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Hepatitis B

1 Einleitung
1.1 Hepatitis B
1.1.1 Das Hepatitis-B-Virus

Das Hepatitis B Virus (HBV) ist ein behdlltes Virus mit einer Gro3e von 42 nm im
Durchmesser. Das ikosaedrische Kernprotein (,Hepatitis-B-Core-Antigen®, HBcAQ)
beinhaltet die virale entspannt-zirkulare, partiell doppelstrangige Desoxyribonuklein-
saure (relaxed-circular DNA, rcDNA), die Hepatitis-B-Viruspolymerase und eine Pro-
teinkinase (siehe Abbildung 1). Der Kern ist umhallt von einer Lipidmembran mit
mehreren Oberflachenproteinen (,Hepatitis-B-Surface-Antigene®, HBsAg), die in klei-
ne (,Short Hepatitis-B-Oberflachenproteine®, SHB), mittlere (,Middle Hepatitis-B-
Oberflachenproteine“, MHB) und grole (,Large Hepatitis-B-Oberflachenproteine®,
LHB) Oberflachenproteine unterteilt werden (Croagh et al. 2015, Koziel und Thio
2010, Jilg et al. 2012, Summers et al. 1975). Das vollstandige Virion wurde von dem
englischen Pathologen D. S. Dane entdeckt und nach ihm ,Dane-Partikel“ genannt
(Dane et al. 1970).

Abbildung 1: Das Hepatitis-B-Viruspartikel. Bestehend aus Oberflachenantigen (HBsAg), viraler partiell dop-
pelstrangiger DNA und dem ikosaedrischen Kernprotein (aus Koziel und Thio 2010).

Das Hepatitis-B-Virus wird zur Familie der HBV und HBV-ahnlichen tierischen Virus-
partikel, den sogenannten Hepadnaviridae gezahlt. Genauer gehort es zur Gattung
der Orthohepadnaviridae. Das virale Genom des Hepatitis B Virus ist mit circa 3.200
Nukleotiden Lange sehr klein. Abbildung 2 zeigt das Genom mit seinen 4 Uberlap-
penden offenen Leserastern (,open reading frames®, ORF) fur das Oberflachen-
Antigen (HBsAg), das Kern-Antigen (HBcAg), das Envolope-Antigen (HBeAg) und
das Polymerase-Antigen. Das HBeAg dient dabei als Marker fur die vorangeschritte-
ne virale Replikation (Jilg et al. 2012, Koziel und Thio 2010).
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Abbildung 2: Virales Genom des Hepatitis-B-Virus. Es beinhaltet die Giberlappenden Geninformationen fiir das
Kern-Antigen (HBcAg), das Envelope-Antigen (HBeAg), welches aus der Kernsequenz und einer Vorlauferkern-
Sequenz besteht, das Oberflachen-Antigen (HBsAg) und einer Polymerase (aus Koziel und Thio 2010).

Weltweit gibt es circa 240 - 350 Millionen chronisch Hepatitis B-infizierte Menschen.
Wobei als chronische Infektion definiert ist, dass das HBs-Antigen langer als 6 Mona-
te im Blut nachweisbar ist (World Health Organization 2016a, Rehermann 2013, Jilg
et al. 2012). Die hochste Rate von infizierten Erwachsenen ist mit einer Pravalenz
von 5 - 10 % im subsaharischen Teil Afrikas und in Ost-Asien zu finden (World
Health Organization 2016a). In Deutschland wird die Zahl der chronisch HBsAg-
positiven Personen auf 500.000 geschatzt (Jilg ef al. 2012). Im Jahr 2015 wurden
dem Robert-Koch-Institut (RKI) 3.783 HBV-Infektionen gemeldet, folglich liegt die
Inzidenz aktuell bei 2,4 Infektionen pro 100.000 Einwohner. Verglichen mit dem Vor-
jahr 2014 (0,9 Infektionen pro 100.000 Einwohner) ist ein deutlicher Anstieg zu ver-
zeichnen (Robert-Koch-Institut 2016). Knapp 700.000 Menschen sterben weltweit
jahrlich an den Folgen einer akuten oder chronischen Hepatitis-B-Infektion (World
Health Organization 2016a, Lozano et al. 2012).

Das Hepatitis-B-Virus wurde ursprunglich in 8 Genotypen (A — H) eingeteilt (Jilg et al.
2012, Koziel und Thio 2010). Aktuell sind zwei neu entdeckte Genotypen - | und J -
hinzugekommen. Die Genotypen konnen in Uber 40 Subgenotypen unterteilt werden
(Croagh et al. 2015, Locarnini et al. 2013, Kurbanov et al. 2010, Kay und Zoulim
2007, Schaefer 2007). Diese unterschiedlichen Genotypen basieren auf den geneti-
schen Variationen der letzten 8 % des Hepatitis-B-Virus-Genoms (Jilg et al. 2012,
Koziel und Thio 2010) und weisen eine regionale Zuordnung auf (Abbildung 3). In
Europa sind vor allem die Genotypen A (Subtypen A1 — A7) und D (Subtypen D1 —
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D4) verbreitet (Zampino et al. 2015, Croagh et al. 2015, Locarnini et al. 2013, Koziel
und Thio 2010).
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Abbildung 3: Geografische Zuteilung der 10 Hepatitis-B-Virus Genotypen (aus Shi et al. 2013).

1.1.2 Infektion und Infektionsverlauf

Die Ubertragung des Hepatitis-B-Virus erfolgt parenteral, vor allem durch unge-
schutzten Geschlechtsverkehr, durch Kontakt mit infektiosem Material beim intrave-
nosem Drogengebrauch, Uber das mutterliche Blut in der Schwangerschaft (perina-
tal), Uber Bluttransfusionsprodukte und in der Dialyse (Robert-Koch-Institut 2016).
Das Virus weist eine 100-fach effizientere Ubertragungsrate nach Nadelstichverlet-
zung auf als das humane Immundefizit-Virus (HIV) (Koziel und Thio 2010). Das be-
deutet, bei einer hohen Konzentration von HBV im Blut reichen bereits sehr geringe
Blutmengen von 0,1 pl fur eine Infektion aus (Cornberg et al. 2011).

Seit 1982 ist eine Impfung gegen das Hepatitis-B-Virus mit einem rekombinanten
HBs-Antigen verfugbar. 1992 empfahl die World Health Organization die routinema-
Rige Impfung, drei Jahre spater wurde auf Empfehlung des Robert-Koch-Institutes
die Impfung auch in den deutschen Impfkalender aufgenommen. Nach vollstandiger
Grundimmunisierung lassen sich bei 95 % der geimpften Personen Antikorper nach-
weisen. Jedoch gibt es 5 — 10 % Nonresponder, welche nach erfolgter Grundimmuni-
sierung lediglich einen Titer von kleiner 10 IU/l aufweisen (World Health Organization
2016a, Robert Koch Institut 2015a, Cornberg et al. 2011).

Ist es zur Ubertragung des Virus gekommen, betragt die mittlere Inkubationszeit 70 —
75 Tage, wobei die Spanne zwischen 30 und 180 Tagen liegt (World Health Orga-
nization 2016a, Jilg et al. 2012). Das Hepatitis B Virus infiziert vor allem die Hepato-
zyten, selten aber auch Lymphozyten. Es dringt Uber einen leberzellspezifischen
NTCP (Natriumtaurocholate Cotransporting Polypeptide)-Rezeptor mittels Endozyto-
se ein. Die Virionen geben im Zytoplasma des Hepatozyten ihr Kernpartikel ab, wel-
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ches dann durch den nuklearen Porenkomplex in den Zellkern eindringt. Im Nukleus
schlief3t sich die virale rcDNA zur kovalent-zirkular geschlossenen DNA (covalently
closed circular DNA, cccDNA) zusammen (Beck und Nassal 2007). In einem infizier-
ten Hepatozyten befinden sich 5 — 50 Kopien dieser cccDNA im Nukleus und machen
die Zelle resistent gegen antivirale Behandlung und das korpereigene Immunsystem
(Zhang et al. 2003, Moraleda et al. 1997). Die akute und chronische Leberentzun-
dung (Hepatitis) wird durch die einsetzende korpereigene Immunabwehr, vor allem
durch zytotoxische T-Lymphozyten hervorgerufen (Lin et al. 2014, Rehermann und
Nascimbeni 2005). Ob die Entzindung chronifiziert, hangt vom Alter der Person zum
Zeitpunkt der Infektion ab. Bei Kindern, welche in einem Alter von unter 6 Jahren infi-
ziert werden, entwickelt sich in 50 - 90% der Falle eine chronische Hepatitis (World
Health Organization 2016a). Beim Erwachsenen heilen die meisten akuten Hepatitis-
B-Infektionen vollstandig aus und fuhren zu einer lebenslangen Immunitat. Bei 5 — 10
% der immunkompetenten und bis zu 90 % der immunsupprimierten Personen entwi-
ckelt sich eine chronische Verlaufsform (Robert-Koch-Institut 2015a). Wobei als
chronisch definiert ist, dass die Infektion langer als 6 Monate besteht und einen posi-
tiven HBsAg-Serumspiegel aufweist. Die chronische Infektion kann in 4 Phasen un-
terteilt werden. Erst in Phase 3, welche gekennzeichnet ist durch eine steigende In-
flammation der Leberzellen, bemerken die meisten Patienten erste ikterische Symp-
tome. Komplizierend kommen eventuell extrahepatische Symptome hinzu. Zu den
extrahepatischen Symptomen gehoren Vaskulitiden, Glomerulonephritiden, Arthriti-
den und Myalgien, welche durch Hepatitis-B-Antigen-Antikorper-Immunkomplexe
bedingt sind (Rehermann 2013, Jilg et al. 2012, Koziel und Thio 2010). Als Folge
entwickelt circa ein Funftel der chronisch mit dem Hepatitis-B-Virus infizierten Patien-
ten eine Leberzirrhose (Chao et al. 2014). Die Raten an Leberzirrhose steigen bei
hoheren Serumspiegeln an HBV-DNA, Alkoholabusus, zusatzlicher Koinfektion mit
HCV oder HIV und einem hoheren Alter des Patienten (Lok und McMahon 2007).
Des Weiteren kann sich ein hepatozellulares Karzinom (HCC) entwickeln, wobei vor
allem die Dauer des HBsAg-positiven Tragerstatus entscheidend ist. Bei Patienten
mit einer hohen Viruslast (> 2000 1U/ml) erhoht sich das relative Risiko an einem
HCC zu erkranken auf Faktor 300 verglichen mit der Normalbevolkerung (Jilg et al.
2012).

1.1.3 Therapie der Hepatitis-B-Infektion

Die akute Hepatitis-B-Infektion erfordert keine antivirale Therapie, da sie beim im-
munkompetenten Erwachsenen in 90 — 95 % der Falle spontan selbst ausheilt. Es
wird lediglich symptomatisch behandelt (World Health Organization 2016a, Robert-
Koch-Institut 2015a, Tassopoulos et al. 1987, McMahon et al. 1985).

Da das Therapieansprechen bei der chronischen Hepatitis-B-Infektion abhangig vom
HBV-Genotyp ist, sollte dieser vor Beginn einer Therapie bestimmt werden (Wiegand
et al. 2008, Flink et al. 2006, Erhardt et al. 2005, Janssen et al. 2005, Wai et al.
2002). Besonders der HBV-Genotyp C scheint schwierig zu therapieren und fuhrt
haufiger zu Leberzirrhose und hepatozellularem Karzinom (Chan et al. 2009).

In der aktuell veroffentlichten Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftli-
chen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF) werden drei Substanzgruppen
fur die Behandlung der chronischen Hepatitis-B-Infektion empfohlen: Alpha-
Interferone, Nukleosid-Analoga (zum Beispiel Lamivudin) und Nukleotid-Analoga.
Das Ziel der Therapie ist ein ausreichendes Ansprechen, sodass nach 6 Monaten
eine Reduktion der HBV-DNA auf < 200 IU/ml vorliegt und sie nach 12 Monaten un-
ter der Nachweisgrenze liegt (Cornberg et al. 2011). In den meisten Fallen muss die
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Behandlung lebenslang erfolgen (Locarnini et al. 2015, World Health Organization
2015a, Zoulim und Locarnini 2013, Jilg et al. 2012, Kwon und Lok 2011,). Resisten-
zen, vor allem gegen Lamivudin, wurden bereits beschrieben (Jilg et al. 2012, Zoulim
und Locarnini 2009). Gerade in diesem Zusammenhang bietet sich eine Optimierung
der Behandlung an.

1.1.4 Hepatitis-B-Virus-Zellmodell

Als in vitro-Zellmodell der Hepatitis-B-Virusinfektion dient unter anderem die humane
Hepatom-Zelllinie HepG2.2.15. Diese wurde 1987 von der Arbeitsgruppe um Sells
generiert. Dazu wurde die Hepatom-Zelllinie HepG2 mit dem Vektor ,pDolTHBV-1¢
transfiziert, welcher zwei ,Kopf-an-Schwanz“-Dimere in einer ,Schwanz-an-
Schwanz“-Orientierung des Hepatitis-B-Virus enthalt. Die Zellen produzieren das
Oberflachenantigen HBsAg Uber einen Zeitraum von circa 10 Tagen in einer Kon-
zentration von 4,2 bis 93,4 ng/ml. Ebenfalls produzieren die Zellen das Envelope-
Antigen HBeAg konstant (Sells et al. 1987). Im Uberstand der Zellkultur konnte eben-
falls HBsAg und HBeAg, sowie HBV-DNA nachgewiesen werden (Li et al. 2007).

Abbildung 4: HepG2.2.15-Zellen. HepG2.2.15-Zellen im Zellkulturmedium 24 Stunden nach Aussaat, 32-fache
Vergroerung mit 0,8 Zoom.

Neben der HepG2.2.15-Zelllinie kbnnen auch die HepG2-H1.3-Zellen als in vitro-
Modell eingesetzt werden. Die HepG2-H1.3-Zelllinie stammt ebenfalls von der huma-
nen Hepatom-Zelllinie HepG2 ab, welche mit einer Kopie eines 1,3-fachen Uberlan-
gengenoms des Hepatitis-B-Virus tranfiziert wurde. Als Nachweis einer HBV-DNA-
Persistenz konnte die Produktion von Hepatitis-B-virusspezifischer cccDNA nachge-
wiesen werden (unpubliziertes Protokoll von Webb und Protzer, Erwahnung in Prot-
zer et al. 2007).

11



Vitamin D3

VergroRerung mit 0,8 Zoom.

1.2 Vitamin D;

1.2.1 Der Vitamin-D;-Stoffwechsel

Das Hormon Cholecalciferol, auch Vitamin D3 (VD3) genannt, ist fir vielfaltige physio-
logische Prozesse im menschlichen Korper notwendig. Die aktive Form von Vitamin
D3 ist Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin D3) und wird Uber mehrere Schritte im
menschlichen Korper gebildet. Vitamin D3 kann entweder Uber die Nahrung, bei-
spielsweise aus bestimmen Fischen (Lachs, Sardinen, Mackrele, Thunfisch), oder als
Vitamin D, (Ergocalciferol) in Nahrungszusatzen aufgenommen werden (Holick
2007). Des Weiteren kann es in der Haut aus 7-Dehydrocholesterol gebildet werden.
Dabei wird aus 7-Dehydrocholesterol im ersten Schritt Previtamin D3 gebildet, indem
der B-Ring durch ultraviolettes Licht (UVB 290 — 213) der Sonne gebrochen wird. Im
zweiten Schritt isomerisiert Previtamin D3 in Vitamin D3 durch einen nicht katalyti-
schen, warmesensitiven Prozess. Uber das Vitamin-D-Bindungsprotein (DBP) wird
Vitamin D3 in die Leber transportiert und dort durch die mitochondriale Cytochrom-
P450-Oxidase 27A1 (CYP27A1) am Kohlenstoffatom C25 hydroxyliert, sodass 25-
Hydroxyvitamin D3 (Calcidiol) entsteht. Danach wird 25-Hydroxyvitamin D3 ebenfalls
Uber das Vitamin-D-Bindungsprotein in die Niere transportiert. Dort wird es durch das
mitochondriale CYP27B1-Enzym (1a-Hydroxylase) am Kohlenstoffatom C1 zu 1a,25-
Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol) hydroxyliert (Christakos et al. 2016, Bikle 2014, Ro-
sen 2011, Mora et al. 2008, Holick 2007) (siehe dazu auch Abbildung 6).

12
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Abbildung 6: Der Vitamin-D;-Stoffwechsel. Erklarung siehe Text (verandert nach Eliades und Spyrou 2015).
DBP = Vitamin-D-Bindungsprotein, VDRE = Vitamin-D-Response-Element, VDR = Vitamin-D-Rezeptor.

Neben den Nierenzellen konnen aktivierte T-Zellen und wahrscheinlich auch B-Zellen
ebenfalls 25-Hydroxyvitamin D3 zu 1a,25-Dihydroxyvitamin D3z konvertieren, da sie
gleichfalls das Enzym 1a-Hydroxylase besitzen. Ebenso konnen Makrophagen und
einige dendritische Zellen (DC) Vitamin D3 beziehungsweise 25-Hydroxyvitamin D3 in
1a,25-Dihydroxyvitamin D3 hydroxylieren (Sigmundsdottir et al. 2007, Chen et al.
2007, VanEtten und Mathieu 2005, Fritsche et al. 2003).

Die aktive Form des Vitamin D3, 1a,25-Dihydroxyvitamin D3, bindet an einen Vitamin-
D-Rezeptor (VDR) aus der Familie der ligandenaktivierten Steroidrezeptoren (Margo-
lis und Christakos 2010). Das Gen fur den Rezeptor befindet sich auf Chromosom 12
codiert und ist sehr polymorph (Labuda et al. 1992, Baker et al. 1988). Der Rezeptor
wird auf vielen humanen Geweben exprimiert wie beispielsweise in der Leber, im
Gastrointestinaltrakt, im Pankreas, sowie in Immunzellen (T-Lymphozyten, B-
Lymphozyten, natirlichen Killerzellen) (Konstantakis et al. 2016). Bindet nun 1a,25-
Dihydroxyvitamin D3 an diesen Rezeptor, bildet er ein Heterodimer mit einem Retino-
id-X-Rezeptor (RXR) und migriert so in den Nukleus. Das Heterodimer bindet dort an

13
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spezifische Vitamin-D-Desoxyribonukleinsaure-Antwortelemente (,Response Ele-
ments) (VDRE) und kann so die Expression von uber 200 Genen regulieren
(Elangovan et al. 2017, Lin 2016, Christakos et al. 2016, Bouillon et al. 2008). Die
aktive Form 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 ist somit an vielfaltigen immunmodulatori-
schen Effekten beteiligt (Holick und Garabedian 2006, Holick 2006, Penna et al.
2005, Dusso et al. 2005, DeLuca 2004, Bouillon 2001). Sie inhibiert beispielsweise
die T-Zell-Proliferation und die CD8"-zellvermittelte Zytotoxizitdt und reduziert die
Expression von verschiedenen inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-2 (IL-2),
Interleukin-6 (IL-6), Interferon-y (IFN- y) und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) (Yang
und Burnstein 2003, Meehan et al. 1992, Rigby et al. 1987, Reichel et al. 1987, Bhal-
la et al. 1986, Lemire et al. 1985, Lemire et al. 1984, Rigby et al. 1984). Niedrige Vi-
tamin-Ds-Serumspiegel sind assoziiert mit zahlreichen malignen Erkrankungen wie
Kolonkarzinom, Prostatakarzinom, Mammakarzinom (Garland et al. 2006, Giovan-
nucci et al. 2006, Gorham et al. 2005, Feskanich et al. 2004, Ahonen et al. 2000)
sowie mit Autoimmunerkrankungen, kardiovaskularen Erkrankungen, Insulinresistenz
und infektiosen Erkrankungen (Garland et al. 2006, Zittermann 2006, VanAmerongen
et al. 2004, Chiu et al. 2004, Holick 2004, Muhe et al. 1997, Davies et al. 1985).
Abgebaut wird 1a,25-Dihydroxyvitamin Dz durch das Enzym 24-Hydroxylase
(CYP24A1), welches sich in den Nieren und im Interstitium befindet (Akeno et al.
1997). Es spaltet 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 in Calcitroic-Saure, welche dann an-
schlielend mit der Galle ausgeschieden wird (Mora et al. 2008) (siehe dazu auch
Abbildung 6).

1.2.2 Vitamin D; und dessen Bedeutung fiir die Hepatitis-B-Virus-Infektion

Derzeit eingesetzte Medikamente in der Hepatitis-B-Therapie fuhren nicht immer zu
der erwunschten Reduktion der Viruslast. Das Ansprechen der antiviralen Therapie
hangt dabei von vielfaltigen Faktoren ab. In einer klinischen Studie mit 203 chronisch
Hepatitis-B-infizierten Patienten konnte gezeigt werden, dass das Therapieanspre-
chen bei niedrigen Vitamin-Ds-Serumspiegeln vermindert ist (Farnik et al. 2013). Die
Arbeitsgruppe um Chen et al. sieht ebenfalls einen Zusammenhang zwischen niedri-
gen 25-Hydroxyvitamin-Ds;-Serumspiegeln und erhohten HBV-DNA-Spiegeln in ei-
nem Kollektiv von 128 westchinesischen Patienten (Chen et al. 2015). In einer ande-
ren Studie mit 426 chinesischen Patienten, welche an chronischer Hepatitis-B-
Infektion leiden, konnte gezeigt werden, dass niedrige 25-Hydroxyvitamin-Ds-
Serumspiegel mit einer erhohten Anzahl an klinischen Ereignissen (in der Studie de-
finiert als ein Auftreten von hepatozellularem Karzinom, Lebertransplantation oder
Tod) assoziiert ist (Wong et al. 2015). In einer aktuellen Studie mit 400 Patienten be-
statigt die Arbeitsgruppe um Hoan et al. die vorherigen Ergebnisse und kommt zu
dem Schluss, dass ein Defizit von Vitamin D3 bei chronisch Hepatitis-B-Infizierten
invers korreliert zum HBV-DNA-Serumspiegel sowie zu mehr Lebererkrankungen
und mehr Todesfallen fuhrt (Hoan et al. 2016). Auf der anderen Seite konnte aktuell
eine grof3e multizentrische Studie mit insgesamt 740 Patienten aus verschiedenen
Landern keine Assoziation zwischen Vitamin D3 und HBV-DNA-Serumspiegeln fest-
stellen (Chan et al. 2015). Ein moglicher Wirkmechanismus ist nach derzeitigem Lite-
raturstand noch unbekannt. Eine Empfehlung zur prophylaktischen Supplementation
von Vitamin D wahrend der antiviralen HBV-Therapie wurde bereits ausgesprochen
(Hoan et al. 2016). Zur generellen Ubernahme der Empfehlung in Leitlinien missen
noch genauere Aussagen zu dem Zusammenhang zwischen Hepatitis-B-
Virusinfektion und Vitamin D3 getroffen und ein Wirkmechanismus identifiziert wer-
den.
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1.3 Hepatitis C
1.3.1 Das Hepatitis-C-Virus

Erst in den spaten 1980er-Jahren konnte durch die Arbeitsgruppen um Houghtons
und Bradley das bisher als Non-A-Non-B Hepatitisvirus bezeichnete Hepatitis-C-
Virus (HCV) isoliert werden (Ray und Thomas 2010, Choo et al. 1989). Das Hepatitis
C Virus wird der Familie der Flaviviridae und der Gattung der Hepaciviridae zugeord-
net. Es ist ein kleines behulltes Virus von ungefahr 40 — 80 nm Durchmesser und
einer ikosaedrischen Nukleokapsid-Hulle. Der strukturelle Aufbau des Virions ist je-
doch bisher schlecht erforscht. Die Plus-Einzelstrang-Ribonukleinsaure (RNA) des
Virus ist charakterisiert durch eine hohe genetische Variabilitat, mit Ausnahme der
NTR-Region (,nontranslated RNA®) und der 5'-terminalen Halfte der fur den Kern co-
dierenden Region (Dubuisson und Cosset 2014, Catanese et al. 2013, Rehermann
2013, Meisel et al. 2012, Ray und Thomas 2010, Georgel et al. 2010, Moradpour et
al. 2007, Bartenschlager und Sparacio 2007, Kato 2001).

Die Abbildung 7 zeigt das virale Genom des Hepatitis-C-Virus mit einer Lange von
9600 Nukleotiden. Es beinhaltet die Informationen fur sogenannte strukturelle Protei-
ne, das Kapsel-Protein ,C* und die beiden Hullproteine ,E1“ und ,E2“. Zu den Genen,
die wichtig fur die virale Replikation sind, gehort ,,p7“, welches fur einen lonenkanal
der Viroporin-Familie codiert und das nicht-strukturelle Gen ,NS2“ welches fur eine
Cystein-Protease codiert. Das nicht-strukturelle Gen ,NS3“ codiert flr eine Serin-
Protease und eine NTPase/Helicase, ,NS4A" dient ihm dabei als Kofaktor. ,NS4B*
bildet ein membrandses Vesikel, ,NS5A" dient der RNA-Replikation. Das funfte nicht-
strukturelle Gen ,NS5B" codiert fur eine RNA-abhangige RNA-Polymerase (Ray und
Thomas 2010, Bartenschlager und Sparacio 2007).
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Abbildung 7: Virales Genom des Hepatitis-C-Virus. Das Genom beinhaltet die strukturellen Gene fiir das Kap-
sel-Protein (C), die beiden Hullproteine (E1, E2), zwei weitere Proteine, die wichtig sind fir die virale Replikation:
p7 (lonenkanal) und das nicht-strukturelle Protein 2 (NS2) sowie fiinf weitere nicht-strukturelle Proteine (NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B) (aus Bartenschlager und Sparacio 2007, Ray und Thomas 2010).

Weltweit gibt es circa 130 - 170 Millionen chronisch HCV-infizierte Menschen, dies
entspricht einer globalen Pravalenz von circa 2,5 %. Als chronische Infektion ist defi-
niert, dass die Heaptitis-C-Virus-RNA langer als 6 Monate im Blut nachweisbar ist.
Vor allem in Afrika und in Zentral- sowie Ost-Asien ist eine hohe Pravalenz vorzufin-
den (World Health Organization 2016b, Petruzziello et al. 2016). Im Rahmen einer
Studie wurden von 2008 bis 2011 in einer Stichprobe rund 7.000 Deutsche unter-
sucht, wobei eine Pravalenz von 0,3 % fur den Anti-HCV-Tragerstatus festgestellt
wurde (Poethko-Muller et al. 2013). Im Jahr 2015 wurden dem Robert-Koch-Institut
4.887 Falle einer erstdiagnostizierten Hepatitis-C-Virus-Infektion gemeldet, was einer
Inzidenz von 6,1 pro 100.000 Einwohner entspricht. Verglichen mit dem Vorjahr 2014
(7,2 pro 100.000 Einwohner) ist die Fallzahl sinkend, jedoch noch hoher als in den
Jahren zuvor (Median der Jahre 2007 bis 2013: 6,4 pro 100.000 Einwohner) (Robert-
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Koch-Institut 2016). Bis zu 700.000 Menschen sterben weltweit jahrlich an den Fol-
gen einer akuten oder chronischen Hepatitis-C-Infektion (World Health Organization
2016b).

Das Hepatitis-C-Virus wurde in 6 Genotypen (1 — 6) und circa 100 Subgenotypen
eingeteilt (Ray und Thomas 2010, Bartenschlager und Sparacio 2007, Simmonds et
al. 1993). Aktuell wurde eine neue Sequenz entdeckt und als Genotyp 7 bezeichnet
(Nakano et al. 2012, Meisel et al. 2012). Diese unterschiedlichen Genotypen basie-
ren auf einer Divergenz in den Gensequenzen, wobei sich die Nukleotid-Sequenz
zwischen den Genotypen bis zu 35 % unterscheidet. Jeder Genotyp kann weiterhin
in 67 feste und 20 provisorische Subtypen unterteilt werden. Die Strange der einzel-
nen Subtypen unterscheiden sich bis zu 15 % in ihrer Nukleotid-Sequenz (Smith et
al. 1997). Die Haufigkeit der HCV-Genotypen kann regional zugeordnet werden (sie-
he Abbildung 8). Der Subtyp 1b kommt dabei weltweit am haufigsten vor, in Deutsch-
land eher der Subtyp 1a (Kartashev et al. 2016, Gower et al. 2014, Meisel et al.
2012, Bartenschlager und Sparacio 2007).
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Abbildung 8: Geografische Zuteilung der 6 Hepatitis-C-Virus-Genotypen (Ray und Thomas 2010).

1.3.2 Infektion und Infektionsverlauf

Die Ubertragung des Hepatitis-C-Virus erfolgt parenteral, vor allem durch intraveno-
sen Drogengebrauch, durch Blutprodukte, bei ungeschiutztem homosexuellen Ge-
schlechtsverkehr, in der Dialyse und Uber das mdutterliche Blut in der Schwanger-
schaft (perinatal) (Robert-Koch-Institut 2016). Derzeit ist keine Immunisierung gegen
das Hepatitis-C-Virus vorhanden, es wird jedoch auf diesem Gebiet ausgiebig ge-
forscht (World Health Organization 2016b).

Ist es zur Ubertragung des Virus gekommen, betragt die Inkubationszeit zwischen 14
und 180 Tagen (World Health Organization 2016b). Das Hepatitis-C-Virus infiziert vor
allem die Hepatozyten. Es dringt mithilfe seiner Oberflachen-Glycoproteine E1 und
E2 Uber Bindung an wirtszellspezifische Rezeptoren in die Zelle ein. Die an der Zell-
oberflache gebundenen Viruspartikel werden Clathrin-abhangig mittels Endozytose
aufgenommen und im Endosom fusioniert. Das virale RNA-Genom wird somit in das
Zytosol der Hepatozyte freigesetzt und direkt translatiert. Virale und wirtszelleigene
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Proteasen produzieren die 10 virusspezifischen Proteine (C, E1, E2, p7, NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). Nach dem Zusammenbau des Virions wird es Uber den
sekretorischen Weg aus der Hepatozyte heraus geschleust (Dubuisson und Cosset
2014, Lohmann 2013, Coller et al. 2012, Meisel et al. 2012, Bartenschlager und Spa-
racio 2007). Der HCV-Kern induziert pro- und anti-apoptotische Mechanismen, wel-
che mit dem Hepatozyten-Zelluntergang und nachfolgend mit der Leberfibrose asso-
Ziiert sind (Shiu et al. 2013, Jahan et al. 2011, Nakamura et al. 2011, Berg et al.
2009, Malhi und Gores 2008, Siavoshian et al. 2005). Wahrend einer akuten Infekti-
on weisen die Patienten in 75 — 80 % der Falle keine oder nur unspezifische Symp-
tome auf. Zu den akuten Symptomen gehéren Fieber, Ubelkeit, verminderter Appetit,
Erbrechen, Abdominalschmerzen, dunkler Urin, entfarbter Stuhl und ikterische Ver-
farbung der Skleren und der Haut. In circa 15 bis zu 45 % der Falle ist das Virus oh-
ne antivirale Therapie innerhalb von 6 Monaten nicht mehr im Blut nachweisbar. In
50 — 85 % der Falle entwickelt sich eine chronische Hepatitis-C-Virusinfektion (World
Health Organization 2016b, Robert-Koch-Institut 2015b, Santantonio et al. 2006,
Corey et al. 2006, Thimme et al. 2001). Die chronische HCV-Infektion verlauft in der
Regel in Schuben und ist gekennzeichnet durch eine persistierende Entzindung der
Leber (Meisel et al. 2012, Rosen und Gretch 1999). 40 — 76 % der Patienten mit
chronischer Hepatitis-C-Virusinfektion weisen im Verlauf mindestens ein extrahepati-
sches Symptom auf (Ferri et al. 2007). Zu den extrahepatischen Erkrankungen, de-
ren Zusammenhang als gesichert gilt, gehoren solche des endokrinen Formenkreises
wie Diabetes Mellitus, des rheumatischen Formenkreises (gemischte Kryoglobulina-
mie, Kryoglobulinamische Vaskulitis, periphere Neuropathie, membrano-proliferative
Glomerulonephritis, membranose Glomerulonephritis) und des hamatologischen
Formenkreises (Non-Hodgkin-Lymphome, Monoklonale Gammopathie (Ferri et al.
2007, Zignego et al. 2007, Hermine et al. 2002). Des Weiteren entwickeln von den
persistent infizierten Personen bis zu 30 % eine Leberzirrhose (Robert-Koch-Institut
2015b, Lin et al. 2014, Ray und Thomas 2010). Die Raten an Leberzirrhose steigen
bei deutlich erhdhten Lebertransaminasen-Werten (Erhohungen um mehr als 3 — 5-
fach Uber der Norm), bei mannlichem Geschlecht, bei hdherem Lebensalter, bei In-
fektionen, bei chronischem Alkoholabusus, bei Koinfektion mit dem Hepatitis-B-Virus
(HBV) oder humanen Immundefizienz-Virus (HIV) und bei chronischer Hamodialyse
an (Thein et al. 2008, Ryder et al. 2004, Hui et al. 2003, Alberti und Benvegnu 2003,
Ghany et al. 2003, Adinolfi et al. 2001, Pessione et al. 1998, DiBisceglie 1997). Bis
zu 25 % der Leberzirrhose-Patienten entwickeln im weiteren Verlauf ein hepatozellu-
lares Karzinom (HCC) (Ray und Thomas 2010).

1.3.3 Therapie der Hepatitis-C-Infektion

Anders als bei der akuten Hepatitis-B-Infektion sollte die akute Hepatitis-C-Infektion
medikamentds antiviral behandelt werden, denn Patienten, die spater als 4 — 6 Mo-
nate nach Beginn einer akuten Hepatitis-C-Infektion behandelt werden, zeigen ein
signifikant schlechteres Ansprechen auf die Medikamente (DeRosa et al. 2006, San-
tantonio et al. 2005). Bis zum Jahr 2013 wurde die akute Hepatitis-C-Virusinfektion in
Deutschland mit einer Uber 24 Wochen andauernden Therapie mit Interferon-a oder
pegyliertem Interferon-a behandelt (Meisel et al. 2012, Sarrazin et al. 2010). Die da-
bei als Ansprechmarker geltende ,sustained virologic response” (SVR)-Rate (dauer-
haftes virologisches Therapieansprechen) betrug unter oben genannter Therapie 71
— 98 %. Eine SVR-Rate von 71 — 98 % bedeutet dabei, dass bei 71 — 98 % der durch
oben genannte Therapie behandelten akuten Hepatitis-C-Infektionsfalle die HCV-
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RNA im Blut 24 Wochen nach Therapieende durch einen sensitiven Test nicht mehr
nachweisbar war (Sarrazin et al. 2010).

Die chronische Hepatitis-C-Infektion wurde bis 2013 in Deutschland mit einer Kombi-
nation aus Interferon-a und Ribavirin als Standardtherapie behandelt (Sarrazin et al.
2010). Dies fuhrte zu durchschnittichen SVR-Raten von 40 — 50 %, wobei die An-
sprechrate stark vom viralen Genotyp abhing. So fuhrte die Behandlung vom HCV-
Genotyp 2 oder 3 zu SVR-Raten von 70 — 80 % und beim haufigsten Genotyp 1 le-
diglich zu einer SVR von 40 — 50 % (Nakamoto et al. 2015). Da die Therapie mit In-
terferon-a haufige und starke Nebenwirkungen wie Depressionen, Blutbildverande-
rungen, Hautausschlage, Schilddrisenuber- oder —unterfunktion hervorruft, wurde
stark an einer neuen Therapieform geforscht (Sarrazin et al. 2010, Manns et al. 2009,
Schaefer et al. 2008, Hillier et al. 2006, Fried et al. 2002). Seit 2011 sind neue, so
genannte ,direct-acting antiviral agents” (DAAs) (direkt-wirksam antivirale Agenzien)
zur Therapie der chronischen Hepatitis-C-Virusinfektion zugelassen. In Studien konn-
ten gute Ansprechraten bei geringen Nebenwirkungen dokumentiert werden. In der
QUEST-1/2-Studie zeigte sich beispielsweise eine SVR von 84 % (Jacobson et al.
2014, Manns et al. 2014); und in der FISSION-Studie konnte bei einer Kombinati-
onsbehandlung mit dem DAA Sofosbuvir und Ribavirin eine SVR-Rate von 95 % ge-
zeigt werden. Dabei waren die haufigsten unerwiinschten Nebenwirkungen Ubelkeit
und Kopfschmerzen (Lawitz et al. 2013).

Nach diesen Ergebnissen veroffentlichte die Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftli-
chen Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) am 18.02.2015 eine erganzende
Empfehlung zur Behandlung der chronischen Hepatitis-C-Infektion. In dieser sind
neben den konventionellen Substanzen wie pegyliertes Interferon-a und Ribavirin
auch neue, direkt-wirksame antivirale Agenzien (DAAs) empfohlen. Da die Therapie-
ansprechrate stark abhangig vom HCV-Genotyp ist, sollte vor Beginn einer Therapie
der Genotyp bestimmt werden. Je nach Genotyp werden in der deutschen Leitlinie
entsprechende Therapieoptionen empfohlen (Sarrazin et al. 2014).

1.3.4 Hepatitis-C-Virus-Zellmodell

Um die Effekte der Hepatitis-C-Virusprotein-Expression beurteilen zu konnen, kann
unter anderem eine HCV-transgene Zelllinie mit Replikonsystem benutzt werden. Die
von der humanen Hepatomzelllinie Huh-7 abstammenden LucUbiNeo-ET-Zellen tra-
gen ein solches Replikonsystem in sich und codieren fur den Hepatitis-C-Virus-
Genotyp 1b. Das Replikon enthalt die genetische Information fur die nicht-
strukturellen Proteine ,NS3%, ,NS4A® ,NS4B° ,NS5A" und ,NS5B". Zusatzlich bein-
haltet es das Enzym Firefly-Luciferase (,Ffl-luc®), den Selektionsmarker fur die Neo-
mycin-Phosphotransferase (,neo“) unter der Kontrolle des Protmotors Ubiquitin
(,ubi®). Die interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) des Enzephalomyokarditis-Virus
(E-IRES) dient der Replikationskontrolle der nicht-strukturellen HCV-Proteine
(Abbildung 9). Zur Selektion der Zellen, welche das Replikonsystem besitzen, wurde
Geneticin/G418 verwendet. Der Selektionsmarker Neomycin-Phosphotransferase
spaltet das Geneticin/G418, andernfalls wurden die Zellen zugrunde gehen (Barten-
schlager 2005, Frese et al. 2003). Uber das Firefly-Luciferase-Enzym kann somit ei-
ne prazise Quantifizierung der HCV-Replikation durchgefuhrt werden (Krieger et al.
2001). In Studien konnte eine Steigerung der Firefly-Luciferase-Aktivitat bis 72 Stun-
den nach Infektion nachgewiesen werden (Bartenschlager und Sparacio 2007).
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Abbildung 9: Aufbau des Replikons der LucUbiNeo-ET-Zellen (HCV Genotyp 1b). Das Replikon enthalt die
genetische Information fir die nicht-strukturellen Proteine ,NS3*, ,NS4A*, NS4B*, ,NS5A® und ,NS5B*. Zuséatzlich
beinhaltet es das Enzym Firefly-Luciferase (,Ffl-luc®), den Selektionsmarker fir die Neomycin-
Phosphotransferase (,neo“) und den Selektionsmarker fiur Ubiquitin (,ubi“). Die interne ribosomale Eintrittsstelle
(IRES) des Enzephalomyokarditis-Virus (E-IRES) dient der Replikationskontrolle der nicht-strukturellen HCV-
Proteine (Bartenschlager 2005).

Neben den LucUbiNeo-ET Zellen, welche fur den HCV-Genotyp 1b stehen, konnen
auch andere Hepatitis-C-Virus-transgene Zelllinien eingesetzt werden. So beispiels-
weise die ebenfalls von der humanen Hepatomzelllinie Huh-7 abstammenden JFH-
LucUbiNeo-Zellen. Diese codieren fur den HCV-Genotyp 2a. Dieser Genotyp-Klon
wurde aus einem Patienten mit fulminanter Hepatitis isoliert, weswegen er ,Japanese
Fulminant Hepatitis“ (JFH) genannt wird (Kato et al. 2003). Das Replikon besteht
ebenfalls aus den Geninformationen fur die nicht-strukturellen Proteine ,NS2°, , NS3¢,
-,NS4A*, NS4B“, ,NS5A" und ,NS5B“. Anders als bei den LucUbiNeo-ET-Zellen be-
sitzen die JFH-LucUbiNeo-Zellen auch die Geninformationen fur die Strukturproteine
des Kerns (,C“) und der Hulle (,E1%, ,E2“) sowie einen lonenkanal (,p7“). Ebenfalls
beinhaltet das Replikon das Enzym Firefly-Luciferase (,Ffl-luc®), den Selektionsmar-
ker fur die Neomycin-Phosphotransferase (,neo“) unter der Kontrolle des Protmotors
Ubiquitin (,ubi“). Die interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) des Enzephalomyokar-
ditis-Virus (E-IRES) dient der Replikationskontrolle der nicht-strukturellen HCV-
Proteine (siehe Abbildung 10) (Bartenschlager 2005, Frese et al. 2003). Die JFH-
LucUbiNeo-Zellen bendtigen anders als die LucUbiNeo-ET-Zellen keine Selektion
durch Geneticin/G418, da sie sich auch so effizient replizieren (Kato et al. 2003).
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Abbildung 10: Aufbau des Replikons der JFH-LucUbiNeo-Zellen (HCV Genotyp 2a). Das Replikon enthalt
die genetische Information fiir die Strukturproteine ,C*, ,E1%, ,E2" und ,p7*, sowie die nicht-strukturellen Proteine
.NS3% ,NS4A*, NS4B*, ,NS5A* und ,NS5B". Zusatzlich beinhaltet es das Enzym Firefly-Luciferase (,Ffl-luc®), den
Selektionsmarker fir die Neomycin-Phosphotransferase (,neo“) und den Selektionsmarker fir Ubiquitin (,ubi®).
Die interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) des Enzephalomyokarditis-Virus (E-IRES) dient der Replikationskon-
trolle der nicht-strukturellen HCV-Proteine (Abbildung abgewandelt aus Bartenschlager 2005).

Die infektidsen Hullproteine E1 und E2 konnten im Versuch nachgewiesen werden.
Das somit in vitro generierte Hepatitis-C-Virus ist infektios fur Huh7-Zellen und
Schimpansen (Wakita et al. 2005). Anders als bei den LucUbiNeo-ET-Zellen konnte
eine Steigerung der Firefly-Luciferase von JFH-LucUbiNeo-Zellen nur bis 24 Stunden
nach Infektion der Zellen gemessen werden. Danach stellte sich bis zum Zeitpunkt
72 Stunden nach Infektion ein Plateau ein (Bartenschlager und Sparacio 2007).

1.4 Pflanzliche Limonoide und Phytosterole aus Trichilia welwitschii

1.4.1 Bedeutung pflanzlicher Limonoide aus Trichilia welwischii

Die Baumspezies Trichilia welwitschii gehort zur Familie der Meliaceae (auch ge-
nannt Sapindales). Die Meliaceae-Familie besteht aus circa 50 Gattungen, die Gat-
tung Trichilia aus ungefahr 90 Spezies. Die Baume der Trichilia-Spezies befinden
sich vor allem in tropischen sowie in subtropischen Gebieten (siehe Abbildung 11)
(Gouvéa et al. 2008, Angiosperm Phylogeny Website Version 13). Der grol3e Baum
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Trichilia welwitschii ist vor allem in Nigeria, Kamerun, Angola und Gabun heimisch
(Louppe et al. 2008).
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Abbildung 11: Vorkommen der Gattung Meﬁéceae (Angiosberm Phylogeny W_e-‘bsite Version 13).

Da Pflanzen aus der Familie der Meliaceae in der tradionellen afrikanischen Medizin
unter anderem bei Leberbeschwerden und Ikterus eingesetzt werden, liegt das Inte-
resse darin, die Wirkstoffe zu klassifizieren (Galani et al. 2015). Pflanzen enthalten
von Natur aus verschiedene sekundare Metaboliten, die fur die Wirkung in der traditi-
onellen afrikanischen Medizin sprechen konnten. Aus unterschiedlichen Gattungen
der Familie Meliaceae wurden bereits verschiedene Limonoide als sekundare Meta-
boliten isoliert und klassifiziert (Tundis et al. 2012, Gouvéa et al. 2008, Hasegawa
und Miyake 1996). So wurden beispielsweise sechs neue Limonoide aus dem sudaf-
rikanischen Baum Turraea floribunda (Familie der Meliaceae) (McFarland et al.
2004), drei neue Limonoide aus dem madagassischen Baum Neobeguea leandreana
(Meliaceae) (Coombes et al. 2003), sieben neue Limonoide aus dem madagassi-
schen Baum Quivisia papinae (Meliaceae) (Coombes et al. 2007), zwei neue Limo-
noide aus Astrotrichilia voamatata (Meliaceae) (Mulholland et al. 2000) und drei neue
Limonoide aus Trichilia rubescens (Meliaceae) (Tsamo Tontsa et al. 2013) isoliert.
Da gezeigt werden konnte, dass verschiedene Limonoide antivirale Effekte hervorru-
fen, konnten diese Stoffe eine Erklarung fur den hepatoprotektiven Effekt der Meli-
aceae sein. Die bisher publizierte antivirale Wirkung von Limonoiden bezog sich auf
das Vesikulare-Stomatitis-Virus (VSV) und auf das Herpes-Simplex-1-Virus (HSV-1)
(Langeswaran et al. 2012, Champagne et al. 1992). Jedoch konnte in einer kurzlich
veroffentlichten Studie mit Extrakten aus den Wurzeln von Trichilia dregeana (Meli-
aceae) nachgewiesen werden, dass starke antivirale Aktivitat gegen das Hepatitis-C-
Virus vorhanden ist (Galani et al. 2015). Auch die Arbeitsgruppe um Wahyuni konnte
eine signifikante Inhibition der Viruseintrittsschritte von HCV durch Ethanolextrakte
von Toona sureni (Meliaceae) nachweisen (Wahyuni et al. 2013). Die wirksamen se-
kundaren Metaboliten von Toona sureni wurden bisher noch nicht isoliert und klassi-
fiziert, sodass moglicherweise Limonoide an der Wirkung beteiligt sind. Diese befin-
den sich, wie oben aufgefuhrt, sehr haufig in Pflanzen der Meliaceae-Familie. Ein
weiterer Hinweis in diese Richtung ist die Arbeit von Germano, in welcher Limonoide
aus Trichilia emetica (Meliaceae) als verantwortlich fir den hepatoprotektiven Effekt
bei chloroforminduzierter Leberzerstérung in Ratten gemacht wurden (Germano et al.
2005). Eine aktuelle Studie aus dem Jahr 2016, in welcher 17 Limonoide untersucht
wurden, belegt ebenfalls den hepatoprotektiven Effekt von drei Limonoiden in pri-
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maren Maus-Hepatozyten. Die verwendeten Limonoide wurden aus der Baumart
Carapa guianensis Andiroba gewonnen, der ebenfalls zur Familie der Meliaceae ge-
hort (Ninomiya et al. 2016). Diese Beispiele sprechen stark fur hepatoprotektive Ef-
fekte der Stoffklasse Limonoide aus Baumen der Meliaceae-Familie.

In den letzten Jahren wurden mehr als 100 Limonoide isoliert und charakterisiert.
Neben dem antiviralen und hepatoprotektiven Effekt konnten auch andere Wirkungen
der Liminoide nachgewiesen werden. Einen Uberblick bietet die im Anhang befindli-
che Tabelle 15.

1.4.2 Aufbau und Gewinnung der Limonoide TWF5, TWF9 und TWF10

Limonoide bestehen aus zwei Hauptstrukturen. Zum einen aus der Struktur von Li-
monin (Abbildung 12.1), welche aus funf Ringen besteht und zum anderen aus der
Struktur von Nomilin (Abbildung 12.2), welche aus vier Ringen zusammengesetzt ist
(Tundis et al. 2012).

—0 —0

Abbildung 12: Struktureller Aufbau von Limonin (1) und Nomilin (2) (Tundis et al. 2012).

Die strukturelle Variation der einzelnen Limonoide beschrankt sich meist auf Veran-
derungen am A- oder B-Ring. Die Limonoide aus Pflanzen der Gattung Meliaceae
sind sehr komplex aufgebaut und beinhalten viele Oxidationen und Strukturverande-
rungen (Pekala et al. 2015, Tundis et al. 2012).

Zur Gewinnung der Limonoide TWF5, TWF9, TWF10 wurden die Samen und Blatter
der westafrikanischen Pflanze Trichilia welwitschii in der Zentralregion von Kamerun
gesammelt. Das Blattmaterial wurde durch Dr. Nolle am Institut de recherches Médi-
cales et d’études des Plantes Médicinales (IMPM) untersucht. Proben wurden am
Nationalen Herbarium von Kamerun hinterlegt (Nummer 31288/SRF Cam). Die luft-
getrockneten und pulverisierten Samen und Blatter wurden mazeriert und die Extrak-
te separat bei Raumtemperatur fur 24 Stunden mit Dichlormethan und Methanol (1:1)
vermischt. Nach Verdunstung der Flussigkeit entstanden grunliche Samen- und Blat-
textrakte, welche durch Chromatographie uber ein Siliziumgel aufgetrennt wurden.
So entstanden funf Fraktionen (F1-F5). Fraktion 3 wurde nochmals Uber ein Silizium-
gel chromatografisch aufgetrennt. Die dabei entstandenen drei Fraktionen wurden
analysiert und als Stigmasterol, Sitosterol und Dregeanin DM4 klassifiziert. Dregea-
nin DM4 wird auch als ,TWF10“ (Trichilia welwitschii-Fraktion 10) bezeichnet. Frakti-
on 4 wurde ebenfalls durch einen zweiten Schritt auf dem Siliziumgel chromatogra-
fisch aufgetrennt. Die so entstandenen Fraktionen wurden als Rohituka-3 (TWF9)
und Trichilia lactone D5 (TWF5) klassifiziert (Tsamo et al. 2013).
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Abbildung 13: Limonoide isoliert aus Trichilia welwitschii (Meliaceae). (1) Dregeanin DM4 (TWF10), (2)
Rohituka-3 (TWF9), (3) Trichilia lactone D5 (TWF5) (Dzoyem et al. 2015).

1.4.3 Bedeutung pflanzlicher Phytosterole aus Trichilia welwitschii

Wie bereits zuvor ausgefuhrt, beinhalten Pflanzen verschiedene sekundare Metaboli-
ten. FUr die antiviralen Effekte der in der traditionellen afrikanischen Medizin einge-
setzten Pflanzen werden unter anderem die Stoffe aus den Gruppen der Limonoide,
Alkaloide, Lignana, Organosulfure, Furyle, Thiophene, Polyline, Terpenoide, Flavono-
ide, Polyphenole, Sulphide, Saponine, Coumarine und Chlorophylline verantwortlich
gemacht (Tundis et al. 2012). Phytosterole sind Bausteine der pflanzlichen Zell-
membran und gehdren somit ebenfalls zu den sekundaren Metaboliten. Pflanzliche
Phytosterole wurden auch in einigen Arten der Meliaceae-Familie nachgewiesen. So
beispielsweise drei Sterole aus Turraea pubescens (Meliaceae) (Yuan et al. 2013),
ein Phytosterol aus Xylocarpus granatum (Meliaceae) (Du et al. 2009) und drei Phy-
tosterole aus Toona ciliata (Meliaceae) (Chowdhury et al. 2003).

Einige Phytosterole zeigen eine antivirale Wirkung gegen beispielsweise das Tabak-
Mosaik-Virus (TMV) (Yan et al. 2014), das Herpes-Simplex-Virus-1 (HSV-1) (Petrera
et al. 2014, Eugster et al. 1997), das humane Zytomegalievirus (CMV) oder das hu-
mane Immundefizienz-Virus-1 (HIV-1) (Eugster et al. 1997). Phytosterole, welche aus
Aglaia erythrosperma (Meliaceae) gewonnen wurden, konnten im in vitro-Versuch
ebenfalls einen antiviralen Effekt gegen das Herpes-Simplex-Virus-1 (HSV-1) erzie-
len (Phongmaykin et al. 2011). Neben den antiviralen Wirkungen wurden vielfaltige
andere Wirkungen nachgewiesen. Am bekanntesten ist der Cholesterin-senkende
Effekt. Einen Uberblick Uber weitere Effekte bietet die Tabelle 16 im Addendum.

1.4.4 Aufbau und Gewinnung der Phytosterole TWT1 und TTA6

Phytosterole sind strukturell ahnlich dem Cholesterol, unterscheiden sich jedoch in
einer Seitenkette, welche eine Methylgruppe (Ampesterol) oder Ethylgruppe (B-
Sitosterol oder Stigmasterol) enthalt (Chan et al. 2006, Ortega et al. 2006, Thompson
und Grundy 2005, Ostlund 2002). Das Vorkommen von Phytosterolen wurde in Wei-
zenkeimol, Sojabohnendl, Maisol, Sesamsamen, Nussen und einigen Fruchten wie
Orangen und Feigen nachgewiesen (Marangoni und Poli 2010, Chan et al. 2006,
Devaraj und Jialal 2006).
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Cholesterol B-Sitosterol Stigmasterol
Abbildung 14: Struktureller Aufbau von Cholesterol, b-Sitosterol und Stigmasterol (Awad und Fink 2000).

Die genaue Herstellung der Phytosterole TWT1 und TTA6 aus der westafrikanischen
Pflanze Trichilia welwitschii (Meliaceae) ist leider unbekannt. Die Stoffe wurden durch
eine Kooperation mit der Universitat von Yaoundé in Kamerun zur Verfugung gestellt.
Publikationen zu TWT1 und TTAG sind derzeit nicht verfugbar. Lediglich das moleku-
lare Gewicht der Substanzen ist bekannt.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit
1.5.1 Zielsetzung und Hypothese | zu Hepatitis B

Das Ansprechen der antiviralen Hepatitis-B-Therapie hangt von vielfaltigen Faktoren
ab. Die Arbeitsgruppe um Farnik (Farnik et al. 2013) konnte nachweisen, dass nied-
rige Vitamin-D3-Serumspiegel mit hoheren HBV-Replikationsraten in Patienten mit
chronischer Hepatitis B assoziiert sind. Vitamin D3 weist vielfaltige immunmodulatori-
sche Effekte auf zellularer Ebene auf. Der erste Schritt zur Erforschung des genauen
Signalweges ist die Etablierung eines funktionierenden Zellkulturmodells. Die erste
Hypothese dieser Dissertationsarbeit kann wie folgt formuliert werden:

Vitamin D3z (Cholecalciferol) beziehungsweise seine Vorstufen 25-
Hydroxyvitamin D3 (Calcidiol) und 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol) hemmen die
HBV-Replikation in den Hepatitis-B-transgenen Zelllinien HepG2.2.15 und HepG2-
H1.3.

1.5.2 Zielsetzung und Hypothese Il zu Hepatitis C

Die lange Zeit geltende antivirale Hepatitis-C-Therapie mit Interferon-a und Ribavirin
wurde in den letzten Jahren zugunsten neuer direkt wirkender Agenzien (DAAs) ge-
andert. Die neuen Substanzen sind aufgrund umfangreicher Forschung sehr teuer.
Gerade Lander mit einem niedrigen Bruttojahreseinkommen weisen eine viel groiere
Pravalenz des Hepatitis-C-Virus auf. Die Erforschung von neuen, erschwinglicheren
oder einfacher herzustellenden antiviralen Agenzien ist somit essentiell. Sekundare
pflanzliche Metaboliten wie die Stoffklasse der Limonoide kdnnen aus Baumen der
Meliaceae-Familie isoliert werden. In einigen aktuellen Studien konnten antivirale
Effekte, auch gegen das Hepatitis-C-Virus, nachgewiesen werden. Pflanzliche Phy-
tosterole gehoren ebenfalls zu den sekundaren Metaboliten von Meliceae und zeigen
ebenso antivirale Effekte im in vitro-Zellmodell. Der Einfluss pflanzlicher Limonoide
und Phytosterole aus Blattern und Samen des westafrikanischen Baums Trichilia
welwitschii aus der Familie der Meliaceae soll im Zellkulturmodell mit Hepatitis-C-
Virus-transgenen Zellen untersucht werden, sodass die zweite Hypothese dieser
Dissertationsarbeit wie folgt formuliert werden kann:

Die pflanzlichen Limonoide TWF5, TWF9, TWF10 und die pflanzlichen Phytos-
terole TWT1 und TTA6 hemmen die HCV-Replikation in den Hepatitis-C-Virus-
transgenen Zelllinien LucUbiNeo-ET (HCV Genotyp 1b) und JFH-LucUbiNeo (HCV
Genotyp 2a).
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Bezeichnung

Hersteller

Anmerkung

HepG2.2.15 Bereitgestellt von Prof. Ulrike HBV 2-fach Uberlangenge-
Protzer, LMU Munchen nom
(Sells et al. 1987)

HepG2-H1.3 Bereitgestellt von Prof. Ulrike HBV 1,3-fach Uberlangen-

Protzer, LMU Munchen
(Protzer et al. 2007)

genom

JFH-LucUbiNeo

Bereitgestellt von Prof. Gisa
Tiegs, UKE Hamburg
(Kato et al. 2003)

Huh-7 Hintergrund, HCV-
Replikon, Genotyp 2a

LucUbiNeoET

Bereitgestellt von Prof. Gisa
Tiegs, UKE Hamburg
(Frese et al. 2003)

Huh-7 Hintergrund, HCV-
Replikon, Con1-Genom,
Genotyp 1b

Tabelle 1 Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien

2.1.2 Chemikalien, Reagenzien und Substanzen

Bezeichnung

Hersteller

Anmerkung

1a,25-
Dihydroxyvitamin D3,
Calcitriol

Enzo Life Science, Inc., USA

2 mM, steril, in Ethanol

25-Dihydroxyvitamin
D3, Calcidiol

Enzo Life Science, Inc., USA

20 mM, steril, in Ethanol

Bradford-Reagenz

Bio-Rad Laboratories, USA

Geneticin solution Gibco by Life Technologies, 50 mg/ml
(G418) Germany
HCI (Chlorwasser- Carl Roth GmbH + Co. KG,
stoff) Deutschland
KCI (Kaliumchlorid) Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland
KH2PO,4 (Kalium- Sigma-Aldrich Co. LLC, USA
dihydrogen-
phosphat)
Luciferase Assay Promega Corporation, USA Lyophilisiert
Puffer (Cell Lysis
Buffer)
Luciferase Assay Promega Corporation, USA
Substrat
Na;HPO4 x 2 H,0 Carl Roth GmbH + Co. KG,
(Di-Sodiumhydrogen- | Deutschland
phosphat Di-Hydrat)
NaCl (Natrium- AppliChem GmbH, Deutsch-
chlorid) land
PE| Reference Prep- | Paul-Ehrlich-Institut, Deutsch- | 80.000 IU/ml
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aration HBV DNA

land

Penicillin / Strepto-
mycin

Gibco by Life Technologies by
Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA

je 10.000 U/ml

Reporter Lysis 5X
Puffer

Promega Corporation, USA

SDS (Sodium Do-
decylsulfat)

AppliChem GmbH, Deutsch-
land

Thiazolyl Blue Te-
trazolium Bromide
(MTT)

Sigma-Aldrich Co. LLC, USA

Trypan Blue Solution
(1:10)

Fluka Analytical, Sigma-Aldrich

Co. LLC, USA

Trypsin-EDTA 10x

BIOWEST SAS, Frankreich

TTAG

Bereitgestellt von Dr. Etienne
Tsamo, TWAS Research Unit,
University of Yaoundeé

10 mM, steril, in DMSO

TWF10, Dregeanin
DM4

Bereitgestellt von Dr. Etienne
Tsamo, TWAS Research Unit,
University of Yaoundeé

10 mM, steril, in DMSO

TWEF5, Trichilia lac-
tone D5

Bereitgestellt von Dr. Etienne
Tsamo, TWAS Research Unit,
University of Yaoundeé

10 mM, steril, in DMSO

TWF9, Rohituka-3

Bereitgestellt von Dr. Etienne
Tsamo, TWAS Research Unit,
University of Yaoundeé

10 mM, steril, in DMSO

TWT1

Bereitgestellt von Dr. Etienne
Tsamo, TWAS Research Unit,
University of Yaoundeé

10 mM, steril, in DMSO

Vitamin D3, Calciol

Sigma-Aldrich Co. LLC, USA

200 mM, steril, in Ethanol

Tabelle 2 Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien, Reagenzien und Substanzen

2.1.3 Losungen und Medien

Bezeichnung Hersteller Anmerkung

0,1 mM Nicht- Life Technologies by Thermo | Steril

essentielle Amino- Fisher Scientific Inc., USA

sauren (NEAA)

1 mM Natrium- Life Technologies by Thermo | Steril

Pyruvat Fisher Scientific Inc., USA

100 pg/ml Penicillin / | Life Technologies by Thermo | Steril

Streptomycin Fisher Scientific Inc., USA

2 mM L-Glutamin Life Technologies by Thermo | Steril
Fisher Scientific Inc., USA

Collagen R, 2 mg/ml | SERVA Electrophoresis Steril
GmbH, Deutschland

ddH,0, Nuklease-frei | QIAGEN GmbH, Deutschland

Distilled water, Thermo Fisher Scientific Inc.,

RNase free USA

DMEM GlutaMax Life Technologies by Thermo | Steril

Fisher Scientific Inc., USA
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DMEM mit 4,5 g/l D- | Life Technologies by Thermo | Steril
Glucose, ohne L- Fisher Scientific Inc., USA
Glutamin
DMSO, fur Moleku- Th. Geyer GmbH & Co. KG, Steril
larbiologie Deutschland
Ethanol 100% Th. Geyer GmbH & Co. KG,
Deutschland
Fotales Kalberserum, | Gibco by Life Technologies by | Steril
hitzeinaktiviert (FCS) | Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA
PBS Dulbecco Biochrom GmbH, Deutschland | Steril, fur Zellkultur

Tabelle 3 Ubersicht iiber die verwendeten Lésungen und Medien

2.1.4 Zusammensetzung selbst hergestellter Losungen und Medien

Lésung

Zusammensetzung

5% MTT-Reagenz

5% (v/v) Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) in PBS

DMEM-GlutaMax-
Zellkulturmedium fur
LucUbiNeo-ET und
JFH-LucUbiNeo Zellen

10% (v/v) Fotales Kalberserum
1% (v/v) 100 pg/ml Penicillin / Streptomycin

DMEM-
Zellkulturmedium fur
HepG2.2.15 und
HepG2-H1.3 Zellen

10% (v/v) Fotales Kalberserum

1% (v/v) 100 pg/ml Penicillin / Streptomycin

1% (v/v) 2 mM L-Glutamin

1% (v/v) 0,1 mM Nicht-essentielle Aminosauren
1% (v/v) 1 mM Natrium-Pyruvat

PBS

137.9 mM NaCl

6.5 mM NaHPO4 x 2 H,0
1.5 mM KH,PO4

2.7 mM KCI

pH 7.4 NaOH

SDS-Lysispuffer

20% (w/v) SDS in PBS
+100 pl 10 M HCI

Tabelle 4 Zusammensetzung selbst hergestellter Losungen und Medien

2.1.5 Kits

Bezeichnung

Hersteller Anmerkung

CellTiter-Blue® Cell
Viability Assay

Promega GmbH, Deutschland

FastStart Essential
DNA Green Master
Mix (2x)

Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

NucleoSpin® Tissue
(250 preps)

MACHEREY-NAGEL GmbH &
Co. KG, Deutschland

Tabelle 5 Ubersicht iiber die verwendeten Kits

2.1.6 Sonden und Primer

Bezeichnung

Hersteller Sequenz (5 2 3Y)

HBV_rcDNA_Fwd_T

UM, sense Primer,

Life Technologies GTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTC

by Thermo Fisher
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lyophilisiert

Scientific Inc., USA

HBV rcDNA Rev T
UM, antisense Pri-
mer, lyophilisiert

Life Technologies
by Thermo Fisher
Scientific Inc., USA

GGAGGGATACATAGAGGTTCCTTGA

Tabelle 6 Ubersicht iiber die verwendeten Sonden und Primer

2.1.7 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller Anmerkung

0.2 ml PCR-Gefal} Kisker Biotech GmbH & Co. steril, DNase-frei
KG, Deutschland

1.5 ml-ERG SARSTEDT AG & Co. KG, steril, pyrogen-frei
Deutschland

10 pl Qualitats- SARSTEDT AG & Co. KG, steril

Pipettenspitzen mit Deutschland

Filter

10 pl Qualitats- SARSTEDT AG & Co. KG,

Pipettenspitzen ohne | Deutschland

Filter

10-ml Serologische SARSTEDT AG & Co. KG, steril, pyrogen-frei

Pipetten Deutschland

1250 pl Qualitats- SARSTEDT AG & Co. KG, steril

Pipettenspitzen mit Deutschland

Filter

1250 pl Qualitats- SARSTEDT AG & Co. KG,

Pipettenspitzen ohne | Deutschland

Filter

15-ml Zentrifugen- SARSTEDT AG & Co. KG,

réhren Deutschland

2,0-ml Mikro-Roéhren | SARSTEDT AG & Co. KG, steril, pyrogen-frei

mit Schraubver- Deutschland

schluss

2.0 ml-ERG SARSTEDT AG & Co. KG, steril, pyrogen-frei
Deutschland

200 pl Qualitats- SARSTEDT AG & Co. KG, steril

Pipettenspitzen mit Deutschland

Filter

200 pl Qualitats- SARSTEDT AG & Co. KG,

Pipettenspitzen ohne | Deutschland

Filter

25-ml Serologische SARSTEDT AG & Co. KG, steril, pyrogen-frei

Pipetten Deutschland

2-ml Serologische SARSTEDT AG & Co. KG, steril, pyrogen-frei

Pipetten Deutschland

5,0-ml ERG Eppendorf AG, Deutschland steril

50-ml Serologische SARSTEDT AG & Co. KG, steril, pyrogen-frei

Pipetten Deutschland

50-ml Zentrifugen- SARSTEDT AG & Co. KG, steril, pyrogen-frei

réhren Deutschland

5-ml Serologische SARSTEDT AG & Co. KG, steril, pyrogen-frei

Pipetten Deutschland
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Gewebekulturfla-
schen mit PE
Schnellverschluss-
Schraubkappe

SARSTEDT AG & Co. KG,
Deutschland

Wachstumsbereich: 25 cm?

Gewebekulturfla-
schen mit PE
Schnellverschluss-
Schraubkappe

SARSTEDT AG & Co. KG,
Deutschland

Wachstumsbereich: 75 cm?

Gewebekulturfla-
schen mit PE
Schnellverschluss-
Schraubkappe

SARSTEDT AG & Co. KG,
Deutschland

Wachstumsbereich: 175

cm?

LightCycler® 8-Tube
Strips (white)

Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

MicroAmp® Fast Op-
tical 96-Well Reac-
tion Plate with Bar-

Life Technologies by Thermo
Fisher Scientific Inc., USA

code, 0.1 mL
MicroAmp® Optical Life Technologies by Thermo
Adhesive Film Fisher Scientific Inc., USA

Micro-Touch® Nitra-
Tex® Untersu-
chungshandschuhe

Ansell Healthcare Europe,
Belgien

Nunc Multidishes
Nunclon™A, 24°-
Platte

Nalge Nunc International by
Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA

Tabelle 7 Ubersicht iiber die verwendeten Gebrauchsmaterialien

2.1.8 Gebrauchsmaterialien und Laborgerate

Bezeichnung

Hersteller

Anmerkung

1 —10 pl Eppendorf
Research® plus
Pipette

Eppendorf AG, Deutschland

10 — 100 pl Eppen-

Eppendorf AG, Deutschland

dorf Research®

plus Pipette

10 — 20 pl Eppen- Eppendorf AG, Deutschland
dorf Research®

plus Pipette

10 — 200 pl Eppen- | Eppendorf AG, Deutschland
dorf Research®

plus Pipette

100 — 1000 pl Ep- Eppendorf AG, Deutschland
pendorf Research®

plus Pipette

Automatic- SARSTEDT AG & Co. KG,
Sarpette® Deutschland
BLAUBRAND®- BRAND GmbH & Co. KG,
Zahlkammer Deutschland

Blockheizthermostat

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
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HX-1

Deutschland

Centrifuge 5417 R

Eppendorf AG, Deutschland

Mit Eppendorf F45-30-11
Rotor (max. 14.000 rpm)

Centrifuge 5430 R

Eppendorf AG, Deutschland

Mit Eppendorf FA-45-30-11
Rotor (max. 14.000 rpm)

Centrifuge 5810 R

Eppendorf AG, Deutschland

Mit Eppendorf A-4-81 Rotor
(max. 4.000 rpm)

Clean Bench Hera
Safe

Heraeus Instruments, Germany

HandyStep®
Electronic

BRAND GmbH & Co. KG,
Deutschland

HERAcell 240 i CO,
Incubator

Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA

IKA®-Schittler
MTS4

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Deutschland

Infinite M200

Tecan Group Ltd., Schweiz

Kuhlschrank Profi
Line

Liebherr-International Deutsch-
land GmbH, Deutschland

LightCycler® 96

Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

MSC-Advantage

Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA

NanoDrop® ND- PEQLAB Biotechnologie GmbH,
1000 Spectropho- Deutschland

tometer

PeqSTAR 2X Gra- PEQLAB Biotechnologie GmbH,
dient Deutschland

Schuttelinkubator GFL Gesellschaft fur Labortech-
GFL 3031 nik GmbH, Deutschland

Shaker DRS-12

neolLab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH, Deutschland

Tiefkihlschrank
Comfort Nofrost

Liebherr-International Deutsch-
land GmbH, Deutschland

Transferpette®-8 20

BRAND GmbH & Co. KG,

— 200 pl Deutschland
Ultratiefkihlschrank | BINDER GmbH, Deutschland
UF V 500

VWR Analog Vortex
Mixer

VWR International, LLC, USA

Wasserbad GFL
1008

GFL Gesellschaft fur Labortech-
nik GmbH, Deutschland

Tabelle 8 Ubersicht iiber das verwendete Equipment

2.1.9 Software

Bezeichnung Hersteller Anmerkung
GraphPad Prism® GraphPad Software, Inc., USA Version 6
LightCycler® 96 SW Roche Diagnostics GmbH, Deutsch- | Version 1.1

1.1

land

Microsoft Excel®

Microsoft Corporation, USA

Version 2010

Microsoft Word®

Microsoft Corporation, USA

Version 2010
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| Tecan i-Control 1.10 | Tecan Group Ltd., Schweiz

Tabelle 9 Ubersicht (iber die verwendete Software
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2.2 Methoden
2.21 Zellkultur

Die HBV-transgenen Zelllinien HepG2.2.15 und HepG2-H1.3 wurden in sterilen T25-,
T75- oder T175-Zellkulturflaschen bei 37 °C und 20 % O, 5 % CO: kultiviert. Die
Zellkulturflaschen wurden zuvor mit 10 ml Kollagenlosung (200 ug/ml) beschichtet
und fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Kollagenl6sung verworfen.
Der Mediumwechsel erfolgte zwei Mal wochentlich bis zu einer maximalen Passa-
genzahl von 25 Passagen. Es wurde auf 37 °C vorgewarmtes DMEM-
Zellkulturmedium verwendet (Zusammensetzung in Tabelle 4).

Die HCV-transgenen Zelllinien LucUbiNeo-ET und JFH-LucUbiNeo wurden ebenfalls
in sterilen T25-, T75- oder T175-Zellkulturflaschen bei 37 °C und 20 % Oz, 5 % CO2
kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte ebenfalls zwei Mal wochentlich mit auf 37 °C
erwarmten DMEM-GlutaMax-Zellkulturmedium (Zusammensetzung in Tabelle 4). Vor
Aussaat der Zellen wurde 0,5 mg/ml Geneticin zum Zellkulturmedium hinzugefugt,
um diejenigen Zellen mit dem Con-1 Replikonsystem zu selektieren. Dieses Repli-
konsystem codiert unter anderem fur eine Geneticin-Resistenz.

2.2.2 Aussaat und Stimulation der Zellen

Zu Beginn eines jeden Experimentes wurden die adharenten Zellen aus einer T175-
Zellkulturflasche mittels 7,5 ml Trypsin-EDTA-LOsung nach 5 minuatiger Inkubations-
zeit bei 37 °C abgel6st. Die Zellsuspension wurde anschlie3end bei 300 g fur 5 Minu-
ten bei Raumtemperatur (15 — 25 °C) zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verwor-
fen wurde, wurde das Zellpellett in 10 ml frischem Zellkulturmedium aufgenommen.
400 pl Trypanblau-Losung (Trypanblau verdunnt 1:10 mit PBS) wurden in ein neues
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal® (ERG) gegeben und mit 100 pl der Zellsuspension
vermischt. 10 pl dieser Losung wurden auf eine BLAUBRAND®-Zahlkammer pipet-
tiert und die Zellen am Mikroskop ausgezahlt. Nachdem eine definierte Zellzahl (sie-
he Tabelle 10) pro Milliliter Zellkulturmedium eingestellt worden war, wurden 1 ml
Zellsuspension pro Kavitat in eine 24-Well-Platte beziehungsweise 100 ul pro Kavitat
einer 96-Well-Platte gegeben. Die Kavitaten fur die Versuche mit den HBV-
transgenen Zelllinien wurden dabei zuvor mit jeweils 500 pl Kollagenlésung (200
pug/ml) pro Kavitat einer 24-Well-Platte beziehungsweise 100 pl pro Kavitat einer 96-
Well-Platte beschichtet und bei 37 °C fur 20 Minuten inkubiert. Danach wurde die
Kollagenlosung verworfen.

Nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden konnte das Zellkulturmedium verworfen
werden und die adharenten Zellen wurden mit 900 pl frischem Medium pro Kavitat
einer 24-Well-Platte beziehungsweise 90 ul pro Kavitat einer 96-Well-Platte bedeckt.
Zur Stimulation der Zellen mit den jeweiligen Testsubstanzen wurden diese entspre-
chend der gewunschten Endkonzentration zuvor verdinnt. 100 pl Testlésung pro
Kavitat wurde zu dem Zellkulturmedium in jede Kavitat der 24-Well-Platte bezie-
hungsweise 10 yl pro Kavitat einer 96-Well-Platte gegeben. Bei jedem Versuch in
einer 24-Well-Platte, war der Versuchsaufbau wie in Tabelle 11 gezeigt, gleich auf-
gebaut. Die Versuche in den 96-Well-Platten waren ebenfalls gleich aufgebaut, wie in
Tabelle 12 gezeigt. PBS diente dabei als Verdunstungsschutz und wurde nur in die
umliegenden Randkavitaten gegeben.

Als Negativkontrolle bei den Vitaminen wurde in den Versuchen Ethanol verwendet,
bei den Limonoiden / Phytosterolen DMSO. Die Platten wurden so fur den entspre-
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chenden Zeitraum von 24, 48 oder 72 Stunden bei 37 °C und 5 % CO- in einem Zell-

kulturschrank kultiviert.

Zelllinie Benutzte Plat- | Dauer der Stimu- | Verwendete Zellzahl pro
te lation Milliliter Kulturmedium
HepG2.2.15, 24-Well 24 Stunden 500.000
HepG2-H1.3 48 Stunden 375.000
72 Stunden 250.000
96-Well 72 Stunden 500.000
LucUbiNeo-ET, 24-Well 24 Stunden 100.000
JFH-LucUbiNeo 48 Stunden 75.000
96-Well 24 Stunden 200.000
48 Stunden 150.000
Tabelle 10 Ubersicht iiber die verwendeten Zellzahlen
1 2 3 4 5 6
Negativkon- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub-
trolle (L6- stanz stanz stanz stanz stanz
A | sungsmittel) (hochste (niedrigste
Konzentra- Konzentra-
tion) tion)
Negativkon- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub-
trolle (L6- stanz stanz stanz stanz stanz
B | sungsmittel) (hochste (niedrigste
Konzentra- Konzentra-
tion) tion)
Negativkon- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub-
trolle (L6- stanz stanz stanz stanz stanz
C | sungsmittel) (ho6chste (niedrigste
Konzentra- Konzentra-
tion) tion)
Negativkon- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub-
trolle (L6- stanz stanz stanz stanz stanz
D | sungsmittel) (hochste (niedrigste
Konzentra- Konzentra-
tion) tion)

Tabelle 11 Versuchsaufbau einer 24-Well-Platte
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1 2 3 4 5 6 7 8 10 1
2
A | PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
PBS Negativ- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- PBS
kontrolle stanz stanz stanz stanz stanz
B (Lo- (héchste (niedrigste
sungs- Konzent- Konzentra-
mittel) ration) tion)
PBS Negativ- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- PBS
kontrolle stanz stanz stanz stanz stanz
C (Lo- (hdchste (niedrigste
sungs- Konzent- Konzentra-
mittel) ration) tion)
PBS Negativ- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- PBS
kontrolle stanz stanz stanz stanz stanz
D (Lo- (héchste (niedrigste
sungs- Konzent- Konzentra-
mittel) ration) tion)
E PBS Negativ- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- Testsub- PBS
kontrolle stanz stanz stanz stanz stanz
(Lo- (hdchste (niedrigste
sungs- Konzent- Konzentra-
mittel) ration) tion)
F | PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
G
H
Tabelle 12 Versuchsaufbau einer 96-Well-Platte

2.2.3 DNA-Extraktion aus Zellkulturiiberstand

Nach Ablauf der Inkubationszeit von 24, 48 oder 72 Stunden wurde der gesamte
Zellkulturiberstand aus jeder Kavitat in ein neues 2,0 ml ERG uberfuhrt und bis zur
weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

Nachdem die gewonnenen Zellkulturiberstande auf Raumtemperatur gebracht wa-
ren, wurde laut Anleitung des NucleoSpin Tissue Kits vorgegangen. Dazu wurde je-
weils 200 pl Probe in ein neues 1,5 ml ERG Uberfuhrt und mit 25 pl Proteinase K ver-
setzt. Nach der Zugabe von 200 pl Puffer B3 wurde die Probe 10 — 20 Sekunden
lang kraftig durchmischt und anschlief3end fur 5 Minuten bei Raumtemperatur (15 —
25 °C) inkubiert. Nach einer zehnminutigen Inkubation in einem 70°C heillen Heiz-
block wurden die Proben mit 210 ul 100 % Ethanol versetzt. Ein anschlielendes Mi-
schen der Proben erfolgte mit dem Vortex Mixer. Nun wurde die gesamte Probenlo-
sung auf je eine NucleoSpin Tissue-Saule gegeben und bei 11.000 g fur eine Minute
bei Raumtemperatur (15 — 25 °C) zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und
die in der Saule befindliche DNA wurde anschliel3end gereinigt. Dazu wurden 500 pl
Puffer BW pro Saule pipettiert und ebenfalls fur eine Minute bei 11.000 g und Raum-
temperatur (15 — 25 °C) zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Durchlaufs folgte ein
zweiter Waschschritt mit 600 pl Puffer BS pro Saule der Probe und ebenfalls einer
Zentrifugation Uber eine Minute bei 11.000 g und Raumtemperatur (15 — 25 °C). Der
Durchfluss konnte wiederum verworfen werden. Um die Aufreinigung zu verbessern,
wurde anschliefend die Saule nochmals bei 11.000 g fur eine Minute bei Raumtem-
peratur (15 — 25 °C) zentrifugiert. Um die sich in der Saule befindliche DNA zu eluie-
ren, wurde die Saule nun in ein neues 1,5 ml ERG gegeben und mit 100 ul Elutions-
puffer BE beschichtet. Nach einer Inkubationszeit von einer Minute bei Raumtempe-
ratur (15 — 25 °C) wurden die Proben bei 11.000 g fur eine Minute bei Raumtempera-
tur (15 — 25 °C) zentrifugiert. Die so gewonnene DNA, gelost in Elutionspuffer, wurde
zu Qualitatskontrollzwecken im NanoDrop®-ND-1000 Spektrophotometer vermes-
sen. Dabei wurde eine Probe als rein angesehen, welche einen Extinktionsquotien-
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ten beziehungsweise Optische-Dichte-Quotienten (OD) bei 260/380 nm von grofer
gleich 1,8 aufweist.

2.2.4 Absolute quantitative Realtime-PCR

Zur Vorbereitung der absoluten quantitativen Realtime-PCR werden die Primer fur
die rcDNA des Hepatitis-B-Virus auf eine Endkonzentration von 5 pmol/ul verdinnt.
Pro Ansatz wurden 10 ul FastStart Essential DNA Green Master Mix, 3 ul destilliertes
RNA-freies Wasser, 1 ul des 5 pmol/ul vorverdunnten Vorwarts- und 1 pl des Ruck-
warts-Primers verwendet. Mit 5 yl DNA-Probe ergab sich ein finales Reaktionsvolu-
men von 20 pl.

Als Standard-Referenz diente eine HBV-DNA-Referenzprobe des Paul-Ehrlich-
Institutes, fur welche eine Viruslast von 80.000 IU/ml bekannt war. In Vorversuchen
wurden 3- bis 4-fach Bestimmungen in 5 bis 6 Logstufen mit dieser Referenzprobe
durchgefuhrt, um eine Standardkurve zu ermitteln. Die gemittelte Effizienz der Stan-
dardkurve lag dort bei 1,80.

Die zu untersuchenden DNA-Proben, jeweils eine Referenz-DNA-Probe und eine
Negativkontrolle (10 pl FastStart Essential DNA Green Master Mix, 8 pl destilliertes
RNA-freies Wasser, 1 yl 5 pmol/pl Vorwarts- und 1 pl Ruckwarts-Primer) wurden in
LightCycler® 8-Tube Streifen pipettiert und bei 1.500 g zwei Minuten lang zentrifu-
giert. Die Streifen wurden anschlief3end fur 45 Zyklen (genaue Angaben siehe Tabel-
le 13) im LightCycler®-96-Realtime-PCR-Gerat amplifiziert. Die Auswertung der Zyk-
lus-Schwellenwerte (Cp-Wert oder Ct-Wert genannt) erfolgte mittels der LightCyc-
ler®-96-SW 1.1 Software. Die Software kann anhand einer einzigen Referenz-DNA-
Probe und des manuell eingegebenen Effizienz-Wertes eine Standardkurve berech-
nen. So konnte zuverlassig die HBV-rcDNA in Internationalen Einheiten pro Milliliter
(IU/ml) ermittelt werden.

Segment Zyklen Temperatur Zeit Rampe
[°C] [s] [°C/s]
1
(Vorinkubation) 1 95 300 4.4
5 95 25 4.4
e 45 60 15 2,2
(Amplifikation) 75 30 44
3 1 95 10 4.4
(Schmelzung) 65 60 2,2
4
(Kiihlung) 1 37 20 4.4

Tabelle 13 Einstellungen rcDNA-Realtime-PCR-Zyklen

2.2.5 Luciferase-Reporter-Assay

Nach entsprechender Stimulationszeit wurde der Zellkulturiberstand der adharenten
Zellen abgesaugt und 120 pl Zelllysispuffer in jede Kavitat der 24-Well-Platte gege-
ben. Nach einer funfminutigen Inkubation bei Raumtemperatur (15 — 25 °C) wurde
das entstandene Zelllysat in ein neues 1,5 ml ERG uUberfuhrt. Das Zelllysat wurde
anschlie3end bei 20.000 g fur zwei Minuten bei Raumtemperatur (15 — 25 °C) zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend in ein neues 1,5 ml ERG gegeben. In ei-
ne weilke 96-Well-Mikrotiterplatte wurde jeweils 70 ul Zelllysat pipettiert und ztgig 50
ul Luciferase-Assay-Substrat hinzugegeben. Das hierin befindliche Luciferin wird da-
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bei mittels des Enzyms Firefly-Luciferase, welches auf dem Replikonsystem der
LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen codiert ist, zu Oxyluciferin oxidiert. Die
dabei entstehende Biolumineszenz der Proben wurde bei einer Integrationszeit von
2000 ms in einem Infinite®-M200-Absorptionsmessgerat gemessen.

Zur Normalisierung der Absorptionswerte wurde ein Coomassie-Brilliantblau-
Proteinassay, auch bekannt als Bradford-Assay, durchgefuhrt (Bradford 1976). Dazu
wurden aus den noch vorhandenen 60 pl Zelllysat 2 yl entnommen und mit 198 pl
Bradford-Reagenz (Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250) ver-
mischt. Der Farbstoff bildet im sauren Milieu mit den vorhandenen Proteinen Kom-
plexe und gelangt so in seine blaue, unprotonierte Form, welche bei 600 nm gemes-
sen werden kann. Dazu wurden die 200 ul pro Probe in je eine Kavitat einer 96-Well-
Platte gegeben und mit einem Infinite M200-Absorptionsmessgerat gemessen. Als
Leerwert diente dabei 2 pl des Zelllysispuffers. Der Absorptionswert des Leerwertes
wurde von den Absorptionswerten der Proben subtrahiert und die so gewonnene Dif-
ferenz mit den Chemilumineszenz-Absorptionswerten multipliziert, um eine Normali-
sierung der Werte zu erreichen.

2.2.6 MTT-und CTB-Viabilitatsassay

Fir den 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium-Bromid-Assay (MTT-
Assay) wurde nach entsprechender Inkubationszeit das Zellkulturmedium aus den
Kavitaten der 96-Well-Platte abgesaugt. Nachdem 100 pl frisches Zellkulturmedium
pro Kavitat vorgelegt wurde, wurde in jede Kavitat 20 pyl 5 % MTT-Reagenz hinzuge-
geben. Die Platte wurde dann fur 45 Minuten bei 37 °C und 5 % CO2 im Zellkultur-
schrank inkubiert. Die mitochondrialen Reduktase-Enzyme reduzieren dabei die
Substanz MTT zu dem unldslichen Stoff Formazan, welcher eine violette Farbe auf-
weist. Diese Farbgebung konnte nach vorangegangener Lyse der adharenten Zellen
in einem Absorptionsmessgerat bei 570 nm gemessen werden.

Zur Lyse der Zellen wurden 50 pl auf 37 °C vorgewarmter SDS-Lysispuffer (Zusam-
mensetzung siehe Tabelle 4) pro Kavitat in die 96-Well-Platte gegeben und die Platte
in einen auf 37 °C aufgeheizten Inkubator 8 bis 24 Stunden lang inkubiert. Nach Ab-
lauf der Zeit wurden 100 pul aus jeder Kavitat in eine neue 96-Well-Mikrotiterplatte
uberfuhrt und im Infinite®-M200-Absorptionsmessgerat gemessen.

Fur den Cell-Titer-Blue-Viabilitdtsassay (CTB-Assay) wurden nach Ende der Stimula-
tionszeit 20 pl CTB-Reagenz zu jeder Probe pro Kavitat der 96-Well-Platte gegeben
und auf einem Platten-Schuttler vermengt. Die Platte wurde anschliellend fur eine
Stunde bei 37 °C und 5 % CO, im Zellkulturschrank inkubiert. Das CTB-Reagenz
enthalt Resazurin. Dieser Stoff wird von lebenden Zellen zu dem fluoreszierenden
Stoff Resorufin reduziert. Die Reduktion zu Resorufin ist proportional zu der Anzahl
der metabolisch aktiven und lebenden Zellen. Am Ende der einstundigen Inkubation
wurde die Platte nochmals fur 10 Sekunden auf dem Platten-Schuttler gemischt. An-
schlieBend wurde die Fluoreszenz von Resorufin bei einer Anregungswellenlange
von 560 nm und einer Emissionswellenlange von 590 nm gemessen.

2.2.7 HBsAg-Messung

Das spezifische Hepatitis-B-Oberflachenantigen HBsAg wurde durch das Institut fur
Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene am Universitatsklinikum Hamburg
Eppendorf unter der Leitung von Frau PD Dr. med. S. Polywka mittels eines Abbott-
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m24sp-Gerates gemessen. Die Ergebnisse wurden in der Signal-to-Cut—Off (S/CQO)
Ratio Ubermittelt. Zur Errechnung dieser Ratio dividiert man den Wert des Extinkti-
onsquotienten beziehungsweise den Optische-Dichte-Quotient (OD) der Probe durch
den hochsten OD-Wert des Probendurchlaufs. Dieser Wert ist spezifisch fur jeden
Testdurchlauf und kann statistisch genau positive Ergebnisse vorhersagen.

2.2.8 Statistische Auswertung

Die statistischen Analysen wurden mit dem GraphPad-Prism®-Programm Version 6
durchgefuhrt. Dabei wurde zum Vergleich der einzelnen Gruppen eine einfaktorielle
ANOVA durchgefuhrt. Um Effekte durch Mehrfachtestung auszugleichen, wurde der
Bonferroni-Test angewandt. Im Folgenden werden die Daten als Mittelwerte mit den
dazugehdrigen Standardabweichungen als Balkendiagramm dargestellt. Das Signifi-
kanzniveau a ist mit 0,05 definiert. Es wird die Spannweite angegeben mit *p < 0,05,
**p < 0,01, **p < 0,001 und ****p < 0,0001.
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Wirkung von Cholecalciferol (Vitamin D3)

3 Ergebnisse

3.1 Wirkung von Cholecalciferol (Vitamin D3)

Um zu Uberprufen, ob die eingesetzten Cholecalciferol-Konzentrationen eine toxi-
sche Wirkung auf die HBV-transgenen Zellen haben, wurde zunachst ein Cell-Titer
Blue-Viabilitdtsassay (kurz CTB-Assay) durchgefuhrt. Hierbei konnte gezeigt werden,
dass Cholecalciferol in den Konzentrationen von 0,01 yM bis 10 uM das Zelluberle-
ben, verglichen zur mit Ethanol behandelten Kontrollgruppe, bei Behandlungszeit-
raumen von 24, 48 und 72 Stunden in HepG2.2.15-Zellen nicht beeinflusst (siehe
Abbildung 15, Abbildung 16, Abbildung 17). Hingegen fuhren bereits kleinste Mengen
(0,01 pM) Cholecalciferol in HepG2-H1.3 Zellen nach einer 24-stundigen Inkubati-
onszeit zu einer Reduktion der Zellzahl. Dieser Effekt liel3 sich nach 48 Stunden nur
noch geringfugig, nach 72 Stunden gar nicht mehr nachweisen.
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150 - 150
sk 3 1% (v/v) Ethanol
N a P T = Vitamin D3
Jedek
T 100 —— T 100 —
5 5
= 50 4 = 50 4
Ke) Ke)
=& ©
s s
0 T 0 T
Q N N N o Q N N N )
Q9 Q- N Q9 Qe L\
VD3 [uM] VD3 [uM]

Abbildung 15: Viabilitit der HepG2.2.15- und HepG2-H1.3-Zellen in der 24-Stunden-Inkubation mit Vitamin
D3 (Cholecalciferol), getestet mit dem CTB-Assay (***p < 0,001, ****p < 0,0001)

HepG2.2.15 HepG2-H1.3
150 4 150 4
3 1% (v/v) Ethanol
N N N mm Vitamin D3
T 100 —— T 1004
5 5
= 50 4 = 50 -
0 Ke}
S ©
s s
0 T 0 T
Q N N N o Q N N N o
R o N S o N
VD3 [uM] VD3 [uM]

Abbildung 16: Viabilitit der HepG2.2.15- und HepG2-H1.3-Zellen in der 48-Stunden-Inkubation mit Vitamin
D3 (Cholecalciferol), getestet mit dem CTB-Assay (*p < 0,05)
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Abbildung 17: Viabilitdt der HepG2.2.15- und HepG2-H1.3-Zellen in der 72-Stunden-Inkubation mit Vitamin
D3 (Cholecalciferol), getestet mit dem CTB-Assay
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Wirkung von Calcidiol (25-Hydroxyvitamin D3)

Mogliche Wirkungen von Cholecalciferol auf die Virusreplikation wurden zum einen
uber den Gehalt an spezifischem Oberflachenantigen (Hepatitis-B-Surface-Antigen,
HBsAg) und zum anderen an der Menge an Hepatitis-B-Virus-rcDNA gemessen.

Wie in Abbildung 18 gezeigt, erhohte sich die Menge an HBsAg bei der hochsten
Konzentration von 10 uM Cholecalciferol im Zellkulturiberstand in beiden getesteten
Zellsystemen signifikant.
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Abbildung 18: Spezifisches Hepatitis-B-Oberflichenantigen (Hepatitis-B-Surface-Antigen, HBsAg) - Ge-
halt im Zellkulturiiberstand nach 72-Stunden-Inkubation mit Cholecalciferol (Vitamin D3) (***p < 0,001, ****p
< 0,0001)

Zusatzlich  verringerte sich der Gehalt an Hepatitis-B-Virus-rcDNA im
Zellkulturiberstand bei 10 yM Konzentration von Cholecalciferol ebenfalls signifikant
in beiden getesteten Zellsystemen (siehe Abbildung 19).
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Abbildung 19: Hepatitis-B-rcDNA Gehalt im Zellkulturiiberstand nach 72-Stunden-Inkubation mit Chole-
calciferol (Vitamin D3) (*p < 0,05, **p < 0,01)

3.2 Wirkung von Calcidiol (25-Hydroxyvitamin D3)

Zur Uberprifung der toxischen Wirkung der eingesetzten Calcidiol-Konzentrationen
auf die HBV-transgenen Zellen wurde ebenfalls ein CTB-Viabilitdtsassay durchge-
fuhrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Calcidiol in den Konzentrationen von 0,01
MM bis 10 uM das Zelliberleben, verglichen zur mit Ethanol behandelten Kontroll-
gruppe, bei Behandlungszeitraumen von 24, 48 und 72 Stunden in HepG2.2.15-
Zellen nicht beeinflusst (siehe Abbildung 20, Abbildung 21, Abbildung 22). In den
HepG2-H1.3-Zellen zeigte sich bei der hochsten Konzentration von 10 uM Calcidiol
nach 24 Stunden Inkubationszeit eine signifikante Reduktion der lebenden Zellen im
Vergleich zur Ethanol-Kontrollgruppe. Dieser Effekt liel3 sich nach 48 sowie nach 72
Stunden nicht mehr nachweisen.
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Wirkung von Calcidiol (25-Hydroxyvitamin D3)
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Abbildung 20: Viabilitit der HepG2.2.15- und HepG2-H1.3-Zellen in der 24-Stunden-Inkubation mit 25-
Hydroxyvitamin D3 (Calcidiol), getestet mit dem CTB-Assay (**p < 0,01)
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Abbildung 21: Viabilitit der HepG2.2.15- und HepG2-H1.3-Zellen in der 48-Stunden-Inkubation mit 25-
Hydroxyvitamin D3 (Calcidiol), getestet mit dem CTB-Assay
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Abbildung 22: Viabilitdt der HepG2.2.15- und HepG2-H1.3-Zellen in der 72-Stunden-Inkubation mit 25-
Hydroxyvitamin D3 (Calcidiol), getestet mit dem CTB-Assay

Mogliche Wirkungen von Calcidiol auf die Virusreplikation wurden ebenfalls Gber den
Gehalt an Oberflachenantigen (HBsAg) und an der Menge an Hepatitis-B-Virus-
rcDNA gemessen.

Wie in Abbildung 23 dargestellt, erhohte sich die Menge an HBsAg bei der hochsten
Konzentration von 10 uM Calcidiol im Zellkulturiberstand ausschlieBlich bei den
HepG2-H1.3-Zellen signifikant.
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Wirkung von Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin D3)
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Abbildung 23: Gehalt an spezifischem Hepatitis-B-Oberflachenantigen (Hepatitis B Surface Antigen,
HBsAg) im Zellkulturiiberstand nach 72 Stunden Inkubation mit Calcidiol (25-Hydroxyvitamin D3) (***p <
0,001)

Verglichen mit der Ethanol-Kontrollgruppe war die Konzentration von Hepatitis-B-
Virus-rcDNA in den beiden untersuchten Zellsystemen im Zellkulturiberstand nach
72 Stunden Inkubationszeit mit Calcidiol nicht verringert (siehe Abbildung 24).
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Abbildung 24: Hepatitis-B-rcDNA-Gehalt im Zellkulturiiberstand nach 72 Stunden Inkubation mit Calcidiol
(25-Hydroxyvitamin D3)

3.3 Wirkung von Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin D)

Die toxische Wirkung der eingesetzten Calcitriol-Konzentrationen auf die HBV-
transgenen Zellen wurde ebenfalls durch einen CTB-Viabilitdtsassay Uberpruft. Dabei
zeigte sich bei den HepG2.2.15-Zellen fur alle verwendeten Konzentrationen nach 24
Stunden Inkubationszeit eine signifikante Verringerung der Zellviabilitat im Vergleich
zu der Ethanol-Kontrollgruppe (siehe Abbildung 25). Dieser Effekt konnte nach 48
Stunden Inkubationszeit nur noch bei Konzentrationen von 0,001 uM bis 0,1 uM Cal-
citriol beobachtet werden (siehe Abbildung 26). Nach 72 Stunden war kein Effekt
mehr sichtbar.

Die HepG2-H1.3-Zellen hingegen zeigten bei 24 und 72 Stunden Inkubation mit den
verwendeten Konzentrationen von Calcitriol keine Verringerung im Zelliberleben
verglichen mit der Kontrollgruppe (Abbildung 25, Abbildung 27). Nach 48 Stunden
Inkubation zeigte sich im Kontrast dazu eine Erhdhung der Zellviabilitat bei niedrigen
Konzentrationen von Calcitriol (siehe Abbildung 26).
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Wirkung von Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin D3)
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Abbildung 25: Viabilitat der HepG2.2.15- und HepG2-H1.3-Zellen in der 24-Stunden-Inkubation mit 1a,25-
Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol), getestet mit dem CTB-Assay (*p < 0,05, **p < 0,01)
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Abbildung 26: Viabilitat der HepG2.2.15- und HepG2-H1.3-Zellen in der 48-Stunden-Inkubation mit 1a,25-
Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol), getestet mit dem CTB-Assay (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001)
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Abbildung 27: Viabilitat der HepG2.2.15- und HepG2-H1.3-Zellen in der 72-Stunden-Inkubation mit 1a,25-
Dihydroxyvitamin D3 (Calcitriol), getestet mit dem CTB-Assay

Mogliche Effekte von Calcitriol auf die Virusreplikation wurden ebenfalls zum einen
uber den Gehalt an Oberflachenantigen (HBsAg) und zum anderen an der Menge
von Hepatitis-B-Virus-rcDNA gemessen.

Nach einer Inkubationsdauer von 72 Stunden erhoOhte sich die Menge an HBsAg im
Zellkulturiberstand von HepG2.2.15-Zellen signifikant bei einer Calcitriol-
Konzentration von 0,001 yM und 0,01 pyM (siehe Abbildung 28). Dieser Effekt zeigte
sich bei den HepG2-H1.3-Zellen nicht. Hier verringerten die Konzentrationen von 0,1
MM und 1 pM Calcitriol das Oberflachenantigen im Zellkulturiberstand im Vergleich
zur Ethanol-Kontrollgruppe signifikant.
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Wirkung des Limonoids TWF5 (Trichilia lactone D5)
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Abbildung 28: Gehalt an spezifischem Hepatitis-B-Oberflachenantigen (Hepatitis B Surface Antigen,
HBsAg) im Zellkulturiiberstand nach 72 Stunden Inkubation mit Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin Ds3) (*p
<0,05)

Im Vergleich zur Ethanol-Gruppe war der Gehalt von Hepatitis-B-Virus-rcDNA von
HepG2.2.15-Zellen im Zellkulturiberstand nach einer Inkubationsdauer von 72
Stunden mit Calcitriol nicht verandert (siehe Abbildung 29). Bei den HepG2-H1.3-
Zellen hingegen fuhrten die Konzentrationen von 0,01 uM, 0,1 yM und 1uM Calcitriol
zu einer signifikanten Reduktion von HBV-rcDNA im Zellkulturiberstand nach einer
Inkubationszeit von 72 Stunden.
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Abbildung 29: Hepatitis-B-rcDNA Gehalt im Zellkulturiiberstand nach 72 Stunden Inkubation mit Calcidiol
(1a,25-Dihydroxyvitamin D3) (*p < 0,05, **p < 0,01)

3.4 Wirkung des Limonoids TWF5 (Trichilia lactone D5)

Das bisher wenig naher erforschte Limonoid TWF5 (auch Trichilia lactone D5 ge-
nannt) wurde zunachst auf seine Toxizitat auf die HCV-transgenen Zelllinien LucUbi-
Neo-ET und JFH-LucUbiNeo mittels eines MTT-Testes untersucht. Dabei zeigte sich,
dass TWF5 in den eingesetzten Konzentrationen von 0,01 uM bis maximal 25 yM
Uber einen Inkubationszeitraum von 24 und 48 Stunden keine Reduktion der Zellzahl
verglichen mit der DMSO-Negativkontrolle zur Folge hatte (siehe Abbildung 30 und
Abbildung 31).
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Wirkung des Limonoids TWF5 (Trichilia lactone D5)
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Abbildung 30: Viabilitdt der LucUbiNeo-ET und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 24-Stunden-Inkubation mit
TWFS5 (Trichilia lactone D5), getestet mit dem MTT-Assay
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Abbildung 31: Viabilitat der LucUbiNeo-ET und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 48-Stunden-Inkubation mit
TWFS5 (Trichilia lactone D5), getestet mit dem MTT-Assay

Mogliche Effekte der Substanz auf die Zellen wurden Uber die Chemilumineszenz
des Luciferase-Gens bestimmt. Wie in Abbildung 32 und Abbildung 33 gezeigt, hat
TWEFS5 in den eingesetzten Konzentrationen bei einem Inkubationszeitraum von 24
und 48 Stunden keinen Effekt auf die intrazellulare Viruslast der HCV-transgenen
Zelllinien LucUbiNeo-ET und JFH-LucUbiNeo.
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Abbildung 32: Chemilumineszenz der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 24-Stunden-
Inkubation mit TWF5 (Trichilia lactone D5)
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Wirkung des Limonoids TWF9 (Rohituka-3)
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Abbildung 33: Chemilumineszenz der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 48-Stunden-
Inkubation mit TWFS5 (Trichilia lactone D5)

3.5 Wirkung des Limonoids TWF9 (Rohituka-3)

Zhang et al. 2013 und Zhang et al. 2007 erwahnten bereits den strukturellen Aufbau
des Limonoids TWF9 (Rohituka-3), jedoch wurde seine Wirkung auf Hepatitis-C-
Virus transgene Zellen bisher noch nicht untersucht. Um sicher zu stellen, dass die
eingesetzten Konzentrationen von 0,01 yM bis maximal 25 pyM keine toxische Wir-
kung auf die Zellen vorweisen, wurde zunachst eine Zellviabilitatstestung mittels des
MTT-Testes durchgefuhrt. Dabei zeigte sich kein Effekt auf die LucUbiNeo-ET Zellen.
Hingegen kam es bei den JFH-LucUbiNeo Zellen zu einer Verringerung der Zellzahl
bei den Konzentrationen von 0,1 uyM, 1 yM und 10 pyM nach der 24-Stunden-
Inkubation im Vergleich zur Kontroligruppe, welche mit dem Ldsungsmittel DMSO
behandelt wurde (siehe Abbildung 34). Dieser Effekt konnte nach 48 Stunden Inku-
bationsdauer nicht mehr nachgewiesen werden (siehe Abbildung 35).
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Abbildung 34: Viabilitat der LucUbiNeo-ET und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 24-Stunden-Inkubation mit
TWF9 (Rohituka-3), getestet mit dem MTT-Assay (*p < 0,05, **p < 0,01)
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Wirkung des Limonoids TWF9 (Rohituka-3)
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Abbildung 35: Viabilitat der LucUbiNeo-ET und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 48-Stunden-Inkubation mit
TWF9 (Rohituka-3), getestet mit dem MTT-Assay

Mogliche Wirkungen des Limonoids TWF9 (Rohituka-3) auf die Zellen wurden Uber
die Chemilumineszenz des Luciferase-Gens bestimmt. Abbildung 36 zeigt dabei,
dass 24 Stunden Inkubationszeit in den verwendeten Konzentrationen keinen Effekt
auf die Virusreplikation innerhalb der HCV-transgenen Zellen verglichen mit der Ne-
gativkontrollgruppe hatte. Nach einem Inkubationszeitraum von 48 Stunden konnte
bei den LucUbiNeo-ET-Zellen eine signifikante Verminderung der Chemilumineszenz
bei 1 yM TWF9 und bei den JFH-LucUbiNeo-Zellen eine signifikante Erhdhung bei
einer Konzentration von 10 yM TWF9 gezeigt werden (siehe Abbildung 37).
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Abbildung 36: Chemilumineszenz der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 24-Stunden-
Inkubation mit TWF9 (Rohituka-3)
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Abbildung 37: Chemilumineszenz der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 48-Stunden-
Inkubation mit TWF9 (Rohituka-3) (*p < 0,05)
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Wirkung des Limonoids TWF10 (Dregeanin DM4)

3.6 Wirkung des Limonoids TWF10 (Dregeanin DM4)

TWF10 (Dregeanin DM4), welches bisher in der Literatur wenig Erwahnung fand,
wurde zunachst auf toxische Wirkungen gegenuber den verwendeten Zelllinien un-
tersucht. Mittels des MTT-Testes konnte gezeigt werden, dass TWF10 bei einem In-
kubationszeitraum von 24 beziehungsweise 48 Stunden keine Reduktion der Zellzahl
in den verwendeten Konzentrationen auf die LucUbiNeo-ET- und die JFH-
LucUbiNeo-Zellen zur Folge hat (siehe Abbildung 38 und Abbildung 39). Lediglich die
Konzentration von 25 yM TWF10 fuhrte bei den LucUbiNeo-ET-Zellen nach 24 Stun-

den zu einer signifikanten Erhohung der Zellzahl verglichen mit der DMSO-
Negativkontrollgruppe.
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Abbildung 38: Viabilitdt der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 24-Stunden-Inkubation mit
TWF10 (Dregeanin DM4), getestet mit dem MTT-Assay (**p < 0,01)
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Abbildung 39: Viabilitdt der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 48-Stunden-Inkubation mit
TWF10 (Dregeanin DM4), getestet mit dem MTT-Assay

Uber die Messung der Chemilumineszenz der Zellen wurde der Gehalt an Hepatitis-
C-Virus-Replikonsystemen bestimmt. Wie in Abbildung 40 und Abbildung 41 gezeigt,
veranderte sich die Chemilumineszenz in den verwendeten Konzentrationen von
0,01 uM bis 25 yM TWF10 in der 24-, sowie in der 48-Stunden-Inkubation nicht signi-
fikant verglichen mit der Losungsmittelkontrolle.
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Wirkung des Phytosterols TWT1
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Abbildung 40: Chemilumineszenz der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 24-Stunden-

Inkubation mit TWF10 (Dregeanin DM4)
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Abbildung 41: Chemilumineszenz der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 48-Stunden-

Inkubation mit TWF10 (Dregeanin DM4)

3.7 Wirkung des Phytosterols TWT1

Die zur Gruppe der Phytosterole gehorige Substanz TWT1 wurde zunachst Uber ein
MTT-Viabilitatsassay auf zelltoxische Effekte untersucht. Nach Inkubationszeiten von
24 und 48 Stunden zeigte sich in den verwendeten Konzentrationen keine Anderung
der Viabilitat der LucUbiNeo-ET- und der JFH-LucUbiNeo-Zellen (siehe Abbildung 42

und Abbildung 43).
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Abbildung 42: Viabilitdt der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 24-Stunden-Inkubation mit

TWT1, getestet mit dem MTT-Assay
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Wirkung des Phytosterols TWT1
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Abbildung 43: Viabilitdt der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 48-Stunden-Inkubation mit
TWT1, getestet mit dem MTT-Assay

Mogliche Wirkungen der Substanz wurden uber die Messung der Chemilumineszenz
beurteilt. Bereits nach 24 Stunden Inkubationsdauer in LucUbiNeo-ET-Zellen zeigte
sich bei den Konzentrationen von 1 uM, 10 yM und 25 yM TWT1 eine signifikante
Reduktion der Chemilumineszenz und somit der viralen Replikonsysteme (siehe Ab-
bildung 44). Um bei den folgenden Versuchen Substanz zu sparen, wurde als hochs-
te Konzentration 10 yM TWT1 eingesetzt. So zeigte sich ebenfalls nach 24 Stunden
Inkubation eine signifikante Reduzierung der Chemilumineszenz bei Konzentrationen
von 5 yM und 10 yM TWT1 in den JFH-LucUbiNeo-Zellen.
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Abbildung 44: Chemilumineszenz der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 24-Stunden-
Inkubation mit TWT1 (****p < 0,0001)

Nach einer Inkubationsdauer von 48 Stunden bestatigte sich der zuvor beobachtete
Effekt. Die LucUbiNeo-ET-Zellen wiesen eine signifikante Verminderung der Chemi-
lumineszenz bei 8 yM und 10 uM TWT1 auf, die JFH-LucUbiNeo-Zellen bei 5 yM und
10 yM TWT1-Konzentration (siehe Abbildung 45). TWT1-Konzentrationen von 0,01
MM, 0,1 uM und 1 pM fuhrten in den JFH-LucUbiNeo-Zellen nach einer Inkubations-
dauer von 48 Stunden zu einer Erhohung der Chemilumineszenz verglichen mit der
DMSO-Kontrollgruppe.
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Wirkung des Phytosterols TTAG
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Abbildung 45: Chemilumineszenz der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 48-Stunden-
Inkubation mit TWT1 (***p < 0,001, ****p < 0,0001)

Aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse wurden die Versuche reproduziert (Da-
ten nicht gezeigt) und logarithmisch aufgetragen, um eine halb-maximale effektive
Konzentration (ECs) bestimmen zu konnen (Abbildung 46). Dabei ergibt sich bei ei-
nem Inkubationszeitraum von 24 Stunden fur das LucUbiNeo-ET-Zellsystem eine
Konzentration von ECsg = 1,186 uM TWT1 (95% KIl: 0,9204 — 1,529) und fur die JFH-
LucUbiNeo-Zellen eine Konzentration von ECsy = 1,272 yM TWT1 (95% KI: 1,014 —
1,596).
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Abbildung 46: Logarithmische Auftragung der Chemilumineszenz von LucUbiNeo-ET- und JFH-
LucUbiNeo-Zellen nach 24 Stunden Inkubationszeit mit TWT1

3.8 Wirkung des Phytosterols TTA6

Die ebenfalls zur Gruppe der Phytosterole gehorige Substanz TTA6 wurde zunachst
Uber einen MTT-Viabilitatsassay auf zelltoxische Effekte untersucht. Bereits nach 24
Stunden Inkubationszeit zeigte die Konzentration von 25 yM TTAG6 eine signifikante
Reduktion der LucUbiNeo-ET-Zellen verglichen mit der Losungsmittel-Kontrollgruppe
(Abbildung 47). Nach 48 Stunden Inkubation bestatigte sich dieser Effekt (Abbildung
48), sodass in folgenden Versuchen die eingesetzte Hochstkonzentration auf maxi-
mal 10 uM verringert wurde. Diese Konzentration wies in den LucUbiNeo-ET und in
den JFH-LucUbiNeo-Zellen keine Anderung der Zellviabilitdt auf (siehe Abbildung 47
und Abbildung 48).
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Wirkung des Phytosterols TTAG
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Abbildung 47: Viabilitdt der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 24-Stunden-Inkubation mit
TTAG, getestet mit dem MTT-Assay (*p < 0,05)
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Abbildung 48: Viabilitdt der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 48-Stunden-Inkubation mit
TTAG, getestet mit dem MTT-Assay (***p < 0,001)

Mogliche Effekte von TTAG6 wurden durch Messung der Chemilumineszenz beurteilt.
Die toxische Konzentration von 25 yM TTAG zeigte bereits nach 24 Stunden Inkuba-
tion eine signifikante, starke Verminderung der Chemilumineszenz in den LucUbi-
Neo-ET Zellen. Jedoch fuhrte auch die Konzentration von 10 uM TTAG zu einer signi-
fikanten Reduktion (siehe Abbildung 49). Bei den JFH-LucUbiNeo-Zellen ergab die
Konzentration von 10 yM TTAG6 Uber einen Inkubationszeitraum von 24 Stunden
ebenfalls eine signifikante Reduktion der Chemilumineszenz. Die niedriger geteste-
ten Konzentrationen von 0,01 yM, 0,1 yM und 1 puM flhrten hingegen zu einer signi-
fikanten Steigerung der Chemilumineszenz im Vergleich zur Losungsmittel-
Kontrollgruppe (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Chemilumineszenz der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 24-Stunden-
Inkubation mit TTA6 (**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001)

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden konnte bei der toxischen Konzentration
von 25 uM in den LucUbiNeo-ET-Zellen gar keine Chemilumineszenz detektiert wer-
den. Die zuvor bei einem 24-Stunden-Inkubationszeitraum signifikant reduzierend
wirkende Konzentration von 10 uM TTAG reduzierte auch nach 48 Stunden die Che-
milumineszenz in den LucUbiNeo-ET-Zellen signifikant im Vergleich zur Negativkon-
trollgruppe. Auch die eingesetzte Konzentration von 1 yM TTAG fuhrte zu einer Re-
duktion (siehe Abbildung 50).

Die ebenfalls zuvor bei der 24-Stunden-Inkubationsdauer signifikant reduzierend wir-
kende Konzentration von 10 yM TTAG6 reduzierte auch nach 48 Stunden die Chemi-
lumineszenz in den JFH-LucUbiNeo-Zellen signifikant verglichen mit der DMSO-
Negativkontrolle. Zusatzlich fuhrten die niedrigeren Konzentrationen von 0,01 yM
und 1 yM TTAG6 wiederum zu einer Erhdhung der Chemilumineszenz in den JFH-
LucUbiNeo-Zellen. Dieser Effekt zeigte sich bereits nach 24 Stunden Inkubation und
bestatigte sich nach 48 Stunden (siehe Abbildung 50).
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Abbildung 50: Chemilumineszenz der LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen in der 48-Stunden-
Inkubation mit TTA6 (*p < 0,05, ***p < 0,001, ****p < 0,0001)

Aufgrund der vorangegangenen Ergebnisse wurden die Versuche reproduziert (Da-
ten nicht gezeigt) und logarithmisch aufgetragen, um eine halb-maximale effektive
Konzentration (ECso) bestimmen zu konnen (Abbildung 51). Dabei ergibt sich bei ei-
nem Inkubationszeitraum von 48 Stunden fur die LucUbiNeo-ET-Zellen eine Kon-
zentration von ECsp = 6,333 yM TTA6 (95% KI: 5,556 — 7,219) und fur die JFH-
LucUbiNeo-Zellen eine ungefahre Konzentration von ECsg = 29,71 uM TTA6 (95% KI
aus den vorhandenen Daten nicht ermittelbar).
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Abbildung 51: Logarithmische Auftragung der Chemilumineszenz von LucUbiNeo-ET- und JFH-
LucUbiNeo-Zellen nach 48 Stunden Inkubationszeit mit TTA6
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4 Diskussion

4.1 Vitamin D3 und dessen Derivate-vermittelte Wirkung auf die HBV-
Replikation

4.1.1 Cholecalciferol (Vitamin D3) erhoht konzentrationsabhangig die Menge
an Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg) und verringert zeitgleich den
rcDNA-Gehalt im Zellkulturuberstand

Vitamin D3 (Cholecalciferol) ist schon lange unter anderem bekannt als potenter Im-
munmodulator. Ein Vitamin-Ds-Mangel ist mit vielfaltigen Erkrankungen assoziiert.
Seit die Arbeitsgruppe um Farnik et al. einen Zusammenhang zwischen niedrigen
Vitamin D3 Spiegeln im Serum von chronischen Hepatitis-B-Patienten und schlechte-
rem Therapieansprechen postulierte, nahm das Interesse auf diesem Gebiet zu
(Farnik et al. 2013). Zur Erforschung des intrazellularen Wirkmechanismus wurde mit
dem HBV-transgenen Zellinien HepG2.2.15 und HepG2-H1.3 gearbeitet. In diesen
Zellinien wurden Konzentrationen von 0,01 pyM bis 10 uM Vitamin D3 eingesetzt. Die-
se Konzentrationen stellen einen Uberblick (iber vier Logstufen dar und orientieren
sich rund um die von der Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung empfohlene Kon-
zentration an der taglichen Mindestaufnahme von Calcidiol (0,05 uM) (Deutsche Ge-
sellschaft fur Ernahrung 2017). Die hochste eingesetzte Konzentration von 10 yM
Cholecalciferol zeigte im Zellmodell eine Erhdhung des Hepatitis-B-
Oberflachenantigens HBsAg nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden. Das Ober-
flachenantigen umgibt filamentds den kompletten Viruspartikel wie eine Art Hulle
(Koziel und Thio 2010). Es ist durchaus moglich, dass der Viruspartikel durch Wir-
kung von Vitamin D3 von mehr HBsAg-Filamenten umhullt wurde. Eine andere Mog-
lichkeit ist, dass freie Filamente in das Zellkulturmedium sezerniert und so mittels des
ELISA detektiert wurden (siehe Abbildung 18). Von einer realen Vermehrung des
Virus ist in diesem Versuchsaufbau nicht auszugehen, da die gemessene Menge an
extrazellularer DNA, sogenannte entspannt-zirkulare DNA (rcDNA), bei der effektiven
Konzentration von 10 yM Cholecalciferol signifikant reduziert war (siehe Abbildung
19). Auch von einem toxischen Effekt des Vitamins auf die Zellen ist nicht auszuge-
hen. Die in Abbildung 15 und Abbildung 16 gezeigten toxischen Effekte sind dem
Zellkultursystem an sich geschuldet. Auch wenn standardisiert vorgegangen wurde,
konnen Unterschiede in der ausgezahlten und ausgesaten absoluten Zellzahl pro
Kavitat der Versuchsplatte nicht ausgeschlossen werden. So fuhren mehr ausgesate
Zellen in den Kavitaten der Vergleichsreihe zu einer vermeintlichen Abnahme der
Zellzahl in den anderen Reihen. Auch konnen die oben genannten Effekte beobach-
tet werden, wenn sich die Zellen nicht alle gleich schnell und gleich oft vermehren.
Zur Vermeidung dieser Diversitaten wurden immer jeweils Vierfach-Bestimmungen
durchgefuhrt. Der vermeintlich toxische Effekt nach 24 und 48 Stunden Inkubations-
zeit ist nach einer 72-Stunden-Inkubation nicht mehr zu beobachten, was ebenfalls
fur einen Zelleffekt spricht und nicht flr eine Toxizitat der Substanz an sich. Ausge-
hend von der Annahme, dass Cholecalciferol in einer Konzentration von 10 yM fur
beide Zelllinien nicht toxisch ist, konnte eine signifikante Abnahme der extrazellularen
Hepatitis-B-Virus-rcDNA bei gleichzeitiger Vermehrung des Oberflachenantigens
HBsAg gemessen werden. Diese Daten zeigen moglicherweise den bisher nur in vivo
gezeigten Effekt, dass hohe Serumkonzentrationen von Vitamin D3 mit niedrigeren
HBV-DNA-Spiegeln einhergehen (Chen et al. 2015, Farnik et al. 2013).
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4.1.2 Calcidiol (25-Hydroxyvitamin D3;) erhoht konzentrationsabhangig die
Menge an Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg) in HepG2-H1.3-Zellen

Zur weiteren Untersuchung moglicher in vitro-Effekte von Vitamin D3 wurden als
nachstes Versuchsreihen mit dem Derivat Calcidiol (25-Hydroxyvitamin D3) durchge-
fuhrt. Dieses wird naturlicherweise durch die in den Leberzellen vorhandene mito-
chondriale 25-Hydroxylase (CYP27A1) aus Cholecalciferol (Vitamin D3) gebildet. Im
menschlichen Korper ist es die Form von Vitamin Ds-Derivaten, welche den prozen-
tual groten Anteil ausmacht.

Wie bereits fur Cholecalciferol gezeigt, erhdhte sich auch in der héchsten eingesetz-
ten Konzentration von 10 pM Calcidiol signifikant die Menge an HBV-
Oberflachenantigen HBsAg nach 72 Stunden Inkubationszeit (siehe Abbildung 23).
Jedoch wurde dieser Effekt nur bei einer der beiden untersuchten Zelllinien beobach-
tet. Dies kann wiederum durch eine vermehrte Bestuckung mit HBsAg-Filamenten
um das Viruspartikel oder mit vermehrter Bildung freier Filamente erklart werden.
Von einer Erhdhung der Viruskonzentration ist nicht auszugehen, da die extrazellula-
re rcDNA im Zellkulturiberstand der HepG2-H1.3 bei einer Konzentration von 10 uM
Calcidiol nicht erhoht ist (siehe Abbildung 24). Hingegen zeigt sich sogar eine Ten-
denz zur Verringerung der rcDNA, welche jedoch nicht signifikant ist. Dieser Trend ist
ebenfalls bei den HepG2.2.15-Zellen zu erkennen, ohne dass es eine Veranderung
in der HBsAg-Konzentration gibt. Bisher unveroffentlichte Daten einer kooperieren-
den Arbeitsgruppe um Prof. Protzer in Munchen zeigen eine signifikante Verringe-
rung der rcDNA bei Inkubationskonzentrationen von bis zu 10 yM Calcidiol in
HepG2.2.15, welche den hier gezeigten Trend bestatigt. Dass die gezeigten Daten
keine Signifikanz aufweisen, kann wiederum dem Zellkultursystem an sich geschul-
det sein. Unterschiedlich starkes Wachstum der Zellen oder unterschiedlich viele
ausgesate Zellen in den jeweiligen Kavitaten der Probenplatte konnten Grinde ge-
wesen sein. Dies sind ebenfalls mogliche Faktoren, um die Toxizitat von 10 yM Cal-
cidiol nach 24 Stunden Inkubation auf die HepG2-H1.3-Zellen zu erklaren. Da der
Effekt sich nach 48 und 72 Stunden nicht reproduzieren lasst, ist von einer nicht rea-
len Toxizitat auszugehen (siehe Abbildung 20, Abbildung 21, Abbildung 22).

4.1.3 Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin D3;) weist moglicherweise in niedrigen
Konzentrationen zytotoxische Effekte in HepG2.2.15-Zellen und zellver-
mehrende Effekte in HepG2-H1.3-Zellen auf

Das zweite Derivat von Vitamin Ds, Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin D3), wurde
ebenfalls auf seine in vitro-Effekte untersucht. Calcitriol wird mittels des in Nierenzel-
len befindlichen mitochondrialen Enzyms 1a-Hydroxylase aus Calcidiol gebildet und
weist die hochste biologische Aktivitat aller drei Derivate auf (Rosen 2011). Durch die
bekannte hohe biologische Aktivitat wurden in den Versuchsreihen mit Calcitriol be-
reits eine Logstufe geringere Konzentrationen gewahlt (0,001 pM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1
MM statt 0,01 yM, 0,1 uyM, 1uM und 10 yM Calcitriol beziehungsweise Cholecal-
ciferol). Die in Abbildung 25 und Abbildung 26 gezeigten Ergebnisse, dass es in den
HepG2.2.15 Zellen bei Konzentrationen von 0,001 yM, 0,01 pM, 0,1 yM und 1 pM
nach 24 Stunden Inkubationszeit respektive bei 0,001 uyM, 0,01 yM und 0,1 pM nach
48 Stunden Inkubationszeit zu einer Verminderung der Zellviabilitdt gekommen ist,
kann, wie oben bereits ausgefuhrt wurde, dem Zellkultursystem an sich geschuldet
sein. Wie ebenfalls erlautert, gibt es sicherlich immer Unterschiede in den ausgesa-
ten Zellzahlen, obwonhl ein standardisiertes Zahl- und Verdinnungsverfahren genutzt
wurde. Um die Effekte so weit wie moglich auszugleichen, wurde jeweils eine Vier-
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fachbestimmung fur jede Konzentration durchgefuhrt. In einer anderen in vitro-Arbeit
mit ebenfalls humanen Hepatomzellen (Hep-3B) konnten die Autoren eine konzentra-
tionsabhangige Inhibierung des Zellwachstums der Hep-3B-Zellen ab Konzentratio-
nen von 0,0001 uM Calcitriol belegen (Pourgholami et al. 2000). Die Inkubationsdau-
er betrug jedoch 120 Stunden, sodass die Daten nicht in dem Sinne vergleichbar
sind. Im Falle einer realen Toxizitat der Konzentrationen an Calcitriol sollte sich die-
ser Effekt theoretisch nach verlangerter Inkubationszeit verstarken. Dies ist nach den
vorliegenden Daten nicht der Fall (siehe Abbildung 27), sodass in erster Linie von
einem dem Zellkultursystem geschuldeten Zellverlust auszugehen ist.

Bei der zweiten untersuchten HBV-transgenen Zelllinie HepG2-H1.3 zeigte sich je-
doch ein inverser Effekt: Die beiden niedrigsten eingesetzten Konzentrationen (0,001
MM und 0,01 uM Calcitriol) fuhren zu einer Steigerung der Zellzahl nach 48 Stunden
(siehe Abbildung 26). Auch dies ist moglicherweise dem Zellkultursystem an sich ge-
schuldet. So konnte beispielsweise eine zu gering ausgesate Anzahl an Zellen in der
Referenzreihe eine Begrindung sein. Eine weitere Erklarung ware, dass die einge-
setzte 0,05 % (v/v) Ethanolkonzentration als Standardreferenz eine toxische Wirkung
auf die HepG2-H1.3-Zellen nach 48 Stunden aufweist. Dies kann jedoch ausge-
schlossen werden, da zuvor Testreihen mit verschiedenen Ethanolkonzentrationen
mit den beiden Zelllinien gemacht wurden, die eine Toxizitat auf die Zellen erst bei 10
% (v/v) Ethanol nach 48 Stunden aufzeigen (Daten nicht gezeigt).

4.1.4 Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin D3) fuhrt in niedrigen Konzentrationen
zu einer Vermehrung des HBV-Oberflachenantigens HBsAg bei gleich-
bleibender rcDNA-Konzentration im Zellkulturiberstand von HepG2.2.15-
Zellen

Bei der Untersuchung von Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin D3) auf die HepG2.2.15
konnte nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden eine signifikante Erhdhung des
HBV-Oberflachenantigens HBsAg nachgewiesen werden (siehe Abbildung 28). Die-
ser Effekt zeigte sich besonders bei den niedrigen eingesetzten Konzentrationen von
0,001 pyM und 0,01 pM Calcitriol. Wie zuvor in Abschnitt Cholecalciferol (Vitamin D3)
erhoht konzentrationsabhangig die Menge an Hepatitis-B-Oberflachenantigen
(HBsAg) und verringert zeitgleich den rcDNA-Gehalt im Zellkulturiberstand und Ab-
schnitt Calcidiol (25-Hydroxyvitamin D3) erhoht konzentrationsabhangig die Menge
an Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg) in HepG2-H1.3-Zellen erlautert, zeigt
sich dieser Effekt ebenfalls fur Cholecalciferol bei beiden eingesetzten HBV-
transgenen Zelllinien und fur Calcidiol nur bei HepG2-H1.3-Zellen. Mdgliche Erkla-
rung sind in allen Fallen die vermehrte Bestickung mit HBsAg-Filamenten an den
fertigen HBV-Partikeln oder die freie Sezernierung von Filamenten in das umgebene
Zellkulturmedium.

Anders als bei den beiden Vorstufen Calcidiol (25-Hydroxyvitamin D3) und Cholecal-
ciferol (Vitamin D3) wirkt Calcitriol offenbar in den niedrigsten eingesetzten Konzent-
rationen. Dieser Unterschied lasst sich nach aktuellem Wissenstand nicht interpretie-
ren. Ferner zeigt Calcitriol keine Auswirkung auf die Konzentration an rcDNA im Zell-
kulturmedium verglichen zur Standardkontrollgruppe.

4.1.5 Calcitriol (1a,25-Dihydroxyvitamin D3) verringert konzentrationsabhangig
den HBsAg und rcDNA-Gehalt im Zellkulturiiberstand von HBV-
transgenen HepG2-H1.3-Zellen
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Entgegen der bisher gezeigten Daten fur Calcidiol (25-Hydroxyvitamin D3) und
Cholecalciferol (Vitamin D3) fuhrt Calcitriol in den Konzentrationen von 0,1 yM und 1
MM bei einem Inkubationszeitraum von 72 Stunden zu einer Verringerung der
HBsAg-Filamente im Zellkulturmedium von HepG2-H1.3-Zellen (siehe Abbildung 28).
Diese Erkenntnis ist zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht anderweitig publiziert oder
bestatigt worden. Der strukturelle Aufbau der drei Vitaminderivate ist unterschiedlich,
sodass nicht grundsatzlich von einer gleichbleibenden Wirkungsweise ausgegange-
nen werden kann. Die zusatzliche Hydroxylgruppe im Calcitriol kann durchaus ande-
re molekulare Mechanismen angreifen und so zu einer Verminderung des HBV-
Oberflachenantigens HBsAg fuhren.

Wie auch fur Vitamin D3 (Cholecalciferol) gezeigt, reduziert Calcitriol in den hochsten
Konzentrationen den rcDNA-Gehalt im Zellkulturmedium signifikant nach 72 Stunden
Inkubation (siehe Abbildung 29). Es kdnnte somit beispielsweise davon ausgegan-
gen werden, dass die Anzahl der kompletten Viruspartikel vermindert wird, denn es
ist weniger HBsAg nachweisbar und auch der Gehalt an rcDNA ist niedriger. Diese
Daten sprechen nur fur das frei in das Medium sezernierte Viruspartikel. Der Gehalt
von intrazellularer Hepatitis-B-Virus-cccDNA wurde aktuell nicht mit einbezogen.
Weitere in vitro-Arbeiten in ahnlicher Art und Weise sind derzeit noch nicht publiziert.
Es sollte als nachster Schritt eine Analyse des intrazellularen Wirkmechanismus
durchgefuhrt werden.

4.2 Wirkung pflanzlicher Limonoide und Phytosterole aus T. welwitschii auf die
HCV-Replikation

4.2.1 Limonoide TWFS5 (Trichilia lactone D5), TWF9 (Rohituka-3) und TWF10
(Dregeanin DM4) zeigen keinen Effekt in HCV-transgenen Zellen

Die Nachfrage nach alternativen und pflanzlichen Behandlungsmadglichkeiten fur di-
verse Krankheiten und Symptome ist in den letzten Jahrzehnten enorm angewach-
sen. Erschwinglichere Produkte mit weniger Nebenwirkungen stellen einen grof3en
Markt dar. So ist es nicht verwunderlich, dass Pflanzen, welche bereits seit Jahrhun-
derten in der traditionellen afrikanischen Medizin eingesetzt werden, nun laborche-
misch analysiert werden. So wurden in den letzten Jahren uber 100 pflanzliche Li-
monoide aus Pflanzen der Meliaceae-Familie isoliert. Es konnten viele verschiedene
Effekte nachgewiesen werden. Einen Uberblick bietet Tabelle 15.

Die Limonoide TWF5 (Trichilia lactone D5), TWF9 (Rohituka-3) und TWF10 (Dre-
geanin DM4) aus den Wurzeln der afrikanischen Pflanze Trichilia welwitschii, welche
zur Gruppe der Meliaceae gehort, zeigten in den eingesetzten Konzentrationen von
0,01 bis 25 uM keinen Effekt auf die Hepatitis-C-transgenen Zelllinien LucUbiNeo-ET
und JFH-LucUbiNeo. Eine kurzlich verdffentlichte Studie mit Extrakten aus den Wur-
zeln der westafrikanischen Pflanze Trichilia dregeana (Meliaceae), welche auf eben-
falls einer HCV-transgenen Zelllinie (Huh-7) getestet wurden, zeigte hingegen eine
starke antivirale Aktivitat gegen das Hepatitis-C-Virus (Galani et al. 2015). Es wurden
Konzentrationen bis zu 125 ug/ml der luftgetrockneten und pulverisierten Wurzeln
eingesetzt. Hohere Konzentrationen zeigten einen zytotoxischen Effekt auf die Huh-
7-Zellen. In den oben gezeigten Versuchen wurden umgerechnet Konzentrationen
bis zu 17,6 pg/ml far TWF5, 15 pug/ml fur TWF9 und 14,6 pg/ml fir TWF10 (siehe
Tabelle 17) eingesetzt. Da die beiden verwendeten HCV-transgenen Zelllinien von
Huh-7-Zellen abstammen, kdnnte von einem ahnlichen Effekt ausgegangen werden.
In einer 2014 verdffentlichen Arbeit aus der Arbeitsgruppe um Galani (Galani et al.
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2014) wurden Extrakte aus der artverwandten afrikanischen Pflanze Entada africana
(Familie der Fabaceae) untersucht. Dabei wurden wie in oben gezeigten Versuchen
LucUbiNeo-ET Zellen verwendet. Die eingesetzten Konzentrationen betrugen hierbei
bis zu 1 mg/ml (entspricht 1000 ug/ml), es zeigten sich jedoch bereits Effekte bei ei-
ner Konzentration von 0,1 mg/ml (entsprechend 100 pug/ml). Da die von der Arbeits-
gruppe um Galani (Galani et al. 2015, Galani et al. 2014) verwendeten Pflanzenex-
trakte nicht naher kategorisiert wurden, konnten sie somit verschiedene Wirkstoffe
enthalten. Davon ausgehend, dass bei der artverwandten Pflanze Trichilia dregeana
ebenfalls Limonoide eine Hauptkomponente des Pflanzenextraktes bilden, konnte
argumentiert werden, zukunftig hohere Konzentrationen von TWF5, TWF9 und
TWF10 einzusetzen. Nicht abgebildete, institutsinterne Ergebnisse aus Vorversuchen
mit allen drei Limonoiden zeigten jedoch eine Toxizitat auf HepG2-Zellen in hoheren
Konzentrationen als 25 yM. Von diesen Ergebnissen ausgehend wurden Versuche
mit bis zu 25 yM Konzentrationen geplant. HepG2-Zellen stammen ebenso wie die
LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen von einer Hepatomzellinie ab, unter-
scheiden sich jedoch in ihren spezifischen Eigenschaften. Uber eine Vergleichbarkeit
der Toxizitaten Iasst sich diskutieren. Als weiteres Argument fur die niedrigen ver-
wendeten Konzentrationen lasst sich anbringen, dass das aus Trichilia welwitschii
isolierte Limonoid TWFS5 (Trichilia lactone D5) in RAW-264.7-Zellen bereits ab Kon-
zentrationen von 5 pg/ml eine signifikante Verminderung der Zellviabilitat zur Folge
hatte (Dzoyem et al. 2015).

Die in Abbildung 34 gezeigte Reduktion in der Viabilitat der JFH-LucUbiNeo Zellen
far 0,01 uM, 0,1 pM und 1 yM TWF9 nach 24 Stunden Inkubationszeit Iasst sich
durch das Zellkultursystem an sich erklaren. So kdonnten beispielsweise zu viele Zel-
len in der Referenzreihe ausgesat worden sein. Dass es sich um ein wahrscheinlich
nicht relevantes Ergebnis handelt, liegt darin begrindet, dass der zelltoxische Effekt
nach 48 Stunden nicht mehr vorhanden ist. Theoretisch sollte er nach langerer Inku-
bationszeit starker hervortreten. Au3erdem ist es nicht erklarbar, warum die niedrigs-
ten eingesetzten Konzentrationen einen Effekt hervorheben sollen, nicht jedoch die
hochsten eingesetzten Konzentrationen. Ware die Substanz wirklich toxisch fur die
Zellen, musste sich der Effekt auch fur die zweite getestete Zelllinie LucUbiNeo-ET
zeigen, was aber nicht der Fall ist. Die gleiche Argumentationsweise kann fur die in
Abbildung 38 gezeigte Erhdhung von LucUbiNeo-ET Zellen bei einer Konzentration
von 25 yM TWF10 angewandt werden. Ein physiologisch relevanter Effekt sollte sich
bei einer langeren Inkubationsdauer von 48 Stunden verstarken. Die Prufstatistik ist
mit Signifikanzniveau a von 0,05 definiert und zeigte Signifikanzen an. Diese sind
jedoch, wie zuvor ausgefuhrt, weder biologisch noch physiologisch erklarbar, sodass
von einer falsch-positiven Signifikanz auszugehen ist. Es besteht keine bedeutende
Toxizitat fur die eingesetzten Konzentrationen der Limonoide. Dies bestatigte sich
auch bildmorphologisch bei der Betrachtung der Zellen (Bilder nicht gezeigt).

Wie bereits oben ausgefuhrt, sind die in den Versuchen eingesetzten Konzentratio-
nen an TWF5, TWF9 und TWF10 wahrscheinlich zu gering. So ist der in Abbildung
37 gezeigte Effekt einer Reduktion der Chemilumineszenz bei 1 pM TWF9-
Konzentration nach 48 Stunden Inkubation in LucUbiNeo-ET-Zellen sicherlich eben-
falls dem Zellkultursystem an sich geschuldet. Eine wirkliche Reduzierung sollte kon-
zentrationsabhangig mit steigender Konzentration und meistens auch zeitabhangig
mit steigender Inkubationsdauer stattfinden. Da der gezeigte Effekt lediglich bei 48
Stunden und bei einer Konzentration auftritt, ist er zu vernachlassigen. Der kontrare
Effekt dazu, die Erhohung der Chemilumineszenz bei 10 yM TWF9 nach 48 Stunden
Inkubationsdauer in JFH-LucUbiNeo-Zellen, ist ebenfalls als zufalliges Ergebnis zu
werten. Vermutlich wurden hierbei in der Kontrollreihe zu wenige Zellen ausgesat.
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Auch wenn bestmdglich standardisiert ausgezahlt und vorgegangen wurde, kdnnen
Fehler bei Zellkulturversuchen durch menschliches Versagen oder durch unter-
schiedliches Zellwachstum nie ganz ausgeschlossen werden.

4.2.2 Das Phytosterol TWT1 zeigt eine konzentrationsabhiangige HCV-
Reduktion in LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen

Pflanzensterole, auch Phytosterole genannt, sind naturliche Bestandteile der pflanzli-
chen Zellmembran (Law 2000). Ahnlich wie bei den Limonoiden wurden verschiede-
ne Effekte bereits nachgewiesen. Einen Uberblick bietet Tabelle 16. Entsprechend
aktueller Recherchen konnte bisher kein antiviraler Effekt von Phytosterolen gegen
das Hepatitis-C-Virus im Zellkulturmodell gezeigt werden. Bisherige Arbeiten erwie-
sen einen in vivo-Effekt gegen das Herpes-simplex-Virus-Typ-1 (HSV-1) (Petrera et
al. 2014, Phongmaykin et al. 2011, Eugster et al. 1997), das humane Zytomegalievi-
rus (CMV) (Eugster et al. 1997), das Tabak-Mosaik-Virus (TMV) (Yan et al. 2014)
und das humane Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1) (Eugster et al. 1997). Umso rich-
tungsweisender sind die in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse.

Die verwendeten Konzentrationen des Phytosterols TWT1 von 0,01 yM bis 25 yM
waren nicht toxisch fur die HCV-transgenen Zellen nach einer Inkubationszeit von 24
und 48 Stunden. Des Weiteren zeigt sich ein konzentrationsabhangiger, die Chemi-
lumineszenz reduzierender Effekt in der LucUbiNeo-ET-Zelllinie (siehe Abbildung 44
und Abbildung 45). Bei dieser signifikanten Reduktion der Chemilumineszenz ist da-
von auszugehen, dass weniger von dem intrazellularen Con1-Replikonsystem, wel-
ches fur Hepatitis-C-Virus-Enzyme codiert, vorhanden war. Somit 1asst sich schluss-
folgern, dass das Phytosterol TWT1 einen antiviralen Effekt auf das Hepatitis-C-Virus
aufweist. In beiden untersuchten Zelllinien zeigt sich die Konzentration von 10 yM
und 25 pM als besonders effektiv. Anhand der gewonnenen Daten konnte die halb-
maximale effektive Konzentration (ECsp) fur TWT1 anhand einer Dosis-Antwort-
Kurve ausgerechnet werden. Fur die Zelllinie LucUbiNeo-ET betragt der Wert nach
24 Stunden Inkubationsdauer 1,186 uM, entsprechend einer Konzentration von
509,98 pg/l TWT1. Bei der HCV-transgenen Zelllinie JFH-LucUbiNeo konnte eine
ECso nach 24 Stunden Inkubationszeit von 1,272 uM berechnet werden, was einer
Konzentration von 546,96 pg/l TWT1 entspricht. Das Con1-Replikonsystem ist ein
seit Jahren verwendetes Zellsystem, welches sehr effektiv und genau arbeitet. Jede
Zelle beinhaltet das Replikonsystem, da diese durch Zugabe von Geneticin selektiert
wurden. Jedes Replikon beinhaltet die Information fur das Luciferase-Enzym. Mittels
enzymatischer Reaktion wird aus dem Substrat Luciferin Oxyluciferin oxidiert (Brogan
et al. 2012). Somit kann ein Verhaltnis aus Biolumineszenz und Anzahl der vorhan-
denen Replikonsysteme gestellt werden. Da die Zellzahl annahernd gleich ist und
nicht signifikant reduziert wurde, wie mit dem MTT-Test bestatigt, die Chemilumnes-
zenz im Vergleich mit der Kontrollgruppe jedoch signifikant gesunken ist, kann dieser
Effekt einzig mit der Wirkung des Phytosterols auf das Replikonsystem — und somit
einem antiviralen Effekt — erklart werden. Die Werte der halb-maximalen effektiven
TWT1-Konzentration liegen nah beieinander, was fur einen spezifischen Anti-
Hepatitis-C-viralen Effekt spricht.

Neben diesen beachtlichen Ergebnissen bedurfen die in Abbildung 45 rechterhand
gezeigten Ergebnisse einer weiteren Erdrterung. Hierbei fUhrten Konzentrationen von
0,01 uyM, 0,1 pM und 1 yM TWT1 zu einer signifikanten Erhdhung der Chemilumi-
neszenz in JFH-LucUbiNeo-Zellen. Naheliegende Erklarung war, trotz eines standar-
disierten Verfahrens, eine unterschiedliche Anzahl an ausgesaten Zellen in den je-
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weiligen Versuchsreihen. Da der Unterschied jedoch sehr grol war, wurde eine neue
Versuchsreihe zu den Effekten des Losungsmittels DMSO eroffnet. Dabei zeigte
sich, dass Konzentrationen von 0,5 % DMSO eine signifikante Reduzierung der JFH-
LucUbiNeo-Zellen verglichen mit einer unbehandelten Kontrollgruppe nach sich zie-
hen (Daten nicht gezeigt). Konzentrationen unterhalb von 0,1 % DMSO fuhrten nicht
mehr zu einer Reduktion der Zellviabilitat im MTT-Test und ebenfalls nicht mehr zu
einer Reduktion der Biochemilumineszenz. Aus verfahrenstechnischen Grinden —
die bendtigten Substanzen konnten nicht weiter in angemessener Zeit und mit an-
gemessenem Aufwand zur Verflgung gestellt werden — wurden die zuvor erfolgten
Versuche nicht nochmals wiederholt. Auch wurde in Folgeversuchen auf eine Verrin-
gerung der DMSO-Konzentration verzichtet, um die Vergleichbarkeit mit vorherigen
Versuchen zu wahren. Die hochste eingesetzte Stoffkonzentration von 25 yM ent-
spricht einer DMSO-Konzentration von 0,25 %, sodass ein geringer zytotoxischer
und Chemilumineszenz-reduzierender Effekt zu erwarten ist. Bei Konzentrationen
unterhalb von 1 pM ist dieser Effekt nicht mehr auf das Losungsmittel DMSO alleinig
zu beziehen. Die halb-maximale effektive Konzentration von TWT1 betragt ungefahr
1 M, womit ein DMSO-bedingter Effekt ausgeschlossen ist.

4.2.3 Die Konzentration von 25 pM des Phytosterols TTA6 wirkt zytotoxisch
auf LucUbiNeo-ET

Die zweite untersuchte Substanz TTAG zeigt in der eingesetzten Konzentration von
25 uM einen zellviabilitatsvermindernden Effekt (siehe dazu Abbildung 47 und Abbil-
dung 48). Wie erwartet trat dieser Effekt nach Verdopplung der Inkubationszeit umso
starker auf. Durch die Erkenntnis der Toxizitat von Konzentrationen grof3er gleich 25
MM TTAG6 in LucUbiNeo-ET-Zellen wurden in den folgenden Versuchen mit JFH-
LucUbiNeo-Zellen Konzentrationen bis maximal 10 yM TTAG eingesetzt.

4.2.4 Das Phytosterol TTA6 =zeigt eine konzentrationsabhangige HCV-
Reduktion in LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen

Die Substanz TTAG, welche der Gruppe der Phytosterole zugeordnet wird, wurde
nach aktuellen Recherchen bisher in der Literatur nicht erwahnt. Phytosterole sind
naturliche Bestandteile der pflanzlichen Zellmembran (Law 2000). In Tabelle 16 wer-
den bisher nachgewiesene Effekte von Phytosterolen aufgezeigt.

Wie bereits in Abschnitt Die Konzentration von 25 yM des Phytosterols TTA6 wirkt
zytotoxisch auf LucUbiNeo-ET aufgeflhrt, wirkte die Konzentration von 25 yM TTAG6
zellviabilitatsvermindernd auf die LucUbiNeo-ET-Zellen, weswegen folgende Versu-
che mit JFH-LucUbiNeo-Zellen mit niedrigeren Konzentrationen durchgefuhrt wur-
den. Unabhangig davon zeigte sich ein konzentrationsabhangiger, die Chemilumi-
neszenz reduzierender Effekt in den LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zelllinien
(siehe dazu Abbildung 49 und Abbildung 50). Durch die signifikante Reduktion der
Chemilumineszenz ist davon auszugehen, dass weniger von dem intrazellularen
Con1-Replikonsystem, welches fur virale Hepatitis-C-Enzyme codiert, vorhanden
war. Es lasst sich daraus schlussfolgern, dass das Phytosterol TTA6 einen antivira-
len Effekt auf das Hepatitis-C-Virus aufzeigt. In beiden untersuchten Zelllinien zeigt
sich die Konzentration von 10 uyM als besonders effektiv. Anhand der Ergebnisse
konnte die halb-maximale effektive Konzentration (ECsg) fir TTAG6 mittels einer Do-
sis-Antwort-Kurve ermittelt werden. Der Effekt trat nach 24 Stunden Inkubationszeit,
sowie verstarkt nach 48-Stunden-Inkubationszeit auf. Fur die Ermittlung der ECsg
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wurden die Werte nach der 48 Stunden Inkubation verwendet. Die ECsq fur die Zellli-
nie LucUbiNeo-ET betragt 6,33 pM, was einer Konzentration von 2596,53 ug/l TTAG6
entspricht. Bei der HCV-transgenen Zelllinie JFH-LucUbiNeo konnte eine ECsy von =
29,71 uM berechnet werden, was einer Konzentration von 12181,1 pg/l TTA6 ent-
sprache. Dieser Wert ist jedoch nicht absolut, denn aus den vorhandenen laborexpe-
rimentellen Daten konnte nur eine nicht ausreichend aussagekraftige sigmoidale
Kurve ermittelt werden (siehe Abbildung 51), sodass das statistische Rechenpro-
gramm keinen genauen Wert fur die halb-maximale effektive Konzentration von TTA6
in JFH-LucUbiNeo-Zellen nach 24 Stunden Inkubationszeit errechnen konnte.

Wie bereits oben ausgefluhrt, ist das Con1-Replikonsystem ein seit Jahren erfolgreich
angewandtes System. Durch Zugabe des Antibiotikums Geneticin wurden nur jene
Zellen selektiert, welche das Con1-Replikonsystem besitzen und somit die Informati-
on fur eine Geneticin-Resistenz (Loscher 2015). Da jedes Replikon die Information
fur das Luciferase-Enzym enthalt, konnte mittels enzymatischer Reaktion aus dem
Substrat Luciferin Oxyluciferin oxidiert werden (Brogan et al. 2012) und somit ein
Verhaltnis aus Biolumineszenz und Anzahl der vorhandenen Replikonsysteme gezo-
gen werden. Die Reduktion der Chemilumineszenz zeigt somit eine Reduzierung der
intrazellularen viralen Hepatitis-C-Genomsequenzen an. Um aufzuzeigen, dass die
Zellanzahl an sich nicht reduziert wurde, wurde ein Zellviabilitats-Assay durchgefuhrt.
Dieser MTT-Test zeigt die relative Anzahl an Zellen im Vergleich zur mit Losungsmit-
tel behandelten Kontrollgruppe. Wie bereits zuvor erortert wirkte die Konzentration
von 25 yM TTAG toxisch auf die LucUbiNeo-ET-Zellen. Somit ist auch zu erklaren,
dass nach der 48-Stunden-Inkubation mit 25 yM TTAG6 absolut keine Chemilumines-
zenz detektiert werden konnte (siehe Abbildung 50 linke Seite). Da die anderen Kon-
zentrationen nicht zellvermindernd wirkten, ist durch die oben beschriebene signifi-
kante Verringerung der Chemilumineszenz von einer in vitro nachgewiesenen Wirk-
samkeit des Phytosterols TTAG in den oben genannten halb-maximal effektiven Kon-
zentrationen auszugehen.

Ahnlich wie im Abschnitt Das Phytosterol TWT1 zeigt eine konzentrationsabhangige
HCV-Reduktion in LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen erlautert, scheinen
auch niedrige Konzentrationen des Phytosterols TTA6 zu einer viralen Vermehrung
in JFH-LucUbiNeo-Zellen zu fuhren (siehe dazu Abbildung 49 und Abbildung 50). Die
Chemilumineszenz ist signifikant erhoht bei Konzentrationen von 0,01 yM, 0,1 uM
und 1 uM TTA6 nach 24 Stunden Inkubation und bei 0,01 uM und 1 uM TTA6 nach
48 Stunden Inkubation. Vermehrte Biolumineszenz spricht fur mehr aktive Con1-
Replikonsysteme in den Zellen und somit fur mehr Hepatitis-C-Virus-Enzyme. Nach
derzeitigem Wissensstand liegt keine Vermehrung vor, sondern eher ein Effekt des
als Kontrollgruppe eingesetzten Losungsmittels DMSO. Neben der naheliegenden
Erklarung, dass eine unterschiedliche Anzahl an ausgesaten Zellen in den jeweiligen
Versuchsreihen vorhanden war, wurde eine Versuchsreihe mit unterschiedlichen
Konzentrationen an DMSO er6ffnet. Dabei zeigte sich, dass Konzentrationen von 0,5
% DMSO eine signifikante Reduzierung der JFH-LucUbiNeo-Zellen verglichen mit
einer unbehandelten Kontrollgruppe nach sich ziehen (Daten nicht gezeigt). Konzent-
rationen unterhalb von 0,1 % DMSO fuhrten nicht mehr zu einer Reduktion der Zell-
viabilitat im MTT-Test und ebenfalls nicht mehr zu einer Reduktion der Biochemilu-
mineszenz. Aus verfahrenstechnischen Grinden, da die bendtigten Substanzen nicht
weiter zur Verfugung standen, wurden die zuvor erfolgten Versuche nicht nochmals
wiederholt. Auch wurde in Folgeversuchen auf eine Verringerung der DMSO-
Konzentration verzichtet, um die Vergleichbarkeit mit vorherigen Versuchen zu wah-
ren. Die hochste eingesetzte Stoffkonzentration von 25 yM entspricht einer DMSO-
Konzentration von 0,25 %, sodass ein geringer zytotoxischer und Chemilumines-
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zenz-reduzierender Effekt zu erwarten ist. Bei Konzentrationen unterhalb von 1 yM
ist dieser Effekt nicht mehr allein auf das Losungsmittel DMSO zu beziehen. Die
halb-maximale effektive Konzentration von TTA6 betragt ungefahr 6 yM, womit ein
DMSO-bedingter Effekt nicht komplett auszuschliel3en ist. Jedoch ist die Reduktion
der Chemilumineszenz so stark, dass von einer effektiven Wirkung des Phytosterols
TTAG6 auszugehen ist.
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5 Zusammenfassung

Die viralen Hepatitiden B und C sind ein weltweites Problem mit mindestens 240 Mil-
lionen persistent mit Hepatitis-B-Virus (HBV) und mindestens 130 Millionen mit Hepa-
titis-C-Virus (HCV) infizierten Personen weltweit. Daraus resultieren knapp 700.000
Todesfalle durch Hepatitis B assoziierte und mindestens 700.000 Todesfalle durch
Hepatitis C assoziierte Erkrankungen, wie Leberzirrhose oder hepatozellulares Kar-
zinom (GBD 2013 Mortality and Causes of Death Collaborators 2015, Lozano et al.
2012). In klinischen Studien wurde der Zusammenhang zwischen niedrigeren Vita-
min-Ds-Serumspiegeln und schlechterem Ansprechen der antiviralen Therapie postu-
liert (Farnik et al. 2013). Um diesen klinischen Zusammenhang in vitro zu untersu-
chen, wurden zwei HBV-transgene Zelllinien (HepG2.2.15-, HepG2-H1.3-Zellen)
verwendet. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach 72 Stunden
Inkubationszeit 1.) 10 uM Vitamin D3 zu einer signifikanten Reduktion von entspannt-
zirkularer Desoxyribonukleinsaure (rcDNA) des Hepatitis-B-Virus im Zellkulturiber-
stand beider Zelllinien fuhrte, sowie 2.) 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 in den Konzentra-
tonen von 0,1 pM und 1 pM eine Verringerung der Hepatitis-B-Virus-
Oberflachenantigene (HBsAg) und rcDNA von HepG2-H1.3-Zellen im Zellkulturiber-
stand bewirkt. Eine mogliche Schlussfolgerung daraus ist, dass Vitamin D3 bezie-
hungsweise 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 die Elimination des Hepatitis-B-Virus aus den
Hepatozyten unterstitzen und somit klinisch zu hoheren dauerhaften virologischen
Therapieansprechraten (SVRs) fuhren konnte.

In bis zu 10% der Falle liegt eine kombinierte Infektion von HBV und HCV vor. Da der
Verlauf einer kombinierten Infektion wesentlich fulminanter ist, ist eine effektive Be-
handlung beider Erkrankungen anzustreben (Gaeta et al. 2006). Neue Medikamente
wirken mit einer SVR von Uber 90%, jedoch sind sie teuer und weisen diverse Ne-
benwirkungen auf (Lawitz et al. 2013). Die Tagestherapiekosten sind insbesondere
fur Erkrankte in Landern mit einem niedrigen Durchschnittseinkommen nicht finan-
zierbar. Gerade in diesen Landern ist jedoch eine hohe Pravalenz an Hepatitis-
Seropositiven vorhanden (World Health Organisation 2016b). Bezahlbare Alternativ-
medikamente mit moglichst wenigen Nebenwirkungen konnten Abhilfe schaffen. Da
in der traditionellen afrikanischen Medizin schon lange Pflanzen gegen verschiedene
Erkrankungen erfolgreich eingesetzt wurden (Tsamo Tontsa et al. 2013), ist die Er-
forschung der Wirkstoffe essentiell. Bereits erforschte Inhaltsstoffe aus Pflanzen der
Familie Meliaceae zeigten hepatoprotektive Effekte (Germano et al. 2005), sodass in
der vorliegenden Arbeit mit der afrikanischen Pflanze Tichilia welwitschii aus der Fa-
milie der Meliaceae gearbeitet wurde. Da die Hepatitis-C-Virus Genotypen 1a und 2
mit 25,6% beziehungsweise 4,8% sehr haufig vorkommen (Kartashev et al. 2016),
wurden diese im Zellkulturmodell (LucUbiNeo-ET-, JFH-LucUbiNeo-Zellen) verwen-
det. Die vorliegende Arbeit zeigt dabei, dass 1.) die aus Tichilia welwitschii gewonne-
nen Limonoide TWF5, TWF9 und TWF10 in den eingesetzten Konzentrationen kei-
nen antiviralen Effekt aufwiesen, sowie 2.) die ebenfalls aus der Pflanze gewonne-
nen Phytosterole TWT1 und TTA6 zu einer Verminderung der Chemilumineszenz in
LucUbiNeo-ET- und JFH-LucUbiNeo-Zellen flhrten, was gleichzusetzen ist mit einer
Reduktion der viralen Last. Dabei betrug die ECso von TWT1 in LucUbiNeo-ET-Zellen
1,186 pM (95% KI: 0,9204 — 1,529) und in JFH-LucUbiNeo-Zellen 1,272 yM (95% KI:
1,014 — 1,596) nach 48 Stunden Inkubationszeit. Die ECso von TTAG in LucUbiNeo-
ET-Zellen betrug 6,333 uM (95% KI: 5,556 — 7,219) und in JFH-LucUbiNeo-Zellen =
29,71 pyM nach 48 Stunden Inkubationszeit. Es sollten zuklnftig weitere Studien mit
diesen Substanzen durchgefuhrt werden, um die gezeigten Daten zu validieren.
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6 Summary

The viral hepatitis B and C are a global problem with at least 240 million persistent
hepatitis B virus (HBV) and at least 130 million with hepatitis C virus (HCV) infected
individuals worldwide. This results in at least 700,000 deaths due to hepatitis B-
associated and at least 700,000 deaths due to hepatitis C-associated diseases, such
as cirrhosis or hepatocellular carcinoma (HCC) (GBD 2013 Mortality and Causes of
Death Collaborators 2015, Lozano et al. 2012). The relationship between lower vita-
min D3 serum levels and lower response of antiviral therapy was postulated in clinical
trials (Farnik et al. 2013). To investigate this clinical context in vitro, two HBV trans-
genic cell lines (HepG2.2.15, HepG2 H1.3 cells) were used. In the present study is
showed that after 72 hours of incubation 1.) 10 yM Vitamin D3 leads to a significant
reduction of relaxed-circular Deoxyribonucleic Acid (rcDNA) of hepatitis B virus in the
cell culture supernatant of both cell lines, and 2.) 1a, 25-dihydroxyvitamin D3 in the
concentrations of 0.1 yM and 1 uyM causes a reduction in hepatitis B virus surface
antigens (HBsAg) and rcDNA of HepG2 H1.3 cells in the cell culture supernatant.
One possible conclusion is that vitamin D3 or 1a,25-dihydroxyvitamin D3 eliminates
the Hepatitis B virus from the hepatocytes and so there are clinically higher sustained
virological responses (SVRSs).

In up to 10% of cases there is a combined infection with HBV and HCV. Since the
course of disease of a combined infection is much more fulminant, an effective treat-
ment of both diseases is needed (Gaeta et al. 2006). New drugs interact with a SVR
of 90%, but they are expensive and have various side effects (Lawitz et al. 2013).
The pricing is particularly important for countries with a low average income because
these countries have a high prevalence of infected individuals (World Health Organi-
sation 2016b). Alternative medications with as low as possible side effects are re-
quired. For a long time in the traditional African medicine plants have been success-
fully used against various diseases (Tsamo Tontsa et al. 2013). Exploring the main
active pharmaceutical ingredients is essential. Already researched ingredients from
plants of the family Meliaceae showed hepatoprotective effects (Germano et al.
2005). So that is the reason why the African plant Tichilia welwitschii from family of
Meliaceae was used in the present work. Because hepatitis C virus genotypes 1a
and 2 are with 25.6% and 4.8% very common (Kartashev V et al. 2016), these geno-
types were used as the cell model (LucUbiNeo-ET, JFH-LucUbiNeo cells). The pre-
sent study shows that 1.) the isolated substances from Tichilia welwitschii, the limo-
noides TWF5, TWF9, TWF10 in the used concentrations had no antiviral effect, and
2.) the plant phytosterols TWT1 and TTAG lead to a reduction of chemiluminescence
in LucUbiNeo-ET and JFH-LucUbiNeo cells, which is equivalent to a reduction in viral
load. After 48 hours of incubation the ECso of TWT1 in LucUbiNeo-ET cells was
1.186 pM (95% CI: 0.9204 to 1.529) and of JFH-LucUbiNeo cells was 1.272 yM (95%
Cl: 1.596 to 1.014). The ECso of TTAG in LucUbiNeo-ET cells was 6.333 uM (95% CI:
5.556 to 7.219) and in JFH-LucUbiNeo cells = 29.71 uM after 48 hours of incubation.
Further research with these substances or other substances of the class of phy-
tosterols should be carried out in future to show the reduction of virus in vivo.

64



Abkurzungsverzeichnis

7 Abkiurzungsverzeichnis

Abkiirzung Erlauterung

°C Grad Celsius

pg/l Mikrogramm pro Liter

pug/mi Mikrogramm pro Milliliter

i Mikroliter

AWMF Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen
Fachgesellschaften e.V.

C Core (Kern)-Strukturprotein des Hepatitis-C-Virus

cccDNA .covalently closed circular* cccDNA (kovalent zirkular ges-
chlossene DNA)

CD8" cluster of differentiation 8 postitive

CD81 cluster of differentiation 81

CMV humanes Zytomegalievirus

CO, Kohlenstoffdioxid

Cp Crossing point, auch Ct-Wert (Cycle threshold = Schwellen-
wert-Zyklus)

Ct Cycle threshold = Schwellenwert-Zyklus, auch Cp-Wert
(Crossing point)

CTB Cell-Titer-Blue

CYP24A1 Cytochrom-P450-Oxidase 24A1

CYP27A1 Cytochrom-P450-Oxidase 27A1

CYP27B1 Cytochrom-P450-Oxidase 27B1

DAAs direct-acting antiviral agents, direkt wirksame antivirale Agen-
tien

DBP Vitamin-D-Bindungsprotein

DC Dendritische Zellen

ddH,O Doppelt destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonuclein acid, auch: Desoxyribonukleinsaure

E1 Envelope 1 (Oberflachen 1) Strukturprotein des Hepatitis-C-
Virus-Genoms

E2 Envelope 2 (Oberflachen 2) Strukturprotein des Hepatitis-C-
Virus-Genoms

ECso Halb-maximale effektive Konzentration

EDTA Ethylendiamintetraacetat

E-IRES interne ribosomale Eintrittsstelle des Enzephalomyokarditis
Virus

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

ERG Einmal-Reaktionsgefal

et al. et alii / et aliae / et alia (und andere)

FBS Fetal Bovine Serum, auch: Fotales Kalberserum (FCS)

FCS Fotales Kalberserum, auch: Fetal Bovine Serum (FBS)

Ffl-luc Firefly-Luciferase

g Erdbeschleunigung

HBCcAg Hepatitis-B-Kern-Antigen
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HBeAg Hepatitis-B-Envelope-Antigen

HBsAg Hepatitis-B-Surface Antigen

HBV Hepatitis-B-Virus

HCC Hepatozellulares Karzinom

HCI Hydrogenchlorid, auch: Chlorwasserstoff

HCV Hepatitis-C-Virus

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

HSV-1 Herpes-Simplex-Virus-1

IFN- y Interferon-y

IL-2 Interleukin-2

IL-6 Interleukin-6

IMPM Institut de recherches Médicales et d’études des Plantes
Médicinales

in Inch

IRES interne ribosomale Eintrittsstelle (internal ribosomal entry site)

lU/1 Internationale Einheiten pro Liter

IU/ml Internationale Einheiten pro Milliliter

IU/ml Internationale Einheiten pro Milliliter

JFH Japanese Fulminant Hepatitis

kb Kilobasen

KCI Kaliumchlorid

KH2PO4 Kaliumdihydrogenphosphat

Kl Konfidenzintervall

LHB GrolRes Oberflachenprotein des Hepatitis-B-Virus, Large He-
patitis B-Oberflachenprotein

mg/ml Milligramm pro Milliliter

MHB MittelgroRes Oberflachenprotein des Hepatitis-B-Virus, Middle
Hepatitis B-Oberflachenproteine

mi Milliliter

mM Millimolar

mRNA Messenger-Ribonukleinsaure

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromid

NazHPO4 X2 HQO

Di-Sodiumhydrogenphosphat Di-Hydrat

NaCl

Natriumchlorid

NEAA Nicht-essentielle Aminosauren

neo Neomycin-Phosphotransferase

nm Nanometer

NRT nontranslated Ribonukleinsaure

NS2 Nicht-Strukturprotein 2 des Hepatitis-C-Virus-Genoms
NS3 Nicht-Strukturprotein 3 des Hepatitis-C-Virus-Genoms
NS4A Nicht-Strukturprotein 4A des Hepatitis-C-Virus-Genoms
NS4B Nicht-Strukturprotein 4B des Hepatitis-C-Virus-Genoms
NS5A Nicht-Strukturprotein 5A des Hepatitis-C-Virus-Genoms
NS5B Nicht-Strukturprotein 5B des Hepatitis-C-Virus-Genoms
NTCP Natriumtaurocholate Cotransporting Polypeptide

Oz Sauerstoff

oD Optische Densitat

ORF uberlappende offene Leseraster (,open reading frames®)
P7 lonenkanal des Hepatitis-C-Virus-Genoms

PBS Phosphate Buffered Saline
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PCR Polymerase Chain Reaction, auch: Polymerase-
Kettenreaktion

rcDNA relaxed-circular desoxyribonuclein acid, auch: Entspannt-
zirkulare Desoxyribonukleinsaure

RKI Robert-Koch-Institut

RNA Ribonucleinacid, auch: Ribonukleinsaure (RNS)

RTD-PCR Realtime Polymerase Chain Reaction, auch: Echtzeit Poly-
merase-Kettenreaktion

RXR Retinoid-X-Rezeptor

S/CO Signal-to-Cut—Off Ratio

SDS Sodium Dodecyl Sulfate, auch: Natriumlaurylsulfat

SHB Kleines Oberflachenprotein des Hepatitis-B-Virus, Short He-
patitis B-Oberflachenprotein

SVR sustained virologic response (anhaltendes virologisches An-
sprechen)

T™MV Tobak-Mosaik-Virus

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor-a

TWF10 Trichilia welwitschii Fraktion 10, auch: Dregeanin DM4

TWFS5 Trichilia welwitschii Fraktion 5, auch: Tichilia lactone D5

TWF9 Trichilia welwitschii Fraktion 9, auch: Rohituka-3

ubi Ubiquitin

v/v Volumen im Verhaltnis zu Volumen

VD; Vitamin D3

VDR Vitamin-D-Rezeptor

VDRE Vitamin-D-Desoxyribonukleinsaure-Antwortelemente, auch:
Vitamin D Desoxyribonucleinacid reponse elements

VSV Vesikulares-Stomatitis-Virus

w/v Masse im Verhaltnis zum Volumen

WHO World Health Organization

Tabelle 14 Verzeichnis der Abkiirzungen
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Tabelle 16: Bisher nachgewiesene Effekte von Phytosterolen
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Konzentrationen der eingesetzten Substanzen

Substanz | Molekulargewicht | Eingesetzte Konzentration in | Konzentration in
in g/mol der Konzentration in | mol/ml pg/mi
Substanz MM (mol/l)
TWEF5 704 0,01 0,00001 0,00704
0,1 0,0001 0,0704
1 0,001 0,704
10 0,01 7,04
25 0,025 17,6
TWF9 600 0,01 0,00001 0,006
0,1 0,0001 0,06
1 0,001 0,6
10 0,01 6,0
25 0,025 15
TWF10 | 584 0,01 0,00001 0,00584
0,1 0,0001 0,0584
1 0,001 0,584
10 0,01 5,84
25 0,025 14,6
TWT1 430 0,01 0,00001 0,0043
0,1 0,0001 0,043
1 0,001 0,43
10 0,01 4,3
25 0,025 10,75
TTAG 410 0,01 0,00001 0,0041
0,1 0,0001 0,041
1 0,001 0,41
10 0,01 4.1
25 0,025 10,25

Tabelle 17: Konzentrationen der eingesetzten Limonoide und Phytosterole
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