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1 Einleitung

Die virale Hepatitis C ist eine bedeutende Infektionskrankheit des Menschen und welt-
weit eine der häufigsten Ursachen für chronische Hepatitiden, Leberzirrhose, hepato-
zelluläre Karzinome und Lebertransplantationen. Die Übertragung erfolgt meist pa-
renteral. Protektive Vakzine zur Immunisierung stehen derzeit nicht zur Verfügung.
Die modernen, antiviralen Kombinationstherapien sind trotz vieler Erfolge hinsichtlich
ihrer Ansprechraten begrenzt und kostenintensiv.

Das Hepatitis C Virus (HCV) wurde 1989 identifiziert. In den vergangenen Jah-
ren gelang es das Genom des Virus zu sequenzieren und zu analysieren. Der Virus-
aufbau und die viralen Genprodukte des HCV konnten beschrieben werden. Trotzdem
sind weite Teile der viralen Pathomechanismen nicht grundlegend verstanden. Heut-
zutage wird mit Hilfe verschiedener Systeme versucht das Hepatitis C Virus näher
zu erforschen. Es exsistieren funktionelle cDNA-Klone für Infektionen im Tiermodell
(Schimpansen), retrovirale Pseudopartikel, verschiedene Replikonsysteme und neuer-
dings komplett-genomische replikative Zellkultur-Systeme. Trotz dieser vielen verschie-
denen Replikationsmodelle für das Hepatitis C Virus ist es bisher nicht gelungen, die
Funktion aller viraler Proteine und die Replikation des Virus zu beschreiben.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden adenovirale Vektoren mit Hilfe eines
von B. Vogelstein, T.-C. He et al. [1] entwickelten Vektorsystems über homolo-
ge Rekombination konstruiert. Diese adenoviralen Vektoren tragen als Transgene die
Genomanteile des Hepatitis C Virus. So kann eine Überexpression der HCV Proteine
Core und NS5a in Zellkultur und primären Zellen erzielt werden. So können folgende
Ziele dieser Dissertation genannt werden:

• Ein adenovirales Vektor-Expressionssystem für HCV-Genomanteile zu etablieren.

• Die Effizienz des adenoviralen Vektortransfers zu beschreiben.

• Die Bildung viraler Proteine in Leberzellen in vitro nachzuweisen

• Rückschlüsse auf die Funktion der viralen Proteine im Apoptosemechnismus von
Hepatomazellen aufzuzeigen:

• Wachstum und Viabilität von Zellen nach Transduktion mit Adenokonstrukten.

• Regulation des anti-apoptotische Protein MCL-1 nach adenoviraler Transduktion.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Hepatitis C

2.1.1 Epidemiologie und Klinik

Weltweit hatten nach Angaben der WHO bisher mehr als 170 Millionen Menschen,
ungefähr 3% der Weltbevölkerung, Kontakt mit dem Hepatitis C Virus. Von diesem
können 100 bis 130 Millionen als chronisch infiziert gelten [2] [3]. Die meisten Fälle
von Hepatitis C werden aus Afrika und Asien gemeldet. Die Prävalenzen einzelner
Länder variieren mit 0,1 bis über 10% deutlich (vgl. Abb. 2.1 auf der nächsten Seite).
In Deutschland leben derzeit ca. 400.000 bis 500.000 Virusträger. Obwohl Deutschland
mit 0,4% eine vergleichsweise geringe Prävanlenz besitzt, ist die Zahl der Infizierten
dennoch beträchtlich [4]. Die Inzidenz ist in Deutschland regional sehr unterschiedlich,
durchschnittlich wird mit 5-6 Erstdiagnosen pro 100.000 Einwohner pro Jahr gerechnet.
Auffällig ist, dass die meisten Erstdiagnosen im Alter zwischen 20 und 30 Jahren gestellt
werden; in dieser Altergruppe dominieren die männlichen Patienten deutlich [4].

Die Hepatitis C breitete sich zum Ende des 20. Jahrhunderts rasant aus. Die
Übertagung erfolgt in der Regel parenteral, vor allem durch intravenös verabreichte
Drogen in den Industrieländern und über den Gebrauch von unsterilen Injektionsu-
tensilien in den Entwicklungsländern [5]. Vor der Entdeckung des Virus 1989 hat vor
allem der Gebrauch von anderen kontaminierten Blutprodukten zur Verbreitung von
HCV beigetragen. Auch heute spielen verunreinigte Injektionsbestecke in einigen Län-
dern noch immer eine wesentliche Rolle bei der Verbreitung der Infektion. Die sexuelle
Übertragung ist zwar berichtet worden [6], spielt im Vergleich zur Hepatitis B eine we-
sentlich kleinere Rolle. Das Risiko der Übertragung von HCV scheint bei gleichzeitiger
bestehender Infektion mit HIV vergleichsweise höher zu sein [7].

Derzeit sind 7 verschiedene Genotypen des HCV bekannt, sie unterscheiden sich
in bis zu 25% ihrer Nukleotidsequenzen [8] [5]. Vereinbarungsgemäß muss das Genom
von Viren des gleichen Genotyps in mindestens 72% der Nukleotidsequenz übereinstim-
men. Die 6 Genotypen werden in ca. 30 weitere Subtypen untergliedert, sie werden mit
Buchstaben hinter der Genotyp-Zahl (z.B. Genotyp 1a oder 2b) gekennzeichnet.

Die Hepatitis C verläuft in der Regel chronisch. Die Inkubationszeit des Virus
beträgt 2 bis 6 Wochen in Einzelfällen bis zu 6 Monaten, dann kommt es zu Sym-
ptomen einer viralen Infektion. Die Diagnose einer akuten Hepatitis C wird selten
gestellt, da ca. 80% der Patienten lediglich unspezifische Symptome wie Bauchschmer-
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2 Literaturdiskussion

Abbildung 2.1: Weltweite Prävalenz der Hepatitis C im Jahre 2004. (Grafik und dargestellte
Zahlen entstammen den Daten der WHO)

zen, Übelkeit, Erbrechen u.w. entwickeln. Eine chronische Hepatitis C ist definiert als
chronisch-nekroinflammatorische Leberentzündung mit Virusnachweis über 6 Monate.
Der Krankheitsverlauf von HCV -Infizierten unterscheidet sich somit im Hinblick auf
die Chronifizierung der Infektion deutlich von anderen viralen Hepatitiden. 50-80% der
HCV-Infektionen verlaufen chronisch. Im Vergleich andere virale Hepatitiden: Hepati-
tis A: 0% chronische Verläufe, Hepatitis B: 5-10%, Hepatitis D: bis 70% (Infektion nur
möglich in Kombination mit HBV), Hepatitis E: 0%. Der Verlauf einer fulminanten
Hepatitis C durch eine akute Leberzellnekrose verbunden mit den Zeichen des Leberz-
erfalls wird selten (unter 1% der Patienten) beobachtet [9] [10].

Neben der Infektion der Leber wird das Hepatitis C Virus auch mit einigen ex-
trahepatischen Manifestationen in Verbindung gebracht: Kyroglobulinämie-assoziierte
Arthralgien / Vaskulitiden, Glomerulonephritis, Polyneuropathie, Raynaud-Syndrom,
Lymphoproliferation (inkl. Gammopathien und Non-Hodgkin-Lymphom), Porphyria
cutanea tarda, Lichen ruber planus, entzündliche Herzmuskelerkrankungen und einige
weitere [11] [12].

27% aller Leberzirrhosen und in 25% aller hepatozellulären Karzinome weltweit
liegt ätiologisch eine Infektion mit dem Hepatitis C Virus zu Grunde [13]. Die Hepa-
titis C ist damit neben der Hepatitis B der größte Risikofaktor für die Entwicklung
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2 Literaturdiskussion

einer Leberzirrhose und die Entstehung des hepatozellulären Karzinoms und somit von
grosser klinischer und gesundheitsökonomischer Relevanz [14].

2.1.2 Diagnostik und Therapie

Die Hepatitis C wird bei potentiellen Patienten über den Nachweis von Hepatitis C
Antikörpern im Blut diagnostiziert. Desweiteren besteht die Möglichkeit die HCV-
RNA im Serum mittles ELISA-Test (der 3. bzw. 4. Generation) nachzuweisen [15].
Einem positiven ELISA schließt sich eine molekularbiologische Diagnostik durch Nu-
kleinsäuretests (NAT) an [16]. Dazu wird die virale RNA mit Hilfe der Real-time-
Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) zu amplifiziert. Eine Alternative ist die Target
Mediated Amplification (TMA), welche die höchste Sensitivität (Nachweisgrenze von
5-10 IE/mL) besitzt [17]. Zur Komplettierung der viralen Diagnostik sollte eine Geno-
typisierung des HCV vorgenommen werden. Desweiteren sollten zur Überprüfung der
Leberfunktion die Leberenzym-Werte (die Transaminasen ALT, AST sowie die γ-GT)
eruiert werden. Neben Anamnese und klinischer Untersuchung ist auch der Ausschluss
einer Ko-Infektion mit anderen Hepatitis Viren von grosser Bedeutung. Patienten mit
fehlender Immunität gegenüber Hepatitis A und B sollten nach aktuellen Empfehlun-
gen geimpft werden. (Siehe dazu auch die aktuellen Leitlinien1 der AWMF)

Nach derzeitigem Stand der Forschung wird empfohlen, die Dauer und Art der
Therapie von dem Genotyp der Hepatitis C Virus abhänig zu machen [15]. Der HCV-
Genotyp 1, der die geringste Ansprechrate zeigt, soll nach Empfehlungen der AWMF
mit einer Kombinationstherapie aus pegylierten Interferon α (an Polyethylenglykol
(PEG) konjugiertes Interferon: PEG-IFN) und Ribavirin (ein Nukleosidanaloga) für
48 Wochen behandelt werden, wobei PEG-IFN einmal pro Woche sub cutan injiziert
wird und Ribavirin zweimal täglich per os körpergewichtsbezogen 800-1200mg einge-
nommen werde sollte. Die Ansprechraten betragen 42-51% [18] [19]. Bei Patienten mit
intolerablen Nebenwirkungen gegen Ribavirirn wird eine Monotherapie aus PEG-IFN
empfohlen [20].

Die Genotypen 2 und 3 sollten mit einer PEG-IFN Ribavirin Kombinationsthe-
rapie für 24 Wochen behandelt werden. Die Ansprechraten einer solchen Kombinations-
therapie über 48 Wochen liegen bei 76-82% [18]. Die akutelle WIN-R-Studie [21] konnte
zeigen, dass eine Therapieverkürzung von 48 auf 24 Wochen die Ansprechraten nicht
beeinträchtigt, sodass derzeit eine 24-wöchige Kombinationstherapie für die Genotypen
2 und 3 diskutiert wird.

HCV infizierte Patienten mit den Genotypen 4, 5 und 6 können mit der Standard-
kombinationstherpaie vergleichsweise effektiv behandelt werden. Ansprechraten bis zu

1 Hepatitis C - Leitlinien der Arbeitsgemeinschaften der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesell-
schaften - AWMF:
http://www.uni-duesseldorf.de/AWMF/ll/021-012.htm
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65% können bei den Genotypen 4 und 6 erwartet werden. Bei dem Genotyp 4 wird die
Therapiedauer entsprechend dem virologischen Ansprechen individualisiert [22]. Die
Ansrechraten von Genoytp 5 sind bei einer Therapiedauer von 48 Wochen ähnlich der
Ergebnisse von Genotyp 3.

Als unabhängige positive Prädiktoren für einen dauerhaften Therapieerfolg kön-
nen folgende Faktoren genannt werden: Vollständige Therapie (Dauer, Dosis, PEG-IFN
und Ribavirin), Infektion mit HCV-Genotyp 2 oder 3, niedrige Viruslast, rascher Abfall
der Viruslast, jüngeres Alter, niedrige γ-GT-Werte, keine fortgeschrittene Fibrose oder
Zirrhose, fehlende Steatose [23].

Weitere, effektive Substanzen zur Therapie der HCV-Infektion und insbesondere
die Entwicklung eines prophylaktischen Impfstoffes sind wünschenswert, derzeit aber
noch nicht absehbar (vgl. Abs. 2.2.4). Aus diesen Gründen kommt neben der stetigen
Weiterentwicklung der Therapien der Infektionsprophylaxe, gerade bei Risikogruppen,
eine große Bedeutung zu, um die weltweite Verbreitung des Virus einzudämmen.

2.2 Hepatitis C Viren

Das Hepatitis C Virus wurde 1989 erstmals durch Isolierung der spezifischen Virus-
DNA aus Patientenseren mit der damals bezeichneten Non-A, Non-B Virushepatitis
[24] nachgewiesen. In den folgenden Jahren gelang es zahlreiche wissenschaftliche Er-
kenntnisse über das Virus zu sammeln. Die folgenden Abschnitte sollen die Struktur,
das Genom, die Genprodukte, die Pathogenitäsfaktoren und die Replikationsmechanis-
men des Hepatitis C Virus beschreiben. Außerdem werden Systeme zur Erforschung
des HCV vorgestellt.

2.2.1 Struktur des Hepatitis C Virus

Das Hepatitis C Virus ist ein Hepacivirus, welches zur Familie der Flaviviridae gehört
[25]. Zur Familie der Flaviviridae gehören außerdem die Gruppe der Flaviviren (das
Dengue Virus u.a.) und die Gruppe der Pestiviren (das klassische Schweinepestvirus
u.a.).

Das Hepatitis C Virus ist elektronenmikroskopisch äußerst schwierig darzustel-
len, wahrscheinlich wegen der strukturellen Instabilität und der Empfindlichkeit gegen-
über Präparationsmethoden. Man nimmt an, dass die Gesamtgröße des Virus ungefähr
40-70 nm beträgt [26] [27].

Vermutet wird, dass es sich beim Hepatitis C Virus in Analogie zu anderen
Flaviviren um ein sphärisches Viruspartikel handelt, das eine Lipidhülle besitzt, in die
zwei virale Glykoproteine E1 und E2 in oligomeren Komplexen zusammen eingelagert
sind [23]. Die strukturbildenden Proteine des Hepatitis C Virion sind demnach die
Glykoproteine E1, E2 und das Core-Protein. E1 und E2 verankern das Nukleokapsid

5



2 Literaturdiskussion

Abbildung 2.2: Modellstruktur des Hepatitis C Virus. Eine Lipidmembran bildet gemeinsam
mit den verankerten Glykoproteinen E1 und E2 die Virushülle (Envelope). Das Core-Proteine
(Capsid protein) bildet das Nukleokaspid, indem sich das RNA-Genom des HCV befindet.
(Grafik entnommen aus Expert Reviews in Molecular Medicine 2003, c©Cambridge University
Press)

des Virus in einer doppelschichtigen Lipidmembran, die sich von der Wirtszelle ableitet.
Das Nukleokapsid wiederum wird von Kopien des Core-Proteins gebildet. Innerhalb des
Nukleokapsid befindet sich die ultrakomprimierte Einzelstrang-RNA mit der Erbinfor-
mation des Virus [25] [26]. Eine Modellstruktur des Hepatitis C Virus ist in Abbildung
2.2 dargestellt.

Das HCV zirkuliert in verschiedenen Formen im infizierten Wirt. Oft ist es an
wirtseigene Lipoproteine (LDL und VLDL) assoziert, an Immunglobuline gebunden
oder als freies Virion [28]. Dies erklärt auch die heterogene, aber geringe Dichte von ca.
1,10 g/ml.

2.2.2 Gene und Genprodukte des Hepatitis C Virus

Das Hepatitis C Virus ist ein Einzeltrang-RNA-Virus mit positiver Polarität (ss(+)RNA).
Das HCV besteht aus ungefähr 9600 Nukleotiden und hat damit das größte Genom
aller bekannten Hepatitisviren [29].

Die Variabilität des Hepatitis C Genoms ist vergleichsweise hoch. Sie beruht auf
der hohen Fehlerrate der viralen RNA-abhänigen RNA-Polymerase, die keine Fehler-
korrekturfunktion besitzt.

Charakteristisch für die Familie der Flaviviridae ist ein Einzelstrang-RNA-
Genom mit nur einem einzigen offenen Leserahmen (ORF), der ein sogenanntes en-
codiertes Vorläufer-Polyprotein kodiert [25] [23]. Der für Flaviviridae typische offene
Leserahmen, die 5’-nichtkodierende Region, wird als interne ribosomale Eintrittsstelle
(IRES) bezeichnet [26] [25].
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Abbildung 2.3: Genom des Hepatitis C Virus. Darunter das kodierte Vorläufer-Polyprotein
mit Schnittstellenmakierung für zelluläre (Rauten) und virale Proteasen (Pfeile) Darunter
die viralen Proteine mit Informationen zur Größe (Aminosäurenlänge) und Funktion. (Abb.
aus D. Moradpour et al. [26])

Das Polyprotein enthält am aminoterminalen Bereich die Strukturproteine, das
Nuleokapsid bildende Core Protein und die beiden Envelope bildenden Glykoproteine
E1 und E2. Für die Ausschleusung des gebildeten Viruspartikel aus der Wirtszelle sind
das p7 und das Nichtstrukturprotein NS2 beteiligt. Die Prozessierung des Polyproteins
in die einzelnen Proteine wird durch zelluläre Signalasen und virale Proteasen NS2 und
NS3 vermittelt. Weitere Nichtstrukturproteine sind das NS4a Polypeptid, ein Kofaktor
der NS3 Serinprotease, das NS4b für das membranöse Netz, das NS5a mit nicht ein-
deutig geklärter Funktion (s.u.) und schließlich das NS5b-Protein, eine RNA-abhänige
RNA Polymerase für die virale Replikation. Die Abbildung 2.2 zeigt das Genom und
die kodierten Proteine des HCV. Im Folgenden sollen die HCV-Proteine Core und NS5a,
die Gegenstand der Untersuchungen für diese Arbeit waren, genauer beschrieben wer-
den.

Das Core Protein ist das erste Strukturprotein, welches vom ORF des HCV
kodiert wird. Es bildet das Nukleokapsid des Virus. HCV-Core ist 21 kD gross und
enthält 173-179 Aminosäuren [30]. HCV-Core wird posttranslational von einer Signal-
Peptidase C-terminal gespalten. N-terminal besitzt es eine hydrophile Domäne D1,
durch einen hohen Anteil an basischen Aminosäuren. Diese Domäne ist sowohl an
der RNA Bindung als auch an der Homo-Oligomerisation beteiligt. Core ist ein α-
helikales Protein, welches während der Replikation am zellulären endoplasmatischen
Retikulum und am membranösen Netz zu finden ist. Zudem ist Core an der Bindung
an Lipoproteine beteiligt und somit an der Ausschleusung des Viruspartikels aus der
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Zelle [26]. Es wird angenommen, dass Core mit dem Lipidstoffwechsel des Heaptozyten
interagiert und so an der Ausbildung einer Steatosis hepatis beteiligt ist [31].

Das Nichtstrukturprotein NS5a ist ein Phosphoprotein, das basisphosphoryliert
56 kD und hyperphosphoryliert 58 kD schwer ist. Die zelluläre Proteinkinase CKI ist für
den Phosphorylierungsprozess verantwortlich [32]. Das Protein besitzt eine N-terminale
Membranankerdomäne, die aus einer amphiphilen α-Helix besteht. Die α-Helix hat eine
hydrophobe, Tryptophan-reiche Region, die in die zytosolische Membranen eingebettet
ist und wahrscheinlich an Proteininteraktionen, die wichtig für den viralen Replikation-
komplex sind, beteiligt ist [33]. Es gibt verschiedene Theorien, in welcher Form NS5a
am Replikationszyklus des HCV beteiligt ist, jedoch ist die Gesamtfunktion noch nicht
eindeutig geklärt. Sicherheit besteht darin, dass NS5a für die Virusreplikation benötigt
wird und dabei die RNA bindet. Darüberhinaus wird es auch bei der Virusmonatge
nach der Replikation benötigt. Man geht davon aus, dass NS5a eine entscheidende
Rolle beim Umschalten von der RNA-Replikation auf die Virusmontage zukommt [23].
Im Rahmen der Pathogenese der Hepatitis C wird angenommen, dass NS5a die kör-
pereigene Interferon-Antwort hemmt und so an der Chronifizierung der Virusinfektion
beteiligt ist [34] [35].

Die Funktionen von HCV-Core und HCV-NS5a beim Apoptosemechanismus
werden im Abschnitt 2.3.3 dargestellt.

2.2.3 Lebenszyklus und Replikation des Hepatitis C Virus

Das Hepatitis C Virus befällt neben den eigentlichen Zielzellen, den Hepatozyten, auch
B-Zellen, dendritische Zellen und andere Zellen des Immunsystems. Über verschiedene
Rezeptoren dockt das Virus an die Zellmembran an. CD81, ein Oberflächenprotein auf
vielen verschiedenen Zellen, der LDL-Rezeptor, der Scavenger-Rezeptor Klasse B Typ
1 (SR-B1) sowie der Claudin-Rezeptor sind Ziele des Hepatitis C Virus [26].

Nach dem Andocken des HCV an die Zellmembran über die oben genannten
Oberflächenrezeptoren gelangt das Virus durch Clathrin-vermittelte Endozytose in En-
dosomen verpackt in die Zelle [36]. Ein niedriger pH in den Endosomen scheint bedeu-
tend für die Freisetzung des Virus in das Zytosol der Zelle zu sein [37] [38]. Dort beginnt
der Prozess des uncoating, das Virus wird von seiner Hülle befreit und das Genom ge-
langt in das Cytosol. Das als mRNA direkt translatierbare HCV-Genom gelangt an die
Ribosomen des rauen endoplasmatischen Retikulums (rER). Dort beginnt umgehend
die virale Proteinsynthese. Um die Menge viraler RNA zu erhöhen, schreibt die RNA-
abhänige RNA-Polymerase (NS5b) den RNA-Plus-Strang in einen RNA-Minus-Strang
um. Diese synthetiserten Minus-Stränge werden dann zur Translation des viralen Ge-
noms genutzt. Anschließend erfolgt die Synthese der viralen Proteine mit Hilfe des
Proteinsynthese-Apparats der Wirtszelle am rER [26]. In HCV-replizierenden Zellkul-
turensystemen konnten im Elektronenmikroskop auffällige Membranstrukturen detek-
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Abbildung 2.4: Lebenszyklus und Replikation des Hepatitis C Virus. a) Virus bindet an
die Zelle, b) uncoating (s. Text), c) IRES (internal ribosome entry site) abh. Translation und
Polyproteinprozession nach Bildung des membranous web, d) Verpacken u. Organisieren, e)
Reifung, f) Freisetzung (Abb. aus D. Moradpour et al. [26])

tiert werden, die als HCV-Replikationskomplexe angesehen werden. Diese als membra-
nous web (membranöses Netz) bezeichneten Strukturen werden durch das hydrophobe
Membranprotein NS4B initialisiert [39] [40]. Es wird diskutiert, dass sich das mem-
branous web von den Membranen des rER ableitet und daraus gebildet wird [26] [39].
Die Initiation der Translation wird durch die IRES am 5’ Ende der RNA und weitere
Translationsinitiationsfaktoren (eIF-2, eIF-3 u.w.) vermittelt.

Zuerst wird ein großes Polyprotein synthetisiert, das sofort danach in die 10
viralen Proteine prozessiert wird. Das amino-terminale Drittel des Polyproteins enko-
diert die viralen Strukturproteine Core, E1 und E2. Nach der Strukturregion folgt ein
integrales Membranprotein Ns1 (p7). Der Rest des Polyproteins enkodiert die Nicht-
strukturproteine. Eine Signalpeptidase schneidet zwischen Core und E1, E1 und E2,
E2 und NS1 sowie NS1 und NS2. Die restlichen Nichtstrukturproteine werden von der
NS2/3 Peptidase prozessiert.

Nach erfolgter Prozessierung gelangen die Hüllproteine E1 und E2 in das Lumen
des ER, lagern sich in die Membran ein und werden glykosyliert. Das Core-Protein
lagert sich von außen in die ER-Membran und bindet die virale mRNA. Dann kommt
es zum budding, der Verpackung des Core-RNA-Komplexes und zur Abschnürung des
HCV-Partikels in das ER-Lumen. Die neugebildeten Hepatitis C Viren verlassen durch
Sekretion über den Golgi-Apparat die Zelle und sind dann bereit weitere Zielzellen zu
infizieren.
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2.2.4 Systeme zum Studium des Hepatitis C Virus

Seit der Entdeckung des Heptitis C Virus wurde in verschiedenen Ansätzen versucht
das Genom, die Struktur, die Replkiation und die Pathogenität des Virus zu erfor-
schen. Dabei bildeten sich mehrere Forschungsmodelle heraus. Mehrere in vitro Zell-
Replikationssysteme: subgenomisch durch Bartenschlager et al und komplett-
genomisch durch Kato et al. Ein in vitro Pseudopartikelsystem nach Bartosch et
al. Ein in vivo Infektionsmodell an Schimpansen erstmals beschrieben durch die Ar-
beitsgruppe von Rice et al. Zudem verschiedene Systeme mit transgenen Mäusen. Im
Folgenden sollen die wesentlichen Charakteristika der HCV-Modelle aufgezeigt werden
und die spezifischen Vor- und Nachteile erörtert werden.

Nach der Entdeckung des HCV konnten viele Arbeitsgruppen zeigen, dass sich
humane Hepatozyten und Hepatozyten von Schimpansen in vitro mit dem HCV-
positiven Patientenseren infizieren liessen [41]. Bei anderen Zelltypen, zum Beispiel
Lymphozyten, war diese Infektion ungleich schwieriger [42]. Die Bestrebungen moleku-
lare HCV-Klone in vitro zu replizieren, scheiterten an den zahlreichen Mutationen im
Genom des Hepatitis C Virus. So entstand die Idee der Konstruktion von sogenann-
ten Consenus-Genomen (abgekürzt: con1), welche auf einer Mastersequenz basieren,
die einen grossen Teil der HCV-Genome weltweit repräsentieren [42]. Bartenschla-
ger et al erkannten als erste die ineffektive Replikation der HCV-Klone [43]. Um
dieses Problem zu umgehen, entwickelte die Arbeitsgruppe ein subgenomisches Repli-
konsystem auf Basis eines HCV con1 Genoms, bei dem die Sequenzen für die Struk-
turproteine (Core, E1, E2) und p7 durch eine Sequenz für eine Neomycin-Resistenz
ersetzt wurden, vgl. dazu auch die Abbildung 2.5. Zusätzlich fügten sie eine Initia-
tionsstelle für die Translation der replikationswirksamen HCV-Nichtstrukturproteine
als zweite IRES (internal ribosome entry site) ein (vgl. dazu Abschnitt 2.2.3). Diese
Replikons wurden dann in humanen Hepatoma-Zelllinien unter entsprechender antibio-
tischer Selektion propagiert. Es konnte gezeigt werden, dass sich Replikons eigenstän-
dig amplifizierten und stabil repremieren lassen [43] [44]. Daneben wurden auch soge-
nannte Zellkultur-abhänige Mutationen beobachtet, die nach Klonierung in Wildtyp-
Consensus-Sequenzen zu einer erhöhten Amplifikationrate in vitro führten [45] [46].
Der Mechanismus dafür konnte bisher noch nicht eindeutig geklärt werden. Darüber
hinaus ist es möglich Reportergene, z.B. eine Luciferase-Gen, mit in das Replikon ein-
zuklonieren. Mit Hilfe eines solchen Reporters ist es möglich, Replikationsraten unter
verschiedenen Bedingungen (Induktion oder Inhibition durch unterschiedliche Stoffe)
zu bestimmen [46] [47]. Insgesamt gesehen, ist das Replikonsystem ein sehr wertvolles
Werkzeug, um die Genprodukte und die Replikation des HCV zu erforschen und neue
antivirale Medikamente hinsichtlich ihrer Wirksamkeit zu testen. Beschränkt ist das
Replikonsystem dadurch, dass es nicht das komplette HCV-Genom enthält und damit
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Abbildung 2.5: HCV Genom im Vergleich zu den Replikonsystemen. oben: Genom des
HCV, mitte: Struktur des subgenomischen Replikonsystems, unten: Struktur des komplett-
genomischen Replikonsystems abgeleitet vom JFH1-Genom (japanische fulminante Hepatitis)
(Abb. aus Boonstra et al. [42])

Effekte der Strukturproteine nicht ermittelt werden können. Ausserdem sind Mutatio-
nen im Replikonsystem nötig, um hohe Replikationsraten zu erzielen. Diese Mutationen
verändern das Genom nachhaltig. So sind selbstständig replizierende Replikons nicht
in der Lage infektiöse virale Partikel freizusetzen, was als eine mögliche Konsequenz
dieser Mutationen angesehen wird [42].

Die beschriebenen Nachteile des subgenomischen Replikonsystems führten zur
Konstruktion von neuen Replikonsystemen. Die Arbeitsgruppe um Kato et al entwi-
ckelte ein subgenomisches Replikonsystem auf Basis des als JFH-1 bezeichneten Klons,
ursprünglich isoliert aus dem Serum eines japanischen Patienten mit einer fulminanten
Hepatitis C [48]. Dieses Replikon zeigte stabile, hohe Replikationsraten im Vergleich
zu den früheren subgenomischen Replikons ohne die bisher notwendigen Mutationen.
Das neue JFH-1-Replikonsystem wurde auf die komplette Genomsequenz erweitert und
enthält nun die HCV-Strukturproteine [27]. Seit 2005 wurden chimäre Replikons, auf
JFH-1-Genom basierend, für alle 7 bekannten Genotypen entwickelt [42]. Das komplett-
genomische Replikonsystem hat die Anwendungsmöglichkeiten deutlich erweitert, da
es stabile hohe Replikationszahlen zeigt und alle HCV-Genprodukte damit untersucht
werden können. Gleichzeitig ist aber nicht verstanden wieso sich das JFH-1-Genom im
Vergleich zu anderen Genomen wesentlich besser in den Zellen repliziert.

Ein weiteres zellbasiertes System ist das HCV-Pseudopartikel-System. Dabei
handelt es sich um Retro- oder Lentivirarle Virushüllen auf deren Oberfläche die HCV
Glykoproteine E1 und E2 eingefügt wurden [49] [50]. Diese viralen Pseudopartikel sind
hochinfektiös und können die virale Bindung und den Eintritt in die Wirtszelle imitie-
ren. Das Pseudopartikelsystem hat sich als sehr effektiv in der Erforschung des Virus-
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eintritts in die Zelle erwiesen. Viele, für den Virus-Eintritt wichtige, Rezeptoren und
Zellmembranmoleküle konnten so identifiziert werden. Es sind die Glykosaminoglyka-
ne, LDL-Rezeptoren, DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule
3 - grabbing non-integrin), L-SIGN (liver-specific intercellular adhesion molecule 3 -
grabbing non-integrin) und Claudin-Rezeptor -1, -6 und -9 [51], außerdem das huma-
ne, membranständige Occludin als Virus-Eintrittsfaktor [52]. Nachteil dieser Systeme
ist jedoch die Beschränkung auf Huh7-Hepatoma-Zelllinien. Einflüsse des Wirtsorganis-
mus und dessen abwehrenden Immunsystems können damit kaum untersucht werden.
Die in vitro Produktion infektiöser Hepatitis C Viren ist bisher nur mit dem JFH-1-
Replikonsystem gelungen. Zukünftige in vitro Systeme werden versuchen die Probleme
und Beschränkungen der aktuellen Systeme zu lösen.

Die Erforschung der Interaktionen von Hepatitis C Virus und dem Wirtsorga-
nismus gelang bisher am erfolgreichsten im Tiermodell. Dabei sind Schimpansen (Pan
troglodytes) bis dato neben dem Menschen die einzige bekannte Spezies, die sich
persistierend mit Hepatitis C Viren infizieren können. Seit Beginn der Forschung an der
anfänglich Non-A, Non-B-, später HCV- bezeichneten Virushepatitis spielten Schimpan-
sen daher eine wichtige Rolle. Die endgültige Identifikation des Hepatitis C Virus gelang
1989 im Plasma von Schimpansen mit hohen infektiösen Virustitern [24]. Die Hepati-
tis C beim Schimpansen verläuft in den Grundzügen sehr ähnlich wie beim Menschen.
Es werden ebenfalls nekroinflammatorische Läsionen in der Leber und ein Anstieg der
Serumtransaminasen beobachtet. Jedoch ist der Verlauf beim Schimpansen wesentlich
milder, es kommt fast nie zur Leberfibrose oder Leberzirrhose in Folge der chronischen
Leberinfektion [53]. Hepatozelluläre Karzinome sind bei Schimpansen mit chronischer
Hepatitis C Infektion nicht eindeutig beschrieben worden [42]. Die Immunabwehr gegen
das HCV ist im Schimpansen-Modell genau untersucht worden. Es konnte eine frühe,
starke Immunantwort in der Leber mit Hochregulation von Interferon-stimulierenden
Genen (ISGs) festgestellt werden [54] [55]. Ebenso fand sich eine Hochregulation von
zytotoxischen CD8-positiven T-Zellen nach 5-9 Wochen im peripheren Blut und nach
6-12 Wochen in der Leber [56] sowie das Auftreten von HCV-spezifischen T-Zellen zu-
sammen mit der intrahepatischen Expression von Interferon-γ [54] [55] [56]. Wichtig ist
das Schimpansen-Modell neben der Evaluierung von antiviralen Therapieformen, bei
der Entwicklung von möglichen Vakzinen gegen das HCV. Verschiedene Arbeitsgrup-
pen haben in den vergangenen Jahren unterschiedliche Ansätze der Vakzinierung bei
Schimpansen vorgestellt [57] [58]. Einige dieser Vakzine haben die Phase 1 bzw. Pha-
se 2 der klinischen Studien erreicht, dennoch gibt es, wegen der starken genetischen
Heterogenität des HCV und dessen Neigung zur Reinfektion nach erneuter Expositi-
on, bisher nicht überwindbare Hürden bei der Entwicklung eines endgültigen Impfstoff
gegen das Virus. Zudem bestehen (trotz der genannten, zahlrechen wissenschaftlichen
Erkenntnisse zum Hepatitis C Virus und dessen Virus-Wirts-Interaktionen) in vielen
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Ländern erhebliche ethische Vorbehalte an Menschenaffen zu forschen, zumal diese vom
Aussterben bedroht sind.

Die ethischen Bedenken, aber auch der hohe Kostenaufwand bei einer vergleichs-
weise geringen Anzahl an Affen haben zu Überlegungen über andere Tiermodelle ge-
führt. Kleinere Tiere, zum Beispiel klassische Labortiere wie Mäuse oder Ratten, lassen
sich nicht chronisch mit Hepatitis C Viren infizieren. Jedoch wurden in den vergange-
nen Jahren einige transgene Mausmodelle entwickelt, die HCV-Proteine überexprimie-
ren und somit Aspekte der Pathogenese des HCV nachahmen [59]. Daneben exsis-
tieren chimäre Mausmodelle mit heterotropen, humanen Leber-Grafts [60] und Leber-
Repopulation mit humanen Hepatozyten [61], zudem ein Modell mit immun-toleranten
Ratten [62]. Nachteil dieser Systeme ist jedoch die Tatsache, dass diese Kleintiere kein
natürlicher Wirt des HCV sind und daher die Replikationswege durch die verschiedenen
Modelle nur simuliert werden können. Ausserdem bestehen strukturelle Unterschiede
zwischen murinen und humanen Hepatozyten, sodass sich Ergebnisse hier nicht eins zu
eins übertragen lassen.

2.3 Apoptose und Hepatitis C

Die Apoptose, der programmierte Zelltod, ist ein zentraler Prozess in der Elimination
von Viren und viral befallener Zellen aus dem Organismus. Auch bei der Infektion mit
Hepatitis C Viren spielt diese Funktion eine wichtige Rolle. In den folgenden Abschnit-
ten soll die Apoptose auf Basis aktueller Publikationen in ihren Grundzügen erläutert
werden, dabei wird vor allem die Funktion des anti-apoptotischen Proteins MCL-1 nä-
her beschrieben. MCL-1 wurde im Rahmen dieser Dissertation im Zusammenhang mit
der adenoviralen Transduktion untersucht. Im Abschnitt 2.3.3 wird auf den Zusammen-
hang von Apoptose bei Hepatitis C Infektion eingegangen.

2.3.1 Apoptose im Überblick

Die Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods und spielt in der Entwick-
lung von Organismen eine wichtige Rolle. Die Apoptose ist oftmals auch ein wichti-
ger Bestandteil pathophysiologischer Prozesse, bei verschiedenen infektiösen und nicht-
infektiösen Erkrankungen [64].

Die Apoptose wurde erstmals 1972 beschrieben [65]. Sie ist definiert als eine
kontrollierte Selbstdestruktion einer Zelle, ausgelöst durch äußere und innere Reize
auf die Zelle. Die Zelle ändert im Laufe des Apoptoseprozesses ihre äußere Erschei-
nung: Es kommt zur Vesikelbildung, zu Veränderungen der Chromatinstrukturen, zur
Zellkernfragmentation, zum Lösen der Zelle aus dem adhaerenten Zellverband und
schließlich zum Schrumpfen der Zelle mit einer abschließenden Phagozytose. Ursäch-
lich für den progammierten Zelltod ist eine Enzymkasakade in der Zelle, die durch ex-
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Abbildung 2.6: Signaltransduktionspfade der Apoptose in Hepatozyten. Dargestellt sind
die wichtigsten Zytokine zur extrinsischen Apoptose-Induktion (TGF-β, TRAIL, TNF-α,
CD95) und der intrinsische Apoptose-Weg über das Mitochondrium mittels Freisetzung von
Cytochrom-c. Die Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 werden über beide Wege aktiviert und füh-
ren letztlich zur Apoptose. (Abbildung aus R. Fischer et al [63])

trinsische Faktoren (z.B. Tumornekrosefaktor (TNF) und andere Zytokine wie TRAIL
oder FasL/CD95) oder intrinsische Faktoren (z.B. Cytochrom-c freigesetzt aus den Mit-
ochondrien) ausgelöst werden kann [64]. Gerade bei dem extrinsischen Weg spielt das
Immunsystem eine große Rolle, weil verschiedene Abwehrzellen des angeborenen Im-
munsystems (z.B. Granulozyten, Kupfferzellen oder natürliche Killerzellen) und des er-
worbenenen Immunsystems (B-Lymphozyten/Plasmazellen oder T-Lymphozyten) Zy-
tokine freisetzen, welche die Apoptose der Zelle in Gang setzen können. Das Immun-
system kann auf diesem Wege Zellen, die beschädigt oder infiziert sind, eliminieren
[66].

Die eigentliche Apoptose ist eine Enzymkasakade, bei der Caspasen eine zentrale
Rolle spielen. Caspasen bezeichnen Cystein-abhänige Proteasen, welche nach Aktivie-
rung eine Caspase-Kaskade in Gang setzen, die über eine siganlverstärkende Rückkopp-
lung weitere Caspasen aktiviert und dann schließlich die Effektor-Caspasen aktiviert
[67]. Die Abbildung 2.6 zeigt einen schematischen Überblick über die Aktiverung und
die Kaspase-Kaskade der Apoptose in einem Hepatozyten. Der extrinsische Weg über
extrazelluläre Ligandenaktivierung (gezeigt an TRAIL, TGF-β, TNF-α, CD95) führt
auf verschiedenen Wegen zur Aktivierung der Caspasen-8 und -10. Der intrinsische Weg
beginnt in den Mitochondrien mit der Freisetzung von Cytochrom-c und endet mit der
Aktivierung von Caspase-9. Beide Wege der Apoptose sind zudem untereinander ver-
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zahnt durch die Caspase-8, diese kann durch Aktivierung von Bid die mitochondriale
Freisetzung von Cytochrom-c triggern und so die Apoptose beschleunigen. Letztend-
lich wird der Start der Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 bewirkt. Die Effektor-Caspasen
katalysieren den Abbau des Zytoskeletts und der Zellmembranen und starten weite-
re Enzyme, welche die DNA der Zelle fragmentieren. Aus diesen Prozessen resultiert
der Tod der Zelle. Die gebildeten Zellreste befinden sich in Vesikeln und werden als
apoptotische Körper bezeichnet; sie werden abschließend phagozytiert. Es kommt, in
Abgrenzung zur Nekrose, dabei zu weniger Entzündung, der umliegende Zellverband
bleibt durch die Apoptose einer Zelle weniger angetastet.

2.3.2 MCL-1 und Apoptose

Das MCL-1 Molekül (myeloid cell leukaemia sequence 1) ist Bestandteil der BCL-2
Proteinfamilie, welche Schlüsselregulatoren im Apoptosemechanismus darstellen [68].
Die BCL-2 Proteinfamilie besteht aus Proteinen, die die Apoptose einleiten, also pro-
apoptotisch wirken wie Bax, Bak, Bok, Bim u.w. und aus anti-apoptotisch wirkenden
Proteinen wie Bcl-XL, Bcl-w, A1 (Bfl-1), NR-13 und besonders MCL-1 [64]. Die anti-
apoptotischen Proteine bewirken vor allem mitochondriale Veränderungen, indem sie
z.B. die Freisetzung von Cytochrom-c aus den Mitochondrien in das Cytosol der Zelle
verhindern. Das MCL-1 Molekül spielt dabei eine wichtige Rolle.

Die genauen Mechanismen zur Suppression der Apoptose durch MCL-1 sind
derzeit noch nicht hinreichend verstanden. Es wird vermutet, dass MCL-1 mittels He-
tereodimerisation die Cytochrom-c Freisetzung supprimeriert [68] und außerdem pro-
apoptotisch wirkendende Proteine wie Bim und Bak neutralisiert [69]. MCL-1 wirkt
dabei vor allem in der frühen Phase der Apoptose. Arbeiten zu diesem Thema konnten
zeigen, dass eine rasche Herunterregulation von MCL-1 für die Initiation der Apoptose-
Kaskade notwendig ist [70]. Im Gegensatz dazu kann MCL-1 auch pro-apoptotisch wir-
ken. Es exsistiert von MCL-1 eine kurze Form, die durch Schneiden von Caspasen ent-
steht. Dieses Schneiden von MCL-1 in die kurze Form, durch Caspasen katalysiert, ak-
tiviert wiederum eine Caspase-Kaskade und führt über eine positive Feedback-Schleife
zur Aufrechterhaltung der Apoptose [71].

Maligne entartete Zellen haben häufig eine hohe Expressionsrate von MCL-1
wie z.B. bei den myeloischen Leukämien [72] [73]. Der natürliche Schutz des Körpers,
entartete Zellen durch Apoptose aus dem Organismus zu entfernen, ist bei der MCL-1
vermittelete Apoptosesuppression solcher Zellen nicht mehr gegeben. Transgene Mäuse,
die MCL-1 überexpremieren, haben eine hohe Inzidenz Lymphome zu entwickeln [74].
Gleichzeitig gibt es aber auch Tumore, bei denen MCL-1 herunterreguliert ist und somit
eine mögliche Apoptose durch MCL-1 nicht unterbunden werden kann [75].

In Hepatozyten kann die Induktion von MCL-1 eine CD95 vermittelte Apoptose
unterbinden. Gleichzeitig konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass ein spezifischer
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MCL-1-knockout in Hepatozyten Leberschädigung durch spontane Apoptose ermög-
licht [76]. Ebenso kommt es zur einer erhöhten Proliferation von Hepatozyten bis hin
zur Bildung von hepatozellulären Karzinomen [77] [78].

Die Funktion von MCL-1 bei viralen Infektionen ist bisher nicht eindeutig ge-
klärt. Zellen, die durch Adenoviren infiziert wurden, herunterregulieren MCL-1 und
gehen in die Apoptose [69]. Für andere Viren gibt es nur wenige, widersprüchliche
Daten.

2.3.3 Apoptosemechanismen bei Hepatitis C Infektion

Die Apoptose ist ein zentraler Prozess bei der Kontrolle und Elimination viraler In-
fektionen. Infektionen mit Hepatitis C Viren sind häufig mit chronischen Infektionen
der Leber verbunden (vgl. Abs. 2.1.1), wobei die Viren in den Hepatozyten persis-
tieren [63]. Eine chronische Infektion ist daher immer auch mit einem Versagen des
Immunsystems bei der Viruselimination vergesellschaftet. Das Immunsystem schafft
es nicht die infizierten Zellen komplett durch Zytokin-vermittelte Apoptoseaktivierung
zu zerstören [63]. Daneben ist aber auch beschrieben, dass eine Hepatitis C Infektion
die Apoptose von Hepatozyten initiieren kann. So wurde die Zahl der Hepatozyten
der Leber, die apoptotische Prozesse zeigen, in verschiedenen Arbeiten gemessen und
mit prozentualen Anteilen von 0,54% bis 20,0% an der Gesamtzahl der Hepatozyten
beschrieben [79] [80]. Gleichzeitig liegt der Anteil jener Hepatozyten, die tatsächlich
mit HCV infiziert sind bei 1% bis 10% [81]. Die typischen morphologischen Erschei-
nungen von apoptotischen Zellen wurden dabei nur bei einer Minderheit der Zellen
beobachtet [63]. Außerdem zeigte sich, dass apoptotische Hepatozyten häufig in unmit-
telbarer Nähe von infiltrierenden Lymphozyten zu finden sind [82], was einen direkten
Zusammenhang des Immunsystems mit der Apoptose virusinfizierter Zellen nahelegt.

Die Zytokine TGF-β, TNF-α, CD95 und TRAIL, die von verschiedenen Zel-
len des Immunsystems sezerniert werden und Apoptose über den extrinsischen Weg
initiieren können, sind im Rahmen einer Hepatitis C Infektion allesamt hochreguliert
[79] [83] [84] [85] [86]. Dabei zeigte sich, dass Hepatozyten vor allem durch Stimula-
tion mit TNF-α und CD95 mit Apoptose antworten [85]. Dagegen induziert TRAIL
Apoptose vor allem bei entarteten Zellen im Rahmen eines hepatozellulären Karzinoms
[86]. Gleichtizeitg scheint TRAIL für die Virusabwehr wichtig zu sein. Bei Patientin ist
TRAIL während einer Therapie mit PEG-Interferon und Ribavirin rasch und anhaltend
hochreguliert [87].

Für nahezu alle viralen Proteine des Hepatitis C Virus sind pro-apoptotische
Effekte, zum Teil auch anti-apoptische Effekte beschrieben worden. Im Folgenden soll
auf das Hepatitis C Core- und NS5a-Protein näher eingegangen werden, da diese beiden
Proteine Gegenstand dieser Dissertation sind.
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Das Strukturprotein HCV-Core, näheres vgl. Abschnitt 2.2.1, zeigt verschiede-
ne Effekte auf die zelluären Transduktionswege. Es aktiviert die Promotoren c-myc
und c-fos [88]. Es hat pro- und anti-apoptotische Effekte. Core-abhängig wird TNF-α-
vermittelte Apoptose [89] und CD95-vermittelte Apoptose [90] in Hepatoma-Zelllinien
inhibiert. Andere Arbeiten konnten allerdings zeigen, dass eine HCV-Core Überexpres-
sion eine CD95-vermittelte Apoptose nicht verhindern konnte [91]. Nachgewiesen sind
anti-apoptoische Effekte durch HCV-Core abhängige Phosphorylation und Aktivierung
von STAT3 [92] und dadurch Induktion des anti-apoptotischen Bcl-XL [93]. Ebenso
zeigten sich dabei pro-apoptotische Effekte durch HCV-Core indzierte Cytochrome-c
Freisetzung aus Mitochondrien und indirekte Aktivierung von Bax [94] [95]. Zusam-
menfassend lässt es sich nicht eindeutig sagen, ob das HCV-Core-Protein Apoptose
verhindert oder induziert.

Die Funktion von HCV-NS5a ist ebenfalls nicht genau bekannt. HCV-NS5a
zeigt Sequenzhomolgien zu BCL-2, bindet an FKBP38, verstärkt dadurch den anti-
apoptotischen Effekt von BCL-2 [96] und inhibiert zudem die pro-apoptotischen Ef-
fekte von Bax in Hepatoma-Zelllinien [97]. Weitere anti-apoptotische Effekte konnten
durch die zytoplasmatische Sequestierung und damit einhergehender Inhibition des Tu-
morsupressor p53 [98] und die Aktivierung von STAT3 mit verstärkender Expression
von Bcl-XL, p21 [99] und NF-κB [100] gezeigt werden. Im Gegensatz dazu konnten
andere Arbeiten eine direkte Apoptose-Induktion durch HCV-NS5a nachweisen [101]
[35]. Auch für HCV-NS5a lässt sich zusammenfassend sagen, dass die genaue Funktion
des Proteins im Apoptose-Mechanismus derzeit nicht hinreichend geklärt ist.

2.4 Das Adeno-Vektor-System

Die Idee fremde DNA in Zielzellen zu transduzieren, um beispielsweise Gendefekte
bei hereditären Erkrankungen zu beheben, führte zu zahlreichen Entwicklungen von
verschiedenen Gentransfersystemen. Besondere Beachtung wurde seit jeher dem System
der viralen Vektoren geschenkt. Mit Hilfe von viralen Vektoren ist es möglich, Gene für
bestimmte Proteine in Zielzellen zu transduzieren und die Genprodukte zu exprimieren.
Neben retroviralen Vektoren sind adenovirale Vektoren bisher am weitesten in der
Forschung verbreitet (vgl. Gene Therapy Clinical Trials Worldwide2).

Im Rahmen dieser Dissertation wurden adenovirale Vektoren konstruiert, die
die HCV Proteine Core und NS5a in Zielzellen transduzieren können. Daher sollen
Adenoviren, die Basis dieser Vektoren, im Folgenden diskutiert werden. Ebenfalls soll
der Gentransfer mittels solcher Vektoren und schließlich die vereinfachte Konstruktion
adenoviraler Vektorsystem mit Hilfe des AdEasy-Systems erörtert werden.

2 The Journal of Gene Medicine - Gene Therapy Clinical Trials Worldwide
http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/
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Abbildung 2.7: A) Schema eines Adenovirus: ikosaedrisches Kapsid aus Penton- und Hexon-
kapsomeren mit Fiberproteinenden. Die virale Doppelstrang-DNA ist ebenfalls gezeigt. (Quel-
le: The Nobel Foundation [103]) B) Schematische Zeichung eines adenoviralen Gentransfers
in Zellen des Menschen (Quelle: National Institutes of Health [104])

2.4.1 Adenoviren

Die Familie der Adenoviridae umfasst unbehüllte Viren mit einer Größe von etwa 80 -
110 nm. Das Viruskapsid hat eine charakteristische ikosaedrische Symmetrie und wird
aus Penton- und Hexonkapsomeren zusammengesetzt. An den Pentonen sind Fiberpro-
teine verankert. Das adenovirale Genom besteht aus einer doppelsträngigen linearen
DNA mit einer Größe von 26 bis 45 kB. Die Gene sind in fünf funktionelle Gruppen
unterteilt, von denen vier Gene (E: Early; E1 bis E4) zu einem frühen Zeitpunkt der
Infektion aktiviert werden, eine weitere Gruppe (L: Late; L1 bis L5) wird hingegen
spät exprimiert. Humane Adenoviren besitzen eine weitgehend einheitliche Genomor-
ganisation und kodieren ca. 40 Proteine und 1 bis 2 virus-assozierte (VA)-RNAs [25]
[23].

Derzeit sind aus der Familie der Adenoviridae 54 humanpathogenen Virusspezies
bekannt. Die Adenoviren werden in 7 Spezies (A bis G) eingeteilt, welche sich auf Grund
ihres Hämagglutinationsmusters weiter subklassifizieren lassen [23]. Die Abbildung 2.7
A zeigt das Schema eines solchen Virus. Adenoviren haben ein äußerst breites Infek-
tionsspektrum. Beim Menschen verursachen die Adenoviren hauptsächlich Infektions-
erkrankungen der oberen und unteren Atemwege, aber auch des Magen-Darm-Trakts,
des Urogenitaltrakts und des Auges [102]. Dabei sind nur wenige Adenovirenspezies
obligat pathogen. Bei immunsupprimierten Patienten können adenovirale Infektionen
auch systemisch verlaufen.

Der Eintritt der Adenoviren in die Zielzelle erfolgt in zwei Schritten: Im ersten
Schritt bindet das Virus an die Zelle, es kommt zur Bindung des viralen Fiber-Proteins
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mit dem zellulären Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR). Im zweiten Schritt intera-
gieren die Penton-Proteine des Virus mit dem Integrin-Rezeptor auf der Zelloberfläche.
Das Virus wird dann in endosomalen Vesikeln in die Zelle aufgenommen, wobei es die
Fiberproteine verliert [105]. Nach Ansäuerung der Endosomen werden die Viruskapsi-
de freigesetzt und gelangen entlang der Mikrotubuli durch Kernporen in den Zellkern
der Wirtszelle. Anschließend wird die Expression der frühen viralen Proteine eingelei-
tet. Mit der Replikation der viralen DNA beginnt die späte Phase der Infektion, in
der die späten viralen Proteine exprimiert werden. Im Zytosol assoziieren die viralen
Strukturproteine zu Kapsomeren und werden in den Zellkern transportiert, dort wer-
den abschießend die vollständigen Virionen gebildet. Der Replikationszyklus endet mit
der Lyse der Wirtszelle [23] [106]. In Zellkultur dauert einer solcher Zyklus bis zur
Zelllyse ca. 24 Stunden. Neben der lytischen Infektion ist auch eine latente Infektion
durch humane Adenoviren möglich. Durch geringe virale Proteinexpression und protek-
tiv wirkende E3-Proteine können adenoviral befallene Zellen dem Immunsystem des
Körpers entgehen [107].

2.4.2 Gentransfer mit Adenoviren

Aufgrund des breiten Zelltropismus, der einfachen Vermehrung in Zellkultur und der
guten Manipulierbarkeit am viralen Genom haben sich Adenoviren als potentes Vek-
torsystem etablieren können [108] [109]. Mit diesen adenoviralen Vektoren besteht die
Möglichkeit, Gene bzw. Genabschnitte in Zellen einzuschleusen, um die Expression
bestimmter Proteine zu erreichen. Die Abbildung 2.7 B zeigt den Transfer eines Gen-
tragendenen Virus in eine Zielzelle. Da Adenoviren über Integrine an der Wirtszellober-
fläche in die Zellen gelangen und Integrine ubiquitär vorkommen, können Adenoviren
eine Zielzahl menschlichen Gewebetypen infizieren, unabhängig von der Teilungsaktivi-
tät des Gewebes. Die Viren verursachen in der Regel keine schwerwiegenden Erkrankun-
gen und haben nur ein äußerst geringes onkogenes Potential [25]. Adenoviren zeigen im
Vergleich zu anderen Viren, die zum Gentransfer genutzt werden (Retroviren, Herpesvi-
ren u.w.), in vivo und in vitro sehr gute Gentransferraten. Das Genom der Adenoviren
ist weitgehend entschlüsselt und daher für gentechnologische Manipulationen zugängig.

Bei adenoviralen Vektoren unterscheidet man replikationsfähige und nicht repli-
kative Vektorkonstrukte, die die Mehrheit bilden. Bei den nicht-replikativen Vektoren
werden verschiedene Klassen unterschieden. In der 1. Generation wurde der, für die
Virusreplikation essentielle, ca. 3 kB lange E1-Bereich (Early-Gen) durch eine Expres-
sionskassette für das Transgen ersetzt. Teilweise wurde bei diesen Vektoren der nicht-
essentielle E3-Bereich deletiert. In Vektoren der 2. Generation sind die E1-, E2/E4- und
teilweise die E3-Region deletiert. Diese Vektoren werden in Verpackungszelllinien pro-
pagiert, welche die deletierten Genprodukte produzieren. Damit ist die 2. Generation
insgesamt weniger toxisch und immunaktivierend. Die 3. Generation schließlich besitzt
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vom ursprünglichen Adenovirusgenom lediglich die cis-aktiven Sequenzen für die Verpa-
ckung des viralen Vektors. Neben dem Transgen besitzen diese Vektoren Stuffer-DNA,
um die optimale Verpackungsgröße von 27 bis 38 kB zu erreichen. Vektoren der 3. Gene-
ration zeichnen sich durch monatelange Expression des Transgens in vivo in ruhenden
Zellen, eine geringe Toxizität und eine geringe Immunogenität aus. Für die Produktion
wird ein Helfervirus benötigt, daher rührt die Bezeichnung gutless-Vektoren. Nachteil
dieser Koinfektion ist die Kontamination mit den replikationsfähigen Helferviren, die
eine klinische Anwendung bisher verhinderen [110]. Bei den replikationsfähigen adeno-
viralen Vektoren unterscheidet man, Vektoren, die nur E3 deletiert sind und in geringen
Dosen wirksam seien sollen. Hybridvektoren (Adenovirus + Lentivirus bzw. Adenovi-
rus + Epstein-Barr-Virus) und konditional replikationskompetente Vektoren, die nur
in spezifischen, transformierten Zellen replizieren [23] [108] [109].

2.4.3 Vereinfachte Konstruktion adenoviraler Vektoren

Die Konstruktion adenoviraler Vektoren mit einklonierten Inserts hat sich durch das
Vorkommen zahlreicher Restriktionsschnittstellen im adenoviralen Genom als äußerst
schwierig erwiesen. Auch die Transkriptionseinheit des Adenovirus ist sehr komplex.

Die Konstruktion Insert-tragender adenoviraler Vektoren zur Transduktion und
spezifischen Proteinexpression in Zielzellen ist durch die Entwicklung des AdEasy-
System von T.C. He, B. Vogelstein et al. 1998 [1], das auch im Rahmen dieser
Dissertation genutzt wurde, vereinfacht worden.

Bei dem AdEasy-System werden im ersten Schritt Inserts in ein Shuttle-Plasmid
eingefügt (siehe dazu Kapitel 3.5.1 auf Seite 31). Im zweiten Schritt werden in
rekombinations-kompetenten Bakterien (BJ5183) homologe Sequenzanteile der klonier-
ten Shuttle-Plasmide (z.B. pAdShuttle-CMV) und des Adeno-Backbone-Plasmids (z.B.
pAdEasy-1) miteinaner rekombiniert. Die Abbildung 3.3 auf Seite 32 zeigt die homologe
Rekombination zur Generierung des Adenokonstrukts schematisch. AdEasy-1 enthält
ein Resistenzgen für Ampicillin und das gesamte Adenovirusgenom mit Ausnahme der
Nukleotide 1-3533 (E1/ITR/Verpackungssignal) und 28130 (E3). Somit beträgt die Ge-
samtlände des pAdEasy 33414 bp. Das pAdShuttle-CMV enthält den linken inverted
repeat (ITR) und das Verpackungssignal des adenoviralen Genoms, vor der MCS des
Plasmids befindet sich zudem ein CMV-Promotor, der die regulierte Expression des
Inserts ermöglicht. Das Plasmid besitzt an seiner einzigen Restriktionsschnittelle für
PacI adenovirale Sequenzabschnitte, eine linke und eine rechte homologe Region.

Durch die Rekombination der homologen Regionen rechts und links von pAd-
Shuttle-CMV (mit den jeweiligen Inserts) und pAdEasy-1 wird das Ampicillinresistenz-
gen gegen das Kanamycinresistenzgen ausgetauscht. Bei homologer Rekombination un-
ter Kanamycin-Selektionsdruck, wachsen nur jene Rekombinaten, bei denen ein Resis-
tenzgenaustausch stattgefunden hat. Bei korrekter homologer Rekombination werden
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die Bestandteile von pAdShuttle-CMV samt Insert in pAdEasy-1 aufgenommen. Eine
wichtige Funktion nimmt das adenovirale ITR und das adenovirale Verpackungssignal
von pAdShuttle-CMV ein. Es vervollständigt das Genom des Adenoviruskonstrukts
nach Rekombination. Dadurch werden rekombinante Adenovektoren generiert, welche
in Verpackungszelllinien (Hek-293) amplifiziert werden können.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Die, für diese Dissertation genutzten, Materialen und technischen Hilfsmittel sind in
den Tabellen 3.1 - 3.14 zusammengefasst. Im Anhang A auf Seite 92 ist eine Hersteller-
und Geräteübersicht aufgeführt, welche alle Produkte und deren Hersteller aufführt.

3.2 Bakterienkultur

3.2.1 Bakterien und Plasmide

Zur Transformation und Rekombination wurden die drei unten genannten Bakterien-
stämme genutzt. Die genutzen Plasmide entstammen zum Teil dem AdEasy System,
welches von T.-C. He, B. Vogelstein et al. [1] etabliert wurde.

Bakterienstämme (siehe Tabelle 3.2 auf der nächsten Seite) wurden in entspre-
chenden Nährmedien (siehe Tabelle 3.3 auf der nächsten Seite) inkubiert, um Plasmide-
tragende Bakterien zu gewinnen und anschließend nach Amplifikation die Plasmid-
DNA hochaufreinigen zu können. Die folgenden Abschnitte beschreiben Techniken der
Bakterienkultur.

3.2.2 Präparation der Bakterien-Starterkultur

Zur Präparation der Starterkulturen und der kompetenten Bakterien (siehe dazu
auch 3.2.3) wurden gängige Protokolle [111] [112] [113] genutzt, welche teilweise wie
folgt modifiziert wurden.

Die Bakterienstämme DH5α und BJ5183 wurden auf Antibiotika-negativen
Agarplatten ausgestrichen und über die Nacht bei 37◦C inkubiert. Morgens wurde eine
Kolonie gepickt, mit 3ml LB Medium angeimpft und bei 37◦C schüttelnd mit 200 UPM
inkubiert. Abends wurden die Minikulturen in 250ml LB Medium in einem 1L Erlen-
meyerkolben über die Nacht inkubiert. Am nächsten Morgen wurden große Kulturen
bei 4000 UPM für 10 Min pelletiert und in 25ml LB Medium resuspendiert. Danach
mit 25ml Glycerol-Lsg gemischt und in 1ml Aliquots bei -80◦C gelagert.

3.2.3 Präparation kompetenter Bakterien

Abends wurde 1L SOB Medium mit je einer Starterkultur, DH5α und BJ5183, beimpft,
und bei Raumtemparatur schüttelend mit 200 UPM inkubiert. Zur Wachstumskontrol-
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Tabelle 3.1: Reagenzien und Lösungen

Name Rezeptur

Glycerol-Lsg Glycerol (65%), MgSO4 (0,1M), Tris/HCl (0,025M, pH 8.0)

Inoue-Lsg 10,9g MnCl2, 2,2g Trypton, 18,65g KCL, 20ml PIPES (0,5M), ad 1l
Aqua dest.

TENS Puffer Tris (10mM, pH 7.5), EDTA (1 mM), NaOH (0,1 N), SDS (0.5%)

TE Puffer Tris (10mM, pH 8.0), EDTA (1mM)

TBE Puffer in wässriger Phase, Tris (89mM, pH 8.0), Borsäure (89mM), EDTA
(2mM)

TBS Puffer in wässriger Phase, TrisCl (25mM, pH 7,4), NaCl (140mM), EDTA
(2mM)

PBS Puffer in wässriger Phase, Na2HPO4 (85mM), NaH2HPO4 (15mM), NaCl
(100mM), pH 7,4

Tabelle 3.2: Bakterien

Bakterium-Typ Verwendung Hersteller

DH5α E. Coli Bakterium zur Amplifikation von Plas-
miden

Roche Applied Science

BJ5813 E. Coli Bakterium zur homologen Rekombinati-
on von Plasmiden

Roche Applied Science

XL10-Gold E. Coli Bakterium zur Amplifikation von Plasmi-
den (hochkompetent zur Aufnahme großer Plas-
mide)

Stratagene

Tabelle 3.3: Nährmedien für Bakterien

Name Rezeptur

LB Medium 10g NaCl, 10g Trypton, 5g Yeast-Extract, ad 1l H20 (ggf. 50µg/ml
Ampicillin bzw. Kanamycin zur Bakterienselektion)

SOB Medium 5g NaCl, 20g Trypton, 5g Yeast-Extract, 2,5ml 1M KCL, ad 1l H20

Agar-Platten 1L LB Medium, 16g Agar

Abx-Agar-Platten 1L LB-Medium, 50µg/ml Ampicillin bzw. Kanamycin
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Tabelle 3.4: Plasmide

Plasmid-Typ Verwendung Quelle

pAdEasy-1 Adenovektor zur Virusproduktion (siehe Ab-
bildung 3.7 auf Seite 36)

Johns Hopkins O. C. 1

pAdShuttle Shuttlevektor Johns Hopkins O. C. 1

pAdShuttle-CMV Shuttlevektor mit CMV-Promotor (siehe Ab-
bildung 3.4 auf Seite 33)

Johns Hopkins O. C. 1

pcDNA3.1 (+) Expressionsvektor mit CMV-Promotor Invitrogen

pcDNA3.1-Core Vektor beinhaltet das HCV Core PD Dr. med. K. Herzer 2

pcDNA3.1-NS5a Vektor beinhaltet das HCV NS5a Dr. med. M. Sprinzl3

1John Hopkins Oncology Center, Baltimore, Maryland, U.S.A.
2Universität Duisburg-Essen, Klinik für Gastroenterologie und Hepatologie
3Universitätsmedizin Mainz, I. Medizinische Klinik

le wurden regelmäßig photometrisch die Kulturdichten gemessen (vgl. Grafik 3.1 auf
der nächsten Seite). Bei 0,55 wurde das Bakterienwachstum gestoppt, indem die Bak-
terienkulturen für 10 Min auf Eis gestellt wurden. Danach wurden die Kulturen bei
4◦C mit 4000 UPM für 10 Min pelletiert und in je 80 ml Inoue-Lösung resuspendiert.
Die folgenden Arbeitsschritte wurden bei 4◦C Umgebungstemperatur durchgeführt: Bei
4000 UPM wurde für 10 Min pelletiert und und in je 20ml Inoue-Lsg resuspendiert.
Danach wurden 6ml DMSO hinzugegeben und für 10 Min inkubiert. Dann wurde die
Gesamtmenge in 200µl Aliquots aufgeteilt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80◦C gelagert. Für die Transformation klonierter Adenokonstrukte wurde die che-
misch hochkompetenten E.Coli-Bakterien XL10-Gold eingesetzt (vgl. Tabelle 3.2).

3.3 Zellkultur

3.3.1 Zelllinien

Zur Propagierung der Adenoviren wurde die humane Nierenkarzinom-Zelllinie (Hek-
293) [114], welche mit dem adenoviralen Genom-DNA (Serotyps 5) transformiert wurde,
genutzt.

Die Transduktion mit den adenoviralen Konstrukten erfolgte in die humanen
Hepatom-Zelllinien HepG2 [115] [116] und Huh7 [117].

3.3.2 Kultivieren der Zellen

Zelllinien und primäre murine Hepatozyten wurden in kleinen (25cm2), mittleren
(75cm2) und grossen (175cm2) Zellkulturflaschen bzw. 6-Well- (10cm2), 12-Well (6cm2)
oder 24-Well-Platten (2cm2) ausplattiert und in einem Zellinkubator bei feuchter Atmo-
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Abbildung 3.1: Exponentielles Wachstum der E.Coli-Bakterienkultur in Abhängigkeit zur
Zeit. Bakteriumwachstum wurde in der log-Phase des exponentiellen Wachstums durch Inku-
bation auf Eis abgebrochen. Anschließend erfolgte die Präparation und Aliquotierung.

Tabelle 3.5: Zellkulturmedium

Name Rezeptur

Zellkulturmedium DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium): 10% FCS, 1% Peni-
cillin/Streptomycin, 1% HEPES

sphäre (Luftfeuchte 96%), einem CO2-Anteil von 5% und einer Temperatur von 37◦C
kulitiviert. Als Zellkulturmedien wurde DMEM (Tab. 3.5) genutzt [115] [116].

3.3.3 Splitten der Zelllinien

In regelmäßigen Abständen wurden die konfluenten Zellen aufgeteilt. Für dieses Pro-
zedere wurden das Zellmedium der Zellen aus den Kulturflaschen entnommen und
die Zellen mit PBS Puffer gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit einer
Trypsin/EDTA-Lösung überschichtet und bei 37◦C mindestens 1 Min inkubiert. Das
Abrunden und Ablösen der Zellen wurde mikroskopisch kontolliert. Die Länge der In-
kubation wurde vom mikroskopischen Bild abhängig gemacht. Dann wurden die Zellen
im Zellkulturmedium resuspendiert und entsprechend der gewünschten Zellzahl neu
verteilt.

3.3.4 Zählen der Zellen

Die mittels Trypsin/EDTA-Lösung abgelösten Zellen wurden in Zellmedium resuspen-
diert und 50µl des Resuspendats entnommen und mit 50µl Tryphan-Blau-Lösung 1:1
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Tabelle 3.6: PMH-Isolationspuffer

Name Rezeptur

Waschpuffer I NaCl (8,3g), KCL (0,5g), HEPES (2,4g) ad 1l H2O, pH 7,4

Kollagenase-Puffer NaCl (3,9g), KCL (0,5g), CaCl2*2 H2O (0,7g), HEPES (24g) Col-
lagenase (0,05%) ad 1l H2O, pH 7,6

Waschpuffer II NaCl (8,3g), KCL (0,5g), CaCl2*2 H2O (0,18g), HEPES (2,4g) ad
1l H2O, pH 7,4

gemischt. 10µl der Mischung wurde in eine Neubauer Zählkammer aufgetragen und die
Zellen in den Quadraten unter dem Mikroskop gezählt. Anschließend wurde mittels
unten dargestellter Formel die Zellzahl des Resuspendats ermittelt:

Gesamtzellzahl = ausgezählte Zellen
ausgezählte Quadrate ∗ Resuspendatvolumen ∗ 2 ∗ 104 (3.1)

3.3.5 Präparation und Kultivierung der primären murinen Hepatozyten

Die Präparation primärer muriner Hepatozyten beruhte auf einer zweistufigen, por-
talvenösen Perfusion der murinen Leber in situ [118]. Die Versuchstiere wurden im
Vorfeld heparinisiert und betäubt. Im ersten Schritt wurde die Leber mit einem Wasch-
puffer I (siehe Tabelle 3.6) durchgespült. Die murine Leber wurde anschließend mit
einem kollagenase-haltigen Puffer gefüllt und explantiert. In Anwesenheit eines weite-
ren kalzium-haltigen Waschpuffers II wurde die Leber zerkleinert, filtriert und pelletiert
(Zentrifugation: 4 Min, 400 UPM ohne Bremse). Das Pellet wurde danach mit FCS-
haltigem DMEM-Medium (siehe Tabelle 3.7 auf der nächsten Seite) resuspendiert, ge-
zählt (siehe Kapitel 3.3.4 auf der vorherigen Seite) und entsprechende Zellzahlen auf
Zellkulturschalen ausplattiert:

• 6-Well-Platte: 3 x 106 PMH-Zellen pro gesamter Platte

• 24-Well-Platte: 2 x 106 PMH-Zellen pro gesamter Platte

Die Adhäsion der Hepatozyten in den Zellkulturschalen, die zuvor kollagenisiert
worden waren, erfolgte innerhalb von 3 h. Danach erfolgte ein Wechsel zu einem FCS-
freiem Medium zur endgültigen Kultivierung der Zellen.

3.4 Klonierungstechniken

3.4.1 Transformation in die kompetenten Bakterien

Kompetente, gefrorene Bakterien wurden auf Eis aufgetaut. 0,25ng Plasmid wurde in
ein Eppendorf Tube vorgelegt und ebenfalls auf Eis gekühlt. Zu dem Plasmid wurde
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Tabelle 3.7: PMH-Zellkulturmedium

Name Rezeptur

Grundmedium DMEM-Medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), Glutamin
(1%), Penicillin/Streptomycin (1%), Na-Pyruvat (1%), HEPES
(20mM), Insulin (0,05%), Lithocolsäure (10−6M)

Medium nach Isolation Grundmedium + FCS (10%) + Dexamethason (10−6M)

Medium ab Tag 1 Grundmedium + BSA (0,2%)

50µl Bakterien hinzugegeben und 30 Min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Bak-
terien für 90 sec in einen 42◦C Hitzeschock versetzt und sofort danach für 2 Min auf
Eis gekühlt. 1ml LB Medium wurde hinzugegeben und für 45 Min bei 37◦C inkubiert.
100µl wurden auf Antibiotika-haltigen Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei
37◦C bebrütet.

3.4.2 Plasmidpräparationen

3.4.2.1 Minipräparation der Plasmide

Eine Bakterienkolonie wurde von der Agarplatte gepickt und damit 5ml LB Medium
mit 50µg/ml Antibiotikum beimpft und über Nacht bei 37◦C rüttelnd mit 200 UPM in-
kubiert. Am nächsten Morgen wurden 1,5ml der Kultur jeweils über 30 Min mit 13.000
UPM abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet durch Vortexen
resuspendiert. Dann wurde 300µl TENS Puffer hinzugegeben 3 sec gevortext und auf
Eis gestellt. Anschließend wurde 150µl 3M Natrium-Acetat, pH 5.2, hinzugegeben, 3
sec aufgeschüttelt und 10 Min bei 4◦C mit 13.000 UPM zentrifugiert. Der Überstand
wurde in ein neues Eppendorf Tube überführt und 900µl -20◦C kalter, konzentrierter
Ethanol hinzugeben. Das Gemisch wurde nun 10 Min bei -80◦C gekühlt und danach
bei 4◦C mit 13.000 UPM abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das
Pellet zweimal hintereinander mit 70%igen Ethanol gewaschen. Der Überstand wurde
wiederum verworfen und das Pellet bei 37◦C getrocknet und danach in 50µl TE Puffer
und 1µl RNase 10mg/ml resuspendiert. Die so präparierten Plasmide wurde bei -20◦C
gelagert.

3.4.2.2 Midipräparation der Plasmide

Größere Mengen Plasmide wurden mit Hilfe von Silika-Säulen nach Angaben des Her-
stellers (Macherey-Nagel) aufgereinigt:

100ml einer über Nacht bei 37◦C und 200 UPM angewachsenen Bakterienkultur
wurden 15 Min bei 4000 UPM abzentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet
mit 8ml Puffer S1 resuspendiert. Dem Gemisch wurden nun 8ml Puffer S2 hinzuge-
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Tabelle 3.8: Kommerzielle Hilfsmittel

Name Verwendung Hersteller

Plasmid DNA Purification Kit Plasmid Midipräparation Macherey-Nagel

QIAquick Gel Extraction Kit Plasmid Extraktion aus Gelen Qiagen

Adeno Rapid Titer Kit Anfärbung und Titration von
adenoviral-infizierten Zellen (Ab-
schnitt 3.6.2 auf Seite 38)

Clontech

geben, gründlich vermischt und bei Raumtemperatur 3 Min inkubiert. Danach wurde
vorgekühlter Puffer S3 hinzugegeben, wiederum gemischt und 5 Min auf Eis inkubiert.
Das so gewonnene Bakterienlysat wurde über einen mitgelieferten Filter aufgereinigt,
anschliessend abzentrifugiert und nur der Überstand zur weiteren Verarbeitung ver-
wendet. Die AX 100 Midisäule wurde mit 2,5ml Puffer N2 äquilibriert. Dann wurde
das gereinigte Bakterienlysat auf die Midisäule gegeben und so die Plasmid-DNA an
die Midisäule gebunden. Die Midisäule wurde dann mit 12ml Puffer N3 gewaschen und
dann die gebundene Plasmid DNA mit 5ml Puffer N5 gelöst und in einem neuen Gefäss
aufgenommen. Mit Zugabe von 3,5ml Isopropanol und anschliessender Zentrifugation,
13.00 UPM, 4◦C und 30 Min, wurde die gelöste Plasmid DNA präzipitiert. Dann wurde
das Pellet, bestehend aus Plasmid DNA, mit 70%igen Ethanol gewaschen und abzen-
trifugiert (13.000 UPM, RT, 10 Min). Vorsichtig wurde der Überstand verworfen und
das Pellet 10 Minuten getrocknet und in TE Puffer resuspendiert. Die Konzentation
der Plasmidpräparation liess sich photometrisch bei einer Wellenlänge von 260nm kon-
trollieren. Die Plasmidlösungen wurden auf eine endgültige Konzentration von 1 µg/µl
verdünnt.

3.4.3 Restriktionsverdau von Plasmiden

Der Restriktionsverdau wurde nach einem Standardprozedere angewandt. In einem
Eppendorf Tube wurden die benötigten Bestandteile für einen Restriktionsverdau zu-
sammenpipettiert:

• Plasmid-DNA (je nach Verwendung 3µg)

• Restriktionsenzym (je nach Gesamtvolumen: 0,1µl bzw. 1µl)
(Tabelle 3.9 auf der nächsten Seite zeigt eine Übersicht über die genutzten Re-
striktionsenzyme.)

• ggf. ein zweites Restriktionsenzym (je nach Gesamtvolumen: 0,1µl bzw. 1µl)

• eine passende Pufferlösung für das Restriktionsenzym (1/10 des Gesamtvolumen,
bei 10fach konzentrierten Puffern. Bei der Verwendung von zwei oder mehr Re-
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Tabelle 3.9: Restriktionsenzyme

Enzym-Name Schnittart Zusatz Hersteller

EcoRI überhängende Enden BSA benötigt New England Biolabs

EcoRV glatte Enden BSA benötigt Roche Applied Science

HindIII überhängende Enden BSA benötigt New England Biolabs

KpnI überhängende Enden BSA nicht benötigt Roche Applied Science

XbaI überhängende Enden BSA benötigt New England Biolabs

PacI überhängende Enden BSA benötigt New England Biolabs

PmeI glatte Enden BSA benötigt New England Biolabs

striktionsenzymen wurde sichergestellt, dass beide Enzyme in der gewählten Puf-
ferlösung 100% bzw. mind. 75% Aktivität hatten.)

• ggf. benötigt das gewählte Restriktionsenzym BSA, um optimal zu arbeiten. BSA
ist ebenfalls 10fach konzentriert und wurde daher entsprechend 1/10 des Gesamt-
volumens hinzugegeben.

• destilliertes H20 (abhängig von der Plasmid-DNA-Menge, um 20mL bzw. 30mL
Gesamtvolumen zu erreichen.)

Der Restriktionsverdau wurde bei 37◦C in einem handelsüblichen Heizblock durchge-
führt. Die Dauer des Verdaus variierte je nach anschliessender Verwendug des Restrik-
tionsprodukts zwischen 2 und 12 Stunden.

3.4.4 Analyse in Agarose-Gelen

Die Methode zur Detektion und Analyse von DNA auf Agarose-Gelen geht auf Arbeiten
von A. Tiselius [119] zurück.

Zur Analyse von geschnittenen und ungeschnittenen Plasmiden wurden diese auf
Agarose-Gelen aufgetragen. Das Agarose-Gel wurde standardmässig immer kurz vor
der Analyse gegossen und bestandt aus 0,8% bzw. 1% Agarose in 100mL TBE Puffer.
Zur Bandenmarkierung wurde Ethidiumbromid hinzupipettiert. Das benötigte elektri-
sche Feld hatte eine Spannung von 110mV. Die Auftrennung durch die Elektrophorese
wurde mit Hilfe eines Ladepuffers, Bromphenolblau, kontrolliert, der in die einzelnen
Taschen zusammen mit den zu analysierenden DNA-Fragmenten bzw -Plasmiden gege-
ben wurde. Desweiteren wurde in eine seperate Geltasche ein DNA-Marker pipettiert,
welcher aus mehrfach geschnittener λ-Phagen-DNA besteht und bekannte Banden zur
Markierung erzeugt.

Abbildung 3.2 zeigt die einzelnen Banden des DNA Marker VII (Roche Applied
Science). Zur weiteren Analyse des Ergebnisses der Elektrophorese wurde nach deren
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Abbildung 3.2: DNA Marker VII; Hersteller: Roche Applied Science

Beendigung ein Photo im UV Licht von dem Gel und den darin befindlichen, Ethidium-
bromid markierten Banden gemacht und digital gespeichert. Mit Hilfe der bekannten
Banden des DNA-Leiters konnten so die jeweiligen Größen der DNA-Fragmente be-
stimmt werden.

3.4.5 Gelpräparation von DNA aus Agarose-Gelen

Mit Hilfe des Präparationskits Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen) wurde DNA aus
den Agarose-Gelen präpariert:

Die gewünschten DNA Fragmente wurden mittels UV-Licht auf dem Agarose-
Gel bestimmt, durch Anschnitt markiert und präzise herausgeschnitten. Das heraus-
geschnittene Gelstück wurde in ein Eppendorf Tube überführt und auf einer handels-
üblichen Waage gewogen. Zu dem Gel wurde dem Gewicht des Gels entsprechend 3
Volumen Pufferlösung QG hinzugefügt. Die Lösung wurde dann 10 Minuten bei 50◦C
inkubiert und alle 2-3 Min aufgeschüttelt, um das Lösen des Gels zu beschleunigen.
Nachdem das Gel komplett gelöst war, wurde kontrolliert, ob die Farbe der Lösung
Gelb ist. Falls die Mixtur nicht gelb war, wurde 10µl 3 M Natrium Acetat hinzugefügt.
Danach wurde entsprechend dem Gewicht des Gels 1 Volumen-Einheit Isopropanol
zur Mixtur hinzugegeben. Maximal 800µl der gesamten Mixtur wurden danach auf
eine Qiagen Zentrifugationssäule gegeben und in einem Sammeltube während einer
Zentrifugation, 1 Min bei 13.000 UPM, gesammelt. Durch die Zentrifugation wurde die
DNA an die Säule gebunden; die im Tube gesammlte Flüssigkeit wurde verworfen. Nun
wurde der Rest der Ausgangsmixtur an die Säule gebunden und die Durchflussmenge
wiederum verworfen. Danach wurde 0,5ml des Puffers QG auf die Säule gegeben, an-
schliessend 1 Min zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Zum Waschen der Säule
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wurde danach 0,75ml Puffer PE auf die Säule gegeben, 1 Min zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Daraufhin wurde die Säule in ein neues 1,5ml Sammeltube über-
führt. Die DNA wurde mit 50µl destilleriten H20 nach 1 Min Inkubation aus der Säule
gelöst und danach mittels erneuter Zentrifugation (1 Min 13.000 UPM) gefällt und
erneut in Wasser gelöst.

3.5 Produktion adenoviraler Konstrukte

Das AdEasy System wurde im Abschnitt 2.4.3 auf Seite 20 bereits beschrieben. Es
diente der vereinfachten Konstruktion adenoviraler Vektoren, die zum Gentransfer be-
fähigt sind. Die Konstruktion der adenoviralen Konstrukte verläuft prinzipiell in drei
Schritten. 1) Einklonierung des gewünschten Gens in Shuttle-Plasmide (siehe dazu
Abschnitt 3.5.1) 2) Homologe Rekombination in kompetenten Bakterien (siehe dazu
Abschnitt 3.5.2) und schließlich 3) Adenovirale Vektorproduktion in kompetenten Zel-
len (siehe dazu Abschnitt 3.5.4). Abbildung 3.3 zeigt diese Arbeitsschritte in einem
schematischen Ablauf.

3.5.1 Klonierung der Shuttle-Plasmide

Die Hepatitis C Genomabschnitte HCV-Core und HCV-NS5a wurden im Vorfeld die-
ser Arbeit jeweils einzeln als Inserts in das Konstruktplasmid pcDNA3.1 (Hersteller:
Invitrogen) kloniert. Die daraus gewonnenen Konstrukte werden als pcDNA3.1-Core
und pcDNA3.1-NS5a bezeichnet und sind in Tabelle 3.4 genauer beschrieben. Die MCS
des pcDNA3.1 bietet die Möglichkeit diese Inserts mit Hilfe von Restriktionsenzymen
wieder heraus zu schneiden, um die Inserts in andere Plasmide zu klonieren. Die fol-
genden Unterkapitel beschreiben die Klonierung von HCV-Core und HCV-NS5a in das
Shuttle-Plasmid pShuttle-CMV.

3.5.1.1 pShuttle-CMV-Core

pcDNA3.1-Core wurde mit den Restriktionsendonukleasen HindIII und XbaI aufge-
schlossen (Restriktionsansatz: DNA, HindIII, XbaI Puffer B, Roche Applied Science;
Inkubation: 4h, 37◦C). Das gewünschte Fragment wurde danach über eine 0,8%ige Gel-
elektrophorese abgetrennt und anhand des DNA Markers auf dem Gel detektiert. Mit-
tels Gelpräparation wurde das Core-Fragment aus dem Gel gewonnen (zur Methodik
siehe Abschnitt 3.4 auf Seite 26). Das Core-Fragment stand so zur weiteren Klonierung
zur Verfügung. Das Shuttle-Plasmid pShuttle-CMV (Abbildung 3.4 auf Seite 33) wurde
ebenfalls mit den Restriktionsendonukleasen HindIII und XbaI in seiner MCS geschnit-
ten (Restriktionsansatz: HindIII, XbaI, Puffer B, Roche Applied Science; Inkubation:
4h, 37◦C). Nach dem Restriktionsverdau wurden die Enzyme bei 37◦C für 10 Min hitze-
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Abbildung 3.3: AdEasy-System. 1) Klonierung des gewünschten Gens (gene of interest)
in das Shuttle-Plasmid (hier als Transfer Vector bezeichnet, rechts oben abgebildet). Links
oben: das adenovirale Background-Plasmid AdEasy-1. 2) Homologe Rekombination des
Insert-tragenden Shuttle-Plasmids (zuvor mit PmeI linearisiert) am linken und rechten Arm
(left/right homology region) des pAdEasy-1 Adeno-backbone Plasmids. Durch korrekte Re-
kombination verliert das Konstrukt die Ampicillin-Resistenz (Amp) des pAdEasy-1 und ge-
winnt eine Kanamycin-Resistenz (Kan) des Shuttlevektors (Details: 3.5.1 und 3.5.2). 3) Pro-
duktion von Insert-tragender Adenoviren nach PacI Restriktionsverdau und Transfektion in
293-Zellen (Abbildungsnachweis: c©Q-BIOgene)
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Abbildung 3.4: Graphische Darstellung des pShuttle-CMV-Plasmid mit MCS zur Klonie-
rung der Inserts (Details siehe Abschnitt 3.5.1). [120]

inaktiviert, um einen Überverdau der klebrigen Enden zu vermeiden. Außerdem wurde
das Shuttle-Plasmid mit CIP (1,5µl, 1 h, 37◦C) behandelt und danach ebenfalls hitze-
inaktiviert (s.o.) Das aufgereinigte Core-Fragment wurde anschließend mit Hilfe einer
T4-Ligase mit dem aufgeschlossenen pShuttle-CMV-Plasmid (Ligationsansatz: Insert
(0,8µg), Shuttle-Plasmid (0,4µg), T4-Ligase (1µl), Ligase-Puffer (1µl), Roche Applied
Science; Inkubation: 16◦C, ÜN) ligiert.

DH5α wurden mit dem Ligationsprodukt aus Insert und pShuttle-CMV transfor-
miert. Die transformierten Klone wurden anschließend in einer Kanamycin-Minikultur
amplifiziert. Die aus der Minikultur gewonnenen Plasmide wurden mit einem HindIII-
Restriktionsverdau (Restriktionsansatz: HindIII (1U/µl), Puffer B, Roche Applied
Science; Inkubation: 1,5h, 37◦C) und einer Gel-Elektrophorese (1% Agarose) analysiert.
Das ligierte Plasmid wurde amplifziert und hochaufgereinigt.

Abbildung 3.5 auf der nächsten Seite zeigt die Plasmidkarte des klonierten Insert-
tragenden Shuttle-Plasmids. Zur Erstellung der Plasmidkarte wurde die Software ApE
- A Plasmid Editor von M. Wayne Davis4 genutzt.

4 http://www.biology.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/
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HCV-CORE con1a (Insert) 977...1549

CMV PROMOTOR 352...927

ColE1 origin 5941...5259

Kan/neoR 6675...7466

pAdShuttle 
CMV - Core

7880 bp

Abbildung 3.5: pShuttle-CMV-Core, Schematische Darstellung des Shuttle-Plasmids mit
HCV-Core als Insert, direkt nach der MCS. (Plasmidkarte erstellt mit ApE (von M. Wayne
Davis); komplette Darstellung von pShuttle-CMV siehe Abb. 3.4)

HCV Ns5a con1b (Insert) 963...2303

CMV PROMOTOR 352...927

ColE1 origin 6695...6013

Kan/neoR 7429...8220

pAdShuttle 
CMV - Ns5a

8634 bp

Abbildung 3.6: pShuttle-CMV-NS5a, Schematische Darstellung des Shuttle-Plasmids mit
HCV-NS5a als Insert, direkt nach der MCS. (Plasmidkarte erstellt mit ApE (von M. Wayne
Davis); komplette Darstellung von pShuttle-CMV siehe Abb. 3.4)

3.5.1.2 pShuttle-CMV-NS5a

Die Klonierung von HCV-NS5a in das Shuttle-Plasmid lief analog zu der oben be-
schriebenen Klonierung von HCV-Core. Allergings wurde pcDNA3.1-NS5a mit Hilfe
der Restriktionsendonukleasen NotI und XbaI geschnitten (Restriktionsansatz: DNA,
NotI, XbaI Puffer B, Roche Applied Science; Inkubation: 4h, 37◦C). Entsprechend wur-
de ebenso das Shuttle-Plasmiid in seiner MCS mit den Restriktionsenzymen NotI und
XbaI aufgeschnitten (Restriktionsansatz: NotI, XbaI, Puffer B, Roche Applied Science;
Inkubation: 4h, 37◦C).

Die weiteren Einzelschritte entsprechen der oben dargestellten Klonierungsschrit-
ten. Die Plasmidkarte von pShuttle-CMV-NS5a, die mit ApE - A Plasmid Editor er-
stellt wurde, ist auf der Abbildung 3.6 dargestellt.
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Tabelle 3.10: Übersicht der eingesetzten Adeno-Konstrukte

Insert Shuttle-Plasmid Rekombinationsprodukt Kurzbeschreibung

- - AdTrack AdGFP CMV/GFP-Reporterkonstrukt

HCV-Core pShuttle-CMV AdE-Core HCV-Core-Reporterkonstrukt

HCV-NS5a pShuttle-CMV AdE-NS5a HCV-NS5a-Reporterkonstrukt

3.5.2 Homologe Rekombination

Zur homologen Rekombination von Insert-tragenden Shuttle-Plasmiden mit dem Adeno-
Backbone-Plasmid (Abbildung 3.7 auf der nächsten Seite dargestellt) wurden die re-
kombinationsfähigen BJ5183 genutzt.
Das Shuttle-Plasmide mit einkloniertem Inserts wurde zu diesem Zwecke mit dem
Restriktionsenzym PmeI (Restriktionsansatz: PmeI (0,1 U/µl), Puffer Neb-4, New
England Biolabs; Inkubation: 4h, 37◦C) linearisiert. Die Vollständigkeit der Lineari-
sierung wurde anschließend auf einem 0,8%igen Agarose-Gel überprüft. Die linearisier-
ten Shuttle-Plasmide (1µg) wurdem dann jeweils mit pAdEasy-1 (0,1µg) zusammen in
BJ5183 kotransfiziert (siehe Kapitel 3.4.1 auf Seite 26). Zur Verbesserung der Kolonie-
ausbeute wurde der Kotransformationsansatz 15 Min vorinkubiert. Die transformier-
ten Zellen wurden nach erfolgter Transformation durch Zentrifugation (1 Min, 13.000
UPM) pelletiert und vollständig auf einer Kanamycin-haltigen Kulturplatte zur Selek-
tion ausgestrichen. Nach Bebrütung (8 h, 37◦C) wurden Einzelkolonien gepickt und in
Minikulturen amplifiziert und Plasmide präpariert. Die Plasmide wurden mit einem
Restriktionsverdau durch EcoRV und HindIII und anschließender Gelektrophorese kon-
trolliert. Die richtigen Rekombinanten wurden amplifiziert und hochaufgereinigt.

Die Arbeit von Zeng et al [121] zeigt, dass die Ausbeute richtig homolog re-
kombinierter Vektoren durch den Einsatz eines Elektroporators zur bakteriellen Trans-
formation stark gesteigert werden kann. Dies konnte bei den eigenen Versuchsreihen zur
Transformation mit dem Elektroporator (Hersteller Eppendorf) nicht bestätigt werden.
Die Zahl der angewachsenen BJ5183-Kulturen war um ein Vielfaches im Vergleich zur
chemischen Transformation (siehe Kapitel 3.4.1 auf Seite 26) höher. Allerdings war der
Anteil der Klone, welche korrekt homolog rekombinierten nicht erhöht, sodass weiterhin
die chemische Transformation zur Herstelltung der Rekombinaten genutzt wurde.

3.5.3 Sequenzanalyse der klonierten Adenovektoren

Um sicherzustellen, dass die klonierten Inserts tatsächlich in das Adenovektorkonstrukt
integriert wurden, wurden die Inserts einer Sequenzanalyse unterzogen. Die Analyse
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Abbildung 3.7: pAdEasy-1, Adeno-Backbone-Plasmid zur adenoviralen Produktion. [122]

der Sequenzen wurde von der Gesellschaft für Genanalyse und Biotechnologie mbH
GENterprise5 vorgenommen

Zu diesem Zwecke wurde die zu untersuchende DNA der Konstrukte mit Ethanol
(99%) und NaAcetat gefällt und abzentrifugiert, zweimal mit Ethanol (70%) gewaschen
und schließlich in Aqua dest. gelöst. Dieses Präzipitat wurde gereinigt und anschließend
analysiert.

Für die Sequenzanalyse wurde in 5’-3’-Richtung eine Oligonukleotidsequenz mit
Homologie zum CMV-Promoter (diese befindet sich vor der MCS des Plasmids) genutzt.
Als Reverse-Primer in 3’-5’-Richtung wurde eine Plasmid-spezifische Sequenz hinter
MCS liegend genutzt. Die beiden Basenabfolgen sind im Folgenden dargestellt:

• CMV-Promotor-Primer:
CGC-AAA-TGG-GCG-GTA-GGC-GTG

• Reverse-Primer:
TCA-GGT-TCA-GGG-GGA-GGT

5 Johann-Joachim-Becher-Weg 3a
D-55099 Mainz
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Das Ergebnis der Sequenzanalyse wurde mit der Analysesoftware 4Peaks6 ausge-
wertet und mit Hilfe des BLAST-Algorithmus [123] mit den Sequenzdatenbatenbanken
der NCBI 7 und der HCV sequenz database8 abgeglichen.

3.5.4 Transfektion von rekombinaten Konstrukten in Zelllinien

Die Rekombinaten, deren Integrität durch Restriktions- und Sequenzanalyse überprüft
wurde, wurden in einem Restriktionsverdau mit PacI linearisiert (Restriktionsansatz:
PacI (0,1 U/µl), Puffer Neb-1, New England Biolabs; Inkubation: 4h, 37◦C). Die Voll-
ständigkeit des Verdaus wurde mit Hilfe einer Gelelektrophorese (0,9% Agarose) kon-
trolliert. Die Plasmid-DNA des Konstrukts wurde mit NaAcetat in Ethanol gefällt, um
Restriktionsenzym und Pufferlösung aus dem Ansatz zu befreien. Die Konzentration
der DNA wurde photometrisch bestimmt.

Zur Transfektion der rekombinierten Konstrukte in die Packzelllinie Hek-293,
um Adenoviren herzustellen und zu amplifizieren, wurden 293-Zellen in 6-Well-Platten
bzw. kleinen Kulturflaschen ausplattiert. Zur Transfektion wurden 4-8µg DNA in 50µl
Opti-MEM (reduziertes Zellmedium; Hersteller Invitrogen) gelöst. Ebenso wurden 10-
20µl Lipofectamin 2000 (Transfektionssubstanz; Hersteller Invitrogen) in 50µl Opti-
MEM gelöst und für 5-10 Min inkubiert. Danach wurden die beiden Ansätze gepoolt,
vorsichtig vermischt und für 20 Min bei RT inkubiert. 100µl des Ansatzes wurden dann
auf die Zellen gegeben und diese 4-6 h im Brutschrank inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubation wurden das Zellmedium gewechselt und die Zellen für ca. 48h inkubiert.
Zum Abschluss wurde mit Hilfe der GFP exprimierenden Zellen die Transfektionseffi-
zienz ermittelt.

3.6 Nachweis der viralen Replikationsprodukte

3.6.1 Transduktion von Zellen mit adenoviralen Konstrukten

Die Transduktion mit Adenoviren erfolgte mit definierten Mengen der adenoviralen
Konstrukte (Virus-Titer-Bestimmung siehe Kapitel 3.6.2). Das Zellmedium wurde vor
Transduktion abgenommen und durch Verdünnung von Virus in Zellmedium, entspre-
chender errechneter MOI, ersetzt. Zur Transduktion wurden die Zellen für 4-6h bei 37◦C
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen vorsichtig gewaschen und frisches Zellkultur-
medium hinzugegeben, die Zellen wurden nach der Transduktion 2-3 Tage im Zellin-
kubator inkubiert und anschließend weiterverarbeitet (siehe Kapitel 3.6.3) oder mirko-

6 http://mekentosj.com
7 National Center for Biotechnology Information
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

8 Los Alamos National Laboratory
http://hcv.lanl.gov/content/sequence/HCV/ToolsOutline.html
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skopisch analysiert. GFP-exprimierende Zellen dienten zur Abschätzung der Transduk-
tionseffizienz. Bereits einen Tag nach adenoviraler Transduktion waren transduzierte
Zellen durch GFP-Expression unter dem Immunfluoreszenzmikroskop zu erkennen.

3.6.2 Anfärbung adenoviral-transduzierter Zellen und Virus-Titration

Das hier dargestellte Protokoll beschreibt die Arbeitsschritte des Adeno-Rapid-Titer-
Kit der Firma Clontech. Die Färbung adenoviral-transduzierter Zellen geschieht mitte-
les einer Antikörper-Reaktion mit anschliessender Farbreaktion, ebenso lässt sich der
Titer des Adenovirus-Konstrukt mit dem Kit bestimmen. Im Folgenden sind die ein-
zelnen Arbeitschritte erklärt, Tabelle 3.11 auf der nächsten Seite zeigt die zusätzlich
benötigten Materialen.

5*102 Hek-293 Zellen mit 1mL Zellmedium pro Well wurden in einer 12-Well-
Platte ausplattiert. Die Virus-Transduktion mit adenoviralen Konstrukten erfolgte in
einer Verdünnungsreihe von 10−2 - 10−7. Jedes Well wurde mit 100µl der jeweiligen
Verdünnung transduziert und die Zellen anschliessend bei 37◦C unter 5% CO2 für
48h inkubiert. Danach wurde das Zellmedium entfernt und die Zellen unter der Hood
angetrocknet. In einem nächsten Schritt wurden die Zellen mit 100% Methanol für 10
Min bei -20◦C fixiert, anschliessend wurde das Methanol rasch wieder entfernt. Die
Zellen wurden dreimal mit PBS + BSA gewaschen, danach mit dem Anti-Hexon-Ak
in einer Verdünnung von 1:1000 für 1h bei 37◦C inkubiert. Nach Inkubation wurde
die Ak-Lösung wieder entfernt und die Zellen dreimal mit PBS + BSA gewaschen.
Darauf folgte die 2.Ak-Reaktion mit dem Anti-Maus-Ak (1:500) für 1h bei 37◦C. Nach
Inkubation mit dem 2.Ak wurde wiederrum mit PBS + BSA dreimal gewsachen. Im
letzten Schritt wurde jeweils 1mL der DAB-Lösung(1%) auf die Zellen gegeben und die
Zellen nach 10 Min Inkubation unter einem Phasenkontrastmikroskop analysiert.

Der Anti-Hexon-Ak bindet an Adenoviral-transduzierte Zellen, diese werden
dann über die 2.-Ak-Reaktion mit anschliessender Farbreaktion durch die DAB-Lösung
sichtbar gemacht, in dem Zellen dunkel eingefärbt werden. Durch Auszählen gefärbter
Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop und mit Hilfe der unten dargestellten For-
mel lässt sich der Titer des Virus-Stocks ermitteln.

IFU/mL = infizierte Zellen/ausgezähltes Gesichtsfeld ∗ ausgezählte Gesichtsfelder/Well
Volumen des Virus (mL) ∗ Verdünnungsfaktor

(3.2)

Durch die genaue Bestimmung der einzelnen Virus-Titer mit dem Adeno-Rapid-
Titer-Kit konnten definierte Infektionsversuche geplant und durchgeführt werden. Nä-
heres dazu wird im folgenden Kapitel beschrieben.
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Tabelle 3.11: Adeno-Rapid-Titer-Kit Materialien

Name Rezeptur

PBS Puffer + BSA in wässriger Phase, Na2HPO4 (85mM), NaH2HPO4 (15mM), NaCl
(100mM), pH 7,4, BSA (1%)

DAB-Lösung metallhaltiges Substrat zur Färbung; vom Hersteller nicht näher
bezeichnet

Anti-Hexon-Ak auf Maus-Basis; vom Hersteller nicht näher bezeichnet

Anti-Maus-Ak auf Ratten-Basis; vom Hersteller nicht näher bezeichnet

Tabelle 3.12: Proteinlyse-Puffer

Name Rezeptur

Proteinlyse-Puffer in wässriger Phase, Tris (1M, pH 8), EDTA (1M), Triton x-100
(0,005%)

3.6.3 Proteinisolation zur Analyse

Zur Isolation von Proteinen wurden Zelllinien bzw. PMH in 6-Well-Platten ausplattiert
und am folgenden Tag mit adenoviralen Konstrukten transduziert. Pro MOI wurden 2
Wells transduziert, um genügend Proteine isolieren zu können. Nach Beendigung der
Inkubationszeit nach Transduktion wurde das Zellmedium von den Zellen entfernt und
diese kurz mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen für mindestens 1h auf -80◦C
bzw. ÜN gefroren. Anschließend wurden die Zellen mit Proteinlysepuffer (genaue Zu-
sammensetzung siehe Tabelle 3.12) benetzt. Pro Well wurden 50-60µl Proteinlysepuffer
gegeben und die Zellen im Puffer aufgetaut und resuspendiert. Die Wells mit gleicher
MOI wurden gepoolt, so dass sich ein Gesamtresuspendat von ca. 100µl ergab. An-
schließend wurde das Resuspendat für 30 Min auf Eis inkubiert und danach bei 13.000
UPM für 10 Min abzentrifugiert. Der Überstand mit den Proteinen wurde in ein neues
Tube überführt und die Proteine entweder sofort im Western Blot (siehe Kapitel 3.6.4)
analysiert oder bei -20◦C aufbewahrt.

Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden mit Hilfe der Bradford-Methode
[124] bestimmt.

3.6.4 Proteinanalyse mit Western Blot

Die Auftrennung von Proteinen aus Zell- und Leberlysaten erfolgte in einer zweipha-
sigen SDS-PAGE nach einer Methode von Laemmli et al. [125]. Die SDS-PAGE
bestand aus einem Sammelgel und einem Trenngel (10- bzw. 12% Polyacrylamid; ge-
naue Rezeptur siehe Tabelle 3.13). Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem
konstanten elektrischem Feld. Das Einlaufen der Proben in das Sammelgel erfolgte bei
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Abbildung 3.8: Dual Color Proteinstandard (Hersteller Bio-Rad)

50mA, die Auftrennung der Proteine im Trenngel bei 100mA. Die Auftrennung wurde
gestoppt, nachdem die Farbfront das Gel-Ende erreicht hatte. Als Größenmarker wurde
der Dual Color (Bio-Rad) genutzt (vgl. Abbildung 3.8).

Die aufgetrennten Proteine wurden mit einer Blotvorrichtung bei konstantem
elektrischen Feld (120 mA, 1 h, zusätzliche Kühlung) auf eine Nitrozellulose-Membran
übertragen. Anschließend wurde die Membran in jeweiligen Blockmedium für 1 h bei
RT schüttelnd geblockt, um Hintergrundsignale zu reduzieren.

Die Detektion der gesuchten Proteine erfolgte mit spezifischen Antikörpern (sie-
he Tabelle 3.14 auf der nächsten Seite) in Pufferlösungen (PBS-Tween bzw. 5% Milch-
pulver in PBS-Tween; teilweise erfolgte der Zusatz von 5% BSA). Die Inkubation des
1.Ak erfolgte in der Regel ÜN bei 4◦C, alternativ für 1h bei RT. Anschließend wurde
die Membran dreimal mit PBS-Tween gewaschen und mit einem 2.Ak inkubiert. Als
2.Ak dienten IgG-Fc-Region spezifische Peroxidase / Phosphatase gebundene Antikör-
per. Die Proteinbanden wurden mittels einer Chemolumineszenz visualisiert und auf
Amersham Hyperfilm (GE Healthcare) entwickelt.

Die Filme wurden anschließend mit einem Flachblattscanner der Firma Hew-
lett Packard eingescannt und mit der frei verfügbaren Analysesoftware ImageJ 9 des
National Institutes of Health densitometrisch erfasst. Danach wurden die densitome-
trisch erfassten Werte mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramms Excel (Microsoft)
ausgewertet.

9 ImageJ - National Institutes of Health (NIH)
http://rsb.info.nih.gov/ĳ/

40



3 Material und Methoden

Tabelle 3.13: Western Blot Materialien

Name Rezeptur

Proteinproben-Puffer in wässriger Phase, TrisCl (200mM, pH 8,8), EDTA (5mM),
SDS (3%), Bromphenolblau (0,1%), Saccharose (10%), β-
Mercaptoethanol (1,7%)

Transfer-Puffer in wässriger Phase, TrisCl (48mM, pH 9,2), Glycin (39mM),
SDS (0,0375%), Metahnol (20%)

Lauf-Puffer in wässriger Phase, TrisCl (25mM, pH 8,3), Glycin (250mM),
SDS (0,1%)

Trenn-Gel in wässriger Phase, Polyacrylamid (4,5%), TrisCl (0,12mM,
pH 6,8), SDS (0,1%)

Sammel-Gel in wässriger Phase, Polyacrylamid (10/12,5%), TrisCl
(0,37mM, pH 8,8), SDS (0,1%)

Rotiblock-Medium PBS (1%), Rotiblock (10%)

Milchblock-Medium PBS (1%), Tween (0,1%), Milchpulver (5%)

BSA-Block-Medium PBS (1%), Tween (0,1%), BSA(5%)

Milchblock-Medium (2.Ak) PBS (1%), Tween (0,1%), Milchpulver (0,5%)

Tabelle 3.14: Antikörper für Western Blot

Name optimales Blockmedium Eigenschaft Hersteller

Anti-HCV-Core Rotiblock-Medium Ak gg. HCV-Core (22kD) ABR

Anti-HCV-NS5a Milchblock-Medium Ak gg. HCV-NS5a (58kD) Santa Cruz

Anti-GFP Milchblock-Medium Ak gg. GFP (26,9kD) Cell Signaling

Anti-MCL-1 Milchblock-Medium Ak gg. MCL-1 (36kD) Rockland

Anti-P-JNK Milchblock-Medium Ak gg. phosphoryliertes
JNK (36kD)

Cell Signaling

Anti-JNK Milchblock-Medium Ak gg. JNK (36kD) Cell Signaling

Anti-Aktin Rotiblock-Medium Ak gg. Aktin zur Ladekon-
trolle (43kD)

ABR

Anti-Aktin-HRP Rotiblock-Medium Ak gg. Aktin zur Ladekon-
trolle (43kD) an HRP zu di-
rekten Farbmakierung ge-
koppelt

ABR
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3.7 Untersuchung adenoviral-transduzierter Zellen

3.7.1 Mikroskopische Analyse

Die Darstellung von adenoviral-transduzierter Zellen erfolgte mit Hilfe eines Immun-
fluoreszenzmikroskops bzw. eines Phasenkontrastmikroskops (Hersteller: Olympus).

Die Zellen wurden für diese Zwecke in einer 24-Well-Platte ausplattiert und nach
Anwachsen im Well mit Viren in abnehmender MOI transduziert. Eine Kontrolle, nicht-
transduziert, wurde jeweils mitgeführt. 72 h nach Transduktion wurden die Zellen mit
Methanol-NaAcetat (10 Min bei -20◦C) bzw. mit PBS (5% PFA) (20 Min bei RT) in
den Wells fixiert und anschließend mit PBS-Puffer gewaschen.

Unter dem IFM bzw. PKM wurden Zellen und Zellstrukturen mit Hilfe der Mi-
croscopy Imaging Software cellr von Olymphus fotografiert, bearbeitet und analysiert.

3.7.2 Färbung von Zellkernen

Zur Detektion von transduzierten Zellen und zur Beschreibung toxischer Effekte durch
die adenovirale Infektion wurden Zellkernfärbungen mit DAPI [126] genutzt. DAPI
bindet an Adenin- bzw. Thymin-reiche Regionen der DNA im Zellkern der Zellen und
kann so lebende und fixierte Zellen unter IFM sichtbar machen.

Die Zellen wurden dazu, wie in Abschnitt 3.7.1 beschrieben, zur Analyse trans-
duziert. Nach Fixierung im Well (mit PBS (5% PFA) für 20 Min bei RT) wurde eine
DAPI-Lösung (DAPI 1:5000 in PBS) auf die Zellen gegeben und für 5 Min inkubiert.
Danach wurden die Zellen mit PBS gewaschen und lichtgeschützt bis zur Mikroskopie
gelagert. Mit Hilfe des Immunfluoreszenzmikroskopes war es so möglich in einer Dop-
pelfluoreszenz sowohl das grüne Zytoplasma der GFP exprimierenden Zellen, als auch
die, durch DAPI blau gefärbten, Zellkerne darzustellen.

Die Transduktion von Zellen mit nicht-GFP-Gen tragenden Viren AdE-Core und
AdE-NS5a wurde durch die optische Veränderung der Zellkerne nach DAPI-Färbung
unter IFM und durch die Veränderung der Zellen unter PKM (z.B. hinsichtlich der
Bildung von viralen Plaques) analysiert.

3.7.3 Untersuchung der Zellviabilität mit MTT-Assay

Die Viabilität der Zellen nach Transduktion mit Adenoviren wurde mit Hilfe eines MTT-
Assay beschrieben. Diese Methode beruht auf der Reduktion des Farbstoffs MTT in
wasserunlösliches Formazan, welche sich photometrisch bestimmen lässt [127].

PMH-, HepG2- bzw. Huh7-Zellen wurden am Tag vor der Transduktion aus-
plattiert (2 * 106 pro 24-Well-Platte PMH-Zellen bzw. 3 * 106 pro 24-Well-Platte
HepG2-/Huh7-Zellen) und am folgenden Tag mit Adenoviren entsprechender MOI infi-
ziert. 72 h nach Transduktion wurde MTT (5 mg/ml in das Zellmedium) auf die Zellen

42



3 Material und Methoden

gegeben und die Zellen für weitere 3 h im Brutschrank unter Standardbedingungen
inkubiert. Nach Ende der Inkubation wurde das Zellmedium und MTT von den Zellen
abgenommen und die Zellen für mindestens 30 Min bei -80◦C inkubiert und danach
durch Zugabe von 1-Propanol (100%) lysiert. Die Lysate wurden anschließend photo-
metrisch bei einer Wellenlänge von 550 nm gemessen. Die Messungsergebnisse wurde
mit der Software SkanIt (Hersteller Thermo Co.) generiert und ausgewertet. Die Via-
bilität der Zellen wurde anhand einer Negativkontrolle von nicht infizierten Zellen mit
folgender Formel errechnet:

V = EProbe
ENegativkontrolle

∗ 100 (3.3)

V = Viabilität

E = Extinktion

Für die statistische Auswertung der Frage, ob signifikante Unterschiede hinsicht-
lich der Zellviabilität zwischen adenoviral-transduzierten bzw. nicht-transduzierten Zel-
len bestanden, wurden jeweils mehrere Transduktionen gleicher MOI ausgewertet, Mit-
telwerte und Standardabweichungen errechnet und ein studends t-test für unverbundene
Stichproben durchgeführt.

3.7.4 Wachstumsassay adenoviral-transduzierter Zellen

Für die Beschreibung, wie die Transduktion mit adenoviralen Konstrukten die Wachs-
tumskinetik der Zellen verändert, wurden HepG2- bzw. Huh7-Zellen in einer Konzen-
tration von 4*104/Well auf 24-Well-Platten ausplattiert. Nach Anwachsen der Zel-
len im Well wurden diese mit Adenoviren festgelegter MOI 50 transduziert. Nicht-
transduzierte Zellen wurden als Negativkontrolle mitgeführt. Pro Transduktion bzw.
Negativkontrolle wurden je vier Well-Löcher für jeden Tag der Messung angelegt. Die
Zellen wurden über 7 Tage im Brutschrank unter Standardbedingungen inkubiert. An
jedem Tag der Wachstumsanalyse wurden Zellen aus je 4 Well-Löchern pro Infektion
bzw. Negativkontrolle durch Trypsinisierung gelöst und nach Tryphan-Blau-Färbung
unter dem Mikroskop gezählt (jeweils vier Quadrate pro Neubauer-Zählkammer).

Zur besseren statistischen Beschreibung wurden danach für jeden Tag die Mit-
telwerte bestimmt. Anschließend wurden die Wachstumskurven der infizierten Zellen in
Abhängigkeit nach Infektion mit den einzelnen adenoviralen Konstrukte unter Berück-
sichtigung der Negativkontrolle mit Hilfe des Tabellenkalkulationsprogramms Excel
(Microsoft) erstellt.
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4.1 Rekombinante Adenoviren

Ein wesentlicher Teil der hier vorgelegten Arbeit bestand in der Konstruktion adenovira-
ler Vektoren, die HCV-Genomanteile tragen und virale Proteinexpression in Zielzellen
erzielen können. Die Entwicklung der erforderlichen Methode wurde im Abschnitt 3.5
auf Seite 31 dargestellt. Die folgenden Abschnitte beschreiben Ergebnisse dieser Teil-
schritte, die zur Konstruktion der Vektoren nötig waren.

4.1.1 Klonierungen der Shuttle-Plasmide

Die HCV Genom-Anteile HCV-Core und HCV-NS5a wurden jeweils in das Shuttle-
Plasmid pShuttle-CMV kloniert (siehe die Abbildungen 3.6 auf Seite 34 und 3.6 auf
Seite 34). Zur Überprüfung der Integrität der klonierten Plasmide wurde ein Restrikti-
onsverdau durchgeführt. Mit Hilfe der Restriktionsenzyme HindIII/XbaI für pShuttle-
CMV-Core bzw. NotI/XbaI für pShuttle-CMV-NS5a, die zuvor zum Einklonieren der
Inserts genutzt wurden, wurden die Inserts zur Analyse wieder herausgeschnitten. Bei
erfolgreicher Klonierung muss daher das Plasmid Schnittstellen für beide Restriktions-
enzyme besitzen und das Insert muss als seperate Bande spezfischer Größe HCV-Core
(573 bp) und HCV-NS5a (1343 bp) bei einer analytischen Agarose-Gelelektrophorese
(siehe Abschnitt 3.4.4 auf Seite 29) erscheinen. Die Abbildung 4.1 auf der nächsten
Seite zeigt das Resultat der analytischen Gel-Elektrophorese zur Kontrolle der Inte-
gerität der klonierten Shuttle-Plasmide. Die erfolgreiche Klonierung ist anhand der
spezifischen Banden nach Einsatz beider Restriktionsenzyme erkennbar.

4.1.2 Generierung Insert-tragender Adenokonstrukte

Die Generierung der Insert-tragenden Adenokonstrukte gelang mit der Entwicklung der
Methode, wie in Kapitel 3.5.2 beschrieben. Die Shuttle-Plasmide pShuttleCMV-Core
und pShuttleCMV-NS5a konnten jeweils mit PacI linearisiert und mit dem ungeschnit-
tenen AdEasy-1 Adeno-backbone-Plasmid in zwei Ansätzen in Rekombinase-fähigen
BJ5183 Bakterien kotransfiziert werden. Nach der Transfektion wurden die Kulturen
unter Kanamycin-Selektionsdruck in LB-Medium zur Amplifikation inkubiert. Durch
Minipräparation wurde Plasmid-DNA der homolog rekombinierten Adenokonstrukte
gewonnen, die zur Analyse der Integrität genutzt wurde. Die durch die homologe Re-
kombination gewonnenen Adenokonsrukte wurden als AdE-Core und AdE-NS5a be-
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Abbildung 4.1: Analytische Gel-Elektrophorese. Das Shuttle-Plasmid pShuttle-CMV-Core
(linke Seite) wurde mit den Restriktionsenzymen HindIII u./o. XbaI analytisch geschnitten.
Das Shuttle-Plasmid pShuttle-CMV-NS5a (rechte Seite) entsprechend mit den Restriktionsen-
zymen NotI u./o. XbaI. Der Restriktionsverdau zeigt charakteristische Banden für die Inserts
HCV-Core (#1) und HCV-NS5a (#2) nur nach Einsatz beider Restriktionsenzyme. Agarose-
Gel 0,8%. M: DNA-Marker VII von Roche Applied Science (vgl. Abb. 3.2 auf Seite 30)

zeichnet. Abbildung 4.2 zeigt die Adenokonstrukte AdE-Core und AdE-NS5a. Das
Shuttle-Plasmid pAdTrack (enthählt eine GFP-Reporterkasette) wurde mit AdEasy-1
auf gleiche Weise rekombiniert, das hierdurch entstandene Konstrukt wurde als AdGFP
[128] bezeichnet und diente im Folgenden durch die GFP-Expression als Kontrolle für
Transduktionsversuche. Die Tabelle 3.10 auf Seite 35 gibt eine Übersicht über die Ade-
nokonstrukte dieser Arbeit.

4.1.3 Analyse Insert-tragender Adenokonstrukte

4.1.3.1 Restriktionsanalyse Insert-tragender Adenokonstrukte

Für die Überprüfung der Integrität der hier vorgestellten rekombinanten Adenokon-
strukte wurden Restriktionsanalysen durchgeführt. Als ersten Schritt der Analyse wur-
den die Adenokonstrukte, die klonierten Shuttle-Plasmide und die Ausgangsplasmi-
de (pShuttle-CMV u. AdEasy-1) mit dem Restriktionsenzym PacI geschnitten und
die Größe der entstandenen Banden auf dem Agarose-Gel verglichen. Die Abbildung
4.3 zeigt das Ergebnis des PacI-Verdaus. Die rekombinaten Adenokonstrukte AdE-
NS5a und AdE-Core zeigen beide eine 4,5 kb große Bande nach PacI-Verdau, welches
vom pShuttle-CMV-Plasmid stammt. Im Gegensatz dazu wird das nicht rekombinierte
AdEasy-Plasmid durch den Verdau lediglich linearisiert. Die rekombinanten Gesamtkon-
strukte sind insgesamt größer. Dies ist an den nicht verdauten Banden (-) zu erkennen.
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Right Arm 7881...10120

Kan/neoR 6675...7466

HCV-CORE con1a (Insert) 977...1549

Left Arm 1...351

AdE-Core
37616 bp

CMV PROMOTOR 352...927

Kan/neoR 7429...8220

Right Arm 8635...10874AdE-Ns5a
38370 bp

Left Arm 1...351
CMV PROMOTOR 352...927

HCV Ns5a con1b (Insert) 963...2303

Abbildung 4.2: Karten der konstruierten Adenokonstruktes AdE-Core und AdE-NS5a. Die
einklonierten HCV-Genomabschnitte HCV-Core und HCV-NS5a sind farblich markiert. Right
Arm und Left Arm bezeichnen die Orte der homologen Rekombination des Adeno-Backbone-
Plasmids AdEasy-1 (siehe Abb. 3.7) mit dem Shuttle-Plasmid pShuttle-CMV-Core (Abb. 3.5)
bzw. pShuttle-CMV-NS5a (Abb. 3.6). (Karte wurde erstellt mit ApE (von M. Wayne Davis))
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Abbildung 4.3: Analytische Gel-Elektrophorese. Die Ausgangsplasmide (pShuttle-CMV:
#1 u. AdEasy-1: #2), die Shuttle-Plasmide (pShuttle-CMV-NS5a: #3 u. pShuttle-CMV-
Core: #5) und die Adenokonstrukte (AdE-NS5a: #4 u. AdE-Core: #6) wurden mit PacI
(+) analytisch verdaut. Zur Größenkontrolle wurde jeweils auch das nichtverdaute Plasmid
(-) mit aufgetragen. Die homolog rekombinierte Adenokonstrukte zeigen die charakteristische
4,5kb-Bande. M: DNA-Marker VII von Roche Applied Science (vgl. Abb. 3.2 auf Seite 30)

Im zweiten Schritt der Analyse wurden die drei Adenokonstrukte (AdGFP, AdE-
Core u. AdE-NS5a) mit dem Restriktionsenzym EcoRV geschnitten, um einen weite-
ren Beweis für die exakte Größe der rekombinanten Adenokonstrukte zur erhalten.
AdGFP wurde als Kontrolle genutzt. Die rekombinierten Adenokonstrukte sollten an-
hand Schnittstellen mit AdGFP vergleichbar sein. Allerdings müssen aufgrund der In-
serts (HCV-Core bzw. HCV-NS5a) weitere Bande erkennbar sein. Bei AdE-Core liegt
diese Bande bei 4234 kb und bei AdE-NS5a ist die Bande bei 4546 kb (vgl. Abb. 4.4).

4.1.3.2 Sequenzanalyse Insert-tragender Adenokonstrukte

Die Integrität der rekombinierten HCV-Expressionskasette wurde durch Sequenzie-
rung (GENterprise) kontrolliert. Zur Sequenzierung in 5’-3’-Orientierung wurde eine
Oligonukleotid-Folge in Analogie zum CMV-Promotor genutzt. In reverser Orientie-
rung kam eine Sequenzfolge zum Einsatz, die nach der MCS des Plasmids liegt (siehe
Abschnitt 3.5.3 auf Seite 35).

In Abbildung 4.5 sind die Ergebnisse der DNA-Sequenzierung für HCV-Core
und HCV-NS5a als Chromatogramme gezeigt.
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Abbildung 4.4: Analytische Gel-Elektrophorese. AdGFP, AdE-Core und AdE-NS5a wurden
mit EcoRV (+) analytisch verdaut. Die neu generierten Adenokonstrukte zeigen im Vergleich
zur AdGFP-Kontrolle eine weitere charakteristische Bande (AdE-NS5a: #1, AdE-Core: #2)
als Zeichen den einklonierten Inserts. Zur Kontrolle sind die nicht verdauten Plasmide (-) mit
aufgetragen. M: DNA-Marker VII von Roche Applied Science (vgl. Abb. 3.2 auf Seite 30)

Die Sequenzen sind in beiden Fällen frei von Frameshifts und die Signale der
Basen sind deutlich abgrenzbar. Zur Übersicht wurden hier nur jeweils die ersten 100
Basen-Signale abgebildet.

Nach Auswertung des Sequenzanalysemusters folgte ein Genomabgleich mit Hil-
fe des BLAST-Alogrithmus [129; 123]. Die Basenabfolge, die durch die Sequenzanalyse
ermittelt wurde, wurde über die Sequenzdatenbank des Los Alamos National Labo-
ratory1 abgeglichen. Im Folgenden sind die Ergebnisse der Sequenzabgleichung mit
Übereinstimmgkeiten des Sequenzvergleichs (totale und Prozentangaben) und Fehlern
der Sequenzen (Lücken (totale und Prozentangaben)) dargestellt:

• für HCV-Core:
NC 004102 HCV H77 (seid 904) 1a
Hepatitis C Virus (Complete Genom)
Länge = 9646
Übereinstimmungen = 577/578 (99%)
Lücken = 0/578 (0%)

• für HCV-NS5a:
BD409971 HCV BD409971 (seid 5169421) 1b

1 http://hcv.lanl.gov/content/sequence/HCV/ToolsOutline.html
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Abbildung 4.5: Sequenzanalyse von HCV-Core und HCV-NS5a. Aus Gründen der Übersicht
sind jeweils nur die ersten 100 Basen der Genomabschnitte von HCV-Core und HCV-NS5a
aus der Sequnzanalyse dargestellt. Der Datensatz wurde generiert durch GENterprise. Das
Ergebnis der BLAST-Analyse ist auf der vorherigen Seite für HCV-Core und HCV-NS5a
gezeigt. (Abbildung erstellt mit 4Peaks (http://mekentosj.com/science/))

Hepatitis C Virus (Variants)
Länge = 9605
Übereinstimmungen = 642/651 (98%)
Lücken = 8/651 (1%)

4.1.4 Amplifikation und Isolierung von Adenoviren

Nach erfolgreicher Transfektion (Details siehe Kapitel 3.5.4) der adenoviralen Konstruk-
te in Hek-293-Zellen wurden nach ca. 1 Woche die ersten viralen Plaques beobachtet.
Nach weiterer Inkubation wurden die Zellen mechanisch mit Zellmedium aus der Kul-
turflasche gelöst und mit einem dreifachen Zyklus aus Erwärmen (im Wasserbad bei
37◦C) und Schockfrieren (in Flüssigstickstoff -196◦C) aufgeschlossen. Nach dem Ab-
zentrifugieren der Zellbestandteile (10 Min, 13.000 UPM) wurden die Zelllysate in
Stock-Tubes überführt und bei -80◦C gelagert.
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4.2 Nachweis und Effizienz des adenoviralen Vektortransfers

4.2.1 Färbung und Virustiterbestimmung

Mittels einer spezifischen Zellfärbung für Adenovirus-transduzierte Zellen durch eine
Hexon-Antikörper-Reaktionen (vgl. Abs. 3.6.2) wurden die Titer der infektiösen ade-
noviralen Vektoren aus den Zelllysaten (siehe Abs. 4.1.4) bestimmt. Wie Bewig und
Schmidt [130] zeigen konnten, ist diese Methode spezifisch für den Nachweis von ade-
noviral infizierten Zellen. Der Vorteil dieser Methode ist eine Virustiter-Bestimmung
ohne Zuhilfenahme von Reportergenen (z.B. GFP).

Die Abbildung 4.6 auf der nächsten Seite zeigt das Ergebnis der Färbereaktion
von 293 Zellen nach Infektion mit AdGFP, AdE-Core und AdeE-NS5a inklusive einer
Negativkontrolle. Im Vorfeld des Versuchs wurde kontrolliert, ob AdGFP transduzierte
Zellen das GFP Protein exprimieren. Das Bild zeigt, dass Zellen, welche Adenovirus
replizieren, schwarz eingefärbt sind. Je mehr Viren bei der Transduktion eingesetzt
wurden, desto mehr Zellen sind schwarz gefärbt. Die Negativkontrolle zeigt wie erwartet,
keine schwarz gefärbten Zellen und somit keine adenovirale Infektion.

Mit Hilfe des Adeno-Rapid-Titer-Kits und der in Abschnitt 3.6.2 gezeigten For-
mel ist es möglich nach Bestätigung der Adenovirusinfektion die Titer der amplifizierten
Viren zu errechnen. Dazu werden Zellen unter dem Mikroskop mit einer festgelegten
Vergrößerung gezählt und die gemittelten Werte in die Formel eingesetzt. Somit wurden
folgende Titer für die HCV-Insert tragendenen Adenokonstrukte errechnet:

• für HCV-Core: 8,45 * 108 IFU/ml

IFU/mL = 28 (inf. Zellen/Gesichtsfeld) ∗ 313 (Gesichtsfelder/Well)
0,1 mL ∗ 10−4 (Verdünnungsfaktor)

(4.1)

• für HCV-NS5a: 2,5 * 109 IFU/ml

IFU/mL = 81 (inf. Zellen/Gesichtsfeld) ∗ 313 (Gesichtsfelder/Well)
0,1 mL ∗ 10−4 (Verdünnungsfaktor)

(4.2)

4.2.2 Transduktionseffizienz adenoviraler Vektoren

Im ersten Schritt wurden Zellen mit AdGFP transduziert. Die Expression des GFP-
Proteins konnte unter dem IFM dargestellt werden. Um die GFP Expression in ver-
schiedenen Zelllinien beurteilen zu können, wurden alle beschriebenen Zelllinien mit
gleichen MOIs transduziert und 72 h nach Transduktion unter dem IFM analysiert.
Abbildung 4.7 auf Seite 52 zeigt die transduzierten Zellen im Vergleich, eine tabellari-
sche Auswertung ist in Abb. 4.8 dargestellt. Es wird deutlich, dass die Expression des
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Abbildung 4.6: Hek-293-Zellen wurden mit AdGFP, AdE-Core und AdE-NS5a infiziert
und 72h nach Infektion mit dem Adeno-Rapid-Titer-Kit (Hersteller: Clontech) analysiert. Vi-
rusinfizierte Zellen werden durch die Antikörper-Reaktion des ARTK schwarz gefärbt; nicht
infizierte Zellen bleiben hell. AdGFP infizierte Zellen dienten als Kontrolle, die GFP Expressi-
on unter dem IFM wurde vor Versuchsbeginn bestätigt. Negativkontrollen (MOI 0) ebenfalls
dargestellt.
Deutlich erkennbare Zell-Plaques als Zeichen für die Toxizität der Viren bei hohen MOIs.
Insgesamt zeigt AdGFP bei hohen MOIs (vgl. MOI 100) die meisten positiven Zellen.
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Abbildung 4.7: Exemplarische Darstellung der GFP-Expression nach Transduktion mit
AdGFP in 293-, HepG2-, Huh7-Zelln und PMH. Zur Transduktion wurden ansteigende MOIs
verwendet. 72 h nach Transduktion wurden die Zellen unter dem Immunfluoreszenzmikroskop
(Olympus) analysiert und fotografiert.
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Abbildung 4.8: Auswertung der GFP-Expression in verschiedenen Zellen (vgl. Abb. 4.7).
293-, HepG2-, Huh7-Zelln und PMH mit AdGFP ansteigender MOI infiziert. 72 h nach Trans-
duktion wurden die Zellen unter dem Immunfluoreszenzmikroskop (Olympus) ausgezählt,
Mittelwerte und Standardabweichung errechnet.

GFP mit steigender MOI deutlich zunimmt (vgl. Abb. 4.8). Gleichzeitig ist zu erkennen,
dass sich die Zelllinien in der Stärke der GFP-Expression unterscheiden. Es zeigt sich,
dass die Verpackungszelllinie 293 besonders gut zu transduzieren ist. Huh7-Zellen las-
sen sich im Vergleich dazu schlechter mit AdGFP transduzieren. Bei kleiner MOI sind
nur wenige Huh7-Zellen grün fluoreszierend (MOI 1: 4,3 +/- 2,1 *105). Die Transdukti-
onszahlen steigen vergleichsweise langsam, trotzdem sind bei hohen MOIs viele Zellen
transduziert (MOI 50: 120,7 +/- 3,1 *105). HepG2-Zellen sind mit Huh7 vergleichbar
hinsichtlich der Transduktionzahlen und der GFP Expression. PMH sind wesentlich
größere Zellen, die ebenfalls GFP exprimieren, die Fluoreszenz ist im Vergleich nicht
so intensiv.

In einem zweiten Schritt wurde die Viabilität der Zellen nach Transduktion mit
Hilfe der DAPI-Färbung, die spezifisch DNA in Zellkernen färbt, verglichen. Wieder-
um wurden die verschiedenen Zelltypen (Huh7, HepG2 und PMH) mit gleichen MOIs
transduziert und 72 h nach Transduktion analysiert. Zellen die sowohl einen blauen
als auch einen grünen Farbstoff zeigten, konnten so als transduzierte, lebende Zellen
dargestellt werden. Mit steigenden MOI nahm die Intensität des grünen Farbstoffes
zu, die Viabiliät der untersuchten Zelltypen nahm teilweise ab. Hohe MOI (z.B. MOI
100) waren oftmals toxisch, Zellplaques waren vermehrt sichtbar. Diese Beobachtungen
wurden für alle Zelllinen gemacht. Es zeigte sich, dass bei Transduktion unter gleichen
Bedingungen mit gleicher MOI die Huh7-Zellen das GFP-Protein stärker exprimierten
als die HepG2 Zellen. Die Toxizität des Virus war in HepG2- höher als in Huh7-Zellen.
Die Abbildung 4.9 auf der nächsten Seite zeigt den direkten Vergleich der Infektion in

53



4 Ergebnisse

Abbildung 4.9: Exemplarische Darstellung der GFP-Expression in Huh7-, HepG2- und
PMH-Zellen nach Transduktion mit AdGFP. Insgesamt deutlich stärkere GFP Expression
in Huh7 Zellen als in HepG2 Zellen. Die mit DAPI blau angefärbten Zellkerne zeigen die
Viabilität der Zelle. Bei steigender MOI ist die Kernstruktur schlechter abzugrenzen. 48 bzw.
72 h nach Transduktion. Doppelfluoreszenz mit Hilfe der Software cellr (Olympus) generiert.
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Abbildung 4.10: Auswertung der Transduktion mit AdGFP in Huh7-, HepG2- und PMH-
Zellen (vgl Abb. 4.9). 48h nach Transduktion wurden die Zellen unter dem Immunfluoreszenz-
mikroskop (Olympus) ausgezählt und prozentuale Anteile der GFP exprimierenden Zellen
errechnet.

den drei genannten Zelllinien. Eine graphische Auswertung mit prozentualen Transduk-
tionszahlen ist in 4.12 dargestellt. Wie bereits in Abbildung 4.7 auf Seite 52 ersichtlich,
ist die GFP Expression in PMH nicht so ausgeprägt hinsichtlich der Fluoreszenzstärke,
jedoch ist der Anteil transduzierter Zellen vergleichsweise hoch.

Im dritten Schritt wurden die HCV-Adenokonstrukte AdE-Core und AdE-NS5a
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Bei diesen Konstrukten fehlt, wie schon erwähnt,
die Möglichkeit die GFP-Expression als Zeichen für stattgefundene Transduktion dar-
zustellen, weil beide Konstrukte keine GFP-Reporterkassette in ihrer Nukleotidsequenz
besitzen. Dennoch war es möglich die Viabilität der Zellen nach Transduktion durch die
DAPI Kernfärbung zu beurteilen. Mit DAPI können gesunde Zellkerne homogen ein-
gefärbt werden, wo hingegen destruierte Zellkerne inhomogen erscheinen. Abbildung
4.11 zeigt den Vergleich der Kernfärbungen gesunder Zellen (PMH) mit adenoviral-
transduzierten Zellen mit steigender MOI (MOI 25 und MOI 50 jeweils für AdE-Core
und AdE-NS5a). Es wird ersichtlich, dass Zellen bei Transduktion mit hoher MOI eine
geringere Viabilität haben. Die Zellkerne lassen sich nicht mehr homogen färben, die
Grenze zwischen Zellkern und Zytoplasma ist nicht mehr gut erkennbar. Außerdem
werden zwischen den Zellen große Löcher sichtbar. Dies ist auch in der Graphik 4.12
zu sehen. Mit Zunahme der MOI sinkt die Zahl der Zellen (z.B. AdE-Core: bei MOI 0:
234,3 +/- 6,7 *105 - bei MOI 50: 52 +/- 2,6 *105).
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Abbildung 4.11: Primäre murine Hepatozyten (PMH) mit AdE-Core und AdNS5a mit
steigender MOI transduziert. Dargestellt ist je die MOI 25 und MOI 50. Als Kontrollen werden
nicht-transduzierte Zellen gezeigt (erste Spalte, MOI 0). Zellkerne sind nach Transduktion
mit HCV-Insert-tragenden Adenokonstrukten deutlich inhomogener durch DAPI eingefärbt.
Zellplaques deutlich erkennbar. (Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme mit der Software cellr
(Olympus) 72 h nach Transduktion.)
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Abbildung 4.12: Primäre murine Hepatozyten (PMH) mit AdE-Core und AdNS5a mit stei-
gender MOI transduziert. Die durch DAPI gefärbten Zellkerne wurden gezählt, Mittelwerte
und Standardabweichung errechnet.

4.2.3 Expression viraler Proteine nach Transduktion

Zur Klärung der Frage, ob nach Transduktion der konstruierten Adenovektoren mit
einklonierten Inserts, entsprechende Proteine exprimiert werden, wurden Western Blots
von Zelllysaten angefertigt.

In einem ersten Schritt wurden dazu PMH-Zellen mit den drei adenoviralen Kon-
strukten AdGFP, AdE-Core und AdE-NS5a transduziert. Nach Zelllyse und Protein-
isolation wurden Western Blots mit den spezifischen Antikörpern gegen die jeweiligen
exprimierten Proteine (GFP, HCV-Core und HCV-NS5a) angefertigt. Für alle drei
Konstrukte konnte nachgewiesen werden, dass die kodierenden Proteine der adenovi-
ralen Vektoren auch exprimiert werden! Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass bei
steigender MOI die Menge der Expression von transduzierten Proteinen zunimmt. Am
Beispiel von AdGFP gezeigt: Eine geringe MOI von 1 zeigt nur eine geringe Proteinex-
pression des grün fluoreszierenden Proteins (relative Intensität: 0,1), hohe MOIs von
50 oder 100 zeigen dagegen eine starke Proteinexpression (relative Intensität: 1,0). Für
AdGFP lässt sich bis zu einer MOI 50 ein linearer Bereich der Transduktionseffizienz
beschreiben. Eine Verdopplung der MOI (100) zeigt densitometrisch keinen weiteren
Anstieg. Die Versuchsergebnisse der Transduktionen mit AdE-Core und AdE-NS5a, in
den Abbildungen 4.14 und 4.15, zeigen ein ähnliche Relation von MOI zur nachgewie-
senen Proteinexpression. Auch hier ist eine Dosis-abhänige Transduktionseffizienz der
adenoviralen Konstrukte ersichtlich.

Im selben Versuch konnte nachgewiesen werden, dass die eingesetzten An-
tikörper keine Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen eingehen. Lysate AdGFP-
transduzierter Zellen wurden dazu mit anti-HCV-Core bzw. anti-HCV-NS5a inkubiert.
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Abbildung 4.13: AdGFP Western Blot I. Nach Transduktion mit AdGFP in PMH wurde
die Expression des GFP-Proteins mittels Western Blot detektiert. Vor Proteinisolation wurde
die GFP Expression im Fluoreszenzmikroskop überprüft (ähnliche Abb.: s. 4.7 auf Seite 52)
Kontrollen: #1: Leberlysat einer HCV-positiven Maus, 0: Zelllysat nicht infizierter PMH;
Aktin zur Proteinladekontrolle. Die untere Grafik zeigt die densitometrische Auswertung des
Blots.

Es zeigten sich wie erwartet, keine Banden auf der spezifischen Höhe der Proteine
HCV-Core (22 kD) und HCV-NS5a (58 kD). Zur Positivkontrolle wurden für HCV-
Core ein Leberlysat einer HCV-transgenen Maus genutzt, für HCV-NS5a ein Zelllysat
einer HCV-Replikon-Zelllinie exprimierenden Huh7-Zelllinie. Die Negativkontrollen wa-
ren nichtinfizierte PMH-Zellen.

Zur Klärung der Frage, ob jeweils die gleiche Menge Lysat in allen Geltaschen
eingesetzt wurde, ist eine Aktin-Ladekontrolle angefertigt worden. Es zeigte sich für
alle Versuche eine gleichmäßige Beladung der Geltaschen mit Lysaten. Auffällig war
lediglich, dass Leberlysate der HCV-transgenen Maus teilweise nicht erwartungsgemäß
interagiert haben, die Bande war teilweise schwach ausgeprägt (vgl. Abb. 4.14).

4.2.4 Nachweis viraler Proteine nach Transduktion in humanen Zellen

Die Expression viraler Proteine wurden nach Detektion in murinen Hepatozyten auch
in humanen Zelllinien untersucht. Die Zellreihe Huh7 wurde zur Proteinexpression in
vitro benutzt.

Analog zu den oben gezeigten Versuchsreihen (siehe Abschnitt 4.2.3) wurden
die Huh7 Zellen mit den adenoviralen Konstrukten AdGFP, AdE-Core und AdE-NS5a
transduziert. Alle viralen Konstrukte wurden jeweils in steigender MOI transduziert.

In den Abbildungen 4.16 und 4.17 lässt sich jeweils eine Dosis-abhänige Trans-
duktionseffizienz beschreiben. AdGFP ist bis zu einer MOI von 100 aufgetragen, AdE-

58



4 Ergebnisse

Abbildung 4.14: AdE-Core Western Blot I. Nach Transduktion mit AdE-Core in PMH wur-
de die Expression des HCV-Core mittels Western Blot detektiert. Kontrollen: #1: Leberlysat
einer HCV-positiven Maus, 0: Zelllysat nicht infizierter PMH; AdGFP (MOI 10, MOI 100);
Aktin zur Proteinladekontrolle. Die untere Grafik zeigt die densitometrische Auswertung des
Blots.

Abbildung 4.15: AdE-NS5a Western Blot I. Nach Transduktion mit AdE-NS5a in PMH
wurde die Expression des HCV-NS5a mittels Western Blot detektiert. Kontrollen: #1: Leber-
lysat einer HCV-positiven Maus, #2: Zelllysat einer HCV-Replikon-Zelllinie, AdGFP (MOI
50); Aktin zur Proteinladekontrolle. Die untere Grafik zeigt die densitometrische Auswertung
des Blots.
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Abbildung 4.16: AdGFP Western Blot II. Nach Transduktion mit AdGFP in Huh7-Zellen
wurde die Expression des GFP-Proteins mittels Western Blot detektiert. Vor Proteinisolation
wurde die GFP Expression im Fluoreszenzmikroskop überprüft (ähnliche Abb.: s. 4.7 auf
Seite 52) Kontrollen: #1: Zelllysat einer GFP-positiven Zelllinie, 0: Zelllysat nicht infizierter
Huh7; Aktin zur Proteinladekontrolle. Die MOI 25 und MOI 50 wurden beim Auftragen
vertauscht. Die untere Grafik zeigt die densitometrische Auswertung des Blots.

NS5a ist bis zu einer MOI von 50 aufgetragen, AdGFP ist zur Kontrolle von Kreuzreak-
tionen des anti-NS5a-Antikörpers in der letzten Linie aufgetragen. Eine solche Kreuz-
reaktion war nicht ersichtlich und bestätigt damit die Versuchsreihen in den PMH (vgl.
Abb. 4.15). Aktin wurde zur Ladekontrolle der Lysate in den Geltaschen ebenfalls
aufgetragen.

4.3 Beeinflussung der Apoptose nach adenoviraler Transduktion

4.3.1 Viabilitätsmessung nach Transduktion

Die Viabilität der Zellen nach Transduktion mit adenoviralen Konstrukten wurde mit
Hilfe des MTT-Assays bestimmt (siehe Abschnitt 3.7.3 auf Seite 42). Die Messungen
wurden 48 h bzw. 72 h nach Transduktion vorgenommen. Abweichend vom Standard-
procedere wurden die Zellen vor der Zugabe des 1-Propanol für mindestens 30 Min
bei -90◦C vorinkubiert, um eine effektivere Lyse zu erreichen. Die Messungen, aus de-
nen die Mittelwerte bestimmt wurden, wurden mehrfach wiederholt. Die Formel zur
Berechnung der Viabilität ist in 3.7.3 dargestellt. Die Abbildung 4.18 auf Seite 62
zeigt Ergebnisse von MTT-Assays in PMH und Huh7-Zellen. Die drei adenoviralen
Konstrukte (AdGFP, AdE-Core und AdE-NS5a) wurden hinsichtlich der Viabilität in
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Abbildung 4.17: AdE-NS5a Western Blot II. Nach Transduktion mit AdE-NS5a in Huh7
wurde die Expression des HCV-NS5a mittels Western Blot detektiert. Kontrollen: #1: Le-
berlysat einer HCV-positiven Maus, #2: Zelllysat einer HCV-Replikon-Zelllinie, 0: Zelllysat
nicht infizierter Huh7, AdGFP (MOI 50); Aktin zur Proteinladekontrolle. Die untere Grafik
zeigt die densitometrische Auswertung des Blots.

Abhänigkeit zur transduzierten MOI (infektiösen Partikeln pro Zelle) untersucht. Mit
steigenden MOIs nimmt die Viabilität der Zellen ab. Das Überleben der Huh7-Zellen
72 h nach Transduktion bei MOI 100 reduziert sich auf 67% der Ausgangszellzahl bei
AdE-Core-Transduktion bzw. auf 66,7% bei AdE-NS5a-Transduktion auf 84,4% des
Ausgangswert bei einer AdGFP-Transduktion (p < 0,05). AdGFP-transduzierte Zellen
haben somit eine statistisch fassbar höhere Viabilität als Zellen, die mit AdE-Core
bzw. AdE-NS5a transduziert wurden. Auch für PMH-Zellen zeigte sich eine Abnahme
der Viabilität. Das Überleben der PMH-Zellen 72 h nach Transduktion bei MOI 100
reduziert sich auf 59,6% der Ausgangszellen bei der Transduktion mit AdE-Core bzw.
auf 57,2% bei der Transduktion mit AdE-NS5a (p < 0,05). Jedoch geht auch bei einer
Transduktion mit AdGFP die Zellzahl auf 68,8% der Ausgangszellen zurück (hier: p >
0,05!!).

4.3.2 Wachstum der Zellen nach Transduktion

Das Wachstum der Zelllinien Huh7 und HepG2 wurde nach Transduktion mit adenovi-
ralen Konstrukten in einemWachstumsassay, (vgl. Kapitel 3.7.4 auf Seite 43) analysiert.
Die Zellen wurden dazu nach Transduktion mit einer MOI 50 eine Woche lang in Kultur
gehalten, täglich gezählt und statistisch ausgewertet. Die Mittelwerte der ausgezählten
Zellen wurden jeweils mit der nicht transduzierten Negativkontrolle über den gesamten
Versuchszeitraum verglichen.
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4 Ergebnisse

Abbildung 4.18: Huh7-Zellen und PMH mit AdGFP, AdE-Core und AdE-NS5a stabil trans-
duziert. Bei steigender MOI zeigt sich eine Abnahme der Viabilität in den Zellen. Die Viren
AdE-Core und AdE-NS5a (schraffierte Banden) sind dabei für die Zellen toxischer als AdGFP
(schwarze Banden). Ergbnisse für Huh7: Überleben der Zellen 72 h nach Infektion bei MOI
100 reduziert auf 67% bei AdE-Core-Transduktion bzw. 66,7% bei AdE-NS5a-Transduktion
im Gegensatz zu 84,4% bei einer AdGFP-Transduktion (p < 0,05 (students t-test)). Ergebnis-
se für PMH: Überleben der Zellen 72 h nach Infektion bei MOI 100 reduziert auf 59,6% bei
AdE-Core-Transduktion bzw. 57,2% bei AdE-NS5a-Transduktion (p < 0,05 (students t-test)),
jedoch auch 68,8% bei einer AdGFP-Transduktion (p > 0,05!! (students t-test)). (Grafik mit
Excel (Microsoft) erstellt)

Die Grafiken 4.19 auf Seite 64 zeigen die Ergebnisse des Wachstumsassays in
den Hepatomzelllinien HepG2 und Huh7. PMH wurde nicht untersucht, da PMH sich
in vitro nicht mehr vermehren und somit für solche Versuche ungeeignet sind. Das
Wachstum der Zellen ist über den Zeitraum von 7 Tagen aufgetragen. Es ist deut-
lich erkennbar, dass die Wachstumskinetik durch die Transduktion gehemmt wird. Die
Zellen wachsen nach Transduktion mit adenoviralen Konstrukten deutlich langsamer
als die nicht-transduzierte Zellen. Gut zu erkennen ist ebenso, dass die Transduktion
mit AdGFP, dem Adenovektor der kein HCV-Insert aber eine GFP-Reporterkassette
enthält, von den Hepatomzellen besser toleriert wird, als die Transduktion mit den
HCV-Adenokonstrukten. Das Wachstum der AdGFP-transduzierten Zellen ist deutlich
besser als das der AdE-Core- bzw. AdE-NS5a-transduzierten Zellen (1,2 mal schneller
bei HepG2-Zellen, 1,3 mal schneller bei Huh7-Zellen). Die GFP-Expression wurde über
den Zeitraum hinweg unter IFM kontrolliert. Gegenüber nicht-transduzierten Zellen ist
das Wachstum gehemmt. Nicht-transduzierte HepG2-Zellen wuchsen 1,3 mal schnel-
ler als AdGFP-transduzierte Zellen. Nicht-transduzierte Huh7-Zellen wuchsen 1,4 mal
schneller als die AdGFP-transduzierten Zellen des gleichen Typs. Insgesamt zeigte der
direkte Vergleich, dass Huh7-Zellen schneller wachsen als HepG2-Zellen (etwa 1,2 fach).

Zellen die mit Adenovektoren ohne Insert transduziert werden, wachsen langsa-
mer als die nicht-transduzierte Zellen. Werden jedoch die Zellen mit Adenovektoren,
die HCV-Genomanteile als Insert enthalten, transduziert, ist das Wachstums stärker
gehemmt: auf etwa 61% im Vergleich zu den nicht-transduzierten Zellen in HepG2-
Zellen nach Transduktion mit AdE-Core bzw. AdE-NS5a (p < 0,05) und auf ca. 55%
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im Vergleich zu nicht-transduzierten Huh7-Zellen nach Transduktion mit AdE-Core
bzw. AdE-NS5a (p < 0,05); siehe die Grafiken 4.19. Das Zellwachstum nach Trans-
duktion mit dem nicht-Insert-tragenden Konstrukt AdGFP ist weniger stark gehemmt.
Um 74% in HepG2-Zellen (p < 0,05) und ca. 70% in Huh7-Zellen p > 0,05; p = 0,08).

4.3.3 MCL-1 Regulation nach viraler Infektion

Um die Wirkung der HCV Proteine Core und NS5a auf die Apoptose-Mechanismen
der Zellen zu ermitteln, wurde die Expression des anti-apoptotischen Proteins MCL-1
in den Zellen untersucht. In den dargestellten Versuchsreihen wurde untersucht, ob
sich die Expression von MCL-1 durch die Expression von HCV-Core und HCV-NS5a
verändert.

In den Versuchsreihen zeigte sich, dass Zellen, die mit AdE-Core oder AdE-NS5a
transduziert wurden, weniger MCL-1 exprimieren als die Kontrollen. Die Relationen
sind in den Abbildungen 4.20 und 4.21 ersichtlich. Die densitometrische Auswertung
der Western Blots zeigen, dass ab einer MOI von 10 das MCL-1 Protein signifikant (p
< 0,05, students t-test) geringer exprimiert wird als bei einer geringen MOI (1, 5) bzw.
bei der Negativkontrolle (MOI 0). Der Grad der Proteinexpression ist in den Balken-
diagrammen als relative Intensität im Verhältnis zur Negativkontrolle dargestellt.
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Abbildung 4.19: HepG2 und Huh7-Zellen mit AdGFP, AdE-Core und AdE-NS5a mit je-
weils einer MOI 50 transduziert. Als Negativkontrolle wurden nichtinfizierte Zellen analysiert.
Das Wachstum von infizierten Zellen und der Negativkontrollen wurde über einen Zeitraum
von 7 Tagen in 24-Well-Platten analysiert. Zellen wurden täglich gezählt und Mittelwerte
errechnet.
Das Zellwachstum ist nach Transduktion mit adenoviralen Konstrukten eingeschränkt: imMit-
tel auf 61% im Vergleich zur Negativkontrolle (siehe Text) nach Transduktion mit AdE-Core
/ AdE-NS5a in HepG2 (AdGFP: 74%) und im Mittel auf 55% im Vgl. zur Negativkontrolle
nach Transduktion mit AdE-Core / AdE-NS5a in Huh7 (AdGFP: 70%). Signifikant stärker ge-
hemmtes Zellwachstum nach Transduktion mit HCV-Inserts tragenden Adenokonstrukten im
Vergleich zur AdGFP-Transduktion: p < 0,05 (students t-test). (Grafik mit Excel (Microsoft)
erstellt)

64



4 Ergebnisse

Abbildung 4.20: AdE-Core Western Blot II. Nach Infektion mit AdE-Core in PMH wurde
die Expression des MCL-1 Proteins mittels Western Blot detektiert. Aufgetragen: Kontrollen:
#1: Zelllysat von Zellen, die MCL-1 überexprimieren, #2: Leberlysat einer HCV-positiven
Maus, 0: Zelllysat nicht infizierter PMH; AdE-Core (MOI 1, 5, 10, 25) AdGFP (MOI 10,
25). *: Signifikante Herunterregulierung von MCL-1 (p < 0,05, students t-test). Aktin zur
Proteinladekontrolle. Die untere Grafik zeigt die densitometrische Auswertung des MCL-1
Blots.

Abbildung 4.21: AdE-NS5a Western Blot III. Nach Infektion mit AdE-NS5a in PMH wurde
die Expression des MCL-1 Proteins mittels Western Blot detektiert. Aufgetragen: Kontrollen:
#1: Zelllysat von Zellen, die MCL-1 überexprimieren, #2: Leberlysat einer HCV-positiven
Maus, 0: Zelllysat nicht infizierter PMH; AdE-NS5a (MOI 1, 5, 10, 25) AdGFP (MOI 10,
25). *: Signifikante Herunterregulierung von MCL-1 (p < 0,05, students t-test). Aktin zur
Proteinladekontrolle. Die untere Grafik zeigt die densitometrische Auswertung des MCL-1
Blots.
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Mit der hier gezeigten Methode zur Konstruktion von Insert-tragenden adenoviralen
Vektoren war es möglich Hepatitis-C-Genomanteile in Zielzellen zu transduzieren. Mit
diesen Adenovektoren stehen nun effektive Werkzeuge zur Verfügung, um die Wirkung
der viralen Proteine in Zellen zu erforschen. Im Folgenden sollen die Teilschritte der
Vektorkonstruktion, die Anwendung des Systems in vitro und die Wertigkeit des Vek-
torsystems diskutiert werden.

5.1 Rekombinante Adenoviren

Zur endgültigen Konstruktion Insert-tragender Adenokonstrukte waren die zuvor be-
schriebenen Teilschritte notwendig. Im vorherigen Kapitel "Ergebnisse" wurden Restrik-
tionsanalysen und Sequenzanalysen gezeigt, die die Konstruktionsschritte kontrollier-
ten. Im Folgenden soll die Wertigkeit dieser Analysen diskutiert werden.

5.1.1 Analyse der klonierten Shuttle-Plasmide

Im ersten Schritt der Konstruktion wurden die HCV-Genomabschnitte HCV-Core und
HCV-NS5a in Shuttle-Plasmide kloniert. Abbildung 4.1 aus dem Abschnitt 4.1.1 zeigt
das Ergebnis des analystischen Restriktionsverdau dieser konstruierten Shuttleplasmide
pShuttle-CMV-Core und pShuttle-CMV-NS5a. In den Versuchen gelang es mit genau
den Restriktionsenzymen, die zuvor zur Klonierung genutzt wurden, die Inserts wieder
hinauszuschneiden. Die Inserts werden demnach korrekterweise von Schnittstellen für
die Restriktionsenzyme flankiert. Die, durch den Restriktonsverdau herausgeschnitte-
nen Inserts, laufen auf der jeweils erwarteten Höhe des DNA-Markers. Die Sequenzlän-
ge der beiden Inserts entspricht demnach der Sequenzlänge der HCV-Gene Core und
NS5a, die als Inserts einkloniert worden waren. Ein solcher Restriktionsverdau ist kein
eindeutiger Beleg für die Korrektheit der Inserts, er gibt lediglich Hinweise darauf, dass
Sequenzlängen übereinstimmen und dass die Plasmide bzw. deren MCS integer sind.

5.1.2 Analyse Insert-tragender Adenokonstrukte

Insert-tragende Shuttleplasmide wurden zusammen mit dem Adenobackbone-Plasmid
AdEasy, wie beschrieben, homolog rekombiniert, um die Adenokonstrukte zu etablie-
ren. Die gebildeten Konstrukte wurden durch Restriktionsanalysen und Sequenzierung
hinsichtlich ihrer Integrität überprüft (vgl. 5.1.2).
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5.1.2.1 Restriktionsanalyse Insert-tragender Adenokonstrukte

In der ersten Restriktionsanalyse wurde die korrekte homologe Rekombination durch
einen analystischen PacI-Verdau kontrolliert (vergleiche die Abbildung 4.3 auf Seite 47).
Bei korrekter homolger Rekombination ist bei einem PacI-Verdau eine 4,5 kb große
Bande zu erwarten [1] [131]. Bei beiden Vektorkonstrukten AdE-NS5a und AdE-Core
gelang es eine solche 4,5 kb große Bande zu zeigen. In einem zweiten Schritt wurde die
Integrität der Adenokonstrukte mittels EcoRV Verdau kontrolliert. Dabei gelang es im
Vergleich zum nicht-inserttragenden AdGFP-Konstrukt eine weitere Bande herauszu-
schneiden. Da beide HCV-Sequenzen Core und NS5a Schnittstellen für das Restrikti-
onsenzym EcoRV haben, ist dies ein Hinweis für das korrekte Vorliegen der Inserts in
den Konstrukten. Damit sind die Forderungen an ein korrekt homolog rekombinertes
Adenokonstrukt aus oben genannten Arbeiten erfüllt. Dennoch besteht, wie auch schon
in Abschnitt 5.1.1 angesprochen, die Problematik, dass ein Restriktionsverdau generell
keine Information über die genaue Basenfolge der Konstrukte liefern kann.

5.1.2.2 Sequenzanalyse Insert-tragender Adenokonstrukte

Um zu kontrollieren, ob die Inserts ohne Basenaustausch oder andere Sequenzfehler
einkloniert wurden, wurde eine Sequenzanalyse nach F. Sanger et al. [132] durch-
geführt (Details dazu im Abs. 3.5.3).

Die Chromatogramme der Sequenzanalyse sind in 4.5 dargestellt. Sie zeigen gute
Ergebnisse mit klar abgrenzbaren Basen-Signalen. Die Sequenzen der einklonierten
Inserts HCV-Core und HCV-NS5a können als integer betrachtet werden.

Im zweiten Schritt wurden die Sequenzen mit der HCV-Genomdatenbank des
Los Alamos National Laboratory abgeglichen. Die Ergebnisse aus Abs. 5.1.2.2 zeigen
sehr hohe Übereinstimmungsraten mit dem jeweils spezifischen HCV-Genom von 99%
für Core (bei 0% Lücken) und 98% für NS5a (bei 1% Lücken). Komplette Übereinstim-
mung wurde nicht erreicht, so dass sich vermuten lässt, dass vereinzelter Baseaustauch
stattgefunden hat bzw. dass andere technische Mängel die DNA-Integrität beeinfluss-
ten. Die Protein-kodierende Sequenz scheint jedoch nicht zu sehr beeinflusst zu sein, da
die HCV-Proteine nach Transduktion mit den Adenokonstrukten regelrecht exprimiert
wurden, wie die Ergebnisse der Western Blots in 4.2.3 zeigen.

5.2 Effizienz des adenoviralen Vektortransfers

5.2.1 Adenoviral transduzierte Zellen

Das Adeno-Rapid-Titer-Kits (vgl. Abs. 3.6 auf Seite 37) wurde zum Nachweis der
Transduktion mit adenoviralen Konstrukten in Zellen verwendet. Diese Methode ist
spezifisch für den Nachweis von adenoviral infizierten Zellen [130]. Adenoviren sind un-
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ter anderem aus Hexonkapsomeren zusammengesetzt, an die die Hexon-Antikörper des
Kits spezifisch binden. Das Verfahren ist damit hinreichend sensitiv und spezifisch, um
Adenoviren in Zellen nachzuweisen. Die Ergebnisse in 4.2.1 auf Seite 50, zeigen dass
sich die Zellen, die mit den Konstrukten transduziert wurden, spezifisch anfärben lassen.
Damit kann das Adeno-Rapid-Titer-Kit aufzeigen, dass die Konstrukte integere Ade-
noviren bilden. Darüber hinaus wird auch eine Bestimmung der Transduktionseffizienz
möglich. Je höher die MOI bei Transduktion ist, desto mehr Zellen werden transduziert
und somit angefärbt. Ist jedoch die MOI sehr hoch, zeigen sich toxische Effekte, Zellen
sterben ab und sind dann nicht mehr anfärbbar. Diese toxischen Effekte zeigen sich vor
allem bei Infektion mit den Insert-tragenden Konstrukten AdE-Core und AdE-NS5a,
weniger deutlich bei nicht Insert-tragendne AdGFP. Die einklonierten HCV-Transgene
scheinen demnach Effekte auf die Zellen zu haben.

Die Zellen wurden nach Transduktion immunfluoreszenzmikroskopisch unter-
sucht. Wie erwartet nimmt die Expression von GFP zu, wenn die MOI bei der Transduk-
tion erhöht wird. Diese Kinetik lässt sich in allen untersuchten Zelltypen (293, Huh7,
HepG2 und PMH) nachvollziehen. 293 Zellen lassen sich am einfachsten transduzie-
ren. Die drei anderen Zelltypen benötigen höhere MOIs für eine phänotypisch gute
Transduktion im Immunfluoreszenzmikroskop.

Gleichzeitig wurden DAPI Zellkernfärbungen angefertigt, um die Viabilität der
Zellen zu untersuchen. Die Abbildung 4.9 auf Seite 54 zeigt die Kernfärbungen nach
Transduktion mit dem Kontrollkonstrukt AdGFP in Huh7, HepG2 und PMH, ebenso
die Expression von GFP durch eine Doppelfluoreszenz. Hierbei wird ersichtlich, dass
Zellen, die mit hohen MOIs transduziert wurden, zunehmend weniger homogene Zellker-
ne aufweisen. Jedoch ist diese Toxizität gering, denn Zellen transduziert mit einer MOI
50 haben ein vergleichsweise homogenes Zellkernmuster bei starker GFP Expression.
DAPI Zellkernfärbungen wurden auch nach Transduktion mit HCV-Inserttragenden
Adenokonstrukten AdE-Core und AdE-NS5a angefertigt, die Abbildung 4.11 auf Sei-
te 56 zeigt die entsprechenden Versuchsergebnisse. Es zeigt sich eine deutlich sichtbare
Inhomogenität des Zellkernmusters mit scholligem Chromatin nach der Transduktion
mit steigender MOI.

Zusammenfassend ist die Transduktion mit adenoviralen Vektorkonstrukten ef-
fektiv und zeigt morphologische Veränderungen der transduzierten Zellen.

5.2.2 Proteinexpression nach Transduktion

Die Proteinexpression wurde mit spezifischen Antikörpern gegen die HCV-Proteine
Core und NS5a sowie das GFP-Protein kontrolliert (Tabelle 3.14 auf Seite 41 gibt
eine Übersicht über die verwendeten Antikörper). Eine stabile Proteinexpression konn-
te durch Transduktion mit der adenoviralen Konstrukten in primären Zellen (primäre
Maushepatozyten - PMH) erreicht werden. Dabei zeigte sich eine MOI-abhänige Zunah-
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me der Proteinexpression in den Transduktionsversuchen. Je mehr Viren zur Transduk-
tion eingesetzt wurden, desto stärker war die Proteinexpression im Western Blot. Diese
Dosis-abhänige Expressionskinetik bestätigt damit die Beobachtungen aus den voran-
gegangenen Versuchsreihen. Zellen, die mit hoher MOI transduziert wurden, zeigten
eine höhere Expression von GFP, sie scheinen unter dem IFM grüner; dieser Eindruck
wird durch den Western Blot bestätigt. Für die Konstrukte AdE-Core und AdE-NS5a
gilt ebenfalls diese dosisabhängige Expressionseffizienz.

Die adenoviralen Vektoren AdE-Core und AdE-NS5a sind demnach solide Werk-
zeuge, um HCV-Gene in Zellen zu transduzieren und dort eine hohe Proteinexpressi-
onsrate zu erzeugen.

5.2.3 Proteinexpression in humanen Zellen

Die Proteinexpression wurde in einem weiteren Schritt auch in humanen Zellen unter-
sucht (vgl. Abs. 4.2.4 auf Seite 58).

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Ergebnisse aus den Versuchen in den pri-
mären murinen Hepatozyten auch auf die humane Hepatomzelllinie Huh7 übertragbar
sind. Für AdGFP und AdE-NS5a konnte eine Aktin-kontrollierte Transduktionseffizi-
enz beschrieben werden. Auch hier ist zu erkennen, dass sich mit einer Erhöhung der
MOI bei Transduktion die Expressionsraten der Proteine, die die Konstrukte kodieren,
erhöhen lassen.

Zu diskutieren ist die schwache Aktin-Bande der Positivkontrolle in einigen Ver-
suchen, dargestellt in 4.14, 4.15, 4.16 und 4.17. Als Positivkontrolle wurde dort jeweils
ein Leberlysat von einer HCV-transgenen Maus eingesetzt. Da die anderen Banden die-
ser Positivkontrolle, bei Inkubation mit den Antikörpern gegen HCV-Core und HCV-
NS5a jedoch immer stark positiv ausfielen, spricht dies dafür, dass nicht die eingesetzte
Menge an Protein der Positivkontrolle das Problem darstellt, sondern vielmehr die re-
lativ schwache Reaktion der murinen Hepatozyten-Proteine gegen den Antikörper anti-
Aktin. Es wurde auch versucht andere Antikörper zur Ladekontrolle zu verwenden, z.B.
anti-Tubulin. Hierbei zeigte sich jedoch, dass diese mit den eigentlich zu untersuchen-
den Proteinen (HCV-Core, MCL-1) interagieren und daher in diesem Falle nicht zur
Protein-Ladekontrolle sinnvoll sind.

Bemerkenswert ist, dass es in mehreren Versuchsreihen nicht gelang die Expres-
sion des HCV-Core Proteins in humanen Zelllinen Huh7 zu zeigen, im Gegensatz zur
adäquaten Expression in den PMH. Hier muss geklärt werden, ob die verwendeten An-
tikörper gegen HCV-Core nicht in humanen Zellen verwendbar sind, oder ob andere
Interaktionen eine Detektion des viralen Proteins in humanen Zellen im Western Blot
verhindern.
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5.3 Apoptoseregulation nach adenoviraler Transduktion

Neben der Konstruktion der HCV-Insert-tragenden adenoviralen Vektoren und der
Überprüfung der Funktionabilität dieses Vektorsystems war es das Ziel dieser Disserta-
tion Pathomechanismen im Rahmen einer HCV-Infektion zu erforschen. Dazu wurde
untersucht, ob die Viabilität der Zellen durch Expression der HCV-Proteine Core und
NS5a verändert wird und in wieweit diese Proteine in die Apoptoseregulation der Zelle
eingreifen.

5.3.1 Viabilität nach Transduktion

Das Überleben der Zellen nach Transduktion mit HCV-Inserts tragenden adenoviralen
Konstrukten wurde mittels MTT-Assays untersucht (vgl. Abs. 4.3.1 auf Seite 60).

Die Viabilität der Zelltypen Huh7 und PMH nimmt nach Transduktion mit
adenoviralen Vektoren dosisabhängig ab. Die Hypothese, dass Zellen, die mit HCV-
Inserts tragenden Konstrukten transduziert werden, eine geringere Viabilität haben als
transduzierte Zellen mit dem Kontrollkonstrukt AdGFP, konnte in den Huh7-Zellen
eindeutig belegt werden. Bei einer Transduktion mit einer MOI 100 leben nach 72
Stunden nur noch 67% bzw. 66,7% der AdE-Core bzw. der AdE-NS5a-transduzierten
Zellen, im Gegensatz zu 84,4% nach Transduktion mit AdGFP (students t-test: p <
0,05). Dass vor allem die HCV-Proteine Core und NS5a die Viabilität herabsetzen,
kann somit bestätigt werden. HCV-Core und HCV-NS5a senken das Überleben der
Zellen nach Transduktion. Andere Arbeiten mit Insert tragenden adenoviralen Vektoren
konnten ähnliche Ergebnisse bei MTT-Assays zeigen [133].

Die Versuche wurden ebenso in PMH durchgeführt. Dort lassen sich ähnliche
Ergebnisse zeigen. Allerdings lässt sich ein signifikanter P-Wert für die Viabilitätsab-
nahme nach Transduktion mit AdGFP nicht ermitteln. Die gemessenen Werte variie-
ren zu stark, weshalb keine signifikanten Werte ermittelt werden können. HCV-Core
und HCV-NS5a senken wie schon in den Huh7 die Viabilität herab, die Viabilität der
AdGFP-transduzierten PMH ist auf 68,8% (student t-test: p > 0,05) herabgesenkt.

Insgesamt betrachtet, zeigten sich bei den Viabilitätsassays Probleme bei der
Lyse von Zellen vor der Farbstoffinkubation zur Vorbereitung auf die photometrische
Messung. Statistisch einwandfreie Ergebnisse ergaben sich daher nur für die Versuche in
den Huh7-Zellen. Hier konnte ein signifikanter P-Wert im students t-test beim Vergleich
der Viabilitätsabnahme zwischen Insert-freien AdGFP-transduzierten Zellen und den
HCV-Insert tragenden Konstrukten AdE-Core und AdE-NS5a festgestellt werden. Für
die primären Maushepatozyten (PMH) lässt sich ein solcher signifikanter P-Wert nicht
ermitteln. Diese Tatsache könnte damit begründet werden, dass PMH aus murinen
Lebern gewonnen werden und dann kultiviert werden (siehe Abs. 3.3.5 auf Seite 26);
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eventuell haben diese Zellen eine andere Viabilitäskinetik und sind für einen solchen
Versuch nur eingeschränkt sinnvoll zu verwenden.

Zusammenfassend kann ein deutlicher Trend aus diesen Versuchreihen gezeigt
werden. Die Viabilität von Zellen nimmt nach Transduktion mit adenoviralen Kon-
strukten ab. Die Einklonierung von HCV-Inserts und die damit verbundene HCV-
Proteinexpression bei AdE-Core und AdE-NS5a schränkt die Viabilität der Zellen
deutlicher ein, als bei Transduktion mit dem Kontrollkonstrukt AdGFP. HCV-Proteine
Core und NS5a scheinen Apoptosemechanismen zu aktivieren, so dass Zellen, die diese
Proteine exprimieren, degradieren und damit früher sterben als die Kontrollen.

5.3.2 Wachstum nach Transduktion

Das Überleben der Zellen wurde in einem Wachstumsassay weiter untersucht. Als Er-
gebnis dieser Versuche lässt sich postulieren, dass Hepatomzelllinien stabil über einen
längeren Zeitraum die Transduktion mit adenoviralen Konstrukten tolerieren. Es än-
dert sich allerdings die Wachstumskinetik der Zellen. Zellen die mit adenoviralen Kon-
strukten transduziert wurden, wachsen auch bei optimalen Kulturbedingungen einge-
schränkt im Vergleich zu nicht-transduzierten Kontrollen. Jene Zellen, die nach Trans-
duktion mit AdE-Core und AdE-NS5a die entsprechenden HCV-Proteine exprimieren,
wachsen signifikant schwächer als Zellen, die mit dem Insert-freien Kontrollkonstrukt
AdGFP transduziert wurden. Auch hier zeigen andere Arbeiten, die Adenovektoren
beschreiben, ähnliche Wachstumskurven der Zellen entsprechend einer Transduktion
mit Insert-tragenden Adenovektoren, GFP-exprimierenden Kontrollvektoren und nicht-
transduzierten Zellen [133] [134].

Es ist zu vermuten, dass die Transduktion mit HCV-Genomanteil-tragenden
Adenokonstrukten die Zellen schädigt, so dass diese nicht mehr uneingeschränkt wach-
sen können. Die Transduktion mit HCV-Inserts tragenden adenoviralen Konstrukten
hat demanch für Zellen hinsichtlich ihrer Viabilität und Wachstumskinetik signifikante
Nachteile. Zellen, die HCV-Proteine Core und NS5a exprimieren, wachsen langsamer
und sterben schneller als die Kontrollen.

5.3.3 Regulation von MCL-1

Um die Apoptose-Mechanismen im Rahmen einer HCV-Infektion näher zu erforschen,
wurde die Regulation des anti-apoptoischen Proteins MCL-1 (Näheres dazu in 2.3.2
auf Seite 15) in den Zellen untersucht. Die Hypothese dazu lautete: Zellen, die nach
Transduktion mit den adenoviralen Konstrukten Hepatitis C Proteine exprimieren, ver-
ändern Signaltransduktionswege im Apoptose-Mechanismus. Es sollte geklärt werden,
ob die Hepatitis Proteine HCV-Core bzw. HCV-NS5a den programmierten Zelltod in-
itiieren oder auf diesen einwirken und dadurch das Überleben der Zellen verringern.
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Die Ergebnisse aus den Versuchen im Abschnitt 4.3.3 auf Seite 63 zeigen, dass
die Expression des Apoptose-inhibitorischen Proteins MCL-1 Dosis-abhänig von der ein-
gesetzten MOI des HCV-Insert-tragenden Adenokonstrukte AdE-Core und AdE-NS5a
abnimmt. Adenovirale Transduktion mit hohen MOIs führt zu einer Herunterregulati-
on von MCL-1. Diese Expressionsabnahme ist Aktin-kontrolliert und densitometrisch
erfassbar (vgl. Abb. 4.20 und 4.21). Bei Transduktion des Kontrollkonstrukts AdGFP
wurde eine verminderte Expression von MCL-1 nicht beobachtet.

Auf Proteinebene bestätigen die Ergebnisse der Western Blots die Beobachtun-
gen aus den vorangegangenen Versuchsreihen. Zellen, die wegen der Expression von den
HCV-Proteinen Core und NS5a weniger MCL-1 synthetisieren, gehen leichter in den
programmierten Zelltod, da die Apoptose-Inhibition durch MCL-1 wegfällt. Es zeigte
sich somit ein deutlicher Effekt auf die Zellen nach Transduktion mit den HCV-Inserts
tragenden adenoviralen Konstrukten hinsichtlich der Apoptose. Dosisabhänig wird das
anti-apoptotische Protein MCL-1 herunterreguliert. Die Bebachtung, dass HCV-Core
MCL-1 herunterregulieren kann, ist auch in anderen Arbeiten gezeigt worden [135].

Zukünftige Untersuchungen sollen diese Effekte weiter untersuchen und weitere
Einflüsse auf den Apoptosemechanismus der Hepatozyten beschreiben.

5.4 Sind Adenovirale Vektoren ein geeignetes
Transduktionssystem?

Abschliessend soll diskutiert werden, ob das verwendete adenovirale Transduktionssys-
tem eine sinnvolle Alternative darstellt, um die Expression bestimmter Proteine zu
erzielen, in wieweit die adenoviralen Konstrukte durch die Transduktion die Zielzellen
schädigen, welche anderen Effekte die Transduktion in den Zielzellen hat und ob das
adenovirale Vektorsystem steuerbar ist.

5.4.1 Überexpression und Steuerbarkeit des Vektorsystems

Die Überexpression von Proteinen in Zielzellen ist mit Hilfe von adenoviralen Vektoren
wesentlich effektiver als beispielsweise mit verschiedenen Transfektionsmethoden [136].
Die chemischen Transfektionsmaßnahmen mittels konventionellen Kalziumcholrid Prä-
zipitation oder Liposomen bzw. die physikalischen Maßnahmen z.B. durch Elektropo-
ration führen zum Transfer von nicht kalkulierbaren DNA-Mengen, zudem ist dieser
Genomtransfer im Vergleich zum adenoviralen Vektortransfer stärker toxisch für die
Zielzellen, vor allem bei physikalischen Methoden wie der Elektroporation [137].

Bei der Transduktion mit adenoviralen Vektoren binden diese an Coxsackie-
und Adeno-Rezeptoren an der Zelloberfläche [23] [25]. Die Anzahl dieser Rezeptoren

72



5 Diskussion

ist begrenzt, so dass die Aufnahme von Vektoren in die Zelle limitiert ist. Die Protein-
überexpression ist daher auch von der Zahl der Zellrezeptoren abhängig.

Die Transduktion mit adenoviralen Vektoren ist über Titration der Viren und
anschließender Transduktion mit einer genau festgelegten MOI möglich. Die Menge der
transduzierten DNA lässt sich so im Vorfeld festlegen und die Überexpression damit
bestimmen. Die sinnvoll verwendeten MOIs liegen dabei weit unter den zelltoxischen
Konzentrationen. Jedoch lässt sich in den, hier gezeigten Daten, erkennen, dass Trans-
duktionen mit hohen MOIs toxisch für die Zielzellen sind. Bei einer MOI größer 50
zeigen sich phänotypische Veränderungen der Zellen und des Chromatins in den Zell-
kernen. Diese Veränderungen sind vorallem bei Transduktion mit den HCV-Insert tra-
genden Adenokonstrukten AdE-Core AdE-Ns5a ersichtlich, jedoch sind auch bei den
Transduktionen mit dem Kontrollkonstrukt AdGFP unspezifische, zelltoxische Verän-
derungen erkennbar. Transduktionen mit höheren MOIs bei AdGFP werden jedoch
besser toleriert als bei AdE-Core bzw. AdE-NS5a, wie auch der Wachstumsversuch in
Abschnitt 4.3.2 zeigt. Vermutlich sind hohe MOIs (>50) deshalb toxisch für die trans-
duzierten Zellen, da durch die hohe Viruslast die physiologische Proteinbiosynthese der
Zelle gestört ist. Zudem könnten durch dauerhaftes Ein- und Ausschleusen von Viren
die Signalkaskaden in der Zelle verändert sein.

Die Durchführung von Transduktionsversuchen ist in vitro mit amplifizierten
adenoviralen Vektorkonstrukten jederzeit reproduzierbar [1]. Zudem sind solche Ver-
suche ohne großen technischen Aufwand durchführbar. Es entfällt beispielsweise die
Aufreinigung und Ausfällung, nach der transduzierenden DNA, die für Transfektions-
versuche unabdingbar ist.

5.4.2 Selektivität des Vektortransfers

In zahlreichen in vivo Analysen konnte gezeigt werden, dass das Immunsystem auf
eine Transduktion mit adenoviralen Vektoren reagiert und diese Reaktionen die Ver-
wendung solcher Vektoren einschränkt [138]. In vitro sind diese Aspekte von untergord-
neter Bedeutung, da dort die Zielzellen singlär betrachtet werden. Zudem sind die hier
dargestellten adenoviralen Konstrukte replikationsdefizient, so dass wenig zytotoxische
Reaktionen aufgrund der adenoviralen Replikation zu erwarten sind. Erst bei Trans-
duktionen mit sehr hohen MOIs konnten zytotoxische Effekte beobachtet werden (vgl.
dazu die phänotypischen Beobachtungen der mikroskopischen Analysen im Abs. 4.2.2).
Bei niedrigern MOIs gelingen Transduktionen bei denen, die Zielzellen vital bleiben
und stabil das Transgen (GFP, HCV-Core, HCV-NS5a) exprimieren, vgl. Abs. 4.2.2
und Abs. 4.2.3. Das adenovirale Genom verbleibt im Zellkern als extrachromosomale
Struktur, die Integrität des zellulären Genoms und das Expressionsniveau zellulärer
Gene bleibt so erhalten [23].
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5.4.3 Vergleich mit HCV-Replikationssystemen in vitro

Der adenovirale Vektortransfer ist den direkten Transfektionsmethoden überlegen. Es
lassen sich rezeptorvermittelt vorhersagbare Mengen des Transgens in die Zielzellen
einschleusen, die Effizienz ist dabei in Vergleich sehr hoch, die Zellen behalten ihre
Integrität und es werden verhältnismäßig geringe, dosisabhängige, toxische Effekte be-
obachtet.

Pseudopartikel-Systeme, bei denen es sich um Retro- oder Lentivirenhüllen han-
delt, die HCV-Gylkoproteine E1 und E2 eingefügt haben [49] [50], sind mit den hier
vorgestellten adenoviralen Konstrukten nicht zu vergleichen. Die Pseudoparikel errei-
chen keine Proteinexpression in den Zielzellen und dienen andererseits dazu den Eintritt
des Hepatitis C Virus in die Zellen näher zu erforschen (Details dazu im Abschnitt 2.2.4
auf Seite 10).

Die, ebenfalls im Abschnitt 2.2.4 vorgestellten, subgenomischen [43] und komplett-
genomischen [48] Replikonsysteme verfolgen einen anderen Ansatz. Mit den Replikon-
systemen gelingt es die Virusreplikation in Zellen in vitro dauerhaft zu ermöglichen,
die Replikons sind dabei in das Genom der Zielzelle integriert. Zumindest bei den
subgenomischen Replikationssystemen sind jedoch Mutationen notwenig, um eine dau-
erhaft hohe Replikationsrate mit Expression viraler Proteine zu erzielen [45] [46]. Die
komplett-genomischen Replikons beinhalten das komplette, ungefähr 9600 Nuleotid lan-
ge Genom des Hepatitis C Virus, diese Replikons sind daher in der Lage, alle viralen
Proteine in vitro zu produzieren [27]. Damit sind die Replikonsysteme in ihren Mög-
lichkeiten HCV-Proteine zu exprimieren, den hier vorgestellten adenoviralen Vektoren
überlegen. In den Replikonsystemen lässt sich das Zusammenwirken der verschiedenen
Proteine, der Einfluss auf die Replikation des Virus und die Pathogenität der einzelnen
Proteine gut untersuchen. Die hier gezeigten adenoviralen Vektoren können lediglich
zwei HCV-Gene exprimieren für die Expression beider Gene ist zudem eine Kotrans-
duktion mit beiden Vektoren notwendig. Eine solche Kotransduktion hat zusätzliche
toxische Effekte auf die Zielzellen. Trotz dieser Einschränkungen haben die Vektoren
den Vorteil die singuläre Wirkung des entsprechenenden HCV-Proteins auf den Zell-
stoffwechsel zu untersuchen. Es besteht die Möglichkeit in zukünftigen Versuchsreihen
weitere spezifische Effekte der viralen Proteine aufzuzeigen. Im Rahmen dieser Arbeit
konnten regulatorische Effekte auf den Apoptose-Mechanismus der Zelle am Beispiel
von MCL-1 gezeigt werden.

Durch die Etablierung dieses Vektorsystems stehen zukünftig Werkzeuge bereit,
um weitere Pathomechanismen im Rahmen der Hepatitis C Infektion, spezifisch her-
vorgerufen durch HCV-Core bzw. HCV-NS5a, zu erforschen.
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5.4.4 Bewertung und Ausblick

Hinsichtlich der Steuerbarkeit und der Möglichkeit einklonierte Gene zu überexprimie-
ren, erfüllt das hier vorgestellte adenovirale Vektorsystem alle Voraussetzungen. Trans-
duktionen mit Adenovektoren können mittels definierter MOIs reproduzierbar und kal-
kulierbar vollzogen werden. Das Vektorsystem ist damit steuerbar. Mit den Vektoren
gelingt es eine stabile Expression der gewünschten Gene in Zellen zu erzielen. In Wes-
tern Blot Versuchen sind die Proteine, für die die einklonierten Gene kodieren, nach-
weisbar. Darüber hinaus kann eine dosisabhänige Transduktionseffizienz beschrieben
werden. Je höher die eingesetzte MOI bei Transduktion, desto höher das Expressionni-
veau der Proteine. Auch die Frage der Selektivität (vgl. 5.4.2) kann positiv beurteilt
werden, da die Vektoren die Integrität der Zielzellen nur geringfügig beeinflussen und
spezifisch das einklonierte Gen exprimieren.

Somit bieten die vorgestellten adenoviralen Konstrukte die Möglichkeit, die He-
patitis C Virus Proteine HCV-Core und HCV-NS5a zu überexprimieren und damit
Effekte dieser Proteine auf den Zellstoffwechsel zu erforschen.

Zukünftige Versuche mit den hier vorgestellten Adenokonstrukten AdE-Core
und AdE-NS5a sollen weitere Hinweise für die Apoptoseregulation durch HCV-Proteine
geben. Mit einer Nicoletti-Färbung könnte die Degradation der hepatozelluären DNA
nach Transduktion mit den Adenokonstrukten nachgewiesen werden, da so mittels
Durchflusszytometrie der Anteil apoptotischer Zellen genau bestimmt werden kann.
Darüber hinaus könnte die Aktivität der Caspasen in den transduzierten Zellen be-
stimmt werden, um genauere Hinweise auf den Apoptosemechanismus zu erhalten.
Gleichzeitig muss geprüft werden, ob die adenoviralen Konstrukte alleine durch die
Transduktion in die Zielzellen Apoptosemechanismen in Gang setzen und ob diese
Effekte unabhängig vom einklonierten Inserts sind. Die hier dargestellten Ergebnisse
zeigen, dass adenovirale Konstrukte ohne Insert (AdGFP) vergleichsweise geringere
negative Effekte auf die Zielzellen im Bezug auf Viabilität und Wachstum haben. Je-
doch sind auch hier, vorallem bei hohen MOIs, negative Effekte in den Zielzellen zu
erkennen. Desweiteren wäre eine Aktivitätsmessung der c-Jun N-terminalen Kinasen
(JNK) für die Erforschung von Pathomechanismen im Rahmen der Hepatitis C Infekti-
on interessant. Diese Kinasen, welche auch als Stresskinasen bezeichnet werden, spielen
bei der Inititation der Apoptose eine wichtige Rolle und könnten durch die Expression
der HCV-Proteine verändert sein. Darüber hinaus könnte das Expressionsniveau von
Annexinen nach Transduktion gemessen werden. Da Annexine (A-I) pro-apoptotisch
wirken wäre hierbei eine Hochregulation zu erwarten. Ein weiterer Schritt wäre die Ak-
tivitätsmessung von c-Flip, das den TNF-α induzierten, extrinsischen Apoptose-Weg
inhibiert [67]. c-Flip könnte ebenfalls durch Expression von HCV-Proteinen in seiner
Aktivität verändert sein.

75



5 Diskussion

Zusammenfassend zeigt sich, dass das hier vorgestellte adenovirale Vektorsystem,
ein elegantes Werkzeug zur Erforschung der Funktionen einzelner HCV-Proteine ist.
Die vorgestellte Arbeit konnte zahlreiche Hinweise auf die Apoptoseregulation durch
HCV-Proteine zeigen. Zukünftige Versuche sollen diese Hinweise weiter untermauern.

76



6 Zusammenfassung

Das Hepatitis C Virus stellt mit weltweit 170 Millionen infizierten Menschen ein großes
gesundheitliches Problem dar. Zwar sind in den letzten Jahren deutliche Fortschritte in
der Behandlung der Hepatitis C gemacht worden, gleichwohl ist die Hepatitis C durch
das Fehlen eines potenten Impfstoffes weiterhin ein relevantes gesundheitliches Risiko,
da sich Infektionsraten auf diesem Wege nicht eindämmen lassen.

Die Pathomechanismen im Rahmen einer Hepatitis C Infektion sind bis dato
nicht umfassend bekannt und Gegenstand weiterer intensiver Forschung. Diese For-
schung an den Hepatitisviren, vor allem am kompletten HCV-Genom ist aufgrund der
hohen Infektiosität nur unter sehr strengen Sicherheitsbeschränkungen möglich. Bei den
Forschungssystemen existieren bisher in vivo ein sehr kostspieliges, ethisch fragwürdi-
ges Infektionsmodell am Schimpansen und limitierte, transgene Kleinnager-Modelle; in
vitro existieren verschiedene Replikonsysteme (mittlerweile sogar komplett-genomische
Replikons) und Pseudopartikelsysteme.

Der Ansatz dieser Dissertation bestand in der Konstruktion adenoviraler Vek-
toren, die Anteile des HCV-Genoms beinhalten. Mit Hilfe dieser Vektoren sollten ver-
schiedene Zelltypen transduziert werden, eine Überexpression viraler Proteine initiert
werden und Effekte der HCV Proteine HCV-Core und HCV-NS5a ermittelt werden.

Diese Dissertationsschrift beschreibt die Konstruktion der adenoviralen Vekto-
ren, die die Hepatitis Gene Core bzw. NS5a tragen. Die Klonierungsschritte werden
umfassend aufgezeigt. Darauf aufbauend werden Versuche gezeigt, die die erfolgreiche
adenovirale Transduktion in Zielzellen bestätigen. Es werden phänotypische Verände-
rungen der verschiedenen Zielzellen anhand mikroskopischer Aufnahmen demonstriert.
Zusätzlich wird die erfolgreiche Konstruktion der Vektoren durch Detektion der viralen
Proteine im Western Blot bestätigt. Es konnte gezeigt werden, dass sich verschiedene
Zielzellen mit den Vektoren transduzieren lassen und die Proteinexpression der HCV-
Proteine einer dosisabhänigen Expressionskinetik folgt.

In weiteren Untersuchungen konnten Veränderungen der Viabilität der Zellen
durch die Expression der viralen Proteine HCV-Core und HCV-NS5a gezeigt werden.
Durch eine dosisabhängige Herunterregulation des anti-apoptoischen Proteins MCL-1
ist das Gesamtüberleben der Zellen vermindert. Die Wachstumskinetik der transduzier-
ten Zellen ist signifikant herabgesetzt.
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A Hersteller und Geräte

Agfa Mortsel, Belgien

Apple Inc. Cupertino, CA, U.S.A.

Affinity BioReagents, ABR Rockford, IL, U.S.A

Benda Wiesloch, Deutschland

Bio-Rad Hercules, CA, U.S.A.

B.Braun Melsungen, Deutschland

Cell Signaling Danvers, MA, U.S.A.

Clontech Mountain View, CA, U.S.A

Costar Corning, U.S.A.

Desaga Heidelberg, Deutschland

Eppendorf Hamburg, Deutschland

GE Healthcare Buckinghamshire, U.K.

Gibco BRL Karlsruhe, Deutschland

Greiner Bio-One Frickenhausen, Deutschland

Heidolph Kelheim, Deutschland

Heraeus Hanau, Deutschland

Hewlett Packard Palo Alto, CA, U.S.A.

Invitrogen Carlsbad, CA, U.S.A.

Janke & Kunkel Staufen, Deutschland

Kottermann Uetze, Deutschland

Laborhandel Labotec Wiesbaden, Deutschland

Liebherr Bulle, Schweiz
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Macherey Nagel Düren, Deutschland

Microsoft Co. Redmond, WA, U.S.A.

New England Biolabs Ipswich, MA, U.S.A.

New Hunswick Scientific New Jersey, U.S.A.

Nunc Wiesbaden, Deutschland

Qiagen Hilden, Deutschland

Olympus Tokio, Japan

Roche Applied Science Indianapolis, IN, U.S.A

Rockland Immunchemicals Gilbertsville, PA, U.S.A.

Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz, CA, U.S.A.

Sartorius Göttingen, Deutschland

Schleicher und Schuell Dassel, Deutschland

Serva Electrophoresis Heidelberg, Deutschland

Sigma München, Deutschland

Stratagene La Jolla, CA, U.S.A.

Thermo Scientific Wilmington, DE, U.S.A.

Whatman Maidstone, England

Zeiss Oberkochen, Deutschland
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Tabelle A.1: Technische Hilfsmittel

Gerät Hersteller

Brutschrank Thermo Co.

Cell Scraper Costar

Chromatographiepapier für Western Blots Whatman

Computer Apple

Elektroporator Eppendorf

Elektrophoresekammer Biorad

Filmentwickler für Western Blots Agfa

Fluoreszenzmikroskop Olympus

Gefrierschrank (-80◦C) Nunc

Kühlgefrierschrank Liebherr

Magnetheizplatte Janke & Kunkel

Mikrozentrifuge Sigma

Phasenkontrastmikroskop Zeiss

Photometer Eppendorf

Photometer - Appliskan Thermo Co.

Pipetten Eppendorf

Präzisionswaage sartorius

Reagenzgefäße (1,5 mL, 2 mL) Eppendorf

Röhrchen (15 mL, 50 mL) Greiner Bio-One

Schüttler für Western Blots Heidolph

Spannungsgerät Desaga

Spritzenfilter Schleicher und Schuell

Sterilfilter Nunc

Sterilwerkbank Nunc

Thermomixer Eppendorf

Thermo-Schüttler New Hunswick Scientific

UV Lampe Benda

Vortexer Janke & Kunkel

Wasserbad Kottermann

Western Blot Kammern Greiner Bio-One

Zählkammer (nach Neubauer) Labotec

Zellkulturplatten Greiner Bio-One

Zentrifuge Heraeus

94



B Danksagung

95



C Tabellarischer Lebenslauf

96


	1 Einleitung
	2 Literaturdiskussion
	2.1 Hepatitis C
	2.1.1 Epidemiologie und Klinik
	2.1.2 Diagnostik und Therapie

	2.2 Hepatitis C Viren
	2.2.1 Struktur des Hepatitis C Virus
	2.2.2 Gene und Genprodukte des Hepatitis C Virus
	2.2.3 Lebenszyklus und Replikation des Hepatitis C Virus
	2.2.4 Systeme zum Studium des Hepatitis C Virus

	2.3 Apoptose und Hepatitis C
	2.3.1 Apoptose im Überblick
	2.3.2 MCL-1 und Apoptose
	2.3.3 Apoptosemechanismen bei Hepatitis C Infektion

	2.4 Das Adeno-Vektor-System
	2.4.1 Adenoviren
	2.4.2 Gentransfer mit Adenoviren
	2.4.3 Vereinfachte Konstruktion adenoviraler Vektoren


	3 Material und Methoden
	3.1 Materialien
	3.2 Bakterienkultur
	3.2.1 Bakterien und Plasmide
	3.2.2 Präparation der Bakterien-Starterkultur
	3.2.3 Präparation kompetenter Bakterien

	3.3 Zellkultur
	3.3.1 Zelllinien
	3.3.2 Kultivieren der Zellen
	3.3.3 Splitten der Zelllinien
	3.3.4 Zählen der Zellen
	3.3.5 Präparation und Kultivierung der primären murinen Hepatozyten

	3.4 Klonierungstechniken
	3.4.1 Transformation in die kompetenten Bakterien
	3.4.2 Plasmidpräparationen
	3.4.3 Restriktionsverdau von Plasmiden
	3.4.4 Analyse in Agarose-Gelen
	3.4.5 Gelpräparation von DNA aus Agarose-Gelen

	3.5 Produktion adenoviraler Konstrukte
	3.5.1 Klonierung der Shuttle-Plasmide
	3.5.2 Homologe Rekombination
	3.5.3 Sequenzanalyse der klonierten Adenovektoren
	3.5.4 Transfektion von rekombinaten Konstrukten in Zelllinien

	3.6 Nachweis der viralen Replikationsprodukte
	3.6.1 Transduktion von Zellen mit adenoviralen Konstrukten
	3.6.2 Anfärbung adenoviral-transduzierter Zellen und Virus-Titration
	3.6.3 Proteinisolation zur Analyse
	3.6.4 Proteinanalyse mit Western Blot

	3.7 Untersuchung adenoviral-transduzierter Zellen
	3.7.1 Mikroskopische Analyse
	3.7.2 Färbung von Zellkernen
	3.7.3 Untersuchung der Zellviabilität mit MTT-Assay
	3.7.4 Wachstumsassay adenoviral-transduzierter Zellen


	4 Ergebnisse
	4.1 Rekombinante Adenoviren
	4.1.1 Klonierungen der Shuttle-Plasmide
	4.1.2 Generierung Insert-tragender Adenokonstrukte
	4.1.3 Analyse Insert-tragender Adenokonstrukte
	4.1.4 Amplifikation und Isolierung von Adenoviren

	4.2 Nachweis und Effizienz des adenoviralen Vektortransfers
	4.2.1 Färbung und Virustiterbestimmung
	4.2.2 Transduktionseffizienz adenoviraler Vektoren
	4.2.3 Expression viraler Proteine nach Transduktion
	4.2.4 Nachweis viraler Proteine nach Transduktion in humanen Zellen

	4.3 Beeinflussung der Apoptose nach adenoviraler Transduktion
	4.3.1 Viabilitätsmessung nach Transduktion
	4.3.2 Wachstum der Zellen nach Transduktion
	4.3.3 MCL-1 Regulation nach viraler Infektion


	5 Diskussion
	5.1 Rekombinante Adenoviren
	5.1.1 Analyse der klonierten Shuttle-Plasmide
	5.1.2 Analyse Insert-tragender Adenokonstrukte

	5.2 Effizienz des adenoviralen Vektortransfers
	5.2.1 Adenoviral transduzierte Zellen
	5.2.2 Proteinexpression nach Transduktion
	5.2.3 Proteinexpression in humanen Zellen

	5.3 Apoptoseregulation nach adenoviraler Transduktion
	5.3.1 Viabilität nach Transduktion
	5.3.2 Wachstum nach Transduktion
	5.3.3 Regulation von MCL-1

	5.4 Sind Adenovirale Vektoren ein geeignetes Transduktionssystem?
	5.4.1 Überexpression und Steuerbarkeit des Vektorsystems
	5.4.2 Selektivität des Vektortransfers
	5.4.3 Vergleich mit HCV-Replikationssystemen in vitro
	5.4.4 Bewertung und Ausblick


	6 Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Anhang
	A Hersteller und Geräte
	B Danksagung
	C Tabellarischer Lebenslauf

