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Meinen Eltern



Zusammenfassung

FUr den Zusammenbau des HBV-Partikels ist die Interaktion zwischen
Oberflachenproteinen und dem  Nukleokapsid notwendig. Sich
Uberlappende synthetische Peptide aus dem Bereich der HBCAg-
Bindungsdoméne im C-Terminus der PreS1-Region und dem TLM, sind
nach Internalisierung vor allem im Kern lokalisiert. Die Aminosauren 101-
115 der PreS1-Region interagieren mit dem Nukleokapsid, wahrend die
PreS2-Domane keine Interaktion mit dem Nukleokapsid eingeht. Mit den
synthetischen Peptiden konnte Einfluss auf die Sekretion viraler Partikel
genommen werden. Die Lokalisation von HBCcAg als Interaktionspartner in
HBV-produzierenden Zellen verédndert sich bei Inkubation mit den
synthetischen Peptiden, es tritt vermehrt im Kern auf.

Rekombinante Proteine &hnlich den synthetischen Peptiden aber mit der
vollstandigen PreS2-Region, sind nach Internalisierung im Zytosol
nachweisbar. Die Sekretion viraler Partikel wurde partiell inhibiert.

Das HBV-Genom kodiert zwei virale Aktivatoren, das HBx und die
PreS2-Region im LHBs. Beide aktivieren den c-Raf-1/MEK-Signalweg.
Durch die selektive Inhibierung der Effektoren (Ras oder Proteinkinase C)
von HBXx oder PreS2 im LHBs konnte kein Effekt auf die Genexpression/
Sekretion nachgewiesen werden. Durch simultane Inhibierung der
Signalkaskade so kommt die Virussekretion fast vollstdndig zum Erliegen.
Die Ursache hierfur ist in einer reduzierten Neusynthese von viralen
Proteinen zu finden und nicht in der Akkumulation der Proteine in der
Zelle. Zur Untersuchung des Einflusses der Funktionalitat der beiden
Aktivatoren wurden HBx- bzw. PreS2- und HBx/PreS2-defiziente HBV-
Expressionsplasmide generiert. Die Einzelmutanten zeigten nur einen
geringen reduzierenden Einfluss auf die Genexpression/Virussekretion.
Beim Einsatz der Doppelmutante wurde die Genexpression/Virussekretion
fast vollstandig inhibiert. HBx und PreS2 im LHBs sind fur die
Virusreplikation von Bedeutung aber sie kbnnen einander ersetzen.

Schlagworte: HBV, Interaktion, Nukleokapsid, Aktivator, Signalkaskade, Virussekretion



Abstract

Assembly of HBV particles and subsequent secretion of mature virus
requires the interaction of the nucleocapsid with defined domains of the
surface proteins. Overlapping synthetic peptides covering the C-terminal
part of the PreS1 domain and the cell permeable domain of PreS2 (TLM)
were shown to localize most of all in the nucleus. Based on these peptides
aa 101-115 of PreS1 were found to be essential for the interaction with
the nucleocapsid, while the PreS2 domain does not interact with the
nucleus. Presence of the peptides that compete the nucleocapsid surface
protein interaction a block of HBV and antigen secretion was achieved.
HBcAg as natural interaction partner of the surface proteins then arises
increased in the nucleus.

Recombinant proteins similar to the synthetic peptides but with the
whole PreS2 domain localize in the cytoplasm and block HBV and antigen
secretion.

The genome of HBV encodes two transcriptional activators: the HBXx
protein and the PreS2 activator LHBs. Both trigger activation of c-Raf-
1/MEK kinase cascade. To evaluate the importance of both activators for
viral replication selective inhibitions of signal transduction cascades were
performed and do not result in a decrease of viral replication.
Simultaneous inhibition of both activators abolished viral secretion. It is
due to a reduced de novo synthesis and not to an accumulation of viral
proteins in cells. The relevance of activator function was tested by
mutated HBV genome defective for HBx and / or PreS2 activator function.
After transfection single mutants show no significant reduced HBV
expression whereas at the double mutated HBV genome a strong reduced
virus expression could be observed. The HBx protein and the PreS2
activator LHBs are important for viral replication but they can replace each
other.

Keywords: HBV, interaction, nucleocapsid, activator, kinase cascade, viral secretion
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I Einfuhrung

Weltweit sind ca. 350 Millionen Menschen chronisch mit dem Hepatitis-
B-Virus (HBV) infiziert. Jahrlich sterben HBV-bedingt etwa eine Million
Menschen, vor allem im siddlichen Afrika und in Siddostasien.
Hepatozellulare Karzinome stehen an flnfter Stelle der Haufigkeit bei
Krebserkrankungen. 70-80% der Erkrankungen sind auf HBV
zurlckzuflihren. Damit ist das HBV weltweit die Hauptursache fur die
Entstehung von hepatozellulare Karzinome.

1. Das Hepatitis-B-Virus

Das Hepatitis-B-Virus (HBV) ist das kleinste humanpathogene DNA-
Virus und gehoért zur Familie der Hepadnaviren. Es besitzt einen
ausgepragten Hepatotropismus und weist ein sehr enges Wirtsspektrum
auf. Das HBV besitzt eine aduBere Lipidhtllle, in welcher die
Oberflachenproteine eingelagert sind. Im Inneren befindet sich ein
ikosaedrisches core-Partikel, welches die 3,2kb groBe, partiell
doppelstrangige DNA sowie ein Protein mit Polymeraseaktivitdt und eine
zellulare Proteinkinase enthalt (Abb. 2). Die Replikation der viralen DNA
erfolgt Uber die reverse Transkription eines 3,5kb groBen RNA-
Intermediats zur Erststrang-DNA-Synthese (Ganem & Varmus, 1987). Die
Gewebespezifitdat lasst sich zum einen durch die Interaktion der
Virusoberfldchenproteine mit den Hepatozyten (Neurath et al., 1986a)
erkldaren. Zum anderen ist sie durch gewebespezifische regulatorische
Elemente in den viruseigenen Promotoren bedingt (Fukai et al., 1997).

Die Hepadnaviren lassen sich in zwei groBe Gruppen unterteilen. Zum
Genus Orthohepadnaviren, aus Sdaugetieren isoliert, gehéren neben dem
humanen HBV (Dane et al., 1970) unter anderem das Schimpansen-HBV
(ChHBV) (Vaudin et al., 1988), das Gibbon-HBV (GiHBV) ( Norder et al.,
1996), das Orang Utan-HBV (OuHBV) (Warren et al., 1999), das Woolly
Monkey (Wollaffen)-HBV (WMHBV) (Lanford et al., 1998), das Gorilla-HBV
(GoHBV) (Grethe et al., 2000), das Woodchuck (Waldmurmeltier)
Hepatitis Virus (WHV) (Summers et al., 1978), das Groundsquirrel
(Erdhérnchen) Hepatitis Virus (GSHV) (Marion et al., 1980) und das Arctic
Groundsquirrel (arktisches Hérnchen)Hepatitis Virus (ASHV) (Testut et al.,
1996). Zu der Gruppe der Avihepadnaviren, aus Voégeln isoliert, zahlen
das Duck (Pekingenten)-HBV (DHBV) (Mason et al., 1980), das Heron
(Graureiher) Hepatitis Virus (HHBV) (Feitelson et al., 1986), das Ross
Goose (Ross-Gans) Hepatitis Virus (RGHV) (Testut et al., 1996), das Snow
Goose (Schneegans)-HBV (SGHBV) (Chang et al., 1999), das Maned Duck
(Méhnenenten)-HBVY (MDHBV) (Li et al.,, 1998), das Grey Tale
(WeiBkehlenenten)-HBV (GTHBV) (Li et al., 1998) und das Stork
(WeiBstorch)-HBV (STHBV) (Pult et al., 2001).

Vor allem das DHBV und das WHV werden als Modelle flr das
Verstandnis der Hepadnaviren genutzt.



2. Verlauf einer HBV-Infektion

Der Verlauf einer humanen HBV-Infektion ist variabel. In ca. 65 % aller
Falle verlauft die akute Infektion bei einem gesunden Erwachsenen
symptomlos. Bei den anderen Patienten wird eine akute Hepatitis mit den
typischen Krankheitssymptomen beobachtet, d.h. zu Beginn Fieber, Kopf-
und Gliederschmerzen, sowie starke Mudigkeit, Unwohlsein und
Appetitlosigkeit. Wahrend des folgenden ikterischen Stadiums gehen diese
Beschwerden langsam zurlck. Die Gelbsucht (Ikterus) kann bei leichten
Infektionen fehlen. In seltenen Fallen verlauft eine Infektion fulminant,
wobei es dann zum Leberversagen kommt.

Das Hepatitis-B-Virus ist selbst nicht zytopathogen, das Eindringen des
Virus und seine Replikation in der Leberzelle fihren nicht unmittelbar zu
deren Zerstérung. Die Krankheitssymptome bei der HBV-Infektion
beruhen hauptsachlich auf der zelluldren Immunabwehr des
Wirtsorganismus, die sich gegen die infizierte Zelle richtet.

Infektion Erkrankungsbeginn

Ikterus

ke

Monats

i ;
-2 -1 0 1 2 3 4 5

Abb. 1: Schema einer Hepatitis-B-Infektion mit Darstellung der Antigene und
Antikorper, die im Rahmen einer akuten Hepatitis B im Serum
nachgewiesen werden kénnen.

Quelle: Thomas (Hrsg.): Labor und Diagnose, Die Med.
Verlagsgesellschaft, Marburg 1992

Nach einigen Wochen bildet sich die Gelbsucht zurick, d.h. die im
Gewebe abgelagerten Gallenfarbstoffe werden abgebaut und die
Erkrankung heilt aus. Das geschieht in 90-95% aller Falle. Abbildung 1
zeigt den Zeitpunkt des Auftretens und den typischen Verlauf
virusspezifischer MessgroBBen bei einer akuten Hepatitis-B-Infektion.



Tabelle 1: Diagnostische Marker bei Hepatitis B

HBsAg | Anti-HBs |Anti-HBc|Anti-HBc| HBeAg | Anti-HBe | HBV-

IgM DNA
Inkubation + - - - (+) - +
akut + - + + + - +
abgelaufen - + + - - +/- -
Trager gesund + - + - -(+) +(-) -(+)
persistierend + - + -(+) -/+ +/- -/+
chron. aktiv + - + +/- +/- -/+ +

Quelle: Mod. nach Brandis, Kéhler, Eggers u. Pulverer (Hrsg.): Medizinische
Mikrobiologie, G. Fischer 1994

Bei 5-10% der Infizierten jedoch entwickelt sich eine chronische
Hepatitis (HBsAg [Antigen der Virushulle] langer als 6 Monate nach
Infektion nachweisbar), welche haufig jahrelang ohne wesentliche
Krankheitssymptome persistiert (meist HBeAg [frihes {early} Antigen]
negativ). Entwickelt sich eine chronisch aktive Hepatitis, kann neben der
HBV-DNA meist auch HBeAg nachgewiesen werden. Sie verursacht ohne
Behandlung bei 50% der Patienten nach 5 Jahren Leberzirrhose. In
Tabelle 1 sind die diagnostischen Marker aufgefiihrt, nach welchen man
den jeweiligen Status des HBV-infizierten Patienten bestimmen kann.
Patienten mit chronischer HBV-bedingter Hepatitis haben ein 100%
héheres Risiko ein Leberzellkarzinom zu entwickeln als Patienten ohne
chronische HBV-bedingte Hepatitis.

Chronische Hepatitis kann durch die Gabe von Nukleosidanaloga
behandelt werden. Leider treten nach einiger Zeit Resistenzen auf, so dass
sich das Virus wieder starker vermehrt. Daher ist es sinnvoll nach neuen
Therapieansatzen zu suchen.

3. Aufbau des Virus und der sekretierten Antigene

Im Serum HBV-infizierter Personen befinden sich drei HBV-spezifische
Partikel: Das Virus, nach seiner Entdeckerin auch "Dane-Partikel" genannt
(~0,2%), welches ca. 42-47nm groB (Dane et al., 1970) und infektios
ist, spharische (98-99%) und filamentbdse (1-2%) Partikel mit 20-25nm
Durchmesser und unterschiedlicher Lange (Abb. 2).

Das Dane-Partikel besteht aus einer duBeren Hille, aufgebaut aus
Wirtszelllipiden und den drei viralen Oberflachenproteinen, und einem ca.
32-35nm groBen ikosaedrischen Nukleokapsid, in dem die virale
Nukleinsdaure und die viruskodierte Polymerase verpackt sind. Die beiden
Hauptstrukturelemente des Virus (Nukleokapsid und Hiulle) entstehen
zunachst getrennt voneinander, das Nukleokapsid im Zytosol und die
Hullproteine als transmembrane Proteine in den Membranen des
endoplasmatischen Retikulums (ER).

Die spharischen und filamentdsen Partikel bestehen im Gegensatz zum
intakten Virus nur aus der Lipidhille mit eingelagerten viralen



Oberflachenproteinen. Beim spharischen Partikel findet man fast
ausschlieBlich das kleine Oberflachenprotein. In den filamentésen Partikeln
sind zusatzlich neben dem kleinen das mittlere Oberflachenprotein
enthalten. Das groBe Oberflachenprotein ist in diesen subviralen Partikeln
nur in sehr geringer Konzentration nachweisbar.

Hepatitis B Virus

47nm
Dane-Partikel

Sphdren MHBs LHBs  SHBs

N %)&
$ AN
€§ Filamente

Abb. 2: Schematische Darstellung der drei verschiedenen Partikel, die im Blut
von HBV-infizierten Personen zu finden sind. LHBs, MHBs, SHBs: Large
(groBes), Middle (mittleres), Small (kleines) Hepatitis-B surface-Protein;
HBc: Hepatitis-B core-Protein; hsc70: Heat shock cognate 70; Pk:
Proteinkinase; Pri: Primer-Protein; RT: reverse Transkriptase; PreSl1,
PreS2: PreS1-, PreS2-Domane; S: S-Domane (Hillproteine) (nach Kann
& Gerlich, 1998, modifiziert)

4. Das HBV-Genom

Die Abbildung 3 zeigt die Genomstruktur des Hepatitis-B-Virus. Das
3,2kb groBe Genom ist zirkular und partiell doppelstrangig (Summers et
al., 1975). Das vollstandige Genom ist auf dem kodierenden L(-)-Strang
vorhanden; der komplementare S(+)-Strang umfasst nur 20-80% des
Genoms, so dass eine einzelstrangige Gap-Region (Aussparung) entsteht
(Hruska et al., 1977).



Abb. 3: Genomstruktur des Hepatitis-B-Virus mit Darstellung der vier
konservierten ORFs des HBV-Genoms am Beispiel des Genotyps A
(HBsAg Subtyp adw?2).
Pol: DNA-Polymerase; Pr: Primer-Protein; E1, E2: Enhancer 1 und 2;
GRE: glucocorticoid responsive elements; PREa, PRER:
posttranscriptional regulatory elements; DR1, DR2: direct repeat 1
und 2; (+):Plusstrang-DNA; (-): Minusstrang-DNA; ¢: Epsilon-RNA
Verpackungssignal (nach Kann & Gerlich, 1998, modifiziert)

Die Sekretion des Virus erfolgt vor der Fertigstellung des Plusstranges
durch die virale Polymerase. Vermutlich gelangen durch die
Nukleokapsidstruktur keine Nukleotide mehr in das Nukleokapsidinnere.
Daher hat der (+)-Strang einen definierten 5 -Anfang aber ein variables
3'-Ende, abhangig von der Menge mit eingeschlossener Nukleotide. Die
zirkulare Konformation des Genoms kommt nicht durch kovalente
Verknupfung der beiden Enden des (-)-Stranges zustande, sondern durch
die Basenpaarung von (+)- und (-)-Strang in diesem Bereich (Charnay et
al., 1979, Galibert et al., 1979; Sattler & Robinson, 1979; Siddiqui et
al.,1979).

Das HBV-Genom kodiert flir mindestens vier offene Leserahmen (open
reading frames, ORFs), die sich teilweise Uberlappen und alle auf dem (-)-
Strang lokalisiert sind. Jeder der vier ORFs hat einen eigenen Promotor,
der durch regulatorische Elemente beeinflusst wird. Der gréBte offene
Leserahmen kodiert flir die virale Polymerase, deren unterschiedliche
Domanen als terminales Protein (Primer-Protein), reverse Transkriptase
bzw. DNA-abhangige DNA-Polymerase und als Ribonuklease H fungieren.
Ein zweiter Leserahmen enthalt die beiden Startkodons des Hepatitis-B
core-Antigens (HBcAg) und des Hepatitis-B early-Antigens (HBeAg). Ein
weiterer Leserahmen kodiert fur die viralen Oberflachenantigene
Hepatitis-B surface-Antigen (HBsAg), die zusammen mit Wirtszelllipiden
die Virushille aufbauen (Gavilanes et al., 1982). Die Startkodons fiir



LHBs, MHBs und SHBs liegen im gleichen Leseraster. Der kleinste ORF der
Hepadnaviren kodiert fir das Hepatitis-B x-Protein (HBx) (Meyers et al.,
1986). Die Proteine werden in den folgenden Abschnitten beschrieben.

Es wurden noch zwei weitere ORFs beschrieben. ORF5 befindet sich auf
dem (-)-Strang im Bereich des x-Gens aber in einem anderen Leserahmen
und umfasst 70-100 Kodons. ORF6 hingegen befindet sich auf dem (+)-
Strang im Bereich des x-Gens und hat ungefahr eine Lange von 210
Kodons (Miller et al., 1988; Kaneko et al., 1988).

Das HBV-Genom hat zahlreiche regulatorische Elemente, unter anderem
zwei Enhancer. Enhancer I reguliert richtungsunabhangig die Transkription
von HBx und pragenomischer/PreC mRNA (Guo et al.,, 1991). Die
Transkription der Oberflachenproteine wird Gber den Enhancer I verstarkt
(Su & Yee et al., 1992). Enhancer II stimuliert positions- und richtungs-
unabhangig die Transkriptionsaktivitat der beiden Oberfldchenprotein-
Promotoren und des x-Promotors (Yuh & Ting, 1990). Die Aktivitat von
Enhancer I hangt von ubiquitéren, wie auch von leberspezifischen
Faktoren ab, wohingegen Enhancer II rein leberspezifisch aktiviert wird
(Ben-Levy et al., 1989; Trujillo et al., 1991; Wu et al., 1992).

Weiterhin enthalt das Genom zwei 11 Basen lange direkt wiederholte
Sequenzen (direct repeats, DR1 und DR2), die bei der Replikation eine
essentielle Rolle spielen (Siddiqui et al., 1979; Summers et al., 1984; Will
et al., 1987) (siehe nachsten Abschnitt). AuBerdem ist im Bereich des S-
Gens noch ein glucocorticoid responsive element (GRE) zu finden, von
dem in Zellkultur gezeigt werden konnte, dass es die Genexpression in
Gegenwart von Steroidhormonen erhéhen kann (Tur-Kaspa et al., 1986).

5. HBV-Replikation

Die Replikation des Virus erfolgt ausschlieBlich in Leberzellen und ahnelt
aufgrund der Beteiligung eines reversen Transkriptionsschrittes der
Replikation bei Retroviren. Allerdings ist hier im Gegensatz zur
retroviralen Replikation keine Integration der DNA in das Wirtsgenom zu
beobachten.

Der Eintritt von umbhillten Viren in ihre Zielzelle erfolgt durch die
Bindung des Virus an einen oder mehrere Rezeptoren auf der
Zellmembran, gefolgt von einer Fusion der viralen Hullle mit der zellularen
Membran (Penetration). Es wurden eine Reihe von Bindungspartnern fur
das HBV beschrieben, wobei deren Bedeutung im viralen Lebenszyklus
noch ungeklart ist.

Pontisso et al. (1992) und Neurath et al. (1986; 1992) konnten durch
Kompetition mit anti-PreS1-Antikérpern die Bedeutung der PreS1-Region
fur die Bindung an Leberzellmembranen zeigen. Die PreS1-Region besitzt
zwischen den Aminosauren 21 und 47 eine flr die Bindung viraler Partikel
an Hepatozyten essentielle Domane, die als Hepatozytenbindungsstelle
oder "Neurath-Sequenz" bezeichnet wird (Neurath et al.,1986). An diesen
Bereich bindet Interleukin 6 (IL-6) (Neurath et al., 1992). Durch eine
Affinitatschromatographie mit einem tetravalenten Derivat der "Neurath-



Sequenz" fanden de Falco et al. (2001) ein 44kDa-Protein in der
Plasmamembran von Hepatozyten, welches auch mit der PreS1-Region
des LHBs interagiert. Budkowska et al. (1993, 1997) haben ein l6sliches
50 kDa Glycoprotein (HBV-BF) identifiziert, welches an PreS1 bindet.

Flir die PreS2 Region wird keine essentielle Funktion bei der Infektion
der Leberzelle beschrieben (Fernholz et al., 1993; Sureau & Lanford,
1993) aber sie kdnnte eine Hilfsfunktion bei der Bindung des Virus haben.
Die PreS2-Domane hat eine Spezies-spezifische pHSA-Bindungsstelle
(polymeres humanes Serumalbumin), die auch auf Hepatozyten zu finden
ist (Machida et al., 1984). Als ein weiterer Ligand wurde Fibronektin
identifiziert (Budkowska et al., 1995) und auch der Transferrin-Rezeptor
bindet an die PreS2-Region (Gagliardi et al., 1994).

Fir das kleine Oberflachenprotein ist das Apolipoprotein H als
Bindungspartner beschrieben. Uber die Bindung von Apolipoprotein H an
LDL-Partikel kdénnte eine Aufnahme Uber den LDL-Rezeptor ermdéglicht
werden (Mehdi et al., 1996). Auch Annexin V/Endonexin II ist als
Phospholipid-bindendes Protein ein Bindungspartner, da es eine Bindung
mit der Hepatozytenmembran eingehen kann (Hertogs et al., 1994; Gong
et al., 1999).

Im Fall des Entenhepatitisvirus (DHBV) wurde die auch im Menschen
vorkommende Carboxypeptidase D (gp180) als Bindungspartner gefunden
(Kuroki et al., 1994; Eng et al., 1998). Das Entenvirus (DHBV) wird mit
gp180 zwar durch Endozytose in die Zelle geschleust, bedarf flr die
Etablierung der Infektion allerdings keines sauren intralysosomalen pH-
Wertes, was eine Beteiligung der Lysosomen weitgehend auszuschlieBen
scheint (Kock et al., 1996).

Die Vielfalt von virusbindenden Proteinen und die oft fehlende
leberspezifische Expression lassen eine endgliltige Klarung des zugrunde
liegenden Infektionsmechanismuses noch offen.

Nach der Penetration wird die Virushulle entfernt. Das Nukleokapsid
wird zum Zellkern transportiert, wobei ungeklart ist, ob und wie das HBV-
Nukleokapsid vor seiner Dissoziation an den Kern transportiert wird und
durch welche zelluldaren Mechanismen die Nukleokapsid-Dissoziation
erfolgt. Schmitz und Kann (2003) zeigten, dass das Nukleokapsid durch
Kernporen (nuclear pore complex) in den Zellkern gelangt. Durch zellulére
Reparaturenzyme wird der Einzelstrangbereich des Virusgenoms zum
Doppelstrang komplettiert (Kéck & Schlicht, 1993), so dass schlieBlich die
ccc-Form (covalently closed circular) der viralen DNA als Minichromosom
mit Nukleosomen assoziiert vorliegt (Bock et al., 1994). Die Anwesenheit
von ccc-DNA in Hepatozyten zeigt eine erfolgreiche Initiation einer
Infektion an (Ruiz-Opazo et al., 1982).
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Von der ccc-DNA ausgehend werden nun die mRNAs fur die viralen
Proteine und das RNA-Pragenom synthetisiert. Im Zuge des
Nukleokapsidzusammenbaus, vermittelt durch die virale Polymerase, wird
die pragenomische RNA in das Viruskapsid integriert (Seeger et al., 1986)
(Abb. 4).

Neu gebildete Nukleokapside kbénnen zwei unterschiedliche Wege
einschlagen: Zum einen kénnen sie deassemblieren und die virale DNA in
den Zellkern freisetzen (Tuttleman et al., 1986; Wu et al., 1990; Ganem,
1996). Von dieser viralen DNA erfolgt dann die Expression viraler
Transkripte. Zum anderen kdénnen Nukleokapside mit den in der ER-
Membran eingelagerten Oberflachenproteinen interagieren und bilden
dann wahrscheinlich durch Knospung neue Viruspartikel, die dann Uber
den Golgi-Apparat ohne lytischen Effekt von der Leberzelle aktiv ins Blut
freigesetzt werden (Blum et al., 1989) (Abb. 4).

In Abbildung 5 ist der Replikationszyklus des Hepatitis-B-Virus
dargestellt. Im Nukleokapsid findet die Umwandlung der pragenomischen
RNA in das reife virale DNA-Genom statt. Hierbei wird durch die reverse
Transkriptase-Domane der HBV-Polymerase (Summers & Mason, 1982)
die pragenomische RNA in einen komplementaren (-)-DNA-Strang
umgeschrieben. Dazu bindet die HBV-Polymerase an das 5 -terminale e-
Signal der pragenomischen RNA und synthetisiert einen kurzen, zum e-
Signal komplementaren DNA-Primer. Die HBV-Polymerase mit dem
kovalent gebundenen Primer transloziert zum 3'-Bereich der
pragenomischen RNA und bindet dort, und zwar im Bereich des DR1. Von
hier aus wird die Synthese des (-)-DNA-Stranges initiiert. Gleichzeitig wird
durch die RNase H-Domane der HBV-Polymerase die RNA im entstandenen



DNA-RNA-Hybrid bis auf 17-18 Nukleotide abgebaut (Radziwill et al.,
1990). Dieser 5°-RNA-Rest wird zum DR2 des (-)-DNA-Stranges
transferiert und dient der HBV-Polymerase als Primer flir die Synthese des
(+)-DNA-Stranges (Bartenschlager & Schaller, 1988).

Abb. 5: Replikationszyklus des Hepatitis-B-Virus
DR1: direct repeat 1; DR2: dircet repeat 2; pol: Polymerase
Weitere Erlauterungen siehe Text (nach Gerlich und Thomssen, 1999)

6. HBV-Transkription

Die Transkription der ccc-DNA in pragenomische RNA erfolgt mittels der
zelleigenen RNA-Polymerase II im Zellkern. Die Transkription startet an
verschiedenen Stellen auf dem Genom, endet aber am gemeinsam
genutzten Polyadenylierungssignal. Die mRNAs des HBV haben eine
typische eukaryotische Struktur. Sie besitzen am variablen 5'-Ende eine
Cap-Struktur, sowie am 3 -Ende eine Polyadenylierungssequenz.

Man kann drei Gruppen von mRNAs unterscheiden (Cattaneo et al.,
1983, 1984). Aufgrund des einmaligen Uberlesens der
Polyadenylierungssequenz ist die langste mRNA mit 3,5kb groéBer als das
virale Genom (Russnak et al., 1990). Zum einen tragt sie die Information
flr die Synthese von HBc-, HBe- und Polymerase-Proteinen (Enders et al.,
1985; Yaginuma et al., 1987). Andererseits ist diese 3,5kb mRNA auch
die pragenomische RNA, welche als Matrize flir die reverse Transkriptase
zur Bildung des HBV-Genoms dient (Ganem & Varmus, 1987).

Die vom Leserahmen der Oberflachenproteine transkribierten mRNAs
sind 2,1 kb bis 2,4kb groB. Sie kodieren flir drei Oberflachenproteine. Das
2,4kb lange Transkript tragt die Information flur das groBe
Oberflachenprotein (LHBs), der entsprechende Promotor SP1 st
leberspezifisch (Will et al., 1987). Die kleineren Oberflachenproteine
(MHBs und SHBs) werden Uber kiirzere mRNAs synthetisiert. Je nach dem
ob die Transkription ober- oder unterhalb des MHBs-Startpunktes startet,
entsteht entweder eine MHBs- oder eine SHBs-mRNA. Die Transkription
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wird durch den SP2-Promotor reguliert, welcher nicht leberspezifisch ist
(Pourcel et al., 1982).

Das kleinste Transkript ist 0,9 kb lang und kodiert flir das HBx-Protein
(Kaneko & Miller, 1988). Die beiden Enhancer E1 und E2 stimulieren den
entsprechende x-Promotor, so dass die Transkription aktiviert wird (Yuh et
al., 1990).

7. Die viralen Proteine

7.1. Die HBV-Polymerase

Der groBte ORF im HBV-Genom kodiert flir die Polymerase, welche ca.
94 kDa groB ist und aus vier Domanen besteht. Im N-terminalen Bereich
befindet sich das Primer Protein, auch Terminales Protein (TP) genannt.
Daran schlieBt sich C-terminal ein Spacer-Bereich an, dem die
Polymerase-Domane und die RNase H-Domane folgen (Radziwill et al.,
1990). Die Polymerase-Aktivitat ist RNA- und DNA-abhangig. AuBerdem
besitzt das Protein eine Schlisselfunktion bei der Verpackung der
pragenomischen RNA in das Nukleokapsid (Hirsch et al., 1990;
Bartenschlager et al., 1990).

7.2. Das HBSP

Das HBSP ist ein 93 Aminosauren groBes Fusionsprotein aus den ersten
46 Aminosauren der Polymerase und einer 47 Aminosauren langen
Sequenz, die durch einen Frameshift entstanden ist. Das Protein entsteht
nach SpleiBen der 3,5kb groBen mRNA. In vivo wurde das Protein in HBV-
infizierten Leberproben gefunden und auch Antikérper konnten
nachgewiesen werden (Soussan et al., 2000). In vitro exprimiertes Protein
hat keinen Effekt auf die virale DNA Replikation und Transkription. Aber es
induziert Apoptose, ohne dass die Zellen in Zellzyklusarrest gehen
(Soussan et al., 2000). Des weiteren wurden defiziente HBV-Partikel
gefunden, die ein 2,2kb groBes HBV-DNA-Fragment enthielten, das
komplementar zur gespleiBten mRNA ist (Terré et al., 1991; Rosmorduc et
al., 1995; Glnther et al., 1997).

7.3. Das HBx-Protein

Der kleinste ORF kodiert in 154 Tripletts fir das 16-18 kDa groBe HBx-
Protein (Gough, 1983; Seifer et al., 1990). Einen ahnlichen ORF findet
man auch in GSHV und WHV. Chang et al. (2001) charakterisierten fur
das DHBV ein HBx-ahnliches Protein, welches dhnliche Eigenschaften hat
wie das von Sauger-Hepatitis-Viren.

Die zellulare Verteilung von HBx scheint abhangig vom
Expressionsspiegel zu sein (Henkler et al., 2001). Wird wenig HBXx
hergestellt, so ist es Uberwiegend im Kern Ilokalisiert. Bei hoher
Expressionsrate akkumuliert HBx im Zytosol; zum Teil assoziiert es mit
den Mitochondrien, einem Speicherort fir Ca®'. Es konnte keine
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Assoziation mit dem ER, der Plasmamembran oder Lysosomen gezeigt
werden (Henkler et al., 2001).

Die unterschiedliche Verteilung von HBx scheint flir die verschiedenen
Funktionen verantwortlich zu sein. HBx ist fahig eine ganze Reihe von
viralen und zelluldaren Genen zu Aktivieren. Es bindet im Kern
wahrscheinlich nicht direkt an die DNA, sondern Ubt seine Funktion Uber
Protein/Protein-Wechselwirkungen mit mehreren Transkriptionsfaktoren
aus (Maguire et al., 1991; Ritter et al., 1991). So sind die Bindung und
Modifizierung verschiedener Transkriptionsfaktoren z.B. AP1, AP2, ATF2
CREB, TBP, TFIIH und TFIIB beschrieben (Barnabas & Andrisani, 2000;
Haviv et al., 1998a, 1998b; Lin et al., 1997; Qadri et al., 1996; Maguire et
al., 1991; Seto et al., 1990). Alle HBV-Promotoren werden durch HBx
stimuliert (Nakatake et al., 1993; Xu et al., 2002).

Mitogens
Growth Factors Cytokines
Growth factors

Environmental/
Cellular Stress

/,/
S ,/,
e
a—

tﬂfecc i @
T L ~l- Qkf |
MAPKKK { (VEKK) R @

A\
\
le) \
J’ \‘ \ ‘L ~ N
Lo /AQ/ S |
MAPKK le}f MEX (kB> B Sy
NF;\B -r-—\v\N“kB v )
— Q — . Apoptosis
M-«PK{ ( T\"/(r & SSATZD  Differentiation Y
N\, re - 3
\\/\_, . SIATLYA® Transformation
\ C C 36 \\.\3
\*9 m |J l‘ \\\\
J 5 p
" NVZNZNNINY i s 7o/ g
M s [ -~
Nucleus e s

Abb. 6: Die MAPK- (Mitogen-activated protein kinase) und die JAK/STAT- (Janus
kinases/signal transducer and activators of transcription) Signalkaskaden
werden durch HBx aktiviert. (aus Arbuthnot et al., 2000)

Zytosolisches HBx stimuliert die JAK/STAT (Lee & Yun, 1998)
Signalkaskade durch die Aktivierung der JAK-Phosphorylierung. Die
Aktivierung der Src-Kinasen durch zytosolisches HBx (Klein & Schneider,
1997) hat potentielle Effekte auf die Aktivierung der Ras-Raf-MAPK-
Sighalkaskade, welche letztlich wichtig flr die Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren AP-1, AP-2 und NF-«B ist (Benn et al., 1996;
Kekule et al.,, 1993) wund induziert Erk- und IJNK-abhangige
Signalkaskaden (Benn et al., 1996; Henkler et al., 1998; Natoli et al.,
1994) (Abb. 6).

Klein et al. (1999) zeigten, dass die Aktivierung der Src-Kinase durch
HBx eine stimulierende Wirkung auf die HBV-Replikation in Zellkultur hat.
Blockiert man die Src-Kinase-Aktivierung, so wird auch die HBV-DNA-
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Synthese reduziert, dahnlich wie bei x° Mutanten. Reifenberg et al. (2002)
hingegen fanden durch Experimente mit einer HBx-defizienten HBV-
transgenen Maus, dass HBx keinen Einfluss auf Virus-Replikation und -
Sekretion hat. Ob die scheinbar widersprichlichen Ergebnisse auf
unterschiedliche Untersuchungsmethoden zurlickzufiihren sind oder durch
die Verschiedenheit der experimentellen Systeme bedingt sind

, ist noch
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Abb. 7: hypothetische Beeinflussung des intrazelluldren Ca?*-Spiegels und der
HBV-Replikation durch HBx.

Der Haupteffekt auf die HBV-Replikation geschieht eher auf der Ebene der
HBV-DNA als auf RNA-Ebene (Bouchard et al., 2001) (dicke Pfeile).

CAM: Calmodulin; CAMK: Ca**-Calmodulin-abhangige Kinase; CN:
Calcineurin; Cyt c: Cytochrom c; DAG: Diacylglycerol; Ins(1,4,5)P3:
Inositol-1,4,5-trisphosphat; NOS: Stickstoffmonoxid-Synthase; PKA:
(cAMP-abhé&ngige) Proteinkinase A; PKC: (Ca®*-abh&ngige) Proteinkinase

C; PLCy: Phospholipase Cy; PTP: permeable Ubergangspore (nach
Bouchard et al., 2002)

Die Src-Kinasen werden durch die Prolin-reiche Tyrosinkinase 2 (Pyk2)
aktiviert, welche wiederum durch erhdéhte zytosolische Ca®*-
Konzentrationen aktiviert wird. In Gegenwart von HBx wurde eine erhdhte
Phosphorylierung von Pyk2 gefunden (Bouchard et al., 2001). Durch die
-Chelatoren wurde Pyk2 weniger stark phosphoryliert und
auch weniger HBV-DNA detektiert, wobei die Menge an RNA kaum
verandert war (Bouchard et al., 2001) (Abb. 7).
Fir das x-Protein des Woodchuck Hepatitis Virus konnte durch
Deletionsanalysen des C-Terminus eine Beteiligung an der Replikation
nachgewiesen werden (Chen et al.,1993). Zoulim et al. (1994)
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demonstrierten ebenfalls durch Mutationen im x-ORF, dass sich das WHV
ohne intaktes x-Protein nicht replizieren kann.

Flr die initiale Virus-Replikation scheint eine verstarkte Expression von
Wirtsfaktoren notwendig zu sein, die durch die aktivierende Funktion von
HBx ausgeldst wird (Chen et al., 1993).

7.4. Das Nukleokapsidprotein und HBeAg

Im ORF des HBV-C-Gens befinden sich zwei Startkodons. Beginnt die
Translation am ersten Startkodon, entsteht ein 25 kDa Protein, welches N-
terminal eine Signalsequenz flr den sekretorischen Weg besitzt. Im
Lumen des rauhen endoplasmatischen Retikulums werden N-terminal 19
Aminosauren durch zelluldare Peptidasen abgespalten. Das naszierende
HBe-Protein (22kDa) wird C-terminal an Aminosaure 149 proteolytisch
gespalten und als 16-18kDa groBes HBeAg von der Zelle sezerniert
(Standring et al., 1988; Nassal & Rieger, 1993). Das sezernierte Protein
bildet einen wichtigen serologischen Marker fir die akute HBV-Infektion.

Startet die Translation am zweiten Startkodon, wird ein 21 kDa groBes
Protein (HBcAQ) translatiert (Feitelson et al., 1982; Gerlich et al., 1982).
Das core-Protein besteht je nach HBV-Subtyp aus 183 (alle auBer adw)
oder 185 (adw) Aminosauren und hat einen Arginin-reichen C-Terminus,
welcher mit Nukleinsauren interagiert (Gerelsaikhan et al., 1996). Die
HBcAg-Molekile aggregieren zu Nukleokapsidpartikeln und verpacken
unter Vermittlung der viralen Polymerase das Enzym mit der
pragenomischen RNA (Schlicht et al., 1989). Ein Nukleokapsid kann aus
180 bzw. 240 HBcAg-Untereinheiten bestehen (Crowther et al., 1994). In
Nukleokapsiden lasst sich eine Kinase-Aktivitat nachweisen, vermutlich
handelt es sich um die zelluldre Protein-Kinase C (Kann & Gerlich, 1994).
Diese Kinase phosphoryliert Serin-Reste im C-Terminus des core-Protein.
Die Phosphorylierungen spielen bei der Verpackung der pragenomischen
RNA (Kann & Gerlich, 1994; Lan et al., 1999; Gazina et al., 2000) und bei
der Interaktion von core-Partikel mit dem Kernporenkomplex von
infizierten Zellen (Kann et al., 1999) eine Rolle.

Das Nukleokapsid interagiert mit spezifischen Bereichen innerhalb der
Huallproteine SHBs und LHBs (Bruss & Ganem, 1991a; Dyson & Murray;
1995; Bruss , 1997; Poisson et al., 1997; Koschel et al., 2000; Tan, 2002;
Ponsel & Bruss, 2003). Welcher Bereich auf Seiten des Kapsides flr die
Interaktion mit den Hlllproteinen verantwortlich ist, wird kontrovers
diskutiert (Bottcher et al., 1998; Koschel et al., 2000). Allerdings konnten
juingste Untersuchungen zeigen, dass die Interaktion des Kapsides mit den
Hillproteinen Uber Bereiche in den Furchen des Nukleokapsides, also am
Ansatz der spike tips vermittelt wird (Ponsel & Bruss, 2003) (Abb. 11).

7.5. Die Oberflachenproteine

Die Proteine in der duBeren Hulle der Dane-Partikel, der 22 nm-Partikel
und der Filamente werden als Hepatitis-Oberflachenantigene (HBsAQ)
bezeichnet. HBsAg besteht aus den drei unterschiedlich groBen Proteinen
LHBs, MHBs und SHBs. Diese werden von einem 1,2kb groBen Gen (S-
ORF) kodiert, das sich aus den drei Regionen preS1l, preS2 und S
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zusammensetzt. Es gibt drei verschiedene "in frame" stehende
Startkodons aber nur ein Stopkodon. Wird die Translation am letzten
Startkodon begonnen, entsteht das SHBs-Protein. Durch einen Start am
mittleren Startkodon werden weitere 55 Tripletts abgelesen, wodurch das
MHBs entsteht. Wird das Gen vollstandig exprimiert, entsteht das groBe
Oberflachenprotein LHBs.

7.5.1. Das kleine Oberflachenprotein SHBs

Im Serum Hepatitis B-Virus infizierter Patienten macht das SHBs etwa
90% der Oberflachenproteine aus. Das SHBs besteht aus 226
Aminosauren (24kDa) und kann am Asparagin 146 glykosyliert werden
(27 kDa).

Lumen

Abb. 8: Das kleine Oberflachenprotein SHBs in der ER-Membran

Im Bereich der Aminosauren 101-168 befinden sich viele hydrophile
Aminosauren, die an der Oberflache der HBs-Partikel exponiert werden
und die Antigenitat bestimmen. Die humanen Hepatitis B-Viren werden
aufgrund struktureller Unterschiede des Oberflachenantigens in vier
verschiedene Serotypen eingeteilt. Die Einordnung basiert auf einer
einheitlichen "a"-Determinante mit den jeweils exklusiv vorhandenen
Determinantenpaaren d oder y, sowie wl-w4 oder r. Die Serotypen
werden somit als adw, ayw, adr und ayr bezeichnet (Le Bouvier et al.,
1972; Bancroft et al., 1972).

Die Aminosauresequenz weist drei hydrophobe und zwei hydrophile
Bereiche auf, wobei 50-60 % des Proteins aus a-Helices besteht (Guerrero
et al., 1988). Die erste a-Helix zwischen Aminosaure 11-29 wirkt als N-
terminale Signalsequenz flir die Translokation in das ER-Lumen (Eble et
al., 1986, 1990). Die zweite a-helikale Struktur im Bereich der
Aminosauren 80-98 wird ebenfalls in die Membran insertiert, was die
Translokation C-terminal folgender Sequenzen ermdglicht (Eble et al.,
1987). Die zwischen den a-Helices gelegene Region ist folglich dem
Zytosol (Abb. 8), bzw. nach der Virusknospung dem Virusinneren
zugewandt. Diese Hypothese wird durch das Fehlen jeglicher
Antikérperbildung gegen B-Zell-Epitope dieser Region unterstitzt.

Man vermutet im C-Terminus zwei weitere in die ER-Membran
insertierte o-helikale Regionen (Guerrero et al., 1988) (Abb. 8). SHBs
weist, insbesondere im Bereich der C-terminal der Transmembranregion II
gelegenen sog. a-Determinante eine Reihe von Cystein-Resten auf, von
denen ein Teil durch die Ausbildung intra- und intermolekularer
Disulfidbriicken beim Aufbau partikuldarer Strukturen beteiligt ist (Guerrero
et al., 1988).
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Bruss & Ganem (1991b) zeigten, dass das SHBs sowohl fur die
Sekretion von subviralen Partikeln, als auch bei der Reifung der Viren
notwendig ist. Poisson et al. (1997) konnten flr den Bereich der
Aminosauren 56-80 eine Interaktion mit gereinigtem HBcAg zeigen. Auch
Tan et al., (1999) wiesen in vitro eine Bindung von SHBs an das core-
Protein nach.

7.5.2. Das mittlere Oberflachenprotein MHBs

Das MHBs wird wie SHBs sekretiert (5-10% des Serum-HBsAg). Es
setzt sich aus der S-Domane und N-terminal zusatzlichen 55
Aminosauren, der PreS2-Domane, zusammen (Abb. 9) und ist damit ca.
30kDa groB. Die PreS2-Domane ist an der Oberflache der Viren und
subviralen Partikel exponiert. In Position 4 der PreS2 befindet sich ein
Asparagin, das mit einem komplexen Glykan verknupft sein kann (gp33).
Zusatzlich kann auch das Asparagin an Position 146 in der S-Domane
glykosyliert sein (gp36) (Stibbe & Gerlich, 1982).

Abb. 9: Das mittlere Oberflachenprotein MHBs in der ER-Membran

MHBs scheint ein reines Strukturprotein zu sein. Im Gegensatz zu der
C-terminal verkirzten Form (MHBs'), die durch Deletion im Zuge der
Integration von Virus-DNA in das zelluldare Genom entstehen kann, weist
MHBs keine transkriptionellen Aktivitaten auf (Kekule et al., 1990).

Die aktivierende Funktion der C-terminal verkirzten Proteine ist fur die
Konstrukte MHBs"™? bis MHBs'°? gegeben. Dariiber hinaus findet keine
Aktivierung statt (Lauer et al., 1992; Hildt et al., 1995). Der Grund fir die
Aktivatorfunktion von MHBs' ist die im Gegensatz zum MHBs
zytoplasmatische Orientierung der fiur die aktivierende Funktion
verantwortliche PreS2-Region beim MHBs'. Die transkriptionelle
Aktivierung erstreckt sich pleiotrop auf eine Vielzahl von Promotoren (Hildt
et al., 1995).

Flr die Morphogenese der Virionen kdnnten die ersten 5 Aminosauren in
der PreS2-Domane eine Rolle spielen (le Seyec et al., 1998). Fir das
Weiterbestehen der Infektion bei einem chronisch infizierten HBV-
Patienten ist das mittlere Oberflachenprotein scheinbar nicht essentiell
(Fernholz et al., 1993).

7.5.3. Das groBe Oberflachenprotein LHBs

Das groBe Oberflachenprotein umfasst die PreS1-, die PreS2- und die S-
Domane (Abb. 10) und besteht je nach Genotyp aus 389 bzw. aus 400
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Aminosauren. Es ist in der unglykosylierten Form 39kDa groB, bei
Glykosylierung am Asparagin 146 der S-Domane 42 kDa.

Wenn das LHBs translatiert wird, ist die PreS1/PreS2-Region zunachst
auf der zytosolischen Seite der ER-Membran Ilokalisiert. Die
Transmembranregion II und C-terminal folgende Sequenzen in der S-
Domane werden ebenso wie die identischen Bereiche des MHBs und SHBs
kotranslational in die Membran des ER transloziert. Daflr sind
Signalsequenzen innerhalb der Transmembranregion II verantwortlich
(Eble et al., 1987; Prange et al., 1992). Eine in der Transmembranregion I
lokalisierte Signalsequenz ist fir die kotranslationale Translokation der
PreS2-Region im Zuge der Integration von MHBs in die ER-Membran
verantwortlich (Eble et al., 1990; Ostapchuk et al., 1994). Im Fall des
LHBs erfolgt die Translokation fir ca. 50 % der PreS1/PreS2-Regionen in
das ER-Lumen posttranslational (Bruss et al., 1994; Ostapchuk et al.,
1994; Prange & Streeck, 1995). Anscheinend hat die Bindung von hsc70
an die Region der Aminosauren 70-94 in der PreS1-Domane einen Einfluss
auf die Translokation (Prange et al., 1999). Auf Grund des
Biosyntheseweges wird das LHBs nicht an Aminosdure 4 der PreS2-Region
glykosyliert (Ostapchuk et al., 1994; Bruss et al., 1994a; Prange et al.,
1995).

Lumen

/A’,sz%jf”
“%
C %

Abb. 10: Das groBe Oberflachenprotein LHBs in der ER-Membran. Die Abbildung
zeigt die beiden vorkommenden Topologien.

Flr die Fixierung des N-Terminus in der Membran ist eine kovalent an
Glycin 2 der PreS1-Region gebundene Myristinsdure verantwortlich
(Persing et al., 1987). Sie besitzt keinen Einfluss auf die Morphogenese
der Virionen (Bruss & Ganem, 1991b) ist aber essentiell fiir eine Infektion
(Gripon et al., 1995; Macrae et al., 1991).

LHBs ist neben SHBs notwendig flir den Zusammenbau viraler Partikel,
da die daflr erforderliche Interaktion der Hullproteine mit dem
Nukleokapsid unter anderem Uber die PreS1-Region vermittelt wird (Bruss
& Ganem, 1991a; Dyson & Murray; 1995; Bruss, 1997; Poisson et
al.,1997; Koschel et al., 2000; Tan, 2002; Ponsel & Bruss, 2003). Ist die
PreS1/PreS2-Domane auf der zytosolischen Seite der ER-Membran
lokalisiert, kann die PreS1-Region auch mit den Hitzeschockproteinen
hsc70 und hsp90 assoziiert sein (Loffler-Mary et al., 1997). Weiterhin ist
die zytosolische Ausrichtung des LHBs flr die Retention der subviralen
Partikel im ER verantwortlich (Bruss & Vieluf, 1995). LHBs wird in
Abwesenheit von SHBs nicht sekretiert, sondern reichert sich in der Zelle
an (Cheng et al., 1986).
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Die PreS1-Region besitzt zwischen den Aminosauren 20 und 47 eine
potentielle Hepatozytenbindungsstelle flir das HBV, die auch als Neurath-
Sequenz bezeichnet wird (Neurath et al., 1986; Pontisso et al., 1989). Fir
diese Funktion muss die PreS1-Region auf der Virusoberflache exponiert,
also vorher in das ER-Lumen transloziert sein.

7.5.4. Das LHBs als transkriptioneller Aktivator

Es wurde gezeigt, dass eine C-terminal gekirzte Form des MHBs
(MHBs") eine transkriptionelle Aktivatorfunktion besitzt (Caselmann et al.,
1990; Kekulé et al., 1990; Lauer et al., 1992). Durch Deletionsanalysen
konnte der Bereich flr die Aktivatorfunktion eingeengt werden. Es muss
C-terminal mindestens bis in den Bereich zwischen der II. und III.
Transmembranregion deletiert werden, um eine Aktivatorfunktion zu
generieren (Lauer et al., 1992; Natoli et al., 1992). Als minimal
aktivierende Einheit wird das MHBs"™? angesehen (Lauer et al., 1992;
Natoli et al., 1992). Hierbei ist die normale Orientierung der PreS2-Region
des MHBs in das ER-Lumen nicht mehr gegeben, sondern die PreS2-
Region ragt in das Zytosol (Hildt et al., 1995). Ebenso wie beim MHBs' ist
bei einem Teil der vorhandenen LHBs-Molekile die PreS1/PreS2-Region in
das Zytosol gerichtet (Ostapchuk et al., 1994; Bruss et al., 1994; Prange
et al., 1995). Kim et al. (1997) untersuchten mit Hilfe der GAL4-DNA-
Bindungsdomane die Aktivatorfunktion der PreS1-Domane. In Fusion der
GAL4-DNA-Bindungsdomane mit der PreS1-Domane konnte sie ein
Aktivatorpotential zeigen, mit dem eher bekannten trunkierten MHBs'
gelang ihnen keine Aktivierung.

Hildt et al. (1996) zeigten Uber Kotransfektionsversuche, dass das LHBs
ebenso wie MHBs' eine Aktivatorfunktion hat. Die PreS2-Doméne des LHBs
wird gleich der PreS2-Doméne des MHBs' durch die Proteinkinase C
phosphoryliert. AuBerdem bindet die PreS2-Doméane an die PKCa/p und
l6st so die PKC-abhangige c-Raf/Erk2-Signalkaskade aus, die zu einer
Aktivierung von AP-1 und NF-«B fuhrt (Hildt et al., 2002).

Die PreS-Region des DHBV ist an mehreren Stellen phosphoryliert
(Grgacic & Anderson, 1994). Am Beispiel der Phosphorylierung von Serin
118 konnte eine Beteiligung von Erk2 gezeigt werden. Durch
Transfektionsversuche konnte eine Abhangigkeit der Aktivatorfunktion
vom Phosphorylierungszustand von PreS bewiesen werden (Rothmann et
al., 1998). Da aber durch Mutanten, welche die Phosphorylierung
verhindern, kein Einfluss auf die Virusproduktion in Zellkultur und in vivo
festgestellt wurde, scheint weder die Phosphorylierung, noch die
Aktivatorfunktion essentiell fir die Virusreplikation und die Morphogenese
zu sein.
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7.5.5. Die Rolle der Oberflachenproteine bei der
Virusmorphogenese

Es gibt viele Einflisse auf die Virusmorphogenese. Zuerst muss die
pragenomische RNA im Nukleokapsid verpackt und anschlieBend das
Nukleokapsid von den in der ER-Membran eingelagerten glykosylierten
Oberflachenproteinen umhtllt werden (Roingeard et al., 1990).

Bruss und Ganem (1991a) zeigten, dass LHBs und SHBs aber nicht
MHBs flr den Viruszusammenbau notwendig sind. Sie konnten auch eine
Beteiligung der Myristylierung an Glycin 2 im N-Terminus an der
Virusformierung ausschlieBen. In anderen Arbeiten zeigte sich, dass eine
zytosolische Ausrichtung der PreS1-Region notwendig ist (Bruss & Vieluf,
1995). Eine Uberexpression von LHBs inhibiert die Freisetzung viraler
Partikel (Bruss et al., 1996). Durch Deletionsanalysen wurde eine flir das
Assembling verantwortliche Region (Aminosauren 102-119) im PreSl1
beschrieben (Bruss & Thomssen, 1994), die noch erweitert wurde auf die
ersten 5 Aminosauren der PreS2-Region (Bruss, 1997; le Seyec et al.,
1998,). Poisson et al. (1997) nutzten synthetische Peptide, die den
Bereich 96-116 der PreS1-Domane und 56-80 der zytosolischen Schleife
der S-Domane abdeckten, um eine Interaktion zwischen LHBs und HBcAg
im zellfreien System nachzuweisen (Tan, 2002). Tan et al. (1999)
vermuten auch zwei HBcAg-Bindungsstellen, wobei die S-Doméane nur
unterstutzend wirkt. Der Bereich von Aminosaure 35-56 und Arginin 79 in
der zytosolischen Schleife der S-Region scheint eher seine Funktion im
SHBs als im LHBs auszulben (Loéffler-Mary et al. (2000).

Dyson und Murray (1995) konnten mittels eines 8 Aminosduren langen
Peptids (ALLGRMKG) die Interaktion zwischen LHBs und HBcAg stbéren, es
wurden 50 % weniger Viren sezerniert. Das Peptid wurde auf Grund seiner
Affinitdt zu HBcAg aus einer Phagenbank selektioniert, welche flr
verschiedene, nicht HBV-assoziierte Hexapeptide kodiert. Bottcher et al.
(1998) zeigten spater mit hoch auflésender Elektronenkryomikroskopie,
dass ein ahnliches Peptid (GSLLGRMKGA) an den spike tip eines HBcAg-
Dimers bindet. Es wird aber davon ausgegangen, dass allein die Sequenz
von LLGRMK ausreichend ist und die beiden basischen Aminosauren flr
die Interaktion mit Glutaminsaure 77 und Asparaginsaure 78 des HBCcAg
verantwortlich sind. Vermutlich spiegelt diese Aminosauresequenz
strukturelle Ahnlichkeiten zu einer Region im HBsAg wider, deren
Sekundar-/Tertidrstruktur analog ist aber welche nicht die gleiche
Primarsequenz besitzt (Dyson und Murray, 1995).
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AS136
AS137
AS139

Abb. 11: HBcAg-Monomer mit Angabe der Mutationen, welche die
Virusmorphogenese blockieren (nach Koschel et al., 2000)

Ein zum spike tip des HBcAg identisches Peptid (LEDPASR; AS 76-82)
zeigte keinen Einfluss auf die Interaktion von HBcAg und LHBs (Tan,
2002), d.h. dass die Bindung nicht am spike tip stattfindet. Dies
bestatigen auch Untersuchungen von Ponsel und Bruss (2003), die
Mutationsanalysen am HBcAg durchfuhrten. Sie zeigten verschiedene
Regionen, die flur die Virusmorphogenese relevant sind (Abb. 11). Beim
Homodimer des HBcAg liegen diese Mutationen wie in einer Ring-
ahnlichen Furche am Grunde des spikes und in einem kleinen Gebiet in
der Nahe der Pore, die bei der Nukleokapsidbildung entsteht.

Beim DHBYV sind die beiden Oberflachenproteine S und L notwendig um
das Nukleokapsid zu umhillen (Summers et al., 1991). Die homologe
Region im PreS-Bereich fur die Interaktion liegt im Bereich AS 117-136
(Lenhoff & Summers, 1994).

Im Unterschied zu Retroviren ist die Interaktion zwischen den
Oberflachenproteinen und dem Kapsid nicht sehr spezifisch. Es kdnnen
auch artfremde Kapside verpackt werden (Hopkins, 1993). Die Interaktion
bei den Hepatitisviren ist spezifischer. Es werden nur Sauger-
Nukleokapside in Sauger-Oberflachenproteine verpackt und nicht in aviane
Oberflachenproteine (Gerhardt & Bruss, 1995).

8. Zellpermeable Peptide und Proteine

In den letzten Jahren wurden einige Peptide und Proteine beschrieben,
welche die Fahigkeit besitzen, die Zellmembran unter Wahrung der
Zellintegritat zu Uberwinden, d.h. sie sind zellpermeabel.

Beispiele flr derartige Peptide sind der Kaposi-Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (Rojas et al., 1998), das Antennapedia-Homdobox-
Protein und die daraus abgeleiteten Penetratine (Derossi et al., 1994,
1998), das aus dem Herpes Simplex Virus 1 stammende Protein VP-22
(Elliott & O "Hare, 1997), sowie das im Oberflachenprotein des Hepatitis B-
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Virus entdeckte, 12 Aminosauren umfassende, Translokationsmotiv (TLM)
(Oess & Hildt, 2000). Das lange flr zellpermeabel gehaltene, aus dem
humanen Immundefizienzvirus (HIV) stammende TAT-Protein (Vives et
al.,, 1997), wird nach neueren Erkenntnissen Uber Endozytose
aufgenommen (Richard et al., 2003).

Neben den Motiven in naturlich vorkommenden Proteinen wurden auch
Fusionsproteine beschrieben, die zellpermeable Eigenschaften aufweisen.
Zu diesen Peptiden gehdért neben Transportan (Pooga et al.,1998) auch
das MPG-Motiv (Morris et al., 1997). Transportan stellt ein Fusionsprotein
aus dem N-terminalen Bereich (AS 1-13) des Galanin-Rezeptorliganden
und des C-terminalen Bereich des Mastoparans dar und verfugt ebenso
wie das MPG-Motiv Uber 27 Aminosauren. Das MPG-Motiv setzt sich aus
der fusogenen Sequenz des HIV-gp41l und der Kernlokalisationsdomane
des SV40 T-Antigens zusammen.

Auch fir synthetisch hergestellte Peptide, wie flir den Protein-Carrier
Pep-1 (Morris et al., 2001), sowie flUr synthetische Peptide, die eine
a-helikale amphiphatische Struktur einnehmen, konnte die
Membrangangigkeit beschrieben werden (Oehlke et al., 1998).

Mittels zellpermeabler Peptide kdénnen eine Vielzahl von biologisch
wirksamen Substanzen, wie Peptide und Proteine, aber auch Polyamid
Nukleotid Analoga (PNA), sowie DNA- und RNA-Fragmente zur Antisense-
Therapie in eine Vielzahl von Ziel-Zellen eingebracht werden (Morris et al.,
2000).

8.1. Das Translokationsmotiv

In der PreS2-Region des Hepatitis B-Virus befindet sich zwischen den
Aminosauren 41 und 52 (PLSSIFSRIGDP, Subtyp ayw) eine a-helikale
amphiphatische Struktur (Hildt et al., 1995). Flr diese Region konnte die
Eigenschaft der Zellpermeabilitat nachgewiesen werden (Oess & Hildt,
2000). Durch CD-Spektroskopie wurde gezeigt, dass bei Mutationen in
diesem Bereich (PSSSSSSRIGDP) eine Umlagerung in eine B-Faltblatt-
Struktur erfolgt, wodurch die Eigenschaft der Zellpermeabilitat verloren
geht (Hildt et al., 1993, 1995).

Die Zellpermeabilitat ist nicht auf Leberzellen beschrankt (Saher & Hildt,
1999; Oess & Hildt, 2000). TLM-Fusionsproteine penetrieren permanente
Zelllinien und primare Zellen in der Zellkultur, sowie auch Zellen
pflanzlichen Ursprungs. In vivo-Applikation der TLM fusionierten Proteine
in das Muskelgewebe von Kaninchen, zeigt die Verteilung der Proteine
Uber mehrere angrenzende Zellschichten (Saher & Hildt, 1999).

Vergleichbare amphiphatische Bereiche, die eine Tendenz zur
Ausbildung einer a-Helix aufweisen, sind in allen Sauger- sowie avianen
Hepadnaviren konserviert (Oess & Hildt, 2000).
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9. Ansatze und Ziele dieser Arbeit

Aufbauend auf dem dargestellten Erkenntnisstand Uber das HBV, war es
Ziel dieser Arbeit mittels Uberlappender zellpermeabler Proteine die
Region der PreS1S2-Domane naher zu identifizieren wund zu
charakterisieren, welche die Interaktion mit dem Nukleokapsid vermittelt.
Zunachst sollte untersucht werden, ob die zellpermeablen Proteine
internalisiert werden und wo sie nach der Aufnahme lokalisiert sind. Der
Nachweis sollte mittels Immunofluoreszenzen und Western Blot Analysen
erbracht werden. Durch die Nutzung zellpermeabler Proteine wird die
Integritat der Zellen gewahrt. Aus Voruntersuchungen ist bekannt, dass
die Anwesenheit von PreS1S2 in nicht Membran-gebundener Form den
Zusammenbau des Virus hemmt. Es sollte der Einfluss der zellpermeablen
Peptide auf das Sekretionsverhalten viraler Partikel von HBV-
produzierenden Zellen untersucht werden und damit eine Abschatzung des
Potentials dieses Ansatzes erfolgen. Flr die Quantifizierung der Antigene
standen kommerziell erwerbbare spezifische ELISAs zur Verfigung. Die
Sekretion von HBsAg ist jedoch bei der zu verwendenden Zelllinie
HepG2.2.15 problematisch, da die Zelllinie Gberproportional viel HBsAg
bildet. Daher sollte flir die Quantifizierung der viralen DNA eine TagMan-
PCR etabliert werden. Ausgehend von den Ergebnissen ist das Potential
der zellpermeablen Proteine die Interaktion zwischen HBcAg und LHBs zu
hemmen, abzuschatzen.

Desweiteren sollte die Rolle der zwei HBV-Aktivatoren, des HBx und der
PreS2-Region des LHBs, bei der HBV-Genexpression/-Sekretion untersucht
werden. Sie aktiveren beide die c-Raf-1/MEK-Signalkaskade. Dazu sollte
im Rahmen dieser Arbeit die von den Aktivatoren genutzte Signalkaskade
inhibiert werden. Zur Untersuchung der Funktionalitat sollten HBx- und
PreS2-defiziente HBV-Mutanten eingesetzt werden. Der Einfluss auf die
Sekretion sollte durch die Quantifizierung viraler DNA aus dem Zellkultur-
Uberstand erfolgen. Zur Untersuchung der Genexpression sollten
Immunofluoreszenzen und Western Blot Analysen durchgeflhrt werden.
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II Ergebnisse

1. Etablierung der TagMan-PCR zur Quantifizierung von
Virus-DNA

1.1. HBsAg-spezifische Primer und Sonde

Die Primer TagMan-f HBsAg und TagMan-b HBsAg, sowie die Sonde
(Sonde HBsAg), sind ebenso wie die PCR-Bedingungen der Arbeit von Pas
et al. (2000) entnommen. Sie befinden sich im PreS-Gen und es wird ein
Bereich von 89 Basenpaaren amplifiziert. Durch Sequenzvergleiche wurde
festgestellt, dass die Primer und die Sonde in den HBV-Subtypen adr und
ayw binden und damit fur die in der Arbeit verwendeten Konstrukte pSM2
und pSPT1.2HBV geeignet sind.

Die optimalen Konzentrationen der Primer wurden austitriert. Hierbei
wurde auf einen mdéglichst hohen ARn-Wert (Anderung der Fluoreszenz)

und einen mdglichst geringen Ct-Wert (Zykluszahl) geachtet. Dazu wurde
die Konzentration der Sonde (250nM) und des Templates (ca. 1,8*10°
Genomkopien) konstant gehalten. Es zeigte sich, dass die
Endkonzentration von 900 nM je Primer optimal flr die TagMan-PCR ist.

Im Anschluss wurde die Standardreihe, welche fir die Quantifizierung
der unbekannten Proben wichtig ist, optimiert. Dazu wurden verschiedene
Praparationen des pSM2-Plasmides seriell verdinnt und mit optimierten
Primerkonzentrationen eingesetzt. Hierbei fiel auf, dass die Abweichung
bei geringer Kopienzahl sehr groB war (Abb. 12).
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Abb. 12: Standardreihe von zwei verschiedenen pSM2-Praparationen und sechs
verschiedenen Verdinnungsreihen
Primer: TagMan-f HBsAg, TagMan-b HBsAg; Sonde: Sonde HBsAg

Die Abbildung 13 zeigt eine typische Standardreihe mit dem Primerpaar
TagMan-f HBsAg und TagMan-b HBsAg und der Sonde HBsAg. Auffallig ist
die nur relativ geringe Anderung der Fluoreszenz ARn. ARn ist ein MaB fir
die Markierung der Sonde und damit fir die Messgenauigkeit wahrend der
TagMan-PCR entscheidend. Andert sich die Fluoreszenz nur wenig, so sind
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nur sehr groBe Unterschiede in der DNA-Menge messbar (siehe Material
und Methoden: 13.12. Quantitative PCR / TagMan-PCR [S. 73]).

Amplification - BMpSM22215200802
0.250 i1

0.200

0.150

ARn

0.100 " Kopi

0.050

0.000 - ~|¢T{

-0.050 T i i III;III |
0 2 4 6 8 101214 16 1820 22 24 26 28 30 32 34 3638 40 42 44

Cycle

Abb. 13: Standardwerte einer Eichgerade
Primer: TagMan-f HBsAg, TagMan-b HBsAg; Sonde: Sonde HBsAg
Die Zahlen im Diagramm geben die Kopienanzahl in 10 yl DNA pro
Ansatz an. ARn ist ein MaB fiir die Anderung der Fluoreszenz, wenn
die Sonde durch die Exonukleaseaktivitat der Polymerase von der zu
amplifizierenden DNA-Region abgespalten wird.

1.1.1. Verschiedene DNA-Isolierungsmethoden

Da die Detektion von Plasmid-DNA einfacher ist als die viraler DNA,
wurden verschiedene Moglichkeiten getestet, um eine madglichst hohe
Kopienanzahl im TagMan-PCR-Ansatz nachweisen zu koénnen. Der
Zellkultur-Uberstand von 2 Tagen von HepG2.2.15-Zellen wurde hierfiir
entweder durch Zentrifugation oder PEG8000-Fallung konzentriert oder
ohne Anreicherung eingesetzt. AuBerdem wurden unterschiedliche Arten
der DNA-Isolierung aus Viren getestet. Ziel war es, eine gute
Reproduzierbarkeit der Werte zu erreichen.

Die TagMan-PCR zeigte flr konzentrierte, nicht weiter behandelte (Abb.
14: 2) und nicht aufkonzentrierte (Abb. 14: 5) Zellkultur-Uberstande
keine bzw. geringe Kopien. Bei der Isolierung der DNA mit dem QIAamp
Blood DNA Kit (QIAGEN) konnte dagegen viel DNA aus dem Zellkultur-
Uberstand gewonnen und nachgewiesen werden. Die Standardabweichung
reichte von 45% bei Methode 1 Uber 30% bei Methode 4 und 5, bis zu
10 % bei Methode 3 (Tabelle 2). Daher schien die Aufkonzentrierung Uber
Zentrifugation und anschlieBende Isolierung der DNA die sinnvollste
Methode, weil hier auch die Standardabweichung am geringsten war. Ein
Teil der viralen DNA-Isolierung dieser Arbeit wurde mit dem QIAamp
Blood DNA Kit (QIAGEN) durchgefihrt.
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Abb. 14: Vergleich verschiedener DNA-Isolierungsmethoden aus 80 pl

HepG2.2.15-Zellkultur-Uberstanden

1. Die DNA-Isolierung erfolgte mit Hilfe von Silica coarse nach
PEG8000-Fallung (Boom et al., 1990).

2. Der Zellkultur-Uberstand wurde mit einem Zentrifugal-
konzentrator aufkonzentriert und die DNA nicht isoliert.

3. Der Zellkultur-Uberstand wurde mit einem Zentrifugal-
konzentrator aufkonzentriert und die DNA mit dem QIAamp
Blood DNA Kit (QIAGEN) isoliert.

4. Der Zellkultur-Uberstand wurde mit dem QIAamp Blood DNA Kit
(QIAGEN) isoliert.

5. DNA aus Zellkultur-Uberstand

Primer: TagMan-f HBsAg, TagMan-b HBsAg; Sonde: Sonde HBsAg

Tabelle 2: Darstellung des Vergleichs verschiedener DNA-Isolierungs-
methoden aus HepG2.2.15-Zellkultur-Uberstanden

Methode Kopien in Standardabweichung
80ul US Kopien Prozent
1 4 2 45
2 0 0 0
3 11.833 1.102 9
4 3.382 1.006 30
5 18 5 29

Die Nummern der Methoden entsprechen denen der Abbildung 14.

Spater wurde ein weiterer Kit (High pure viral nucleic acid kit [Roche])
verwendet, so dass nochmals die Methoden miteinander verglichen
wurden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Aufkonzentrierung nicht
unbedingt notwendig ist (Abb. 15: Tag 3 3d unkonz.) und dass bei dem
Kit von Roche die Standardabweichungen am geringsten waren. Die
Freisetzung der viralen DNA durch NaOH mit anschlieBender
Neutralisierung durch HCl erbrachte zwar eine relativ hohe Ausbeute an
DNA aber die Standardabweichung war sehr hoch (Abb. 15 und Tabelle 3:
Tag 3 3d NaOH/HCI). Fir die Arbeit waren die absoluten Mengen an
viraler DNA nicht relevant aber eine geringe Standardabweichung, um
geringe Anderungen der Virussekretion detektieren zu kénnen. Ein groBer
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Teil der Arbeiten wurde mit dem High pure viral nucleic acid kit (Roche)
durchgefuhrt, weil es von der Handhabbarkeit nicht nur am einfachsten,
sondern auch am zuverlassigsten war.

1,0E+09

1,0E+08

—t

1,0E+07

—H

1,0E+06

1,0E+05

1,0E+04

1,0E+03

1,0E+02

Roche QIAGEN NaOH/HCI
Methode

[ETag 14d konz. M Tag24d konz. [Tag 3 4d konz [JTag 3 3d unkonz.

Abb. 15: Vergleich verschiedener DNA-Isolierungsmethoden aus 80 pl HepG2.2.15-
Zellkultur-Uberstanden
Die konzentrierten (konz.) Proben wurden alle aus dem gleichen
Zellkultur-Uberstand entnommen. Der Zellkultur-Uberstand wurde mit
PEG8000 gefallt, die Viren durch Zentrifugation Gber ein 20 % Sucrose-
Kissen pelletiert. Die nicht aufkonzentrierten Proben (unkonz.) stammen
aus einer anderen Charge. Aus den Viren des konzentrierten und nicht
konzentrierten Zellkultur-Uberstandes wurde durch High pure viral nucleic
acid kit (Roche), QIAamp Blood DNA Kit (QIAGEN) und Lyse mit NaOH die
virale DNA isoliert.
Primer: TagMan-f HBsAg, TaqgMan-b HBsAg; Sonde: Sonde HBsAg

Tabelle 3: Darstellung des Vergleich verschiedener DNA-Isolierungs-
methoden aus HepG2.2.15-Zellkultur-Uberstand (Abb. 15)

Roche QIAGEN NaOH/HCI
Tag 1 4d (Kopien) 8.344 16.136 293.319
Standardabweichung 13% 61% 41%
Tag 2 4d (Kopien) 16.142 11.749 209.794
Standardabweichung 29% 52% 20%
Tag 3 4d (Kopien) 11.654 12.422 462.090
Standardabweichung 26% 52% 47%
Tag 3 3d (Kopien) 1.102.891 2.924.893 94.289.638
Standardabweichung 7% 34% 74%

Nahere Erlduterungen zu den Methoden sind in Material und Methoden:
13.16. Isolierung viraler DNA (S. 76) beschrieben

Die zur Isolierung der viralen DNA genutzten Zellkultur-Uberstande
von HepG2.2.15 Zellen (Abb. 14) sind zu einem anderen Zeitpunkt
gewonnen worden, als jene, welche fir Abbildung 15 genutzt wurden.
Daher sind die Mengen an viraler DNA nicht direkt vergleichbar,
sondern nur je nach Charge.
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Abb. 16: 1:10 Verdiinnungen der viralen DNA im Gegensatz zu unverdlnnter
DNA
Die 1:10 Verdunnungen sind auf die 10 fache Menge umgerechnet. Die
Zellkultur-Uberstande sind mit einem Zentrifugalkonzentrator
aufkonzentriert, die DNA mit dem QIAamp Blood DNA Kit (QIAGEN)
isoliert.
Primer: TagMan-f HBsAg, TagMan-b HBsAg; Sonde: Sonde HBsAg

Zur Uberpriifung der Annahme, ob eine Verdiinnung der DNA eine
bessere Reproduzierbarkeit der Werte zur Folge hat, wurde die virale DNA
verddnnt und im Vergleich zur konzentrierten DNA bei der TagMan-PCR
eingesetzt. Bei der Verdlinnung verringert sich zwar die
Standardabweichung aber wenn man den Verdlinnungsschritt wieder
herausrechnet, detektiert man insgesamt weniger virale DNA (Abb. 16).

1.2. HBx-spezifische Primer und Sonde

Nach allen Optimierungsversuchen waren die Ergebnisse nicht
zufriedenstellend. Die Standardabweichung war relativ hoch. Die
Anderung des Fluoreszenzsignals der Sonde war auch nach Neubestellung
relativ gering (ARn <1) (Abb. 13), so dass kleine Messunterschiede nicht
eindeutig bestimmbar waren. Daher wurden weitere Primer (HBxfTM1,
HBxrTM1) und eine Sonde (HBxSondeTM1) ausgewahlt. Die Sequenzen
sind der Arbeit von Loeb et al. (2000) enthommen und im Uberlappenden
Bereich von x- und Polymerase-Gen lokalisiert. In diesem Bereich sind die
Subtypen adr und ayw relativ homolog. Es wird ein 104 Basenpaare
langes Amplifikat generiert.

Die optimierten Bedingungen der Primer TagMan-f HBsAg und TagMan-b
HBsAg, sowie der dazugehdrigen Sonde (Sonde HBsAg) wurden
beibehalten. Die Primer HBxfTM1 und HBxrTM1 wurden mit einer
Endkonzentration von 900nM und die Sonde HBxSondeTM1 mit 250nM
eingesetzt. Es zeigte sich, dass die Anderung des Fluoreszenzsignals
wesentlich starker (Abb. 17) als bei der HBsAg-Sonde war und daher auch
geringere Unterschiede in der Menge der viralen DNA gemessen werden
konnten.
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Abb. 17: Standardwerte einer Eichgerade
Primer: HBxfTM1, HBxrTM1; Sonde: HBxSondeTM1
Die Zahlen im Diagramm geben die Kopienanzahl in 10 yl DNA pro Ansatz
an. ARn ist ein MaB fiir die Anderung der Fluoreszenz, wenn die Sonde
durch die Exonukleaseaktivitat der Polymerase von der zu
amplifizierenden DNA-Region abgespalten wird.

Die DNA aus dem Zellkultur-Uberstand wurde ohne vorherige
Konzentrierung nur noch mit dem High pure viral nucleic acid kit (Roche)
isoliert. Wenn die Experimente auf transient transfizierten Zellen
basierten, wurde vor der DNA-Isolierung ein DNase-Verdau durchgefiihrt,
um in der TagMan-PCR nicht Signhale durch Reste der transfizierten DNA
zu erhalten. Die virale DNA ist im Virus vor der DNase geschutzt.
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2. Strukturelle Voraussetzungen der Virusreplikation

2.1. Synthetische Peptide

Das LHBs ist mit seiner zum Teil zytosolisch lokalisierten PreS-Region
flr die Verpackung der im Zytosol vorliegenden Kapside notwendig (Bruss
& Vieluf, 1995). Als Bindungsdomanen wurden der C-terminale Bereich
der PreS1-Region und die ersten finf Aminosduren der PreS2-Region
beschrieben (Bruss & Thomssen, 1994; Bruss, 1997; Le Seyec et al,,
1998).

2.1.1. Die Struktur der synthetischen Peptide

Dyson und Murray (1995) konnten mittels eines 8 Aminosduren langen
Peptids (ALLGRMKG) die Interaktion zwischen LHBs und HBcAg stbéren, es
wurden 50% weniger Viren sezerniert. Bottcher et al. (1998) zeigten
spater mit hoch auflésender Elektronenkryomikroskopie, dass ein
ahnliches Peptid (GSLLGRMKGA) an den spike tip eines HBcAg-Dimers
bindet. Es wird aber davon ausgegangen, dass allein die Sequenz von
LLGRMK ausreichend ist. Die synthetischen Peptide PS 734/RP und PS
735/RP leiten sich von dieser Sequenz ab und wurden an den
flankierenden Bereichen erweitert. Sie wurden in den weiteren
Experimenten als Positivkontrolle genutzt.

PS 734/RP TLM GRSLLGRMEGA
PSS 735/RP GRSLLGRMEGA TLM
T

Abb. 18: Struktur der synthetischen Peptide

Zur genaueren Charakterisierung der HBcAg-Bindungsregion im LHBs
wurden Peptide bestellt, die neben dem N-terminalem TLM der PreS2-
Region aus Uberlappenden C-terminalen Bereichen der PreS1-Region
bestehen (APO144 - 146) (Abb. 18). Durch das TLM werden die Peptide
zellpermeabel. Damit sind nur die notwendigen strukturellen Regionen flr
die Internalisierung und die Interaktion in den Peptiden vorhanden.
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2.1.2. Peptidmarkierung und -isolierung

Zur Untersuchung der Internalisierung und der Verteilung der
synthetischen Peptide in der Zelle wurden diese mit Fluorescein markiert.

Die Abtrennung des nicht gekoppelten Fluoresceins erfolgte Uber eine
Gelfiltrationssaule (Superdex Peptide-Saule). In Abbildung 19 ist in den
Fraktionen B8, B11 und B12 das nicht gebundene Fluorescein zu finden.
Die Fraktionen B2-B5 enthalten eine Verunreinigung die vom Fluorescein
herriihrt aber nicht fluoresziert.
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Abb. 19: Chromatogramm der Auftrennung des Fluorescein in DMSO mittels
Superdex Peptide 200-Saule
Die Auftrennung erfolgte mit PBS bei einer Flussrate von 0,5 mil/min.
Die Pfeile markieren die Fraktionen, in welchen das Fluorescein eluiert
wurde. Die blaue Linie zeigt die Absorption flir das Fluorescein
(495 nm) und die rote Linie die Absorption bei 215nm
(Peptidbindung). Die braun-gepunktete Linie gibt die Leitfahigkeit
wider.

Die Fraktionen A12 und A13 enthalten das markierte Peptid (Abb. 20).
Die Fraktionen A7 und A8 enthalten kein Peptid, wie ein Vergleich mit
einem Chromatogramm ergab, bei welchem nur das Peptid auf die
Superdex Peptide-Saule gegeben wurde (nicht gezeigt).
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Abb. 20: Chromatogramm des Fluorescein-Markierungsansatzes fiir APO145
mittels Superdex Peptide 200-Saule
Die Auftrennung erfolgte mit PBS bei einer Flussrate von 0,5 ml/min.
Die Fraktionen A12 und A13 enthalten das markierte Peptid. Die
blaue Linie markiert die Absorption bei 215 nm (Peptidbindung), die
rote Linie die Absorption bei 490 nm (Fluorescein). Die violette Linie
gibt die Absorption bei 280 nm wider. Die braune Linie stellt die
Leitfahigkeit dar.

2.1.3. Internalisierung der synthetischen Peptide

Um die Internalisierung der synthetischen Peptide untersuchen zu
kénnen, wurden die Fluorescein-markierten Peptide herangezogen.
HepG2.2.15 als HBV-produzierende Zellen wurden 30min mit dem
jeweiligen Peptid (2 uM) inkubiert und anschlieBend mit Ethanol fixiert.

10pum

Abb. 21: Immunfluoreszenzen mit Fluorescein-markierten Peptiden in HepG2.2.15
a) Dapi Kern-Farbung; b) APO145-Fluorescein

Die Fluoreszenzmikroskopie zeigt, dass die markierten Peptide fahig
sind in die Zelle einzudringen. Sie akkumulieren im Kern (Abb. 21: b).

Als Folge der Internalisierung kommt es zu einer Umverteilung von
HBsAg und HBcAg in HBV-produzierenden Zellen beobachten. Analog zum
Internalisierungsexperiment wurden HepG2.2.15 mit den Peptiden
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behandelt. Das rekombinante PreS1S2-Protein diente als Positiv-Kontrolle
und unbehandelte HepG2.2.15-Zellen als Negativ-Kontrolle.

Auffallend ist die Veranderung der Verteilung des HBcAg vom Zytosol in
den Kern (Abb. 22: c). Diese Veranderung ist bei PreS1S2 nicht so
ausgepragt (Abb. 22: e).

Bei der Verteilung des HBsAg ist die in den unbehandelten Kontrollzellen
vorhandene punktuelle Konzentrierung im Kern-nahen Bereich nach der
Inkubation mit PS 735/RP aufgehoben und das HBsAg verteilt sich relativ
gleichméaBig im Zytosol (Abb. 22: d). Ahnliches ist auch in der Positiv-
Kontrolle zu beobachten (Abb. 22: f).

Die Veranderung der Verteilung der Oberflachenproteine (HBsAg) und
der core-Protein (HBcAg) kann als Hinweis gewertet werden, dass sich
auch das Sekretionsverhalten viraler Partikel und Antigene andert. Hierauf
wird im nachsten Abschnitt eingegangen.

HBCAg HBsAg

10pum

10pum

a) b)

10pum

10pum

10pum

10pum

e) f)
Abb. 22: Immunfluoreszenzen von HepG2.2.15, mit je 2 uM synthetischem Peptid
(PS 735/PR) und rekombinantem Protein fiir 30 Minuten inkubiert
a) HepG2.2.15 gegen anti-HBcAg gefarbt; b) HepG2.2.15 gegen anti-
HBsAg gefarbt; c) HepG2.2.15 mit PS 735/RP gegen anti-HBcAg
gefarbt; d) HepG2.2.15 mit PS 735/RP gegen anti-HBsAg gefarbt;
e) HepG2.2.15 mit PreS1S2 gegen HBcAg gefarbt; f) HepG2.2.15 mit
PreS1S2 gegen HBsAg gefarbt
Als Primar-Antikdorper wurden rabbit anti-HBcAg (DAKO) und goat anti-
HBsAg (DAKO) als PreS2-spezifischer Antikérper und als Sekundar-
Antikérper Cy" 3-konjugierter donkey anti-rabbit IgG bzw. Cy" 2-
konjugierter anti-goat IgG (Jackson Immuno-Research) genutzt.
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2.2. Einfluss synthetisch hergestelliter TLM-PreS1(n)
Peptide

2.2.1. Sekretion von Virus-Partikeln

Zur Untersuchung des Einflusses der synthetisch hergestellten Peptide
auf die Sekretion von Virus-Partikeln wurden HuH7-Zellen mit pSM2
transfiziert und anschlieBend mit verschiedenen Konzentrationen (0,1 uM,
1,0uM, 10,0 uM) der Peptide flr 12 Stunden kultiviert. Die Viren im
Zellkultur-Uberstand wurden aufgeschlossen und die virale DNA isoliert.
Die Menge an Virus-DNA wurde per TagMan-PCR quantifiziert.
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Abb. 23: Abhangigkeit der Virus-Sekretion transient transfizierter HuH7-Zellen
von der Konzentration der synthetisch hergestellten TLM-PreS1(n)-
Peptide
HuH7-Zellen wurden mittels DOTAP mit pSM2 (Sells et al., 1987)
transfiziert. Die DNA der sekretierten Viren wurde per TagMan-PCR
quantifiziert. Als Positiv-Kontrollen dienten PS 734/RP, PS 735/RP und
PreS1S2, als Negativ-Kontrolle dienten transient transfizierte HUH7
ohne Peptidinkubation.
Primer: HBxfTM1, HBxrTM1; Sonde: HBxSondeTM1

Als Positiv-Kontrollen wurden die PreS1S2-Region oder die von der
Sequenz LLGRMK (Dyson und Murray, 1995) abgeleiteten Peptide PS
734/RP und PS 735/RP genutzt. Hierbei zeigte sich, dass die N- oder C-
terminale Lokalisation des TLM bei den Peptiden PS 734/RP und PS 735/RP
einen Einfluss auf die Sekretion der Virus-Partikel hat. Zusammenfassend
kann gesagt werden, dass alle eingesetzten Peptide einen reduzierenden
Effekt auf die Virus-Sekretion haben, in Abhangigkeit von der
Konzentration aber unterschiedlich stark (Abb. 23).
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2.2.2. Sekretion von viralen Antigenen

Als weitere Parameter des Einflusses dieser Peptide auf die HBV-
Replikation wurden die Sekretion von HBeAg und HBsAg untersucht.
Hierfir wurden HBeAg- und HBsAg-spezifische ELISAs (Dade Behring)
genutzt.
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Abb. 24: HBeAg- und HBsAg-spezifischer ELISA von Zellkultur-Ubersténden von
Peptid-inkubierten HepG2.2.15-Zellen
Die Zellen wurden flr jeweils 24 h mit 2 uM Peptid inkubiert. Der
Uberstand wurde beim Mediumwechsel vollstandig entfernt.

Die Sekretion von HBsAg ist im Vergleich zu unbehandelten Zellen leicht
reduziert, wobei sich dieser Effekt nach erneuter Peptidzugabe weiter
verstarkt (Abb. 24). Im Fall des HBeAg tritt eine Reduzierung der
Sekretion erst nach anfanglich verstarkter Sekretion ein. Die
unterschiedliche Lokalisation der TLM-Sequenz am N- bzw. C-Terminus
der Peptide PS 734/PR und PS 735/PR hat einen Einfluss auf die Sekretion
viraler und subviraler Partikel, sowie der Antigene.

Durch die Kompetition der HBcAg-Bindungsstelle mit den synthetischen
Peptiden konnte eine Reduzierung der viralen und der Antigen-Sekretion
erreicht werden. Hierbei scheint die Region von 101-115 einen starken
Einfluss auf die Sekretion zu haben.
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2.3. Herstellung rekombinanter PreS1(n)PreS2 Proteine

2.3.1. Konstruktion prokaryotischer Expressionsplasmide

Als technologische Alternative zu den synthetische Peptiden wurden
Expressionsplasmide flur Fusionsproteine aus den Abschnitten des C-
Terminus der PreS1-Region (die den zuvor beschriebenen Peptiden

entsprechen) und der PreS%—Eggion hergestellt.
XHIs

Tag PreS2

=

6xHis presi
Tag As101-110 PreS2

oress o — T

6xHis presi
Tag As105-115 PreS2

6xHis pres1
Tag As110-119 PreS2

Abb. 25: Schematische Darstellung der verwendeten eubakteriellen
Expressionsplasmide
Konstrukt a) stellt zugleich das PCR-Template flir die Konstrukte b)-d) dar.
Die Nummerierung der PreS1-Region erfolgte nach Subtyp adr.

Als Ausgangsplasmid wurde das Plasmid A40 genutzt, in welchem die
PreS2-Domane Uber die Schnittstellen BamHI/HindIII in den pQe8-Vektor
subkloniert ist (Hildt et al., 1995). Das in der PreS2-Domane lokalisierte
TLM soll den Proteinen Zellpermeabilitat verleihen. AuBerdem verstarkt die
PreS2-Region die Expression. Es wurde davon ausgegangen, dass die
PreS2-Region keine Interaktion mit dem Nukleokapsid eingeht (Poisson et
al., 1997; Tan, 2002; Hildt unpublished results). Zur Herstellung der
prokaryotischen Expressionsplasmide (Abb. 25) wurde uber
entsprechende Uberhangprimer (siehe Material und Methoden: 9.1 PCR-
Primer [S. 68]) per PCR die PreS2-Sequenz 5 -terminal um die
kodierenden Bereiche flur die postulierte HBcAg-Bindungsstelle in der
PreS1-Region verlangert und die Sequenz amplifiziert. Die BamHI/HindIII
restringierten Amplifikate wurden in den eubakteriellen Expressionsvektor
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pQe8 inseriert. Der pQe8-Vektor kodiert flir einem N-terminalen 6xHisTag
an den Proteine. Durch diesen 6xHisTag wird die Reinigung Uber eine
Affinitdtschromatographiesaule (Ni-NTA-Superflow) ermdglicht.

2.3.2. Isolierung prokaryotisch produzierter Proteine

Die im vorhergehenden Abschnitt beschriebenen prokaryotischen
Expressionsplasmide wurden in E.coli transformiert. Unter
denaturierenden Bedingungen (6M Harnstoff) wurden die erzeugten
Proteine aus E.coli-Lysaten Uber Ni-NTA-Agarose-Saulen mit Hilfe des
6xHisTags gereinigt.
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Abb. 26: Chromatogramm der Reinigung von E.coli-Lysaten (PreS1 110-119
PreS2) mittels Ni-NTA-Agarose-Saule
Die mit Pfeilen gekennzeichneten Fraktionen wurden zur Dialyse
eingesetzt.
Die blaue Linie gibt die Absorption bei 280 nm wieder. Die violett-
gestrichelte Linie zeigt die Absorption bei 260 nm, die nicht
gestrichelte violette Linie die Absorption bei 215 nm. Die gestrichelte
griine Linie stellt die Konzentration des Harnstoffes dar und die braune
Linie die Leitfahigkeit.

Das Chromatogramm in Abbildung 27 zeigt ein typisches Elutionsprofil
am Beispiel des Konstruktes von PreS1 110-119 PreS2. Die Elution des
6xHisTag-Proteins erfolgt im Bereich der Fraktionen A3 - A12, wie an der
Anderung der Absorption bei 280 nm ersichtlich. Die Fraktionen A5-A10
wurden vereinigt und durch Dialyse gegen Natriumacetat in 10%iger
Sucroselésung renaturiert. Es konnten je Konstrukt aus einem Liter
Induktionskultur bis zu 5mg in Gber 90 %iger Reinheit gewonnen werden.

Der Nachweis der Proteine erfolgte zum einen mittels SDS-PAGE und
anschlieBender Coomassie-Farbung und zum anderen per Immunoblot
(Abb. 28). Das Gel zeigt die Proteine der erwarteten GréBe von ca. 7 kDa
bzw. 19kDa (PreS1S2).
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Abb. 27: SDS-PAGE-Gel (15%) der PreS1(n)PreS2-Konstrukte
(a) Coomassie-Farbung, (b) Western Blot
Als Primar-Antikorper fur (b) wurde der gereinigte anti-PreS2
Antikoérper genutzt (siehe 2.3.4). Die Detektion des Primar-

Antikdrpers erfolgte durch POD-konjugierte donkey anti-rabbit
Antikorper (Amersham).

2.3.3. Konstruktion eukaryotischer Expressionsplasmide

Um auch im Rahmen von Transfektionsexperimenten den Einfluss der
PreS1(n)PreS2-Proteine auf die Virusmorphogenese zu ermdglichen,
sollten jeweils stabil transfizierte Zelllinien hergestellt werden. Zur
Herstellung der entsprechenden Expressionsvektoren wurden die
kodierenden Sequenzen mittels EcoRI/HindIII partiell verdaut und in einen
ebenfalls EcoRI/HindIII geschnittenen pcDNA3.1(-)-Vektor (Invitrogen)
subkloniert. Da kein zusatzliches Stopkodon in der PreS2-Sequenz ist wird
ein im Vektor vorhandenes genutzt.

2.3.3.1. Stabil transfizierte HepG2-Zelllinien

Nach der Lipofektion von HepG2-Zellen mit den eukaryotischen
Expressionsplasmiden wurden die Zellen zur Selektion mehrere Wochen in
G418-haltigem (Neomycinderivat) Medium kultiviert, bis sich einzelne
Kolonien gebildet hatten, die dann vereinzelt wurden.

Der Nachweis der Integration der DNA in das Zellgenom erfolgte nach
Isolierung chromosomaler DNA mittels PCR durch ein spezifisches
Fragment. Dazu wurde die aus den Klonen isolierte genomische DNA
zunachst BamHI/HindlIII restringiert.
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Abb. 28: PCR stabil transfizierter HepG2-Zellen
Die Primer sind im Methodenteil: PCR-Primer aufgefiihrt. Sie sind
identisch mit den Uberhangprimern fiir die Klonierung der
Konstrukte.

Wie in Abbildung 26 zu sehen, konnte so fir jedes Konstrukt
mindestens ein positiver, insgesamt flunf positive, Klone identifiziert
werden.

Zum Nachweis der produzierten Proteine wurde versucht, sie Uber Ni-
NTA-Affinitatschromatografie aus dem Zelllysat anzureichern. Sie konnten
leider mit dieser Methode nicht nachgewiesen werden.

2.3.4. Antikorpergenerierung und -reinigung

Zur Gewinnung eines spezifischen anti-PreS2-Serums wurde ein
Kaninchen dreimal mit rekombinant hergestelltem A40- (PreS2-) Protein
immunisiert. Nach Entblutung des Tieres wurde das Serum gewonnen. Zur
Uberpriifung der Affinitdt wurde das Serum in Western Blot Analysen mit
den verschiedenen rekombinant hergestellten PreS1S2-Proteinen
eingesetzt.

Mit diesem Serum wird noch in einer Verdinnung von 1:10.000 das
Antigen erkannt (Abb. 29).
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Abb. 29: Verdiinnungsreihe des PreS2-spezifischen Serums in 10 % BSA
Pro Spur sind ca. 1,25 ug rekombinantes Protein aufgetragen.
Die Detektion des Primar-Antikdrpers erfolgte durch POD-konjugierte
donkey anti-rabbit Antikdrper (Amersham).

Um unspezifische Antikérper zu entfernen, wurde eine Reinigung Uber
eine Affinitatssaule vorgenommen. Das Ammoniumsulfat-geféllte, gegen
PBS dialysierte Serum wurde bei 0,2ml/min mit PBS auf eine Saule
aufgetragen, welche mit an NHS-aktivierte Sepharose (Amersham)
gekoppeltem PreS1S2-Protein geflllt war (freundlicher Weise von Dr. H.
Huser zur Verfligung gestellt). Nach dem Waschen mit PBS erfolgte die
Elution der spezifisch gebundenen Antikérper durch einen Glycinpuffer mit
niedrigem pH-Wert. Die Antikérper-enthaltenden Fraktionen wurden sofort
mit einem Tris-Puffer neutralisiert, um die Denaturierung der Antikdrper
durch den sauren pH-Wert zu verhindern.
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Abb. 30: Elutionsprofil der PreS2-spezifischen Antikérper
Die Pfeile kennzeichnen die Antikdrper-enthaltenden Fraktionen.
Das vorbehandelte Serum wurde bei 0,2 ml/min mit PBS auf die
Affinitatssaule aufgetragen. Die Elution der Antikdrper erfolgte mit
niedrigem pH durch einen Glycinpuffer.
Die blaue Linie gibt die Absorption bei 280 nm wieder. Die violette Linie
zeigt die Absorption bei 260 nm, die rote Linie die Absorption bei
215 nm. Die gestrichelte grine Linie stellt die Konzentration des
Harnstoffes dar und die braune Linie die Leitfahigkeit.

Dass die gekennzeichneten Fraktionen (Abb. 30) wirklich Antikérper
enthalten, wurde durch Gelelektrophorese mit anschlieBender Coomassie-
Farbung nachgewiesen (Abb. 31).
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Abb. 31: Coomassie-gefarbtes SDS-PAGE-Gel (15%) der Elutionsfraktionen der
PreS2-spezifischen Antikérper
Die Pfeile kennzeichnen die schweren Ketten (ca. 50 kDa) und die
leichten Ketten (ca. 25 kDa) des IgGs.
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Das so gereinigte Antiserum reagiert spezifisch mit PreS2, wie es bei
der Mischung aus rekombinanten PreS1(n)PreS2-Proteinen mit HepG2-
Zytosol gezeigt wurde (Abb. 32).
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Abb. 32: Spezifitat der PreS2-Antikorperldsung
Die Fusionsproteine wurden in HepG2-Zytosol verdiinnt. Diese
Mischung wurde Uber ein 15%iges SDS-PAGE-Gel getrennt
und anschlieBend geblottet. Der Nachweis der Proteine
erfolgte in einer Verdliinnung 1:1.000 der Antikdrper in 10 %
Milch-PBST.

2.4. Charakterisierung rekombinanter PreS1(n)PreS2-
Proteine

2.4.1. Zellpermeabilitat der rekombinanten Proteine und
Interaktion von HBcAg und PreS1(n)PreS2-Proteinen

Das in der PreS2-Domane lokalisierte TLM soll den Fusionsproteinen
Zellpermeabilitat verleihen.

Um die Fahigkeit der Zellpermeabilitat der rekombinanten Proteine zu
untersuchen,  wurden HepG2.2.15-Zellen in  Gegenwart einer
Konzentration von 2uM der verschiedenen Proteine inkubiert.
AnschlieBend wurde das Zytosol aus den mit PreS1(n)PreS2-Proteinen
behandelten HepG2.2.15-Zellen gewonnen. Durch Koimmunoprazipitation
mit  HBcAg-spezifischen Antikérpern gelang der Nachweis der
internalisierten PreS1(n)PreS2-Proteine mit PreS2-spezifischen
Antikérpern in der Western Blot-Analyse.

Der Western Blot (Abb. 33) zeigt, dass die Fusionsproteine
PreS1(n)PreS2, nicht jedoch die PreS2-Region allein detektiert werden
kdnnen. Dieses Ergebnis zeigt indirekt, dass die Fusionsproteine
zellpermeabel sind, sie kdénnen mit verschiedenen PreS2-spezifischen
Antikérpern im Zytosol nachgewiesen werden. Die PreS2-Region ist
zellpermeabel (Saher & Hildt, 1999; Oess & Hildt, 2000). Der Nachweis
der Zellpermeabilitat der PreS2-Region kann mit diesem Western Blot
nicht erbracht werden, da es sich um eine Immunoprazipitation von
Zytosol mit einem HBcAg-spezifischen Antikérper handelt.
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Abb. 33: Western Blot zum Nachweis der Zellpermeabilitat und der
Interaktion zwischen HBcAg und PreS1(n)PreS2-Proteinen
Nach Inkubation von HepG2.2.15-Zellen mit PreS1(n)PreS2-
Proteinen erfolgte Koimmunoprazipitation des Zytosols. Die
Immunoprazipitation erfolgte mit rabbit anti-HBcAg Antikdrpern
(DAKQO). Zum Nachweis der rekombinanten Fusionsproteine
wurden als Primar-Antikérper eine Mischung aus MAB 16986
(Chemicon), F124, Q19-10, E21-14 und als Sekundar-Antikérper
POD-konjugierter goat anti-mouse IgG (Amersham) genutzt.

Bisher konnte in vivo nicht direkt nachgewiesen werden, dass die
PreS1-Region mit HBcAg interagiert. Es wurden Deletionsanalysen
durchgefiuhrt, die auf eine Rolle der Aminosdauren 102-119 der PreS1-
Region bei der HBcAg-Interaktion hindeuten (Bruss & Thomssen, 1994).
Im zellfreien System konnte eine Interaktion dieser Region mit dem
HBCcAg bereits gezeigt werden (Poisson et al., 1997; Tan, 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass durch die
Nutzung der PreS2-Region als "carrier" flr die PreS1-Region die Proteine
direkt in die Zellen gelangen. Der in Abbildung 33 gezeigte Western Blot
bestatigt die Annahme, dass die PreS1(n)PreS2-Proteine mit HBCcAg auch
in vivo interagieren kdnnen. Im Gegensatz dazu kann die PreS2-Region
(A40) nicht mit HBcAg interagieren, wie die fehlende Bande bei ca. 7 kDa
in der A40 (PreS2)-Spur zeigt.

2.4.2. Sekretion von viralen Partikeln

Den Einfluss der HBcAg-Bindungsdomane des LHBs auf die
Virussekretion konnten Bruss (1997) und le Seyec et al. (1998) durch
Deletionsanalysen im C-Terminus der PreS1-Region und im N-Terminus
der PreS2-Region zeigen. Die Virusmorphogenese wird inhibiert, wenn die
mit dem HBcAg interagierende Domane deletiert wird. Auch die
Verwendung von zellpermeablen Peptiden, welche von der
Interaktionsdomane abgeleitet sind, kdnnen die Virussekretion inhibieren
(siehe Abschnitt 2.2.1).

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die rekombinanten
Fusionsproteine auf die Sekretion von Virus-Partikeln haben, wurden
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HepG2.2.15 mit den verschiedenen rekombinanten Fusionsproteinen
(2 uM) inkubiert. Es wurde jeweils nach 18h, 30h und 42 h eine Probe aus
dem Medium entnommen. Als Kontrolle dienten unbehandelte
HepG2.2.15-Zellen. AnschlieBend wurden die Viren aus dem Zellkultur-
Uberstand aufgeschlossen und die virale DNA isoliert. Die Menge an Virus-
DNA wurde per TagMan-PCR quantifiziert.
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Abb. 34: Einfluss von rekombinanten PreS1(n)PreS2-Proteinen auf die
Virussekretion
HepG2.2.15-Zellen wurden in 2 uM rekombinantem PreS1(n)PreS2-
Protein-Medium kultiviert. Nach den angegebenen Zeiten erfolgte
jeweils ein vollstandiger Mediumwechsel. Als Kontrolle dienten
unbehandelte HepG2.2.15-Zellen.

Es zeigte sich bei den Versuchen, dass je langer die Zellen mit den
rekombinanten PreS1(n)PreS2-Proteinen inkubiert wurden, die Anzahl der
sekretierten Viren reduziert wurde. Dabei zeigten die Proteine PreS1 101-
110 PreS2 und PreS1 105-115 PreS2 einen starkeren Einfluss als PreS1
110-119 PreS2 (Abb. 34).
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2.4.3. Sekretion von viralen Antigenen

HBeAg ist ein Replikationsmarker, der in das Zellkulturmedium
sekretiert wird. Verringert sich die Menge an sezerniertem HBeAg, ist dies
ein Zeichen flr eine reduzierte Replikation.

Zur Untersuchung des Sekretionsverhaltens von HBeAg und HBsAg bei
der Inkubation mit rekombinanten PreS1(n)PreS2-Proteinen wurden
kommerziell angebotene ELISAs genutzt.
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Abb. 35: HBeAg- und HBsAg-spezifischer ELISA von Zellkultur-Uberstidnden von
Peptid-inkubierten HepG2.2.15-Zellen
Die Zellen wurden flr 24 h mit 2 uM Peptid inkubiert.

Die Sekretion von sowohl HBeAg als auch HBsAg wird durch die
rekombinanten PreS1(n)PreS2-Proteine gehemmt. Am starksten wird die
HBeAg-Sekretion bei PreS1 105-115 gehemmt, wahrend bei PreS1 101-
110 die Reduzierung am geringsten war (Abb. 35).

Die rekombinanten Fusionsproteine sind ebenso wie die synthetischen
Peptide zellpermeabel. Der inhibierende Einfluss auf die Virussekretion ist
bei den rekombinanten Fusionsproteinen flr die Region AS 101-110 und
AS 105-115 am intensivsten. Die Sekretion von HBeAg als
Replikationsmarker wird durch Inkubation mit den rekombinanten
Fusionsproteinen PreS1 AS 105-115 am starksten inhibiert.

Die im Abschnitt 2 dargestellten Ergebnisse zeigen die Zellpermeabilitat
der synthetischen Peptide sowie der rekombinanten Fusionsproteine. Als
wirkungsvollste Region flir Inhibierung der Morphogenese und der
Sekretion von viralen Partikeln und Antigenen wurde die PreS1-Region AS
105-115 identifiziert.
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3. Funktionelle Voraussetzungen der HBV-Replikation

3.1. Einfluss der HBV-Aktivatoren auf die HBV-Expression

Das Hepatitis B Virus besitzt zwei Aktivatoren, das HBx und die PreS2-
Region im LHBs. Voraussetzung fur die Aktivatorfunktion von HBXx ist die
Funktionalitdat von Ras (Benn & Schneider, 1994). Dagegen aktiviert LHBs,
unabhangig von Ras, Uber eine Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) die
c-Raf-1/ MEK-Signalkaskade (Hildt et al., 2002). Auch HBx kann die PKC
aktivieren aber die Aktivatorfunktion wird durch eine Inhibierung der PKC
nicht gestort (Lucito & Schneider, 1992; Murakami et al., 1994). Im
Gegensatz dazu kommt es beim LHBs zu einer starken Reduktion der
transkriptionellen Aktivitat (Hildt et al., 2002).
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Abb. 36: Quantifizierung von HBV-spezifischer DNA in Zellkultur-Uberstdnden
von transfizierten HepG2-Zellen per TagMan-PCR.

Zur Untersuchung des Einflusses der HBx-abhangigen Aktivierung auf
die HBV-Expression wurde ein HBV-Expressionsplasmid (pSPT1.2xHBV)
mit einer transdominant negativen (tdn) Mutante von Ras (pRasN17)
kotransfiziert. Zur Inhibierung der PKC im Falle der LHBs-induzierten
Aktivierung wurde ein zellpermeables inhibierendes Peptid eingesetzt.

Die Zellkultur-Uberstédnde der so transfizierten HepG2-Zellen zeigten
keine signifikanten Anderungen in der Menge an Virus-DNA, weder bei der
Koexpression mit pRasN17 noch bei der Inhibierung der PKC (Abb. 36).
Dies ist Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus HBe- und HBsAg-
spezifischen ELISAs, welche auch keine signifikante Anderung der
Sekretion an Antigenen zeigten.
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3.2. Einfluss der c-Raf-1/ MEK-Signalkaskade auf die HBV-
Expression

LHBs und HBx aktivieren auf unterschiedliche Art die c-Raf-1/ MEK-
Signalkaskade (Andrisani & Barnabas, 1999; Benn & Schneider, 1994;
Hildt et al., 1998, 2002).

Welchen Einfluss diese Signalkaskade auf die HBV-Expression hat,
wurde durch die Koexpression von pSPT1.2xHBV mit einer tdn Mutante
von c-Raf-1 in HepG2-Zellen untersucht. Um auszuschlieBen, dass
madgliche Effekte durch unspezifische Reaktionen der tdn Mutante
hervorgerufen werden, wurde weiterhin auch der MEK-spezifische Inhibitor
PD 98059 eingesetzt. SB 202 474 ist chemisch dhnlich wie PD 98059, hat
aber keine inhibierende Wirkung.
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Abb. 37: Quantifizierung von HBV-spezifischer DNA in Zellkultur-Uberstdnden von
transfizierten HepG2-Zellen per TagMan-PCR zur Untersuchung des
Einflusses der Raf/MEK-Signalkaskade auf die HBV-Expression.

Die Menge an detektierbarer viraler DNA im Zellkultur-Uberstand wird
bei Koexpression mit tdn c-Raf-1 stark reduziert. Dieser Effekt ist c-Raf-1-
spezifisch; das wird durch die ahnlich starke Reduktion der DNA bei
Einsatz des MEK-Inhibitors (Abb. 37) gezeigt.

Der inhibierende Effekt von tdn c-Raf-1 auf die Genexpression spiegelt
sich auch in der stark verminderten HBsAg/HBeAg-Sekretion wider (Abb.
38).

Die Kotransfektion mit einer konstitutiv aktiven Form von c-Raf-1 (v-
Raf) erbrachte keine signifikante Zunahme in der Sekretion an viralen und
subviralen Partikeln.
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Abb. 38: Quantifizierung von HBsAg und HBcAg mittels ELISA im Zellkultur-
Uberstand von transient transfizierten HepG2-Zellen mit pSPT1,2HBV
zur Untersuchung des Einflusses der Raf/MEK-Signalkaskade auf die
HBV-Expression.

Basierend auf den vorhergehend beschriebenen Ergebnissen war zu
untersuchen, ob die virale Sekretion auf eine reduzierte Synthese der
Virusproteine zurickzuflihren ist oder ob es zu einer Hemmung des
Exports und somit zu einer Akkumulation der Virusproteine in der Zelle
kommt. Hierzu wurden Immunofluoreszenzen von HepG2.2.15-Zellen
durchgefuhrt, welche mit dem MEK-Inhibitor PD 98059 behandelt wurden.

Kontrolle PD 98059

c) d)
Abb. 39: Immunofluoreszenzen von HepG2.2.15, welche in Gegenwart von
10 uM PD 98059 kultiviert wurden.
Der Nachweis des HBsAg in a) und b) erfolgte mit dem PreS1-
spezifischen Antikérper MA 18/07 und einem Cy2 gekoppelten
sekundaren Antikorper. HBcAg (¢) und d)) wurde durch einen HBcAg-
spezifischen Antikdrper (Chemicon) und einen Cy3 gekoppelten
sekundaren Antikdrper nachgewiesen.
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Die Immunofluoreszenz-Mikroskopie (Abb. 39) zeigt deutlich, dass
sowohl bei HBsAg als auch bei HBcAg die de novo Synthese der
Virusproteine reduziert wird, wenn die Zellen mit einem MEK-Inhibitor
behandelt werden. Es kommt zu keiner Anreichung der viralen Proteine in
der Zelle.

Dieser Befund wurde durch Western Blot Analysen von Zelllysaten
transient transfizierter HepG2-Zellen bestatigt (Abb. 40). Die Zellen
wurden entweder mit der tdn c-Raf-1-Mutante kotransfiziert oder mit
verschiedenen Konzentrationen des MEK-Inhibitors inkubiert.

actin— | "N SN S e e — -" +~— y-tubulin
1 2 3 4 1 2 3 4
PD98059 | 0 |2uM ROuMfdnRaf 0 [2pM ROuM [dnRaf
HBCAg —y | s — : — : LHBs

Abb. 40: Western Blot Analyse von Zelllysaten transient HBV-transfizierter
HepG2-Zellen.
Die Zellen wurden entweder mit tdn c-Raf-1 und pSM2 kotransfiziert
oder mit steigender Konzentration an PD 98059 inkubiert. HBcAg
wurde mit einem HBcAg-spezifischen Antikdrper (Chemicon)
nachgewiesen. Das LHBs wurde mittels PreS1-spezifischem
Antikdrper MA 18/07 nachgewiesen. Der Nachweis von Actin und y-
Tubulin diente als Ladekontrolle.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Funktionalitat der Raf/MEK-
Sighalkaskade essentiell fir die Virusproduktion ist. Die aktivierende
Funktion von HBx und LHBs auf die Virusproduktion wird durch Hemmung
der Raf/MEK-Signalkaskade sehr stark reduziert.

3.3. Einfluss der Funktionalitdat der HBV-Aktivatoren auf die
Virusproduktion

Um zu untersuchen, ob HBx und / oder LHBs notwendig flr die HBV-
Generierung sind, wurden zwei Einzel- und eine Doppelmutante aus
pSPT1.2xHBV hergestellt. Bei HBx wurde ein Stopkodon eingefihrt. Zur
Unterdrickung der PreS2-Aktivatorfunktion im LHBs wurde die
Phosphorylierungsstelle im Bereich der Aminosauren 27-31 der PreS2-
Region mutiert. Das Vorhandensein dieser Phosphorylierungsstelle ist
Voraussetzung fir die PreS2-abhangige Aktivatorfunktion (Hildt et al.,
2002).



48

120

100 -

[
o

relative DNA-Menge [%)]
o (o]
o o

N
o

O T T T T
Wildtyp HBV HBx defizient PreS2 defizient HBx und Negativ-
PreS2 Kontrolle
defizient

Abb. 41: Quantifizierung von HBV-spezifischer DNA in Zellkultur-Uberstédnden
von transfizierten HepG2-Zellen per TagMan-PCR.

Per TagMan-PCR wurden die Zellkultur-Uberstdnde der mit den
verschiedenen Mutanten transfizierten HepG2-Zellen untersucht. Dabei
zeigte sich, dass die Sekretion von HBV bei der Doppelmutante fast
vollstandig verhindert wurde, wahrend sich bei den Einzelmutanten die
Menge an Virus-DNA nicht stark veranderte (Abb. 41). Dies zeigt eine
essentielle Rolle der Aktivatorfunktion flr die Virusexpression.

Die Aktivatoren wirken Uber die Raf/MEK-Signalkaskade auf die HBV-
Genexpression. Eine Inhibierung dieser Signalkaskade hat eine
verminderte Virussekretion zur Folge, welche auf eine reduzierte Synthese
viraler Proteine zurickzufihren ist. Fir die Aktivierung der Raf/MEK-
Signalkaskade und damit die Aktivierung der Virusproduktion ist die
Funktionalitat mindestens eines HBV-Aktivators notwendig.
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III Diskussion

1. Etablierung der TagMan-PCR zur Quantifizierung von
Virus-DNA

Zur Quantifizierung der Viruslast im Zellkultur-Uberstand kdénnen
verschiedene Methoden zum Einsatz kommen, wie zum Beispiel der
endogene Polymerase-Assay, die Southern Blot Analyse oder die real time
PCR (TagMan-PCR). Um die bei den ersten beiden Methoden in der Regel
genutzte Radioaktivitat der Proben zu vermeiden und um eine hohe
Sensitivitdat und gute Reproduzierbarkeit zu erreichen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit die Methode der TagMan-PCR bevorzugt.

Heid et al. (1996) berichten Uber eine Methode zur Quantifizierung von
RNA und DNA, welche den 5 -Nuklease-Assay (Holland et al., 1991) und
die PCR miteinander verbindet. Die Methode nutzt die 5’ -Nuklease-
Aktivitat der Taqg-Polymerase um eine nicht verlangerbare
Hybridisierungsprobe wahrend der Verlangerungsphase der PCR zu
hydrolysieren. Die Probe ist mit zwei verschiedenen Fluorophoren markiert
(Lee et al., 1993; Bassler et al.,, 1995; Livak et al., 1995a,b). Ein
Fluoreszenzfarbstoff agiert am 5°-Ende als Reporter (FAM), sein
Emissionsspektrum wird durch einen zweiten Fluoreszenzfarbstoff
(TAMRA) am 3 '-Ende gequencht. Durch die Nuklease-Aktivitat der Tag-
Polymerase wird die Probe degradiert, so dass der Reporterfarbstoff
freigesetzt und nicht mehr gequencht wird. Dadurch nimmt die
Fluoreszenz bei 518nm zu. Das ABI Prism (PE Applied Biosystems) erlaubt
die Detektion der Fluoreszenz wahrend der PCR, so dass die Reaktion in
"Echtzeit" (real  time) aufgenommen wird. ARN (Reporter-
Fluoreszenzemission/Quencher-Fluoreszenzemission) reflektiert die Menge
an degradierter Hybridisierungsprobe (Sonde).

Verschiedene Arbeitsgruppen haben die real time PCR mit
Fluoreszenzfarbstoffen zur Quantifizierung der Hepatitis-B-Viruslast in
Seren genutzt. Hauptsachlich wurden die Primer und die Sonden im
Bereich des PreS/S-Gens und im Bereich des x-Gens gewahlt (Brechtbuehl
et al., 2001; Weinberg et al., 2000; Abe et al., 1999; Zanella et al., 2002;
Pas et al., 2000; Loeb et al., 2000). Brechtbuehl et al. (2001) und
Weinberg et al. (2000) isolierten die DNA aus dem Serum. Nach einer
nested PCR, um die Spezifitdat zu erhdhen, schloss sich die eigentliche real
time PCR an. Damit konnten Konzentrationen von mindestens 100-
400 Kopien/ml Serum nachgewiesen werden. Andere nutzten nach DNA-
Isolierung mehrere Primer und Sonden flr die PCR, um sicher zu gehen
dass wirklich spezifisch HBV amplifiziert wird (Abe et al., 1999), d.h. bei
gleicher PCR-Effizienz sollte man fur alle eingesetzten Fluoreszenzproben
die gleiche Anzahl an Kopien pro Ansatz erwarten. Hier lag die
Nachweisgrenze &hnlich wie bei dem nested PCR-Ansatz bei ca.
200 Kopien/ml Serum. Bei Arbeitsgruppen, welche die real time PCR nur
mit einer Sonde durchflihrten, lag das Minimum der Nachweisgrenze bei
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400-1000 Kopien/ml Serum (Zanella et al., 2002; Pas et al., 2000; Loeb
et al., 2000). Ziel der Arbeiten war eine moglichst geringe
Nachweisgrenze.

Ein anderer Ansatz zur Erhdhung der Sensitivitat ist die Moglichkeit der
Bindung von fluoreszierenden Oligonukleotiden an das Amplifikat (Jardi et
al., 2001). Hierbei werden zwei Oligonukleotide eingesetzt, die entweder
am 5°- oder am 3 "-Ende markiert sind. Durch die Anlagerung der beiden
Sonden an das Amplifikat und damit die raumliche Anndaherung der beiden
Fluoreszenzfarbstoffe, andert sich die Fluoreszenz, welche detektiert
werden kann. Die Sensitivitdat der Methode lag bei 1000 Kopien/ml Serum
(Jardi et al., 2001). Dieser Ansatz hat jedoch den Vorteil, dass
ungebundener Fluoreszenzfarbstoff in der Sonde keinen Einfluss auf ARn
hat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Quantifizierung der Viruslast durch
die TagMan-PCR ohne vorhergehende PCR (nested PCR) durchgeflhrt.
Daflir wurde zundachst die Primerkonzentration optimiert. AnschlieBend
wurde versucht, eine optimale Standardreihe von HBV-enthaltenden
Plasmiden flr die Versuche herzustellen. Dabei zeigte sich, dass sich bei
geringer Kopienzahl im Ansatz die Abweichung der einzelnen Werte
deutlich  vergroBerte (Abb. 12), was rein statistisch damit
zusammenhangt, ob man tatsachlich 10 Kopien oder 1 Kopie pro
Reaktionsansatz pipettiert. Auch in der Literatur findet man Angaben, dass
die Abweichung bei 1Kopie/Reaktionsansatz nur einer Genauigkeit von
65% erreicht wurde (Zanella et al., 2002). Allerdings war es nicht Ziel die
genaue Kopienzahl der viralen DNA zu bestimmen, sondern das relative
Konzentrationsverhaltnis zwischen den Proben.

Eine sorgfaltige Evaluation der Isolierungsmethoden von viraler DNA
war notwendig, da trotz aller vorhergehender Optimierung der PCR die
Reproduzierbarkeit der Menge an viraler DNA im Gegensatz zum HBV-
Plasmid sehr schlecht war.

Die Isolierung von viraler HBV-DNA aus Seren wird haufig mittels eines
kommerziell angeboten Kits durchgeflihrt (Weinberg et al., 2000; Abe et
al., 1999; Zanella et al., 2002; Pas et al., 2000; Jardi et al., 2001; Loeb et
al., 2000). Die Kriterien flr die Auswahl einer geeigneten DNA-
Isolierungsmethode aus Viren in Zellkultur-Uberstanden waren deshalb die
Reproduzierbarkeit der Werte, die Menge an detektierter DNA und die
Handhabbarkeit der Methode.

Jeder zusatzliche Arbeitsschritt birgt eine weitere Fehlerquelle. Die
Menge an detektierbarer DNA kann sich verandern, wie man in den
Abbildungen 14 und 15 sieht. Bei Abbildung 14 st die
Standardabweichung der konzentrierten Probe 3 geringer als bei der nicht
aufkonzentrierten Probe 4. Im Gegensatz dazu ist es bei Abbildung 15
genau umgekehrt. AuBerdem kann es von Vorteil sein, auf standardisierte
Kits zurtckzugreifen, da hier die Standardabweichungen geringer sind
(Abb. 15). In Abhangigkeit von der Ausgangskonzentration der Viren im
Zellkultur-Uberstand, kann entweder eine Konzentrierung oder eine
Verdiinnung sinnvoll sein. Die Konzentrierung des Zellkultur-Uberstandes
scheint ohne anschlieBende Isolierung der viralen DNA einen inhibierenden



51

Effekt auf die TagMan-PCR zu haben, welcher wahrscheinlich durch die
hohe Konzentration an Proteinen hervorgerufen wird (Abb. 15). Auch die
alternativ mégliche Verdinnung der DNA ist ein zusatzlicher Schritt, bei
dem Fehler auftreten kénnen. Daher ist es nicht unbedingt sinnvoll die
DNA zu verdinnen, wenn sich auch so eine angemessene Menge an DNA
detektieren lasst (Abb. 16).

Die Anderung der Fluoreszenz ist ein MaB fiir die Menge an degradierter
Sonde und damit auch fur die Menge an DNA. Daher ist die Reinheit der
Sonde von Bedeutung. Reinheit bedeutet, dass madglichst beide
Farbstoffmoleklile an das Oligonukleotid gekoppelt sein missen. Ein
Oligonukleotid an welchem der Reporter nicht gequencht wird, verursacht
eine hohe Anfangsfluoreszenz. Es ist dann schwierig Reporter-
Fluoreszenzen, welche durch die Degradation der Sonde hervorgerufen
werden, von der Anfangsfluoreszenz zu unterscheiden.

Ursache fiir die geringe Anderung der Fluoreszenz (ARn) (Abb. 13) der
Sonde HBsAg kdnnte die zu geringe Kopplungsrate  der
Fluoreszenzfarbstoffe bei der Sonde sein. Dies kénnte an der verwendeten
Charge liegen. Allerdings lieB sich das Problem nicht bei einer erneuten
Bestellung bei einem anderen Hersteller beheben.

Im Handbuch des ABI PRISM 7700 sind mehrere Faktoren angegeben,
die das Quenchen der Fluoreszenz beeinflusst. Die Sonde sollte moglichst
keine "hairpins" bilden, noch sollte die Sequenz komplementar zu den
Primern oder sich selbst sein. Durch Computeranalyse (Primer Premier 5,
Firma Premier Biosoft) wurde festgestellt, dass in der Sequenz drei
komplementdre Stellen vorhanden sind, d.h. die Sonde HBsAg kann mit
sich selbst Multimere bilden. Auch ein Guanidin am 5 -Ende im Anschluss
an den Reporterfarbstoff kann die Fluoreszenz quenchen. AuBerdem
wirken sich vier oder mehr gleiche Basen in einer Reihe negativ auf den
Quenching-Effekt aus. AuBer den komplementaren Stellen in der Sonde
wurden keine weiteren Eigenschaften gefunden, welche den Quenching-
Effekt beeinflussen. Mdglicherweise liegt hier die Ursache fir die geringe
Fluoreszenzanderung. In dem die Sequenz beschreibenden Artikel (Pas et
al., 2000) ist keine Aussage Uber die Qualitat und die Struktur der Sonde
getroffen worden.

Nach weiterer Literaturrecherche wurde eine Sonde verwendet, welche
im Uberlappenden Bereich der HBV-Polymerase- und des HBx-Gens
hybridisiert. Bei der Sonde HBxSondeTM1 ist die Anderung der
Fluoreszenz (ARn) wesentlich starker (Abb. 17), das bedeutet, dass die
Kopplungsrate hoch war. Damit lassen sich auch geringere Mengen an
DNA quantifizieren und auch geringere Konzentrationsunterschiede
feststellen.

Fir die TagMan-PCR als Methode zur Quantifizierung von Viruslast
wurde eine optimale Primerkonzentration von 900nM bei 250nM Sonde
bestimmt. Relativ genaue Werte mit geringer Standardabweichung lassen
sich im Bereich von 100-10.000.000 Kopien pro Ansatz nachweisen. Die
Reinigung viraler DNA aus Zellkultur-Uberstand erbrachte mit dem High
pure viral nucleic acid kit (Roche) die besten Ergebnisse, in Bezug auf die
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Reproduzierbarkeit und die Genauigkeit der Werte. Zusatzliche alternative
Arbeitschritte, wie verdinnen oder konzentrieren beeinflussen die
Genauigkeit der Werte negativ. Die Sonde HBxSondeTM1 zeigte
gegeniiber der Sonde HBsAg eine grdoBere Anderung der Fluoreszenz.
Dadurch konnte die Genauigkeit der Messungen erhdht werden.

2. Antikorpergenerierung und -reinigung

Die PreS2-Region ist im MHBs auf der AuBenseite des Virus lokalisiert
und damit far Antikérper zuganglich. Sie ist sehr immunogen (Neurath et
al., 1984). In der PreS2-Region sind unterschiedliche Subtypen-
spezifische Epitope lokalisiert (Neurath et al., 1986b). Die PreS2-
spezifische Antikérper reagieren auch mit subviralen Partikeln, in denen
das MHBs enthalten ist.

Das im Rahmen der Arbeit unter Verwendung von rekombinanten PreS2
gewonnene Antiserum ist PreS2-spezifisch (Abb. 32). Die N-terminalen 32
Aminosauren der PreS2-Region bilden immundominante Epitope flr T-
und B-Zellen. Das Translokationsmotiv AS 41-52 wird nicht erkannt, was
in Ubereinstimmung mit der beobachteten geringen Immunogenitat dieser
Region steht. Dies bedeutet, dass die synthetischen Peptide mit dem
Serum nicht detektiert werden kénnen (Daten nicht gezeigt). Durch die
Reinigung des Serums Uber eine Affinitdatschromatographiesaule wurde
eine hohere Spezifitat der Antikdrper erreicht.

3. Strukturelle Voraussetzungen der Virusreplikation

Der Zusammenbau von Virus-Partikeln ist ein essentieller Schritt im
produktiven viralen Replikationszyklus. Die Interaktion des viralen
Nukleokapsids mit den Hdllproteinen fihrt zur Bildung von umbhiiliten
Viren (Simons & Garff, 1980). Diese Interaktion erfolgt entweder durch
Matrixproteine, welche sich zwischen der auBeren Hulle und dem Kapsid
befinden oder direkt Uber die Interaktion von Nukleokapsid und
Hullproteinen.

Fir Alphaviren und Hepadnaviren wurde gezeigt, dass die Interaktion
vom Nukleokapsid mit den viralen Oberflachenproteinen Voraussetzung
fir die Virusbildung ist (Bruss & Ganem, 1991a; Lopez et al., 1994;
Suomalainen et al., 1992). Bei anderen umhdllten Viren (z.B. Rhabdoviren
und Paramyxoviren) vermitteln Matrixproteine die Interaktion zwischen
dem Nukleokapsid und der Virushille (Capone & Ghosh, 1984; Portner &
Murti, 1986). Auch flr die Coronaviren konnte eine Interaktion zwischen
Nukleoprotein und den Hullproteinen nachgewiesen werden (Narayanan et
al., 2000; Kuo & Masters, 2002). Bei dem Foamy-Virus (Spumavirus,
Retroviridae) wurde der N-Terminus des Oberflachenproteins fur die
Interaktion mit dem gag-Protein bestimmt (Eastman & Linial, 2001; Wilk
et al., 2001).
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Bei einigen umhillten Viren (z.B. Rubella-Virus [Yao & Gillam, 2000]
oder Maus Hepatitis Virus [MHV] [Kuo & Masters, 2002]) wurde
festgestellt, dass, wenn man die Bindungsstelle mutiert, man die
Virussekretion inhibieren kann. Fir das Hepatitis B Virus ist die
Bindungsstelle zwischen dem Kapsid und den Oberflachenproteinen in der
zytosolischen PreS1-Region (AS 102-119) beschrieben (Bruss &
Thomssen, 1994; Bruss & Vieluf, 1995). Die Untersuchung der
Morphogenese von LHBs-Mutanten, welche im C-Terminus der PreS1-
Region und im N-Terminus der PreS2-Region (postulierte Nukleokapsid-
Bindungsstelle) deletiert sind, zeigt eine Inhibierung der Virussekretion
(Bruss, 1997; Poisson et al., 1997; Le Seyec et al., 1998).

Fir die Kompetition der Interaktion zwischen dem Kapsid und dem
Oberflachenprotein wurden  zellpermeable Fusionsproteine/Peptide
verwendet. Die  Vorteile, welche der Einsatz zellpermeabler
Fusionsproteine/Peptide gegenuber der in der Einleitung erwdhnten
Methode der Mutagenese hat, sind vielfaltig. Einmal kdnnen durch die
Mutagenese andere Leserahmen betroffen sein. Des weiteren kann sich
die Konformation des Proteins andern und damit auch die Stabilitdt des
gewunschten Proteins verringern. Dazu kommt bei der Mutagenese der
hohe Zeitaufwand flr die Einbringung entsprechender Mutationen, flr die
Klonierung und flr die Selektionierung der richtigen Konstrukte.
Vorteilhaft ist auch, dass man direkt in vivo, in der lebenden Zelle
arbeiten kann, ohne dass durch die Zellpermeabilitat-verleihende Sequenz
die Integritat der Zelle gestort wird.

Leider haben die zellpermeablen Peptide auch Nachteile. Sie sind relativ
teuer in der Beschaffung. Und man kann mit ihnen nur sequenzbedingte
Interaktionen und nicht Konformations-gebundene Interaktionen
analysieren. Die Moglichkeit des Nachweises solch kleiner Peptide mit
Antikdrpern ist eingeschrankt, da oft keine Antikérper vorhanden sind, die
den interessierenden Bereich detektieren. Daher ist in der Regel eine
Fluorophor-Markierung erforderlich.

Die Zellpermeabilitat der Proteine/Peptide ist ein reversibler Prozess,
d.h. die Zellmembran kann in beiden Richtungen Gberwunden werden. Die
Effekte, die in der Zelle durch die zellpermeablen Proteine/Peptide
ausgeldst werden, sind durch die Halbwertszeit der Proteine/Peptide
begrenzt, da sie auch durch zelleigene Proteasen abgebaut werden
kdénnen.
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3.1. Einfluss von synthetischen Peptiden auf HBV-
produzierende Zellen

Die Mdoglichkeit synthetische Peptide fur die Inhibierung der Interaktion
von Nukleokapsiden mit den Oberflachenproteinen wurde gewahlt, weil es
damit mdglich war nur die strukturell notwendigen Domanen (PreS1(n))
zu untersuchen.

Durch Dyson und Murray (1995) wurde gezeigt, dass im zellfreien
System die Aminosauresequenz ALLGRMKG die Interaktionen von
Nukleokapsiden mit LHBs stort. Sie zeigten, dass mit einer Konzentration
von 78 uM die Interaktion von HBsAg mit HBcAg zu 50% inhibiert werden
konnte. Im Rahmen der Arbeit wurden die Peptide PS 734/RP und
PS735/RP als Positivkontrolle genutzt. Damit die Zellen nicht zu stark
gestresst werden, wurde an die strukturellen Domanen noch ein TLM
synthetisiert, anstatt eine Mikroinjektion der Peptide vorzunehmen.

Um eine Mdglichkeit zu schaffen, die Lokalisation der Peptide innerhalb
der Zellen nachzuweisen, wurden die synthetischen Peptide Fluoreszenz-
markiert. Die NHS-Kopplung des Fluoresceins an die Peptide erfolgte am
N-Terminus, da auBBer bei den Peptiden PS 734/RP und PS735/RP keine
zusatzliche freie Aminogruppe vorhanden ist. Eine Trennung des nicht
markierten Peptids vom markierten Peptid erfolgt bei der Abtrennung des
nicht gebundenen Farbstoffes. Das dargestellte Chromatogramm (Abb.
20) zeigt exemplarisch die Reinigung des mit Fluorescein markierten
APO145. Da maximal nur ein Farbstoffmolekil pro Peptidmolekil
gebunden wird, ist nur ein Peak zu sehen (Abb. 20: Fraktion A12 und
A13).

Die Fluorescein-markierten Peptide sind sehr lichtempfindlich. Nach
Inkubation von Zellen mit den markierten Peptiden war eine schnelle
Betrachtung der Zellen notwendig, so dass keine weitere Behandlung der
Zellen fur Doppelimmunofluoreszenzen moéglich war. Die markierten
synthetischen Peptide lassen sich im Zellkern lokalisieren (Abb. 21: b).
Die Kernlokalisation der synthetischen Peptide ist mit einer Anderung der
Verteilung von HBcAg in der Zelle verbunden. In HBV-produzierenden
Zellen befindet sich das HBcAg im Zytosol verteilt. Wirken die Peptide ein,
so kann ein verstarktes Vorkommen im Kern beobachtet werden (Abb. 22:
c). Das lasst auf eine Interaktion der Peptide mit dem HBcAg schlieBen.
Das starkere Vorkommen des HBcAg im Kern bei der Inkubation mit den
synthetischen Peptiden als mit den rekombinanten Proteinen kdnnte an
der GréBe der PreS2-Region liegen.

Betrachtet man die Verteilung des HBsAg, so ist eine gleichmaBigere
Verteilung im Zytosol zu erkennen, im Gegensatz zur punktuellen
Anhaufung in Kernnahe in der Kontrolle (Abb. 22: b und d).

Die Bindungsstelle fur die Oberflachenproteine ist am Grunde der spike
tips des Kapsids beschrieben (Ponsel & Bruss, 2003). So kann man sich
vorstellen, dass sich die Peptide so anlagern, dass sie dem Kapsid die
Translokation in den Zellkern ermdéglichen. Das wirde aber bedeuten,
dass man diese Kapside auch im Zellkultur-Uberstand findet, da das TLM
allgemein die Eigenschaft der Zellpermeabilitat vermittelt. Die Reduktion
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der Virussekretion HBV-produzierender Zellen aber spricht gegen diesen
Mechanismus.

Eine weitere Hypothese ist méglich. Am Grund der spike tips befindet
sich der C-Terminus der core-Proteine. Im C-Terminus sind nukleare
Lokalisationssequenzen (NLS) beschrieben worden (Yeh et al., 1990;
Eckhardt et al., 1991). Desweiteren sind dort, mit den NLS Uberlappend,
Phosphorylierungsstellen vorhanden (Liao & Ou, 1995), die dem core-
Protein eine Bindung an den nuclear pore complex ermdglichen (Kann et
al., 1999). Das Kapsid kénnte durch die gebundenen Peptide nicht mehr
sekretiert werden, so dass es zu einer Anreicherung kommen kdnnte.
Ausserdem kdnnten die Peptide nach der Bindung die Struktur des Kapsids
so verandern, dass sie die Phosphorylierung der core-Proteine mimikrieren
und so die core-Proteine vermehrt an die Kernporen binden.
Mdéglicherweise wird auch die NLS besser zuganglich, so dass die core-
Proteine vermehrt im Kern nachweisbar sind.

Es ist moéglich, dass die synthetischen Peptide auch an HBcAg-Dimere
binden kénnen und sie dadurch, ahnlich wie oben beschrieben, verstarkt
in den Zellkern transportieren. Durch die héhere Konzentration an HBcAg
im Kern kénnte auch mehr pgRNA gebunden werden. Hierbei kann es zu
einer sterischen Behinderung der Molekile kommen, so dass sie nicht
mehr aus dem Kern transportiert werden.

In wie weit HBcAg im Kern einen direkten oder indirekten Einfluss auf
die Virus-Replikation hat, ist nicht geklart. Es wurde in Lebergewebe von
chronisch HBV-infizierten Patienten unterschiedliche Lokalisationen von
HbcAg beschrieben und in Korrelation zu detektierbarer HBV-DNA im
Gewebe gebracht (Naoumov et al., 1993). Hierbei wurde festgestellt, dass
bei nukleare HBcAg-Lokalisation keine HBV-DNA im Gewebe detektierbar
war.

Im Gegensatz zu den rekombinanten Proteinen ergibt sich bei den
synthetischen Peptiden ein entgegengesetztes Bild der Virus-Sekretion.
Hier wirkt der Bereich AS 110-119 am meisten inhibierend, dann AS 105-
115 und a&ahnlich wie Peptid PS 735/RP der Bereich AS 101-110. Die
Konzentration der eingesetzten Peptide zeigt bei 1,0 uM den starksten
Effekt. Ursache dafir kann sein, dass bei viel Peptid sich TLM-Dimere
bilden und damit die PreS1-Abschnitte nur schwer zuganglich sind. Bei zu
geringer Konzentration koénnen noch viele Bindungsstellen auf dem
Nukleokapsid frei sein und an diese kénnte das native LHBs binden. Da
aber nicht vollstandig verpackte Nukleokapside nicht sekretiert werden,
kdnnte es zu einem verstarkten Transport der Nukleokapside zum Kern
kommen und zur Freisetzung der viralen DNA in den Zellkern. Hier kommt
es zu einer Komplettierung des (+)-Stranges und damit zu einer héheren
Konzentration an ccc-DNA im  Zellkern. Nur bei optimaler
Peptidkonzentration wird eine maximale Reduzierung der Virussekretion
erreicht.

Die Sekretion des Virus-Replikationsmarkers HBeAg wird durch die
Inkubation mit den Domanen der PreS1-Region in den ersten 24h
stimuliert, um dann nach weiteren 24 h stark inhibiert zu werden. Die
erhdohte HBeAg-Sekretion nach 24 h kann auf die vermehrte Bildung von
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ccc-DNA im Kern und damit auf eine erhdhte Transkription des C-Gens
zurickzuftihren sein. Mdglicherweise ist der inhibierende Effekt nach den
zweiten 24 h nur indirekt auf die synthetischen Peptide zurltckzufihren.
Guidotti et al. (1996) zeigten, dass bei Uberexpression des PreC-Gens
(HBeAg) in transgenen Mausen die virale Replikation durch
Destabilisierung des Nukleokapsids inhibiert wird es aber keinen Effekt auf
den Gehalt an pragenomischer RNA gibt. Die Abnahme an sekretiertem
HBsAg ist bei allen verwendeten Peptiden &hnlich stark, eine langere
Inkubationszeit verstarkt den inhibierenden Effekt.

3.2. Einfluss von rekombinanten PreS1(n)PreS2-Proteinen
auf HBV-produzierende Zellen

Die Fusionsproteine aus den Presl-spezifischen Sequenzen mit der
PreS2-Region wurden als Alternative zu den relativ teuren synthetischen
Peptiden hergestellt. Die Uberlappung der Abschnitte aus der PreSi-
Region sollte verhindern, dass die genaue Domane getrennt wird. Die
PreS2-Region verstarkt die Expression und enthalt ein
Translokationsmotiv (TLM) (Oess & Hildt, 2000), welches den
Fusionsproteinen die Eigenschaft der Zellpermeabilitat verleihen soll. Die
PreS2-Region agiert somit als "carrier"-Molekil. Dies ist mdglich, weil sie
selbst nicht mit dem Nukleokapsid interagiert.

Die Zellpermeabilitdt der PreS2-Region wurde in der Literatur
beschrieben (Saher & Hildt, 1999; Oess & Hildt, 2000). Die
Zellpermeabilitat der Fusionsproteine wurde durch Zellfraktionierung von
HBV-produzierenden HepG2.2.15-Zellen nachgewiesen (Abb. 33). Die
Fusionsproteine befinden sich im Zytosol, da hier auch die
Interaktionspartner vorhanden sind. Da es sich bei der Abbildung um eine
Koimmunoprazipitation mit einem HBcAg-spezifischen Antikérper handelt
und dem Protein A40 (PreS2) die Kapsid-Interaktion-vermittelnde Domane
fehlt, ist auch die entsprechende Bande im Western Blot nicht sichtbar.

Die Uberlappenden Regionen der PreS1-Region in den Fusionsproteinen
binden an das Nukleokapsid. Poisson et al. (1997) konnten bei in vitro-
Experimenten keine Bindungsaffinitat fir die PreS2-Region an Kapside
feststellen. Das konnte im Rahmen der Arbeit durch
Koimmunoprazipitations-experimente bestatigt werden. Rekombinant
produziertes PreS2 besitzt auch in Zellkultur keine Bindungsaffinitat zu
HBcAg (Abb. 33).

Bei der Untersuchung der rekombinanten Fusionsproteine zeigte der
Bereich von Aminosaure 101-115 einen starker inhibierenden Einfluss auf
die Virussekretion als der Bereich AS 115-119, wobei sich dieser Effekt
noch verstarkte, je langer die Proteine einwirkten (Abb. 34). Da die
Proteine, im Uberschuss eingesetzt, mit den Nukleokapsiden interagieren,
kdnnen die Nukleokapside nicht mehr mit ihrem eigentlichen
Bindungspartner LHBs interagieren oder schon gebundenes LHBs wird
verdrangt, so dass letztendlich immer weniger Virus sekretiert werden
kann. Mittels in vitro-Bindungsassays zeigten Poisson et al. (1997), dass
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die Bindung der Interaktionsdomane des PreS1 an das HBcAg
konzentrationsabhdangig ist.

Die Sezernierung von HBsAg zeigt nur einen geringen Unterschied
zwischen den einzelnen Fusionsproteinen (Abb. 35). Trotzdem wird die
Menge an sezerniertem HBsAg reduziert. Der Einfluss ist aber nicht sehr
stark, da HepG2.2.15-Zellen einen groBen Uberschuss an 22 nm-Partkeln
bilden. Die zugegebenen Proteine werden nicht vom ELISA detektiert, da
er SHBs-spezifisch ist. Die Sekretion von HBeAg als Marker flr die
Replikation wurde am meisten durch die Region AS 105-115 inhibiert, was
mit den Daten der TagMan-PCR ubereinstimmt. Allerdings ist bei der
Region AS 110-119 die Sekretion und damit auch die Replikation mehr
inhibiert als bei der Region AS 101-110, was den Daten der TagMan-PCR
widerspricht.

Durch Nutzung des TLM als "carrier'-Molekiul konnten die synthetisch
hergestellten, HBcAg-Interaktion-vermittelInden Regionen des LHBs in
Zellen gebracht werden. Die synthetischen Peptide sind zum groBen Teil
im Zellkern lokalisiert. Auch bei den rekombinanten Proteinen konnte eine
Internalisierung beobachtet werden. Sie lieBen sich im Zytosol als
Interaktionspartner des HBcAgs nachweisen. Ursache fur die
unterschiedliche Lokalisation der rekombinanten Proteine zu den
synthetischen Peptiden kénnten Interaktionen der rekombinanten Proteine
mit anderen Proteinen sein. Das rekombinante PreS1S2-Protein ebenso
wie die synthetischen Proteine bewirken zudem eine Anderung der
Verteilung der viruseigenen Proteine. Das normalerweise fast
ausschlieBlich im Zytosol vorliegende HBcAg lasst sich auch im Kern
nachweisen.

Die Sekretion viraler Partikel und Antigene wird durch die Inkubation
mit synthetischen Peptiden oder rekombinanten Proteinen beeinflusst.
Eine Konzentration bei den synthetischen Proteine von 1,0 uM scheint fast
optimal zu sein. Es kénnen Reduktion in der Virussekretion von ca. 60%
bei APO 146 gemessen werden. Bei 2 uM fur die rekombinanten Proteine
konnte eine ca. 40%ige Verringerung der Viruslast (PreS1 105-115) im
Zellkultur-Uberstand erreicht werden. Bei der Sekretion von HBeAg wurde
nach 24h bei den rekombinanten Proteinen, im Gegensatz zu den
synthetischen Peptiden, eine Reduktion erreicht (ca. -25% gegenlber
+100% bei der Region PreS1 105-115). Die Sekretion von HBsAg ist nach
der Inkubation in allen Fallen reduziert und zwar in annahernd gleichem
MaB.
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4. Funktionelle Voraussetzungen der HBV-Replikation

Die c-Raf-1/MEK-Signalkaskade beeinflusst das Wachstumsverhalten
der Zellen, wie z.B. die Proliferation, Transformation, Differenzierung und
Apoptose, abhangig davon, wie sie aktiviert wird. Im Hepatitis-B-Virus
gibt es zwei bekannte Aktivatoren, zum einen das HBx und zum anderen
die zytosolische PreS2-Region. Beide Aktivatoren koénnen die c-Raf-1/
MEK-Signalkaskade auslésen, die eine Reihe von Transkriptionsfaktoren
aktiviert, z.B. AP-1 oder NF-«B (Benn & Schneider, 1994; Su und
Schneider, 1996, Klein et al., 1997, Su et al., 2001; Hildt et al., 1993,
2002; Natoli et al., 1992; Meyer et al., 1992). AP-1 wiederum kann an
den Enhancer I im HBV-Genom binden und so die Transkription
stimulieren (Ben-Levy et al., 1989).

Fir das HBx wurde eine aktivierende Funktion auf den core-Promotor
beschrieben aber die Expression von HBx hatte keinen Einfluss auf die
Synthese von core-mRNA in HBV-transgenen Mausen (Reifenberg et al.,
1999). Zoulim et al. (1994) demonstrierten durch Mutationen im x-ORF,
dass sich das WHV ohne das x-Protein nicht replizieren kann. Uber ein im
Enhancer I des HBV-Genoms gelegenes x-responsive element kann
nukledres HBx als Aktivator den Enhancer I aktivieren und somit seine
eigene Transkription stimulieren (Spandau & Lee, 1988). Auch der
zytosolische PreS2-Aktivator kann den Enhancer I aktivieren (Meyer et al.,
1992).

Um zu untersuchen, wie wichtig die beiden Aktivatoren fir den viralen
Lebenszyklus sind, wurde der jeweilige Aktivator selektiv geblockt oder die
Signalkaskade wurde an den gemeinsamen Stellen gehemmt.

Es scheinen beide Aktivatoren wichtig zu sein, da sie beide die gleiche
Signalkaskade aktivieren koénnen. Wenn man die Eingangspunkte
(Proteinkinase C und Ras) in die Signalkaskade blockiert, so andert sich
nichts in der HBV-Expression (Abb. 36). Es werden fast genauso viele
Viren hergestellt, wie ohne die Blockade. Ahnliches wird beobachtet, wenn
man die Aktivatoren des HBV selektiv ausschaltet. Die Menge an
sekretierten Viren verandert sich nicht stark (Abb. 41). Wenn aber beide
gleichzeitig ausgeschaltet sind, wird die Virusproduktion stark reduziert.
Das bedeutet, dass die Aktivatoren sich gegenseitig ersetzen kénnen. Die
vorhandene Restaktivitat kénnte auf eine weitere aktivierte Signalkaskade
zurickzuflihren sein. So zeigte sich bei transienter Transfektion von HBx
in nicht-HBV produzierende Zellen, dass HBx auBer die c-Raf-1/MEK-
Signalkaskade auch die JINK-Signhalkaskade Uber Ras aktivieren kann
(Benn et al., 1996).

Bouchard et al. (2001) wiesen durch Inhibierungsversuche nach, dass
HBx Uber Pyk2 die Scr-Kinase aktiviert, welche wiederum Ras aktiviert.
Pyk2 ist eine zytosolische, Ca’* abhéngige Kinase. Bouchard et al. (2001)
vermuten, dass zytosolisches HBx die Fahigkeit besitzt, die
Kalziumspeicher der Zelle (ER und Mitochondrien) zu 6ffnen und so eine
Erhohung des intrazelluldren Kalziumspiegels hervorzurufen. Wenn
intrazelluldres Ca®* durch Chelatoren gebunden wird, wird weniger Pyk2
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phosphoryliert. Gleichzeitig wird die Menge an HBV-DNA reduziert. Das
kann bedeutet, wenn der Kalziumspiegel sich erhéht, verstarkt sich auch
die HBV-Replikation. Daraus schlieBen die Autoren, dass es einen direkten
Effekt von HBx auf die Virusreplikation gibt, welcher zum groBen Teil
nichts mit der Transkriptionsaktivierung zu tun hat.

Der intrazelluldare Kalziumspiegel hat auch einen Einfluss auf die
Aktivierung der Proteinkinase C durch den zytosolischen PreS2-Aktivator
(Hildt & Hofschneider, 1998). Wird die Proteinkinase C aktiviert, kann sie
die c-Raf-1/MEK-Signalkaskade aktivieren.

Welchen Einfluss die c-Raf-1/MEK-Signalkaskade auf die Virusreplikation
hat, konnte durch Inhibierung einzelner Punkte in dieser Signalkaskade
nachgewiesen werden. Die Inhibierung der Replikation durch einen Eingriff
in eine Signhalkaskade ist auch bei anderen Viren zu beobachten. Beim
DHBYV ist zu beobachten, dass, wenn eine cAMP-abhangige Signalkaskade
aktiviert wird, die DHBV-Infektion inhibiert wird (Hild et al., 1998). Flr
das Influenza-Virus wurde eine Abhangigkeit der Replikation von MEK
beschrieben (Pleschka et al., 2001). Durch die Inhibierung der NF-«xB-
Aktivierung kann die HTLV-Replikation reduziert werden (Schreck et al.,
1992).

Basierend auf den dargelegten Ergebnissen, kann man uber die
Anwendung von Inhibitoren des Signalweges fir die antivirale Therapie
spekulieren. Problematisch ist allerdings, dass man in eine fundamentale
intrazellulare Signalkaskade eingreift. Wirde man die Inhibitoren Uber
einen langeren Zeitraum nutzen, wirden die Zellen geschadigt. Bei einer
kidrzeren "Wirkungsdauer" sollte die Anwendung auf die infizierten Zellen
beschrankt sein. Da die Wirkung der Inhibitoren auf die Virusreplikation
sehr stark war, kédnnte man mit einer kurzen Behandlungsdauer und in
Kombination mit anderen antiviralen Therapien versuchen, die Viren zu
eliminieren.



60

IV Zusammenfassung

Fir den Zusammenbau des HBV-Partikels ist die Interaktion zwischen
Oberflachenproteinen und dem Nukleokapsid notwendig. Zur weiteren
Charakterisierung der Bindungsstelle im LHBs wurden im Rahmen dieser
Arbeit drei verschiedene synthetische Peptide verwendet. Sie enthalten
Uberlappend die Bereiche der HBcAg-Bindungsdomane im C-Terminus der
PreS1-Region und das TLM, welches die Zellpermeabilitat vermittelt. Die
synthetischen Peptide sind nach Internalisierung vor allem im Kern
lokalisiert. Mit den synthetischen Peptiden konnte Einfluss auf die
Sekretion viraler Partikel genommen werden. Hierbei zeigte sich, dass die
Aminosauren 101-115 der PreS1-Region die Interaktion zum Nukleokapsid
vermittelt, wahrend die PreS2-Domane keine Interaktion mit dem
Nukleokapsid eingeht. Die Integritat der Zelle wurde nicht gestért. Durch
die Interaktion der PreS1-Region mit dem Kapsid kommt es zu einer um
40-60% verminderten Sekretion von Hepatitis-B-Viren. Auch die Sekretion
von Antigenen wird inhibiert. HBeAg, als Replikationsmarker, wird bis zu
60%  weniger sekretiert. Die  Lokalisation von HBcAg als
Interaktionspartner in HBV-produzierenden Zellen verandert sich bei
Inkubation mit den synthetischen Peptiden, es tritt vermehrt im Kern auf.

Als alternative Methodik wurden rekombinante Expressionsplasmide
hergestellt, welche im N-Terminus Uberlappend die Bereiche der HBcAg-
Bindungsdomane der PreS1-Region und C-terminal die Zellpermeabilitat-
vermittelnde PreS2-Region besitzt. Nach Internalisierung sind die
rekombinanten Proteine im  Zytosol nachweisbar. Mit diesen
rekombinanten Proteinen wurde eine ca. 25%ige Reduktion der
Virussekretion erreicht. Die Sekretion von HBeAg wurde bis zu 30%
reduziert. Zur Verifizierung dieser Zellkulturdaten kdénnte ein transgenes
Mausmodell verwendet werden.

Das HBV-Genom kodiert zwei virale Aktivatoren, das HBx und die
PreS2-Region im LHBs. Beide aktivieren den c-Raf-1/MEK-Signalweg. Die
Bedeutung der beiden Aktivatoren auf die Virusreplikation wurde
untersucht. Durch die selektive Inhibierung der Effektoren (Ras oder
Proteinkinase C) von HBx oder PreS2 im LHBs konnte kein Effekt auf die
Genexpression/ Sekretion nachgewiesen werden. Blockiert man aber die
c-Raf-1/MEK-Signalkaskade an einem beiden Aktivatoren gemeinsamen
Punkt (Raf oder MEK), so kommt die Virussekretion fast vollstandig zum
Erliegen. Die Ursache hierflir ist in einer reduzierten Neusynthese von
viralen Proteinen zu finden und nicht in der Akkumulation der Proteine in
der Zelle. Zur Untersuchung des Einflusses der Funktionalitat der beiden
Aktivatoren wurden HBx- bzw. PreS2- und HBXx/PreS2-defiziente HBV-
Expressionsplasmide generiert. Die Einzelmutanten zeigten nur einen
geringen reduzierenden Einfluss auf die Genexpression/Virussekretion.
Beim Einsatz der Doppelmutante wurde die Genexpression/Virussekretion
fast vollstandig inhibiert. HBx und PreS2 im LHBs sind flir die
Virusreplikation von Bedeutung aber sie kénnen einander ersetzen.
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V Material und Methoden

1. Puffer und Losungen

Agarosegel
0,8-2,0% Agarose in TAE-Puffer

Ampicillin-Stammlésung (1000x)
5 g Ampicillin
ad 50 ml H,0

sterilfiltrieren, Lagerung bei -20°C

Anodenpuffer I

300 mM Tris

20 % (v/v) Ethanol
vor Gebrauch entgasen

Anodenpuffer 11

25 mM Tris

20% (v/v) Ethanol
vor Gebrauch entgasen

Auftragungspuffer (fiir Ni**-NTA)
6 M Harnstoff
10 mM Tris-HCI
100 mM Na;HPO,4
pH 8,0

Coomassie-Farbeldsung flr
Polyacrylamidgele
0,8 g Coomassie brilliant blue R250
200 ml Methanol
200 ml H,0
40 ml Eisessig

Denhardt’s solution (50x)
59 Ficoll
5 g Polyvinylpyrrolidin
5g BSA
ad 500 ml H,O
sterilfiltieren; Lagerung bei -20°C

Dialysepuffer flir PreS1 (n) PreS2-
Proteine

20mM Na-Acetat pH5,5

10% Sucrose

Digham A
10 mM Hepes, pH 7,9
1,5mM MgCl,
10 mM KClI
10 mM B-Mercaptoethanol
0,5mM PMSF

DMEM-Komplettmedium
500 mI DMEM
50ml FCS
5 ml Natrium-Pyruvat-Ldésung

(100 mM) (HepG2 und HepG2.2.15)

5ml L-Glutamin-Lésung (200 mM)
(HuH7)

5 ml Penicillin/Streptomycin-
Lésung (100U/ml/0,1 mg/ml)

Elutionspuffer (fiir Ni**-NTA)
6 M Harnstoff
10 mM Tris-HCI
100 mM NazHPO4
250 mM Imidazol
pH 6,3

Einfriermedium
20% FCS
10 % DMSO
in RPMI 1640 oder DMEM

Entférberldsung nach
Coomassiefarbung
25 % Methanol
10 % Eisessig
65 % H,0

Entwicklerlésung
2,59 Natriumcarbonat, wasserfrei
120 pl Formaldehydlésung (37 %)
ad 100 ml mit Hzodd

Ethidiumbromid-StammIldsung
1 g Ethidiumbromid
ad 100 ml H,0



HBS-Puffer (2x)

8,0g NaCl

0,38g KClI

0,19g Na,HPO4x2H,0
1,0g Glucose

5,09 Hepes

ad 500 ml mit H,O0q4q
pH 7,12 einstellen

sterilfiltrieren

IPTG-Stammlésung (0,1 M)

238 mg IPTG
ad 10ml H,0O

Lagerung bei -20°C

Kanamycin-Stammldsung (1000x)

1,25 g Kanamycinsulfat
ad 100 ml mit H,0

sterilfiltrieren, Lagerung bei —-20°C

Kathodenpuffer

40 mM Capronsdure
20% (v/v) Ethanol

vor Gebrauch entgasen

Konditionierlésung

30 ml Ethanol
20ml 2M NaAc pH 6,0
2 ml Glutardialdehyd (25 %)
100 mg Nazszo3X5H20
ad 100 ml mit H,Ogqq

10x Laufpuffer fur die SDS-PAGE

30,289 Tris

144 g Glycin

10g SDS

ad 1000 ml mit H,O

LB-Medium:

10 g/l Bacto Trypton

5 g/I Hefeextrakt

5g/l NaCl

zzgl. 100 pg/ml Ampicillin und/oder
25 ug/ml Kanamycin

LB-Agarplatten:

LB-Medium

1549/l Agar

zzgl. 100 pg/ml Ampicillin und/oder
25 ug/ml Kanamycin
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Lysis-Puffer (fir Ni®*-NTA)
6 M Guanidin-HCI
10 mM Tris
100 mM Na,HPO,
pH 8,0

Lysis-Puffer (far Zelllysat)
10 mM Tris/HCI, pH 8,0
100 mM NacCl
1 mM EDTA
0,1 % Triton X-100

Lysis-Puffer L6
120g GuSCN
100ml 0,1 M Tris/HCI, pH 6,4
22ml 0,2M EDTA, pH 8,0
2,6 g Triton X-100

PBS (10x)

400g NacCl

10g KCI

57,59 Na,HPO4x2H,0

10g KH,PO,

in ca. 31 H,0 lésen,
autoklavieren und mit autoklaviertem
H>O dann auf 5000 ml aufflllen

PBST
0,05% Tween 20 in PBS

Probenpuffer (5x) (flir Agarosegele)
10 mM Tris/HCI pH 8,0
100 mM NacCl
0,25 % Bromphenolblau
30 % Glycerol

Proteinase K-Stammldsung
50 mM Tris-HCI pH 8,0
1mM CaC|2
10 mg/ml Proteinase K

Lagerung bei 4 °C

RPMI 1640-Komplettmedium
500 ml RPMI 1640
50 ml FCS
5 ml Natrium-Pyruvat-Ldésung
5 ml Penicillin/Streptomycin-
Lésung (100U/mli/0,1 mg/ml)



Sammelgelpuffer (4x) fir SDS-PAGE

0,5M Tris-HCI pH 6,8
0,4 % SDS
0,1 % NaN3

SDS-Probenpuffer (5x)

250 mM Tris/HCI pH 6,8

8% SDS

40 % Glycerol

10% DTT

0,04 % (w/v) Bromphenolblau
aliquotiert bei -20°C lagern

SSC (20x)
876,5g NaCl
441,0g Na-Citrat
ad 5000 ml H,O

Stop-Loésung flr die DNA-
Sequenzierung
95 % Formamid
20 mM EDTA
0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylencyanol

Sucrose-Ldsung
10 mM Tris/HCI
100 mM NaCl
1 mM EDTA
30 % Sucrose

TAE-Puffer (50x):
242 g Tris
57,1 ml HAc
100ml 0,5M EDTA (pH 8,0)
ad 1000 ml H,O

TE-Puffer
10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA
pH 8,0
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TFB1-Puffer
100 mM Rubidiumchlorid
50 mM Manganchlorid
30 mM Kaliumacetat
10 mM Calciumchlorid
15 % Glycerol
pH 5,8
sterilfiltrieren, Lagerung bei 4°C

TFB2-Puffer
10 mM MOPS pH 8,0
10 mM Rubidiumchlorid
75 mM Calciumchlorid
15 % Glycerol
sterilfiltrieren, Lagerung bei 4 °C

TNE-Puffer
10 mM Tris/HCI, pH 7,5
100 mM NacCl
1 mM EDTA

Trenngelpuffer (4x) fur SDS-PAGE
1,5M Tris-HCI pH 8,8
0,4 % SDS

Trypsin-L6sung
0,25 % Trypsin
1 mM EDTA
in PBS

steril filtriert

Waschpuffer (fiir Ni?*-NTA)
6 M Harnstoff
10 mM Tris-HCI
100 mM NaP;
pH 6,3

Wasch-Puffer L2
120g GuSCN
100ml 0,1 M Tris/HCI, pH 6,4

2. Chemikalien und Verbrauchsmittel

Chemikalien

Acrylamid

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat

Hersteller

Roth, Karlsruhe
Promega, Mannheim
Sigma, Deisenhofen



Bromphenolblau

BSA (bovines Serum Albumin)

Butanol

Chloroform

Calciumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat
Didesoxynukleotide
Dimethylsulfoxid

DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendiaminotetraessigsaure)

Ethanol

Ethidiumbromid

Glycerol

Guanidiniumchlorid
Guanidiniumisothiocyanat
Harnstoff

Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumacetat
Magnesiumchlorid
Magermilchpulver
Manganchlorid
2-Mercaptoethanol

MOPS

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumcarbonat, wasserfrei
Natriumhydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphat
Nonidet-P-40

PD 98059 (MEK-Inhibitor)
Protein G-Sepharose
Rubidiumchlorid

SB 202 474

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Silica (Si0Oy)

Sucrose

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Fluka, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Riedel de Haén, Seelze
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Fluka, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Bad Soden
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Calbiochem, Bad Soden
Fluka, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen

TEMED (N,N,N",N "-tetramethylaminomethan) Sigma, Deisenhofen
Trifluoressigsaure

Trishydroxymethylaminomethan Merck, Darmstadt
Triton-X-100 Fluka, Deisenhofen

Die Chemikalien, Salze und Lésungsmittel wurden in der Qualitat
"reinst" oder '"analytic grade" bezogen. Das verwendete Wasser
entstammte einer Reinstwasseranlage der Firma MILLIPORE (Milli Q).
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Verbrauchsmittel

Filterpapier 3MM

Hybond-P

Ultrazentrifugenréhrchen (Polyallomer)
Zentrifugalkonzentratoren

3. Enzyme

Restriktionsendonukleasen Typ II
DNase

Trypsin

Aprotinin

Taq DNA Polymerase

Advantage 2 Polymerase
Proteinase K

Klenow-Fragment

Lysozym

alkalische Phosphatase

4. Antikorper

4.1. Primare Antikorper

rabbit anti HBc-Ag Serum

mouse anti HBc-Ag mAk (mAb 16989)
goat anti HBs-Ag Serum

PreS1 spezifischer Antikdrper MA 18/07
rabbit anti-PreS2

mouse Mab anti PreS2 F124

mouse Mab anti PreS2 Q 19-10

4.2. Sekundare Antikorper

donkey anti-rabbit IgG Peroxidase-konjugiert
goat anti-mouse Ig Peroxidase-konjugiert

rabbit anti-goat Ig Peroxidase-konjugiert

Cy ' 2-konjugierter goat anti-mouse IgG

Cy' 3-konjugierter donkey anti-rabbit IgG

Hersteller
Whatman

APBiotech, Schweden
Beckman, USA

Pall Filtron, USA

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
QIAGEN, Hilden
Clontech, Heidelberg
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim

Dako, USA
Chemicon, USA
Dako, USA
Gerlich, GieBBen
Malkowski,Berlin
Budkowska, Paris
Gerlich, GieB3en

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Jackson Immuno-
Research

Jackson Immuno-
Research

Jackson Immuno-
Research
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5. Materialien fir die Zellkultur

DMEM (Dulbecco “s Modified Eagles Medium) Sigma, Deisenhofen
GIBCO BRL,

RPMI-1640 Sigma, Deisenhofen
GIBCO BRL

DMEM ohne Methionin
FCS (fotales Kalberserum)
Natrium-Pyruvat-LOosung
Trypsin-LOsung

Penicillin-Streptomycin-Lésung

G418

6. Langenstandards

Rainbow Marker RPN 755/756
Multimarker
DNA Langenstandard X

Sigma, Deisenhofen
PAA, Linz, Osterreich
Sigma, Deisenhofen
PAA, Linz, Osterreich
Sigma, Deisenhofen
PAA, Linz, Osterreich
Sigma, Deisenhofen
PAA, Linz, Osterreich
PAA, Linz, Osterreich

Amersham Biosciences
Novex, Frankfurt /M.
Roche, Mannheim

7. Verwendete Kits

QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN, Hilden
QIAprep Maxi Kit QIAGEN, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit QIAGEN, Hilden

HBs ELISA Enzygnost® HBsAg 5.0
HBe ELISA Enzygnost® HBe monoclonal

DADE BEHRING, Marburg
DADE BEHRING, Marburg

ECL 1 & 2 Substrat Amersham Biosciences
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing

Ready Reaction Kit PE Applied Biosystem
High pure viral nucleic acid Kit Roche, Mannheim
QIAamp Blood Mini Kit QIAGEN, Hilden

8. Plasmide

8.1. HBV-Plasmide

pSPT1.2xHBV, HBV Subtyp adr4 Weiss et al., 1996
pSM2, HBV Subtyp ayw2 Sells et al., 1987
PreS1S2, Subtyp ayw2 Saher & Hildt, 1999
A40, PreS2 Subtyp ayw2 Hildt et al., 1995

pRafC4 Bruder et al,. 1992
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pRasN17 von W. Fantl, UCSF
pHaRas von W. Fantl, UCSF

Die beschriebenen Experimente wurden unter Verwendung zweier HBV-
Expressionsplasmide (Abb. 42) durchgeflhrt.

Das Plasmid pSM2 (Sells et al., 1987) besitzt ein zweifaches in
Tandemformation vorliegendes HBV-Genom des HBV-Subtyps ayw2
(3182bp) und basiert auf dem Vektor pMac5-8 (siehe VII Anhang). Die
beiden Genome wurden Uber die EcoRI-Schnittstelle aneinandergefiigt und
in den Vektor insertiert. Die Nomenklatur erfolgt nach Galibert et al.
(1979).

Das Plasmid pSPT1.2xHBV (Weiss et al., 1996) kodiert flr ein
1,2faches HBV-Genom des Subtyps adr4 und basiert auf dem Vektor
pSPT19 (siehe VII Anhang). Die terminale Redundanz gewahrleistet die
Synthese Ubergenomlanger, pragenomischer 3,5 kB RNA.

a) pSM2
P 'y
(] o H
phacs-8 _
B I'—iv
| t1 //|t3182.a'1 t313|2
n 11 n
EcoRI EcoRI EcoRI
b} pSPT1.2HBV v
o a ¥
PSPTL9 . e e
a_r | —
| | |
nt1276 nt 321411 nt 1804

Abb. 42: Zur Transfektion verwendete HBV-Genome
Das Plasmid a) pSM2 besitzt als Riickgrat den Vektor pMac5-8 und
enthalt ein zweifaches "head to tail" Genom des HBV-Subtyps ayw. Die
Nukleotidnummerierung beginnt an der EcoRI-Schnittstelle. b)
pSPT1.2 xHBV basiert auf dem Vektor pSPT19 und besitzt ein 1.2 faches
Genom des HBV-Subtyps adr4. Die Nukleotidnummerierung beginnt an
der XholI-Schnittstelle. Die fir die viralen Proteine kodierenden
Leserahmen HBc/e-Antigen (C), Oberflachenantigene (S), HBx-Aktivator
(x) und Polymerase (P) sind als Pfeile gekennzeichnet.

8.2. kommerziell erhadltliche Plasmide

pcDNA3.1(-) Invitrogen, USA
pQe8 QIAGEN, Hilden
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9. Synthetische Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG (Ebersberg) und TIB-
Molbiol  (Berlin)  hergestellt. Die  Restriktionsschnittstellen  sind
unterstrichen.

9.1. PCR-Primer:

Bezeichnung Art Lange Sequenz
(bp)
PreS1-110-120 |fw 27 AAA ggA TCC CCT TTg AgA AAC ACT
CAT
PreS1-105-115 |fw 63 TTT ggA TCC CCT ACC CCg CTg TCT

CCA CCT TTg AgA AAC ACT ATg CAg
Tgg AAT TCC ACA ACC

PreS1-101-110 |fw 60 TTT ggA TCC ACA ggA Agg CAg CCT
ACC CCg CTg TCT CCA ATg CAg Tgg
AAT TCC ACA ACC

A40 fw BamH1 fw 18 AAA ggA TCC ATg CAg Tgg

PreS2-HindIII bw 24 AAA AAg CTT gTT CAg CgC Agg gTC

9.2. Primer fir die Sequenzanalyse:

Bezeichnung Art | Lange (bp) |Sequenz

pcDNA3.1-seq- fw 18 TAA TAC gAC TCA CTA TAg
fdw

pcDNA seq bw bw 18 TAg AAg gCA CAg TCg Agg
pQe seq fw fw 20 Cgg ATA ACA ATT TCA CAC Ag

9.3. Primer und Sonden fiir TaqMan-PCR

Bezeichnung Art |Lange (bp)|Sequenz

TagMan-f HBsAg |fw |20 ggA CCC CTg CTC gTg TTA CA

TagMan-b HBsAg |bw [24 gAg AgA AgT CCA CCM CgA AgT CTA gA

Sonde HBsAg 31 6FAM- TgT TgA CAA RAA TCC TCA CCA
TAC CRC AgA -TAMRA

HBxfTM1 fw |21 CCg TCT gTg CCT TCT CAT CTg

HBxrTM1 bw |29 AgT CCA AgA gTY CTC TTA TgY AAg
ACCTT

HBxSondeTM1 26 6FAM- CCg TgT gCA CTT CgC TTC ACC
TCT gC -TAMRA
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10. Synthetische Peptide

Bezeichnung |Lange (AS) |Sequenz

PS 734/RP 26 H-APLSSIFSRIGDPGGGRSLLGRMKGA-OH

PS 735/RP 27 H-GGRSLLGRMKGAGGGPLSSIFSRIGDP-OH
APO144 22 H-PLSSIFSRIGDPSRGQPTPLSP-OH

APQ145 23 H-PLSSIFSRIGDPPTPLSPPLRNT-OH

APO146 21 H-PLSSIFSRIGDPPLRNTHPQA-OH

716.1 22 H-GFKQSSKALPLSSIFSRIGDPK-OH
PKC-Inhibitor |30 H-PLSSIFSRIGDPRFARKGALRNKNVHDVKN-OH
Kontrolle 17 H-PLSSIFSRIGDPKKLAP-OH

11. Geradte

11.1. Elektrophorese- und Blotsysteme

Horizontal-Elektrophorese-Systeme
GNA 100 und 200 mit EPS 301 (Hoefer)
Vertikale-Elektrophorese-Systeme,

SE 260 und 600 mit EPS 301 (Hoefer)
Semi-Dry-Blotkammer Semiphor und
Multiphor IT mit EPS 301 (Hoefer)

11.2. Zentrifugen / Rotoren

Tischzentrifugen Biofuge fresco
Untertischzentrifuge Minifuge 2
KlUhlzentrifuge Superspeed RC-5B mit
folgenden Rotoren:

HB 4, GS 3, SM 24, SS34
Ultrazentrifuge L8 mit Ti 50 Rotor

11.3. Chromatographiegerate / Saulen

Akta Explorer

Ettan LC

Gelfiltrationssaule SuperdexPeptide
Affinitdtschromatographiesdule Ni**-NTA
Affinitatschromatographiesaule Strep-tag
Sephasil Peptide C18 5um ST 4.6/100

11.4. Mikroskope

Lichtmikroskop Diavert
Fluoreszenzmikroskop DM RBE und
Fotoeinheit

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences

Amersham Biosciences

Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode

Sorvall-Instruments,
Beckman, USA

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
QIAGEN, Hilden

IBA, GieBBen
Amersham Biosciences

Leitz, Wetzlar
Leitz, Wetzlar
Leica, Solms
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11.5. Sonstige Gerate

Thermo-Cycler PTC-100
Thermomixer Compact
Inkubationsschuttler Unitron
Wasserbad GFL 1083
Universalwaage

Feinwaage 1608 MP

Photometer Ultraspec 3300 pro
Brutschrank

Sterilbank HeraSafe
Tischschuittler Duomax 1030,
Homogenisator Sonoplus HD 2070
pH-Meter 765 Calimatic
Automatischer Filmentwickler

E max precision mikroplate reader
ABI PRISM 7700 Sequence Detector

12. Zelllinien und Bakterienstamme

MJ Research, USA
Eppendorf, Hamburg
HT-Infors, Bottmingen,
GFL, Burgwedel
Saratorius, Gottingen
Saratorius, Go6ttingen
Amersham Biosciences
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode
Heidolph

Bandelin, Berlin

Knick, Berlin

Agfa Curix 60 Aqua, Kdln
Molecular Devices, USA
PE Applied Biosystems

Die verwendeten Zelllinien wurden von DSMZ (Deutsche Sammlung fur
Mikroorganismen und Zellkultur, Braunschweig) bezogen.

12.1. Eukaryontische Zelllinien

Zelllinie Zellart DSMZ-Nummer

HuH7 Zelllinie eines humanen (Nakabayashi et al., 1982)
hepatozellularen Karzinoms

HepG2 Zelllinie eines humanen ACC 180

hepatozellularen Karzinoms
HepG2.2.15 Stabil HBV produzierende Zelllinie (Sells et al., 1987)
auf Basis von HepG2-Zellen

12.2. Bakterienstamme

Zelllinie
E. coli K12 DH5a F°, ¢80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl,
endAl, hsdR17(r" , mg*), phoA, supE44, A°, thi-1,
gyrA96, relAl, (Gibco/BRL)
E. coli K12 strain  F, Nal®, Str°, Rif°, Thi', Lac, Ara®, Gal*, Mtl, RecA*,
M15 [pREP4] Uvr®, Lon™ (QIAGEN, Hilden)
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13. Molekularbiologische Methoden

13.1. Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsaurefragmente von 0,1 bis 20kB GréBe werden fir analytische
und praparative Zwecke in horizontalen 0,6-2,3%igen Agarosegelen
elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Schmelzen der Agarose in 1x
TAE-Puffer wird vor dem GieBen des Gels Ethidiumbromid
(Endkonzentration: 50ng/ml) in die Agaroselésung gegeben. Die
Auftrennung erfolgt bei einer Feldstarke von 2-10V/cm.

13.2. Restriktionsverdau von DNA

Der Verdau von DNA durch Typ II Restriktionsenzyme erfolgt nach
Herstellerangaben (ROCHE). Der Volumenanteil des Enzyms sollte dabei
10 % im Reaktionsansatz nicht Uberschreiten.

13.3. DNA-Fragmentisolierung aus praparativen
Agarosegelen

Nach praparativer Agarose-Gelelektrophorese von linearisierter DNA
wird das gewlnschte Fragment unter UV-Licht mit einem Skalpell
ausgeschnitten in ein Eppendorf-GefaB Uberflhrt. Die Elution der DNA aus
dem Gel erfolgte unter Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN) nach Herstellerangaben. Die Reinigung der DNA erfolgt nun wie
unter 13.5. beschrieben.

13.4. Dephosphorylierung von DNA

Die Umsetzung linearisierter Vektoren mit alkalischer Phosphatase dient
zur Verhinderung der Religation durch das Entfernen der 5 terminalen
Phosphatgruppen. Dazu werden bis zu 15pug linearisierte DNA mit 1/10
des Endvolumens 10x CIP-Puffer und 5U alkalischer Phosphatase
(ROCHE) versetzt.

Nach 30 mindtiger Inkubation bei 37°C werden weitere 5U Enzym
zugesetzt und erneut fir 30min inkubiert. Die Inaktivierung der
alkalischen Phosphatase erfolgte durch Erhitzen des Ansatzes auf 68°C fir
10 min sowie anschlieBender Reinigung der mittels QIAquick Spin-Saulen
(siehe 13.5.).

13.5. Reinigung von DNA

Um DNA aus PCR-Reaktionen, Restriktionsverdaus, oder Ligase-
Reaktionen zu reinigen, werden QIAquick Spin PCR Purification-Saulen
(QIAGEN) verwendet. Maximal 10ug der zu reinigenden Nukleinsaure
werden auf 600 ul mit PB-Puffer versetzt, auf eine Spinsaule gegeben und
durch  Zentrifugation (10.000g, 1min) auf der Silica-Membran
immobilisiert. Nun werden 750 ul Puffer PE auf die Saule gegeben und die
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DNA durch Zentrifugation gewaschen (10.000g, 1min). Dies wird ein
zweites mal wiederholt bevor die DNA mit 30-50 pl H2044 eluiert wird.

13.6. Entfernen von Nukleotidmonomeren iiber
Gelfiltrationschromatographie

Bei Sequenzierreaktionen miussen die nicht in den DNA Strang
eingebauten Nukleotidmonomere abgetrennt werden. Dies wird Uber
kommerziell erhaltliche Gelfiltrationssaulen (QIAGEN, DyeEx-Spinsdulen)
durchgefihrt. Die Saulen werden nach den Herstellerangaben vorbereitet,
der Reaktionsansatz auf das Gelbett gegeben und durch Zentrifugieren die
DNA-Moleklle ab einer Lange von ca. 30 Basenpaaren eluiert.

13.7. Fallung von Nukleinsduren

Zur Konzentrierung und Reinigung wird die Nukleinsaure unter
Hochsalzbedingungen (2M Ammoniumacetat oder 0,8 M Lithiumchlorid)
mit 2,5 Volumina eiskaltem Ethanol oder 0,7 Volumina Isopropanol gefallt.
Bei geringen DNA-Mengen oder kurzen Fragmenten wird zur Erhéhung der
Fallungseffizienz 10ug RNA pro Ansatz zugegeben und Uber Nacht bei
-20°C inkubiert, bevor die DNA durch Zentrifugation fir 30min bei
10.000g und 4°C pelletiert wird. Das Pellet wird zum Entfernen von
Salzresten mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nach dem vollstandigen
Entfernen der Ethanolreste wird die Nukleinsaure in H,Oq44 geldst.

13.8. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Extinktion der Nukleinsduren wird photometrisch bei 260nm
bestimmt. Einer Extinktion von 1 entspricht eine Konzentration von
50 ug/ml doppelstrangige DNA bzw. 35ug/ml einzelstrangige DNA oder
RNA. Das Verhaltnis der Extinktionen OD2gonm zu OD2gonm, das ein MaB flr
die Reinheit der Praparation darstellt, sollte bei DNA zwischen 1,7-1,9
liegen.

13.9. DNA-Ligation

Die Ligase des Phagen T4 katalysiert in einer ATP-abhangigen Reaktion
die kovalente Verknlpfung der 5  Phosphatgruppe des einen DNA-Molekiils
mit der 3 OH-Gruppe des anderen. Die Ligation erfolgt bei einem 3-
fachen molaren Uberschuss des DNA-Fragmentes gegeniiber dem Vektor.
100-150ng des linearisierten Vektors und die entsprechende Menge des
Inserts werden mit H,Oq4q auf ein Volumen von 8pul gebracht, 1pul 10x
Ligasepuffer und 1ul T4-Ligase zugesetzt. Die Inkubation erfolgt fur
20 min auf Eis, dann flr mindestens 3 h bei 16°C.

Die Insertmenge berechnet sich nach folgender Gleichung:

Mengews|ng|* Grofena|bp]

M ENE Cinsen [ng] = Gr('):/jey kw[bp]
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13.10. Sequenzierung von DNA

Die DNA-Sequenzierung erfolgt nach einer modifizierten Form der
Strangabbruchmethode nach Sanger et al. (1977). Anstelle von radioaktiv
markierten Didesoxynukleotiden werden mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markierte Nukleotide verwendet. Die Reaktion
kann in einem PCR-Ansatz ausgefuhrt werden.

Zu 250-300ng des zu sequenzierenden Plasmides werden 0,5 pl Primer
(10puM) und 2pul Premix (BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit, PE Applied Biosystem) gegeben und auf 10l
Gesamtvolumen mit H;044 aufgefullt. Die PCR-Reaktion erfolgt nach
folgendem Schema:

Denaturierung: 96°C 30s
Annealing: 55°C 5s 20-30 Zyklen
Elongation: 60°C 4 min

13.11. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR kénnen in einem zyklischen Prozess, katalysiert von
der hitzestabilen @ Tag-DNA-Polymerase, @ DNA-Fragmente selektiv
amplifiziert werden. Eine Standard-PCR hat ein Gesamtvolumen von 50 pl.
10ng (bei Plasmiden) bis 2ug (bei chromosomaler DNA) Template wird
mit je 100 pmol Vorwarts- und Ruckwartsprimer (Endkonzentration 2 uM)
und je 25nmol jedes der vier dNTP's (Endkonzentration 500 uM) und
H,O44 auf ein geeignetes Volumen gebracht. Nach Zugabe von 0,5U
Polymerase (CLONTECH, Advantage2-Polymerase) werden die Zyklen (i.
R. 30 Zyklen) in einem Thermoblock gestartet. Die erhaltene DNA wird
wie unter 1.4 beschrieben aufgearbeitet.

Denaturierung: 1 min 95°C
Denaturierung: 1 min 95°C
Annealing: 1 min 55°C } 30 Zyklen
Elongation: 1-5min 68°C

13.12. PCR / TagMan-PCR

Die Quantitative TagMan-PCR (real-time-PCR) wird zur quantitativen
Nukleinsaureanalyse eingesetzt. Mit Hilfe dieser Methode ist es mdglich,
den Ablauf der PCR quantitativ Uber die Zeit zu verfolgen und nicht nur
eine Endpunktanalyse durchzufihren.
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Abb. 43: Polymerisation, Sondenverdrangung und -spaltung bei der TagMan-PCR

Bei der TagMan-PCR gibt es neben den Primern noch eine
Detektionssonde, die an den DNA-Bereich zwischen den Primern
hybridisiert. Die TagMan-Sonden sind am 5 -Ende mit der fluoreszenten
Reporterfarbe FAM (6-Carboxyfluoreszein), einem Fluoreszeinderivat, und
am 3'-Ende mit der Quencherfarbe TAMRA (6-
Carboxytetramethylrhodamin), einem Rhodaminderivat, markiert.

Durch ihre 5-3’-Exonukleaseaktivitat separiert die Tag-DNA-Polymerase
wahrend der Elongation das fluoreszierende Nukleotid von dem Quencher,
wodurch das Nukleotid zur Fluoreszenz befahigt wird (Abb. 43). Die
Akkumulation des PCR-Produkts kann so direkt an der Erhéhung der
Fluoreszenz abgelesen werden.

Uracil N "-glycosylase: 50°C 2 min

Denaturierung: 95°C 10 min

Denaturierung: 95°C 15s
Annealing/Elongation: 60°C 1 min } 45 Zyklen

Die TagMan-PCR wird mit einem ABI PRISM 7700 Sequence Detector
(PE Applied Biosystems) durchgefiihrt. Als ReaktionsgefaBe werden
spezielle hitzestabile, optisch durchlassige 96-Loch-Platte verwendet. Die
96-Loch-Platte wird mit einer spezielle hitzestabile, optisch durchlassige
Folie verklebt.
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Mit der TagMan-PCR sollten Nachweis und Quantifizierung von Virus-
DNA in den HBV-produzierenden Zelllinien erfolgen.

Reaktionsansatz: 6,2500 1  2xTagMan® Universal PCR Master Mix
0,3125ul TagMan-Sonde 20 uM
je 0,2250pul  Vorwarts- und Rickwartsprimer je 100 uM
10,0000 ul  der zu untersuchenden Probe
7,9875 |J| Hzodd

Im 2x Universal MasterMix (Perkin Elmer) ist neben der AmpliTaq Gold
Polymerase ein weiteres Enzym, Uracil N "-glycosylase, enthalten, welches
kontaminierende Nukleinsauren aus vorhergehenden PCRs durch Spaltung
der glycosidischen Bindung zwischen Desoxyribose und Uracil, inaktiviert.

Von jeder Probe werden mindestens Doppelwerte bestimmt. Als
Negativkontrollen dienen PCR-Ansatze ohne DNA zum AusschluB3 einer
Kontamination mit Template. Das pSM2-Plasmid oder pSPT1.2xHBV
wurde als Standard mitgefuhrt.

Um umhillte virale DNA von transfizierter DNA unterscheiden zu
kdnnen, werden die zu untersuchenden Ldsungen auf 4mM MgCl,
eingestellt, 200U/m| DNase (ROCHE) hinzugegeben und eine Stunde bei
37°C unter leichtem Schitteln inkubiert. Um die DNase zu deaktivieren
wird der Ansatz 10 min bei 95°C gekocht.

In der PCR wird mit den Primern TagMan-f HBsAg und TagMan-b HBsAg
ein 89 bp-Fragment des viralen S-Gens amplifiziert (Pas et al., 2000). Mit
den Primern HBxfTM1 und HBxrTM1 entsteht ein 96 bp-Fragment im
Uberlappenden Genbereich flir das x-Protein und die DNA-Polymerase
(Loeb et al. 2000).

Die Auswertung erfolgt durch die ,Sequence Detections Systems"-
Software von PE Applied Biosystems. Fir jede Probe wird der PCR-Zyklus
errechnet, ab welchem die Menge des Amplifikationsproduktes Uber das
"Untergrundrauschen" (threshold line, C;) ansteigt. Dazu schlagt der
Computer einen Ct vor, der bei der 10fachen Standardabweichung der
Fluoreszenzwerte zwischen den Zyklen 3-15 liegt. Der Cy-Wert kann
manuell verandert optimiert werden, so dass man die unterschiedlichen
Proben besser unterscheiden kann. Uber eine Standardkurve kann die
absolute Virus-DNA-Kopienanzahl in jeder Probe ermittelt werden.

13.13. Herstellung kompetenter E. coli

800 ml LB-Medium werden mit 10 ml einer Ubernachtkultur von E. coli
angeimpft und bis zu einer ODgoonm vOn 0,5 geschittelt. AnschlieBend
werden die Bakterien steril abzentrifugiert und in 50ml eiskaltem TFB1
Puffer resuspendiert. Nach einer Inkubation von 90 min auf Eis wird die
Suspension im vorgekuhlten Rotor abzentrifugiert und die Bakterien in 15
bis 20ml TFB2 resuspendiert. Die Suspension wird in Eppendorf-GefaB3en
in 200-500pul Mengen aliquotiert, die in einer Kaltemischung aus
Ethanol/Trockeneis vorgeklhlt werden. Die Lagerung der kompetenten
Zellen erfolgt bei -70°C.



76

13.14. Transformation von kompetenten E. coli

Die eisgekuhlte DNA-L6sung (Plasmid- bzw. Ligationsansatz) wird mit
100 pl kompetenter Zellsuspension versetzt und flir mindestens 30 min auf
Eis inkubiert. Der anschlieBende Hitzeschock erfolgt fiir 60s bei 42°C,
dann folgt eine 3 mindtige Abklhlung auf Eis. Nach dem Zusatz von 500 pl
kaltem LB-Medium und der Inkubation flr 30 min bei 37°C unter Schuitteln
werden die Bakterien auf einem geeigneten Selektionsmedium ausplattiert
(LB Agar mit Antibiotika).

13.15. Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

Flr eine solche Praparation wird je nach bendétigter Plasmid-DNA-Menge
der QIAprep Spin Miniprep Kit oder flr eine groBere Ausbeute der QIAprep
Maxiprep Kit (QIAGEN) verwendet. Sie basieren auf dem von Birnboim
und Doly (1979) beschriebenen Verfahren. Dabei werden die Bakterien
unter alkalischen Bedingungen lysiert und die bakterielle DNA sowie
Proteine denaturiert. Die bakterielle RNA wird bereits wahrend der
alkalischen Lyse durch die im Resuspendierungspuffer anwesende RNase A
abgebaut. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte aus einer
Ubernachtkultur. Hierzu werden fiir eine Miniprep 3-5ml LB-Medium und
fir eine Maxiprep 500 ml mit einer Einzelkolonie beimpft und lGber Nacht
kultiviert. Die Bakterien werden gemaB dem Herstellerprotokoll bearbeitet.
Zur Kontrolle der DNA Praparation werden 1-5pul auf ein Agarosegel
aufgetragen.

13.16. Isolierung viraler DNA

Zur Isolierung viraler DNA aus Zellkulturiberstanden und Zelllysaten
wurden verschiedene Methoden getestet. Teilweise wurden die Viren aus
Zellkultur-Uberstédnden durch Fallung mit PEG 8000 (1/10 Volumenanteile
w/v) und anschlieBender Zentrifugation angereichert. Da bei dieser
Fallung auch andere Proteine mit abzentrifugiert werden, wurde das Pellet
in TNE-Puffer aufgenommen und Uber ein Sucrose-Kissen zentrifugiert.
Die Viren sind im Pellet enthalten.

Eine andere Mdoglichkeit der Konzentrierung des Zellkulturliberstandes
bestand in der Zentrifugation Uber eine Macrosep 300K
(Zentrifugalkonzentratoren MWCO 300 kDa, PALL).

13.16.1. kommerziell angebotene Kits

Das Prinzip des "High pure viral nucleic acid kit" (Roche) und des
"QIAamp Blood Mini Kit" (QIAGEN) sind weitgehend identisch. Durch einen
Proteinase K-Verdau in einem SDS- und chaotropen Salz-haltigem Puffer
wird die Virushulle und im Kulturmedium enthaltene Proteine verdaut und
so die DNA freigesetzt. Zur Fallung wird dann Isopropanol bzw. Ethanol
(Roche bzw. QIAGEN) zugesetzt und die Lésung auf die Spin-Saulen
gegeben. Bei dem Roche-Kit handelt es sich um Glasfaserfleece beim
Saulenmaterial, wohingegen die Sdulen bei QIAGEN Silicagel enthalten.
AnschlieBend wird zur Entfernung stérender Proteine und anderer
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Kontaminationen noch mal mit einem chaotropen Puffer gewaschen. Nach
ein- bis zweimaligem Waschen mit einem Ethanol-haltigem und wenig
Salz-haltigem Puffer (QIAGEN/Roche) wird die DNA mit 10 mM Tris/HCI;
0,5mM EDTA; pH 9,0 oder Wasser (QIAGEN/Roche) eluiert. Bei beiden
Kits wurden jeweils 100 pl zur Elution eingesetzt, ansonsten wurde sich an
die Anweisungen der Hersteller gehalten.

13.16.2. nach Boom et al. (1990)

Hierzu wird Silica in Wasser resuspendiert (1 g/ml) und mit HCI (1 pl/ml)
auf einen pH von 2 gebracht. Von dieser Suspension werden 40 pul mit
900 ul Lysis-Puffer L6 homogenisiert. Zu dieser Mischung werden 50 pl
Probe gegeben, gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und
nochmals gemischt. Nach kurzer Zentrifugation (15s, 12.000g) wird der
Uberstand verworfen und das Pellet zweimal mit Wasch-Puffer L2, zweimal
mit 70 % Ethanol und einmal mit Aceton gewaschen. Das Pellet wird bei
56°C 10 min getrocknet und mit 100 pl TE-Puffer gevortext und noch mal
10min bei 56°C inkubiert. AnschlieBend wird die Suspension 2min bei
12.000 g zentrifugiert. Der Uberstand enthalt die DNA.

13.16.3. nach Kaneko et al. (1989, 1990)

Kaneko et al. (1989, 1990) haben aus Serum durch alkalische Lyse die
Virushulle zerstért und so die virale DNA freigesetzt.

100 ul Zellkulturtberstand werden mit 100yl 0,2M NaOH versetzt und
60min bei 37°C inkubiert. Im Anschluss werden 100pl 0,12M HCI zur
Neutralisierung hinzugefligt. Aus dieser Losung werden dann die Proben
flr die TagMan-PCR entnommen.

14. Zellbiologische Methoden

14.1. Kultivierung und Passagieren von eukaryotischen
Zellen

Die immortalisierten Zelllinien werden in geeignetem Medium (DMEM
bzw. RPMI 1640 Komplettmedium) bei 37°C, 5% CO, und 90%
Feuchtigkeit kultiviert. Bei ca. 70%iger Konfluenz, werden die Zellen
passagiert. Daflir werden die Zellen nach Waschen mit PBS mit Trypsin
(0,5mg/ml) versetzt, fur 3-5min bei 37°C inkubiert. Die Zellen lassen sich
durch leichtes Schlagen gegen die Flaschenseite vom
Zellkulturflaschenboden ablésen. Durch die darauf folgende Medien-
Zugabe wurde das Trypsin inaktiviert. Die Zellen wurden 1:4 verdinnt
wieder in Zellkulturflaschen ausgelegt.
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14.2. Einfrieren und Auftauen von immortalisierten Zellen

Zur Konservierung werden trypsinierte Zellen in 1,5ml Einfriermedium
suspendiert und langsam durch ein Kryostat (das mit Isopropanol gefullt
ist und Uber den Temperaturkoeffizienten von Isopropanol eine
kontrollierte Abklhlrate der Zellen von 1°C pro Minute gewahrleistet) auf
-80°C gebracht, um sie dann in flissigem Stickstoff zu lagern.

Zum Auftauen wird die eingefrorene Zellsuspension durch Schwenken
des Kryoréhrchens im 37°C warmen Wasserbad fast vollstandig aufgetaut.
Die Zellen werden dann zlgig in vorgewarmtes Medium aufgenommen,
pelletiert und einmal gewaschen, um das DMSO vollstandig zu entfernen.
AnschlieBend werden die Zellen in Kultur genommen. Um das Wachstum
und die Proliferation der aufgetauten Zellen zu férdern, werden sie flr die
erste Passage nach dem Auftauen im Kulturmedium mit 20% FCS
gehalten.

14.3. Transfektion von Saugerzellen

14.3.1. Calciumphosphat-Methode

Das Prinzip dieser Transfektionsmethode besteht darin, dass zu einer
Mischung aus Calciumchlorid und DNA unter standigem Mischen Phosphat
zugegeben wird, so dass Calciumphosphat-Kristalle ausfallen und die DNA
dabei koprazipitiert. Die entstandenen feinen Kristalle werden nun von den
Zellen phagozytiert (Graham & van der Eb, 1973). Ein Ansatz bezieht sich
auf eine 10cm-Schale, auf der die Zellen bis zu 70-80 %iger Konfluenz
gewachsen sind. Zwei Stunden vor der Transfektion wird das Medium
gewechselt. Zu einem 250 ul-Ansatz, der 4-8 ug DNA und 50 pl einer 2,5M
CaCly-Lésung enthalt, werden innerhalb von 30s 250ul 2xHBS-Puffer
zugetropft. Zur Ausbildung von Kristallen wird diese Mischung 30 min
stehengelassen bevor sie gleichmaBig Uber die Zellen verteilt wird. Nach
12-18h wird das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen, mit frischem Medium versetzt und flr weitere 2-5 Tage bei
37°C inkubiert ehe die Zellen lysiert und weiter verwendet werden.

14.3.2. Lipofektion

Zur Transfektion einer 10cm-Schale werden in einem Reaktionsgefal3
7,5H4g Plasmid-DNA mit FCS-freiem Medium auf 75ul (RPMI 1640 bzw.
DMEM) aufgeflillt, in einem zweiten ReaktionsgefaB 45ul DOTAP (Roth)
mit FCS-freiem Medium gemischt. AnschlieBend wird das DNA-Gemisch in
das DOTAP-Gemisch Uuberfuhrt, gemischt und nochmals 15min bei RT
inkubiert. Das Medium der zu transfizierenden Zellkulturschalen wird nun
durch 6ml FCS- und antibiotikafreies Medium ersetzt, das DNA/DOTAP
Gemisch hinzugegeben und fir 3-10h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wird das Medium durch Komplettmedium ersetzt und der
Transfektionsansatz bei 37°C flr weitere 2-5 Tage inkubiert.

Bei der Transfektion von Objekttragern oder 6cm-Schalen werden die
Mengen der eingesetzten Reagenzien proportional zu der zu
transfizierenden Flache verringert.
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14.4. Herstellung einer stabil transfizierten Zelllinie

Hierzu werden HepG2 nach 2.3.2 transfiziert. Die Expression des Gens
in eukaryotischen Zellen wird im pcDNA3.1(-) durch den hCMV-Promotor
reguliert und durch eine Neomycinresistenz soll sichergestellt werden,
dass nur Zellen mit diesem Plasmid selektioniert werden. Das
Selektionsmedium enthielt G418.

14.5. Inkubation eukaryotischer Zellen mit synthetischen
Peptiden / rekombinanten Proteinen

Die entsprechenden Konzentrationen wurden durch Verdlnnung in
0,5% FCS-haltigem RPMI 1640 —Medium hergestellt.

Bei transient transfizierten Zellen wurden die Zellen nach der
Transfektion gleichmaBig verteilt, damit man von einer gleichen Menge
produzierten HBV-Partikel ausgehen konnte. Die Inkubation mit
synthetischen Peptiden / rekombinanten Protein erfolgte nach den im
jeweiligen Experiment angegebenen Zeiten und Konzentrationen.

14.6. Zelllysatpraparation aus eukaryotischen Zellen

14.6.1. mit Triton X-100 haltigem Puffer

Typischerweise wird eine 10cm Zellkulturschale 2 bis 4 Tage nach der
Transfektion (siehe 14.3.) mit 5ml PBS gewaschen mit 1 ml Lysis-Puffer
versetzt und fir 10min bei 4°C inkubiert. Die Zellen werden abgeschabt
und in ein Reaktionsgefall Uberfuhrt. Die nicht I6slichen Anteile werden
durch Zentrifugation (1min, 10.000g, 4°C) entfernt. Bis zur weiteren
Verwendung kann das Lysat bei —20°C gelagert werden.

14.6.2. mit Dignam A

Die Zellen werden in einer 6 cm kultiviert, nach mit PBS gewaschen und
mit 0,7ml Dignam A 10min auf Eis inkubiert und anschlieBend
abgeschabt. Nach dem Pottern wird das Lysat 18 min bei 430.000g
(entsprechen 60min bei 100.000g) und 4°C in der Ultrazentrifuge
zentrifugiert. Dadurch werden die nicht Iéslichen Bestandteile abgetrennt
und man erhalt das Zytosol.

14.7. Immunoprazipitation

Zur Anreicherung von Viren oder Proteinen aus zelluldaren Lysaten und
Zellkulturtberstanden werden Immunoprazipitationen durchgefuhrt.

FlUr die Protein- oder Virus-Prazipitation wird der erste Antikdrper mit
40 ul Protein A/G-Sepharose versetzt, auf 500 ul mit PBS aufgefillt und
16h bei 4°C unter Schitteln inkubiert. Um vorhandenes NaNs zu
entfernen wird das Ak-Protein A/G-Sepharose Konjugat dreimal mit 1 ml
PBS gewaschen. Das Virus-Konzentrat oder Zelllysat wird nun zu dem
Ak/Sepharose-Konjugat gegeben und wiederum UN unter Schiitteln bei
4°C inkubiert. Das Prazipitat wird 3 mal mit 1 ml PBS gewaschen und kann
nun gelelektrophoretisch getrennt (siehe 15.4.) werden.
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14.8. Kultivierung von E. coli

Bakterienkulturen werden in Schuttelkolben in LB-Medium oder auf den
entsprechenden Agarplatten bei 37°C gehalten. Die Konservierung erfolgt
als Glycerolkultur bei -20°C. Je nach Resistenzgen des in den Bakterien
enthaltenden Plasmides werden die Kulturen mit Ampicillin (100 pug/ml)
und/oder Kanamycin (25 pg/ml) versetzt.

14.9. Lyse von E. coli durch Ultraschall

Die Zellen einer Induktionskultur werden abzentrifugiert, mit PBS
gewaschen und in 30ml Lysis-Puffer/l Induktionskultur suspendiert.
AnschlieBend werden die Zellen durch Ultraschall (3x1min, 100%
Leistung, 60 % Zyklus) aufgeschlossen, die unldslichen Bestandteile durch
Zentrifugation (30min, 12.000g, 4°C) entfernt und das Lysat
weiterverwendet (siehe 15.3.1.).

15. Proteinchemische Methoden

15.1. Induktionskultur von E. coli

Bei dem verwendeten Expressionsplasmid pQe8 liegt das zu
exprimierende Gen unter der Kontrolle eines IPTG-abhangigen
Promotors/Operators (Lac). Die Proteinsynthese wird durch 1mM
Isopropyl-p-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) induziert.

Etwa 900ml mit Ampicillin (100 pug/ml) und Kanamycin (25ug/ml)
versetztes LB-Medium wird mit 100ml einer Ubernachtkultur angeimpft.
Die 3 bis 5 stlindige Induktion erfolgt durch Zugabe von 1ml IPTG-
Stammldsung entsprechend einer Endkonzentration von 1 mM. Die Zellen
werden geerntet, einmal mit PBS gewaschen und kdnnen nun zur
Proteingewinnung aufgeschlossen werden.

15.2. Proteinkonzentrationsbestimmung

15.2.1. nach Bradford

Durch die Bindung an Proteine verschiebt sich das Absorptionsmaximum
von Coomassie Brilliant Blue G250 von 465 nach 595 nm (Bradford, 1976).
Allerdings ist diese Methode nicht bei Anwesenheit von Detergenzien
anwendbar und die Sensitivitat variiert je nach Protein (Stoscheck, 1990).

1 ml Bradfordreagenz (1:5 verdinnt aus der BIORAD-Stammldésung)
werden in einer Klvette mit 3-10 ul der Probe gemischt und die Extinktion
innerhalb einer Stunde bei 595 nm gemessen.
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15.2.2. durch Absorptionsmessung bei 280 nm

Tryptophan, sowie schwacher auch Tyrosin und Phenylalanin,
absorbieren bei 280nm. Aufgrund dieser Absorption kann die
Konzentration von Proteinen ermittelt werden. Der Wert berechnet sich
nach folgender Formel:

Cprotein=1,55XE280-0,76XE2s0 [Mmg/ml] (Warburg & Christian, 1941)

Die Formel berlcksichtigt Verunreinigungen der Probe durch
Anwesenheit von Nukleinsauren.

15.3. Saulenchromatographische Methoden

15.3.1. Affinitatschromatographie

Die mit dem pQe8-System in E. coli exprimierten Proteine kdénnen
aufgrund des aminoterminalen HisTags an einer mit Ni**-NTA-Agarose-
Matrix immobilisiert werden (QIAGEN). Durch die Haufung von 6
Histidinresten erfolgt eine sehr starke Bindung an das Ni**, welche eine
Trennung von den auf Grund weniger Histidinresten nicht so stark
bindender Proteine ermdéglicht.

Diese und unspezifisch gebundene Proteine werden bei einem pH von
6,3 (isoelektrischer Punkt von Histidin) von der Saule gewaschen. Die
spezifisch gebundenen Proteine werden durch eine hohe Imidazol-
Konzentration im Elutionspuffer von der Sdule eluiert. Nach der Elution
wird die Saule durch das Waschen mit einem mit dem Auftragungspuffer
regeneriert.

Die Probe wurde mit einem Fluss von 0,5ml/min auf die mit
Auftragungspuffer aquilibrierte Saule geladen und solange gespiilt, bis die
Extinktion wieder einen Basiswert erreichte. Gewaschen wurde nun mit
Waschpuffer bei einem Fluss von 1ml/min. Die Elution erfolgte durch
einen Gradienten von Waschpuffer gegen Elutionspuffer (Fluss von
1 ml/min Uber 3 Saulenvolumina). Nach der Beendigung des Gradienten
wird mit 4 Saulenvolumina Puffer C nachgesplilt.

Die Detektion der eluierten Proteine erfolgt durch Messung der
Absorption bei 215nm, 260 nm und 280 nm Wellenlange.

15.3.2. Gelfiltrationschromatographie

Mit Hilfe der Gelfiltrationschromatographie kénnen Proteine, Peptide und
Farbstoffe entsprechend ihrer GréBe und Oligomerisierungsgrades
getrennt werden.

Zur Trennung der markierten synthetischen Peptide von nicht
gebundenen Fluoreszenzfarbstoffen wird eine Superdex Peptide 10/30
(Amersham Biosciences) verwendet. Als Laufmittel wird PBS pH 7,2
gewahlt.
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15.3.3. Reversed-Phase-Chromatographie

Uber die Reversed-Phase-Chromatographie kann man Peptide, Proteine,
Oligonukleotide und andere Biomolekiile nach ihrer Polaritat trennen.

Zur Trennung von unmarkiertem Peptid von markiertem wurde eine
Sephasil Peptide C18 5um Saule genutzt. Es wurde ein linearer Gradient
bis 70% Acetonitril mit 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) gefahren. Die
Detektion der eluierten Proteine erfolgt bei 215nm, 280 nm und 548 nm
(Cy3™).

15.4. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine gréBer als 30kDa werden nach dem Verfahren nach Laemmli
(1975), Kkleinere Proteine nach Schagger und v. Jagow (1987)
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Zusammensetzung des Trenngels
wird dabei der GréBe des gesuchten Proteins angepasst.

Die Proteinproben werden in einem Volumenverhaltnis von 1:5 mit 5x
SDS-Probenpuffer versetzt und durch Erhitzen auf 95°C fir 5min
denaturiert. Das Einlaufen der Proben erfolgt bei 80V flr 15min, danach
wird die Spannung auf 130V erhoht. Die Erwarmung der Gele wird durch
Wasserkihlung verhindert. Als GréBenstandard werden Rainbow-Marker
verschiedener Zusammensetzung (Amersham) verwendet.

15.5. Farben von Proteingelen

15.5.1. Coomassie-Farbung

Zum Nachweis von Proteinmengen (>30ng) werden die Gele fir 20 min
in 0,1 %iger Coomassie Brilliant Blue R250 Lésung (in 30 % Ethanol, 10 %
Eisessig) bei 55°C gleichzeitig fixiert und gefarbt. Die Entfarbung des
Hintergrundes erfolgt in 25 % Ethanol, 10 % Eisessig.

15.5.2. Silberfarbung nach Heukeshoven und Dernick

Zum Nachweis von kleinen Proteinmengen (bis zu 3ng) wird die
Silberfarbung nach Heukeshoven and Dernick (1988) angewendet. Das
Prinzip beruht auf der selektiven Reduktion der von Proteinen
komplexierten Silberionen durch Formaldehyd. Dabei entstehen
Silberkeime, die wahrend der Entwicklung des Gels die weitere Reduktion
von Silberionen katalysieren.

Die Fixierung der Gele erfolgt fir 20 min in Silbergel-Fixierldsung, die
Konditionierung in Konditionierlésung fir 30min. Nach finfmaligem
Waschen in H,Oq4q flr je 5min wird das Gel in 0,1 %iger Silbernitratldsung
(mit 40pul Formaldehyd pro 100ml) geschwenkt. Die Proteinbanden
werden durch Inkubation in Entwicklerlésung sichtbar gemacht. Gestoppt
wird die Reaktion durch Zugabe 10 %iger Essigsaure.
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15.6. "Western Blotting"”, Immunoblot

Der Transfer gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran wird nach dem diskontinuierlichen "Semi-dry"-
Verfahren bei 2-4mA/cm? fiir 45min durchgefiihrt (Kyhse-Andersen,
1984).

Nach dem Waschen des Blots flir mindestens 30 min in PBST beginnt die
Inkubation mit dem ersten Antikérpers (in 10 % Milchpulver in PBST) flr
2h bei Raumtemperatur. Nicht gebundener Antikdérper wird durch
finfmaliges Waschen mit PBST entfernt. Die nun folgende Inkubation mit
dem zweiten Peroxidase-konjugierten Antikérper erfolgt ebenfalls in 10 %
Milchpulver/ PBST.

Nach erneutem Waschen wird der Blot entwickelt. Als Substrat dient
Luminol (3-Aminophtalhydrazid) und H0,. Als Produkte entstehen 3-
Aminophtal-saure, Stickstoff und Lichtquanten bei einer Wellenlange von
425nm. Die Detektion der Lichtquanten erfolgt durch Auflegen eines
Réntgenfilms.

15.7. Generierung von Antiserum

Zur Gewinnung von PreS2-spezifischen Antiserum wurde ein Kaninchen
immunisiert. Dazu wurden 100pug Antigen in 250pul 20mM NaP; pH 6,5
suspendiert und mit 250 ul komplettem Freunds Adjuvans versetzt, gut
gemischt und injiziert. Dieser Vorgang wurde nach 14 Tagen mit
inkomplettem Freunds Adjuvans wiederholt , auBerdem wurde zu diesem
Zeitpunkt Blut aus der Ohrvene entnommen, um Serum zum testen zu
gewinnen. Nach weiteren 14 Tagen wurde nochmals Antigen injiziert aber
diesmal mit inkompletten Freudsches Adjuvans verwendet. Nach
insgesamt 6 Wochen wurde das gesamte Blut flr die Antiserumgewinnung
entnommen.

15.8. Aufreinigung des PreS2-Antiserums

9ml Antiserum werden Uber Nacht bei 4°C mit 2,817g (NH4)2S04
gefallt, dann 30 min bei 9000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in
5ml PBS aufgenommen und in zwei Schritten gegen PBS dialysiert, um
das (NH4)2S04 zu entfernen. AnschlieBend wird das Dialysat auf 10 ml mit
PBS aufgeflllt und nochmals zentrifugiert (1 h, 10.000 rpm, 4°C).

Das gesamte Volumen wird auf eine Sdule mit PreS1S2 beladener NHS-
Sepharose gegeben, mit PBS gewaschen und mit 100 mM Glycin (pH 2,7)
eluiert und sofort mit 1M Tris/HCI (pH 8,8) neutralisiert. Nach Dialyse
gegen PBS, wird der gereinigte PreS2-Antikérper aliquotiert und bei 4°C
gelagert.

15.9. Fluoreszenzmarkierung synthetischer Peptide

Die Markierung der Peptide beruht auf der Spaltung des N-
Hydroxysuccinimid-Esters (NHS) mit dem Fluoreszenzfarbstoff durch
primdare Amine (e-Aminogruppe bei Lysin, N-Terminus) im alkalischen pH-
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Bereich. Die Spaltung wird auch durch Wasser und Cysteinreste (muss in
groBer Menge vorhanden sein) herbeigefihrt. Ist der pH-Wert nicht sehr
alkalisch dauert die Kopplung langer.

Bei der Kopplung mit NHS-Cy3™ und NHS-Fluorescein wurde nach
Herstellerangaben vorgegangen.

15.9.1. Fluorescein-Markierung

NHS-Fluorescein wird in DMSO geldst, das Peptid in PBS (pH 7,2). Die
beiden Lésungen werden gemischt und mindestens 2 h auf Eis inkubiert.

15.9.2, Cy3™-Markierung

Das in Na,COs (pH 9,3) geldste Peptid wird in ein mit trockenem Cy3™-
NHS-Ester befilltes ReaktionsgefaB gegeben und mindestens 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert.

16. Virologische Methoden

16.1. ELISA

Zur Quantifizierung der Oberflachenantigene, des HBc- und HBeAg
werden kommerziell erhéltliche ELISA (DADE BEHRING, Schwalbach)
verwendet. Die Durchfiuhrung der Tests erfolgt nach den jeweiligen
Protokollen der Herstellerfirma.

16.2. Sedimentation von Virus-Partikeln durch Sucrose-
Kissen

Hepatitis-B-Viren kénnen aufgrund ihrer Dichte mit Hilfe eines Sucrose-
Kissens von Fremdproteinen sowie von subviralen Partikeln getrennt

werden. Hierflr wird die zZu untersuchende Probe in
UltrazentrifugengefaBen vorgelegt und mit einer 30 %igen Sucrose-Lésung
(10-20% des ZentrifugengefaBvolumens) unterschichtet. Die

Sedimentation durch das Sucrose-Kissen erfolgt in einem Ausschwingrotor
bei 200.000g fir 2h bei 10°C. Nach der Zentrifugation kann der
Uberstand fraktioniert, das Pellet resuspendiert und fiir weitere
Untersuchungen verwendet werden.

17. Indirekte Immunfluoreszenz von eukaryotischen
Zellen

Pro Objekttragerfeld werden etwa 0,2*10°Zellen (HepG2) ausgelegt.
Die Zellen werden mit den Peptiden fir 30 min inkubiert. Dabei werden die
in Peptide mit 0,5% FCS-haltigem Medium verdinnt. Nach dem
zweimaligen Waschen der Zellen mit PBS erfolgt die Fixierung durch
Inkubation mit 4%igem Formaldehyd in PBS fir 10min. Durch die
Gegenwart von 1 mg/ml DAPI wird hierbei die DNA und somit indirekt der
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Zellkern gefarbt.

AnschlieBend werden unspezifische Bindungen durch die Inkubation mit
10%BSA in PBST abgeblockt, bevor der erste Antikérper in einer 10 %
BSA/PBST Verdlinnung fur 30 min auf die Zellen gegeben wird. Um das
Austrocknen der Praparate zu vermeiden wird die Inkubation in einer
feuchten Kammer durchgefiihrt. Die Objekttrager werden anschlieBend
30 min unter viermaligem Wechseln des Puffers mit PBST gewaschen. Der
zweite Antikdrper, konjugiert mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy2™ oder
Cy3™, wird ebenfalls in 10% BSA/PBST verdlinnt zugesetzt und flr
30 min inkubiert. AbschlieBend werden die Praparate fur weitere 30 min
unter viermaligem Wechsel des Puffers mit PBST gewaschen.

Auf die fixierten Zellen wird dann ein Tropfen 10 %ige Glycerolldsung
gegeben und mit einem Deckglas blasenfrei abgedeckt. Die Betrachtung
der Praparate erfolgt nun im Fluoreszenz- oder im Durchlicht.
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b) Inserts

(1) PreS1 101-110 PreS2

10 20 30 40 50 a0
CAATTCAT TAAAGACCAGALAT TAACT AT GAGAGEAT CECATCACCATCACCAT CACEEN
CTTAACTAATTTCTCCTCTT TAAT TEATACT CT CCTAGCET AGTEET AGT GETAGT SCCT
E F T B E E E L T M R & 5 H H H H H H &
EcoRI ExHizsTag BamHI

70 a0 a0 100 110 120
ToCACAGEALCECACGCCT ACCCCECTETCTCCAAT GUACGTSEAAT TCCACARCCTT OO AL
ACSTETCCTTCCET CEEATEEEECEACACACET TACSTCACCT TAAGET GTT GEALSET =
s T ¢« B QO P T P L 58 P M o W IN & T T F H

PreS1 101-110 EcoRT

130 140 150 140 170 150
CAALCTCTSCAAGATCCCAGASTCAGAGSCCTETATT TCCCTGCT GETESCT CCAGTT CA
ETTTEACACETT CT ASSETCTCACTCT OO GEACAT AR A AT SACCACCSASETCALST
o T L oo D FP R V¥V E = L Yy F P A = = 5 5 £

Pres5Z2

120 200 210 220 230 240
EEEAACAGTAALACCCTETT CT GACT ACT GCCT CTCCCT TATCGT CAAT CTTOT CEAGEATT
CCTTET CATT T'EEEAC AACGACT (A TEACEEA GAGEEAAT AGCA ST TAGAACAGCTCCT AR
¢ I VvV w P VvV L T T A4 § P L &£ & I F & R T

TLM #hoT

=50 =al 270 =30 290 300
GEEEACCCTECECT GARACAACCTT ATCEATEAT AAGCTETCAARCAT (GAGAATT ACAACT
CCCCTEEEACECEACT TETT CEAATAGCT ACTATT CEACASTT TGTACTCTT AATETT GA
= n P 4 . ¥ K L I D D KE L & W M E I T T

HindIII

310
TATATCGTAT GEEECT N
ATATAGCATACCCCEACT
vy oI v W & *
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(2) PreS1 105-115 PreS2

10 20 30 40 50 &l
FAATTCATTAMAAGARGEACAART TARACT AT GAGAGEAT CGCATCACCATCACCAT CACGEA
CTTAACTAATTTCTCCTCTT TAAT TEATACT CT CCTAGC T AGTEET AGT GETAGT SCCT
E F I E E E K L T M R & & H H H H H H &
EcoRI 6xHisTag EamHI

70 g0 20 100 110 120
TCCCCTACCCCGECT ETCTCCACCT TTGAGAAACACTATGCAGT GEAATTCCACAACCT TC
AGEEEATGEEECEACASGARGETEEAAACTCTT TETEAT ACET CACCTT ALGET 2T T EEA LS
s P T P L 5 P P L B N T M © W N & T T F

PreS1 105-115 EcoRT

130 140 150 1a0 170 130
CACCARACTCTECARASAT COCAGRA ST CAGASCCCT T AT TT CCCT GO TEET S TCCAGT
GTEETTTEACZAC ST TCTAGECGT CT CACTCTCCEGACATA LR CEEACCACC AT CZAG ST CA
F o T L ¢ p °P R V R ¢ L ¥ F F 4 = = & &

PrefZ

120 200 210 220 230 240
TCACGAACACTAARCCCT GTTCTEACT ACTCCCTCTCCCTTAT CETCAAT CT TCTCGARS
AGTCCTTGETCAT TT SEEACAAGACTEAT AT GEAGAGGEAATAGC AGTTAGAAGAGCT CC
s ¢« T v W P V L T r a4 &£ P L & & I F & R

TLIM ¥hoT

250 2&60 270 280 290 300
ATTEEEEACCCT GCGCTEAACAAGCTT AT CEAT GATAAGCT ST CAAACAT GAGAAT TACA
TARZCCCT GEEACECEACTT GT TCGAATACCTACTAT TCEACACST TT GTACT CT TAAT ST
I «# p F A L N K L I Db D EKE L & N M E I T

HindITII

310 320
ACTTATATCETATEEEECT A
TEAATATAGCAT ACCTCEACT
T ¥ I ¥V W = *
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(3) PreS1 110-119 PreS2

10 20 30 40 50 &l
EAATTCAT TAAAGAGEACGAAAT TARCT AT EAGAGEAT CECATCACCATCACCAT CACSEA
CTTAACTAATTTCTCCTCTT TAAT TEATACT CT CCTAGCGT AGTEET AGT GETAGT SCCT
E FP I E E E E L T M E = 8§ H H H H H H &
EcoRI ExHigTag BamHI

70 a0 a0 100 110 120
TCCCCTTT GAGEAAACACT CATCCT CAGGECCATECAGT GEAATT CCACAACCT TCCACCAR
AGGEEARALCTCTTT ET GAGT AGEAETCCEET ACGT CACCTT AAGET GTT ZEAMSET T T
s P L. B NT HP Q A M 0 W N £ T T F H O

PraesSl 110-119 EcoRI

130 140 150 1a0 170 180
ACTCTECAMSAT CCCAGRGT SAEASSCCT STATTT CCCT GCUT EET 0T CCAGT TCASSR
TEACACCT TCTAGSST CT CACT CT COGEACA T A AR CEEA DS AT CACC ZAGST CAAST T
r L. o n F R Vv R = L ¥ F P A4 = = & & &5 =

FPrefZ

190 200 210 220 =30 240
ACACTAAACCCT ST TCTGACTACT GOCTCTCCCTTAT CETCAATCTT CTOEAGEAT TEEE
TETCAT TT S=EACAASACT GAT GACGEASASGEAATAGCAGTT AGAAGAGCT CCTAACCC
r v Ny °FP VL T T a4 & P L & &F I F S E I =

TLM ¥hoT

250 =6l 270 280 290 300
GACCCT GCGCTEAACARASCT TATCGAT GATAAGCT GT CAAACAT SAGAAT TACAACTTAT
CTEEEACGCEACTT GTTCGAAT ACCTACT AT TCGACAGCT TTETACTCTTALT GT TEAATA
n p A4 L M K L I D DD E L & N M R I T T ¥

HindITI
Z10 Zz20
ATCETATEHECST A
TAGCATACCCCEACT

I vV W G *
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VII Abkiirzungsverzeichnis

A Alanin

Abb. Abbildung

AS Aminosaure(n)

BF Binding Factor

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

C Carboxy-

ca. circa

Ca** zweiwertige Kalziumion

ccc covalently closed circular
chron. Chronisch

Cyt Cytochrom

D Asparaginsaure

d.h. das heil3t

DHBV Duck Hepatitis-B-Virus

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat
DR direct repeat

ds double stranded

E Glutaminsaure

ECL enhanced chemiluminescence
E.coli Escherichia coli

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
ER endoplasmatisches Retikulum
et al. et alia, und andere

F Phenylalanin

FCS fetales Kalberserum

G Glycin

g Gramm

ap Glykoprotein

GRE glucocorticoid responsive element
GSHV Groundsquirrel Hepatitis Virus
H Histidin

h Stunde

HBCcAg Hepatitis-B core Antigen
HBeAg Hepatitis-B early-Antigen
HBsAg Hepatitis-B surface-Antigen
HBV Hepatitis-B-Virus

HBx Hepatitis-B X-Protein



HDL
HIV
hsc
hsp

IgG
IL

JAK

kb
kDa

LDL
LHBs

MAK

MAPK
MDHBV
MHBs
MHV
min

NHS
Ni
N12+
nM

oD
ORF

P9
PAGE

PBS
PBST
PCR
pHSA
PKC
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high density lipoprotein
humanen Immundefizienzvirus
heat shock cognate

heat shock protein

Isoleucin
Immunglobulin G
Interleukin

Janus kinases

Lysin
Kontrolle
kilo Basen
kilo Dalton

Leucin
low density lipoprotein
large hepatitis B surface protein

Methionin

Molar

monoklonaler Antikérper

Milliliter

Mitogen-activated protein kinase
Maned Duck Hepatitis-B-Virus
middle hepatitis B surface protein
Maus Hepatitis Virus

Minute

Amino-
N-Hydroxysuccinimid
Nickel

zweiwertiges Nickelion
Nanomolar

optische Dichte
open reading frame

Prolin

pragenomisch

Polyacrylamidgelelektrophorese
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung mit Tween 20
Polymerasekettenreaktion

polymeres humanes Serumalbumin

Proteinkinase C



POD
PRE
Pri

RGHV
RNA
rpm
RT

SDS
SGHBV
SHBs
STAT

Tab.
tdn
TEMED
TLM

Unkonz.

WHV

z.B.

Ml
Mg
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Peroxidase
posttranscriptional regulatory element
Primer-Protein

Arginin

Ross Goose Hepatitis Virus
Ribonukleinsaure

round per minute

reverse Transkriptase

Serin

Sodium dodecyl sulfate

Snow Goose Hepatitis-B-Virus

small hepatitis B surface protein

signal transducer and activators of transcription

Tabelle

transdominant negativ

N, N,N",N" Tetramethylaminomethan
Translokationsmotiv

Unit
unkonzentriert

Volt
Volumen pro Volumen

Woodchuck Hepatitis-Virus
zum Beispiel
Mikroliter

Mikrogramm
Mikromolar
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