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1 Einleitung

Die virale Hepatitis C ist eine bedeutende Infektionskrankheit des Menschen und welt-
weit eine der haufigsten Ursachen fiir chronische Hepatitiden, Leberzirrhose, hepato-
zellulire Karzinome und Lebertransplantationen. Die Ubertragung erfolgt meist pa-
renteral. Protektive Vakzine zur Immunisierung stehen derzeit nicht zur Verfiigung.
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 naher
zu erforschen. Es exsistieren funktionelle cDNA-Klone fiir Infektionen im Tiermodell
(Schimpansen), retrovirale Pseudopartikel, verschiedene Replikonsysteme und neuer-
dings komplett-genomische replikative Zellkultur-Systeme. Trotz dieser vielen verschie-
denen Replikationsmodelle fiir 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 tiber homolo-
ge Rekombination konstruiert. Diese adenoviralen Vektoren tragen als Transgene die
Genomanteile des Hepatitis C Virus. So kann eine Uberexpression der HCV Proteine
Core und NSb5a in Zellkultur und priméren Zellen erzielt werden. So kénnen folgende

Ziele dieser Dissertation genannt werden:

e Ein adenovirales Vektor-Expressionssystem fiir HCV-Genomanteile zu etablieren.

Die Effizienz des adenoviralen Vektortransfers zu beschreiben.

Die Bildung viraler Proteine in Leberzellen in vitro nachzuweisen

Riickschliisse auf die Funktion der viralen Proteine im Apoptosemechnismus von

Hepatomazellen aufzuzeigen:

Wachstum und Viabilitat von Zellen nach Transduktion mit Adenokonstrukten.

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



2 Literaturdiskussion

2.1 Hepatitis C

2.1.1 Epidemiologie und Klinik

Weltweit hatten nach Angaben der WHO bisher mehr als 170 Millionen Menschen,
ungefahr 3% der Weltbevolkerung, Kontakt mit dem Hepatitis C Virus. Von diesem
kénnen 100 bis 130 Millionen als chronisch infiziert gelten [2] [3]. Die meisten Félle
von Hepatitis C werden aus Afrika und Asien gemeldet. Die Pravalenzen einzelner
Léander variieren mit 0,1 bis tiber 10% deutlich (vgl. Abb. 2.1 auf der néchsten Seite).
In Deutschland leben derzeit ca. 400.000 bis 500.000 Virustrager. Obwohl Deutschland
mit 0,4% eine vergleichsweise geringe Préavanlenz besitzt, ist die Zahl der Infizierten
dennoch betrachtlich [4]. Die Inzidenz ist in Deutschland regional sehr unterschiedlich,
durchschnittlich wird mit 5-6 Erstdiagnosen pro 100.000 Einwohner pro Jahr gerechnet.
Auffallig ist, dass die meisten Erstdiagnosen im Alter zwischen 20 und 30 Jahren gestellt
werden; in dieser Altergruppe dominieren die ménnlichen Patienten deutlich [4].

Die Hepatitis C breitete sich zum Ende des 20. Jahrhunderts rasant aus. Die
Ubertagung erfolgt in der Regel parenteral, vor allem durch intravends verabreichte
Drogen in den Industrielindern und tiber den Gebrauch von unsterilen Injektionsu-
tensilien in den Entwicklungslandern [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 Lén-
dern noch immer eine wesentliche Rolle bei der Verbreitung der Infektion. Die sexuelle
Ubertragung ist zwar berichtet worden [6], spielt im Vergleich zur Hepatitis B eine we-
sentlich kleinere Rolle. Das Risiko der Ubertragung von HCV scheint bei gleichzeitiger
bestehender Infektion mit HIV vergleichsweise hoher zu sein [7].

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

Die Hepatitis C verlduft in der Regel chronisch. Die Inkubationszeit des Virus
betragt 2 bis 6 Wochen in Einzelfédllen 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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Abbildung 2.1: Weltweite Pravalenz der Hepatitis C im Jahre 2004. (Grafik und dargestellte
Zahlen entstammen den Daten der WHO)

zen, Ubelkeit, Erbrechen u.w. entwickeln. Eine chronische Hepatitis C ist definiert als
chronisch-nekroinflammatorische Leberentziindung mit Virusnachweis iiber 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 Verldufe, Hepatitis B: 5-10%, Hepatitis D: bis 70% (Infektion nur
moglich 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: Kyroglobulindmie-assoziierte
Arthralgien / Vaskulitiden, Glomerulonephritis, Polyneuropathie, Raynaud-Syndrom,
Lymphoproliferation (inkl. Gammopathien und Non-Hodgkin-Lymphom), Porphyria
cutanea tarda, Lichen ruber planus, entziindliche Herzmuskelerkrankungen und einige
weitere [11] [12].

27% aller Leberzirrhosen und in 25% aller hepatozellularen Karzinome weltweit
liegt atiologisch eine Infektion mit dem Hepatitis C Virus zu Grunde [13]. Die Hepa-
titis C ist damit neben der Hepatitis B der grofite Risikofaktor fiir die Entwicklung
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einer Leberzirrhose und die Entstehung des hepatozellularen Karzinoms und somit von

grosser klinischer und gesundheitsokonomischer Relevanz [14].

2.1.2 Diagnostik und Therapie

Die Hepatitis C wird bei potentiellen Patienten tiber den Nachweis von Hepatitis C
Antikérpern im Blut diagnostiziert. Desweiteren besteht die Moglichkeit die HCV-
RNA im Serum mittles ELISA-Test (der 3. bzw. 4. Generation) nachzuweisen [15].
Einem positiven ELISA schlieit sich eine molekularbiologische Diagnostik durch Nu-
kleinséuretests (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 hochste Sensitivitat (Nachweisgrenze von
5-10 IE/mL) besitzt [17]. Zur Komplettierung der viralen Diagnostik sollte eine Geno-
typisierung des HCV vorgenommen werden. Desweiteren sollten zur Uberpriifung der
Leberfunktion die Leberenzym-Werte (die Transaminasen ALT, AST sowie die v-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 Immunitéit gegentiber Hepatitis A und B sollten nach aktuellen Empfehlun-
gen geimpft werden. (Siehe dazu auch die aktuellen Leitlinien' der AWMF)

Nach derzeitigem Stand der Forschung wird empfohlen, die Dauer und Art der
Therapie von dem Genotyp der Hepatitis C Virus abhénig zu machen [15]. Der HCV-
Genotyp 1, der die geringste Ansprechrate zeigt, soll nach Empfehlungen der AWMF
mit einer Kombinationstherapie aus pegylierten Interferon a (an Polyethylenglykol
(PEG) konjugiertes Interferon: PEG-IFN) und Ribavirin (ein Nukleosidanaloga) fur
48 Wochen behandelt werden, wobei PEG-IFN einmal pro Woche sub cutan injiziert
wird und Ribavirin zweimal téglich per os kérpergewichtsbezogen 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 fiir 24 Wochen behandelt werden. Die Ansprechraten einer solchen Kombinations-
therapie tiber 48 Wochen liegen bei 76-82% [18]. Die akutelle WIN-R-Studie [21] konnte
zeigen, dass eine Therapieverkiirzung von 48 auf 24 Wochen die Ansprechraten nicht
beeintrachtigt, sodass derzeit eine 24-wochige Kombinationstherapie fiir die Genotypen
2 und 3 diskutiert wird.

HCV infizierte Patienten mit den Genotypen 4, 5 und 6 konnen mit der Standard-

kombinationstherpaie vergleichsweise effektiv behandelt werden. Ansprechraten bis zu

! Hepatitis C - Leitlinien der Arbeitsgemeinschaften der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesell-
schaften - AWMEF"
http://www.uni-duesseldorf.de/ AWMF /11/021-012.htm
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65% konnen 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 ahnlich der
Ergebnisse von Genotyp 3.

Als unabhéngige positive Pradiktoren fiir einen dauerhaften Therapieerfolg kon-
nen folgende Faktoren genannt werden: Vollstandige Therapie (Dauer, Dosis, PEG-IFN
und Ribavirin), Infektion mit HCV-Genotyp 2 oder 3, niedrige Viruslast, rascher Abfall
der Viruslast, jiingeres Alter, niedrige 7-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 wiinschenswert, derzeit aber
noch nicht absehbar (vgl. Abs. 2.2.4). Aus diesen Grinden kommt neben der stetigen
Weiterentwicklung der Therapien der Infektionsprophylaxe, gerade bei Risikogruppen,

eine groffe Bedeutung zu, um die weltweite Verbreitung des Virus einzudammen.

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 tiber das Virus zu sammeln. Die folgenden Abschnitte sollen die Struktur,
das Genom, die Genprodukte, die Pathogenitéisfaktoren und die Replikationsmechanis-
men des Hepatitis C Virus beschreiben. Auflerdem 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 gehort
[25]. Zur Familie der Flaviviridae gehoren auBerdem 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 duflerst schwierig darzustel-
len, wahrscheinlich wegen der strukturellen Instabilitdt und der Empfindlichkeit gegen-
iiber Préaparationsmethoden. Man nimmt an, dass die Gesamtgrofie des Virus ungefihr
40-70 nm betrégt [26] [27].

Vermutet wird, dass es sich beim Hepatitis C Virus in Analogie zu anderen
Flaviviren um ein sphérisches Viruspartikel handelt, das eine Lipidhiille 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
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Abbildung 2.2: Modellstruktur des Hepatitis C Virus. Eine Lipidmembran bildet gemeinsam
mit den verankerten Glykoproteinen E1 und E2 die Virushiille (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, (©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 erklart 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 Polaritét (ss(+)RNA).
Das HCV besteht aus ungefahr 9600 Nukleotiden und hat damit das grofite Genom
aller bekannten Hepatitisviren [29].

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

Charakteristisch fiir die Familie der Flaviviridae ist ein Einzelstrang-RNA-
Genom mit nur einem einzigen offenen Leserahmen (ORF), der ein sogenanntes en-
codiertes Vorldufer-Polyprotein kodiert [25] [23]. Der fiir 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 Vorlaufer-Polyprotein
mit Schnittstellenmakierung fiir zellulire (Rauten) und virale Proteasen (Pfeile) Darunter
die viralen Proteine mit Informationen zur Groe (Aminosaurenlédnge) und Funktion. (Abb.
aus D. MORADPOUR ET AL. [26])

Das Polyprotein enthélt am aminoterminalen Bereich die Strukturproteine, das
Nuleokapsid bildende Core Protein und die beiden Envelope bildenden Glykoproteine
E1 und E2. Fiir 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 zelluldare Signalasen und virale Proteasen NS2 und
NS3 vermittelt. Weitere Nichtstrukturproteine sind das NS4a Polypeptid, ein Kofaktor
der NS3 Serinprotease, das NS4b fiir das membrandse Netz, das NSba mit nicht ein-
deutig geklarter Funktion (s.u.) und schliefilich das NS5b-Protein, eine RNA-abhénige
RNA Polymerase fiir die virale Replikation. Die Abbildung 2.2 zeigt das Genom und
die kodierten Proteine des HCV. Im Folgenden sollen die HCV-Proteine Core und NSb5a,
die Gegenstand der Untersuchungen fiir 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
enthalt 173-179 Aminoséuren [30]. HCV-Core wird posttranslational von einer Signal-
Peptidase C-terminal gespalten. N-terminal besitzt es eine hydrophile Doméne D1,
durch einen hohen Anteil an basischen Aminoséduren. Diese Doméne ist sowohl an
der RNA Bindung als auch an der Homo-Oligomerisation beteiligt. Core ist ein «-
helikales Protein, welches wahrend der Replikation am zelluldren endoplasmatischen
Retikulum und am membrandsen 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 zellulare Proteinkinase CKI ist fiir
den Phosphorylierungsprozess verantwortlich [32]. Das Protein besitzt eine N-terminale
Membranankerdoméne, die aus einer amphiphilen a-Helix besteht. Die a-Helix hat eine
hydrophobe, Tryptophan-reiche Region, die in die zytosolische Membranen eingebettet
ist und wahrscheinlich an Proteininteraktionen, die wichtig fiir 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 geklart. Sicherheit besteht darin, dass NSba fiir die Virusreplikation benotigt
wird und dabei die RNA bindet. Dartiberhinaus wird es auch bei der Virusmonatge
nach der Replikation benétigt. Man geht davon aus, dass NSbHa eine entscheidende
Rolle beim Umschalten von der RNA-Replikation auf die Virusmontage zukommt [23].
Im Rahmen der Pathogenese der Hepatitis C wird angenommen, dass NSba die kor-
pereigene Interferon-Antwort hemmt und so an der Chronifizierung der Virusinfektion
beteiligt ist [34] [35].

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

2.2.3 Lebenszyklus und Replikation des Hepatitis C Virus

Das Hepatitis C Virus beféllt neben den eigentlichen Zielzellen, den Hepatozyten, auch
B-Zellen, dendritische Zellen und andere Zellen des Immunsystems. Uber verschiedene
Rezeptoren dockt das Virus an die Zellmembran an. CD81, ein Oberflachenprotein 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 iiber die oben genannten
Oberflachenrezeptoren gelangt das Virus durch Clathrin-vermittelte Endozytose in En-
dosomen verpackt in die Zelle [36]. Ein niedriger pH in den Endosomen scheint bedeu-
tend fiir die Freisetzung des Virus in das Zytosol der Zelle zu sein [37] [38]. Dort beginnt
der Prozess des uncoating, das Virus wird von seiner Hiille 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 erhéhen, schreibt die RNA-
abhénige RNA-Polymerase (NS5b) den RNA-Plus-Strang in einen RNA-Minus-Strang
um. Diese synthetiserten Minus-Strange werden dann zur Translation des viralen Ge-
noms genutzt. Anschliefend erfolgt die Synthese der viralen Proteine mit Hilfe des
Proteinsynthese-Apparats der Wirtszelle am rER [26]. In HCV-replizierenden Zellkul-

turensystemen konnten im Elektronenmikroskop auffillige Membranstrukturen detek-
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Membranous
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Abbildung 2.4: Lebenszyklus und Replikation des Hepatitis C Virus. a) Virus bindet an
die Zelle, b) uncoating (s. Text), ¢) 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 (membrandses 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 (elF-2, elF-3 u.w.) vermittelt.

Zuerst wird ein grofles 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 Nsl (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 Hiillproteine E1 und E2 in das Lumen
des ER, lagern sich in die Membran ein und werden glykosyliert. Das Core-Protein
lagert sich von auflen in die ER-Membran und bindet die virale mRNA. Dann kommt
es zum budding, der Verpackung des Core-RNA-Komplexes und zur Abschniirung des
HCV-Partikels in das ER-Lumen. Die neugebildeten Hepatitis C Viren verlassen durch
Sekretion tiber 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 Ansétzen versucht
das Genom, die Struktur, die Replkiation und die Pathogenitat 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 Méausen. Im
Folgenden sollen die wesentlichen Charakteristika der HCV-Modelle aufgezeigt werden
und die spezifischen Vor- und Nachteile erortert werden.

Nach der Entdeckung des HCV konnten viele Arbeitsgruppen zeigen, dass sich
humane Hepatozyten und Hepatozyten von Schimpansen in wvitro 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 (abgekiirzt: conl), welche auf einer Mastersequenz basieren,
die einen grossen Teil der HCV-Genome weltweit reprasentieren [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 conl Genoms, bei dem die Sequenzen fiir die Struk-
turproteine (Core, E1, E2) und p7 durch eine Sequenz fir eine Neomycin-Resistenz
ersetzt wurden, vgl. dazu auch die Abbildung 2.5. Zusétzlich fiigten sie eine Initia-
tionsstelle fiir 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 eigenstén-
dig amplifizierten und stabil repremieren lassen [43] [44]. Daneben wurden auch soge-
nannte Zellkultur-abhénige Mutationen beobachtet, die nach Klonierung in Wildtyp-
Consensus-Sequenzen zu einer erhohten Amplifikationrate in witro fithrten [45] [46].
Der Mechanismus dafiir konnte bisher noch nicht eindeutig geklart werden. Dariiber
hinaus ist es moglich Reportergene, z.B. eine Luciferase-Gen, mit in das Replikon ein-
zuklonieren. Mit Hilfe eines solchen Reporters ist es moglich, 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. Beschrankt ist das

Replikonsystem dadurch, dass es nicht das komplette HCV-Genom enthéalt 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 JEH1-Genom (japanische fulminante Hepatitis)
(Abb. aus BOONSTRA ET AL. [42])

Effekte der Strukturproteine nicht ermittelt werden kénnen. Ausserdem sind Mutatio-
nen im Replikonsystem notig, um hohe Replikationsraten zu erzielen. Diese Mutationen
verdandern das Genom nachhaltig. So sind selbststindig replizierende Replikons nicht
in der Lage infektiose virale Partikel freizusetzen, was als eine mogliche Konsequenz
dieser Mutationen angesehen wird [42].

Die beschriebenen Nachteile des subgenomischen Replikonsystems fithrten zur
Konstruktion von neuen Replikonsystemen. Die Arbeitsgruppe um KATO ET AL entwi-
ckelte ein subgenomisches Replikonsystem auf Basis des als JFH-1 bezeichneten Klons,
urspriinglich isoliert aus dem Serum eines japanischen Patienten mit einer fulminanten
Hepatitis C [48]. Dieses Replikon zeigte stabile, hohe Replikationsraten im Vergleich
zu den fritheren subgenomischen Replikons ohne die bisher notwendigen Mutationen.
Das neue JFH-1-Replikonsystem wurde auf die komplette Genomsequenz erweitert und
enthélt nun die HCV-Strukturproteine [27]. Seit 2005 wurden chimére Replikons, auf
JFH-1-Genom basierend, fiir alle 7 bekannten Genotypen entwickelt [42]. Das komplett-
genomische Replikonsystem hat die Anwendungsmoglichkeiten deutlich erweitert, da
es stabile hohe Replikationszahlen zeigt und alle HCV-Genprodukte damit untersucht
werden konnen. 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 Virushiillen auf deren Oberfliche die HCV
Glykoproteine E1 und E2 eingefiigt wurden [49] [50]. Diese viralen Pseudopartikel sind
hochinfektios und kénnen 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, fiir den Virus-Eintritt wichtige, Rezeptoren und
Zellmembranmolekiile 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], auflerdem das huma-
ne, membransténdige Occludin als Virus-Eintrittsfaktor [52]. Nachteil dieser Systeme
ist jedoch die Beschrinkung auf Huh7-Hepatoma-Zelllinien. Einfliisse des Wirtsorganis-
mus und dessen abwehrenden Immunsystems konnen damit kaum untersucht werden.
Die in wvitro Produktion infektioser Hepatitis C Viren ist bisher nur mit dem JFH-1-
Replikonsystem gelungen. Zukiinftige in vitro Systeme werden versuchen die Probleme
und Beschréankungen der aktuellen Systeme zu 16sen.

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 konnen. Seit Beginn der Forschung an der
anfanglich Non-A, Non-B-, spater HCV- bezeichneten Virushepatitis spielten Schimpan-
sen daher eine wichtige Rolle. Die endgiiltige Identifikation des Hepatitis C Virus gelang
1989 im Plasma von Schimpansen mit hohen infektiosen Virustitern [24]. Die Hepati-
tis C beim Schimpansen verlauft in den Grundziigen sehr dhnlich wie beim Menschen.
Es werden ebenfalls nekroinflammatorische Léasionen 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]. Hepatozelluldre 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 friihe,
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-y [54] [55] [56]. Wichtig ist
das Schimpansen-Modell neben der Evaluierung von antiviralen Therapieformen, bei
der Entwicklung von moglichen Vakzinen gegen das HCV. Verschiedene Arbeitsgrup-
pen haben in den vergangenen Jahren unterschiedliche Ansétze 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
Heterogenitit des HCV und dessen Neigung zur Reinfektion nach erneuter Expositi-
on, bisher nicht iiberwindbare Hiirden bei der Entwicklung eines endgiiltigen 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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Léndern 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 Uberlegungen iiber andere Tiermodelle ge-
fithrt. Kleinere Tiere, zum Beispiel klassische Labortiere wie Mause 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 iiberexprimie-
ren und somit Aspekte der Pathogenese des HCV nachahmen [59]. Daneben exsis-
tieren chimére 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
natiirlicher Wirt des HCV sind und daher die Replikationswege durch die verschiedenen
Modelle nur simuliert werden konnen. Ausserdem bestehen strukturelle Unterschiede
zwischen murinen und humanen Hepatozyten, sodass sich Ergebnisse hier nicht eins zu

eins iibertragen 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 Grundziigen erlautert
werden, dabei wird vor allem die Funktion des anti-apoptotischen Proteins MCL-1 né-
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 Uberblick

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 infektidsen und nicht-
infektiosen Erkrankungen [64].

Die Apoptose wurde erstmals 1972 beschrieben [65]. Sie ist definiert als eine
kontrollierte Selbstdestruktion einer Zelle, ausgelost durch &uflere und innere Reize
auf die Zelle. Die Zelle éndert im Laufe des Apoptoseprozesses ihre duflere Erschei-
nung: Es kommt zur Vesikelbildung, zu Veranderungen der Chromatinstrukturen, zur
Zellkernfragmentation, zum Losen der Zelle aus dem adhaerenten Zellverband und
schlieflich zum Schrumpfen der Zelle mit einer abschliefenden Phagozytose. Urséch-

lich fiir 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-3, TRAIL, TNF-a,
CD95) und der intrinsische Apoptose-Weg iiber das Mitochondrium mittels Freisetzung von
Cytochrom-c. Die Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 werden iiber beide Wege aktiviert und fiih-
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) ausgelost werden kann [64]. Gerade bei dem extrinsischen Weg spielt das
Immunsystem eine grofle Rolle, weil verschiedene Abwehrzellen des angeborenen Im-
munsystems (z.B. Granulozyten, Kupfferzellen oder natiirliche Killerzellen) und des er-
worbenenen Immunsystems (B-Lymphozyten/Plasmazellen oder T-Lymphozyten) Zy-
tokine freisetzen, welche die Apoptose der Zelle in Gang setzen kénnen. Das Immun-
system kann auf diesem Wege Zellen, die beschadigt oder infiziert sind, eliminieren
[66].

Die eigentliche Apoptose ist eine Enzymkasakade, bei der Caspasen eine zentrale
Rolle spielen. Caspasen bezeichnen Cystein-abhénige Proteasen, welche nach Aktivie-
rung eine Caspase-Kaskade in Gang setzen, die iiber eine siganlverstirkende Riickkopp-
lung weitere Caspasen aktiviert und dann schliefllich die Effektor-Caspasen aktiviert
[67]. Die Abbildung 2.6 zeigt einen schematischen Uberblick iiber die Aktiverung und
die Kaspase-Kaskade der Apoptose in einem Hepatozyten. Der extrinsische Weg tiber
extrazellulare Ligandenaktivierung (gezeigt an TRAIL, TGF-3, TNF-a, CD95) fiihrt
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 Korper bezeichnet; sie werden abschlieBend phagozytiert. Es kommt, in
Abgrenzung zur Nekrose, dabei zu weniger Entziindung, der umliegende Zellverband

bleibt durch die Apoptose einer Zelle weniger angetastet.

2.3.2 MCL-1 und Apoptose

Das MCL-1 Molekiil (myeloid cell leukaemia sequence 1) ist Bestandteil der BCL-2
Proteinfamilie, welche Schliisselregulatoren 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-Xy, Bel-w, Al (Bfl-1), NR-~13 und besonders MCL-1 [64]. Die anti-
apoptotischen Proteine bewirken vor allem mitochondriale Verdnderungen, indem sie
z.B. die Freisetzung von Cytochrom-c aus den Mitochondrien in das Cytosol der Zelle
verhindern. Das MCL-1 Molekiil 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 auerdem pro-
apoptotisch wirkendende Proteine wie Bim und Bak neutralisiert [69]. MCL-1 wirkt
dabei vor allem in der frithen Phase der Apoptose. Arbeiten zu diesem Thema konnten
zeigen, dass eine rasche Herunterregulation von MCL-1 fiir 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 fithrt iiber eine positive Feedback-Schleife
zur Aufrechterhaltung der Apoptose [71].

Maligne entartete Zellen haben héufig eine hohe Expressionsrate von MCL-1
wie z.B. bei den myeloischen Leukédmien [72] [73]. Der natiirliche Schutz des Korpers,
entartete Zellen durch Apoptose aus dem Organismus zu entfernen, ist bei der MCL-1
vermittelete Apoptosesuppression solcher Zellen nicht mehr gegeben. Transgene Mause,
die MCL-1 tberexpremieren, haben eine hohe Inzidenz Lymphome zu entwickeln [74].
Gleichzeitig gibt es aber auch Tumore, bei denen MCL-1 herunterreguliert ist und somit
eine mogliche 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 Leberschiadigung durch spontane Apoptose ermog-
licht [76]. Ebenso kommt es zur einer erhéhten Proliferation von Hepatozyten bis hin
zur Bildung von hepatozellularen Karzinomen [77] [78].

Die Funktion von MCL-1 bei viralen Infektionen ist bisher nicht eindeutig ge-
klart. Zellen, die durch Adenoviren infiziert wurden, herunterregulieren MCL-1 und
gehen in die Apoptose [69]. Fir andere Viren gibt es nur wenige, widerspriichliche
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 héufig 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 zerstoren [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 tatséchlich
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]. Aulerdem zeigte sich, dass apoptotische Hepatozyten héufig in unmit-
telbarer Néhe von infiltrierenden Lymphozyten zu finden sind [82], was einen direkten
Zusammenhang des Immunsystems mit der Apoptose virusinfizierter Zellen nahelegt.

Die Zytokine TGF-3, TNF-a, CD95 und TRAIL, die von verschiedenen Zel-
len des Immunsystems sezerniert werden und Apoptose iiber den extrinsischen Weg
initiieren konnen, 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-a und CD95 mit Apoptose antworten [85]. Dagegen induziert TRAIL
Apoptose vor allem bei entarteten Zellen im Rahmen eines hepatozellularen Karzinoms
[86]. Gleichtizeitg scheint TRAIL fiir die Virusabwehr wichtig zu sein. Bei Patientin ist
TRAIL wahrend einer Therapie mit PEG-Interferon und Ribavirin rasch und anhaltend
hochreguliert [87].

Fir 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 NSha-Protein ndher eingegangen werden, da diese beiden

Proteine Gegenstand dieser Dissertation sind.
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Das Strukturprotein HCV-Core, naheres vgl. Abschnitt 2.2.1, zeigt verschiede-
ne Effekte auf die zelludren Transduktionswege. Es aktiviert die Promotoren c-myc
und c-fos [88]. Es hat pro- und anti-apoptotische Effekte. Core-abhéngig wird TNF-a-
vermittelte Apoptose [89] und CD95-vermittelte Apoptose [90] in Hepatoma-Zelllinien
inhibiert. Andere Arbeiten konnten allerdings zeigen, dass eine HCV-Core Uberexpres-
sion eine CD95-vermittelte Apoptose nicht verhindern konnte [91]. Nachgewiesen sind
anti-apoptoische Effekte durch HCV-Core abhéngige Phosphorylation und Aktivierung
von STAT3 [92] und dadurch Induktion des anti-apoptotischen Bcl-X;, [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 lasst es sich nicht eindeutig sagen, ob das HCV-Core-Protein Apoptose
verhindert oder induziert.

Die Funktion von HCV-NSbHa ist ebenfalls nicht genau bekannt. HCV-NSbHa
zeigt Sequenzhomolgien zu BCL-2, bindet an FKBP38, verstiarkt 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 verstéarkender Expression
von Bel-Xp, p21 [99] und NF-kB [100] gezeigt werden. Im Gegensatz dazu konnten
andere Arbeiten eine direkte Apoptose-Induktion durch HCV-NS5a nachweisen [101]
[35]. Auch fiir HCV-NSba lasst sich zusammenfassend sagen, dass die genaue Funktion

des Proteins im Apoptose-Mechanismus derzeit nicht hinreichend geklart ist.

2.4 Das Adeno-Vektor-System

Die Idee fremde DNA in Zielzellen zu transduzieren, um beispielsweise Gendefekte
bei hereditaren Erkrankungen zu beheben, fiihrte zu zahlreichen Entwicklungen von
verschiedenen Gentransfersystemen. Besondere Beachtung wurde seit jeher dem System
der viralen Vektoren geschenkt. Mit Hilfe von viralen Vektoren ist es moglich, Gene fiir
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 Worldwide?).

Im Rahmen dieser Dissertation wurden adenovirale Vektoren konstruiert, die
die HCV Proteine Core und NS5a in Zielzellen transduzieren koénnen. Daher sollen
Adenoviren, die Basis dieser Vektoren, im Folgenden diskutiert werden. Ebenfalls soll
der Gentransfer mittels solcher Vektoren und schliefflich die vereinfachte Konstruktion

adenoviraler Vektorsystem mit Hilfe des AdEasy-Systems erortert 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 unbehiillte Viren mit einer Gréfie 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 doppelstréangigen linearen
DNA mit einer Grole von 26 bis 45 kB. Die Gene sind in finf funktionelle Gruppen
unterteilt, von denen vier Gene (E: Early; E1 bis E4) zu einem frithen Zeitpunkt der
Infektion aktiviert werden, eine weitere Gruppe (L: Late; L1 bis L5) wird hingegen
spét 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 Hamagglutinationsmusters weiter subklassifizieren lassen [23]. Die Abbildung 2.7
A zeigt das Schema eines solchen Virus. Adenoviren haben ein duflerst breites Infek-
tionsspektrum. Beim Menschen verursachen die Adenoviren hauptséichlich 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 konnen 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 zelluldren Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR). Im zweiten Schritt intera-
gieren die Penton-Proteine des Virus mit dem Integrin-Rezeptor auf der Zelloberflache.
Das Virus wird dann in endosomalen Vesikeln in die Zelle aufgenommen, wobei es die
Fiberproteine verliert [105]. Nach Anséuerung der Endosomen werden die Viruskapsi-
de freigesetzt und gelangen entlang der Mikrotubuli durch Kernporen in den Zellkern
der Wirtszelle. AnschlieSend wird die Expression der frithen viralen Proteine eingelei-
tet. Mit der Replikation der viralen DNA beginnt die spiate Phase der Infektion, in
der die spaten viralen Proteine exprimiert werden. Im Zytosol assoziieren die viralen
Strukturproteine zu Kapsomeren und werden in den Zellkern transportiert, dort wer-
den abschieflend die vollstéandigen 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 moglich. Durch geringe virale Proteinexpression und protek-
tiv wirkende E3-Proteine konnen adenoviral befallene Zellen dem Immunsystem des

Korpers 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 kénnen [108] [109]. Mit diesen adenoviralen Vektoren besteht die
Moglichkeit, 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 iiber Integrine an der Wirtszellober-
flache in die Zellen gelangen und Integrine ubiquitiar vorkommen, kénnen Adenoviren
eine Zielzahl menschlichen Gewebetypen infizieren, unabhéngig von der Teilungsaktivi-
tat des Gewebes. Die Viren verursachen in der Regel keine schwerwiegenden Erkrankun-
gen und haben nur ein duBlerst 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 entschliisselt und daher fiir gentechnologische Manipulationen zugéngig.

Bei adenoviralen Vektoren unterscheidet man replikationsfahige und nicht repli-
kative Vektorkonstrukte, die die Mehrheit bilden. Bei den nicht-replikativen Vektoren
werden verschiedene Klassen unterschieden. In der 1. Generation wurde der, fiir die
Virusreplikation essentielle, ca. 3 kB lange E1-Bereich (Early-Gen) durch eine Expres-
sionskassette fiir 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 schliefllich besitzt
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vom urspringlichen Adenovirusgenom lediglich die cis-aktiven Sequenzen fiir die Verpa-
ckung des viralen Vektors. Neben dem Transgen besitzen diese Vektoren Stuffer-DNA,
um die optimale Verpackungsgrofie 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 Toxizitdt und eine geringe Immunogenitét aus. Fiir die Produktion
wird ein Helfervirus benétigt, daher riithrt die Bezeichnung gutless-Vektoren. Nachteil
dieser Koinfektion ist die Kontamination mit den replikationsfahigen Helferviren, die
eine klinische Anwendung bisher verhinderen [110]. Bei den replikationsfédhigen 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 &uflerst
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
cingefiigt (siche 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 enthélt
ein Resistenzgen fiir Ampicillin und das gesamte Adenovirusgenom mit Ausnahme der
Nukleotide 1-3533 (E1/ITR/Verpackungssignal) und 28130 (E3). Somit betragt die Ge-
samtlande des pAdEasy 33414 bp. Das pAdShuttle-CMV enthélt 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 ermoglicht. Das Plasmid besitzt an seiner einzigen Restriktionsschnittelle fiir
Pacl 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 vervollstdndigt das Genom des Adenoviruskonstrukts
nach Rekombination. Dadurch werden rekombinante Adenovektoren generiert, welche

in Verpackungszelllinien (Hek-293) amplifiziert werden koénnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Die, fiir 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 Gerétetibersicht aufgefiihrt, welche alle Produkte und deren Hersteller auffiihrt.

3.2 Bakterienkultur

3.2.1 Bakterien und Plasmide

Zur Transformation und Rekombination wurden die drei unten genannten Bakterien-
stdmme genutzt. Die genutzen Plasmide entstammen zum Teil dem AdEasy System,
welches von T.-C. HE, B. VOGELSTEIN ET AL. [1] etabliert wurde.
Bakterienstdmme (siche Tabelle 3.2 auf der nachsten Seite) wurden in entspre-
chenden Nahrmedien (siehe Tabelle 3.3 auf der néchsten Seite) inkubiert, um Plasmide-
tragende Bakterien zu gewinnen und anschlieBend nach Amplifikation die Plasmid-
DNA hochaufreinigen zu kénnen. Die folgenden Abschnitte beschreiben Techniken der

Bakterienkultur.

3.2.2 Praparation der Bakterien-Starterkultur

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

Die Bakterienstaimme DHba und BJ5183 wurden auf Antibiotika-negativen
Agarplatten ausgestrichen und tiber die Nacht bei 37°C inkubiert. Morgens wurde eine
Kolonie gepickt, mit 3ml LB Medium angeimpft und bei 37°C schiittelnd mit 200 UPM
inkubiert. Abends wurden die Minikulturen in 250ml LB Medium in einem 1L Erlen-
meyerkolben iiber die Nacht inkubiert. Am néchsten Morgen wurden groflie Kulturen
bei 4000 UPM fiir 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 Praparation kompetenter Bakterien

Abends wurde 1L SOB Medium mit je einer Starterkultur, DH5a und BJ5183, beimpft,
und bei Raumtemparatur schiittelend mit 200 UPM inkubiert. Zur Wachstumskontrol-

22



3 Material und Methoden

Tabelle 3.1: Reagenzien und Losungen

Name Rezeptur

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

Inoue-Lsg 10,9¢ MnCly, 2,2g Trypton, 18,65g KCL, 20ml PIPES (0,5M), ad 11
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

wassriger Phase, Tris (89mM, pH 8.0), Borsdure (89mM), EDTA

(2mM)

TBS Puffer in

wéssriger Phase, TrisCl (25mM, pH 7,4), NaCl (140mM), EDTA

(2mM)

PBS Puffer in

wassriger Phase, NagHPO, (85mM), NaHoyHPO4 (15mM), NaCl

(100mM), pH 7,4

Tabelle 3.2: Bakterien

Bakterium-Typ

Verwendung Hersteller

DHb5«

E. Coli Bakterium zur Amplifikation von Plas- Roche Applied Science
miden

BJ5813 E. Coli Bakterium zur homologen Rekombinati- Roche Applied Science
on von Plasmiden
XL10-Gold E. Coli Bakterium zur Amplifikation von Plasmi- Stratagene
den (hochkompetent zur Aufnahme grofler Plas-
mide)
Tabelle 3.3: Niahrmedien fiir Bakterien
Name Rezeptur
LB Medium 10g NaCl, 10g Trypton, 5g Yeast-Extract, ad 11 Ho0 (ggf. 50ug/ml
Ampicillin bzw. Kanamycin zur Bakterienselektion)
SOB Medium 5g NaCl, 20g Trypton, 5g Yeast-Extract, 2,5ml 1M KCL, ad 11 Ho0

Agar-Platten
Abx-Agar-Platten

1L LB Medium, 16g Agar
1L LB-Medium, 50ug/ml Ampicillin bzw. Kanamycin
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Tabelle 3.4: Plasmide

Plasmid-Typ Verwendung Quelle

pAdEasy-1 Adenovektor zur Virusproduktion (sieche Ab- Johns Hopkins O. C. !
bildung 3.7 auf Seite 36)

pAdShuttle Shuttlevektor Johns Hopkins O. C. !

pAdShuttle-CMV  Shuttlevektor mit CMV-Promotor (sieche Ab- Johns Hopkins O. C. !
bildung 3.4 auf Seite 33)

pcDNA3.1 (+) Expressionsvektor mit CMV-Promotor Invitrogen
pcDNA3.1-Core Vektor beinhaltet das HCV Core PD Dr. med. K. Herzer 2
pcDNA3.1-NSba  Vektor beinhaltet das HCV NSb5a Dr. med. M. Sprinzl3

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

le wurden regelméflig photometrisch die Kulturdichten gemessen (vgl. Grafik 3.1 auf
der néchsten Seite). Bei 0,55 wurde das Bakterienwachstum gestoppt, indem die Bak-
terienkulturen fiir 10 Min auf Eis gestellt wurden. Danach wurden die Kulturen bei
4°C mit 4000 UPM fiir 10 Min pelletiert und in je 80 ml Inoue-Loésung resuspendiert.
Die folgenden Arbeitsschritte wurden bei 4°C Umgebungstemperatur durchgefithrt: Bei
4000 UPM wurde fiir 10 Min pelletiert und und in je 20ml Inoue-Lsg resuspendiert.
Danach wurden 6ml DMSO hinzugegeben und fiir 10 Min inkubiert. Dann wurde die
Gesamtmenge in 200u] Aliquots aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bei -80°C gelagert. Fiir die Transformation klonierter Adenokonstrukte wurde die che-
misch hochkompetenten E.Coli-Bakterien XL.10-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 primére murine Hepatozyten wurden in kleinen (25c¢m?), mittleren
(75cm?) und grossen (175cm?) Zellkulturflaschen bzw. 6-Well- (10cm?), 12-Well (6cm?)
oder 24-Well-Platten (2cm?) ausplattiert und in einem Zellinkubator bei feuchter Atmo-
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Abbildung 3.1: Exponentielles Wachstum der E.Coli-Bakterienkultur in Abhéngigkeit zur
Zeit. Bakteriumwachstum wurde in der log-Phase des exponentiellen Wachstums durch Inku-
bation auf Eis abgebrochen. Anschlielend erfolgte die Praparation und Aliquotierung.

Tabelle 3.5: Zellkulturmedium

Name Rezeptur

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

sphére (Luftfeuchte 96%), einem COq-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 regelméafligen Abstdnden wurden die konfluenten Zellen aufgeteilt. Fiir dieses Pro-
zedere wurden das Zellmedium der Zellen aus den Kulturflaschen entnommen und
die Zellen mit PBS Puffer gewaschen. Anschliefend wurden die Zellen mit einer
Trypsin/EDTA-Lo6sung tiberschichtet und bei 37°C mindestens 1 Min inkubiert. Das
Abrunden und Ablosen der Zellen wurde mikroskopisch kontolliert. Die Lange der In-
kubation wurde vom mikroskopischen Bild abhangig gemacht. Dann wurden die Zellen
im Zellkulturmedium resuspendiert und entsprechend der gewiinschten Zellzahl neu

verteilt.

3.3.4 Zahlen der Zellen

Die mittels Trypsin/EDTA-Lo6sung abgelosten Zellen wurden in Zellmedium resuspen-

diert und 50ul des Resuspendats entnommen und mit 50ul Tryphan-Blau-Losung 1:1
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Tabelle 3.6: PMH-Isolationspuffer

Name Rezeptur
Waschpuffer 1 NaCl (8,3g), KCL (0,5g), HEPES (2,4g) ad 11 HyO, pH 7,4

Kollagenase-Puffer NaCl (3,9g), KCL (0,5g), CaCly*2 H2O (0,7g), HEPES (24¢g) Col-
lagenase (0,05%) ad 11 HoO, pH 7,6

Waschpuffer II Na(Cl (8,3g), KCL (0,5g), CaCly*2 H20 (0,18¢g), HEPES (2,4g) ad
11 HyO, pH 7,4

gemischt. 10ul der Mischung wurde in eine Neubauer Zéhlkammer aufgetragen und die
Zellen in den Quadraten unter dem Mikroskop gezéahlt. AnschlieBend wurde mittels

unten dargestellter Formel die Zellzahl des Resuspendats ermittelt:

ausgezahlte Zellen

Gesamtzellzahl = * Resuspendatvolumen * 2 % 10 (3.1)

ausgezahlte Quadrate

3.3.5 Praparation und Kultivierung der primdaren murinen Hepatozyten

Die Praparation primérer muriner Hepatozyten beruhte auf einer zweistufigen, por-
talvenosen Perfusion der murinen Leber in situ [118]. Die Versuchstiere wurden im
Vorfeld heparinisiert und betaubt. Im ersten Schritt wurde die Leber mit einem Wasch-
puffer I (siche Tabelle 3.6) durchgespiilt. Die murine Leber wurde anschliefend mit
einem kollagenase-haltigen Puffer gefiillt 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 néachsten Seite) resuspendiert, ge-
zéhlt (siehe Kapitel 3.3.4 auf der vorherigen Seite) und entsprechende Zellzahlen auf
Zellkulturschalen ausplattiert:

o 6-Well-Platte: 3 x 10 PMH-Zellen pro gesamter Platte

o 24-Well-Platte: 2 x 10 PMH-Zellen pro gesamter Platte

Die Adhéasion 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 endgiiltigen 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 gekiihlt. 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%), Lithocolséure (10~M)

Medium nach Isolation ~Grundmedium + FCS (10%) + Dexamethason (10~°M)
Medium ab Tag 1 Grundmedium + BSA (0,2%)

50u] Bakterien hinzugegeben und 30 Min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Bak-
terien fiir 90 sec in einen 42°C Hitzeschock versetzt und sofort danach fiir 2 Min auf
Eis gekiihlt. 1ml LB Medium wurde hinzugegeben und fiir 45 Min bei 37°C inkubiert.
100pu] wurden auf Antibiotika-haltigen Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei
37°C bebriitet.

3.4.2 Plasmidpraparationen
3.4.2.1 Minipraparation der Plasmide

Eine Bakterienkolonie wurde von der Agarplatte gepickt und damit 5ml LB Medium
mit 50pg/ml Antibiotikum beimpft und tiber Nacht bei 37°C riittelnd mit 200 UPM in-
kubiert. Am néchsten Morgen wurden 1,5ml der Kultur jeweils iber 30 Min mit 13.000
UPM abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet durch Vortexen
resuspendiert. Dann wurde 300ul TENS Puffer hinzugegeben 3 sec gevortext und auf
Eis gestellt. Anschlielend wurde 150l 3M Natrium-Acetat, pH 5.2, hinzugegeben, 3
sec aufgeschiittelt und 10 Min bei 4°C mit 13.000 UPM zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in ein neues Eppendorf Tube tiberfithrt und 900ul -20°C kalter, konzentrierter
Ethanol hinzugeben. Das Gemisch