wird aber
bei spaten Eintrittsprozessen vermutet [1]. Uber die Clathrin-vermittelte Endozytose
gelangt HCV ins Endosom, wo durch den niedrigen pH-Wert dieses
Zellkompartiments eine Fusion der viralen Huille mit der Endosomenmembran
stattfindet, die zur Freisetzung des viralen Kapsids fuhrt [15,16]. Bei der Freisetzung
des viralen Genoms durch den niedrigen pH-Wert handelt es sich um einen Vorgang,
der bei vielen positiv-strdngigen RNA Viren gefunden wird, fir HCV aber noch nicht

genau verstanden ist [17,18].

Genome
5 NTR
“ﬂ% ]i o kb 3’ NTR
) Sf . S,
ORF . .
1 IRES-mediated translation
(a;\‘ 180957 NSsA NS5B
: 1973- 2420
Polyprotein Gi% (aé A ) (aa 2421-3011)
NS2 a1 \
Core (aa 810-1026 ; w \/

(aa 1-191) e on N 2 ..
’ p7 %

D .7 (aa747 '2&% 7 *%“// ()/ : @PV‘Y \

y o "8 & { i

H i gg,\ N ‘

ER lumen °{¢ {
E1 N (aa 1658-1711)(aa 1712-1972)

(aa 192-383)

s

I.r_rr £

\

(aa 384-746)

Abbildung 1.1.1.2: HCV Genomorganisation und Polyproteinsynthese und -prozessierung.
Angepasst nach Moradpour, Benin, Rice, Nature Reviews Microbiology, 2007

Scheren zeigen Spaltstellen durch Proteasen der Wirtszelle. Der Runde Pfeil zeigt die Spaltstelle der
HCV NS2-3 Protease. Gerade Pfeile zeigen Spaltstellen des NS3-4A Proteasekomplexes.

Bekannte Proteinstrukturen sind als Bandstrukturen gezeigt. Proteine und Lipiddoppleschicht haben
denselben GroRenmalfstab. Gelbe Punkte in den im ER-Lumen befindlichen Teilen der Hillproteine
E1l und E2 zeigen die Glycosylierungen an.

Von der ins Zytoplasma entlassenen viralen RNA wird die Translation des 3011
Aminosauren langen Polyproteins, wie oben erwéhnt, durch die virale IRES initiiert.
Anders als bei der Translation eukaryotischer mRNA, bei der der eukaryotische
Tranlations-Initiations Faktor elF-4F an die cap-Struktur der mRNA bindet und damit

die aktivierte 40S Untereinheit des Ribosoms zur mRNA leitet, kann im Fall der HCV
RNA die 40S Untereinheit direkt an die IRES binden [19,20]. Nach Bindung von elF-3
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und einem Komplex aus elF-2, Met-tRNA und GTP bindet die 60S Untereinheit und
die Translation beginnt. Das in der ER-Membran entstehende Polyprotein wird
bereits wahrend der Translation durch Proteasen der Wirtszelle sowie durch die
entstehenden HCV Proteasen NS2-3 und NS3-4A in die einzelnen viralen Proteine
gespalten [21,22] (Abb. 1.1.1.2).

Im Folgenden werden die einzelnen HCV-Proteine in der Reihenfolge ihrer
Entstehung aus dem HCV-Polyprotein kurz in ihren wichtigsten bekannten

Funktionen beschrieben.

Strukturproteine:
Core-Protein:

Das erste entstehende Protein ist das core-Protein. Ihm werden neben seiner Rolle
als Strukturprotein viele regulatorische Effekte auf die Wirtszelle zugeschrieben, wie
Verédnderungen der Zellpolaritat, Apoptosehemmung, Regulation der Expression von
microRNAs, Interaktion mit Stress- und Proliferationssignalwegen, Veranderung der
Insulinsensitivitat und vor allem Veranderungen des Lipidstoffwechsels [23-29].
HCV-core Protein lokalisiert in der Zelle in den Membranen von Lipid Droplets (LD)
und rekrutiert virale Nichtstruktur-Proteine sowie replizierende RNA zu LD-
assoziierten Membranen. Dies ist entscheidend fur die Bildung infektioser Partikel
[30].

Hullproteine (engl. envelope proteins) E1 und E2:

Anders als das core-Protein verweilen die im Polyprotein anschlieenden Proteine
E1l und E2 zunéchst im ER, wo sie ihre komplexe Faltung und Glycosylierung, die

entscheidend fur die Infektidsitat der freigesetzten Partikel ist, erfahren [31].

Nicht-Strukturproteine (NS- Proteine):

p7:

Das erste Nichtstrukturprotein ist p7. Seine Funktion ist bislang nicht genau

verstanden, es ist jedoch fir eine produktive Infektion entscheidend [32].
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NS3:

NS3 ist abgesehen von seiner Proteaseaktivitat auch fur das Auftrennen der viralen
RNA zustandig [33].

NS3-4A Komplex:

Auch der Serin-Protease-Komplex NS3-4A bewirkt nicht nur die Spaltung des
Polypeptids zustandig, sondern inaktiviert dariber hinaus zwei Proteine der

angeborenen Immunantwort: Trif und Cardif [34,35].

NS4B:

Die einzige bislang bekannte Rolle des Nichtstrukturproteins NS4B ist die Induktion
von ,membranous web“ Strukturen, den Orten der viralen RNA Replikation [36].
Derartige Strukturen aus veranderten zellularen Membranen sind typisch fir positiv-
strangige RNA Viren und dienen vermutlich dazu, virale Bestandteile lokal zu
konzentrieren und die RNA zu stabilisieren und vor dem Angriff der doppelstrangigen

RNA-Zwischenschritte durch Abwehrmechanismen der Wirtszelle zu schitzen [1,37].

NS5A:

Auch die Rolle des NS5A Proteins ist nach wie vor Thema intensiver Forschungen.
Es konnten zahlreiche Interaktionen mit Wirtsproteinen, die in den Bereichen
Zelladhasion, Wachstum, Immunabwehr, Signalwege oder Zelltod eine Rolle spielen,

gezeigt werden [38,39].

NS5B:

Das letzte aus dem Polyprotein entstehende Protein ist die RNA abhangige RNA
Polymerase NS5B. Die ist sowohl fir die Synthese der negativ-strdngigen als auch
der positiv-strdngigen RNA zustandig [40-42].
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Uber den Austritt neugebildeter Viren aus der Zelle ist nach wie vor wenig bekannt.
Vermutlich knospen die Virionen in vom ER stammende Membranen und kdnnen
sich dann in den Weg der Lipoproteine sehr geringer Dichte einschleusen und die
Zelle als ,hybrider” Lipo-Viro-Partikel verlassen [43] (Abb. 1.1.1.3).

Cytosol LD

rER sER / membraneous web

Ribosome

Nascent
ApoB ApOE C}

ER-Lumen

Abbildung 1.1.1.3: Modell der Entstehung und Freisetzung von Lipo-Viro-Partikeln
Angepasst nach Bartenschlager et al., Trends in Microbiology, 2011

Lipoproteine sehr geringer Dichte (VLDL = verly low density lipoprotein) enstehen aus zwei
Vorstufen: am rauhen ER (rER) wird Apolipoprotein B (ApoB, blaue Linie) bereits wahrend der
Synthese durch das microsomale Triglycerid Transfer Protein (MTP) mit Triglyceriden und
Phospholipiden beladen. Am glatten ER (smothe ER = sER) oder im durch HCV indizierten
.membraneous web“ entstehen, ebenfalls durch MTP, luminale Lipid Droplets (luLDs). Auf ER
Membranen bzw. membraneous web Membranen befindliche Hillproteine kénnen auf die
Membran dieser luLDs gelangen. Gleichzeitig integrieren Kapside mit viraler RNA in die Partikel.
So entsteht beim Fusionsschritt von VLDL2 mit luLD zum VLDL1 ein Lipo-Viro-Partikel (LVP).
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1.1.2. EPIDEMIOLOGIE, VERLAUF DER HCV INFEKTION UND MOGLICHKEITEN DER

THERAPIE

Eine im April diesen Jahres veroffentlichte Metaanalyse zeigt, dass etwa 185
Millionen Menschen und damit 2,8% der Weltbevélkerung (akut oder chronisch) mit
dem Heptitis C Virus infiziert sind [44]. Die neuesten Schatzungen der WHO flr
chronisch Infizierte liegt bei 150 Millionen Menschen [45]. Jahrlich kommen etwa 3-4
Millionen Neuinfektionen hinzu und Gber 350.000 Menschen sterben jahrlich an durch
HCV verursachten Lebererkrankungen [46]. Die Pravalenz zeigt grol3e
geographische Unterschiede, mit Uber 3,5% infizierten Menschen in beispielweise
Nordafrika und Zentral- und Ost-Asien, mittlerer Pravalenz von 1,5 — 3,5% in Sud-
und Sudostasien, Lateinamerika aber auch Europa, und niedrigster Pravalenz in
Brasilien und den USA [44] (Abb. 1.1.2.1). Hohe Infektionsraten in
Entwicklungslandern sind auf fehlende diagnostische Tests fiir Bluttransfusionen und
wiederholte Verwendung von Injektionsnadeln zurtickzufuhren. Infektionen von
Mutter zu Kind und Uber Sexualkontakt sind selten aber mdglich. In entwickelten
Landern treten Infektionen durch Bluttransfusionen und Organtransplantationen dank
diagnostischer Routinetests nicht mehr auf. Neuinfektionen sind hier in der Regel auf
unprofessionell durchgefuhrte Tattoos oder Piercings sowie die Wiederverwendung

von Injektionsnadeln zwischen Drogenkonsumenten zurtickzufiihren [44].

| GBD regions

Intermational boundanes
Prevalence Abbildung 1.1.2.1: Globale Epidemiologie der HCV Infektion.
Low: <1.5%

Moderate: 1.5 - 3.5%

e Ergebnisse der “Global Burden of Diseases, Injuries, and Risk Factors
Not applicable 2010 (GBD2010) Study”

Hanafiah et al., Hepatoloy, 2013
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HCV ist ein hepatotrophes, nicht cytopathisches Virus [47]. Neuinfektionen flihren nur
in 15-40% zu akuter Hepatitis mitElimination des Virus durch das Immunsystem [48]
(Abb. 1.1.2.2.). Bei der Mehrheit der Patienten verlauft die Infektion asymptomatisch
oder mit schwachen, erkaltungsahnlichen Symptomen. In diesen Fallen persistiert
das Virus und die Infektion wird oft erst nach vielen Jahren diagnostiziert, wenn die
Entstehung von fibrotischem Lebergewebe zu einem progressiven Verlust der
Leberfunktionen fuhrt [49]. Diese Patienten haben ein hohes Risiko eine
Leberzirrhose und ein hepatozellulares Karzinom (HCC, hapatocellular carcinoma)
zu entwickeln [50]. Die Progression der chronischen Hepatitis C (CHC) ist von
Faktoren wie Co-Infektion mit Hepatitis B Virus (HBV) oder humanem
Immunodefizienz Virus (HIV), Alkoholkonsum und Alter zum Zeitpunkt der Infektion
abhangig und korreliert zudem mit dem Anteil der infizierten Hepatozyten, der von
Patient zu Patient zwischen 7 und 20% schwankt [49,51,52].

Resolved
'nfecti_on

15-40%

leath or transplantation

Acute HCV
infection

60-85%

Chronic 15-30% 1-3%
@

0 10 20

Time (years)

Abbildung 1.1.2.2: Natlrlicher Verlauf einer HCV Infektion.

Aus ,,Management of rheumatic disease with comorbid HBV or HCV infection”
Vassilopoulos, D. & Calabrese L. H

Nature Review Rheumatology, 2012

Die Entwicklung eines HCC ist zum einen eine Folge der andauernden
Immunreaktion gegen die infizierten Leberzellen, die zu schwach ist um das Virus zu
eliminieren aber eine fortwahrende Leberschadigung mit konsekutiver

kompensatorischer Proliferation mit sich bringt. Diese birgt das Risiko der Bildung
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von Narbengewebe (Fibrose) und der Entstehung von pro-karzinogenen Mutationen.
Zum anderen wurden auch die viralen Proteine NS3, NS5A und core mit der
Entstehung eines HCC in Verbindung gebracht [53,54]. Uber “epidermal growth
factor receptor’- (EGFR), “insulin-like growth factor receptor 1”’- (IGFR1), PISK—-AKT-
und RAS-Signalwege induzieren diese Proteine Wachstum bzw. hemmen die
Apoptose von infizierten Zellen [55]. Fir NS3, NS5A und core-Protein wurden zudem
Veradnderungen der Funktion des Tumorsuppressor-Proteins p53 beschrieben [56—
58]. HCV-core scheint aul3erdem in der Lage zu sein durch Aktivierung von DNA-
Methyltransferasen die Expression von Genen, die fur die DNA-Reparatur
entscheidend sind, zu reduzieren [59]. Die meisten der beschriebenen Ergebnisse
wurden allerdings aus Uberexpressionsmodellen der einzelnen Proteine gewonnen,

die zudem teilweise an proliferierenden Tumorzellen durchgefiihrt wurden.

Eine prophylaktische Impfung gegen HCV ist aufgrund der hohen Mutationsrate des
Virus nicht mdglich. Bei bestehender chronischer Infektion ist jedoch eine dauerhafte
Eliminierung des Virus grundsétzlich erreichbar, denn, anders als beispielweise HBV
oder HIV, integriert HCV als positiv-strangiges RNA Virus keine virale Nucleinsaure
in das Wirtsgenom [49]. Allerdings fluhrt die Therapie mit pegyliertem Interferon alfa
(peglFNa) und Ribavirin (RBV) - bis 2011 Standardtherapie fur alle Virus
Genotypen - teilweise nur fir etwa die Halfte der Patienten zur Elimination des
Virus. Der Erfolg ist abhangig von Wirtsfaktoren wie Alter, Viruslast, Geschlecht,
Ethnie, Gewicht, Progression der Leberschadigung und bestimmten SNPs, vor allem
aber vom Virus Genotyp [49]. Der weltweit h&ufigste und in Nordamerika und Europa
pravalente Virus Genotyp ist Genotyp 1 [60]. Hier liegt die Erfolgsrate der IFNa-RBV
Therapie bei unter 50%. Bei Genotyp 2 und 3 liegt der Therapieerfolg mit tlber 80%
deutlich héher [61,62]. Um mdglchst eine dauerhafte Viruselimination zu erreichen,
ist die Therapiedauer fir Genotyp 1 Patienten auf 48 Wochen angesetzt, wahrend sie
fur Patienten infiziert mit Genotyp 2 oder 3 nur 24 Wochen betragt [60]. In beiden
Féallen kommt es aufgrund haufig auftretender, schwerer Nebenwirkungen wie
Depressionen, Schlaflosigkeit, Hautirritationen und trockene Schleimhaute, Anamie,
Ubelkeit, Kopfschmerzen oder Beeintrachtigung der Sehkraft, oft zum Abbruch der
Therapie durch den Patienten [63,64].

Seit Mai 2011 wurden die Therapiemdglichkeiten durch die Medikamente Telaprevir
und Boceprevir, Inhibitoren der viralen Protease NS3, erweitert. Beide werden vor

allem bei Patienten mit Genotyp 1 Infektion in Kombination mit IFNa und RBV
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eingesetzt [65]. Das Problem der Nebenwirkungen durch IFNa bleibt dabei bestehen
und Nebenwirkungen der Protease Inhibitoren, wie Hautausschlag, Anamie oder
Geschmacksstérungen, kommen hinzu [66]. Insgesamt kann die Therapiedauer aber
fur behandlungsnaive Patienten verkirzt werden und vor allem steigt die Chance,
HCV zu eliminieren fir Genotyp 1 Patienten von knapp 50% auf bis zu 80% an [67—
69]. Aktuell befinden sich Inhibitoren der viralen Polymerase und zusatzliche
Proteaseinhibitoren in klinischen Studien, was die Aussicht verbessert, in naher
Zukunft jeden HCV infizierten Patienten, der Zugang zu den entsprechenden

Medikamenten hat, heilen zu kénnen [70].

1.1.3. MODELSYSTEME DER HCV INFEKTION

1989 identifizierten Choo und Kollegen im Blut eines Patienten, der nach
Bluttransfusion an Hepatitis erkrankt war, eine neue Nukleinsaure-Sequenz, die
Ahnlichkeiten zu bis dahin bekannten Flaviviren aufwies. Damit bestéatigten sie, dass
die bereits 1975 beschriebene ,non-A, non-B Hepatitis“ ebenfalls von einem Virus
verursacht wurde [71,72]. Versuche auf Grundlage dieser Sequenz in-vitro Modelle
der HCV Infektion zu entwickeln blieben jedoch erfolglos. 1997 zeigte sich, dass der
ersten Sequenz ein Abschnitt am 3‘-Ende des viralen Genoms gefehlt hatte [73]. Mit
der nun vollstandigen Sequenz gelang die Infektion von Chimpansen nach
intrahepatischer Injektion von in-vitro transkribierter viraler RNA, jedoch nicht die
RNA-Replikation und Virusproduktion in Zellkultur [74]. Aufgrund hoher
Wirtsspezifitat - der einzige natirliche Wirt des neben dem Mensch sind Chimpansen
- blieb auch die Etablierung von Kleintiermodellen erfolglos. Mit Hilfe von
Expressionsvektoren war es mdglich, die Synthese des HCV Polyproteins und
dessen Spaltung in die 10 bzw. 11 viralen Proteine zu untersuchen und
Proteinstrukturen aufzuklaren [75-80]. Die Konstruktion von HCV ,Pseudo-Partikeln*
— retrovirale Partikel mit funktionellen HCV-Oberflachenproteinen — ermdglichte
zudem die Untersuchung der Bindung von HCV an und des Eintritts in die Wirtszellen
[81,82]. 1999 gelang schliel3lich die Replikation von subgenomischer HCV RNA in
der Hepatoma Zelllinie Huh7 [83]. Durch Selektion von besonders replikationsfahigen
Zellklonen wurde die Zelllinie Huh7.5 etabliert, in der subgenomische und
vollstandige HCV RNA auch ohne Selektionsdruck replizierte, jedoch ohne virale
Partikel zu bilden [84].
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Der Durchburch gelang 2005 Wakita et al. mit einem Genotyp 2a Isolat aus einem
Patienten mit fulminanter Hepatitis. Huh7 Zellen, die mit der RNA des sogenannten
JFH-1 Isolats elektroporiert wurden, sezernierten virale Partikel, die sowohl in-vitro
als auch in-vivo infektids waren [85]. Hierbei waren die produzierten Virustiter jedoch
auRRerst niedrig und erst die Verwendung einer Hybrid-RNA Sequenz genannt Jcl
(Kombination der RNA-Sequenz fir die Nichtstrukturproteine aus dem Isolat JFH-1
mit der Sequenz der Strukturproteine aus einem weiteren Genotyp 2a Patientenisolat
(J6)), sowie die Verwendung von Huh7.5 Zellen fuhrte zu bis zu 1000fach hdheren
Titern [82,83]. Dieses Modell aus dem chimaren Genotyp 2a Virus Jcl und der
Zelllinie Huh7.5 ermoglichte endlich die Untersuchung aller Schritte des viralen
Replikationsszykluses in einem System. Dennoch zeigte bereits die erste
Charakterisierung der produzierten Viren Defizite des Modells auf: Wie in Abschnitt
1.1.1 beschrieben kommen im Blut zirkulierende HCV Partikel assoziiert mit
Lipoproteinen vor, was zu einer sehr heterogen und insgesamt ungewdhnlich
niedrigen Dichte fuhrt [88,89]. Dabei haben Partikel mit niedriger Dichte die hdchste
Infektidsitat [90]. Die Dichte der in Zellkultur produzierten Viren liegt mit ca. 1,15 g/ml
deutlich héher [85]. Werden allerdings Chimpansen mit den Viren aus der Zellkultur
infiziert, so findet man bei den in der Chimpansenleber gebildeten Partikeln wieder
ein heterogenese Dichtespektrum inklusive der Partikel niedriger Dichte [90]. Die
erneute Infektion von Huh7.5 Zellen mit diesen Viren flhrt wieder nur zur Freisetzung
von Partikeln hoherer Dichte. Ursache dafiir scheinen Defekte im Lipidstoffwechsel
der Huh7.5 Zellen zu sein, die zu einer unvollstdndigen Lipidierung von Lipoproteinen
fuhren [91]. Somit ist unklar, inwieweit Partikelbildung und —Freisetzung in diesem
Modell mit der Situation in der humanen Leber Ubereinstimmen. Besonders kritisch
ist es allerdings, wenn Fragestellungen zu Effekten des Virus auf die Wirtszelle
untersucht werden sollen. Im Menschen infiziert das Hepatitis C Virus
wachtstumsarretierte, differenzierte Hepatozyten. Es ist davon auszugehen, dass das
Virus dort eine vollig andere Stoffwechsellage, andere Signalwege und somit andere,
seine Replikation limitierende oder beglnstigende Faktoren antrifft als in
proliferierenden Hepatomazellen. Dies lasst vermuten, dass auch die Effekte des
Virus auf Signalwege und Stoffwechselvorgdnge hier anders als in vivo im Patienten

sind.

Die Verwendung von aus Patienten isolierten primaren humanen Hepatozyten

(PHHSs) oder von differenzierten Hepatomazellen stellen Versuche dar, die Seite der
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Wirtszelle besser zu imitieren. PHHs verlieren zwar in Kultur zunehmend ihre
Polarisierung, bleiben aber dennoch hoch differenziert. Erstaunlicherweise lassen
sich diese Zellen jedoch kaum mit HCV infizieren. Zusammen mit ihrer limitierten
Verfugbarkeit fuhrt dies dazu, dass sie nur selten als Modell verwendet werden [92].
Sainz und Chisari beschrieben 2006 mit DMSO differenzierte Huh7 Zellen als Modell
fur persistente HCV Infektion [93]. Untersuchungen der Effekte von Interferon-a auf
die HCV-Infektion zeigten, dass die Ergebnisse aus differenzierten Hepatomazellen
die in Patienten beobachten Effekte tatséchlich wesentlich besser erklaren kdnnen
[94]. Allerding ist der Mechanismus, durch den DMSO zur Zelldifferenzierung fuhrt,
bis heute nicht verstanden und es ist daher schwierig abzuschéatzen, in wieweit
untersuchte Signalwege durch DMSO veréndert werden. DMSO ist bespielweise
dafur bekannt, die Ldoslichkeit von Proteinen zu erhéhen und gilt daher als
chemisches Chaperon [95]. In Zellkultur verwendet kénnte es daher in verschiedenen
Bereichen die Ergebnisse beeinflussen: Als chemisches Chaperon konnte DMSO
durch HCV induzierten ,Endoplasmic-Reticulum-Stress” maskieren; Effekte des Virus
auf den Zellzyklus oder den Lipidstoffwechsel kénnen nur vor dem Hintergrund der
nicht genau verstandenen Effekte von DMSO auf den jeweiligen Bereich untersucht
werden [96-100].

Zusatzlich zu den beschriebenen Zellkultur Modellen kommen einige in-vivo Modelle
zum Einsatz. Da Chimpansen neben den Menschen der einzige Wirt des Virus sind,
stellen diese das einzig echte Tiermodell der HCV Infektion und der Entstehung von
Leberzirrhose und HCC in chronischer HCV Infektion dar. Aus ethnischen und
finanziellen Grinden werden diese Experimente allerdings nur sehr begrenzt
durchgefiihrt. Mause und andere Kleintiere konnen nicht mit dem Virus infiziert
werden und murine Hepatozyten sind bei Transfektion mit der viralen RNA nicht in
der Lage diese zu replizieren [101]. Effekte einzelner HCV Proteine oder auch des
ganzen HCV Polyproteins wurden in transgenen Tieren untersucht [28,102—-105].
Jedoch fehlen diesen Modellen immer die Effekte der viralen RNA Replikation sowie
der Aspekt der adaptiven Immunantwort auf HCV Partikel in der Zirkulation. In
sogenannten UuPA-SCID-Mausen (chimare Mause aus “urokinase plasminogen
activator” und ,severe combined immunodeficiency” Tieren) wird die murine Leber
mit humanen Hepatozyten besiedelt, die dann mit HCV infiziert werden kénnen und
HCV Uber mehrere Wochen replizieren [106]. Mause, deren Hepatozyten durch

adenovirale Transfektion humanes CD81 und Occludin exprimieren, kodnnen
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ebenfalls mit HCV infizierte werden, replizieren das Virus aber nicht [107]. Beide
Systeme sind wertvolle Modelle fir erste in-vivo Experimente mit potenziellen
antiviralen Medikamenten, eignen sich aber aufgrund der Immunsuppression im
einen bzw. aufgrund der fehlenden RNA Replikation im anderen Modell nur bedingt

um Effekte von HCV auf den Wirt zu untersuchen.

1.2. DIE LEBER ALS ZENTRALES STOFFWECHSELORGAN

Unsere Nahrstoffzufuhr unterliegt groRen Schwankungen: Die Menge und
Zusammensetzung unsere Mahlzeiten variiert, zwischen den Mahlzeiten und Nachts
findet keine N&ahrstoffzufuhr statt und auch mit mehreren Tagen oder sogar Wochen
andauernden Fastenperioden muss der Korper umgehen kénnen. Hinzu kommen
Veranderungen im Nahrstoffoedarf durch unterschiedliche korperliche Aktivitat,
Erkrankungen, Wachstum etc. Trotz dieser hohen Variabilitdt in N&ahrstoffzufuhr
und -bedarf bewegen sich die physiologischen Nahrstoffkonzentrationen in engen
Grenzen [108-110].

Die zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung der physiologischen Nahrstoff-
konzentration spielt die Leber. Sie besitzt nicht nur die Fahigkeit Nahrstoffe in grof3en
Mengen zu speichern, sondern ist auch in der Lage sie ineinander um- oder neu
aufzubauen und sorgt so fur die Gewahrleistung konstanter Glucose-, Aminosaure-

und Lipidkonzentrationen im Blut [110].

Abbildung 1.2.1 zeigt die Position der Leber im Blutkreislauf. Die meisten Nahrstoffe
erreichen die Leber direkt Uber die Pfortader. Durch diese anatomische Gegebenheit
ist die Leber in der Lage, hohe Nahrstoffkonzentrationen durch rasche Speicherung
bereits in der ersten Leberpassage zu reduzieren, bevor das Blut Uber die untere
Hohlvene zuriick zum Herzen und weiter zu anderen Organen gelangt. Besonders
schnell ist die Aufnahme im Fall der Glucose. Insgesamt verbleibt nur etwa ein Drittel
der Uber den Darm aufgenommenen Glucose im Blut, zwei Drittel werden von der
Leber aufgenommen und in Form von Glycogen gespeichert [109]. Experimente in
Hunden zeigten eine hepatische Glucoseaufnahme von bis zu 9,1 mg - kg™ - min*
[111] . Durch Hyperglycamie kann sich im Menschen die viszerale Glucoseaufnahme
um 1,3mg kgt - min™® erhdhen [112]. Mit bis zu 150 g kann die in Form von

Glycogen gespeicherte Glucose 10% des Gewichts der Leber ausmachen [110,113].
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Abbildung 1.2.1: Position der Leber im Blutkreislauf
Quelle: Fondation La main a la pate

Die Versorgung der Leber mit sauerstoffreichem, arteriellem Blut erfolgt tUber die hepatische
Arterie. Zudem erreicht die Leber von Darm kommendes, ndhrstoffreiches aber sauerstoffarmes
Blut Uber die Pfortader. Detaillierte Abbildung der Leberdurchblutung: siehe Abb. 1.4.2.
Ob die Leber selbst Glucose tberhaupt als Energiequelle verwendet, wird in Frage
gestellt [114]. Als gesichert gilt, dass das gespeicherte Leberglycogen primar als
Glucosespeicher fur den gesamten Organismus und nicht als Energiespeicher des
einzelnen Hepatozyten dient. Eine zusatzliche Form der Speicherung von Glucose

ist, die Umwandlung in Lipide und Einlagerung in zelluléare Lipidspeicher [115].
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Abbildung 1.2.2: Periphere vs. hepatische Glucoseaufnahme.

In Muskel- oder Fettgewebe wird die Glucoseaufnahme durch Insulin stimuliert und durch
intrazellulare Glucose gehemmt. Sowohl der Glucosetransporter GLUT4 als auch die Hexokinase
(das Enzym, das die intrazellulére Glucose aus dem Konzentrationsgleichgewicht entfernt) zeichnen
sich durch eine niedrige Kapazitat aber hohe Affinitat zu ihrem Substrat aus. Der Glucosetransporter
der Leber, GLUT2, und die hepatische Glucokinase weisen dagegen eine hohe Kapazitat aber
niedrige Glucoseaffinitat auf. Zudem wird in der Leber die Glucoseaufnahme kurzfristig weder durch
Insulin noch durch intrazellulare Glucose reguliert.

Zwei Molekile sind fir die hohe Glucose-Aufnahmefahigkeit der Leber
verantwortlich: der hepatische Glucosetransporter GLUT2 und die hepatische
Glucokinase. Beide unterscheiden sich in ihrer Kinetik stark von den analogen
Molekilen der Peripherie. Wahrend der beispielsweise im Muskelgewebe exprimierte
Glucosetransporter GLUT4 durch hohe Affinitat eine am Bedarf der Zelle orientierte
Glucoseaufnahme sicherstellt, ist GLUT2 aufgrund niedriger Affinitat aber hoher
Kapazitat auf die Aufnahme grol3er Glucosemengen bei Glucoseilberschuss
ausgerichtet (Abb. 1.2.2). Im Gegensatz zu GLUT4 wird GLUT2 weder von Insulin
aktiviert noch von intrazellularer Glucose gehemmt. Ahnliche Unterschiede findet
man zwischen der Glucokinase der Leber und der Hexokinase peripherer Gewebe.
Beide Enzyme katalysieren die Phosphorylierung von Glucose zu Glucose-6-
Phosphat. Diese Reaktion ist der erste Schritt sowohl fir die Speicherung von

Glucose als Glycogen, als auch fir ihren Abbau zur Energiegewinnung. Wie GLUT2
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hat auch die Glucokinase eine sehr hohe Kapazitat aber geringe Affinitdt. Zudem
wird sie, anders als die Hexokinase, nicht vom Produkt der Reaktion —
Glucose-6-Phosphat — gehemmt. Da Glucose-6-Phosphat nicht von GLUT2
transportiert werden kann, wird die Glucose durch diese Reaktion in der Zelle
festgehalten. Zudem entfernt die Reaktion intrazellulare Glucose aus dem
Konzentrationsgleichgewicht, was eine kontinuierliche Aufnahme Uuber GLUT2
entlang des extrazellularen/intrazellularen Konzentrationsgradienten aufrechterhalt
[108,116].

Wie erwahnt reguliert die Leber Nahrstoffspiegel nicht nur auf den Auf- und Abbau
von zellularen Nahrstoffspeichern, sie ist auch in der Lage Na&hrstoffe neu zu
synthetisieren. Die Synthese von Glucose bei langerer Nahrungskarenz ist
Uberlebensnotwendig, da Erythrozyten ausschliel3lich Glucose als Energiequelle
verwerten koénnen und auch das Gehirn nur langsam auf die Verwendung von
Ketonkdrpern als Energiequelle umstellen kann. Die meisten Reaktionsschritte der
Synthese von Glucose — der Gluconeogenese — sind die Umkehrreaktionen der
Glycolyse und werden auch von den gleichen Enzymen durchgefiihrt. Die Richtung
all dieser Reaktionen wird allein vom Konzentrationsgradienten der Metabolite
bestimmt. In drei Reaktionsschritten, in denen in der Glycolyse Energie frei wird und
in der Gluconeogenese folglich Energie benotigt wird, unterscheiden sich die
Stoffwechselwege jedoch (Abb. 1.2.3). Diese irreversiblen Schritte erlauben eine
Regulierung der Stoffwechselwege durch Hormone und allosterische Liganden.
Zudem bestimmt die Expression der Enzyme, die diese Schlisselreaktionen
katalysieren, ob in einer Zelle die notwendigen Reaktionen durchgefuhrt werden
kénnen. Hepatozyten gehdren zu den wenigen Zellen, die die Schliisselenzyme der
Gluconeogenese exprimieren: Die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPCK) und
die Glucose-6-phosphatase (G-6-Pase). Ilhre Expression wird von Glucocorticoiden
und cyclischem AMP stimuliert und von Insulin gehemmt. Somit findet bei Fasten,
Stress oder korperlicher Anstrengung eine Induktion der Gluconeogenese statt,

wéahrend sie bei hohen postprandialen Glucosespiegeln gehemmt wird [117,118].
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Abbildung 1.2.3: Glucosestoffwechsel im Hepatozyten

Dunkelblau: Schritte spezifisch fir die Glycolyse. Dunkelrot: Schritte spezifisch fur die
Gluconeogenese. Violet: Schritte, die in beide Richtungen von den gleichen Enzymen katalysiert
werden.

+: Schrtte, die von Insulin stimuliert werden. -: Schritte, die von Insulin gehemmt werden.
Unterbrochener Pfeil: Zwischenschritte sind nicht dargestellt.

GLUT2: hepatischer Glucosetransporter, PFK: Phospho-Fructo-Kinase, Fru-1,6,P,ase: Fructose-

1,6-Bisphosphatase, PEP: Phosphoenol-Pyruvat, PK: Pyruvatkinase, OAA: Oxalacetat, PEPCK:
Phosphoenol-Pyruvat-Cartboxykinase

Insulin ist der dominante Botenstoff in der Regulation des hepatischen
Glucosestoffwechsels [119]. Abbildung 1.2.4 zeigt den Insulin-Signalweg in
Hepatozyten. Wie in allen Geweben wirkt Insulin auch auf Hepatozyten
wachstumsstimulierend und fordert die Bildung von intrazellularen Nahrstoffspeichern
[120]. Bindet Insulin an den Insulin Rezeptor in der Zellmembran, wird eine

Autophosphorylierung der B-Untereinheit des Rezeptors induziert. Dies ermoglicht
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die Bindung und Phosphorylierung von Insulin Rezeptor Substraten (IRS).
Phosphorylierte IRS konnen ihrerseits PI3K aktivieren, ein Enzym, das in der
Plasmamembran  befindliches  Phosphatidylinositol-Bisphosphat  (PIP2) in
Phosphatidylinositol-Triphosphat (PIP3) umwandelt. PIP3; aktiviert PDK, was
seinerseits Akt phosphoryliert und damit aktiviert. Akt phosphoryliert eine Vielzahl
von Substraten zu denen auch GSK3 (Glycogensynthasekinase 3 beta) und Foxol
(Forkhead box protein O1) gehdren. GSK3p ist ein Inhibitor der Glycogensynthase.
Durch Phosphorylierung wird er inaktiviert und die Glycogen Synthese wird induziert.
Foxol ist ein Transkriptionsfaktor, der unteranderem fur die Transkription der
Gluconeogenese Schlusselenzyme PEPCK und G-6-Pase verantwortlich ist. Wird er
von Akt phosphoryliert so transloziert er vom Nucleus ins Zytoplasma wo er abgebaut
wird. Die Gluconeogenese kommt folglich zum Erliegen. Auch der Lipidstoffwechsel
wird von Insulin reguliert. Die Aktivierung von Akt fihrt Gber mTORCL1 oder INSIG2
zur Induktion von SREBPSs, die fur die Expression von mehr als 30 Genen fiur die
Aufnahme und Synthese von Lipiden verantwortlich sind [121,122].

Interessanterweise verliert Insulin seine Effekte auf den Lipidstoffwechsel auch in
Insulin-resistenten Patienten nicht [123,124]. Hepatische Insulin Resistenz wird somit
alleine als die nicht mehr stattfindende Hemmung der Gluconeogenese durch Insulin
definiert [124,125].
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Abbildung 1.2.4: Insulin-Signalweg in Hepatozyten.

Die Bindung von Insulin an den Insulin Rezeptor induziert die Autophosphorylierung der
intrazellularen Untereinheit des Rezeptors. Dies fiihrt zur Bindung und Phsophorylierung von
Insulin Rezeptor Substraten (IRS) was wiederum zur Aktivierung der Phospho-Inositol-3-Kinase
(PI3K) fuhrt. Diese setzt Phosphatidylinositol-Bisphosphat (PIP,) in Phosphatidylinositol-
Triphosphat (PIP,) um. PIP, aktiviert die PIP_-abhangige Kinase (PDK), die ihrereseits die
Proteinkinase Akt phosphoryliert und damit aktiviert. Akt hat eine Vielzahl von Substraten zu denen
auch die Glycogensynthase-Kinase  (GSK3p) und das Forkheadbox Protein O1 (Foxol) gehéren.
GSK3B ist ein Inhibitor der Glycogensynthase. Durch seine Phosphorylierung wird sie inaktiviert
und die Glycogen Synthese wird induziert. Foxol ist ein Transkriptionsfaktor, der unteranderem fur
die Transkription der Gluconeogenese Schlisselenzyme PEPCK und G-6-Pase verantwortlich ist.
Wird er von Akt phosphoryliert so transloziert er vom Nucleus ins Zytoplasma wo er abgebaut wird
— die Gluconeogenese stoppt.
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1.3. INSULIN RESISTENZ IN CHRONISCHER HCV INFEKTION

In einer Vielzahl von klinischen Studien wurde in Kohorten von CHC Patienten ein
erhohtes Auftreten von Typ 2 Diabetes Mellitus (T2DM) im Vergleich zu den
Kontrollgruppen beobachtet. Eine Metaanalyse von 2005 ergab ein 68% bzw. 67%
erhohtes Risiko T2DM zu entwickeln in retrospektiven bzw. prospektiven Studien mit
gesunden Patienten als Kontrollgruppe und ein 82% erhohtes Risiko fur HCV/HIV-
coinfizierte Patienten im Vergleich zu HIV monoinfizierten Patienten [126]. Auch im
Vergleich zu Patienten die chronische mit dem Hepatitis B Virus infiziert waren ist
das Risiko fur T2DM bei CHC-Patienten um 80% erhoht. T2DM ist durch Insulin
Resistenz (IR) bestimmt, welche bereits viele Jahre vor der Manifestation des
Diabetes entstehen kann [127,128]. Erst wenn die B-Zellen des Pankreas die
verminderte Insulin  Sensitivitat der Gewebe nicht mehr durch erhéhte
Insulinproduktion kompensieren kdnnen, kommt es zur klinischen Manifestation des
Diabetes. Dieser ist definiert als das Auftreten von Nuchtern-Glucosespiegeln von
=126 mg/dl [129]. Die Entstehung von IR und T2DM im Zusammenhang des
Metabolischen Syndroms (Hypertonie, abdominale Fettleibigkeit, Dyslipidamie und
IR) beruht auf komplexen und bislang nicht vollstandig verstandenen systemischen
Verédnderungen [130,131]. Oxidativer Stress, ,endoplasmic-reticulum-stress® (ER-
Stress), chronische Entzindung, Hyperglycamie und erhdhte Spiegel freier
Fettsauren werden als potenzielle Ursachen der T2DM-Entstehung diskutiert [130].
Auch in CHC Patienten geht dem T2DM eine IR voran, die haufig schon in frihen
Stadien der Lebererkrankung und sogar in Patienten ohne Leberfibrose gemessen
werden kann [132]. Die erhdhte Pravalenz von T2DM in CHC Patienten im Vergleich
zu chronisch HBYV infizierten Patienten deutet darauf hin, dass es sich nicht um einen
Effekt der vorwiegend immunvermittelten Lebererkankung bei chronischer HBV- oder
HCV-Infektion handelt, sondern spezifisch durch HCV ausgeldst wird. Eine Studie,
die die proinflammatorischen Cytokine in HCV Patienten mit und ohne T2DM
verglich, bestatigte diese Annahme: Serumspiegel von IL-6 und TNFa zeigten keine
Korrelation mit dem Auftreten oder Ausprégung der IR [133].

Geht man also davon aus, dass IR und T2DM bei HCV-infizierten Patienten direkt
durch das Virus hervorgerufen werden, so mussten die ursédchlichen Veranderungen
in den Wirtszellen des Virus, den Hepatozyten, zu finden sein. Interessanterweise
deuten Experimente mit Hunden, die induziert durch eine spezielle Diat IR

entwickelten darauf hin, dass auch bei IR im Kontext des metabolischen Syndroms
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der erste Schritt in der Entstehung einer systemischen IR eine hepatische IR sein
konnte [134]. Eine Vielzahl an Daten aus Zellkulturexperimenten und aus
Patientenmaterial bestatigt die Hypothese der direkten Interaktion von HCV mit dem
Insulin Signalweg, allerdings teilweise mit gegenséatzlichen Ergebnissen. He et al.
zeigten beispielsweise bereits 2002 in HCV-NS5A-exprimierenden Hela Zellen eine
erhohte Akt-Phosphorylierung, die nach Etablierung des Zellkultur-Infektionsmodell
auch in HCV-infizierten Hepatozyten bestatigt wurde, Aytug et al. beobachteten
hingegen in Biopsiematerial eine verminderte Akt-Phosphorylierung [103,135-137].
Dieselbe Arbeit von Aytug et al. zeigt auch eine reduzierte Aktivierung des Insulin
Rezeptor Substrats 1 (IRS1) trotz erhdhter IRS1 Expression, was eine Hemmung des
Insulin Signalwegs durch HCV Proteine vermuten lasst [137]. Kawaguchi et al.
publizierten ebenfalls aus Biopsiematerial stammende Ergebnisse, die eine
verminderte Expression der IRS [138]. Experimente mit Zellenlinien und transgenen
Mausen derselben Publikation zeigen zudem, dass das HCV-core Protein zu einer
Reduktion der IRS Expression und Akt-Phosphorylierung fuhren kann [138]. Die
Reduktion der IRS Proteinmenge wurde auf den proteasomalen Abbau nach
Ubiquitinierung durch von HCV-core aktiviertes ,Suppressor of Cytokine Signaling 3“
(SOCS3) Protein zuruckgefiihrt. Eine andere Arbeitsgruppe bestatigte die SOCS
vermittelte IRS-Degradation durch Genotyp 3 core-Protein. Core-Protein des
Genotyps 1 fuhrte zu einem mTOR vermittelten IRS Abbau [139].

Ein weiterer vorgeschlagener Mechanismus der Entstehung hepatozellularer IR ist
die Aktivierung des ,proteasome activator 28gamma®“ (PA28y), ebenfalls durch HCV-
core [28]. HCV-core transgene Mause entwickelten IR, die durch zusatzlichen PA28y
Knockout reversibel war.

Des Weiteren wurde gezeigt, dass HCV einerseits ER-Stress induziert, ihn
andererseits aber auch hemmt [96,140,141]. ER-Stress tritt auf, wenn die Kapazitat
des ERs Proteine zu Falten und zu modifizieren Uberfordert ist und es zur
Akkumulation ungefalteter Proteine kommt. Uber drei Sensormolekiile werden
verschiedene Wege der sogenannten ,unfolded protein response” (UPR) eingeleitet,
die zur Hemmung der Neusynthese zusatzlicher Proteine, zum Proteinabbau und
Erh6hung der Kapazitat des ERs fuhren und damit auf eine Wiederherstellung der
normalen ER-Funktion abzielen. Kann dies nicht erreicht werden, so fihrt ER-Stress
zu Apoptose [142]. Es erscheint plausibel, dass die Akkumulation der riesigen HCV

Polyproteine bzw. die Umstrukturierung von ER-Membranen zu membranous web
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Strukturen (s. Abschnitt 1.1.1) ER-Stress hervorrufen. Dadurch, dass HCV
gleichzeitig ein andauerndes UPR-Signal verhindert, schitz das Virus seine
Wirtszelle vor der Apoptose [96]. Wie oben erwéhnt, wird ER-Stress als ein Faktor in
der Entstehung von IR im Kontext des Metabolischen Syndroms diskutiert [130,143].
Als Mechanismus wird angenommen, dass eine Aktivierung der Stress-Kinase JNK
die Insulin Rezeptor Substrate durch Phosphorylierung hemmt [143]. Tatsachlich gibt
es Ergebnisse, die von HCV verursachten ER-Stress mit IR verkntpfen - allerdings
durch andere Signalwege. Christensen et al. beschrieben, dass HCV-verursachter
ER-Stress in-vitro Protein Phosphatase 2A (PP2A) hochreguliert [144]. Eine weitere
Publikation derselben Gruppe zeigt spater, dass Uberexpression von PP2A in-vitro
und im Mausmodell Akt hemmen und dadurch IR verursachen kann [145].

Interessanterweise kam in den letzten Jahren Kritik an der Art der Erfassung der IR
in der Mehrheit an klinischen Studien auf, die die scheinbar sichere Datenlage der
durch HCV verursachten hepatischen IR in Frage stellt. Vanni et al. fuhrten an 14
chronisch HCV-infizierten und sieben gesunden Probanden hyperinsulinamische,
euglycamisch Clamps sowie Experimente mit markierter Glucose und markiertem
Glycerol durch. Diese aufwéandigen Messungen zeigten, dass bei CHC durchaus
nicht nur hepatische, sondern auch periphere IR entsteht [146]. Die in der zuvor
erwdhnten Metaanalyse zusammengefassten Studien definierten diabetische
Probanden in der Regel durch alleinige Messung von Blut-Glucose oder aufgrund der
Einnahme von Diabetesmedikamenten oder vorheriger Diagnose durch einen
privaten Arzt [126]. Selbst wenn die Diagnose durch einen privaten Arzt gestellt
wurde, ist maximal von einem oralen Glucosetoleranztest (OGT) oder der
Berechnung der HOMA-IR (niichtern Glucose [mmol/L] x nichtern Insulin [mU/L] /
22,5) auszugehen. Lam et al. verglichen die Ergebnisse der Diagnose durch
derartige Surrogatmessungen mit den Ergebnissen durch die aufwandige Messung
der tatsadchlichen IR und kamen zu dem Ergebnis, dass vor allem fur
normalgewichtige CHC Patienten die Verwendung von Surrogatmesswerten zu
falschen  Ergebnissen fuhrt [147]. Mukhtar et al. fihrten ebenfalls
hyperinsulindmische, euglycdmische Clamp Experimente, allerdings an einer deutlich
groReren Kohorte von 102 nicht diabetischen CHC Patienten durch. In dieser
Kohorte korrelierte die IR mit ethnischer Herkunft, BMI und anderen Wirtsfaktoren

aber nicht mit viralen Faktoren [148].
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl klinische als auch experimentelle
Daten zeigen, dass HCV den Wirtsstoffwechsel verandert. Ob diese Veranderungen
in ihrer Entstehung einer klassischen IR entsprechen bleibt fraglich und die
zugrundeliegenden Mechanismen sind ungeklart.

Ein besseres Verstandnis der Vorgange ist jedoch entscheidend, da IR und T2DM
entscheidende Auswirkungen auf die Pathogenese der CHC haben [149]: IR und
T2DM korrelieren mit verschlechtertem Ansprechen auf INFa Therapie,
beschleunigter Fibrose und héherer HCC-Inzidenz [132,150-154].
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1.4. ZELLDIFFERENZIERUNG VS. PROLIFERATION IN DER LEBER

1.4.1. DIE DIFFERENZIERTE LEBERZELLE

Wie Epithelzellen, weisen differenzierte Hepatozyten eine polare Ausrichtung auf,
d.h. ihre Membran ist in mehrere, funktional unterschiedliche Abschnitte unterteilt.
Anders als typische Epithelzellen jedoch, die eine apikale, eine basale und eine
laterale Seite besitzen, weisen Hepatozyten in der Regel zwei basale Seiten auf und
die apikale Oberflache verlauft wie ein Band um die Zelle [155] (Abb. 1.4.2).

Die basolaterale Hepatozytenmembran ist mit einer Vielzahl von Transportern zur
Aufnahme und Abgabe von Metaboliten ausgestattet. Dazu gehéren die
leberspezifischen “organic anion transporting polypeptides” (OATPs: OATP-1B1, 1B3
und 2B1) und das ,Sodium-taurocholate cotransporting polypeptide“ (Ntcp) [156].
Beide sind fur die Aufnahme von Gallensalzen aus dem Blut verantwortlich, die dann
Uber Efflux Proteine wie MRP2 (,multi drug related protein 2“) oder BSEP (,bile salt
export pump®) in der apikalen Membran in die Gallenkapilaren abgegeben werden
[156]. Uber dieselben Transporter wird neben Gallensalzen teilweise ein breites
Spektrum an Metaboliten transportiert und Uber die Galle ausgeschieden [157].
Entsprechend des gerichteten Transports ist es nicht Uberraschend, dass die
Expression der Transportmolekiile mit dem Entwicklungsstatus der Leber bzw.
Polarisierungsstatus der Zellen korreliert und unpolarisierte Hepatozyten in Zellkultur

die Expression reduzieren [158-160].

Auch die Expression vieler Stoffwechselenzyme wie PEPCK (Gluconeogenese) oder
TDO (2,3-Tryptophandioxygenase, Aminosaurestoffwechsel) ist nicht nur spezifisch
fur Hepatozyten, sondern korreliert auch mit dem Differenzierungsstatus der Zellen
[159,161].

Ein weiteres Merkmal der Differenzierung von Hepatozyten ist Polyploidie. Es wird
angenommen, dass Polyploidie in der gesunden Leber eine terminale Differenzierung

mit reduzierter Teilungsfahigkeit anzeigt [162].
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Abbildung 1.4.2: Polarisierte Ausrichtung der
Hepatozyten in der Leber

Modifiziert nach Treyer und Musch,
Comprehensive Physiology, 2013

a. zeigt einen Ausschnitt eines Leberlappchens.
Die Hepatozyten (gelb) sind in Zellstrangen
zwischen den Kapillaren (Sionosoiden)
angeordnet. Diese sind von einem Idchrigen
Endothel aus ,liver sinosoidal endothelial cells*
(LSECs, blau) ausgekleidet. In den Sinosoiden
mischt sich Pfortaderblut mit sauerstoffreichem
arteriellem Blut. Durch Gallenkapillaren zwischen
den Hepatozyten ist die Leber von einem weiteren
Gefalnetz durchzogen, das wiederum an den
Ecken der Leberlappchen in den Gallengangen
zusammenflief3t.

b. zeigt die Membranunterteilung polarisierter
Hepatozyten. Zwischen den Hepatozyten grenzen
Llight-junction® Proteine die Gallenkapillaren ab.
Die Expression von Transportern wie OATP-C und
BSEP an der basolateralen bzw. kanikularen
Membran sorgt fur den gerichteten Transport von
Metaboliten aus dem Blut in die Gallenkapillaren.

basolateral
membrane

lateral
membrane

canicular
membrane

Untersuchungen an Ratten zeigen wahrende der Embryonalentwicklung, wie zu
erwarten, eine hohe Zellteilungsrate der Hepatozyten. Dabei handelt es sich
praktisch ausschlieRlich um diploide Zellen. Postnatal nimmt die Lebermasse weiter
zu, jedoch ohne einen entsprechenden Anstieg an Zellteilungen [163]. Hypertrophie
und Kernteilungen ohne anschlieRende Cytokinese fihren zu einem Anstieg der
polyploiden Zellen [164,165]. Im erwachsenen Menschen besitzen etwa 30-40% aller

Hepatozten zwei oder mehr Kerne [162]. Uber den Vorteil unvollstandiger
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Zellteilungen und resultierender Polyploidie gegeniber vollstdandigen Mitosen
herrscht noch Unklarheit. Ob Polyploidie die Verdopplung der biosynthetischen
Kapazitat ohne die eine aufwandige Neuorganisation der Membranen bedeutet oder
aber nur die Folge einer reduzierten Teilungsfahigkeit ist wird kontrovers diskutiert
[166].

1.4.2. ZELLPROLIFERATION IN DER LEBER

Obwohl in der gesunden Leber aufgrund einer sehr hohen Lebensdauer der
Hepatozyten (geschatzte Halbwertszeit von 6-12 Monaten) ein geringer Zell-
Lurnover® herrscht, verlieren auch differenzierte Hepatozyten nie ihre prinzipielle
Teilungsfahigkeit [167]. Dies fuhrt zu einer aul3ergewohnlichen Regenerations-
fahigkeit der Leber, die bereits der griechischen Sage von Prometheus zu
entnehmen ist, der zu lebenslanger Qual verurteilt wurde, indem ein Adler jeden Tag
ein Stlck sein Leber a3, das jede Nacht aufs Neue nachwuchs. 1934 zeigten Higgins
und Anderson, dass Ratten selbst nach Resektion von zwei Dritteln der Leber
Uberleben und der zuriickbleibende Teil innerhalb kurzer Zeit auf die urspringliche
GroRRe der Leber anwachst [168]. Und tatsachlich ist die Leber selbst bei vielfacher
Wiederholung der Hepatektomie immer wieder zur Regeneration in der Lage [169].
Die GroRRe, zu der die Leber wieder anwachst scheint hierbei nicht intrinsisch,
sondern  durch die  Anforderung des Organismus  bestimmt: Bei
Lebertransplantationsexperimenten von groBen in kleine Hunde nahm die
Lebermasse ab, die transplantierte Leber eines Baboon Affen in einen Menschen
wuchs auf die Grol3e einer humanen Leber an [170,171]. Anders als bei anderen
Geweben wie z.B. der Haut, wo nur eine kleine Population von Stammzellen fur die
Regeneration des Gewebes zustandig ist, sind in der Leber praktisch alle Zellen an
der Regeneration des Gewebes beteiligt [172]. Selbst bei einer Resektion von zwei
Dritteln der Leber geniigen damit weniger als zwei Zellzyklen um die urspriingliche
Zellzahl wiederherzustellen [173]. Voll funktionale Hepatozyten die den Zellzyklus
verlassen hatten und in die Go-Phase lbergegangen waren, mussen folglich dazu
gebracht werden wieder in den Zellzyklus einzutreten. Die Serumspiegel einer
Vielzahl von Signalmolekulen, darunter TNF, Noradrenalin, HGF, IL6, Gallensauren,
Hyaluronsaure, Serotonin und TGFB1, zeigen einen Anstieg nach partieller
Hepatektomie. Zudem gilt eine Beteiligung von EGF als gesichert: EGF ist aus
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Tierexperimenten und Zellkultur als potentes Mitogen fur Hepatozyten bekannt [172].
In Ratten wurde nach partieller Hepatektomie ein Anstieg von EGF in der Pfortader
beschrieben [174]. Da Hepatozyten EGF &aulRRerst effizient aufnehmen kann jedoch
ein Anstieg praktisch nicht in der Peripherie gemessen werden [175]. Das genaue
Zusammenspiel der benannten Signalmolekile ist noch nicht sicher verstanden und
wird in Referenz 157 diskutiert. Auf die Rolle einzelner, in der Leber wirkender oder
in der Leber produzierter Wachstumsfaktoren, wird in folgenden Abschnitt 1.4.3

naher eingegangen.

1.4.3. WACHSTUMSFAKTOREN IN DER GESUNDEN UND KRANKEN LEBER

Hepatozyten Wachstumsfaktor (engl. hepatocyte growth factor, HGF):

HGF wurde 1984 aus dem Blut von Ratten, die einer partiellen Hepatektomie
unterzogen worden waren, isoliert und als die DNA-Synthese und Proliferation
fordernder Hepatozyten-Wachstumsfaktor beschrieben [177]. Spéater zeigte sich,
dass weder die mitogene Wirkung, noch die Produktion auf die Leber beschrankt
sind: HGF wird vor allem von mesenchymalen Zellen (z.B. den Kupferzellen in der
Leber) produziert und wirkt primar auf Epithel- und Endothel Zellen. Dort bindet es an
den HGF-Rezeptor ,c-MET*, der daraufhin autophosphoryliert und verschiedene
Signalwege induziert, die zu Zellproliferation, Apoptose-Hemmung und Cytoskellet-
Veranderungen/Zellmotilitdt fuhren (Abb. 1.4.3). So ist HGF an der Epithel-
Regeneration in Lunge, Niere, Darm und anderen Organen beteiligt. Obwohl bei
einem Anstieg der Serum-Spiegel alle Organe HGF ausgesetzt sind, erfolgt nur in
geschadigten Organen eine Aktivierung von c-MET. Wie dies zustande kommt ist
noch nicht geklart [178].

Wahrend der Organentwicklung ist c-MET auch in Parenchymzellen vieler Organe
exprimiert. Unteranderem fur Leber, Niere, Lunge, Darm, Muskel- und
Nervengewebe, Brustdrisen, Plazenta wurde eine Rolle von HGF in der
Organentwickung gezeigt [178].

In der Leber induziert HGF die Proliferation von Hepatozyten, LSECs und
Cholangiozyten [179]. Erhohte Serum-HGF-Spiegel nach Leberschadigung sind
offensichtlich sowohl auf erhéhte lokale Produktion durch Kuppferzellen, als auch auf

Produktion durch entfernte Organe (Lunge, Leber und Milz) zurtck zu fihren.
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Interessanterweise ist letzteres vor allem nach partieller Hepatektomie zu
beobachten, wohingegen bei akuter Hepatitis, verursacht durch Toxine oder Viren,
die intrahepatische HGF Produktion dominiert [178].

HGF wirkt nicht nur anti-apoptotisch, es sorgt zudem fur die Aufrechterhaltung der
Funktionalitat der Zellen. Im Hepatozyten induziert HGF bespielweise die Albumin-
Produktion [180]. AuRerdem wirkt es anti-fibrotisch und, durch die Hemmung
verschiedener Immunzellen, anti-inflammatorisch [178]. Bei andauernder
Organschadigung nehmen HGF Expression und die von ihm induzierten

regenerativen Prozesse jedoch nach und nach ab [178].

EGF, HGF, IGF,
VEGF, PDGF,
FGF, Insulin...

EGFR, c-MET,

IGFR, VEGFR,

PDGFR, FGFR,
InsR...

proliferation, anti-apoptotic, ...

Abbildung 1.4.3: Wachstumsfaktor-aktivierte Signalwege
Angepasst nach Fang, World Jurnal of Molecular Genetics, 2011

Wachstumsfaktoren wie epidermal growth factor (EGF), hepatocyte growth factor (HGF), insulin-like
growth factor (IGF), vascular endothelial grow factor (VEGF), platelet derived growth factors (PDGF),
fibroblast growth factor (FGF) oder auch Insulin aktivieren Uber die jeweiligen Rezeptor-Tryrosin-
Kinasen (..-R) die drei gemeinsame Signalwege: Den PI3K/AKT-Signalweg (rot), den
RAS/RAF/MAPK-Sigalweg (blau) and den SRC/JAK/STAT-Signalwege (griin). Durch die Regulation
von Transkriptionsfaktoren (z.B. CREB, FOXO, Fos/Jun oder STAT) und andere Regulatorische
Proteine (z.B. Bim, Bad Casp9, mTOR) wirken sie allgemein pro-proliferativ und anti-apoptotisch.
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Im Zusammenhang mit der hier prasentierten Arbeit ist interessant, dass in den
vergangenen Jahren zunehmend eine Rolle von HGF im Glucosestoffwechsel,
Wechselwirkungen mit Insulin und eine Assoziation mit dem metabolischen Syndrom
deutlich wurde: Bertola et al. beschrieben 2007 eine erhdhte Glucoseaufnahme in
HGF behandelten Adipozyten [181]. 2008 zeigten Perdomo und Kollegen, dass HGF
in Skelettmuskelzellen, durch erhéhte Expression der Glucosetransporter GLUT4 in
der Plasmamembran, die Glucoseaufnahme steigern kann [182]. Gleichzeitigen
wurde in den untersuchten Zellen eine Hemmung der Lipid-Oxidation beobachtet,
womit die Effekte von HGF den seit langem bekannten Effekten von Insulin auf
Skelettmuskelzellen entsprachen. Bereits zuvor war bekannt, dass HGF die Insulin-
Sekretion durch die B-Zellen des Pankreas stimuliert [183,184]. HGF scheint also
sowohl den Insulinspiegel zu erhéhen, als auch selbst Insulin-&hnliche Wirkung auf
manche Zellen zu haben. Eine aktuelle Publikation tGber die Wirkung von HGF auf
den Glucosestoffwechsel der Leber zeigt, dass der HGF-Rezeptor c-MET in der
Hepatozyten sogar Dimere mit Insulin Rezeptor-Untereinheiten bildet und HGF so
direkt den Insulin-Signalweg aktivieren kann [185]. De Courteen et al. zeigten in
Hyperinsulinamischen-Clamp-Versuchen, dass Insulin seinerseits in negativer
Ruckkopplung die HGF Freisetzung hemmen kann [186]. Dieses Gleichgewicht
scheint bei Ubergewicht verloren zu gehen: Eine Querschnittsstudie korrelierte die
Serum-HGF-Werte von knapp 1500 Probanden mit Parametern wie Blutdruck,
Huftumfang, Nlchternglucose, Seruminsulin, Blutlipiden u.a. und beobachtete eine
positive Korrelation der HGF-Spiegel mit allen vier Faktoren des Metabolischen
Syndroms [187]. Erhohte HGF-Spiegel in lbergewichtigen Personen, von denen
angenommen wird, dass sie durch erhéhte HGF-Produktion durch Adipozyten
entstehen, konnten, in den zuvor erwahnten Versuchen von Courteen et al., nicht

durch Insulin gesenkt werden [186,188].

Im Hinblick auf die Entstehung von HCC bei CHC-Patienten ist aul3erdem zu
erwahnen, dass HGF im Gegensatz zu den proliferativen Effekten in beschadigten
Organen, auf isolierte Tumorzellen oder Tumorzelllinien wachstumshemmend wirkt
[189,190]. Entsprechend ist die Expression von HGF ist in Tumorzellen im Vergleich
zum umliegenden Gewebe reduziert. Erstaunlicherweise wurde jedoch eine erhéhte
Expression des Rezeptors ¢c-MET in HCC beschrieben und Uberexpression von c-
MET fihrte im Tiermodell zur Tumorentwicklung. Trotzdem zeigte der Einsatz von c-
MET-Inhibitoren bislang nur schwache Effekte in der Therapie von HCC [191].
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Epidermaler Wachstumsfaktor

(engl. epidermal growth factor, EGF):

EGF wurde 1962 erstmals von Stanley Cohen aus Speicheldrisen von Mausen
isoliert und in seiner Wirkung auf die Augenentwicklung beschrieben [192]. Bald
zeigte sich, dass EGF im Menschen sowohl in Speicheldriisen produziert wird und
die Magensaureproduktion hemmt als auch in den Brunnerschen Drisen des
Duodenums gebildet wird und fir die Proliferation und Differenzierung des
Intestinums entscheidend ist [193]. Mit der Zeit wurde eine proliferative Wirkung von
EGF auf eine Vielzahl von Zelltypen festgestellt [175]. Wie HGF wirkt auch EGF
durch Bindung einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase und daran angeschlossene
Signalwege [194] (Abb. 1.4.3).

Wie zuvor erwahnt ist EGF aus Tierexperimenten und Zellkultur als starkes Mitogen
fur Hepatozyten beschrieben. Als solches ist es entscheidend fur die
Leberregeneration, steht aber auch in Zusammenhang mit der Entstehung von HCC
[195,196]. Die Uberexpression von EGF in Mausen fiihrt zur Entstehung von
Lebertumoren in 100% der Tiere [197]. Mutationen im EGF-Rezeptor-Gen sind mit
einem erhohten Krebsrisiko assoziiert und EGF-Rezeptor-Antikdrper, die zur
Internalisierung und Degradation des Rezeptors fuhren, werden in der Therapie
entsprechender Tumoren erfolgreich eingesetzt [194].

Insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren 1 und 2

(engl. insulin-like growth factor, IGF)

IGF1 und -2 &hneln, wie ihr Name impliziert, in vieler Hinsicht Insulin. Aufgrund
struktureller Ahnlichkeit der Molekiile kann Insulin teilweise an IGF-Rezeptoren
binden und umgekehrt [198]. Auch der IGF-Rezeptor ist eine Rezeptor-Tyrosin-
Kinase und aktiviert die drei fur diese Molekile typischen, in Abb. 1.4.3 dargestellten,

Signalwege.

Eine Vielzahl von Zellen ist zur IGF1-Produktion in der Lage, der grof3te Anteil wird
aber, stimuliert durch Wachstumshormon, in der Leber synthetisiert. Obwohl IGF1,
Entsprechend der gemeinsamen Signalwegewie, wirkt IGF1 wie EGF, HGF oder
auch Insulin vor allem proliferativ und anti-apoptotisch. Dennoch sind eine reduzierte
IGF1 Expression im Tumorgewebe und erniedrigte IGF1-Spielgen im Serum, bei
Patienten mit HCC beschrieben [199-201].
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IGF2 spielt vor allem in der Embryonalentwicklung eine Rolle wo es ebenfalls
vorwiegend in der Leber produziert wird. Auch spater stammt IGF2 vorwiegend aus
der Leber und die progressive Abnahme der Leberfunktion bei Patienten mit
chronischer Lebererkrankung ist mit reduzierten Serum-IGF2-spiegeln korreliert.
Lebertumorzellen wiederum produzieren teilweise gro3e Mengen an IGF2 [201]. Im
Zusammenhang der hier prasentierten Arbeit ist interessant, dass erhohte IGF2-
Spiegel bei Patienten mit IGF2-produzierenden Tumoren zu Hypoglycamie durch

erhdhte periphere Glucoseaufnahme zu fihren scheinen [202-204].

Die Effekte von IGF1 und -2 werden von verschiedenen IGF-Bindungsproteinen
(IGFBP1-6) moduliert. Diese werden ebenfalls von der Leber aber auch von anderen
Organen synthetisiert, verlangern die Halbwertszeit der Wachstumsfaktoren und

erhdhen oder erniedrigen ihre Wirksamkeit [201].

Transformierender Wachstumsfaktor 8
(engl. Transforming Growth Factor 3, TGFp)

Die allgemeine Wirkungsweise, sowie die Rolle von TGFB in chronischen
Lebererkrankungen und HCC sind in Quellen 206 und 207 zusammengefasst. TGFf
ist ein antiproliferatives Cytokin und spielt eine wichtige Rolle in der Regulation von
Proliferation und Differenzierung. Es fiihrt seine Effekte Uber zwei Signalwege aus:
Uber den kanonischen Signalweg aktiviert TGFB nach Bindung an den TGF-
Rezeptor sogenannte smad-Proteine, die als Transkriptionsfaktoren die Expression
mehrerer hundert Gene regulieren. Uber nicht-kanonische Signalwege kann TGFf
auch in Akt-, Wnt-, Notch-, NFkB- und MAP-Kinase-Signalwege d.h. in die zuvor

beschriebenen Signalwege von beispielsweise EGF, HGF oder IGF eingreifen.

Grundsatzlich wirkt TGF als Tumorsuppressor. Fortgeschrittene Tumorzellen zeigen
jedoch héaufig Resistenz gegentber den anti-proliferativen bzw. pro-apoptotischen
Effekten des Cytokins. TGF kann dann sogar pro-onkogen wirken. In verschiedenen
Tumoren, darunter auch HCC, wurde eine erhéhte TGFB Expression beschrieben.
Etwa 25% aller HCCs weisen jedoch eine Reduktion des TGFB-Rezeptors auf. In

diesen Fallen wirkt TGF( in der Regel weiterhin als Tumorsuppressor.

Auf der anderen Seite kann TGF[3 auch zur Entstehung von Leberfibrose beitragen.
TGFB kann Hepatozyten nicht nur in der Teilung hemmen, sondern auch ihre

Apoptose induzieren. Freigewordener Raum wird von hepatischen Ito-Zellen, die
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weniger sensitiv gegenuber TGFB zu sein scheinen, mit unfunktionalem

Bindegewebe und extrazellularer Matrix aufgefullt.

1.4.4. ZELLULARER DIFFERENZIERUNGSSTATUS UND VIRALE INFEKTIONEN

Da Viren um sich zu vervielfaltigen auf ,Material® und ,Werkzeug“ ihrer jeweiligen
Wirtszelle angewiesen sind, koénnen jegliche Veranderungen in den Zellen die
Replikation der Viren positiv oder negativ beeinflussen. Innerhalb desselben Zelltyps
trifft das Virus, je nachdem ob sich die Zelle in Proliferation befindet oder
ausdifferenziert ist, vollig unterschiedliche zellulare Bedingungen an (Abb. 1.4.3).
Dabei finden sich zwischen verschiedenen Viren gro3e Unterschiede, sowohl in den
Schritten des viralen Replikationszyklus, die auf bestimmte Zellzyklusphasen oder
Differenzierungsstadiums der Wirtszellen angewiesen sind, als auch darin, welche
Zellzyklusphasen oder Differenzierungsstadien gunstig oder nachteilig fiur das
jeweilige Virus sind: HBV beispielweise ist nur zur Infektion von differenzierten
Hepatozyten in der Lage. Nur hier ist die Expression des als HBV-Rezeptor
fungierenden  Gallensauretransporters und  von  hepatozyten-spezifischen
Transkriptionsfaktoren, die fir die Expression von HBV-Proteinen nétig sind,
gegeben [207,208]. Humanes Cytomegalovirus (HCMV) kann Zellen zwar in jeder
Phase des Zellzyklus infizieren, die virale Genexpression kann jedoch nur in Gy oder
G;-Phase beginnen [209]. Bei humanen Papylomaviren (HPV) wiederum, ist der
Schritt der Produktion von Viruspartikeln vom Differenzierungsstatus der Wirtszellen
(Keratinozyten) abhangig [210]. Im Falle von HIV hemmt Polarisierung von
Makrophagen die produktive Infektion, wobei Polarisierung zu M1-Makrophagen
(cytotoxische Wirkung) zu schlechter Infizierbarkeit fuhrt, wahrend Polarisierung zu
M2-Makrophagen (anti-inflammatorisch) die Replikation und Virusbildung hemmt
[211].

In ihrer Koevolution mit dem Menschen entwickelten Viren Mechanismen, um in ihren
Wirtszellen die fur sie glinstigen Bedingungen zu induzieren. Vielen Viren gelingt es
den Stoffwechsel der Zelle zu ihren Gunsten zu verandern [212]. Auch ein Eingreifen
in Differenzierungsstatus und Zellzyklus ist haufig zu finden. Adeno- und
Papillomaviren interagieren mit Regulatorproteinen des Zellzyklus und treiben Zellen

so in die S-Phase, vermutlich um ihre eigene Replikation zu beginstigen [213].
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HCMV Infektion fihrt zu ,Pseudomitosen®, zellularen Veranderungen die sonst nur
wahrend der Mitose vorkommen, hier aber nicht zur Zellteilung fuhren [214]. Auch
RNA-Viren greifen haufig in den Zellzyklus ein: Das murines Coronavirus MHV
(mouse hepatitis virus) fihrt zu einem Go/G;-Phase Arrest, das Vogel-Coronavirus
IBV (infectious bronchitis virus) zu einem G,/M-Phase Arrest [215,216].

Cell cycle stages Quiescence Phenotype commitment

*1Go * | Differentiated

M

high expression and specific
localization of celltype-
specific genes

Mitosis = cytokinesis

high metabolic activity,
growth, synthesis of
proteins required for DNA
synthesis

growth,
synthesis of proteins
required for division

G,

DNA synthesis

Abbildung 1.4.3: Zellzyklusphasen und Differenzierungsstatus schaffen unterschiedliche
Voraussetzungen fur virale Infektion und Replikation
Quelle: Biology-Library, ,Principles of Cell Cycle Regulation”

Auch HCV ist vom Zellzyklus seiner Wirtszellen beeinflusst und greift moéglicherweise
aktiv in ihn ein. Obwohl das Virus spezifisch Hepatozyten infiziert, scheint sich ein
hoher Differenzierungsstatus mit dem assoziierten Wachstumsstop nachteilig auf
seine Replikation auszuwirken. Proliferierende Huh7.5 Hepatomazellen sind zu 100%
infizierbar und setzen grof3e Mengen an infektiosem Virus frei. Nach wenigen Tagen
jedoch, wenn die Zellen Konfluenz erreichen, reduziert sich die Freisetzung
infektioser Viren dramatisch [217]. Stabile Expression des HCV NS2 Proteins in Hela
oder Vero Zellen fuhrte in diesen Zellen zum S-Phase Arrest [218]. Scholle et al.
untersuchten Veranderungen des Zellzyklus in Huh7 Zellen, die Volllangen HCV

RNA replizierten und somit das gesamte HCV Polyprotein exprimierten [219]. Sie
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sahen keine Veranderung im Zellzyklus durch HCV, beobachteten aber eine
Reduktion der viralen RNA-Replikation in schwach proliferierenden Zellen und einen
Anstieg in S-Phase Zellen. Zusammen deutet dies darauf hin, dass die HCV
Replikation in proliferierenden Zellen bzw. in S-Phase Zellen die gunstigsten
Bedingungen fur die virale RNA-Replikation herrschen, was insofern Uberraschend
ist, als HCV im Menschen wachstumsarretierte differenzierte Hepatozyten infiziert.
Verbesserte Modelle sind ndétig, um Effekte von HCV auf Zellproliferation bzw.

Zellzyklusphasen untersuchen zu kdnnen.
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1.5. ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Chronisch HCV-infizierte Patienten haben ein mehr als 60% erhohtes Risiko T2DM
zu entwickeln [126]. T2DM ist durch IR gekennzeichnet, d.h. der Korper des
betroffenen Patienten reagiert nicht mehr angemessen auf Insulin und es kommt zu
erhohten Glucose- und Insulinspiegeln im Blut [220]. Dabei kann die Resistenz
sowohl in der Peripherie, mit reduzierter insulinstimmulierter Glucoseaufnahme in
Muskel- oder Fettgewebe, also auch in der Leber beginnen [220-222]. Die Leber
spielt eine zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung konstanter Blutglucosespiegel,
indem sie bei hohen Glucosespiegeln groRe Mengen an Glucose speichert, bei
Nahrungskarenz hingegen durch Glycogenolyse und Gluconeogenese Glucose ins
Blut abgibt. IR der Leber auBert sich in mangelhafter Unterdriickung der
Gluconeogenese durch Insulin, durch die es ebenfalls zu erhéhten Glucosespiegeln
im Blut kommt [125]. Aufgrund der Leberspezifitat von HCV wird angenommen, dass
eine hapatozellulare IR Ursache der Entwicklung von T2DM bei CHC ist, die
zugrundeliegende Mechanismen sind aber noch nicht vollstandig geklart [223]. Ein
besseres Verstandnis der Vorgange ist jedoch entscheidend, da IR und T2DM
entscheidende Auswirkungen auf die Pathogenese der CHC haben [149]: IR und
T2DM korrelieren mit verschlechtertem Ansprechen auf INFa Therapie,
beschleunigter Fibrose und héherer HCC-Inzidenz [132,150-154].

Die Erforschung von HCV und durch HCV versursachten Veranderungen im
infizierten Menschen ist stark durch die verfigbaren Modelle limitiert. Seit es Wakita
et al. 2005 gelang, mit einem HCV-Isolat aus einem Patienten mit fulminanter
Hepatitis, Huh7 Zellen produktiv zu infizieren, wird dieses Modell bzw. seine
Modifikationen weltweit verwendet [85,224]. Als proliferierende Tumorzellen
unterscheiden sich Huh7 Zellen jedoch in vielerlei Hinsicht stark von den
wachstumsarretierten, polarisierten Zellen, die HCV in einer gesunden Leber infiziert.
Die Aussagekraft von mit diesem Modell erhaltenen Ergebnissen Uber die Situation
im infizierten Menschen ist somit fraglich, vor allem wenn Effekte des Virus auf die

Wirtszelle untersucht werden.

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, ein Zellkulturmodel zu etablieren, dass den
typische Metabolismus von Hepatozyten und den Aspekt der Chronizitat
wiedergespiegelt und in diesem Modell die Mechanismen der Insulin Resistenz in

chronischer HCV-Infektion zu untersuchen.
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2. ERGEBNISSE

2.1. ETABLIERUNG EINES MODELLS ZUR UNTERSUCHUNG VON VERANDERUNG
IM STOFFWECHSEL VON HEPATOZYTEN

Um Veranderungen im Stoffwechsel von Hepatozyten bei chronischer HCV-Infektion
untersuchen zu kénnen, war zunéachst die Etablierung eines Zellkultursystems nétig,
in dem der hepatische Insulin-Signalweg funktional exprimiert war. Wie zuvor
beschrieben, kommt es in Hepatozyten nach Bindung von Insulin an den Insulin-
Rezeptor zur Autophosphorylierung der intrazellularen B-Untereinheit des Rezeptors,
was die Bindung und Aktivierung von Rezeptor Substraten ermoglicht. Diese kénnen
daraufhin PI3K aktivieren, was PIP, in PIP3 umwandelt. PIP3; aktiviert PDK, was
seinerseits Akt phosphoryliert und damit aktiviert. Akt inaktiviert den
Transkriptionsfaktor Foxol, der fur die Expression der Gluconeogenese-
Schlusselenzyme PEPCK und G-6-Pase verantwortlich ist. Inaktiviertes Foxol
verlasst den Nucleus und stoppt damit die Gluconeogenese (siehe auch Abb. 1.2.4).
Anforderungen an das Modell waren daher 1.) gute Expression des Insulin
Rezeptors, 2.) Aktivierbarkeit von Akt durch Insulin, 3.) Foxol-Translokation nach
Insulinstimulation und 4.) Regulation von PEPCK und G-6-Pase durch Insulin.
Ausgangspunkt der Experimente war aufgrund ihrer guten Infizierbarkeit mit HCV die
Hepatomazelllinie Huh7.5 [84]. Abbildung 2.1.1 zeigt, dass undifferenzierte Huh7.5
Zellen im Vergleich zu primaren humanen Hepatozyten (PHHSs) eine niedrige Protein
Expression des InsRB und kaum Aktivierung der Proteinkinase Akt durch Insulin
aufwiesen (Abb. 2.1.1a). Auch die ebenfalls sehr niedrige mMRNA Expression des
Gluconeogenese-Schlisselenzyms G-6-Pase zeigte keine Regulation durch Insulin
(2.2.1b). Vier Protokolle (etabliert in Vorexperimenten mit verschiedenen
Mediumzusétzen, die in unserem Labor zur Differenzierung von HepaRG Zellen und
zur Kultivierung von PHHs verwendet werden) wurden auf eine mdgliche
Verbesserung der Expression und Regulierbarkeit von InsRp, Akt und G-6-Pase
getestet. Alle vier Protokolle fihrten zu einer erhdhten Expression von InsRp und
einer erhohten Expression bzw. Insulin-Regulierbarkeit von Akt und G-6-Pase.
Bezogen auf alle drei Parameter fuhrte Protokoll 1 zum starksten Anstieg. Diese

Protokoll wurde daher fir die weiteren Versuche ausgewahlt.
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Abbildung 2.1.1: Etablierung
b 100- G-6-Pase eines Modells zur Untersuchung
0 des Insulin Signalwegs in Huh7.5
§ 80- Zellen
§ [ untreated
5 601 Bl insulin Huh7.5 Zellen wurden mit
= verschiedenen Protokollen
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s undifferenzierten Huh7.5 Zellen und
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(in ebenfalls Insulin- und FCS-
depletiertem Medium) bzw. dem
entsprechenden Kontrollmedium
ohne Insulin behandelt.

a.) Nach 8 min Insulinstimulation wurden Proteinlysate hergestellt und p-Akt (Ser473) sowie
InsR-B im Westernblot, mit B-Aktin als Ladungskontrolle, untersucht.

b.) Nach 16 h Insulinstimulation wurde die G-6-Pase Expression in quantitativer RT-PCR,
relativ zu B2, gemessen und auf die Expression in unbehandelten, undifferenzierten Zellen
normalisiert.

Differenzierungsprotokolle:

(2): 3 Wochen Kultivierung in Medium A ohne DMSO

(2): 2 Wochen Kultivierung in Medium A und Medium B gemischt zu gleichen Teilen, 1 Woche
Kultivierung in Medium A und Medium B gemischt zu gleichen Teilen ohne DMSO

(3): 3 Wochen Kultivierung in Medium A und B gemischt zu gleichen Teilen ohne DMSO

(4): 3 Wochen Kultivierung in Medium A und B gemischt zu gleichen Teilen

PHH: Priméare humane Hepatozyten, isoliert von der chirurgischen Klinik und Polyklinik
GroRBhadern, im Rahmen der gemeinnitzigen und staatlich kontrollierten Stiftung HTCR
(Human Tissue and Cell Research), Behandlung nach 3 Tagen in Kultur in Medium A

Huh7.5: proliferierende, 90% konfluente Huh7.5 Zellen

Medium A: Williams E Medium, 500ml, versetzt mit 6 ml 5% Glucose, 11,5 ml 1M Hepes pH
7,5, 5,6 ml L Glutamin (200 mM), 2,8 ml Penicillin/Streptavidin (10000 1.U./ml bzw 10000
pa/ml), 320 pl Insulin (155 nM), 280 pl Inosin (25 mg/ml), 8,7 ml DMSO, 600 pl Hydrocortison
(5,5 pg/ml), 25 ml FCS

Medium B: DMEM Medium, 500ml, versetzt mit 5 ml ml Penicillin/Streptavidin (10000 I.U./ml
bzw. 10000 pg/ml), 5 ml L-Glutamin (200 mM), 5 ml NEAA (100x), 5 ml Na Pyruvat, 25 ml
FCs.
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Abb. 2.1.2a zeigt den Zellkulturphanotyp nach drei Wochen Kultivierung mit Protokoll
1. Morphologisch war ab drei Wochen keine Verénderung der Zellen mehr zu
beobachten, eine Kinetik zeigte jedoch, dass die Akt-Aktivierung durch Insulin nach
vier Wochen im Vergleich zu drei Wochen nochmals zunahm und erst dann
stagnierte (Abb. 2.1.2b). Im Folgenden wurden die mit Protokoll 1 flr vier Wochen
differenzierten Zellen (=Huh7.5diff), im Vergleich zu proliferierenden Huh7.5 Zellen,
weiter charakterisiert.

Westernblot-Analysen zeigten, dass Akt in Huh7.5diff nicht nur verstarkt durch Insulin
aktiviert werden konnte, sondern dass auch ein Anstieg der Proteinexpression vorlag
(Abb. 2.1.3a). Ahnliche Ergebnisse zeigte die Analyse der Expression und Regulation
des fur die Expression der Gluconeogenese-Enzymen verantwortlichen
Transkriptionsfaktors Foxol: In proliferierenden Huh7.5 Zellen war die Expression
von Foxol niedrig (Abb. 2.1.4) und Foxol war auch ohne Insulin nicht im Nukleus
detektierbar. In Huh7.5diff hingegen war ohne Insulin eine klare nukleare Foxol-
Farbung und eine Translokation ins Cytoplasma nach Insulin-Stimulation zu
beobachten. Fir die an der Gluconeogenese beteiligten Enzyme PEPCK und G-6-
Pase war ein etwa 300facher bzw. 4000facher Anstieg der mRNA-Spiegel im
Vergleich zu proliferierenden Huh7.5 Zellen zu sehen. Die Expression beider Enzyme
liel? sich durch Insulin signifikant reduzieren (85% Reduktion von G-6-Pase, 74%
Reduktion von PEPCK). In undifferenzierten Zellen war keine Reduktion der

Expression durch Insulin messbar (Abb. 2.1.3b).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieses Abschnitts, dass in
undifferenzierten Huh7.5 Zellen die Expression des Typischen hepatozellularen
Insulinsignalwegs niedrig und seine Regulierbarkeit durch Insulin unvollstandig ist.
Mit Protokoll 1 differenzierte ,Huh7.5diff Zellen erfillten alle Anforderungen die an
das Modells zur Untersuchung von Veranderung im Stoffwechsel von Hepatozyten
gestellt worden waren in dem sie gute Expression des Insulin Rezeptors,
Aktivierbarkeit von Akt durch Insulin, Foxol-Translokation nach Insulin-Stimulation

und Regulation von PEPCK und G-6-Pase durch Insulin zeigten.



ERGEBNISSE | 39

a
scale 100 pm
b ; 5 e
weeks of differentiation
3 4 5 6

[ 1 1 1 1
insulin - + = + - + - +

At e - - -

o017 i — S

Abbildung 2.1.2: Maximale Differenzierung von Huh7.5 Zellen nach 4 Wochen

a.) zeigt ein Hellfeldbild des Zellkulturphanotyps von Huh7.5diff Zellen nach 3 Wochen.

b.) zeigt die Insulin induzierte Akt Phosphorylierung nach 3, 4, 5 bzw. 6 Wochen Differenzierung
mit Protokoll 1. Zum jeweiligen Zeitpunkt wurden die Zellen fir 24h mit Depletionsmedium ohne
Insulin, Glucose und FCS behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen, ebenfalls in
Depletionsmedium, fir 8 min mit Insulin stimuliert (+) oder mit Kontrollmedium ohne Insulin
behandelt (-). Es wurden Gesamtzell-Proteinlysate hergestellt und mittels Westernblot auf p-Akt
(Ser473) untersucht. B-Aktin diente als Ladungskontrolle.
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Abbildung 2.1.3 Huh7.5diff Zellen zeigen erhdhte InsRB-, Akt, G-6-Pase und PEPCK-
Expression sowie ein verbessertes Ansprechen auf Insulin.

Huh7.5diff Zellen wurden wie zuvor beschrieben kultiviert. Zum Vergleich wurden Huh7.5 Zellen
10% konfluent in DMEM-Vollmedium ausgeséat und nach 4 Tagen, bei Erreichen von etwa 80%
Konfluenz, fir 16h mit Depletionsmedium behandelt.

a.). Nach 8 min Insulinstimulation (+) oder Inkubation mit Kontrollmedium (-) wurden Proteinlysate
hergestellt und mittels Westernblot auf p-Akt (Ser473)-, gesamt Akt- und InsR- Proteinexpression
untersucht. B-Aktin diente als Ladungskontrolle. Zu Detektion aller genannten Proteine wurden
zwei Westernblots derselben Proben durchgefiihrt die durch #1 und #2 gekennzeichnet sind.
Reprasentative Westernblots sind dargestellt.

b.) Nach 4 h Insulinstimulation wurde die G-6-Pase- und PEPCK-Expression in quantitativer RT-
PCR relativ zu 18sRNA gemessen und auf die Expression in unbehandelten, undifferenzierten
Zellen normalisiert. Mittelwerte+SD aus zwei unabhangigen Experimenten (durchgefuhrt mit 3 bzw.
2 biologischen Replikaten) sind dargestellt. ns = nicht signifikant, *** =p < 0,001.
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Abbildung 2.1.4: Huh7.5diff
Zellen zeigen insgesamt
erhdhte Foxol Expression
und Foxol-Translokation
nach Stimulation mit Insulin.

Huh7.5diff Zellen wurden wie
zuvor beschrieben kultiviert.
Zum Vergleich wurden Huh7.5
Zellen 10%  konfluent in
DMEM-Volimedium ausgesat
und nach 4 Tagen, bei
Erreichen von etwa 80%
Konfluenz, verwendet.

a.) Nach 16 h in
Depletionsmedium wurden die
Zellen far 20 min mit Insulin
stimuliert (+) oder mit
Kontrollmedium ohne Insulin
behandelt ) und
anschlieBend  zur  Immun-
fluoreszenzfarbung fixiert. Das
dritte  Bild jeder Probe
(,merge*) zeigt die
Uberlagerung des  Foxol-
Signals und des DAPI-Signals
(Kernfarbung) in der
VergroRRerung des im ,Foxo1“-
Bild markierten Ausschnitts.
b.) Proteinlysate ~ wurden
mittels Westernblot auf
Gesamtzell-Foxol Protein
untersucht. B-Aktin diente als
Ladungskontrolle.
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2.2. INFEKTION UND VIRUSREPLIKATION IN DIFFERENZIERTEN HUH7.5 ZELLEN

In HUH7.5 Zellen wurde wahrend der Differenzierung und dartber hinaus uber einen
Zeitraum von insgesamt 75 Tagen der Grad der HCV Infektion und die
Virusreplikation bestimmt. Immunfluoreszenzfarbungen auf HCV-core zeigten, dass
der Anteil der infizierten Zellen in den ersten Tagen zunahm. Sieben Tage nach
Infektion, wenn der Zellrasen an manchen Stellen noch nicht komplett geschlossen
war, waren 100% der Zellen infiziert (Abb. 2.2.1b). Uber die folgenden Tage war die
Zahl infizierter Zellen rucklaufig und ab dem Zeitpunkt der maximalen Differenzierung
bei ca. 4 Wochen blieb ihr Anteil mit 10-15% infizierten Zellen konstant (Abb. 2.2.1a).
Bei Infektion von = 28 Tagen bildeten die infizierten Zellen h&aufig Fokusse, sowohl in
Zellhiigeln (Abb. 2.2.1c), als auch in den einzelschichtigen Bereichen. In
einzelschichtigen Bereichen waren zudem immer wieder einzelne ungewo6hnlich
grofRe HCV-core-positive Zellen mit Zelldurchmessern bis zu 100 puM zu beobachten
(Abb. 2.2.1d). Diese Zellen hatten in der Regel mehr als 2 Zellkerne und enthielten
zudem vesikuladre Strukturen unterschiedlicher GrofRRen, bei denen es sich der

Morphologie nach um sogenannte ,Lipid Droplets“ (Fettspeicherorganelle) handelte.

Im Vergleich zu uninfizierten Proben waren etwa ab der 4. Woche nach Infektion
auch makroskopisch Veranderungen im Zellkulturphanotyp zu beobachten. Wahrend
die Zellen uninfizierter Proben im Prozess der Differenzierung zahlreiche kleine
Hugel bildeten, entwickelten HCV-infizierte Zellkulturen einzelne sehr groR3e
Zellagglomerate (Abb. 2.2.2).

Intrazellulare HCV RNA sowie HCV NS3 Protein im Gesamtzelllysat korrelierten mit
den Immunfluoreszenzergebnissen (Abb. 2.2.3a/b): Auch hier war nach einem
Anstieg wahrend der ersten Woche nach Infektion, wieder eine Abnahme auf ca.
10% des Maximalwertes zu beobachten, bei dem der jeweilige Parameter dann
konstant blieb.

Infektidsitat und HCV-Partikelzahl im Uberstand, gemessen als TCIDsq bzw. HCV
RNA, folgten demselben Verlauf (Abb. 2.2.3c/d).
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Abbildung 2.2.1: Anteil HCV infizierter Zellen im Verlauf der Differezierung von Huh7.5
Zellen

Huh7.5diff Zellen wurden 10% konfluent auf Deckglaschen in einer 12-well Platte ausgeséat. Nach
48 h wurden die Zellen mit HCV (0,05 TCID, /Zelle) infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten

wurde jeweils ein Deckglaschen entnommen, fixiert und bis zum Ende des Experiments bei 4°C
in PBS aufbewahrt. Nach der letzten Fixierung wurden alle Proben durch
Immunfluoreszenzfarbung auf HCV core untersucht.

a.) zeigt die HCV-Farbung im Zeitverlauf.

b.) zeigt einer VergroRBerung der Farbung nach 7 Tagen. Ein zusatzliches Hell Feld Bild (engl.
bright field, BF) zeigt die Dichte des Zellrasens.

c.) und d.) zeigen vergréRerte Ausschnitte von Bildern 28 Tage nach Infektion (Erreichen der
maximalen Differenzierung). c.) zeigt ein infiziertes Zellagglomerat. d.) zeigt eine infizierte
,Riesenzelle” mit mehreren Kernen und Lipid Droplets ().
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Huh7.5diff, HCV

Abbildung 2.2.2: Veranderter Zellkulturphanotyp in HCV-infizierten Huh7.5diff Zellen

Oben: typischer Zellkultur-Phanotyp von uninfizierten und HCV-infizierten Huh7.5diff Zellen
(Ausschnitte aus Digitalfotos von 12-well Platten).

Unten: hellfeldmikroskopiesche Bilder der typischer kleiner Zellhiigel in uninfizierten und groRRer
Zellagglomerate in HCV-infizierten Huh7.5diff Zellen.

| 44
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Abbildung 2.2.3: Intrazellulare und extrazellulare Virusmarker im Verlauf der
Zelldifferenzierung

Huh7.5diff Zellen wurden 10% konfluent in 12-well Platten ausgeséat. Nach 48 h wurden die
Zellen mit HCV (0,05 TCID, /Zelle) infiziert.

a.)/b.) Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Protein- bzw. RNA-Lysate hergestellt und bei -
80°C aufbewahrt. a.) Nach dem letzten Messzeitpunkt wurde die Expression des HCV-Proteins
NS3 mittels Westernblot untersucht. B-Aktin diente als Ladungskontrolle. b.) Intrazellulare HCV
RNA wurde durch quantitative RT-PCR relativ zu 18sRNA gemessen.

c)/d): Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Uberstande aus drei Proben gepoolt und bei -
80°C aufbewahrt. 24 h vor jedem Analysezeitpunkt fand ein Mediumwechsel statt. c.) Nach RNA-
Extraktion aus dem Uberstand wurde die absolute Zahl an HCV-RNA-Kopien durch quantitative
RT-PCR mit HCV-spezifischen Sonden durchgefiihrt gegen eine Verdinnungskurve gemessen.
d.) Die Infektiositat des Uberstands wurde durch Bestimmung der TCIDs, untersucht. Der erste
Verdunungsschritt der Titration betrug 1:4. Im Folgenden wurde 1:8 weiterverdinnt.
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2.3. INSULIN-SENSITIVITAT VON HEPATOZYTEN NACH HCV-INFEKTION

Um die Hypothese der Entstehung von Insulin Resistenz in HCV-infizierten
Heptaozyten zu Uberprifen, wurde der Insulin-Signalweg in uninfizierten und HCV-

infizierten Huh7.5diff Zellen untersucht.

Hepatische Insulin Resistenz ist durch nicht mehr stattfindende Hemmung der
Gluconeogenese durch Insulin charakterisiert [124,125]. Die Ursache dafur konnte
bei jedem Schritt zwischen dem InsR und den Gluconeogense-Schliisselenzymen
PEPCK und G-6-Pase liegen (siehe Abb. 1.2.4: Insulin-Signalweg in Hepatozyten).
Dementsprechend wurde die Expression des InsR, die durch Insulin Signal
ausgeloste Aktivierung von Akt, die durch Akt vermittelte Translokation des
Transkriptionsfaktors Foxol aus dem Nukleus ins Cytoplasma und die dadurch
verursachte Veranderung in der PEPCK- und G-6-Pase-Expression untersucht.
Zudem wurde ein weiteres Substrat von Akt - GSK3p - untersucht. GSK3p ist ein
Inhibitor der Glycogensynthase. Durch insulinvermittelte Aktivierung von Akt wird
GSK3B phosphoryliert und damit inaktiviert, was zur Induktion der Glycogensynthese
fihrt [225].

Westernblot Ergebnisse zeigten eine deutliche Reduktion von InsRp sowie eine
reduzierte Insulin-induzierte Akt-Aktivierung in HCV infizierten Proben (Abb. 2.3.1).
Dies fuhrte allerdings zu keiner Reduktion der Insulin-induzierten GSK3f
Phosphorylierung. Sowohl das basale als auch Insulin-induzierte p-GSK3p Signal
war in HCV-infizierten Proben deutlich starker. Auch Foxol war, trotz der reduzierten
Akt-Phosphorylierung, nicht vermehrt im Nukleus zu finden. Wahrend in den
uninfizierten Proben ohne Insulinbehandlung beinahe alle Zellen Foxol-positive
Zellkerne zeigten und auch nach 20-mindtiger Insulin-Stimulation noch einige Foxol-
positive Kerne zu sehen waren (Abb. 2.3.2a), waren in den infizierten Proben weder
mit Insulin noch ohne Insulin Foxol-positive Kerne detektierbar. Dies betraf nicht nur
die HCV-positiven Zellen (,HCV*-Zellen), sondern auch die HCV-negativen
Nachbarzellen (im Folgenden zur Unterscheidung von uninfizierten Zellen aus
uninfizierten Proben als ,HCV'-Zellen“ bezeichnet). Westernblotuntersuchungen von
Foxol im Gesamtzelllysat zeigte eine insgesamt reduzierte Foxol-Proteinexpression
(Abb. 2.3.2¢).

Die Expression der Gluconeogenese Enzyme korrelierte mit den Ergebnissen des

Transkriptionsfaktors: sie war in den HCV-infizierten im Vergleich zu uninfizierten
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Proben ohne Insulinbehandlung signifikant reduziert und lag im Bereich der
Expression von uninfizierten Zellen nach Insulinstimulation (Abb. 2.3.3).

Zusammenfassend zeigten HCV-infizierte Huh7.5diff Zellen zwar signifikante

Veranderungen im Insulin-Signalweg aber keine IR.

a uninfected  HCV b uninfected HCV
r . '] . 1 % * i = =
insulin . + 5 + &
Qo
InsR = . e p 1 Y 1 Y 1 Y L , é
HCV NS3 -— - p-Akt - - e H
B-actin o sm— ——
Akt SR — - . — #2
Abbildung 2.3.1: HCV verandert ~ P-GSK3B e T T TR
die Expression und Aktivierung
zentraler Signalmolekiile des R ———
hepatischen Insulinsignalwegs. HCV NS3
B-actin

. s T —— t— — S i #1
a.) Proteinlysate uninfizierter oder

infizierter Huh7.5diff Zellen
wurden mittels Westernblot auf
InsR Expression untersucht.

b.) Nach 8 min Insulinstimulation (+) oder Behandlung mit Kontroll-Medium (-) wurden
Proteinlysate hergestellt und mittels Westernblot auf p-Akt (Ser473)-, gesamt Akt- und p-GSK3p
Expression untersucht. Die Proteine wurden auf insgesamt zwei Membranen detektiert, die durch
#1 und #2 gekennzeichnet sind.

B-actln e e am— o — U — . 4

Pro Spur wurden 30 pg Protein aufgetragen. B-Aktin diente als Ladungskontrolle, HCV-NS3 als
Kontrolle der Infektion. Pro Kondition wurden zwei biologische Replikate desselben Experiments
aufgetragen.

Ein reprasentatives Experiment ist gezeigt.
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Abbildung 2.3.2: HCV reduziert Expression und nukleare Lokalisation von Foxol.

Beschreibung siehe Abb. 2.3.2b, nachste Seite



ERGEBNISSE

b X% % C .

100- ' Sk ' uninfected HCV
g | . ] . )
5 80
E Foxol s W ' w»
C 60+
(]

2 HCV NS3 B 3
@ 40- ;
S B-actin s c— ——
°
x 20'
o
'R

0 : —— .

uninfected HCV- HCV+

Abbildung 2.3.2: HCV reduziert Expression und nukledre Lokalisation von Foxol,
fortgesetzt.

Uninfizierte und HCV-infizierte Huh7.5diff Zellen wurden fir 20 min mit Insulin stimuliert (+)

oder

mit  Kontrollmedium ohne Insulin

behandelt (-) und anschlieRend zur

Immunfluoreszenzfarbung fixiert. a.) zeigt reprasentative Bilder der HCV core (griin) und Foxol
(rot) Doppel-Farbung. WeilRe Pfeile markieren den Kern einer uninfizierten Zelle, graue Pfeile
den Kern einer infizierten Zelle. b.) zeigt die Quantifizierung der Foxol-positiven Zellkerne. In
unabhangigen Experimenten wurde
uninfizierten, 220 HCV- bzw. 282 HCV+ Zellen ausgewertet.

c.) zeigt Westernblot-Ergebnisse der Foxol-Proteinexpression im Gesamtzelllysat. Es handelt
sich um denselben Westernblot wie in Abb. 2.3.1a gezeigt. *** =p <0,001.
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Abbildung 2.3.3: HCV reduziert die Expression von Gluconeogenese Enzymen.

Uninfizierte und

infizierte Huh7.5diff Zellen wurden nach 4 h Insulinstimulation durch

guantitative RT-PCR auf die mRNA Expression von G-6-Pase (a) und PEPCK (b) untersucht.
Die Expression wurde relativ zu 18sRNA gemessen und auf Werte unbehandelter, uninfizierter
Zellen normalisiert. Mittelwerte+SD aus drei unabhéangigen Experimenten (durchgefihrt mit 3
biologischen Replikaten) sind dargestellt. *** =p < 0,001.
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2.4, DIFFERENZIERUNGSSTATUS VON HEPATOZYTEN NACH HCV-INFEKTION

G-6-Pase und PEPCK mit ihrer Schlisselrolle in der Gluconeogenese gelten als
Marker fir den Differenzierungsgrad von Hepatozyten [161,226]. Wie in Abschnitt 2.1
gezeigt, ist auch eine niedrige Expression des InsR sowie mangelnde Regulation von
Akt und Foxol als ein Zeichen undifferenzierter Hepatozyten zu sehen, wahrend die
Differenzierung die Expression der genannten Molekile erhoht bzw. die
Regulierbarkeit durch Insulin verbessert. Die in Abschnitt 2.3 gezeigten
Unterschiede zwischen HCV-infizierten und uninfizierten Huh7.5diff Zellen
entsprachen den Unterschieden zwischen differenzierten und undifferenzierten

Hepatozyten in allen untersuchten Aspekten.

Daher wurde im Folgenden eine mogliche Dedifferenzierung infizierter Huh7.5diff
Zellen untersucht. Hierbei wurde zunachst die Zellproliferation bzw. der Zellzyklus

untersucht.

Es wurden Organic anion transporter polypeptide 2 (OATPC) und Bile Salt Export
Pump (BSEP) als vom Glucosestoffwechsel unabhangige Differenzierungsmarker
analysiert und mit der Expression in proliferierenden Huh7.5 Zellen,
wachstumsarretierten Huh7.5 Zellen und PHHs verglichen. PHHs zeigten die
hochsten Expressionslevel fir beide Marker, gefolgt von Huh7.5diff Zellen und
wachstumsarretierten Huh7.5 Zellen. Die niedrigsten Level zeigten erwartungsgemar
proliferierende Huh7.5 Zellen. HCV-infizierte Proben differenzierter Huh7.5 Zellen
zeigten im Vergleich zu uninfizierten Proben signifikant niedrigere Expressionslevel
fur beide Marker: lhre Expression lag nur unwesentlich héher als in proliferierenden
Huh7.5 Zellen (Abb. 2.4.1).

Cairo et. al veroffentlichten 2008 eine Zusammenstellung von 16 Genen, mit der sich
Lebertumoren in zwei Typen unterscheiden lassen: In stark proliferative Tumoren
,C2-type“ mit Ahnlichkeit zu friiher fetaler Leber, erhohter Expression anti-
apoptotischer Gene und Tendenz zur Metastasierung, und in ,C1-type“ Tumoren mit
hoherem Differenzierungsgrad und starker Expression des perivendsen
Leberstoffwechsel [227]. Die Untersuchung der Expression dieser Gene zeigte
Veranderungen fur HCV-infizierte Huh7.5diff Zellen im Vergleich zu den uninfizierten
Kontrollen, die (mit Ausnahme von 2 Genen) jenen von undifferenzierten,

proliferativen ,C2“ Typ Tumoren entsprachen (Abb. 2.4.2).
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Immunfluoreszenzfarbungen zeigten zudem einen Anstieg des
Zellproliferationsmarker Ki-67 [228] von 19% in uninfizierten Zellen (der uninfizierten
Proben) auf 56% in HCV'-Zellen (Abb. 2.4.3). Auch HCV-Zellen in infizierten
Kulturen zeigten mit 45% eine im Vergleich zu Zellen der uninfizierten Proben
erhohten Anteil Ki-67 positiver Zellen. Auffallend war, dass die Mehrheit der Ki67-
positiven Kerne in HCV-infizierten Proben eine gepunktete Farbung zeigten, wie sie
fur Zellen in der G1- und S-Phase des Zellzyklus beschrieben ist [229].
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Abbildung 2.4.1: HCV reduziert die Expression hepatischer Differenzierungsmarker

Uninfizierte (wei3e Balken) und infizierte (schwarze Balken) Huh7.5diff Zellen wurden durch
guantitative RT-PCR auf die mMRNA Expression von BSEP (a) und OATPC (b) untersucht. Als
Kontrollen des Differenzierungsstatus (graue Balken) wurden PHHs (isoliert von der
chirurgischen Klinik und Polyklinik GrofZhadern, im Rahmen der gemeinnitzigen und staatlich
kontrollierten Stiftung HTCR), wachstumsarretierte Huh7.5 Zellen (,Huh7.5 growth arrested®,
gleichzeitig mit Huh7.5diff ausgesat, 4 Wochen Kultivierung in DMEM-Vollmedium) und
proliferierende Huh7.5 Zellen (,Huh7.5% gleichzeitig mit Huh7.5diff ausgesét, Lyse bei 80-90%
Konfluenz) verwendet. Die Expression wurde relativ zu 18sRNA gemessen und auf Werte
unbehandelter, uninfizierter Huh7.5 Zellen normalisiert. Mittelwerte+SD aus zwei unabhéangigen
Experimenten (durchgefihrt in 3 biologischen Replikaten) sind dargestellt. *** = p < 0,001.
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Abbildung 2.4.2: Veranderungen in
der Genexpression durch HCV fuhren
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uninfizierter zu infizierter Proben (jeweils
Mittelwerte aus drei biologischen
Replikaten eines Experiments)
dargestellt.
Um diese Beobachtung genauer zu untersuchen, wurden mittels BrdU
(Bromeodeoxyuridine) und 7-AAD (7-amino-actinomycin D) durchflusszytometrische
Zellzyklusanalysen durchgefiihrt. Nach Zugabe ins Zellkulturmedium wird BrdU
aufgrund seiner Ahnlichkeit anstelle von Thymidin in die DNA der Zellen eingebaut.
Durch eine spatere Antikorperfarbung von BrdU konnen so Zellen die sich im
Zeitraum der BrdU Zugabe in der S-Phase befunden haben quantifiziert werden.
Durch zusatzliche Farbung mit 7-amino-actinomycin D (7-AAD), das doppelstréangige
DNA bindet, kdbnnen BrdU-negative Zellen weiter in Go/Gi-Phase Zellen und G,/M-
Phase Zellen unterschieden werden.
Die Zellzyklusanalysen zeigten, dass sich von den HCV*-Zellen ca. sechsmal mehr
Zellen (18%) in der S-Phase des Zellzyklus befanden als in uninfizierten Zellen (3%)
(Abb. 2.4.4). Der Anteil der S-Phase Zellen in HCV'-Zellen lag bei 7%.

Bei regelmafiger Mikroskopie der Zellen wurden keine Anzeichen vermehrter
Apoptose in infizierten Proben beobachtet. Um sicher ausschlieBen zu kénnen, dass
das Auftreten undifferenzierter Hepatozyten eine Folge von Apoptose und
kompensatorischer Proliferation benachbarter Hepatozyten war, wurde die
Aktivierung von proapoptotischen Effektorcaspasen gemessen. Die Quantifizierung
von cleaved Caspase 3 (gespaltene Caspase 3, aktive Form des Enzyms) in einem
Experiment bzw. der enzymatischen Aktivitat von Caspase-3 und -7 im
Wiederholungsexperiment zeigten, dass die Caspase Aktivitdt in HCV infizierten

Proben nicht erhdht, sondern sogar deutlich gesenkt war (Abb. 2.4.5).



ERGEBNISSE | 53

Damit kann zusammengefasst werden, dass 1.) die in diesem Abschnitt beschriebenen
Ergebnisse die Dedifferenzierung, den Wiedereintritt in den Zellzyklus und die
Akkumulation von S-Phase Zellen bei HCV-infizierten Hepatozyten sowie uninfizierten
Nachbarzellen zeigen und 2.) die dedifferenzierten Zellen nicht aufgrund von Apoptose

infizierter Zellen und kompensatorischer Proliferation von Nachbarzellen auftreten.

a Ki67

uninfected |

100+ Abbildung 2.4.3: HCV erhoht den
| * : Anteil Ki67-positiver Zellen.
— 801
X — Immunfluoreszenzfarbungen auf
@ HCV-core Protein (grin) und Ki67
2 601 I
° (rot) wurden durchgeftihrt.
+° 404 a.) zeigt reprasentative Bilder der
b Ki67 Immunfluoreszent-Farbungen.
(v 55 | b.) zeigt die Quantifizierung der Ki67-
] positiven  Zellkerne. In  flnf
unabhéngigen Experimenten wurden
0 7 T T jeweils 10 mikroskopische Felder
uninfected HCV- HCV+

ausgewertet. * = p < 0,05.
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Zellen anhand der HCV-core Féarbung unterschieden (mittlere Bilder).
Populationen wurde zwischen BrdU-positiven ,S-Phase Zellen®,
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Abbildung 2.4.4: HCV ist vermehrt in S-
Phase Zellen zu finden und erhoht ihren
Anteil in HCV- infizierten Proben.

Uninfizierten und indizierten Huh7.5diff Zellen
wurde fir 90 min BdrU ins Zellkulturmedium
hinzugefligt. AnschlieBend wurden intra-
zellulare Antikorper-Farbungen auf HCV-core
und BrdU durchgefihrt und so S-Phase
Zellen sichtbar gemacht. Zur Unterscheidung
von G1/GO (diploid) und G2/M (tetraploid)
wurde zusatzlich wurde die DNA mit 7AAD

angefarbt.
a.) zeigt das Gating aus einem
reprasentativen Experiment: Nach Aus-

grenzung der toten Zellen (oberstes Bild)
wurden HCV-positive und HCV-negative
In den resultierenden
BrdU-negativen, 7AAD-positiven

»,G,/M-Phase Zellen® und BrdU-negativen, 7AAD-negativn ,G /G, -Phase Zellen® unterschieden.

b.) zeigt die Quantifizierung der BrdU-positiven Zellen aus drei unabh&ngigen Experimenten
(durchgefihrt in biologischen Duplikaten bzw. Triplikaten) Mittelwerte+SD sind dargestellt. * = p < 0,05,

**=p<0,01.
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Abbildung 2.4.5: HCV reduziert die
Aktivierung von Signal-Caspasen.

a.) Proteinlysate uninfizierter oder
infizierter Huh7.5diff Zellen wurden
mittels Westernblot auf die
gespaltene Form der Caspase 3
(cleaved caspase 3) untersucht. B-
Aktin diente als Ladungskontrolle,
HCV-NS3 als Kontrolle der Infektion.
Pro Kondition wurden zwei
biologische  Replikate  desselben
Experiments aufgetragen.

b.) Caspase-Aktivitat wurde in einem
Luminesz-Assay gemessen. In
diesem  wird  durch aktivierte
Caspasen 3 und 7 ein Substrat
verdaut, was ein Lumineszenz-Signal
erzeugt. Als Positiv-Kontrolle der
Apoptose-Induktion wurden
proliferierende Huh7.5 Zellen 16h mit
0,5 pupM Staurosporin  behandelt.
Unbehandelte Huh7.5 Zellen dienten
als Negativ-Kontrolle. Die Ergebnisse
wurden mittels Cell-Titer-Blue
Viabilitatstest auf die  Zellzahl
normalisiert und als Mittelwerte+SD
aus biologischen Triplikaten
desselben Experiments dargestellt.
RLU = relative Licht-Intensitat (engl.
relative light units).
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2.5. UNTERSUCHUNG DER PRODUKTION VON WACHSTUMSFAKTOREN VON

HEPATOZYTEN NACH HCV-INFEKTION

Untersuchungen auf Einzelzellebene, wie beispielweise die Ki67-Farbung (Abb.
2.4.3) zeigten, dass Veranderungen nicht nur in HCV-positiven Zellen, sondern auch
in uninfizierten Nachbarzellen auftraten. Daher wurden verschiedene, auf
Hepatozyten wirkende und von Hepatozyten produzierte Wachstumsfaktoren, die als
parakrine Signale Dedifferenzierung und Proliferation verursachen koénnten, auf
Veranderungen ihrer Genexpression nach HCV-Infektion untersucht. Die Expression
wurde mit proliferierenden sowie wachstumsarretierten Huh7.5 Zellen auf der einen
Seite und PHHSs auf der anderen Seite verglichen, um Veranderungen, die Folge der
Dedifferenzierung waren (Veranderung, schwacher als der Unterschied zwischen
Huh7.5diff und proliferierenden Huh7.5 Zellen) von Veranderungen, die Ursache der
Dedifferenzierung sein kdnnten (Veranderung, starker als der Unterschied zwischen
Huh7.5diff und proliferierenden Huh7.5 Zellen) unterscheiden zu kénnen.

Als typische, von adulten Hepatozyten produzierte Wachstumsfaktoren (siehe
Abschnitt 1.4.3) zeigten HGF und IGF1 die niedrigste Expression in proliferierenden
Huh7.5 Hepatomazellen, eine hohere Expression in wachstumsarretierten Zellen,
eine nochmals héhere Expression in Huh7.5diff Zellen und die starkste Expression in
Primarzellen. I1GF2, ein wahrend der Embryonalentwicklung produzierter
Wachstumsfaktor  (siehe  Abschnitt  1.4.3), zeigte in  proliferierenden,
wachstumsarretierten und differenzierten Huh7.5 Zellen im Vergleich zu PHHs eine
hohere Expression. HCV-Infektion fihrte zu einer signifikanten Reduktion der mRNA-

Expression aller drei Wachstumsfaktoren (Abb. 2.5.1).

Die Expression von TGFB und EGF war in Primarzellen dulerst niedrig und in
proliferierenden Huh7.5 Zellen am hdchsten. Die HCV-Infektion anderte die TGF-
Expression nicht, fihrte aber zu einem dramatischen Anstieg der EGF-Expression.
Die Expression lag etwa 18fach hoher als in uninfizierten Huh7.5diff Zellen und damit
noch 8fach hoher als in proliferierenden Zellen, womit EGF die Kriterien als mogliche
Ursache fur die Dedifferenzierung erfillt. Um zu Uberprifen, ob die erhdhte
Genexpression mit einer  Sekretion  korrelierte, wurden  EGF-ELISA
durchgefiihrt. Tatsachlich ergab die Quantifizierung von EGF im Uberstand von HCV-
infizierten Zellen eine ebenfalls signifikant erhbhte EGF Sekretion im Vergleich zu
uninfizierten Huh7.5diff Zellen (Abb. 2.5.2).



ERGEBNISSE | 57

Um die ursachliche Beteiligung der erhdohten EGF-Produktion an dem in 2.4.
gezeigten Wiedereintritt differenzierter Zellen in den Zellzyklus zu untersuchen,
wurde Uberprift, ob blockierende Antikdrper gegen EGF, den Anstieg an S-phase
Zellen in infizierten Proben verhindern kdénnen. Wie Abb. 2.5.3 zeigt, senkte die
Zugabe von blockierenden EGF-Antikdrpern die Zahl der HCV-positiver S-Phase
Zellen um etwa 24%. Mit 5,8% S-Phase Zellen lag ihr Anteil jedoch immer noch
héher als in uninfizierten Proben (3% S-Phase Zellen). In den uninfizierten Zellen aus
infizierten Proben sank der Anteil der S-Phase Zellen um etwa ein Drittel, von absolut
5,9% auf 4,1% und lag damit nur noch unwesentlich hoéher als in uninfizierten

Proben.
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201 Abbildung 2.5.1: Expression von
§ 154 Wachstumsfaktoren in HCV-infizierten
8 1%-. Hepatozyten.

o —_

&5 4 Uninfizierte (weil3e Balken) und infizierte

Y 3 T (schwarze Balken) Huh7.5diff Zellen, wurden

> . . .

g 2 == durch quantitative RT-PCR auf die mRNA-

2 4 I_l Expression von HGF (a), IGF1 (b), IGF2 (c),

oLl . . i TGFB (d) und EGF (e) untersucht. Zur

> 2 > % Assoziation der Expression des
¢ & & ; )

& 95"“6 & L Differenzierungs-status (graue Balken) wurden
K S & é#‘ PHHs (isoliert von der chirurgischen Klinik und

6“"6 22 oS Polyklinik Gro3hadern, im Rahmen der
X ‘\&:\ gemeinnltzigen und staatlich kontrollierten

Stiftung HTCR), wachstumsarretierte Huh7.5

Zellen (,Huh7.5 growth arrested®, gleichzeitig,
mit Huh7.5diff ausgesét, 4 Wochen Kultivierung in DMEM-Vollmedium) und proliferierende Huh7.5
Zellen (,Huh7.5gleichzeitig mit Huh7.5diff ausgesat, Lyse bei 80-90% Konfluenz) verwendet. Die
Expression wurde relativ zu 18sRNA gemessen und auf Werte unbehandelter, uninfizierter Huh7.5
Zellen normalisiert. Mittelwerte+SD aus zwei unabhéngigen Experimenten (durchgefihrt in 3
biologischen Replikaten) sind dargestellt. *** =p < 0,001.
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Abbildung 2.5.3: anti-EGF-Antikorper
reduzieren den Anteil an S-Phase Zellen
in HCV-infizierten Proben.

Blockierender EGF-Antikérper wurde, ab
dem ersten Mediumwechel nach Infektion
mit HCV, bei jedem Mediumwechsel in
einer Konzentration von 50 ng/ml
zugegeben (schwarze Balken). Nach 4
Wochen wurde BdrU fir 90 min dem
Zellkulturmedium hinzugefigt.
Anschliel3end wurden intrazellulare
Antikdrper-Farbungen auf HCV-core (zur
Unterscheidung HCV- vs. HCV+ innerhalb
der infizierten Proben) und BrdU
durchgefuhrt. Der Anteil der BrdU-
positiven Zellen ist als Mittelwert+SD aus
drei biologischen Replikaten dargestellt.

BrdU+ cells [% of viable]
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Abbildung 2.5.2: HCV infizierte Huh7.5diff
Zellen setzten erhdhte Mengen an EGF frei.

EGF im Uberstand uninfizierter und infizierter
Huh7.5diff Zellen wurde durch ELISA
quantifiziert. Die Ergebnisse wurden mittels
Cell-Titer-Blue Viabilitatstest auf die Zellzahl
normalisiert. Die Ergebnisse sind relativ zu
uninfizierten Zelle als Mittelwerte+SD aus drei
unabhéngigen Experimenten (durchgefihrt in
biologischen Triplikaten) dargestellt.

*** —p<0,001.
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2.6. BESTIMMUNG DER KERNZAHL HCV-INFIZIERTER HEPATOZYTEN

Wie bereits in 2.2 erwdhnt, war in infizierten Proben die Entstehung von
ungewodhnlich groRen Zellen mit mehreren Zellkernen zu beobachten. Fur
verschiedene Viren ist die Entstehung von vielkernigen Zellen durch Zellfusion
beschrieben und mit chromosomaler Instabilitat und Tumorentstehung assoziiert
[230]. Um Veranderungen in der Kernzahl zu erfassen, wurden, durch Farbung des
Zell-Zell-Adhasionsproteins 3-Catenin, Zellmembranen sichtbar gemacht und
Kerne/Zelle ausgezahlt. Da auch in der gesunden Leber ein gewisser Anteil der
Hepatozyten binukle&r vorliegt, wurden dieselben Proben zudem mit der
Unterscheidung ,ein Kern®, ,zwei Kerne“ oder ,> drei Kerne® ausgewertet. HCV-
infizierte Zellen hatten im Mittel 2,8 Kerne, uninfizierte Nachbarzellen hatten
durchschnittlich 2 Kerne und uninfizierte Huh7.5diff Zellen lagen bei 1,2 Kernen (Abb.
2.6.1a). Die Auswertung mit der Unterscheidung ,ein Kern®, ,zwei Kerne® oder ,2
drei Kerne® zeigte, dass uninfizierte Proben zu 79% aus Zellen mit einem Kern, zu
18% aus Zellen mit zwei Kernen und zu 3% zu Zellen mit drei oder mehr Kernen
bestanden. Durch die HCV-Infektion nahm die Zahl der Zellen mit drei oder mehr
Kernen signifikant zu: Unter HCV-positiven Zellen kamen sie 32mal haufiger und in
benachbarten HCV-negativen Zellen immer noch 16mal haufiger vor als in
uninfizierten Zellen uninfizierter Proben. Abb. 2.6.2 zeigt reprasentative Bilder fur
uninfizierte und infizierte Proben. Die Ubersichtbilder zeigen, dass zwar auch in den
uninfizierten Proben in den einzelschichtigen Bereichen relativ grof3e Zellen zu finden
sind, diese aber dennoch vorwiegend nur einen Kern besitzen. Zudem sind die Kerne
der uninfizierten Proben im Durchschnitt deutlich kleiner als die Zellkerne in den

infizierten Proben.
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Abbildung 2.6.1: HCV ist vermehrt in polynuklearen Zellen zu finden.

Durch Immunfluoreszenzfarbung auf B-Catenin wurden die Zellmembranen in uninifizierten und
infizierten Huh7.5diff Zellen sichtbar gemacht. Zuséatzlich wurde eine Farbung auf HCV-core
zur Unterscheidung zwischen HCV- und HCV+ innerhalb der infizierten Proben durchgefuhrt.
In zwei unabhéngigen Experimenten wurden die Kerne von insgesamt 222 uninfizierten, 77
HCV- und 77 HCV+ Zellen gezahlt. Mittelwerte+SD sind dargestellt.

a.) zeigt die durchschnittliche Kernzahl pro Zelle.

b.) zeigt die Haufigkeit von Zellen mit einem, zwei bzw. drei oder mehr Kernen.

* =p=0,05, *** =p=0,001.
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Abbildung 2.6.2: HCV infizierte Proben zeigen eine grol3e Heterogenitat in Bezug auf
Zellgroée und Kernzahl.

Durch Immunfluoreszenzfarbung auf B-Catenin wurden die Zellmembranen in uninifizierten und
infizierten Huh7.5diff Zellen sichtbar gemacht. Zusatzlich wurde eine Farbung auf HCV-core

durchgefiihrt. Reprasentative Ubersichtsbilder (jeweils obere Reihe) und charakteristische
Ausschnitte (jeweils untere Reihe) sind gezeigt.
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2.7. GLUCOSEAUFNAHMEFAHIGKEIT VON HEPATOZYTEN NACH HCV INFEKTION

Da sich die urspriingliche Hypothese der hepatischen IR nicht bestatigen liel3, fehlte
mit den bis hier gezeigten Daten nach wie vor eine Erklarung fir die beobachtete IR
in CHC Patienten. Dabei kénnen die erhdhte Glucosespiegel Ursache erhdhter
Insulinspiegel sein. Daher wurden im Folgenden mogliche Ursachen fur erhohte
Glucosespiegel untersucht, die sekundar eine IR verursachen. Da die
Glucoseaufnahmeféahigkeit der gesunden Leber enorm grof3 ist [110,113], kdnnte ihre
Beeintrachtigung zu einem deutlichen Anstieg der Serumglucosespiegel fihren.
GLUT2 ist der leberspezifische Glucosetransporter, der fur die hohe
Glucoseaufnahmefahigkeit der Leber verantwortlich ist. Um zu untersuchen ob 1.)
seine Expression vom Differenzierungsstatus der Zellen abhangig ist und 2.) die
Expression durch HCV-Infektion verandert ist, wurde die GLUT2-Proteinexpression
mittels Westernblotanalysen untersucht. Wie in Abb. 2.7a zu sehen ist, war die
GLUT2 Proteinmenge in undifferenzierten Huh7.5 Zellen im Vergleich zu PHHs stark
reduziert. Differenzierung erhdhte die GLUT2 Expression. Die Infektion mit HCV
fuhrte zu deutlich niedrigeren GLUT2 Spiegeln in Huh7.5diff Zellen.

Ob die reduzierte GLUT2 Proteinmenge fir die Glucoseaufnahmefahigkeit der Zellen
relevant war, wurde (in Imitation der Messung der, nach Passage der Leber, im Blut
verbleibenden Glucose) indirekt, durch die Messung verbleibender Glucose im
Medium erfasst. Die Ergebnisse zeigten, dass die Entfernung von Glucose aus dem
Zellkulturmedium in HCV-infizierten Proben tatsachlich nur etwa halb so hoch war,

wie in uninfizieren Proben.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieses Abschnitts, dass die von HCV
induzierte Dedifferenzierung von Huh7.5diff Zellen eine Reduktion des hepatischen
Glucosetransporters GLUT2 mit sich zieht, was zu einer reduzierten
Glucoseaufnahmefahigkeit der Zellen und daraus resultierend zu einer hohen im

Uberstand verbleibenden Glucose-Konzentration fiihrt.
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Abbildung 2.7: HCV infizierte Huh7.5diff Zellen zeigen eine reduzierte Glucose-
Aufnahmefahigkeit

a.) Proteinlysate uninfizierter oder infizierter Huh7.5diff Zellen wurden mittels Westernblot auf die
Expression von GLUT2 untersucht. Um einen Zusammenhang mit dem Differenzierungsstatus
herstellen zu kdnnen, wurden zusétzlich Lysate von PHHs (isoliert von der chriurgischen Klinik
und Polyklinik GrofRhadern, im Rahmen der gemeinnutzigen und staatlich kontrollierten Stiftung
HTCR), und proliferierende Huh7.5 Zellen (,Huh7.5% gleichzeitig mit Huh7.5diff ausgesat, Lyse bei
80-90% Konfluenz) analysiert. B-Aktin diente als Ladungskontrolle, HCV-NS3 als Kontrolle der
Infektion. Pro Kondition wurden zwei biologische Replikate des selben Experiments aufgetragen.
Ein reprasentatives Experiment ist gezeigt.

b.) Die Glucoseaufnahme uninfizierter und infizierter Huh7.5diff Zellen wurde indirekt durch die
Messung verbleibender Glucose im Medium gemessen. Die berechnete Glucoseaufnahme wurde
mittels Cell-Titer-Blue Viabilitatstest auf die Zellzahl normalisiert. Die Ergebnisse sind relativ zu
uninifzierten Zellen als Mittelwerte+SD aus drei unabhéangigen Experimenten (durchgefihrt in
biologischen Triplikaten) dargestellt.

** = p<0,001.
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2.8. UBERPRUFUNG DER BEOBACHTUNGEN IN OPTIMIERTEM VERSUCHSAUFBAU

Wie einleitend in Abschnitt 1.4.3 beschrieben, zeigen proliferierende Zellen eine hohe
Infizierbarkeit, wohingegen schon das Erreichen von Konfluenz und der dadurch
induzierte zellulare Wachstumsstop die Infektion und Virusreplikation reduzieren. Da
aufgrund der hohen Halbwertszeit von Hepatozyten (siehe Abschnitt 1.4.2) jedoch
nicht davon auszugehen ist, dass das Hepatitis C Virus bei der Infektion einer
gesunden Leber einen nennenswerten Anteil proliferierender Hepatozyten antrifft,
wurden einige zentrale Experimente mit verédndertem Aufbau wiederholt: Um die
Situation im Menschen besser nachzustellen wurden Huh7.5-Zellen erst bei
maximaler Differenzierung nach 4 Wochen mit Virusstock inokuliert und dann far

weitere 4 Wochen kultiviert.

Abbildung 2.8.1 zeigt, dass auch in diesem, an die physiologische Situation
angepassten, Versuchsaufbau eine dauerhafte, produktive Infektion méglich war. Die
Virus-Titer im Uberstand lagen im Bereich von 10* TCIDso und damit etwa genauso
hoch, wie im Versuchsablauf mit friher Infektion bei Erreichen der maximalen

Differenzierung (Tag 28 oder spater, Abschnitt 2.2.).
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Abbildung 2.8.1: Produktive Infektion von Huh7.5 Zellen nach maximaler Differenzierung

Huh7.5 Zellen wurden differenziert und nach 4 Wochen mit HCV (0,01 TCID, / Zelle) infiziert. Im

Zeitraum von 3-42 Tage nach Infektion wurde bei jedem Mediumwechsel Uberstand zur spateren
Titration bei -80°C eingefroren. Die Infektidsitat des Uberstands wurde durch TCIDs, bestimmt. Der
erste Verdunnungsschritt der Titration betrug 1:18. Im Folgenden wurde 1:7 weiterverdinnt.
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Abbildung 2.8.2: Infektion von maximal differenzierten Huh7.5 Zellen mit HCV zeigt
ahnliche Effekte auf den hepatozellularen Insulin-Signalweg, wie Infektion zu Beginn der
Differenzierung.

a.) Nach 8 min Insulinstimulation (+) oder Behandlung mit Kontroll-Medium (-) wurden
Proteinlysate uninfizierter oder nach Differenzierung infizierter Huh7.5 Zellen hergestellt und
mittels Westernblot auf aktiviertes Akt (p-Akt) und InsR untersucht. B-Aktin diente als
Ladungskontrolle, HCV-NS3 als Kontrolle der Infektion. Ein reprasentatives Experiment ist
gezeigt.

b.)/c.) Die hier gezeigten Farbungen wurden zum Grof3teil von Séren Fritsche im Rahmen seiner
Masterarbeit durchgefuhrt. Nach 16h Behandlung mit Depletionsmedium wurden uninfizierte oder
nach Differenzierung infizierte Huh7.5 Zellen fixiert und auf Foxol sowie HCV-core-Protein
gefarbt.

b.) zeigt die Quantifizierung der Foxol-positiven Zellkerne. In drei unabhdngigen Experimenten
wurde insgesamt die Foxol-Kernfarbung von 186 uninfizierten, 681 HCV- bzw. 256 HCV+ Zellen
ausgewertet.

c.) zeigt ein reprasentatives Bild der HCV-Foxol Co-Féarbung.
* =p<0,05,* =p=<0,01.
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Im Folgenden wurden die Untersuchungen von InsR-Expression, Akt-Aktivierung,
Foxol-Lokalisation im Nukleus, Zellen mit Ki-67-positiven Kernen, Zellen in der S-
Phase (BrdU-Farbung) und Glucose-Aufnahmefahigkeit mit Infektion nach maximaler
Zelldifferenzierung wiederholt. Alle Experimente bestatigten die Beobachtungen aus

dem Versuchsaufbau mit friiher Infektion:

Westernblot-Analysen zeigten eine reduzierte Expression des InsR sowie eine
reduzierte Akt-Aktivierung durch Insulin in HCV infizierten im Vergleich zu uninfizierten
Proben (Abb. 2.8.2a). Auch der Anteil Foxol-positiver Kerne war durch die HCV-
Infektion, wie zuvor, signifikant reduziert. Wie in Abschnitt 2.3 war in uninfizierten
Proben Foxol (nach 16h Insulin- und Glucose-Entzug) in knapp 90% aller Zellkerne zu
detektieren. Im Gegensatz zu Proben in denen die Infektion zu einem frihen Zeitpunkt
stattgefunden hatte, waren jedoch haufig Zellen mit Foxol-positiven Kernen zwischen
den HCV-positiven Zellen zu sehen (Abb 2.8.2c). Insgesamt zeigten 60% aller Kerne
von uninfizierten Zellen infizierter Proben eine Foxol-Kernfarbung. Auch HCV-infizierte-

Zellen zeigten 24% Foxol-positive Zellkerne.

Abbildung 2.8.3: Anstieg Ki67-positiver Kerne
100+ in maximal differenzierten Huh7.5 Zellen

T durch Infektion mit HCV.
— 804 -1
X Immunfluoreszenzfarbugnen auf Ki67 und HCV-
» 60+ 1T core wurden an uninfizierten oder nach
© Differenzierung infizierten  Huh7.5  Zellen
o . . A
+ 40 durchgefuhrt. In zwei unabhangigen
o Experimenten wurde in jeweils 10
¥4 204 mikroskopischen Feldern der Anteil Ki67-
positiver Zellen ausgewertet. Daraus
resultierende Mittelwerte+SD sind gezeigt.
0 *=p<0,05.
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Abbildung 2.8.4: Infektion von maximal differenzierten Huh7.5 Zellen mit HCV bestétigt eine
Assoziation der Infektion mit Polynukle&aren Zellen.

Durch Immunfluoreszenzfarbung auf B-Catenin wurden die Zellmembranen in uninfizierten oder nach
Differenzierung infizierten Huh7.5 Zellen sichtbar gemacht. Zusétzlich wurde eine Farbung auf HCV-
core durchgefihrt. In zwei unabhangigen Experimenten wurden die Kerne in insgesamt 273
uninfizierten, 118 HCV- und 118 HCV+ Zellen gezahlt. Mittelwerte+SD sind dargestellt.

a.) zeigt die durchschnittliche Kernzahl pro Zelle.

b.) zeigt die Haufigkeit von Zellen mit einem, zwei bzw. drei oder mehr Kernen.

*=p<0,05 *=p<0,01.

Abbildung 2.8.5: Erhdhter Anteil an S-
Phase Zellen in maximal differenzierten
Huh7.5 Zellen durch Infektion mit HCV.
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Uninfizieten und nach Differenzierung
infizierten Huh7.5 Zellen wurde fir 90 min
BrdU ins Zellkulturmedium hinzugefigt.
Anschlieend wurden intrazelluléare
Antikdrper-Farbungen auf HCV-core (zur
Unterscheidung HCV- vs. HCV+ innerhalb
der infizierten Proben) und BrdU
durchgefuhrt. Mittelwerte+SD der BrdU-
positiven Zellen aus drei unabhangigen
Experimenten (durchgefuihrt in
biologischen Duplikaten bzw. Triplikaten)
sind dargestellt. * = p < 0,05, ** = p <0,01.
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Immunfluoreszenzfarbungen bestatigten den in Abschnitt 2.4 beobachteten Anstieg
Ki67-positiver Kerne (uninfiziert: 25%, HCV-: 43%, HCV+: 51% Ki67-positive Kerne)
(Abb. 2.8.3) sowie das vermehrte Auftreten polynuklearer Zellen in den HCV-
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infizierten Proben (binukleare Zellen: 2,6mal bzw. 3,2mal haufiger; Zellen mit mehr
als 3 Kernen: 1,8mal bzw. 7,5mal haufiger in HCV- bzw. HCV+ Zellen im Vergleich
zu uninfizierten Zellen aus uninfizierten Proben). Anders als bei den Experimenten
mit frithem Infektionszeitpunkt war auRerdem ein signifikanter Anstieg der Zellen mit
zwei Kernen, von 18% in uninfizierten Proben auf 40% bzw. 48% in den HCV- bzw.
HCV+ Zellen der infizierten Proben, zu beobachten (Abb. 2.8.4).

Der Anteil der S-Phase-Zellen stieg auch in diesem Versuchsaufbau von 3% in
uninfizierten Proben auf 14% und 6% fur HCV-core-positive bzw. -negative Zellen der
infizierten Proben (Abb. 2.8.5).

Nicht zuletzt konnte wie zuvor eine signifikante Reduktion der Glucoseaufnahme um

ca. 13% gemessen werden.

Zusammengefasst konnten alle Ergebnisse aus dem Versuchsaufbau mit frihem
Infektionszeitpunkt, im optimierten, der physiologischen Situation angepassten

Modell bestétigt werden.

Abbildung 2.8.6: HCV-Infektion von Huh7.5 1.5+
Zellen nach maximaler Differenzierung
reduziert deren Glucose-
Aufnahmefahigkeit.

*%*

1.0- -

Die Glucoseaufnahme uninfizierter und nach
Differenzierung infizierter Huh7.5 Zellen wurde
indirekt durch die Messung verbleibender
Glucose im Medium gemessen. Die
berechnete Glucoseaufnahme wurde mittels
Cell-Titer-Blue Viabilitatstest auf die Zellzahl
normalisiert. Die Ergebnisse sind relativ zu
uninifzierten Zellen als Mittelwerte+SD aus
zwei unabhangigen Experimenten
(durchgefiihrt in  biologischen  Triplikaten) 0.0
dargestellt. ** =p <0,01.

0.5

relative glucose uptake

uninfected HCV



3. DISKUSSION

3.1. HUH7.5DIFF ZELLEN STELLEN EIN NEUES MODELL ZUR UNTERSUCHUNG
METABOLISCHER VERANDERUNGEN IN CHRONISCHER HCV-INFEKTION DAR

Wie einleitend in Abschnitt 1.1.3 beschrieben, war und ist die Erforschung von HCV
und der durch HCV versursachten Veranderungen im infizierten Menschen stark
durch die verfiigbaren Modelle limitiert. Seit es Wakita et al. 2005 gelang, mit einem
HCV-Isolat aus einem Patienten mit fulminanter Hepatitis Huh7 Zellen produktiv zu
infizieren, wird dieses Modell bzw. seine Modifikationen weltweit verwendet [85,224].
Als proliferierende Tumorzellen unterscheiden sich Huh7 Zellen jedoch in vielerlei
Hinsicht stark von den wachstumsarretierten, polarisierten Zellen, die HCV in einer
gesunden Leber infiziert. Die Aussagekraft von mit diesem Modell erhaltenen
Ergebnissen uber die Situation im infizierten Menschen ist somit fraglich, vor allem
wenn Effekte des Virus auf die Wirtszelle untersucht werden. Wie in Abschnitt 1.2 am
Beispiel des Glucosestoffwechsels beschrieben wurde, unterscheiden sich der
Stoffwechsel der Leber und seine Regulation stark von den entsprechenden
Vorgangen in peripheren Organen. Durch Gluconeogenese sorgt die Leber unter
groBem Energieaufwand (6 Mol ATP fir 1 Mol Glucose) fir eine stabile
Glucoseversorgung anderer Organe [231]. Obwohl solche Stoffwechselvorgadnge auf
der Ebene des Gesamtorganismus essentiell sind, bedeuten sie fur die einzelne Zelle
einen Energieverlust. Daher ist es nicht verwunderlich, dass die Gluconeogenese in
Tumorzellen, wie hier in der Hepatomazelllinie Huh7.5, kaum detektierbar ist (vgl.
Abb. 2.1.3). Um dennoch mit diesen hoch permissiven Zellen arbeiten zu kénnen,
war das erste Ziel der hier vorgestellten Arbeit, ein Differenzierungsprotokoll zu
entwickeln, dass wieder zur Expression eines hepatozyten-typischen
Glucosestoffwechsel in Huh7.5 Zellen fuhrte. Sainz und Chisari beschrieben 2006 ein
Modell, bei dem durch Zugabe von 1% DMSO zum Kulturmedium von Huh7 Zellen
fur zwei Wochen die Differenzierung von Huh7 Zellen erreicht wurde [4].
Verschiedene Gruppen ubertrugen das Protokoll seitdem auf Huh7.5 Zellen und
zeigten beispielsweise, dass dies ein, im Vergleich zu undifferenzierten Huh7.5
Zellen, deutlich verbessertes Modell der IFN-induzierten antiviralen Reaktionen in
persistenter HCV-infektion darstellt [94,232].
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Obwohl DMSO fir verschiedene Zelllinien zur Differenzierung eingesetzt wird, ist
nach wie vor nicht genau verstanden wie DMSO zur Differenzierung von Zellen fuhrt
[98,233,234]. Man weil} jedoch, dass es eine Vielzahl von Signalwegen beeinflussen
kann und somit deren Untersuchung — hier im Zusammenhang mit HCV Infektion —
schwierig macht [93]. Obwohl die Differenzierung mit DMSO auch die Expression
und Funktionalitdt der fiur die hier prasentierte Arbeit entscheidenden Signalwege
erhohte (Daten nicht gezeigt), wurde daher von der Verwendung von DMSO Abstand
genommen. Stattdessen wurde durch Kombination von Medienzuséatzen, die in
unserem Labor zur Differenzierung von HepaRG Zellen und zur Kultivierung von
PHHs verwendet werden, ein neues Protokoll zur Differenzierung von Huh7.5 Zellen
etabliert. Durch dieses Protokoll stieg nicht nur die Expression aller untersuchten
Molekile des hepatischen Insulinsignalwegs an (der Insulin Rezeptor, die Kinase
Akt, der Transkriptionsfaktor Foxol und schlieRBlich die Schlisselenzymte der
Gluconeogenese: PEPCK und G-6-Pase), sondern es wurde vor allem ihre
Regulierbarkeit durch Insulin sichtbar (vgl. Abb. 2.1.3, Abb. 2.1.4). Differenzierung
mit Expression und Regulierbarkeit des Insulinsignalwegs gleichzusetzten ist insofern
gerechtfertigt, als, wie zuvor erwahnt, Gluconeogenese und ihre Regulation
spezifisch fur differenzierte Hepatozyten sind [161,226]. Ergebnisse aus den
spateren Untersuchungen des Differenzierungsgrades von Huh7.5diff Zellen nach
HCV Infektion an vom Insulinsignalweg unabhangigen Differenzierungsmarkern
bestétigten nachtraglich den hohen Differenzierungsgrad von Huh7.5diff Zellen: Die
Expression von OATPC und BSEP, zwei Transportern die in der basolateralen bzw.
canicularen Membran polarisierter Hepatozyten lokalisieren, lag beinahe so hoch wie
in primaren Hepatozyten und die Expression von Ki67 sowie die Aufnahme von
BrdU, beides Marker fur proliferierende Zellen, war nur in wenigen Zellen zu
beobachten (vgl. Abb. 2.4.1) [156,228,235].

In Infektionskinetiken konnte gezeigt werden, dass eine persistierende, produktive
Infektion von Huh7.5diff Zellen mdglich war (vgl. Abb. 2.2.1, Abb 2.2.3). Die Virustiter
im Zellkulturtiberstand waren mit ca. 10* TCIDso/ml in etwa genauso hoch, wie fur mit
DMSO differenzierte Huh7.5 Zellen beschrieben wurde [94]. Mit etwa 10-15% lag der
Anteil infizierter Zellen deutlich niedriger als fur die Differenzierung mit DMSO
beschrieben (40% infizierte Zellen) [94]. Obwohl dies die Analyse der Proben
erschwert, kann es gleichzeitig als Bestatigung des Modells gewertet werden, da bei

chronischer HCV-infektion in der humanen Leber ebenfalls nur etwa 7-20% der
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Hepatozyten infiziert sind [52]. In der hier vorgestellten Arbeit wurden zwei
verschiedene Infektionszeitpunkte gewahlt. In einem Fall wurden die Proben am
Beginn der Differenzierung, an dem sich die Zellen noch in Proliferation befanden,
infiziert, im anderen Fall fand die Infektion nach 4 Wochen, bei Erreichen der
maximalen Zelldifferenzierung, statt. Aufgrund der hohen Halbwertszeit von
Hepatozyten von 6-12 Monaten ist nicht davon auszugehen, dass das Hepatitis C
Virus bei der Infektion einer gesunden Leber einen nennenswerten Antell
proliferierender Hepatozyten antrifft [167]. In der chronischen HCV-Infektion jedoch
treffen neugebildete Viren durchaus auf undifferenzierte, proliferierende Zellen:
Chronische HCV-infizierte Patienten weisen erhohte Alanin-Aminotransferase (ALT)-
Spiegel im Serum auf, die auf eine Leberzellschadigung hinweisen [236]. Diese
scheint vorwiegend auf virusspezifische CD8+-T-Zell-Aktivitat zurtickzufihren zu sein
— HCV selbst zeigt in Patienten keine Cytotoxizitat [237,238]. Die immunvermittelte
Leberschadigung bedingt eine kompensatorische Proliferation von Hepatozyten, und
diese in Proliferation befindlichen oder noch nicht vollstandig differenzierten Zellen
konnen dann von im Blut zirkulierenden oder direkt von benachbarten Zellen
freigesetzten Viren infiziert werden. Die Infektion undifferenzierter Hepatozyten kann
diesen Aspekt indirekt nachstellen und erlaubt es, die Effekte von HCV-Infektion auf
undifferenzierte Zellen im Verlauf der Differenzierung zu untersuchen. Im Grof3teil
der Experimente (Abschnitte 2.3 — 2.7) fand die Infektion am Beginn der
Differenzierung statt, Untersuchungen mit Infektion nach maximaler Differenzierung
zeigten jedoch keine grundsatzlich unterschiedlichen Ergebnisse (Abschnitt 2.8). In
den folgenden Abschnitten 3.2 und 3.3 wird daher nicht extra auf die Ergebnisse aus
Experimenten mit letzterem Versuchsaufbau eingegangen. In Abschnitt 3.4 wird die
Bedeutung der immunvermittelten Leberschadigung sowie anderer hepatotoxischer

Noxen erneut aufgegriffen.

Zusammengefasst stellen die in dieser Arbeit etablierten Huh7.5diff Zellen in zwei
Aspekten ein proliferierenden Zellen deutlich Gberlegenes Modell zur Untersuchung
metabolischer Verdnderungen in chronischer HCV-Infektion dar: Der typische
Metabolismus von Hepatozyten wird deutlich besser wiedergespiegelt als in
proliferierenden Huh7.5 Zellen und die Persistenz der Viren zeigt den Aspekt der
Chronizitat auf. Somit war es nun méglich, metabolische Veranderungen aufgrund

chronischer HCV-Infektion im Zellkulturmodell genauer zu untersuchen.
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3.2. HCV-INFEKTION FUHRT zU VERANDERUNGEN DES HEPATOZELLULAREN

INSULINSIGNALWEGS, JEDOCH NICHT ZU INSULIN RESISTENZ

Chronische HCV Infektion ist mit einem erhdhten Risiko T2DM zu entwickeln
assoziiert [126]. Da auch im Vergleich zu chronischer HBV-Infektion bei CHC
Patienten das T2DM-Risiko erhoht ist und auferdem keine Korrelation
proinflammatorischer Cytokine mit T2DM vorliegt, kann davon ausgegangen werden,
dass die initialen Schritte in der T2DM-Entstehung bei CHC direkt auf HCV, d.h. auf

Effekte viraler Proteine auf die Hepatozyten, zurtickzufiihren sind [133,239].

Bereits 1987 wurde hepatische IR bei Patienten mit T2DM beschrieben [240]. Heute
ist allgemein akzeptiert, dass hepatische IR eine wichtige Rolle in der Entstehung
von T2DM spielt [241-243]. Kim et al. zeigten 2002 in einem Modell fur das
Metabolische Syndrom, dass der peripheren IR eine hepatische IR vorangeht [134].
Die Ausgangshypothese dieser Arbeit war daher, dass die HCV-Infektion der Leber
zu hepatischer IR fuhrt, die dann eine sekundéare, periphere IR nach sich zieht. Bevor
zugrundeliegende molekulare Mechanismen untersucht werden konnten, wurde
zunachst tberpruft, ob mit HCV infizierte Huh7.5diff Zellen die erwartete IR zeigten.
Da IR in Hepatozyten nur die Regulation des Glucosestoffwechsels, aber nicht die
Regulation des Lipidstoffwechsel zu betreffen schein, ist die Regulation der
Gluconeogenese der am besten geeignet Messwert der Insulinsensitivitat von
Hepatozyten [123-125]. Daher wurde die Regulation der Gluconeogenese-
Schlusselenzyme (G-6-Pase und PEPCK) durch Insulin, sowie der fur ihre
Expression verantwortliche Transkriptionsfaktor (Foxol1) untersucht. Zusatzlich wurde
die Aktivierung von der den Transkriptionsfaktor Foxol regulierenden Kinase Akt und
die Expression des InsR in infizierten Huh7.5diff Zellen bestimmt. Insulin flhrt Gber
die Aktivierung des InsR zur Aktivierung von Akt, das im Nukleus befindliches Foxol
inaktivieren kann und damit die Transkription von G-6-Pase und PEPCK stoppt [220].
Demnach sollte, in insulinresistenten, HCV-infizierten Hepatozyten die Expression
beider Enzyme trotz Insulinsignal fortgefiihrt werden. Uberraschenderweise zeigten
G-6-Pase und PEPCK mRNA Spiegel zwar signifikante Verdnderungen in HCV-
infizierten Proben, diese entsprachen aber in keiner Weise der erwarteten IR. Im
Vergleich zu uninfizierten Huh7.5diff Zellen war die Expression nach
Insulinstimulation deutlich reduziert und selbst nach 16h Glucose-, FCS- und
Insulinentzug blieb die Expression auf3erst niedrig (vgl. Abb.2.3.3). Dong et al.

zeigten, dass der Knockout von Insulin Rezeptor Substraten in der Leber von
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Mausen dazu fuhrte, dass die Transkription von PEPCK und G-6-Pase dauerhaft
stimuliert war. Eine zusatzliche Inaktivierung von Foxol fuhrte zur Normalisierung der
PEPCK und G-6-Pase Expression und zur Reversion des Diabetes [244]. Daher
wurden in der hier vorgestellten Arbeit Immunfluoreszenzfarbungen auf Foxol
durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Experimente erklarten die Beobachtung der
stark reduzierten PEPCK und G-6-Pase Expression: statt, wie unter der Hypothese
der IR erwartet, trotz Insulinsignal im Zellkern zu lokalisieren und die Transkription
der Gluconeogenese-Enzyme zu fordern, war Foxol in HCV-infizierten Zellen auch
ohne Insulin nicht im Zellkern zu finden (vgl. Abb. 2.3.2). Westernblotergebnisse
legten nahe, dass die fehlende Lokalisation im Kern auf reduzierte Foxol-Expression
zuriick zu fuhren war (vgl. Abb. 2.3.2). Da die kurzfristige Regulation von Foxol
durch Insulin Uber posttranslationale Modifiaktion (Phosphorylierung durch Akt) und
nicht durch Anderung der Proteinexpression stattfindet, war nicht zu erwarten, die
Erklarung fur die verminderte Foxol-Expression in oberhalb gelegenen Schritten des
Insulinsignalwegs zu finden. Dennoch sind die Ergebnisse der Untersuchung der
InsR Expression und Akt-Aktivierung interessant, denn auch hier zeigte sich eine
Reduktion durch HCV, die, ohne die Daten zu Foxol, PEPCK und G-6-Pase zu
kennen, auf IR héatte schliel3en lassen. Die reduzierte Expression und Aktivierung von
Akt (vgl. Abb. 2.3.1) ist auch unabhangig vom Insulinsignalweg von Interesse, da Akt
eine zentrale Rolle im Signalweg vieler Wachstumsfaktoren spielt [245]. Die
reduzierte Akt Aktivierung durch Insulin kénnte zum Teil durch die beobachtete
reduzierte Expression des Proteins selbst und zum anderen Teil durch reduzierte
InsR Expression erklart werden. In letzterem Fall wéare die reduzierte Aktivierung als
spezifisch fur das Insulinsignal anzusehen, im ersten Fall wéare jedoch auch von einer
Einschrankung von Signalwegen verschiedener Wachstumsfaktoren auszugehen.
Die zusatzliche Untersuchung der GSK3[p Expression zeigte, dass keines von
beidem der Fall war. GSK3B ist, wie zuvor erwahnt, ein Inhibitor der
Glycogensynthase und ebenfalls Substrat von Akt. Akt-Aktivierung durch
Insulinsignal fuhrt zur Serin-Phosphorylierung und damit Inaktivierung von GSK3g.
Somit wird die Glycogensynthese, entsprechend der Glucoseverfiugbarkeit, tber den
Insulinsignalweg reguliert [246]. Uberraschenderweise fand in infizierten Proben trotz
reduzierter Akt-Aktivierung eine Serin-Phosphorylierung von GSK3B durch
Insulinsignal statt (vgl. Abb. 2.3.1). Dies bedeutet, dass der obere Bereich des

Insulinsignalwegs trotz reduzierter InsR und Akt Expression weiterhin funktional war.
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Bereits ohne Insulin war nach HCV-Infektion, im Vergleich zu uninfizierten Proben,
eine verstarkte GSK3[3-Phosphorylierung zu beobachten (vgl. Abb. 2.3.1). GSK3p
reguliert nicht nur die Glycogensynthese, sondern spielt eine wichtige Rolle im Wnt-
Signalweg. Dieser reguliert Uber B-Catenin die Transkription einer Vielzahl von
Genen, die fur die Proliferation und Differenzierung wichtig sind. In Abwesenheit
extrazellularer Wnt-Liganden liegt p-Catenin in cytoplasmatischen Komplexen vor.
Ein Bestandteil dieser Komplexe ist GSK3B. Kommt es durch Whnt-Liganden zur
Aktivierung des Signalwegs, so wird GSK3[3, in gleicher Weise wie durch Akt,
phosphoryliert und dadurch inaktiviert [247]. Aktivierung des Wnt-Signalwegs kdnnte
daher Ursache der verstarkten GSK3B-Phosphorylierung sein. Tatséachlich wurden
sowohl fur HCV-core, als auch fur HCV-NS5A Effekte auf den Wnt-Signalwege und
eine erhdohte GSK3B-Phosphorylierung beschrieben und die dadurch induzierte
Zellproliferation in Zusammenhang der HCV-assoziierten Karzinogenese diskutiert
[248,249].

Die Veranderungen im Insulinsignalweg in infizierten Huh7.5diff Zellen scheinen
damit aus verschiedenen, unabhéngigen Teilen zu bestehen: der reduzierten Foxol
Expression und damit reduzierten Expression der Gluconeogenese-Enzyme, der
reduzierten Expression und Aktivierung der ersten Schritte des Signalwegs (InsR,
Akt) und der Aktivierung zusatzlicher, mit dem Insulinsignalweg verknupfter
Signalwege (Wnt-Signalweg, GSK3B). Es ist jedoch auffallend, dass alle
Veranderungen durch HCV den Ergebnissen in undifferenzierten Zellen ahneln (im
Vergleich zu Huh7.5diff niedrigere InsR Expression, niedrigere Akt-Aktivierbarkeit,
Foxol nicht im Nukleus detektierbar und niedrig exprimiert, niedrige Expression von
G-6-Pase und PEPCK, siehe Abschnitt 2.1). Vor allem die Reduktion der haufig als
Hepatozyten-Differenzierungsmarker verwendeten Enzyme PEPCK und G-6-Pase

liel3 daher eine Dedifferenzierung der Hepatozyten durch HCV vermuten [161,226].

Deng et al. untersuchten ebenfalls Veradnderungen im Insulinsignalweg HCV-
infizierter Hepatozyten, jedoch im Modell der undifferenzierten Huh7.5 Zellen. Im
Gegensatz zu den hier vorgestellten Experimenten wurde dabei eine erhohte Akt-
Aktivierung, eine Akkumulation von Foxol im Nucleus, sowie eine erhéhte PEPCK-
und G-6-Pase- Expression beobachtet [103]. Die Ergebnisse sind damit genau
gegensatzlich zu den Beobachtungen der hier vorgestellten Arbeit und scheinen
(auch wenn die Akkumulation von Foxol im Nucleus trotz erhohter Akt-Aktivierung

nicht erklart werden kann) eine IR HCV-infizierter Zellen zu bestétigen. Allerdings
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fuhrten Deng et al. in ihren Experimenten keine Insulinstimmulationen durch, d.h. sie
verglichen lediglich die basale und nicht die insulinstimulierte Akt-Aktivierung, Foxol-
Lokalisation und PEPCK- bzw. G-6-Pase-Genexpression in uninfizierten und
infizierten Proben [103]. Eigene im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Experimente
bestétigten die im Vergleich zu uninfizierten Zellen erhdhte basale Akt-Aktivierung in
proliferierenden Huh7.5 Zellen (nicht gezeigt). Auch die insulinstimulierte Akt-
Aktivierung fiel bei proliferierenden Huh7.5 Zellen in infizierten Proben starker aus als
in uninfizierten Proben (nicht gezeigt). Foxol konnte, wie zuvor beschrieben, in
proliferierenden Huh7.5 Zellen nicht im Kern detektiert werden und dies &nderte sich
auch durch die HCV-Infektion nicht (nicht gezeigt). Auch die Untersuchung der
Expression von G-6-Pase und PEPCK in proliferierenden Zellen bestatigte die
Ergebnisse von Deng et al. nicht: in eigenen Experimenten fihrte HCV-Infektion in
proliferierenden Huh7.5 Zellen zu einer minimalen weiteren Reduktion der ohnehin
niedrigen Expression (nicht gezeigt). Wieso praktisch gleiche Experimente in
unterschiedlichen Laboren fir Foxol, G-6-Pase und PEPCK zu unterschiedlichen
Ergebnisse fuhren kann, aktuell nicht erklart werden. Die sowohl von Deng et al. als
auch in eigenen Experimenten beobachtete Induktion von Akt durch HCV in
proliferierenden Zellen im Vergleich zur Akt-Hemmung durch HCV in Huh7.5diff
Zellen konnte durch die zuvor beschriebene, unterschiedliche basale Akt-Expression
in proliferierenden vs. differenzierten Zellen erklart werden. Da proliferierende Zellen
nur geringe Mengen an Akt exprimieren und zudem allgemein wesentlich
stressanfalliger sind als Huh7.5diff Zellen (nicht gezeigt), kdnnte eine Induktion von
Akt als anti-apoptotisches Signal die Zellen davor schiitzen in Apoptose zu gehen,
wie es fur verschiedene andere Viren gezeigt wurde [250-252]. Ein direkter Vergleich
infizierter und uninfizierter Proben proliferierender und differenzierter Huh7.5 Zellen
konnte klaren, ob die resultierende Akt-Aktivitdt durch HCV-induzierte Stimulation,
ausgehend von einer niedrigen Aktivitat in proliferierenden Zellen, bzw. die HCV-
induzierte Reduktion, ausgehend von einer hohen Aktivitdt in Huh7.5diff Zellen,

moglicherweise am Ende in gleicher Akt-Aktivierung resultiert.

Ergebnisse aus Biopsiematerial legen nahe, dass die Ergebnisse aus Huh7.5diff
Zellen der Situation im Menschen entsprechen und die Beobachtungen aus
proliferierenden Huh7.5 Zellen ein Artefakt des unnatirlichen Modells sind: Aytug et
al. untersuchten die ersten Schritte des Insulinsignalwegs in Biopsiematerial von

CHC Patienten und gesunden Kontrollen und zeigten, dass die Aktivierung von Akt



DISKUSSION | 77

durch ex-vivo Stimulation mit Insulin in Proben aus CHC Patienten wesentlich
schwacher ausfiel, als in Probenmaterial aus gesunden Personen [137]. Dies
entspricht den Beobachtungen in HCV-infizierten im Vergleich zu uninfizierten
Huh7.5diff Zellen (vgl. Abb. 2.3.1). Auch die Expression des InsR war in HCV-
infizierten Patienten, wie in HCV-infizierten Huh7.5diff Zellen, im Vergleich zu
uninfizierten Proben reduziert (vgl. Abb. 2.3.1)[137]. Da Foxol, PEPCK und G-6-
Pase in den Experimenten von Aytug et al. nicht untersucht wurden, folgerten sie,
dass die reduzierte InsR Expression und Akt-Aktivierung die Ursache der in den
Patienten beobachteten IR sein konnte. Geht man davon aus, dass Huh7.5diff Zellen
die Situation im Patienten richtig wiederspiegeln, so kann angenommen werden,
dass auch bei Aytug et al. eine Dedifferenzierung die Ursache der reduzierten InsR
Expression und Akt-Aktivierung war und eine Untersuchung von Foxol, PEPCK und
G-6-Pase ebenso wie in Huh7.5diff Zellen eine Reduktion in HCV-positiven Proben

gezeigt hatten.

Die Abnahme der Zelldifferenzierung ist eine Voraussetzung fir den Wiedereintritt in
den Zellzyklus und beides gehért zu den ersten Schritten der Entstehung von
Tumorzellen [253]. In Hinblick auf das bereits erwahnte hohe HCC Risiko bei CHC,
untersuchten bereits einige Studien die mogliche onkogene Wirkung einzelner HCV
Proteine [50]. Fur NS3, NS5A und core-Protein konnten Interaktionen mit
Tumorsuppresorproteinen bzw. Verdnderungen der DNA-Reparaturmechanismen
gezeigt werden [56-59]. Veranderungen im Differenzierungsstatus infizierter Zellen
konnten, da die Experimente vorwiegend durch Expression der einzelnen Proteine in
undifferenzierten Zellen durchgefuhrt wurden, nicht beobachtet werden. Dies
unterstreicht ein weiteres Mal die Vorteile der Verwendung differenzierter gegentuber
proliferierenden Zellen in der Untersuchung von HCV-induzierten zellularen

Veranderungen.

Zusammenfassend konnte in Huh7.5diff Zellen nach HCV-Infektion wieder Erwarten
keine IR beobachtet werden. Vielmehr deuten die Veranderungen auf eine
Dedifferenzierung hin, die in weiteren Experimenten untersucht wurde und im
nachsten Abschnitt diskutiert wird. Die einzelnen beobachteten Veraderungen im
Insulinsignalweg stimmen soweit Daten aus Patientenmaterial verfigbar sind mit
diesen Uberein, sind jedoch teilweise gegensatzlich zu Daten aus proliferierenden
Huh7.5 Zellen. Dies unterstreicht einmal mehr die eingeschrankte Aussagekraft von

aus dem Modell proliferierender Zellen erhaltenen Daten und bestatigt die in dieser
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Arbeit etablierten Huh7.5diff Zellen als geeignetes Modell zu Untersuchung von

Veréanderungen in chronischer HCV-Infektion.

3.3. HCV INDUZIERT UBER WACHSTUMSFAKTOREN DIE DEDIFFERENZIERUNG
UND DEN S-PHASE-ARREST VON HEPATOZYTEN

Bereits die Ergebnisse aus der Infektionskinetik in Abschnitt 2.2 zeigten einen
Zusammenhang zwischen HCV-Infektion und Differenzierungsgrad der infizierten
Zellen. Wie fur die Infektion von proliferierenden Huh7.5 Zellen mit HCV Jcl
beschrieben, kam es innerhalb weniger Tage zu einer Infektion aller Zellen [87].
Sobald jedoch Zellkonfluenz erreicht war, ging der Anteil infizierter Zellen und mit ihm
die Menge freigesetzter Viren zurick (vgl. Abb. 2.2.1). Wachstumsarrest und
Differenzierung scheinen sich also nachteilig auf die HCV-Replikation auszuwirken.
Daten aus Experimenten mit HapaRG Zellen, die mit HCV aus Patientenserum
infiziert wurden, bestatigen dies: nur undifferenzierte, proliferierende HepaRG Zellen

waren zu einem gewissen Grad mit HCV infizierbar [254].

HCV-indizierte Dedifferenzierung wiirde daher eine aktive Induktion von offensichtlich

fur die virale Replikation gunstigen, zellularen Gegebenheiten bedeuten.

Die Untersuchung von zusétzlichen Differenzierungsmarkern (OATPC und BSEP)
bestétigte eine Dedifferenzierung HCV-infizierter Proben. Wie erwartet zeigten PHHSs,
als Kontrolle differenzierter Zellen, die hdchste Expression, gefolgt von uninfizierten
Huh7.5diff Zellen, wachstumsarretierten Huh7.5 Zellen und schlief3lich
proliferierenden Huh7.5 Zellen. Die OATPC- und BSEP-Genexpression HCV-
infizierter Huh7.5diff Zellen im Vergleich zu uninfizierten Huh7.5diff Zellen war
signifikant reduziert und lag sogar niedriger als in undifferenzierten,
wachstumsarretierten Kontrollen (vgl. Abb. 2.4.1). Dies lasst vermuten, dass ein Teil
der Zellen wieder in den Zellzyklus eingetreten war und proliferierte (es darf nicht
aulleracht gelassen werden, dass am Endpunkt der Experimente nur 10-15% der
Zellen infiziert waren). Expressionsanalysen einer Zusammenstellung von 16 Genen,
mit der sich Lebertumore in stark proliferative Tumoren und Tumore mit hohem
Differenzierungsgrad unterscheiden lassen, sowie Immunfluoreszenzfarbungen auf
den Proliferationsmarker Ki67 bestéatigten diese Annahme: HCV infizierte Proben
zeigten einen signifikant erhdhten Anteil Ki67-positiver Zellen und das Ergebnis der

Expressionsanalysen zeigte ein Muster, wie es mit stark proliferativen Tumoren
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assoziiert ist (vgl. Abb. 2.4.3, Abb. 2.4.2). Paradoxerweise war die Zellmasse in
infizierten  Zellen keineswegs hoher, wie es durch den Anstieg der
Proliferationsmarker zu vermuten ware, sondern stark reduziert.
Viabilitatsmessungen, Messungen des Proteingehalts und der isolierten gesamt RNA
zeigten, dass der jeweilige Parameter in infizierten Proben zwischen einem Dirittel
und der Halfte des Werts uninfizierter Proben lag (Messungen wurden zu
Normalisierungszwecken durchgefuhrt, Daten nicht gezeigt). Eine mogliche
Erklarung vermehrter Proliferieration bei gleichzeitig reduzierter Zellmasse kénnten
hohe Apoptoseraten HCV-infizierter Zellen sein. Die Induktion von Apoptose in
virusinfizierten Zellen ist ein wichtiger Mechanismus des Wirts, die virale Infektion zu
bekampfen [255]. Wie Referenz [256] zusammenfasst, wurden fur beinahe alle HCV-
Proteine Apoptose-beeinflussende Effekte gezeigt. Dabei sind flir einige Proteine
pro-apoptotische Effekte, flr einige Proteine anti-apoptotische Effekte, fur die
Mehrzahl der Proteine jedoch sowohl pro-apoptotische als auch anti-apoptotische
Effekte publiziert. Mit der Etablierung des HCV-Infektionssystems mehrten sich
Daten zu einer Apoptose-Induktion durch HCV. Waére dies auch in Huh7.5diff Zellen
der Fall, dann ware der beobachtete Rickgang der Differenzierungsmarker und
Anstieg der Proliferationsmarker nur indirekt auf HCV zurick zu fihren, da HCV-
indizierte Apoptose zur Proliferation benachbarter Zellen fihren wirde und nicht die
infizierten Zellen selbst dedifferenzieren wirden. RegelmaRige Mikroskopie der
Proben zeigte jedoch keine Anzeichen von Apoptose und die Messung der Aktivitat
pro-apoptotischer Effektorcaspasen zeigte, dass HCV-Infektion die basale Caspase-
Aktivitat von Huh7.5diff Zellen sogar senkte (vgl. Abb. 2.4.5). Daten aus Patienten
legen ebenfalls nahe, dass HCV seine Wirtszellen nicht-cytolytisch infiziert. Aus
Patienten mit bekannter HCV-Neuinfektion und experimentell infizierten Chimpansen
weild man durch Messung der HCV-Titer im Blut, dass bereits wenige Tage nach
Infektion grof3e Mengen an viralen Partikeln gebildet werden. Zu diesem Zeitpunkt ist
noch kein Anstieg der ALT-Werte messbar. Erst die Aktivierung cytotoxischer T-
Zellen fiahrt zur Leberzellschddigung, angezeigt durch erhdohte ALT-Spiegel
[257,258].

Als weiterer Erklarungsansatz dafur, dass erhohte Proliferationsmarker nicht mit
erhohten Zellzahlen korrelierten, wurde untersucht, ob HCV eine bestimmte
Zellzyklusphase induziert und die Zellen dann in dieser Zellzyklusphase anhélt. Das

Verlassen der Go-Phase kdnnte das Auftreten von Zellzyklusmarkern erklaren, der
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Arrest in einer bestimmten Phase kdnnte (da sich die Zellen zum Zeitpunkt der
Infektion noch in Proliferation befanden) die erniedrigte Zellzahl erklaren. Bei Ki67-
Farbungen war aufgefallen, dass HCV-infizierte Proben vorwiegend eine gepunktete
Kernfarbung aufwiesen, die typisch fur G1- und S-Phase des Zellzyklus ist [229].
Daraufhin durchgefiuihrte Zellzyklusanalysen zeigten, dass in der Tat ein starker
Anstieg an S-Phase Zellen auftrat. Scholle et al. zeigten 2002 in proliferierenden
Huh7 Zellen, dass die Replikation der HCV-RNA stark vom Zellzyklus abh&ngig ist.
Wachstumsarrest hemmte die Replikation der viralen RNA, die starkste Replikation
wurde in der S-Phase des Zellzyklus beobachtet [219]. Da in der S-Phase die
Verdopplung der genomischen DNA stattfindet, besteht in dieser Phase ein hoher
Bedarf an Nucleotiden. Entsprechend ist ein starker Anstieg der
Nucleotidbiosynthese in der S-Phase zu beobachten [259]. Die Synthese der
Nucleosidtriphosphate (NTPs) und auch die, von der Ribonucleotid Reductase
katalysierte Reduktion zu desoxy-NTPs (dNTPs), findet im Cytoplasma der Zellen
statt [260]. Da die gebildeten Nucleotide, vermutlich Uber Kernporen, ungehindert
vom Cytoplasma in den Kern gelangen koénnen, herrschen in beiden
Zellkompartimenten in etwa gleiche Nucleotidkonzentrationen und eine gesteigerte
Nucleotidsynthese fuhrt unmittelbar zu erhdhter Verfugbarkeit von Nucleotiden im
Nukleus [261-263]. Dabei scheint die energieaufwandige Synthese genau an den
Bedarf der Zelle angepasst zu sein, d.h. neusynthetisierte Nucleotide werden sofort
in entstehende DNA/RNA eingebaut und es kommt zu keinem messbaren Anstieg
der Nucleotide [259]. Vor diesem Hintergrund wird klar, dass, obwohl HCV im
Cytoplasma repliziert und NTPs anstelle von dNTPs als Bausteine seines Genoms
bendtigt, ebenfalls die S-Phase der Zelle die héchste Verfugbarkeit an Nucleotiden
zur viralen RNA-Replikation bietet. Wie bereits erwahnt, herrscht in der gesunden
Leber ein sehr geringer Zell- turnover®, d.h. das Virus trifft natlrlicherweise auf sehr
wenige in S-Phase befindliche Zellen [167]. Dennoch koénnen in einem HCV-
infizierten Patienten taglich etwa 10*? virale Partikel gebildet werden [2]. Dies spricht
dafur, dass auch im HCV-infizierten Patienten eine Induktion der S-Phase oder S-
Phase-ahnlichen Gegebenheiten stattfinden muss, da andernfalls nicht von einer

entsprechende hohen Verfligbarkeit von Nucleotiden auszugehen ist.

Auch fir andere Viren ist eine verbesserte Replikation in der S-Phase des Zellzyklus
und teilweise eine S-Phase-Induktion beschrieben. Beispielsweise steigt die HIV-

Replikation in Patienten, die mit Leishmanien co-infiziert sind, da letztere die
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Nucleotidbiosynthese der infizierten Makrophagen und Monozyten erhéhen und fir
z.B. Epstein Barr Virus, Papylomaviren oder Simian Virus 40 konnte ein viral
induzierter Anstieg an S-Phase Zellen beobachtet werden [264—268].

Ergebnisse aus der Gruppe von J. McKeating legen nahe, dass die
Dedifferenzierung neben der diskutierten Verbesserung der HCV-Replikation durch
hohere Nukleotidverfligbarkeit in einem weiteren Aspekt von Vorteil fiir das Virus sein
kann: Differenzierte Hepatozyten weisen, wie in Abschnitt 1.4.1 beschrieben, eine
starke Polarisierung auf. Mee et al. zeigten bereits 2007 an mit HCV-Pseudopartikeln
infizierten Caco-2 Zellen, dass funktionale ,tight junctions® polarisierter Zellen die
Aufnahme von Viren in die Zellen hemmt und folgerten, dass ,tight junctions® den
Zugang von HCV zu lateral lokalisierten, fir den Eintritt wichtigen Proteine wie
Claudinl verhindern [269]. 2010 bestatigte dieselbe Gruppe in mit DMSO
differenzierten Huh7.5 Zellen, dass eine Depolarisierung den Zelleintritt von HCV
verbessert und konnte erganzen, dass HCV-Infektion zu einer Depolarisierung der
Zellen fuhrt [232]. Da zellulare Dedifferenzierung in jedem Fall auch Depolarisierung
bedeutet, unterstitzt die Arbeit von Mee et al. die hier beobachtete Dedifferenzierung

und zeigt einen weiteren Aspekt in dem diese von Vorteil fir das Virus sein kann.

Ein weiterer Vorteil fir die virale Replikation kénnte durch Veranderungen im
Lipidstoffwechsel gegeben sein, die mit Dedifferenzierung und Proliferation assoziiert
sind. Proliferierende Zellen in Embryonen sowie viele Tumorzellen zeigen eine
erhdhte Expression von an der Lipidsynthese beteiligten Enzymen wie der
Fettsauresynthetase (engl. fatty acid synthase, FASN) [270,271]. Der komplette
HCV-Replikationszyklus ist eng mit dem Lipidstoffwechsel verknipft und HCV
induziert durch vermehrte FASN-Expression und Aktivitdat die Bildung von ,lipid
droplets”, die eine entscheidende Rolle in der Virusproduktion spielen
[24,30,272,273]. Die Akkumulation von ,lipid droplets® fuhrt zur Entstehung von
Steatose in CHC Patienten, wobei das Maf3 der FASN-Induktion mit der Ausprégung
der Steatose korreliert [272]. Eigene Experimente zeigten sowohl eine Korrelation der
FASN Expression mit dem Differenzierungsstatus der Zellen, als auch eine Induktion
der FASN Expression durch HCV in Huh7.5diff Zellen (nicht gezeigt). Die erhéhte
Lipidsynthese kann daher ebenfalls als Folge der Dedifferenzierung und als weiterer
Punkt in dem Dedifferenzierung vorteilhaft fir die HCV Replikation ist, gewertet

werden.
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Im néchsten Schritt wurde nach den Mechanismen, Uber die HCV in der Lage ist,
Hepatozyten zur Verbesserung der eigenen RNA-Replikation zu dedifferenzieren und
in der S-Phase zu arretieren, gefragt. Betrachtet man die Ergebnisse derjenigen
Versuche, die eine Auswertung auf Einzelzell-Ebene erlaubten (Foxol, Ki67,
Kerne/Zelle, S-Phase Zellen, vgl. Abb. 2.3.2, Abb. 2.4.3, Abb. 2.6.1 bzw. Abb. 2.4.4),
so fallt auf, dass die beobachteten Veranderungen nicht nur in infizierten Zellen,
sondern auch in den HCV-negativen Zellen der infizierten Proben auftraten. Dies

lasst auf eine Rolle parakriner Signalmolekiile schlieRen.

Daher wurden verschiedene Wachstumsfaktoren, die bekanntermal3en eine Rolle in
der Leber spielen, auf Veréanderungen ihrer Genexpression nach HCV-Infektion
untersucht. Um unterscheiden zu kdnnen, ob ein, in seiner Expression veranderter
Wachstumsfaktor tatsachlich als Ursache der Dedifferenzierung in Frage kam, oder
seine Veranderung nur eine Folge der Dedifferenzierung war, wurde die Expression
mit proliferierenden sowie wachstumsarretierten Huh7.5 Zellen auf der einen Seite
und PHHs auf der anderen Seite verglichen. Nur Veranderungen, die starker als der
Unterschied zwischen Huh7.5diff und proliferierenden Huh7.5 Zellen waren, kamen
als Ursache der Dedifferenzierung in Frage. Veranderungen, die schwacher als der
Unterschied zwischen Huh7.5diff und proliferierenden Huh7.5 Zellen waren, stellten
vermutlich eine Folge der Dedifferenzierung dar.

Die Expression des antiproliferativen Cytokins TGF war durch HCV nicht verandert
(vgl. Abb.2.5.1). HGF und IGF1 zeigten jeweils eine positive Korrelation mit dem
Differenzierungsstatus der Zellen und ihre Expression sank durch HCV-Infektion in
den Bereich proliferierender bzw. wachstumsarretierter Huh7.5 Zellen (vgl.
Abb.2.5.1). lhre Veranderung wurde daher als Konsequenz der Dedifferenzierung
gewertet. Da sowohl fir IGF1 also auch fiur HGF eine proliferative Wirkung auf
Hepatozyten beschrieben ist, ist die im Vergleich zu Primarzellen reduzierte
Expression in Hepatomazellen auf den ersten Blick verwunderlich [274,275].
Andererseits scheint HGF zwar in der Leberregeneration eine wichtige Rolle zu
spielen, stammt dort aber vermutlich vorwiegend aus Kupferzellen [276]. Uber die
Expression in Hepatozyten ist in diesem Zusammenhang nichts bekannt und fur
Hepatoma-Zelllinien wurde sogar ein wachstumshemmender Effekt gezeigt [189].
Des Weiteren wurde von de Courtee at al. gezeigt, dass Insulin die HGF-Expression
allgemein hemmt, sodass durch erhohte Insulinspiegel in Patienten (wie in CHC IR

bzw. erhéhten Insulinspiegel zustande kommen kdnnen, obwohl keine hepatische IR
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auftritt wird im folgenden Kapitel diskutiert) eine weitere, in Zellkultur nicht messbare,
Senkung der HGF Expression auftreten konnte [277]. Da HGF auch anti-fibrotisch
und anti-inflammatorisch wirkt, konnte dies ein Grund sein, warum IR bei CHC mit

schnellerer Progression der Lebererkrankung korreliert [132,178].

Auch far die in dieser Arbeit in Huh7.5 Zellen im Vergleich zu Priméarzellen und in
infizierten im Vergleich zu uninfizierten Huh7.5diff Zellen reduzierte IGF1-Expression
konnen Erklarungen gefunden werden: Die durch GH stimulierte IGF1 Produktion
von Hepatozyten ist die Hauptquelle von zirkulierendem Serum-IGF1 und spielt damit
vor allem fir Wachstum und Differenzierung anderer Organe eine Rolle [278]. Zudem
sind bei HCC Patienten eine reduzierte IGF1 Expression im Tumorgewebe und
erniedrigte IGF1-Spiegel im Serum beschrieben [199,200]. Insofern stimmen die
beobachtete Reduktion der IGF1l-Expression durch HCV im Zusammenhang von
Dedifferenzierung und der Entstehung von Tumorzellen und die niedrigen IGF1-

Spiegel in Hepatomazellen durchaus mit der Literatur Gberein.

IGF2 spielt vor allem in der Embryonalentwicklung eine Rolle, wo es, wie IGF1 im
Erwachsenen, ebenfalls vorwiegend in der Leber produziert wird [279,280]. In der
adulten Leber geht die IGF2 Expression zurlck, in Tumorzellen wird jedoch teilweise
wieder eine erhohte IGF2-Produktion gemessen [281,282]. In Ubereinstimmung
damit, wurde in den Huh7.5 Hepatomazellen im Vergleich zu PHHs eine erhdhte
IGF2 Expression gemessen (vgl. Abb.2.5.1). Wachstumsarrest und Differenzierung
veranderten die Expression in Huh7.5 Zellen nicht, was zeigt, dass die Zellen sich
auch nach Differenzierung noch in einigen Aspekten von PHHs unterscheiden.
Uberraschenderweise reduzierte HCV-Infektion die IGF2 Expression, was eine
gesonderte Regulation durch HCV, unabhangig von der beobachteten
Dedifferenzierung, annehmen lasst. Die Reduktion im Zusammenhang mit der
Entstehung von IR ist &uf3erst interessant, da erhdhte IGF2-Spiegel bei Patienten mit
IGF2-produzierenden Tumoren zu Hypoglycdmie durch erhdhte periphere
Glucoseaufnahme fuhren und eine Reduzierte IGF2-Produktion folglich zu
reduzierter peripherer Glucoseaufnahme und Hyperglycamie fuhren sollte [202-
204].

Mit einer im Vergleich zu uninfizierten Huh7.5diff Zellen etwa 18fach erhdéhten und im
Vergleich zu undifferenzierten Zellen immer noch 8fach erhthten Genexpression

erfillte EGF die Kiriterien eines an der Dedifferenzierung beteiligten
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Wachstumsfaktors (vgl. Abb.2.5.1). Messungen von sezerniertem EGF zeigten, dass
die erhdhte Genexpression mit erhdhter EGF Sekretion korrelierte und die teilweise
Reversion der HCV-induzierten S-Phase Induktion durch neutralisierende EGF-
Antikorper bestatigen die Annahme, dass HCV durch Steigerung der EGF Produktion
die S-Phase induziert (vgl. Abb.2.5.2, Abb.2.5.3). Interessanterweise ist zusatzlich zu
der allgemeinen mitogenen Wirkung von EGF eine starke S-Phase-Induktion von
EGF im Kombination mit Insulin beschrieben [195,196,283]. Erhohte Insulinspiegel in
IR kbnnten daher den Effekt des viral induzierten EGFs verstarken und dies kdnnte
eine weitere Erklarung der beschleunigten Progression der chronischen

Lebererkrankung bei IR sein.

Zusammenfassend kann also die beobachtete Expressionsveranderung von IGF1
und HGF als Folge der Dedifferenzierung interpretiert werden, wobei die Reduktion
der HGF-Expression an der beschleunigten Krankheitsprogression bei CHC
Patienten mit IR beteiligt sein kénnte. Die Induktion der IGF2-Expression hingegen
muss als gesonderter Effekt gesehen werden und kénnte kausal an der Entstehung
der fir CHC Patienten beschriebenen IR beteiligt sein. Die starke Induktion von EGF
und die Reduktion des Anteils an S-phase Zellen durch blockierende EGF-Antikdrper
zeigen, dass EGF (moglicherweise in Kombination mit anderen Faktoren) Ursache

der Dedifferenzierung ist.

Die Wachstumsstimulation durch eine Kombination von EGF und Insulin scheint die
Entstehung von binuklearen Zellen zu férdern [284]. Im Menschen liegt
naturlicherweise ein Teil der Hepatozyten polyploid vor (tetraploid-mononukleare,
tetraploid-binukleédr, octaploid-mononukledr und octaploid-binuklear). Binukleare
Zellen machen bei Kleinkindern zusammen nur etwa 3% der Hepatozyten aus, bis
zum Alter von 50 Jahren steigt ihr Anteil langsam auf 10% der Hepatozyten an. Im
Alter zwischen 50 und 55 Jahren steigt ihr Anteil rasch auf ca 20% an und bleibt
dann mit zunehmendem Alter weitgehend konstant [285]. Interessanterweise fallt die
starke Zunahme binukleérer Zellen im Alter von 50 bis 55 Jahren mit dem Alter
zusammen, in dem bei CHC Patienten am héaufigsten ein HCC entsteht. Hiotis et al.
verglichen die Haufgigkeit der HCC-Entstehung in chronisch HBV- mit chronisch
HCV-infizierten Patienten und stellten fest, dass wahrend HCC bei HBV Patienten ab
30 Jahren in allen Altersgruppen etwa gleich haufig vorkommt, bei HCV Patienten

aber nur 5% vor dem 51. Lebensjahr ein HCC entwickelten. 58% aller CHC Patienten
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waren bei der Diagnose des HCC 51-60 Jahre alt [286]. Huh7.5 Zellen stammen
ursprunglich aus einem Lebertumor eines 57 Jahre alten CHC Patienten. Das
Auftreten von etwa 20% binukledren Zellen entspricht daher der fur die Altersgruppe
beschriebenen Haufigkeit (vgl. Abb.2.6.1).

Uber die Entstehung von Zellen mit mehr als zwei Zellkernen durch sich
wiederholende  unvollstandige  Cytokinesen  oder die  Beteiligung von
Wachstumsfakrtoren ist in der Literatur nichts beschrieben. Vielmehr ist ihr Auftreten
auf Zellfusionen zuriick zu fuhren. Fir viele Viren ist die Induktion von Zellfusionen
bekannt und mit der Entstehung bzw. Progression von Tumoren assoziiert [230]. Der
beobachtete Anstieg an Zellen mit mehr als 3 Kernen in infizierten Proben ist daher
eine interessante Beobachtung im Zusammenhang der Tumorenstehung, kann aber

nicht mit der beobachteten Dedifferenzierug in Verbindung gebracht werden.

3.4. Die DEDIFFERENZIERUNG VON HCV-INFIZIERTEN HEPATOZYTEN IST MIT

REDUZIERTER ZELLULARER GLUCOSE-AUFNAHMEFAHIGKEIT ASSOZIIERT

Wie in Abschnitt 3.2. diskutiert wurde, zeigten HCV-infizierte Huh7.5diff Zellen zwar
signifikante Veranderungen im hepatozellularen Insulinsignalweg, jedoch keine IR.
Tatsachlich ist davon auszugehen, dass eine hepatozellulare IR mit erhdhter
Gluconeogeneseaktivitdt trotz Insulinsignals fur die Replikation von HCV eher
nachteilig ware, da die energieaufwandige Synthese von Glucose die intrazellular
verfligbare Energie senken wirde und somit der viralen Replikation weniger Energie
zur Verfugung stinde [231]. Die Energie zur Gluconeogenese stammt aus
Lipidoxidation. Da LDs, die intrazellularen Lipidspeicher, eine zentrale Rolle in der
Replikation von HCV spielen, kann davon ausgegangen werden, dass erhdhte
Gluconeogenese durch Reduktion der LDs einen zusatzlichen negativen Effekt auf
die Virusreplikation austiben wirde [30,287]. Da die Einordnung der Probanden als
“‘insulinresistent® in klinischen Studien, die das erhdhte IR Risiko fir CHC-Patienten
beschreiben, meistens alleine Uber die Messung von Serumglucose und
Seruminsulin erfolgte, konnte in diesen Studien nicht unterschieden werden, ob eine
hepatische oder eine periphere IR vorlag [126]. Obwohl eine periphere IR und die
damit assoziierte Reduktion der peripheren Lipid- und Glucoseaufnahme dazu fuihren
wurden, dass die Leber, entsprechend ihrer ,Schwammfunktion®, diese Nahrstoffe

aufnehmen und speichern wirde, und dies durch erhthte verfigbare Energie und



DISKUSSION | 86

Bildung von LDs vorteilhaft fir die HCV Replikation ware, fallt es schwer zu erklaren,
wie ein in der Leber replizierendes Virus eine periphere IR verursachen sollte
[288,289]. Dennoch scheint es, als ware genau das der Fall: Zwei Studien befassten
sich in den vergangenen Jahren durch aufwandige ,clamp“-Experimente mit den
Orten der IR in CHC-Patienten und beschrieben eine IR in der Peripherie [146,290].
Milner et al. erfassten zudem die Auspragung der Lipideinlagerungen in der Leber
und des viszeralen Fettgewebes der Patienten. Interessanterweise korrelierte die IR,
im Gegensatz zu IR im Kontext des Metabolischen Syndroms, weder mit der Menge
an viszeralem Fettgewebe der Patienten noch mit der intrahepatischen
Lipidakkumulation [290—292]. Die in Abschnitt 2.7 beschriebenen Ergebnisse der hier
prasentierten Arbeit kdnnen eine mogliche Erklarung, sowohl fur die beobachteten
erhdhten Glucose- und Insulinspiegel, als auch fir die Unterschiede zur IR wie sie im

Metabolischen Syndrom beobachtet wird, geben:

Wie zuvor beschrieben wurde, ist die Leber, aufgrund der Expression des
Hepatozyten-spezifischen Glucosetransporters GLUTZ2, zur schnellen Aufnahme
grolRer Mengen an Glucose in der Lage [108]. Daher wurde untersucht ob HCV-
induzierte Hepatozytendedifferenzierung zu einer Reduktion des GLUT2
Transporters fuhrt und dies mit einer reduzierten Glucoseaufnahmefahigkeit
einhergeht. Tatsachlich korrelierte die Expression von GLUT2 mit dem
Differenzierungsstatus der Zellen und HCV-infizierte Proben zeigten eine reduzierte
GLUT2-Proteinexpression, die mit einer signifikanten = Reduktion der
Glucoseaufnahme einherging. Im Fall der Infektion am Beginn der Differenzierung
betrug die Reduktion 50% (vgl. Abb. 2.7), bei Infektion nach maximaler
Differenzierung waren es nur 13% (vgl. Abb. 2.8.6). Obwohl die Zahl infizierter Zellen
und die produzierten Virustiter in beiden experimentellen Ansatzen zum Zeitpunkt der
Analysen in etwa gleich hoch lagen (vgl. Abb. 2.2.3, Abb. 2.8.1), waren also die
Effekte in Proben, in denen die Zellen sich zum Zeitpunkt der Infektion noch in
Proliferation befanden, deutlich starker als in Proben, die erst nach der
Differenzierung infiziert wurden. Interessanterweise wurde auch in Patienten
beobachtet, dass die Virustiter im Blut nicht mit der Intensitat der Veranderungen
(Grad der Lebererkrankung), wohl aber mit dem Anteil infizierter Hepatozyten
korreliert [52,293]. Zum aktuellen Zeitpunkt kann Uber Ursachen fir diesen
Unterschied nur spekuliert werden. Méglicherweise ist die Induktion der Produktion

von Wachstumsfaktoren in polarisierten Zellen gehemmt und HCV kann somit
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weniger starke parakrine Signale zur Dedifferenzierung und Proliferation uninfizierter
Zellen verursachen. Die unterschiedliche Auspragung der Foxol-Expression in den
beiden Versuchsansatzen unterstitzen diese Vermutung: Wéhrend bei Infektion zu
Beginn der Differenzierung praktisch keine (HCV-positive oder HCV-negative) Zelle
der infizierten Probe nukleare Foxol-Farbung zeigte (vgl. Abb. 2.3.2), fehlte Foxol
bei Infektion nach maximaler Zelldifferenzierung zwar ebenfalls im Grof3teil der HCV-
positiven Zellen, knapp 60% der HCV-negativen Zellen zeigten jedoch Foxol im Kern
(vgl. Abb. 2.8.2). Die uninfizierten Zellen sind bei diesem Versuchsaufbau also
wesentlich weniger stark von den infizierten Nachbarzellen beeinflusst, was auf
reduzierte parakrine Stimulation schlieRen lasst. Weitere Experimente, wie
beispielsweise die Untersuchung von Foxol nach Stimulation mit rekombinantem
EGF und der direkte Vergleich der EGF-Produktion in frih vs. spét infizierten Zellen
sind nétig, um diese Vermutung weiter zu untersuchen. Zum aktuellen Zeitpunkt kann
keine Aussage daruber getroffen werden, was im hier verwendeten Zellkulturmodell
daruber entscheidet, ob eine Zelle mit HCV infiziert werden kann oder nicht. Es ist
denkbar, dass die Zellen, ahnlich wie es fir die Antwort auf IFNa beschrieben wurde,
nicht alle gleichermal3en auf EGF als Signal reagieren und somit ein Teil der Zellen
trotz Proliferationssignal weiter differenziert (Versuchsaufbau mit frihem
Infektionszeitpunkt) bzw. differenziert bleibt (Versuchsaufbau mit spéatem
Infektionszeitpunkt) und so die Replikation von HCV verhindert wird [94]. Dass
Proliferation bzw. ein niedriger Differenzierungsgrad der Hepatozyten auch im
Patienten fur die produktive Infektion einer Zelle entscheidend ist, wird durch
Ergebnisse Liang et al. unterstitzt. Liang und seine Kollegen zeigten in
Patientenbiopsien, dass vor allem fibrotische Bereiche viele HCV-positive Zellen
aufwiesen [52].

Wie in Abschnitt 3.1 diskutiert wurde, flhrt die Aktivitat cytotoxischer T-Zellen in der
Leber chronisch HCV infizierter Patienten zu einer andauernden kompensatorischen
Proliferation. Es kann daher zur Infektion proliferierender Hepatozyten, so wie es im
Modell der Infektion am Beginn der Differenzierung der Fall ist, kommen. Die
andauernde kompensatorische Proliferation fihrt zur Entstehung von Leberfibrose
und, wenn Uber die Jahre (eventuell aufgrund von Telomerenverkirzung) die
maximale Zahl der Teilungen der Hepatozyten ausgeschopft ist, moglicherweise zur
Entstehung von Leberzirrhose [237,294]. Das als IR interpretierte Auftreten erhéhter

Glucose- und Insulinspiegel in CHC Patienten ist mit beschleunigter Leberfibrose
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assoziiert [132]. Die zugrundeliegenden Daten stammen unter anderem aus einer
Querschnittsstudie, bei der zusatzlich zur Erfassung von Fibrosegrad und HOMA-IR
bei einigen Probanden, bei denen der Infektionszeitpunkt bekannt war, der
Fibrosegrad relativ zur Dauer der Infektion untersucht wurde. Regressionsanalysen
ergaben eine Korrelation mit der HOMA-IR. Geht man davon aus, dass der erhdéhten
HOMA-IR eine hepatische IR zugrunde liegt, so séhe ein mdoglicher kausaler
Zusammenhang zwischen Fibrose und IR wie folgt aus: Die IR der Leber fuhrt zu
erhohter Insulinproduktion des Pankreas und verstarkt aufgrund der pro-proliferativen
Signale durch Insulin die Fibroseprogression. Allerdings trug die HOMA-IR mit einem
Regressionskoeffizienten von 0,022 in der beschriebenen Studie nur zu einem
geringen Grad zur Varianz im Fibrosegrad der CHC Patienten bei und die Autoren
diskutieren selbst, dass die Assoziation keinen kausalen Zusammenhang beweist
[132]. Durch die in der hier vorliegenden Arbeit gezeigte Reduktion der GLUT2-
Expression und Glucoseaufnahme in dedifferenzierten Hepatozyten kann eine
umgekehrte Kausalitat diskutiert werden: Fibrotisches Gewebe reduziert die

Glucoseaufnahmeféahigkeit der Leber, sodass eine phanotypsche IR auftritt.

Damit kann, aufgrund der hier beschriebenen Ergebnisse, zusammenfassend
folgendes Modell der Entstehung von IR in chronisch HCV-infizierten Patienten
aufgestellt werden (Abb. 3.4):

HCV infiziert in gesunden Menschen differenzierte Hepatozyten und induziert in
diesen die Expression von EGF (Abb. 2.5.2), was als parakrines Signal sowohl
infizierte als auch uninfizierte Zellen zur Aufgabe der Differenzierung und zum
Wiedereintritt in den Zellzyklus stimuliert (Abb. 2.5.3, Abb. 2.4.1, Abb. 2.4.3, Abb.
2.8.3). Dabei findet ein Arrest der Zellen in der S-Phase statt (Abb. 2.4.4, Abb. 2.8.5),
welche durch hohe Nukleotidverfigbarkeit eine fir die Replikation der viralen RNA
gunstige Umgebung darstellt. Die Dedifferenzierung bringt eine Reihe von
Veranderungen im hepatozellularen Stoffwechesel mit sich, darunter beispielsweise
die Reduktion der Expression von Gluconeogenese-Schlisselenzymen (Abb. 2.3.3).
Auch die Expression des leberspezifischen Glucosetransporters GLUT2 sinkt im
Zuge der Dedifferenzierung (Abb. 2.7a). Dies fuhrt zu einer reduzierten
Glucoseaufnahmefahigkeit der HCV-infizierten Leber (Abb. 2.7b). Postprandial
erreichen die Leber Uber die Pfortader grol3e Mengen an Nahrstoffen. Aufgrund der
extrem hohen Glucosetransportkapazitat der GLUT2 Molekiile ist die gesunde Leber

in der Lage rasch grofe Mengen an Glucose aufzunehmen und zu speichern, noch
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bevor diese die Peripherie erreichen. Eine Reduktion der Glucoseaufnahmekapazitat
der Leber fuhrt daher zu erhdhten peripheren Glucosespiegeln, die zu einer erhdhten
Insulinsekretion durch die 3-Zellen der Pankreas fuhren; phanotypsisch ist damit eine
IR gegeben. Dauerhaft erhdhte Insulin- und Glucosespiegel kénnen zur Entwicklung
peripherer IR fihren und die Uberbelastung des Pankreas kann, wie auch bei IR im
Kontext des metabolischen Syndroms, zu einem progressiven Funktionsverlust des
Organs fuhren [295-298].

Diese zentralen Vorgange des Modells konnen um die Effekte der HGF- und IGF2-
Reduktion erweitert werden: Da HGF und IGF2 die periphere Glucoseaufnahme
stimulieren, fuhrt die Reduktion in der Genexpression im Zuge der Dedifferenzierung
(Abb. 2.5.1) unabhangig von der reduzierten hepatischen Glucoseaufnahme zu
zusatzlich erhéhten Glucosespiegeln [182,202-204]. Da HGF zudem anti-fibrotisch
und anti-inflammatorisch wirkt, beschleunigt die Reduktion der HGF-Expression
(Abb. 2.5.1) die Krankheitsprogression und dies kann, da Insulin die HGF-Expression
hemmt, im Patienten durch das Auftreten hoher Insulinspiegel noch verstarkt werden
[178].
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Zusatzliche Faktoren wie die Aktivierung des Immunsystems oder Schadigung von
Hepatozyten durch Alkohol oder illegale Drogen wie beispielsweise Kokain fuhren
dazu, dass HCV auch direkt undifferenzierte Zellen infizieren kann [299]. Dies fuhrt

zu einer verstarkten Auspragung der beschriebenen Veranderungen

Um die Richtigkeit des Models weiter zu Uberprifen, sind Experimente an
Biopsiematerial von CHC Patienten in der Vorbereitung. In-situ-Hybridisierung von
EGF- und HCV-RNA in diesen Proben soll zeigen, ob in HCV-infizierten Zellen im
Patienten die EGF-Produktion im Vergleich zu uninfizierten Zellen erhéht ist. Zudem
soll ein Mausmodell zum Einsatz kommen, das das vollstandige HCV-Polyprotein
unter dem a1-Antitrypsin-Promotor exprimiert [105]. Diesem Modell fehlt zwar der
Aspekt der viralen RNA-Replikation sowie der Bildung viraler Partikel und deren
Zirkulation im Blut, doch bereits durch die leberspezifische Expression der HCV-
Proteine kommt es zur Entstehung einer Steatose, der Infiltration von CD8"
Lymphozyten und einer erhdhten Hepatozytenproliferation [105]. Der beobachtete
Anstieg an Proliferationsmarkern legt nahe, dass auch in diesem Modell eine HCV-
induzierte Dedifferenzierung stattfindet. Daher kann davon ausgegangen werden,
dass auch hier die GLUT2 Expression sowie die Glucoseaufnahmefahigkeit der
Hepatozyten reduziert sein sollte. Bestatigt sich dies, so handelt es sich um ein
geeignetes Modell um zu Uberprifen, ob die reduzierte hepatische
Glucoseaufnahmefahigkeit wie erwartet zur Entstehung einer phanotypischen IR und
schlieB3lich zur Manifestation von Diabetes flhrt. Bestétigt sich als vdllig neue
Pathogenese der Hyperglycdmie, dass reduzierte GLUT2 Expression in
dedifferenzierten bzw. proliferierenden Hepatozyten tatséchlich eine relevante
Auswirkung auf den Glucosespiegel hat, so kodnnte dies auch in anderen
Zusammenhangen die Ursache von als IR interpretierten erhéhten Glucosespiegeln
sein. Z.B. sind nach Resektion von Lebertumoren haufig stark erhdhte
Serumglucosespiegel in den Patienten zu beobachten. Diese gehen mit einer
schlechteren Prognose einher und sind nur schwer durch Insulin zu regulieren
[300,301]. Die Proliferation eines grofen Anteils der Hepatozyten in der
verbleibenden gesunden Leber konnte durch (bergangsweise reduzierte
Differenzierung und die hiermit verbundene reduzierte GLUT2 Expression auch hier
die Ursache der erhdhten Serumglucosespiegel sein. Selbst bei IR im Kontext des
Metabolischen Syndroms, koénnte die postulierte Pathogenese eine Rolle spielen.

Unter den komplexen und nach wie vor nicht vollstandig verstandenen systemischen
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Verédnderungen, die der Entstehung von IR und T2DM im Zusammenhang des
Metabolischen Syndroms zugrundeliegen, kdnnen ebenfalls Verknupfungen zum
Hepatozyten-Differenzierungsstatus gefunden werden [130,131]. So wurde
beispielsweise eine erhthte hepatische Protein Kinase C Expression bei T2DM
gefunden und dies ist allgemein mit Proliferation assoziiert [302,303]. Des Weiteren
stammen, die bei der haufigen Steatoseentwicklung in Patienten mit Metabolischem
Syndrom akkumulierten Lipide in der Leber, zu einem Grof3teil aus de-novo Synthese
der Hepatozyten selbst [123,304]. Folglich ist eine erhdhte Expression der FASN zu
beobachten, was wie zuvor erwahnt zudem ein Merkmal proliferierender Zellen ist
[270,271]. Steatose kann zu Steatohepatitis fortschreiten und in diesem Zuge
entstehenden Fibrosen zeigen klar, dass auch in diesem Fall Proliferation eine Rolle
spielt und folglich eine reduzierte GLUT2 Expression und verminderte hepatische

Glucoseaufnahmeféahigkeit an der Pathogenese beteiligt sein kénnten [304].

Die Validitat der in dieser Arbeit aufgestellten These, die eine durch hepatozellulare
Dedifferenzierung herbeigefuihrte verminderte GLUT2-Expression als eine bisher
nicht beschriebene Pathogenese einer peripheren IR und einem daraus
resultierendem Diabetis Mellitus postuliert, muss durch weitere Untersuchungen wie
z.B. an leberspezifischen GLUT2 ,knockdown® in Mausen erbracht werden. Ein
besseres Verstandnis der verschiedenen Ursachen einer Deregulation des
Glucosestoffwechsels kann helfen, die Behandlung von Patienten zu optimieren und

Komplikationen zu minimieren.



4. MATERIAL UND METHODEN

4.1. MATERIAL
4.1.1. ANTIKORPER
PRIMARANTIKORPER
Antigen Klon Hersteller Verwendung Verdiinnung
Akt 40D4 Cell Signaling WB 1:1000
BrdU 3D4 BD FACS 1:100
cleaved Casp3 poly Cell Signaling wWB 1:1000
EGF D8A1l Cell Signaling Neutralisierung 0,3 pg/ml
. . WB 1:1

Foxol C29H4 Cell Signaling 000

IF 1:400
GLUT2 poly Millipore WB 1:1000
HCV core C7-50 Pierce IF 1:400
HCV NS3 2E3 Biofront technologies TCIDsg 1:3000
HCV NS3 poly Molekulare Virologie Heidelberg wWB 1:3000
InsR poly Cell Signaling wWB 1:1000
Ki67 SP6 Thermo Scientific IF 1:400
p-Akt D9E Cell Signaling WB 1:1000
p-GSK3p poly Abcam wB 1:1000
B-actin AC-15 Sigma Aldrich WB 1:10000
B-catenin 14 BD IF 1:200

SEKUNDARANTIKORPER

Beschreibung Hersteller Verwendung Verdinnung
Ziege anti Kaninchen IgG, Alexa 594 markiert Invitrogen IF 1:1000
Ziege anti Maus 1gG, Alexa 594 markiert Invitrogen IF 1:1000
Ziege anti Kaninchen IgG (FC spezifisch), HRP markiert Sigma Aldrich ~ WB 1:10000
Ziege anti Maus 1gG (Fc spezifisch), HRP markiert Sigma Aldrich ~ WB 1:10000
Ziege anti Maus 1gG (ganzes Molekul), HRP markiert Sigma Aldrich  TCIDsg 1:200




4.1.2. ZELLKULTURMEDIEN

DMEM-VOLLMEDIUM

Dulbeccos MEM

Penicillin/Streptavidin (10000 I.U./ml bzw. 10000 pg/ml)
L-Glutamin (200 mM)

NEAA (100x)

Na Pyruvat

FCS

DIFFERENZIERUNGSMEDIUM

Williams E Medium

5% Glucose

1M Hepes pH 7,5

L Glutamin (200 mM)

Penicillin/Streptavidin (10000 I.U./ml bzw 10000 pg/ml)
Insulin (185-aMY),

Inosin (25 mg/ml)

Hydrocortison (5,5 pg/ml)

FCS

DEPLETIONSMEDIUM

Williams E Medium ohne Glucose

1M Hepes pH 7,5

L Glutamin (200 mM)

Penicillin/Streptavidin (10000 I.U./ml bzw 10000 pg/ml)
Inosin (25 mg/ml)

Hydrocortison (5,5 pg/ml)

EINFRIERMEDIUM
Dulbeccos MEM
FCS

DMSO

MATERIAL UND METHODEN

500ml
5ml
5ml
5mi
5mi
50 ml

500ml
6 ml
11,5 ml
5,6 ml
2,8 ml
320 pl
280 pl
600 ul
25 ml

500ml
11,5 ml
5,6 ml
2,8 ml
280 pl
600 pl

70%
20%
10%
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4.1.3. PRIMER
Gen Primer "forward" (5 2> 3) Primer "reverse" (5° 2> 3) Produktlange
BESP GGGAAGGTGATGATAGATGGTC TTTCATATTTCTCTGGGAGTGACA 226
EGF GGATGCTGGTGTCTCAGTGAT TCCTTCCTGTTGATTTGACCA 202
G-6-Pase CGTCTTTAAGTGGATTCTCTTTGG CATTCAAGCACCGAAATCTG 239
HCV TCTGCGGAACCGGTGAGT GGGCATAGAGTGGGTTTATCC 73
HGF CGAGGCCATGGTGCTATACT TGCATTCAGTTGTTTCCAAAGG 117
IGF1 TGATTTCTTGAAGGTGAAGATGC ACCCTGTGGGCTTGTTGA 185
IGF2 GACACCCTCCAGTTCGTCTG GGGGTATCTGGGGAAGTTGT 213
OATPC GAGCACTAGGAGGAATTCTAGCTC GACCCTTGAAAATGATGTGGA 134
PEPCK GACAACTGCTGGTTGGCTCT GTACATGGTGCGACCTTTCAT 402
TGFB CCCTGGACACCAACTATTGC AAGTTGGCATGGTAGCCCTT 125
18s RNA AAACGGCTACCACATCCAAG CCTCCAATGGATCCTCGTTA 117

4.1.4. VERBRAUCHSMATERIEN UND CHEMIKALIEN

4.1.4.1. MEDIEN UND ZUSATZE

Produkt

Hersteller

Dulbeccos MEM

life technologies, Carlsbad, USA

Dymethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Fotales Kalberserum (FCS)

life technologies, Carlsbad, USA

Glucose Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Glutamin life technologies, Carlsbad, USA
HEPES pH 7.4 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Hydrocortison Rotexmedica, Trittau, Deutschland
Inosin

Serva, Heidelberg, Deutschland

Insulin “Insuman Rapid”

Sanofi Aventis, Frankfurt, Deutschland

Natriumpyruvat

life technologies, Carlsbad, USA

Nicht essentielle Aminosauren

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

PBS

life technologies, Carlsbad, USA

PBS — Dulbecco

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Versene (EDTA)

life technologies, Carlsbad, USA

William’s Medium E ohne Glucose

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland

Williams Medium E

life technologies, Carlsbad, USA




4.1.4.2. CHEMIKALIEN

MATERIAL UND METHODEN

Produkt

Hersteller

2-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

3-Amino-9-ethyl-carbazole

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agarose

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Alexa Fluor® 488

Molecular Probes, Eugene, USA

Amine-Reactive Probes

Invitrogen, Carlsbad, USA

Amino-Capron-Saure

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ampicillin Roth, Karlsruhe, Deutschland
APS Roth, Karlsruhe, Deutschland
ATP Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bradford Reagenz

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt, Deutschland

Calciumchlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chloroform

Roth, Karlsruhe, Deutschland

DEPC

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dikaliumhydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

DMSO Merck, Darmstadt, Deutschland
DTT Roth, Karlsruhe, Deutschland
EDTA Roth, Karlsruhe, Deutschland
EGTA Roth, Karlsruhe, Deutschland
Essigsaure Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Fluoromount-G™, with DAPI

SouthernBiotech, Birmingham, USA

Formaldehyd Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glukose Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Glycerol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Glycin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
HCI Merck, Darmstadt, Deutschland

Hepes Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Insulin “Insuman Rapid”

Sanofi Aventis, Frankfurt, Deutschland

Isopropanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kalilauge

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumdihydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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L-Glutathion (GSH)
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Merck, Darmstadt, Deutschland

Methanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Milchpulver

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumacetat

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumazid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumflourid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumorthovanadat

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumpyrophosphat Roth, Karlsruhe, Deutschland
NP40 Roth, Karslruhe, Deutschland
NTPs Promega, Madison, USA

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific, Waltham, USA

PAGERuler Prestained ladder

Thermo Scientific, Waltham, USA

Paraformaldehyd Roth, Karlsruhe, Deutschland
Phenol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Phenol/H,O Roth, Karlsruhe, Deutschland
Phenol/TE Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pierce ECL Western Blotting Substrate

Thermo Scientific, Waltham, USA

Polyacrylamid (40%PAA/BisPAA)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Polyethylenglycol 8000

Promega, Madison, USA

Protease Inhibitor "Complete"

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

PVDF-Membran

Zefa, Harthausen, Germany

Rnase Zap Invitrogen, Carlsbad, USA
Salzsaure Merck, Darmstadt, Deutschland
SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland
Spermidin Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sybr Green Mix

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

TEMED Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland
TritonX100 Roth, Karlsruhe, Deutschland
Trypanblau Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tween 20 Roth, Karlsruhe, Deutschland
Versene life technologies, Carlsbad, USA

Ziegenserum

Abcam, Cambridge, UK




4.1.4.3. VERBRAUCHSMATERIALIEN
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Produkt

Hersteller

"chamber slides" "Lab Tak" fur Zellkultur

Nunc, New York, USA

Einmalpipetten

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Elektroprationskivetten

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

ELISA 96-Well-Platte

Maxisorb, Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Erlenmeyerkolben

Brand, Wertheim, Deutschland

FACS Rohrchen

BD Falcon, Bedford, USA

Falcon Réhrchen (15 ml, 50 ml)

BD, Heidelberg, Germany

Handschuhe “Aloecare”

Meditrade, Kiefersfelden, Deutschland

Laborflaschen

Schott, Mainz, Deutschland

Laborflaschen/Becherglaser

Brand, Wertheim, Deutschland

Laborflaschen/Becherglaser

Duran, Wertheim, Deutschland

Monolayer-Flaschen 75 cm?/150 cm?

TPP, Trasadingen, Schweiz

Pipettenspitzen

Starlab GmbH, Ahrensburg, Deutschland

Reaktionsgefale

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Spritzen 50 ml

Perfusor, Braun, Melsungen, Deutschland

Sterilfilter

Stericup/Steritop Filter Unit, Millipore, Billerica, USA

Whatman Papier “thick”

BIO-RAD, Hercules, USA

Zellkulturplatten (12/24 Loch)

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschalen

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Zentrifugenrdhren

BD Falcon, Bedford, USA

4.1.4.4. ENzYME

Produkt Hersteller

DNase Promega, Madison, USA
Kollagenase Worthington, Lakewood, USA
Trypsin Biochrom AG, Berlin, Deutschland
4.1.4.5. KITS

Verwendung Bezeichnung, Hersteller

PCR PuReTaqg Ready-to-go PCR Beads,

Amersham Pharmacia, Buckinghamshire, England

Toxizitat-Test

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay,
Promega, Madison, USA

Caspase Aktivitats Test

Caspase-Glo® 3/7 Assay Systems,
Promega, Madison, USA




cDNA-Synthese

MATERIAL UND METHODEN

SuperScript Ill First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-
PCR, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Real time PCR, allgemein

LightCycler® 480 SYBR Green | Master, 96-Loch
Mikrotiterplatten;
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

EGF ELISA

Human EGF ELISA Kit,
Thermo Scientific, Waltham, USA

RNA Isolation

NucleoSpin®RNAII Kit,
Macherey Nagel, Dueren, Deutschland

GrolRenausschlusschromatographie

Bio-Gel P-30 Gel,
BIO-RAD, Hercules, USA

Zellzyklusanalyse

APC BrdU Flow Kit
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Real time PCR, HCV (mit Sonde)

QuantiTect Virus Kit,
Qiagen, Hilden, Deutschland

Plasmid Aufreinigung

NucleoBond® Xitra,
Macherey Nagel, Dueren, Deutschland

4.1.5. GERATE

Produkt

Hersteller

Absaugsystem "VACUSAFE comfort"

Integra LifeSciences, New York, USA

Blotkammer "Transblot SD Semi-dry"

BIO-RAD, Hercules, USA

Brutschrank Cell 150

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Camera “N70.30"

Olympus, Tokyo, Japan

Centrifuge, 5430

Eppendorf, Hamburg, Germany

CO2 Incubator, “HERAcell” 150i

Thermo Scientific, Rockford, USA

Confocales Mikroskop “Fluoview FV10i”

Olympus, Tokyo, Japan

DurchfluRzytometer FACS Canto Il

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Einfrierhilfe "Nalgene Cell Freezing Containers"

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

ELISA-Reader infinite F200

TECAN, Crailsheim, Deutschland

FACS Canto Il

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Feinwaage R160P

Sartorius, Goéttingen, Deutschland

Fluoreszenz-Mikroskop CKX41

Olympus, Hamburg, Deutschland

Fusion FX7

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

Gene Pulser Xcell™ Eukaryotic System

BIO-RAD, Hercules, USA

Heizblock Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Konfokales Mikroskop Fluoview FV101

Olympus, Hamburg, Deutschland

Lightcycler 480

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Minifuge “Sprout”

HeathrowScientific, Nottingham, UK

Mini-PROTEAN® Tetra Electrophoresis System

BIO-RAD, Hercules, USA

Minishaker, MS3 basic

IKA, Staufen, Germany, Deutschland
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Multichannel Pipette 300 ul “ErgOne”

Star Lab, USA

NanoVue4282

GE Healthcare, Penzberg, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim, Deutschland

pH-Meter

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Pipetierhilfe "Pipetboy"

Brand, Wertheim, Deutschland

Pipetierhilfe "Pipetus"

Brand, Wertheim, Deutschland

Pipetten, "Research" (2.5, 10, 20, 200, 1000 pl)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe "Accu-jet pro"

Brand, Wertheim, Deutschland

Sterilbank (Zellkultur)

Heraeus , Hanau, Deutschland

Thermocycler T300

Biometra, Gottingen, Deutschland

Tischzentrifuge 54173

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

BIO-RAD, Hercules, USA

Vortex Genie 2

Scientific Industries, New York, USA

Waagen Kern 440-47

Sartorius, Géttingen, Deutschland

Wasserbad

GFL, Hannover, Deutschland

Westernblot Gel-Apparatur

BIO-RAD, Hercules, USA

Zentrifuge, 5417R

Eppendorf, Hamburg, Germany

4.1.6. SOFTWARE

Produkt

Hersteller

cell”A

Olympus, Tokyo, Japan

FacsDIVA 5.0.3

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

FlowJo version 8.8.6

Treestar, Ashland, USA

Fusion

Vilber Lourmat, Eberhardzell, Deutschland

Graphpad Prism 5

GraphPad Software, San Diego, USA

Light Cycler 480 Software

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Magellan 6

Stiiber Systems GmbH, Berlin, Deutschland

TCIDso calculator

Molekulare Virologie, Heidelberg, Deutschland

Windows Vista/7/XP, Microsoft Office

Microsoft, Redmont, USA
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4.2. METHODEN

4.2.1. MOLEKULARBIOLOGISCHE UND IMMUNOLOGISCHE METHODEN

4.2.1.1. WESTERNBLOT ANALYSE

Zellkulturproben wurden mit 150ul Protein-Lysepuffer (s.u.) 20 min auf Eis lysiert.
Durch Zentrifugation bei 14.000 g wurden Nukleinsauren abgetrennt. Zur
Bestimmung der Proteinkonzentration wurden Bradford Assays durchgefihrt, wie im
Herstellerprotoll beschrieben. Da das der verwendete Lysepuffer 1 % Tritonx100
enthalt und Tritonx100 in Konzentrationen >0,125 % zu unspezifischem Signal fuhrt
(Beyotime Institute of Biotechnology), wurden alle Proben vor der
Proteinquantifizierung mindestens 1:8 mit dH,O verdinnt. Alle Lysate wurden mit
dH,0 auf gleiche Proteinkonzentrationen eingestellt; pro Probe wurden 30 pg Protein
1:4 mit Proteinladepuffer versetzt und 10 min bei 95°C denaturiert.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach Einlaufen der Proben bei 15 mA in ein

5% Alcrylamid Sammelgel bei 20 mA in ein 7,5% Acrylamid Trenngel.

Protein-Lysepuffer Sammelgel: 5% Acrylamid

e 50mM TrispH 7.5 e 40% PAA/BisAA 0,24 mi
e 250 mM NacCl e 1M Tris pH 8,8 0,5ml
e 25mMEDTA e 10% SDS 20 pl
e 4mMEGTA e VE-Wasser 1,25 ml
e 1% Triton X100 e TEMED 2l
e 0,5% NP40 e 10% APS 15ul
e 10 % Glycerol
e 42 mM Na,sP>,0O- .
e Protease-Inhibitor “Complete” Trenngel: 7.5% Acrylamid
(Roche) e 40% PAA/BISAA 1,5 ml
e 50 mM NaF e 1M Tris pH 8.8 3 ml
e 6,25 mM Na,VO, * 10%SDS 80
e dH,O 3,4 ml
e TEMED Tl
Protein-Ladepuffer e 10% APS 40ul

0,04% Bromphenolblau

e 8% SDS

e 200 mM Tris/HCI pH 6,8 Elektrophorese Laufpuffer
e 50% Glycerol )

e 1,92 M Glycin * 25mMTrs

e 10% B-Mercaptoethanol * 200 mM Glycin

. e 0,1% SDS
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Die Ubertragung der aufgetrennten Proteine aus dem Acrylamidgel auf eine PVDF-
Membran erfolgte bei 20 V fir 90 min durch ein System aus drei Puffern geblottet

(s.u.).

Zur parallelen Detektion verschiedener Proteine wurde die Membran nach dem
blotten horizontal geschnitten. Nach Blockieren von unspezifischen Bindungsstellen
durch 5% Milchpulver in TBS-T pH7,5 wurden die Membranen Uber Nacht bei 4°C in
den jeweiligen Primarantikbrpern inkubiert (siehe 4.1.2). Die Inkubation mit
Peroxidase-markiertem Sekundarantikdrper erfolgte 2 h bei RT. Zur Analyse
verschiedener Proteine unterschiedlicher Gro3en in denselben Proben wurden die
Membranen teilweise nach der Proteinibertragung horizontal geschnitten uns
separat mit den jeweiligen Antikorpern inkubiert. Bei der Analyse von
phosphoryliertem Akt und gesamt-Akt in denselben Proben wurden parallel zwei
Westernblot durchgefiihrt. Zu jedem untersuchten Protein ist die B-Aktin-Bande

derselben Membran als Ladungskontrolle gezeigt.

Anoden-Puffer 1 Kathoden-Puffer
e 0,3MTris e 25 mM Tris
e 20 % MetOH e 40 mM Amino-Capron-Saure

e 20 % MetOH

Anoden-Puffer 2 TBS-T Puffer, pH 7.4
¢ 25mMTris e 20mM Tris
* 20 % MetOH e 140 mM NaCl
e 0,1% Tween 20
e Eingestellt auf pH 7,4 mit HCI

4.2.1.2. RNA EXTRAKTION UND CDNA SYNTHESE

Die Extraktion von zellularer RNA erfolgte mit dem ,NucleoSpin®RNAII kit*
(Macherey Nagel) nach Herstellerangaben. Die Umschreibung in cDNA wurde mit
dem ,Superscript Il — first strand synthesis kit“ (Invitrogen) nach Herstellerangeben
durchgefiihrt. Um gleiche RNA Mengen in die cDNA Synthese einsetzen zu kénnen

wurde zuvor photometrisch bei 260 nm die RNA Ausbeute bestimmt.
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4.2.1.3. PRIMER-DESIGN

Das Primer-Design erfolgte mit Hilfe der online verfugbaren Programme ,Ensembl”
und ,Primer3“. Es wurden ausschliellich Intron-Grenzen uberspannende Primer
verwendet. Die Spezifitat der entworfenen Primer wurde mit dem Programm ,NCBI

Primer-BLAST* kontrolliert und nach der ersten PCR im Agarose Gel Uberprift.

4.2.1.4. QUANTITATIVE LIGHT CYCLER® PCR MITTELS SYBR GREEN

Die Expression verschiedener Gene wurde am LightCycler 480 von Roche durch
relative Quantifizierung gegen ein nicht-reguliertes Gen (,house-keeping“-Gen)
bestimmt. Als ,house-keeping“-Gen wurde 18sRNA verwendet, die im Vergleich zu
anderen bekannten house-keeping Genen (ACTB, B2M, GAPDH, PGK1, RPII,
RPL13A, TBPD, TUBB) die stabilste Expression unter den gegebenen
Behandlungen (Insulin-Stimulation, HCV-Infektion) zeigt. Um die Expression der
einzelnen Gene mit der tatsachlichen Effizienz der jeweiligen Primerpaare berechnen
zu konnen, beinhaltete jede PCR eine Verdinnungskurve einer Probe aus
mindestens 4 Verdinnungsstufen. Die Berechnung der relativen Expression erfolgte
mit der, auf das Gerat und die verwendeten Reagenzien optimierten LightCycler
Software.

PCR-Reaktionsansatz:

e 4 pulcDNA
e 0,5 ul Forward Primer
e 0,5 ul Reverse Primer

e 6 ul Sybr Green Mix, Roche

PCR Programm:

Initiale Denaturierung: 95°C, 5 min
Zyklische Denaturierung: 95°C, 15 sec
e 40X Primer Annealing: 60°C, 10 sec
Elongation: 72°C, 25 sec
Schmelzkurve: von 65°C auf 95°C, 0,11°C/sec
Kihlen: 40°C, 30 sec
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4.2.1.5. ,,ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY“ (ELISA)

Sezernierter EGF im Uberstand wurde mit dem ,Human EGF ELISA Kit“ von Thermo
Scientific dem Herstellerprotokoll folgend bestimmt. Zur Inaktivierung von HCV wurde
nach dem Abstoppen der Farbreaktion zusatzlich 30 pl 37% Formaldehyd zum

bestehenden Reaktionsvolumen von 200 ul gegeben.

4.2.1.6. FLUORESZENZMARKIERUNG VON ANTIKORPERN

Um HCV-core Protein und andere Proteine fur Mikroskopie oder
Durchflusszytometrie Zellen mit Antikérpern derselben Spezies anfarben zu kénnen
wurde der maus-anti-HCV-core Antikorper fluoreszenzmarkiert. 100 pg anti-HCV
core Antikorper (1pg/ul in PBS) wurden mit 10 pl amine-reactivem Alexa fluor 488
Farbstoff 1h bei 500 rpm bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundener Farbstoff

wurde mittels GroRenausschlusschromatographie (P-30 Gel, Biorad) abgetrennt.
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4.2.1. ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

4.2.1.1. ALLGEMEINE KULTIVIERUNG UND DIFFERENZIERUNG VON HUH7.5 ZELLEN
Huh7.5 Zellen wurden unter normalen Zellkulturbedingungen (37 °C, 5% CO, und
95% Luftfeuchtigkeit) gehalten, alle Zellkulturexperimente wurden unter sterilen
Bedingungen durchgefuhrt. Die Zellen wurden regelmafRig durch PCR auf
Mycoplasmen getestet, fir Experimente wurden ausschlie3lich negativ getestete
Zellen ausgesat. Die Zellen wurden ein bis zweimal pro Woche passagiert, dabei
wurde nicht héher als 1:10 gesplittet.

Zum ausséen definierter Zellzahlen wurden trypsinierte Zellen 1.2 mit Trypanblau
verdinnt (Anfarbung toter Zellen). Die Zahl lebender Zellen wurde mit einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

Zur Kryokonservierung wurden 2 — 2,5 x 10° Zellen in einem ml Einfriermedium (70%
DMEM, 20% FCS , 10% DMSO) zuerst 24 h in einer Einfrierhilfe auf -80 °C
tiefgekuhlt und anschlieend in Flissigstickstoff gelagert.

Zur Differenzierung wurden Huh7.5 Zellen mit einer Dichte von 1 x 10* Zellen pro
cm? in DMEM-Vollmedium ausgesat. Nach 24 h erfolgte der Wechsel auf
Differenzierungsmedium. Im Folgenden wurde alle 2-3 Tage das Medium
gewechselt, wobei immer nur die benottigte Menge Medium auf 37°C erwarmt wurde.
Die Infektion mit HCV erfolgte entweder am Tag 3 (Abschnitte 2.3-2.7) oder Tag 28
(Abschnitt 2.8) nach dem Aussahen. Experimente wurden soweit nicht anders

angegeben ca. 4 Wochen nach dem Aussahen durchgefuhrt.

4.2.1.2. INSULINSTIMULATION VON HUH7.5, HUH7.5DIFF UND PHHS

Vor der Insulinstimulation wurde den Zellen durch Wechsel auf das
Depletionsmedium Insulin und Glucose entzogen. Im selben Medium erfolgte 16 h
spater die Stimulation mit 100 nM Insulin fir die im jeweiligen Experiment

angegebene Dauer.

4.2.1.3. VIABILITATSTEST

Zur Normalisierung von Ergebnissen auf die Zahl lebender Zellen wurde der ,Cell
titer blue assay“ (Promega) verwendet. Im 12-well wurden 400 pl Medium mit 100 pl
Cell titer blue Reagenz zugegeben. Nach 1,5 bis 2 h Inkubation bei 37°C wurden
jeweils 80 ul in eine 96-well Platte Ubertragen. Vor der Fluoreszenzmessung des
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umgesetzten Farbstoffs (560g/590gm) wurde zur Inaktivierung von HCV 40 ul
Formaldehyd 37% zugegeben.

4.2.1.4. CASPASE AKTIVITATS TEST

Die Aktivitat der Effektor Caspasen 3 und 7 kann durch Zugabe eines
prolumineszenten Caspasesubstrats zu nativen Zelllysaten in Form des
entstehenden Lumineszenzsignals gemessen werden. Hier wurde das Caspase-
Glo™ 3/7 Assay Kit (Promega) verwendet. Die Zellen wurden mit 100 pl 0,5%
TritonX100 in PBS (Inaktivierung von HCV) und 100 ul ,Assay buffer pro 12-well fur
2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Das entstandene Signal wurde pro Probe tber 10
sec gemessen und auf die Proteinmenge im selben Lysat (Messung mittels

Bradfordassay (Sigma), nach Herstellerangaben) normalisiert.

4.2.1.5. BESTIMMUNG DER GLUCOSEAUFNAHMEFAHIGKEIT VON ZELLEN

Die Glucoseaufnahmeféahigkeit von Zellen wurde indirekt Uber verbleibende Glucose
im Medium bestimmt. Nach 20 h in Depletionsmedium wurde Medium mit 240 mg/dl
Glucose zugegeben. Nach weiteren 16h wurden zu je 400 pl Medium 100 pl 3%
TritonX100 (HCV-Inaktivierung) hinzugefugt und in der Klinischen Chemie der
Klinikums Rechts der Isar am Cobas 8000 (Roche) gemessen.

4.2.1.6. S-PHASE-BESTIMMUNG MITTELS BRDU

Nach Zugabe ins Zellkulturmedium kann BrdU (Bromeodeoxyuridine) aufgrund seiner
Ahnlichkeit anstelle von Thymidin in die DNA der Zellen eingebaut werden. Durch
eine spatere Antikorperfarbung von BrdU kénnen so Zellen die sich ich Zeitraum der
BrdU Zugabe in der S-Phase befunden haben quantifiziert werden. Durch zusatzliche
Farbung mit 7-amino-actinomycin D (7-AAD), das doppelstrangige DNA kdnnen
BrdU-negative Zellen weiter in Go/Gi-Phase Zellen und G,/M-Phase Zellen

unterschieden werden.
Pro Probe wurden 10 pl 1 mM BrdU fir 90 Minuten zum Zellkulturmedium gegeben.

Zum Entfernen extrazellularer Strukturen Uber den differenzierten Zellen wurden
differenzierte Zellen zun&chst 10 min bei 37°C mit 1 mg/ml Collagenase in Williams E
Medium + 1,5 ul/ml CaCl, behandelt. Anschlie3end wurden die Zellen durch 10 min
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Versene-Behandlung bei Raumtemperatur und 5-10 min Trypsin-Verdau bei 37°C

geldst und schlief3lich durch intensives pipettieren in Kulturmedium vereinzelt.

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und im Folgenden gemafR den Angaben im
Herstellerprotokoll fixiert und gefarbt. AnschlieBend an die Zugabe des BrdU-
Antikdrpers wurde eine Farbung auf HCV mit Alexa488 markiertem HCV-core
Antikorper (siehe 4.1.2) (1:50 in Perm/Wash-Puffer mit 3% BSA, tber Nacht bei 4°C)
angeschlossen.

Einzelfarbungen mit BrdU-Antikérper (APC-markiert), 7AAD und HCV-core
Antikdrper sowie ungefarbte Zellen wurden zur Abgrenzung von spezifischem Signal

gegen Hintergrundfarbung durchgefihrt.
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4.2.2. VIROLOGISCHE METHODEN

4.2.2.1. EXTRAKTION VON VIRALER RNA AUS DEM ZELLKULTUR-UBERSTAND

Die Extraktion von viraler RNA aus dem Zellkulturiiberstand erfolgte mit dem wie die
Extraktion von zellularer RNA mit dem ,NucleoSpin®RNAII kit* (Macherey Nagel).
Zellkulturiiberstand wurde bei 1000 g zentrifugiert und 100 pl des Uberstands wurden
mit 350 ul des Lysepuffers (Puffer RA1) versetzt. Die Aufreinigung erfolgte unter
Auslassung des DNase Verdaus und des ersten anschlieRenden Waschschritts nach

dem Herstellerprotokoll fur Zelllysate.

4.2.2.2. HCV-SPEZIFISCHE QUANTITATIVE LIGHT CYCLERO® PCR

Die Bestimmung Kopienzahl des HCV RNA-Genoms im Zellkulturiberstand erfolgte
am Light Cycler© Gerat in einer ,one-step-PCR* (cDNA Synthese und Amplifikation
im selben Reaktionsansatz) mit Detektion Gber eine HCV spezifische Hydroloyse-
Sonde. Als Referenz diente in-vitro synthetisierte HCV Jc1 RNA.

Die Kopienzahl einer einzelstrangigen RNA mit durchschnittlicher Nukleotid-

Verteilung kann wie folgt berechnet werden:

y Kopien = Xg « 6,022+10%
Z Nukleotide « 340

Dabei steht 340 fir die durchschnittliche atomare Masse eines RNA Nucleotids und
6,022 x 10% fur die Zahl an Partikeln in einem Mol.

1 ug HCV RNA mit 9,6 kb Lénge enthélt somit 1,845 x 10** Kopien.

Der HCV-Standard wurde von 10°-10%in 1:10 Verdinnungsschritten in DEPC H,0O
angesetzt. Bereits untersuchtes Patientenmaterial aus der Virologischen Diagnostik
des Klinikums Rechts der Isar wurde bei der Etablierung der Methode als Kontrolle

verwendet.

Die Sequenzen fur Primer und Sonde wurden in der Virologischen Diagnostik des
Klinikkums Rechts der Isar etabliert. Die PCR amplifiziert eine 100 bp lange Region in
der 5’NTR des Virus. Die angegebenen Sequenzen sind fur die JFH1 Sequenz

optimiert.

Primer fw1: 5 GCT AGC CGA GTAGCG TTG GGT 3
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Primer rev1: 5 TGC TCA TGG TGC ACG GTC TAC 3
Sonde: 5 FAM TAC TGC CTG ATA GGG CGC TTG CGA GTG TAMRA 3’

PCR-Reaktionsansatz:

e 4plRNA

0,5 ul 20xPrimer-Probe mix (0,2 uM Sonde, 0,4 uM je Primer in DEPC H,0)
2 pl 5xQuantiTect Virus NR Master Mix
0,1 pl 100xQuanti Tect Virus RT Mix
3,5ul DEPC H,0

} QuantiTect Virus Kit, Quiagen

PCR Program:

Reverse Transkription: 50°C, 20 min
Initiale Denaturierung: 95°C, 5 min

Zyklische Denaturierung: 95°C, 15 sec
45 x Primer Annealing: 60°C, 45 sec

Kihlen: 40°C, 5 min

4.2.2.3. BESTIMMUNG DES VIRUSTITERS
Virus Titer von Zellkulturiiberstdnden oder Virusstocks werden fur HCV ublicherweise
als ,Tissue-Infectious Dose 50“ (TCIDsp) pro ml angegeben. Die TCIDsp sagt aus wie

viel Virus bendtigt wird, um 50% einer Zellkultur zu infizieren.

Zur Bestimmung der TCIDso wurde das Ausgangsmaterial, seriell verdinnt und auf
am Vortag mit einer Dichte von 10* Zellen/ 96-well ausgesaten Huh7.5 Zellen
gegeben. Nach weiteren 72 h erfolgte die Fixierung der Zellen mit -20°C Methanol fur
= 30 min, Permeabilisierung mit 0,5% TritonX100 in PBS fir 8 min, Blockierung
unspezifischer Proteinbindestellen mit 3% BSA in PBS fir 30-60 min bei
Raumtemperatur und die Inkubation mit 1:3000 in 1%BSA verdinntem HCV-NS3
Antikorper (hergestellt in Maus, Klon 2E3) tber Nacht bei 4°C. Nach Inkubation mit
HRP-markiertem anti-Maus Antikdrper konnten infizierte Zellen durch Zugabe von

frisch angesetztem Peroxidase-Substrat (s.u.) sichtbar gemacht werden.

Es wurden alle Wells als positiv gewertet, in denen mindestens eine Zelle

eindeutiges HCV positives Signal zeigte. Die Berechnung der TCIDs, erfolgte nach
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der Methode von Spearman und Karber mit einem auf der Seite der Molekularen

Virologie Heidelberg verfiigbaren Programm.

Peroxidase Substrat Puffer:

e 5 ml Puffer “Acetate”
e 1,5 ml Puffer “Carbazole”
e 20 pl 30 % H,0,

partikelfrei filtriert mit 0,45 pum Filtern

Puffer “Carbazole”

e 0,1 g 3-Amino-9-ethyl-carbazole
e 31,25 ml N-N-Dimethylformamid

lichtgeschutzt bei 4°C fur 3 Monate verwendbar

Puffer “Acetate”

e 75ml Sodium Acetate 0,5 M
e 30ml Acetic Acid 0,5 M
e 945 ml H,O

4.2.2.4. PRODUKTION VON JC1-VIRUSSTOCKS IN HUH7.5 ZELLEN

4.2.2.4.1. TRANSFORMATION VON KOMPETENTEN E.coLI BAKTERIEN MIT HCV-PLASMIDEN
Ausgangsmaterial fiur die Produktion von HCV Jcl Virusstocks war das von
Pietschmann et al. 2006 als pFK-J6-C3 beschriebene Plasmid [87].

Zur Transformation wurden 100 pl chemisch kompetente E.coli (Stbl3) mit ca. 0,1 ug
Plasmid 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden auf Ampicillin

enthaltenden LB-Agar Platten ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2.2.4.2. PLASMIDAUFREINIGUNG AUS E. coLI KULTUREN

Zur Aplifizierung der Plasmide wurde zunéchst eine Kolonie der auf LB-Agar
gewachsenen, transformierten E.coli Bakterien in 4 ml LB-Medium bei 37°C, 220 rpm
angesetzt. Nach ca. 16h wurde die Vorkultur auf 500 ml LB-Medium expandiert und
weitere 16 h kultiviert. Die Aufreinigung der Plasmide mit dem NucleoBond® Xtra Kit

(Macherey Nagel) erfolgte gemal} der Herstellerangaben fur den ,Maxi“ Ansatz.

Im Anschluss wurde eine zuséatzliche Aufreinigung der Plasmide durchgefihrt. 10 ug
Plasmid wurden mit 30 ul 3 M NaAc pH 6 versetzt und mit DEPC H,O auf 200 pl
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aufgeflllt. Nach Zugabe von 200 pl Phenol/TE (4°C) wurde fest geschuttelt und
anschlieend durch Zentrifugation fur 3 Minuten bei 13.000 g die wassrige von der
organischen Phase getrennt. Die wassrige Phase wurde abgenommen, wiederum mit
200 pl kaltem Phenol/TE gemischt und erneut durch Zentrifugation abgetrennt. Nach
Mischen mit 200 ul Chloroform und erneuter Zentrifugation, wurde die wassrige
Phase schlief3lich mit 500 pl 100% Ethanol versetzt und die Plasmid DNA durch 20
minutige Inkubation bei -20°C gefallt. Durch Zentrifugation fir 20 Minuten bei
13.000 rpm, 4°C, wurde die ausgefallene DNA prazipitiert. Der Ethanol wurde
abgenommen und das Pellet in 50 pl DEPC H,0 geldst.

4.2.2.4.3. INVITRO-RNA SYNTHESE

Als Ausgangsmaterial fur die in-vitro RNA Synthese dienten jeweils 10 g
aufgereinigtes Plasmid in 50 ul DEPC H;O. Pro Ansatz wurden 20 pl 5x RRL Puffer
(400 mM Hepes pH 7.5, 60 mM MgCI2, 10 mM Spermidin, 200 mM DTT), 12,5 ul
NTP Solution (25 mM pro NTP), 100 U RNAsin und 60 U T7-RNA-Polymerase
zugegeben. Es wurde 2 h bei 37°C und nach Zugabe von weiteren 30 U T7-RNA-
Polymeras nochmal 2 h bei 37°C inkubiert. Zuletzt wurde die Ausgangs-DNA durch
Zugabe von 7,5 U DNaseQ fur 30 Minuten verdaut.

4.2.2.4.4. RNA-AUFREINIGUNG

In-vitro transkribierte HCV RNA (ca. 50 pl) wurde mit 60 pl 2 M NaAc (pH 4,0), 440 pl
DEPC H,0O und 440 pl Phenol/H,O gemischt und 10 Minuten aus Eis inkubiert. Nach
Zentrifugation bei 13.000 g, 4°C fur 10 Minuten wurde die wassrige Phase
abgenommen und mit 550 pl Chloroform vermischt. Nach erneuter Phasentrennung
durch Zentrifugation wurde die wassrige Phase mit 385 ul (= 0,7 Vol.) 2-Propanol
gemischt und die RNA durch Zentrifugation bei 13.000 g (Raumtemperatur) fur 15
Minuten pelletiert. Das Pellet wurde durch Zugabe von 200 pl 70 % Ethanol
gewaschen und nochmals flur 5 Minuten zentrifugiert. Der Ethanol wurde restlos
abgenommen und das trockene Pellet in 50 pl DEPC H,O resuspendiert. Zur
vollstandigen Losung der RNA wurden die Proben 3x 5 Minuten bei 37°C inkubiert

und dazwischen stark geschiuttelt.
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4.2.2.4.5. UBERPRUFUNG DER RNA MENGE UND QUALITAT

Die Menge an neu synthetisierter RNA wurde photometrisch bei 260 nm bestimmt.
Bei guter Ausbeute (= 1 pg/ul) wurde die Qualitat der RNA (keine Degradation durch
RNasen) im Agarosegel UuUberpruft. Eventuelle RNase in Gelkammer und
verwendeten Glasflaschen wurden durch Behandlung mit RNaseZap® zerstort. Es
wurde ein 5%iges Agarose Gel in 10 mM Sodiumphosphatpuffer pH 6,3 (68,5 ml 1 M
NaH,PO,4 + 31,5 ml 1 M Na,HPO, = 0,5 M Sodiumphosphatpuffer pH 6,3) angesetzt.
Zu untersuchende RNA wurde 1:20 vorverdinnt und zu gleichen Teilen mit Glyoxal
gemischt und 30 Minuten bei 50°C inkubiert. Die Migration erfolgte bei 5V/cm
Gelkantenlange in 10 mM Sodiumphosphatpuffer pH 6,3 unter standiger

Pufferzirkulation.

4.2.2.4.6. ELEKTROPORATION VON HUH7.5 ZELLEN MIT HCV RNA

Fur die Elektroporation mit HCV RNA wurden Einzelzellsuspension von zuvor 50-
90% konfluenten Huh7.5 Zellen hergestellt (Trypsinbehandlung und auf- und
abpipettieren in DMEM-Vollmedium). Die Zellen wurden gezahlt abzentrifugiert (300
g fur 7 Minuten) und in PBS resuspendiert. 10pug RNA wurden pro Elektroporation in
RNAse freie, sterile Eppendorf Rohrchen vorgelegt und auf Eis gestellt. Erst dann
wurden die Zellen im PBS abzentrifugiert und in 1 ml Cytomix (s.u.) pro 1,5 x 10’
Zellen resuspendiert. Jeweils 400 ul der Suspension wurden zu den je 10 pl RNA
gegeben, in eine Elektroporationskiivette Ubertragen und bei 975 uF, 270V
elektroporiert. Die Zellen wurden sofort in DMEM-Vollmedium aufgenommen und zu
1,3 Elektroporationen pro 150 cm? Flasche ausgesét und ins S3 Labor gebracht. Ab

ca. 4 h nach der Elektroporation ist mit Virus im Uberstand zu rechnen.

Bis zum Erreichen von 100% Konfluenz wurde alle 24h Zellkulturiiberstand zur

Virusprazipitation gesammelt.

Cytomix

e 120 mM KCI

e 0,15 mM CaCl,

e 10 mM K;HPO4/KH,PO, pH7.6
e 25 mM Hepes
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e 2mMEGTA

e 5 mM MgCl,
= mit KOH auf pH 7,6 eingestellt, sterilfiltriert
=> flr jede Elektroporation frisch ATP und GSH zugeben:

e 2 mM ATP (Stock: 100 mM, aufbewahrt bei -20°C, zuvor ebenfalls mit KOH
auf pH 7,6 gebracht, sterilfiltriert)

e 5 mM GSH (Stock: 250 mM, aufbewahrt bei -20°C, zuvor ebenfalls mit KOH
auf pH 7,6 gebracht, sterilfiltriert)

4.2.2.4.7. VIRUSPRAZPITATION AUS DEM ZELLKULTURUBERSTAND

Zellkulturiberstand wurde bei 1000 g abzentrifugiert und anschlieBend 1:5 mit
sterilem, 40%igem PEG 8.000 mindestens 24 h bei 4°C inkubiert. Anschliel3end
wurde 2,5 h bei 5.000 g, 4°C abzentrifugieren und die Viruspellets wurden in ca. 1%
des Ausgansvolumens resuspendiert. Der entstandene Virusstock wurde aliquotiert

und bei -80°C gelagert; der jeweilige Titer wurde mittels TCIDso bestimmt.
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4.2.3. MIKROSKOPIE
4.2.3.1. IMMUNFLUORESZENZ MIKROSKOPIE

Zur Immunfluoreszenzfarbung wurden Zellen mit 4% PFA 15 min bei Raumtemperatur
fixiert. Zum Blocken wurden die Proben 60 min mit 5% Ziegenserum in PBS mit 0,3%
TritonX-100 inkubiert. Die Inkubation mit den jeweiligen Primarantikdrpern erfolgte tber
Nacht bei 4°C in Antikdrper-Puffer (PBS, 1% BSA, 0,3% TritonX-100).

Alexa594-Fluoreszenzmarkierte Sekundarantikdrper wurden 1:1000 in Antikorper-Puffer
verdiinnt und 1-2 h bei Raumtemperatur lichtgeschutzt inkubiert. Die Co-Farbung auf
HCV erfolgte mit Alexa488 markiertem anti-HCV core Antikérper (siehe 4.2.1.6), Uber
Nacht, bei 4°C. Die Kernfarbung und das Versiegeln der Proben erfolgten in einem
Schritt durch DAPI enthaltendes Eindeckelmedium. Die Proben wurden am konfokalen

Immunfluoreszenzmikroskop untersucht.

4.2.4. STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Program Graphpad Prism.
Signifikanzberechnung erfolgte bei Vergleichen von lediglich zwei Bedingungen durch
t-test, bei Vergleichen von drei oder mehr Konditionen durch ,one-way ANOVA* bzw.
two-way ANOVA® und und Tukey- bzw Bonferoni-post test. Signifikanzniveaus wurden
wie folgt eingeteilt:

p < 0,05 = signifikant = *
p < 0,01 = hoch signifikant = **

p < 0,001 = héchst signifikant = ***
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A Adenin

°C Grad Celsius

pl Mikroliter

Mg Microgramm

UM Mikromolar

7-AAD 7-amino-actinomycin D

Abb. Abbildung

ALT Alanin-Aminotransferase

APS Ammoniumpersulfat

BESP Bile Salt Export Pump

BMI Body Mass Index

bp Basenpaare

BrdU Bromeodeoxyuridine

BSA Bovine serum albumin

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

ca. circa

CD Cluster of differentiation
cDNA zur mRNA komplementare DNA
CHC chronische Hepatitis C

c-MET HGF-Rezeptor

CMV Cytomegalovirus

CSFV Classical Swine Fever Virus
d.h. das heif3t

ddH20 zweifach destilliertes Wasser
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (Deoxyribonucleic acid)
dNTP desoxy-NTP

DTT Dithiothreitol

DV Dengue Virus

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EGF Epithelial Growth Factor
EGTA Grad Celsius

EGTA Ethylenglycoltetraessigsaure
elF eukaryotische Tranlations-Initiations Faktor
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
EphA2 Ephrin Type-A Receptor 2

ER Endoplasmatisches Reticulum
EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol

F Farad
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FASN Fatty Acid Synthase

FCS fotales Kalberserum

Foxol Forkhead box protein O1

g Gramm bzw. Erdbeschleunigung
G Guanin

G-6-Pase Glucose-6-phosphatase

GLUT Glucose Transporter

GSK3p Glycogensynthasekinase 3 beta
GTP Guanosinetriphosphat

h Stunde

HBV Hepatitis B Virus

HCC Hepatozellulares Karzinom

HCV Hepatitis C Virus

HGF hepatocyte growth factor

HGF Hepatozyte Growht Factor

HIV Humanes Immundefizienz-Virus
HOMA-IR Homeostasis Model of Assessment - Insulin Resistance
HRP horse radish peroxidase

IF Immunofluoreszenz

IFN Interferon

IGF Insulin Like Growth Factor

IL Interleukin

InsR Insulin Rezeptor

IR Insulinresistenz

IRES Internal Ribosome Entry Site

IRS Insulin Rezeptor Substraten

kb Kilobasenpaar

kDa Kilo-Dalton

I Liter

LB Luria Broth

LD Lipid Droplet

LSEC Liver Sinosoidal Endothelial Cells
min Minuten

mi Milliliter

mM Millimolar

MRNA Boten-RNA (messenger RNA)
MRP2 Multi Drug Related Protein 2
mTOR Mammalian target of rapamycin
MW Mittelwert

NP40 "Tergitol-type NP-40"; Nonylphenoxypolyethoxylethanol
NS-Protein Nicht-Struktur-Protein

NTCP Sodium-Taurocholate Cotransporting Polypeptide
NTP Nucleosidtriphosphat

OATPC Organic Anion Transporting Polypeptide

ORF offenes Leseraster
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p.i. post infection

PA28y Proteasome Activator 28gamma
PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerasekettenreaktion

PDK PIP3-abhangige Kinase

PEG Polyethylenglycol

peglFNa pegyliertes Interferon alfa

PEPCK Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase
pg Picogramm

PHH primére humane Hepatozyten

PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase

PIP, Phosphatidylinositol-Bisphosphat
PIP; Phosphatidylinositol-Triphosphat
PLA2 Phospholipase A2

Pol Polymerase

PP2A Protein Phosphatase 2A

gPCR gquantitative Polymerase Chain Reaction
RBV Ribavirin

RNA Ribonukleinsaure (Ribonucleic acid)
rpm Runden pro Minute

RT Promega

SCID Severe Combined Immunodeficiency
SDS Sodiumdodecylsulfat

sek Sekunde

SOCS3 Suppressor of Cytokine Signaling 3
SR-BI Scavenger Rezeptor-BI

SS Einzelstrangig (single stranded)
T2DM Typ 2 Diabetes Mellitus

TBS Tris buffered saline

TCID Tissue-Infectious Dose 50

TDO 2,3-Tryptophandioxygenase
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TGFB Transforming Growth Factor beta
TNF Tumor-Nekrose Faktor

Tris 2-Amino-2-(hydroxylmethyl)1,3-propandiol
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Tween 20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
uPA Urokinase Plasminogen Activator
UPR unfolded protein response

Vv Volt

VEGF Vascular Endothelial Grow Factor
vgl vergleiche

VLDL Very Low Density Lipoprotein

YFV Yellow Feever Virus
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