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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Eine akute oder chronische Leberentziindung (Hepatitis) kann einerseits durch Virusinfektio-
nen hervorgerufen werden, andererseits durch Drogenmissbrauch oder als Folge einer Auto-
immunerkrankung auftreten.

Bei den viralen Hepatitiden unterscheidet man zwei Gruppen. In die erste Gruppe gehdren
Viren, bei denen eine Hepatitis kein primédres Merkmal einer Infektion ist, aber im Verlauf
einer systemischen Infektion auftreten kann (Begleithepatitis). Dazu gehoren beispielsweise
das Cytomegalie-Virus, das Epstein-Barr-Virus und das Gelbfieber-Virus. In die zweite
Gruppe gehoren die sogenannten Hepatitisviren, deren Infektion stets mit einer Leberentziin-
dung einhergeht.

Es sind inzwischen sieben verschiedene Hepatitisviren beschrieben (Hepatitis A- bis G-Virus
und das TT-Virus), wobei die bekanntesten Vertreter das Hepatitis A- (HAV), das Hepatitis
B- (HBV) und das Hepatitis C-Virus (HCV) darstellen. Die Erreger der Hepatitis A und B
wurden Anfang der 70iger Jahre entdeckt, die Identifizierung des Hepatitis C-Virus gelang

hingegen erst viele Jahre spiter.

1.1 Die Entdeckung des Hepatitis C-Virus

Erste Hinweise auf das Hepatitis C-Virus erhielt man Mitte der 70iger Jahre mit der Entwick-
lung serologischer Testsysteme zum Nachweis des Hepatitis A- und Hepatitis B-Virus. Es
zeigte sich, dass etwa 70-90 % der Transfusions-assoziierten Hepatitis-Fille weder durch
HAV noch durch HBV hervorgerufen wurden (Alter et al., 1975; Dienstag et al., 1977;
Feinstone et al., 1975). Da die Erreger, die im Verlauf einer systemischen Infektion eine
Begleithepatitis auslosen konnen, ebenfalls ausgeschlossen werden konnten und das Agens
dieser sogenannten Non-A- und Non-B-Hepatitis (NANBH) in Schimpansen zu einer chroni-
schen Infektion der Leber fiihrte, verdichteten sich die Hinweise auf ein neues Hepatitis-Virus

(Alter et al., 1975; Tabor et al., 1978).

Die endgiiltige Identifizierung des infektiosen Agens gelang schlielich CHOO et al. im Jahre
1989. Er und seine Mitarbeiter isolierten aus dem Plasma von Schimpansen, die mit dem
Erreger der NANBH infiziert waren, die komplette Nukleinsdure und klonierten diese in
Bakteriophagen. Ein Screening exprimierter Polypeptide dieser rekombinanten Bakteriopha-
gen mit dem Serum eines chronisch infizierten Patienten einer NANBH fiihrte dann zur Iden-
tifizierung eines positiven cDNA-Klons. Weitere Untersuchungen zeigten, dass dieser Klon

von einem exogenen, einzelstrangigen RNA-Genom abstammte und die Autoren waren sich
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schliellich sicher, dass es sich bei der RNA um das Genom eines neuen Virus handelte. Sie

nannten es das Hepatitis C-Virus, kurz HCV (Choo et al., 1989).

1.2 Aufbau und Einteilung des HCV

Das Hepatitis C-Virus hat einen Durchmesser von etwa 50 nm und besteht aus einem sphaéri-
schen Nukleocapsid, das von einer Lipidhiille (Envelope) umgeben ist. Das Virus besitzt ein
einzelstrangiges RNA-Genom in positiver Orientierung, mit einer Lénge von etwa 9,6 kb. Das
Genom enthélt eine 5’-nichttranslatierte Region (5’NTR) stromaufwiérts eines langen offenen
Leserahmens (ORF), gefolgt von einer nichttranslatierten Sequenz am 3’ Ende (3°’NTR) (Han
et al., 1991; Choo et al., 1991; Shimizu et al., 1996; van Regenmortel et al., 1999).

Das groBe ORF codiert fiir ein Polyprotein aus 3010-3011 Aminosduren, das wéhrend der
Replikation des Virus durch zelluldre Peptidasen und virale Proteasen co- und posttrans-
lational in zehn verschiedene Struktur- und Nichtstrukturproteine gespalten wird (siche Abb.
1.2-1). Die Strukturproteine liegen dabei im aminoterminalen Bereich des ORF, wobei das
Core-Protein (C) und zwei Envelope-Proteine (E1, E2) unterschieden werden (Choo et al.,
1991; Han et al., 1991; Lanford et al., 1993; Santolini et al., 1994). Ein weiteres kleines Prote-
in von bislang unbekannter Funktion, das p7, liegt direkt stromabwirts hinter dem E2. Die
Nichtstrukturproteine sind im restlichen Bereich des ORF lokalisiert und beinhalten das NS2
(Metalloprotease), das NS3 (Serinprotease, Helikase), das NS4A (Cofaktor fiir die Protea-
seaktivitdt des NS3), das NS4B (Replikation?), das NS5A (Replikation) sowie das NS5B
(RNA-abhingige RNA-Polymerase) (Takamizawa et al., 1991; Tomei et al., 1993; Grakoui et
al., 1993; Bartenschlager et al., 1993; Behrens et al., 1996; Hoofnagle, 2002).

Nukleotide

5’ —| Struktur- I Nichtstruktur-Proteine |— 3’

g 1 01l vl vV VvV Vv g e
I O] REREER N |

C E1l E2 S2 NS3 NS4A NS4B NSSA NS5B
p19/21 gp31 gp70 p7 p21 p70 poé p27 p58 po68
Core Envelope Envelope ? Protease Helikase/  NS3- ? Replikation RNA-abhingige

Protease Cofaktor RNA-Polymerase

Abb. 1.2-1: Genomorganisation und Polyprotein-Prozessierung des Hepatitis C-Virus, modifiziert nach
Fields und Hoofnagle (Fields, 2001; Hoofnagle, 2002). Das HCV-Genom ist etwa 9,6 kb grof3 und besteht aus
nicht-translatierten Bereichen am 5°- und 3’-Ende sowie einem groflen offenen Leserahmen (ORF). Der ORF des
HCV wird in ein Polyprotein translatiert, das durch zelluldre Signalpeptidasen ([} ) und virale Enzyme co- und
posttranslational in die einzelnen Proteine gespalten wird. Bei den viralen Enzymen handelt es sich um die
NS2-3 Metalloproteinase (V') und die NS3 Serinprotease (V). (p: Protein; gp: Glykoprotein)
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Das 5’NTR des HCV-Genoms ist 341 Nukleotide lang und die am stdrksten konservierte
Region zwischen den verschiedenen HCV-Isolaten. Es bildet ausgeprigte Sekundirstrukturen
aus und enthélt die internal ribosomal entry site (IRES), die fiir die Initiation der Translation
essentiell ist (Han et al., 1991; Bukh et al., 1992; Tsukiyama-Kohara et al., 1992; Wang et al.,
1993; Ali & Siddiqui, 1995).

Das 3’NTR ist sehr komplex und durchschnittlich ca. 250 nt lang. Es besteht aus einer variab-
len Region mit etwa 50 nt, gefolgt von einem Poly-Pyrimidin-Trakt mit durchschnittlich
100 nt und einer hoch konservierten terminalen Region mit einer Lange von ungeféhr 98 nt
(Kolykhalov et al., 1996; Tanaka et al., 1996). Sowohl der Poly-U/UC-Trakt als auch die kon-
servierte Region am Ende des 3’NTR sind dabei offenbar essentiell fiir die Replikation des
HCV (Yanagi et al., 1999; Kolykhalov et al., 2000).

Wie Sequenzanalysen zeigten, ist das HCV sehr eng mit den Flavi- und Pestiviren verwandt
(Miller & Purcell, 1990; Choo et al., 1991; Han et al., 1991). Aufgrund seiner Genomorgani-
sation wurde das Virus aber der Familie Flaviviridae zugeordnet, wo das HCV wegen seiner
geringen Sequenzhomologie zu den anderen Mitgliedern letztlich den eigenen Genus Hepaci-
virus erhielt (van Regenmortel et al., 1999).

Bedingt durch die bemerkenswerte Sequenzdiversitidt zwischen den verschiedenen Isolaten
des HCV werden mittlerweile sechs Genotypen unterschieden, deren Genomsequenzen zwi-
schen 25 % und 35 % voneinander abweichen (Davis, 1999; van Regenmortel et al., 1999).
Zwischenzeitlich gab es auch Berichte iiber die Genotypen 7-11. Nach intensiven genetischen
Analysen, wurden diese aber dem Genotyp 3 bzw. 6 zugeordnet (van Regenmortel et al.,
1999). Die insgesamt sechs Genotypen werden wiederum in iiber 90 Subtypen unterteilt,
wobei sich die Isolate eines Subtyps in etwa 5-25 % der Genomsequenzen unterscheiden
(Davis, 1999; van Regenmortel et al., 1999; Hoofnagle, 2002). Neben den verschiedenen Sub-
typen des HCV treten zusitzlich noch sogenannte Mikrovarianten auf, die aufgrund ihrer
dullerst geringen Sequenzheterogenitit von 1-2 % als Quasispezies bezeichnet werden

(Martell et al., 1992; Simmonds, 1995; Davis, 1999).

1.3 Epidemiologie und Transmission des HCV
Nach Schitzungen der WHO sind weltweit etwa 170 Millionen Menschen (3 % der Weltbe-
volkerung) mit HCV infiziert, mit einer hohen Pridvalenz in Japan, Afrika, dem mittleren

Osten und Siid-Ost-Asien. Die Zahl der Hepatitis C-Virustriager in Deutschland betragt unge-
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fahr 450.000, das entspricht einer Durchseuchung der Gesamtbevolkerung von ca. 0,6 %, wo-
bei jahrlich etwa 6000 Neuinfektionen hinzukommen (Schreier & Hohne, 2001; RKI, 2002).
Die geographische Verteilung der einzelnen Genotypen ist insgesamt sehr unterschiedlich. In
Deutschland sind z.B. die Subtypen 1a/1b und 3a am hiufigsten vertreten (Goeser et al., 1995;
Theilmann et al., 1995). In Afrika oder Agypten findet man hingegen hauptsichlich den
Genotyp 4 (Dusheiko et al., 1994; Mellor et al., 1995).

Der Hauptiibertragungsweg des Hepatitis C-Virus ist parenteral durch das Eindringen von
Blut eines infizierten Patienten in die Blutbahn oder das Gewebe des Empfangers. Dabei
spielt die Ubertragung des Virus via Bluttransfusionen in Europa und Nordamerika aufgrund
starker Sicherheitsmaflnahmen und einer mittlerweile guten Labordiagnostik heutzutage nur
noch eine untergeordnete Rolle (Schreiber et al., 1996; Di Bisceglie, 1998; Schreier & Hohne,
2001). An erster Stelle der Transmission steht hier vielmehr der Nadel- bzw. Spritzentausch
bei den intravends Drogenabhédngigen, die inzwischen eine HCV-Durchseuchungsrate von
etwa 80 % aufweisen (Di Bisceglie, 1998; Schreier & Hohne, 2001). Weitere parenterale
Risikofaktoren sind Nadelstich-Verletzungen, Tédtowierungen, das Piercing und die Akupunk-
tur (Di Bisceglie, 1998; RKI, 2002). Aulerdem kann HCV auch vertikal von der Mutter auf
das ungeborene Kind iibertragen werden. Das Risiko liegt hier bei bis zu 5 % und ist abhédngig
von der Viruslast im Blut der Mutter (Ohto et al., 1994; Di Bisceglie, 1998; Schreier & Hoh-
ne, 2001). Bei Frauen mit einer HIV-Coinfektion ist die Gefahr einer HCV-Transmission
sogar noch groBer und liegt bei ungefihr 36 % (Zanetti et al., 1995). Eine sexuelle Ubertra-
gung des HCV zwischen Ehepartnern wurde ebenfalls beschrieben, wobei die Wahrschein-
lichkeit einer Infektion mit 1-3 % recht gering ist (Brettler et al., 1992; Hallam et al., 1993;
Schreier & Hohne, 2001).

Obwohl das HCV-Genom auch in Korperfliissigkeiten wie Speichel, Schweil3, Trinen und
Muttermilch nachgewiesen wurde, ist eine Infektion liber diesen Weg eher unwahrscheinlich,
kann aber beim heutigen Stand des Wissens nicht komplett ausgeschlossen werden (Schreier
& Hohne, 2001; RKI, 2002).

Problematisch fiir die Bewertung von Ubertragungsrisiken bleibt sicherlich der Umstand, dass
bei nahezu 40 % der chronisch HCV-infizierten Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose nicht
mehr nachvollziehbar war, was ursédchlich zur Infektion gefiihrt hat (Fields, 2001). D.h. es ist
unklar, ob es sich in der Anamnese um nicht erfasste Ereignisse wie Piercing oder dhnliches

handelte, oder ob mdglicherweise ein unbekannter Ubertragungsweg vorliegt.
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1.4 Pathogenese des HCV

Nach dem Eindringen des HCV erfolgt die Dissemination des Virus iiber die Blutbahn zur
Leber. Dort angekommen nutzt das Virus dann einen noch unbekannten Oberflédchenrezeptor,
um in die Hepatozyten zu gelangen. Als Kandidaten fiir einen putativen Rezeptor wurden DC-
SIGN, L-SIGN, das Oberfldchenprotein CD81 und der Low-Densitiy-Lipoprotein-Rezeptor
(LDL-R), beschrieben (Pileri et al., 1998; Flint et al., 1999; Gardner et al., 2003; Péhlmann et
al., 2003).

Etwa 1-2 Wochen nach der Infektion ist schlielich erstmals die virale RNA im Serum des
Patienten nachweisbar (Hoofnagle, 2002; Pawlotsky, 2002) und etwa 4-12 Wochen (2-26
Wochen) nach der Infektion kann eine Entziindung der Leber durch eine Erhéhung des

Serum-Alanin-Aminotransferase (ALT)-Levels manifestiert werden (NIH, 2002).

Die Mehrzahl der Neuinfektionen verlaufen in der Regel mild und fiihren nur selten zu Symp-
tomen, wie Appetitlosigkeit, Ubelkeit und Miidigkeit. Nur etwa 10 % der Patienten mit einer
akuten Hepatitis C-Infektion entwickeln eine Gelbsucht und in extrem seltenen Féillen kommt
es zu einem fulminanten Verlauf (van der Poel et al., 1994; Farci et al., 1996; Vento et al.,
1998; Farci et al., 1999; Hoofnagle, 2002).

Etwa 70-80 % der akut HCV-infizierten Patienten entwickeln eine chronische Infektion, was
durch die Persistenz der HCV-RNA im Serum dokumentiert wird (Alter et al., 1990; Villano
et al., 1999; Schreier & Hohne, 2001; Hoofnagle, 2002). Dabei wird die chronisch persistie-
rende von der chronisch aktiven Hepatitis unterschieden. Die chronisch persistierende Infek-
tion ist mit einer leichten Leberentziindung assoziiert. In der Regel bestehen aber kaum
gesundheitliche Beschwerden. Bei der chronisch aktiven Form kommt es hingegen zu einem
schleichenden Verlust der Leberfunktion, wobei fiir die Zerstorung der Hepatozyten vermut-
lich die Effektorzellen des Immunsystems von entscheidender Bedeutung sind (Koziel et al.,
1992; Alter et al., 1992; van der Poel et al., 1994; Ballardini et al., 1995; Missale et al., 1996;
Di Bisceglie, 1998). Uber einen langen Zeitraum hinweg (oft mehr als 20 Jahre) geht die
chronisch aktive Infektion in etwa 20-30 % der Fille in eine Leberzirrhose tiber (NIH, 2002).
Bei Patienten mit einem starken Alkoholkonsum oder einer bestehenden HIV/HBV-
Coinfektion ist das Risiko der Ausbildung einer Leberzirrhose sogar noch deutlich héher
(Peters & Terrault, 2002; Thomas, 2002). Im fortgeschrittenen Stadium der Zirrhose kommt
es schlieBlich zu einem vollstindigen Versagen der Leberfunktion und die Erkrankung endet

mit dem Tod des Patienten, wenn keine Organtransplantation vorgenommen wird.
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Eine chronische HCV-Infektion ist auBerdem mit der Entwicklung eines hepatozelluldren
Karzinoms assoziiert (HCC) (Colombo et al., 1989; Kew et al., 1990). Die Inzidenz des HCC
ist aber sehr schwierig zu bestimmen und liegt bei Patienten mit einer Leberzirrhose bei etwa

1-4 % (Di Bisceglie, 1998).

Der Mechanismus der Persistenz einer HCV-Infektion ist bisher nicht geklirt. Eine grof3e
Rolle konnte hier die Sequenzvariabilitdt der beiden Envelope-Proteine spielen. Das E2-
Protein enthélt beispielsweise zwei hypervariable Regionen (HVR1 und HVR2), von denen
die HVRI1 Epitope besitzt, die fiir die Induktion neutralisierender Antikdrper gegen HCV ver-
antwortlich sind (Weiner et al., 1992; Zibert et al., 1995; Lechner et al., 1998). Mutationen in
diesem Bereich konnten somit zur Entstehung von Quasispezies fithren. Gerdt dann eine
Mikrovariante unter den Selektionsdruck des Immunsystems, konnte sich eine andere Varian-
te zum dominanten Subtyp entwickeln (Farci et al., 1994; Alter, 1995; Suzuki et al., 1999;
Ray et al., 1999; Farci et al., 2000).

AuBerdem kann das HCV scheinbar gezielt Einfluss auf die zellvermittelte Cytotoxizitét des
Immunsystems nehmen. YOU sowie MARUSAWA und seine Kollegen fanden z.B. heraus, dass
das HCV Core-Protein die Fas- und TNF-a-vermittelte Apoptose in humanen Hepatozyten
iiber die Aktivierung von NF-«B inhibiert (Marusawa et al., 1999; You et al., 1999). Im
Gegensatz dazu induziert vermutlich das Core-Protein in humanen T-Zellen eine Apoptose
iiber den Fas-Pathway, so dass wichtige Effektorzellen des Immunsystems nicht mehr zur
Verfligung stehen (Hahn et al., 2000; Toubi et al., 2001).

Ein weiterer Grund fiir die Persistenz des HCV konnte darin bestehen, dass die viralen Protei-
ne E2 und NS5A die Proteinkinase R (PKR) hemmen (Gale et al., 1997; Gale et al., 1999;
Taylor et al., 1999). Die PKR ist, neben der 2’-5’-Oligoadenylatsynthetase (2-5AS), eine
wichtige Komponente des Interferonsystems und fiir den Aufbau eines antiviralen Status von
entscheidender Bedeutung (siche Abb. 1.4-1). Sie wird bei der priméren Infektion einer Zelle,
zusammen mit der 2’-5’-Oligoadenylatsynthetase (2-5AS), durch doppelstringige RNA-
Molekiile (dsRNA) aktiviert (Memet et al., 1991; Jacobs & Langland, 1996; Goodbourn et al.,
2000).

Sowohl die PKR als auch die 2-5AS fiihren zur lokalen Hemmung der Proteinsynthese, wo-
durch die Virusreplikation blockiert und eventuell eine Apoptose der infizierten Zelle ausge-
16st wird (Lee & Esteban, 1994; Diaz-Guerra et al., 1997). Die aktivierte PKR induziert dabei

die Inhibition der Translation iiber die Phosphorylierung des Translations-Initiations-Faktors
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elF-2a. Im 2’-5’-Oligoadenylatsystem kommt es hingegen durch die aktivierte 2-5AS zu-
nidchst zur Veresterung mehrerer Molekiile ATP, wobei die entstandenen 2°-5’-
Oligoadenylate (2-5A) wiederum eine Endoribonuklease L (RNase L) aktivieren, die schlief3-
lich einzelstrangige RNA, inklusive messenger und ribosomaler RNA, degradiert (siche Abb.
1.4-1) (Player & Torrence, 1998; Bisbal et al., 2000; Goodbourn et al., 2000).

Gleichzeitig wird durch die aktivierte PKR iiber den Transkriptionsfaktor NF-«xB die Expres-
sion von Typ-I-Interferonen induziert. Das gebildete Interferon wird in das extrazelluldre
Milieu abgegeben, bindet an die entsprechenden Rezeptoren der benachbarten Zellen und
fiihrt dort iiber intrazelluldre Signalkaskaden zur Expression von Interferon induzierten
Genen, zu denen u.a. wiederum die PKR und die 2-5AS gehoren. D.h. der kostitutive Level
der Proteine wird in den umliegenden Zellen erhdht und der antivirale Status aufgebaut (siche

Abb. 1.4-1) (Goodbourn et al., 2000).

Typ-I-Interferone

— Aktivierung des JAK-STAT-Signaltransduktionsweges
Kerntranslokation und /
Induktion der Transkription y
Zellkern
.a. PKR 2-5A Cytoplasma
I—» u.a und 2-5AS Lytoplasma
inaktive PKR @ inaktive 2-5AS
l <4+—— dsRNA ——» l
al}“’iliR aktive 2-5AS inaktive RNase L
eIF-2a e1F-2a® ATP 2-5(A)n — |—— RLI
>\_/ >\_/ v @
® AMP aktive RNase L
\ /
Inhibition der
Translation Degradierung
von ssRNA

Abb. 1.4-1: Das Interferonsystem und die Induktion eines antiviralen Status. Die Bindung von Typ-I-
Interferon an Rezeptoren auf der Zellmembran induziert u.a. die Expression der antiviral wirkenden Proteinkina-
se R (PKR) und der 2’-5’-Oligoadenylatsynthetase (2-5AS), wodurch der konstitutiv vorhandene Level der Pro-
teine im Cytoplasma einer Zelle erhoht wird. Kommt es dann zu einer Virusinfektion der Zelle, werden beide
Proteine durch dsRNA aktiviert und fiihren lokal zu einer Inhibition der Proteinsynthese. Zu den Komponenten
des 2’-5’-Oligoadenylatsystems gehort auch ein RNase L Inhibitor (RLI), der durch eine direkte Bindung an die
RNase L ihre Aktivierung iiber das 2°-5’-Oligoadenylat (2-5A) verhindern kann. ((@): Aktivierung; (=): Inhibiti-
on; ®): Phosphorylierung)
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Mit der Hemmung der PKR durch die viralen Proteine E2 und NS5A konnte also die Indukti-
on eines antiviralen Status empfindlich gestdrt werden und eine HCV-Replikation trotz der

Anwesenheit von Interferon und viraler dsSRNA stattfinden (Bartenschlager & Lohmann,

2000).

1.5 Extrahepatische Manifestationen und Replikationszyklus des HCV

Das primidre Targetorgan fiir die Replikation des HCV ist die Leber. Dies konnten zahlreiche
Studien an infizierten Patienten und experimentell infizierten Schimpansen belegen (Weiner
et al., 1990; Navas et al., 1994; Lanford et al., 1995; Zibert et al., 1995; Yanagi et al., 1997;
Mellor et al., 1998; Chang et al., 2000). Zusitzlich gibt es aber auch viele Hinweise auf extra-
hepatische Manifestationen des Hepatitis C-Virus. Das Replikationsintermediat des HCV
wurde z.B. in den mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) HCV-infizierter
Patienten detektiert (Bouffard et al., 1992; Wang et al., 1992; Muller et al., 1993; Moldvay et
al., 1994; Muratori et al., 1996; Lerat et al., 1998). AuBlerdem konnte HCV-Negativstrang-
RNA auch in den Lymphknoten, dem Pankreas, im Knochenmark, der Schilddriise, der Milz
und der Nebenniere nachgewiesen werden (Galli et al., 1995; Zehender et al., 1995; Sansonno

et al., 1996a; Laskus et al., 1998; Laskus et al., 2000; Radkowski et al., 2000).

Die Replikation des HCV findet im Cytoplasma der infizierten Zelle statt, wobei in Analogie
zu den Flavi- und Pestiviren nach dem Virusentry und dem Uncoating eine Minusstrang-RNA
(Negativstrang/Replikationsintermediat) produziert wird, die als Template fiir die Synthese
neuer Plusstringe dient. Die Plusstringe dienen dann wiederum als Matrize fiir die Trans-
lation des Polyproteins oder werden in die heranreifenden Viruspartikel eingebaut
(Bartenschlager & Lohmann, 2000; Gowans, 2000). Die genauen molekularen Mechanismen
der HCV-Replikation, inklusive der Genomreplikation und der Virusmorphogenese sind

jedoch unbekannt.

1.6 Die Suche nach einem Zellkultursystem fiir HCV

Auf der Suche nach einem Zellkultursystem fiir das Hepatitis C-Virus wurden bislang sehr
unterschiedliche Ansitze verfolgt. KOLYKHALOV und YANAGI konstruierten beispielsweise im
Jahre 1997 erstmals einen cDNA-Klon, der das komplette Genom des HCV trug. Sie zeigten,
dass die transkribierte RNA dieser Klone nach einer intrahepatischen Inokulation der Nuk-
leinsdure in Schimpansen zur Replikation von HCV und zu einer Erkrankung der Tiere fiihrte

(Kolykhalov et al., 1997; Yanagi et al., 1997). Somit war es nun mdglich, infektiose HCV-
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RNA in groferen Mengen herzustellen und fiir die Identifizierung und Optimierung eines in

vitro Systems zu verwenden.

LOHMANN und seine Mitarbeiter verfolgten hingegen eine andere Strategie. Sie konstruierten
sogenannte HCV-Replikons, die neben dem 3’- und 5’-NTR sowie den viralen Nichtstruktur-
proteinen des Hepatitis C-Virus auch die effiziente IRES-Sequenz des Enzephalomyokarditis-
Virus (EMCV) und ein Neomycinresistenzgen enthielten. Anschlieend transfizierten sie eine
humane Hepatomzellinie (Huh7-Zellen) mit der transkribierten RNA dieser Replikons und
selektionierten die erfolgreich transfizierten Zellen tiber die Antibiotikaresistenz (Lohmann et
al.,, 1999). Mit diesem Verfahren konnten die Autoren tatsdchlich Zellklone isolieren, in
denen eine groflere Menge an HCV-RNA detektiert werden konnte. Dennoch war die Anzahl
der infizierten Zellklone und damit der Anteil an permissiven Zellen sehr gering. Aufgrund
der Tatsache, dass die verwendeten Replikons zudem nicht das komplette Genom enthielten
und somit eine Produktion infektioser Virionen ausblieb, waren mit diesem System letztlich

nur eingeschriankt Untersuchungen zur Replikation des HCV moglich.

Obwohl es zudem gelungen ist, Hepatozyten (Lanford et al., 1994; Yoo et al., 1995), Lym-
phozyten (Shimizu et al., 1992; Shimizu et al., 1993; Mizutani et al., 1996; Nakajima et al.,
1996) sowie PBMCs (Cribier et al., 1995) experimentell mit dem Hepatitis C-Virus zu infizie-
ren, steht fiir das Hepatitis C-Virus bis heute kein Zellkultursystem zur Verfligung, dass mit

einer erhohten Produktion infektidser Virionen verbunden ist.

1.7 Detektion des HCV

Aufgrund eines fehlenden Zellkultursystems und der duferst geringen Replikation des HCV
in den bisher beschriebenen Systemen, kann der Nachweis des Virus nur iiber sehr sensitive

Methoden erfolgen.

Fiir die klinische Labordiagnostik stehen mittlerweile eine Reihe kommerziell erhiltlicher
Testsysteme zur Verfiigung. Die initiale Untersuchung einer Serumprobe auf HCV beginnt
dabei in der Regel mit dem Nachweis HCV-spezifischer Antikorper iiber einen Enzym-
Immuno-Assay (EIA). Eine im EIA reaktive Probe wird daraufhin in einem Rekombinanten-
Immunoblot-Assay (RIBA) iiberpriift. Sind beide serologischen Testverfahren positiv,
schliet sich der Nachweis der HCV-RNA an, um eine endgiiltige Diagnose stellen zu kon-

nen. Dabei kann der Nachweis der viralen RNA in akkreditierten Laboratorien entweder uiber
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eine validierte hausinterne PCR oder mit einem kommerziellen Kit erfolgen (Pawlotsky,
2002; personliche Mitteilung von Christian Dieterich, Oberarzt im Institut fiir Laboratori-
umsmedizin, Krankenhaus St. Joseph-Stift, Bremen; personliche Mitteilung von Reinhard

Frodl, Labor Dr. Gértner & Partner, Abt. Molekularbiologie, Weingarten).

In der Grundlagenforschung erfolgt die Detektion der HCV-RNA hiufig ebenfalls {iber eine
hausinterne PCR oder die in situ Hybridisierung. Das groBle Problem hierbei ist aber die
fehlende Standardisierung der Methoden und damit die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.
Allein bei der in situ Hybridisierung weichen die Versuchsprotokolle in den unterschiedlichen
Arbeitsgruppen stark voneinander ab.

Beim Nachweis des Virus iiber die RT-PCR ist die Situation dhnlich. Es sind mittlerweile
unzdhlige hausinterne PCR beschrieben, die in ihrer Durchfilhrung ebenfalls variieren.
Besonders umstritten sind hierbei auch heute noch die Ergebnisse zur Detektion des Replika-
tionsintermediates von HCV {iber die strangspezifische PCR, die hédufig fiir den direkten
Nachweis einer Virusreplikation zum Einsatz kommt. Durch eine falsche Bindung des einge-
setzten Primers, ein Random-Priming von kleinen zelluldren Nukleinséduren oder ein Selfpri-
ming der Sekundarstruktur des S’NTR von HCV wihrend der reversen Transkription, kann es
immer wieder zum Auftreten von falsch positiven Ergebnissen kommen (Willems et al., 1993;

McGuinness et al., 1994; Lanford et al., 1994; Lerat et al., 1996).

Um dieses Problem zu minimieren, wurden u.a. sogenannte Tagged-Primer fiir die RT ver-
wendet (Lanford et al., 1994; Mellor et al., 1998). Sie enthielten am 5’-Ende eine einzigartige
Sequenz, die weder im humanen noch im viralen Genom enthalten war und in der PCR als
Target flir den komplementéren Primer diente.

Eine weitere Methode, eine hohe Strangspezifitit zu gewahrleisten, ist die Durchfithrung der
RT-PCR mit der Tth-Polymerase, die sowohl reverse Transkriptase- als auch DNA-
Polymerase-Aktivitdt besitzt. Die Thermostabilitit des Enzyms erlaubt eine reverse
Transkription von RNA bei extrem hohen Temperaturen (70°C) und gewdhrleistet so die
Strangspezifitit durch die erhohte Stringenz des Annealings zwischen dem Template und dem
Primer (Lanford et al., 1995; Sangar & Carroll, 1998; Craggs et al., 2001).

Da aber weder mit den Tagged-Primern noch bei der Verwendung der Tth-Polymerase ein
Fehl- bzw. Selfpriming mit 100 %iger Sicherheit ausgeschlossen werden kann, gibt es bislang

keine Methode, die von allen Arbeitsgruppen allgemein akzeptiert und einheitlich genutzt
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wird. Zur Verifizierung der Resultate sollten somit mdglichst immer zwei unterschiedliche

Methoden zum Einsatz kommen (Gowans, 2000).

1.8 Zielsetzung

Aufgrund der beschriebenen Schwierigkeiten beim Nachweis des HCV war es ein Ziel dieser
Arbeit, ein zuverldssiges, PCR-unabhédngiges Nachweissystem speziell fiir die Detektion des
Negativstranges von HCV zu entwickeln, das als alternative Methode zur PCR in der Grund-
lagenforschung angewendet werden kann und eine gute Standardisierung in der Durchfithrung
ermoglicht. Die neue Methode sollte dabei auf dem Prinzip des Hybrid-Detection-Assays
basieren, bei dem die virale RNA mit einzelstrdngigen DNA-Sonden hybridisiert und mit

einem anti-DNA:RNA-Hybridantikorper detektiert wird.

Eine weitere Intention dieser Arbeit war es, ein in vitro System fiir HCV zu etablieren, das
mit einer erhdhten Produktion infektioser Virionen verbunden sein sollte. Wie wichtig die
Etablierung eines Zellkultursystems fiir HCV ist, belegt u.a. die Tatsache, dass ein Kleintier-
modell fiir HCV bislang nicht existiert und Schimpansen als in vivo System aus ethischen und

finanziellen Griinden nur begrenzt zur Verfiigung stehen.
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2 MATERIAL

2.1 Frischplasmen und Serumproben

HCV-positive Frischplasmen

HCV Nr. 1-3: Frischplasmen HCV-positiver Patienten, zur Verfiigung gestellt von
Dr. Schonermarck und Dr. Lehmann [Blutspendedienst des Deutschen
Roten Kreuzes, Springe].

HCV Nr. 4: HCV-positives Frischplasma, das von einem chronisch HCV-infizierten
Patienten gespendet wurde.

HCV Nr. 5: HCV 1b-positive Serumprobe [4 x 10* Geq/mL], zur Verfiigung gestellt
von Ph.D. Dr. Klaus-Hinrich Heermann [Georg-August-Universitit,
Medizinische Mikrobiologie, Zentrum fiir Hygiene und Humangenetik,

Gottingen].

Zwei HCV-negative Frischplasmen, zur Verfligung gestellt von Dr. Schonermarck und

Dr. Lehmann [Blutspendedienst des Deutschen Roten Kreuzes, Springe].

2.2 Zellen

U937-Zellen: Transformierte humane Monoblasten eines AML-Patienten, zur Verfii-
gung gestellt von der Medizinischen Hochschule in Hannover.

FRhK4-Zellen: Fetale Rhesusaffen Nierenzellen [CBER/FDA, Abteilung fiir Virologie,
Bethesda, Maryland (USA)].

HFS-10-Zellen: Humane Lungenfibroblasten, zur Verfiigung gestellt von Prof. Dr. A.
Vallbracht.
KMF-Zellen: Humane Knochenmarkfibroblasten, isoliert aus dem Femurkopf (Grad-

lowsky, 1995).

2.3 Zellkulturmedien und -zusitze

2.3.1 Grundmedien

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)

9,9 ¢ DMEM-Trockenpulver (D 3916, Sigma) und 3,7 g Natriumbicarbonat pro L. Aqua dest.
(pH 7,6), versetzt mit 100 U/mL Penicillin sowie 100 U/mL Streptomycin. Das DMEM wur-
de fiir die Kultivierung von Fibroblasten und FRhK4-Zellen verwendet.
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Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM)

17,7 g IMDM-Trockenpulver (I 7633, Sigma) und 3,024 g Natriumbicarbonat pro L Aqua
dest. (pH 7,0), versetzt mit 100 U/mL Penicillin sowie 100 U/mL Streptomycin. Das IMEM

wurde fiir die Kultivierung der U937-Zellen verwendet.

2.3.2 Wachstumsmedien

Grundmedien mit 10 % (v/v) FCS.

2.3.3 Erhaltungsmedien
Fiir FRhK4-Zellen wurde das Grundmedium mit 1 % (v/v) FCS, fir HFS-10-, KMF- und
U937-Zellen mit 10 % FCS verwendet. Das Erhaltungsmedium fiir die verwendeten FRhK4-

Zellklone enthielt zusétzlich 1 % Fungizone.

2.3.4 Selektionsmedien
Fiir FRhK4-Zellklone wurde das Wachstums- und Erhaltungsmedium mit 600 pg/mL G418
Sulfat eingesetzt, fiir U937-Zellklone Erhaltungsmedium mit 700 pg/mL G418 Sulfat.

2.3.5 Einfriermedium

10 % DMSO in FCS.

2.4 Plasmide

24.1 p90/HCV FL-long pU

Das Plasmid wurde von Ph.D. C. M. Rice [Washington University in St. Louis, School of
Medicine, Department of Molecular Microbiology, Washington] zur Verfligung gestellt. Es
leitet sich vom Vektor pBR322 ab und enthélt, unter der Kontrolle eines T7-Promotors, die
komplette Konsensus cDNA-Sequenz des HCV-Isolates H77 (Kolykhalov et al., 1997; Major
et al., 1999). Als Selektionsmarker dient ein Tetracyclin-Resistenzgen (siche Abb. 2.4-1).
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Bsm I

p90/HCYV FL-long pU
12980 bp

HCV-Polyprotein

Abb. 2.4-1: Plasmidkarte von p90/HCV FL-long pU

24.2 pSP64/65

Die Plasmide pSP64 und pSP65 (Roche) besitzen jeweils eine multiple Klonierungsstelle, die
unter der Kontrolle des SP6 Promotors steht. Der Polylinker des Plasmides pSP65 ist dabei im
Vergleich zum pSP64 in entgegengesetzter Richtung einkloniert. Als Selektionsmarker dient
in beiden Plasmiden ein Ampicillin-Resistenzgen (siche Abb. 2.4-2).

Eco RI Hind III
TACACGGAATTCGAGCTCGCCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGCCCAAGCTTGGCGTA

4 pSP65 Eco RI 66

Hind 111
TACAAGCTTGGGCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGCGAGCTCGAATTCGTA

4 pSP64 60

Abb. 2.4-2: Plasmidkarte von pSP64/65
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243 pcDNA3/RLI 3’

Dieses Plasmid ist abgeleitet von pcDNA3 (Invitrogen) und enthdlt neben den Ampicillin-
und Neomycin-Resistenzgenen die cDNA-Sequenz des RLI unter der Kontrolle eines CMV-
Promotors (siche Abb. 2.4-3) (Bisbal et al., 1995; Martinand et al., 1999).

Pvu I

Amp-r

RLI-cDNA

pcDNA3/RLI 3’
2197 bp

7643 bp

ColE1
SV40 poly A

Neo-r )
BGH poly A
f1 ori

Abb. 2.4-3: Plasmidkarte von pcDNA3/RLI 3’

2.4.4 pcDNA3/RLI 3 (-)
Das Plasmid pcDNA/RLI 3°(-) leitet sich vom pcDNA3/RLI 3’ ab. Die cDNA-Sequenz des
RLI wurde durch Restriktionsspaltung entfernt (Gotter, 1999).

2.5 Bakterien
Escherichia coli Stimme: ~ HB101 [10° CFU/mL] und C600 [10° CFU/mL] (GL BioTech)
SuRE® Competent Cells [10° CFU/mL] (Stratagene)

2.6 Molekularbiologische Software

Sequenzrecherche

Entrez am NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/

Sequenz- und Sondenvergleich

Blast am NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov:80/BLAST
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html

GeneDoc http://www.edu/biomed/genedoc

Fasta am EBI http://www.ebi.ac.uk/fasta3/
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Sonden- und Primerdesign

Primer 3 http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_ www.cgi

2.7 Nukleotide

Desoxynucleosid Triphosphat Set Roche
Nucleosid Triphosphat Set Roche

2.8 Oligonukleotidprimer
2.8.1 HCV-spezifische Primer 1 (Schmidt et al., 1995) MWG Biotech
HCV-S1 (outer): Antisense-Primer [100 pmol/uL]; nt 342 - nt 361

5’-GAG GTT TAG GAT TCG TGC TC-3’

HCV-S2 (outer): Sense-Primer [100 pmol/pL]; nt 25 - nt 46
5’-CTC CAC CCA ATG AAT CAC TCC C-3°

HCV-SIN (inner):  Sense-Primer [100 pmol/puL]; nt 89 - nt 108
5’-CGT TAG TAT GAG TGT CGT GC-3°

HCV-S2N (inner):  Antisense-Primer [100 pmol/uL]; nt 320 - nt 339
5’-GAT GCA CGG TCT ACG AGA CC-3’

2.8.2 HCV-spezifische Primer 2 (Sondenherstellung) MWG Biotech
Sonde HCV-s: Sense-Primer [100 pmol/uL]; nt 161 - nt 180

5’-GAG TAC ACC GGA ATT GCC AG-3’

= 5’ Biotin-markiert

Sonde HCV-as: Antisense-Primer [100 pmol/uL]; nt 489 - nt 508
5’-GAC CGC TCG GAA GTC TTC CT-3°

= 5’ Biotin-markiert

SHCV AS/588: Antisense-Primer [100 pmol/uL]; nt 571 - nt 588
5’-AAG GGT ACC CGG GCT GAG-3’
= 5’ Biotin-markiert
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2.8.3 HCV-spezifische Primer 3 (Kontrolltranskriptherstellung) MWG Biotech
HCYV trans-s: Sense-Primer [100 pmol/pL]; nt 59 - nt 78

mit Hind IIT Schnittstelle (rot markiert)

5-TGA AGC TTT GTC TTC ACG CAG AAA GCG T-3’

HCV trans-as: Antisense-Primer [100 pmol/uL]; nt 689 - nt 708
mit Eco RI Schnittstelle (griin markiert)
5’-TGG AAT TCT GAC CTT ACC CAA ATT GCG C-3°

HCV trans-s-P: Sense-Primer [100 pmol/uL]; nt 59 - nt 78
mit Hind IIT Schnittstelle (rot markiert)
5’-AT GCA AGC TTT GTC TTC ACG CAG AAA GCG T-3’
= 5’ Phosphat-markiert

HCV trans-as-P: Antisense-Primer [100 pmol/uL]; nt 689 - nt 708
mit Eco RI Schnittstelle (griin markiert)
5’-GC CGG AAT TCT GAC CTT ACC CAA ATT GCG C-3’
= 5’ Phosphat-markiert

2.8.4 RLI-spezifische Primer (Gotter, 1999) MWG Biotech
RLI-1-s: Sense-Primer [100 pmol/pL]; nt 433 - nt 458
5’-ACT TAT TTC CGT GGA TCT GAA TTA C-3’

RLI-1-as: Antisense-Primer [100 pmol/uL]; nt 1433 - nt 1458
5’-ATC AAT TAA ATA GAC ATC AGC AGG T-3’

2.8.5 pcDNA3-spezifische Primer MWG Biotech
RLI Tausch-s: Sense-Primer [ 100 pmol/pL]; nt 501 - nt 526 (Gotter, 1999)
spezifisch fiir CMV-Enhancerregion des Plasmides pcDNA3/RLI 3’
und pcDNA3/RLI 3°(-)
5’-CCT ATT GAC GTC AAT GAC GGT AAA TG-3’
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RLI Tausch-as : Antisense-Primer [100 pmol/uL]; nt 995 - nt 1020 (Gotter, 1999)
spezifisch fiir SP6-Promotorregion der Plasmide pcDNA3/RLI 3’
und pcDNA3/RLI 3°(-)
5’-TAG CAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA TA-3’

RLI-P-CMV: Sense-Primer [100 pmol/uL]; nt 697 - nt 716
spezifisch fiir CMV-Promotorregion der Plasmide pcDNA3/RLI 3’
und pcDNA3/RLI 3°(-)
5’-CGT GTA CGG TGG GAG GTC TA-3’

2.8.6 pSP64/65-spezifischer Primer MWG Biotech
AD 3 Sense-Primer [89 pmol/uL]; nt 2971 - nt 2987 im pSP64
5’-CAT ACA CAT ACG ATT TA-3’

2.8.7 HAV-spezifische Primer (Wiinschmann, 1998) MWG Biotech
HAV-VP3 3’ Sense-Pimer [100 pmol/puL]; nt 1470 - nt 1493
5’-GGT TGG TTA ACA TGA TGA GAA ATG
AAT TTA GGG TC-3°
HAV-VP3 5’ Antisense-Primer [100 pmol/pL]; nt 2184 - nt 2207
5’-CGC CGG AAT TCT ATT GTG TAG TAA
CAT CCA TAG CAT G-3’

2.8.8 B-Actin-spezifische Primer (Wiinschmann, 1998) MWG Biotech
B-Actin-s: Sense-Primer [ 100 pmol/uL]; nt 751 - nt 774

5’-AGA AGA GCT ACG AGC TGC CTG ACG-3’
B-Actin-as: Antisense-Primer [100 pmol/puL]; nt 1107 - nt 1131

5’-CGT CAT ACT CCT GCT TGC TGA TCC-3’

2.9 Antikorper, Enzyme und sonstige Proteine

2.9.1 Antikorper

Anti-DNA:RNA-Hybrid-Antikorper, AP-konjugiert Digene Corporation
Anti-Kaninchen-IgG (Ziege), HRP-konjugiert DAKO
Anti-RLI-IgG (Kaninchen); zur Verfiigung gestellt von C. Bisbal,

Inst. de Genetique Moleculaire, Montpellier, Frankreich
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Anti-B-Actin-1gG (Ziege)
Anti-Ziege-IgG (Esel), HRP-konjugiert

2.9.2 Enzyme

Alkalische Phosphatase aus dem Kélberdarm

mit 10 x Dephosphorylierungspuffer
Trypsin mit Na-EDTA (0,2 g/L)
RNase A Typ III-A (DNase frei)

Expand™ Reverse Transkriptase mit 5 x Puffer

Taq DNA-Polymerase mit 10 x PCR-Puffer

Tth-Polymerase mit 10 x Tth-Puffer
Lysozym

Proteinase K

T7-Polymerase

mit 5 x Transkriptionspuffer
SP6-Polymerase

mit 5 x Transkriptionspuffer

DNase RQ1 mit 10 x DNase-Puffer
Bsm I mit Restriktionspuffer H

Eco RI mit Restriktionspuffer H
Hind III mit Restriktionspuffer B
Kpn I mit Restriktionspuffer L

Not I mit Restriktionspuffer H

Pin Al (Age I) mit Restriktionspuffer B
Pvu I mit Restriktionspuffer H

Sma I mit Restriktionspuffer A

Stu I mit Restriktionspuffer B

Xba I mit Restriktionspuffer H

2.9.3 sonstige Proteine

FCS

RNasin® Ribonuklease-Inhibitor
BSA (Fraktion V)

Ovalbumin

Santa Cruz

Santa Cruz

Roche
Roche
Sigma
Sigma
Roche
Eppendorf
Roche
Sigma
Sigma
Roche
Promega
Roche
Promega
Promega
Roche
Roche
Roche
Roche
Roche
Roche
Roche
Roche
Roche
Roche

Gibco BRL
Promega
Roche

Sigma
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Leupeptin
Pepstatin
Aprotinin

PMSF

2.10 Antibiotika
Penicillin [10.000 U/mL]
Streptomycin [10.000 pg/mL]
Fungizone (Amphotericin B)
G418-Sulfat

Ampicillin

Chloramphenicol

2.11 Standards
DNA-Léangenstandard "1 kb-DNA-Leiter"
Prestained MultiMark™

2.12 Kits

Mycoplasma Detection Kit

SuperFect® Transfection Reagent
TransMessenger' " Transfection Reagent
QIAquick Gel Extraction Kit

CDP-Star (ready-to-use)

Emerald I1 ™

Bradford-Reagenz

Western Blotting Luminol Reagenz

2.13 Chemikalienliste

2-Mercaptoethanol
Aceton

Acrylamid
Agarose

Ammoniumpersulfat

Sigma
Sigma
Sigma

Sigma

Sigma
Sigma
Gibco BRL
Invitrogen
Serva

Merck

Invitrogen

Novex

Roche
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Tropix
Tropix
Bio-Rad

Santa Cruz

Merck
Merck
Pharmacia Biotech
BMA und Bio-Rad

Serva
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Bacto-Agar
(Methylen)-Bisacrylamid
Bromphenolblau
Calciumchlorid
Césiumchlorid
Chloroform

DAPI

DEAE-Dextran

DEPC

Desoxycholat
Dinatriumhydrogenphosphat
DMSO

Dithiothreitol

EDTA

Essigsédure

Ethanol

(Diethyl)-Ether
Ethidiumbromid

Evans Blue

Ficoll Histopaque®-1077
Ficoll® 400

Formamid

Glucose

Glycerol

Glycin
Guanidiniumisothiocyanat
Harnstoff

HEPES

Immersionsol
Isoamylalkohol
Isopropanol
Kaliumacetat
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Difco
Pharmacia Biotech
Merck

Merck

Serva

Fluka

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma
Riedel-de Haen
Merck

Sigma

Sigma

Merck

Roth

Riedel-de Haen
Sigma

Sigma

Sigma

Serva

Fluka

Janssen Chimica
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
Roth

Serva

Acros

Zeiss

Merck

Fluka
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
Riedel-de Haen
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LMP-Agarose
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol

Methionin

Milchpulver

Manganchlorid
Molekularbiologisches Wasser (RNase frei)
Morpholinopropansulfonsédure
Methythiazoldiphenyltetrazoliumbromid
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcitrat-2-Hydrate
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
N-Lauroyl-Sarcosin (Sarkosyl)
Nonidet P-40

Phenol (H,O-gesittigt)
Phenol (TE-gesittigt)
Polyvinylpyrrolidon
Rubidiumchlorid

Salzsdure

Silica

Sucrose

TEMED

Tris-Base

Triton® X-100

Trypan-Blau

Tween 20

Wasserstoffperoxid

Yeast Extract

Roche

Roche
Riedel-de Haen
Fluka

Sigma

Saliter

Roche
Eppendorf
Sigma

Sigma
Riedel-de Haen
Fluka
Riedel-de Haen
Pharmacia Biotech
Merck

Fluka

Sigma

Sigma

Roth

Roth

Serva

Sigma

Fluka

Sigma

Serva
Pharmacia Biotech
Sigma

Sigma

Sigma

Serva

Merck

Difco
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2.14 Puffer und Losungen
2.14.1 Gebrauchslosungen

PBS (pH 7,2) 140 mM NaCl
2,7 mM KCl
6,5 mM Na,HPO,
1,5 mM KH2P04
RNase-freies H,O 0,1 % (v/v) DEPC in H;O, tiber Nacht geriihrt

und anschlieend zweimal autoklaviert - oder Verwendung

von molekularbiologischem Wasser (Mol.Bio-H,0)

2.14.2 Mykoplasmenfirbung

DAPI-Stock 1 pg/mL DAPI in PBS
DAPI-Losung DAPI-Stock 1:1000 in H,O
Carnoy’s Fixierer 25 % (v/v) Eisessig in Methanol

2.14.3 Zellvitalitatstest

MTT-Losung 5 mg/mL MTT in PBS

= steril filtrieren und bei 4°C lichtgeschiitzt lagern

Solubilisierungslosung 10 % (w/v) SDS in 0,01 N HCl

2.14.4 Bakterienkulturen

LB-Medium (pH 7,0) 5 g
8 g
10 g
1 mL

Hefeextrakt
NaCl
Trypton

1 N NaOH

ad 1 L mit Aqua dest. und autoklavieren

LB-Agar LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Agaranteil
LB"-Medium LB-Medium mit 20 mM MgSO,4 und 10 mM KCl
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Ampicillin-Stocklosung 50 mg/mL Ampicillin in sterilem Aqua dest. unter Zugabe
von NaOH I6sen und mit HCI pH 7,3 einstellen
= steril filtrieren und bei -20 °C lagern

Tetracyclin-Stockldsung 5 mg/mL Tetracyclin in 70 %igem Ethanol 16sen und im

Dunkeln bei -20 °C lagern

Chloramphenicol-Stockldsung: 34 mg/mL in Ethanol

2.14.5 Herstellung kompetenter Bakterien
T{B I-Losung (pH 5,8) 30 mM Kaliumacetat
50 mM MnCl,
10 mM CaCl,
100 mM RbCl,
15 % (v/v) Glycerol

T{B II-Losung 75 mM CaCl,
10 mM MOPS
10 mM RbCl,
15 % (v/v) Glycerol

2.14.6 Minipriparation bakterieller Plasmid-DNA
Losung 1 (pH 8,0) 50 mM Glucose
10 mM EDTA
10 mM Tris-Base
= vor Gebrauch 2 mg/mL Lysozym zugeben

Losung 2 02 M NaOH
1 % (w/v) SDS

= vor Gebrauch frisch ansetzen

Losung 3 (pH 4,8) 3 M Natriumacetat
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2.14.7 Maxipriparation bakterieller Plasmid-DNA

STET-Puffer

TES

Lysozym-Losung
Sarkosyl-Losung
Ethidiumbromid-Losung

Castumchlorid-Losung

NaCl-gesittigtes Iso-

propanol

50 mM Tris-Base (pH 8,0)
50 mM EDTA (pH 8,0)

8 % (W/v) Sucrose

5 % (v/v) Triton® X-100

= vor Gebrauch frisch ansetzen

50 mM Tris-Base (pH 8,0)
50 mM NaCl
5 mM EDTA (pH 8,0)

20 mg/mL Lysozym in 20 mM Tris-Base (pH 8,0)

1 % (w/v) Sarkosyl in 20 mM Tris-Base (pH 8,0)

20 mg/mL Ethidiumbromid in 20 mM Tris-Base (pH 8,0)
50 g Césiumchlorid in 65 mL 20 mM Tris-Base (pH 8,0)
(Refraktionsindex: 1,3865)

Isopropanol ausschiitteln in 10 mM Tris-Base/1 mM
EDTA (pH 8,0) geséttigt mit NaCl

2.14.8 Transfektion von Zellen

Transfektion mit der DEAE-Dextran-Methode

TD-Losung (pH 7.4)

TS-Losung

DEAE-Dextran

140 mM NaCl

5 mM KCl1

0,7 mM Na,HPO,
25 mM Tris-Base
100 mL TD-Losung

+ 0,5 mL MgCl, [0,5 mM]
+ 05 mL CaCl, [0,5 mM]

10 mg/mL in Aqua dest. 16sen und steril filtrieren
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Calcium-Phosphat Transfektion

(alle Losungen bei 4°C lagern und kalt verwenden)

TE-Puffer (pH 7,8) 10
1

2 x HBS (pH 7,13) 280
50
1,5

2 M CaCl-Losung
Glycerolschockldsung

mM Tris-Base
mM EDTA
mM NaCl
mM HEPES
mM NazHPO4

15 % Glycerol (v/v) in 1 x HBS

2.14.9 RNA-Isolierung nach der Silica-Methode

(alle Losungen mit Mol.Bio-H,O ansetzen)

RSB-Losung 10
10
1

Lysepuffer 5
50
20
1,2

Waschpuffer 4,5
50

Silica-Matrix

mM Tris-Base (pH 7,5)
mM NaCl
% (v/v) Nonidet P-40

M Guanidiniumthiocyanat
mM Tris-Base (pH 6,5)
mM EDTA (pH 8,0)

% (v/v) Triton X-100

M Guanidiniumthiocyanat

mM Tris-Base (pH 6,5)

30 g Silica in 250 mL H,O aufschwemmen und 24 h inkubieren.

Uberstand abnehmen, Sediment mit H,O resuspendieren und

erneut 6 h inkubieren. Silica-Sediment mit 300 uLL HCI ver-

sehen, mischen, autoklavieren und bei 4°C im Dunkeln lagern.

70 % (v/v) Ethanol (-20°C)

Aceton
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2.14.10 RNA-Isolierung mit Guanidiniumisothiocyanat
(alle Losungen mit Mol.Bio-H,O ansetzen)
Losung D (pH 7,0) 4 M Guanidiniumisothiocyanat
25 mM Natriumcitrat
0,5 % (w/v) N-Lauroyl-Sarcosin
+100 mM 2-Mercaptoethanol (vor Gebrauch zugeben)

Losung D* (pH 7,0) 5 M Guanidiniumisothiocyanat
31,25 mM Natriumcitrat
0,625 % (w/v) N-Lauroyl-Sarcosin
+125 mM 2-Mercaptoethanol (vor Gebrauch zugeben)

Phenol (H,O-gesittigt; pH 4,5)
Chloroform/Isoamylalkohol (49:1)

1 M Natriumacetatlosung (4°C, pH 4,0)
Isopropanol (-20°C)

75 % (v/v) Ethanol (-20°C)

2.14.11 DNA-Isolierung
TE-Puffer 10 mM Tris-Base
1 mM EDTA (pH 7,8)

RNase A-Stockldsung [10 mg/mL]
20 % (w/v) Sarcosyllosung
10 % (w/v) Chelexlosung

2.14.12 Phenol/Chloroform-Extraktion und Ethanol-Prizipitation
(fir RNA-Aufreinigung: alle Losungen mit Mol.Bio-H,O ansetzen)
Phenol (H,O-gesittigt; pH 4,5)

Phenol (TE-gesittigt; pH 7,5)

Chloroform/Isoamylalkohol (24:1)

3 M Natriumacetatlosung (4°C, pH 4,8)

Ethanol abs. (-20°C)

70 % (v/v) Ethanol (-20°C)
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2.14.13 Agarose-Gelelektrophorese
(fiir RNA-Auftrennung: alle Losungen mit DEPC-H,O ansetzen)
50 x TAE-Puffer (pH 7,8) 2 M Tris-Base

0,25 M Natriumacetat

0,05 M EDTA

Probenpuffer 40 % (wW/v) Sucrose
0,1 % (w/v) SDS
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
1 mM EDTA (pH 8,0)

Denaturierender Proben- 6 mM EDTA (pH 8,0)
puffer 300 mM NaOH
18 % (w/v) Ficoll (Typ 400)
0,15 % (v/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylen Cyanol

DNA-GroBenstandard 60 pL 1 kb-DNA-Leiter
40 puL 10 x TAE-Puffer
300 upL Aqua dest.
100  pL Probenpuffer
= 10 min bei 56°C inkubieren und bei -20°C lagern

Ethidiumbromidlésung 10 mg/mL Ethidiumbromid in 20 mM Tris-Base (pH 8,0)
3 % (v/v) HyO,-Losung

2.14.14 Dephosphorylierung von DNA
100 mM EGTA (pH 8,0)

2.14.15 Ligation von doppelstringiger DNA mit der T4-DNA-Ligase
500 pg/mL BSA

2.14.16 Bradford-Assay
Bradford-Reagenz 1:5 mit H,O verdiinnt und filtriert
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2.14.17 SDS-PAGE und Western-Blot

RITA-Puffer 10
150
2
0,1

0,02

frisch zugeben: 1

0,5
0,5

1,5
0,4

4 x Lower Tris

0,5
0,4

4 x Upper Tris

62,5
40

12
0,025

Protein-Probenpuffer

Acrylamid-Stammldsung

250
1,88
0,1

10 x Elektrophoresepuffer

mM Tris-Base (pH 7,5)
mM NaCl
mM Methionin

% (w/v) SDS

% (w/v) NaNj3

% (w/v) Na-Desoxycholat
% (v/v) Nonidet P 40

mg/mL Ovalbumin

mM PMSF
g/mL  Aprotinin
pg/mL  Leupeptin

pg/mL  Pepstatin

M Tris-Base (pH 8,8)
% (w/v) SDS

M Tris-Base (pH 6,8)
% (w/v) SDS

mM Upper Tris

% (w/v) Sucrose

% (w/v) SDS

% (w/v) Bromphenolblau
% (v/v) 2-Mercaptoethanol

% (W/v) Acrylamid
% (w/v) Bisacrylamid

mM
M Glycin
% (w/v) SDS

Tris-Base
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Blottingpuffer 25 mM Tris
188 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

Renaturierungspuffer 10 mM Tris-Base (pH 7,0)
50 mM NaCl
4 M Harnstoff

0,1 mM DTT

TBS 10 mM Tris-Base (pH 8,0)
150 mM NaCl

TTBS 10 mM Tris-Base (pH 8,0)
150 mM NaCl
0,05 % (w/v) Tween-20

Blockierungsldsung 10 % (w/v) Milchpulver in TTBS
Sattigungspuffer 3 % (w/v) Milchpulver in TTBS
Strippingpuffer 62,5 mM Tris-Base (pH 6,8)

2% (w/v) SDS
100 mM 2-Mercaptoethanol

= vor Gebrauch frisch ansetzen

10 %ige (w/v) Ammoniumpersulfatlosung
0,1 %ige (w/v) SDS-Losung
0,1 %ige (w/v) Bromphenolblaulosung

2.14.18 Hybrid Detection Assay
(alle Losungen mit Mol.Bio-H,O ansetzen)
6 x SSC 09 M NaCl
90 mM Natriumcitrat
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100 x Denhardt’sche 2
Losung 2
2

% (w/v) BSA (Fraktion V)
% (w/v) Polyvinylpyrrolidon
% (w/v) Ficoll (Typ 400)

=>1in 6 x SSC 10sen

20 x SSCPE (pH 7,2) 3
300
260
25

Hybridisierungspuffer 50

25

150

50
0,05

Waschpuffer

Substratlosung 40
10

2.15 Verbrauchsmaterialien

Chamber Slides
Combitips
Deckgléser
Dialyseschlauche
Einmalkiivetten
Einmalpipetten
Falkonrohrchen
Filterpapier
Glasobjekttrager
Kaniilen

Kryordéhrchen

Nitrocellulosemembran (Immobilon™ PVDF)

M NaCl

mM Natriumcitrat
mM KH,PO4

mM EDTA

% (v/v) Formamid
% (v/v) 100 x Denhardt’sche Losung
% (v/v) 20 x SSCPE

mM NaCl
mM Tris-Base (pH 7,5)
% (v/v) Tween-20

% (v/v) CDP-Star
% (v/v) Tropix Emerald

Nunc
Eppendorf
Omnilab
Gibco BRL
Plastibrand
Jurgens
Greiner
Whatman
Omnilab
Braun
Nunc

Millipore
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Pasteurpipetten

PCR-Reaktionsgefdle (RNase/DNase frei)
Pipettenspitzen

Quick-Seal-Rohrchen
Reaktionsgefilie

ReaktionsgefdB3e (RNase, DNase frei)
Réntgenfilme (X-OMAT™ AR)

Safe Seal-Tips

Sofortbilder 667 Filmpack
StreptaWell 96-Well-Mikrotiterplatten
Zellkulturgefil3e

2.16 Gerite

Abbe Refraktometer
Agarose-Gelkammern horizontal
Analysenwaage
Begasungsbrutschrank
Blot-Kammer

Eismaschine

ELISA-Reader E..x mit Software SOFTmax" Pro

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 mit Kamera und

Software Color View-Analysis
Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer
Gefrierschrank (-80°C)
Gefrierschrank (-20°C)
Glaspipetten
Kiihl-Tischzentrifuge 5403
Lumineszenz-Counter 1450 Micro® TriLux
Microprocessor pH-Meter PH 537
Mikroskop Ortholux II
Mikroskop Wilovert S
Minigelkammern flir Agarosegele
Multipipette

Multiporator mit 0,4 cm Kunststoffkiivetten

Brand
Biozym
Eppendorf
Beckmann
Eppendorf
Eppendorf
Kodak
Nerbe Plus
Polaroid
Roche

Nunc

Optronic
Bio-Rad
Sartorius
Heraeus
Hoefer
Scotsman
Molecular Devices
Zeiss
Zeiss
Assistent
Heraeus
Kirsch
Jurgens
Eppendorf
Wallac
WTW
Leitz
Hund
Hoefer
Eppendorf
Eppendorf
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Pipettboy

Power PAC 300

Power Supply 200/2.0

Reagenzglasstinder

Red Rotor
Rontgenfilm-Entwicklungsmaschine SRX-101
Scanner

Sofortbildkamera MP4"

Speedvac SC 110

Spektralphotometer DU® 640

Sterilbank Lamin Air HB 2448 und HB 2472 S
Thermocycler Gene Amp' PCR System 2400
Thermomagnetriihrer

Thermomixer 5436

Tischzentrifuge 5403 mit Rotor 16F24-11; 16A4-44
Tischzentrifuge 5415 C

Ultraschallgerét

Ultrazentrifuge LE-70 mit Rotor FW 65
UV-Handlampe VL-6C

UV-Transilluminator Mighty Bright
Vakuumpumpe

Vakuumsauger

Vakuumbackofen

Vortexer VF2

Wasserbad

Western Blot-Apparatur Mighty Small
Zentrifuge GS-6R mit Rotor GH 3.7
Zentrifuge RC28S mit Rotor F-28/50; F-16/250

Integra Biosciences
Bio-Rad

Bio-Rad

Nalgene

Hoefer

Konica

Mustek

Polaroid

Savant

Beckmann
Heraeus

Perkin Elmer
IKA-Labortechnik
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Bandelin-Elektronik
Beckmann

Serva

Hoefer

Inotech

Integra Bioscience
Heraeus
IKA-Labortechnik
Memmert

Hoefer

Beckmann

Sorvall
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3 METHODEN

3.1 Kultivierung von Zellen

3.1.1 Kultivierung etablierter Fibroblasten-Zellinien und FRhK4-Zellen

Die Zellen wurden in DMEM-Erhaltungsmedium bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Das
Medium der Lungen- und Knochenmarkfibroblasten enthielt dabei 10 % FCS, das der
FRhK4-Zellen und -Zellklone 1 % FCS.

Einmal in der Woche erfolgte ein Mediumwechsel mit dem entsprechenden Erhaltungs- oder
Selektionsmedium und etwa alle zwei Wochen eine Passagierung der Zellen. Zu diesem
Zweck wurden die Zellen mit Trypsin abgelost, im Verhéltnis von 1:2 (Fibroblasten) bzw. 1:4
bis 1:6 (FRhK4-Zellen und -Zellklone) umgesetzt und fiir einen Tag in Wachstumsmedium/
Selektionsmedium inkubiert, bevor sie weiter im jeweiligen Erhaltungsmedium/Selektions-

medium kultiviert wurden.

3.1.2 Kultivierung von U937-Zellen

Die nicht-adhirenten U937-Zellen und -Zellklone wurden mit einer Zelldichte von 10* bis
10%-Zellen/mL in Erhaltungs- oder Selektionsmedium bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Ein-
mal wochentlich wurden die Zellen 1:20 bis 1:60 gesplittet und mit neuem Medium versehen.
Gegebenenfalls erfolgte die Kultivierung der Zellen auch in Anwesenheit von 10 ng/mL
PMA. Dieses induziert bei den U937-Zellen einen Proliferationsstopp und leitet mit einem
Adhérenzschritt die Differenzierung der Zellen zum Makrophagenphinotyp ein (Sachs, 1978;
Harris & Ralph, 1985). Bei den PMA-behandelten Ansétzen erfolgte einmal wochentlich ein
50 %iger Mediumwechsel.

3.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Konfluent gewachsene Fibroblasten oder FRhK4-Zellen wurden mit Trypsin abgelost und
einmal in Erhaltungsmedium gewaschen (U937-Zellen wurden direkt pelletiert). Die Zellen
wurde dann in 1 mL des vorgekiihlten Einfriermediums resuspendiert und in ein ebenfalls
vorgekiihltes Kryorohrchen iiberfiihrt. Die Proben wurden iiber Nacht bei -80°C eingefroren
und anschlieBend fiir die Langzeitlagerung in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

Aufgetaute Zellen wurden in Wachstumsmedium aufgenommen, in entsprechende Zellkultur-
flaschen transferiert und bei 37°C sowie 5 % CO, kultiviert. Um tote Zellen und restliches
DMSO zu entfernen, wurde nach einem Tag das Medium nochmals gewechselt und durch

Erhaltungsmedium ersetzt.
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3.3 Bestimmung von Zellzahlen

Ein Aliquot der Zellsuspension wurde im Verhiltnis 1:2 mit Trypan-Blau gemischt und die
vitalen Zellen in einer Fuchs-Rosenthal Zahlkammer ausgezédhlt. Durch Multiplikation der
ermittelten Zellzahl eines GroBquadrates mit dem Kammerfaktor (5 x 10%) und dem entspre-

chenden Verdiinnungsfaktor erhielt man schlief8lich die Zellzahl pro mL.

3.4 Mykoplasmen-Nachweis

Mykoplasmen sind parasitir in Zellkulturen auftretende Prokaryoten, die starke Veridnderun-
gen des Stoffwechsels und des Wachstums der Zellen hervorrufen kénnen, ohne die Wirtszel-
le zu zerstoren (Bolske, 1988; McGarrity et al., 1984). Eine Kontamination von Zellkulturen
durch Mykoplasmen sollte daher durch entsprechende Untersuchungen ausgeschlossen wer-
den.

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellinien wurde daher in regelméBigen Abstinden eine
DAPI-Farbung (Kernfarbung, siche Abb. 3.4-1) durchgefiihrt und zusétzlich ein Mykoplas-
ma-Detection-Kit (ELISA) verwendet. Fiir die DAPI-Farbung wurden die Zellen bis zu einer
Konfluenz von 20 bis max. 30 % auf einem Chamber Slide kultiviert. AnschlieBend wurden
die Zellen einmal mit PBS, einmal in PBS/Carnoy’s (1:1) und dann mit kaltem Carnoy’s
(4°C) gewaschen, bevor sie fiir 5-10 min in kaltem Carnoy’s (4°C) fixiert wurden. Nach einer
Inkubation der Zellen mit je 40 pL DAPI-Losung fiir 10 min bei RT im Dunkeln, wurden sie
mit Aqua dest. gewaschen, mit einem Deckglas versehen und unter dem Zeiss Fluoreszenz-

mikroskop begutachtet.

Abb. 3.4-1: Nachweis von Mykoplasmen iiber die DAPI-Firbung. Dargestellt sind die Zellkerne von
Mykoplasmen-negativen FRhK4-Zellen (A, 1000 x) und Mykoplasmen-positiven Vero-Zellen (Affennierenzel-
len; B, 1000 x). Die Pfeile kennzeichnen die DNA der Mykoplasmen im Cytoplasma der kontaminierten Zellen.

Der Nachweis von Mykoplasmen tiiber den Kit der Firma Qiagen erfolgte nach den Angaben

des Herstellers.
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3.5 MTT-Test zur Bestimmung der cytotoxischen G418-Konzentration

Bei dieser Methode handelt es sich um einen kolorimetrischen Test, mit dem die Zellvitalitat
sowie die Proliferation von Zellen anhand der Aktivitdt der Mitochondriendehydrogenase
iiberpriift werden kann. Der gelbe wasserldsliche Farbstoff MTT wird dabei von lebenden
Zellen iiber Pinocytose aufgenommen und durch die Succinatdehydrogenase der Mitochond-
rien zu einem wasserunloslichen blauen Formazansalz reduziert. Dies ist dann lichtmikrosko-
pisch durch die Blaufirbung des Cytoplasmas sichtbar. Wird das Formazan mit Alkohol wie-
der in Losung gebracht, ist die Vitalitdt der Zellen proportional zur Quantitit an Formazan,
was im ELISA-Reader gemessen werden kann.

Pro Kavitit einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurden 10° U937-Zellen in vier vertikalen Reihen
ausgesit und in Erhaltungsmedium mit unterschiedlichen Konzentrationen an G418-Sulfat
(0-500 pg/mL und 550-1000 pg/mL) bei 37°C und 5 % CO; kultiviert. Alle vier Tage wurde
aus den Wells vorsichtig 100 uL Medium entnommen und durch frisches Medium mit G418
ersetzt. Nach 16tigiger Inkubation der Ansdtze wurden pro Verdiinnung die Zellen aus
jeweils zwei Wells gepoolt und in ein Eppendorfcup iiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 4 min
bei 3000 rpm abzentrifugiert und in 200 puL Erhaltungsmedium resuspendiert. Je 100 puL die-
ser Zellsuspension wurden in zwei neue Wells gegeben und fiir weitere zwei Stunden kulti-
viert. Zu den 100 uL Medium wurden dann 10 pL. der MTT-Losung gegeben und die Zellen
erneut fiir 4 h bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Im Anschluss an die vierstiindige Inkubation
wurden pro Well 100 pL Solubilisierungslosung zugegeben. Es folgte eine weitere Inkubation
der Ansitze liber Nacht bei 37°C und die abschlieBende Auswertung im ELISA-Reader durch
die Bestimmung der Absorbanz bei 490 nm gegen eine Referenzwellenlédnge von 650 nm. Als
Positivkontrolle (Vitalitdt 100 %) dienten die Zellen, die nicht mit G418 inkubiert wurden, als
Negativkontrolle (0 % Vitalitit) wurden Zellen verwendet, die mit 1000 pg G418/mL behan-

delt wurden.

3.6 Infektion von Zellkulturen mit HCV

Haut- bzw. Knochenmarkfibroblasten oder FRhK4-Zellen und -Zellklone in einer 6 cm Scha-
le bzw. 25 cm?® Kulturflasche (80-90 % konfluent gewachsen) wurden mit jeweils 500 uL
HCV-Frischplasma infiziert und anschliefend fiir 2-4 h inkubiert. Die Ansédtze wurden dabei
in regelméBigen Abstinden geschwenkt. Als Negativkontrollen wurden Zellen mitgefiihrt, die

mit einem HCV-negativen Kontrollserum infiziert wurden (Mock). Nach der Inkubation wur-
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de das Inokulum restlos entfernt, die Zellen zweimal mit je 2-3 mL Grundmedium gespiilt
und im jeweiligen Erhaltungs- bzw. Selektionsmedium weiter kultiviert (siehe 3.1.1).

Bei einer Reinfektion von Zellen mit 500 puL Uberstand infizierter bzw. transfizierter Zellen
erfolgte die Inkubation der Zellen fiir 2-8 h. Im Anschluss an die Infektion wurden die Zellen
zweimal mit 3 mL Grundmedium gespiilt und schlielich im jeweiligen Medium bei 37°C

und 5 % CO, kultiviert.

3.7 Herstellung kompetenter E. coli Bakterien

3 mL LB -Medium wurden mit 20 pL einer Bakteriensuspension angeimpft und iiber Nacht
bei 37°C inkubiert. 1 mL dieser Ubernachtkultur wurde dann zu 100 mL LB -Medium gege-
ben. Nachdem die Kultur eine optische Dichte (ODgg0) von 0,40 bis 0,55 erreicht hatte, wurde
sie auf Eis unter regelmdfigem Schwenken fiir 10 min abgekiihlt. AnschlieBend wurden die
Bakterien fiir 10 min bei 3000 rpm (4°C) abzentrifugiert (F16/250-Rotor), in 30 mL kaltem
TfB I-Puffer resuspendiert und erneut 10 min auf Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifu-
gation fiir 10 min bei 3000 rpm wurden die Bakterien dann in 4 mL kaltem TfB II-Puffer auf-

genommen, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.8 Verdiinnungstransformation kompetenter Bakterien

Fiir die Amplifikation des p90/HCV FL-long pU, kurz p90/HCV (siehe 2.4.1), wurden kom-
petente Bakterien (Cgp und SuRE Cells) mit dem Plasmid transformiert und iiber das Tetra-
cyclin-Resistenzgen selektioniert.

Die Bakterien wurden zunichst aufgetaut und fiir 10 min auf Eis gelagert. Dann wurden ver-
schiedene Verdiinnungen des Plasmides mit Wasser hergestellt (1, 2 und 10 ng/uL) und je
1 pL dieser Plasmidverdiinnungen zu 30 puL der Bakteriensuspension gegeben. Nach
20miniitiger Inkubation auf Eis folgte ein Hitzeschock fiir 2 min bei 42°C und die erneute
Lagerung der Ansétze fiir 2 min auf Eis. Die Bakteriensuspensionen wurden dann mit jeweils
115 uL LB™"-Medium versetzt und erneut fiir 1 h bei 37°C im Thermoblock unter maximalem
Schiitteln inkubiert. Schlielich wurden die Ansdtze auf LB-Agar-Platten mit 10 pg/mL
Tetracyclin ausplattiert und {iber Nacht bei 37°C gelagert. Ein Teil der derart selektionierten
Bakterienklone wurde am nichsten Tag gepickt und in einer Ubernachtkultur bei 37°C und
bei 260 rpm auf dem Thermoschiittler in 3 mL LB-Medium und der entsprechenden Menge

an Antibiotikum vermehrt.
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3.9 Minipriparation bakterieller Plasmid-DNA

Bevor die selektionierten Bakterienklone der Verdiinnungstransformation aus 3.8 im grof3en
MafBstab vermehrt wurden, wurde in einer sogenannten Mini- bzw. Schnellprdparation iiber-
priift, ob die ausgewihlten Klone auch tatsidchlich die eingebrachte Plasmid-DNA tragen.

Zu diesem Zweck wurden Bakterien aus je 1 mL der Ubernachtkulturen 30 sec bei 9000 rpm
abzentrifugiert, in 100 pL. Losung 1 resuspendiert und 5 min bei RT inkubiert. Zur vollstdndi-
gen, alkalischen Lyse der Zellen wurden dann 100 pL der frisch angesetzten Losung 2 hinzu-
gegeben, kurz gevortext und die Suspension fiir 5 min bei 60°C im Thermoblock inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben sofort auf Eis gestellt, mit 150 uL. Losung 3 versetzt und fiir
weitere 15 min auf Eis inkubiert. Durch eine nachfolgende 15miniitige Zentrifugation bei
14.000 rpm (4°C) konnten dann die kleinen, in Losung gebliebenen Plasmid-Molekiile von
den tiibrigen bakteriellen Bestandteilen (hochmolekulare RNA, denaturierte chromosomale
DNA, denaturierte Proteine und Zelldebris) getrennt werden, da diese durch die hohe Salz-
konzentration ausgefallen waren. Zu den Uberstinden wurde dann je 1 mL eiskaltes Ethanol
gegeben und die Plasmid-DNA fiir 30 min bei -80°C gefillt. Die Prazipitate wurden 20 min
bei 14.000 rpm (4°C) abzentrifugiert, die Pellets noch zweimal mit kaltem 70 %igem Ethanol
gewaschen und im Speed Vac getrocknet. Zur Uberpriifung der Identitit der Plasmid-DNA
erfolgte abschlieBend eine Restriktionsenzymspaltung (siehe 3.20.2.1).

3.10 Maxipraparation bakterieller Plasmid-DNA

Nachdem die Bakterienklone auf die Plasmid-DNA hin iiberpriift wurden, erfolgte die
Anzucht der Klone mit je 500 uL der Ubernachtkultur aus 3.8 in 400 mL LB-Medium mit
10 pg/mL Tetracyclin. Die Inkubation der Bakterien wurde bei 37°C auf einem Schiittler bis
zu einer ODssp von 0,9-1,2 durchgefiihrt. Die Anzucht wurde schlieflich mit 170 pg/mL
Chloramphenicol iiber Nacht fortgesetzt. Die Bakteriensuspension wurde dann bei 4000 rpm
in der Sorvall RC 28 S mit dem Rotor F-16/250 fiir 20 min bei 14°C zentrifugiert, das Pellet
mit 20 mL TES-Puffer gewaschen und in 25 mL STET-Puffer resuspendiert. Durch Zugabe
von 1 mL Lysozym und das Aufkochen des Ansatzes fiir 40 sec liber dem Bunsenbrenner
wurden die Zellen dann lysiert. Es folgte eine erneute Zentrifugation des Lysates fiir 45 min
bei 16.000 rpm (14°C) in der Sorvall RC 28 S mit dem F-28/50-Rotor. Der Uberstand wurde
in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt, mit einem Volumen-Anteil Isopropanol versetzt und
die Nukleinsdure fiir mindestens 10 min bei -80°C gefillt. Nach einer weiteren Zentrifugation

fiir 60 min bei 12.000 rpm (4°C) mit dem Rotor F-28/50 wurde das Pellet fiir etwa 10 min im
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Speed Vac getrocknet und in 8,7 mL Sarkosyl-Losung resuspendiert. Es folgte die Zugabe
von 9,4 g CsCl sowie 900 uL. Ethidiumbromid-Lésung und eine isopyknische Zentrifugation
in der Ultrazentrifuge mit dem FW 65-Rotor bei 33.000 rpm fiir 48 h bei 20°C. Die Plasmid-
Bande wurde unter UV-Licht mit einer Kaniile abgezogen, in ein Falkonréhrchen tiberfiihrt,
mit Césiumchlorid-Losung auf 12 mL aufgefiillt und erneut fiir 24 h bei 50.000 rpm (20°C)
im FW 65-Rotor zentrifugiert. Nachdem die Plasmid-Bande wieder abgezogen wurde, erfolg-
te die Entfernung des Ethidiumbromids durch mehrmaliges Ausschiitteln der DNA-Pripara-
tion mit NaCl-gesittigtem Isopropanol. Abschlieend wurde das Céasiumchlorid durch eine
Dialyse gegen eine 5 mM Tris-Base (pH 8,0) entfernt, die DNA-Konzentration bestimmt (sie-
he 3.19) und die Identitdt der Nukleinsdure erneut durch eine Restriktionsspaltung liberpriift
(siehe 3.20.2.1). Die Lagerung der derart gewonnenen Plasmid-DNA erfolgte bei -20°C.

3.11 Herstellung infektioser HCV-RNA iiber in vitro Transkription

Fiir die Herstellung infektioser HCV-RNA wurde die HCV-cDNA des mit Bsm I lineari-
sierten Vektors p90/HCV (siehe 3.20.2.2) mit der T7-RNA-Polymerase transkribiert. Der
Transkriptionsansatz wurde modifiziert nach KOLYKHALOV und setzte sich wie folgt zusam-
men: 2 pg linearisiertes p90/HCV, 20 uL 5 x Transkriptionspuffer, 10 mM DTT, 6 mM
MgCl,, je 3 mM ATP, UTP, CTP und GTP, 50 U RNasin und 50 U T7-Polymerase (Kolyk-
halov et al., 1997).

Der Ansatz besal} ein Endvolumen von 100 pL und wurde fiir 90 min bei 37°C inkubiert. Es
erfolgte die Zugabe von 1 pL T7 Polymerase und die weitere Inkubation fiir 90 min bei 37°C.
Nach Ablauf der Inkubation wurde der Transkriptionsansatz dann einem DNase Verdau (sie-
he 3.20.1.2) sowie einer Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen (siehe 3.15.1). Die Pro-
dukte wurden schlielich gelelektrophoretisch kontrolliert (sieche 3.18) und photometrisch
quantifiziert (siche 3.19).

3.12 Transfektion von Zellen

3.12.1 Transfektion von U937- und FRhK4-Zellen mit HCV-RNA

3.12.1.1 DEAE-Dextran Transfektion

Mit DEAE-Dextran wurden U937-Zellen sowie FRhK4-Zellen und -Zellklone mit HCV-RNA
transfiziert. Die U937-Zellen (10° Zellen pro Ansatz) wurden mit RNA transfiziert, die aus
dem HCV-Frischplasma Nr. 4 isoliert wurde. Die FRhK4-Zellen und -Zellklone einer 6 cm
Zellkulturschale (etwa 80 % konfluent gewachsen) wurden sowohl mit RNA aus der HCV-
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Frischplasmaprobe Nr. 4, als auch mit der in vitro transkribierten HCV-RNA (siche 3.11)
transfiziert.

Die jeweiligen Zellen wurden zu diesem Zweck einmal mit TS-Losung gewaschen und in
250 pL Transfektionsmix aus 1 bzw. 10 pg RNA und 12,5 uL DEAE-Dextran in TS-Losung
inkubiert. Als Negativkontrolle diente ein RNA-freies Inokulum. Nach einer 15miniitigen
Inkubation bei RT wurden die Zellen zweimal in Grundmedium gewaschen und schlieBlich

bei 37°C und 5 % CO; im jeweiligen Erhaltungsmedium weiter kultiviert.

3.12.1.2 Transfektion mit TransMessenger™ Transfection Reagent

Die Transfektion von U937-Zellklonen sowie FRhK4-Zellen und -Zellklonen erfolgte mit
jeweils 5-10 ng RNA nach den Angaben des Herstellers. Im Anschluss an die Transfektion
wurden die Zellen zweimal mit sterilem PBS gewaschen und im entsprechenden Erhaltungs-
medium/Selektionsmedium kultiviert. Bei den U937-Zellklonen wurde das Selektionsmedium

teilweise mit 10 ng/mL PMA versetzt und alle vier Tage zu 50 % erneuert.

3.12.2 Transfektion von U937-Zellen mit pcDNA/RLI 3’ und pcDNA/RLI 3’ (-)

3.12.2.1 Calcium-Phosphat Transfektion

5 ng Vektor-DNA (pcDNA3/RLI 3° und pcDNA3/RLI 3’ (-)) wurden mit kaltem TE-Puffer
auf 438 uL aufgefiillt, kurz gemischt und langsam mit 62 pL einer 2 M CaCl-Losung versetzt.
AnschlieBend wurden 500 uL kaltes 2 x HBS in einem 15 mL Falkonréhrchen vorgelegt und
die vorbereitete DNA-LGsung tropfenweise hinzugegeben, wihrend zwischendurch auf Eis
geschiittelt wurde. Dieser Transfektionsmix wurde 30 min auf Eis inkubiert und anschlieend
langsam auf 10° U937-Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale (in 2 mL Erhaltungsmedium)
verteilt. Der Ansatz wurde fiir 4 h bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Dann wurden die Zellen
in ein 15 mL Falkonréhrchen tiberfiihrt, fiir 5 min bei 3000 rpm abzentrifugiert und mit 1 mL
Glycerol-Schocklosung fiir genau 90 sec behandelt. Sofort danach wurden die Zellen mit
10 mL Erhaltungsmedium neutralisiert und zweimal in einem Gesamtvolumen von 10 mL
Medium gewaschen (5 min bei 3000 rpm). Die Zellen wurden in 5 mL Erhaltungsmedium
resuspendiert, in eine 6 cm Zellkulturschale iiberfiihrt und vor ihrer Selektion (siehe 3.13) fiir
48 h bei 37°C und 5 % CO; kultiviert.

Als Kontrolle fiir die nachfolgende Selektion dienten Mock-transfizierten Zellen, die mit

einem Transfektionsmix ohne Plasmid-DNA transfiziert wurden.
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3.12.2.2 Transfektion mittels Elektroporation

Bei der Elektroporation werden nicht-adhdrente Zellen in ein elektrisches Feld gebracht und
kurzen elektrischen Impulsen hoher Frequenz ausgesetzt. Dabei entstehen kurzzeitig Offnun-
gen in der Plasmamembran, durch die die Nukleinsduren in die Zellen gelangen konnen.

Fiir die Transfektion von U937-Zellen mit pcDNA3/RLI 3’ und pcDNA3/RLI 3’ (-) wurden
jeweils 2 x 10° Zellen in 800 pL Grundmedium aufgenommen, mit 5 pg der entsprechend
linearisierten Plasmid-DNA versetzt (siehe 3.20.3) und in Elektroporations-Kiivetten {iber-
fiihrt. Zwei Ansdtze wurden dann bei RT elektroporiert, zwei weitere Ansitze wurden vor der
Transfektion in der Kiivette auf Eis abgekiihlt bevor sie in den Multiporator von Eppendorf
gestellt wurden. Die benétigte Spannung sowie die Pulsldnge fiir die Elektroporationen wur-
den einerseits nach den Empfehlungen des Herstellers, andererseits in Anlehnung an BERGAN
und KUSUMAWATI gewihlt und sind in Tab. 3.12-1 aufgefiihrt (Bergan et al., 1993; Kusuma-
wati et al., 1999).

Tab. 3.12-1: Bedingungen der Elektroporation fiir die Transfektion von U937-Zellen.

Elektroporation bei 49°C  Elektroporation bei RT

Spannung 440 Volt 220 Volt

Pulsdauer 40 ps 80 ps

Im Anschluss an die Elektroporation wurden die Zellen zunichst 10 min in der Kiivette belas-
sen (bei RT bzw. fiir 2 min auf Eis und dann bei RT), vorsichtig in Erhaltungsmedium {iber-

fithrt und fiir 48 h bei 37°C und 5 % CO; kultiviert.

3.12.2.3 Transfektion mit SuperFect® Transfection Reagent

Die Transfektion von 1-2 x 10° U937-Zellen mit pcDNA3/RLI 3° und pcDNA3/RLI 3’ (-)
erfolgte in einer 6 cm Zellkulturschale mit dem SuperFect-Reagenz nach den Angaben des
Herstellers. Die Zellen wurden mit dem Transfektionsmix 48 h bei 37°C und 5 % CO, inku-

biert und direkt danach selektioniert.

3.13 Selektion der transfizierten U937-Zellen

Etwa 48 h nach der Transfektion von U937-Zellen mit pcDNA3/RLI 3’ und pcDNA3/
RLI 3° (-) (siehe 3.12.2) erfolgte die Selektion der entsprechenden Zellklone. Zu diesem
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Zweck wurden die Zellen zundchst 10 min bei 2000 rpm abzentrifugiert und in 10 mL bzw.
20 mL Selektionsmedium aufgenommen.

Von dieser Zellsuspension wurden dann je 200 ul in das Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte
gegeben. Alle vier Tage erfolgte schlielich der Austausch von 100 pLL Medium durch 100 pL
neues Selektionsmedium, bis eine deutlich sichtbare Zellproliferation zu erkennen und alle

Kontrollzellen abgestorben waren.

3.14 Isolierung von Nukleinsiure

3.14.1 HCV-RNA-Extraktion nach der Silica-Methode

Bei der Silica-Methode handelt es sich um ein schnelles und einfaches Verfahren, um RNA
aus Serum- oder Plasmaproben zu isolieren. Die Silica-Methode beruht dabei auf einer Lyse
des Probenmaterials in Anwesenheit von Guanidiniumisothiocyanat (GIT), das die Proteine
denaturiert und somit unerwiinschte RNasen inhibiert. Nach der Lyse wird die freigesetzte
Nukleinsdure an Silicapartikel gebunden und aufgereinigt (Boom et al., 1990).

Zu 100 pL einer HCV-Frischplasmaprobe wurden nacheinander 900 pL Lysepuffer und
10 pL der Silica-Matrix (siche 2.14.9) gegeben, wobei die Probe jeweils gut gemischt wurde.
Der Ansatz wurde dann 10 min bei RT inkubiert (zwischendurch vortexen), fiir 1 min bei
12.000 rpm zentrifugiert und das Silica-Pellet in 900 uL. Waschpuffer vollstindig resuspen-
diert. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 12.000 rpm wurde der letzte Waschschritt ein-
mal mit Waschpuffer, zweimal mit 70%igem Ethanol und einmal mit Aceton wiederholt. Es
folgte eine zehnminiitige Inkubation des Pellets im offenen Reaktionsgefdll bei 56°C, die
Aufnahme der Probe in 100 uL DEPC-H,0O und die weitere Inkubation des geschlossenen
Reaktionsgefafies fiir 10 min im Thermoblock (zwischendurch vortexen). SchlieBlich wurde
der Ansatz erneut fiir 2 min bei 14.000 rpm zentrifugiert, 75 uL des wissrigen Uberstandes in
ein neues Gefal tiberfiihrt und die Nukleinsdurelosung bei -80°C gelagert.

3.14.2 RNA-Extraktion mit Guanidiniumisothiocyanat

Das Prinzip der Extraktionsmethode nach CHOMCZYNSKI und SACCHI beruht darauf, dass sich
die RNA in einer wissrigen Losung in Anwesenheit von Guanidiniumisothiocyanat (GIT)
unter sauren Bedingungen (pH 4,5) von einer organischen Phase aus Phenol und Chloroform
sowie einer sogenannten Interphase abtrennen ldsst (Chomczynski & Sacchi, 1987). D.h. bei
der Lyse der Zellen unter sauren Bedingungen, verbleibt die RNA in einer nachfolgenden
Zentrifugation in der wissrigen Oberphase, wihrend sich die Proteine und die DNA in der

unteren organischen Phase bzw. der Interphase befinden.
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Als Ausgangsmaterial dienten max. 10’ Zellen bzw. 200 pL Uberstand infizierter und nicht
infizierter Kulturen oder 100-200 pL der jeweiligen HCV-Frischplasmaproben. Die Proben
wurden mit 500 pL. Losung D versetzt und durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette
gemischt. Anschlieend erfolgte nacheinander die Zugabe von 100 pL einer 1 M Natrium-
acetatlosung (pH 4,0) und 500 pL wassergesittigtem Phenol (pH 4,5), wobei die Ansitze
jedes Mal durch ein- bis zweiminiitiges Schwenken gemischt wurden. Nach der weiteren
Zugabe von 100 puL Chloroform/Isoamylalkohol (49:1) wurden die Proben dann 10 sec kréftig
geschiittelt, fiir 15 min auf Eis gestellt und fiir 20 min bei 10.000 rpm und 4°C zentrifugiert.
Die wissrige Oberphase wurde abgenommen, mit dem gleichen Volumen-Anteil an eiskaltem
Isopropanol versetzt und die RNA fiir mindestens 1 h bei -20°C gefillt. Durch eine erneute
Zentrifugation bei 10.000 rpm (4°C) fiir 20 min wurde die Nukleinsdure pelletiert. Das Pellet
wurde anschlieBend in 300 puL Losung D resuspendiert und die RNA durch den Zusatz des
gleichen Volumens an Isopropanol reprizipitiert. Die Pelletierung der Nukleinsdure erfolgte
wiederum durch eine Zentrifugation fiir 20 min bei 10.000 rpm (4°C). Das Pellet wurde
schlieBlich noch zweimal mit 75 %igem Ethanol gewaschen, im Speed Vac getrocknet und in
einem geeigneten Volumen Mol.Bio-H,O aufgenommen. Um den Lésungsvorgang zu verbes-
sern, wurden die Proben fiir 10 min bei 65°C inkubiert, photometrisch quantifiziert (siche

3.19) und dann bei -80°C gelagert.

3.14.3 Modifizierte RNA-Extraktion mit S M Guanidiniumisothiocyanat-Losung

Als Ausgangsmaterial dieser modifizierten RNA-Extraktion nach CHOMCZYNSKI und SACCHI
(Chomczynski & Sacchi, 1987) dienten neben 200 pL Zellsuspension oder Kulturiiberstand
auch 200 pL HCV-Frischplasma- bzw. HCV-Serumproben.

Im Vergleich zur herkémmlichen RNA-Extraktion (siehe 3.14.2) wurde bei dieser Methode
u.a. die Zusammensetzung der Losung D verdndert. Die eingesetzten Mengen der verwende-
ten Substanzen wurde dabei erhoht (Losung D*; siehe 2.14.10), um den Verdiinnungsfaktor
zu berticksichtigen, der auftritt, wenn man die normale Losung D nicht auf ein Zellpellet son-
dern zu 100-200 pL Zellkulturiiberstinden oder HCV-Plasmaproben gibt. Zusdtzlich wurde
auch, nach Riicksprache mit S. Wiinschmann (Department of Internal Medicine, University of
Iowa, Iowa City), die Durchfithrung geringfiigig modifiziert. Der Eisschritt, der unmittelbar
nach der Zugabe von GIT, Phenol und Chloroform zur Probe erfolgt, wurde von 15 min auf
45 min erhoht, um eine bessere Phasentrennung zu gewéhrleisten. Zudem fand die Fillung
der RNA mit Isopropanol nun bei -80°C statt, wobei auf die zweite Fallung ginzlich verzich-

tet wurde.
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3.14.4 Isolierung von DNA aus Zellen

3.14.4.1 Klassische DNA-Isolierung

Etwa 10°-10" Zellen wurden gegebenenfalls mit Trypsin abgeldst, einmal mit 10 mL PBS
gewaschen und in 900 pL. TE-Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe von 100 pL der
20 %igen Sarcosyl-Losung wurde der Ansatz kurz gemischt, mit 20 pL. der RNase A-Stock-
16sung versetzt und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde Proteinase K bis zu einer
Endkonzentration von 200 pg/mL zugegeben, fiir weitere 3 h bei 57°C inkubiert und eine
Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefiihrt (siehe 3.15.1).

3.14.4.2 Isolierung mit Chelex® 100

Bei dieser Methode wurden 200 uL einer Zellsuspension (~ 2 x 10° Zellen) zundchst fiir
5 min bei 10.000 rpm (RT) abzentrifugiert und das Pellet in 200 uL einer 10 %igen Chelex-
Losung resuspendiert. Der Ansatz wurde dann fiir 10 min bei 95°C im Thermomixer und
1 min auf Eis inkubiert, bevor eine Zentrifugation fiir 30 sec bei 14.000 rpm erfolgte. Schliel3-
lich wurden vorsichtig 100 pL Uberstand in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt und 5 uL des
derart hergestellten Lysates direkt in die PCR eingesetzt.

3.15 Aufreinigung von Nukleinsiuren

3.15.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

3.15.1.1 Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion

Mit dieser Methode werden proteinhaltige Verunreinigungen aus DNA- bzw. RNA-Prépara-
tionen beseitigt. Das gepufferte Phenol sowie das Chloroform denaturieren dabei die Proteine,
sie fallen aus und sammeln sich in der nachfolgenden Zentrifugation in der unteren Phenol-
phase und der Interphase unter der wassrigen Nukleinsdurelosung. Die geringen Mengen an
Isoamlyalkohol verhindern beim Ausschiitteln ein Schdumen der Probe, wahrend das Chloro-
form beim letzten Mischvorgang noch das restliche Phenol aus der wéssrigen Phase beseitigt.
Bei der Aufreinigung von DNA wurde in dieser Arbeit ausschlielich TE-gesattigtes Phenol
(pH 7,5) verwendet. Die Isolierung von RNA erfolgte stets mit H,O-gesittigtem Phenol (pH
4,5), da sich im ,,sauren” Phenol DNA 16st und so ein zusitzlicher Reinigungseffekt auftrat
(vgl. 3.14.2).

Die Nukleinsdureproben wurden zunéchst auf ein Volumen von 500 puL mit Mol.Bio-H,O
gebracht und anschlieend mit einem Volumen-Anteil des dquilibrierten Phenols versetzt. Die

Probe wurde 2 min geschiittelt und fiir 2 min bei 14.000 rpm (RT) zentrifugiert, bevor die
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obere wissrige Phase in ein neues Reaktionsgefdl3 transferiert wurde. Nacheinander wurde
dann die Oberphase mit einem Volumen-Anteil Phenol/Chloroform/Isoamlyalkohol (25:24:1)
sowie einem Volumen-Anteil Chlorofom/Isoamylalkohol (24:1) versetzt, wobei jeweils er-
neut fiir 2 min geschwenkt und fiir 2 min zentrifugiert wurde. Die Oberphase wurde schlie3-

lich in ein neues Eppendorfcup iiberfiihrt und die Nukleinsdure gefillt (siehe 3.15.1.2).

3.15.1.2 Fillung von Nukleinsduren

Nukleinsduren bilden in Gegenwart von monovalenten Kationen in Ethanol ein unldsliches
Prazipitat und kdnnen so aus Losungen weiter aufgereinigt bzw. konzentriert werden.

Die Fillung der Nukleinsdure erfolgte durch die Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumace-
tat-Losung (pH 4,8) und dem 2,5fachen Volumen an eiskaltem Ethanol sowie einer Inkubati-
on der Proben fiir 1 h bei -80°C. Durch eine nachfolgende Zentrifugation der Ansétze fiir
30 min bei 14.000 rpm und 4°C wurde die Nukleinséure pelletiert. Das Pellet wurde anschlie-
Bend zweimal mit 70 %igem Ethanol gewaschen (Zentrifugation fiir 30 min bei 14.000 rpm
und 4°C) und fiir 5 min im Speed Vac getrocknet. Die Nukleinsdure wurde dann in einem
geeigneten Volumen Mol.Bio-H,O aufgenommen und gegebenenfalls photometrisch quantifi-

ziert (siehe 3.19).

3.15.2 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen
Um spezifische Fragmente einer durch Restriktionsverdau gespaltenen DNA oder Produkte
einer PCR isolieren zu konnen, wurde einerseits eine Aufreinigung in niedrig schmelzender

Agarose durchgefiihrt, andererseits ein Kit der Firma Qiagen verwendet.

3.15.2.1 Aufreinigung durch Gelelektrophorese in LMP-Agarose

Die DNA wurde in niedrig schmelzender Agarose elektrophoretisch aufgetrennt, ausgeschnit-
ten und in ein Reaktionsgefdl liberfiihrt. Die Gelstiicke wurden dann auf 56°C erhitzt, mit
vorgewarmtem Aqua dest. auf 500 pL aufgefiillt und dem gleichen Volumen an TE-gesittig-
tem Phenol versetzt. Der Ansatz wurde fiir 2 min im Vortexer gemischt und es folgte eine
zweiminiitige Zentrifugation bei 14.000 rpm (RT) zur Phasentrennung. Nach der Uberfiihrung
der wissrigen Oberphase in ein neues Cup wurde der Vorgang nacheinander mit Phenol/
Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und mit Phenol (TE-geséttigt) wiederholt. Anschlie-
end wurde das Phenol durch dreimaliges Extrahieren mit wassergesittigtem Ether aus der
wiassrigen Oberphase entfernt, die obere Etherphase abgenommen und die DNA gefillt (siehe
3.15.1.2).
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3.15.2.2 Aufreinigung mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit

Bei dieser Aufreinigung wurde die DNA zunéchst in normaler oder niedrig schmelzender
Agarose elektrophoretisch aufgetrennt, ausgeschnitten und in ein Eppendorfcup tberfiihrt.
Die weitere Isolierung der Nukleinsédure erfolgte mit dem Gel Extraktions Kit der Firma Qia-
gen nach den Angaben des Herstellers. Im Anschluss an die Elution der DNA wurde die Kon-

zentration der Nukleinsdure am Photometer bestimmt (siche 3.19).

3.16 RT-PCR zum Nachweis von RNA
Bei jeder RT-PCR wurde eine Positivkontrolle mitgefiihrt, die die zu detektierende Nuklein-
sdure definitiv enthielt (Ausnahme: Nachweis des Negativstranges von HCV) und mindestens

eine Negativkontrolle, zu der statt RNA nur Wasser gegeben wurde.

3.16.1 Nachweis des Positivstranges von HCV

Die Detektion des HCV-Positivstranges erfolgte mittels RT-PCR mit einer nachfolgenden
nested-PCR modifiziert nach den Angaben von SCHMIDT et al. (Schmidt et al., 1995). Dabei
wurden 1 pg der RNA-Priparationen aus den Zellen bzw. 6 uL. RNA-Extrakt, mit jeweils
30 pmol Sense- und Antisense-Primer (outer-Primer, siehe 2.8.1), je 200 uM dATP, dCTP,
dGTP und dTTP und 5 pL 10 x PCR-Puffer auf ein Volumen von 45 pL gebracht und fiir
5 min bei 95°C inkubiert. Die Proben wurden dann sofort auf Eis gestellt und mit 5 L des
Enzymmixes bestehend aus 1,25 U Expand™ Reverse Transkriptase sowie 1 U Taq DNA-
Polymerase versetzt. Es folgte eine reverse Transkription fiir 30 min bei 42°C, ein Denaturie-
rungsschritt fiir 1 min bei 95°C und 30 PCR-Zyklen mit folgenden Parametern: Denaturierung
fiir 1 min bei 95°C, Annealing fiir 1 min bei 60°C und Extension fiir 2 min bei 72°C.
Anschlieflend erfolgte eine einmalige Extension bei 72°C fiir 10 min.

An die RT-PCR schloss sich dann die nested-PCR an. Fiir diesen Zweck wurde 1 pL der
cDNA aus der RT-PCR in ein neues Reaktionsgefal iberfithrt und mit 30 pmol der jeweiligen
inner-Primer (siehe 2.8.1), je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 5 pL 10 x PCR-Puffer
und 1 U Tag-Polymerase versetzt. Die nested PCR erfolgte in einem Endvolumen von insge-
samt 50 uL, wobei die PCR-Bedingungen denen der RT-PCR entsprachen. Lediglich eine

zweiminiitige Denaturierung wurde den 30 PCR-Zyklen vorgeschaltet.
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3.16.2 Nachweis des Replikationsintermediates von HCV

Zum Nachweis des Negativstranges von HCV wurde jeweils 1 pg der RNA-Préparationen aus
den Zellen eingesetzt. Im Gegensatz zur Detektion des Positivstranges wurde die reverse
Transkription und die erste PCR zum Nachweis des Replikationsintermediates in getrennten
ReaktionsgefaBen, modifiziert nach den Angaben von LANFORD und CRAGGS, durchgefiihrt
(Lanford et al., 1995; Craggs et al., 2001). Fiir die reverse Transkription wurde das Template
zundchst mit 20 pmol des HCV-spezischen Sense-Primers (outer-Primer, siehe 2.8.1) in
einem Volumen von 12 pL fiir 2 min bei 95°C und 3 min bei 70°C inkubiert. Dann erfolgte
die Zugabe von 8 pL des vorgewédrmten RT-Mixes mit 4 U Tth-Polymerase, 2 uLL Tth-Puffer,
1 mM MnCl, sowie 200 uM eines jeden dNTP, wihrend die Temperatur bei 70°C gehalten
wurde. Nach einem Primer-Annealing fiir 2 min bei 60°C folgte die reverse Transkription fiir
20 min bei 70°C. Die Reverse Transkriptase Aktivitdt der Tth-Polymerase wurde anschlie-
Bend durch die Zugabe von 2 uL einer 7,5 mM EGTA-Ldsung sowie einer Inkubation der
Ansitze fir 30 min bei 98°C inaktiviert. Die Durchfiihrung der ersten PCR erfolgte mit
1-5 pL ¢cDNA aus der RT-Reaktion in einem Volumen von 50 puL mit jeweils 30 pmol der
outer-Primer (siehe 2.8.1), je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 5 pL 10 x PCR-Puffer
und 1 U Tag-Polymerase. Im Anschluss an die erste PCR wurde eine nested PCR durchge-
fiihrt, wobei die PCR-Bedingungen denen der nested-PCR aus 3.16.1 entsprachen.

3.16.3 Nachweis von HAV-RNA

Die rerverse Transkription und die nachfolgende PCR zum Nachweis des HAV wurde in
einem Endvolumen von 50 pL durchgefiihrt. Zundchst wurden dabei 45 puL des RT-PCR-
Ansatzes aus 5 pL. 10 x PCR-Puffer, 50 pmol HAV Sense- und Antisense-Primer (siche
2.8.7), je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP sowie 6 uL eines RNA-Extraktes fiir 5 min
bei 95°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben sofort auf Eis gestellt und 5 uL des
Enzymmixes bestehend aus 1,25 U Expand™ Reverse Transkriptase sowie 1 U Taq DNA-
Polymerase hinzugegeben. Es folgte die reverse Transkription fiir 45 min bei 42°C, ein Dena-
turierungsschritt fiir 1 min bei 94°C und 30 PCR-Zyklen mit folgenden Parametern: Denatu-
rierung fiir 1 min bei 94°C, Annealing fiir 2 min bei 56°C und Extension fiir 3 min bei 72°C.

Zum Abschluss erfolgte eine finale Extension bei 72°C fiir 10 min.

3.16.4 Nachweis von RLI-mRNA
Die enzymatische Amplifikation der RLI-mRNA wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Im
ersten Schritt wurden 2 pug RNA und 30 pmol RLI-1-as-Primer (siche 2.8.4) mit Mol.Bio-H,O
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auf ein Volumen von 10 pL gebracht, fiir 10 min bei 65°C im Thermocycler inkubiert und
sofort auf Eis gestellt. AnschlieBend erfolgte die reverse Transkription in einem Gesamtvolu-
men von 20 puL mit 200 uM eines jeden Desoxynukleotidtriphosphates, 10 mM DTT, 4 uL
des 5 x Expand™ Reverse Transkriptase Puffers und 1,25 U Expand™ Reverse Transkripta-
se. In einem zweiten Schritt wurden 5 puLL der cDNA in ein neues Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt
und mit je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP, 5 uL des 10 x PCR-Puffers, 1 U Taq
DNA-Polymerase sowie 30 pmol der RLI-spezifischen Sense- bzw. Antisense-Primer (siche
2.8.4) versetzt. Nach einer zweiminiitigen Denaturierung der Proben bei 95°C erfolgte die
PCR mit 30 Zyklen (1 min 95°C, 1 min 56°C und 2 min 72°C) sowie eine abschlieende
Extension der neusynthetisierten DNA fiir 10 min bei 72°C.

3.16.5 Nachweis von B-Actin-mRNA

Bei der B-Actin PCR erfolgte die Amplifikation der Nukleinsdure ebenfalls in zwei Schritten.
Dazu wurden wiederum 0,5-2 nug RNA-Extrakt mit 30 pmol Antisense-Primer (siche 2.8.8)
auf ein Volumen von 10 pL gebracht, fiir 10 min bei 65°C inkubiert und sofort auf Eis
gestellt. Mit dem gleichen Reaktionsmix wie unter 3.16.4 beschrieben (Verwendung von
B-Actin spezifischen Primern anstelle der RLI-Primer) wurde schlieflich die reverse
Transkription und die nachfolgende PCR durchgefiihrt. Nach einer Initialen Denaturierung fiir
5 min bei 95°C und 30 PCR-Zyklen mit 1 min Denaturierung bei 95°C, 2 min Annealing bei
60°C sowie 3 min Extension bei 72°C, erfolgte wieder eine finale Extension fiir 10 min bei

72°C.

3.17 PCR zum Nachweis des RLI auf Genomebene

Um zu tiiberpriifen, ob die transfizierten U937-Zellen aus 3.12.2 das RLI-ORF des Plasmides
pcDNA3/RLI 3’ stabil aufgenommen hatten, wurde das RLI in den selektionierten Zellklonen
(siche 3.13) auf Genomebene nachgewiesen. Die Detektion des RLI-ORF erfolgte dabei
jeweils mit einer Primerkombination die gewéhrleistete, dass das zusitzlich eingebrachte
RLI-ORF von dem zelluldren RLI-Gen unterschieden werden konnte (siehe Tab. 3.17-1).

Die PCR wurde in einem Volumen von 50 pL mit je 1 ug DNA-Extrakt, 50 pmol Sense- und
Antisense-Primer, 200 uM jedes Desoxynukleotidtriphosphates, 5 uL 10 x PCR-Puffer und
1 U Tag-Polymerase wie unter 3.16.4 beschrieben durchgefiihrt.
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Tab. 3.17-1: Primerkombinationen fiir den Nachweis des RLI auf Genomebene

Ansatz Primer 1 Primer 2
1 RLI-1-s RLI Tausch-as
(SP6-Promotor)
2 RLI-1-as RLI Tausch-s
(CMV-Enhancer)
3 RLI-1-as RLI-P-CMV

(CMV-Promotor)

3.18 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA- und RNA-Molekiile erfolgte mit 0,6 bis 2 %igen horizontalen
Agarosegelen in TAE-Puffer unter Zusatz von 0,4 pg/mL Ethidiumbromid. Die angelegte
Feldstirke betrug maximal 5 V/cm Elektrodenabstand. Vor dem Auftragen der Proben wurde
ihre Dichte durch die Zugabe eines Probenpuffers (normaler oder denaturierender Probenpuf-
fer; siche 2.14.13) erhoht, wobei dieser maximal 1:6 verdiinnt wurde. Als Langenmall wurden
5-10 uL eines DNA-GroBenstandards eingesetzt. Die Beurteilung der Gele erfolgte unter UV-
Licht bei 256 nm und die Dokumentation der Ergebnisse mit einer Polaroidkamera.

Fiir die RNA-Gele wurde der Lauf- und Elektrophorese-Puffer mit DEPC-H,0O und der Pro-
benpuffer mit Mol.Bio.H,O angesetzt. Zusitzlich wurde die Elektrophoresekammer, der
Geltrdger und der Kamm nacheinander mit 3 %iger H,O,-Losung und mit DEPC-H,O

gespiilt, bevor sie fiir die Gelelektrophorese verwendet wurden.

3.19 Photometrische Quantifizierung von Nukleinsiuren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren basiert auf dem Absorptionsmaximum
von DNA und RNA bei 260 nm, das durch die in den Basen enthaltenen aromatischen Ringe
bedingt ist. Die Konzentration der Nukleinséduren wurde in Quarzkiivetten mit einer Schicht-
dicke von 1 cm bestimmt, was bei einem Absorptionswert von 1 (Optische Dichte, OD) einer
dsDNA-Konzentration von 50 pg/mL entspricht (1 ODy6p = 40 pg/mL ssRNA bzw. 33 ug/mL
ssDNA).

Zusitzlich kann die Reinheit der DNA- bzw. RNA-L6sung an dem Verhéltnis der Absorption
von Nukleinsduren (260 nm) und Proteinen (280 nm) bestimmt werden. Bei einer reinen
Nukleinsdure-Préaparation liegt der Quotient Ass0/Azg0 zwischen 1,8 (DNA) und 2,0 (RNA).
Ist der Wert kleiner liegt eine Verunreinigung der Priaparation durch Proteine oder Phenolreste

VOr.
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3.20 Enzymatische Modifikationen von Nukleinsiuren

3.20.1 DNase-Verdau mit DNase RQ1

3.20.1.1 Verdau von zelluldren RNA-Extrakten mit DNase RQ1

Die RNA-Extrakte HCV-transfizierter Zellen wurden vor der Durchfiihrung der RT-PCR
einer DNA-Degradation mit der DNase RQI1 unterzogen. Dafiir wurden je 43 pL RNA-
Losung aus der Extraktion mit je 5 pL. 10 x DNase-Puffer und 2 U DNase RQ1 fiir 30 min bei
37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die RNA {iiber eine Phenol/Chloroform-Extraktion auf-
gereinigt (siehe 3.15.1).

Der erfolgreiche DNA-Verdau wurde iiberpriift, indem eine RNA-haltige Probe mit und ohne
die Reverse Transkriptase liber die RT-PCR amplifiziert wurde.

3.20.1.2 Verdau von in vitro transkribierter HCV-RNA mit DNase RQ1

Die Produkte der in vitro Transkription aus 3.11 wurden mit 5 U DNase RQ1 sowie 10 puL
10 x DNase-Puffer versetzt und fiir 15-30 min bei 37°C inkubiert. Die RNA wurde anschlie-
Bend tiber eine Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigt (siehe 3.15.1) und photometrisch
quantifiziert (siche 3.19).

Die DNA-Degradation der Transkriptionsansitze wurde durch eine Kontrolle bei der RT-PCR

bzw. durch eine elektrophoretische Auftrennung der Proben im Agarosegel iiberpriift.

3.20.2 Restriktionsenzymspaltung von p90/HCV

Restriktionsenzyme sind Endonukleasen bakteriellen Ursprungs, die doppelstrangige DNA-
Molekiile an den Phosphodiesterbindungen spalten. Die Restriktionsenzymspaltung des infek-
tiosen HCV-Plasmides (p90/HCV FL-long pU; siehe 2.4.1) erfolgte, je nach Arbeitsvorhaben,

mit unterschiedlichen Enzymen.

3.20.2.1 Spaltung des p90/HCV mit Xba I und Not 1

Der Restriktionsverdau zur Uberpriifung der Identitit der HCV-Plasmid-DNA aus den Plas-
midpréparationen (siehe 3.9 und 3.10) erfolgte in einem Endvolumen von 30 pL mit jeweils
4 U der Restriktionsendonukleasen Xba I und Not I, 2 uLL RNase A (2 mg/mL), 3 uL 10 x
Restriktionspuffer H und 20 pL (Miniprdparation) bzw. 300 ng (Maxipriparation) Plasmid-
DNA fiir 2 h bei 37°C. Zur Kontrolle der Spaltung wurden die Ansétze komplett auf ein Aga-
rosegel aufgetragen (siehe 3.18).
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3.20.2.2 Linearisierung des p90/HCV mit Bsm [

Die Linearisierung des infektiosen HCV-Plasmides mit Bsm [ fiir die in vitro Transkritption
erfolgte mit 5 pg Plasmid-DNA sowie 20 U Bsm I in einem Endvolumen von 40 pL nach den
Angaben des Herstellers. Im Anschluss an den jeweiligen Verdau wurden 1-3 pL. des Ansat-
zes zur Kontrolle der Spaltung entnommen und elektrophoretisch aufgetrennt (siehe 3.18).
Die linearisierte DNA wurde dann iiber eine Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigt (sie-

he 3.15.1) und die Konzentration der Nukleinsdure photometrisch bestimmt (siche 3.19).

3.20.2.3 Spaltung des p90/HCV mit Kpn [ und Pin Al (Age 1)

Die Degradation des p90/HCV erfolgte fiir 2 h bei 37°C mit jeweils 20 U Pin Al bzw. Kpn I,
4 pL des entsprechenden Restriktionspuffers sowie 5 pg Plasmid-DNA in einem Endvolumen
von 40 pL. Die Kontrolle des erfolgreichen Verdaus erfolgte mit 3 uL des Spaltproduktes
iber eine Gelelektrophorese (siehe 3.18).

3.20.3 Linearisierung von pcDNA/RLI 3’ und pcDNA/RLI 3’ (-)

Fiir die Transfektion von U937-Zellen mit pcDNA3/RLI 3’ und pcDNA3/RLI 3’ (-) iiber die
Elektroporation (siehe 3.12.2.2), mussten die Plasmide mit Pvu I linearisiert werden. Dafiir
wurden jeweils 10 pg Plasmid, 4 pL Enzym und 5 pL Puffer H in einem Volumen von 50 pL
fiir 3 h bei 37°C inkubiert.

3.21 Quantifizierung von Proteinen nach Bradford

Der Bradford-Assay beruht darauf, dass sich das Absorptionsmaximum des Saurefarbstoffes
Coomassie-Brilliantblau in Gegenwart von Proteinen im sauren Milieu von 465 nach 595 nm
verschiebt.

Fiir den Assay wurden je 5 pL der gegebenenfalls vorverdiinnten Zellysate mit 1 mL Brad-
ford-Reagenz gemischt und fiir 15 min inkubiert. Nach genau 15 min erfolgte die Proteinbe-

stimmung der Proben im Photometer gegen den Lysepuffer als Referenz.

3.22 SDS-PAGE und Western-Blot zum Nachweis des RLI

Die SDS-PAGE wurde in dieser Arbeit zum Nachweis des RLI-Proteins eingesetzt. Zu die-
sem Zweck wurden FRhK4-Zellen und -Zellklone (pcDNA3/RLI 3’ und pcDNA3/RLI 3’ (-))
einer 6 cm Zellkulturschale mit je 250 pL kaltem Rita-Puffer fiir 15 min auf Eis lysiert. Der
Zelldebris wurde fiir 10 min bei 14.000 rpm (4°C) abzentrifugiert, die Uberstéinde in ein neues
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GefaB tiberfiihrt und mit je 5 pl. Lysat die Proteinbestimmung nach Bradford durchgefiihrt
(siehe 3.21). 20-40 pg Protein wurden im Verhéltnis 1:5 mit Proteinprobenpuffer fiir 5 min im
Thermoblock erhitzt. Es folgte die Auftrennung der Proben {iber ein vertikales Sammelgel
(4 % Acrylamidstocklosung in 4 x Upper Tris) und ein Trenngel (7,5 % Acrylamidstockls-
sung in 4 x Lower-Tris) in Elektrophorespuffer fiir 2-3 h bei maximal 6 V/cm Elektrodenab-
stand und 4°C. Als Groflenmarker wurde ein vorgefarbter Proteinstandard mitgefiihrt.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel fiir 30 min in Renaturierungspuffer und anschlieend
zusammen mit der Nitrozellulosemembran fiir 30 min in Blottingpuffer inkubiert, bevor der
Tank-Blot fiir 3 h bei 1,0 A erfolgte. Im Anschluss an den Transfer wurde die Spur mit dem
Marker abgetrennt, die Membran kurz in TTBS-Puffer gespiilt und anschlieBend fiir 1 h (oder
iiber Nacht) in Blockierungslosung bei RT (4°C) inkubiert. Fiir das Immunostaining wurde
die Membran dreimal fiir 10 min in Séttigungspuffer gewaschen und zundchst 1 h bei RT
(oder iiber Nacht) mit einem primiren Antikorper (anti-RLI-AK, 1:250 in Sattigungspuffer)
inkubiert. Nach dem Waschen, wurde die Membran mit einem sekunddren Peroxidase-
markierten Antikrper (anti-Kaninchen-HRP, 1:4000 in Sattigungspuffer) fir 1 h bei RT
inkubiert. Die {iberschiissigen Antikorper wurden erneut durch dreimaliges Waschen in TTBS
fiir jeweils 5 min entfernt und es erfolgte schlielich die Detektion mit dem Chemilumines-
zenz-Kit (Luminol-Reagenz) nach den Anweisungen des Herstellers.

An die Detektion des RLI-Proteins schloss sich der Nachweis von 3-Actin {iber einen primé-
ren PB-Actin-Antikorper aus der Ziege (1:400 in Sittigungspuffer) und einen sekundiren,
HRP-gekoppelten anti-Ziege-Antikorper (1:2000 in Séttigungspuffer) an. Zu diesem Zweck
wurde die Membran kurz in TTBS-Puffer gewaschen, fiir 30 min bei 50°C in Strippingpuffer
inkubiert, erneut fiir 10 min in TTBS-Puffer gewaschen und wie oben beschrieben weiter

behandelt, wobei mit der Blockierung der Membran begonnen wurde.

3.23 Konstruktion HCV-spezifischer ssDNA-Sonden

Die Herstellung der HCV-spezifischen, einzelstrdngigen und 5’-biotinylierten Sense-Sonden
zur Detektion des Negativstranges von HCV wurde (im Gegensatz zur Konstruktion der Anti-
sense-Sonden) in enger Zusammenarbeit mit Stephan Kremb, einem ehemaligen Diploman-

den am Institut fiir Virologie der Universitit Bremen, durchgefiihrt.
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3.23.1 Ermittlung des geeigneten Bereiches

Mit den Computerprogrammen aus 2.6 wurde eine Region fiir die Konstruktion der HCV-
spezifischen Sonden aus der HCV-cDNA des infektdsen Plasmides (p90/HCV) ermittelt, die
innerhalb der HCV-Genotypen 1a, 1b, 2a, 2b und 3a recht homolog ist (siche Abb. 3.23-1).
Die entsprechenden Sense- und Antisense-Primer zur Herstellung der Sonden wurden mit
dem Primerdesign-Programm aus 2.6 ermittelt und binden jeweils am 5’- bzw. 3’-Ende des
ausgewdhlten 429 bp-langen Fragmentes der konservierten 5’NTR/Core-Region des infektio-
sen p90/HCV.

5°’NTR/Core-Region aus p90/HCV

Stul (nt 281) Sma I (nt 320, nt 418)

— d

5 3
\ —

Pin Al (nt 155) Kpn I (nt 584)

Abb. 3.23-1: Schematische Ubersicht iiber die 914 bp-lange 5’NTR/Core-Region aus der HCV-
cDNA des infektiosen Plasmides p90/HCV. Die Abbildung zeigt den Bereich fiir die Herstellung der
ssDNA-Sonden in Sense- bzw. Antisense-Orientierung (blau), die Primerbindestellen fiir die Herstellung
eines 665 bp-langen HCV-Inserts (rot) und verschiedene Restriktionsschnittstellen.

3.23.2 Isolierung der Template-DNA

Das 429 bp-lange Fragment aus der HCV-cDNA des infektosen Plasmides wurde {iber eine
Restriktionsenzymspaltung des p90/HCV mit Pin Al sowie Kpn I isoliert (siche 3.20.2.3) und
in einer nachfolgenden Gelelektrophorese in niedrig schmelzender Agarose vom restlichen
Plasmid getrennt. Die Template-DNA wurde aus dem Gel ausgeschnitten und gegebenenfalls

aus der niedrig schmelzenden Agarose aufgereinigt (siehe 3.15.2.1).

3.23.3 Durchfiihrung einer Run-Off-PCR

Bei der Run-Off-PCR wird die Nukleinsdure-Synthese mit nur einem Primer an einer DNA-
Matrize definierter Lange durchgefiihrt. D.h. die DNA-Polymerase kann theoretisch nur einen
der beiden Matrizenstrange amplifizieren und fdllt am Ende ab, so dass einzelstringige DNA-
Molekiile entstehen.

Die Synthese der HCV-spezifischen Sonden iiber die Run-Off-PCR erfolgte, modifiziert nach
STURZL, in einem Volumen von 100 pL mit je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP,
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200 pmol eines biotinylierten Sondenprimers (sieche 2.8.2), 10 uL 10 x PCR-Puffer und 4,2 U
Tag-Polymerase bzw. 4 U Tth-Polymerase (Sturzl & Roth, 1990). Als Template-DNA fiir die
Herstellung der Sonden dienten entweder 15 pL des nicht aufgereinigten 429 bp-langen
Fragmentes aus 3.23.2 (unverdiinnt oder verdiinnt) oder 20-200 ng des entsprechend aufge-
reinigten Fragmentes. Der Ansatz wurde zunéchst 5 min bei 95°C denaturiert, dann folgte die
PCR mit 30-40 Zyklen von 1 min Denaturierung bei 95°C, 1 min Annealing bei 48-76°C und
2 min Extension bei 72°C. Zum Abschluss wurde eine einmalige Extension der neusyntheti-

sierten DNA flir 10 min bei 72°C durchgefiihrt.

3.23.4 Kontrolle der Einzelstringigkeit der Sonden

Die Kontrolle der Einzelstrdngigkeit der Sonden erfolgte zum einen iiber eine Restriktions-
enzymspaltung der Produkte aus der Run-Off-PCR mit Stu I und/oder Sma I und zum anderen
iiber eine gelelektrophoretische Auftrennung der Amplikons mit denaturierendem Probenpuf-
fer.

Fiir die Restriktionsspaltung wurden die Amplikons aus der Run-Off-PCR entweder direkt in
den Verdau eingesetzt oder die Produkte wurden vorher im Agarosegel getrennt, ausgeschnit-
ten und aufgereinigt (siche 3.15.2.1). Die Restriktion erfolgte in einem Endvolumen von
30 pL fiir 2 h bei 37°C, wobei der Ansatz aus 3-6 pL der jeweiligen PCR-Produkte, 4 U
Enzym und 3 pL des entsprechenden Restriktionspuffers bestand. Zur Kontrolle der Spaltung

wurde der Restriktionsansatz komplett elektrophoretisch getrennt (siehe 3.18).

3.24 Konstruktion von HCV-spezifischen Kontrolltranskripten

Um die Qualitit der HCV-spezifischen Sonden aus 3.23 iiberpriifen zu konnen, wurden,
zusammen mit Stephan Kremb, HCV-spezifische Kontrolltranskripte in Positiv- und Negativ-
strang-Orientierung einer definierten Lange hergestellt. Die Region fiir die Konstruktion der

synthetischen Kontrolltranskripte sollte dabei den Bereich der HCV-Sonden beinhalten.

3.24.1 Ermittlung der geeigneten Primer zur Isolierung eines HCV-Inserts aus der
5’NTR/Core-Region des p90/HCV

Mit Hilfe des Primer 3-Computerprogrammes aus 2.6 wurden zundchst Primer ermittelt, die

stromaufwérts vom nt 155 des 5’NTR und stromabwérts vom nt 580 der Core-Region in der

HCV-cDNA des infektiosen Plasmides binden (sieche Abb. 3.23-1). An beide Primer wurde

zusdtzlich die Erkennungssequenz eines Restriktionsenzyms gehédngt, um spéter eine Ligation

des Fragmentes in entsprechende Vektoren zu ermdglichen. Der Sense-Primer wurde mit
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einer Hind III-Schnittstelle und der Antisense-Primer mit einer Eco RI-Schnittstellen versehen
(siche 2.8.3). Die gleichen Primer wurden auflerdem noch einmal mit einer zusétzlichen
5’-Phosphat-Markierung verwendet (HCV trans-s-P und HCV trans-as-P), damit die herge-
stellten HCV-Inserts (sieche 3.24.2) vor ihrem Verdau mit Hind III und Eco RI ligiert werden
konnten. Dadurch sollte iiberpriift werden, ob eine Ligation der HCV-Inserts die Restriktions-
spaltung verbessert und damit den Erfolg der Klonierung, im Vergleich zu den unphosphory-

lierten Inserts, erhoht.

3.24.2 Isolierung des HCV-Inserts aus der S’NTR/Core-Region mittels PCR

Fiir die Isolierung des HCV-Inserts wurden 50 ng des p90/HCV mit 50 pmol der normalen
oder 5’-Phosphat-markierten Sense- und Antisense-Primer (siehe 2.8.3), je 200 uM dATP,
dCTP, dGTP und dTTP sowie 5 uL 10 x PCR-Puffer auf ein Volumen von 47,5 uL gebracht.
Die Ansédtze wurden fiir 5 min bei 95°C inkubiert. Es folgte die Zugabe von 2,5 U Tag-
Polymerase und die Durchfithrung von 30 PCR-Zyklen mit 1 min 95°C, 1 min 68°C und
1 min 72°C. Nach einer abschlieBenden Extension fiir 10 min bei 72°C wurden die PCR-
Produkte bei 4°C gelagert.

Bei den 665 bp-langen HCV-Inserts, die iiber die 5’-phosphorylierten Primer konstruiert
wurden, erfolgte im Anschluss an die PCR eine Blunt End Ligation der Produkte. Fiir diese
Ligationsreaktion wurde die DNA-Ligase des Phagens T4 verwendet. Sie katalysiert die Bil-
dung von Phosphodiester-Bindungen zwischen einer freien 5’-Phosphatgruppe eines DNA-
Molekiiles mit der freien 3’-Hydroxylgruppe eines benachbarten DNA-Stranges. Die Ligation
erfolgte in einem Endvolumen von 50 uL. Der Reaktionsmix bestand aus 10-20 uL. PCR-
Produkt, 5 pLL 10 x Ligase-Puffer, 5 uL BSA (500 pg/mL) sowie 1 pL. T4 DNA-Ligase. Der
Ligationsansatz wurde fiir 5 min bei 37°C, fiir 1 h bei RT und tiber Nacht bei 14°C inkubiert,
bevor er schlielich bei -20°C gelagert wurde.

3.24.3 Restriktionsenzymspaltung der HCV-Inserts sowie der Plasmide pSP64/65 und
Dephosphorylierung der linearisierten Vektoren

Damit die tiber die PCR gewonnenen, 665 bp-langen HCV-Inserts aus 3.24.2 in die Vektoren

pSP64 und pSP65 einkloniert werden konnten, mussten sowohl die PCR-Produkte (unligiert

oder ligiert) als auch die Plasmide mit Hind III und Eco RI enzymatisch degradiert werden.

Die Restriktionsspaltungen wurden mit jeweils 20 U Eco RI und Hind III, 4 pL Puffer B,

23 pL PCR-Produkt oder 5 pg pSP64 bzw. 5 pug pSP65 fiir 3 h bei 37°C in einem Endvolu-

men von 40 pL durchgefiihrt.
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Im Anschluss an den Verdau wurde bei den linearisierten Vektormolekiilen jeweils die
5’-Phosphatgruppe mit einer alkalischen Phosphatase abgespalten. Dies sollte bei der sich
anschlieBenden Ligation verhindern, dass die Plasmidmolekiile mit sich selbst reagieren (Re-
zirkularisierung oder Oligomerisierung). Fiir die Reaktion wurden 40 pl der linearisierten
DNA-Molekiile mit 1 pL der alkalischen Phosphatase sowie 5 uL des 10 x Phosphorylie-
rungspuffers und 54 pL DEPC-H,O fiir 30 min bei 56°C inkubiert. Nach einer erneuten
Zugabe von 1 pL der alkalischen Phosphatase und einer weiteren Inkubation der Probe fiir
30 min bei 56°C, wurde der Ansatz schlielich mit 12 pL einer 100 mM EGTA-L6sung ver-
setzt und erneut 30 min bei 65°C inkubiert, um die alkalische Phosphatase zu inaktivieren.

Die verdauten Vektormolekiile und die verdauten 665 bp-langen HCV-Inserts wurden
schlieBlich iiber ein Gel in niedrig schmelzender Agarose aufgereinigt (siche 3.15.2.1), im

Photometer quantifiziert (sieche 3.19) und bei -20°C gelagert.

3.24.4 Ligation der HCV-Inserts in die Vektoren pSP64 und pSP65

Die Ligation der verdauten 665 bp-langen HCV-Inserts mit den hydrolysierten Vektorfrag-
menten, dargestellt in Abb. 3.24-1, erfolgte ebenfalls mit der T4 DNA-Ligase. Ein Ansatz
wurde in einem Endvolumen von 50 puL. durchgefiihrt und enthielt 0,3 pmol des linearisierten
Vektormolekiiles (pSP64 oder pSP65), 0,3 pmol/0,6 pmol/0,9 pmol des 665 bp-langen HCV-
Inserts, 5 uL 10 x Ligase-Puffer, 5 uL. BSA (500 pg/mL) und 1 uL T4 DNA-Ligase. D.h. das
Verhiltnis der Konzentration von Vektor- zu Insert-DNA betrug 1:1, 1:2 oder 1:3. Die Ansét-
ze wurden jeweils fiir 5 min bei 37°C, fiir 1 h bei RT und schlieBlich iiber Nacht bei 14°C
inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Proben bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert.

Die in der Ligationsreaktion entstandenen rekombinanten Plasmide mit dem HCV-Insert
(pSP64™<Y und pSP65™Y) waren, aufgrund der fehlenden terminalen Phosphatgruppe der
Vektor-DNA, zundchst noch unvollstindig. In der nachfolgenden Transformation von
HB101-Zellen (siehe 3.24.5) wurden die Liicken dann durch die bakteriellen Enzyme

geschlossen.
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665 bp-langes HCV-Insert

HindIII
5> TGAAGCTT AATTCCA 3
3> ACTTCGAA CTTAAGGT 5
EcoRI

I — I —
Sense- Antisense-
Orientierung Orientierung
multiple

cloning sites

SP6 SP6 N
pSP64 pSP65
(2999 bp) (3005 bp)

\ /

Transformation von HB101-Zellen

Abb. 3.24-1: Schematische Ubersicht iiber die Herstellung der rekombinanten Plasmide pSP64™Y
und pSP65™Y, Dargestellt ist die Ligation eines 665 bp-langen HCV-Fragmentes aus der HCV-cDNA
des infektiosen Plasmides (p90/HCV) in die Vektoren pSP64 und pSP65.

3.24.5 Transformation und Amplifikation der rekombinanten Plasmide

Fiir die Amplifikation der rekombinanten Vektoren pSP64™“Y und pSP65™“Y in HB101- und
Ceoo-Zellen wurden die Bakterien zunédchst aufgetaut und 10 min auf Eis gelagert. 20 uL des
Ligationsansatzes aus 3.24.4 wurden mit 80 puL (40 pL) Bakteriensuspension gemischt, fiir 20
min auf Eis, fiir 2 min bei 42°C und wiederum fiir 2 min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe
von 320 ul (160 puL) LB™"-Medium wurden die Ansitze fiir 1 h im Thermoblock unter Schiit-
teln bei 37°C inkubiert, auf Agarplatten mit 100 pg/mL Ampicillin ausplattiert und schlie3-
lich tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nédchsten Tag wurden die Bakterienklone gepickt und
in einer Ubernachtkultur bei 37°C und 260 rpm auf dem Thermoschiittler in 3 mL LB-
Medium mit 100 pg/mL Ampicillin vermehrt. In einer anschlieBenden Minipriparation (siche
3.9) wurden die Klone {iber eine Restriktionsspaltung mit Eco RI und Hind III identifiziert
(vgl. 3.24.3). Einige der Klone, die die gewiinschte Plasmid-DNA mit dem HCV-Insert besa-

Ben, wurden anschlieend in einer Maxipriparation amplifiziert (siche 3.10).
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3.24.6 Kontrolle der Orientierung des HCV-Inserts in den rekombinanten Plasmiden

Eine Kontrolle der Orientierung des in den rekombinanten Plasmiden pSP64™“Y und
pSP65™Y enthaltenen HCV-Inserts erfolgte iiber die PCR. Eingesetzt wurden Kombina-
tionen des Sense-Primers AD 3, der direkt stromaufwirts vor dem SP6-Promotor der rekom-
binanten Plasmide bindet, mit dem Primer HCV trans-s bzw. HCV trans-as (sieche Tab.

3.24-1).

Tab. 3.24-1: Primerkombinationen zur Uberpriifung der richtigen Orientierung des HCV-
Inserts in den rekombinanten Plamiden pSP64™“" und pSP65™¢".

Ansatz Vektor Primer 1 Primer 2 Amplikon
1 pSP64™McY HCV Trans-s AD3 Nein
2 pSP64 ™Y HCV Trans-as AD 3 Ja
3 pSP65 ™Y HCV Trans-s AD3 Ja
4 pSP65 ™Y HCV Trans-as AD3 Nein

Je 50 pmol Primer wurden mit 50 ng Template-DNA, je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und
dTTP sowie 5 uL PCR-Puffer (10 x) auf ein Volumen von 49 pL gebracht. Der Ansatz wurde
fiir 5 min bei 95°C inkubiert, es erfolgte die Zugabe von 1 U Tag-Polymerase und 30 PCR-
Zyklen mit folgenden Parametern: 1 min 95°C, 1 min 48°C und 1 min 72°C. Nach einer ab-
schlieenden Extension fiir 10 min bei 72°C wurden die PCR-Produkte auf ein Agarosegel

aufgetragen (siehe 3.18) und begutachtet.

3.24.7 Linearisierung der rekombinanten Plasmide und Isolierung der Template-DNA
iiber die PCR
Bevor die HCV-spezifischen Kontrolltranskripte {iber die in vitro Transkription hergestellt
werden konnten, mussten die rekombinanten Vektoren pSP64/65 linearisiert werden (siche
3.24.7.1). Gleichzeitig sollten kurze Templates direkt iiber die PCR aus pSP64™“Y und
pSP65™Y isoliert werden, damit diese ebenfalls fiir die in vitro Transkription verwendet
werden konnten (siehe 3.24.7.2). Die linearisierten Plasmide und die etwa 690 bp-langen
PCR-Templates wurden schlieBlich in niedrig schmelzender Agarose elektrophoretisch aufge-

reinigt (siche 3.15.2.1) und bei -20°C gelagert.
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3.24.7.1 Linearisierung der rekombinanten Plasmide pSP64/65™"

Die Spaltung der rekombinanten Plasmide erfolgte mit je 7 ug Plasmid-DNA (siehe 3.24.5),
3 uL Eco RI und 4 pL Puffer H (pSP64"™“Y) bzw. 3 pL Hind III und 4 pL Puffer B
(pSP65™Y) in einem Endvolumen von 40 pL fiir 3 h bei 37°C.

3.24.7.2 Isolierung der Template-DNA iiber die PCR

HCV
4" wurden der

Fiir die Isolierung der Templates in Sense-Orientierung aus dem pSP6
Sense-Primer AD 3 und der HCV trans-as verwendet. Zur Isolierung des Antisense-Templates
aus pSP65™Y wurde der Primer AD 3 zusammen mit dem HCV trans-s eingesetzt (vgl. Tab.

3.24-1, Ansatz 2 und 3). Die PCR-Bedingungen entsprachen denen unter 3.24.6 genannten.

3.24.8 Herstellung der Kontrolltranskripte mittels in vitro Transkription

Zur Herstellung der Kontrolltranskripte in Sense- und Antisense-Orientierung wurden 5 pg
der aufgereinigten HCV-cDNA der linearisierten Plasmide pSP64™Y und pSP65™" oder
0,1 bzw. 1 pg der PCR-Templates aus 3.24.7 in vitro durch die SP6-RNA-Polymerase trans-
kribiert. Ein Ansatz enthielt dabei folgende Bestandteile: 5 pg linearisiertes Plasmid bzw.
0,1-1 ug PCR-Template, 20 uL 5 x Transkriptionspuffer, 10 mM DTT, je 0,5 mM ATP, UTP,
CTP und GTP, 100 U RNasin und 40-100 U SP6-Polymerase.

Die Ansétze wurden mit DEPC-H,0 auf 100 pL aufgefiillt und fiir 90 min bei 37°C inkubiert.
Die Transkriptionsansédtze wurden anschlieend einem DNase-Verdau (siche 3.20.1.2) sowie
einer Phenol/Chloroform-Extraktion unterzogen (siehe 3.15.1). Die Produkte wurden elektro-

phoretisch kontrolliert (siehe 3.18) und im Photometer quantifiziert (sieche 3.19).

3.25 Hybrid-Detection-Assay

Der Hybrid-Detection-Assay (HDA) basiert auf der Hybridisierung von RNA-Molekiilen mit
einer 5’-biotinylierten, einzelstrdngigen DNA-Sonde und der Detektion der entstandenen und
anschlieend immobilisierten DNA:RNA-Hybride durch einen Ap-gekoppelten anti-Hybrid-
Antikdrper (sieche Abb. 3.25-1).

Uber den HDA wurde in dieser Arbeit nicht nur die Qualitit der HCV-spezifischen Sonden
mit den entsprechend konstruierten Kontrolltranskripten iiberpriift, sondern auch RNA-
Extrakte HCV-transfizierter Zellen untersucht. Dafiir wurde die HCV-spezifische Positiv-
strang- bzw. Negativstrang-Sonde zunichst mit einer entsprechenden Menge des jeweiligen

Kontrolltranskriptes bzw. des zelluldiren RNA-Extraktes fiir 5 min bei 95°C inkubiert (wobei
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ein Volumen von 15 pL nicht iiberschritten wurde). Die Ansédtze wurden dann sofort auf Eis
gestellt, mit 100 pL. Hybridisierungspuffer versetzt und vorsichtig gemischt. Nach einer
25miniitigen Inkubation der Proben bei 57°C im Thermomixer wurden von den Hybridisie-
rungsansitzen jeweils 50 pL in zwei Kavititen einer Streptavidin-beschichteten 96-Well-
Mikrotiterplatte gegeben, die Platte mit Parafilm abgedeckt und fiir 30 min bei RT auf dem
Schiittler inkubiert. Nachdem der Uberstand anschlieBend auf einem Whatman-Papier dekan-
tiert wurde, erfolgte die Zugabe von 50 uL des gebrauchsfertigen anti-Hybrid-Antikorpers pro
Well und die Inkubation der Platte fiir weitere 30 min auf dem Schiittler. Die Wells wurden
dann flinfmal mit Waschpuffer und einmal mit Mol.Bio-H,O gewaschen, bevor jeweils 50 uL
der Substratlosung zur Kavitit der Mikrotiterplatte gegeben wurde. Die Ansédtze wurden

30 min im Dunkeln bei RT inkubiert und schlieBlich im Lumineszenz-Counter ausgewertet.

Denaturierung von RNA und HCV-spezifischen Sonden
fiir S min bei 95°C

!

Hybridisierung von RNA und HCV-spezifischen Sonden

fiir 25 min bei 57°C
Hybridisierungs- /

bl

LI%,. " ,,lg,l,\|” A4bl)

Inkubation fiir 30 min Inkubation fiir 30 min 6 x waschen Inkubation fiir 30 min,
Messung der Lumineszenz

Hybrid-spezifische AK
k (AP-gekoppelt)

- Ak

N\

Substratzugabe

) /)L (CDP-Star)

l l

' YAV
I,)t\,)l\

Abb. 3.25-1: Schematische Darstellung des Hybrid-Detection-Assays. (=~— : RNA; ===m=@ : biotinylierte
ssDNA-Sonde; U : Streptavidin).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Etablierung einer PCR-unabhingigen Methode zum Nachweis des

Positiv- und Negativstranges von HCV

Fiir die Etablierung einer PCR-unabhéngigen Methode zur Detektion des HCV in Zellextrak-
ten, wurde das Prinzip des Hybrid-Detection-Assays (HDA, vgl. 3.25) gewihlt, das von
ScHMITZ und DOTZAUER bereits erfolgreich zum Nachweis der RNA des Hepatitis A-Virus
eingesetzt wurde (Schmitz & Dotzauer, 1998).

Das Prinzip des HDA beruht auf der Hybridisierung einer einzelstringigen, biotinylierten
DNA-Sonde mit der Target-RNA. Es mussten deshalb zundchst HCV-spezifische DNA-
Sonden konstruiert werden, deren Spezifitit dann mit ebenfalls synthetisch hergestellten

HCV-spezifischen Kontrolltranskripten iiber den HDA kontrolliert werden sollte.

4.1.1 Herstellung HCV-spezifischer ssDNA-Sonden

Fiir die Konstruktion der HCV-spezifischen 5’-biotinylierten ssDNA-Sonden war es vorab
erforderlich, eine geeignete Region aus der HCV-cDNA des infektiosen HCV-Plasmides
(p90/HCV FL-long pU; vgl. 2.4.1) zu ermitteln. Im Anschluss daran wurde die entsprechende
Template-DNA isoliert und die Sonden schlieBlich mittels der Run-Off-PCR synthetisiert.

4.1.1.1 Ermittlung und Isolierung des geeigneten Templates

Die geeignete Region zur Herstellung der Sonden wurde iiber das Computerprogramm Blast
am NCBI ermittelt, indem der recht konservierte Bereich der 5’NTR/Core-Region des HCV-
Suptyps 1a (Isolate H77; Blast-Zugangsnummer: NC 004102, gi: 22129792) mit den entspre-
chenden Sequenzen der Subtypen 1b, 2a , 2b und 3a verglichen wurde. Das Alignment ergab,
dass eine 429 bp-lange Region des Virusgenoms, die von den Restriktionsschnittstellen
Pin Al (nt 155) und Kpn I (nt 584) begrenzt wird (vgl. Abb. 3.23-1), zwischen den aufgefiihr-
ten Subtypen sehr homolog ist und somit fiir die Konstruktion der HCV-spezifischen Sonden
eingesetzt werden konnte (siche Tab. 4.1-1).

Die 429 bp-lange Region wurde aus der HCV-cDNA des p90/HCV FL-long pU (kurz
p90/HCV) iiber einen Restriktionsverdau mit Pin Al und Kpn I herausgeschnitten, iiber ein
LMP-Agarosegel isoliert (gegebenenfalls noch aus dem Gel aufgereinigt; siehe 3.23.2) und
als Template-DNA fiir die nachfolgende Run-Off-PCR (siehe 3.23.3) verwendet.

Die entsprechend notwendigen 5’-biotinylierten Sondenprimer wurden aus den Enden des
5’- bzw. 3’-Bereiches des 429 bp-langen Templates mittels des Primer 3-Programmes ausge-

wahlt.
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Tab. 4.1-1: Ergebnisse des Alignments eines 429 bp-langen Bereiches aus der S’NTR/Core-Region
des HCV-Subtyps 1a (H77) mit anderen HCV-Subtypen.

Alignment Homologie Blast-Zugangsnummer
in %
HCV la gegen HCV 1b 95,3 AJ238799
(g1:5420376)
HCV la gegen HCV 2a 89,0 AF169005
(gi: 6707285)
HCV la gegen HCV 2b 88,6 AB030907
(gi: 9757541
HCV la gegen HCV 3a 88,1 AF046866

(gi: 2895898)

Dargestellt sind die Homologien [%] der 429 bp-langen Sequenz des HCV-Supbtyps la (Isolate H77; nt
155 - nt 584; Blast-Zugangsnummer: NC_004102; gi: 22129792) mit den entsprechenden Bereichen der
Subtypen 1b, 2a, 2b und 3a. Das Alignment erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms Blast am NCBI.

4.1.1.2 Synthese der Negativstrang-spezifischen Sense-Sonde iiber die Run-Off-PCR

Die Herstellung der HCV-spezifischen Sense-Sonde erfolgte zunidchst mit je 15 pL. Gelprobe
des 429 bp-Templates in 40 PCR-Zyklen mit je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP,
200 pmol Primer Sonde-HCV-s, 10 uL 10 x PCR-Puffer, 4,2 U Tag-Polymerase und unter-
schiedlichen Annealing-Temperaturen. Die Abb. 4.1-1 zeigt dabei exemplarisch die Ergebnis-

se von zweil Run-Off-Ansitzen auf einem Gel, wobei die Annealing-Temperatur 65 bzw.

68°C betrug.

65°C 68°C

420 nt-Fragment

500 bp
350 bp 350 nt-Fragment
200 bp 200 nt-Fragment

Abb. 4.1-1: Herstellung der HCV-spezifischen Sense-Sonde iiber die Run-Off-PCR. Dargestellt sind
die Ergebnisse zweier unabhidngig voneinander initiierter Ansdtze im 2 %igen Agarosegel. In die PCR
wurden je 15 puL Gelprobe des 429 bp-langen Templates, 10 uL. PCR-Puffer, 200 uM pro dNTP,
200 pmol Sense-Primer und 4,2 U Taq-Polymerase eingesetzt. Die Parameter der 40 PCR-Zyklen waren
in beiden Ansétzen gleich, lediglich die Annealing-Temperatur variierte zwischen 65 und 68°C. (M: Mar-
ker)

Es waren maximal drei Produkte unterschiedlicher GroB3e entstanden. Ein Produkt lief auf der
Hohe der 200 bp-Bande des DNA-GroBenmarkers (200 nt-Fragment), ein anderes Produkt
war etwa bei 350 bp lokalisiert (350 nt-Fragment) und das dritte Produkt lag bei ungefahr
420 bp (420 nt-Fragment).
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Da eigentlich nur ein PCR-Produkt erwartet wurde, erfolgte in weiteren Ansédtzen der Versuch
die Stringenz der Bedingungen der Run-Off-PCR zu verbessern. Es wurde u.a. die Annealing-
Temperatur verdndert, unterschiedliche MgCl-Konzentrationen getestet und teilweise soge-
nannte PCR-Beschleuniger, wie Triton X-100 und Tween 20, eingesetzt. Dabei schien ledig-
lich eine leichte Erhéhung der Menge an MgCl, von 1,5 auf 2 mM und die Verwendung von
Triton X-100 eine geringfiigige Verbesserung zu bewirken (nicht dargestellt). Die Verdnde-
rung der Primer- und Templatekonzentration sowie die Zugabe anderer Beschleuniger hatte
hingegen keinen bzw. einen negativen Effekt auf die Ergebnisse der Run-Off-PCR (nicht dar-
gestellt). Es spielte auch keine Rolle, ob fiir die Synthese der Sense-Sonde das 429 bp-lange
Template direkt aus dem Gel in die Run-Off-PCR eingesetzt oder vorher aus der Agarose
aufgereinigt wurde (nicht dargestellt).

Die besten Resultate wurden schlieflich mit je 200 uM dATP, dCTP, dGTP und dTTP,
200 pmol Primer, 10 pL 10 x PCR-Puffer mit 2 mM MgCl,, 4,2 U Tag-Polymerase, 0,1 %
Triton X-100, einer Annealing-Temperatur von 68°C und 40 PCR-Zyklen erzielt. Dennoch
entstanden auch unter diesen Run-Off-Bedingungen stets zwei (200 nt- und 350 nt-Fragment)
bzw. drei Banden (200 nt-, 350 nt- und 420 nt-Fragment), d.h. die erzielten Ergebnisse waren
mit denen der Abb. 4.1-1 vergleichbar.

Aufgrund der Tatsache, dass die Grundvoraussetzung fiir die Spezifitit der Sonde ihre Ein-
zelstrangigkeit ist, musste im folgenden {iberpriift werden, welches der entstandenen Run-Off-
Produkte tatséchlich einzelstrangig vorlag. Zu diesem Zweck wurden die Amplikons aus der
Run-Off-PCR (vgl. Abb. 4.1-1) und einzeln isolierte Produkte (350 nt- und 200 nt-Fragment)
entweder mit denaturierendem Probenpuffer aufgetragen (sieche Abb. 4.1-2) oder einem

Restriktionsverdau mit Stu [ bzw. Sma I unterzogen (sieche Abb. 4.1-3).

200 nt- 350 nt-
Fragment Fragment
A) B)
M d M n d n d

420 bp 350 bp
350 bp 200 bp
200 bp

Abb. 4.1-2: Kontrolle der Einzelstringigkeit der Run-Off-Produkte iiber eine Gelelektrophorese
mit denaturierendem Probenpuffer. Dargestellt sind die Produkte aus einer Run-Off-PCR im 2 %igen
Agarosegel, aufgetragen mit normalen (n) oder denaturierendem (d) Probenpuffer. (A) Amplikons aus
einer Run-Off-PCR direkt aufgetragen. (B) 200 nt- und 350 nt-Fragment einer Run-Off-PCR nach einer
Gelelektrophorese in niedrig schmelzender Agarose ausgeschnitten, aufgereinigt und aufgetragen. (M:
Marker)
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200 nt- 350 nt-
A) B) Fragment Fragment
M uw v Vv uw v v
420 bp
350 bp 350 bp
200 bp 200 bp

gesuchte
Sense-Sonde

Abb. 4.1-3: Kontrolle der Einzelstringigkeit der aufgereinigten Run-Off-Produkte iiber einen Ver-
dau mit Restriktionsenzymen. Dargestellt sind die Produkte aus einer Run-Off-PCR im 2 %igen Agaro-
segel. Die Produkte wurden entweder unverdaut (uv) oder nach einem Stu I- (v) bzw. Sma [-Verdau (v’)
aufgetragen. (A) Amplikons aus einer Run-Off-PCR direkt aufgetragen. (B) 200 nt- und 350 nt-Fragment
einer Run-Off-PCR nach einer Gelelektrophorese in niedrig schmelzender Agarose ausgeschnitten, aufge-
reinigt und aufgetragen. (M: Marker)

Anhand der Abb. 4.1-2B ist zu erkennen, dass das Run-Off-Produkt auf Héhe der 200 bp-
Bande des DNA-Grofenmarkers (200 nt-Fragment) sein Laufverhalten im Agarosegel, im
Gegensatz zum 350 nt- (siche Abb. 4.1-2B) bzw. 420 nt-langen Fragment (siche Abb.
4.1-2A), durch eine Denaturierung nicht verdndert hat. Bestétigt wurden die Ergebnisse durch
eine zusitzlich durchgefiihrte Restriktionsenzymspaltung der Run-Off-Produkte. Wéhrend die
350 nt- und 420 nt-langen Fragmente ihr Laufverhalten im Gel verdnderten (siche Abb.
4.1-3A und Abb. 4.1-3B), wurde das 200 nt-Fragment durch Stu I bzw. Sma I nicht verdaut
(siche Abb. 4.1-3B).

Demnach handelte es sich beim 200 nt-langen Fragment aus der Run-Off-PCR um die

gesuchte einzelstrangige HCV-Sense-Sonde.

4.1.1.3 Synthese der Positivstrang-spezifischen Antisense-Sonde iiber die Run-Off-PCR

Fiir die Herstellung der HCV-spezifischen Antisense-Sonde wurde &hnlich verfahren wie bei
der Synthese der Sense-Sonde. Mit Hilfe der Bedingungen der Ausgangs-PCR aus 4.1.1.2
entstand dabei zunichst ein Produkt auf Hohe von etwa 360 bp des DNA-Groenmarkers
(360 nt-Fragment, nicht dargestellt). Bei dem 360 nt-Fragment handelte es sich aber nicht um
die gesuchte einzelstrangige Antisense-Sonde, da das Molekiil mit den Restriktionsenzymen
Stu I und Sma I gespalten werden konnte (nicht dargestellt). In weiteren Run-Off-Ansétzen
wurden daher nicht nur die Synthesebedingungen (Annealing-Temperatur und Zyklenzahl)

verdndert, sondern auch die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes stark variiert. U.a. wur-
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den unterschiedliche Konzentrationen an MgCl,, Template-DNA und PCR-Beschleuniger
eingesetzt. Die Abb. 4.1-4 zeigt dabei exemplarisch die Ergebnisse verschiedener Run-Off-
Ansitze auf zwei Elektrophoresegelen, wobei der jeweilige PCR-Ansatz einmal unverdaut

(uv) und einmal nach einem Verdau mit Stu I (v) aufgetragen wurde.

1 mM 2 mM 3mM 4 mM [MgCl,]

A
) M uv v uv v uv v uv v
360 bp
150 bp
B) 1L75mM  20mM 225mM  25mM  [MgCly]

M uv v uv v uv v uv v

360 bp —
170 bp —
150 bp —|

Abb. 4.1-4: Herstellung der HCV-spezifischen Antisense-Sonde iiber die Run-Off-PCR. Dargestellt
sind die Ergebnisse aus mehreren unabhéngig voneinander initiierten Ansdtzen im 2 %igen Agarosegel.
In die PCR wurden je 15 pL Gelprobe des 429 bp-langen Templates, 10 uL. PCR-Puffer mit MgCl-
Konzentrationen von 1-4 mM, 200 uM pro dNTP, 200 pmol Antisense-Primer, 0,1 % Triton X-100 und
4,2 U Tag-Polymerase eingesetzt. Die Parameter der 40 PCR-Zyklen waren in beiden Ansitzen gleich,
lediglich die Annealing-Temperatur variierte. Bei (A) betrug sie 72°C und bei (B) 68°C. Die Produkte aus
einem Ansatz wurden entweder unverdaut (uv) oder nach einem anschlieBenden Stu I-Verdau (v) aufge-
tragen. (M: Marker)

Es waren meist mehrere PCR-Produkte sichtbar (360 nt-, 170 nt- und 150 nt-Fragment auf
Hohe von 360, 170 und 150 bp des DNA-Markers), wobei das 360 nt-Fragment deutlich
durch den Restriktionsverdau gespalten wurde (siche Abb. 4.1-4A und B). Nicht eindeutig zu
erkennen war, ob die 170 nt- bzw. die 150 nt-Fragmente ebenfalls abgebaut wurden, da die
verdauten Fragmente der 360iger Bande etwa auf deren Hohe lagen. Aus diesem Grund wur-
den die entsprechenden Produkte aus dem LMP-Gel ausgeschnitten, aufgereinigt und auf
einem Agarosegel mit normalem und denaturierendem Probenpuffer aufgetragen. Es zeigte
sich, dass sowohl das 150 nt-lange Fragment, als auch das 170 nt- Fragment sein Laufverhal-
ten im Agarosegel mit einem denaturierenden Probenpuffer verdnderte (nicht dargestellt).
Demnach handelte es sich weder beim 360 nt-Fragment noch bei den anderen beiden Produk-

ten um die gesuchte einzelstrangige Antisense-Sonde.
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Nachdem die bisherigen Versuche die Antisense-Sonde herzustellen gescheitert waren, wurde
das 429 bp-lange Template gegen ein 665 bp-langes HCV-Insert ausgetauscht, das eigentlich
fiir die Herstellung der Kontrolltranskripte vorgesehen war (vgl. 3.24.2). Aber auch mit die-
sem neuen Template gelang es in verschiedenen Ansdtzen iiber die Run-Off-PCR zunéchst
nicht, die ssDNA-Sonde in Antisense-Orientierung zu synthetisieren (nicht dargestellt).
SchlieBlich wurde versucht die Antisense-Sonde mit Hilfe eines neuen Primers (SHCV
AS/588) herzustellen, der etwas weiter stromabwirts im 665 bp-langen Template bindet als
der zuvor eingesetzte Sondenprimer (Sonde HCV-as). Gleichzeitig wurde verglichen, wel-
chen Einfluss es hat, wenn man statt der zuletzt verwendeten Taq-Polymerase die thermosta-
bile Tth-Polymerase verwendet. Die Ergebnisse sind in der Abb. 4.1-5 wiedergegeben. Es
zeigte sich, dass, je nach verwendetem Enzym, unter ansonsten identischen Versuchsbedin-
gungen unterschiedliche Produkte entstanden waren. Beim Gebrauch der Tag-Polymerase und
dem Primer Sonde HCV-as beispielsweise konnten die bereits beschriebenen Fragmente mit
einer Lange von 150, 170 und 360 nt beobachtet werden (siche Abb. 4.1-5; Spur 1n). Im
Gegensatz dazu entstand bei der Verwendung der Tth-Polymerase nur ein Produkt auf Hohe
von etwa 250 bp des DNA-Grofenmarkers, das sein Laufverhalten nicht durch den denaturie-
renden Probenpuffer dnderte (250 nt-Fragment, sieche Abb. 4.1-5; Spur 2n und 2d). Ahnliche
Ergebnisse lieferten die Resultate der Run-Off-PCR mit dem Primer SHCV AS/588 und der
Tth-Polymerase. Hier entstand ein Produkt auf Hohe von ca. 270 bp, das ebenfalls nicht dena-
turiert werden konnte (270 nt-Fragment, siche Abb. 4.1-5; Spur 4n und 4d).

Sonde HCV-as SHCV AS/588

Taq Tth Taq Tth

In 1d 2n 2d 3n 3d 4n 4d

360 bp
170 bp
150 bp

<4— 270 nt-Fragment

t1 t1

gesuchte gesuchte
Antisense-Sonde Antisense-Sonde

Abb. 4.1-5: Herstellung der HCV-spezifischen Antisense-Sonde iiber die Run-Off-PCR. Dargestellt sind
die Ergebnisse aus mehreren unabhingig voneinander initiierten Ansitzen im 2 %igen Agarosegel. In die
PCR wurden je 50 ng des 665 bp-langen HCV-Inserts als Template, 10 uL. PCR-Puffer, 200 uM pro dNTP,
200 pmol Antisense-Primer (Sonde HCV-as oder SHCV AS/588) und 4,2 U Tag- oder 5 U Tth-Polymerase
eingesetzt. Die Parameter der 40 PCR-Zyklen waren in allen Ansétzen gleich, die Annealing-Temperatur
betrug 70°C. Die Produkte aus einem Ansatz wurden entweder mit normalem (n) oder mit denaturierendem
Probenpuffer (d) aufgetragen. (M: Marker)
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Demnach handelte es sich sowohl beim 250 nt- als auch beim 270 nt-langen Fragment (siche
Abb. 4.1-5; Spur 2n, 2d und 4n, 4d) um die gesuchte einzelstringige Antisense-Sonde. Diese
konnte aber nur mit Hilfe der Tth-DNA-Polymerase synthetisiert werden. Der Gebrauch der
Taq-Polymerase fiihrte hingegen unter anndhernd identischen Versuchsbedingungen zu kei-

nem verwertbaren Ergebnis (siche Abb. 4.1-5; Spur 1n, 1d und 3n, 3d).

Insgesamt gesehen war es somit gelungen, HCV-spezifische einzelstrdngige und 5’-biotiny-

lierte Sense- und Antisense-Sonden zu konstruieren.

4.1.2 Herstellung HCV-spezifischer Kontrolltranskripte

Um die Spezifitit der HCV-spezifischen Sonden aus 4.1.1 im HDA iiberpriifen zu kénnen,
mussten entsprechende RNA-Transkripte (Kontrolltranskripte) in Sense- und Antisense-
Orientierung konstruiert werden, die den kompletten Bereich der HCV-Sonden umfassten. Zu
diesem Zweck wurde ein 665 bp-langes Insert aus der 5’NTR/Core-Region der HCV-cDNA
des infektiosen Plasmides p90/HCV isoliert (siehe 3.24.2). Dann wurde das Insert in die Vek-
toren pSP64 bzw. pSP65 ligiert und somit unter die Kontrolle des SP6-Promotors gebracht
(siche 3.24.4). Interessanterweise verlief dabei die Ligation von Insert und Vektor mit den
vorab ligierten (Blunt End Ligation, siche 3.24.2) und anschlieBend degradierten HCV-Inserts
deutlich erfolgreicher als eine Ligation, bei der die unligierten Inserts verwendet wurden.
Nachdem die rekombinanten Plasmide in einer Maxipriparation amplifiziert (siche 3.24.5)
und die Orientierung des Inserts iiber eine PCR {berpriift wurde (vgl. 3.24.6), erfolgte
schlieBlich die in vitro Transkription (siche 3.24.8). Dabei gelang es sowohl mit den linieari-
sierten rekombinanten Vektoren als auch mit den entsprechend iiber die PCR isolierten
Templates, HCV-spezifische Kontrolltranskripte in positiver (Sense-Transkript) und negativer

Polaritit (Antisense-Transkript) herzustellen.

4.1.3 Untersuchung der Spezifitit und Sensitivitit der HCV-spezifischen Sonden

Fiir die Uberpriifung der Spezifitit und Sensitivitit der hergestellten Sense- und Antisense-
Sonden wurden diese mit unterschiedlichen Mengen der synthetisch hergestellten HCV-
spezifischen Kontrolltranskripte aus 4.1.2 hybridisiert und die entstandenen DNA:RNA-
Hybride liber den HDA (siche 3.25) nachgewiesen. Als Negativkontrollen wurden Ansétze
mitgefiihrt, die statt der HCV-spezifischen Kontrolltranskripte nur Wasser enthielten, ansons-

ten aber genau wie die librigen Ansétze behandelt wurden (Substratkontrolle).
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Bei den angegebenen Lumineszenzwerten handelt es sich um einen Mittelwert aus zwei Paral-
lelansdtzen derselben Probe eines HDA. Die angegebenen Werte sind dabei um den jeweils

hochsten Wert der mitgefiihrten Negativkontrollen korrigiert.

4.1.3.1 Uberpriifung der Spezifitit der HCV-Sense-Sonden

Zunichst wurde die Spezifitit von zwei HCV-spezifischen Sense-Sonden iiberpriift, die in
unabhingig voneinander initiierten Run-Off-PCR-Ansitzen synthetisiert und iiber eine Phe-
nol/Chloroform-Extraktion aus dem LMP-Gel aufgereinigt wurden (Sonde S/200-1 und
S/200-2). 50 fmol der Sense-Sonde wurden dafiir in getrennten Ansitzen mit je 250 fmol der
Kontrolltranskripte beider Polaritdten inkubiert. Die Tab. 4.1-2 zeigt die Ergebnisse von zwei

eigenstindig initiierten HDA.

Tab. 4.1-2: Uberpriifung der Spezifitit der HCV Sense-Sonden S/200-1 und S/200-2 iiber den HDA.

Sonde Kontrolltranskript Kreuzreaktion
HDA 1150 fmoly 250 fmol] LCPS/100 | jer Sonde in %
1 S/200-1 Sense-Transkript 0 0
Antisense Transkript 56.000
2 S/200-1 Sense-Transkript 0 0
Antisense Transkript 50.273
S/200-1 Sense-Transkript/PCR 0 0
Antisense-Transkript/PCR 68.802
S/200-2 Sense-Transkript 0 0
Antisense Transkript 14.787

50 fmol der Sense-Sonden wurden mit 250 fmol des jeweiligen Kontrolltranskriptes hybridisiert. Zum Nach-
weis der DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-Hybrid-Antikdrper mit der Lot.-Nr. 1416¢cx97 verwendet. Dar-
gestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100), wobei der Wert der Substrat-
kontrolle (HDA1: 444 LCPS/100; HDA2: 450 LCPS/100) bereits abgezogen wurde. Die Fehlhybridisierung
der Sense-Sonde mit dem Sense-Transkript ist als Kreuzreaktion in % angegeben.

Beide Sense-Sonden waren auBlerordentlich spezifisch fiir das Antisense-Transkript und es
kam zu keinen Kreuzreaktionen mit dem Kontrolltranskript in positiver Polaritit. Die maxi-
malen Lumineszenzwerte der S/200-1-Sonde lagen mit 50.273 LCPS/100 dabei um mehr als
das dreifache hoher als der Wert der S/200-2-Sonde von 14.787 LCPS/100. AuBerdem
erreichte die S/200-1-Sonde mit den Kontrolltranskripten in Antisense-Orientierung, die mit
Hilfe des PCR-Templates hergestellt wurden (Antisense-Transkripte/PCR; vgl. 3.24.2), mit
68.802 LCPS/100 noch einmal einen iiber 20 % hoheren Wert, als die vergleichbaren

rHCV

Transkripte aus der in vitro Transkription mit dem linearisierten pSP65" . Fiir die nachfol-



Ergebnisse 69

genden Versuche wurden daher nur noch die Kontrolltranskripte verwendet, die mit den PCR-
Templates synthetisiert wurden.

Um zu testen, ob die Spezifitit der Sonden auch noch bei einer deutlich geringeren Konzent-
ration von Sonde und Kontrolltranskript erhalten bleibt, wurde ein weiterer HDA durchge-
fiihrt. Neben der Sonde S/200-1 und S/200-2 wurde dabei eine dritte Sonde eingesetzt (S/200-
3), die ebenfalls iiber eine Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigt worden war.

Wie man anhand der Tab. 4.1-3 erkennen kann, fiel der gemessene Lumineszenzwert nach der
Hybridisierung von nur 10 fmol Sense-Sonde S/200-1 und 25 fmol Antisense-Transkript mit
19.909 LCPS/100 erwartungsgeméal niedriger aus, als der entsprechende Wert aus dem ersten
Versuchsansatz (vgl. Tab. 4.1-2). Die Messwerte waren dabei aber, trotz der Verwendung von
drei unterschiedlichen Sonden, recht einheitlich (19.650 bis 22.679 LCPS/100). Auch die
Spezifitit war in diesem Ansatz bei allen eingesetzten Sonden wieder sehr hoch und lag mit

maximal 0,45 % weit unter einem Prozent.

Tab. 4.1-3: Uberpriifung der Spezifitit verschiedener HCV Sense-Sonden iiber den HDA.

e | Komeltramiint | ycpgn | Keswrebion

S/200-1 Sense-Transkript 9 0,05
Antisense Transkript 19.909

S/200-2 Sense-Transkript 0 0
Antisense Transkript 22.679

S/200-3 Sense-Transkript 88 0,45
Antisense Transkript 19.650

10 fmol der Sense-Sonden wurden mit 25 fmol des jeweiligen Kontrolltranskriptes hybridisiert. Zum
Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-Hybrid-Antikérper mit der Lot.-Nr. 1416¢x97 ver-
wendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100), wobei der
Wert der Substratkontrolle (120 LCPS/100) bereits abgezogen wurde. Die Fehlhybridisierung der Sense-
Sonde mit dem Sense-Transkript ist als Kreuzreaktion in % angegeben.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Sense-Sonden, die iiber eine Phenol/Chloroform-
Extraktion aufgereinigt wurden, sehr spezifisch fiir ihr Antisense-Transkript waren, sollte nun
getestet werden, ob eine Isolierung der Sense-Sonden iiber einen Kit moglicherweise mit
einer hoheren Ausbeute bei gleichbleibender Spezifitit verbunden wire. Im nachfolgenden
HDA wurden daher zwei Sense-Sonden iiberpriift, die ebenfalls unabhéngig voneinander syn-
thetisiert und iiber einen Kit der Firma Qiagen aus dem Gel aufgereinigt wurden (S/200-Q1
und S/200-Q2). AuBerdem kam ein neuer Anti-Hybrid-Antikérper zum Einsatz (Lot-Nr.:

5366cx01), der in einem Vorversuch mit diesen Sonden zu deutlich héheren Lumines-
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zenzwerten fiihrte als bisher (nicht dargestellt). Aus diesem Grund wurde, neben der Uberprii-
fung der Qualitéit der neuen Sense-Sonden, gleichzeitig der Versuch unternommen, die Son-
denkonzentrationen zu optimieren, um eine Kreuzreaktion mit dem Sense-Transkript so ge-
ring wie moglich zu halten. Als Referenzwert zu den bisherigen Versuchen wurden zusétzlich
je 10 fmol der Sonde S/200-3 mit jeweils 25 fmol der Kontrolltranskripte hybridisiert (siche
Tab. 4.1-4).

Tab. 4.1-4: Uberpriifung der Spezifitit verschiedener HCV Sense-Sonden iiber den HDA.

Eingesetzte Kontrolltranskript Kreuzreaktion
Sonde Sondenmenge [25 fmol] LCPS/100 der Sonde in %
S/200-3 10 fmol Sense-Transkript 484 0,54
10 fmol Antisense Transkript 89.434
S/200-Q1 5 fmol Sense-Transkript 7847 3,95
5 fmol Antisense Transkript 198.581
S/200-Q2 5 fmol Sense-Transkript 7686 3,69
5 fmol Antisense Transkript 208.036
S/200-Q1 4 fmol Sense-Transkript 5826 2,92
4 fmol Antisense Transkript 199.431
S/200-Q2 4 fmol Sense-Transkript 4686 2,19
4 fmol Antisense Transkript 214.165
S/200-Q1 3 fmol Sense-Transkript 5991 3,21
3 fmol Antisense Transkript 186.786
S/200-Q2 3 fmol Sense-Transkript 2962 1,54
3 fmol Antisense Transkript 192063
S/200-Q1 2 fmol Sense-Transkript 1579 1,65
2 fmol Antisense Transkript 95.971
S/200-Q2 2 fmol Sense-Transkript 806 0,52
2 fmol Antisense Transkript 154.995

Je 25 fmol der Kontrolltranskripte wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen der Sonden hybridisiert.
Zum Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-Hybrid-Antikorper mit der Lot.-Nr. 5366¢x01 ver-
wendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/ 100), wobei der Wert
der Substratkontrolle (87 LCPS/100) bereits abgezogen wurde. Die Fehlhybridisierung der Sense-Sonde mit
dem Sense-Transkript ist als Kreuzreaktion in % angegeben.

Betrachtet man sich zunichst das Ergebnis der S/200-3-Sonde fillt auf, dass die gemessene
Lumineszenz von 89.434 LCPS/100 deutlich hoher ausgefallen war als der Wert, der mit der
gleichen Sonde und dem Antikorper der Lot.-Nr. 1416cx97 im vorangegangenen HDA erzielt
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wurde (vgl. Tab. 4.1-3). D.h. die Qualitit des neu erworbenen Antikorpers war anscheinend
um ein vielfaches besser als die des zuletzt verwendeten Antikdrpers.

Interessant war zudem der Vergleich der S/200-3-Sonde mit den iiber den Kit aufgereinigten
Sonden (S/200-Q1 und S/200 Q2). Bei der Hybridisierung von 3-5 fmol der S/200-Q1 bzw.
S/200-Q2 mit je 25 fmol Antisense-Transkript waren die absoluten Lumineszenzwerte mit
etwa 200.000 LCPS/100 mehr als doppelt so hoch als der Wert, der mit 10 fmol der Sonde
S/200-3 (89.434 LCPS/100) erzielt wurde. Selbst bei einer Reduktion der Sondenkonzentrati-
on auf 2 fmol waren die absoluten Lumineszenzwerte beim Einsatz der S/200-Q2 (154.995
LCPS/100) im Vergleich zur S/200-3 noch deutlich hoher. Die Kreuzreaktion der iiber den
Kit aufgereinigten Sonden lag bei der eingesetzten Sondenmenge von 5 fmol aber auch mit
anndhernd 4 % deutlich liber den bisherigen Werten. Durch eine Verringerung der Sonden-
konzentration auf 3 fmol konnte aber die Kreuzreaktion der Sonde S/200-Q2 auf unter 2 %
reduziert werden. Bei der Verwendung von 2 fmol S/200-Q2 betrug die Kreuzreaktion sogar

nur noch 0,52 % und lag somit anndhernd bei den Werten der S/200-3-Sonde.

In weiteren Versuchen, die Sondenkonzentration der S/200-Q1 und S/200-Q2 zu optimieren,
stellte sich heraus, dass es beziiglich der Fehlhybridisierung keinen Unterschied machte, ob
2 oder 2,5 fmol der jeweiligen Sonde verwendet wurden. Die Kreuzreaktionen schwankten
beim Einsatz von jeweils 25 fmol Sense-Transkript zwischen 0,5 und 2,3 % (nicht darge-
stellt). Die Sonde S/200-Q2 lieferte dabei stets die besseren Ergebnisse mit einer Kreuzreakti-

on von maximal 1,8 % (nicht dargestellt).

Insgesamt gesehen waren alle hergestellten HCV-spezifischen Sense-Sonden also von guter
Qualitit. Dennoch wurden fiir die weiteren Hybrid-Detection-Assays nur noch die S/200-1

und S/200-3 sowie die S/200-Q2 eingesetzt.

4.1.3.2 Uberpriifung der Spezifitit der HCV-Antisense-Sonden

Die Uberpriifung der Spezifitit der HCV-spezifischen Antisense-Sonden (AS/normal und
AS/588; siche 4.1.1.3), erfolgte mit jeweils 5 fmol Sonde und 2,5 fmol der entsprechenden
Kontrolltranskripte. Die Konzentration der Sonden wurde in Anlehnung an die Ergebnisse aus
4.1.3.1 gewihlt, da beide Sonden iiber den Kit der Firma Qiagen aufgereinigt wurden. Die
Menge der Kontrolltranskripte wurde reduziert, weil davon ausgegangen werden konnte, dass
auch beim Einsatz von nur 2,5 fmol Sense-Transkript noch hohe Lumineszenzwerte erzielt

werden.
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Tab. 4.1-5: Uberpriifung der Spezifitit der HCV Antisense-Sonden iiber den HDA.

Sonde Kontrolltranskript Kreuzreaktion
[5 fmol] [2,5 fmol] LCPS/100 der Sonde in %
AS/normal Antisense Transkript 212 0,33
Sense-Transkript 63.749
AS/588 Antisense Transkript 87 0,20
Sense-Transkript 42.813

5 fmol der Antisense-Sonden wurden mit 2,5 fmol des jeweiligen Kontrolltranskriptes hybridisiert. Zum
Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-Hybrid-Antikérper mit der Lot.-Nr. 5366¢x01 ver-
wendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100), wobei der
Wert der Substratkontrolle (31 LCPS/100) bereits abgezogen wurde. Die Fehlhybridisierung der Sense-
Sonde mit dem Sense-Transkript ist als Kreuzreaktion in % angegeben.

Die Ergebnisse, dargestellt in der Tab. 4.1-5, zeigen, dass beide Antisense-Sonden auf3eror-
dentlich spezifisch fiir das Sense-Transkript waren. Mit Werten von 42.813 (AS/588) und
63.749 LCPS/100 (AS/normal), gegeniiber den Lumineszenzen mit dem Kontrolltranskript in
negativer Polaritit von 87 (AS/588) und 212 LCPS/100 (AS/normal), lag die Fehlhybridisie-
rung in beiden Fillen deutlich unter 1 %. D.h. beide Sonden waren fiir die weitere Verwen-

dung im HDA gut geeignet.

4.1.3.3 Uberpriifung der Sensitivitit der HCV-spezifischen Sonden

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die hergestellten HCV-spezifischen Sense- (S/200-1,
S/200-2, S/200-3 und S/200-Q2) und Antisense-Sonden (AS/588 und AS/normal) eine hohe
Spezifitit fiir ihr entsprechendes Kontrolltranskript besallen, sollte nun untersucht werden,
wie sensitiv die verschiedenen Sonden waren. Dafiir wurden exemplarisch zwei Sense-
(S/200-1 und S/200-Q2) sowie eine Antisense-Sonde (AS/588) mit unterschiedlichen Mengen
an Kontrolltranskripten inkubiert und das Ausmal3 der Hybridisierung iiber den HDA ausge-
wertet. Die eingesetzte Konzentration der verwendeten Sonden richtete sich jeweils nach den
Erkenntnissen aus 4.1.3.1 und 4.1.3.2. Die Resultate sind in den Abb. 4.1-6 bis Abb. 4.1-8
dargestellt. Dabei wurde ein Ergebnis noch als positiv bewertet, wenn der Lumineszenzwert
aus der Hybridisierung der jeweiligen Sonde mit dem entsprechend komplementiren
Transkript doppelte so groll war wie der hochste Lumineszenzwert der mitgefiihrten Kontrolle

mit dem jeweils falschen Kontrolltranskript.
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Abb. 4.1-6: Uberpriifung der Sensitivitiit der HCV-Sense-Sonde S/200-1 iiber den HDA. 10 fmol der
Sense-Sonde wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des jeweiligen Kontrolltranskriptes hybridi-
siert. Zum Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-Hybrid-Antikérper mit der Lot.-Nr.
1416¢cx97 verwendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100),
wobei der Wert der Substratkontrolle (68 LCPS/100) bereits abgezogen wurde. (S-T.: Sense-Transkript;
AS-T.: Antisense-Transkript).
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Abb. 4.1-7: Uberpriifung der Sensitivitit der HCV-Sense-Sonde S/200-Q2 iiber den HDA. 2,5 fmol
der Sense-Sonde wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des jeweiligen Kontrolltranskriptes
hybridisiert. Zum Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-Hybrid-Antikdrper mit der Lot.-Nr.
5366¢x01 verwendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100),
wobei der Wert der Substratkontrolle bei null lag. (S-T.: Sense-Transkript; AS-T.: Antisense-Transkript).
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Abb. 4.1-8: Uberpriifung der Sensitivitiit der HCV-Antisense-Sonde AS/588 iiber den HDA. 5 fimol der
Antisense-Sonde wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des jeweiligen Kontrolltranskriptes hybridi-
siert. Zum Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-Hybrid-Antikérper mit der Lot.-Nr. 5366¢x01
verwendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100), wobei der
Wert der Substratkontrolle bei null lag. (S-T.: Sense-Transkript; AS-T.: Antisense-Transkript).

Anhand der Abb. 4.1-6 ist zu erkennen, dass die Nachweisgrenze der Sense-Sonde S/200-1
fiir die Detektion des Antisense-Transkriptes zwischen 20 und 50 amol lag. Nach der Hybridi-
sierung der S/200-1 mit 2,5 fmol des Transkriptes in gleicher Orientierung wurde hier ndm-
lich eine Lumineszenz von 90 LCPS/100 gemessen, so dass das Signal von 172 LCPS/100
beim Nachweis von 20 fmol Antisense-Transkript als negativ bewertet werden musste. Mit
der Antisense-Sonde AS/588 konnten vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Hier lag die
Nachweisgrenze etwa zwischen 25 und 50 amol (siche Abb. 4.1-8). Die Sense-Sonde S/200-
Q2 besal} hingegen nur eine Sensitivitdt von ungefdhr 50 amol, da hier der Lumineszenzwert
der Negativkontrolle (2,5 fmol Sense-Sonde hybridisiert mit 2,5 fmol des Sense-Transkriptes)
mit 530 LCPS/100 sehr hoch ausgefallen war (siche Abb. 4.1-7).

Dennoch erwiesen sich die HCV-spezifischen Sense- und Antisense-Sonden nicht nur als sehr

spezifisch fiir das entsprechende Kontrolltranskript, sondern auch als duf3erst sensitiv.

4.1.4 Kontrolle der Spezifitit und Sensitivitit der konstruierten Sonden nach Zusatz
von zelluliirer bzw. viraler RNA

Beim Nachweis des Positiv- und Negativstranges von HCV in RNA-Extrakten verschiedener

Zellen liber den HDA ist, neben einem komplexen Gemisch an zelluldren RNAs, bei der De-

tektion des Replikationsintermediates auch mit einem recht groBen Uberschuss an HCV-

Positivstrang zu rechnen (Lerat et al., 1996; Craggs et al., 2001). In weiteren Versuchen
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musste daher getestet werden, ob sich diese Faktoren auf die ermittelte Spezifitdt und Sensiti-
vitdt der konstruierten Sonden auswirken konnten.

Zuerst wurde iberpriift, ob die Sonden eventuell mit zelluldirer RNA oder dem HCV-
Positivstrang, isoliert aus der Plasmaprobe Nr. 4, unspezifisch reagieren. In einem ersten Vor-
versuch mit der S/200-1-Sonde kam es dabei weder mit 3 pg zelluldrer RNA, noch mit 3 pg
HCV-RNA zu einer Kreuzreaktion. Der absolute Lumineszenzwert der Sense-Sonde mit dem
Antisense-Transkript war aber nach der Zugabe von zelluldrer RNA insgesamt um das vierfa-
che geringer als ohne RNA (nicht dargestellt).

Fehlhybridisierungen der Sonden mit zelluldrer oder viraler RNA konnten jedoch nicht immer
vermieden werden, was anhand der Ergebnisse von drei weiteren HDA zu erkennen ist, die in

der Tab. 4.1-6 zusammengefasst sind.

Tab. 4.1-6: Kontrolle der Fehlhybridisierung der Sonden S/200-3, S/200-Q2 und AS/588 mit zelluldrer
oder viraler RNA iiber den HDA.

Kreuzreaktion
HDA Sonde Probe LCPS/100 | [ 'c  de in %
1 $/200-3 | 1 pg RNA/U937 468 2,7
[10 fmol] |1 ug RNA/U937 + 2,5 fmol AS-T. 17.516
1 ug HCV-RNA 46 0,3
1 ug HCV-RNA + 2.5 fmol AS-T. 15.622
2 S/200-Q2 |1 ug RNA/FRhK4 0 0
[2,5 fmol] | 1 ug RNA/FRhK4 + 2,5 fmol S-T. 0 0
1 ng RNA/FRhK4 + 2,5 fmol AS-T. 11.375
3 AS/588 |1 ug RNA/FRhK4 227 0,7
[S fmol] |1 ug RNA/FRhK4+ 2,5 fmol AS-T. 295 0,9
1 pg RNA/FRhK4 + 2,5 fmol S-T. 33.876

Die Sonden wurden mit 1 pg zelluldrer RNA aus FRhK4-Zellen bzw. U937-Zellen oder 1 ug HCV-RNA der
Plasmaprobe Nr. 4 hybridisiert. Zum Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der Antikérper mit der Lot.-
Nr. 5366¢cx01 verwendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100),
wobei der Wert der Substratkontrolle (HDA 1: 41 LCPS/100; HDA 2: 24 LCPS/100; HDA 3: 0 LCPS/100)
bereits abgezogen wurde. Die Fehlhybridisierung der Sense-Sonde mit der zelluldren oder viralen RNA ist
als Kreuzreaktion in % angegeben. (S-T.: Sense-Transkript; AS-T.: Antisense-Transkript)

Mit den Sonden S/200-Q2 und AS/588 konnten keine bzw. nur eine geringe unspezifische
Reaktion mit zelluldrer RNA aus FRhK4-Zellen beobachtet werden (HDA 2: 0 LCPS/100 und
HDA 3: 227 LCPS/100). Auch im ersten HDA wurde nur ein geringer Wert nach der Reakti-
on der S/200-3-Sonde mit HCV-RNA (46 LCPS/100) gemessen. Im Gegensatz dazu kam es



Ergebnisse 76

nach der Hybridisierung von 10 fmol Sonde S/200-3 und 1 pg zelluldrer RNA aus U937-
Zellen zu einer recht starken Reaktion mit einem Lumineszenzwert von 468 LCPS/100. Ver-
glichen mit dem Resultat der Sonde S/200-3 mit zellulirer RNA und 2,5 fmol Antisense-
Transkript (17.515 LCPS/100) entspricht das einer Fehlhybridisierung von 2,7 %.

Da derartige Kreuzreaktionen auch mit anderen Sonden und scheinbar unabhingig von der
verwendeten Zellinie auftraten (vgl. Abb. 4.1-9 und Abb. 4.1-10), war es somit wichtig, fiir
den spiteren Nachweis von HCV in Zellextrakten, diese zusitzliche Kontrolle (Hybridisie-
rung von Sonde und zelluldrer RNA) stets mitzufiihren und gegebenenfalls von den iibrigen

Lumineszenzwerten abzuziehen.

Um in einem weiteren Experiment zu testen, ob ein Uberschuss des HCV-Transkriptes in
positiver Polaritit den Nachweis des Antisense-Transkriptes durch die Sense-Sonde negativ
beeinflusst, wurde zum Antisense-Transkript ein 50facher Uberschuss des Sense-Transkriptes
gegeben. Anhand der Tab. 4.1-7 ist zu erkennen, dass der Uberschuss des Sense-Transkriptes
beim Nachweis von 100 amol bzw. 2,5 fmol Antisense-Transkript nur geringe Auswirkungen

auf die gemessenen Lumineszenzwerte hatte, was die Spezifitit der Sonden unterstrich.

Tab. 4.1-7: Einfluss eines 50fachen Uberschusses des Sense-Transkriptes auf den Nachweis des Anti-
sense-Transkriptes mit der Sense-Sonde S/200-3 iiber den HDA.

Zugabe von
HDA | Sonde Probe S0fachen Uberschuss | 1,Cps/100
an S-T.
1 S/200-3 |1 pg RNA/U937 + 2,5 fmol AS-T. - 17.516
[10 fmol] | 1 pg RNA/U937 + 2,5 fmol AS-T. + 125 fmol S-T. 12.611
1 pg RNA/U937 + 100 amol AS-T. - 1048
1 ug RNA/U937 + 100 amol AS-T. + 5 fmol S-T. 1087
2 S/200-3 | 1 ng RNA von U937-Zellen - 0
[10 fmol] | 1 pg RNA/U937 + 2,5 fmol AS-T. - 14.943
1 pg RNA/U937 + 2,5 fmol AS-T. + 125 fmol S-T. 11.516
1 ug RNA/U937 + 100 amol AS-T. - 510
1 pg RNA/U937 + 100 amol AS-T. + 5 fmol S-T. 555

10 fmol Sonde wurden mit unterschiedlichen Mengen des Antisense-Transkriptes (AS-T.) und 1 pg zellulérer
RNA aus U937-Zellen hybridisiert. Zum Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-Hybrid-
Antikorper mit der Lot.-Nr. 5366¢cx01 verwendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt
durch 100 (LCPS/100), wobei der Wert der hochsten Negativkontrolle (HDA 1 => lug RNA/U937 +
10 fmol Sonde: 468 LCPS/100; HDA 2 => Substratkontrolle: 421 LCPS/100) bereits abgezogen wurde.
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Aufgrund der Tatsache, dass das Hepatitis C-Virus in vitro und in vivo ausgesprochen lang-
sam repliziert und daher nur {iber sehr sensitive Methoden nachweisbar ist (Yoo et al., 1995,
Kolykhalov et al., 1997, Bartenschlager & Lohmann, 2000), war es nun von entscheidender
Bedeutung zu kontrollieren, in wie weit die Sensitivitdt der Sonden durch die Zugabe von
zelluldrer RNA eingeschriankt sein konnte.

Aus diesem Grund wurde eine Sense- (S/200-Q2) und eine Antisense-Sonde (AS/588) in
Anwesenheit von jeweils 1 pg zellulirer RNA mit unterschiedlichen Konzentrationen der
Kontrolltranskripte inkubiert und das Ausmal} der Hybridisierung iiber den HDA ermittelt.
Die Resultate sind in der Abb. 4.1-9 und der Abb. 4.1-10 dargestellt. Dabei wurde ein Ergeb-
nis als positiv bewertet, wenn die Lumineszenz der Hybridisierung der jeweiligen Sonde mit
dem entsprechend komplementiren Transkript mindestens doppelte so grofl war, als der

hochste Lumineszenzwert der mitgefiihrten Negativkontrollen.
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Abb. 4.1-9: Untersuchung des Einflusses von zellulirer RNA auf die Sensitivitit der Sense-Sonde
S/200-Q2 iiber den HDA. 2,5 fmol Sonde wurden mit unterschiedlichen Mengen der Kontrolltranskripte
und 1 pg zelluldrer RNA aus FRhK4-Zellen hybridisiert. Zum Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der
Anti-Hybrid-Antikdrper mit der Lot.-Nr. 5366cx01 verwendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro
Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100), wobei der Wert der hochsten Negativkontrolle (1 ng RNA/FRhK4 +
2,5 fmol Sonde: 175 LCPS/100) mit angegeben wurde (S-T.: Sense-Transkript; AS-T.: Antisense-Trans-
kript).
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Abb. 4.1-10: Untersuchung des Einflusses von zelluliirer RNA auf die Sensitivitit der Antisense-Sonde
AS/588 iiber den HDA. 5 fmol Sonde wurden mit unterschiedlichen Mengen der Kontrolltranskripte und
1 pg zelluldrer RNA aus FRhK4-Zellen hybridisiert. Zum Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-
Hybrid-Antikérper mit der Lot.-Nr. 5366¢x01 verwendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekun-
de geteilt durch 100 (LCPS/100), wobei der Wert der hochsten Negativkontrolle (1 pg RNA/FRhK4 + 5 fmol
Sonde: 227 LCPS/100) mit angegeben wurde (S-T.: Sense-Transkript; AS-T.: Antisense-Transkript).

Betrachten man sich zunichst die Ergebnisse mit der Sense-Sonde S/200-Q2 wird deutlich,
dass die Sonde, trotz Zusatz von zelluldrer RNA, ihr entsprechendes Kontrolltranskript noch
bis zu einer Konzentration von etwa 30 amol detektieren konnte (siche Abb. 4.1-9). Die Anti-
sense Sonde AS/588 erreichte sogar unter den gleichen Bedingungen eine Nachweisgrenze
von 20 amol (siche Abb. 4.1-10). Obwohl diese Sensitivitit in zwei weiteren Ansidtzen mit
etwa 30 bis 50 amol nicht ganz erreicht wurde (nicht dargestellt), zeigen die Resultate, dass

trotz Zugabe von zelluldrer RNA noch eine hohe Sensitivitit der Sonden gegeben war.

Insgesamt gesehen ist es also gelungen HCV-spezifische Sense- (S/200-1, S/200-3 und S/200-
Q2) und Antisense-Sonden (AS/normal und AS/588) zu konstruieren, die hinsichtlich ihrer
Spezifitdt und Sensitivitit gut fiir einen Nachweis von synthetisch hergestellter HCV-RNA
iiber den Hybrid-Detection-Assay geeignet waren. Ob sich dieses neu etablierte Nachweissys-
tem auch tatsdchlich zur Detektion von HCV-RNA aus Probenmaterial eignete und mit der
sehr sensitiven Methode der PCR konkurrieren konnte, wurde zu einem spéteren Zeitpunkt

dieser Arbeit untersucht (siche 4.3).
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4.2 Studien zur Etablierung eines Replikationssystems fiir HCV

Neben der Intention ein PCR-unabhingiges Nachweissystem fiir HCV zu entwickeln, wurde
gleichzeitig versucht, ein Replikationssystem fiir das Hepatitis C-Virus zu etablieren. Zu die-
sem Zweck wurden zundchst verschiedene Zellinien mit HCV infiziert. Anschlieend sollte
das Virus an die gegebenenfalls vorhandenen, permissiven Zellen adaptiert werden, um ein
Zellkultursystem zu entwickeln, das mit einer hohen Produktion infektioser Virionen verbun-
den ist.

Da die Methode des HDA zu diesem Zeitpunkt noch nicht zur Verfiigung stand, erfolgte die
Detektion des Virus in den einzelnen Infektionsansidtzen vorerst ausschlieBlich iiber die RT-

PCR.

4.2.1 Etablierung einer RT-PCR zum Nachweis von HCV-RNA

Fiir die Etablierung einer HCV-PCR wurde die virale RNA aus unterschiedlichen, definitiv
HCV-positiven Plasmaproben isoliert und je 6 pL RNA-Extrakt in einer RT-PCR sowie einer
nachfolgenden nested PCR, modifiziert nach den Angaben von SCHMIDT et al., amplifiziert
(Schmidt et al., 1995; siehe 3.16.1). Von insgesamt vier der untersuchten HCV-haltigen
Plasmaproben waren dabei teilweise nur ein bis zwei Ansétze positiv (nicht dargestellt). Auf-
grund der Tatsache, dass in zwei unabhingig voneinander initiierten Extraktionen dieselbe
Probe einmal positiv und einmal negativ erschien (nicht dargestellt), lag die Ursache dieses
Problems offensichtlich nicht in den Synthesebedingungen der PCR sondern vielmehr in der

RNA-Extraktion per se.

Um einen zuverldssigen Nachweis des Hepatitis C-Virus fiir die nachfolgenden Versuche
tiber die PCR gewihrleisten zu konnten, wurde daher die RNA-Extraktionsmethode optimiert.
Dafiir wurde u.a. die bislang durchgefiihrte Silica-Methode (siehe 3.14.1) durch die RNA-
Extraktion nach Chomczynski (siehe 3.14.2) ersetzt. Eine deutliche Verbesserung der Ergeb-
nisse konnte aber nicht erzielt werden (nicht dargestellt). Auch eine Kombination der beiden
Methoden miteinander filihrte zu keiner Erhdhung der Sensitivitidt der HCV-PCR (nicht darge-
stellt). Erst eine geringe Modifikation in der Durchfiithrung der Chomczynski-Extraktion, die
nach Absprache mit S. Wiinschmann (Department of Internal Medicine, University of lowa,
Iowa City) durchgefiihrt wurde, und die Verdnderung der Konzentrationen der Bestandteile
des verwendeten Lysepuffers (siehe 3.14.3) hatte einen deutlichen Effekt auf die Sensitivitit
der Methode. Die Idee war, die Konzentrationen der Substanzen des herkommlichen Lysepuf-

fers (Losung D; vgl. 2.14.10) geringfiigig zu erhohen, um den Verdiinnungsfaktor zu beriick-
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sichtigen, der auftritt, wenn die Lésung D nicht auf ein Zellpellet, sondern zu 100-200 pL
Uberstand oder Plasmaprobe gegeben wird. Dabei stellte sich heraus, dass der derart modifi-
zierte Lysepuffer (Losung D*; vgl. 2.14.10) generell die Sensitivitdt der RT-PCR erhdhte.

Die Abb. 4.2-1 zeigt exemplarisch das Ergebnis eines B-Actin-mRNA-Nachweises in HFS-
10-Zellen tiber die PCR, wobei die RNA aus unterschiedlichen Zellzahlen einerseits mit der
normalen Losung D und andererseits mit der modifizierten Losung D* extrahiert wurde. Bei
der Verwendung der Losung D konnte die B-Actin-mRNA erst beim Einsatz von 6 pL. RNA-
Extrakt aus 10° HFS-10-Zellen detektiert werden (siche Abb. 4.2-1; Losung D, Spur 2). Beim
Einsatz der Losung D* war hingegen noch eine B-Actin-Bande bei der gleichen Menge

Extrakt aus nur 10° Zellen deutlich erkennbar (siehe Abb. 4.2-1; Lésung D*, Spur 5).

MW 123 4S5 12345 K

380 bp — B-Actin

(.
Losung D Losung D*

Abb. 4.2-1: Nachweis von B-Actin-mRNA aus Extrakten unterschiedlicher Zellzahlen humaner
Fibroblasten iiber die RT-PCR. Die Extraktion der RNA erfolgte mit der modifizierten Methode nach
Chomzcynski aus 10° (Spur 1), 10° (Spur 2), 10* (Spur 3, 4) und 10° (Spur 5) HFS-10-Zellen. Einerseits
wurde dabei die normale Losung D, andererseits die modifizierte Losung D* verwendet. Fiir die RT-PCR
wurden 6 pL der jeweiligen RNA-Extrakte eingesetzt. (M: Marker; W: Wasserkontrolle; K: 5 pL positi-
ves RNA-Extrakt von FRhK4-Zellen)

Eine weitere Erhohung der Sensitivitit der PCR bei der Untersuchung von HCV-haltigen
Proben konnte erzielt werden, wenn im Verlauf der modifizierten RNA-Extraktion nach
Chomczynski 1 mg/mL Glykogen direkt vor der Fillung der Nukleinséure zur Probe gegeben
wurde. Die Abb. 4.2-2 zeigt beispielsweise, wie aus den RNA-Extrakten verschiedener Ver-
diinnungen der HCV-Serumprobe Nr. 5, unabhidngig vom verwendeten Lysepuffer, in fast
allen Ansitzen die virale RNA detektiert werden konnte, wenn der Probe Glykogen zugesetzt
wurde (siehe Abb. 4.2-2; mit Glykogen, Spur 2-5). Im Gegensatz dazu war bei einer Extrakti-
on unter identischen Bedingungen, ohne den Zusatz von Glykogen, maximal eine 1:2 Ver-
diinnung der Serumprobe Nr. 5 positiv (siche Abb. 4.2-2; ohne Glykogen, Spur 2-3). Das

dabei sogar eine unverdiinnte Probe negativ ausfiel (siche Abb. 4.2-2; ohne Glykogen,
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Losung D*, Spur 2), lag sicherlich nicht an der Methode, sondern hing vermutlich damit

zusammen, dass das Material wihrend der Extraktion verloren gegangen war.

MW 12345 12345 12345 12345 K

250 bp — — HCV

| |
ohne mit ohne mit
Glykogen Glykogen Glykogen Glykogen

|
Losung D Losung D*

Abb. 4.2-2: Nachweis von HCV-Positivstrang-RNA aus HCV-haltigen Plasma- oder Serumproben
iiber die RT-PCR. Fiir die Detektion der viralen RNA wurden, neben der HCV-positiven Frischplas-
maprobe Nr. 4 (Spur 1), folgende Verdiinnungen der HCV-Serumprobe Nr. 5 eingesetzt: unverdiinnt
(Spur 2), 2" (Spur 3), 2% (Spur 4), 2 (Spur 5). Die Extraktion der RNA erfolgte mit der modifizierten
Methode nach Chomzcynski aus je 200 pL Probe. Einerseits wurde dabei die normale Losung D, anderer-
seits die modifizierte Losung D* verwendet. In einigen Proben wurde die RNA in Anwesenheit von Gly-
kogen gefillt. Fiir die RT-PCR wurden 6 pL der jeweiligen RNA-Extrakte eingesetzt. Je 1 uL der cDNA
aus der RT-PCR wurde fiir die nested PCR verwendet. (M: Marker; W: Wasserkontrolle; K: 5 uL positi-
ves RNA-Extrakt der HCV-Frischplasmaprobe Nr. 4)

Uber die beschriebenen Modifikationen der RNA-Extraktion nach Chomczynski konnte also
die Sensitivitdt der RT-PCR derart verbessert werden, dass nun eine zuverldssige Detektion
des Virus im Probenmaterial {iber die nested PCR gewéhrleistet war. Alle weiteren Extraktio-
nen wurden daher nach der modifizierten RNA-Extraktion nach Chomczynski (vgl. 3.14.3)
durchgefiihrt. Handelte es sich beim Untersuchungsmaterial um Plasma- bzw. Serumproben
oder um Uberstinde infizierter Kulturen, wurde auBerdem 1 mg/mL Glykogen vor der Fil-

lung der Nukleinsdure zur Probe gegeben.

4.2.2 Infektion verschiedener Zellinien mit HCV
Um zu priifen, welche Zellen eventuell fiir die Etablierung eines geeigneten Replikations-
systems in Frage kommen koénnten, wurden nun verschiedene Zellinien aus dem Labor mit

HCV infiziert. Der Infektionserfolg wurde jeweils tiber die nested PCR kontrolliert.
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4.2.2.1 Infektion von Hautfibroblasten mit HCV-Frischplasma

Die Infektion der Hautfibroblasten (HFS-10-Zellen) erfolgte mit jeweils 500 ul. HCV-
Frischplasma Nr. 4 bzw. einem HCV-negativen Kontrollplasma fiir 2 h bei 37°C in einer 6 cm
Schale. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (1. Tag, 1., 2. und 3.Woche p.i.) wurde jeweils der
Uberstand eingefroren sowie ein Zellextrakt hergestellt. In einer nachfolgenden nested PCR
mit den RNA-Extrakten der einzelnen Proben konnte zu keinem Zeitpunkt HCV-Positiv-

strang-RNA im Uberstand oder den Zellextrakten nachgewiesen werden (nicht dargestellt).

4.2.2.2 Infektion von Knochenmarkfibroblasten mit HCV-Frischplasma

Bei der Infektion der Knochenmarkfibroblasten (KMF-Zellen) wurde wie bei den Haut-
fibroblasten verfahren (vgl. 4.2.2.1). Zu keinem Zeitpunkt p.i. konnte jedoch HCV-RNA iiber
die nested PCR nachgewiesen werden, d.h. die Infektion verlief ebenfalls ergebnislos (nicht

dargestellt).

4.2.2.3 Infektion von FRhK4-Zellen mit HCV-Frischplasma

Die Infektion der FRhK4-Zellen erfolgte mit 500 uL des HCV-Frischplasmas Nr. 4 oder
einem HCV-negativen Kontrollplasma fiir 2 h bei 37°C in einer 6 cm Schale. Zu unterschied-
lichen Zeitpunkten (NP, 1., 2. und 3. Woche p.i.) wurde jeweils der Uberstand eingefroren
sowie ein Zellextrakt hergestellt. Die Ergebnisse der nested PCR mit den RNA-Extrakten der

einzelnen Proben sind in der nachfolgenden Tab. 4.2-1 aufgefiihrt.

Tab. 4.2-1: Nachweis von HCV-Positivstrang-RNA in infizierten FRhK4-Zellen iiber die RT- PCR.

Infizierte FRhK4-Zellen

Probenentnahme Mock HCV-Plasma (Nr. 4)
Zellextrakt Uberstand Zellextrakt Uberstand
NP nb nb - -
1. Wo p.i. nb nb + -
2. Wo p.i nb nb - +
3. Wo p.i - - + -

Die FRhK4-Zellen einer 6 cm Schale wurden mit 500 pL Frischplasma oder einem HCV-negativen Kon-
trollplasma (Mock) infiziert. Die Extraktion der viralen Nukleinsdure erfolgte zu unterschiedlichen Zeit-
punkten p.i. nach der modifizierten RNA-Extraktion nach Chomczynski aus je 200 pL Zellextrakt oder
200 pL Uberstand. Fiir die RT-PCR wurden 6 uL der jeweiligen RNA-Extrakte eingesetzt. Je 1 uL der
c¢DNA aus der RT-PCR wurde fiir die nested PCR verwendet. (nb: nicht bestimmt)
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HCV-Positivstrang konnte in den Zellextrakten der HCV-infizierten FRhK4-Zellen in der
ersten und der dritten Woche p.i. sowie im Uberstand der 2. Woche p.i. nachgewiesen wer-

den. Dies war der erste vage Hinweis auf eine Replikation des Virus in diesen Zellen.

4.2.3 Infektion von FRhK4-Zellen und RLI-positiven FRhK4-Zellklonen mit HCV-
Plasma

Fiir die Bestdtigung der Ergebnisse aus 4.2.2.3 sollte eine weitere Infektion von FRhK4-
Zellen mit dem HCV-Frischplasma Nr. 4 erfolgen.

Aufgrund der Tatsache, dass FRhK4-Zellen, die stabil mit dem pcDNA3/RLI 3’ transfiziert
waren (RLI-positive FRhK4-Zellklone), die Replikation des HAV fordern (Gotter, 1999;
Kurth, 2001), sollten dabei, neben den FRhK4-Zellen, auch diese Zellklone mitgefiihrt wer-
den. Da die zur Verfiigung stehenden RLI-positiven FRhK4-Zellklone jedoch nur iiber eine
Antibiotikaresistenz selektioniert und noch nicht explizit auf die zusitzlich eingebrachte
Sequenz des RNase L-Inhibitors (RLI) hin untersucht worden waren, wurde zunidchst in
einem Vorversuch tiberpriift, welcher Klon das RLI-ORF des Vektors pcDNA3/RLI 3’ (sieche
2.4.3) stabil trdgt, bevor eine Infektion dieser Zellen mit HCV durchgefiihrt wurde.

4.2.3.1 Uberpriifung RLI-positiver FRhK4-Zellklone auf die Insertion des RLI-ORF

Die Kontrolle der erfolgreichen Insertion des RLI-ORF in den mit G418-selektionierten RLI-
positiven FRhK4-Zellklonen von GOTTER (Gotter, 1999) erfolgte auf Genomebene. In die
PCR wurden dabei unterschiedliche Primerkombinationen aus dem pcDNA3 und dem RLI
eingesetzt, um zwischen dem zelluldren RLI-Gen und dem integrierten RLI-ORF des Plasmi-

des unterscheiden zu kénnen (vgl. 3.17). Die Ergebnisse sind in der Tab. 4.2-2 dargestellt.

Tab. 4.2-2: Nachweis der erfolgreichen Transfektion von FRhK4-Zellen mit pcDNA3/RLI 3’
iiber die PCR.

Untersuchte RLI+-FRhK4-Zellklone
Lage der verwendeten

Primer
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
SP6-Promotor / RLI - - - - -+ 4+ 4+ - +
CMV-Enhancer / RLI - - - - - -+ o+ - +
CMV-Promotor / RLI nb nb nb nb nb - nb nb nb nb

Aus insgesamt zehn RLI+-FRhK4-Zellklonen wurde jeweils die DNA extrahiert (klassische Methode)
und je 1 pug DNA-Extrakt mit unterschiedlichen Primerkombinationen in eine PCR eingesetzt. (nb:
nicht bestimmt)
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Bei der Verwendung des Sense-Primers aus der codierenden Region des RLI sowie dem Anti-
sense-Primer aus dem SP6 Promotor, der stromabwarts der cDNA des RLI-ORF im transfi-
zierten pcDNA3/RLI 3’ liegt, waren von insgesamt 10 untersuchten Klonen nur vier positiv
(Klon Nr. 6, 7, 8 und 10). Beim Einsatz einer Primerkombination aus dem CMV-Enhancer/
Promotor-Bereich des Plasmides und dem RLI-Insert war sogar nur bei drei Klonen eine
Bande im Agarosegel sichtbar (Klon Nr. 7, 8 und 10).

Das bedeutet nur die Klone Nr. 6, 7, 8 und 10 besaBBen das zusétzlich eingebrachte RLI-ORF,
wobei im Klon Nr. 6 der CMV-Enhancer und -Promotor nicht integriert war.

Um zu testen, ob sich dies moglicherweise auf eine zu erwartende Uberexpression des RLI
auswirken konnte, wurde versucht, die Expression des RLI in drei der positiven Zellklone

sowohl auf der Ebene der Transkription als auch auf Translationsebene nachzuweisen.

4.2.3.2 Kontrolle der RLI-Expression auf Transkriptionsebene

Die Detektion des RLI auf Transkriptionsebene in den RLI-positiven FRhK4-Zellklonen
Nr. 6, Nr. 8 und Nr. 10 erfolgte mit Hilfe der RT-PCR (siehe 3.16.4). Als Kontrollansétze
dienten zwei Zellklone, die stabil mit dem pcDNA/RLI 3°(-) (vgl. 2.4.4) transfiziert wurden,
aus dem die Sequenz des RLI entfernt worden war (RLI-negative Zellklone), sowie FRhK4-
Zellen. Die Zellen wurden bis zur ersten Probenentnahme zehn Tage kultiviert und anschlie-
Bend einmal passagiert. Nach einer weiteren viertdgigen Kultivierung der Ansitze wurde eine
zweite Probe genommen. Nach der Extraktion der RNA aus den Zellen und einem sich
anschlieBenden DNase-Verdau, erfolgte schlieBlich die RT-PCR, wobei als Kontrolle fiir eine
erfolgreiche RNA-Isolierung mit den identischen Proben eine B-Actin-PCR durchgefiihrt
wurde.

Es konnte sowohl in den FRhK4-Zellen, als auch in den RLI-negativen und den RLI-positiven
FRhK4-Zellklonen RLI-mRNA nachgewiesen werden (nicht dargestellt). Zu beiden Zeit-
punkten der Probenentnahme war aber in jeweils zwei der drei untersuchten RLI-positiven
Zellklone die Intensitit der RLI-Banden hoher als in den iibrigen Ansétzen (im Zellklon Nr. 8
und Nr. 10 bzw. Nr. 6 und Nr. 10). Da die entsprechenden B-Actin-Banden in allen Anséitzen
anndhernd identisch waren (nicht dargestellt), konnte dies somit ein kleines Indiz dafiir sein,
dass in den RLI-positiven Zellklonen Nr. 6, Nr. 8 und Nr. 10 moglicherweise mehr RLI-
mRNA als in den entsprechenden Kontrollansitzen vorlag. Ein aussagekréftiger quantitativer

Vergleich war hier aber nicht moglich.
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4.2.3.3 Kontrolle der RLI-Expression auf Translationsebene

Um die RLI-Expression auf Translationsebene zu untersuchen, wurden die zelluldren Proteine
positiver (Zellklon Nr. 6, 8 und 10) und negativer FRhK4-Zellklone (Zellklon Nr. 6 und 7)
sowie von FRhK4-Zellen in einer SDS-PAGE aufgetrennt und das RLI iiber einen Immu-
noblot mit entsprechenden Antikorpern detektiert (siehe 3.22). In unterschiedlichen Ansétzen
mit 10-40 pg Proteinextrakt und Variationen in den Inkubationszeiten des RLI-spezifischen
Antikorpers ist es nicht gelungen, ein brauchbares Ergebnis zu erzielen. Entweder trat die zu
erwartende RLI-Bande von 68 kDa gar nicht auf und es konnten nur unspezifische Banden
zwischen 30, 50 und etwa 100 kDa detektiert werden oder es waren so viele Banden sichtbar,
dass eine genaue Zuordnung der spezifischen RLI-Bande nicht moglich war (nicht darge-
stellt). Eine quantitative Aussage iiber die Konzentration des Proteins in den jeweiligen Zellen

konnte daher nicht getroffen werden.

Es war somit nicht gelungen, die zu erwartende Uberexpression des RLI in den RLI-positiven
Zellklonen auf Transkriptions- bzw. Translationsebene nachzuweisen. Dennoch wurde fiir die

nachfolgende HCV-Infektion der RLI-positive FRhK4-Zellklon Nr. 6 mitgefiihrt.

4.2.3.4 Infektion von FRhK4-Zellen und -Zellklonen mit HCV-Plasma

Die Infektion von FRhK4-Zellen, einem RLI-negativen FRhK4-Zellklon und dem RLI-
positiven FRhK4-Zellklon Nr. 6 wurde fiir 4 h bei 37°C mit je 500 uL. HCV-Plasma durchge-
fiihrt (siehe 3.6). Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (NP, 1., 2., 3. und 4. Woche p.i.) wurden
die Uberstinde eingefroren sowie Zellextrakte hergestellt. Es folgte eine RNA-Extraktion
nach der modifizierten Chomczynski-Methode und eine nested PCR. Die Ergebnisse sind in
der Tab. 4.2-3 dargestellt, wobei als Kontrollen Proben der Mock-infizierten FRhK4-Zellen
mitgefiihrt wurden.

HCV-Positivstrang-RNA konnte in den FRhK4-Zellen nur im Uberstand direkt nach der vier-
stiindigen Infektion nachgewiesen werden. In den HCV-infizierten RLI-positiven FRhK4-
Zellen konnte hingegen sowohl am Nullpunkt als auch in der zweiten und dritten Woche p.i.
HCV-RNA in den Zellextrakten detektiert werden. Da das entsprechende Zellextrakt aus der
ersten Woche p.i. negativ ausfiel, war dies ein erneuter Hinweis fiir eine Replikation des HCV
in FRhK4-Zellen. AuBlerdem spricht das Ergebnis dafiir, dass das Virus moglicherweise in

den RLI-positiven Zellkonen besser replizieren konnte als in den FRhK4-Zellen.
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Tab. 4.2-3: Nachweis von HCV-Positivstrang-RNA in infizierten FRhK4-Zellen und dem infizierten
RLI+-FRhK4-Zellklon Nr. 6 iiber die RT-PCR.

Infizierte Zellen

Probenentnahme Mock-infizierte HCV-infizierte HCV-infizierte
FRhK4-Zellen FRhK4-Zellen RLI+-Zellklone

Zellextrakt ~ Uberstand Zellextrakt Uberstand  Zellextrakt  Uberstand

NP nb nb - + + +
1. Wo p.i. nb nb - - - -
2. Wo p.i nb nb - - + -
3. Wo p.i nb nb - - + -
4. Wo p.i - - - - - -

Die Zellen einer 6 cm Schale wurden mit 500 pL. HCV-Plasma oder einem HCV-negativen Kontroll-
plasma (Mock) infiziert. Die Extraktion der viralen Nukleinsdure erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten p.i. nach der modifizierten RNA-Extraktion nach Chomczynski aus je 200 pL Zellextrakt oder 200 pL
Uberstand. Fiir die RT-PCR wurden 6 pL der jeweiligen RNA-Extrakte eingesetzt. Je 1 uL der cDNA aus
der RT-PCR wurde fiir die nested PCR verwendet. (nb: nicht bestimmt)

4.2.4 Versuch einer Adaptation des HCV an FRhK4-Zellen

Um ein Zellkultursystem etablieren zu konnen, das eine hohe Produktion infektidser Virus-
partikel erlaubt, wurde im folgenden versucht, das HCV an die FRhK4-Zellen zu adaptieren.
Zu diesem Zweck wurden einerseits mit einem Teil der infizierten Ansitze aus 4.2.3.4 Zell-
passagen durchgefiihrt. Andererseits erfolgte mit den Uberstinden der HCV-infizierten Zellen
aus 4.2.2.3 eine Reinfektion von FRhK4-Zellen und RLI-positiven Zellklonen mit anschlie-

enden Virus- und Zellpassagen der reinfizierten Zellen.

4.2.4.1 Versuch einer Adaptation des HCV iiber Zellpassagen

Beim Versuch, das HCV aus dem Probenmaterial der Infektionsansétze aus 4.2.3.4 anzupas-
sen, wurden mit einem Teil der infizierten Zellen aus der 4. Woche p.i. mehrere Zellpassagen
durchgefiihrt. Dabei erfolgte in regelméBigen Abstinden mit den Zellextrakten und/oder
Uberstinden der jeweiligen Zellen ein HCV-Nachweis iiber die nested PCR.
HCV-Positivstrang-RNA war bereits nach der zweiten Passage im RLI-positiven Zellklon,
aber erst nach der vierten Passage im RLI-negativen Zellklon detektierbar (nicht dargestellt).
Ein weiteres Indiz dafiir, dass das HCV in den RLI-positiven Zellklonen moglicherweise
etwas besser replizieren kann als in den entsprechenden Vergleichszellen.

Aus ungeklarter Ursache kam es jedoch in beiden Ansdtzen zu einer HAV-Coinfektion
(Nachweis erfolgte iiber die RT-PCR; nicht dargestellt). Diese fiihrte moglicherweise dazu,

dass im HCV-infizierten RLI-positiven Zellklon ein CPE auftrat, der eine weitere Kultivie-
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rung des Ansatzes unmoglich machte. Er musste in der dritten Passage abgebrochen werden.
Der RLI-negative Zellklon konnte hingegen trotz der Coinfektion weiter kultiviert werden,
wobei HCV-RNA von der 4. bis zur 9. Passage iiber insgesamt 5 Monate sporadisch in den
Zellen nachweisbar war. Eine Adaptation des HCV an diese Zellen gelang aber nicht, da in
den Passagen 10 und 11 keine virale RNA mehr detektiert werden konnte (nicht dargestellt).

Der Ansatz wurde schlieBlich nach der 11. Passage abgebrochen.

4.2.4.2 Versuch einer Adaptation des HCV iiber Virus- und Zellpassagen

Mit den Uberstinden der HCV-infizierten Zellen aus 4.2.2.3 (Uberstinde der 1., 2. und 3.
Woche p.i.) wurden FRhK4-Zellen und RLI-positive FRhK4-Zellklone reinfiziert (siche Abb.
4.2-3). Die Infektion erfolgte dabei mit je 500 pL Inokulum fiir 4 h bei 37°C in einer 6 cm
Schale (siehe 3.6). Als Kontrolle dienten FRhK4-Zellen, die mit dem Uberstand der Mock-
infizierten FRhK4-Zellen aus 4.2.2.3 der dritten Woche p.i. inokuliert wurden.

Erste Infektion von FRhK4-Zellen
mit einem HCV-positiven Frischplasma (vgl. 4.2.2.3)

|

Einfrieren der Uberstinde (U)
zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.i.

|

Uberstand 1. Wo (U1) Uberstand 2. Wo (U2) Uberstand 3. Wo (U3)
Reinfektion von Reinfektion von Reinfektion von
FRhK4-Zellen und FRhK4-Zellen und FRhK4-Zellen und
RLI-positiven Zellklonen RLI-positiven Zellklonen RLI-positiven Zellklonen
Probenentnahme Probenentnahme Probenentnahme
NP, 1.,2.,3.und 4. Wo p.i. NP, 1.,2.,3.und 4. Wo p.i. NP, 1.,2.,3.und 4. Wo p.i.

Abb. 4.2-3: Flieischema der Reinfektion von FRhK4-Zellen und RLI-positiven FRhK4-Zellklonen
mit den Uberstinden aus 4.2.2.3.

Anhand der Tab. 4.2-4 erkennt man, dass nach dreiwdchiger Kultivierung der Zellen in allen
Proben der reinfizierten RLI-positiven Zellklone HCV-Plusstrang-RNA im Uberstand nach-
gewiesen werden konnte. Direkt nach der Infektion und zwei Wochen p.i. waren indes alle
Ansitze negativ. Vier Wochen nach der Infektion war einer der drei Infektionsansédtze positiv.

Im Gegensatz dazu konnte in den FRhK4-Zellen zu allen Zeitpunkten der Probenentnahme



Ergebnisse 88

HCV-RNA detektiert werden, auch wenn in der 2., 3. und 4. Woche p.i. nicht in allen drei
Proben der Nachweis der viralen RNA gelang.

Demnach sind bei der ersten Infektion von FRhK4-Zellen aus 4.2.2.3 geringe Mengen infek-
tidser Virionen entstanden, die in diesen Ansdtzen zu einer Neuinfektion der Zellen gefiihrt

haben.

Tab. 4.2-4: Nachweis von HCV-Positivstrang-RNA in reinfizierten FRhK4-Zellen bzw. dem RLI-positiven
FRhK4-Zellklon Nr. 6 iiber die RT-PCR.

Mock-reinfizierte HCV-reinfizierte HCV-reinfizierte Reinfektion

Probenentnahme  pppicq 7ellen FRhK4-Zellen RLI+Zellklone | mit U aus 4.2.2.3
+ - U1
NP + - U2
nb + - U3
+ + U1
1. Wo p.i + - U2
nb + - U3
+ - Ul
2. Wo p.i + - U2
nb - - U3
- + Ul
3. Wo p.i + + U2
nb + + U3
+ - Ul
4. Wo p.i. - - U2
- + + U3

FRhK4-Zellen und RLI-positive FRhK4-Zellklone einer 6 cm Schale wurden mit je 500 pL Uberstand der ersten
bis dritten Woche p.i. (U 1, U2 und U3) der HCV-infizierten Zellen aus 4.2.2.3 inkubiert. Als Kontrollen dienten
FRhK4-Zellen, die mit dem Uberstand der Mock-infizierten Zellen aus 4.2.2.3 der dritten Woche p.i. (U3) ino-
kuliert wurden. Die Extraktion der viralen Nukleinséure erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.i. nach der
modifizierten RNA-Extraktion nach Chomczynski aus jeweils 200 pL Uberstand. Fiir die RT-PCR wurden 6 uL
der jeweiligen RNA-Extrakte eingesetzt. Je 1 uL der cDNA aus der RT-PCR wurde fiir die nested PCR verwen-
det. (U: Uberstand; nb: nicht bestimmt)

Im Anschluss an die Reinfektion der Zellen wurde dann eine weitere Viruspassage durchge-
fiihrt, d.h. mit allen Uberstinden der ersten und dritten Woche p.i. aus Tab. 4.2-4 wurden
erneut FRhK4-Zellen und RLI-positive Zellklone infiziert. AnschlieBend erfolgten mehrere
Zellpassagen, wobei jeweils zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektionserfolg iiber die
nested PCR nachgewiesen wurde. Dabei konnte in keinem Ansatz HCV-RNA detektiert wer-
den (nicht dargestellt).

Obwohl die FRhK4-Zellen also offensichtlich permissiv fiir das HCV waren, misslang der

Versuch, das Virus an diese Zellen zu adaptieren.
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4.2.5 Transfektion von U937-Zellen mit HCV-RNA

Nachdem es nicht gelungen war, die Replikationseffizienz des Hepatitis C-Virus in den
FRhK4-Zellen merklich zu steigern, wurde, auf der Suche nach einem geeigneten Zellkultur-
system, ein weiterer Versuch mit U937-Zellen unternommen.

In einem ersten Ansatz konnte nach der Transfektion der Zellen mit je 10 pg HCV-RNA (iso-
liert aus zwei HCV-Frischplasmen) zwei Wochen p.i. sowohl in den Zellextrakten als auch in
den Uberstinden der transfizierten U937-Zellen die virale RNA nachgewiesen werden, wih-
rend drei Wochen p.i. kein Virus mehr detektierbar war (nicht dargestellt). Da aber auch eine
von insgesamt sechs mitgefithrten Negativkontrollen positiv ausfiel, konnte das Ergebnis
nicht verwertet werden.

Eine Wiederholung der PCR war aufgrund der sehr geringen RNA-Ausbeuten nach der

Extraktion nicht moglich.

In einem zweiten Ansatz wurde daher die Transfektion der U937-Zellen wiederholt. Dabei
sollte, neben den promonozytiren Zellen, erneut ein Zellklon mitgefiihrt werden, der stabil
mit dem pcDNA3/RLI 3’ transfiziert war (RLI-positiver U937-Zellklon), um durch das zu-
satzlich eingebrachte RLI moglicherweise die Replikation des HCV und damit die Chance auf
ein Zellkultursystem zu erhdhen.

Da RLI-positive und RLI-negative Zellklone (U937-Zellklone, die stabil mit dem Kon-
trollplasmid ohne RLI-ORF transfiziert waren) nicht zur Verfiigung standen, mussten diese

zundchst hergestellt werden.

4.2.5.1 Herstellung RLI-positiver und RLI-negativer U937-Zellklone

U937-Zellen wurden mit dem pcDNA3/RLI 3’ (siehe 2.4.3) oder dem entsprechenden Kon-
trollplasmid ohne RLI-ORF (siehe 2.4.4) iiber unterschiedliche Methoden transfiziert (siche
3.12.2) und anschlieend mit G418 selektioniert. Die fiir unbehandelte Zellen cytotoxische
G418-Konzentration wurde zuvor an U937-Zellen {iber einen Vitalititstest (MTT-Test; siche
3.5) ermittelt. Die Ergebnisse aus zwei unabhingig voneinander initiierten MTT-Tests sind in
der Abb. 4.2-4 zusammengefasst.

Wie zu erkennen ist, tolerierten die unbehandelten U937-Zellen das G418 maximal bis zu
einer Konzentration von 600 pg/mL. Um einen ausreichenden Selektionsdruck auszuiiben,

wurden die transfizierten U937-Zellen daher in 700 pg/mL G418 selektioniert (siehe 3.13).
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Abb. 4.2-4: Vitalitit von U937-Zellen in Abhingigkeit der G418-Konzentration. U937-Zellen wur-
den mit unterschiedlichen Konzentrationen an G418 fiir 16 Tage inkubiert. Dann wurde die Vitalitdt der
Zellen iiber einen MTT-Test ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhéngig voneinander
initiierten Anséitzen mit Standardabweichung.

Die Ergebnisse der Selektion der transfizierten U937-Zellen waren insgesamt sehr unter-
schiedlich. Nach einer Calcium/Phosphat-Transfektion konnte kein Zellklon, nach der
Elektroporation vier RLI-positive sowie acht RLI-negative Klone und nach der Transfektion
mit dem Superfect-Reagenz jeweils liber 90 U937-Zellklone selektioniert werden (nicht dar-
gestellt).

Die Uberpriifung der stabilen Insertion des RLI-ORF aus dem pcDNA3/RLI 3’ erfolgte nach
einer DNA-Extraktion iiber die klassische Methode oder die Isolierung mit Chelex (siehe
3.14.4), mit Hilfe der PCR auf Genomebene (sieche 3.17). Es zeigte sich, dass lediglich in
einem der insgesamt vier selektionierten RLI-positiven Zellklone aus der Elektroporation das
RLI-ORF integriert war (nicht dargestellt). Im Gegensatz dazu wiesen von 20 getesteten RLI-
positiven-Zellklonen aus der Transfektion mit dem Superfect-Reagenz 19 die zusitzlich ein-
gebrachte Sequenz des RLI auf, wobei zehn Klone den kompletten CMV-Enhancer/Promotor-
Bereich integriert hatten (nicht dargestellt). Einer dieser RLI-positiven sowie einer der RLI-
negativen U937-Zellklone wurde schlieBlich fiir die nachfolgende HCV-Transfektion ver-

wendet.

4.2.5.2 Transfektion RLI-negativer und RLI- positiver U937-Zellklone mit HCV-RNA
Die Transfektion von je 2 x 10° Zellen erfolgte mit dem TransMessenger-Reagenz der Firma
Qiagen (siehe 3.12.1.2). Fiir die Transfektion wurden jeweils 10 pg infektiose HCV-RNA

eingesetzt, die iiber die in vitro Transkription mit dem infektiosen HCV-Plasmid hergestellt
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wurde (siehe 3.11). Nach der Transfektion wurden die Zellen zweimal gewaschen und im
Selektionsmedium kultiviert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.i. wurde die Zellzahl in den
entsprechenden Ansétzen bestimmt und eine Probe fiir die RNA-Extraktion entnommen.
Zusitzlich wurde stets eine gewisse Anzahl der Zellen in Anwesenheit von PMA inkubiert
(siehe 3.1.2), um tber eventuell auftretende morphologische Differenzierungsstérungen
zusiétzliche Hinweise fiir eine vorliegende HCV-Replikation zu erhalten. Nach 16tagiger Kul-
tivierung der Zellen wurden die Ansétze abgebrochen und die restlichen Zellsuspensionen
jeweils fiir die Herstellung von Zellysaten eingefroren.

Nach der Isolierung der Ribonukleinsdure aus den Zellen (siehe 3.14.3) und einem anschlie-
enden DNase-Verdau (siehe 3.20.1.1) erfolgte schlieBlich mit je 1 pg RNA-Extrakt der
Nachweis der viralen RNA iiber die nested PCR. Im Gegensatz zu den bisherigen Ansétzen
wurde dabei nicht die genomische RNA sondern das Replikationsintermediat des HCV {iber
die Negativstrang-spezifische PCR detektiert (siche 3.16.2), um zwischen der eingebrachten
Inokulum-RNA und der neu synthetisierten RNA unterscheiden zu kénnen und einen direkten
Hinweis auf eine gegebenenfalls vorhandene Virusreplikation zu erhalten. Als Negativkon-
trolle fiir die Spezifitit der PCR-Reaktion wurde HCV-Positivstrang-RNA mitgefiihrt, die aus
der HCV-Frischplasmaprobe Nr. 4 isoliert wurde. Beim Nullpunkt (NP) handelte es sich um
den Zeitpunkt der ersten Probenentnahme etwa sieben Stunden nach der Transfektion der Zel-

len. Die Ergebnisse sind in der Abb. 4.2-5 dargestellt.

Bei den RLI-negativen U937-Zellen konnte in den HCV-transfizierten Zellen zu allen
Zeitpunkten p.i. das Replikationsintermediat von HCV nachgewiesen werden (siche Abb.
4.2-5A; HCV), wihrend die entsprechenden Kontrollen alle negativ waren (siche Abb.
4.2-5A; Mock). Bei den RLI-positiven Klonen konnte hingegen nur am Nullpunkt eine Bande
in den HCV-transfizierten Ansétzen beobachtet werden (siche Abb. 4.2-5B; HCV).

Ein insgesamt sehr iiberraschendes Ergebnis. Einerseits schien schon wenige Stunden nach
der Transfektion eine Replikation des HCV stattgefunden zu haben, andererseits war in den
Extrakten der RLI-negativen Zellklone deutlich mehr Negativstrang-RNA nachweisbar als in
den RLI-positiven Zellklonen. Ein direkter Vergleich der Replikationseftizienz zwischen den
RLI-negativen und RLI-positiven U937-Zellen war in diesem Versuch aber nicht moglich, da
von den transfizierten RLI-positiven Zellklonen beim Spiilen unmittelbar nach der Transfek-
tion viele Zellen verloren gegangen waren und somit die Zellzahl der positiven Zellklone um

ein Vielfaches unter der Anzahl der negativen Klone lag.
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Abb. 4.2-5: Nachweis von HCV-Negativstrang-RNA in transfizierten RLI-negativen bzw. RLI-
positiven U937-Zellklonen iiber die RT-PCR. 2 x 10° U937-Zellen wurden mit je 10 ug in vitro trans-
kribierter HCV-RNA transfiziert. Die Extraktion der viralen Nukleinsdure erfolgte zu unterschiedlichen
Tagen p.i. nach der modifizierten RNA-Extraktion nach Chomczynski aus jeweils 200 pL Zellextrakt.
Nach einem anschlieBenden DNase-Verdau der Proben wurde je 1 pg RNA in die reverse Transkription
eingesetzt und 5 pL des RT-Produktes in die erste PCR. Je 1 puL der cDNA aus der ersten PCR wurde fiir
die nested PCR verwendet. (A) Mock- bzw. HCV-transfizierte RLI-negative U937-Zellklone, (B) Mock-
bzw. HCV-transfizierte RLI-positive U937-Zellklone. (M: Marker; W: Wasserkontrolle; K: 5 uL. RNA-

A) RLI-negative U937-Zellen
Mock HCV
M NP 4 8 12 16 NP 4 8 12 16 w Tage p.i.

500 bp
200 bp HCV
B) RLI-positive U937-Zellen
Mock HCV
M NP 4 8 12 16 NP 4 8 12 16 K W  Tagep.i
500 bp
200 bp HCV

Extrakt der HCV-Frischplasmaprobe Nr. 4)

Die Vermutung, dass es sich bei den Banden in der Abb. 4.2-5 trotz eines DNase-Verdaus der

RNA-Extrakte moglicherweise um amplifiziertes Plasmid aus Resten des Inokulums handeln

konnte, wurde durch die Tatsache entkréftet, dass drei der Proben (8 bis 16 Tage p.i.) unter

identischen Bedingungen aber ohne Verwendung der Reverse Transkriptase negativ waren

(nicht dargestellt).

Die Kultivierung der transfizierten Zellen mit PMA erbrachte keine neuen Erkenntnisse. Zu

keinem Zeitpunkt p.i. waren morphologische Unterschiede in der Differenzierung zwischen

Mock- und HCV-transfizierten Zellen zu beobachten (nicht dargestellt).
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4.2.5.3 Reinfektion von U937-Zellen

Um zu iiberpriifen, ob bei der Transfektion der U937-Zellklone aus 4.2.5.2 tatséchlich infek-
tidse Virionen entstanden waren und zu versuchen, das Virus gegebenenfalls an die Zellen
anzupassen, wurde wie folgt verfahren: Zunichst wurden aus den Zellsuspensionen der HCV-
transfizierten Zellen aus 4.2.5.2, die 16 Tage p.i. eingefroren wurden, durch dreimaliges Ein-
frieren und Auftauen Zellysate hergestellt. Dann wurden je 5 x 10° RLI-negative bzw. RLI-
positive U937-Zellen mit 400 uL Zellysat fiir sieben Stunden inkubiert. Nach der Infektion
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in Erhaltungsmedium kultiviert. Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten p.i. wurde schlieBlich die Zellzahl der Ansétze bestimmt und
jeweils eine Probe fiir die RNA-Extraktion entnommen (siche Abb. 4.2-6). Als Negativkon-

trolle dienten Zellklone, die mit dem Zellysat Mock-transfizierter Zellen inokuliert wurden.

Transfektion von
RLI-positiven und RLI-negativen U937-Zellklonen mit
in vitro transkribierter HCV-RNA (vgl. 4.2.5.2)

|

Herstellung von
Zellysaten (L) 16 Tage p.i.

/ \

Zellysat der transfizierten Zellysat der transfizierten
RLI-negativen Zellklone (Ly) RLI-positiven Zellklone (Lp)
Reinfektion von Reinfektion von

RLI-positiven und RLI-negativen U937-Zellklonen RLI-positiven und RLI-negativen U937-Zellklonen

| |

Probenentnahme Probenentnahme
NP, 4, 8 und 12 Tage p.i. NP, 4, 8 und 12 Tage p.i.

Abb. 4.2-6: Flieischema der Reinfektion von RLI-negativen und RLI-positiven U937-Zellklonen mit
den Zellysaten aus 4.2.5.2.

Bei den reinfizierten, RLI-negativen U937-Zellklonen konnte weder in den Zellen, die mit
dem Zellysat der HCV-transfizierten RLI-negativen U937-Zellen infiziert wurden, noch in
den Ansédtzen, die mit dem Zellysat der RLI-positiven Zellen inokuliert wurden HCV-RNA
nachgewiesen werden (siche Abb. 4.2-7A). Im Gegensatz dazu war in den reinfizierten, RLI-

positiven U937-Zellen, die mit dem Lysat der HCV-transfizierten RLI-negativen U937-
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Zellklonen aus 4.2.5.2 infiziert wurden, HCV-RNA am Nullpunkt, 4 Tage und 12 Tage nach
der Infektion iiber die nested PCR detektierbar (siche Abb. 4.2-7B). Demnach sind bei der

ersten Infektion aus 4.2.5.2 tatsichlich infektidse Virionen entstanden.

Abb. 4.2-7: Nachweis von HCV-Positivstrang-RNA in reinfizierten RLI-negativen bzw. RLI-
positiven U937-Zellklonen iiber die nested PCR. 2 x 10° U937-Zellen wurden mit je 400 uL Zellysat
(L) der transfizierten Zellen aus 4.2.5.2 infiziert (Lm: Lysat der Mock-transfizierten RLI-neg. Zellklone;
Ly: Lysat der HCV-transfizierten RLI-neg. Zellklone; Lp: Lysat der HCV-transfizierten RLI-pos. Zellklo-
ne). Die Extraktion der viralen Nukleinsdure erfolgte zu unterschiedlichen Tagen p.i. nach der modifizier-
ten RNA-Extraktion nach Chomczynski aus jeweils 200 uL Zellextrakt. Je 1 ug RNA wurde in die RT-
PCR eingesetzt und je 1 uL des RT-PCR-Produktes in die nested PCR. (A) Reinfizierte RLI-negative
U937-Zellklone, (B) reinfizierte RLI-positive U937-Zellklone. (M: Marker; W: Wasserkontrolle; K: 5 pL.

A) reinfizierte RLI-negative U937-Zellen

NP 4 8 12 Tage p.i.

M W Lm LN Lp Lm LN Lp Lm LN Lp Lm LN Lp K

500 bp
200 bp HCV
B) reinfizierte RLI-positive U937-Zellen
NP 4 8 12 Tage p.i.
M W LmIyLp LmLyLp Lm Ly Lp Lm Ly Lp K
500 bp
200 bp HCV

RNA-Extrakt der HCV-Frischplasmaprobe Nr. 4)

Aufgrund der Tatsache, dass in den gesamten Infektionsansédtzen zu allen Zeitpunkten der

Probenentnahme die Zellzahl anndhernd gleich war, konnte auch ein direkter Vergleich der

Replikationseffizienz zwischen den RLI-negativen und RLI-positiven U937-Zellklonen vor-

genommen werden. Demnach konnte sich das Hepatitis C-Virus in den RLI-positiven U937-

Zellklonen hier offensichtlich besser vermehren als in den RLI-negativen Zellklonen (siche

Abb. 4.2-7B).
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Auf eine weitere Infektion von U937-Zellen mit Uberstinden aus diesem Reinfektionsansatz
zur Adaptation des HCV wurde aber verzichtet, da aufgrund der sehr starken Proliferation der
monozytiren Zellen davon auszugehen war, dass sich die geringe Anzahl an Virionen schnell

aus der Probe verdiinnen wiirde und das Virus entsprechend nicht mehr nachweisbar wére.

Insgesamt gesehen konnte jedoch gezeigt werden, dass sowohl FRhK4-Zellen als auch U937-
Zellen permissiv fiir das Hepatitis C-Virus sind. Eine Adaptation des Virus, verbunden mit

einer erhdhten Virusproduktion, gelang aber nicht.

4.3 Nachweis von HCV-RNA in transfizierten Zellen iiber den HDA und
die PCR

In einem letzten Teil dieser Arbeit sollte tiberpriift werden, ob sich die neu etablierte Methode
des HDA (siehe 4.1) tatsdchlich fiir den Nachweis des Hepatitis C-Virus in Zellkulturen eig-
net und mit der herkdmmlichen Methode der PCR konkurrieren kann. Dafiir wurden RLI-
positive sowie RLI-negative FRhK4- und U937-Zellklone mit HCV-RNA transfiziert und der
Infektionserfolg iiber den HDA und die PCR kontrolliert.

4.3.1 Transfektion von FRhK4-Zellklonen

RLI-negative und RLI-positive FRhK4-Zellklone einer 6 cm Schale wurden mit Mock bzw. je
10 pg in vitro transkribierter HCV-RNA iiber die DEAE-Dextran-Methode transfiziert (siche
3.12.1.1). Nach einer zweistiindigen Inkubation wurden die Ansédtze zweimal gespiilt und in
Selektionsmedium kultiviert. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Nullpunkt, 12 h, 24 h, 36 h,
2d,4d, 8dund 14 d p.i.) wurde die RNA aus den Zellen extrahiert. Es folgte der Nachweis
des Replikationsintermediates von HCV mit der Negativstrang-spezifischen Sonde S/200-3
iiber den HDA, wobei jeweils 1 pg RNA-Extrakt eingesetzt wurde. Als Negativkontrollen
wurden, neben der Substratkontrolle, alle Mock-Ansétze mit ausgewertet, um zu iiberpriifen,
ob es zu unspezifischen Reaktionen der Sense-Sonde mit der zelluldren RNA kam. Die Resul-
tate der Mock-Kontrollen wurden dabei zur besseren Ubersicht in der Grafik mit dargestellt.
Ein Ergebnis wurde als positiv bewertet, wenn die Lumineszenz in dem jeweiligen HCV-
Ansatz mindestens doppelt so groll war, wie der hochste Wert der mitgefiihrten Negativkon-

trollen.
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Wie die Resultate der Abb. 4.3-1 zeigen, lagen die gemessenen Lumineszenzwerte der HCV-
transfizierten RLI-negativen FRhK4-Zellen nur geringfiigig iiber den Werten der Mock-
infizierten Zellen (siehe Abb. 4.3-1A). Da die hochste mitgefiihrte Negativkontrolle in dem
HDA einen Wert von 165 LCPS/100 besal} (siche Abb. 4.3-1B; Mock, 2 d p.i.), war somit bei
den HCV-transfizierten RLI-negativen Ansidtzen keine Probe positiv. Im Gegensatz dazu
lagen die Werte in den HCV-transfizierten RLI-positiven FRhK4-Zellen mit 376 LCPS/100
am Tag vier und 682 LCPS/100 am Tag acht teilweise deutlich {iber dem zweifachen Wert
der hochsten mitgefiihrten Mock-Kontrolle (sieche Abb. 4.3-1B). D.h. am vierten und achten
Tag p.i. konnte in den transfizierten RLI-positiven FRhK4-Zellklonen iiber den HDA tatséch-
lich HCV-Negativstrang-RNA nachgewiesen werden.

A)

700 4
600 -
500 4

400 - B Mock
300 - mHCV

LCPS/100

4 163
200 79 110 107 82
1004 31 52 40

0 4

I~ ~ < < x> X K >
< K A K ~ » EY R

B) Dauer der Kultivierung

B Mock
EHCV

LCPS/100

Dauer der Kultivierung

Abb. 4.3-1: Nachweis des Replikationsintermediates von HCV in transfizierten RLI-negativen bzw.
RLI-positiven FRhK4-Zellklonen iiber den HDA. 10 fmol der Negativstrang-spezifischen Sonde
S/200-3 wurden mit je 1 pg RNA-Extrakt der entsprechenden Mock- (schwarze Balken) oder der HCV-
transfizierten RLI-negativen (blaue Balken) bzw. RLI-positiven FRhK4-Zellklone (rote Balken) hybridi-
siert. Zum Nachweis der DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-Hybrid-Antikérper mit der Lot.-Nr.
1416¢x97 verwendet. Dargestellt sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100),
wobei der Wert der Substratkontrolle (71 LCPS/100) bereits abgezogen wurde. (A) transfizierte RLI-
negative FRhK4-Zellen, (B) transfizierte RLI-positive FRhK4-Zellen. (NP: Nullpunkt)
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Eine Auswertung der Ansitze {iber die nested PCR scheiterte. Es kam zu einer Kontamination
der Proben wihrend der Amplifikation der viralen Nukleinsdure (nicht dargestellt). Da eine
Wiederholung der PCR nicht moglich war (die RNA-Extrakte waren teilweise aufgebraucht),

konnten die Ergebnisse des HDA somit nicht mit denen der PCR verglichen werden.

4.3.2 Reinfektion von FRhK4-Zellen

Mit den Uberstinden der HCV-transfizierten RLI-positiven FRhK4-Zellklone aus 4.3.1, die
sieben (U7) und 14 Tage p.i. (U14) gewonnen wurden, erfolgte die Reinfektion eines RLI-
positiven Zellklones. Nach unterschiedlichen Zeitpunkten (NP, 4, 8 und 12 d p.i.) wurde
jeweils ein Zellysat hergestellt und die virale RNA iiber die nested PCR detektiert. Dabei
konnte am Nullpunkt (direkt nach der siebenstiindigen Infektion) und 16 Tage p.i. sowohl
HCV-Positivstrang (sieche Abb. 4.3-2B) als auch HCV-Negativstrang iiber die nested PCR
nachgewiesen werden (siche Abb. 4.3-2A).

A NP 4 8 16 Tage p.i.
) M W m f]7 ﬁn m f]7 ﬁn m ]j7 ]jm m ]j7 ]jm W K
500 b
P HCV
(Negativstrang-RNA)
NP 4 8 16 Tage p.i.
B) — — sep
M W m U7 U14 m U7 U14 m U7 U14 m U7 U14 W K
500 bp

HCV
(Positivstrang-RNA)

Abb. 4.3-2: Nachweis von HCV-Negativstrang- und HCV-Positivstrang-RNA in reinfizierten RLI-
positiven FRhK4-Zellklonen iiber die nested PCR. RLI-positive FRhK4-Zellen wurden mit jeweils
500 uL Uberstand der transfizierten RLI-positiven FRhK4-Zellen aus 4.3.1 fiir 7 h infiziert (m: Reinfek-
tion mit Uberstand der Mock-transfizierten Zellen 16 d pi; U, bzw. Uy, Reinfektion mit Uberstand der
HCV-transfizierten Zellen 7 bzw. 14 d p.i.). Die Extraktion der viralen Nukleinsdure erfolgte zu unter-
schiedlichen Tagen p.i. nach der modifizierten RNA-Extraktion nach Chomczynski aus jeweils 200 puL
Zellextrakt. Je 3 pg RNA wurden in die reverse Transkription eingesetzt und 5 uL. des RT-Produktes in
die erste PCR. (A) Nachweis des HCV-Negativstranges, (B) Nachweis des HCV-Positivstranges. (M:
Marker; W: Wasserkontrolle; K: 5 uL. RNA-Extrakt der HCV-Frischplasmaprobe Nr. 4)
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Im Gegensatz dazu konnte in den gleichen Proben iiber den HDA keine HCV-RNA detektiert
werden (nicht dargestellt).

4.3.3 Transfektion von U937-Zellklonen

RLI-negative und RLI-positive U937-Zellklone wurden mit je 10 ug infektioser HCV-RNA
mit dem TransMessenger Reagenz transfiziert, wobei zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.i.
Zellextrakte hergestellt wurden (vgl. 4.2.5.2). Die erste Probenentnahme (Nullpunkt) erfolgte
dabei etwa acht Stunden nach der Transfektion.

Beim Nachweis des Replikationsintermediates iiber die nested PCR wurde in den HCV-
transfizierten RLI-positiven Zellklonen nur am Nullpunkt HCV-Negativstrang detektiert (vgl.
Abb. 4.2-5B). In den RLI-negativen Klonen konnte hingegen zu allen Zeitpunkten nach der
Transfektion Negativstrang-RNA nachgewiesen werden (siche Abb. 4.3-3).

RLI-negative U937-Zellen

Mock HCV
M NP 4 8 12 16 NP 4 8 12 16 w Tage p.i.

500 bp

200 bp HCV

Abb. 4.3-3: Nachweis von HCV-Negativstrang-RNA in transfizierten RLI-negativen U937-Zellklonen
iiber die RT-PCR. 2 x 10° U937-Zellen wurden mit je 10 pg in vitro transkribierter HCV-RNA transfiziert. Die
Extraktion der viralen Nukleinsdure erfolgte zu unterschiedlichen Tagen p.i. nach der modifizierten RNA-
Extraktion nach Chomczynski aus jeweils 200 pL. Zellextrakt. Nach einem anschlieBenden DNase-Verdau der
Proben wurde je 1 pg RNA in die reverse Transkription eingesetzt und 5 pL des RT-Produktes in die erste PCR.
Je 1 pL der cDNA aus der ersten PCR wurde fiir die nested PCR verwendet. Als Kontrolle fiir die Spezifitit der
Reaktion wurden 5 pL. RNA-Extrakt der HCV-Frischplasmaprobe Nr. 4 mit in die RT-PCR eingesetzt. Die Pro-
ben fielen negativ aus (vgl. Abb. 4.2-5B). (M: Marker; W: Wasserkontrolle)

Eine Auswertung der Proben von den transfizierten RLI-negativen U937-Zellklonen iiber den
HDA ist in der Abb. 4.3-4 wiedergegeben. Wiederum wurden die Mock-Kontrollen mit auf-
gefiihrt und ein Ergebnis als positiv bewertet, wenn die Lumineszenz doppelt so gro3 war,
wie die der hochsten Negativkontrolle. Anhand der Abbildung ist zu erkennen, dass die
gemessenen Werte der Sense-Sonde mit der zelluliren RNA (Mock) erstmals unter der Sub-
stratkontrolle lagen, so dass alle Lumineszenzwerte der HCV-transfizierten U937-Zellen als
positiv bewertet werden konnten. D.h. die Ergebnisse des HDA stimmten mit dem PCR-

Ergebnis tiberein.
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Abb. 4.3-4: Nachweis des Replikationsintermediates von HCV in transfizierten RLI-negativen
U937-Zellen iiber den HDA. 5 fmol der Negativstrang-spezifischen Sonde S/200-Q2 wurden mit je 1 g
RNA-Extrakt der Mock- bzw. der HCV-transfizierten U937-Zellklone hybridisiert. Zum Nachweis der
DNA:RNA-Hybride wurde der Anti-Hybrid-Antikdrper mit der Lot.-Nr. 5366¢cx01 verwendet. Dargestellt
sind die Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100), wobei der Wert der Substratkon-
trolle (40 LCPS/100) bereits abgezogen wurde. (NP: Nullpunkt)

Bei der Betrachtung der Resultate fillt aber sofort der enorm hohe Wert von 6961 LCPS/100
auf, der direkt nach der Transfektion (acht Stunden p.i.) in den U937-Zellen gemessen wurde.
Die iibrigen Lumineszenzwerte der HCV-transfizierten Zellen waren im Vergleich dazu sehr
niedrig. Vier Tage p.i. wurde nur eine Lumineszenz von 95 LCPS/100 gemessen, die acht
Tage p.i. nochmals auf 298 LCPS/100 anstieg. Im weiteren Verlauf der Kultivierung fiel der
Wert dann wieder deutlich ab und lag bei etwa 50 LCPS/100.

OD es sich beim gemessenen Wert am Nullpunkt um das Replikationsintermediat oder mogli-
cherweise um eine Fehlhybridisierung der Sense-Sonde mit der eingebrachten in vitro trans-
kribierten HCV-RNA handelte, war zunichst unklar. Um dies zu iiberpriifen wurde daher ein
weiterer Ansatz mit FRhK4-Zellen durchgefiihrt, in dem die Zellen, im Gegensatz zur Trans-
fektion aus 4.3.1, insgesamt nicht zwei sondern ebenfalls fiir acht Stunden vor der ersten Pro-

benentnahme kultiviert wurden (siche 4.3.4).

4.3.4 Zweite Transfektion von FRhK4-Zellklonen

Ein RLI-negativer und zwei RLI-positive FRhK4-Zellklone (Zellklon Nr. 6 und Nr. 8) wur-
den mit Mock bzw. 5 ug in vitro transkribierter HCV-RNA mit dem TransMessenger Rea-
genz der Firma Qiagen transfiziert. Nach etwa achtstiindiger Inkubation der Ansétze wurde

die erste Probe genommen und zu unterschiedlichen Zeitpunkten (4 d, 8 d, 12 d und 16 d p.1.)
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weitere Zellextrakte hergestellt. Die RNA wurde aus den einzelnen Proben extrahiert, es folg-

te ein DNase-Verdau und der Nachweis der viralen RNA iiber die nested PCR oder den HDA.

Der Nachweis des Replikationsintermediates iiber die strangspezifische PCR, zeigte in allen
HCV-transfizierten Zellen lediglich am Nullpunkt eine Bande (siche Abb. 4.3-5). Dass es sich
dabei eventuell um restliches, linearisiertes Plasmid aus dem Inokulum handeln konnte, wur-
de ausgeschlossen, da eine nested PCR mit den identischen Proben ohne die Reverse

Transkriptase negativ ausfiel (nicht dargestellt).

Mock HCV-RLI-neg.
M %% NP 4 8 12 16 NP 4 8 12 16 Tage p.i.

500 bp
HCV
HCV-RLI+Nr. 6 HCV-RLI+Nr. 8
M NP 4 8 1216 NP 4 8 12 16 W  Tage p.i.
500 bp
HCV

Abb. 4.3-5: Nachweis von HCV-Negativstrang-RNA in transfizierten RLI-negativen und RLI-
positiven FRhK4-Zellklonen iiber die nested PCR. FRhK4-Zellklone wurden mit je 5 g in vitro
transkribierter HCV-RNA transfiziert. Die Extraktion der viralen Nukleinsdure erfolgte zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten p.i. nach der modifizierten RNA-Extraktion nach Chomczynski aus jeweils 200 pL
Zellextrakt. Nach einem anschliefenden DNase-Verdau der Proben wurden je 1 pg RNA in die reverse
Transkription eingesetzt und 5 pL des RT-Produktes in die erste PCR. (M: Marker; W: Wasserkontrolle)

Die Ergebnisse des HCV-Negativstrang-Nachweises liber den HDA stimmten dabei wieder
mit dem PCR-Ergebnis iiberein. Auch hier konnte nur am Nullpunkt das vermeintliche Repli-
kationsintermediat in den HCV-transfizierten Zellen detektiert werden (siehe Abb. 4.3-6). Die
iibrigen Proben waren negativ, wobei die gemessenen Werte sogar deutlich unter dem der

Substratkontrolle (741 LCPS/100) lagen.



Ergebnisse 101

Obwohl die Resultate des HDA und der PCR erneut identisch waren, was eigentlich dafiir
spricht, dass hier direkt nach der Infektion moglicherweise doch die Negativstrang-RNA des
HCV detektiert wurde, konnte ein falsch-positives Ergebnis der beiden Methoden nicht aus-
geschlossen werden. Néhere Erkenntnisse sollte daher noch eine 14-Stunden-Kinetik liefern

(siehe 4.3.5).
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Abb. 4.3-6: Nachweis des Replikationsintermediates von HCV in transfizierten FRhK4-Zellen iiber
den HDA. 2,5 fmol der negativstrangspezifischen Sonde S/200-Q2 wurden mit je 1 pg RNA-Extrakt der
Mock- bzw. HCV-transfizierten FRhK4-Zellklone hybridisiert. Zum Nachweis der DNA:RNA-Hybride
wurde der Anti-Hybrid-Antikorper mit der Lot.-Nr. 5366¢cx01 verwendet. Dargestellt sind die Lumines-
zenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100), wobei der Wert der Substratkontrolle
(741 LCPS/100) bereits abgezogen wurde. (NP: Nullpunkt)

Neben dem Nachweis des Replikationsintermediates erfolgte mit den Ansétzen erstmals auch
der Nachweis der Positivstrang-RNA des HCV iiber den HDA. Aufgrund der Tatsache, dass
die Transfektion der Zellen mit in vitro transkribierter HCV-RNA erfolgte, musste aber mit
einer sehr hohen Reaktion der Antisense-Sonde mit Resten des Inokulums gerechnet werden.
Es tiberraschte daher auch nicht, dass die Lumineszenzwerte kurz nach der Transfektion mit
etwa 32.000-43.000 LCPS/100 in den HCV-transfizierten Zellen enorm hoch waren (siche
Abb. 4.3-7; Nullpunkt).

Im weiteren Verlauf der Kultivierung nahmen die Werte dann zunehmend ab und lagen
schlieBlich 16 Tage p.i. bei den Mock transfizierten Zellen bzw. dem transfizierten RLI-
negativen Zellklon unter der Substratkontrolle. Im Gegensatz dazu konnte bei den transfizier-
ten RLI-positiven FRhK4-Zellklonen nach 16tdgiger Kultivierung mit 178 LCPS/100 (Zell-
klon Nr. 8) und 2778 LCPS/100 (Zellklon Nr. 6) noch eine z.T. recht hohe Lumineszenz

gemessen werden.
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Abb. 4.3-7: Nachweis des Positivstranges von HCV in transfizierten FRhK4-Zellen iiber den HDA.
Jeweils 5 fmol der Positivstrang-spezifischen Antisense-Sonde AS/588 wurden mit je 1 ug RNA-Extrakt
der Mock- bzw. HCV-transfizierten FRhK4-Zellklone hybridisiert. Zum Nachweis der DNA:RNA-
Hybride wurde der Anti-Hybrid-Antikérper mit der Lot.-Nr. 5366¢cx01 verwendet. Dargestellt sind die
Lumineszenzwerte pro Sekunde geteilt durch 100 (LCPS/100), wobei der Wert der Substratkontrolle
(420 LCPS/100) bereits abgezogen wurde. (NP: Nullpunkt)

Insgesamt gesehen ist es somit gelungen, iiber den HDA sowohl den Negativstrang als auch

den Positivstrang des HCV in transfizierten Zellen nachzuweisen.

4.3.5 Durchfiihrung einer 14-Stunden-Kinetik

In einem abschlieBenden Versuch sollte nun geklart werden, ob es sich bei dem mehrfach
beobachteten positiven Ergebnis etwa acht Stunden nach der Transfektion tatsdchlich um das
Replikationsintermediat des HCV handelte, oder ob hier moglicherweise ein falsch-positives
Ergebnis der Negativstrang-spezifischen PCR und des HDA vorlag.

Zu diesem Zweck wurden RLI-positive FRhK4-Zellen mit Mock bzw. 5 ug in vitro transkri-
bierter HCV-RNA mit dem TransMessenger Reagenz transfiziert und in Selektionsmedium
kultiviert. Uber einen Zeitraum von 14 Stunden wurde die RNA im Abstand von jeweils zwei
Stunden aus den Zellen extrahiert. Es folgte ein DNase-Verdau der Proben und die Durchfiih-
rung einer Negativstrang-spezifischen nested PCR mit je 1 pg RNA-Extrakt.

Bis auf den Zeitpunkt unmittelbar nach der Transfektion konnte in allen HCV-transfizierten
Ansitzen, die von 2 bis 14 Stunden p.i. untersucht wurden, HCV-Negativstrang detektiert
werden (sieche Abb. 4.3-8; HCV). Die Proben von drei entsprechenden Mock-Kontrollen
waren hingegen negativ (siche Abb. 4.3-8; Mock). Da alle Proben unter identischen PCR-

Bedingungen aber ohne die Verwendung der Reversen Transkriptase ebenfalls negativ waren
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(nicht dargestellt), konnte ausgeschlossen werden, dass es sich bei den PCR-Produkten um

amplifiziertes Plasmid aus Resten des Inokulums handelte.

Mock HCV

MW 0 6 12 02 4 6 8 1012 14 W K Stunden p.i.

500 b
P HCV

Abb. 4.3-8: Nachweis von HCV-Negativstrang-RNA in transfizierten RLI-positiven FRhK4-Zellen iiber
die nested PCR. Die RLI-positiven FRhK4-Zellklone wurden mit je 5 pg in vitro transkribierter HCV-RNA
transfiziert. Die Extraktion der viralen Nukleinsdure erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.i. nach der
modifizierten RNA-Extraktion nach Chomezynski aus jeweils 200 pL Zellextrakt. Nach einem anschlieSenden
DNase-Verdau der Proben wurden je 1 pg RNA in die reverse Transkription eingesetzt und 5 pL des RT-
Produktes in die erste PCR. (M: Marker; W: Wasserkontrolle; K: 9 uL RNA-Extrakt der HCV-Frischplasma-
probe Nr. 4)



Diskussion 104

S DISKUSSION

Nach der molekularen Charakterisierung des Hepatitis C-Virus durch CHOO et al. im Jahre
1989 (Choo et al., 1989) und der raschen Entwicklung der ersten serologischen Tests fiir die
Immundiagnostik (Choo et al., 1989; Kuo et al., 1989) wurde klar, dass das HCV bis zum
Ende der 80iger Jahre das beherrschende dthiologische Agens der Posttransfusionshepatitiden
darstellte (Alter et al., 1990; Weiner et al., 1990). Durch die konsequente Anwendung der
serologischen Nachweisverfahren seit April 1991 sowie die Einfithrung der PCR zum Nach-
weis der viralen RNA fiir Blutspender im Oktober 1999, konnte aber das Risiko einer Uber-
tragung durch Blutprodukte in den Industrielindern auf ein Minimum (1:200.000) reduziert
werden (Schreier & Hohne, 2001). Dennoch sind etwa 3 % der Weltbevolkerung mit HCV
infiziert, was vor allem wegen der hohen Wahrscheinlichkeit chronischer und teilweise pro-
gredienter Verldufe ein groBes medizinisches und gesundheitspolitisches Problem darstellt

(Schreier & Hohne, 2001).

Die Griinde fiir die hohe Rate an persistenten Infektionen sind bis heute nicht geklért. Eine
mogliche Ursache konnte hier die Heterogenitit des HCV-Genoms und die Entstehung von
Quasispezies sein (Martell et al., 1992; Weiner et al., 1992; Farci et al., 1994; Alter, 1995).
AuBerdem spielt moglicherweise die Hemmung der PKR durch die viralen Proteine E2 und
NS5A bzw. die ausgesprochen geringe Replikation des HCV in diesem Zusammenhang eine
Rolle (Gale et al., 1998; Taylor et al., 1999, Bartenschlager & Lohmann, 2000). Eine weitere
Erklarung fiir die Persistenz konnte auch in den verschiedenen extrahepatischen Manifestatio-

nen des Virus liegen (vgl. 1.5).

In vielen Arbeitsgruppen erfolgten die Studien zu den extrahepatischen Manifestationen des
HCYV iiber den Nachweis des Replikationsintermediates, um falsch-positive Ergebnisse, ver-
ursacht durch Kontaminationen mit genomischer HCV-RNA, auszuschlieBen. Obwohl dabei
in den meisten Fillen eine strangspezifische RT-PCR zum Einsatz kam, waren die Ergebnisse
sehr widerspriichlich. Einige Forscher berichteten beispielsweise iiber den Nachweis der
Negativstrang-RNA in PBMC chronisch HCV-infizierter Patienten (Wang et al., 1992; Wil-
lems et al., 1994; Navas et al., 1994; Lerat et al., 1996; Muratori et al., 1996; Mellor et al.,
1998), andere Kollegen hingegen konnten das virale Replikationsintermediat des HCV nicht
in diesen Zellen detektieren (Lanford et al., 1995; Laskus et al., 1997).
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Das Problem stellt hierbei die Negativstrang-spezifische PCR per se dar. Ein groBBer Nachteil
der Methode ist das regelmidfige Auftreten falsch-positiver Ergebnisse durch unerwiinschte
Nebenreaktionen bei der reversen Transkription oder Kontaminationen wihrend der Durch-
fiihrung (Willems et al., 1993; Lanford et al., 1994; Lerat et al., 1996). Hinzu kommt die feh-
lende Standardisierung der Methode (Gowans, 2000). Es sind zwar mittlerweile verschiedene
Verfahren etabliert worden, um die Strangspezifitit wihrend der RT-PCR zu erhdhen
(Lanford et al., 1994; Lanford et al., 1995; Mellor et al., 1998; Sangar & Carroll, 1998;
Craggs et al., 2001), dennoch ist es bisher nicht gelungen, ein einheitliches und allgemein

akzeptiertes Verfahren zu entwickeln, das die Reproduzierbarkeit der Resultate gewéhrleistet.

Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, ein zuverldssiges Nachweissystem speziell fiir die Detek-
tion des Negativstranges von HCV zu etablieren, das als alternative Methode zur PCR in der
Grundlagenforschung angewendet werden kann und eine gute Standardisierung in der Durch-

flihrung ermdglicht.

5.1 Etablierung eines PCR-unabhingigen Nachweissystems fiir HCV

Fiir die alternative Methode zum Nachweis des Hepatitis C-Virus wurde das Verfahren des
Hybrid-Detection-Assays (HDA) von SCHMITZ und DOTZAUER gewéhlt, das bereits zur
Detektion des Replikationsintermediates von HAV im Zellkultursystem eingesetzt wurde
(Schmitz & Dotzauer, 1998).

Der HDA basiert auf der Hybridisierung der Target-RNA mit einer einzelstrdngigen,
5’-biotinylierten DNA-Sonde. Die Hybridmolekiile werden an einer Streptavidin-
beschichteten Mikrotiterplatte immobilisiert und schlieBlich mit einem spezifischen, AP-
gekoppelten DNA:RNA-Hybrid-Antikorper detektiert (Schmitz & Dotzauer, 1998).

Fiir die Etablierung des neuen Nachweissystems mussten also zunidchst HCV-spezifische,
5’-biotinylierte ssDNA-Sonden in Sense- und Antisense-Orientierung hergestellt werden,
deren Qualitit anschlieBend im HDA {iber ebenfalls synthetisch hergestellte HCV-spezifische
RNA-Transkripte iiberpriift werden sollte.

Aufgrund der starken Heterogenitit des HCV-Genoms war es fiir die Konstruktion der HCV-
spezifischen DNA-Sonden sehr wichtig, eine moglichst hoch konservierte Region als Zielse-
quenz fiir die Sonden auszuwdéhlen. Dies sollte gewihrleisten, dass der HDA spiter zum
Nachweis verschiedener HCV-Genotypen geeignet ist. Dementsprechend wurde nur die

5’NTR/Core-Region der Subtypen la, 1b, 2a, 2b und 3a iiber das Computerprogramm Blast
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am NCBI miteinander verglichen und daraus ein 429 bp-langer Bereich (nt 155 - nt 584 der
cDNA des p90/HCV) mit einer Sequenzhomologie von 88-100 % als Target fiir die Herstel-
lung der Sonden ausgewéhlt (siche Tab. 4.1-1). Die Synthese der Sonden erfolgte schlielich
mittels einer Run-Off-PCR (Sturzl & Roth, 1990).

5.1.1 Konstruktion HCV-spezifischer Sense-Sonden

Fiir die Herstellung der Sense-Sonden zum Nachweis des Negativstranges von HCV wurde
das 429 bp-lange Template aus der S’NTR/Core-Region des p90/HCV isoliert und zusammen
mit dem Sense-Primer (Sonde HCV-s) in die PCR eingesetzt. Erstaunlicherweise entstanden
dabei nicht nur ein, sondern zwei bis drei Run-Off-Produkte, die etwa auf der Hohe von
420 bp, 350 bp und 200 bp des DNA-Groenmarkers liefen (420 nt-, 350 nt- und 200 nt-
Fragment; siche Abb. 4.1-1). Um die Stringenz der Bedingungen zu verbessern, wurde daher
in weiteren Ansitzen u.a. die Annealing-Temperatur erhoht bzw. PCR-Beschleuniger hinzu-
gefiigt. Dabei entstanden jedoch keine PCR-Produkte oder immer mehr als ein PCR-Produkt
(vgl. 4.1.1.2).

Die Grundvoraussetzung fiir die Strangspezifitit der HCV-Sonden stellt aber ihre Ein-
zelstrangigkeit dar. D.h. es musste im folgenden tiberpriift werden, hinter welcher Bande sich
moglicherweise ein einzelstrangiges DNA-Molekiil verbirgt. Zu diesem Zweck wurden alle
Amplifikationsprodukte entweder im denaturierenden Probenpuffer aufgetragen oder einem
Restriktionsverdau unterzogen, da sowohl eine Denaturierung als auch der Verdau zu einer
Verianderung des Laufverhaltens von doppelstrangigen DNA-Molekiilen im Agarosegel fiihrt,
wiéhrend diese MalBnahmen keinen Effekt auf die Wanderungsgeschwindigkeit einzelstrangi-

ger DNA-Molekiile haben.

Es stellte sich heraus, dass das 420 nt- sowie das 350 nt-Fragment durch Endonukleasen
gespalten werden konnte (siehe Abb. 4.1-3). Da beide Produkte zudem unter denaturierenden
Bedingungen ihr Laufverhalten verdnderten (sieche Abb. 4.1-2), lagen hier offensichtlich
dsDNA-Molekiile vor. Beim 420 nt-Fragment handelt es sich hochstwahrscheinlich um die
urspriingliche Template-DNA aus der Run-Off-PCR. Die Identitdt des doppelstrangigen
350 nt-Fragmentes konnte hingegen nicht genau geklart werden. Denkbar wire ein Selfpri-
ming der Template-DNA im Verlauf der PCR, was zur Verlangerung der Matrize und schliel3-
lich zu einem partiell doppelstrdngigen Hybridmolekiil gefiihrt haben kdnnte. Vorstellbar ist
aber auch, dass moglicherweise ein Fehlpriming des Sonden-Primers mit dem inkorrekten

Strang zur Entstehung des 350 nt-Fragmentes gefiihrt hat. Auf jeden Fall war das Fragment
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als Negativstrang-spezifische Sonde zum Nachweis des HCV nicht geeignet, da bei seinem
Einsatz im HDA sowohl mit dem Sense-Transkript als auch mit dem Antisense-Transkript

hohe Lumineszenzwerte zustande gekommen waren (nicht dargestellt).

Im Gegensatz dazu hatte weder eine Denaturierung (sieche Abb. 4.1-2) noch ein Verdau durch
Restriktionsendonukleasen (sieche Abb. 4.1-3) Auswirkungen auf das Laufverhalten des
200 nt-Fragmentes der Run-Off-PCR. D.h. es handelte sich bei diesem Run-Off-Produkt um

die gesuchte einzelstringige Sense-Sonde.

5.1.2 Konstruktion HCV-spezifischer Antisense-Sonden

Die Herstellung der Antisense-Sonden fiir die Detektion des Positivstranges von HCV gestal-
tete sich, im Vergleich zur Konstruktion der Sense-Sonden, deutlich schwieriger. Unter sehr
unterschiedlichen Synthesebedingungen entstanden in verschiedenen Run-Off-Ansétzen mit
dem 429 bp-langen Template aus dem p90/HCV und dem Antisense-Primer (Sonde HCV-as)
zundchst nur doppelstringige Fragmente mit einer Grofle von 360, 170 und 150 Nukleotiden
(siche 4.1.1.3 und Abb. 4.1-4). Anscheinend kam es im Verlauf der Run-Off-PCR in diesen
Ansitzen hauptsiachlich zu einem Fehl- oder Selfpriming der Template-DNA. Moglicherweise
hat die Ausbildung von Sekundarstrukturen hier sogar eine korrekte Bindung des Primers und

damit die Synthese der Antisense-Sonde génzlich verhindert.

Aus diesem Grund, wurde das bisherige 429 bp-lange Template gegen ein 665 bp-groB3es
HCV-Insert ersetzt, das die Nukleotide 59-708 der cDNA des p90/HCV umfasste. Die Ver-
langerung der Matrize sollte das Template etwas stabilisieren und einer schnellen Ausbildung
von Sekundirstrukturen an der korrekten Primerbindungsstelle entgegenwirken. In verschie-
denen Ansitzen gelang es jedoch nicht die ssDNA-Sonde in Antisense-Orientierung iiber die

Run-Off-PCR zu synthetisieren (siche 4.1.1.3).

In einem letzten Versuch wurde schlieBlich fiir die Synthese der Sonde nicht nur die Tag-
Polymerase sondern auch die Tth-Polymerase eingesetzt. Aulerdem kam, neben dem zuletzt
verwendeten Sondenprimer (Sonde HCV-as), ein zusitzlicher Antisense-Primer (SHCV
AS/588) zum Einsatz, der etwas weiter stromabwidrts in der Core-Region des 665 bp-langen
Inserts bindet. Wahrend der Gebrauch der Taqg-Polymerase nicht zum gewiinschten ein-
zelstrangigen Run-Off-Produkt fiihrte, konnte unter anndhernd identischen Versuchsbedin-

gungen mit der Tth-Polymerase die gesuchte Antisense-Sonde synthetisiert werden (siehe
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Abb. 4.1-5). Da es sich, laut Angaben der Hersteller, bei beiden Enzymen um hoch prozessive
5’-3’-DNA-Polymerasen mit gleicher Funktion und Aktivitdt handelt, konnte die Ursache fiir
dieses Phidnomen nicht bei den verwendeten Enzymen liegen. Eine plausible Erkldrung ist
vielmehr in der Zusammensetzung der mitgelieferten und jeweils eingesetzten PCR-Puffer zu
suchen. Im Gegensatz zum Taq-Puffer enthdlt der PCR-Puffer der Tth-Polymerase eine hohe-
re Konzentration an Kaliumchlorid und zusétzlich Rinderserumalbumin sowie Tween 20. Alle
drei Substanzen konnen die Effizienz einer PCR-Reaktion steigern, indem sie das Enzym sta-
bilisieren und/oder das Primer-Annealing optimieren (Henegariu et al., 1997; Lottspeich &
Zorbas, 1998), was moglicherweise den Ausschlag fiir die erfolgreiche Synthese der Anti-

sense-Sonde gegeben hat.

5.1.3 Uberpriifung der Spezifitit der konstruierten Sonden

Um die Spezifitdt der hergestellten Sense- (S/200-1; S/200-2; S/200-3; S/200-Q1; S/200-Q2)
und Antisense-Sonden (AS/normal; AS/588) {iberpriifen zu kénnen wurden zunichst HCV-
spezifische RNA-Molekiile beider Polarititen (Kontrolltranskripte) konstruiert. Sie umfassten
den kompletten Bereich der HCV-Sonden und besaflen eine Lénge von etwa 670 Nukleotiden.
Fiir die Herstellung der Kontrolltranskripte wurde ein 665 bp-langes Insert aus der 5’NTR/
Core-Region der HCV-cDNA des infektiosen Plasmides p90/HCV in die Vektoren pSP64
und pSP65 ligiert und somit unter die Kontrolle des SP6-Promotors gebracht (siche 4.1.2).
Die Wahl von zwei Systemen statt einem bidirektionalen Vektor sollte dabei sicherstellen,
dass bei der nachfolgenden in vitro Transkription nur RNA-Molekiile einer definierten Polari-
tit entstehen konnten. Bemerkenswert war, dass die Ligation von Vektor und Insert insgesamt
gesehen deutlich erfolgreicher verlief, wenn die 665 bp-langen HCV-Inserts vor ihrem Ver-
dau mit Hind III und EcoR I zunéchst einer Blunt End Ligation unterzogen wurden (siche
4.1.2). Vermutlich wurden die endstdndig gelegenen Restriktionsschnittstellen im unligierten
Insert von den Restriktionsenzymen nicht so gut erkannt wie die Schnittstellen, die nach der
Blunt End Ligation der Inserts in eine zentralere Position gebracht wurden. Der vermeintlich
bessere Verdau der ligierten Insert wirkte sich somit positiv auf die gesamte Ligation von

Vektor und Insert aus.

Die Uberpriifung der Spezifitit der HCV-Sonden erfolgte schlieBlich mit unterschiedlichen
Konzentrationen der synthetisch hergestellten Kontrolltranskripte tiber den HDA. Es zeigte
sich, dass sowohl die Sense- als auch die Antisense-Sonden sehr spezifisch fiir ihre jeweiligen

Kontrolltranskripte waren. Die Kreuzreaktion der Sense-Sonden mit dem Sense-Transkript



Diskussion 109

lag insgesamt zwischen 0 % und maximal 4 % (sieche Tab. 4.1-2 bis Tab. 4.1-4). Die Fehl-
hybridisierungen der Antisense-Sonden mit den Kontrolltranskripten in Antisense-Orien-
tierung lag hingegen stets unter 1 % (siche Tab. 4.1-5).

Auffallend waren dabei die Unterschiede zwischen den Sense-Sonden, die iiber eine normale
Phenol/Chloroform-Extraktion (S/200-1, S/200-2 und S/200-3) oder den Kit der Firma Qia-
gen (S/200-Q1 und S/200-Q2) aufgereinigt wurden. Beispielsweise waren die maximalen
Lumineszenzwerte der herkdommlich aufgereinigten Sense-Sonde (S/200-3) mit dem Anti-
sense-Transkript, trotz der hoheren Sondenkonzentration, deutlich niedriger als die vergleich-
baren Werte mit den liber den Kit aufgereinigten Sonden (siche Tab. 4.1-4). 10 fmol der
Sense-Sonde S/200-3 erreichten hier mit dem Kontrolltranskript in Negativstrangorientierung
eine Lumineszenz von 89.434 LCPS/100 bei einer Kreuzreaktion von 0,54 %. Eine Hybridi-
sierung von nur 2 fmol der Sense-Sonde S/200-Q2 mit der gleichen Menge Antisense-Trans-
kript fiihrte hingegen in demselben HDA zu einem Lumineszenzwert von 154.995 LCPS/100
bei einer Kreuzreaktion von 0,52 %. Die Ursache ist sicherlich im Reinheitsgrad der unter-
schiedlich aufgereinigten Sonden begriindet, da die librigen Versuchsbedingungen identisch
waren. Moglicherweise sind bei der herkdmmlichen Isolierung tiber eine Phenol/Chloroform-
Extraktion u.a. Phenolreste in der Probe zuriick geblieben, die die Hybridisierung der Sonde
mit der Target-RNA negativ beeinflusst hat. D.h. je nach Art der Aufreinigung bendtigt man

mehr oder weniger der konstruierten Sonden, um vergleichbar hohe Messwerte zu erzielen.

Interessant war auflerdem, dass Sonden, die unter identischen Bedingungen synthetisiert und
isoliert wurden, ebenfalls geringfiigige Unterschiede in ihrer Qualitit vorwiesen (vgl. S/200-
QI und S/200-Q2; Tab. 4.1-4). Zudem konnte auch mit ein und derselben Sonde von HDA zu
HDA eine Schwankung in den Signalintensitdten beobachtet werden, obwohl die identische
Menge an Sonde und Kontrolltranskript verwendet wurde. Das zeigt, dass Ungenauigkeiten
bei der Bestimmung der Sondenkonzentration und kleine Abweichungen in der Versuchs-
durchfiihrung des jeweiligen HDA zusétzlich einen geringen Einfluss auf die Lumines-

zenzwerte haben konnen.

Ein wichtiger Faktor fiir die Signalstiarke in einem HDA stellt auch die Qualitit des Antikor-
pers dar. In dieser Arbeit erzielte der Antikorper mit der Lot-Nr. 5366¢x01 deutlich hohere
Lumineszenzwerte als der Antikdrper mit der Lot-Nr. 1416¢cx97 (vgl. S/200-3 in Tab. 4.1-3
und Tab. 4.1-4).
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Aufgrund der unterschiedlichen Parameter, die die Spezifitdt einer Sonde beeinflussen kon-
nen, sollten daher die absoluten Messwerte nur innerhalb eines HDA verglichen werden. Au-
Berdem muss die Qualitét jeder konstruierten Sonde in mehreren Vorversuchen tiberpriift und
ihre geeignete Konzentration stets individuell ermittelt werden, bevor sie flir weitere Versu-
che zum Einsatz kommt. Die Kreuzreaktion sollte dabei so klein wie moglich ausfallen. In
dieser Arbeit wurden dementsprechend nur noch Sonden verwendet, bei denen die Fehlhybri-

disierung unter 2 % lag.

Eine wichtige Vorraussetzung fiir den Nachweis der viralen RNA in biologischem Probenma-
terial iiber den HDA ist, dass es nicht zu einer iiberméfBigen Fehlhybridisierung der spezifi-
schen Sonden mit zelluldrer RNA kommt. Zusétzlich ist bei der Detektion des Replikationsin-
termediates immer mit einem hohen Uberschuss an Positivstrang-RNA zu rechnen. Im Leber-
gewebe von Schimpansen oder HCV-infizierten Patienten konnte beispielsweise die virale
Plusstrang-RNA in einer maximal zehnfach hoheren Menge als der Negativstrang nachgewie-
sen werden (Shimizu et al., 1992; Lanford et al., 1995; Craggs et al., 2001). In PBMC betrug
das Verhéltnis von Plus- zu Minusstrang-RNA sogar bis 1:100 (Wang et al., 1992; Lerat et
al., 1996). Es wurde daher in weiteren Versuchen getestet, welchen Einfluss der Zusatz von
zelluldrer RNA auf die Spezifitit der Sonden hat und inwieweit sich ein 50facher Uberschuss
der Kontrolltranskripte in Positivstrang-Orientierung auf die Detektion des Antisense-
Transkriptes auswirkt. Zusitzlich wurde untersucht, ob und in welchem Ausmal3 die Sense-

Sonde mit dem vollstindigen HCV-Genom (isoliert aus der Plasmaprobe Nr. 4) hybridisiert.

Wihrend nach der Hybridisierung der Sense-Sonde S/200-1 mit 3 pg der HCV-RNA aus dem
Blutplasma eines chronisch infizierten Patienten (HCV-Plasmaprobe Nr. 4) keine Kreuzreak-
tion beobachtet werden konnte (siehe 4.1.4; 3 ug HCV-RNA entsprechen einer Menge von
etwa 900 fmol), war in einem weiteren HDA mit der S/200-3 Sonde eine Fehlhybridisierung
von nur 0,3 % mit 1 ug HCV-RNA des gleichen Patienten zu verzeichnen (siehe Tab. 4.1-6).

Bei der hohen Konzentration der viralen RNA ein sehr gutes Ergebnis.

Etwas anders verhielt es sich bei der Hybridisierung der Sonden mit zelluldrer RNA. In ver-
schiedenen HDA trat nach der Reaktion der Antisense-Sonde AS/588 mit 1 pg zelluldrer
RNA eine Kreuzreaktion von 0,7-0,9 % und mit der Sense-Sonde S/200-3 von immerhin
2,7 % auf, wihrend mit der Sense-Sonde S/200-Q2 kein Lumineszenzsignal messbar war

(siche Tab. 4.1-6). Zunidchst wurde ein Sonden-spezifisches Phinomen vermutet. Weitere
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Untersuchungen zeigten jedoch, dass nach einer Hybridisierung von ein und derselben Sonde
mit 1 pg zelluldrer RNA, unabhingig von der verwendeten Zellinie, die Kreuzreaktion recht
unterschiedlich ausfiel (vgl. Tab. 4.1-6, Tab. 4.1-7, Abb. 4.1-9 und Abb. 4.1-10). Dement-
sprechend wichtig war es daher, fiir die spéitere Detektion von HCV in Zellextrakten, diese
Kontrolle stets mitzufiihren und gegebenenfalls von den anderen Lumineszenzwerten abzu-

ziehen, wenn der Wert iiber dem der Substratkontrolle liegen sollte.

In einem weiteren Experiment wurde schlieflich liberpriift, welchen Einfluss ein 50facher
Uberschuss des Sense-Transkriptes auf die Detektion des Antisense-Transkriptes hat. In zwei
unabhingig voneinander initiierten HDA mit jeweils 10 fmol Sense-Sonde S/200-3, 1 ug zel-
luldrer RNA und 100 amol des Negativstrang-Transkriptes konnten keine signifikanten Aus-
wirkungen auf den Nachweis des Antisense-Transkriptes durch die erhhte Menge des Sense-
Transkriptes beobachtet werden (siehe Tab. 4.1-7). Im Gegensatz dazu nahmen die Lumines-
zenzwerte nach der Hybridisierung von 2,5 fmol Antisense-Transkript mit der 50fachen Men-
ge des Sense-Transkriptes (im Vergleich zum Ansatz ohne Zugabe des Uberschusses) um
etwa 30 % ab (siche Tab. 4.1-7). Vermutlich kam es beim Einsatz von 2,5 fmol des Anti-
sense-Transkriptes und dem 50fachen Uberschuss des Sense-Transkriptes vermehrt zu einer
Hybridisierung der beiden komplementédren Transkripte miteinander, was dazu fiihrte, dass
die Sense-Sonde insgesamt weniger Target-Molekiile binden konnte. Bei einer verringerten
Transkriptmenge, trat dieser Effekt nicht mehr auf, da vermutlich die rdumliche Nihe zwi-
schen den komplementéren Transkripten nicht mehr so stark gegeben war und sich die stérke-

re Bindungsaffinitdt zwischen der Sonde und dem Antisense-Transkript durchsetzte.

5.1.4  Uberpriifung der Sensitivitit der konstruierten Sonden

Nachdem die Spezifitit der HCV-spezifischen Sonden iiberpriift wurde, erfolgte die Untersu-
chung ihrer Sensitivitit. Zu diesem Zweck wurden exemplarisch zwei Sense-Sonden (S/200-1
und S/200-Q2) und eine Antisense-Sonde (AS/588) mit einer abnehmenden Menge der Kon-
trolltranskripte inkubiert und das Ausmal} der Hybridisierung tiber den HDA ausgewertet.

Die Nachweisgrenzen der Sonden fiir die Detektion des jeweils komplementiren Kon-
trolltranskriptes lagen zwischen 20 und 50 amol (siche Abb. 4.1-6 bis Abb. 4.1-8). Damit lag
die Nachweisgrenze der HCV-spezifischen Sonden noch unter dem Detektionslimit von

100 amol fiir die HAV-spezifische Negativstrang-Sonde (Schmitz & Dotzauer, 1998).
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Aufgrund der Tatsache, dass der Level einer HCV-Replikation in vivo und in vitro ausgespro-
chen gering ist, werden fiir die Detektion des HCV im biologischen Probenmaterial duf3erst
sensitive Methoden bendtigt (Sangar & Carroll, 1998; Gowans, 2000). Entscheidend war da-
her die Frage, inwieweit die Anwesenheit der zelluldiren RNA eines Zellextraktes die bereits
ermittelte Sensitivitit der Sonden beeinflussen konnte.

Erfreulicherweise lag die Nachweisgrenze der Sense- und Antisense-Sonden trotz der Zugabe
von 1 pg zellulirer RNA weiterhin zwischen 20 und 50 amol (sieche Abb. 4.1-9 und Abb.
4.1-10), d.h. der Zusatz von zelluldrer RNA zur Probe hatte keine signifikanten Auswirkun-

gen auf die Sensitivitdt der Sonden.

Insgesamt gesehen ist es also gelungen mit dem Hybrid-Detection-Assay eine PCR-
unabhingige Methode zu etablieren, die spezifisch fiir den Nachweis von HCV-RNA geeignet
war.

Als untere Nachweisgrenze fiir den HDA wurde die Menge von 20 amol ermittelt. Obwohl
der Assay damit nicht das Detektionslimit einer PCR von ungefidhr 10-100 Kopien (Wick,
2000; Schweitzer & Kingsmore, 2001) bzw. 0,02-0,2 zmol erreicht, ist die Methode verhélt-
nismifBig sensitiv. AuBBerdem besitzt der HDA gegeniiber einer RT- bzw. nested PCR viele
Vorteile.

Im Vordergrund steht hier die Moglichkeit zur direkten Quantifizierung der Target-RNA, was
u.a. neue Erkenntnisse beziiglich der Replikationskinetik des HCV liefern konnte. Ein weite-
rer Vorteil liegt in der schnellen und einfachen Durchfiihrung des Assays und der damit ver-
bundenen guten Standardisierung der Methode. AuBlerdem konnen, im Vergleich zur PCR,
deutlich mehr Proben gleichzeitig bearbeitet werden, was die Auswertung der Ergebnisse in
der Grundlagenforschung prinzipiell erleichtert. Ein weiterer gro8er Vorteil des HDA gegen-
tiber der PCR ist auch die geringere Kontaminationsanfilligkeit des Assays. Der verwendete
Hybrid-AK bindet zudem nicht an ssDNA oder ssRNA (Schmitz, 1997; Schmitz & Dotzauer,
1998), so dass weder die konstruierten HCV-spezifischen Sonden noch zellulire RNA-
Molekiile auf diese Weise zu unspezifischen Reaktionen fiihren kénnen. Verunreinigungen
mit Plasmid-DNA (DNA:DNA-Hybrid) oder virale RNA:RNA-Hybride kdnnen mit dem
Antikorper ebenfalls nicht zu falsch-positiven Ergebnissen fiithren, da derartigen Hybriden das
Biotin fehlt, um an die Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte binden zu kdnnen.

Ob sich jedoch das neu etablierte, PCR-unabhingige Nachweisverfahren aufgrund der duferst

geringen Vermehrung des HCV tatsdchlich zum Nachweis der viralen RNA in vitro eignet
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und mit der sehr sensitiven Methode der PCR konkurrieren kann, wurde zu einem spéteren

Zeitpunkt dieser Arbeit untersucht.

5.2 Studien zur Entwicklung eines in vitro Systems

Neben der Etablierung des PCR-unabhéngigen Nachweissystems fiir das Hepatitis C-Virus,
war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, ein Zellkultursystem fiir HCV zu schaffen, in dem sich
das Virus im erhohten Maf3e replizieren kann. Wie wichtig die Etablierung eines derartigen in
vitro Systems ist, verdeutlicht u.a. die Tatsache, dass es eine Schutzimpfung gegen HCV bis-
lang nicht gibt und viele chronisch HCV-infizierte Patienten auf die zur Verfligung stehende

Standardtherapie nicht reagieren (Pawlotsky, 2000).

Die aktuelle Standardtherapie einer HCV-Infektion besteht aus einer Behandlung mit pegy-
liertem Interferon-alpha (PEG-IFN) in Kombination mit Ribavirin. Die Verkniipfung des
Interferons mit Polyethylenglykol (PEG) erhoht dabei lediglich das Molekulargewicht des
Proteins und tridgt somit zu einer ldngeren Verweildauer des Wirkstoffes im Blut bei

(McHutchison et al., 1998; Poynard et al., 1998; Di Bisceglie & Hoofnagle, 2002).

Warum die Kombinationstherapie nur bei etwa 50-60 % der chronisch HCV-infizierten Per-
sonen mit einer dauerhaften Eliminierung des Virus verbunden ist, konnte bis heute nicht
genau geklart werden. Man weil} aber, dass der Erfolg einer Therapie sowohl vom Genotyp
als auch von der Viruslast im Blut des Patienten abhingt. Infektionen mit den Genotypen 2
bzw. 3 gehen z.B. mit einer kurzen Erkrankungsdauer und einer geringen Viruskonzentration
im Serum einher (Martinot-Peignoux et al., 1998; McHutchison et al., 1998; Poynard et al.,
1998; Pawlotsky, 2000).

Eine grof3e Rolle in diesem Zusammenhang spielt sicherlich auch die genetische Komplexitit
des HCV. In einigen Studien korrelierte beispielsweise eine hohe Anzahl von Quasispezies zu
Beginn der Therapie mit einer Interferonresistenz (Pawlotsky et al., 1998; Pawlotsky, 2000).
Zusétzlich scheint auch die Sequenz des NS5A von HCV einen Einfluss auf den Therapieer-
folg mit Interferon zu haben (Enomoto et al., 1996; Pawlotsky et al., 1998).

Unterstiitzt wird diese Hypothese durch in vifro Experimente mit dem HCV-Nichtstruktur-
protein. Diese zeigten, dass das NS5A (sowie das E2-Protein) die Interferon-induzierte PKR
hemmt, was einen prinzipiellen Mechanismus der Resistenz des HCV gegeniiber Interferon
darstellen konnte (Gale et al., 1997; Gale et al., 1998; Taylor et al., 1999). Welche Faktoren

jedoch letztlich fiir die hdufig beobachtete Interferonresistenz entscheidend sind, ist nach wie
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vor unklar. Es besteht also ein dringender Bedarf an Aufkldrung und wirksameren Medika-

menten.

Da man aber aufgrund eines fehlenden Zellkultursystems weder die genauen Zusammenhinge
der Pathogenese des HCV kennt, noch iiber ausreichende Informationen iiber die Replikation
und die Morphogenese des Virus verfiigt, ist die Entwicklung neuer Therapeutika extrem
schwierig.

Aus diesem Grund war es eine weitere Intention dieser Arbeit, ein Zellkultursystem fiir das
Hepatitis C-Virus zu entwickeln, das eine hohe Produktion infektioser Virionen erlaubt. Der
Nachweis des HCV erfolgte dabei zunéchst ausschlieBlich iiber die PCR, da der HDA als

alternative Methode zu diesem Zeitpunkt noch nicht zur Verfiigung stand.

5.2.1 Etablierung einer RT-PCR zum Nachweis des HCV

Aufgrund der Schwierigkeiten, die sich anfianglich bei der Detektion der HCV-RNA aus defi-
nitiv HCV-haltigen Plasmaproben iiber die PCR ergaben (siche 4.2.1), musste vorab die
RNA-Extraktionsmethode verbessert werden, um einen zuverldssigen Nachweis des Virus
tiber die hausinterne PCR gewéhrleisten zu konnen. Einen deutlichen Effekt auf die Sensitivi-
tdt der Methode nach Chomczynski hatte hierbei eine Anpassung der Konzentrationen der
verwendeten Substanzen des eingesetzten Lysepuffers (siche Abb. 4.2-1) sowie die Zugabe
von Glykogen kurz vor der Féllung der Nukleinsdure im Verlauf der Extraktion (siche Abb.
4.2-2). Bei der Modifikation des Lysepuffers war vermutlich die erhohte Menge an Guanidi-
niumisothiocyanat (hemmt RNasen) ausschlaggebend. Der Zusatz von Glykogen als soge-
nanntes Carrier-Molekiil ermoglichte hingegen die verbesserte Prézipitation der sehr geringen
Mengen an viraler RNA aus den HCV-haltigen Plasmaproben.

Insgesamt gesehen gelang es durch die beschriebenen Verdnderungen eine RT-PCR zu etab-
lieren, mit der nun eine zuverldssige Detektion des HCV im biologischen Probenmaterial

moglich war.

5.2.2 Infektion von Fibroblasten und FRhK4-Zellen mit HCV

Nach der erfolgreichen Optimierung der RT-PCR zur Detektion des HCV wurden Haut- und
Knochenmarkfibroblasten sowie fetale Nierenzellen des Rhesusaffens (FRhK4-Zellen) mit
HCV infiziert. Die Infektion der Knochenmarkfibroblasten und der FRhK4-Zellen erfolgte
dabei im Rahmen eines zufilligen Screenings, die Hautfibroblasten wurden hingegen ganz

gezielt infiziert, da eine Studie von ZIBERT et al. bereits Hinweise fiir eine mogliche Replika-
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tion des HCV in Hautfibroblasten lieferte (Zibert et al., 1995). Der Infektionserfolg der ein-
zelnen Ansitze wurde jeweils mittels nested PCR {iberpriift.

Wihrend die Infektion der beiden Fibroblastenzellinien erfolglos verlief (siehe 4.2.2.1 und
4.2.2.2), konnte in den Zellextrakten der FRhK4-Zellen, die mit einer HCV-haltigen Plas-
maprobe infiziert wurden, in der ersten und dritten Woche p.i. liberraschenderweise HCV-
RNA nachgewiesen werden (siche Tab. 4.2-1). Aufgrund der Tatsache, dass in dem gleichen
Ansatz direkt nach der Infektion und zwei Wochen p.i. keine virale RNA detektiert werden

konnte, war dies ein erster kleiner Hinweis auf eine fiir HCV permissive Zellinie.

5.2.3 Infektion von FRhK4-Zellen und RLI-positiven FRhK4-Zellklonen mit HCV

Fiir die Bestdtigung der bisherigen Ergebnisse sollten bei der nachfolgenden HCV-Infektion,
neben den FRhK4-Zellen, auch ein FRhK4-Zellklon mitgefiihrt werden, der stabil mit dem
RNase L-Inhibitor (RLI, RLI-positiver FRhK4-Zellklon) transfiziert war (Gotter, 1999).

Der RLI gehort zu den Komponenten des 2’-5’-Oligoadenylatsystems (2-5A-System; vgl.
Abb. 1.4-1) und verhindert durch seine reversible Bindung an die RNase L deren Aktivierung
und damit den Abbau der viralen und zelluldren RNA (Bisbal et al., 1995; Bisbal et al., 2001).

Ein Grund fiir die Beriicksichtigung von RLI-positiven FRhK4-Zellklonen im Rahmen einer
HCV-Infektion waren Studien von GOTTER und KURTH, die zeigten, dass die Replikation ver-
schiedener Hepatitis A-Virusvarianten in einem RLI-positiven Zellklon (Nr. 6) erhoht ist
(Gotter, 1999; Kurth, 2001). Fiir den Einsatz der RLI-positiven FRhK4-Zellklone sprach
auBerdem die Tatsache, dass auch andere Viren, wie das humane Immundefizienzvirus Typ-1
(HIV-1) und Enzephalomyokarditisviren (EMCV), iiber die Hochregulation des RLI und die
damit einhergehende Inhibition der RNase L-Aktivitét ihre Virusproduktion steigern konnten
(Martinand et al., 1998; Martinand et al., 1999). Eine Untersuchung von YU et al. zeigte
zudem, dass in Leberbiopsien chronisch HCV-infizierter Patienten die Expression des RLI
(bei gleichbleibendem RNase L-Level) vermindert war (Yu et al., 2000), was fiir eine Beteili-
gung des 2-5A-Systems bei der Regulation der Replikation des HCV spricht. Es war also
naheliegend, dass ein RLI-positiver FRhK4-Zellklon die Vermehrung des HCV fordern und

damit die Chance fiir die Etablierung eines Zellkultursystems verbessern konnte.

Da die von GOTTER hergestellten RLI-positiven FRhK4-Zellklone jedoch nur iiber die Neo-

mycin-Resistenz des transfizierten Plasmides selektioniert wurden (Gotter, 1999), erfolgte
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zuvor die Kontrolle der erfolgreichen Insertion des RLI-ORF sowie die anschlieBende Uber-
priifung der RLI-Expression ausgewdhlter Zellklone.

Zur Kontrolle der erfolgreichen Insertion des RLI-ORF wurde aus den zur Verfiigung stehen-
den zehn RLI-positiven FRhK4-Zellklonen (Gotter, 1999) die DNA extrahiert und mit Hilfe
unterschiedlicher Primerkombinationen aus dem pcDNA 3 und dem RLI eine PCR initiiert.
Nur vier der untersuchten RLI-positiven FRhK4-Zellklone (Zellklon Nr. 6, 7, 8 und 10) ent-
hielten dabei das RLI-ORF, wobei im Zellklon Nr. 6 der CMV-Enhancer und -Promotor nicht
integriert waren (siehe Tab. 4.2-2). Demnach ist eine Selektion von transfizierten Zellen {iber
eine Antibiotikaresistenz noch kein endgiiltiger Beweis fiir eine erfolgreiche Transfektion von
Zellen. Dieses Ergebnis erklart zudem einen bereits gescheiterten Versuch, das RLI-ORF auf
Genomebene im RLI-positiven FRhK4-Zellklon Nr. 6 nachzuweisen (Kurth, 2001), da bei
den Studien Primerkombinationen zum Einsatz kamen, von denen einer stets innerhalb des

CMV-Promotors binden sollte.

Unklar war aber noch, ob die erfolgreiche Insertion des RLI-ORF im RLI-positiven FRhK4-
Zellklon Nr. 6, Nr. 8 und Nr. 10 gleichzeitig mit einer Steigerung der RLI-Expression ver-
bunden war. Bevor die HCV-Infektion durchgefiihrt wurde, erfolgte daher in zwei weiteren
Experimenten der Versuch, die zu erwartende Uberexpression des RLI in den drei genannten
RLI-positiven FRhK4-Zellklonen auf Transkriptions- und Translationsebene darzustellen. Als
Kontrollansitze dienten einerseits FRhK4-Zellklone, die stabil mit dem pcDNA/RLI 3°(-)
transfiziert waren (RLI-negative FRhK4-Zellklone) und andererseits nicht-transfizierte
FRhK4-Zellen.

Beim Nachweis der RLI-Expression auf Transkriptionsebene, konnten zwar vereinzelt stirke-
re RLI-Banden in den RLI-positiven Zellklonen Nr. 6, Nr. 8 und Nr. 10 detektiert werden als
in den FRhK4-Zellen oder den RLI-negativen Zellklonen (siche 4.2.3.2), ein aussagekriftiger
quantitativer Vergleich war hier aber nicht moglich. Wie bei GOTTER misslang auch die
Detektion des Proteins {iber den Immunoblot (siehe 4.2.3.3), vermutlich durch die mangelnde
Spezifitdt des anti-RLI-Antikdrpers (Gotter, 1999). D.h. es konnte keine quantitative Aussage
beziiglich der Translationseffizienz des RLI getroffen werden.

Dennoch weist das Ergebnis der PCR zum Nachweis des RLI auf Transkriptionsebene vage
auf eine Uberexpression der RLI-mRNA hin, wobei der Verlust des Promotors beim RLI-
positiven FRhK4-Zellklon Nr. 6, im Vergleich zum RLI-positiven Zellklon Nr. 8 und Nr. 10,

anscheinend keine Auswirkungen hatte.
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Da diese Beobachtung aullerdem mit den erhéhten HAV-Titern im RLI-positiven FRhK4-
Zellklon Nr. 6 korreliert (Gotter, 1999; Kurth, 2001; Heitmann, 2002), wurde dieser Zellklon

fiir die nachfolgende Infektion ausgewéhlt.

Nach der vierstiindigen Infektion von FRhK4-Zellen und dem RLI-positiven FRhK4-Zellklon
Nr. 6, konnte in den Zellextrakten der FRhK4-Zellen zu keinem Zeitpunkt p.i. virale RNA
detektiert werden (siehe Tab. 4.2-3). Lediglich unmittelbar nach der Infektion war im Uber-
stand HCV-RNA nachweisbar, wobei es sich aber offensichtlich um restliches Inokulum
gehandelt hat. Demnach ist die zweite Infektion der FRhK4-Zellen insgesamt nicht so erfolg-
reich verlaufen wie die erste Infektion.

Positiv zu vermerken war jedoch, dass im HCV-infizierten RLI-positiven FRhK4-Zellklon
Nr. 6 nicht nur direkt nach der Infektion, sondern auch zwei und drei Wochen p.i. HCV-RNA
in den Zellextrakten detektiert werden konnte, wihrend die Zellextrakte von der ersten und
der vierten Woche p.i. negativ waren (siche Tab. 4.2-3).

Dieses Ergebnis stellt also nicht nur ein weiteres Indiz dafiir dar, dass FRhK4-Zellen permis-
siv fiir das Hepatitis C-Virus sind, sondern lieferte zudem auch einen ersten Hinweis fiir die
Hypothese, dass das HCV in den RLI-positiven FRhK4-Zellklonen moglicherweise etwas

besser replizieren kann als in den entsprechenden Vergleichszellen.

5.2.4 Versuch einer Adaptation des HCV

In einem nachfolgenden Experiment wurde schlieBlich versucht, das HCV, das sich mogli-
cherweise in geringen Mengen im Uberstand der infizierten FRhK4-Zellen und -Zellklone aus
4.2.3.4 befand, iliber Zellpassagen anzupassen, um auf diese Weise die Virusproduktion zu
erhohen. Dabei konnte der HCV-Positivstrang in den RLI-positiven FRhK4-Zellklonen friither
detektiert werden als in den RLI-negativen Zellklonen (siehe 4.2.4.1). Dies spricht ebenfalls
dafiir, dass der zusétzlich eingebrachte RLI einen positiven Einfluss auf die Replikation des
HCYV haben konnte.

Die HCV-infizierten RLI-positiven FRhK4-Zellklone mussten jedoch in der dritten Passage
abgebrochen werden, da in den Ansdtzen ein CPE auftrat, der eine weitere Kultivierung der
Zellen unmoglich machte. Ausloser des CPE war hochstwahrscheinlich eine HAV-
Coinfektion, die aus ungekldrter Ursache sowohl in den RLI-positiven, als auch in den RLI-
negativen FRhK4-Zellklonen auftrat. Diese Vermutung stiitzt sich dabei auf eine Studie von
KURTH, in der nicht cytopathogene HAV-Varianten in den RLI-positiven FRhK4-Zellklonen
einen CPE induzierten, wihrend HAV-infizierte RLI-negative FRhK4-Zellklone keine Anzei-
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chen einer cytophatogenen Infektion entwickelten (Kurth, 2001). Es war somit nicht verwun-
derlich, dass die HCV-infizierten RLI-negativen FRhK4-Zellklone weiter kultiviert werden
konnten. Die HCV-RNA war dabei von der vierten bis zur neunten Passage {iber fiinf Monate
lang sporadisch mit der nested PCR nachweisbar. In der 10. und 11. Passage konnte hingegen
keine virale RNA mehr detektiert werden und die Ansédtze wurden schlieBlich abgebrochen

(siehe 4.2.4.1). Eine Adaptation des Virus gelang somit nicht.

Nachdem der erste Versuch einer Adaptation des HCV gescheitert war, erfolgte ein weiterer
Ansatz, bei dem FRhK4-Zellen und der RLI-positive FRhK4-Zellklon Nr. 6 erneut mit den
Uberstinden einer vorangegangenen Infektion inokuliert wurden (siehe 4.2.4.2). Dabei konnte
sowohl in den FRhK4-Zellen als auch in den RLI-positiven FRhK4-Zellklonen zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten p.i. HCV-RNA nachgewiesen werden (siehe Tab. 4.2-4). Demnach
miissen bei der ersten Infektion der FRhK4-Zellen geringe Menge infektidser Virionen ent-
standen sein, die in diesem Ansatz zu einer Neuinfektion der Zellen gefiihrt haben.

Sogar die Uberstiinde, in denen bei der ersten Infektion der FRhK4-Zellen keine virale RNA
nachweisbar war, fiihrten hier zu einer Reinfektion der Zellen, (vgl. Tab. 4.2-1; Uberstand aus
der ersten und dritten Woche p.i.). Dies verdeutlicht, dass es sich um extrem geringe Mengen
an Viruspartikeln in den jeweiligen Proben gehandelt haben muss, die nicht immer {iber die
nested PCR detektiert werden konnten. Ursache dieses Problems ist die RNA-Extraktion per
se, bei der geringe Unterschiede in der Durchfiihrung bzw. der Fallung der HCV-RNA iiber
Erfolg und Misserfolg des Nachweises entscheiden konnen, wenn die Menge an Template-
RNA extrem niedrig ist. Dennoch zeigt dieser Versuch, dass FRhK4-Zellen tatsdchlich per-
missiv flir das Hepatitis C-Virus sind.

In einer weiteren Viruspassage mit den Uberstinden der reinfizierten Zellen und mehreren
nachfolgenden Zellpassagen konnte jedoch keine HCV-RNA mehr detektiert werden, so dass

die Adaptation des Virus erneut misslang.

Die Hypothese, dass das HCV in RLI-positiven FRhK4-Zellklonen besser repliziert als in
normalen FRhK4-Zellen, konnte hier erstmals nicht bestitigt werden. Im Gegensatz zu den
vorherigen Experimenten wurde bei dieser Reinfektion in den Proben der FRhK4-Zellen héiu-
figer HCV-RNA nachgewiesen als in den RLI-positiven Zellklonen (vgl. Tab. 4.2-4).

Das wiederum konnte bedeuten, dass die bisher beobachteten Abweichungen im Replikati-

onsverhalten von HCV zwischen FRhK4-Zellen und -Zellklonen moglicherweise auf geringe
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Unterschiede in der Vitalitdt der jeweiligen Zellen oder auf leichte Divergenzen in der Kon-
fluenz der infizierten Kulturen zum Zeitpunkt der Infektion zuriickzufiihren sind.
PIETSCHMANN et al. konnten ndmlich zeigen, dass in Zellen, die sich in der exponentiellen
Wachstumsphase befinden ein hoherer HCV-Level detektierbar ist als in nicht proliferieren-
den Zellen (Pietschmann et al., 2001). Ursache hierfiir ist vielleicht die Tatsache, dass sich in
wachstumsarretierten Zellen generell ein hoherer Level an RNase L befindet als in proliferie-
renden Zellen (Jacobsen et al., 1983; Krause et al., 1985), was dazu fiihrt, dass die virale RNA
unterschiedlich schnell degradiert wird (vgl. Abb. 1.4-1).

5.2.5 Transfektion von U937-Zellen und -Zellklonen

Auf der weiteren Suche nach einem Zellkultursystem wurden U937-Zellen fiir eine HCV-
Infektion ausgewdhlt. U937-Zellen sind neoplastische Vorlduferzellen (Monoblasten) huma-
ner Monozyten, die bei vielen Vertretern der Flaviviridae eine wichtige Rolle in der Pathoge-
nese spielen (Fields, 2001). Da humane Monozyten/Makrophagen zudem scheinbar die HCV-
Replikation unterstiitzen (Bouffard et al., 1992; Mendoza et al., 1996; Sansonno et al., 1996b;
Caussin-Schwemling et al., 2001), bestand die Hoffnung, dass die Monoblasten eventuell

auch die Replikation des HCV fordern kdnnten.

Da eine erste Infektion von U937-Zellen mit HCV bereits vage Hinweise dafiir lieferte, dass
die Zellen permissiv fiir das Virus sein konnten (sieche 4.2.5), wurden fiir eine zweite Infekti-
on zunédchst RLI-positive (U937-Zellen, die stabil mit dem pcDNA3/RLI 3’ transfiziert wa-
ren) und RLI-negative U937-Zellklone (U937-Zellen, die stabil mit dem pcDNA3/RLI 3°(-)
transfiziert waren) hergestellt, um durch das zusédtzlich eingebrachte RLI moglicherweise die

Replikation des HCV zu fordern und damit die Chance auf ein Zellkultursystem zu erhdhen.

Fiir die Herstellung der RLI-positiven sowie RLI-negativen U937-Zellklone wurden ver-
schiedene Transfektionsmethoden eingesetzt. Wahrend nach der Calcium/Phosphat-Trans-
fektion kein Zellklon selektioniert werden konnte, waren es bei der Elektroporation vier posi-
tive und acht negative U937-Zellklone und nach der Transfektion mit dem Superfect-Reagenz
der Firma Qiagen jeweils iiber 90 Zellklone (siche 4.2.5.1).

Diese enormen Unterschiede in der Transfektionseffizienz waren iiberraschend, da eine Cal-
cium/Phosphat-Transfektion bei adhdrenten Zellen bislang sehr erfolgreich verlief. Fiir die
verhdltnismiaBig schwierige Transfektion von nicht-adhirenten Zellen war aber offensichtlich

das Superfect-Reagenz am effektivsten. Bei dem Reagenz handelt es sich, laut Angaben des
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Herstellers, um spezielle Dendrimere, die mit der DNA kompakte Strukturen ausbilden und
den FEintritt in die Zelle vermitteln. Nach der Aufnahme der Komplexe iiber die Endozytose
und der Verschmelzung vom Endosom und Lysosom inhibieren die Dendrimere die lysoso-
malen Nukleasen und stabilisieren den Superfect/DNA-Komplex, was den Erfolg der Trans-

fektion gegentiber der anderen Methoden offensichtlich deutlich verbesserte.

Die RLI-negativen und RLI-positiven U937-Zellklone wurden mit in vitro transkribierter,
infektioser HCV-RNA transfiziert. Im Vergleich zu vorherigen Infektionen mit dem HCV-
Plasma konnte somit wesentlich mehr infektiose RNA in die Zellen eingebracht werden, was
den Infektionserfolg verbessern sollte. Die Zellen wurden fiir 16 Tage im Selektionsmedium
kultiviert, wobei zu unterschiedlichen Zeitpunkten p.i. eine Probe fiir die RNA-Extraktion
entnommen und eine gewisse Anzahl der U937-Zellklone in Anwesenheit von PMA inkubiert
wurde.

Agenzien wie Phorbolester (PMA) oder Vitamin D3 stoppen die Proliferation der U937-
Zellen und induzieren gleichzeitig ihre Differenzierung vom Monozyten- zum Makro-
phagenphénotyp (Sachs, 1978; Harris & Ralph, 1985). Sollten diese Zellen tatséchlich per-
missiv fiir HCV sein, bestand die Hoffnung, dass ein Replikationsnachweis hier nicht nur
iiber die PCR sondern zusitzlich {iber auftretende Differenzierungsstérungen der monozyté-
ren Zellen erfolgen konnte, wie es WUNSCHMANN fiir eine HAV-Infektion zeigen konnte
(Wiinschmann et al., 2002).

Der Nachweis der viralen Replikation in den U937-Zellen erfolgte iiber die Detektion des
Negativstranges von HCV mit Hilfe der strangspezifischen PCR, um zwischen der in die Zel-
len eingebrachten Inokulum-RNA und der neu synthetisierten viralen RNA unterscheiden zu
konnen und einen direkten Hinweis auf eine gegebenenfalls vorliegende HCV-Replikation zu
erhalten. Dabei konnte in den Zellextrakten der RLI-positiven U937-Zellklone nur direkt nach
der Infektion (sieben Stunden p.i.) das Replikationsintermediat detektiert werden, wihrend in
den RLI-negativen Zellklonen zu allen Zeitpunkten p.i. die virale RNA nachgewiesen wurde

(siche Abb. 4.2-5).

Nachdem durch PCR-Kontrollen ohne die Reverse Transkriptase ausgeschlossen werden
konnte, dass es sich bei den Banden der HCV-transfizierten RLI-negativen Zellklone um rest-
liches, amplifiziertes Plasmid aus dem Inokulum handelte (siche 4.2.5.2), stellte sich die Fra-

ge, was in diesem Ansatz u.a. am Nullpunkt vervielféltig wurde. Handelte es sich bereits sie-
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ben Stunden nach der Transfektion um den Nachweis des Negativstranges von HCV oder
kam es im Verlauf der RT-Reaktion vielleicht zu einem Fehlpriming des Sense-Primers und
damit zur Amplifikation des eingebrachten Positivstranges? Die Beantwortung der Frage war
zu diesem Zeitpunkt der Untersuchungen recht schwierig, weil ein alleiniger Nachweis der
HCV-Negativstrang-RNA iiber die RT-PCR, trotz des Einsatzes der Tth-Polymerase, keine
100 %ige Strangspezifitit gewéhrleistet (Gowans, 2000).

Die Tatsache, dass die Proben der RLI-positiven Zellklone bis auf den Zeitpunkt unmittelbar
nach der Transfektion aber alle negativ waren (siche Abb. 4.2-5B), spricht dafiir, dass es sich
bei den iibrigen Banden der RLI-positiven U937-Zellklone 4, 8, 12 und 16 Tage p.i. (siche
Abb. 4.2-5A) nicht um eine Amplifikation der Inokulum-RNA handelte.

Auch eine Untersuchung von YOO et al. unterstiitzt diese Vermutung. Er und seine Mitarbei-
ter konnten zeigen, dass die Inokulum-RNA nach einer erfolgten Transfektion von Zellen
maximal etwa 11 Tage p.i. iiber die Positivstrang-PCR nachweisbar war (Yoo et al., 1995).
D.h. bei den Banden 12 und 16 Tage nach der Transfektion handelte es sich offensichtlich um
die amplifizierte RNA des HCV, die im Verlauf der Replikation des Virus gebildet wurde.

Die Kultivierung der transfizierten U937-Zellklone mit PMA brachte in diesem Zusammen-
hang leider keine neuen Erkenntnisse. Zu keinem Zeitpunkt p.i. konnten Unterschiede in der
Differenzierung von Mock- bzw. HCV-transfizierten Zellen beobachtet werden (siehe
4.2.5.2).

Die Bestimmung der Zellzahl in den unterschiedlichen Infektionsansétzen zeigte zudem, dass
bei dem RLI-positiven U937-Zellklon ein Grofteil der Zellen direkt nach der Transfektion
verloren gegangen war (vermutlich beim Spiilen der Zellen), so dass hier ein direkter Ver-
gleich der Replikationseffizienz zwischen dem RLI-negativen und RLI-positiven U937-

Zellklon nicht moglich war.

Um zu iiberpriifen, ob bei der Transfektion der U937-Zellklone tatsdchlich infektidse Virio-
nen entstanden waren, wurden im folgenden eine Reinfektion mit den Zellysaten der HCV-
transfizierten U937-Zellklone durchgefiihrt (siche 4.2.5.3).

Wihrend in den reinfizierten RLI-negativen U937-Zellklonen keine virale RNA detektiert
werden konnte, waren die reinfizierten RLI-positiven Zellklone, die mit dem Zellysat der
HCV-transfizierten RLI-negativen U937-Zellklone infiziert wurden, am Nullpunkt, 4 und 12
Tage p.i. positiv (siche Abb. 4.2-7). D.h. es miissen bei der ersten Transfektion der Zellen
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infektiose Virionen entstanden sein, die in diesem Ansatz zu einer Neuinfektion der Zellen
gefiihrt haben.

Da in den gesamten Infektionsansétzen zu allen Zeitpunkten der Probenentnahme die Zellzahl
zudem anndhernd gleich war, konnte auch ein direkter Vergleich der Replikationseffizienz
zwischen RLI-negativen und RLI-positiven U937-Zellklonen vorgenommen werden. Die
Vermutung, dass sich das zusétzlich eingebrachte RLI positiv auf die Replikation des HCV
auswirkt, schien sich in diesem Versuchsansatz somit zu bestitigen (siche Abb. 4.2-7).
Aufgrund der starken Proliferation der U937-Zellen wurde jedoch auf eine weitere Infektion
zur Adaptation des HCV verzichtet, da davon auszugehen war, dass sich die geringe Anzahl

an Virionen schnell aus der Probe verdunnen wirde.

Insgesamt gesehen zeigen die hier dargestellten Ergebnisse erstmals, dass sowohl FRhK4-
Zellen als auch U937-Zellen permissiv fiir das Hepatitis C-Virus sind. Belegt wird dies u.a.
durch die teilweise sehr lange Infektionsdauer und der Moglichkeit zur Reinfektion dieser
Zellen mit Uberstinden oder Zellysaten aus HCV-infizierten Kulturen. AuBerdem liefern die
Ergebnisse erste vage Hinweise dafiir, dass die RLI-positiven Zellklone moglicherweise eine
HCV-Replikation fordern kdnnten.

Verschiedene Versuche das Hepatitis C-Virus an die FRhK4-Zellen zu adaptieren, schlugen
aber fehl. D.h. die Etablierung eines Zellkultursystems verbunden mit einer erhéhten Virus-

produktion misslang.

5.3 Nachweis von HCV-RNA iiber den HDA und/oder die PCR

In einem letzten Abschnitt dieser Arbeit sollte nun getestet werden, ob sich das neu etablierte
Nachweissystem des HDA fiir die Detektion der HCV-RNA in vitro eignet und mit der sehr
sensitiven Methode der PCR konkurrieren kann.

Fiir diese Untersuchungen wurden sowohl FRhK4-Zellen als auch U937-Zellen mit HCV-
RNA transfiziert und der Infektionserfolg iiber den HDA bzw. die PCR kontrolliert.

5.3.1 Transfektion von FRhK4-Zellen

In einem ersten Infektionsansatz wurde zunéchst getestet, ob das Replikationsintermediat des
HCV nach einer Transfektion von FRhK4-Zellen mit dem HDA detektiert werden kann. Zu
diesem Zweck wurden RLI-negative und RLI-positive FRhK4-Zellklone mit HCV transfiziert
und die Zellextrakte im HDA analysiert.
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In den Proben der HCV-transfizierten RLI-positiven FRhK4-Zellklone konnte sowohl am
vierten als auch am achten Tag p.i. HCV-Negativstrang-RNA iiber den HDA detektiert wer-
den. Im Gegensatz dazu waren die Proben der RLI-negativen Zellklone komplett negativ (sie-
he Abb. 4.3-1). Das Ergebnis zeigte einerseits, dass die neu etablierte Methode des HDA zum
Nachweis der HCV-RNA aus biologischem Probenmaterial geeignet ist. Andererseits besta-
tigt es zum wiederholten Male die Beobachtung, dass die virale RNA in den RLI-positiven
Zellklonen eher nachweisbar ist als in den RLI-negativen Zellklonen.

Obwohl diese Resultate nicht mit der PCR verglichen werden konnten (es kam zu einer Kon-
tamination der Ansétze) scheint der zusitzlich eingebrachte RLI somit tatsdchlich einen posi-
tiven Einfluss auf die Replikation des HCV zu haben. Demnach waren moglicherweise nur
die widerspriichlichen Ergebnisse der reinfizierten FRhK4-Zellen und -Zellklone aus 4.2.4.2
auf eine unterschiedliche Vitalitit und/oder Konfluenz der Zellen zum Zeitpunkt der Infektion
zuriickzufiihren, was dazu fiihrte, dass in dem Ansatz das HCV in den FRhK4-Zellen besser

replizierte als in den RLI-positiven Zellklonen.

Ein Vergleich dieser HDA-Daten mit den Studien anderer Arbeitsgruppen zeigt zudem, dass
zwischen dem vierten und dem achten Tag p.i. der Level an HCV-RNA vereinzelt hoher ist
als zwei bis drei Tage nach der Infektion oder im weiteren Verlauf der Kultivierung (Shimizu
et al., 1992; Shimizu et al., 1993; Mizutani et al., 1996; Muratori et al., 1996; Pietschmann et
al., 2001). D.h. anscheinend wird bereits zu einem frithen Zeitpunkt nach der Infektion ein

erstes Maximum der Virusreplikation erreicht.

Bei der nachfolgenden Reinfektion des RLI-positiven FRhK4-Zellklons Nr. 6 mit den Uber-
stainden der im HDA positiven FRhK4-Zellklone aus 4.3.1 konnte dann erneut am Nullpunkt
und 16 Tage p.i. HCV-RNA iiber die nested PCR detektiert werden (siche Abb. 4.3-2).

Ein Nachweis der viralen Nukleinsdure in den gleichen Proben iiber den HDA gelang hinge-
gen nicht. D.h. das Detektionslimit des HDA war bei diesem Reinfektionsansatz erreicht, was
deutlich macht, wie gering die Menge an viraler RNA in den Proben gewesen sein musste.
Das Ergebnis zeigte aber auch, dass der HDA in punkto Sensitivitdt nicht ganz mit der nested

PCR konkurrieren kann.

5.3.2 Transfektion von U937-Zellen
Bei der Transfektion von U937-Zellklonen stimmten die Ergebnisse der beiden Methoden

iiberein. Sowohl iiber die PCR (siche Abb. 4.3-3) als auch iiber den HDA (siche Abb. 4.3-4)
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konnte am Nullpunkt, 4, 8, 12 und 16 Tage p.i. HCV-Negativstrang-RNA in den transfizierten
RLI-negativen U937-Zellklonen nachgewiesen werden.

Beim Vergleich der iiber den HDA ermittelten Lumineszenzwerte fallt auf, dass am vierten
Tag p.i. (95 LCPS/100) der Wert zundchst stark abgefallen und am achten Tag p.i. wieder
leicht angestiegen war (siche Abb. 4.3-4). D.h. es wurde zum gleichen Zeitpunkt wie im ers-
ten HDA ein Maximum erreicht (vgl. Abb. 4.3-1B), was dafiir spricht, dass hier etwa acht
Tage p.i. wirklich der Negativstrang des HCV {iiber den HDA detektiert wurde.

Betrachtet man sich jedoch den hohen Lumineszenzwert von 6961 LCPS/100, der acht Stun-
den nach der Transfektion im HDA gemessen wurde und vergleicht diesen Wert mit den Sig-
nalintensitéten der iibrigen Proben (42-258 LCPS/100), muss erneut die Frage gestellt wer-
den, was am Nullpunkt nachgewiesen wurde. Dass es sich bereits um groBe Mengen an Nega-
tivstrang-RNA des HCV handelte, die im Zuge einer rasch einsetzenden Replikation des Vi-
rus synthetisiert wurde, schien zunichst dulerst unwahrscheinlich zu sein. Die Tatsache, dass
hier jedoch zwei unterschiedliche Nachweismethoden zum gleichen Ergebnis fiihrten spricht
hingegen dafiir, dass hier moglicherweise doch HCV-Negativstrang detektiert wurde.

Ob es sich am Nullpunkt wirklich um das Replikationsintermediat oder moglicherweise um

ein falsch positives Ergebnis gehandelt hat, konnte aber zunéchst nicht geklart werden.

5.3.3 Zweite Transfektion von FRhK4-Zellen

In einer weiteren Transfektion von FRhK4-Zellen wurde erstmals der Versuch unternommen,
den Positivstrang des Hepatitis C-Virus liber den HDA zu detektieren, andererseits erfolgte
erneut der Nachweis des Replikationsintermediates von HCV {iber den HDA und die PCR. Im
Gegensatz zur ersten Transfektion von FRhK4-Zellen aus 4.3.1 wurden die FRhK4-Zellen
nach ihrer Transfektion nicht fiir zwei sondern fiir acht Stunden vor der ersten Probenentnah-
me kultiviert, um die Ergebnisse mit denen der transfizierten U937-Zellen vergleichen zu

konnen.

Beim Nachweis des Positivstranges von HCV {iber den HDA waren die Lumineszenzwerte
am Nullpunkt erwartungsgemal3 sehr hoch, da hier die restliche Inokulum-RNA detektiert
wurde (sieche Abb. 4.3-7). Im weiteren Verlauf der Kultivierung nahmen die Werte dann aber
zunehmend ab, wobei nach 16tigiger Kultivierung nur noch in den RLI-positiven FRhK4-
Zellklonen HCV-RNA detektiert werden konnte, wihrend die negativen Zellklone sowie die
Mock-transfizierten Zellen negativ waren. Aufgrund der bereits erwéhnten Untersuchung von

Yoo et al., die zeigte, dass die Inokulum-RNA maximal 11 Tage nach der Transfektion von
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Zellen iiber die PCR nachweisbar war (Yoo, 1995), kann davon ausgegangen werden, dass es
sich 16 Tage nach der Transfektion um die virale RNA des HCV handelte, die im Verlauf der
Replikation des Virus gebildet wurde. D.h. {iber den HDA kann auch die Positivstrang-RNA
des HCV detektiert werden. Zusitzlich weist dieses Ergebnis wiederum darauf hin, dass sich
das Hepatitis C-Virus in den RLI-positiven Zellklonen besser vermehren kann als in den
negativen Zellklonen.

Auffillig ist jedoch der deutliche Unterschied in den gemessenen Lumineszenzen zwischen
den beiden RLI-positiven Zellklonen. Wahrend beim RLI-positiven Zellklon Nr. 8 nach
16tagiger Kultivierung der Zellen nur eine Lumineszenz von 176 LCPS/100 messbar war,
erzielte die vergleichbare Probe des RLI-positiven Zellklons Nr. 6 mit 2778 LCPS/100 einen
deutlich hoheren Wert (sieche Abb. 4.3-7). D.h. im Vergleich zum Zellklon Nr. 8 lag beim
Zellklon Nr. 6 deutlich mehr Positivstrang-RNA vor. Ahnliche Beobachtungen konnte auch
HEITMANN in ihren Studien zum Vergleich der Replikationseffizienz des HAV in den jeweili-
gen Zellklonen machen (Heitmann, 2002). In ihren Untersuchungen erreichten unterschiedli-
che Virusvarianten des HAV (HAV-GBM, HAV-7) im RLI-positiven FRhK4-Zellklon Nr. 6
ebenfalls einen deutlich hoheren Titer als im Zellklon Nr. 8.

Vielleicht wirkte sich beim RLI-positiven Zellklon Nr. 8 das deutlich langsamere Wachstum
der Zellen (eventuell bedingt durch die ungiinstigere Integration des RLI-ORF in das zellulidre
Genom) negativ auf die Replikation des HAV/HCV aus und kompensierte so den potentiellen
Effekt des RLI.

Beim Nachweis des Replikationsintermediates von HCV stimmten die Ergebnisse der nested
PCR erneut mit denen des HDA iiberein. In allen Proben konnte hier nur am Nullpunkt eine
Bande bzw. eine Lumineszenz nachgewiesen werden (siche Abb. 4.3-5 und Abb. 4.3-6). Da
erneut zwei unterschiedliche Methoden zum gleichen Ergebnis fiihrten, unterstiitzt dies die
Vermutung, dass es sich bei den bisherigen Resultaten vom Nullpunkt méglicherweise doch
um die Detektion des Replikationsintermediates von HCV handeln koénnte und nicht um
falsch-positive Ergebnisse.

Fiir diese Hypothese spricht auch die Tatsache, dass die in diesem HDA gemessenen Lumi-
neszenzen am Nullpunkt (acht Stunden p.i.) in den beiden transfizierten RLI-positiven Zell-
klonen mit 1045 LCPS/100 bzw. 1070 LCPS/100 etwa doppelt so hoch ausgefallen waren als
der Wert, der fiir die transfizierten RLI-negativen Zellklone ermittelt wurde (siche Abb.
4.3-6).
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5.3.4 14-Stunden-Kinetik

Um weitere Anhaltspunkte beziiglich einer friihzeitig einsetzenden Replikation des HCV zu
gewinnen, wurde in einem letzten Versuch eine 14-Stunden-Kinetik durchgefiihrt. Dafiir wur-
de der RLI-positive FRhK4-Zellklon Nr. 6 mit in vitro transkribierter HCV-RNA transfiziert
und alle zwei Stunden nach der Transfektion Zellextrakte hergestellt sowie die RNA isoliert.
Da die bisherigen, positiven Ergebnisse am Nullpunkt immer mit dem Zeitpunkt etwa sieben
bis acht Stunden p.i. gleichzusetzen waren, sollte in der Kinetik etwa acht Stunden p.i. dem-

entsprechend auch HCV-Negativstrang im Zellextrakt nachweisbar sein.

Bis auf den Zeitpunkt direkt nach der Transfektion (null Stunden p.i.) konnte dabei tatsdchlich
in allen weiteren Proben der HCV-transfizierten Ansdtze (2, 4, 6, 8, 12 und 14 h p.i.) das
Replikationsintermediat detektiert werden (siehe Abb. 4.3-8).

Demnach scheint die Replikation des HCV bereits unmittelbar nach der Infektion bzw. Trans-
fektion einer Targetzelle einzusetzen, so dass in den vorherigen Ansdtzen am Nullpunkt
offenbar wirklich das Replikationsintermediat des HCV detektiert wurde (vgl. Abb. 4.3-3,
Abb. 4.3-4, Abb. 4.3-5 und Abb. 4.3-6). Da die Proben aber aus Zeitgriinden nicht mehr {iber
den HDA ausgewertet und die Resultate dieser 14-Stunden-Kinetik auch nicht in einem zwei-
ten Ansatz bestétigt wurden, kann ein falsch-positives Ergebnis bei den bisherigen Resultaten

vom Nullpunkt letztlich nicht génzlich ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es gelungen ist, mit dem HDA eine PCR-
unabhingige Methode zum Nachweis der HCV-RNA zu etablieren, die auch in vitro anwend-
bar ist. Die Ergebnisse zeigen, dass der HDA héufig mit den Resultaten der PCR {iberein-
stimmte, so dass er eine alternative Methode zum Nachweis des HCV darstellt.

Da die Sensitivitiat des HDA, im Gegensatz zur nested PCR, jedoch nicht immer ausreichte,
um die virale RNA im Probenmaterial zu detektieren, sollte der HDA zum momentanen Zeit-
punkt nicht die nested PCR ersetzen. Die Methode kann aber jederzeit zur Verifizierung vor-
handener Daten eingesetzt werden und wichtige Hinweise iliber die Replikationskinetik des

HCV liefern.

Warum die Replikation des HCV in den U937- und FRhK4-Zellen generell auf einem extrem
niedrigen Niveau geblieben ist und die virale RNA nur eine gewisse Zeitspanne in den Proben
detektiert werden konnte bleibt unklar. Auch die Versuche anderer Arbeitsgruppen scheiterten

in diesem Punkt. Es konnten zwar u.a. primdre Hepatozyten (Lanford et al., 1994) sowie
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T- bzw. B-Zellen (Daudi-Zellen) mit dem HCV infiziert werden (Shimizu et al., 1992; Shimi-
zu et al., 1993; Nakajima et al., 1996), eine Adaptation des Virus, verbunden mit einer erh6h-

ten Produktion infektioser Virionen, gelang aber nicht.

Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist, dass in den FRhK4-Zellen, in denen eine
HAV-Coinfektion vorlag, die virale RNA mit Hilfe der PCR iiber einen deutlich langeren
Zeitraum (insgesamt fiinf Monate) sporadisch nachgewiesen werden konnte (vgl. 4.2.3.4) als
in allen anderen Infektionsansétzen. D.h. die Coinfektion hatte scheinbar einen positiven Ein-
fluss auf die HCV-Replikation.

Dieser Befund stimmt mit anderen Studien iiberein, die zeigten, dass das humane Immundefi-
zienzvirus (HIV), das Hepatitis B-Virus (HBV) und das Epstein-Barr-Virus (EBV) ebenfalls
die Vermehrung des HCV unterstiitzen (Fukuda et al., 1999; Bartenschlager & Lohmann,
2000; Thomas, 2002). Interessanterweise konnen dabei sowohl HIV als auch EBV und HAV
Enzyme des Interferonsystems inhibieren, die bei der Ausbildung des antiviralen Status eine
Rolle spielen. Das EBV produziert beispielsweise kurze RNA-Molekiile, die an die PKR bin-
den und seine Aktivierung verhindern (Goodbourn, 2000). Das HIV inbibiert {iber unbekannte
Mechanismen die PKR und induziert den RNase L-Inhibitor (RLI), den Antagonisten der
RNase L, um die antivirale Antwort zu blockieren (Martinand et al., 1999). Eine HAV-
Infektion fiihrt ebenfalls zur Inhibition der Aktivierung der PKR, indem es die Phosphorylie-
rung des Proteins verhindert (miindliche Mitteilung von 1. Berg, Doktorandin am Institut fiir
Virologie, Universitidt Bremen), d.h. es ist durchaus vorstellbar, dass die Hemmung der PKR
und/oder der RNase L durch HIV, EBV oder HAV u.a. dafiir verantwortlich war, dass die
Replikation des HCV im Falle einer Coinfektion gefordert wurde.

Die Tatsache, dass eine erhohte Expression der PKR sowie eine reduzierte Expression des
RLI (bei gleichbleibendem RNase L-Level) charakteristische Merkmale der antiviralen
Immunantwort in Hepatozyten chronisch infizierter Patienten darstellen (Yu, 2000), unter-
stiitzt auBerdem die Hypothese, das der RLI generell einen positiven Einfluss auf die Vermeh-
rung des HCV haben konnte. Neben den Ergebnissen dieser Arbeit erhirtet auch eine kiirzlich
verdffentlichte Untersuchung von HAN und BARTON den Verdacht, dass der RLI und somit
das RNase L-System eine wichtige Rolle bei der Vermehrung des HCV spielen konnte (Han
& Barton, 2002). Thre Studie zeigte, dass die einzelstringige Plusstrang-RNA des HCV aus-
reicht, um die RNase L zu aktivieren, wobei die mRNA des HCV-Subtyps 2a schneller
degradiert wurde als die RNA des Subtyps la. D.h. das HCV trigt somit anscheinend wéh-
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rend seiner Replikation gleichzeitig zu seiner eigenen Eliminierung bei (durch die starke Ak-
tivierung der RNase L iiber die virale ssSRNA und dsRNA und die Reduktion des RLI), so
dass die Vermehrung des Virus insgesamt auf einem sehr geringen Level gehalten wird.

In vitro entsteht somit eventuell ein Gleichgewicht zwischen Produktion und Degradation der
viralen RNA, das sich, je nach verwendeter Zellinie, frither oder spiter zu Gunsten der
Degradation verschiebt, was dazu fiihrt, dass das HCV in den Zellen nicht mehr nachweisbar
ist. Im Gegensatz dazu kommen in vivo bei einer Infektion von Hepatozyten mdglicherweise
mehrere Faktoren ins Spiel, die z.B. die Targetzellen zusétzlich stressen oder die Virusinfek-
tion begiinstigen (extrahepatische Manifestationen), so dass es dem Immunsystem letztlich

nicht gelingt, die Viren vollstdndig zu eliminieren.

Insgesamt gesehen scheint aber das RNase L-System bei der Replikation des HCV eine ent-
scheidende Rolle einzunehmen, und sollte somit bei der Entwicklung eines Zellkultursystems
nicht auler Acht gelassen werden. Vielleicht konnte eine erhohte Expression des RLI bei
gleichzeitiger Hemmung der RNase L in einer Zellinie, beispielsweise durch das Einbringen
einer entsprechenden siRNA (small interfering RNA), zum Durchbruch in der Entwicklung
eines Zellkultursystems fiihren.

Um den Einfluss des RLI genauer untersuchen und diese These iiberpriifen zu kénnen, sollten
daher weitere Studien vielleicht mit dem von LOHMANN et al. etablierten in vitro System
durchgefiihrt werden (Lohmann, 1999). Er und seine Kollegen konstruierten sogenannte sub-
genomische HCV-Replikons, die sich autonom in Huh7-Zellen (Hepatomzellinie) replizieren
konnen (Lohmann, 1999). Da mittlerweile einzelne Huh7-Zellklone identifiziert wurden, in
denen sich die HCV-Replikons sogar in hohen Titern vermehren (Blight et al., 2000; Loh-
mann et al., 2001; Blight et al., 2002; Blight et al., 2003), sollten mit diesem System mdgliche
Effekte des RLI bzw. der RNase L beziiglich der Vermehrung des Hepatitis C-Virus gut zu
erkennen sein. Ob die Replikationseffizienz des HCV dann tatsichlich durch eine Uberex-

pression des RLI und/oder die Inhibition der RNase L zu steigern ist, bleibt abzuwarten.

Auf jeden Fall sollte jeder noch so kleine Hinweis verfolgt und kein Versuch ungenutzt blei-
ben, um die Suche nach einem geeigneten Zellkultursystem fiir das Hepatitis C-Virus voran

zu treiben und moglicherweise erfolgreich abschlieBen zu koénnen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen eine PCR-unabhingige Methode zum Nachweis
des HCV etabliert, die alternativ zur PCR in der Grundlagenforschung eingesetzt werden
kann. Die Methode basiert auf dem Prinzip des Hybrid-Detection-Assay (HDA), bei dem die
virale RNA mit einer DNA-Sonde hybridisiert und iiber eine Lumineszenzreaktion mit einem
anti-DNA:RNA-Hybridantikorper detektiert wird.

Anhand synthetisch hergestellter HCV-spezifischer RNA-Transkripte konnte gezeigt werden
das der hier etablierte HDA nicht nur sehr spezifisch fiir das Hepatitis C-Virus ist, sondern
mit einer unteren Nachweisgrenze von 20 amol auch {iber eine hohe Sensitivitdt verfiigt.

Bei der Detektion des viralen Replikationsintermediates in Zellextrakten HCV-transfizierter
Zellen stimmten die Ergebnisse des HDA zudem hiufig mit denen der etablierten hausinter-
nen RT-PCR iiberein. Dies zeigt, dass der HDA auch in vitro anwendbar ist und sich gut fiir

die Verifizierung von Daten eignet.

Neben der Entwicklung der alternativen Nachweismethode fiir das HCV, wurden in dieser
Arbeit auch Studien zur Entwicklung eines Zellkultursystems durchgefiihrt. Obwohl dabei mit
den FRhK4- sowie U937-Zellen neue Zellinien entdeckt wurden, die tatsdchlich permissiv fiir
das Hepatitis C-Virus sind, gelang es nicht ein Replikationssystem zu etablieren, das mit einer
hohen Produktion infektigser Virionen verbunden ist.

Dennoch konnten hier erstmals Indizien dafiir gesammelt werden, dass der RNase L-Inhibitor
offenbar die Replikation des HCV positiv beeinflussen kann. Dies wiirde bedeuten, dass der
RLI und somit auch das 2-5A-System vielleicht eine entscheidende Rolle bei der Vermehrung
des Virus spielen konnte, was fiir die Entwicklung eines Zellkultursystems moglicherweise

eine wichtige Erkenntnis darstellt.
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