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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Hepatitis C Virus

Der Einsatz serologischer Marker fiir Hepatitis A und B erbrachte die Erkenntnis, dafl neben
dem Hepatitis A (HAV) und dem Hepatitis B Virus (HBV) noch weitere hepatotrope Erreger
existieren. 1977 entdeckten Rizzetto et al. (1977) bei Immunfluoreszenzuntersuchungen zum
Nachweis von HBV-Antigen ein neues Antigen, daB sich von den HBV-Antigenen
unterschied. Es handelte sich um ein viursdhnliches Partikel aus einem RNA-Molekiil und
assoziierten Proteinen, die durch das Hepatitis B Surface-Antigen (HBsAg) eingekapselt sind.
Das als Hepatitis D Virus (HDV) bezeichnete Virus ist in bezug auf die Replikation und
Expression abhidngig von der HBsAg-Synthese. Bis 1988 fiihrten Versuche der Isolierung
weiterer moglicher Erreger zu widerspriichlichen Ergebnissen. Die klinische Diagnose der
Non-A-Non-B-Hepatitis basierte auf dem serologischen Ausschlul von A- und B-Hepatitis.
1989/90 konnte einer dieser Erreger, das Hepatitis E Virus (HEV), charakterisiert werden
(Reyes et al., 1990). HEV verursacht eine epidemische Form der Lebererkrankung. In den
USA, Europa und Japan spielt das Hepatitis E Virus eine nur untergeordnete Rolle, wihrend
in Entwicklungsldndern aufgrund der schlechteren hygienischen Bedingungen epidemische
Infektionen auftreten. Berichte iiber die Charakterisierung eines sogenannten Hepatitis E
Virus konnten nicht bestitigt werden (Deka et al., 1994 und Pillot et al., 1996). Uber ein erst
kiirzlich charakterisiertes Hepatitis G Virus (HGV) aus der Familie der Flaviviren sind bisher
noch wenig Daten vorhanden (Simons et al., 1995). Zur Zeit ist noch unklar, ob HGV

tatsdchlich mit einer Leberentziindung assoziiert ist.

Mit molekularbiologischen Methoden gelang 1988 die Isolierung des viralen Genoms des
Hepatitis C Virus (HCV) (Choo et al., 1989). Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung des
HCV-Genoms diente Plasma eines experimentell infizierten Schimpansen. Nach Extraktion
der Gesamt-RNA und reverser Transkriptasereaktion wurde mit den gewonnenen cDNA-
Sequenzen eine Genbank in Lambda-Bakteriophagen etabliert. Die Klone wurden in E. coli
exprimiert. AnschlieBend wurde nach Proteinen gesucht, die mit Seren von Patienten mit
gesicherter Non-A-Non-B-Hepatitis reagierten. Die nachfolgende Sequenzierung -eines
positiven Klons war der Grundstein fiir die Charakterisierung des HCV-Genoms. Es handelt

sich bei HCV um ein umhiilltes einzelstrangiges Plusstrang-RNA-Virus, dessen Genom aus
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ca. 9500 Basen besteht. Sequenzvergleiche mit anderen Viren zeigten Homologien zu Flavi-
und Pestiviren (Miller et al., 1990). Das Hepatitis C Virus wurde als dritte eigenstidndige

Gruppe mit der Bezeichnung Hepacivirus der Familie der Flaviviridae zugeteilt.

Die meisten Fille von Posttransfusions-Hepatitis werden durch eine HCV-Infektion
verursacht. Das Virus ist in Ladndern, in denen Blutkonserven mit empfindlichen Verfahrenauf
Hepatitis B Surface-Antigen (HBsAg) untersucht werden, fiir mehr als 80 % der

Posttransfusions-Hepatitis verantwortlich.

111  Genomaufbau und Replikation des Hepatitis C Virus

Der Aufbau des Genoms ist in Abbildung 1 dargestellt. Die Genomsequenz des Hepatitis C
Virus besitzt ein offenes Leseraster und kodiert fiir ein Polyprotein von etwa 3100
Aminosduren. Am 5'-Ende des Genoms befindet sich eine ca. 320 bis 340 Basen umfassende
Sequenz, welche nicht in Aminosduren umgeschrieben wird (5'-nichtkodierende Region, 5'-
NC). Diese Region ist hoch konserviert (Sequenzhomologie zwischen 95 bis 99 % zwischen
den verschiedenen HCV-Subtypen) und hat bei der Replikation und der Translation eine
zentrale Bedeutung. (Cha et al., 1992; Choo et al., 1989; Fuchs et al., 1991 und Han et al.,
1991). Aufgrund computerunterstiitzter Untersuchungen konnte die Sekundérstruktur der 5'-
NC-Region aufgekliart werden (Brown et al., 1992 und Tsukiyama-Kohara et al. 1992). Die
Region weist verschiedene Dominen mit konservierten Stamm-Loop-Strukturen auf,
vergleichbar den FEintrittsstellen von Ribosomen bei Pestiviren. Am 3'-Ende des HCV-
Genoms befindet sich eine poly-(A)-Sequenz von etwa 60 Nukleotiden, gefolgt von einer 98
Basen umfassenden Sequenz, die ebenfalls nicht translatiert wird. Moglicherweise dient die
poly-(A)-Sequenz als Schutz vor der Exonukleaseaktivitit verschiedener RNasen. Die sich
anschlieBende 98 Basen nichtkodierende Region hat nach heutigem Kenntnisstand eine
wichtige Funktion bei der Replikation des Virus (Tanaka et al., 1995 und Yamada et al.,
1996).

Aufgrund proteolytischer Spaltung durch zelluldre (Signalpeptidasen des endoplasmatischen
Retikulums) und virale Proteasen entstethen aus dem Vorldufer-Polyprotein die drei
strukturbildenden Proteine C (Nukleokapsid), El und E2 (glykosylierte Hiillproteine; gp33
und gp72) sowie die Nichtstrukturproteine NS2 (Protease), NS3 (Serinprotease, Helikase),
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NS4A und NS4B und NS5A und NS5B. Die Funktion des NS4A und NS4B Genproduktes ist
zur Zeit noch nicht geklért, jedoch scheint das NS4A-Protein bei der Spaltung des
Polyproteins eine Helferfunktion zu besitzen (Failla et al., 1994). Die am 3'-Ende liegende
NS5B-Region kodiert fiir eine RNA-abhéngige-RNA-Polymerase. Die Funktion des NS5A-
Genproduktes ist ebenfalls zur Zeit noch nicht geklart (Grakoui et al.. 1993; Hijikata et al.,
1993 und Takahashi et al., 1992). Zwischen E2 und NS2 wird ein weiteres Spaltprodukt (p7)

mit noch unklarer Punktion prozessiert (Lin et al., 1994).

Abb. I: Schematischer Aufbau des Hepatitis C Virusgenoms.
Am HCV RNA Genom ist mit einem Dreieck (A) die Nukleotidposition nach Choo et al. (1989)
angegeben. Unter den resultierenden Proteinen C bis NS5B ist, mit AS bezeichnet, die Grofle der
verschiedenen Translationsprodukte des Hepatitis C Virus dargestellt. Die Anzahl der Aminosiuren

der NS4- bzw. NS5-Region ist nicht weiter in A und B unterteilt.

Die Replikation des Hepatitis C Virus erfolgt {iber die Synthese eines Minusstrang-RNA-
Intermediates. Von einem RNA-Minusstrang konnen mehrere Plusstrang-RNA-Genome

gebildet werden (Shimizu et al., 1992). Bei HCV wird ein dhnlich stringenter Tropismus fiir
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die Leber angenommen wie er fiir das Hepatitis B Virus gilt. Nur in Lymphozyten konnten
ebenfalls replikative Minusstrang-Intermediate nachgewiesen werden (Bartolome et al., 1993;

Miiller et al., 1993 und Qian et al.,1992).

1.1.2 Variabilitdt desHepatitisC Virus

Zur Zeit sind je nach Autor 6-12 verschiedene HCV Genotypen bekannt, welche Nukleotid-
Sequenzunterschiede von iiber 30 in den Hiillproteinen aufweisen (Bukh et al., 1993; Chan et
al., 1992 und Simmonds et a]., 1993b). Die Genotypen kdnnen zum Teil noch in Subtypen
(zur Zeit tiber 100 verschiedene) unterteilt werden, deren Homologie - {liber das gesamte
Genom betrachtet - innerhalb eines Genotypes zwischen 80 und 90 % liegt (Bukh et al., 1993;
Chan et al., 1992; Mori et al., 1992 und Simmonds et al., 1993b). Die grofBiten
Sequenzunterschiede befinden sich innerhalb der hypervariablen Regionen (HVR1 und
HVR2) der E2-Region. Die Unterscheidung des Hepatitis C Virus in Genotypen und
Subtypen (Bukh et al., 1992 und Simmonds et al., 1993c¢) ist sowohl fiir die Diagnostik, als
auch moglicherweise fiir den klinischen Verlauf und die Ansprechraten auf eine o-Interferon-
Therapie von Bedeutung (Chemello et al., 1994; Dusheiko et al., 1994; Pozzato et al., 1994
und Tsubota et al., 1994).

Die Mutationsrate bei RNA-Viren liegt bei etwa 2x10~ Mutationen pro Nukleotidposition pro
Jahr (Ogata et al., 1991). Diese ist bedingt durch das Fehlen einer "proof-reading"-Aktivitit
der RNA-abhdngigen RNA-Polymerase. Daher existiecren RNA-Viren in vivo aus einer
heterogenen Mischung von zirkulierenden verwandten Genomen (Quasispezies), die zumeist
aus einer dominierenden Sequenz und einem groBen Spektrum von Varianten bestehen

(Domingo et al., 1985 und Martell et al., 1992).

In Deutschland findet man folgende Verteilung der HCV-Subtypen: HCV-la: 20 %, Ib: 50 %,
2a: 5 %, 2b: 3 %, 2c: 5 %, 3a: 15 %, 4: 2 % (Zeuzem et al., 1994). Genotypen 5 und 6, welche
erstmals in Siidafrika und Hongkong beschrieben wurden (Simmonds et al., 1993a), wurden
bisher in Deutschland noch nicht dokumentiert. Die Genotypen 7 bis 9 wurden bisher nur in

Vietnam beschrieben (Tokita et al., 1994).
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1.1.3 Epidemiologie und Transmission des HepatitisC Virus

Nach heutigen Schitzungen sind weltweit etwa 100 Millionen Menschen chronische Trager
des Hepatitis C Virus. Der Anteil der HCV-assoziierten Hepatitiden an der Gesamtzahl der
Virus-bedingten Lebererkrankungen ist abhidngig von der geographischen Lokalisation und
den betroffenen Risikogruppen. Man schitzt, dafl in Afrika und Asien HCV die Ursache von
etwa 50 % der Fille von viraler Hepatitis ist. In Europa und Nordamerika liegt der Anteil
etwa bei 10 - 20 %. In Deutschland liegt die Anzahl der chronischen Hepatitis C-Virustrager
bei etwa 500.000. 0,3 bis 1 % der Blutspender in der BRD sind HCV-Antikérper positiv
(Kiihnl etal., 1989 und Roggendorf et al.. 1989).

Die Ubertragung des Hepatitis C Virus kann parenteral iiber Blutkonserven, Plasmaprodukte
oder durch Mehrfachverwendung von Injektionskaniilen (Reihenimpfungen, intravendser
Drogen Abusus) erfolgen. Es wurden aber auch perinatale Ubertragungen beschrieben (Ohto
et al., 1994 und Thaler et al., 1991). Auch eine sexuelle Ubertragung des Virus ist nach
neueren Untersuchungen sehr wahrscheinlich (Utsumi et al., 1995). Jedoch ist bei etwa 30 %
der HCV infizierten Patienten der Ubertragungsweg des Virus unbekannt (Alter et al., 1990;
Kuo et al., 1989 und Shimoyama et al., 1993).

Nach einer Latenzzeit von 2 - 26 Wochen (im Mittel 8 Wochen; Van der Poel et al., 1989)
verlauft die akute HCV-Infektion in ca. 2/3 der Félle asymptomatisch. Die Hiufigkeit eines
"gesunden" HCV-Tragerstatus, d. h. Nachweis einer Hepatitis C Virdmie ohne Erhhung der
leberspezifischen Enzyme und Vorliegen einer unauftélligen Leberhistologie, wird kontrovers
diskutiert (Brillanti et al., 1992 und Persico et al., 1993). Die Chronifizierungsrate von HCV
liegt bei etwa 50 - 75 % (Alter et al., 1992 und DiBisceglie et al.. 1991) im Vergleich zur
Chronifizierungsrate von 5 - 10 % bei HBV-Infektionen (Jeffers et al. 1992). Zwischen dem
Infektionszeitpunkt und der Diagnosestellung der chronisch aktiven Hepatitis liegen im
Durchschnitt 13 Jahre. Die Inzidenz scheint regional erheblich zu schwanken. Langfristig
entwickeln 20 - 30 % der Patienten mit chronischer Hepatitis C eine Leberzirrhose
(DiBisceglie et al., 1991). Verschiedene Wirtsfaktoren (Alter, Rasse, Geschlecht,
Immunstatus, genetische Einfliisse) und Kofaktoren, wie z. B. Infektionen mit weiteren
hepatotropen Erregern, Alkoholkonsum sowie die Einnahme hepatotoxischer Medikamente

haben einen gesicherten negativen EinfluB3 auf den klinischen Verlauf der HCV-Infektion. Ein
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Zusammenhang zwischen HCV-Infektion und der Entwicklung eines Leberzellkarzinoms

wird angenommen.

Der Mechanismus der viralen Leberschddigung ist zur Zeit noch unklar. Jedoch scheint die
Leberzellschddigung im Gegensatz zu HBV-Infektionen nicht rein immunvermittelt, sondern
auch durch eine direkte Rolle des Virus bedingt zu sein. Verantwortlich fiir die
immunologische Leberzellschddigung sind unter anderem zytotoxische CD8+-T-Zellen, die
mit Core- und NS-Protein-Epitopen des HCV reagieren (Shirai et al., 1992) und die Apoptose
vermitteln. Fiir den immunvermittelten Mechanismus spricht auch die Assoziation der
Hepatitis C Infektion mit Autoimmunphidnomenen, Autoantikdrpern einer Kryo-globulindmie,
sowie die in den Portalfeldern und im Leberparenchym der infizierten Leber nachgewiesenen

lymphatischen Infiltrate von aktivierten B- und T-Zellen (Carson et al., 1993 und Johnson et

al., 1993).

114  Diagnostik der HCV-Infektion

1141 Serologischer Nachweisder HCV-Infektion

Als Routinediagnostikverfahren zur Detektion einer Hepatitis C Virus-Infektion dient im
allgemeinen der indirekte Antikorper-Nachweis mittels eines Enzyme-linked-Immunosorbent-
Assays (ELISA). Die zur Zeit eingesetzten Testsysteme (ELISA der 2. und 3. Generation)
zeigen eine Sensitivitd t von etwa 90 % (Lavanchy et al., 1994). Der Bestitigung positiver
ELISA-Ergebnisse dienen verschiedene Immunoblot-Techniken mit mehreren membran-
gebundenen HCV-Proteinen, sogenannte RIBA-Systeme (Bresters et al., 1993; Lavanchy et
al., 1994 und van der Poel et al., 1991). Jedoch laBt sich auch mit den derzeit benutzten
ELISA-Tests der 2. und 3. Generation nicht immer eine akute Infektion diagnostizieren. Bei
der Mehrzahl der Infizierten werden die Tests erst innerhalb von 8 bis 16 Wochen nach
Infektion positiv. Bei Menschen mit ausgeheilten Hepatitis C Virus-Infektionen verschwinden
die Antikdrper wahrscheinlich erst innerhalb von einigen Jahren, so dafl mit diesen
Testsystemen nicht zwischen einer noch vorhandenen oder ausgeheilten Infektion

unterschieden werden kann (Jilg et al., 1993).
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1.1.4.2 Direkter HCV-Nachweis mittelsreverser Transkription und Polymer ase-

K ettenr eaktion

Zum direkten Nachweis einer HCV-Infektion dient die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
nach vorheriger reverser Transkription (RT) der HCV-RNA. Hepatitis C-spezifische RNA
kann mittels RT-PCR innerhalb der ersten Woche nach Infektion in Patientenseren
nachgewiesen werden (Farci et al., 1991 und Shindo et al., 1992). Aufgrund der hohen
Konservierung der 5'-nichtkodierenden Region des HCV-Genoms eignen sich fiir die
Diagnostik Primer, die zu diesem Genomabschnitt komplementér sind (Bukh et al., 1992 und

Inchauspe et al., 1991).

Ein groBBes Problem bei der Anwendung der PCR gerade in der Diagnostik stellt die Gefahr
von Produktkontaminationen dar. Schon einige wenige Amplifikate aus anderen Reaktionen
reichen aus, um ein falsch positives Resultat zu erzielen. Dies ist besonders bei Anwendung
einer "nested" PCR der Fall, da hier die Reaktionsgefde nach einer ersten Amplifikations-

reaktion gedffnet werden, um ein Aliquot dieser Reaktion in eine zweite PCR zu tiberfiihren.

Die PCR zeichnet sich gegeniiber den Immunoassays durch eine deutlich hohere Spezifitit
und Sensitivitdt aus. Jedoch kann gerade unter einer antiviralen Therapie der Virustiter unter

die Nachweisgrenze der PCR sinken. Das Ergebnis sind falsch negative Resultate.

1.1.4.3 Quantitativer HCV-Nachweis

Da die Viruskonzentration einen EinfluB3 auf den klinischen Verlauf der Infektion zu haben
scheint, ist es notwendig eine quantitative Nachweismethode zur Verfiigung zu haben.
Verschiedene Studien deuten darauf hin, dall die Hohe des Virustiters ebenfalls mit dem
Ansprechen auf eine Therapie mit a-Interferon assoziiert ist. So stellt unter anderem eine
hohe Hepatitis C Virdmie vor Behandlung mit o-Interferon einen prognostisch ungiinstigen
Parameter der Therapie dar (Lau et al., 1993; Magrin et al., 1994 und Yoshioka et al., 1992).
Eine niedrige Hepatitis C-Virdmie hingegen ist ein giinstiger Pradiktor sowohl fiir das
Ansprechen auf o-Interferon als auch fiir einen langfristigen Therapieerfolg nach Absetzen

der Behandlung.
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Eine Moglichkeit, den Titer des Hepatitis C Virus in infizierten Patienten festzustellen, ist die
Durchfiihrung einer quantitativen RT-PCR. Der Nachweis PCR-amplifizierter DNA (bzw.
RNA nach reverser Transkription) 148t sich quantitativ durchfiihren, indem zum eigentlichen
PCR- bzw. RT-Ansatz eine bekannte Menge an Standard-DNA bzw. -RNA zugegeben wird.
Der Einsatz interner Standards bei der Durchfiihrung quantitativer Polymerase-
Kettenreaktionen soll verhindern, da3 Variationen der PCR-Reaktion in den verschiedenen
ReaktionsgefdBen durch z. B. Inhibitoren in den eingesetzten RNA-Extrakten, bzw.
Temperaturungenauigkeiten im Thermocycler die Quantifizierung der verschiedenen Proben
verfdlschen. Verschiedene Ansdtze zur Virusquantifizierung mittels interner Standards
wurden bisher beschrieben. Die Verwendung eines DNA-Standards zur Quantifizierung von
HCV-RNA im Serum hat den Nachteil, da3 die Effizienz der reversen Transkription nicht in
die Auswertung der Quantifizierung mit eingeht. Die Umschreibreaktion von RNA in cDNA
erfolgt nicht 100 %ig. Nur etwa 10 % der RNA-Molekiile werden in cDNA umgeschrieben.
Bei Einsatz eines RNA-Standards wird diese Fehlerquelle bei der Ermittlung des Virustiters

ausgeschlossen.

Die Unterscheidung zwischen Amplifikaten des internen Standards und der HCV-Wildtyp-
RNA kann durch verschiedene Lingen der Amplifikate (Wang et al., 1989) oder durch
Einfligen von Restriktionsschnittstellen in den Standard erfolgen (Hagiwara et al., 1993 und
Kato et al., 1993). Unterschiedlich groe Amplifikate konnen zu einer bevorzugten
Amplifikation der kiirzeren Zielsequenz fiihren. Interne Standards mit einer integrierten
Restriktionsschnittstelle haben den Nachteil, daB es aufgrund der Bildung von
Heteroduplexstrukturen zwischen Standard- und Wildtyp-HCV-Sequenz zu einer falsch hohen
Virus-RNA-Bestimmung kommen kann. Beide Systeme haben zusédtzlich den Nachteil, daf3
die gleiche Anzahl an kiirzeren DNA-Fragmenten in einem Ethidiumbromid-gefirbten
Agarosegel ein weniger starkes Signal geben, als die gleiche Anzahl an gréBeren DNA-
Fragmenten. Das Amplifikationsprodukt eines idealen internen Standards sollte demnach die
gleiche Léange, wie das Amplifikat der HCV-Wildtyp-RNA besitzen; die Signalstirke sollte

nicht durch die Bildung von Heteroduplexstrukturen beeinflu3t werden.

Eine weitere Methode, um HCV-RNA im Serum von Patienten zu quantifizieren, ist die
Anwendung der "branched-DNA" (b-DNA)-Technologie (Chiron Corporation). Die Quanti-
fizierung mit Hilfe der b-DNA-Technologie basiert auf der Hybridisierung von HCV-RNA
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mit komplementiren Oligonukleotiden zur hochkonservierten 5'-NC-Region und einem Teil
der Core-Region des Hepatitis C Virus. Nach Hybridisierung der HCV-RNA und somit der
Fixierung der RNA an eine Festphase, wird erneut mit sogenannten b-DNA-"Amplifier"-
Molekiilen hybridisiert. Die Verstarkung des HCV-RNA-Signals wird durch Bindung vieler
Alkalische-Phosphatase-gekoppelter Oligonukleotide an die b-DNA-"Amplifier"-Molekiile
erreicht. Durch Zugabe eines Substrates filir die Alkalische Phosphatase werden die RNA-
Molekiile quantitativ detektiert. Der Nachteil dieser Methode liegt in der (im Vergleich zur
quantitativen RT-PCR) niedrigen Sensitivitdt (> 120000 Molekiile / ml).

115 Therapieder chronischen HCV-Infektion

Aufgrund des hohen Risikos der Entwicklung einer Leberzirrhose oder eines HCCs erfordert
die chronische Hepatitis C eine effektive Therapie mit dem Ziel der Besserung der
histologischen Entziindungsanzeichen bzw. der Viruselimination. Der Einsatz immun-
suppressiver Therapeutika (Kortikosteroide) erzielte ebenso wie der Einsatz von
Urodesoxycholsdure nur vermeintliche Therapieerfolge (Abfall der Transaminasen) (Magrin
et al., 1994 und Takano et al., 1994). Diese Therapeutika werden jedoch aufgrund der
Forderung der Viruspersistenz und Chronifizierung heute nicht mehr zur Behandlung der
HCV-Infektion eingesetzt (Bellentani et al., 1993 und Dienstag et al., 1986). Ebenso zeigten
antivirale Substanzen wie Aciciovir (Stremmel et al., 1991) oder Ribavirin (DiBisceglie et al.,
1993) nicht die erhofften Erfolge. Zur Therapie der chronischen Hepatitis C hat sich nur die
Behandlung mit o-Interferon bewidhrt (Di Bisceglie et al., 1989 und Davis et al., 1989).
Moglicherweise stellen Kombinationstherapien (z. B. o-Interferon plus Ribavirin) eine
Optimierung der Therapie dar. Die initialen Ansprechraten einer o-Interferontherapie liegen
bei etwa 50 %; nach Absetzen der Therapie kommt es bei etwa der Hélfte der Patienten zu
einem Riickfall mit Wiederanstieg der Transaminasen und Nachweis von HCV-RNA. Der
Langzeiterfolg einer o-Interferonbehandlung, der auch histologisch belegt werden kann, liegt
insgesamt bei 15 - 25 % (Di Bisceglie et al,, 1989; Davis et al., 1989 und Marcellin et al.,
1991),
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1.15.1 Pradiktive Parameter

Beziiglich des Erfolges einer o-Interferontherapie bei chronischer Hepatitis C sind ver-
schiedene prognostische Faktoren bekannt. So sind ein jlingeres Lebensalter der Patienten
(unter 50 Jahren), eine mdglichst kurze Krankheitsdauer sowie nur méBig erhohte
Transaminasen prognostisch giinstige Faktoren. Negative Pridiktoren einer o-Interferon-
behandlung sind ein zirrhotischer Leberumbau, erhdhte Lebereisen- und Serumferritin-
Konzentration sowie eine Erhéhung der Gamma-Glutamyl-Transpeptidase (y-GT) (Camps et
al. 1993; Causse et al., 1991; Jouet et al., 1994; Piperno et al., 1993; Pagliaro et al., 1994;
Tsubota et al., 1994 und Van Thiel et al. 1992). Eine hohe Hepatitis C Virdmie vor der
Behandlung stellt einen weiteren prognostisch ungilinstigen Parameter der o-Interferon-
behandlung dar (Lau et al., 1993; Magrin et al., 1994 und Yoshioka et al. 1992). Eine niedrige
Hepatitis C Virdmie ist ein giinstiger Pradiktor sowohl fiir das Ansprechen auf o-Interferon
als auch den langfristigen Therapieerfolg nach Absetzen der Behandlung (Hagiwara et al.,
1993; Lau et al., 1993 und Tsubota et al., 1994). Die verschiedenen HCV-Genotypen bzw.
Subtypen beeinflussen wahrscheinlich unabhéngig von der Virdmie die Ansprechrate.
Patienten, die mit dem Subtypen HCV-Ib infiziert sind, zeigen deutlich schlechtere
Therapieerfolge als Patienten, die mit den HCV-Genotypen 2 oder 3 oder dem Subtypen | a
(Klassifikation nach Simmonds) infiziert sind (Chemello et al-, 1994; Kanal et al., 1992;
Tsubota et al., 1994 und Yoshioka et al., 1992). Das Ausmal} der Heterogenitit in der
hypervariablen Region (HVR1) im E2-kodierten Genomabschnitt, und das Auftreten von
bestimmten Punktmutationen in der NS5A-Region (bei dem Subtypen HCV-Ib) stellen
weitere virusbedingte Pridiktoren des Ansprechens auf eine o-Interferonbehandlung dar

(Okadaetal., 1992 und Weiner et al., 1992).

1.16 HCV-Infektion und Leberzellkarzinom

Das hepatozelluldre Karzinom (HCC) ist einer der weltweit hiufigsten malignen Tumoren
(Parkin et al., 1984). Mit der Entstehung eines hepatozelluldren Karzinoms sind chronische
Infektionen mit dem Hepatitis B Virus (ohne und mit einer Hepatitis D Virus Koinfektion)
und dem Hepatitis C Virus assoziiert (Feitelson et al., 1992: Ikeda et al., 1993; Saito et al.,
1990; Sherlock et al., 1994 und Tsukuma et al., 1993). Die Pridvalenz der anti-HCV-
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Antikorper bei Patienten mit hepatozelluldrem Karzinom liegt mit deutlichen geographischen
Schwankungen zwischen 13 und 76 %. Hohe Pravalenzraten (55 bis 76 %) sind insbesondere
in Italien, Spanien und Japan beschrieben worden. Das HCC-Risiko bei Patienten mit
chronischer Hepatitis C ist mehr als 4-fach erhoht (Tsukuma et al., 1993). Eine Koinfektion
mit Hepatitis B und C Virus beinhaltet eine deutliche Steigerung des Risikos zur Entwicklung
eines Leberzellkarzinoms im Vergleich zu einer alleinigen Hepatitis C-Virusinfektion

(Poenaru et al., 1991 und Yuki et al., 1992).

In den meisten Fillen entwickelt sich ein HCC bei HCV-infizierten Patienten mit einer
Latenzzeit von vielen Jahren nach einem zirrhotischen Leberumbau. Leberzellnekrosen und
gesteigerte Mitoseraten bei chronischer Hepatitis konnen zur noduldren Regeneration und zu
Dysplasie und Entartung fiihren. Allerdings wurden bereits vielfach auch HCV-assoziierte
Tumoren beschrieben, die sich ohne Vorliegen einer Leberzirrhose entwickelt haben (Bruix et
al., 1989; De Mitri et al., 1995; Herr et al., 1993 und Ruiz et al.,1992). Die Latenzzeit
zwischen Infektion und Entstehung eines HCC scheint bei Infektion mit dem HCV im
Vergleich zu HBV eher kiirzer zu sein (20 - 30 Jahre) (Kiyosawa et al., 1990). Eine Erkldrung
fiir die niedrigere Inzidenz des HCC in westlichen gegeniiber siidostasiatischen Ladndern
konnte der Infektionszeitpunkt sein. In westlichen Landern erfolgt die Virusinfektion eher im
Erwachsenenalter, wihrend z. B. in Siidostasien die vertikale Transmission sowie Infektionen
im frithen Kindesalter eine groflere Bedeutung haben. Insgesamt wird, Autopsiestudien zeigen
das, bei Patienten mit chronischer Hepatitis C die Haufigkeit des HCC aufgrund der

schwierigen Frithdiagnostik eher unterschétzt (Blum et al., 1990).

Therapeutische Optionen fiir die Behandlung hepatozelluldrer Karzinome umfassen die
chirurgische Resektion, lokale Chemotherapie, die Tumorembolisation sowie sonographisch
gesteuerte Alkoholinjektionen. Die Prognose nach einer Lebertransplantation wird insgesamt
zurlickhaltend eingestuft (Otlhoff et al., 1990 und Yokojama et al., 1990) und ist. abhéngig

vom Tumor-Stadium.

11
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1.2 M alignitatstests

Gegenwirtig gibt es noch keinerlei Vorstellung iiber die molekularen Mechanismen der
Hepatokarzinogenese im Zusammenhang mit einer HCV-Infektion. Analog zur
Karzinogenese anderer Tumoren werden die Uberexpression von Wachstumsfaktoren (z. B.
TGF-a, EGF, PDGF) und Wachstumsfaktorrezeptoren, eine Aktivierung von Onkogenen (z.
B. myec, fos, ras, sis usw.) sowie der (Funktions-) Verlust von Tumorsuppressorgenen (z. B.
p53, Rb, DPC4 usw.) diskutiert. Im Gegensatz zu HBV besitzt das Hepatitis C Virus keine
reverse Transkriptase und kann sich nicht in das humane Genom integrieren. In
hepatozelluldren Karzinomen von HCV-positiven Patienten wurden replizierende HCV-
Sequenzen gefunden (Nachweis von (-)-Strang) (Gerber et al, 1992; Kobayashi et al., 1994;
Nouri Aria et al., 1993 und Paterlini et al., 1993). Trans-Effekte als Ursache der HCV-
assoziierten Tumorigenese konnten sowohl durch native als auch verdnderte virale Proteine

vermittelt werden.

Verschiedene eukaryontische Zellkulturen bzw. das Modell der athymischen Nacktmaus
stellen Systeme dar, um das transformierende Potential von DNA (RNA)-Sequenzen bzw. der

entsprechenden Proteine zu testen.

121 NIH/3T3- und Fisher-rat1-Zellen

Etablierte Zellinien verhalten sich in vieler Hinsicht anders als primdre Zellinien. Ein
Unterscheidungsmerkmal ist die Kontakt-Hemmung bei priméren Zellen. Etablierte Zellinien
sind in der Lage, in mehreren Schichten iibereinander zu wachsen. Dagegen stellen primére
Zellen das Wachstum ein, wenn sie mit benachbarten Zellen in Beriihrung kommen (Bildung
eines ..Monolayers"). Wenn Primérzellen transformiert werden, ist eine ihrer bedeutensten
Eigenschaften der Verlust oder die starke Verminderung dieser Kontakt-Hemmung (Paul et

al., 1980).

Eine Eigenschaft transformierter Zellen ist, da3 sie bereits bei sehr geringen Aussaatdichten
(20 Zellen / ml) anwachsen und sich teilen. Dagegen wachsen die meisten primédren Zellen bei
Aussaatdichten von weniger als 20000 Zellen / ml iiberhaupt nicht. Zellen, die eine hohe
Aussaatdichte bendtigen, um sich zu teilen, sind von Substanzen abhingig, welche von

benachbarten Zellen ausgeschieden werden (parakrine Substanzen) und so erst bei einer

12
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grofleren Anzahl von Zellen in geniigender Konzentration vorhanden sind. Transformierte
Zellen bilden diese Substanzen autokrin und kénnen daher z. B. einzeln kloniert werden (Paul

etal., 1980).

Einige Primirzellinien, besonders menschliche Fibroblasten, sind sehr stabil und
transformieren niemals spontan. Andererseits konnen sich Mausefibroblasten schnell einer
spontanen Transformation unterziehen und die Kontakt-Hemmung nach einigen Passagen
verlieren. Als Ergebnis systematischer Passagierung entdeckten Todaro und Green (1963),
daBl primdre Maiusefibroblasten ihre Kontakt-Hemmung {iber sehr viel mehr Passagen
beibehalten, wenn sie alle 3 Tage mit einer Einsaatdichte von 3x10° Zellen pro 60 mm
Kunststoff-Petrischale iibertragen werden. Fiir das Verfahren, alle 3 Tage 3x10° Zellen
einzusdhen, benutzten Todaro und Green den Fachausdruck 3T3. Die Folge dieses
Passagierens ist, da die Zellen nicht dicht wachsen, was fiir die Erhaltung des nicht-
transformierten Zustands von entscheidender Bedeutung ist. L4B3t man diese Zellen wiederholt
zu einem geschlossenen Zellrasen zusammenwachsen, dndern sich die Eigenschaften dieser
Zellen zunehmend; so geht unter anderem die Kontakt-Hemmung verloren. Sogar bei
sorgfiltigster Behandlung kommt diese Anderung nach einer groBeren Zahl von Passagen
zustande. Daher sind bei Arbeiten mit diesem Zellkultursystem sehr viele Kontrollen

notwendig.

Neben der urspriinglichen 3T3 Zellinie wurden viele andere in gleicher Weise etabliert (z. B.
Fisher-ratl-Zellen). Zellen dieses Typs werden fiir Malignititstests eingesetzt, da sie eine
deutliche Kontakt-Hemmung aufweisen und eine hohe Aussaatdichte benétigen. Beide

Eigenschaften gehen nach einer Transformation verloren.

Viele transformierte Zellen konnen in Kulturmedien wachsen, die sehr viel weniger Serum
enthalten (0,5 bis 1 %) als die entsprechenden nicht-transformierten Zellen benétigen (10 %).
Dies bestitigt, daB3 die transformierten Zellen weniger Wachstumsfaktoren von auflerhalb
(parakrin) bendtigen als nicht-transformierte Zellen. Daher wird das Wachstum in 0,5 bzw. 1%
FCS als ein Selektionssystem fiir transformierte Zellen eingesetzt, welche autokrin die fiir das

Wachstum notwendigen Substanzen bilden konnen.

Ein weiteres charakteristisches Kriterium fiir transformierte Zellen ist die Focus-Bildung. Da

die transformierten Zellen die Kontakt-Hemmung verloren haben und fiir das Wachstum nicht

13
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mehr an Oberflachen adsorbieren miissen, wachsen diese Zellen nicht mehr als Monolayer,

sondern bilden Kolonien, die in das Medium hineinragen (Foci).

Ein weiterer Test zur Uberpriifung des transformierten Zustands ist der Weichagar-Kolonie-
bildungstest. Dabei werden die Zellen durch Trypsin-Behandlung vereinzelt und in geringer
Zelldichte (etwa 2000 Zellen / ml) in 0,33 %igen Weichagar eingebettet. Transformierte
Zellen, die nicht auf Substanzen benachbarter Zellen angewiesen sind und nicht auf einer
festen Oberfliche haften miissen, um anzuwachsen, bilden in diesem Testsystem Kolonien.
Nicht-transformierte Zellen gehen nach einigen Tagen bis Wochen ohne Koloniebildung

zugrunde (Macpherson et al., 1964 und Paul et al., 1980).

1.2.2 Nacktmausver suche

Die Bezeichnung Nacktmaus (nude-Maus, nu/nu-Maus) resultiert aus einer genetisch
determinierten Haarlosigkeit. Das Fehlen des Fells ist kombiniert mit einem angeborenen
Defekt der Thymusreifung. Die erste eingehende Beschreibung als "haarlose Mausmutante"
erfolgte durch Flanagan (1966). Er erkannte die Haarlosigkeit als autosomal rezessiv vererbt
und fiihrte hierfiir das Gen-Symbol "nu" ein (homozygote Tiere: nu/nu). Die zweite mit der
Haarlosigkeit untrennbar verbundene, flir Forschungszwecke weitaus interessantere Eigen-
schaft, die Thymuslosigkeit, stellte Pantelouris (1968) fest. Aufgrund des Thymusdefektes
wurde die Formulierung "absense of the thymus" bzw. "thymusless" gewihlt, so da3 die
Nacktmaus im allgemeinen Sprachgebrauch als "thymuslos" bezeichnet wird, obwohl ein

Thymusrudiment vorhanden ist.

Das mutierte Gen "nu" beeinfluflt den Thymus auch heterozygoter Anlagentriger: Das Organ
ist kleiner und leichter als in normal ausgereiftem Zustand. Die Zahl der Lymphozyten sowohl
in der Rinde wie im Mark des Thymus ist signifikant reduziert. Nacktmiuse sind ausgeprigt
immundefizient; ihre Abwehrschwiche resultiert aus dem Fehlen bestimmter Zellgruppen. So
besitzt die Nacktmaus nur T-Zell-Vorldufer, jedoch keine funktionellen T-Zellen. Aufgrund
der Thymusaplasie unterbleibt die abschlieBende Pragung der Zellen. Nur 1 % bis 5 % der
Lymphozyten tragen die fiir T-Lymphozyten charakteristischen Oherf dcheninarker Thy-1,

deren Abstammung jedoch unbekannt ist. Das Allel "nu" iibt offensichtlich keinerlei direkten
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oder indirekten EinfluB auf Aufbau, Lebensdauer und immunologische Funktion der B-
Lymphozytengeneration aus. Die Ursache der Unfdhigkeit zur Bildung von spezifischem IgE
ist zur Zeit noch nicht geklirt. Die NK-Zellen (natural killer cells) finden sich vor allem in der
Milz. Generell weisen Nacktmiuse hohere Zahlen an NK-Zellen auf als nicht mutierte Tiere.
Die Rolle der NC-Zellen (natural cytotoxic cells) und der Makrophagen bei der Abwehr
transplantierter Gewebe ist noch nicht gekldrt. Die Makrophagen scheinen partiell in den

nu/nu-Mausen stiarker wirksam zu sein als bei anderen Mausen (Bundschuh et al., 1988).

Da Nacktmiusen Thymus-abhingige Immunreaktionen (weitgehend) fehlen, kann bei
geeigneter Versuchsanordnung der Anteil der T-Lymphozyten am gesamten Immungeschehen
im Verlauf bestimmter Infektionen besser erkannt werden als bei normalen Tieren. Im
Gegensatz zum normalen Organismus konnen die fehlenden Thymus-abhingigen Anteile des
Immunsystems nicht zu TransplantationsabstoBungen fiihren, so da3 die Transplantation von
Tumoren und Zellen verschiedenster Spezies in diese Tiere moglich ist. Daher ist das
Nacktmausmodell besonders gut geeignet, um das tumorbildende Potential von mutierten

(auch gentechnisch verdnderten) Zellen auch anderer Spezies zu untersuchen.

1.3 Aufgabenstelung

Im Rahmen einer Kooperation zwischen der Arbeitsgruppe PD Dr. Roth des Georg-Speyer-
Hauses, Frankfurt am Main, und PD Dr. Zeuzem, Abteilung fiir innere Medizin des
Universititsklinikums, Frankfurt am Main, sollten Untersuchungen zur Pathogenese

insbesondere zur Tumorpathogenese des Hepatitis C Virus durchgefiihrt werden.

Fiir die Durchfiihrung der geplanten Arbeiten war es notwendig, eine zuverldssige und
sensitive RT-PCR zur Detektion von HCV zu etablieren. Zudem sollte mit Hilfe dieser PCR
die Diagnose der HCV-Infektion verbessert werden. Der Nachweis HCV-spezifischer
Antikorper ist bei der Mehrzahl der HCV-infizierten Personen erst innerhalb von acht bis
sechzehn Wochen nach Infektion im Serum moglich. Dagegen kann mit Hilfe der RT-PCR
HCV-RNA innerhalb der ersten Woche nach Infektion im Patientenserum nachgewiesen

werden.
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Einleitung

Der Mechanismus der viralen Leberzellschidigung durch das Hepatitis C Virus bis hin zur
Entstehung hepatozelluldrer Karzinome ist zur Zeit noch nicht geklért. Der Aufbau eines in
vitro Replikationssystems fiir HCV sollte Untersuchungen zur Pathogenese des Virus
ermoglichen. Die Replikation des Virus und somit auftretende Virusfluktuationen sollten mit
Hilfe einer quantitativen RT-PCR festgestellt und tiberwacht werden. Daher sollte aufbauend
auf die qualitative RT-PCR zum HCV-Nachweis eine quantitative kompetitive RT-PCR
etabliert werden. Mit Hilfe dieser PCR sollten zusétzlich Untersuchungen iiber den
Zusammenhang von Virustiter und Krankheitsverlauf (z. B. unter o-Interferontherapie)
durchgefiihrt werden, welche moglicherweise ebenfalls Aussagen {iiber pathogene
Mechanismen des Virus zulassen. Das hierzu benétigte Patientenmaterial (Serum von HCV-
infizierten Patienten ohne und mit Interferonbehandlung) sollte von der Universitédtsklinik

Frankfurt in enger Zusammenarbeit mit PD Dr. Zeuzem zur Verfligung gestellt werden.

Weiterhin sollte der direkte EinfluB des Hepatitis C Virus auf die Entstehung von
hepatozelluldren Karzinomen untersucht werden. Hierzu sollten mit Hilfe der PCR HCV-
Isolate aus dem Tumorgewebe mit Isolaten aus dem Peritumorgewebe verglichen werden.
Moglicherweise vorkommende Sequenzvariabilititen zwischen Isolaten aus Tumor- und
Peritumorgewebe sollten in geeigneten Malignititstests auf ihr transformierendes Potential

hin untersucht werden.
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2 MATERIAL

2.1 Gerate

Agarose-Gelapparaturen
Analysenwaage

Autoklav
Bakterienbrutschrank
Brutschrank, CO,-begast
Elektrophorese-"power supply", ST 606
Filmentwicklungseinrichtung
Foto-Apparatur
Hybridisierungsofen
Hyperfilm ECL
Kiihlzentrifuge
Laserdensitometer
Magnetstiander

Mikroskop, Axiovert 100
Mikrowellenofen
pH-MeBgerit
Schiittelinkubator

Schiittler, Vortex Genie 2
Semi-dry-Blotter, Multiphor II
Sequenzierautomat, 370A
Slot-Blot-Apparatur
Spektrophotometer

Sterilbianke

Thermomixer, 5436
Thermocycler

Tischzentrituge, 5415¢ / 5402

Gibco BRL

Sartorius, R 160P-D1

Integra Biosciences, Technomara GmbH
Heraeus Instruments

Sanyo, MCO-17 Al

Gibco BRL

Koch & Sterzel

Polaroid

Biometra

Amersham

Beckmann, J2-21

Molekular Dynamics, Image Quant™™, Krefeld

Dynal

Zeiss

Sharp

Knick Calimatic 761
Certomat®U, B. Braun

Bender & Hobein

Pharmacia

Applied Biosystems

Millipore

Beckmann DU-64

Clean Air Typ CA/RE14, Haan
Envirco, Ceag Shisp, Reinraumechnik
Eppendorf

Perkin Elmer 480

Eppendorf
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Transilluminator, FLX-20M
UV-Linker
Vertikal-Gelelektrophoresekammer

Frobel
Stratagene

Protean II, Biorad

Waage Sartorius
Wasserbad GFL 1083
2.2 Verzeichnisder Chemikalien und Biochemikalien

Sofern nicht anders angegeben, liegt die Reinheit der verwendeten Chemikalien bei > 98 %

(pro analysi).

Acrylamidld sung 40
Agarose (FMC Seakem LE)
AmberlitMB-1
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Borsaure
Bromphenolblau
BSA

Chloroform
Diethylpyrocarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat
DMSO
dANTP(10mM)

DTT

EDTA

Essigsédure

Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid
Ficoll

Forinamid

Glycerin

Glykogen

Roth

Biozym

Sigma

Sigma

Sigma

Merck

Merck

Boehringer Mannheim
Merck

Sigma

Roth

Sigma

Applied Biosystems
Boehringer Mannheim
Roth

Roth

Riedel de Héden
Merk

Pharmacia

Sigma

Roth

Boehringer Mannheim
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Harnstoff

Isopropanol
Magnesiumchlorid
Magnesiumchlorid 25 mM
Mineralol

3 —Mercaptoethanol
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumecitrat-Trihydrat
Natriumhydroxid (fliissig)
Natriumhydroxid (P14 tzchen)
PCR-Puffer (10x)
Phenol/Chloroform/HzO-Gemisch
Reinstwasser
rNTP(IOmM)

Saccharose

Salzsdure

SDS

TEMED

Tris-Base

Tris-HCI

Trisolv

t-RNA

Triton-x100

Tween 20

Xylol

X-Gal

Roth

Merck

Merck

Perkin Elmer

Perkin Elmer

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Perkin Elmer bzw. Boehringer Mannheim
Applied Biosystems
Millipore

Boehringer Mannheim
Roth

Riedel de Hien

Merck

Serva

USB

Roth

Angewandte Gentechnologie. Systeme GmbH
Boehringer Mannheim
Serva

Merck

Roth

Roth
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2.3 Enzyme

Restriktionsendonukleasen:

Eco RI
Apal
Xhol
BamHI

Weitere. Enzyme:

Alkalische Phosphatase
Lysozym

(angesetzt in einer Stammldsung von 50 mg / ml in sterilem H,0)

Proteinase K

(angesetzt in einer Stammldsung von 10 mg / ml mit DEPC-behandeltem

H,0)
DNase(RQI)
Reverse Transkriptase
RNase
RNase Inhibitor
T4-DNA-Ligase
Tag-Polymerase
Trypsin/EDTA 10x

2.4 Membr anen

Tropilon - 45 ™
Tropilon-plus

Nitrozellulose-Membran

Boehringer Mannheim
Pharmacia
Boehringer Mannheim

Boehringer Mannheim

Serva

Sigma

Boehringer Mannheim

Promega

Gibco, BRL
Boehringer Mannheim
Boehringer Mannheim
Invitrogen / Promega
Boehringer Mannheim
Gibco, BRL

Serva

Serva

Schleicher & Schiill
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2.5 DNA

DNA-Molekulargewichtsmarker VI Boehringer Mannheim

(pBR328 DNA, Bgl I und Hinf I geschnitten)

Random Hexamere Perkin Elmei-

2.6 Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden zum Teil der Literatur entnommen oder direkt aufgrund
vorhandener HCV-Sequenzen (EMBL-Datenbank) ausgewéhlt. Die Primer wurden am Georg-
Speyer-Haus von Herrn Dr. H. Kiihnel mit dem ABI 381 Synthesizer (Applied Biosystems)
oder von den Firmen Pharmacia und Biometra synthetisiert. Modifizierte Primer (5'-Biotin)
bzw. Primer mit mehr als 40 Basen wurden HPLC-gereinigt von den genannten Firmen

geliefert.
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Tab. 1;: Primer

Primer Nukleotidsequenz (5’ —3°) Anlagerungs Nukleotid-
temperatur position*
O
5’-NC region
Algense ACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCAT 50 -285 - -256
Al gnisense YCCTCAACACAGTTTGAGGCGGCGCCGGGG -217 - 241
-GGTCCTGGAGGCTGCACGACA
A2gense YGGCGCCGCCTCAAACTGTGTTGAGGCGGAA 50 -191 - -167
-CCGGTGAGTACACCGGAATT
A2 ntisense CGAGACCTCCCGGGGCACTCGCAAGCACC -14 - -43
Biense ACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTTAGT 72 -276 - -245
Buntisense TCCCGGGGCACTCGCAAGCACCCTATCAGG -21--50
Csense CGTCTAGCCATGGCGTTAGTATGAGTC.TCG 72 -265 - -236
Cantisense CTCGCAAGCACCCTATCAGGCAGTACCACA -31--60
B/CO,ntisense CGTCCTGTGGGCGACGGTTGGTGTTACG 72 37 -64
T7-Algense TAATACGACTCACTATAGGGAGAACTGTCT- 50 -285 - -256
TCACGCAGAAAGCGTCTAGC
Al ptisense-Oligo- ITTTTTTTTTTTTTTTTTTTCGAGACCTCCC- 50 -14 - -43
dT GGGGCACTCGCAAGCACCC
C-HCV (B)-CAGACCACTATGGCTCTCCCGGGAG 50 -216 - -192
C-Standard (B)-CCTCAACACAGTTTGAGGCGGCGCC 50
Core region
Cl external sense GTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGAT 50 -45 - -74
C1 external antisense CAGCTAGGCCGAGAGCCACGGGGAG 297-321
Clinternal sense AGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCT 50 -37 - -66
Clinternal antisense AGCCACGGGGAGACAGGAGCCATCC 284 —309
C2antisense GTTGCATAGTTCACGCCGTCTTCCAGAACC 50 469 — 498
Cles. antisense TTATTAAGAGCAACCAGGAAGGTTCCCTG 45 498 — 520
Cberlan CAGGAAGGTTCCCTGTTGCATAGTTCACGC 45 483 -512
NS-5 region
N5/ external sense TGGGGTTCTCGTATGATACCCGCTGCTTTG 50 7904 - 7933
N5/Texternal antisense | L TCACGGAGGCTATGACCAGGTACTCCGCC 8275 - 8304
N5/Tinternal sense CTCCACAGTCACTGAGAGCGACATCC 55 7935 - 7960
N5/Tinternal antisense | GGCGAGCCTGAGAGCCTTCACGGAGGCTAT 8259- 8288
N5/2external sense GGCGACGACTTAGTCGTTATCTGTG 50 8209 - 8233
N5/2extemnal antisense | CCTTATAGCCAGGGACCAGCTTGAA 8555 - 8579
N5/2internal sense GTTATCTGTGAAAGCGCGGGGGTCC 50 8224 - 8248
N5/2internal antisense | CCATTTCTTTAGCGTCCTTATAGCC 8540 - 8564
T7 TAATACGACTCACTATAGGGAGAC 50
Sp6 TAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCC 50

*Die HCV Oligonukleotide sind auf HCV-RNA-Nukleotidpositionen bezogen und nach Choo
et al. (1989) nummeriert.

1) unterstrichen = nicht zu HCV komplementire Standard-Sequenz

(B) = Biotin
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2.7 Patientenmaterial

Das fiir die verschiedenen Versuchsansdtze benétigte Patientenmaterial (Serum, Leberbiopsien,
Lebergewebe) stellte die Medizinische Klinik n der Johann Wolfgang Goethe-Universitit,
Frankfurt am Main, zur Verfligung. Die histologische Untersuchung der Gewebeproben fiihrte
Herr PD Dr. med. Herrmann am Senckenbergischen Zentrum fiir Pathologie der Johann

Wolfgang Goethe-Universitét durch.

2.8 Bakterien

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende E.coli K-12 Stdmme verwendet:

Tab. 2: Verwendete Staimme von E.coli

Stamm | Genotyp Firma

IM109 | endAl, gyrA96, thi, hsdR17(r*, m™), relAl, SupE44, Promega
A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, lacl’ZAM15]

INVoF’ |endAl, recAl, hsdR17(r™*, m™), supE44, &, thi-1, gyrA, Invitrogen

von DH5a)
Plasmide
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Plasmide verwendet:
Plasmid Grole Marker Firma
pGEM® -T 3004 bp amp' Promega
pCR™ II 3932 bp amp’, knf Invitrogen
pcDNA3 5400 bp amp’, neod’ Invitrogen
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Medien fir die Bakterienkultur

Die aufgefiihrten Losungen und Medien wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt. In
sterilem Zustand benoétigte Losungen wurden 30 Minuten bei 1 bar, Medien fiir 20 Minuten

autoklaviert.

LB-Medium: Fertigpulver der Firma Gibco BRL 25¢
(10 g Pepton aus Fleisch, 5 g Hefeextrakt,
10 g NaCI)

H20 ad 11

LB-Agar: Fertigpulver der Firma Gibco BRL 37 ¢
(10 g Pepton aus Fleisch, 5 g Hefeextrakt,
10 g NaCl, 12 g Agar)

H,O ad 11

SOC-Medium: Fertigmedium der Firma Invitrogen
(20 g Pepton aus Fleisch, 5 g Hefeextrakt,
0,5 g NaCl, 0,186 g KCl, 2,4 g MgS04 7 H,0,

20 mM Endkonzentration Glukose) bezogen auf 1 1.

Ampicillin wurde als konzentrierte Stamm-Losung (40 mg / ml) angesetzt, steril filtriert und
bei -20° C aufbewahrt. Die Endkonzentration an Ampicillin in Platten bzw. in Flissigmedium

betrug 40 pg / ml.
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211 M aterial und M edien fur die eukaryontische Zellkultur

2.11.1 Zdlinien

Molt 4 (Humane Lymphoblasten (Leukemiezellen), ECACC-Nr. 8501 1413, GSH-
Stammsammlung)

Raji (Humane Zellen aus einem Burkitt's Lymphom, ECACC-Nr. 85011429, GSH-
Stammsammlung)

Hep3B  (Epitheliale Zellen eines humanen hepatozelluldren Karzinoms, HBsAg-positiv,
GSH-Stammsammlung)

HepG2  (Epitheliale Zellen eines humanen hepatozelluldren Karzinoms, GSH-
Stammsammlung)

Huh7 (Epitheliale Zellen eines humanen hepatozelluliaren Karzinoms,
Stammsammlung der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Theilmann, Universitdt Heidelberg)

NIH3T3 (Embryonale Méusefibroblasten, kontaktinhibiert, ATCC CRE 1658, GSH-
Stammsammlung)

Fisher-ratl (Embryonale Rattenfibroblasten, kontaktinhibiert, Thymidin-Kinase-Mutante,
GSH-Stammsammlung)

immortalisierte Hepatozyten  (Stammsammlung Strauf3, Berlin)

PBML (i ber Ficoll-Gradienten aus Blut aufgereinigt)

primdre humane Hepatozyten (Zur Verfiigung gestellt von der Abteilung fiir Chirurgie der

Universitit Frankfurt / Main)

2.11.2 Allgemein verwendete Zellkulturmaterialien

Zellkulturflaschen (25, 75 und 175 cm2) Falcon / Greiner
Gewebekulturschalen (0 35 mm, 94 mm)  Falcon / Nunc
Mikrotiterplatten, 6 Vertiefungen Costar
Auslaufpipetten, Kunststoff (I, 5, 10 ml) Falcon / Greiner

Zellschaber Costar
Zahlkammer QGreiner
Eintrierréhrchen, 1,8ml Nunc
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Fotales Kdlberserum

Dulbeccos PBS

ReaktionsgefiaBe 1,5 und 2,0 ml
ReaktionsgefaBle 14 und 50 ml
RPMI-1640 Medium

Dulbeccos MEM (DMEM)
10xDulbeccos MEM

Glutamin

High Density Lipoprotein (HDL)
Low Density Lipoprotein (LDL)
Very Low Density Lipoprotein (VLDL)
Polyethylenglykol (PEG, MW 6000)
Lipofektamin

Antibiotik / Antimykotik-Lsg.
(Penicillin, Streptomycin, Fungizone)
Geneticin

Natriumcarbonat (7x fliissig)
Natriumpyruvat

Agar

Gefrierschutzmedium

FCS plus 10 % DMSO

Gibco, BRL
Gibco, BRL
Eppendorf
Falcon
Gibco. BRL
Gibco. BRL
Gibco. BRL
Gibco. BRL
Sigma
Sigma

Sigma

Riedel De Haen

Gibco, BRL
Gibco, BRL

Gibco, BRL
Gibco, BRL
Gibco, BRL
Difco

2.11.3 Material und Medien fur die Transfektion

Fir die Transfektion von NIH/3T3- bzw. Fisher-rat 1-Zellen wurde DMEM-Medium ohne

Zusatz von Antibiotika eingesetzt. Pro 1 ug DNA wurden 5 pl Lipotektamin (2 mg / ml)

zugegeben.

26



Material

2.11.4 Material und Medien fur die Selektion auf Geneticin-Resistenz
Zum Selektieren der erfolgreich transformierten Zellen wurde dem Medium Geneticin

zugesetzt: NIH/3T3 800 mg / ml
Fisher-ratl 400 mg / ml

2115 Material und Medien fir den Weichagar-K olonieildungstest
1 % Agar

2x DMEM-Medium
1x DMEM-Medium

2.1.2  Allgemein verwendete Puffer

TE: Tris-HCI, pH 8,0 10 mM
EDTA, pH 8,0 1 mM

TBE: 5-fach konzentriert
Tris-HCI, pH 8,0 445 mM
EDTA, pH 8,0 10 mM
Borsédure 445 mM

DNA-Proben-Puffer: Bromphenolblau 30 mM
Saccharose 1750 mM
EDTA, pH 8,0 20 mM
Harnstoff 6000 mM

Fiir Arbeiten mit RNA wurde Diethylpyrocarbonat(DEPC)-behandeltes Wasser eingesetzt, 1 g
DEPC wurde in einem Liter deionisiertem H,O bei 37°C iiber Nacht geldst und anschlieSend
fiir 30 Minuten bei 1 bar autoklaviert.
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3 METHODEN

31 Allgemeine M ethoden

311 Extraktion von HCV-RNA aus Serum mittels Trisolv

Die Patientenseren wurden unter einer Sterilbank aliquotiert und bei -80° C aufbewahrt. Fiir die

Extraktion von HCV-RNA aus Patientenseren wurde jeweils 100 pul Serum eingesetzt.

Zur Isolierung von HCV-RNA wurden zu 100 ul Serum 500 ul Trisolv und 1,5 ul Glykogen
(entspricht 30 pg) gegeben, 15 s gut gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden 100 pl Chloroform zugegeben und erneut 15 s gemischt. Nach
2miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur folgte ein Zentrifugationsschritt fiir 15 min bei 4°C
und 12300 rpm. Die wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefd3 tiberfiihrt und 250 pl
eiskalter Isopropanol (-20° C) zugegeben. Ein erneuter Zentrifugationsschritt folgte bei gleichen
Bedingungen. Anschlieend wurde das Prézipitat mit 75 % Ethanol gewaschen, an der Luft

getrocknet und in 10 ul DEPC-H,O0 resuspendiert. Die RNA wurde bei -20°C gelagert.

312 ReverseTranskription (RT) und Polymerase-K ettenr eaktion (PCR)

Da es sich bei HCV um ein Virus mit einzelstringiger RNA als Erbsubstanz handelt, erfolgte
vor der eigentlichen Amplifikation von Virus-Sequenzen eine Umschreibung der Virus-RNA in

cDNA (reverse Transkription).

3.1.2.1 ReverseTranskription

Fiir die reverse Transkription der 5'-NC-Region von HCV-RNA in cDNA wurde der Antisense-
Primer eingesetzt; fiir alle anderen Umschreibreaktionen von RNA in ¢cDNA wurden random

synthetisierte Hexamere (randome Hexameres) als Primer (Perkin Eimer) verwendet.
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Die reverse Transkription erfolgte fiir 30 min bei 37°C (bei Verwendung der random
Hexamere) bzw. 42°C (bei Einsatz des Antisense-Primers) in einem Hybridisierungs-Ofen. In

Tabelle 4 ist das Pipettierschema fiir die reverse Transkription dargestellt.

Tab. 4: Pipettierschema des reversen Transkriptions-Ansatzes

Zusammensetzung Volumen Endkonzentration

10x-PCR-Puffer (Perkin Elmer) 2 ul 10 mM Tris-HCl, pHS,3;
50 mM KCI

MgCl, 4 ul 5 mM

dNTP-Mix (jedes ANTP 10 mM) 4 ul 500 mM

DEPC-H,O 6,75 ul

Primer (10 uM) 0,5 ul 0,25 uM

Reverse Transkriptase 0,25 pul 10U

RNase Inhibitor 0,5 ul 100 U

Template-RNA 2 ul

Gesamtvolumen 20 ul

3.1.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Tab. 5: Pipettierschema einer einfachen PCR-Reaktion (One-Tube-PCR bzw. I. PCR)

Zusammensetzung Volumen Endkonzentration
10x-PCR-Puffer (Boehringer Mannheim) 4 ul 10 mM Tris-HCI, pHS,3;
50 mM KCI;
1,5 mM MgCl,
DEPC-H,O 24,75 ul
Primergense (10uM) 0,5 ul 0,1 uM
Primerptisense (10uM) 0,5 ul 0,1 uM
Tag-DNA-Polymerase 0,25 ul 1,25 U
cDNA (aus RT-Ansatz) 20 ul
Gesamtvolumen 50 ul

Fir die Amplifikation der meisten HCV-Genombereiche wurde eine "nested"-PCR

durchgefiihrt. Hierzu wurde eine PCR, wie in Tabelle 5 dargestellt, durchgefiihrt (I. PCR). Als
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Primer fiir die I. PCR dienten die mit "external", bezeichneten Oligonukleotide. Anschlieend
wurden 10 pl der ersten Amplifikationsreaktion als Template fiir eine 2. Amplifikation (II.
PCR, siche Tabelle 6) eingesetzt. Diese Reaktion wurde mit den '"internal" Primern
durchgefiihrt. Da die verwendeten "internal" Primer innerhalb der in der I. PCR amplifizierten
Region liegen, spricht man von einer "nested"-PCR. Die Zyklenzahl einer einfachen PCR
betrug im Normalfall 50 Zyklen. Bei einer nested-PCR wurden je 35 Zyklen in der I. und in der
II. PCR durchgefiihrt.

Tab. 6: Pipettierschema einer "nested"-PCR-Reaktion (II. PCR)

Zusammensetzung Volumen Endkonzentration
10x-PCR-Puffer (Boehringer Mannheim) 4 ul 10 mM Tris-HCI, pHS,3;
50 mM KCI
1,5 mM MgCl,
DEPC-H,0O 34,75 ul
Primersense(10 pM) 0,5 ul 0,1 uM
Primer,pgisense (10 uM) 0,5 ul 0.1 uM
Tag-DNA-Polymerase 0,25 ul 1,25U
Amplifikat der I. PCR 10 pl
Gesamtvolumen 50 pl

Eine Variante der oben dargestellten nested-PCR stellt die Booster-PCR dar. Bei dieser PCR
wurde nach der ersten Amplifikationsrunde (Durchfiihrung siehe "einfache PCR" (I. PCR)) zu
dem Reaktionsgemisch 0,25 ul Tag-DNA-Polymerase und jeweils 0,5 pul des zweiten Primer-

paares (10 uM Ausgangskonzentration) zugegeben und fiir weitere 35 Zyklen amplifiziert.

Eine PCR, bei welcher die reverse Transkription und die Amplifikation in dem selben Puffer
durchgefiihrt wird, stellt die Single-Step-PCR (Tabelle 7) dar. Die reverse Transkription
erfolgte fiir 30 min bei 37°C bzw. 42°C (je nach eingesetztem Primer). Nach Erhitzen auf 95°C
(Inaktivierung der RT und Denaturierung des gebildeten RNA-DNA-Hybrides) wurde direkt -

ohne das Reaktionsgefall 6ffnen zu miissen - die PCR angeschlossen.
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Tab. 7: Pipettierschema einer "Single-Step-PCR"

Zusammensetzung Volumen Endkonzentration

10x-PCR-Puffer (Perkin Elmer) 2 ul 10 mM Tris-HCI, pH 8,3;
50 mM KCI

MgCl, 4 ul 5mM

dNTP-Mix (jedes ANTP 10 mM) 4 ul 500 mM

DEPC-H,O 6,15 ul

Primer (10 uM) 0,5 ul 0,25 uM

Reverse Transkriptase 0.25 ul 10U

RNase Inhibitor 0,5 ul 100 U

Tag-DNA-Polymerase 0,1 ul 0,5U

Template-RNA 2 ul

Gesamtvolumen 20 ul

Fiir die Amplifikation von DNA-Fragrnenten (aufgereinigte PCR-Produkte, Plasmide) wurden
im Allgemeinen 25 Zyklen durchgefiihrt. Das Pipettierschema ist in Tabelle 8 dargestellt.

Tab. 8: Pipettierschema fiir eine DNA-PCR

Zusammensetzung Volumen Endkonzentration
10x-PCR-Puffer (Boehringer Mannheim) Sul 10 mM Tris-HCI, pHS,3;
50 mM KC1
1,5 mM MgCl,
dNTP-Mix (jedes ANTP 10 mM) 4 ul 500 mM
DEPC-H,0 37,75 ul
Primergense (10 uM) 0,5 ul 0,1 uM
Primerypgisense 10 uM) 0,5 ul 0,1 uM
Tag-DNA-Polymerase 0,25 ul 1,25U
DNA 2 ul
Gesamtvolumen 50 ul

Die Anlagerungstemperaturen fiir die verschiedenen PCR-Primer sind in der Tabelle 1
angegeben. Ein Zyklus der PCR besteht aus drei Schritten: Denatunerung des PCR-Produktes,
Anlagerung der Primer und Elongation der Primer mittels Tag-Polymerase. Die Zeiten fiir die

einzelnen PCR-Schritte waren:
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Denaturieren (95° C) 40s
Anlagern der Primer 40s

Elongation mittels der Tag-Polymerase (72° C) 40s

Die PCR-Reaktionen wurden im Allgemeinen in einem PE 9600 Cycler (Perkin Eimer, Langen,
FRG) durchgefiihrt. Bei Verwendung des PE 480 Cyclers (Perkin Eimer, Langen, FRG) wurden
die Zeiten der einzelnen PCR-Schritte auf 1 min ausgedehnt. Nach Einsetzen der Probengefife
wurden die Reaktionsgemische 2 Minuten bei 95°C denaturiert. Nach dem letzten Zyklus
wurden 10 Minuten 72°C angeschlossen. Die 10 Minuten lange Elongation nach dem letzten

ZyKklus sollte eine vollstindige DNA-Synthese gewéhrleisten.

Abweichungen von den genannten Angaben sind bei der entsprechenden Methode vermerkt.

3.1.2.3 Gelelektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mittels
Agarose-Gelelektrophorese. Zur Auftrennung von PCR-Produkten (ca. 200 bis 600 bp) wurden
2 %ige Agarosegele eingesetzt. Zur Auftrennung von Plasmidmolekiilen wurden 1 %ige Gele

genutzt.

Fir ein 2 %iges Agarosegel wurde 1,4 g Agarose in 70 ml 0,5xTBE-Puffer in einem
Mikrowellengerit geschmolzen, 2 pl Ethidiumbromidlésung (10 mg / ml) zugegeben und nach
Abkiihlung auf etwa 60°C in eine GieBkammer eingefiillt. AnschlieBend wurden ein bis zwei
Probenkdmme mit 14 bzw. 20 Zdhnen eingesetzt. Nach Erstarren wurde das Gel in die mit
0,5xTBE-Puffer aufgefiillte Horizontal-Gelapparatur gelegt, und die mit DNA-Proben-Puffer
versetzten Proben in die Geltaschen gegeben. Zur Bestimmung der GroBe diente der DNA-
Langenstandard VI der Firma Boehringer Mannheim. Die DNA-Fragmente wurden mit einer
Feldstirke von etwa 1 bis 5 V / cm® getrennt. AnschlieBend wurden die Banden im UV-Licht
(302 nm) sichtbar gemacht, da das zugegebene Ethidiumbromid in die DNA interkaliert und im

UV-Licht intensiv orange fluoresziert.
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3.13 K onzentrationsbestimmung von Nukleinsaur en

3.1.3.1 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA bzw. RNA wurde photometrisch durchgefiihrt.
Hierzu wurde die Absorption der Nukleinsdure bei 260 und 280 nm gemessen. Ein
Absorptionsverhiltnis Ay zu Azgo von 1,8 bis 2,0 bedeutete, dal die Nukleinsdure frei von

Proteinen war (Ausubel et al. 1990).

Berechnung der Konzentration:

Doppelstrang-DNA: 1 Azeo =50 pg/ ml

RNA: 1 A260 =40 ug / ml

3.1.3.2 Bestimmung der Primerkonzentration

Die Primerkonzentration wurde durch photometrische Messung bei = 260 nm ermittelt. Zur

Konzentrationsbestimmung wurde folgende Gleichung eingesetzt:

ODy¢0 x Verdiinnungsfaktor x 100

1,54 x Adenin + 0,75 x Cytosin + 1,17 x Guanin + 0,92 x Thymin

Fiir die PCR wurden die Primer auf eine Ausgangskonzentration von 10 uM eingestellt.

33



Methoden

3.1.3.3 Entsalzen der Oligonukleotide

Zum Entsalzen der am Haus synthetisierten Oligonukleotide wurden mit Sephadex G-35

gepackte NAP™-10-Saulen der Firma Pharmacia verwendet.

Hierzu wurde die Sdule dreimal mit je 5 ml DEPC-behandeltem H,O dquilibriert. Anschlieend
wurde 1 ml des Primers aufgetragen. Die Elution der Oligonukleotide erfolgte mit 1 ml DEPC-
H,O0.

3.14  Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach der Kettenterminationsmethode von Sanger et al. (1977).

Die von der Tag-DNA-Polymerase (Ampli Tag-DNA-Polymerase) katalysierte Sequenz-
reaktion (Tag-Cycle-Sequencing) wurde in einem Perkin-Elmer "DNA Thermal Cycler 480"
durchgefiihrt. Die. Sequenzierung erfolgte mittels des Applied Biosystems Sequencer 370A. Bei
der hier durchgefiihrten Methode werden Fluoreszenz-markierte Didesoxynukleotide eingesetzt.
Aufgrund der jeweils unterschiedlichen Markierung der vier Didesoxynukleotide kann die
Basenabfolge in einer einzigen Elektrophoresespur detektiert werden. Hierbei werden die
Markierungen durch einen Laser zur Fluoreszenz angeregt und von einem Detektionsgerit

empfangen. AnschlieBend werden die so erhaltenen Daten mittels Computer analysiert.

3.1.4.1 Reinigen der PCR-Produkte flur die Sequenzreaktion

Die erhaltenen Amplifikate mufiten vor der Sequenz-PCR von Enzym, Primerresten und
Nukleotiden gereinigt werden. Die Reinigung erfolgte mittels Centricon-100-Séulen (Amicon).
Die Centricon-Sdulen wurden laut Vorschrift des Herstellers zusammengesetzt. Anschlielend
wurden 40 pl Amplifikat in 1,5 ml steriles H;O gegeben und auf die Siule aufgetragen. Die
Offnung wurde mit Parafilm verschlossen, und die Siule fiir 15 min bei 4000 rpm und 4°C
zentrifugiert (Beckmann-Kiihlzentrifuge, JA20-Rotor). Da die Zentrifugation in einem
Festwinkelrotor durchgefiihrt wurde, blieb eine definierte Menge (40 bis 50 pl) tiber dem Filter

stehen. Das untere Auffanggefdl wurde entfernt, der Filter umgedreht auf ein entsprechendes
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Auffanggefall aufgesetzt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt von 5 min bei 1000 rpm und 4°C.

Die Auffanggefilie enthielten nun 40 bis 50 pl des aufgereinigten Amplifikates.

3.1.4.2 Sequenzreaktion

Die Sequenzierungsreaktion wurde mit dem "Prisma-Sequencing-Kit" der Firma Applied-
Biosystems durchgefiihrt. Der Kit enthélt neben den bendtigten Nukleotid-Gemischen und
Puffern die Tag-Polymerase, welche die Polymerisationsreaktion katalysiert. Pro Amplifikat
wurden zwei Sequenzreaktionen angesetzt, um die Sequenz des sense- und antisense-Stranges
zu ermitteln. Zu 9,5 pl Sequenzmix (Tag-Polymerase schon enthalten) wurden 0,5 pl Primer
(Ausgangskonzentration 10 uM) und je nach Konzentration des PCR-Produktes 4 bis 9 pl
Amplifikat gegeben. Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend mit sterilem H,O auf 20 pl
aufgefiillt und mit 40 ul Mineraldl iiberschichtet. Die Sequenzierungsreaktion wurde in einem

480-Cycler von Perkin Elmer fiir 30 Zyklen durchgefiihrt.

Amplifikationsbedingungen:

Denaturierung des PCR-Produktes: 95°C 30 sec
Anlagerung der Primer: 50°C 15 sec
Elongation der Polymerase: 60°C 4 min

3.1.4.3 Aufreinigen der Sequenzamplifikate

Um nicht-eingebaute markierte Didesoxynukleotide abzutrennen, wurden die Proben vor dem
Auftragen auf das Sequenziergel mittels eines Phenol-Chloroform-Wasser-Gemisches (Applied-

Biosystems) aufgereinigt.

Hierflir wurden zu 20 ul Reaktionsprodukt 80 ul steriles HsO gegeben, gut gemischt und kurz
zentrifugiert. Die 100 pl Amplifikat-Wasser-Gemisch wurden zu 100 pl des Phenol-
Chloroform-Wasser-Gemisches pipettiert, gemischt und fiir 5 min bei 14000 rpm bei
Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand nochmals zu 100 pl Phenol-
Chloroform-Wasser-Gemisch gegeben und bei gleichen Bedingungen wie zuvor zentrifugiert.
Nach Uberfiihren der wissrigen Phase in ein neues Eppendorf-Gefil wurden 10 pl 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 320 pl Ethanol (absolut) zugegeben und gut gemischt. Im
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Anschluf3 erfolgte ein Zentrifugationsschritt von 20 min bei 14000 rpm und Raumtemperatur.
Der Uberstand wurde verworfen und das Prizipitat in 75 %igem Ethanol gewaschen. Nachdem
das Prézipitat bei Raumtemperatur gut getrocknet war, konnte es fiir langere Zeit (bis zu einem

Monat) bei -20° C aufbewahrt werden.

3.1.4.4 Herstelen des Sequenzgels (6 %iges Polyacrylamidgel mit 8,3 M Har nstoff)

Zu 30 g Harnstoff wurden 9 ml einer 40 %igen Acrylamidldsung und 23,5 ml steriles H,O
pipettiert. Um den Harnstoff zu 16sen, wurde das Gemisch auf 50°C unter Riihren erhitzt. Nach
dem Auflésen wurde 1 g Amberlite zugegeben, weitere 10 min bei 50°C inkubiert, um stérende
Ionen zu entfernen, dann die Losung filtriert (Filterpapier von Schleicher & Schiill) und
schlieBlich 6 ml 10xTBE (ebenfalls filtriert), 180 ul 10 %ige frisch angesetzte APS-Ldsung und
24 ul TEMED zugegeben. Die Losung wurde sofort zwischen die vorbereiteten Glasplatten

gegossen und der Kamm eingesetzt (Polymerisationszeit etwa 2 Stunden).

3.1.45 Elektrophorese und Detektion

Nach dem Auspolymerisieren wurde das Gel in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt, die
Glasplatten noch einmal von auflen gut gesdubert und fiir etwa 15 Minuten eine Spannung von
1700 V angelegt, um eine Betriebstemperatur von 50°C zu gewdhrleisten. Die prézipitierten,
aufgereinigten Proben wurden in 4 pl Ladepuffer geldst (40 pl deionisiertes Formamid plus 8 pl
50 mM EDTA, pH 8,0), im Wasserbad 5 Minuten bei 95°C denaturiert und aufgetragen. Die
nachfolgende elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 1700 V. Die
aufgetrennten Sequenzproben wurden beim Gellauf mit einem Scanner abgelesen. Das
verwendete Software-Programm analysierte die Daten, so dal die anschlieBend erhaltenen

Sequenzausdrucke direkt ausgewertet werden konnten.
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3.1.4.6 Auswertung der Sequenzdaten

Die Auswertung der Sequenzdaten (Nukleinsduresequenz und sich ergebende Proteinsequenz)

erfolgte mittels des Computerprogramms PC-Gene.

3.2 Quantifizierung von Hepatitis C Virus RNA

3.21  Synthese desHCV-RNA-Standards
3.21.1 Isolierung und Aufreinigung von PCR-Produkten

Die Isolierung der synthetisierten PCR-Fragmente fiir die Generierung von Standard-cDNA
erfolgte mittels Elutip-d (Ionenaustauscher-Siule) von der Firma Schleicher & Schiill. 40 pl des
PCR-Produktes wurden auf ein 2 %iges "low-melting"-Gel aufgetragen und nach Auftrennung
die gewiinschte DNA-Bande mittels eines sterilen Skalpells herausgeschnitten. Zu dem
ausgeschnittenen Gelblock wurden 5 ml Niedrig-Salz-Puffer gegeben. Anschlieend wurde der
Gelblock bei 65°C fiir 10 Minuten im Wasserbad geschmolzen. In der Zwischenzeit wurde eine
5 ml Spritze mit 2 ml Hoch-Salz-Puffer gefiillt. Nach Entfernen der Spitze der Elutip-d-Séaule
wurde die Siule auf die Spritze aufgesteckt und die Hoch-Salz-Lésung zum Aquilibrieren der
Sdule langsam durch die Saule gedriickt. AnschlieBend wurden 5 ml des Niedrig-Salz-Puffers in
eine frische Spritze gegeben und die Elutip-d-Siule auf die Spritze aufgesteckt. Um den Hoch-
Salz-Puffer zu entfernen, wurde der Niedrig-Salz-Puffer nun langsam durch die Saule gedriickt.
AnschlieBend wurde die Sdule von der Spritze entfernt und ein 0,45 um Zellulose-Acetat-Filter
zwischen Spritze und Filter eingebaut. Danach wurden die 5 ml DNA-L6sung in die Spritze
gegeben und langsam durch den Filter und die Sdule gedriickt, damit die Nukleinsédure sich an
die Matrix binden konnte. Die Durchflufirate lag bei 1 bis 2 ml pro Minute. AnschlieBend wurde
die Spritze mit 3 ml des Niedrig-Salz-Puffers gefiillt und dieser ebenfalls durch den Filter und
die Elutip-d-Séule gedriickt. Zum Eluieren der DNA wurde der Filter von der Elutip-d-Saule
entfernt und eine Spritze mit 0,4 ml Hoch-Salz-Puffer gefiillt. Nach Aufstecken der Sdule auf
die Spritze wurde der Puffer vorsichtig durch die Sdule gedriickt und in einem sterilen 2 ml
Reaktionsgefal3 aufgefangen. Die darin enthaltene DNA wurde mit zwei Volumeneinheiten 100
%igem eiskaltem Ethanol (-20° C) gefillt und bei 13000 rpm fiir 20 min und 4°C prézipitiert.
AnschlieBend wurde die DNA in 50 pl H,O resuspendiert.
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Niedrig-Salz-Puffer: NaCl 200 mM
Tris-HCI, pH 7,4 20 mM
EDTA 1 mM
Hoch-Salz-Puffer: NaCl IM
Tris-HCI, pH 7,4 20 mM
EDTA ImM

3.21.2 Kombinierte Hybridisierungs- und PCR-Reaktion

Fiir die Synthese des HCV-Standards wurden zunédchst mit den Primern A Igense und A lantisense

bzw. A2gnse Und A2,niisense ZWe1 separate PCR-Produkte hergestellt, welche eine 25 Basen
umfassende, iiberlappende komplementire Sequenz besitzen (Primer sieche Tabelle 1). In einer
folgenden kombinierten Hybridisierungs- und PCR-Reaktion wurden die beiden PCR- Produkte
miteinander verkniipft. Hierzu wurde jeweils 1 pl der aufgereinigten PCR-Produkte in PCR-
Puffer mit den Primern A lgense und Alapgisense (Siche Tabelle 1) gegeben. Nach Denaturierung der
PCR-Produkte bei 95°C fiir 1 Minute erfolgte die Hybridisierung der {iberlappenden Sequenzen
und die Anlagerung der Primer bei 45°C fiir 2 Minuten. Die anschlieBende Elongationszeit fiir
die Tag-Polymerase betrug 2 Minuten bei 72° C. Nach 25 Zyklen wurde das resultierende PCR-
Produkt (272 bp) in einem 2 %igen Agarosegel analysiert.

3.2.1.3 Selektion desHCV-cDNA-Standards mittels Dynabeads

Um die synthetisierte Standard cDNA zu selektieren, wurde ein biotinyliertes Oligonukleotid
mit der entsprechenden ausgetauschten Standard-Sequenz hergestellt. Mittels der
5'-Biotinylierung wurde die zur Standard-Sequenz komplementire Sequenz (25 Basen) an
Dynabeads M-280-Streptavidin (Dynal, Hamburg, FRG) gekoppell. Zu diesem Zweck wurden
die Dynabeads M-280-Streptavidin durch vorsichtiges Schiitteln resuspendiert und 50 pl (etwa
3 x 10" Dynabeads) in ein 1,5 ml Reaktionsgefi iiberfithrt. Mittels eines Separators
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(Reaktionsgefastinder mit Magnet) wurden die Dynabeads an die Seitenwand des Reaktions-
gefiBes gebunden, so daB der Uberstand (PBS pH 7,4; 0,1 % BSA; 0,02 % NaNj3) abgezogen
werden konnte. Nach zweimaligem Waschen mit PBS, pH 7,4 ; BSA 0,1 %, wurden die
Dynabeads in 500 pl des gleichen Puffers gelost.

Fiir die Beschichtung der Dynabeads mit der 25 Basen umfassenden Standard-Sequenz wurden
50 ul der zuvor gereinigten Beads zu 25 ul des biotinylierten Oligonukleotides (0,1 nmol / pul)
gegeben und 10 Minuten bei Raumtemperatur und leichtem Schiitteln inkubiert. Anschlie8end
wurden die beschichteten Beads dreimal mit 5 mM Tris-HCI, pH §; 0,5 mM EDTA pH §; 1 M
NaCl gewaschen, in 25 pl H,O resuspendiert und 75 pl denaturierte Standard-cDNA (2 Minuten
bei 95°C) zugegeben. Nach 15 miniitiger Inkubation bei 68°C wurden die gebundenen cDNA-
Strdnge mittels Separator abgetrennt, und die Dynabeads mit den hybridisierten ¢cDNA-
Standards zweimal mit H,O gewaschen. AnschlieBend wurden die cDNA-Standards durch 5

miniitige Inkubation bei 95°C und sofortigem Uberfiihren auf Eis von den Dynabeads geldst.

3.2.1.4 Anhangen eines T 7-Promotor s und eines Poly-A-Schwanzes an die Standar d-

cDNA

Um ein spéteres Umschreiben der mittels Dynabeads gereinigten Standard-cDNA in RNA zu
ermoglichen, wurde an die Sequenz des A lgense-Primers ein 23 Basen umfassender T7-Promotor
angehingt (T7-Alsense; Sequenz siehe Tabelle 1). Als antisense Primer wurde ein Oligonukleotid
synthetisiert, welches der A2,nisense-Sequenz entsprach, jedoch am 5'-Ende eine Oligo-dT-
Sequenz (20 Basen) besaBl (A2antisense-Oligo-dT). Zwei Mikroliter der gereinigten Standard-
cDNA wurden mit diesen Primern in einer DNA-PCR amplifiziert (siche 3.1.2.2.).
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3.2.1.5 Abtrennen Uberschissiger Primer mittels Centricon 100

Das Abtrennen {iiberschiissiger Primer nach Beenden der PCR-Reaktion erfolgte durch
Ultrazentrifugation mittels Centricon 100 Sdulen (Amicon, Witten). Hierbei wurden
niedermolekulare von hochmolekularen Losungsbestandteilen durch Filtration mit einem
feinporigen Filter in einem Schwerefeld getrennt. Zur Trennung der PCR-Produkte von den
Primern verwendet man Filter, die Molekiile bis zu einem Molekulargewicht von 100 kD
zuriickhalten. Hierzu wurden 40 pl des PCR-Produktes in 1,5 ml H,O gegeben und auf die
Séulen aufgetragen. Es folgte eine 15 miniitige Zentrifugation bei 1935 g. AnschlieBend wurde
der Filter mit dem zuriickgehaltenen aufgereinigten Amplifikat gedreht und der Riickstand (ca.

50 pl) in ein aufgestecktes Reaktionsgefal mit 195 g 5 Minuten herunterzentrifugiert.

3.2.1.6 Umschreiben von cDNA in RNA mittels T 7-Polymer ase

Die Umschreibung der HCV-Standard-cDNA erfolgte fiir 2 Stunden bei 37°C mittels T7-

Polymerase (Promega) in einer Reaktion mit folgenden Bestandteilen (Tabelle 9).

Tab. 9: Pipettierschema fiir die Umschreibung von DNA in RNA

Zusammensetzung Volumen Endkonzentration

5x-T7-Polymerase-Puffer 10 pl 40 mM Tris-HCI, pH 7,9; 6 mM MgCl,
10 mM NaCl: 2 mM Spermidin

DTT S5ul 10 mM

DEPC-H,0 12 pl

rNTPs (Boehringer Mannheim) 10 pl 0,5 mM

RNase-Inhibitor 2 ul 80U

T7-Polymerase 1 ul 10U

DNA 10 pl

Gesamtvolumen 50 ul
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3.2.1.7 Aufreinigen von RNA Uber Oligo-dT-Zellulose

Die Aufreinigung der RNA erfolgte mittels Oligo-dT-Zellulose-Sdulen der Firma Pharmacia
nach Anleitung des Herstellers. Die genaue Zusammensetzung der verschiedenen Puffer wurde
von der Firma nicht beschrieben. Die Sdulen wurden mehrmals gekippt, um die Oligo-dT-
Zellulose zu resuspendieren. Anschliefend wurde die Sdule auf ein 15 ml Rohrchen gesetzt.
Nach Ablaufen des Lagerungspuffers wurde die Sdule mit 1 ml Hoch-Salz-Puffer equilibriert.
Dieser Schritt wurde nochmals wiederholt. In der Zwischenzeit wurden 130 pl RNA
(gesammelt aus mehreren T7-Reaktionen) in 1 ml Elutions-Puffer gegeben und fiir 5 Minuten
bei 65°C inkubiert. Anschlieend wurde die RNA auf Eis gegeben und 0,2 ml Proben-Puffer
dazugegeben. Nach vorsichtigem Mischen wurde 1 ml des RNA-haltigen Puffers auf die
equilibrierte Sdule aufgetragen. Nachdem der Puffer durchgelaufen war, wurde fiir 2 Minuten
bei 350 g zentrifugiert. AnschlieBend wurde 2 x 0,25 ml Hoch-Salz-Puffer auf die Siule
gegeben und jeweils, wie zuvor erwéhnt, zentrifugiert. Nach dreimaliger Zugabe von Niedrig-
Salz-Puffer und jeweiliger Zentrifugation wurde durch 4malige Zugabe von vorgewdrmtem
Elutionspuffer und jeweils anschlieBender Zentrifugation die RNA von der Séule, eluiert.
Anschliefend wurde die RNA nach Zugabe von 1,5 pl Glykogen mit doppeltem Volumen
Ethanol fiir 2 Stunden bei -20°C gefillt.

3.2.1.8 DNase-Verdau

Tab. 10: Pipettierschema fiir den DNase-Verdau

Zusammensetzung Volumen Endkonzentration
10xDNase-Puffer 2 ul 40 mM Tris-HCI. pH 7,9
10 mM NaCl
6 mM MgCl,
10 mM CaCl,
DNase Sul 5U
RNase-Inhibitor 1 ul 40U
DEPC-H,O 12 ul
Gesamtvolumen 20 ul
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Um noch eventuell vorhandene DNA von der RNA zu entfernen, wurde ein DNase-Verdau bei
37°C fiir 1 Stunde durchgefiihrt (Tabelle 10). Die RNA wurde anschlieBend nach Zugabe von
1,5 pul Glykogen fiir 2 Stunden bei -20° C mit doppeltem Volumen Ethanol gefillt und in 100 pl

DEPC-behandeltem H,O resuspendiert.

3.2.2 Detektion und Auswertung der RT-PCR

3.22.1 Sot-Blot

10 ul der PCR-Produkte wurden in 450 pl 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCll denaturiert. AnschlieSend
wurden 450 upl der einzelstringigen DNA auf eine in 0,25 M Dinatriumphoshat-Puffer
equilibrierte Nylonmembran mittels einer Slot-Blot-Apparatur aufgetragen. Danach wurde die
DNA mittels eines UV-Linkers auf der Membran fixiert, und die Membran 2 x 5 Minuten mit 2

x SSC-Puffer gewaschen.

25 x SSC-Puffer: 219,0 g NaCl
110,0 g NaCitrat
ad 1000 ml
Dinatriumphosphat-Puffer (0,5 M): 44,5 g Dinatriumphosphat
pH 7,2 2 ml 85 % Phosphorsédure (H3;PO4)
ad 500 ml

3.2.2.2 Hybridisierung mit biotinylierten Sonden

Die zuvor hergestellte Membran mit den fixierten DNA-Proben wurde erneut in Dinatrium-
phosphat-Puffer (sieche oben) equilibriert und anschlieBend in Hybridisierungs-Puffer fiir 1
Stunde bei 50°C in einem Hybridisierungsofen prahybridisiert. Nach Erneuerung des
Hybridisierungs-Puffers und Zugabe von tRNA (0,25 mg / ml, zum Blockieren der Membran)
und biotinylierter Sonde (1 nM), wurden die Proben fiir 2 Stunden bei 50°C inkubiert.
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Anschlielend wurde die Membran zweimal fiir 5 Minuten in 2 x SSC, 1 % SDS bei Raum-
temperatur unter kraftigem Schiitteln gewaschen. Es folgten zwei Waschschritte a 15 Minuten
in 1 x SSC, 1 % SDS bei 55°C in einem Schiittelwasserbad. AnschlieBend wurde zweimal fiir 5

Minuten bei Raumtemperatur in 1 x SSC gewaschen.

Nachfolgend wurde die Membran zweimal bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten unter Schiitteln
in Blockierungs-Puffer gewaschen. Es folgte eine Inkubation von 10 Minuten in Blockierungs-

Puffer bei Raumtemperatur.

Hybridisierungs-Puffer: I mM EDTA
25 mM Dinatriumphosphat
7 % SDS

10 x PBS: 82,3 g Na,HPO4
23,5 g NaH,PO4
40 g NaCl
ad 1000 ml H,O

Blockierungs-Puffer: 0,6 g I-Block-Reagenz (Serva Tropix)

(immer frisch ansetzen) 30ml 10 x PBS
7,5ml 2.0 % SDS
Die Losung wurde mit H,O auf 200 ml aufgefiillt, in der
Mikrowelle etwa 2 Minuten geldst (etwa 80°C) und mit H,O auf
300 ml aufgefiillt.
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3.2.2.3 Detektion der PCR-Produkte

Um die Hybridisierungsprodukte zu detektieren, wurde Alkalische Phosphatase mittels Avidin
an die biotinylierte Sonde gekoppelt. Mit Hilfe der Alkalischen Phosphatase wurde ein
Chemilumineszenzsubstrat (CSPD) umgesetzt und durch Exposition eines Rontgenfilms die
Hybridisierungsprodukte sichtbar gemacht. Nach Zugabe von 6 pl Avidx-AP (Konjugat aus
Alkalischer Posphatase und Avidin; Serva Tropix) zu 30 ml Blockierungs-Puffer wurde die in
Blockierungs-Puffer inkubierte Membran (sieche Kapitel 3.2.2.2) fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem Inkubationsschritt wurde einmal 5 Minuten in
Blockierungs-Puffer, dreimal 5 Minuten in Waschpuffer und zweimal 2 Minuten in Assay-
Puffer inkubiert. AnschlieBend wurden 25 pul CSPD als Substrat fiir die Alkalische Phosphatase
in den Assay-Puffer gegeben. Nach einminiitiger Inkubation wurde die Membran faltenfrei in
Frischhaltefolie eingepackt. Anschliefend wurde in der Dunkelkammer fiir 1 Stunde bzw. iiber

Nacht ein Film (ECL-Film, Amersham) aufgelegt.

Die Auswertung des Films erfolgte mittels eines Laser-Densitometers.

Wasch-Puffer: 50 ml 10 x PBS
12,5 ml 20 % SDS
ad 500 ml

Assay-Puffer: 2,4 ml Diethanolamin

0,05 g MgCl1,
ad 250 ml

33 In vitro Replikation und Unter suchungen zur Tumorigenitat von HCV

3.31 Isolierung von HCV-RNA aus Formalm-fixiertem L eber gewebe

Fiir die Isolierung von HCV-RNA aus fixiertem Gewebe wurden zwei alternative Methoden
angewandt. Die erste Methode - die Mikrodissektion - hat den Vorteil, da3 man Tumor- bzw.

Peritumorzellen sehr gut voneinander trennen kann. Der Nachteil dieser Methode liegt jedoch
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in der schlechten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Die zweite Methode (makroskopische
Trennung von Tumor- und Peritumorgewebe) ermdglicht keine strikte Trennung der

verschiedenen Zellen, hat jedoch den Vorteil einer guten Reproduzierbarkeit.

3.3.1.1 Mikrodissektion

Das Lebergewebe war fiir routineméfige histologische Untersuchungen in Formalin fixiert und
in Paraffin eingebettet worden. Fiir die Isolierung von HCV-RNA wurden von den Blécken 10
um Schnitte mittels Mikrotom angefertigt und diese auf Objekttrager aufgezogen. Um
Kontaminationen von verschiedenen Blocken zu vermeiden, wurden die Messer fiir die
einzelnen Schnitte ausgewechselt. Die Gewebeschnitte wurden in Xylol bei 37°C entwachst,
mit 100 % Ethanol gewaschen und in 96 % und 75 % Ethanol rehydriert. Anschlieend wurden
die Gewebeschnitte mit Hematoxilin / Eosin gefarbt. Unter mikroskopischer Sicht konnten nun
mit Hilfe einer Pipettenspitze gezielt Zellen aus dem Tumorbereich bzw. dem Peritumorbereich
entnommen werden. Die so gewonnenen Zellen wurden in ein 2 ml Eppendorf-Gefa3 mit 200ul
Proteinase K-Puffer (10 mM Tris-HCIL, pH 7,8; 5 mM EDTA; 0,5 % SDS) gegeben, mit 100 pl
Ol iiberschichtet und fiir 4 Tage bei 37°C mit Proteinase K (100 pg / ml Enkonzentration)
verdaut. AnschlieBend wurde das Ol vollstindig abgenommen und eine RNA-Extraktion mit
Trisolv durchgefiihrt (sieche unter 3.1.1). Als Féllungshilfe wurden 3 pl Glykogen
(Ausgangskonzentration: 20 mg / ml; Boehringer Mannheim) zugesetzt. Das resultierende
RNA-Prizipitat wurde in 20 ul DEPC-H,O resuspendiert und bei -80°C gelagert. Verschiedene
Bereiche der so erhaltenen RNA wurde mittels RT-PCR amplifiziert und anschlieend direkt

sequenziert.

3.3.1.2 Makroskopisches Trennen von Tumor- und Peritumor zellen

Als Alternative zur Mikrodissektion wurden bei Formalin-fixierten Geweben mit klar
trennbaren Tumor- und Peritumor-Bezirken 2 um Schnitte des Gewebes angefertigt, wie unter
3.3.1.1 beschrieben entparaffinisiert und mit Hematoxilin / Eosin gefdrbt. Nach Untersuchung
des Schnittes unter dem Mikroskop wurde der Paraffinblock mittels eines sterilen Skalpells in
Tumor- bzw. Peritumorbereich aufgetrennt und die entstehenden Gewebestiicke erneut separat
in Paraffin eingebettet. Von diesen Blocken wurden 10 um Schnitte angefertigt und diese in

einem 2 ml Eppendorf-Gefall mittels 1 ml Xylol bei 37°C entparaffinisiert. Nach Behandlung
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der Gewebestiicke mit einer absteigenden Ethanolrethe (100 %, 96 % und 75 % Ethanol)
wurde der Rest-Ethanol bei 37°C fiir 10 min verdampft. Anschliefend wurde wie unter 3.3. 1. 1
beschrieben, 200 pl Proteinase K-Puffer und Proteinase K (100 pg / ml) zugegeben, fiir 4 Tage
bei 37°C verdaut und anschlieBend extrahiert (3.1.1). Nach Resuspendieren des RNA-
Préazipitates in 20 ul DEPC-H,O wurde, die RNA bei -80°C gelagert, und verschiedene
Bereiche der so erhaltenen RNA mittels RT-PCR amplifiziert und anschlieBend direkt

sequenziert.

3.3.2 Klonieren von PCR-Produkten

3.3.2.1 Kulturbedingungen

Die E. coli-Std mme wurden in Fliissigmedium auf einein Schiittler bei 220 rpm bzw. auf Agar-

platten bei 37°C {iber Nacht inkubiert.

Kompetente E. coli Zellen JM109 bzw. InvoF' wurden von den Firmen Promega bzw.

Invitrogen bezogen (siche Tabelle 2).

3.3.22 DirektesKlonieren von PCR-Produkten in prokaryontische Vektoren

Die direkte Klonierung von PCR-Produkten erfolgte entweder mittels des "PCR-Cloning Kits"
der Firma Promega oder des "TA-Cloning-Kits" der Firma Invitrogen. Diese Kits machen sich
die Eigenschaft der Tag-Polymerase zunutze, an das 3'-Ende des Amplifikates ein
zusitzlichesAdenin anzuhidngen (Clark et al. 1988). Die in den Kits enthaltenen Vektoren
(pGEM-T (Abb. 2a) bzw. pCR II (Abb. 2b)) liegen linearisiert vor und besitzen an den freien 3'-
Enden ein {iiberhingendes Thymidin, welches mit dem 3' iiberhdngenden Adenin des
Amplifikates Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden kann. Durch T4-Ligase werden Vektor
und PCR-Produkt verkniipft. Die Durchfilhrung von Ligation und anschlieBender
Transformation erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Jedoch wurden bei beiden Kits anstelle

von 1 pl Ligationsprodukt 10 pl in die Transformation eingesetzt.
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Ligationsreaktion: 1 ul 10 x Ligasepuffer, pH 7,8

2 pl Vektor-DNA

1 pul PCR-Produkt

1 ul T4-Ligase (400 U / ul)
5 ul H,O

Die Ligation erfolgte bei 15°C fiir mindestens 3 Stunden.

Abb. 2a: Aufbau des pPGEM-T-Vektors
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500 mM Tris-HCI
100mM MgCl,
200 mM DTT

10 mM ATP

500 pg / ml BSA

Abb. 2b: Aufbau des pCR™II-Vektors
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Transformation:

Ein 50 pl Aliquot kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 2 pl
0,5 M B-Mercaptoethanol wurden die Zellen fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden
10 pl Ligationsprodukt zu den Zellen gegeben und fiir weitere 20 min auf Eis stehen gelassen.
Die eigentliche Aufnahme des Plasmids erfolgte mittels Hitzeschock (50 Sekunden Inkubation
bei 45°C im Wasserbad). AnschlieBend wurden die Zellen erneut fiir mindestens 2 min auf Eis
gehalten. Nach Zugabe von 450 pl SOC-Medium wurden die Zellen fiir
60 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Da alle verwendeten Plasmide ein Ampicillin-
Resistenzgen trugen, wurden 40 pg / ml dieses Antibiotikums und 80 pg / ml X-Gal (Blau-
Weil3 -Selektion) dem LB-Agar zugesetzt, um eine Selektion der Transformanten mit dem
PCR-Fragment zu erreichen. 50 und 100 pl der in SOC-Medium vorinkubierten Zellen wurden
auf die Agar-Platten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank vermehrt.

3.3.2.3 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

10 x SuRE/Cut-Puffer (Boehringer Mannheim) pH 7,5:
500 mM Tris-HCI
100 mM MgCl,
1000 mM NaCl
10 mM Dithioerythritol

10 x OPA-Puffer (Pharmacia) pH 7,5: 100 mM Tris-Acetat
100 mM Magnesiumacetat

500 mM Kaliumacetat

Restriktionsverdaus von Plasmid-DNA wurden sowohl fiir analytische als auch fiir préparative
Zwecke und zur Gewinnung linearer DNA-Fragmente durchgefiihrt. Ein Ansatz enthélt den
vom Hersteller der verwendeten Enzyme empfohlenen Reaktionspuffer (z. B. SuRE/Cut-
Buffer von Boehringer Mannheim fiir EcoRI- bzw. Xhol-Verdau, oder One-for-all-Buffer von
Pharmacia fii r Apal-Verdau), die Plasmid-DNA (etwa 1 bis 10 ug) und 1 - 10 U Enzym

(maximal 10 % des Endvolumens). Der Restriktionsverdau erfolgte in der Regel 30 min bis
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2 Stunden bei 37°C im Wasserbad. Mehrfachverdaus erfolgten seriell, wenn sie in ver-
schiedenen Puffern durchgefiihrt wurden. Bei einheitlicher Pufferzusammensetzung enthielt

der Restriktionsansatz mehrere Enzyme.

3.3.2.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agar osegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten (z. B. Plasmide bzw. DNA-Fragmente nach Restriktions-
verdau) erfolgte mittels des "QIAquick-Gel-Extraction-Kit" von Qiagen. Diese Elutions-
methode beruht darauf, dal} eine aus Silika-Gel bestehende Membran in Kombination mit einem
speziellen Bindepuffer bis zu 10 pg DNA binden kann, die sich mit TE-Puffer bzw.
Wasser wieder vom Séulenmaterial eluieren ld6t. Die genaue Zusammensetzung der
verschiedenen eingesetzten Puffer ist vom Hersteller nicht angegeben. Fiir die Isolierung
spezieller DNA-Fragmente wurde das DNA-Gemisch nach dem Restriktionsverdau je nach
GroBle des gewiinschten Fragmentes in einem 1 bzw. 2 %igen Agarosegel aufgetrennt und
anschlieBend die gewiinschte DNA-Bande mittels eines sterilen Skalpells als moglichst kleines
Stiick herausgeschnitten. Der so erhaltene Gelblock mit der zu isolierenden DNA wurde in ein
2 ml Reaktionsgefal} tiberfiihrt und 600 ml QX1-Puffer zugegeben. Die Agarose wurde nun fiir
10 Minuten bei 50°C geldst. AnschlieBend wurde die Probe auf eine QIAquick-Sdule
gegeben.Bei maximaler Geschwindigkeit wurde fiir I Minute bei Raumtemperatur zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die abzentrifugierte Suspension verworfen und die Sdule mit 750 ul PE-
Puffer (Zusammensetzung vom Hersteller nicht genau beschrieben) gewaschen. Zur voll-
stindigen Entfernung des Waschpuffers wurde die Sdule erneut bei Raumtemperatur fiir
1 Minute bei maximaler Geschwindigkeit (14000 rpm) in einer Tischzentrifuge zentrifugiert.
AnschlieBend wurde die Sdule in ein neues 2 ml Reaktionsgefdl} {iberfiihrt. Die DNA wurde
nun durch Zugabe von 50 pl TE-Puffer, pH 8,0 und erneute 1-miniitige Zentrifugation bei
maximaler Geschwindigkeit vom Sadulenmaterial eluiert. Durch Auftragen der so erhaltenen

DNA auf ein Agarosegel wurde die Isolierung iiberpriift.
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3.3.25 Umklonieren der PCR-Produktein einen eukaryontischen Expressionsvektor

Die PCR-Produkte wurden aus der EcoRI-Schnittstelle des pCR™ II-Vektors heraus-
geschnitten, liber ein Agarosegel getrennt und aufgereinigt (siche unter 3.3.2.4). Die so
erhaltene DNA wurde mittels 100 %igem Ethanol gefillt und im gleichen Verhéltnis wie der
Vektor in die Ligationsreaktion eingesetzt. Hierzu diente die EcoRI-Schnittstelle des in
Abbildung 3 dargestellten pcDNA3 Vektors (Invitrogen). Auf diese Weise konnten die
Fragmente durch den CMV-Promotor des pcDNA3 Vektors in eukaryontischen Zellen
exprimiert werden. Das ATG-Startkodon befindet sich innerhalb der klonierten Fragmente, so

dafB3 die PCR-Produkte im richtigen Leseraster exprimiert werden konnten.

Abb. 3:  Aufbau des pcDNA3-Vektors

3.3.3 Isolierung und Reinigung von Plasmiden
3.3.3.1 Schnellisolierung von Plasmiden mittels alkalischer Lyse

Neben dem Restriktionsverdau von Plasmiden zur Analyse der klonierten PCR-Produkte
wurde auch die PCR zur Charakterisierung eingesetzt. Hierzu wurden Bakterienklone mit
Hilfe von Zahnstochern in Lysis-Puffer (I % Triton-x 100; 10 mM Tris-HCI, pH 8,5; 1 mM
EDTA) gegeben. Nach Erhitzen der Proben fiir 5 Minuten auf 95°C wurden die Zelltrimmer
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5 Minuten bei 10000 rpm in einer Tischzentrifuge bei Raumtemperatur abzentrifugiert.

AnschlieBend wurden 2 pl des Uberstandes in eine DNA-PCR eingesetzt.

3.3.3.2 Minipréaparation von Plasmid-DNA ausE. coli

Die Préiparation der Plasmid DNA erfolgte durch Zugabe von Lysozym und durch Kochen
nach der Methode von Maniatis (abgewandelte Methode von Holmes und Quigley (1981)).

Hierzu wurden 2 ml einer Ubernachtkultur fiir 5 min bei 10000 rpm in einer
Eppendorfzentrifuge abzentrifugiert, das Medium abgeschiittet und das Prézipitat in 350 pl
STET Puffer (100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1 mM EDTA; 5 % Triton-x 100)
resuspendiert. Nach Zugabe von 25 pl Lysozym (10 mg / ml in 10 mM Tris Cl, pH 8,0) und
kurzem Mischen, wurden die Zellen fiir 2 min in kochendes Wasser gestellt. Das Lysat wurde
fiir 10 min bei 12000 rpm bei Raumtemperatur in einer Eppendorfzentrifuge zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das Prézipitat, bestehend aus Zelltriimmern und Proteinen, mittels eines
sterilen Zahnstochers entfernt, der Uberstand mit 350 pl Isopropanol versetzt und griindlich
gemischt. Das Ausfillen der DNA erfolgte innerhalb von 10 min bei -20°C. Die prézipitierte
DNA wurde 10 min bei 14000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes
wurde das Prézipitat an der Luft getrocknet und in 100 pl RNase-haltigem H,O gelost.
Nach dieser Methode isolierte Plasmid-DNA konnte ohne weitere Behandlung mit

Restriktionsenzymen verdaut werden.

3.3.3.3 Maxipraparation von Plasmid-DNA ausE. coli

Zur Gewinnung und Reinigung groferer Plasmid-Mengen wurde der "Jetstar Maxi-Plasmid-
Kit" der Firma Genomed eingesetzt. Die Préparation basiert auf der Verwendung einer
Anionenaustauscher-Substanz. Die Priparation erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. Die
genaue Zusammensetzung der verschiedenen Puffer ist vom Hersteller nicht angegeben.
Eine 200 ml Ubernachtkultur wurde fiir 15 min bei 4°C und 10000 rpm zentrifugiert und
anschlieend in 10 ml E 1-Puffer mit RNase (100 pg / ml) resuspendiert. AnschlieBend wurden
10 ml Lysis-Puffer (E2) zugegeben und vorsichtig mit der Zellsuspension vermischt. Nach

Sminiitiger Inkubation wurde das Lysat zur Neutralisation mit 10 ml E3-Puffer versetzt und
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vorsichtig vermischt. Der nun folgende Zentrifugationsschritt (10 min, 10000 rpm,
Raumtemperatur) pelletierte Proteine, Membranbestandteile und die zellulire DNA. In der
Zwischenzeit wurde die Jet-Star-Sdule mit 30 ml E4-Puffer dquilibriert. Der Uberstand mit
dem Plasmid wurde auf die Séule aufgetragen. Nachdem die Séule vollstindig leer gelaufen
war, wurde sie mit 1 x 60 ml E5-Puffer gewaschen und anschlieend die Plasmid-DNA mit

15 ml E6-Puffer eluiert.

Die im Eluat enthaltene DNA wurde mit 0,7 Volumenteilen Isopropanol geféllt und 30 min bei
13000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Das Prizipitat wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, erneut
15 Minuten zentrifugiert und getrocknet. Die so gewonnene Plasmid-DNA wurde in TE-Puffer

aufgenommen und die Konzentration photometrisch bestimmt.

3.34  Herstellen polyklonaler Antikor per

Polyklonale Antikorper gegen jeweils 15 Aminoséuren der N-terminalen Region des HCV-
Core-Proteins wurden von der Firma Eurogentec (Belgien) hergestellt. Hierzu wurden 2 ver-

schiedene Polypeptide synthetisiert und in Kaninchen injiziert.
SA 12 (AS-Position 3 - 17): Thr-Asn-Pro-Lys-Pro-Glu-Arg-Lys-Thi--Lys-Arg-Asn-Thi--Asn-Arg

SA14 (AS-Position 11 -25): Thr-Lys-Arg-Asn-Thr-Asn-Arg-Pro-Thr-Gly-Cys-Glu-Val-Pro-Gly

Fir die Western-Blots wurden die aus den Kaninchen gewonnenen Antiseren nicht weiter

aufgereinigt.

3.35 In vitro Trandation

Die in vitro Transkription und Translation wurde mit dem TNT Retikulozyten-Lysat der Firma

Promega nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt.
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Reaktionsansatz:

TNT-Rabbit-Retikulozyten-Lysat: 25 pl

Reaktionspuffer: 2 ul
T7-RNA-Polymerase 1 ul

Aminosduremix ohne Leucin I ul

Aminosduremix ohne Methionin 1 pul

RNase-Inhibitor 1 pul

Plasmid-DNA 1 pg Endkonzentration
DEPC-H,O ad 50 pl

Die Inkubation der Reaktionsgemische erfolgte fiir 90 Minuten bei 30°C

3.3.6 Western-Bl ot

Um in einem Proteingemisch ein bestimmtes Molekiil zu identifizieren, kann man die Proteine
aus einer SDS-PAGE auf eine feste Matrix (Nitrozellulose-Membran) iiberfiihren (blotten) und

anschlieBend immunchemisch anfarben.

Dazu wurde ein 5 pl Aliquot der in vitro Translation bzw. mit 5 ul Polypeptid (10 uM) mit
20 pl Probenpuffer (Zusammensetzung siehe unten) vermischt, fiir 2 Minuten auf 95°C erhitzt
und auf ein 10 bis 20 %iges Acrylamid-Gradientengel (Fertiggele der Firma Biorad) unter
Verwendung einer vertikalen Gelkammer aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurde
der "Midrange-Marker" von Promega, bestehend aus Phosporylase B (97,4 kDa), BSA
(88,2 kDa), Glutamat-Dehydrogenase (55,0 kDa), Ovalbumin (42,7 kDa), Aldolase (40,0
kDa), Carboanhydrase (31,0 kDa), Sojobohnen-Trypsin-Inhibitor (21,5 kDa) und Lysozym
(14,4 kDa), verwendet. Dieser wurde in einem Verhiltnis von 1 : 20 in Probenpuffer verdiinnt,

ebenfalls fiir 2 Minuten bei 95°C denaturiert und auf das Gel auftgetragen.

Die Elektrophorese erfolgte in Laemmli-Puffer (Zusammensetzung siehe unten) bei einer

konstanten Spannung von 100 V fiir 15 Minuten und nachfolgend bei 200 V fiir 55 Minuten.

AnschlieBend wurde das Gel fiir 2,5 Stunden bei 55 mA mit einem Semi-dry-Blotter

(Pharmacia) geblottet (Blotting-Puffer siche unten). Die Membran wurde mit Ponceau S
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angefarbt und die Spur mit dem Molekulargewichtsmarker fii r spitere GroBenvergleiche
abgeschnitten. Die Ponceau S (3 hydrooxy-4-[2-sulfo-4-(sulfophenylazo) phenyazo]-2,7-
naphtalen-disulfidacid)-Farbung ist nicht permanent; die rote Farbe verschwindet im
Verlauf der nachfolgenden Western-Blot-Schritte. Die Membran wurde fiir 2 min in Ponceau S

inkubiert und nachfolgend mehrmals mit TBS gewaschen.

Probenpuffer: Upper-Tris 2,5 ml

0,5 M Tris

0,4 % SDS

mit Hcl auf pH 6,8 eingestellt
Glycerin 4,0 ml
B-Mercaptoethanol 0,6 ml
SDS 0,6 g
Bromphenolblau 8,0 mg
H,0O ad 10 ml

LaernmH-Puffer:  Tris 30g
Glycin 144 ¢

SDS 1.,0g
H,Oad 11
Ponceau S-Stammlosung: 2 % Ponceau S

30 % Trichloressigsdure
30 % Sulfosalicylsdure

vor Gebrauch 1 ; 10 mit H,O verdiinnen
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Blotting-Puffer: Tris-Base I5¢g
Glycin 72 g
Methanol 500 ml
H,O ad 2,51
TBS-Puffer: Tris Base 24¢g
pH7,6 NaCl 80g
HCI, 1 M 3,8 ml
H,O ad 11
TBS-T: 1 ml Tween 20 in 999 ml TBS

Blockierungslosung: TBS-T mit 5 % Trockenmilchpulver

Die Immunchemische Detektion wurde mit dem "ECL-Kit" der Firma Amersham nach
Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Dazu wurde die Membran bei Raumtemperatur fiir
eine Stunde in Blockierungslosung inkubiert. Der monoklonale Antikorper C7-50, welcher ein
gut konserviertes lineares Epitop zwischen Aminosédureposition 21 und 40 des HCV-Core-
Proteins erkennt (Moradpour et al., 1996), wurde in einer Konzentration von 1 pg / ml in
Blockierungslosung verdiinnt. Alternativ wurden die von der Firma Eurogentec hergestellten
polyklonalen Antikorper (Antiserum SA12 und SA14) in einer 1 : 100 Verdiinnung eingesetzt.
Die Membran wurde mit dem 1. Antikorper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Nachfolgend wurde die Membran dreimal fiir 5 min in TBS-T gewaschen. Der 2. Antikorper
(Goat anti-mouse- bzw Goat anti-rabbit-Horseradish Peroxydase, Dianova) wurde 1 : 10000 in
Blockierungslésung verdiinnt und auf die Membran gegeben. Nach einer Inkubationszeit von
einer Stunde bei Raumtemperatur wurde die Membran erneut - wie zuvor beschrieben - ge-
waschen. Anschliefend wurden die Losungen 1 und 2 des Detektionskits (Zusammensetzung
von der Firma nicht genannt) in einem Verhiltnis von 1 : 1 auf die Membran gegeben, die
Membran faltenfrei in Frischhaltefolie verpackt und ein ECL-Film (Amersham) aufgelegt.

Nach 5 bis 45 Minuten, je nach Signalstiarke und Hintergrund, wurde der Film entwickelt.
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3.3.7 Methoden der eukaryontischen Zellkultur
3.3.7.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen fir die HCV in vitro Replikation

Die verschiedenen Zellinien (Molt 4, Raji, Hep3B, HepG2, Huh7) bzw. immortalisierten
Zellen oder Primérzellen wurden bei 37°C und 5 %iger CO,-Atmosphdre kultiviert. Als
Néhrmedium fiir die Zellinien Molt 4 und Raji bzw. die PBMLs diente RPMI 1640
supplementiert mit 10 % FCS, Glutamin und einer Antibiotik / Antimykotik-Ldsung. Die
restlichen oben genannten Zellen wurden in DMEM supplementiert mit 10 % FCS, Glutamin
und einer Antibiotik / Antimykotik-Losung kultiviert. Die Zellen wurden je nach Erfordernis in
25,75 oder 175 cm* Zellkulturflaschen kultiviert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer

Neubauer-Zahlkammer.

Das Auftauen der in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen erfolgte bei 37°C. Anschliefend
wurden die Zellen sofort in 10 ml vorgewédrmtes Medium gegeben (25 cm? Zellkulturflaschen).
Nachdem die Zellen 24 Stunden bei 37°C und 5 % CO,, inkubiert waren, wurde das Medium
nochmals ausgetauscht, um Reste des zytotoxischen DMSO vom Gefrierschutzmedium zu

entfernen.

Zum FEinfrieren wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA behandelt, in 10 ml DMEM-Medium
bzw. RPMI-Medium aufgenommen und 10 min bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in 1 ml kaltem Gefrierschutzmedium (siehe
2.11.2) resuspendiert. Die Zellen wurden in einer Styroporbox langsam bei -80°C eingefroren

und nach 24 Stunden in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

3.3.7.2 Inkubieren der Zellen mit HCV-positivem Serum

Da nicht bekannt war, welcher HCV-Subtyp bzw. welches spezielle Patientenserum fiir die
in vitro Replikation am besten geeignet war, diente als Inokulum ein Gemisch aus 23 ver-
schiedenen HCV-positiven Patientenseren. Die Verteilung der verschiedenen HCV-Subtypen in
diesem Serumgemisch entsprach in etwa der HCV-Subtypenverteilung innerhalb der Be-

volkerung in Deutschland.
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Fiir die in vitro Versuche wurden die Zellen in 75 cm® Zellkulturflaschen kultiviert. Zu etwa 1
10° Zellen wurde 100 pl HCV-positives Serum gegeben und fiir 24 Stunden bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden 100 pl des Uberstandes in ein Reaktionsgefil
tiberfiihrt, um das Inokulum mittels PCR zu {iberpriifen. Nachdem die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen waren, wurden erneut - zur Kontrolle des Waschschrittes - 100 ul des Uberstandes
abgenommen (sollte in der PCR kein Signal ergeben). Die gewaschenen Zellen wurden
ausgezihlt und 10* Zellen ebenfalls fiir die PCR-Analyse bei -80°C eingefroren. Bei
Monolayer-Kulturen wurden die restlichen Zellen auf 3 ml KulturgefaB3e aufgeteilt, um bei den
darauffolgenden Probenentnahmen der néchsten 10 Tage nicht alle Zellen immer neu
trypsinieren zu miissen. Die Zellen wurden in neue KulturgefiBBe umgesetzt, wenn sie etwa
90 % konfluent gewachsen waren. Bei Suspensionskulturen wurde jeweils ein Aliquot aus den
Zellkulturflaschen entnommen, zentrifugiert, 100 pl Uberstand eingefroren, das Zellpellet wie

zuvor beschrieben gewaschen und jeweils 10* Zellen eingefroren.

Um die Absorption des Virus an die Zellen bzw. die Aufnahme des Virus in die Zellen zu
beeinflussen wurde das HCV-positive Serum alternativ mit Lipoproteinen vorinkubiert bzw.
zu dem Inokulum PEG gegeben. Fiir die Inkubation des Serums mit Lipoproteinen wurde eine
Mischung aus VLDL, HDL und LDL (jeweils 2 mg / ml) in 0,5 ml 0,15 M NaCl, 0,01 % EDTA
hergestellt und 300 pl dieser Mischung zu 500 pl HCV-positivem Serum gegeben.
Nach Inkubation iiber Nacht wurden 200 pl dieses Ansatzes zu den oben beschriebenen Zellen
gegeben. Bei dem Einsatz von PEG wurden die Zellen, wie zuvor beschrieben, mit HCV-

positivem Serum inkubiert, jedoch wurde zusédtzlich zu dem Medium 4 / PEG gegeben.

3.3.7.3 Beschichtung der Zellkulturflaschen mit Collagen | bzw. Gelatine

Fiir das Beschichten von Zellkulturflaschen mit Collagen I (Rattenschwanz, Firma Sigma)
wurden 5 mg Collagen I zu 50 ml 0,1 M Essigsdure gegeben und die Losung sterilfiltriert.
Diese 0,01 %ige Losung wurde bei 4°C aufbewahrt. 2,5 ml der Collagen I-Lésung wurden in
eine 25 cm’ Zellkulturflasche gegeben und fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wurde die Restfliissigkeit abgezogen und die Flaschen fiir weitere 2 Stunden bei 37°C
getrocknet. Die. Zellkulturflaschen wurden nun dreimal mit PBS gespiilt und das Medium mit

den Zellen hineingegeben.
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Fir die Beschichtung der Zellkulturflaschen mit Gelatine wurde eine 2 %ige sterile
Fertiglosung der Firma Sigma verwendet. 2,5 ml der Gelatine wurden in 25 cm’
Zellkulturflaschen gegeben und fiir 2 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde direkt

das Medium mit den Zellen zugegeben.

3.3.7.4 Kultivierung von Zellen aus EDTA-Blut

Eine Methode, um Zellen (PBML) aus EDTA-BIlut zu isolieren, ist die Aufreinigung tber
einen Ficoll-Gradienten. Hierzu wurde Ficoll (Pharmacia) in ein Reaktionsgefd3 gegeben und
die gleiche Menge EDTA-Blut vorsichtig auf diese Losung pipettiert. Es wurde darauf
geachtet, dal es zu keinen Vermischungen von Ficoll und Blut kam. AnschlieBend wurde fiir
30 Minuten bei 1000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die Bremse der Zentrifuge wurde
ausgeschaltet, um ruckartige Erschiitterungen beim Auslaufen des Rotors zu vermeiden. Die
zu isolierenden PBMLs bildeten eine Schicht zwichen Blutplasma und Ficoll. Sie wurden
vorsichtig mit einer Pipette abgezogen, in ein neues Reaktionsgefal} iiberfiihrt und dreimal mit

PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen in Medium gegeben.

Fiir den Aufbau einer HCV-replizierenden Zellinie wurde versucht, Metastasen eines hepato-
zelluldren Karzinoms aus Blut anzuziichten. Das verwendete EDTA-Blut stammte von einem
Patienten mit chronischer Hepatitis C, welcher 3 Jahre zuvor einer orthotrophen Leber-
transplantation unterzogen wurde. Da die neu implantierte Leber nach 3 Jahren erneut multi-
lokuldre Karzinome aufwies, wurde davon ausgegangen, dall im Blut des Patienten Metastasen
vorhanden waren. Neben der oben beschriebenen Aufreinigung von Zellen {iber einen Ficoll-
Gradienten wurde zusdtzlich EDTA-Blut direkt in das Medium gegeben bzw. die Blutzellen
abzentrifugiert, die sedimentierten Zellen dreimal mit PBS gewaschen und in Medium
gegeben. Fiir die Kultivierung der "Metastasen" wurden unbehandelte bzw. mit Collagen oder

Gelatine beschichtete Zellkulturflaschen eingesetzt.

3.3.7.5 Kultivierung von NIH/3T3- und Fisher-ratl-Zellen

NIH/3T3- und Fisher-ratl-Zellen wurden in Monolayerkulturen in einem Brutschrank bei
37°C und 5 %iger CO,-Atmosphire kultiviert. Als Ndhrmedium diente Dulbeccos MEM mit
geringem Glucosegehalt. Supplementiert wurde das Medium mit 10 % FCS, Glutamin und
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einer Antibiotik/Antimykotik-Losung. Je nach Erfordernis wurden die Zellen in 25, 75 oder
175 c¢m?® Zellkulturflaschen oder in 35 bzw, 94 mm Zellkultur-Petrischalen kultiviert. Die

Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer.

In ihrer logarithmischen Wachstumsphase verdoppeln sich die Zellen etwa alle 24 Stunden.
Das Passagieren der Zellen erfolgte alle 3 bis 4 Tage, wobei darauf zu achten war, daf3 die
Kulturflaschen bzw. -schalen nicht dichter als 80 % wuchsen. Bei dichterem Wachstum und
oftmaligem Passagieren (etwa 10x) steigt die Neigung der NIH/3T3- und Fisher-rat 1-Zellen
spontan zu transformieren, was unter allen Umstinden vermieden werden sollte. Zum
Passagieren der Zellen wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit vorgewarmtem Trypsin/EDTA bedeckt und etwa 5 min
bei 37°C inkubiert. Die gelosten Zellen wurden anschliefend in Medium verdiinnt und in neue

Kulturflaschen tiberfiihrt.

Einfrieren und Auftauen von Zellen siehe Kapitel 3.3.7.1.

3.3.7.6 Transfektion von NIH/3T3- und Fisher-rat 1 -Zellen

Die Zellen wurden in DMEM-Medium plus 10 % FCS angezogen. Es wurden Zellen von
frithen Passagen (3. bzw. 4. Passage) eingesetzt, wobei streng darauf geachtet wurde, daB} die
Zellen nicht dicht wuchsen bzw. lokale Konglomerate bildeten. Fiir die Transfektion wurden
jeweils 2 pg DNA in 100 pl serumfreies Medium ohne Antibiotikazusatz und 10 pl Lipo-
fectamin in 90 pl serumfreies Medium ohne Antibiotikazusatz gegeben. Die beiden Losungen
wurden zusammengegeben und vorsichtig fiir etwa 30 Minuten bei Raumtemperatur gemischt,
um DNA-Liposomen-Komplexe zu bilden. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit
serumfreiem Medium ohne Antibiotikazusatz gewaschen. Zum DNA-Liposomen-Komplex
wurden 0,8 ml des gleichen Mediums pipettiert und die so vorbehandelte DNA tropfenweise
zu den Zellen gegeben. Danach wurden die Zellen fiir 5 Stunden bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Um ein Austrocknen der Zellen zu verhindern, wurde nach dieser Inkubationszeit
1 ml DMEM-Medium mit 20 % FCS zugegeben und weitere 12 Stunden inkubiert. An-
schlieBend wurden die Zellen fiir die verschiedenen geplanten Versuchsansitze aufgeteilt und
in Medium mit G418 selektiert (siche auch Kapitel 2.1 1.4). Nach etwa 10tdgiger Inkubation
mit regelméBigem Mediumwechsel wurden die Zellen fiir Transformationsversuche weiter-

verwendet.
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3.3.7.7 Weichagar-Koloniebildungstest

Nach Selektion der transfizierten Zellen in G418-haltigem Medium wurden die Zellen
trypsiniert und darauf geachtet, dafl sie vereinzelt im Medium vorlagen. Die Zellen wurden
mittels einer Zdhlkammer ausgezdhlt und 12000 Zellen in 1 ml 1 x Medium gegeben.
Anschliefend wurden KulturgefiBe mit 2,5 cm Durchmesser (6-well-Platten) fiir den
Weichagar-Kolonieformierungstest vorbereitet. Zu diesem Zweck wurden 1,5 ml 2 x Medium
mit 1,5 ml 1 %igem Agar vermischt und in ein Kulturgefdal gegeben. Nachdem diese Grund-
schicht festgeworden war wurden zu den 12000 Zellen 1 ml 2 x Medium und 1 ml 1 %iger
Weichagar gegeben und auf die Grundschicht pipettiert. Die Zellen wurden bei 37°C und 5 %
CO; inkubiert und regelméBig auf Koloniebildung {iberpriift.

3.3.7.8 Transformationstest in Medium mit 0,5 % FCS

Fiir die Selektion transformierter Zellen in 0,5 % Medium wurde dem Medium zuséitzlich wie
unter 2.11.4 beschrieben G418 zugesetzt. Das Medium wurde regelmiBig gewechselt. Zellen,
die in 0,5 % FCS wuchsen, wurden nicht gesplittet, sondern konfluent wachsen gelassen. So

konnte zusétzlich die Fahigkeit zur Focus-Bildung iiberpriift werden.

3.3.7.9 Abimpfen von Weichagar-K olonien und Foci

Das Abimpfen der Weichagar-Kolonien erfolgte unter mikroskopischer Sicht mittels
Pasteurpipetten. AnschlieBend wurden die Zellen in Kultur-Platten mit Gefden von 1 cm

Durchmesser (24-well-Platten) (DMEM-Medium mit 10 % FCS) gegeben und durch wieder-

holtes Aufziehen in die Pasteurpipette vom mitgenommenen Agar gelost.

Um die Foci zu ernten, wurden kleine Metallringe (2,5 mm &) mit Hilfe von Silicon iiber den
Kolonien fixiert. In den Innenraum eines Metallringes, der nun den einzelnen Focus umschloB,
wurde anschlieBend PBS zum Waschen der Zellen gegeben. Mittels Trypsin wurden die Zellen
eines Focus von der Zellkulturschale geldst. Die Zellen wurden wie die Weichagarklone in

KulturgefdaBen mit 1 cm Durchmesser vermehrt.
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3.3.7.10 Isolieren von DNA aus eukaryontischen Zellen

Um zu priifen, ob in den stabil transfizierten Zellen die verschiedenen eingebrachten

Sequenzen vorhanden sind, wurde die DNA isoliert und eine DNA-PCR durchgefiihrt.

Fiir die DNA-Isolierung wurden die Zellen auf 10 cm Petrischalen bis zu einer Zelldichte von
etwa 80 % herangezogen (ca. 10’ Zellen). AnschlieBend wurde das Medium entfernt und die
Zellen mit 5 ml PBS gewaschen. Nach Zugabe von 2,5 ml Lysis-Puffer mit Proteinase K
(Endkonzentration 200 pg / ml) wurde das Lysat in 15 ml Falcon-R6hrchen mit Hilfe eines
Zellschabers tberfiihrt. Die Lysate wurden iiber Nacht unter leichtem Schiitteln bei 37°C
inkubiert. Am ndchsten Morgen wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt.
Dazu wurde zu dem Lysat das gleiche Volumen eines Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-
Gemisches gegeben und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln
inkubiert. Die obere wissrige Phase wurde in ein neues Falcon iberfiihrt und der
Extraktionsschritt zweimal wiederholt. Nach dem letzten Extraktionsschritt wurde die
wéssrige Phase in ein 50 ml Falcon iiberfithrt und die DNA mit dem 2,5fachen Volumen
Ehanol (100 %) gefillt. Die DNA wurde auf einen Glasstab aufgewickelt und bei
Raumtemperatur getrocknet. Anschliefend wurde die DNA in 1 ml RNase-haltigem TE-Puffer
(10 pg RNase / ml) tiber Nacht bei Raumtemperatur gelost.

Lysis-Puffer: NaCl 100 mM
Tris(pH 8) 10mM
EDTA 1 mM
SDS 0,5 %

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Gemisch:
Verhd Itnis: 25 : 24 o1
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3.3.7.11 Tumorbildung in der Nacktmaus

Die zu untersuchenden Zellen wurden in groB en Zellkulturflaschen (175 cm?) herangezogen.
Bei geniigend hoher Zelldichte wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mittels Trypsin von
den Zellkulturflaschen geldst. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in einer
Neubauer-Zihlkammer ausgezahlt und auf 2x 10° Zellen / ml eingestellt. In jedes Versuchstier
wurde auf beiden Seiten des Riickens jeweils 0,5 ml der gleichen Zellsuspension gespritzt. Die
Maiduse wurden markiert und wochentlich makroskopisch auf die Bildung von Tumoren
untersucht. Die Nacktmduse wurden nach 6 bis 10 Wochen Beobachtungszeit durch
Genickbruch getétet. Die in einigen Féllen entstandenen Tumore wurden unter sterilen
Bedingungen fiir weitere Untersuchungen entnommen. Die Versuche wurden in der
Tierversuchsanlage der Universitdtsklinik Frankfurt / Main unter Anleitung von Prof. Dr.
Fortmeyer durchgefiihrt (Tierversuchsgenehmigung Nr: II 17a-19¢ 20/15-F 34/03,

Regierungsprisidium Darmstadt).
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4 ERGEBNISSE

4.1 Etablierung einer sensitiven RT-PCR zum Nachweis von HCV

HCYV ist verantwortlich fiir die meisten Fille einer posttransfusionsbedingten bzw. sporadisch
erworbenen NonA-NonB-Hepatitis. Die HCV-Infektion weist eine hohe Chronifizierungsrate
(50 - 70 %) auf und fithrt bei 20 bis 30 % der Patienten zu einer Entwicklung einer
Leberzirrhose. Das Risiko, ein hepatozelluldres Karzinom zu entwickeln ist bei Patienten mit
chronischer HCV-Infektion mehr als 4fach erhoht (Tsukuma et al., 1993). Eine zunehmende

Anzahl an Publikationen weist das Hepatitis C Virus als tumorinduzierendes Virus aus.

Zur Durchfithrung der geplanten Untersuchungen zur Pathogenese des Hepatitis C Virus ist
die Etablierung einer PCR mit mdglichst optimaler Sensitivitdt und Spezifitdt Voraussetzung.
Aufgrund der hohen Konservierung der 5'-nichtkodierenden Region des HCV-Genoms eignen
sich fiir eine solche optimierte PCR Primer, die zu diesem Genomabschnitt komplementir

sind (Bukh et al., 1992 und Inchauspe et al., 1991).

411 Austesten ver schiedener RT-PCR-Verfahren

Um eine groftmogliche Sensitivitdt und Spezifitdt der Amplifikationsreaktion zu erzielen,
wurden verschiedene RT-PCR Verfahren (nested-PCR, booster PCR, Single-Step-PCR und
One-Tube-PCR; Durchfiihrung siehe Kapitel 3.1.2.2) mit unterschiedlichen Reaktions-

bedingungen getestet.

Zum Austesten der verschiedenen PCR-Varianten wurden Primer ausgewéhlt, welche
komplementir zu Bereichen der 5'-NC-Region des Hepatitis C Virus sind (Alsense, A2antisense;
Bsense Und Bapiisense; siche Tabelle 1). Die Anlagerungstemperatur der Primer wurde von 45°C
sukzessive auf 72°C erhoht, womit eine Spezifitdtserhohung erreicht werden konnte.
Zusitzlich wurde durch die Einfiihrung dieser zwei-Stufen-PCR (Denaturierung bei 95° C,

Anlagerung der Primer und Elongation der Tag-Polymerase bei 72°C) ein erheblicher
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Zeitgewinn erzielt. Zum Austesten der verschiedenen PCR-Verfahren wurde eine

Verdiinnungsreihe eines Patientenserums hergestellt.

Bei der Booster-PCR wurde nach 35 Zyklen zu dem Reaktionsgemisch Tag-Polymerase und
Primer zugegeben, und das Reaktionsgemisch erneut fiir 35 Zyklen amplifiziert. Fiir die
Booster-PCR wurden drei verschiedene Varianten gewihlt. Bei der ersten Variante wurde in
der ersten Amplifikationsreaktion das Primerpaar Alsense Und A2gpiisense Und in der zweiten
Amplifikationsreaktion das Primerpaar Bgepse Und Bantisense Zugegeben. Bei der zweiten Variante
wurde in beiden Amplifikationsrunden das Primerpaar Bgepse und Bapgsense €ingesetzt.
Bei der dritten Variante der Booster-PCR wurden die reverse Transkriptase und die Tag-
Polymerase zusammen in das Reaktionsgefidl gegeben (siehe Single-Step-PCR, Kapitel
3.1.2.2). Die zwei aufeinanderfolgenden Amplifikationsreaktionen wurden mit dem
Primerpaar Bgense Und Bantisense durchgefiihrt. Die Ergebnisse der verschiedenen Booster-PCRs

sind in Abbildung 4 dargestellt.

Zur Durchfiithrung einer nested PCR wurden die Primer Algense Und A2antisense als dulleres
Primerpaar, und die Primer Bgepse Und Biapgisense als inneres Primerpaar eingesetzt. Die
Bedingungen fiir eine nested PCR sind in Kapitel 3.1.2.2 beschrieben. Als Starter-
oligonukleotid fiir die Umschreibung von RNA in cDNA wurde der Primer AZ2antisense
eingesetzt. Das Ergebnis der nested PCR ist in Abbildung 5 dargestellt. Als weiteres
alternatives PCR-Verfahren wurde eine Single-Step-PCR mit dem Primerpaar Bgepse und
Bantisense bzw. dem Primerpaar Algense und A2gpsisense (Durchfiihrung siehe Kapitel 3.1.2.2)
durchgefiihrt. Das Ergebnis ist ebenfalls in Abbildung 5 dargestellt. Zur Amplifikation
wurden 50 Zyklen durchgefiihrt. Als letzte Variante wurde eine One-Tube-PCR mit dem
Primerpaar Bgense Und Banisense durchgefiihrt (Durchfiihrung siehe Kapitel 3.1.2.2). Bei diesem
Verfahren wurde die HCV-RNA (bzw. cDNA) ebenfals mit 50 Zyklen amplifiziert (Abb. 6).

Drei verschiedene PCR-Verfahren weisen die gleiche Sensitivitit auf. Erstens die Booster-
PCR bei Verwendung des Primerpaares Bgense Und Bapgisense, zWeitens die nested PCR und
drittens die One-Tube-PCR mit 50 Zyklen. Die Single Tube PCRs und die beiden anderen
Varianten der Booster PCR besitzen eine schlechtere Sensitivitit bzw. Spezifitit (Booster-

PCR: RT und PCR im gleichen Reaktionspuffer).
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M242322212019181716151413 M

M121110 9 8 7 6 5 4 3 2 1M

Abb.4:  Austestung verschiedener Booster-PCR-Ansitze.
M = DNA-Léangenstandard
Spur1-8 Booster-PCR; 2 x 35 Zyklen mit den Primern By und Bipgisense
Spur 9-16 Booster-PCR, 1. PCR mit den Primern Al und A2, qisense
2. PCR mit den Primem Bieyge; und Baygisense
Spur 17-24  Booster-PCR, 2 x 35 Zyklen mit den Primern Byense Und pangisense
RT und PCR im gleichen Reaktionspuffer (Single-Step-PCR)
Jeweils Verdiinnungen von 10° (Spur 1,9, 17) — 10 (Spur 7, 15, 23), in Spur 8, 16 und 24 sind die
jeweiligen H,O-Kontrollen aufgetragen.

Da die Booster-PCR ebenso wie die nested-PCR durch das Offnen der Reaktionsgefife nach
der ersten Amplifikationsreaktion anfillig fiir Kontaminationen ist, wird fiir die Diagnostik die
One-Tube-PCR eingesetzt werden. Zwar mufl auch bei diesem PCR-Verfahren nach der
reversen Transkription das Reaktionsgefdl3 gedffnet werden, doch sind zu diesem Zeitpunkt
noch keine Amplifikate, welche ein grofles Risiko fiir Kontaminationen darstellen,
synthetisiert worden. Das am wenigsten durch Kontaminationen gefdhrdete PCR-Verfahren,
die Single-Step-PCR, hat eine deutlich schlechtere Sensitivitit (2 - 3 Zehnerpotenzen) als die
One-Tube-PCR (Abb. 5 und 6).
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Abb. 5:

Abb. 6:

M 24 23 22 21 20 19 18 171615 14 13 M

MI21110 98 7 6 54 3 2 1M

Austestung verschiedener PCR-Verfahren.

M = DNA-Léangenstandard

Spur1-8 nested PCR; 2x 35 Zyklen mit den Primern Algeyse und A2,y sense Und Bgense und
Bantisense

Spur 9-16  Single-Step-PCR, 50 Zyklen mit den Primern Bieyse und Baygisense

Spur 17-24 Single-Step-PCR, 50 Zyklen mit den Primern Algense und A2, q¢isense

Jeweils Verdiinnungen von 10° (Spur 1, 9, 17) — 10 (Spur 7, 15, 23), in Spur 8, 16 und 24 sind die
jeweiligen H,O-Kontrollen aufgetragen.

M98 7 654 321

One-Tube-PCR

M = DNA-Léngenstandard

Spur I und 2 = H,O-Kontrollen

Spur 3 - 9 Verdiinnungsreihe 10° bis 10

66



Ergebnisse

412 Selektion der Primer

Zur Erzielung einer hochstmoglichen Sensitivitit und Spezifitdit der RT-PCR wurden drei
unterschiedliche Sense-Primer und drei unterschiedliche Antisense-Primer getestet, welche
innerhalb der hochkonservierten 5'-NC-Region des Hepatitis C Virus binden. In Abbildung 7
sind die Positionen der verschiedenen Primer eingezeichnet. Bukh et al, 1992 und
Hosoda et al., 1992 konnten zeigen, dal die Sensitivitit der PCR bei Verwendung von
Primern, welche komplementdr zur 5'-NC-Region sind, am grofiten ist. Die 5'-NC-Region
bildet eine starke Sekundirstruktur aus (Brown et al., 1992 und Tsukiyama-Kohara et al.,
1992), welche auf die Bindungseigenschaften der Primer einen entscheidenden Einfluf3

nehmen kann.

Abb. 7:  5'-NC-Region des Hepatitis C Virus. Dargestellt sind die Positionen der Bindungsstellen der getesteten
Primer fur dle Optlmlemng der RT_PCR (Alsenses Azamisense; Bsense; Bantisens& Csense: Cantisense)- DIC
Numerierung basiert auf dem von Choo et al. (1989) publizierten System. Die vertikalen Balken zeigen
Nukleotidpositionen mit Heterogenitit zwischen den verschiedenen HCV Genotypen an.

Nach reverser Transkription und anschlieSender Amplifikation der Serumverdiinnungen ist bei
den verschiedenen Primerkombinationen eine unterschiedliche Sensitivitit festzustellen.
Obwohl die Primer jeweils nur um einige Basen (etwa 10) versetzt an die 5'-NC-Region

binden (siche Abb. 7), umfa3t der Unterschied in der Detektion bis zu sechs Zehnerpotenzen.
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Abb. 8:  Austesten verschiedener Primerkombinationen mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe eines HCV-positiven
Patientenserums
a) = Alsense» A2 antisenses b) = Alsenses Banlisense; C) = Alsense» Cantisense; d) = Bsensea A2antisense;
e) = Bsensea Bamisense; D = Bsensea Camisense; g) = Csensea Azamisense; h) = Csense, Bamisense; 1) = Csense, Camisense'
Spur 1: DNA-Lingenstandard; Spur 2: original Serum (10°); Spur 3: 10”'-VD; Spur4: 102-VD; Spur
5: 10°-VD; Spur 6: 10“-VD; Spur 7: 10°-VD; Spur 8: 10°-VD; Spur 9: Negativ-Kontrolle (H,0);
Spur 10: DNA-Langenstandard.
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Mit der Primerkombination Cgepse, A2antisense (Abb. 8g) wurde keine Amplifikation erreicht. Die
hochste Sensitivitit der RT-PCR wurde mit der Primerkombination Bgense, Bantisense €rzielt. Mit
dieser Primerkombination konnte auch noch die Verdinnungsstufe 10 amplifiziert werden
(Abb. 8e). Bei Einsatz der Primerkombinationen Algense, A2antisense (Abb. 8a), Alsense, Bantisense
(Abb. 8b), Alsense, Cantisense (Abb. 8¢), Bsense; A2antisense (Abb.8d) und Biense, Cantisense (Abb. 81)
konnte die Verdiinnungsstufe 10 amplifiziert werden. Bis zu einer Verdiinnungsstufe von 107
konnte mit der Primerkombination Csepse, Cantisense (Abb. 81) ein Signal erhalten werden. Mit der

Primerkombination Cgepse, Bantisense Wurde ein Signal bis zu der Verdiinnungsstufe 107 erzielt

(Abb. 8h).

4.2 Quantitative PCR

Eine hohe Hepatitis C Virdmie vor Behandlung mit a-Interferon stellt einen prognostisch
ungiinstigen Parameter der Therapie dar (Lau et al., 1993; Magrin et al., 1994 und Yoshioka et
al., 1992). Eine niedrige Hepatitis C-Virdmie hingegen ist ein giinstiger Pradiktor, sowohl fiir das
Ansprechen auf o-Interferon, als auch fiir einen langfristigen Therapieerfolg nach
Absetzen der Behandlung. Ebenso wird der Virustiter als pridiktiver Parameter fiir die

Bildung einer Zirrhose diskutiert.

Um Zusammenhinge zwischen der Pathogenese des Hepatitis C Virus und dem Virustiter
in vivo und in vitro untersuchen zu kdnnen, ist es notwendig, eine sensitive und reproduzierbare
quantitative Nachweismethode zur Verfiigung zu haben. Hierzu bietet sich der HCV-RNA-
Nachweis mittels quantitativer kompetitiver RT-PCR an. Die etablierte quantitative RT-PCR

kann zusétzlich in Studien zur Verlaufskontrolle einer antiviralen Therapie eingesetzt werden.

421 Herstellung von HCV-Standard-RNA

Erster Schritt bei dem Aufbau einer kompetitiven quantitativen PCR ist das Herstellen eines
geeigneten HCV-RNA-Standards. Das Amplifikationsprodukt des HCV-RNA-Standards sollte
die gleiche Liange wie das Amplifikat der HCV-Wildtyp-RNA besitzen. Zudem sollte
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die Signalstirke der Amplifikate nicht durch die Bildung von Heteroduplexstrukturen zwischen
Standard- und HCV-Wildtyp-Amplifikat beeinfluB3 t werden. Um dies zu gewihrleisten, sollte
eine 25 Basen lange Sequenz innerhalb der hochkonservierten 5'-NC-Region des Hepatitis C
Virus mittels "site-directed-mutagenesis" (Ho et al., 1989) (siche Abb. 9) ausgetauscht werden,

wobei darauf zu achten war, da der GC-Gehalt der ausgetauschten Sequenz sich nicht

verandert.
Al sense A2 sense
\Al antisense AL antisense
y o
!
< 2
,‘, an
Al sense
PRSETI, s e pe pres——— — —— wets )
e —_— —
A2
antisense
Abb. 9: Schematische Darstellung der "site directed mutagenesis". Doppelstringige DNA und Primer sind

durch Linien dargestellt. Die Pfeile geben die 5', 3'-Orientierung der Stringe an. Das ausgetauschte
25 Basenpaarfragment ist durch eine diinnere Linie gekennzeichnet. Erster Schritt (I) beim
Austausch der Zielsequenz ist die Bildung von zwei PCR-Produkten (1 und 2), welche durch separate
Primerpaare synthetisiert werden. Nach Hybridisierung der beiden PCR-Produkte mittels der
iiberlappenden Sequenzen kdonnen die entstehenden freien 3'-Enden der Tag-Polymerase als Primer
dienen (II).

Bei der Konstruktion eines Standards mittels "site-directed-mutagenesis" wurden in zwei
unabhingigen PCR-Reaktionen zwei Amplifikate (in Abb. 9 mit 1 und 2 bezeichnet) gebildet.
Die hierfiir eingesetzten Primer A2gepse Und Alantisense Waren so konzipiert, dafl ein Fragment der
Originalsequenz von 25 Basenpaaren ausgespart wurde. Die Primer besitzen an ihren
5'-Enden Sequenzen, die einander komplementir sind und von der HCV-Wildtyp-Sequenz
abweichen. Die zusidtzlichen Sequenzen am 5'-Ende haben die gleiche Grofe wie die

ausgesparte, nicht amplifizierte Sequenz. Die nach dem ersten Schritt erhaltenen PCR-
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Produkte (I) wurden mittels der komplementiren Sequenz hybridisiert. Die dabei
entstandenen freien 3'-Enden dienten als Primer fiir die Tag-Polymerase (Abb. 2 Schritt II).
Nach Zugabe der &uBeren Primer konnten die auf diese Weise verdnderten "Standard-

Molekiile" mittels PCR amplifiziert werden.

4211 Austausch von 25 Nukleotiden in der HCV-cDNA

Zur Synthese der Standard-RNA wurde ein HCV-1 b-Isolat (klassifiziert nach Simmonds et al.,
1993) ausgewdhlt, da dieser HCV-Subtyp etwa 50 % der HCV-Isolate in der Bevolkerung der
BRD ausmacht. Nach Extraktion mittels Trisolv wurde die RNA mit Hilfe der Primer A1 ntisense
und A2apisense I CDNA umgeschrieben. Jeweils 10 pul RT-Produkt wurden in zwei getrennte
Amplifikationsreaktionen mit den Primern Algne bzw. A2 ne gegeben und in
50 Zyklen bei einer Anlagerungstemperatur von 45°C vermehrt. In Abbildung 10 sind die sich
ergebenden PCR-Produkte dargestellt. Die Linge der Amplifikate betrigt 203 (A2) bzw.
94bp(Al).

Abb. 10: Darstellung der PCR-Produkte A2 (203 bp, Spur 2) und A1 (94 bp, Spur 4) nach 50 PCR-Zyklen.
In Spur 1, 3 und 5 ist der DNA-Lédngenslandard VI aufgetragen.

AnschlieBend wurden die DNA-Fragmente auf ein 2 %iges "low-melting"-Gel aufgetragen, die
entsprechenden DNA-Banden (94 bp und 203 bp) ausgeschnitten und mittels Elutip-d
aufgereinigt. Jeweils 1 pl der aufgereinigten Fragmente A1 und A2 wurden zusammen mit den

Primern Algnse Und A2aptisense in €inen DNA-PCR-Ansatz gegeben und in 25 Zyklen bei
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einer Anlagemngstemperatur von 45°C amplifiziert. Durch Erhitzen auf 95°C wurden die

beiden PCR-Produkte denaturiert.

Da sich die PCR-Produkte A1 und A2 durch die Sequenz der Primer Al,pgisense UNd A2gense
iiberlappten, konnten die beiden Produkte nach Erniedrigung der Temperatur auf 45°C
miteinander hybridisieren (Abb. 9). Die entstehenden freien 3'-Enden wurden mittels der Tag-
Polymerase bei 72°C verlidngert. Durch die in die PCR-Reaktion zugegebenen Primer Algepse
und A2unisense konnte das so erhaltene Hybridisierungsprodukt amplifiziert werden. Das

resultierende PCR-Produkt (272 bp) ist in Abbildung 11 dargestellt.

Abb. 11:  PCR-Produkt (272 bp, mit einem Pfeil markiert) der kombinierten Reaktion von Hybridisierung und
PCR der beiden Amplifikate A1 und A2. Neben dem gewiinschten Hybridisierungsprodukt sind noch
die urspriinglichen Amplifikate A1 (94 bp) und A2 (203 bp) zu erkennen. In Spur I ist das PCR-
Produkt, in Spur 2 der DNA-Molekulargewichtsmarker aufgetragen.

4.2.1.2 Umschreiben descDNA-Standardsin RNA

Nach Aufreinigung des PCR-Produktes mittels Elutip-d wurde das Amplifikat (cDNA-
Standard) mit Hilfe der an Magnetic-Beads gekoppelten komplementéren Standard-Sequenz
von moglicherweise noch vorhandenen HCV-Wildtyp-Sequenzen separiert. Die so gereinigte
DNA wurde mit den Primern T7-Algnse und A2apgisense-Oligo-dT in einer DNA-PCR
amplifiziert. Auf diese Weise wurde an das 5'-Ende der Standard-DNA die Sequenz des T7-
Promotors und an das 3'-Ende eine Poly-A-Sequenz angehédngt. Die Poly-A-Sequenz diente der
spéteren Aufreinigung mittels Oligo-dT-Zellulose. Das resultierende PCR-Produkt besitzt eine
GrofBe von 313 bp.
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Das Ampiifikat wurde anschlieBend mit Hilfe der T7-Polymerase in poly A-plusstrang-RNA
umgeschrieben (Kapitel 3.2.1.6),und die so erhaltene RNA mittels Oligo-dT-Zellulose-Séaulen
aufgereinigt. Nach der ersten Aufreinigung mit Oligo-dT-Zellulose erfolgle ein DNase-Verdau
und ein zweiter Aufreinigungsschritt mit Oligo-dT-Zellulose. Die erhaltene RNA wurde
parallel in eine RT-PCR und eine DNA-PCR eingesetzt, um den Anteil an nicht abgereinigter
DNA zu bestimmen. Hierzu wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt (10° bis 10™'%) und in
PCRs mit den Primern Bgepse Und Bantisense €ingesetzt. Die verwendeten Primer lagern sich nicht
an das duflerste 5'- bzw. das 3'-Ende der Standard-RNA an sondern sind 10 bzw. 9 Basen nach

innen versetzt (siche Tabelle 1). Das Ergebnis der Amplifikation ist in Abbildung 12 dargestellt.

1 234567 891011121314

1 234567 891011121314

Abb. 12:  Vergleich der RT- und DNA-PCR zur Uberpriifung der Standard-RNA
Oben: RT-PCR: Spur 1: DNA-Léngenstandard
Spur 2 - 14: Verdiinnungsreihe des RNA-.Standards: 10° bis 107
Unten: DNA-PCR: Spur 1: DNA-Léngenstandard
Spur 2 — 14: Verdiinnungsreihe des RNA-Standards: 10° bis 10"

Mit der RT-PCR ist eine Amplifikation von RNA bis zu einer Verdiinnungsstute von 10°

moglich. Dagegen kann mit der DNA-PCR nur mit dem unverdiinnten Standard ein
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Amplifikat generiert werden. Der Unterschied zwischen RNA-Menge und DNA-Menge betragt

acht Zelinerpotenzen.

AnschlieBend wurde mit Hilfe des Spektrophotometers die Konzentration der Standard-RNA
ermittelt. Die Konzentration betrug 2,2x10" Molekiile / ml. Die Standard-RNA wurde in
Aliquots von 10" bzw. 10’ Molekiilen pro Mikroliter bei -80° C aufbewabhrt.

4.2.1.3 Prifen der Standard-Sequenz

Um auszuschliefen, daBB noch HCV-Wildtyp-Sequenzen (Verunreinigungen aus den ersten
PCR-Schritten) in der Standard-RNA vorhanden sind, wurde eine RT-PCR mit Standard-
spezifischen (C-Standard) bzw. HCV-spezifischen (C-HCV) Oligonukleotiden und dem
gemeinsamen HCV-spezifischen Primer Bgepse durchgefiihrt (Bindungsstellen der Primer siche

Tabelle 1). Das Ergebnis ist in Abbildung 13 dargestellt.

1 23 45

Abb. 13:  Agarosegel mit Amplifikaten verschiedener RT-PCRs zum Testen der Slandard-RNA mit Standard-
spezifischen Primern auf Verunreinigung mit HCV-RNA:

Spur I: DNA-Léangenstandard
Spur 2:  Amplifikationsprodukt der RT-PCR bei Einsatz des HCV-spezifischen Primers

Spur 3: Amplifikationsprodukt der RT-PCR bei Einsatz des Standard-spezifischen Primers
Spur 4: Negativkontrolle (H,O)

Spur 5 Positivkontrolle (HCV-RNA aus Patientenserum, amplifiziert mit den Primern Bgepge
lllld Bamisense
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Nur bei Verwendung des Standard-spezifischen Primers ist ein Amplifikationsprodukt der
Standard-RNA zu erkennen. Daraus ist zu ersehen, dal} die generierte Standard-RNA nicht mit

Wildtypsequenzen verunreinigt ist.

Um den Erfolg des Sequenzaustausches zu iiberpriifen, wurde die Standard-RNA in einer RT-
Reaktion in cDNA umgeschrieben und mittels der Primer Bgense Und Bantisense Wi unter
Kapitel 3.1.2 beschrieben amplifiziert. Die gleichen Primer wurden anschlieBend in der
nachfolgenden Sequenzreaktion eingesetzt. Die resultierende Sequenz zeigte den 25 Basen

umfassenden Nukleotidaustausch von Nukleotidposition -217 bis -193:

-217 -193
Wildtyp-HCV:  5'--*AGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGT:*-3'

217 -193
RNA-Standard: 5'---*AGGACCCCCCGGCGCCGCCTCAAACTGTGTTGAGGCGGAACCGGT:**-3'

422  Austesten der Empfindlichkeit der HCV-RT-PCR

Um Unterschiede in der Empfindlichkeit der Amplifikation bzw. der nachfolgenden Detektion
von HCV-Wildtyp-RNA-Sequenzen und Standard-RNA zu untersuchen, wurde wie unter
4.2.1.2 beschrieben - mit Hilfe der Primer T7-Algense und A2aptisense-Oligo-dT - ein RNA-
Standard mit der Wildtyp-HCV-Ib-Sequenz hergestellt. Diese definierte RNA diente der
Standardisierung der geplanten kompetitiven quantitativen RT-PCR.

Zur Standardisierung wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils 10' bis
10> RNA-Molekiile der Wildtyp-HCV-Standard-Sequenz bzw. des modifizierten HCV-
Standards fiir 40 Zyklen mit den Primern Bgepse Und Bapisense amplifiziert. AnschlieBend wurden
10 pl des PCR-Produktes, wie unter Kapitel 3.2.2 beschrieben, mittels einer Slot-Blot-

Apparatur auf eine Membran aufgebracht und mit Hilfe der jeweiligen komplementdren
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(Wildtyp- bzw. Standard-spezifischen Sequenz) biotinylierten Oligonukleotiden (C-HCV und
C-Standard) detektiert. In Abbildung 14 ist das Ergebnis der RT-PCR nach Chemilumines-

zenzdetektion dargestellt.

Zwischen der Detektion der Wildtyp-HCV-RNA und der Standard-RNA sind keine
signifikanten Unterschiede festzustellen. Jeweils zehn RNA-Molekiile kdnnen reproduzierbar
mittels der beschriebenen RT-PCR und der nachfolgenden Detektionsmethode nachgewiesen
werden. Die Verdiinnungsschritte durch die RNA-Extraktion beriicksichtigend - nur 1/5 der
erhaltenen RNA der Extraktion wird in die RT-PCR eingesetzt - konnen theoretisch, falls die
RT-Reaktion mit 100 %iger Effizienz ablduft, 50 HCV-RNA-Molekiile pro 100 pl
eingesetzes Patientenserum nachgewiesen werden. Dies entspricht einer Nachweisgrenze von

500 HCV-RNA-Molekiilen pro ml Serum.

Abb. 14: Austesten der Empfindlichkeit der RT-PCR fiir die Detektion von Wildlyp-HCV-RNA (A) und
Standard-RNA (B) nach Blotten der PCR-Produkle auf eine Nylonmembran. Links: Anzahl der pro
RT-PCR eingesetzten RNA-Molekiile.

423 Austesten der Linearitat der PCR

Wichtig fiir die Ermittlung der HCV-RNA-Konzentration mittels der RT-PCR ist, daf} sich die

Amplifikationsreaktion in einer exponentiellen Phase befindet, da ansonsten Faktoren wie

77



Ergebnisse

Substratsdttigung und aufgebrauchte Reagenzien die Quantifizierungsergebnisse beeinflussen.
Um eine geeignete Zyklenzahl der RT-PCR zu ermitteln, wurden zehnfach Verdiinnungen von
Standard-RNA (10" bis 10* Molekiile) in cDNA umgeschrieben und jeweils fiir 35, 40, 45 oder
50 Zyklen mit den Primern Bgepse und Bipgisense amplifiziert. AnschlieBend wurden 10 ul des
Amplifikationsprodukts wie beschrieben (3.2.2) auf eine Nylonmembran geblottet und mit
einem Standard-spezifischen biotinylierten Oligonukleotid hybridisiert. Nach Chemilumines-
zenz-Detektion wurden die Signalstirken densitometrisch analysiert und gegen die

Ausgangskonzentration der Standard-RNA aufgetragen.

Abb. 15: Darstellung der Linearitit der RT-PCR. Eine Verdiinnungsreihe der Standard-RNA (10' bis 10*
Molekiile) wurde in cDNA umgeschrieben und mit 35 (*), 40 (0), 45 (x) bzw. 50 Zyklen ([) mittels der
PCR amplifiziert. Die Signalstirke der PCR-Produkte (nach beschiebener Detektion) wurde gegen die
Ausgangs-RNA-Konzentration (logarithmische Einteilung) aufgetragen.

Wie Abbildung 15 zeigt, konnen bei 40, 45 und 50 Zyklen bis zu 10 Standard-RNA-Molekiile
nachgewiesen werden. Bei der Durchfiihrung von 35 Zyklen ist die Empfindlichkeit der PCR
bedeutend geringer. Die Nachweisgrenze liegt bei hier 1000 Standard-Molekiilen. Bei 40
Zyklen erfolgt, die Vermehrung von 10 bis 10.000 Standard-Molekiilen exponentiell. Eine
Erhohung der Zyklenzahl (45 bzw. 50 Zyklen) hat zur Folge, dal die unterschiedlichen
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Molekiilmengen nicht mehr logarithmisch amplifiziert werden und in der logarithmischen

Darstellung von der Geraden abweichen.

4.2.4  Durchfuhrung der kompetitiven quantitativen RT-PCR

Fiir die Quantifizierung wurde eine Verdiinnungsreihe (in HCV-negativem Serum; 1:10 bis
1: 10.000) des Patientenserums hergestellt. Anschliefend wurde die RNA, wie unter 3.1.1
beschrieben, mittels Trisolv aus jeweils 100 ul Serum bzw. Serumverdiinnung isoliert. Die
Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte mit dem Primer Bapgisense- In jedes Reaktionsgefal3
wurden neben der extrahierten RNA aus der Verdiinnungsreihe des Patientenserums noch 1000
Molekiile des RNA-Standards gegeben. 1000 Molekiile wurden eingesetzt, da sie, wie in Abb.
14 dargestellt, mittels RT-PCR reproduzierbar zu detektieren waren. Die anschlieBende
Amplifikation der cDNA erfolgte fiir 40 Zyklen mit dem Bgepse und dem Baptisense Primer.
Nach Beendigung der 40 Zyklen wurden 20 pl des erwarteten 256 bp Produktes in 950 ul
Denaturierungslosung gegeben und jeweils 450 pl der einzelstringigen DNA separat auf je eine
Halfte einer Nylonmembran im Slotblot-Verfahren aufgetragen. Nach Fixieren der DNA
mittels UV-Strahlung wurde die Membran in zwei Hélfen geteilt, so daB3 sich auf jeder Hilfte
ein gleich grofles Aliquot des PCR-Produktes befand. Die nachfolgende Hybridisierung der
Membranhilften wurde jeweils getrennt mit einem HCV- bzw. Standard-spezifischen
biotinylierten Oligonukleotid durchgefiihrt. Die Detektion der Amplifikate erfolgte wie unter
Kapitel 3.2.2.3 beschrieben. Nach Exposition eines ECL-Films wurde die Intensitét der Signale
mit einem Laserdensitometer ausgewertet. Die Menge an Wildtyp-HCV-RNA im Serum wurde
durch direkten Vergleich der Signalstdrke des internen Standards
(1000 Molekiile) auf der einen Membranhédlfte mit der Signalstirke des HCV-Wildtyp-
Amplifikates auf der anderen Membranhélfte ermittelt. Fiir die Auswertung wurde dielenige
Verdiinnung des Patientenserums ausgewahlt, die der Signalstirke des Standards am néichsten
kam. Die Signale der Standard-Amplifikate wurden zur Bildung einer Eichgeraden eingesetzt,
mit deren Hilfe dann die Konzentration der HCV-RNA-Molekiile im Serum ermittelt werden

konnte.
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Die Bestimmung der HCV-RNA-Konzentration wurde bei 32 Patienten mit chronischer
Hepatitis C-Infektion durchgefiihrt (Abb. 16). Die erhaltenen Virustiter der verschiedenen

Patienten wurden gegen die Werte der Transaminasen aufgetragen.

Die HCV-RNA-Konzentration der Patientenseren lag zwischen 10° und 10° Molekiilen pro ml
Serum (Abb. 16). Aufgrund der ermittelten Daten konnte keine Korrelation zwischen der
ermittelten HCV-Konzentration und den Serumtransaminasen der Patienten oder dem

klinischen Verlauf festgestellt werden.

Abb. 16: HCV-RNA-Konzentration (Molekiile / ml) und GPT-Werte (U/I) bei Patienten mit chronischer
Hepatitis C. Mit Hilfe einer kompetitiven RT-PCR wurde die Hepatitis C Virus-Konzentration im
Serum von 32 Patienten mit chronischer Hepatitis C bestimmt und mit den entsprechenden GPT-
Werten der Patienten verglichen.

Die quantitative RT-PCR wurde weiterhin zur Verlaufskontrolle einer a-Interferontherapie
bei Patienten mit chronischer Hepatitis C eingesetzt. In Abbildung 17 sind drei représentative

Verldufe unter Therapie dargestellt.
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Abb. 17: HCV-RNA-Titer (Molekiile / ml) und GPT-Werte (U / 1) im Serum von Patienten unter Therapie mit
o-Interferon. Die Beobachtungszeit betrug 6 Monate. Die Patienten wurden fiir 6 Monate mit
3 x 3 M/ U o-Interferon s. c. pro Woche behandelt. Die Diagramme zeigen den Verlauf der GPT (L))
und des Virustiters (0) bei einem Patienten mit komplettem Ansprechen auf die Therapie (A), einem
Patienten mit partiellem Ansprechen (B) und einem Patienten ohne Ansprechen auf die Behandlung

(€).

Patient A zeigt ein komplettes Ansprechen auf die Therapie mit Erniedrigung der
Transaminasen und nicht mehr nachweisbarer HCV-RNA nach 14 Tagen der
Behandlungsdauer. Patient B zeigt ein partielles Ansprechen auf o-Interferon. Die

Transaminasen sinken auf Normalwerte. In bezug auf den Virustiter zeigte sich lediglich eine

81



Ergebnisse

Reduktion von 10”7 auf 10** HCV-RNA-Molekiilen / ml Serum. Bei Patient C ist weder in
bezug auf die Transaminasen noch in bezug auf den Virustiter ein Ansprechen auf die Therapie

zu erkennen.

425 Reproduzierbarkeit der quantitativen RT-PCR

Um die Reproduzierbarkeit der kompetitiven quantitativen RT-PCR zu ermitteln, wurde ein
Patientenserum fiinf mal zu verschiedenen Zeitpunkten extrahiert und jeweils die
Viruskonzentration (wie zuvor beschrieben) quantifiziert. Fiir die so erhaltenen
Viruskonzentrationen wurde die Standardabweichung ermittelt. Die Standardabweichung des
Mittelwertes betrug 0,43. Dies entspricht einem Variationskoeffizienten von 6,23 %. Die im
Verlauf dieser Arbeit entwickelte quantitative RT-PCR liefert somit reproduzierbare

Ergebnisse.

4.2.6  Anwendungen der quantitativen RT-PCR

Die hier etablierte kompetitive quantitative RT-PCR zum HCV-Nachweis wurde nachfolgend
fiir verschiedene Zwecke eingesetzt. Anwendungen waren Untersuchungen zum
Zusammenhang zwischen Virustiter und Krankheitsverlauf, und die Verlaufs kontrolle wéhrend
einer «o-Interferontherapie (Riister et al., Analytical Biochemistry 1995, 224:
597 - 600; Zeuzem et al., Hepatology 1996, 24: 1003 - 1009). Die Aufstellung einer Kinetik in
bezug auf die Verringerung der Viruskonzentration unter der o-Interferontherapie erlaubte
Aussagen zur Wirkung von o-Interferon. (Zeuzem et al., Hepatology 1996, 23: 366 - 371)
Zusétzlich wurden mit dieser PCR andere, kduflich erwerbbare quantitative Testverfahren zur

HCV-Detektion evaluiert (Roth et al., J. Clin. Microbiol. 1996, 34: 261 - 264).
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4.3 Untersuchungen zur in vitro Replikation von HCV

Um Replikationseigenschaften des Hepatitis C Virus und mdgliche pathogene (trans-
formierende) Mechanismen zu untersuchen, wurde versucht, ein Zellkultursystem zur
Replikation des Virus aufzubauen. Zur Uberwachung der Replikation wurde nicht wie zuvor
geplant, die quantitative RT-PCR eingesetzt, da fiir die Auswertung und Deutung der

Replikationsergebnisse die Durchfiihrung einer qualitativen RT-PCR ausreichte.

431 Austesten ver schiedener Zellinien

Fiir die in vitro Replikation wurden folgende Zellen ausgetestet: Molt 4, Raji, Hep3B, HepG2,
Huh7, immortalisierte Hepatozyten, PBML, primidre humane Hepatozyten (Kultur-
bedingungen siehe 3.3.7). Nach Inkubation der Zellen mit HCV-positivem Serum (Kapitel
3.3.7.2) wurden die Zellen abzentrifugiert und 100 ul des Uberstandes als Positivkontrolle bei -
80°C eingefrohren. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Fiir die spétere
Uberpriifung der Replikation von HCV mittels RT-PCR wurden 100 pl Uberstand und jeweils
10* Zellen entnommen. Die Entnahme von Zellen und Uberstand erfolgte an 10 aufeinander-
folgenden Tagen. Die Proben wurden bei -80°C aufbewahrt. Um den Erfolg der Replikation in
den verschiedenen Zellsystemen zu iiberpriifen, erfolgte zundchst der HCV-Nachweis mittels
qualitativer RT-PCR unter Verwendung der Primer Bgepse Und Bapntisense. Nach 50 Zyklen der
Amplifikation wurden 10 pl des Amplifikationsproduktes durch Slot-Blot-Verfahren auf eine
Nylonmembran aufgetragen (Kapitel 3.2.2.1), und die Amplifikate wie unter 3.2.2.2 und
3.2.2.3 beschrieben detektiert. Die Ergebnisse der in vitro Replikation von HCV zeigt Tabelle
11.

Mit Hilfe der quantitativen RT-PCR sollte die Fluktuation der Viruskonzentration iiberwacht
werden, Da jedoch der Nachweis von HCV in Zellen bzw. Uberstand nicht durchgehend an
allen aufeinanderfolgenden Tagen mittels der qualitativen PCR mdoglich war (siehe Tabelle 11),
wurde die quantitative RT-PCR in diesem Ansatz nicht zum Nachweis der Replikation

eingesetzt.
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In HepG2- bzw. Hep3B-Zellen war keine Replikation von HCV nachweisbar. In den iibrigen
getesteten Zellen konnte wéhrend der 10tdgigen Beobachtungszeit sporadisch Virus in den
Zellen bzw. dem Uberstand nachgewiesen werden. Die diskontinuierliche Detektion von HCV
in den verschiedenen Zellkultursystemen spricht fiir eine Replikation des Virus. An Tagen, an
welchen in den Zellen bzw. dem Uberstand kein Virus nachweisbar ist, befindet sich die
Viruskonzentration wahrscheinlich unter der Nachweisgrenze. Die auftretenden PCR-Signale
an den nachfolgenden Tagen sprechen fiir eine Virusvermehrung iiber die Nachweisgrenze

hinaus.

Tab. 11: qualitativer HCV-Nachweis

Tage 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zellen
Molt4 Zellen + + - - - + - - - +
Uberstand | - - + - - + - - - +
Raji Zellen + - - - - - - - + -
Uberstand | - - + - - - 4 - + i
HepG2 Zellen - - - - - - - - - -
Uberstand - - - - - - - - - -
Hep3B Zellen - - - - - - - - - -
Uberstand - - - - - - - - - _
Huh7 Zellen + + - - + - - - - -
Uberstand - + - - + - - - + -
PBML Zellen + - - - - - - - - -
Uberstand | + | + | + - - - - + - _
immortalisierte | Zellen - - - - - - - - - -
Hepatozyten | Uberstand - - - - - - - + - -
primére Zellen - + - - - - + + - -
Hepatozyten | Uberstand - - - - - - - - + -
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Fiir die Detektion von HCV-PCR war die Durchfiihrung einer "einfachen"-RT-PCR (One-
Tube-PCR) nicht ausreichend. Erst nach Hybridisierung der PCR-Produkte mit biotinylierten
Sonden und nachfolgender Enzym-vermittelter Amplifikation des Signals war die Detektion
des Hepatitis C Virus in der Kultur moglich. Dies 146t darauf schlieen, daB3 entweder die
Replikation des Virus in den ausgetesteten Zellsystemen nur sehr ineffizient erfolgt, oder nur
sehr wenige Zellen in der Kultur infiziert sind. Um Untersuchungen zur Pathogenese des Virus
durchfiihren zu konnen, sind reproduzierbare Ergebnisse in der Zellkultur in bezug auf die in
vitro Replikation des Virus notwendig. Zwischen der Nachweisbarkeit des Virus und dem

Passagieren der Zellen konnte kein Zusammenhang festgestellt werden.

4.3.2 Einflu3 von PEG auf diein vitro Replikation von HCV

Um eine Verbesserung der HCV-Infektion in der Zellkultur zu erzielen, wurde der Zusatz von
PEG wihrend der Inokulationsphase ausgetestet (Gripon et al., 1993; Durchfithrung siehe
Kapitel 3.3.7.2). Durch PEG sollte die Adsorption des Virus an die Zelloberflache verbessert
werden, um das Eindringen des Virus in die Zelle zu erleichtern. Wie Tabelle 12 zeigt, hatte
der Zusatz von PEG keinen entscheidenden EinfluB auf die in vitro Replikation von HCV in
den getesteten Zellsystemen. Wie zuvor bei den durchgefiihrten Untersuchungen zur in vitro
Replikation ohne PEG (4.3.1) war das Virus nur sporadisch innerhalb der 10 Tage
Beobachtungszeit nachweisbar. In einigen Féllen konnte beobachtet werden (Molt 4, Raji,
Hep3B), daB die Zellen bzw. der Uberstand trotz griindlicher Waschschritte am ersten Tag nach
der Inokulation positive Signale zeigten. Durch PEG scheint die Adsorption des Hepatitis C
Virus an die Zellen verstirkt zu sein. Dies hat jedoch, Tabelle 12 zeigt das, keinen Einflu3 auf
die eigentliche Replikation des Virus in den Zellen. In den beiden Hepatozyten- Zellinien
HepG2 und Hep3B ist wie zuvor auch mit Zusatz von PEG kein Virus innerhalb der 10tidgigen

Beobachtungszeit nachweisbar

85



Ergebnisse

Tab. 12: qualitativer HCV-Nachweis in verschiedenen Zellen. Einflul von PEG auf die in vitro
Replikation.

Tage 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zellen

Molt4 Zellen + + - - - - - + -
Uberstand | + | + | + | + - - - + _
Raji Zellen + + - - - - - - - -
Uberstand + + - - - - - - + )
HepG2 Zellen - - - - - - - - - -
Uberstand - - - - - - - - - _
Hep3B Zellen + - - - - - - - - -
Uberstand | - - - - - - - - - _
primére Zellen - - - - - + - - - -
Hepatozyten | Uberstand - - + - - - + - + i

4.3.3 Einfluld von Lipoproteinen auf diein vitro Replikation von HCV

Da in einigen Publikationen iiber die Beteiligung von Lipoproteinen bei der Aufnahme des
Hepatitis C Virus in die Wirtszellen (Hepatozyten) berichtet wurde, wurde das fiir die in vitro
Replikation eingesetzte HCV-positive Serum vor Inkubation mit verschiedenen Hepatozyten-
zellinien bzw. primédren Hepatozyten, mit einem Gemisch von Lipoproteinen inkubiert (Kapitel
3.3.7.2). In Tabelle 13 sind die Ergebnisse der HCV-Replikation in den verschiedenen
eingesetzten Zellsystemen dargestellt. Wie die Ergebnisse zeigen, hat die Vorinkubation des
HCV-positiven Serums keinen entscheidenden EinfluB auf die Replikation des Virus im
Zellkultursystem. In den Zellinien HepG2 und Hep3B ist wie schon zuvor beschrieben kein

HCYV nachweisbar.
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Tab. 13: qualitativer HCV-Nachweis in verschiedenen Zellen. EinfluB von Lipo-
proteinen auf die in vitro Replikation.

Tage 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zellen

HepG2 Zellen - - - - - - - - - -
Uberstand - - - - - - - - - _

Hep3B Zellen + - - - - - - - - -
Uberstand - - - - - - - - - -

primére Zellen - - - - - + - - - -
Hepatozyten | Uberstand - -l - - - - - - _

4.3.4 Aufbau einer HCV-replizierenden Zellinie aus metastasierenden HCV-positiven
Zellen eines hepatozellnlaren Karzinoms

Als Alternative zu den oben beschriebenen Ansitzen zum Aufbau eines HCV-Replikations-
systems zur Untersuchung der Tumorgenese diente die Kultivierung HCV-positiver
Tumorzellen. Ein solches funktionierendes Kultursystem erlaubt zudem, unter bestimmten
Voraussetzungen, Untersuchungen zur Pathogenitit des Virus, indem Genomabschnitte des
Virus aus dem Tumor mit Sequenzen des Virus aus Serum verglichen werden konnen (siche
auch Kapitel 4.4). In Kapitel 3.3.7.4 ist die Aufreinigung der aus dem Blut isolierten Zellen
dargestellt. Fiir den Aufbau einer HCV-replizierenden Zellinie wurde versucht, Metastasen
eines hepatozelluldren Karzinoms aus Blut anzuziichten. Das verwendete EDTA-Blut stammte
von einem Patienten mit chronischer Hepatitis C (Beschreibung des Patienten siche 4.4.1), der
sich drei Jahre zuvor einer orthotopen Lebertransplantation unterzogen hatte. Da die neu
implantierte Leber nach drei Jahren erneut multilokuldre Karzinome aufwies, wurde davon
ausgegangen, dafl im Blut des Patienten Metastasen vorhanden sind. Das von diesem Patienten
erhaltene EDTA-Blut wurde einerseits direkt in Kulturmedium gegeben, andererseits die

Zellen durch Zentrifugieren bzw. Ficoll-Gradienten zuvor aufgereinigt.

Die Zellen in jenen Kulturflaschen, in welchen das EDTA-Blut direkt ins Medium gegeben
wurde, hafteten nicht an den Boden der Flaschen. Nach drei Wochen wurde die Kultivierung

dieser Zellen aufgegeben. Bei den Kulturflaschen mit den vorgereinigten Zellen (Kapitel
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3.3.7.4) hafteten verschiedene Zellen bei den Gelatine- und Collagen I-beschichteten
Kulturflaschen. Jedoch konnte keine genaue Aussage iiber die. verschiedenen Zelltypen
gemacht werden. Nach zwolf Wochen Kultivierung starben auch die letzten Zellen in diesen
Kulturansdtzen ab. Zwischenzeitlich durchgefiihrte PCR-Untersuchungen (nach 14 Tagen

Kultivierung) zeigten, da3 das Kulturmedium weiterhin schwach HCV-positiv war.

4.4 Tumorigenitdt von HCV

Fiir Untersuchungen zur Pathogenitit des Hepatitis C Virus, insbesondere in bezug auf die
Entstehung hepatozelluldrer Karzinome, konnten die zuvor ausgetesteten in vitro Repli-
kationssysteme nicht eingesetzt werden, da der Virustiter in der Kultur, und die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse nicht ausreichten. Daher wurde versucht, durch direkte
Isolierung von HCV aus Tumorgewebe Aufschluf3 iiber mogliche tumorigene Mechanismen zu

erhalten.

Das hepatozellulidre Karzinom ist weltweit eines der hiufigsten malignen Tumoren. Zahlreiche
epidemiologische Studien weisen das Hepatitis C Virus mit groer Wahr-scheinlichkeit als
tumorinduzierendes Virus aus. Um einen mdglichen direkten EinfluB von HCV auf die
Tumorentstehung zu untersuchen, wurde Virus-RNA aus Tumor, Peritumor und Serum eines
Patienten isoliert, und verschiedene Bereiche des HCV-Genoms nach Sequenzunterschieden

untersucht.

4.4.1 Beschreibung des Patienten

Das fiir die Sequenzuntersuchungen eingesetzte Lebergewebe stammte von einem Patienten,
welcher erstmals 1982 erhohte Leberwerte aufwies. 1986 wurde nach histologischen
Untersuchungen eine progrediente kleinknotige Leberzirrhose diagnostiziert. Die Serologie war
Anti-HBs-Ag negativ. 1990 wurde ein hepatozellulires Karzinom (HCC) im rechten
Leberlappen des Patienten gefunden. Der Hepatitis C-Antikdrpernachweis war positiv. Im Mai
1992 wurde eine orthotope Lebertransplantation durchgefiihrt. Die hier verwendeten

Gewebeproben (T = Tumor und P = Peritumor) entstammen dem explantierten Organ.
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Die HCV-Serologie war im Juli 1992 erneut HCV-positiv (Serum 0060); die Transaminasen
waren erhoht. Im Oktober 1992 (Serum 0362) zeigte die histologische Untersuchung
entziindliche Anzeichen einer HCV-Reinfektion. Im Juli 1994 wurden mittels Sonografie
multilokuldre HCC-Rezidive im rechten und linken Leberlappen festgestellt. Histologisch
zeigte sich ein miBig differenziertes trabekuldres HCC. Im Friihjahr 1995 verstarb der Patient.
Zum Zeitpunkt der Transplantation war der Patient HGV-RNA negativ. Die HGV-PCR wurde
am Georg-Speyer-Haus von Frau Dr. Waschk durchgefiihrt. 1995 war der Patient HGV-PCR-

positiv.

Das 1992 durch die Transplantation erhaltene Lebergewebe wurde fiir histologische
Untersuchungen in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. In Abbildung 18 ist der
histologische Schnitt des Tumor- bzw. Peritumorgewebes dargestellt. Unter mikroskopischer
Sicht konnten Tumorzellen und nicht transformierte Zellen deutlich unterschieden werden.
Die Isolierung der Virus-RNA aus Tumor- und Peritumorgewebe erfolgte wie unter Kapitel

3.3.1 beschrieben.

Abb. 18: Histologischer Schnitt durch das Lebergewebe nach Hematoxilin / Eosin-Féarbung.
T = Tumorgewebe, P = Peritumorgewebe (Vergroferung: 1: 20)
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44.2 Sequenzierungder 5'-NC-Region

Die 5'-NC-Region des Hepatitis C Virus ist hoch konserviert. Sie spielt bei der Regulierung
von Replikation und Translation eine wichtige Rolle. Verdanderungen in dieser Region kénnen
einen EinfluB auf die Pathogenitit des Virus haben. Aus diesem Grund wurden erste
Untersuchungen von HCV-Isolaten aus Tumor- und Peritumorgewebe sowie Serum dieses
Patienten innerhalb der 5'-NC-Region vorgenommen. Hierzu wurde eine RT-PCR mit den
Primern Bgense und B/Cppiisense durchgefiihrt. Eine Amplifikation von gro3 eren RNA-
Fragmenten (> 400 bp) war durch die Fixierung des Gewebes mit Formalin in vielen Fillen
nicht moglich. In Abbildung 19 sind die Sequenzen (213 Basen) von 3 verschiedenen Extrakten
nach RT-PCR dargestellt.

-210 -200 -190 -160 -170 -160 -150 -140 -130

5! -GGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGETCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCT
1 T
17 S
T
Bl e
B2 e
88 e
Pl oL
P2 oL
B3 el

-120 -110 -100 -90 -80 -70 -60 -50 -40
GGAGATTTGGGECGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCCTTGTGGTACTGCCTGATAGGGTGCTTGCGA
Tl s m e e e e
2 s e e e e
L T T e T
Sl e e
82 e e e
83 e e e
1 T T RSP
13 e T P
1 R T

-30 -20 -10
GTGCCCCGGGAGGTCTCGTAGACCGTGCACC-3!
s
T2 s el
T3 e el
S1 e
S2 e
S3 e
Pl mmmmm e
P2 e
P3  mmmmmmmm e

Abb. 19: Sequenzen von Position -210 bis -1 der 5'-NC-Region des Hepatitis C Virus. Die Sequenzen sind im
Vergleich zur HCV-1-Sequenz von Choo et al. (1989) dargestellt (oberste ausgeschriebene Zeile).
T = Tumorgewebe, S = Serum und P = Peritumorgewebe. Die Zahlen hinler den Buchstaben (S1, S2
usw.) bezeichnen die verschiedenen separaten Extraktionen mit nachfolgender PCR und
Sequenzierung. Mit der von Choo et al. (1989) verdffentlichten Sequenz identische Nukleotide sind
als Striche dargestellt.
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Innerhalb des sequenzierten Bereichs der 5'-NC-Region treten zwischen den Isolaten aus
Tumorgewebe, Serum bzw. Peritumor keine Nukleotidunterschiede auf. Die erhaltenen
Sequenzen weisen eine 100 %ige Homologie mit dem von Choo et al. beschriebenen HCV-1-
Isolat auf. Anhand der erhaltenen Sequenz kann das isolierte Virus als Genotyp 1 klassifiziert
werden. Da jedoch die Einteilung in Subtypen anhand der 5'-NC-Region nicht eindeutig ist,
mullte fiir eine endgiiltige Bestimmung des HCV-Subtypen eine weitere Region des Virus

sequenziert werden (siche 4.4.3).

443 Sequenzierung der NS5-Region

Die NS5-Region des Hepatitis C Virus kodiert fiir die RNA-abhingige RNA-Polymerase
(Replikase). Diese spielt eine entscheidende Rolle bei der Replikation des Virus. Mutationen
innerhalb dieses Genomabschnittes konnen wesentliche Verdnderungen der Replikations-

eigenschaften des Virus und somit der Pathogenitét zur Folge haben.

4.4.3.1 Direkte Sequenzierung der NS5-Region

Mittels der nested Primerpaare N5/lexternal senses IN3/lexternal antisense UNd  N5/linternal senses
N5/linternal antisense bZW. der nested Primerpaare N5/2external senses N5/2external antisense und
N5/2internal senses INS/2internal antisense (Siehe Tabelle 1) wurden in getrennten PCRs {iiberlappende
Bereiche der NS5-Region von HCV-Isolaten aus Tumorgewebe, Serum und Peritumorgewebe
amplifiziert, und anschlieBend die PCR-Produkte direkt sequenziert. In Abbildung 20 ist die
sich ergebende Sequenz der beiden PCR-Produkte von Position 7970 bis 8529 dargestellt. Die
Nukleotidsequenz zeigt eine 97 %ige Homologie zur HCV-1-Sequenz von Choo et al. (1989).
Bei den HCV-Isolaten aus dem Tumor- und Peritumorgewebe sowie dem Serum des Patienten
handelt es sich um den HCV-Subtyp 1 a. Die Nukleotidsequenzen der HCV-Isolate aus
Peritumor und Serum sind identisch. Die Sequenzen aus Serum bzw. Peritumor unterscheiden
sich in 14 Positionen von der HCV-1-Sequenz. Dreizehn dieser Mutationen fiihren jedoch
nicht zu einer Anderung der Aminosiuresequenz. An Nukleotidposition 8159 fiihrt die

Substitution von G — A zu dem Austausch der Aminosdure Arginin gegen Glutamin. Dieser
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Sequenzunterschied tritt in der Serum-, Peritumor- und in der Tumor-Sequenz auf. Die

Tumorsequenz unterscheidet sich ebenfalls an 14 Positionen von der HC V-1-Sequenz, wobei

die Mutationen nicht in allen Fillen mit denen aus dem Serum bzw. Peritumor

ubereinstimmen.

n

0

0n

0n

0

n

0n

51
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Abb. 20: Nukleotidsequenz von Position 7970 bis 8529 von HCV-Isolalen aus Tumorgewebe, Serum und

Peritumorgewebe. In der jeweils obersten Zeile der dargestellten Sequenzen ist die Nukleotid-
position nach Choo et al. (1989) aufgefiihrt. Darunter ist die sich aus der Nukleotidsequenz des
HCV-1-Isolates von Choo et al. (1989) ergebende Aminosduresequenz dargestellt. Nukleotid-
austausche im Vergleich zur HCV-1-Sequenz sind mit Buchstaben markiert, identische. Nukleotide
sind als Striche dargestellt. An Position 8522 (mit einem Stern markiert) kommt es aufgrund einer
Punktmutation (C — T) zu einem Aminosdureaustausch (Alanin — > Valin).
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Die Nukleotidsequenz von HCV-Isolaten aus Tumor und Peritumor bzw. Serum unterscheidet
sich an 8 Positionen (Abb. 20). Sieben der Mutationen betreffen die dritte Position eines
Kodons und haben keinen Aminosdureaustausch zur Folge (Wobble-Effekt). An
Nukleotidposition 8522 weist das Tumorisolat im Vergleich zur Peritumor- bzw. Serum-
sequenz aufgrund einer Punktmutation (C — T) einen Aminosédureaustausch von Alanin nach
Valin auf. Dies ist ein Austausch einer neutralen Aminosdure gegen eine andere neutrale
Aminosdure im Protein. Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dal im Serum bzw. Peritumor

des Patienten eine andere HCV-Variante vorhanden ist als im Tumorgewebe.

4.4.3.2 Sequenzierung der NS5-Region von HCV-Isolaten aus ver schiedenen

Bereichen des Tumor - bzw. Peritumor gewebes

Um auszuschlieBen, daf es sich bei den verschiedenen Sequenzen aus Peritumor- und Tumor-
gewebe um eine zufillige Verteilung von HCV-Varianten im Lebergewebe handelt, wurde
HCV-RNA aus jeweils drei verschiedenen Bereichen des Tumor- bzw. Peritumorgewebes
isoliert und mit dem Primerset N5/1 (Tabelle 1) eine nested RT-PCR durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der direkten Sequenzierung sind in Abbildung 21 dargestellt.

Die HCV-Sequenzen aus drei verschiedenen Bereichen des Tumorgewebes (T 1 - 3) sind
identisch, ebenso die Sequenzen aus den drei Peritumorbereichen (P 1 - 3). Die
Nukleotidunterschiede zwischen HCV-Sequenzen aus Tumor- bzw. Peritumorgewebe sind die
gleichen wie zuvor in Abbildung 20 beschrieben. Die dargestellten Sequenzen zeigen, daf3 die
zuvor beschriebenen HCV-Varianten nicht zufillig iiber das Lebergewebe verteilt, sondern fiir

Tumor- bzw. Peritumorgewebe spezifisch sind.
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Abb.21:

4.4.3.3
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Nukleotidsequenzen von Position 8013 bis 8169 der NS5-Region von HCV-Isolaten aus drei ver-
schiedenen Bereichen des Tumors (T 1 - 3) bzw. Peritumors (P 1 - 3). In der obersten Zeile ist, wie
in Abbildung 20, die Nukleotidposition nach Choo et al. (1989) und darunter die
Aminosduresequenz dargestellt. Als Reverenz-Sequenz dient die von Choo et al. (1989)
veroffentlichte Sequenz des HCV-1-Isolates. Nukleotidaustausche im Vergleich zur HCV-1-Sequenz
sind mit Buchstaben markiert, identische Nukleotide sind als Striche dargestellt.

Vertellung von HCV-Varianten im Serum, Tumor - und Peritumor gewebe
anhand der NS5-Region

Die bisher durchgefiihrte direkte Sequenzierung der PCR-Produkte aus Tumor- bzw.

Peritumorgewebe zeigt nur die am hdufigsten vorhandene HCV-Variante. Durch die direkte

Sequenzierung ist es jedoch nicht ohne weiteres moglich, weitere - weniger haufig

vorkommende - HCV-Varianten im Gewebe zu detektieren. Um das Vorhandensein weiterer

HCV-Varianten zu untersuchen, wurde mittels des Primersets N5/1 (Tabelle 1) eine nested

RT-PC

R von HCV-Isolaten aus Tumor, Peritumor und Serum durchgefiihrt. Die erhaltenen

PCR-Produkte wurden direkt in den pGEM-T-Vektor kloniert. Klone mit dem NS5-Fragment

wurden auf X-Gal-Platten selektiert und abgeimpft. Nach Lyse der Zellen (Kapitel 3.3.3.1)

wurde

eine DNA-PCR mit dem Primerpaar N5/ligema (Tabelle 1) durchgefiihrt und die

resultierenden Amplifikate von jeweils zehn verschiedenen Klonen sequenziert. Das Ergebnis

der Sequenzierung ist in Abbildung 22 dargestellt.
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Abb. 22: Sequenzen von jeweils zehn Klonen aus HCV-Isolaten aus Tumor (T 1 - 10), Peritumor (P 1 - 10) und
Serum (S 1 - 10) von Position 8013 bis 8169 der NS5-Region von HCV. In der obersten Zeile
ist, wie in Abbildung 20, die Nukleotidposition nach Choo et al. (1989) und darunter die
Aminosduresequenz dargestellt. Als Reverenz-Sequenz dient die von Choo et al. d989)
verdffentlichte Sequenz des HCV-1-Isolales. Nukleotidaustausche im Vergleich zur HCV-1-Sequenz
sind mit Buchstaben markiert, identische Nukleotide sind als Striche dargestellt.
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Die erhaltenen Sequenzen der zehn Klone des Tumorisolates sind untereinander identisch und
unterscheiden sich in den unter 4.4.3. | beschriebenen Nukleotidpositionen von den Sequenzen
der HCV-Isolate aus Peritumor und Serum. Die Sequenzen der zehn verschiedenen Klone aus
dem Peritumor sind ebenfalls identisch. Sieben Klone von HCV-Isolaten aus dem Serum des
Patienten stimmen mit den Sequenzen aus dem Peritumor iiberein. Drei der Sequenzen weisen
jedoch Punktmutationen auf, wobei zwei der Sequenzen identisch sind (jeweils Mutationen an
Nukleotidposition 8131; G — T Mutation im Vergleich zu den anderen Sequenzen aus dem
Serum). Die dritte abweichende Sequenz zeigt an Position 8103 eine C — T Mutation. Die
Mutationen der drei abweichenden Sequenzen aus dem Serum fithren nicht zu einer
veranderten Aminosduresequenz. Durch die Klonierung konnten im Serum drei verschiedene
HCV-Varianten nachgewiesen werden. Dagegen kann anhand der Sequenzierung von zehn
Klonen aus Tumor- bzw. Peritumorgewebe nur das Vorhandensein jeweils einer Variante im
Tumor- bzw. Peritumorgewebe aufgezeigt werden. Falls noch weitere HCV-Varianten im
Gewebe vorhanden sind, die sich in diesem Genombereich unterscheiden, so liegt deren Anteil
unter 10 % bzw. befinden sich in anderen Gewebearealen der Leber, die nicht in diesem

histologischen Schnitt erfa3t wurden.

444  Sequenzierung der Core-Region

Die Core-Region des Hepatitis C Virus kodiert fiir das Kernprotein des Virus. Das Protein
besitzt verschiedene Eigenschaften, die flir einen moglichen tumorigenen Einflu3 verant-

wortlich sein konnen, wie die Fahigkeit, Nukleinsduren zu binden.

Mittels der Primerpaare Clexternat Und Clinemar (Tabelle 1) wurde eine nested RT-PCR von
HCV-Isolaten aus Serum, Peritumor und Tumor durchgefiihrt. Die direkte Sequenzierung der
PCR-Produkte ergab keine Sequenzunterschiede zwischen HCV-Isolaten aus Serum und
Peritumor (Abb. 23). Die mehrfache direkte Sequenzierung zweier PCR-Produkte (zwei
getrennte Extraktionen) von Tumorisolaten (mit T1/D1-2 und T2/D1-3 beschriftet, Abb. 23)
zeigte Sequenzunterschiede im Vergleich zur Peritumor- bzw. Serumsequenz. Ebenfalls
wiesen die unterschiedlichen direkten Sequenzierungen unterschiedliche Nukleotidsequenzen
mit zum Teil starkem Hintergrund auf, was fiir eine Uberlagerung mehrerer Sequenzen

spricht.
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Da sich die Sequenzen der direkten Sequenzierung von PCR-Produkten aus Tumorisolaten
unterschieden, wurde mittels Klonierung versucht, die unterschiedlichen HCV-Varianten im
Tumorgewebe nachzuweisen. Dazu wurden die PCR-Produkte in den pCRII-Vektor kloniert
und anschlieBend jeweils zehn Klone von Serum- und von Peritumorisolaten sowie zwanzig
Klone von Tumorisolaten sequenziert. Alle Serumklone waren bis auf einen identisch. In
Abbildung 23 ist in der obersten Reihe stellvertretend fiir acht weitere Sequenzen der
Serumisolate die Sequenz S/9 dargestellt. Klon S/10 besitzt an der Nukleotidposition 204 eine
A — G Mutation, welche jedoch nicht zu einer Anderung der Aminosiuresequenz fiihrt. Die
sequenzierten Klone des PCR-Produktes von Peritumorisolaten sind identisch mit den im
Serum des Patienten vorherrschenden HCV-Sequenzen. Stellvertretend fiir die klonierten
Peritumorsequenzen ist P/l aufgefiihrt; sie ist mit der Sequenz aus der direkten Sequenzierung

des Peritumorisolates (P1/D1) identisch.

Die Sequenzen der klonierten PCR-Produkte T1 und T2 sind ebenfalls in Abbildung 23
dargestellt (T1 und T2 jeweils 10 Klone). Die Mutationen, die die direkte Sequenzierung
aufzeigt (T1/D 1-2 und T2/D1-3), sind in den verschiedenen klonierten Sequenzen

wiederzufinden.

Die Klone TI1/1, T1/2, T1/6, T1/8 und T1/9 sind identisch. Sie weisen an den
Nukleotidpositionen 51 und 53 jeweils eine Deletion einer Base auf. Durch den Verlust der
beiden Nukleotide kommt es zu einem Verschieben des Leserasters und zum Auftreten eines
Stopkodons (TAG) an der Nukleotidposition 126 bis 128 (Aminosdureposition 42). Eine
weitere Deletion an Nukleotidposition 152 hat aufgrund des zuvor auftretenden Stopkodons
keinen EinfluB auf die Aminosdurezusammensetzung der Virusproteine. Die Klone T 1/4,
T1/5, T1/7 besitzen ebenfalls die zuvor beschriebenen Deletionen. Zusétzlich treten in
3'-Richtung von der Nukleotidposition 128 noch weitere Punktmutationen im Vergleich zu den
zuvor beschriebenen Sequenzen auf, die jedoch aufgrund des Stopkodons an
Aminosédureposition 42 keinen EinfluB3 auf die Proteinsequenz haben. Die Klone T1/10, T2/1
und T2/4 weisen ebenfalls an Nukleotidposition 51 und 53 eine Deletion einer Base auf,
unterscheiden sich jedoch von den zuvor beschriebenen Klonen durch eine Aminosiure-
substitution an Position 16 (Alanin — Serin). Die weiter 3'-aurtretenden Sequenzunterschiede

zwischen den drei Klonen haben auf die sich ergebende Aminosédureabfolge des Core-Proteins
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aufgrund des an Aminosdureposition 42 auftretenden Stopkodons keinen Einflu3. Die bei den
Klonen T 1/10 und T2/4 an Nukleotidposition 15 auftretende Basensubstitution (T — C)
betrifft die dritte Position des Kodons und hat keine Anderung der Aminosiuresequenz zur
Folge (Wobble-Effekt). Die sich ergebenden Proteinsequenzen sind in Abbildung 24
dargestellt (CV = Core-Varianten). Die Aminosduresequenz CV1/1 ergibt sich aus den
Nukleotidsequenzen T1/1, T1/2, T1/4, T1/5, T1/6, T11/7 T1/8 und T1/9 und die Aminosiure-
sequenz CV2/1 aus den Nukleotidsequenzen T1/10, T2/1 und T2/4.

1 11 21 31 41 51 61 71 81
5'-ATGAGCACGAATCCTAAACCTCAAAAAAAAAACAAACGTAACACCAACCGTCGCCCACAGGACGTCAAGTTCCCGGGTGGCGGTCAGATC
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91 101 111 121 131 141 151 161 171
GTTGGTGGAGTTTACTTGTTGCCGCGCAGGGGCCCTAGATTGGGTGTGCGCGCGACGAGARAGACTTCCGAGCGGTCGCAACCTCGAGGT
8/ 9 e Gmmmmmmmm e m e
S/10 s e e e
PL/DLl === == m e e e e e e e e e Gmmmmm e e
P /L s e e e Grmmmmmm e
TL/DL = mmmm e mmmmm e m o mm e g
TL1/D2 = mmmm o mm i mm i mm e m e g
T2/D1 === === mm e m e e e e e e e oo Ammmmm e e e e
T2/D2 === === m i m e m e e e e e Gmmmmm e e
T2/D3 === = mm i m e e e e e e Ammmmm e
TL/1 mmmmm e mm e m e g
T1/2 = mmmm e e e e e e e Ammmmm e e e e
T1/6 === = mm i m e e e e e e e Amm e mm e e e
TL/8 == mmmm e e e e e e Ammmmm e e
TL1/9 mmmmm i mm e e g
T1/4 == o mm e e e e e e e Ammmmm e e e e
T1/5 === = mm e e e e e e e e e Ammmmmm e T-----
TL/7 = mmmmmm e e e e e e A-mmmmmm - A-mmmmmmm -
1 T
T2/1 = e mm e e e e e e e Gmmmmm e e e
T2/4 === e e m e e e e Gmmmmm e e
T2/2 = mmmm e e e e e Grmmmmmmmm e
T2/3 oo mm o mm e m e T
T2/5 == mmmmm e e e e e e e Gmmmmm e m e
T2/7 == mm e m e e e e e e Gmmmmm e
T2/8 == mm e e e e e e Grmmmmm e
T2/10 = o mmm o mm e mm e m oo T
T1/3 = mmmm e e e e e e e Ammmmm e e e e
T2/6 === mmmm e e e e e e e Gmmmmm e e
T2/9 = mmmm e e e e Grmmmmmmmm e
181 191 201 211 221 231 241 251 261
AGACGTCAGCCTATCCCCAAGGCTCGTCGGCCCGAGGGCAGGACCTGGGCTCAGCCCGGETACCCTTGEGCCCCTCTATGGCAATGAGGGC
S/9  mmmmmmmmmmmmemeeeaoo Ammmmmmmmmeeee e Gmmmmm e e e e e e e
S/10  mmmmmmmmme e Gommmmmmmm e Gmmmmm e e e e
P1/Dl  mmmmmmmmmmmmmm e g s NS
P /1  mmmemmemmemmeeeeeeoo Bmmmmmmmmmme e Gmmmmm e m e e
T1/D1  =-==mmmmmmmmmmmmeee Ammmmmmmmmeee e Gmmmmm i m e e e e e e
T1/D2 —--=--mmmmmmmmm o A-mmmmmmmm e Gmmmmm e e e e e
T2/D1  —mmmmmmmmmmmm e g T
T2/D2 =---AC---==--mmmmemmmmn Gmmmmmmmm e e e A-mmmmmmem-
T2/D3 =-==mmmmmmmmmmeeeee Ammmmmmmmme e Gmmmmm i m e e e e e
T1/1  mmmmmmmmmm e A-mmmmmmmmmm - Gmmmmm e e e e e
T1/2  mmmmmmmmmmmm e g T
T1/6 === mmmmmmmmemmeemeee Bmmmmmmmmmme e Gmmmmm e m e e e
T1/8  ==mmmmmmmmmemmeeeeeo Ammmmmmmmme oo Gmmmmm e m e e e e e
T1/9  mmmmmmmmmm e A-mmmmmmmm - Gmmmmm e e e e e
T1/4  —-=-AC--mmmmmmmmmm e g T
T1/5 === mmmmmmmemmeemeee s Bmmmmmmmmmmee e Gmmmmmmmm e e e
T1/7  mmmmmmmmmmmmmmmmmeee- Ammmmmmmmme e Gmmmmm e e e A-mmmmmm -
1/ R — NS Tommmom - [T —— Gmmmm e
T2/1  mmmmmmmmm e NS Tooomomm - T
T2/4  =m-mmmmemmeemeeeee A--mmme- To-mmmm-- Gmmmmm e m e e e
T2/2  ----- Cmmmmmmmmme e Gmm == m i mm e e e e
T2/3 ----- Cmmmmmmmmme e Gmm == mmmm e e e e e e
T2/5  ----- Crmmmmmmmmm - Gmmmmm e e e e e Crmmmmmmmmm oo
T2/7  ----- Crmmmmmm e Grmmmmmm oo G----- Am s mm e m o
T2/8  ----- Cmmmmm e Grmmmmmmm e G----- Amm m e e e e e el
T2/10 ----- Cmmmmmmm e Grmmmmmmmm e Gmmmmm e e e e e e e
T1/3  mmmmmmmm e e Gmmmmm e
T2/6  ----- Commmmmmm e - Gmmmmm e mm e mm e e e
T2/9  ----- Cmmmmmmm e Gm == mmmmm e e e e e

Abb. 23 Nukleotidsequenz von Position 1 bis 270 (nach Choo et al., 1989) der Core-Region von HCV-
Isolaten aus Serum (S), Peritumor- (P) bzw. Tumorgewebe (T). Die direkt sequenzierten PCR-
Produkte sind mit P/D bzw. T/D beschriftet, die klonierten PCR-Produkte mit T1/.. bzw. T2/.. (zwei
verschiedene PCR-Produkte aus der gleichen Region des Tumors).

98



Ergebnisse

Die Klone T2/2, T2/3, T2/5, T2/7, T2/8, T2/10 besitzen an Nukleotidposition 85 eine C — T
Substitution. Hierdurch kommt es zur Generierung eines Stopkodons an der Nukleotidposition
85 bis 87 und somit nach 28 Aminoséduren zum Abbruch der Proteinsynthese. Die resul-
tierende Aminosduresequenz CV2/2 ist in Abbildung 24 dargestellt. Die nach Nukleotid-
position 85 auftretenden Punktmutationen in den verschiedenen Klonen haben aufgrund des
zuvor auftretenden Stopkodons keinen Einfluf3 auf die Proteinsynthese. Klon T1/3 besitzt eine
Deletion von drei Basen an Nukleotidposition 51 bis 53, was den Verlust der Aminoséure
Arginin (Aminosdureposition 18) zur Folge hat. Diese Deletion hat auf die nachfolgende
Aminosduresequenz keinen Einflul. Dieser Klon besitzt zusdtzlich noch an Position 152 die
Deletion einer Base, so dall ab dieser Base ein verdndertes Leseraster auftritt. Innerhalb des
sequenzierten Bereichs tritt kein Stopkodon auf, welches zum Abbruch der Proteinsynthese
fithrt, wie es bei den zuvor beschriebenen Klonen der Fall ist. Die Aminosduresequenz des

Klons T1/3 ist in Abbildung 24 (CV1/3) dargestellt.

Die Klone T2/6 und T2/9 besitzen an Nukleotidposition 54 eine Deletion einer Base, wodurch
es zu einem Verschieben des Leserasters kommt. Wie bei dem zuvor beschriebenen Klon T1/3
treten auch hier innerhalb des sequenzierten Bereichs keine Stopkodons auf, welche zu einem
Abbruch der Polyproteinsynthese fithren wiirden. Die Proteinsequenz (CV2/6) ist in
Abbildung 24 aufgefiihrt.

Die Haufigkeit der im Tumor gefundenen Sequenzen betrigt: CV1/1 = 40 % (8/20),
CV2/1 =15 % (3/20), CV2/2 =30 % (6/20), CV1/3 =5 % (1/20) und CV2/6 = 10 % (2/20).

1 11 21 31 41 51 61 71 81 91
P MSTNPKPQRK TKRMTNRRPQ DVKFPGGGQI VGGVYLLPRP GPRLGVRATR KTSERSQPFG RRQP1PKARR PEGRAWAQPG YFWPLYGNEG CGWA

CV1l/1 MSTMPKPQRK TKRMTNRPTG CQVPGWRSDR WWSLLVAAQG P

CV2/1 MSTNPKPQRK TKRNTSRPTG CQVPGWRSDR WWSLLVAAQG P

CV2/2 MSTNPKPORK TKRNTNRRPQ DVKFSGGG
CV1/3 MSTNPKPQRK TKRNTNR-PQ DVKFPGGGQI VGGVYLLPRR GPRLGVRATR RLPSGRNLEV DVSLSPRHVG PRAGPGLSPG TLGPSMAMRA AGG
CV2/6 MSTNPKPQRK TKRNTNRRHR TSSSRVAVRS LVEFTCCRAG ALDWVCARRG RLPSGRNLEV DASLSPRRVG PRAGPGLSPG TLGPSHAMRA AGG

Abb. 24: Von den in Abbildung 23 dargestellten Nukleotidsequenzen abgeleitete Protein-Sequenzen des
HCV-Core-Gens. P = Peritumorsequenz, CV = Core-Varianten aus dem Tumorgewebe. Aminosdure-
dnderungen aufgrund von Punktmutationen und Deletionen sind unterstrichen. Der Bindestrich (-)
steht fiir eine Aminosduredeletion.
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445 Computeranalysen der resultierenden Core-Sequenzen

Die aus den isolierten HCV-Core-Sequenzen resultierenden Aminosduresequenzen wurden in
die EMBL-Datenbank eingegeben. Es wurde nach Sequenzhomologien mit anderen Proteinen
gesucht. Interessant in diesem Zusammenhang waren vor allem die "Frameshift"-Mutanten
CV1/3 und CV/2/6. Zu den eingegebenen Core-Protein-Sequenzen konnten mittels der
Computeranalyse keine homologen Sequenzen (ausgenommen weitere HCV-Sequenzen)

gefunden werden.

Die Hydrophobizititsanalyse der Core-Gesamtsequenz bzw. der Core-Isolate aus dem
Tumorgewebe ist in Abbildung 25 dargestellt. Die Gesamt-Core-Sequenz (AS 1 bis 192) zeigt
eine hydrophile Region am 5'-Ende, gefolgt von einer hydrophoben Sequenz am 3'-Ende der
Core-Region (AS 169 bis 187). Die hydrophile Region am 5'-Ende enthélt iiber 20 % basische
Aminosduren (Arginin, Lysin und Histidin), die mit Nukleinsduren (z. B. Virus-Genom)
interagieren konnen. Die Nukleotiddeletionen in den Isolaten T1/3 bzw. T2/6 fiihren zu einer
Verschiebung des Leserasters in dem sequenzierten Core-Bereich (von Base 1 bis 94). Die
daraus resultierenden verdnderten Aminosduresequenzen sind im Vergleich zum ent-
sprechenden "Original" Core-Protein am 3'-Ende weniger hydrophob (Abb. 25 E und F ). Die
stark hydrophobe Region am Carboxy-Ende des Proteins, welche dem Membrantransport
dient, entfdllt bei allen Core-Proteinen aus dem Tumorgewebe. Der Isoelektrische Punkt des
gesamten Core-Proteins betrdgt 11,95; die trunkierten Core-Proteine bzw. die Frameshift-
Mutanten sind schwach basischer (pI = 12,08 bis 12,69) als die Original HCV-Core-Sequenz.
Die Bestimmung der dargestellten Hydrophobizititsprofile erfolgte mit dem Protein-
analyseprogramm SOAP des Software-Programms PC/Gene. Das Hydrophobizitétsprofil
wurde nach der Methode von Kyte und Doolittle (1982) erstellt.
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Abb. 25: Hydrophobizititsprofil der abgeleiteten HCV-Core-Proteinsequenzen aus dem Tumorgewebe.
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44.6 Malignitatstests

Um das moglicherweise vorhandene transformierende Potential der gefundenen HCV-Core-
Sequenzen aus Tumorgewebe zu untersuchen, wurden die erhaltenen Sequenzen in einen
eukaryontischen Expressionsvektor kloniert und deren Einfluf in verschiedenen Malignitéts-

tests untersucht.

4.4.6.1 Generierung einer Gesamt-Core-Sequenz als Kontrolle fur die Trans-

formationsver suche

Fiir die Expression der verschiedenen in Abbildung 24 dargestellten Core-Sequenzen wurden
die entsprechenden Amplifikate mittels EcoRI aus dem pCRII-Vektor ausgeschnitten, nach
Auftrennung im Agarosegel aufgereinigt und in die EcoRI-Schnittstelle des pcDNA3-Vektors
hinter den CMV-Promotor einkloniert. Die richtige Orientierung der Core-Sequenzen wurde
durch Restriktionsverdau mit Xhol und Apal iberpriift. Die Sequenz der einklonierten
Fragmente wurde durch Verwendung von T7- und Sp6-Primer (komplementére Sequenzen auf

dem Plasmid) ermittelt.

Die durch die PCR mit dem nested Primer-Set C1 (Clexternal senses Clexternal antisenses C linternal sense
und Clintemal antisense; PCR-Produkt von Position -66 bis 309 nach dem Nummerierungssystem
von Choo et al. (1989)) generierte Peritumorsequenz umfaflt nur 309 der insgesamt etwa 520
Basen des in vivo vorliegenden prozessierten HCV-Core-Gens. Um die Sequenz des gesamten
HCV-Core-Proteins als Kontrolle fiir die geplanten Expressionsversuche zu
erhalten, wurde eine RT-PCR mit den Primern Clexiemat sense UNd Cges. antisense (Tabelle, 1)
durchgefiihrt. Das erwartete PCR-Produkt sollte die Nukleotidsequenz von Position -74 bis 520
umfassen. Da keine Amplifikation mit diesen Primern erreicht wurde, wurde anstelle des
Primers Cges. antisense €10 schon frither in anderen Untersuchungen bewdhrter Primer (C2angisense,
Nukleotidposition 469 - 498) eingesetzt. Die mit diesem Primer amplifizierte cDNA umfafite
jedoch nicht das gesamte Core-Protein. Um das so erhaltene Amplifikat zu verlangern, wurden
noch zwei weitere aufeinanderfolgende PCRs durchgefiihrt. Die erste PCR wurde, mit den

Primern Cligemal sense (Nukleotidposition -37 - -66) und Ciperap (Nukleotidposition 483 bis
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512) durchgefiihrt. In einem zweiten Amplifikationsschritt mit den Primern Cliyternal sense Und

Coes. antisense (Nukleotidposition 498 - 520) wurde die. gesamte Core-Sequenz mit 173 Amino-
sduren generiert (21 kDa). Zusidtzlich wurden mit Hilfe der zweiten PCR zwei
aufeinanderfolgende Stopkodons an die Core-Sequenz angehdngt, um die Proteinsynthese im
Expressionsvektor nach 173 Aminosduren zu beenden. Das HCV-Core-Protein liegt in dieser
GroBe in vivo nach Prozessierung des HCV-Polyproteins in der Zelle vor. Das auf diese Weise
erhaltene PCR-Produkt wurde direkt in den pCRII-Vektor kloniert und mittels der EcoRI-
Schnittstellen in den pcDNA3-Vektor umkloniert. Die Sequenz des Core-Gens wurde mittels

der T7- und Sp6-Primer in einer Sequenzreaktion iiberpriift.

Fiir die folgenden Transformationsversuche wurde als Kontrolle, neben der gesamten Core-
Sequenz (173 AS) auch die durch die PCR kiinstlich verkiirzte Peritumorsequenz (94 AS)

eingesetzt.

Um das auf diese Weise generierte Gesamt-Core-Protein und das kiinstlich verkiirzte
Peritumor-Protein zu iiberpriifen, wurden beide Sequenzen in vitro transkribiert und
translatiert. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit Hilfe von
Core-spezifischen Antikérpern (C7-50 (Moradpour et al.,, 1996) und SA12-Antiserum
(Eurogentec)) detektiert. In Abbildung 26A und B ist das Ergebnis des Western-Blots
dargestellt.

Bei Verwendung des C7-50-Antikérpers (Moradpour et al., 1996) ist jeweils nur die Bande des
Gesamt-Core-Proteins bzw. der kiinstlich verkiirzten Peritumorsequenz zu erkennen. Der
monoklonale Antikoérper C7-50 erkennt ein gut konserviertes lineares Epitop zwischen
Aminoséureposition 21 und 40 des HCV-Core-Proteins (Moradpour et al., 1996). Bei
Verwendung des SA 12 Antikérpers sind neben der Core-Sequenz bzw. der verkiirzten Core
Sequenz aus dem Peritumor noch viele unspezifische Nebenbanden zu erkennen. Der
eingesetzte Antikdrper erkennt ein lineares Epitop zwischen Aminosdureposition 3 und 18 des
HCV-Core-Proteins. Das fiir die in vitro Translation eingesetzte Retikulozyten-Lysat
entstammte ebenso wie der Antikdrper SA12 einem Kaninchen. Damit lassen sich

wahrscheinlich die vielen unspezifischen Nebenbanden erkliren.
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Abb. 26: Western-Blot der in vitro translatierten Gesamt-Core-Sequenz and der durch die PCR kiinstlich
verkiirzten Peritumorsequenz mittels eines Core-spezifischen Antikdrpers nach Auftrennung der
Proteine in einem 10 %igen Acrylamidgel. In Spur 1 ist das Gesamt-Core-Protein aufgetragen, in Spur 2
die verkiirzte Peritumorsequenz. Die Grofle der Proteine wurde mit Hilfe des
Molekulargewichtsmarker bestimmt, welcher nach Ponceau S-Farbung zu erkennen war.
A: Verwendung des Antikdrpers C7-50 (Moradpour et al., 1996); B = Verwendung des Antikorpers
SA12 (Eurogentec).

4.4.6.2 Expression der veranderten Core-Sequenzen in eukaryontischen Zellsystemen

Die unter 4.4.6 hergestellten Plasmide wurden mit Lipofectin in NIH/3T3- und Fisher-ratl-
Zellen eingebracht, und die transfizierten Zellen mit G418 (wie in Kapitel 3.3.7.6
beschrieben) selektiert. Nach zehn Tagen waren geniigend selektierte Zellen vorhanden, um
sie in weiterfilhrenden Versuchen einsetzen zu konnen. Als Negativ-Kontrolle fiir die
Transformationsversuche diente der pcDNA-Vektor alleine beziehungsweise der pcDNA-
Vektor mit mutierter Ha-ras-Sequenz als Positiv-Kontrolle. Die mutierte Ha-ras-Sequenz
stellte Prof. Dr. M. Wigler (Cold-Spring-Harbour-Laboratories, USA) im pAT153-Vektor zur
Verfiigung. Sie war urspriinglich aus einem Blasen-Karzinom (T24) isoliert worden
(Taparowsky et al., 1982). Vorversuche in unserem Labor mit NIH/3T3- und Fisher-ratl-
Zellen hatten gezeigt, dal3 die erhaltene Ha-ras-Sequenz transformierendes Potential besitzt.
Mittels der im Vektor pATI153 vorhandenen BamHI-Schnittstellen wurde das Gen
herausgeschnitten und in den pcDNA3-Vektor kloniert.
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4.4.6.3 Wachstum der transfizierten Zellen in 0,5 % FCSund Austesten der Fahigkeit
zur Focus-Bildung

Wie unter 1.2.1 beschrieben verhalten sich transformierte Zellen in vieler Hinsicht anders als
primdre bzw. immortalisierte Zellen. So ist das Wachstum von Zellen in Medium mit einer
Serumkonzentration von 0,5 % FCS ebenso Hinweis auf einen transformierten Zustand der

Zellen wie die Focus-Bildung (Wachstum der Zellen in mehreren Schichten iibereinander).

Fiir die Untersuchung des Wachstums der transfizierten NIH/3T3- bzw. Fisher-ratl-Zellen in
Medium mit 0,5 % FCS wurden die Zellen, wie in Kapitel 3.3.7.8 beschrieben, fiir 10 Tage in
G418-haltigem Medium (mit 10 % FCS) selektiert und anschlieBend in 6 cm-Petrischalen
ausgesit. Nach weiteren 10 Tagen Kultivierung in 0.5 % FCS und permanenter G418-
Selektion starben die mit Negativ-Kontrolle, Gesamt-Core, P2/2, und Pl/3 transfizierten
Zellen ab. Bei der Positiv-Kontrolle und den Klonen mit den Fragmenten CV1/1, CV2/1 und
CV2/6 entstanden Kolonien sich teilender Zellen. Kolonien wurden auch bei den Zellen mit
kiinstlich verkiirzter Peritumor- Sequenz (Abb. 24: oberste Sequenz) gebildet. Nach weiteren
fiinf Tagen bildeten die Ha-ras-transfizierten Zellen Foci aus. Die ersten Foci wurden in den
mit CV1/1, CV2/1. CV2/6 und Peritumorsequenz transfizierten Zellen etwa 10 bis 15 Tage
spiter gebildet. In Abbildung 27 ist das charakteristische Wachstum Ha-ras-transformierter
NIH/3T3-Zellen in 0,5 % FCS fotografisch festgehalten. Die Zellen zeigen keine
Kontaktinhibition, sondern wachsen in Lagen {ibereinander (Focus-Bildung). Das gleiche
Erscheinungsbild zeigen auch die mit CV1/1 (Abb. 28). CV2/1 (Abb. 29), CV2/6 (Abb. 30)
transfizierten NIH/3T3-Zellen, sowie jene mit der verkiirzten Peritumorsequenz (Abb. 31).
Ein sehr &hnliches Erscheinungsbild tritt auch bei den mit den gleichen Plasmiden
transfizierten Fisher-ratl-Zellen auf. Jedoch zeigt hier die mit Ha-ras transfizierte Kontrolle
eine noch viel stirkere, typischerweise sternformige, aus spindelformigen Zellen bestehende
Focus-Bildung (Abb. 32). Das Erscheinungsbild der anderen - in 0,5 % FCS
tiberlebensfahigen Fisher-ratl-Zellen - dhnelt dem der transformierten NIH/3T3-Zellen. Bei
den Klonen CV1/1 (Abb. 33), CV2/1 (Abb. 34), CV2/6 (Abb. 35) lassen sich zum Teil
abgerundete Zellen entdecken, ebenfalls typisch fiir das Wachstum transformierter Zellen. In
Abbildung 36 ist zum Vergleich das Wachstum nicht-transformierter Fisher-ratl-Zellen
dargestellt. Es ist eine deutliche Kontaktinhibition der Zellen zu erkennen. Die in 0,5 % FCS
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gebildeten Foci wurden mit Hilfe von Klonierungszylindern isoliert (Kapitel 3.3.7.9), und die

einzelnen Foci fiir weitere Versuche herangezogen.

Abb. 27: Wachstum von Ha-ras-transformierten NIH/3T3-Zellen in 0,5 % FCS

Abb. 28: Wachstum von CV1/1-transfizierten NIH3T3-Zellen in 0,5 % FCS
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Abb. 29: Wachstum von CV2/1-transformierten NIH/3T3-Zellen in 0,5 % FCS

Abb. 30: Wachstum von CV2/6-transfizierten NIH3T3-Zellen in 0,5 % FCS
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Abb. 31: Wachstum von NIH/3T3-Zellen in 0,5 % FCS, welche mit der verkiirzten Peritumorsequenz (94 bp)

transfiziert wurden

Abb. 32: Wachstum von Ha-ras-transfizierten Fisher-ratl-Zellen in 0,5 % FCS
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Abb. 33: Wachstum von CV1/1-transformierten Fisher-ratl-Zellen in 0,5 % FCS

Abb. 34: Wachstum von CV2/1-transfizierten Fisher-ratl-Zellen in 0,5 % FCS
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Abb. 35: Wachstum von CV2/6-transformierten Fisher-ratl-Zellen in 0,5 % FCS

Abb. 36: Wachstum von nicht-transformierten Fisher-ratl-Zellen in Medium mit 10% FCS
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4.4.6.4 Weichagar-Koloniebildungstest

Fiir den Weichagar-Koloniebildungstest wurden die transformierten Zellen ebenfalls 10 Tage
in G418-haltigem Medium (mit 10 % FCS) selektiert. Nach Trypsinieren der Zellen wurden
diese ausgezihlt, und etwa 10* Zellen in 3 ml 0,33 %igem Weichagar ausgesit. Nach drei
Wochen bildeten sich bei den Ha-ras-transfizierten NIH/3T3 und Fisher-rat1-Zellen die ersten
Kolonien. Etwa jede zweite Zelle war transformiert (Abb. 37 und 41). Nach etwa vier Wochen
bildeten sich einige wenige Klone (< 10, von insgesamt 3x10* ausgesiten Zellen) in den CV2/1
transfizierten NIH/3T3-Zellen (Abb. 38). Eine weitere Woche spiter bildeten sich auch einige
Klone (< 10, von insgesamt 3x10* ausgesiten Zellen) in den CVI1/I(Abb. 39) und
CV2/6 (Abb. 40) transfizierten Zellen. Keine der Zellen mit den iibrigen verdnderten Core-
Sequenzen bzw. die Negativ-Kontrolle bildeten Klone im Weichagar. AuBler die mit der
Positiv-Kontrolle transfizierten Fisher-ratl-Zellen bildeten alle weiteren transfizierten Fisher-

ratl-Zellen keine Kolonien im Weichagar.

Ein Teil der in 0,5 % FCS isolierten Foci wurde ebenfalls auf die gleiche Weise in Weichagar
ausgesit. Die in 0,5 % FCS vorselektierten NIH/3T3-Zellen bildeten schon nach 10 Tagen im
Weichagar Kolonien. Etwa jede dritte Zelle war transformiert (Abb. 42 und 43). Die in 0,5 %
FCS vorselektierten - zur Focus-Bildung befdhigten - Fisher-ratl-Zellen bildeten mit

Ausnahme der Positiv-Kontrolle keine Kolonien in Weichagar.
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Abb. 37: Koloniebildung von Ha-ras-transformierten NIH3T3-Zellen

Abb. 38: Koloniebildung von CV1/1 transfizierten NIH3T3-Zellen

112



Ergebnisse

Abb. 39: Koloniebildung von CV2/1-transfizierten NIH3T3-Zellen

Abb. 40: Koloniebildung von CV2/6-transfizierten NIH3T3-Zellen
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Abb. 41: Koloniebildung von Ha-ras-transformierten Fisher-ratl-Zellen

Abb. 42: Koloniebildung von CV2/1-transformierten in 0,5 % FCS vorselektierten NIH3T3-Zellen
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Abb. 43: Koloniebildung von CV2/6-transformierten in 0,5 % FCS vorselektierten NIH3T3-Zellen

4.4.6.5 Nachweis der transfizierten HCV-Core-Sequenzen in den transformierten
Zellen

Um zu zeigen, daBl in den transformierten Zellen die erwarteten Core-Sequenzen vorhanden
sind, wurde mit dem Primerpaar Clipema (siche Tabelle 1) eine DNA-PCR durchgefiihrt.
Hierzu wurde die zellulire DNA, wie unter 3.3.7.10 beschrieben, isoliert, die Konzentration
bestimmt und 1 pg DNA in die PCR eingesetzt. Mittels der auf diese Weise durchgefiihrten

PCR konnten in den untersuchten Zellen die HCV-Core-Sequenzen nachgewiesen werden.

4.4.6.6 Nachweis eines 10 kDa Proteinsin transformierten Zellen

In Kooperation mit Dr. Borowski (Arbeitsgruppe Laufs, Institut fiir Medizinische

Mikrobiologie und Immunologie, Universititskrankenhaus Eppendorf, Hamburg) wurden die
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mit CVI/1 und CV2/6 transformierten NIH/3T3-Zellen nach exprimierten verdnderten Core-
Proteinen untersucht. Hierzu wurden die Weichagarklone in DMEM-Medium mit G418
iiberfiihrt, und die Zellen herangezogen. AnschlieBend wurden die Zellen lysiert. und die
Proteine mit TCA gefillt. Als Negativ-Kontrolle dienten die mit dem pcDNA3 transfizierten,
nicht transformierten NIH/3T3-Zellen. Nach Aufnahme der Proteine in SDS-haltigen
Probenpuffer wurden diese auf ein 10 %iges Acrylamidgel aufgetragen. Die Proteine wurden
anschlieend auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Als Erst-Antikorper diente der von
der Firma Eurogentec hergestellte polyklonale Antikérper SA12. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 44 dargestellt.

21 kDa

10 kDa

ADb. 44: Elektrophoretische Auftrennung der Zellproteine in einem 10 %igen Acrylamidgel und
anschlieBendem Western-Blot. Als Antikdrper wurde der polyklonale Antikorper SA12 eingesetzt.
Spur I:  Zelllysate der Negativ-Kontrolle (nicht-transformierte NIH/3T3-Zellen)

Spur 2:  Zelllysate der mit CV2/6 transformierten Zellen
Spur 3:  Zelllysate der mit CV1/1 transformierten Zellen

Wie zuvor in Abbildung 21B erscheint nicht nur eine einzelne Bande, sondern viele weitere
unspezifische Nebenbanden, In den Zellysaten der CV2/6 transformierten Zellen wurde ein
Protein mit etwa 10 kDa erwartet, da die durch die PCR amplifizierte, verdnderte HCV-Core-
Sequenz etwa 94 Aminosduren umfafite. In Spur 2 ist das erwartete Protein mit einem
Molekulargewicht von etwa 10 kDa zu erkennen. Dieses Protein ist nicht im Zelllysat der

Negativ-Kontrolle vorhanden. Auch bei den mit CV1/1 transformierten Zellen ist ein Protein
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mit etwa 10 kDa zu erkennen. Eigentlich wurde hier ein Protein von etwa 4,5 kDa erwartet, da
nach 41 Aminosduren ein Stopkodon in der kodierenden Sequenz auftritt. Die 10 kDa-Bande

kénnte durch das Uberlesen des Stopkodon zustande kommen.

4.4.6.7 Nacktmausversuche

Die transfizierten Zellen wurden fiir die Nacktmausversuche ebenfalls 10 Tage in G418-
haltigem Medium selektiert. Zwei Passagen vor dem Einspritzen der Zellen in die
Versuchstiere, wurde G418 aus dem Medium entfernt, da es moglicherweise einen toxischen
Effekt auf die Nacktmiuse hétte haben konnen. Pro Injektionsstelle (meist beidseitig) wurden
10° Zellen (in 0,5 ml PBS) injiziert. Die Tiere wurden im Ohr markiert und fiir die folgenden
6 bis 10 Wochen beobachtet. Die Positiv-Kontrollen (mit Ha-ras transfizierte NIH/3T3- bzw.
Fisher-rat1-Zellen) bildeten innerhalb von 2 bis 4 Wochen Tumoren (Abb. 45). Die {ibrigen
transfizierten Zellen wiesen keine Tumorbildung auf. Zwei Versuchstiere, mit CV2/1 und
CV2/6 transfizierten Fisher-ratl-Zellen behandelt, bildeten nach 6 Wochen etwa 2 mm bis
3 mm groBe "Knoten" aus, die jedoch histologisch nicht als Tumoren identifiziert werden
konnten. Die Histologie wurde von Dr. Herrmann, Senckenbergisches Zentrum der Pathologie

des Klinikums der J. W. Goethe-Universitét, Frankfurt / Main, durchgefiihrt.

Neben diesem Versuchsansatz wurden auch die in Weichagar vorselektierten Klone in die
Maiuse injiziert. Nach 8 Tagen bildeten sich an beiden Seiten der Tiere bis zu 0,5 cm
Durchmesser gro3e Gewebsvergroflerungen aus. Nach 14 Tagen waren diese VergroBBerungen
jedoch zuriickgebildet. Nur bei den Ha-ras-transformierten Kontrollen bildeten sich deutliche

Tumoren.
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Abb. 45: Nacktmaus mit Tumorbildung (Ha-ras-transformierte NIH/3T3-Zellen)
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5 DISKUSSION

51 Aufbau einer HCV-RT-PCR

511 Qualitative RT-PCR

Fiir die Diagnostik der Hepatitis C-Infektion wird in der Routine der indirekte Virusnachweis
mittels ELISA durchgefiihrt. Bei vielen Infizierten wird dieser Test erst acht bis sechzehn
Wochen nach Infektion positiv, so dall ein diagnostisches Fenster von mehreren Wochen bis
Monaten vorhanden ist. Dagegen 14Bt sich mit der Polymerase-Kettenreaktion schon eine
Woche nach Infektion HCV im Serum von Infizierten nachweisen. Die PCR zeichnet sich
zudem gegeniiber den Immunoassays durch eine hohere Spezifitit und Sensitivitdt aus. Zudem
stellt die PCR eine geeignete Methode dar, um die Replikation von HCV in vitro und in vivo
zu untersuchen. In der Literatur sind verschiedene PCR-Verfahren und der FEinsatz
verschiedener Primer, welche an unterschiedliche Regionen des HCV-Genoms binden, fiir die
Detektion des Hepatitis C Virus beschrieben (Bukh et al., 1992, Garson et al., 1992 und
Honda et al., 1992).

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene PCR-Verfahren und Primer (welche
innerhalb der 5'-NC-Region binden) fiir die Detektion von HCV ausgetestet, um eine
moglichst sensitive und spezifische Nachweismethode zu etablieren und gleichzeitig das
Risiko fiir falsch positive Ergebnisse (Kontaminationen) zu minimieren. Die Austestung
verschiedener PCR-Verfahren zeigte groBe Unterschiede (2 - 3 Zehnerpotenzen) in der
Sensitivitit. Diese Sensitivititsunterschiede konnen verschiedene Ursachen haben. Zum einen
besitzt die nested-PCR den Vorteil, dal schon in einer ersten Reaktion voramplifizierte
cDNA-Fragmente in neuen Reaktionspuffer mit frischem Enzym iiberfiihrt werden. Dadurch
werden moglicherweise vorhandene Inhibitoren herausverdiinnt, und die Amplifikation kann
effizienter ablaufen. Zudem wird bei Anwendung der nested-PCR bzw. der Booster-PCR die
Tag-Polymerase in der zweiten Reaktionsrunde neu in den Reaktionsansatz zugegeben, so dal3
die Amplifikation wieder effizienter ablaufen kann. Der Nachteil dieser beiden PCR-
Verfahren ist die erhhte Gefahr von Produktkontaminationen (Kwok et al., 1993). Daher ist

in der Diagnostik die Durchfiihrung eines One-Tube- oder Single-Step-Verfahrens angestrebt
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(Beschreibung der verschiedenen PCR-Verfahren siehe 3.1.2.2). Die Single-Step-PCR hat
gegeniiber der One-Tube-PCR den Nachteil der geringeren Sensitivitdt, Die Ursache hierfiir
liegt wahrscheinlich in der Verwendung des gleichen Reaktionspuffers fiir die reverse
Transkription und die Amplifikation. Die Zusammensetzung des Puffers stellt einen
Kompromif3 dar, so dal3 beide benétigte Enzyme (reverse Transkriptase und Tag-Polymerase)
arbeiten konnen. Die fiir diese Enzyme optimalen Reaktionsbedingungen kénnen jedoch nicht
gewihrleistet werden. Der Vorteil dieser Methode ist die Verringerung des Kontaminations-
risikos, da ein Offnen des ReaktionsgefiBes nicht mehr notwendig ist. Aufgrund der
verschiedenen Vor- und Nachteile der ausgetesteten PCR-Verfahren wurde fiir die Detektion

von HCV nach Moglichkeit auf die One-Tube-PCR zuriickgegriffen.

Die Austestung verschiedener Primer, welche komplementér zu Sequenzen der 5'-NC-Region
des Hepatitis C Virus sind, zeigte grofle Sensitivitdtsunterschiede (Abb. 8 a - 1). Die
unterschiedliche Sensitivitdt der PCR bei Einsatz der ausgetesteten Primerkombinationen ist
sehr wahrscheinlich auf die vorhandene, starke Sekundirstruktur der 5'-NC-Region
zurlickzufiihren (Brown et al., 1992 und Tsukiyama-Kohara et al., 1992). Primer, die in
Bereichen ohne intramolekulare Zusammenlagerungen binden, konnen voraussichtlich besser
an die komplementédren Sequenzen anlagern, als Primer, die mit komplementiren Sequenzen
innerhalb der 5'-NC-Region konkurrieren und daher eine geringere Bindungseffizienz

besitzen.

512 Quantitative RT-PCR

Fiir die Diagnostik und die Verlaufsbeobachtung einer antiviralen Therapie ist die Detektion
des Hepatitis C Virus mit Hilfe der RT-PCR von groBer Bedeutung. Der Einsatz der RT-PCR
bei Untersuchungen zur Pathogenese des Hepatitis C Virus ist weit verbreitet. Verschiedene
Studien sprechen fiir einen Zusammenhang zwischen der Hohe des Virustiters und dem
klinischen Verlauf der Erkrankung (Kato et al., 1993 und. Lau et al., 1993). Auch soll eine
hohe HCV-RNA-Konzentration (iiber 10’ HCV-RNA-Molekiile / ml Serum) ein negativer
Pradiktor fiir das Ansprechen auf eine o-Interferon-Therapie darstellen (Lau et al., 1993). Der
Aufbau einer quantitativen kompetitiven RT-PCR ermdglicht Untersuchungen zur

Viruspathogenese in vitro und in vivo. So kann die Feststellung und Beobachtung der
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Viruskonzentration im Blut von Patienten moglicherweise Aussagen {iiber die Prognose des
Krankheitsverlaufs oder ein frithzeitiges Erkennen des Ansprechens auf eine o-Interferon-
Therapie erlauben und somit die Effizienz einer Medikation erhohen. Ebenso kann die
Beobachtung der Replikation des Virus in verschiedenen Zellkultursystemen Aufschluf3 iiber

pathogene Mechanismen liefern.

Mehrere Strategien sind fiir den Aufbau eines internen Standards zur Durchfiihrung einer
quantitativen kompetitiven RT-PCR mdglich. Im Allgemeinen werden zur Unterscheidung
von HCV-RNA und Standard-RNA Restriktionsschnittstellen in den Standard eingebaut.
Nach der PCR wird ein Restriktionsverdau durchgefiihrt, so dal die Amplifikate der HCV-
RNA und die des Standards aufgrund ihrer resultierenden unterschiedlichen Lingen im
Agarosegel unterschieden werden konnen (Hagiwara et al., 1993 und Kato et al., 1993). Bei
dieser Methode der Quantifizierung kann es zwischen den HCV- und den Standard-
Amplifikaten wéihrend der Amplifikation zur Bildung von Heteroduplexmolekiilen kommen.
Diese Molekiile fithren zu einer Uberschitzung der eigentlich vorhandenen HCV-RNA-
Molekiile, da sie, ebenso wie HCV-Amplifikate, nicht mit Hilfe der Restriktionsenzyme
geschnitten werden konnen. Eine weitere Moglichkeit die Amplifikate des internen Standards
von den HCV-Amplifikaten zu unterscheiden, ist die Verwendung von Standards, die eine
andere Lénge als die resultierenden HCV-Amplifikate besitzen. Nach Auftrennen der PCR-
Produkte im Agarosegel kann man so aufgrund des unterschiedlichen Laufverhaltens die
beiden Produkte voneinander unterscheiden (Wang et al., 1989). Jedoch wird in der PCR die
Amplifikation von kiirzeren Fragmenten bevorzugt, so dal es auch hier zu einer
Fehleinschdtzung der Viruskonzentration kommen kann. Sowohl bei Verwendung von
Restriktionsschnittstellen als auch bei unterschiedlich groBen Amplifikaten zur
Unterscheidung von Standard- und HCV-Amplifikat muB3 zusétzlich noch beriicksichtigt
werden, daB3 kurze DNA-Fragmente weniger Ethidiumbromid interkalieren. und so gleiche
Mengen an DNA-Molekiilen mit unterschiedlichen GroBen verschiedene Bandenstirken

ergeben.

Das Amplifikationsprodukt des internen RNA-Standards der in dieser Arbeit dargestellten
Quantifizierungsmethode besitzt die. gleiche Linge und den gleichen GC-Gehalt wie das
Amplifikationsprodukt der 5'-NC-Region des Hepatitis C Virus. Die Unterscheidung
zwischen HCV-Wildtyp- und Standard-Amplifikaten erfolgt {iber eine 25 Basen umfassende
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Region innerhalb des Amplifikates, welche durch "site-directed mutagenesis" in der Standard-
Sequenz verdndert wurde. Von diesen 25 Basen abgesehen, ist die Sequenz zwischen HCV-
Wildtyp-RNA  und  Standard-Amplifikat ~ (abgesehen = von  Subtypen-bedingten
Punktmutationen) identisch. Fiir die reverse Transkription und die anschliefende
Amplifikation der HCV-Wildtyp- und der Standard-RNA koénnen daher die gleichen Primer
eingesetzt werden, ohne dal} es zu einer selektiven Bevorzugung in der Amplifikation einer Ziel

sequenz kommt.

Mit Hilfe der "site-directed mutagenesis" konnte ein 25 Basen umfassender Bereich der 5'-NC-
Region des Hepatitis C Virus ausgetauscht werden. Diese Sequenz diente der Unterscheidung
zwischen ~ HCV-Wildtyp-RNA  und der  Standard-RNA. Die  Methode der
"site-directed mutagenesis" wurde bisher nur zum Einbau gezielter Punktmutationen in DNA
eingesetzt (Higuchi et al., 1989; Ho et al. 1989 und Vallette et al., 1989). Wie in Kapitel 4.2
dargestellt, ist jedoch auch der Austausch groferer Sequenzbereiche (hier 25 Basen) moglich.
Die Umschreibung des cDNA-Standards in RNA erfolgte mit Hilfe eines an einen PCR-
Primer angehingten TV-Promotors, so dafl eine Klonierung des cDNA-Standards nicht

notwendig war.

Das Hepatitis C Virus wird in verschiedene Genotypen und Subtypen eingeteilt (Bukh et al.,
1994 und Simmonds et al., 1993). In Deutschland ist der HCV-Subtyp 1b am hiufigsten
vertreten. Etwa 50 % der HCV-positiven Patienten sind mit diesem Subtyp infiziert. Der
interne Standard der hier etablierten quantitativen RT-PCR wurde, wie beschrieben, aus einem
HCV-1b-Isolat hergestellt. Bei 50 % der infizierten Patienten erfolgt somit die
Quantifizierung der HCV-RNA im Serum mit Hilfe eines internen Standards, welcher in den
meisten Fillen fast 100 %ige Ubereinstimmung im GC-Gehalt bzw. der Nukleotidsequenz
besitzt (abgesehen von dem 25 Basen umfassenden Austausch). Primer und biotinylierte
Oligonukleotide fiir die Hybridisierung wurden aus Bereichen der 5'-NC-Region mit
vollstindiger Homologie zwischen den verschiedenen Genotypen konstruiert. Somit ist
gewihrleistet, dal mit Hilfe der eingesetzten Primer die in Deutschland bisher beschriebenen
Subtypen delektiert werden konnen. Da die Unterscheidung nach Slot-Blot und
Hybridisierung erfolgt, kommt es nicht zu einer Unter- bzw. Uberschitzung der

Amplifikatmengen durch unterschiedliche Ethidiumbromidinterkalierung, wie es bei den
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zuvor beschriebenen Methoden (Hagiwara et al., 1993; Kato et al., 1993 und Wang et al.,
1989) moglich sein kann.

Die Ausgangsmenge an RNA bzw. DNA hat entscheidenden EinfluB auf die
Amplifikationseffizienz (Wang et al., 1989). Hohe DNA-Ausgangskonzentrationen in der PCR
haben Phdnomene wie Substratsittigung der Polymerase, inkomplette Trennung der
DNA-Stringe oder eine Reassoziation der komplementdren Stringe ohne Primeranlagerung
zur Folge. Es ist daher erforderlich, die geeignete Menge Standard- bzw. Wildtyp-HCV-RNA
fiir eine exponentiell verlaufende Amplifikation zu ermitteln. Bei den hier vorliegenden PCR-
Bedingungen verlduft die Amplifikation bei RNA-Konzentrationen von 10 bis
10000 Molekiilen pro PCR-Ansatz bei der Durchfiihrung von 40 Zyklen exponentiell. Die
Reduktion der Zyklenzahl auf 35 Zyklen hat einen Verlust der Sensitivitit der RT-PCR zur
Folge. Die Detektionsgrenze liegt hier bei etwa 1000 RNA-Molekiilen pro Reaktionsansatz.
Die Durchfiihrung von mehr als 40 Zyklen (45 bzw. 50 Zyklen) hat zur Folge, daB} sich die
Amplifikationsreaktion bei einer Ausgangsmenge von mehr als 100 Molekiilen nicht mehr in
der exponentiellen Phase befindet. Dies kann zur Folge haben, dafl Sattigungsfaktoren die
Quantifizierung der HCV-RNA beeinflussen kénnen. Bei der Durchfiihrung der quantitativen
RT-PCR  werden 1000 Molekiile der  Standard-RNA  eingesetzt, um  die
Amplifikationseffizienz zu optimieren. Durch die Verdiinnung des Patientenserums vor der
Extraktion der HCV-RNA wird gewéhrleistet, dal die Ausgangskonzentration der HCV-RNA
in der PCR-Reaktion nicht zu hoch ist und dadurch einen negativen Einflul auf die gesamte
Quantifizierungsreaktion hat. So konnte gezeigt werden, dal3 bei einem kiuflich erhéltlichen
Quantifizierungs-Kit (Amplicor HCV Monitor Test-Kit, Hoffmann La Roche) bei Einsatz von
mehr als 10° HCV-RNA-Molekillen pro ml Serum die quantitative RT-PCR in eine
Sattigungsphase eintritt. Seren, die eine hohere. Viruskonzentration besitzen werden nicht
mehr korrekt quantifiziert. Dies kann bei diesem Kit durch Vorverdiinnungen des

Patientenserums teilweise umgangen werden (Roth et al., 1996).

Mehrere Variablen konnen die Effizienz einer PCR beeinflussen. So sind neben der
Zusammensetzung des PCR-Puffers (MgCl,-, Nukleotid- und Tag-Konzentration) auch die
eingesetzten Primer fiir die Effizienz einer Amplifikationsreaktion von grofler Bedeutung. Das
hier fiir die Quantifizierung eingesetzte Primerpaar (Bgsense Und Bangisense) kann unter den in

Kapitel 3.1.2 angegebenen Bedingungen 10 RNA Molekiile detektieren (Abb. 14). Um diese
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Sensitivitdt zu erzielen, mufl keine "nested"-PCR durchgefiihrt werden, die ein erhdhtes
Risiko fiir Kontaminationen beinhaltet. Da fiir die Amplifikation von HCV- bzw.
Standardsequenzen die gleichen Primer eingesetzt werden, ist die Sensitivitdt der
Amplifikation von HCV- bzw. Standard-RNA identisch. Auch die zur Detektion von HCV-
Wildtyp- und Standard-Amplifikaten eingesetzten biotinylierten Sonden zeigen keinen
signifikanten Unterschied in ihrer Sensitivitdt (Abb. 14). Da die Effizienz der RT-Reaktion
nicht 100 % sondern nur etwa 10 % betrdgt ergibt sich flir die quantitative RT-PCR eine
Sensitivitdt von etwa 500 bis 1000 Molekiilen pro ml Serum. Im Vergleich dazu liegt die
Nachweisgrenze der bDNA (branched DNA)-Quantifizierung (Chiron) mit 10> HCV-RNA-
Molekiilen pro ml Serum bedeutend niedriger (Davis et al., 1994 und Lau et al., 1993). Die
Sensitivitdt des Quantifizierungs-Kits "Amplicor HCV Monitor" der Firma La Roche liegt bei
etwa 500 bis 1000 Molekiilen pro ml Serum. Die Anwendung der in dieser Arbeit etablierten
quantitativen RT-PCR bei 32 Patienten mit chronischer Hepatitis C-Infektion zeigt
(Abbildung 16), daBB mindestens 2 dieser Patienten eine HCV-RNA-Konzentration besitzen,
die nicht mehr mit dem bDNA-System detektiert werden kann.

Gerade im Verlauf einer Interferon-Therapie ist die Sensitivitdt der PCR entscheidend, da bei
Ansprechen auf die Behandlung die Viruskonzentration unter die Nachweisgrenze der PCR
abfallen kann. Je sensitiver eine PCR ist, desto genauere Aussagen konnen iiber einen
langanhaltenden Therapieerfolg gemacht werden. Unter o-Interferon-Therapie verlaufen die
Virustiter und die Transaminasen nicht in allen Fillen parallel. Trotz Normalisierung der
Transaminasen kann in vielen Patienten noch HCV nachgewiesen werden. Bei diesen
Patienten ist nach Therapieende mit einem Wiederanstieg der Transaminasen zu rechnen.
Auch bei Patienten, bei denen keine Virus-RNA mit Hilfe der RT-PCR unter Therapie
detektiert werden kann, mufl mit einem Wiederanstieg der Transaminasen gerechnet werden,
da die Viruskonzentration im Verlauf der o-Interferon-Behandlung nur unter die
Nachweisgrenze der PCR gesunken sein kann. In Abbildung 17 ist der Verlauf der
Transaminasen und die Konzentration der Virus-RNA unter o-Interferon-Therapie dargestellt.
Bei Patient A kommt es nach 20 Tagen der Behandlung zu einer Normalisierung der
Transaminasen. Auch die HCV-RNA ist zu diesem Zeitpunkt nicht mehr nachweisbar. Patient
B zeigt ein partielles Ansprechen auf die Interferon-Therapie. Nach ebenfalls 20 Tagen haben
sich die Werte fiir die Transaminasen normalisiert; jedoch kann wihrend der gesamten

Beobachtungszeit (180 Tage) Virus-RNA im Serum des Patienten nachgewiesen werden. Bei
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diesem Patienten ist nach Absetzen der Therapie mit einem Wiederanstieg der Transaminasen
zu rechnen. Die Viruskonzentration betrdgt bei diesem Patienten im Verlauf der Therapie etwa
1000 Molekiile pro ml. Mit dem bDNA-Quantifizierungssystem wére es nicht mdglich,

die noch vorhandene Virus-RNA nachzuweisen.

Wie Abbildung 16 zeigt, lag die HCV-Serumkonzentration bei den 32 untersuchten Patienten
zwischen 10™° und 10> HCV-RNA-Molekiilen pro ml Serum. In diesem Bereich lagen auch
die von Hagiwara et al. (1993) untersuchten Viruskonzentrationen. Die Menge an HCV-RNA-
Molekiilen variierte hier von 10°° bis 10°° Kopien pro ml Serum. In den von Gretch et al.
(1994) untersuchten Patienten mit HCV-Infektion variierte die Viruskonzentration von
10 bis 10" Molekiilen pro ml Serum. In anderen Publikationen lagen die
Viruskonzentrationen im Durchschnitt niedriger. Kato et al. (1993) wies mit seiner
kompetitiven quantitativen RT-PCR Viruskonzentrationen von 10** bis 10%° HCV-RNA-

Molekiilen pro ml Serum nach.

Die Untersuchung der Viruskonzentration in Verbindung mit dem Schweregrad der
Erkrankung in der hier vorliegenden Arbeit zeigte keine Korrelation zwischen diesen beiden
Parametern. Die durchschnittliche HCV-RNA-Konzentration bei 14 Patienten mit
histologisch gesicherter chronisch persistierender Hepatitis C betrug 10 Kopien / ml
(10>7 bis 10 Kopien / ml), bei 15 Patienten mit chronisch aggressiver Hepatitis
10" Kopien / ml (10> bis 10”* Kopien / ml) und bei 3 Patienten mit einer Leberzirrhose 10°
Kopien / ml (107 bis10%’ Kopien / ml). Diese Daten zeigen keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang zwischen der HCV-RNA-Konzentration und dem Stadium der
Lebererkrankung. Ahnliche Ergebnisse wurden auch von Magrin et al. (1992) gezeigt. Andere
Studien von Hagiwara et al. (1993), Lau et al. (1993) und Gretch et al. (1994) weisen jedoch

auf einen Zusammenhang zwischen Virustiter und dem Schweregrad der Erkrankung hin.

Es konnte gezeigt werden, da3 eine gute Reproduzierbarkeit der in dieser Arbeit etablierten
kompetitiven quantitativen RT-PCR vorliegt. Die Standardabweichung des Mittelwertes
betragt 0,43. Dies entspricht einem Variationskoeffizienten von 6,23 %. Mit dem
zwischenzeitlich erhéltlichen quantitativen HCV-PCR-Kit (Amplicor HCV Monitor Test-Kit

Hoffmann La Roche) wurden vergleichbare Werte erzielt. Die Standardabweichung des
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Mittelwertes betrdgt bei diesem Kit 0,44, dies entspricht einem Variationskoeffizienten von

7,46 % (Roth et al., 1996).

52 Untersuchungen zur in vitro Replikation und zur Tumorigenitat des Hepatitis C

Virus
521 Invitro Replikation von HCV

Die Voraussetzung fiir viele Untersuchungen zur Pathogenitit des Hepatitis C Virus ist das
Vorhandensein eines in vitro Replikationssystems. Die in Kapitel 4.3 dargestellten Ergebnisse
der HCV-Replikation in verschiedenen Zellsystemen zeigen, daB3 das Virus nur in sehr
geringen Konzentrationen in Kultur zu detektieren ist. Fiir den Virusnachweis war die
Durchfithrung einer RT-PCR mit nachfolgender Hybridisierung und somit enzymatischer
Verstirkung des PCR-Signals notwendig. Auch konnte HCV nicht kontinuierlich in den
verschiedenen ausgetesteten Zellinien nachgewiesen werden. Die in den Tabellen 11, 12 und
13 dargestellten Ergebnisse zeigen, dafl die Viruskonzentration in einigen Zellsystemen
(Molt4, Raji, Huh7, PBMLs, immortalisierten Hepatozyten und primiren Hepatozyten) fiir
mehrere aufeinanderfolgende Tage unter der Nachweisgrenze der RT-PCR (10 RNA-
Molekiile) und nur sporadisch an vereinzelten Tagen {iber der Nachweisgrenze lag. Die in der
in vitro Kultur erhaltenen Ergebnisse stimmen zum Teil mit den in der Literatur
beschriebenen Ergebnissen der Kultivierung des Hepatitis C Virus in Zellsystemen iiberein
(Shimizu et al., 1992 und Yoo et al., 1995). Andere Autoren (Lanford et al., 1994; Mizutami
et al., 1996 und Nakajiama et al., 1996) berichten iiber eine kontinuierlich nachweisbare
Replikation von HCV in ihren Zellkultursystemen. Die Zugabe von PEG bei der Inkubation
der Zellen mit HCV-positivem Serum zeigte bei den hier durchgefiihrten Arbeiten keinen
Einflul auf die Replikation des Hepatitis C Virus in den Zellen. Der einzige zu beobachtende
Effekt von PEG war die verstirkte Adsorption des Virus an die Zellen, da durch die
routineméfBig durchgefiihrten Waschschritte das Virus nicht von den Zellen abgewaschen
werden konnte. Auch die Uberlegung, daB das Virus moglicherweise iiber Lipoprotein-
Rezeptoren aufgenommen wird und so eine Bindung von Lipoproteinen an das Virus das
Eindringen in die Zelle verbessert werden konnte, wurde durch die in Kapitel 4.3.3

dargestellten Ergebnisse nicht bestitigt.
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Fiir Untersuchungen zur Pathogenitit des Hepatitis C Virus reichen die in dieser Arbeit
ausgetesteten in vitro Replikationssysteme nicht aus, da die Viruskonzentration in den
Zellkultursystemen nur sehr gering ist. Der Versuch, HCV-positive Tumorzellen anzuziichten
um Untersuchungen zur Pathogenese des Hepatitis C Virus durchfiithren zu konne, scheiterte
ebenfalls. Zwar hafteten einige Zellen an den Kulturflaschen, jedoch besal3 keine dieser Zellen

die Fahigkeit sich unter diesen Bedingungen zu teilen.

Da die Replikation des Hepatitis C Virus in den verschiedenen Zellkultursystemen keine
befriedigenden Ergebnisse lieferte, wurde fiir Untersuchungen zur Pathogenitit des Hepatitis C
Virus auf Sequenzvergleiche von HCV-Isolaten aus Tumorgewebe und gesundem

Lebergewebe zuriickgegriffen.

5.2.2 Tumorigenitat von HCV

Zahlreiche epidemiologische Untersuchungen weisen das Hepatitis C Virus mit grofer
Wabhrscheinlichkeit als tumorinduzierendes Virus aus. Bisher existiert jedoch keine Vorstellung
dartiber, wie HCV Tumoren induziert. Mogliche Mechanismen der
Hepatokarzinogenese konnen sowohl direkte Effekte des Hepatitis C Virus wie z. B.
Induktion von Wachstumsfaktoren oder der Verlust bzw. das Auftreten von Mutationen in
Tumorsuppressorgenen (durch Interaktionen von Virus-Proteinen mit Onkogenen bzw.
Tumorsuppressorgenen) als auch indirekte Effekte aufgrund des hohen Grades der Leberzell-

Regeneration, welche durch die Persistenz des Virus induziert ist, sein.

Erstmals wurden krebsauslosende oder onkogene Viren vor iiber 80 Jahren nicht beim
Menschen, sondern bei Hithnern als Ursache einer Art Leukdmie entdeckt (Eilermann et al.,
1908). Seitdem hat man iiber 100 verschiedene onkogene Viren isoliert, darunter DNA-Viren
wie. z. B. Papovaviren (u. a. Polyoma, SV-40, Papillomaviren), Adenoviren. Herpesviren oder
Hepadnaviren (u. a. HBV), die beim Menschen oder im Tier Tumoren induzieren kdnnen.
Auch verschiedene onkogene RNA-Viren (Retroviren) sind bekannt. Die Retroviren besitzen
ein charakteristisches Enzym, die reverse Transkriptase, mit deren Hilfe sich die Viren iiber

eine DNA-Zwischenstufe replizieren. Zur Zeit ist jedoch noch kein "reines" RNA-Tumor-

127



Diskussion

Virus, welches sich nicht iiber eine DNA-Zwischenstufe repliziert, bekannt. Moglicherweise

bildet HCV als reines RNA Virus eine Ausnahme.

Voraussetzung fiir die onkogene Wirkung der meisten Viren (z. B. auch bei HBV) ist die
Integration einer oder mehrerer Kopien der Virus-DNA in ein Chromosom der Zelle. Durch
den Einbau viraler Sequenzen in das zelluldire Genom kann es zum Einschalten sogenannter
zelluldrer Onkogene, bzw. zu einer Zerstorung von Tumor-Suppressor-Genen kommen.
Andere Viren besitzen auf ihrem Genom Nukleinsduresequenzen, die fiir ein direkt
transformierendes Protein kodieren (RSV, SSV, SV-40, Polyoma-, Adeno-, Papillomaviren

etc.),

Das Hepatitis C Virus ist ein Plus-Strang RNA-Virus. Es repliziert im Zytoplasma der
Wirtszelle iiber ein Minus-Strang-RNA Intermediat mit Hilfe einer viruseigenen RNA-
abhingigen RNA-Polymerase (Choo et al., 1991; Okamoto et al., 1991 und Takamizawa et
al., 1991). In Zellen von hepatozelluliren Karzinomen wurden zwar replizierende HCV-
Sequenzen (Minus-Strang-Nachweis) gefunden, Integrale in das Wirtszellgenom aber nicht
entdeckt (Gerber et al., 1992 und Paterlini et al., 1991). Dies entspricht der Tatsache, daf} sich
HCV im Gegensatz zu den Retroviren nicht revers transkribiert, und deshalb die Integration in
das Wirtszellgenom keine notwendige Voraussetzung fiir die virale Replikation darstellt. Ein
Integrationsmechanismus wie bei den zuvor beschriebenen Tumorviren oder bei HBV ist
daher nicht als Ursache einer Transformation der Wirtszelle denkbar. Fiir das
transformierende Potential des Hepatitis C Virus konnte demgegeniiber das Vorhandensein
sogenannter "trans-Effekte" durch Interaktionen von Virusprotein mit zelluldren
Nukleinsduresequenzen bzw. zelluldren Proteinen verantwortlich sein. Diese Effekte konnten
sowohl durch native als auch verdnderte virale Proteine verursacht werden. Mutationen in der
fiir die Replikation und Translation wichtigen 5'-NC-Region ebenso wie Mutationen in der
NS5-Region (Replikase) konnen grundsitzlich einen entscheidenden Einflu auf die
Pathogenitit des Virus besitzen, da solche Mutationen mdglicherweise EinfluB auf die
Viruskonzentration bzw. die Mutationsrate des Virus besitzen. Um mogliche virale Faktoren
fiir die Entstehung hepatozelluldrer Karzinome zu entdecken, wurde HCV-RNA aus Tumor-
und Peritumorgewebe bzw. Serum des gleichen Patienten isoliert und definierte Bereiche des

HCV-Genoms sequenziert.
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Die Extraktion von HCV-RNA aus Tumor- bzw. Peritumorgewebe erfolgte mit Hilfe der
Mikrodissektion. Diese Methode macht es moglich, gezielt Zellen unter mikroskopischer
Sicht zu selektieren. Die in bisherigen Veroffentlichungen dargestellten Sequenzvergleiche
zwischen Tumor- und Peritumorgewebe erfolgten dagegen aus Zellen, die nur makroskopisch
voneinander getrennt worden waren (Horie et al., 1996; Kurosaki et al., 1995 und Sullivan et
al.,1994 ). Daher kann man davon ausgehen, dafl in dem sogenannten Tumorgewebe noch
zahlreiche nicht-transformierte Zellen vorhanden waren und umgekehrt. Die auf diese Weise
erhaltenen Daten sind daher nicht direkt mit den Sequenzergebnissen der hier vorliegenden
Arbeit zu vergleichen. Abbildung 18 zeigt, dal innerhalb eines Gewebestiickes die Tumor-

bzw. Peritumorzellen ohne mikroskopische Kontrolle nicht gezielt zu trennen sind.

5.2.2.1 Sequenzierungder 5'-NC-Region des HepatitisC Virus

Die Sequenzierung der 5'-NC-Region von Nukleotidposition -212 bis -1 (nach Choo et al.,
1989) zeigte keine Unterschiede zwischen den HCV-Isolaten aus dem Serum, dem Tumor-
bzw. dem Peritumorgewebe. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den von Niu et al.
(1995) und Sullivan et al. (1994) veroffentlichten Daten. Da die in Kapitel 4.4.2 beschriebene
Sequenzierung nicht die vollstindige 5'-NC-Region des Virus umfaflt, kann nicht
ausgeschlossen werden, dal am &ufBlersten 5'-Ende nicht noch Mutationen vorliegen, welche

die Pathogenitit des Virus beeinflussen konnen.

5.2.2.2 Isolierung verschiedener HCV-Varianten aus Tumor - und Peritumor gewebe

Die direkte Sequenzierung der NS5-Region von Tumor-, Peritumor- und Serumisolaten zeigte
das Vorhandensein verschiedener HCV-Varianten im Tumor- und Peritumorgewebe bzw. im
Serum des Patienten. Durch die Isolierung und Sequenzierung von Isolaten aus jeweils drei
verschiedenen Bereichen des Tumors bzw. des Peritumors konnte gezeigt werden, dal3 es sich
nicht um eine zufillige Verteilung von Virusvarianten {iber das Lebergewebe handelt, sondern

um Tumor- bzw. Peritumor-spezifische Isolate.
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Das Auftreten von verschiedenen HCV-Varianten im Serum mit meist einer vorherrschenden
Sequenz und mehreren Varianten dieser Sequenz wurde von Martell et al. (1992) und Weiner
et al. (1991) beschrieben. Einige biologische Eigenschaften werden dieser Quasispeziesnatur
des Hepatitis C Virus zugeschrieben, darunter die Persistenz der Infektion (Honda et al., 1994
und Shimizu et al., 1994) und die Resistenzentwicklung bei Behandlung mit antiviralen
Substanzen (Enomoto et al., 1994; Enomoto et al., 1995; Koizumi et al., 1995 und Okada et
al., 1992). Ebenso wird das Vorhandensein verschiedener Varianten in einem Patienten durch
das Auftreten sogenannter "Escape-Mutanten" fiir die Fehlschldge bei der Entwicklung eines
geeigneten Impfstoffes verantwortlich gemacht. Auch wird dem Vorhandensein verschiedener
Varianten in einem Patienten ein unterschiedlicher zytopathischer Effekt zugesprochen. Aus
diesem Grund ist es nicht unwahrscheinlich, dal3 das Vorhandensein verschiedener Varianten

auch einen Einfluf} auf die Entstehung von hepatozelluldren Karzinomen besitzt.

Die Klonierung und die anschlieBende Sequenzierung von jeweils 10 Klonen aus Bereichen
der NS5-Region des Hepatitis C Virus zeigte, daB im Tumor bzw. im Peritumor jeweils nur
eine HCV-Variante vorkommt. Zwar kann das Vorhandensein weiterer Varianten nicht
ausgeschlossen werden, da nur jeweils 10 Klone sequenziert wurden, jedoch liegt deren Anteil

unter 10 %.

Durch die Klonierung der HCV-Amplifikate der NS5-Region aus dem Serum konnte gezeigt
werden, daB3 prinzipiell mit dieser Methode das Vorhandensein verschiedener Varianten erfaf3t
werden kann. Die im Peritumor gefundene HCV-Variante ist zu etwa 70 % auch im Serum
des Patienten vorhanden. Die restlichen 30 % setzen sich aus mindestens drei weiteren
Varianten zusammen. Da die NS5-Region im Vergleich zur Envelope-Region des Virus
relativ konserviert ist, konnten wahrscheinlich anhand der E1- oder E2-Region noch weitere
Varianten unterschieden werden. Das Auffinden von Varianten im Serum, die nicht im
untersuchten Peritumorgewebe vorhanden sind, deutet darauf hin, da moglicherweise in
anderen Bereichen der Leber andere Varianten replizieren. Eine weitere Moglichkeit wire,
daB3 es neben den Leberzellen noch andere Zellen z. B. Lymphozyten gibt, in welchen sich das
Virus repliziert (Miiller et al., 1993 und Qian et al., 1992). Die Beobachtung von Kurosaki et
al. (1995), da im Serum die gleiche Quasispeziespopulation zu finden ist wie in
Leberhiopsien aus zufillig gewéhlten Bereichen der Leber bestétigt die hier dargestellten

Ergebnisse die zeigen, dal im Serum die gleiche Variante wie im Peritumorgewebe
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vorhanden ist. Jedoch konnte Kurosaki et al. (1995) mehrere HCV-Varianten im Serum wie

auch im Lebergewebe nachweisen.

Die Unterschiede in der Nukleotidsequenz der NS5-Region zwischen Tumor- und
Peritumorisolaten des Hepatitis C Virus haben bis auf eine Mutation keine Anderung der
Aminoséduresequenz zur Folge (Abb. 20). Die Mutation an Position 8522 (nach Choo et al.,
1989) von C nach T im Tumorisolat fiihrt zum Austausch der Aminoséure Alanin gegen
Valin. In diesem Fall wird eine neutrale Aminosdure gegen eine andere neutrale Aminosédure
ausgetauscht. Diese Punktmutation hat daher sehr wahrscheinlich keinen groflen Einflufl auf

die Faltung bzw. die Funktion des Proteins.

5.2.2.3 Veranderte Core-Sequenzen von HCV-Isolaten aus dem Tumor gewebe

Das HCV-Core-Protein besitzt einige Eigenschaften, die es im Zusammenhang mit der
Entstehung hepatozelluldrer Karzinome interessant macht. So existieren Interaktionen
zwischen dem Core-Protein und verschiedenen zelluldren Proteinen bzw. Promotorbereichen,
welche die Proliferation von Zellen beeinflussen konnen. Zhu et al. (1995) berichtete von
Interaktionen des HCV-Core-Proteins mit den Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren 1 und 2
und dem Fas-Protein. Ray et al. (1997) konnte eine Repression des p53-Promotors durch das

HCV-Core-Protein aufzeigen.

Die Sequenzierung eines 270 Basen umfassenden Bereiches der HCV-Core-Region zeigte das
Vorhandensein von verdnderten HCV-Core-Sequenzen im Tumorgewebe. Die durch
Klonierung erhaltenen HCV-Sequenzen aus dem Peritumor waren alle identisch und stimmten
(wie zuvor bei der NS5-Region) mit der im Serum vorherrschenden HCV-Variante iiberein.
Von 10 durch Klonierung erhaltenen HCV-Core-Sequenzen aus dem Serum des Patienten
zeigte nur eine Sequenz eine Punktmutation im Vergleich zu den anderen im Serum
gefundenen Sequenzen. Die bei dieser Sequenz auftretende Mutation fiihrte nicht zu einem
Aminosédureaustausch. Alle aus dem Tumorgewebe isolierten HCV-Core-Sequenzen wiesen
Verdanderungen im Vergleich zur Peritumor- bzw. Serumsequenz auf. Die HCV-Tumor-
Sequenzen besitzen ausnahmslos Mutationen, die entweder zu einem Abbruch der

Proteinsynthese nach 28 bzw. 41 Aminosduren fithren oder zu einem Verschieben des
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Leserasters und dadurch bedingt zu einer verdnderten Aminosduresequenz nach 19 bzw. 51
Aminosduren. Ravaggi et al. (1994) und Suzuki et al.(1995) konnten zeigen, daf3 das in vivo
vorhandene, prozessierte Core-Protein (21 kDa) im Zytoplasma der Zelle lokalisiert ist. Core-
Proteine, welchen die am 3'-Ende befindliche hydrophobe Sequenz fehlt, konnen nach in vitro
Expression in eukaryontischen Zellinien in den Zellkernen detektiert werden. Auch Core-
Proteine, die nur noch aus den ersten 40 N-terminalen Aminosaduren bestehen sind im Zellkern
lokalisiert. Die am Transport in den Zellkern beteiligten Aminosiuren des Core-Proteins sind in
den Aminosdurepositionen 5 - 13, 38 - 43 und 58-71 lokalisiert (Ravaggi et al., 1994). Bei
den in dieser Arbeit gefundenen verkiirzten Core-Proteinen aus dem Tumorgewebe sind die
Aminosduren 5 bis 13 unverdndert vorhanden. Die beiden anderen am Transport beteiligten
Aminosdurebereiche sind entweder deletiert oder durch Frame-shift-Mutationen in ihrer
Aminosduresequenz vollstindig verdndert. Da von Ravaggi et al. (1994) gezeigt werden
konnte, dal das Vorhandensein der Aminosduren 5-13 fiir den Transport in den Zellkern
ausreicht, ist zu vermuten, dafl die im Tumor gefundenen Core-Proteine ebenfalls im Zellkern
lokalisiert sind. Dort konnten die gefundenen trunkierten Core-Proteine einen direkten Einfluf3

auf die Regulation der Proteinsynthese ausiiben.

Alle aus den verdnderten HCV-Core-Sequenzen resultierenden Proteine sind basischer
(Isoelektrischer Punkt: 12,08 bis 12,69) als das native HCV-Core-Protein (Isoelektrischer
Punkt = 11,95). Die im nativen Protein vorhandene Bindungsstelle fiir Nukleinsduren
(Aminoséureposition 1 bis 75, (Santolini et al., 1994)) ist in den verdnderten HCV-Core-
Proteinen nur noch zum Teil vorhanden. Da die resultierenden veridnderten Core-Proteine aus
den Tumorzellen jedoch noch basischer sind als das native HCV-Core-Protein, miifite, die

Bindungsfihigkeit von negativ geladenen Nukleinsduren erhalten sein.

Durch die Féhigkeit des Core-Proteins Nukleinsduren zu binden, kdnnte das Protein direkt mit
zelluldrer DNA interagieren und somit die Transkription der DNA oder die Regulation der
Expression zelluldrer Proteine, welche an der Zellproliferation beteiligt sind, beeinflussen.
Ray et al., (1995und 1997) konnte die Regulation von verschiedenen zelluldren Promotoren u.a.
p53 durch das Core-Protein auf Transkriptionsebene in transient transfizierten Zellinien
beobachten. In einem anderen Zusammenhang konnte von Shih et al. (1993) gezeigt werden.

daB3 das HCV-Core-Protein die Replikation des Hepatitis B Virus in Zellkultur inhibiert.

132



Diskussion

Alle, 20 sequenzierten HCV-Core-Klone aus Tumorgewebe besallen im Vergleich zu den
isolierten Peritumorsequenzen verdnderte Core-Proteine. Da HCV als Polyprotein translatiert
und erst nachfolgend durch zelluldre und viruseigene Proteasen prozessiert wird, stellt sich die
Frage, wie das Virus mit den gefundenen Mutationen im Core-Gen in der Zelle persistieren
kann. Das Core-Protein befindet sich am 5'-Ende des HCV-Genoms. Der Abbruch der
Proteinsynthese nach 28 bzw. 41 Aminosduren hat zur Folge, dal auch alle auf dem
Virusgenom vorhandenen nachfolgenden Proteine nicht synthetisiert werden koénnen. Eine
Moglichkeit, die Virusproteine, zu synthetisieren, ist das Vorhandensein weiterer Mutationen
(Deletionen oder Insertionen) in den gefundenen Frameshift-Mutanten (CV1/3 und CV2/6),
die das urspriingliche Leseraster wieder herstellen. Bei dieser Losung des Problems stellt sich
jedoch die Frage, wie ein solches Virus ohne Core-Protein seine RNA verpacken und so vor
zelluldren Proteasen schiitzen konnte. Bei einem anderen Virus der Familie der Flaviviridae,
dem Hepatitis G Virus, konnte bisher keine fiir ein Core-Protein kodierende Region gefunden
werden (Muerhoff et al, 1995). Mdglicherweise konnten bei den verdnderten HCV-
Sequenzen aus dem Tumorgewebe dhnliche, bislang unbekannte Mechanismen wie bei HGV
eine Rolle spielen. Da nur 20 Klone von HCV-Isolaten aus dem Tumor sequenziert wurden,
besteht auch die Moglichkeit, dal neben den gefundenen verdnderten HCV-Core-Sequenzen
auch noch unverinderte Core-Sequenzen vorhanden sind, welche eine Helferfunktion ausiiben

konnen.

Die strenge Restriktion bestimmter Varianten auf Tumor- bzw. Peritumorgewebe konnte in
anderen Arbeiten nicht bestitigt werden. Chou et al. (1991), Kurosaki et al. (1995) und
Paterlini et al. (1993) konnten sowohl unterschiedliche als auch identische HCV-Sequenzen
aus Tumor- und Peritumorgewebe isolieren Im Gegensatz dazu konnte in der vorliegenden
Arbeit die im Peritumor vorhandene HCV-Variante nicht im Tumorgewebe nachgewiesen
werden. Auch wurden in den Arbeiten von Chou et al. (1991) Kurosaki et al. (1995) und
Paterlini et al. (1993) im Peritumor und im Tumor mehrere Varianten detektiert, wihrend in
dem hier untersuchten Gewebe im Peritumor nur eine HCV-Variante gefunden wurde. Ein
Grund fiir die von Chou et al. (1991) Kurosaki et al. (1995) und Paterlini et al. (1993)
beschriebene Variantenverteilung kann die ungenaue (makroskopische) Trennung zwischen
Peritumor- und Tumorzellen sein. In den Arbeiten von Chou et al. (1991) Kurosaki et al. (1995)
und Paterlini et al. (1993) konnte neben den identischen Varianten auch das

Vorhandensein von Tumor- bzw. Peritumor-spezifischen Varianten aufgezeigt werden, was in
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Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit dargestellten Daten ist. Die meisten der innerhalb
der NS3- (Chou et al., 1991), NS 1- (Paterlini et al., 1993), Envelope- (Chou et al., 1991;
Kurosaki et al., 1995 und Paterlini et al., 1993) und Core-Region (Chou et al., 1991)
gefundenen Mutationen hatten keine Anderung der Aminoséuresequenz zur Folge. Deletionen
und Insertionen wurden nicht beschrieben. Der von Chou et al. (1991) untersuchte HCV-Core-
Bereich umfafite das 3'-Ende der Core-Region und liegt nicht innerhalb der Core-Sequenz, in
welcher in der hier vorliegenden Arbeit die Mutationen gefunden wurden, die die meisten

Veranderungen in den Proteinen ergaben.

Ein moglicher Grund, warum die gefundenen verdnderten HCV-Core-Sequenzen nur auf das
Tumorgewebe beschriankt und nicht im umgebenden Peritumorgewebe zu finden sind, kann
sein, dafl die im Tumor gefundenen Viren mit verdnderten Core-Proteinen wahrscheinlich nicht

in der Lage sind, benachbarte Zellen zu infizieren.

Verdnderungen innerhalb der HCV-Core-Region von Tumorisolaten des Virus wurden auch
von Horie et al. (1995 und 1996) und Shimizu et al. (1997) beschrieben. Die in den Arbeiten
von Horie et al. (1995 und 1996) dargestellten Ergebnisse zeigen Mutationen im hydrophilen
NH,-Ende des Core-Proteins. Die Sequenzen aus dem Tumor zeigen im Vergleich zu den
Sequenzen aus dem Peritumor vermehrt Aminosdureéinderungen. Auch Nonsense-Mutationen
wurden gefunden (Horie et al., 1995). Die Aminosdure Serin an Aminosdureposition 45 ist in
diesen Arbeiten dominierend in nicht-transformierten Zellen, wihrend die Aminosdure Glycin
an dieser Position im Tumorgewebe vorherrscht. Jedoch wurde nicht gezeigt, ob die
gefundenen Verdnderungen in der Core-Sequenz, Effekte auf die Zellproliferation haben.
Shimizu et al. (1997) konnte zeigen, da3 die Rate der Nukleotidaustausche im Core-Gen bei
HCV-Isolaten von HCC-Patienten signifikant hoher war, als die bei HCV-positiven Patienten
ohne HCC. Ein direkter Vergleich von HCV-Isolaten aus Tumor- und Peritumorgewebe eines

Patienten erfolgte in dieser Arbeit nicht.

Es wurden auch weitere Untersuchungen von anderen Regionen des Hepatitis C Virus in
Verbindung mit der Entwicklung hepatozelluldrer Karzinome durchgefiihrt. Berichte iiber das
transformierende Potential der NS3-Region des Hepatitis C Virus machen auch eine genauere
Betrachtung dieser Region fiir nachfolgende Experimente interessant (Sakamuro et al., 1995).

Jedoch sollte beachtet werden, da3 die NS3-Sequenzen, welche fiir die Transformierungs-
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experimente eingesetzt wurden, nicht aus Tumorgewebe isoliert wurden. Es handelt sich bei
der in NIH/3T3-Zellen exprimierten NS3-Sequenz um eine kiinstlich verkiirzte Teilsequenz
der NS3-Region. Daher kann man die erhaltenen Daten nicht auf die Situation in vivo

iibertragen.

5.2.2.4 Transformierendes Potential von HCV-Cor e-Sequenzen aus Tumor gewebe

Die im Tumor gefundenen verdnderten HCV-Core-Sequenzen wurden fiir in vitro
Expressionsexperimente in einen Expressionsvektor hinter einen CMV-Promotor kloniert und
in NIH/3T3- bzw. Ratl-Zellen exprimiert. In den verschiedenen Malignititstests (0,5 % FCS,
Focusbildung, Weichagarkoloniebildung) wurden neben den im Tumor gefundenen
verdnderten HCV-Core-Sequenzen noch ein mutiertes Ha-ras-Gen als Positivkontrolle
eingesetzt. Als Negativkontrolle diente der Vektor ohne eingebaute Fremd-DNA. Zusitzlich
wurde, noch die Sequenz des gesamten Core-Proteins (21 kDa) kloniert, die ebenfalls als
Kontrolle diente. Die durch die PCR kiinstlich verkiirzte HCV-Core-Sequenz
(Peritumorsequenz mit 94 Aminosduren) wurde ebenfalls in den pcDNA3-Vektor kloniert.
Diese Kontrollen wurden eingesetzt, da von Ray et al. (1996) iiber die Immortalisierung
primdrer Rattenembryo-Fibroblasten nach Expression des kompletten Core-Proteins in
Verbindung mit mutiertem Ha-ras-Protein berichtet wurde. Dieses Ergebnis wiirde bedeuten,
daf} das native Core-Protein an der Entstehung hepatozelluldrer Karzinome beteiligt sein kann,
ohne dafl Verdnderungen des Proteins, wie sie in der hier vorliegenden Arbeit beschrieben

wurden, notwendig sind.

Bei den Malignitdtstests mit NIH/3T3-Zellen wurde bei den Sequenzen CV1/1, CV2/1 und
CV2/6 ein transformierendes Potential in 0,5 % FCS und in Weichagar beobachtet. Die mit
diesen Sequenzen transfizierten Zellen bildeten dariiber hinaus in Medium mit 0,5 % FCS
Foci aus. Die Zellen, die nur mit dem Vektor transfiziert wurden und somit als
Negativkontrollen fungierten, zeigten keine transformierenden Eigenschaften. Die mit der
kiinstlich verkiirzten Peritumorsequenz transfizierten Zellen zeigten jedoch ebenfalls, wie die
oben beschriebenen NIH/3T3-Zellen mit den Sequenzen CV1/1, CV2/1 und CV2/6,
transformierende Aktivitit in 0,5 % FCS. Weichagarkoloniebildung wurde nicht beobachtet.

Die in den Zellen exprimierte gesamte Core-Sequenz hatte jedoch keinen EinfluB auf die
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Proliferation der Zellen. Dies spricht nicht gegen die von Ray et al. (1996) berichtete
Beobachtung, dal das Gesamt-Core-Protein in der Lage ist, Zellen zu immortalisieren. Die
Entstehung von Tumorzellen ist nicht das Ergebnis einer einzigen Mutation bzw. einer
einzigen Verdnderung in der Zelle. Mehrere Verdnderungen sind in einer Zelle notwendig, um
sie zu transformieren. In den meisten Fillen stellt die Immortalisierung dieser Zellen den

ersten Schritt zur Entstehung eines Tumors dar.

Die Sequenzen CV1/1 und CV2/1 unterscheiden sich nur in einer Aminosdure an Position 16.
Beide Sequenzen ergeben ein trunkiertes Core-Protein mit 41 Aminosduren. Dagegen besitzt
die Sequenz CV2/6 kein Stopkodon. Die erhaltene Sequenz dieses Klones ist nur durch die
Verwendung der fiir die Reaktion ausgewihlten PCR-Primer verkiirzt. Die an das generierte
PCR-Produkt anschlieBende Genomsequenz in 3'-Richtung ist nicht bekannt. Gemeinsam ist
den drei Sequenzen CV1/1, CV2/1 und CV2/6, dal nur die ersten 18 Aminosduren mit der
Sequenz des nativen HCV-Core-Proteins {iibereinstimmen und die nachfolgenden
Aminosduren im Vergleich zur originalen Core-Sequenz verdndert sind. Ab Aminosédure-
position 19 erfolgt aufgrund einer Mutation eine Anderung der Aminosiuresequenz, wobei

sich die Sequenzen CV1/1 und CV2/1 von der Sequenz des CV2/6-Klons unterscheiden.

Die gleichen HCV-Core-Sequenzen, die zuvor in den NIH/3T3-Zellen transformierende
Eigenschaften gezeigt hatten, zeigten auch die Fahigkeit, das Wachstum von Ratl-Zellen zu
verdndern. So konnten die mit diesen Sequenzen transfizierten Zellen in 0,5 % FCS-haltigem
Medium wachsen und Foci bilden. Koloniebildung in Weichagar wurde nicht beobachtet.
Auch hier hatte die kiinstlich verkiirzte Peritumorsequenz Einfluf auf das Wachstum der
Zellen. Dies spricht dafiir, daf8 alleine die kiinstliche Trunkierung der im Peritumor bzw. im
Serum des Patienten vorhandene HCV-Core-Sequenz ausreicht, um ein transformierendes
Potential auszubilden. Moglicherweise ist in diesem Zusammenhang die von Ravaggi et al.
(1994) gemachte Beobachtung, daf} kiinstlich trunkierte HCV-Core-Proteine nicht mehr im
Zytoplasma, sondern im Zellkern lokalisiert sind, ein entscheidender Faktor fiir die
Transformation der Zellen. So wird bei bestimmten Togaviren (Semliki Forest Virus) das
Core-Protein aktiv in den Zellkern transportiert, wo es flir das Ausschalten der

Wirtsproteinsynthese verantwortlich ist (Michel et al., 1990).
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Die aus dem Tumor des Patienten isolierten HCV-Core-Sequenzen sind in der Lage das
Wachstum der NIH/3T3-Zellen so zu verdndern, daf3 die Zellen in Weichagar Kolonien bilden
konnen. Die mit der verkiirzten Peritumorsequenz transfizierten Zellen zeigen diese
Eigenschaft nicht. Moglicherweise wird das transformierende Potential durch die in den
Tumorsequenzen auftretenden Mutationen, die zu einem Verschieben des Leserasters flihren,

noch verstarkt.

Wie aus den Ergebnissen der Transformationsversuche zu ersehen ist, besitzen die
verdnderten HCV-Core-Sequenzen im Vergleich zur mutierten Ha-ras-Kontrolle nur ein
schwach transformierendes Potential. Dies spricht auch fiir die. lange Latenzzeit von 20 bis
30 Jahren bis es nach Infektion in einigen Patienten zur Entstehung hepatozelluldrer
Karzinome kommt (Kiyosawa et al., 1990). Fiir das nur schwach transformierende Potential
der verdanderten HCV-Core-Sequenzen spricht auch, daB in den Nacktméusen keine

"eindeutigen" Tumoren gebildet wurden.

Durch die in vitro Translation des Gesamt-Core-Proteins und des kiinstlich verkiirzten
Peritumorproteins konnte gezeigt werden, daBl die Sequenzen dieser Proteine von Core-
spezifischen Antikdrpern erkannt werden konnen. Die Sequenzen der expressionsklonierten
Amplifikate konnen in vitro korrekt translatiert werden. Durch Extraktion der DNA aus
transformierten Zellen und nachfolgende Amplifikation der HCV-Core-Sequenzen konnte
gezeigt werden, dal die transfizierten Sequenzen in den Zellen vorhanden sind. Dies ist ein
Hinweis darauf, da3 es sich bei den transformierten Zellen nicht um spontane Transformanten
handelt. Auch die Detektion eines 10 kDa Proteins in NIH/3T3-Zelllysaten die mit CV1/1
bzw. CV2/6 transfiziert waren, und die Ubereinstimmung der erzielten Ergebnisse in
NIH/3T3- und Ratl-Zellen spricht gegen das Auftreten spontaner Transformanten. Was zur
Zeit noch nicht geklart ist, ist das Vorhandensein einer 10 kDa Proteinbande im Westem-Blot
der CV1/1 -transformierten Zellen. Die erwartete Gro8 e des trunkierten HCV-Core-Proteins
betragt 4,5 kDa. Ein 10 kDa Protein wiirde entstehen, wenn das an Nukleotidposition
126 - 128 auftretende Stopkodon TAG iiberlesen wiirde. Die Ansequenzierung der
Proteinbande wird Aufschlufl dariiber geben miissen, ob es sich bei dem 10 kDa Protein
tatsdchlich um das veridnderte HCV-Core-Protein handelt. Auch wenn es sich bei dem 10 kDa

Protein um ein anderes Proteins handelt, kann dies bei der Transformation der Zellen eine
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Rolle spielen, da die 10 kDa-Bande nur in den transformierten Zellen gebildet wird, nicht aber

in nicht-transformierten Zellen.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse des transformierenden Potentials von HCV-
Core-Sequenzen aus dem Tumorgewebe eines Patienten sprechen fiir einen direkten Einflul3
des Hepatitis C Virus bei der Entstehung hepatozelluldrer Karzinome. Es muf} jedoch
beriicksichtigt werden, da3 die erhaltenen Ergebnisse iiber das transformierende Potential der
gefundenen verdnderten Core-Sequenzen in artifiziellen Kultursystemen durchgefiihrt wurden.
Faktoren wie z. B. das Immunsystem des Menschen, welches bei der Bekdmpfung der
Virusinfektion ebenso wie bei der Tumorentstehung eine bedeutende Rolle spielt, konnten bei
den Versuchsansitzen nicht beriicksichtigt werden. Man kann davon ausgehen, daf in vivo
auch die indirekten, durch die Viruspersistenz hervorgerufenen Effekte, wie der stindig durch
die Infektion hervorgerufene Zelluntergang und die dadurch bedingte Zellerneuerung, Einfluf3

auf die Entstehung von Karzinomen besitzen.

53 Ausblick

Die beschriebenen verdnderten HCV-Core-Sequenzen wurden aus nur einem Patienten
isoliert. Um eine Aussage liber die klinische Relevanz dieser Sequenzen machen zu kénnen,
miissen weitere Tumore untersucht werden. Erste Versuche weitere Sequenzen aus
Tumorgewebe zu erhalten scheiterten daran, dal HCV-RNA aus Formalin-fixiertem

Tumorgewebe nur sehr schwer zu isolieren ist.

Die Tatsache, dafl auch die kiinstlich verkiirzte Peritumorsequenz transformierendes Potential
aufweist, macht es notwendig, das Gesamt-Core-Protein systematisch zu trunkieren, um
moglicherweise den fiir die Transformation verantwortlichen Nukleotidbereich zu

lokalisieren.

Die in den Transformationsexperimenten benutzten Zellsysteme sind anfillig fiir spontane
Transformationen. Die eingesetzten Fibroblasen (NIH/3T3- und Ratl-Zellen) sind ein
artifizielles System fiir die Untersuchung eines hepatotropen Erregers. Daher ist es notwendig,

weniger anfillige Testsysteme zu etablieren. Eine Moglichkeit ist die Generierung transgener
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Maiuse. Durch geeignete Wahl des Promotors kann man die verdnderten HCV-Core-
Sequenzen entweder im gesamten Organismus bzw. nur in der Leber der Versuchstiere
exprimieren. Auch induzierbare leberspezifische Promotoren konnen fiir die Experimente

eingesetzt werden.

Ein weiteres Testsystem, um immortalisierende Eigenschaften von Sequenzen zu untersuchen,
ist das System kooperierender Onkogene. Hierzu werden primére Zellen gleichzeitig mit zwei
verschiedenen Sequenzen, welche - fiir sich alleine gesehen - keinen Effekt auf die

Zellproliferation haben, transfiziert.

Eine weitere interessante Fragestellung betrifft die Replikation des Virus in den Tumorzellen.
Um diese Frage zu kldren, miifiten die gefundenen HCV-Isolate noch weiter in 3'-Richtung
sequenziert werden. Jedoch wiirde auch das Auffinden weiterer Mutationen keinen genauen
Aufschluf3 iiber die Translations- und Replikationsfihigkeit geben da die erhaltenen 3'-
Sequenzen nicht ohne weiteres den verschiedenen HCV-Isolaten zugeordnet werden konnen.
Die Amplifikation groB erer Virusbereiche ist jedoch bei Verwendung von Formalm-fixiertem

Gewebe nicht moglich.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

6.1 RT-PCR zur Detektion von HCV

Fiir die Diagnostik und flir Untersuchungen zur Pathogenese des Hepatitis C Virus ist es
notwendig, eine sensitive und reproduzierbare RT-PCR zur Verfiigung zu haben. Die
Austestung verschiedener PCR-Verfahren zeigte, dall der Einsatz einer One-Step-PCR fiir die
Diagnose der HCV-PCR die besten Voraussetzungen in bezug auf die Sensitivitidt und das
Risiko fiir Produktkontaminationen besitzt. Die RT-PCR zeigte bei der Durchfiihrung mit
verschiedenen Primern, welche innerhalb der 5'-NC-Region anlagerten, grole Unterschiede
in der Sensitivitdt, welche wahrscheinlich auf die Sekundérstruktur der 5'-NC-Region

zurickzufiihren sind.

Um den Zusammenhang zwischen Virustiter und dem Krankheitsverlauf bzw. die in vitro
Replikation von HCV zu untersuchen, wurde eine quantitative RT-PCR etabliert. Fiir die
Generierung einer Standard-RNA wurde mit Hilfe der "site-directed mutagenesis" ein 25
Basen umfassender Bereich innerhalb der 5'-NC-Region des Hepatitis C Virus ausgetauscht.
An die resultierende ¢cDNA wurde durch die Amplifikation mit speziell konstruierten
Oligonukleotiden eine T7-Promotor-Sequenz angehingt. Mit Hilfe der T7-Polymerase wurde
die auf diese Weise konstruierte cDNA in RNA umgeschrieben. Die mit diesem RNA-
Standard durchgefiihrte PCR hat nicht, wie andere beschriebene quantitative RT-PCR-
Methoden, den Nachteil der Bildung von Heteroduplexstrukturen bzw. der bevorzugten
Amphfikation kiirzerer DNA-Fragmente, was zu einer Unter- oder Uberschitzung der HCV-
RNA fiihren kann. Mit der hier etablierten quantitativen RT-PCR ist es moglich, zehn RNA-
Molekiile zu detektieren. Dies entspricht etwa 500 HCV-Molekiilen pro ml Serum.

Die Anwendung der quantitativen RT-PCR bei 32 Patienten mit chronischer Hepatitis C
Infektion zeigte keinen Zusammenhang zwischen dem Virustiter und der Hohe der
Transaminasen bzw. des klinischen Erscheinungsbildes. Die Viruskonzentration schwankte von
10° bis 10° HCV-RNA-Molekiilen pro ml Serum. Bei Patienten unter Interferon-Therapie
zeigte sich, dall das Absinken der Transaminasen nicht in allen Fallen mil einer Eliminierung

derHCV-RNA im Serum korreliert.
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6.2 In vitro Replikation von HCV und Unter suchungen zur Tumorigenitat

Fiir viele Untersuchungen zur Pathogenese insbesondere der Tumorigenese des Hepatitis C
Virus ist es notwendig, ein in vitro Replikationssystem zu etablieren. Die Replikation von
HCV konnte in den Zellinien Molt4, Raji, Huh7 bzw. in PBMLs, immortalisierten
Hepatozyten und primdren Hepatozyten nachgewiesen werden. Jedoch war die
Viruskonzentration nur sehr gering, und das Virus nur sporadisch an einigen Tagen in den
Zellen bzw. im Uberstand zu detektieren. Die ausgetesteten Zellsysteme waren nicht
ausreichend, um Untersuchungen zur Pathogenese des Hepatitis C Virus korrekt durchfiihren
zu konnen. Der Einsatz von PEG bzw. von Lipoproteinen hatte keinen Einflufl auf die in vitro

Replikation des Virus.

Sequenzvergleiche zwischen HCV-Isolaten aus Tumorgewebe und Isolaten aus umgebendem
"gesundem" Gewebe sollten Aufschluf} iiber mdgliche direkte Einfliisse des Hepatitis C Virus
auf die Entstehung hepatozelluldrer Karzinome geben. Sequenzvergleiche innerhalb der
5'-NC-Region des Hepatitis C Virus zeigten keine Unterschiede zwischen Virus-Isolaten aus
Tumor- bzw. Peritumorgewebe. Anhand der direkten Sequenzierung eines Bereiches der NS5-
Region konnte das Vorhandensein verschiedener HCV-Varianten im Tumor- und im
Peritumorgewebe nachgewiesen werden. Durch Isolierung und Sequenzierung von Isolaten
aus jeweils drei verschiedenen Bereichen des Tumors bzw. des Peritumors konnte gezeigt
werden, dal es sich nicht um eine zufillige Verteilung von HCV-Varianten iiber das
Lebergewebe handelt, sondern um Tumor- bzw. Peritumor-spezifische Varianten. Die aus
dem Tumor isolierten HCV-Core-Sequenzen wiesen alle im Vergleich zur Peritumor- bzw.
Serumsequenz Verdnderungen auf. Die Tumorsequenzen besitzen Mutationen, die entweder
zu einem Abbruch der Proteinsynthese nach 28 bzw. 41 Aminoséduren fiihren oder zu einem
Verschieben des Leserasters und dadurch bedingt, zu einer verdnderten Aminosiduresequenz

nach 19 bzw. 51 Aminosiuren.

In Transformationsexperimenten mit NIH/3T3- und Ratl-Zellen konnte gezeigt werden, dal3
drei der aus dem Tumor isolierten Sequenzen die Proliferation der Zellen beeinflussen
konnen. So konnten mit diesen Sequenzen transfizierte Zellen in 0.5 % FCS-haltigem
Medium wachsen. Keine der Sequenzen konnte im Nacktmausversuch die Entstehung von

Tumoren induzieren.
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