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Zusammenfassung - Abstract

Zusammenfassung

Superinfektionsresistenz (SIR) bezeichnet das Phdnomen, dass eine bereits infizierte Zelle
gegeniiber einer weiteren Infektion durch ein homologes Virus resistent ist. Dieser Pathogen-
vermittelte Zustand ist fiir zahlreiche Viren beschrieben, die zugrunde liegenden
Mechanismen sind dabei ebenso vielseitig, oft wird der zelluldre Rezeptor herabreguliert. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Phédnomen fiir die hepadnavirale Infektion am
Tiermodell des Enten Hepatitis B Virus (DHBV) untersucht. Ziel war es 1) die SIR
quantitativ zu evaluieren und 2) den zugrunde liegenden SIR-Mechanismus ndher zu
charakterisieren. Da diese zelluldre Resistenz bei DHBV bekanntermalflen alleinig durch die
Expression des grof8en Hiillproteins (L) induziert wird, galt es verantwortliche Determinaten
in L zu identifizieren.

Bevor L hierfiir einer umfangreichen Mutationsanalyse unterzogen wurde, wurde quantitativ
der Einfluss der heterologen L-Proteinexpression auf die Infektionseffizienz von DHBV
untersucht. Um eine valide Quantifizierung zu gewéhrleisten, wurde eine fundierte Auszéhl-
und Kalkulationstechnik auf Einzelzellebene etabliert. Diese ermoglichte es, Messdaten von
Hepatozyten aus unterschiedlichen Leberzellpriparationen sowie die SIR-Phénotypen von
Wildtyp L und L-Mutanten vergleichbar zu machen. Die Infizierbarkeit L-exprimierender
Zellen stellte sich im Resultat eindeutig als ein von der L-Konzentration abhéngiges, aber von
der DHBV-Menge im Inokulum unabhédngiges Phinomen dar. Selbst bei hoher DHBV-
Konzentration waren L-exprimierende Zellen noch in der Lage eine Superinfektion effektiv
auszuschlieen.

Mit dem Ziel die SIR-Kompetenz von L einem definierten Sequenzabschnitt im Hiillprotein
zuzuordnen, wurden L-Mutanten generiert und auf ihre Fahigkeit hin untersucht, eine DHBV-
Superinfektion von Hepatozyten verhindern zu kdnnen. Hierbei zeigte sich, dass weder die
Modifizierung von L durch i) Myristoylierung oder Phosphorylierung, noch ii) seine
proteolytische Prozessierung oder iii) seine Interaktion mit dem DHBV-Rezeptor
Carboxypeptidase D in den SIR-Mechanismus involviert sind. Dass der etablierten Resistenz
im Zuge einer DHBV-Infektion ein unmittelbar hemmender Effekt von L auf den viralen
Rezeptor zugrunde liegt, ist somit ausgeschlossen.

Im Gegensatz dazu resultierte aus Deletionen im Sequenzbereich zwischen den Resten 118-
149 in der pre-S Subdomine eine signifikante und drastische Beeintrdchtigung von L eine
Superinfektion verhindern zu konnen. Dem Sequenzabschnitt konnte eindeutig die Funktion
zugeordnet werden, die L-vermittelte SIR zu verantworten. Die so identifizierte SIR-
Determinante iiberlappt mit der Kapsidbinderegion in pre-S, die widhrend der
Partikelmorphogenese mit dem viralen Kapsid in Kontakt tritt. Da eine Bindeanalyse des
Weiteren offenbarten, dass die Infektionsblockade erst nach der Aufnahme des
superinfizierenden Virus in die Zelle zum Tragen kommt, geht das entwickelte Modell zum
SIR-Mechanismus davon aus, dass Virus aus einer Zweitinfektion zwar noch ungehindert an
Zellen bindet und in diese aufgenommen wird, die ins Zytosol freisetzten Kapside
superinfizierender Viren werden aber sofort durch L-Molekiile aus der Initialinfektion
abgefangen, erneut umhiillt und —moglicherweise sogar als infektidse Partikel- wieder aus der
Zelle geschleust.
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Zusammenfassung - Abstract

Abstract

Superinfection resistance (SIR) is a phenomenon whereby a cell infected with a virus is
resistant to an additional infection by a homologous virus. This pathogen-mediated status is
observed during infections by a broad range of viruses. The underlying mechanisms are
multifarious; often a downregulation of the viral receptor is involved. In this study the SIR-
phenomenon was investigated for the hepadnaviral infection using the duck hepatitis B virus
(DHBV) animal model. One aim of the study was to quantitatively evaluate the SIR of
already infected hepatocytes. In fact it is known that the SIR in DHBV infection is
exclusively induced by the large envelope protein (L). However the exact region of L
mediating this property has not yet been determined. To address this question an extensive
mutational analysis was performed to identify responsible SIR-determinants within L to gain
insights into the underlying SIR-mechanism.

In a first approach, the influence of heterologous L-protein expression on the efficiency of
DHBYV infection was quantitatively analysed. To this end, a quantification assay based on
substantiated enumeration- and calculation-techniques on a single cell level was established.
This method allowed a comparison of data derived from cells of different liver cell
preparations on one hand and of SIR-phenotypes mediated either by wildtype L or mutant L
on the other hand. The results of the quantitative analysis demonstrated that the susceptibility
of L-expressing hepatocytes was explicitely L-dose dependent in efficiently preventing
superinfection but independent of the virus concentration in the inoculum.

To further characterise the underlying SIR-mechanism, mutant L-protein was cloned and
analysed for its competence to prevent superinfection of hepatocytes. The data showed that
the exclusion does neither depend on i) modification of L by myristoylation or
phosphorylation, nor on ii) a proteolytic processing of L. Furthermore, it was shown that iii)
the interaction of L with the DHBV receptor carboxypeptidase D is dispensable for the SIR,
despite being uncontroversially essential for the infection process per se. On the basis of these
findings, receptor downmodulation as the underlying SIR-mechanism for DHBV is definitely
excluded.

In contrast, deletions of the residues 118-149 within in the pre-S subdomain of L resulted in a
significant and drastic loss of L-function in mediating SIR indicating that this region harbors
the SIR-determinant. Based on the fact that the SIR-determinant overlaps with the capsid
binding region of L and due to the results of a binding study which showed that the
superinfecting virus is blocked at a step downstream of uptake, the following model was
developed: the superinfecting virus particle binds to hepatocytes and even enters the host cell;
however its capsid, which is released into the cytosol, is directly caught by L (derived from
the initially infecting virus), is enveloped once more and is subsequently secreted - possibly
even as an infectious particle.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Hepatitis B Virus

Hepatitis B Viren werden in der Familie Hepadnaviridae zusammengefasst, wobei das
humane Hepatitis B Virus (HBV) als Prototyp dieser Gruppe zu nennen ist. Zum einen
umschreibt diese Bezeichnung die Entziindung der Leber (griechisch = hepatitis) als eine
charakteristische Folge einer HBV-Infektion. Zum anderen benennt sie die
Desoxyribonukleinsdure als Trager der genetischen Information dieser Virus-Familie. Neben
einem ausgeprigten Lebertropismus zeichnen sich Vertreter dieser Gruppe kleiner, umbhiillter
DNA-Viren durch eine hohe Wirtsspezifitidt aus. Die Eigenschaft, ihr Genom iiber einen
reversen Transkriptionsschritt zu replizieren, weist die evolutiondre Verwandtschaft zur
Familie der Retroviren auf. Im Gegensatz zu Retroviren enthalten extrazellulire HBV-Partikel
DNA statt RNA und eine Integration der viralen DNA in das zelluldire Genom ist kein
obligatorischer Schritt im Infektionszyklus von HBV.

Das humane Hepatitis B Virus zdhlt zu den weltweit am weitesten verbreiteten Pathogenen.
Generell kann eine HBV-Infektion einen transienten oder chronischen Verlauf nehmen. Bei
mehr als 2 Milliarden Menschen lassen sich Zeichen einer durchlaufenen HBV-Infektion
finden. Davon sind 350 Millionen Menschen chronisch mit HBV infiziert und erkranken
demnach mit einem signifikant erhohten Risiko an Leberzirrhose oder einem hepatozelluléren

1234 Die Leberschidigung entsteht hierbei nicht

Karzinom (HCC, hepatocellular carcinoma)
durch das Virus selbst - HBV ist nicht zytopathisch - sondern durch die virusinduzierte
Immunantwort des Wirtes’. Trotz der Moglichkeit einer effizienten aktiven Immunisierung
mit rekombinant in Hefekulturen hergestellten HBV-Hiillproteinen (HBsAg) seit Anfang der
1980er Jahre, steigt die Zahl chronisch infizierter Patienten jihrlich an®. Die perinatale
Ubertragung einer HBV-Infektion, die in mindestens 90 % der Fille einen persistierenden

78910 Neben der vertikalen Ubertragung, von

Verlauf nimmt, spiegelt die Problematik wider
der Mutter auf das Kind, kann eine Ubertragung horizontal, primir durch Kontakt mit Blut,
Blutprodukten oder durch Sexualverkehr erfolgen. HBV wird als 50-100-fach infektidser
eingestuft als HIV''. Uber 600 000 Menschen versterben jihrlich an den Folgen einer akuten

oder chronischen HBV-Infektion.

Ziel der konventionellen Therapie chronisch Infizierter ist es, eine Progression der

Lebererkrankung mit akuter und chronischer Organinsuffizienz, Leberzhirrhose sowie die

1
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Entwicklung eines hepatozelluldren Karzinoms zu verhindern und somit eine Verbesserung
der Prognose zu bewirken. Eine kurative Behandlung der chronischen Hepatitis B, sprich die
vollstdndige Eliminierung des Erregers, ist bis heute nicht moglich. Aktuelle Therapieansitze
fiir chronisch Infizierte sind ein Erfolg, aber noch nicht zufriedenstellend. Die
nebenwirkungsreiche Interferon-a-Therapie wurde mittlerweile weitgehend von Nukleosid-
und Nukleotidanaloga wie Lamivudin und Adefovir abgelost, welche die virale Transkriptase
hemmen'?. Problematisch ist gerade bei der Therapie mit Lamivudin das gehiufte Auftreten

von Resistenzen (bis zu 70 % nach vierjahriger Therapie)'*'*

. Vom pre-S-Teil des groflen
viralen Hiillproteins (siehe 1.2.2) abgeleitete myristoylierte Peptide, die hochst effizient den
Eintritt viraler Partikel in Hepatozyten inhibieren, und ihre Wirkung bereits in in vitro-
Untersuchungen, als auch in pra-klinischen Studien unter Beweis stellten, konnten eine neue
Generation HBV-Therapeutika (Myrcludex B®) darstellen'>'®"7.

Auf globaler Ebene stellt in Entwicklungs- und Schwellenldndern in Asien und Afrika, in
denen die HBV-Infektion endemisch auftritt, die ungeniigende Verfiigbarkeit der
Immunprophylaxe eines der Hauptprobleme dar®''. Diese und weitere Aspekte machen HBV
zu einem der grofiten globalen Gesundheitsprobleme. Um sowohl vorhandene
Therapieansdtze, als auch die HBV-Prophylaxe weiter zu optimieren, ist es unabdingbar,

neben der klinischen Erforschung der Pathogenese, die molekularen Grundlagen einer HBV-

Infektion weiter zu ergriinden und aufzukléren.

1.1.1 XKlassifizierung der Hepadnaviren

Nach dem Klonieren und Sequenzieren des Genoms des humanen HBV'® wurden schnell
weitere verwandte Viren in Waldmurmeltieren (WHV), Erdhdérnchen (GSHV) sowie in
Vogeln wie der Pekingente (DHBV) gefunden. Im Anschluss erfolgte die Isolierung weiterer
Spezies bei Sdugern und Vogeln. Taxonomisch wird somit zwischen den Genera
Orthohepadnaviren, welche Sauger als Wirte nutzen, und Avihepadnaviren, welche Vogel
infizieren, unterschieden (sieche Tabelle 1-1 und Abbildung 1-1).

Vermeintlich neue Hepadnaviren wurden des Weiteren aus allen groBen Altweltaffen
(Schimpanse (Pan troglodytes)'’, Gibbon (Hylobates lar)*’, Gorilla (Gorilla gorilla)21 und
Orang-Utan (Pongo pygmeaeus)™”) und aus Lagothrix lagotricha (Wollaffe), einem
Neuweltaffen, isoliert und sequenziert. Isolate aus Menschenaffen werden zum Genotyp HBV
gezdhlt, wobei man in ihrer Nomenklatur der Bezeichnung des entsprechenden Wirtes folgt,

z.B. HBVcpz fiir Schimpansen HBV.
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Tabelle 1-1 Ubersicht zu Avi- und Orthohepadnaviren und ihren Wirten.

Avihepadnavirus Wirt Erstbeschreibung

Duck Hepatitis B Virus (DHBYV) Pekingente Mason et al., 1980™
(Anas platyrhynchus)

Heron Hepatitis B Virus (HHBV) Graureiher Sprengel et al., 1988*
(Ardea cinerea)

Stork Hepatitis B Virus (STHBV) Weiller Storch Pult et al., 20017

Crane Hepatitis B Virus (CHBV)

(Ciconia ciconia)
Grauer Kronenkranich
(Balearica regulorum)

Prassolov et al., 20032

Jungfernkranich
(Anthropoides virgo)
Ross Goose Hepatitis B Virus (RGHBV)  Zwergschneegans Chang et al., 1999’
(Anser rossii)
Snow Goose Hepatitis Virus (SGHBV) Schneegans Chang et al., 1999’
(Anser caerulescens)
Endogenous Zebra Finch Hepatitis B Zebrafink Feschotte und Gilbert,
Viruses (eZHBVs) (Taeniopygia guttata) 20107
Orthohepadnavirus Wirt Erstbeschreibung
Human Hepatitis B Virus (HBV) Mensch Dane et al., 1970%
Chimpanzee Hepatitis B Virus (HBVcpz)  Schimpanse Vaudin et al., 1988"°
(Pan troglodytes)
Gibbon Hepatitis B Virus (HBVgbn) Gibbon Norder et al., 1996
(Hylobates lar)
Orang-Utan Hepatitis B Virus (HBVoru) Orang-Utan Warren ef al., 1999
(Pongo pygmaeus)
Gorilla Hepatitis B Virus (HBVcpz) Gorilla Grethe et al., 2000*'
(Gorilla gorilla)
Woolly Monkey Hepatitis Wollaffe Lanford et al., 1998°°

(WMHBYV)

Woodchuck Hepatits B Virus (WHV)

Ground Squirrel
(GSHV)

Arctic Ground Squirrel Hepatitis Virus

(ASHV)

Bat Hepatitis B Virus (BtHBV)

(Lagothrix lagotricha)
Ostl. Waldmurmeltier
(Marmota monax)
Kalif. Buchen-
Erdhornchen
(Spermophilus
beecheyi)

Arkt. Erdhérnchen
(Spermophilus parryi
kennicotti)
Fledermaus

Summers et al., 1978°"

Marion et al., 1980*

Testut et al., 1996

Drexler ef al., 2013*
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Herons

Abbildung 1-1 Phylogenetischer Stammbaum

Snow geese

i’_ der Avihepadnaviren.
. Dargestellt ist die phylogenetische Beziehung

bereits isolierter Avihepadnaviren basierend auf der

B i e Sequenz des groBen Hiillproteins pre-S/S. Die

‘ entsprechenden natiirlichen Wirte sind ebenfalls
présentiert. Aus **.

Cranes

Als entferntere, aber noch zur Gattung der Orthohepadnaviren gehorend, weisen WHV und
GSHYV eine genomische Divergenz von 17 % zu HBV auf. Avihepadnaviren zeigen mit einer
Sequenzhomologie von nur 40 % die entfernteste Verwandtschaft zum humanen Virus.
Aufgrund divergenter Nukleotidsequenzen iiber den gesamten Genombereich werden beim
humanen HBV 8 (A-H), bei den nicht-humanen Primaten 3, bei GSHV und WHV nur 1 und
bei DHBYV 2 (chinesischer bzw. westlicher Typ) verschiedene Genotypen unterschieden.

Erst 2005 wurden fiinf neue Avihepadnaviren aus exotischen Enten und Génsen wie der
Mandarinente, der Chilenischen Pfeifente und der Graukopfgans kloniert®. Die erst kiirzlich
gemachte Entdeckung fossiler endogener Avihepadnaviren in heute lebenden Sperlingsvogeln
wie den Zebrafinken, zeigt erstmalig die wahrscheinlich iiber 19 Millionen Jahre alte
Abstammungsgeschichte von Hepadnaviren auf, viel alter als bisher angenommen®®.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit dem DHBV-Modellsystem gearbeitet. In den néichsten
Abschnitten wird daher vergleichend auf die Molekularbiologie der viralen Partikeltypen und
Genprodukte sowie auf die Genomorganisation eingegangen. Nach der allgemeinen
Vorstellung von Infektionsmodellen fiir Hepadnaviren (1.1.6) wird in Abschnitt 1.2 das
DHBV-Infektionssystem néher vorgestellt.

1.1.2 Morphologie viraler Partikeltypen

In die Hiillmembran viraler HBV-Partikel sind 3 verwandte Glykoproteine eingelagert, das
groBBe (LHBs = L-Protein, L fiir /arge), das mittlere (MHBs = M-Protein, M fiir middle) und
das kleine (SHBs = S-Protein, S fiir small) Oberflaichenantigen (HBsAg). In infektiosen

Virionen liegen die 3 Proteine im Verhiltnis 1:1:4 vor.
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Virionen erscheinen im Elektronenmikroskop als sphérische, doppelschalige Partikel mit
einem Durchmesser von etwa 42 nm”. Die ersten Schritte zur Identifizierung des Hepatitis B
Erregers wurden durch die Pionierarbeiten von Baruch S. Blumberg in den friihen 1960er
Jahren zu erblichen Blutproteinvarianten gemacht’’. Akribische Studien fithrten dabei zur
Identifizierung des sogenannten Australia Antigens, welches zundchst falschlicherweise als
ein Polymorphismus von Serumproteinen mit einer Pradisposition zu Leukdmieerkrankungen
interpretiert wurde. Erst nachfolgende Studien konnten den Zusammenhang zum Erreger einer
Hepatitis vom Typ B aufzeigen. 1970 gelang Dane die elektronenmikroskopische Darstellung
von Virionen aus dem Serum chronisch infizierter Patienten. Ihm zu Ehren werden infektiose

Virionen auch als ,,Dane-Partikel* bezeichnet®’.
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Abbildung 1-2 Morphologie und Aufbau von Virionen und subviralen Partikeln von HBV und DHBV.
Das partiell doppelstringige virale Genom ist mit Core-Proteinen zu einem Nukleokapsid assoziiert. Die virale
Polymerase ist iiber ihr terminales Protein (TP) kovalent an den Negativ-Strang der DNA gebunden. In die
Lipidmembran infektidser Virionen sind die viralen Oberflichenantigene eingebettet. Bei HBV sind dies die
Proteine L (large), M (middle) und S (small), bei DHBV fehlt ein Protein mittlerer GroBe. Die subviralen
Partikel enthalten kein Nukleokapsid. Im Gegensatz zu HBV haben subvirale Partikel und Virionen von DHBV
eine dhnliche Grofle und Morphologie. (gp = glykosyliertes Protein, ggp= 2-fach glykosyliertes Protein, pp =
phosphoryliertes Protein; Angaben in kDa).
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Eine Besonderheit der hepadnaviralen Infektion ist, dass aus infizierten Zellen neben
infektiosen Viren konstitutiv eine Sekretion leerer Hiillen, sogenannter subviraler Partikel
(SVPs), erfolgt. Da sie kein Nukleokapsid enthalten sind SVPs nicht infektids. Im Serum
chronisch infizierter Patienten kann der Titer infektioser Partikel bei bis zu 10° Partikeln pro
ml liegen. SVPs liegen dabei typischer Weise in einem 1.000- bis 100.000-fachem
Uberschuss vor’™*. HBV SVPs haben einen Durchmesser von etwa 20 nm und sind wie
Virionen von sphérischer Gestalt oder sie haben eine filamentdse Form mit variabler Linge.
Wihrend subvirale Sphédren fast ausschlieBlich aus S-Protein bestehen und fast kein L-Protein
in ihrer Lipoproteinhiille tragen, findet man L in Filamenten, ebenso wie in Virionen,
angereichert.

In die Hiillmembran infektioser DHBV-Vironen sind nur 2 Proteintypen, ein kleines (SDHBs)
und ein grofles (LDHBs) Oberfldchenantigen, eingelagert. Das Verhéltnis von L- zu S-Protein
liegt auch hier bei etwa 1:4°°. Im Serum infizierter Enten findet man bis zu 10'" Virionen pro
ml und SVPs in einem etwa 1.000-fachen Uberschuss. Im Gegensatz zu HBV erscheinen
DHBYV SVPs nur als pleomorphe Sphéren mit einem Durchmesser von 55-60 nm. Sowohl in
ithrer GroBe, als auch hinsichtlich der Proteinzusammensetzung der Hiille sind sich Virionen
und SVPs bei DHBV schr dhnlich*™**'. Abbildung 1-2 zeigt eine Gegeniiberstellung der
genannten DHBV- und HBV-Partikeltypen.

1.1.3 Genomorganisation und Genprodukte

Mit einer Genomgrof3e von nur etwa 3 kb gehoren Hepadnaviren zu den kleinsten animalen
DNA-Viren. Ihr Genom weist eine komplexe Organisation von ausgeprigter Kompaktheit
auf, was nur die Expression einer limitierten Anzahl von Genprodukten erlaubt. Jedes
Nukleotid steht mindestens in einem kodierenden Kontext, die Halfte wird fiir mehr als einen
offenen Leserahmen (open reading frame (ORF)) genutzt™. Zusitzlich iiberlappen alle
regulatorischen Elemente wie Promotoren, Enhancer und cis-Elemente mit kodierenden
Sequenzen. Bei dhnlicher Organisation, aber nur sehr geringer Sequenzhomologie sind von
allen Mitgliedern der Virusfamilie die Unterschiede zwischen Ortho- und Avihepadnaviren
auf genomischer Ebene am grofiten. Abbildung 1-3 zeigt die Genomorganisation von HBV
und DHBV im Vergleich. Das knapp 3,2 kb groe HBV Genom weist vier teilweise
iiberlappende ORFs auf: pre-C/C, P, pre-S1/S2/S und X. Das im Vergleich dazu kleinere
DHBV Genom (etwa 3 kb) hat nur 3 Leserahmen, ein analoges X-Gen fehlt. Beiden

zirkuldren Genomen gemein ist die partiell doppelstringige Struktur. Die zirkuldre
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Konformation wird durch die iiberlappenden, kohdsiven 5°-Enden der beiden DNA-Stringe
erreicht. Die virale Polymerase ist kovalent iiber ihre terminale Proteindoméne (TP) an das 5°-
Ende des Negativstrangs gebunden. Als Komplement zu den viralen Transkripten ist der
Negativstrang vollstdndig und weist eine kurze terminale Redundanz auf, ist aber nicht
kovalent geschlossen. Der komplementére Plusstrang ist unvollstdndig, wobei die GroBe der
einzelstrangigen Liicke zwischen den verschiedenen Hepadnaviren deutlich variiert (50-85 %
bei Orthohepadnaviren), bei DHBV ist sie am kleinsten, bzw. weisen die meisten der
infektiosen Partikel einen vollstindigen Plusstrang auf®.

Die im Zuge der viralen Genexpression entstehenden viralen Transkripte umfassen
genomische und 3 (bzw. 2 bei Avihepadnaviren) subgenomische RNAs. Alle tragen eine 5°-

Cap-Struktur und sind am 3'-Ende polyadenyliert.

oF gﬁ‘ Prags

(}DNA

P
HBV

3182bp

.
o
L]
E
2
@
-2

genomic RNA
)-DNA

sD Del

Abbildung 1-3 Genomorganisation von HBV und DHBV.

Von auflen nach innen: Blaue Linien = genomische RNAs (3,5 kb pre-C und C/Pol mRNAs) mit -
Signalstruktur(en) (graue Késtchen) und subgenomische RNAs (2,4 kb pre-S1 bzw. pre-S mRNA, 2,1 kb pre-
S2/S bzw. S mRNAs, 0,9 kb X mRNA). Kleine Pfeile markieren die Initiationstellen. Das den mRNAs
gemeinsame Polyadenylierungssignal (poly A) ist aufgezeigt. Schwarze Linien = partiell doppelstringige DNA-
Genom mit direct repeat Sequenzen DR1 und DR2. Das am kompletten Negativstrang kovalent gebundene
Terminale Protein (TP) ist durch ein Dreieck symbolisiert, die Schlangenlinie am unvollstdndigen Plusstrang
stellt den RNA-Primer dar. Farbige Pfeile: 4 HBV bzw. 3 DHBV offene Leserahmen (pre-C/C, P, pre-S(1)/ (pre-
S2)/ S, (X)). Die Nummerierung entspricht fiir HBV der nach Pasek ef al. und beginnt am Startcodon der Core-
Gens*. Die Nukleotidpositionen fir DHBV-16 sind nach Mandart et al. angegeben®. Abbildung

freundlicherweise von C. Kuhn zur Verfligung gestellt.
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Die 3,5 kb lange genomische RNA dient sowohl als Matrize fiir die reverse Transkription
(pragenomische RNA) als auch als mRNA fiir die Expression der Core-Genprodukte und der
viralen Polymerase. Die subgenomischen Transkripte unterschiedlicher Lénge kodieren fiir
die Hiillproteine und X.

Bei HBV wird die Synthese viraler RNA-Transkripte durch die Aktivitét von vier Promotoren
(pre-S1, pre-S2/S, pre-C/C und X) und 2 Enhancern dirigiert'*. Durch Bindestellen fiir
leberspezifische Transkriptionsfaktoren tragen diese regulatorischen Elemente auf Ebene der

. e, 1+ . . .47.48.49
Genexpression zusitzlich zum Lebertropismus der Hepadnaviren bei™ ",

Der pre-C/C-ORF kodiert fiir das Strukturprotein des ikosaedrischen Nuklekapsids, das C-
Protein (Core bzw. HBcAg, HBV 21 kDa (183 oder 185 Aminoséduren (aa)), DHBV 32 kDa
(262 aa)), als auch fiir das sogenannte e-Antigen (pre-Core bzw. HBeAg), welches im Zuge
einer Infektion ins Blut Infizierter sezerniert wird, nachdem es N- und C-terminal prozessiert
wurde. Beide Genprodukte werden durch die Nutzung heterogener Initiationsstellen von der
3,5 kb langen genomischen RNA synthetisiert. Fiir das e-Antigen wird eine
immunmodulatorische Funktion angenommen, die fiir die Etablierung einer chronischen
Infektion maBgeblich sein soll’. Fiir die in vivo Infekion per se, sowie fir die Bildung

3152 Homodimere

infektioser Partikel spielt die Expression des Proteins keine Rolle
Untereinheiten des C-Proteins lagern sich spontan zu Kapsiden mit ikosaedrischer Symmetrie
zusammen, die aus 120 (T=4), seltener aus 90 (T=3) Dimeren bestehen™>**>. Wihrend die N-
terminale Doméne des Proteins die Schale des Nukleokapsids ausbildet, interagiert die C-
terminale Domine mit der Nukleinsdure und ragt dementsprechend ins Innere des
Kapsids™®"*,

Der P-ORF, der fast 80 % des Genoms einnimmt, kodiert fiir die virale Polymerase (etwa
90 kDa, HBV 830 aa, DHBV 790 aa), welche sich aus 3 Dominen zusammensetzt, (i) dem
terminalen Protein (TP), iiber welches die Polymerase kovalent an das virale Genom
assoziiert ist, (ii) einer Polymerase/Transkriptase und (iii) einer RnaseH>”®. Dieser Aufbau
spiegelt die zentrale Rolle der RNA- und gleichzeitig DNA-abhingigen DNA-Polymerase in
der viralen Replikation an einem RNA-Intermediat wider. Das P-Protein wird wie das C-
Protein als zweites Cistron von einem internen Initiationscodon derselben genomischen RNA

6162 Dies erklirt auch,

translatiert, obwohl beide ein unterschiedliches Leseraster benutzen
dass ein eigenes Promotorelement fiir das P-Gen fehlt.
Die Hiillproteine von HBV werden vom pre-S1/pre-S2/S-ORF kodiert, welcher analog zum

pre-C/C-ORF verschiedene Initiationsstellen innerhalb eines Leserasters besitzt. Auch hier
8
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resultieren Transkripte mit unterschiedlichen 5'-Enden. Das L-Protein wird von
subgenomischer RNA mit einer Lénge von 2,4 kb, das M- und das S-Protein werden von 2,1
kb langen Transkripten translatiert’®. Die Translation der S-RNA alleine resultiert in der
Expression des S-Proteins, eine Kotranslation von pre-S2/S fiihrt zur Expression von M,
wihrend eine Transkription des gesamten ORFs unter Kontrolle des pre-S1-Promotors in der
Translation des grof3en Hiillproteins resultiert.

Der vierte Leserahmen im hepdnaviralen Genom kodiert das X-Protein, welches von einer
subgenomischen 0,9 kb RNA translatiert wird. Als gewebespezifischer Transaktivator sowohl
fiir Wirts- als auch fiir virale Gene in vitro ist die natiirliche Funktion des X-Proteins bislang

46,63,64,65,66

weitgehend ungeklart . Allerdings konnte seine essentielle Funktion bei der

Etablierung einer Infektion in vivo im WHV-System gezeigt werden®”.

Bei den Avihepadnaviren entstehen neben der genomischen RNA nur 2 subgenomische
mRNAs. Im Vergleich zu HBV besteht aber trotz groBer Abweichung beziiglich der
Sequenzhomologie eine dhnliche Genomorganisation. Das pre-C/C-Gen im DHBV-System
kodiert fiir ein etwas liangeres Kapsid-Protein, die typische 2-Doméanen-Struktur scheint aber
konserviert®. Durch heterogene Initiationsstellen entsteht auch hier das analoge Genprodukt
DHBeAg. Da nur 2 Oberfldchenproteine in die Hiille viraler DHBV-Partikel eingelagert sind,
weist der pre-S/S-ORF auch nur eine S- und eine pre-S-Region auf. Diese werden von
korrespondierenden subgenomischen Transkripten mit 2,35 kb bzw. 2,13 kb als LDHBsAg
bzw. SDHBsAg exprimiert®.

Gespleifite Transkripte sind beschrieben, die genaue Funktion prozessierter Transkripte ist fiir
die hepadnavirale Genexpression aber noch nicht bekannt bzw. scheint ihre Funktion nicht

70,71
h'%

mallgeblic . Das Auftreten defekter HBV-Partikel, die durch reverse Transkription

gespleilter RNA hervorgehen, scheint allerdings einen negativen Einfluss auf die
Pathogenese zu haben’>".

Im DHBV-Modellsystem zeigte sich eine Spleifl-Variante der pgRNA funktionell als zweite
pre-S mRNA und als essentiell fiir eine erfolgreiche virale Replikation in vivo. Obwohl die
genaue Funktion noch ungeklért scheint, ldsst die Beobachtung, dass die Bildung neuer
Viruspartikel in tranfizierten Zellen unbeinflusst von dieser L-RNA Variante ist, eine Rolle

dieses alternativen Synthesewegs fiir L wéhrend frither Schritte im Infektionszyklus

4
Vermuten7 .
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1.1.4 Virale Hiillproteine und ihre Topologie

Aufgrund der Genomorganisation teilen sich alle Hiillproteine (sieche Schema in Abbildung
1-4) C-terminal die hydrophobe S-Doméne, welche in ihrer Sequenz dem S-Protein
entspricht. Sie setzt sich aus 226, bei DHBV aus 167 Resten zusammen. Das HBV M-Protein
ist mit 281 aa N-terminal um die 55 aa lange hydrophile pre-S2-Region erweitert. L ist N-
terminal um weitere 108 bzw. 119 aa (je nach Subtyp) um die sogenannte pre-S1-Region
verldngert. Analog dazu befindet sich beim DHBV L-Protein N-terminal zu S eine 161 aa
lange pre-S Domine, eine weitere Domédne fehlt. Wéhrend bei HBV alle Oberflichenproteine
N-glykosyliert vorliegen kénnen, bleiben die Hiillproteine von DHBV, trotz potentieller N-
Glykosylierungsstellen in S und pre-S, unglykosyliert.

SHBs ist die Hauptstrukturkomponente viraler Partikel. Es besitzt an Asn146 eine fakultative
N-Glykosylierungsstelle, wobei sich etwa die Hélfte aller S, M und L-Proteine an dieser Stelle
ihrer S-Domine modifiziert zeigen””. Fiir SHBsAg ldsst sich ein Molekulargewicht von
24 kDa (p24), bei Glykosylierung von 27 kDa (gp27) detektieren, SDHBsAg liegt bei einer
GroBle von 17 kDa (p17). Aus Serumpartikeln sowie aus Membranen infizierter Hepatozyten
konnte bei DHBV des Weiteren eine C-terminal verkiirzte Variante des S-Proteins (S, t=
truncated) isoliert werden. S; hat ein Molekulargewicht von etwa 8 kDa und stellt einen

signifikanten Bestandteil viraler Partikel dar’®"’

. Fiir MHBs kommt mit pre-S2 eine obligate
N-Glykosylierungsstelle (Asn4) hinzu, was zur Detektion von Proteinspezies mit 33 kDa
(einfach  glykosyliert/gp33) und 36kDa (2-fach glykosyliert/ggp36) fiihrt’”®. Das
Modifizierungsmuster von LHBs zeigt, dass L fakultativ nur in seiner S-Doméne glykosyliert
wird (Asnl46), woraus die Varianten p39 und gp42 resultieren. Die potentiellen N-

Glykosylierungsstellen in pre-S1 und pre-S2 werden nicht genutzt’.

Das Molekulargewicht von DHBV L liegt bei 35 kDa. Da das Hiillprotein jedoch teilweise
phosphoryliert wird, praferentiell an Ser118, resultiert eine zweite L-Spezies (p36). Eine
weitere Modifizierung ist die kovalente N-Myristoylierung an Gly2. Neben einer essentiellen
Rolle fiir die Infektiositét scheint der Fettsdurerest fiir die Verankerung des Polypeptids in der
Membran verantwortlich zu sein®"*!*2.

Die hepadnaviralen Transmembranproteine werden am rauen ER synthetisiert und
durchspannen mit mehreren Segmenten die Membran. Das Modell zur Topologie von S geht

von vier hydrophoben Bereichen, sogenannten Transmembrandoménen (TM) aus, die als o-

Helices die Membran durchspannen.
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Abbildung 1-4 Hiillproteine von HBV und DHBYV.

Lineare Prisentation der Hiillproteine von HBV und DHBV. Allen 3 bzw. 2 Typen ist die jeweils C-terminale
Sequenz, die sogenannte S-Doméne, gleich. M- und L-Protein sind jeweils N-terminal um 1 bzw. 2 hydrophile
pre-S-Doménen verléngert, bei DHBV schlieft sich beim grofen Hiillprotein nur eine pre-S-Region an. Beide L-
Proteine sind an Gly2 myristoyliert (Myr-). HBV M ist obligat N-glykosyliert, die S-Doméne aller 3 Proteine ist
partiell glykosyliert (ausgefiillte bzw. nicht ausgefiillte Kreise). Die DHBV Proteine bleiben unglykosyliert, L
wird aber an S118 phosphoryliert (P). Die S-Protein Variante S, in der DHBV Hiillmembran ist ebenfalls
dargestellt. Abbildung nach *.

Da die S-Doméne bei den 3 bzw. 2 Transmembranproteinen gleich ist, ist sie neben der
Verankerung auch fiir die jeweilige Topologie der Hiillproteine verantwortlich™*. Die Lage
der ersten beiden o-helikalen Bereiche (TM-1 und -2) findet sich bei allen hepadnaviralen
Oberflichenproteinen konserviert™. Dieser Bereich wird in das raue ER transloziert, wobei er
als N-terminales Signalpeptid bzw. Stop-Transfersequenz fungiert. Diese kotranslationale
Insertion ermdglicht des Weiteren die Insertion N- bzw. C-terminal gelegener Sequenzen in
die Membran®**”*. Das immundominante Oberflichenepitop (a-Determinante) und die N-
Glykosylierungsstelle (Asnl146) kommen auf einer Schleifen-Struktur, welche in das ER-
Lumen ragt, zu liegen”. Die finale Topologie des Transmembranbereichs von SHBsAg und
MHBsAg ist identisch und wird kotransational erreicht.

Fir HBV L konnte gezeigt werden, dass die pre-SI- und pre-S2 Regionen initial auf
zytoplasmatischer Seite liegen und nicht kotranslational in das ER-Lumen transloziert
werden. Eine Glykosylierung der pre-S-Regionen entfillt folglich. Wiahrend eines
Reifungsprozesses verlagert die Hélfte der L-Proteine ihre N-terminalen pre-S Teile sowie
TM-1 iiber die Membran. Pre-S liegt danach exponiert auf der Virusoberfliche, so dass in

11
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89,90,91,90,91 .
TRIRTETE Diese

reifen Virionen eine duale Topologie des L-Proteins detektierbar ist
zytoplasmatische bzw. luminale Lokalisation von pre-S reflektiert die duale Funktion von L,
ndmlich die Umhiillung viraler Nukleokapside und die spezifische Interaktion mit der
Wirtszelle. Interessanterweise kommt eine aktuelle Studie zu dem Resultat, dass die viralen
Partikel zunédchst mit innen liegendem pre-S sezerniert und erst durch einen weiteren

Reifungsschritt, bei dem pre-S transloziert wird, langsam infektiés werden’”.

Fir das L-Protein der Avihepadnaviren konnte eine analoge duale Topologie und
Multifunktion bestitigt werden (Abbildung 1-5)"**. Als Ergebnis der posttranslationalen
Translokation kann pre-S zusammen mit TM-1 3 Topologien annehmen. Bei der internen
Konformation (i-pre-S) verbleibt die gesamte pre-S-Region zytoplasmatisch und kommt in
der Folge auf der Innenseite der Partikel zu liegen. i-pre-S ist so in der Lage mit dem
Nukleokapsid zu interagieren, auflerdem kann es regulatorische Funktionen
iibernehmen’”**”. Alternativ kann die externe Konformation (e-pre-S) erreicht werden. In

der Folge liegt pre-S exponiert auf der Aullenseite des Partikels, bereit fiir die spezifische

Interaktion mit einem zelluldren Rezeptor’>"°.
e-pre-S
ER Lumen/
[\ Virusoberflache
Translokationl,:
Cytosol/

Virus innen

i-pre-S

Abbildung 1-5 Duale Topologie und Funktion von DHBYV pre-S.

Die S-Doméne von LDHBsAg wird kotranslational in die Membran des ER insertiert und durchspannt mehrfach
die Membran. Die hydrophile pre-S Doméne (orange) triagt N-terminal einen Myristoylrest (blau), der sie an die
Membran assoziiert. Initial sind pre-S und TM-1 zytosolisch lokalisiert (i-pre-S Konformation, i = internal) und
stellen so die Matrix fiir die Kapsidassemblierung dar. Bei der Hélfte der Molekiile wird pre-S posttranslational
iiber die Membran transloziert, liegt final auf der Virusoberfldche und steht fiir eine Interaktion mit zelluldren

Rezeptormolekiilen (wie duCPD) zur Verfligung (e-pre-S Konformation, e = external).
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Fiir eine intermedidre Topologie, welche eine pre-S/TM-1 Orientierung zwischen interner und

externer Topologie annimmt, wird eine Vorstufe fiir eine Konformationsdnderung von L mit

Rolle im Fusionsprozess postuliert’!°*101, Der

zugrunde liegende
Translokationsmechanismus ist bisher nicht bekannt; dass zytoplasmatische Bindepartner wie
Hsc70 reprimierend auf eine kotranslationale Translokation von pre-S wirken kdnnten, wird

102,103,104

diskutiert . Luminale Chaperone, die an die e-pre-S Struktur binden, kdnnten hierbei

unterstiitzend wirken'”. Auch wird die mégliche Oligomerisierung von S-Doménen zur
Ausbildung eines hydrophilen Translokationskanals diskutiert™'%.

Wihrend bei HBV die posttranslationale Translokation von L von Sequenzen in TM-2, nicht
aber vom S-Protein abhingig ist, ist bei DHBV die Anwesenheit von SDHBsAg

84107108 'q scheint hierbei Chaperonfunktion zu iibernehmen’’. Diese Punkte legen

notwendig
nahe, dass HBV und DHBV unterschiedliche Translokationsmechanismen entwickelt haben.
Die Tatsache, dass sich avi- und orthohepadnavirale Partikel nicht mit Hiillproteinen des

jeweils anderen Typs pseudotypisieren lassen, verdeutlicht dies zusitzlich'™.

1.1.5 Der hepadnavirale Lebenszyklus

Abbildung 1-6 zeigt ein Modell vom hepadnaviralen Replikationszyklus. Die Hepatozyten des
entsprechenden Wirtes stellen den priferentiellen Ort fiir die Replikation und
Virusvermehrung dar. Diese Gewebe- und Wirtsspezifitit impliziert, dass neben der
Regulation auf Ebene der Genexpression auch die notwendige Interaktion mit einem
spezifischen zelluldren Rezeptor eine selektive Barriere darstellt. Bis heute sind die sehr
frithen Schritte im Lebenszyklus der Hepadnaviren wie die Anheftung an die Wirtszelle und
die Interaktion mit einem spezifischen Rezeptor nur teilweise verstanden (siehe 1.2.2). Es
konnte gezeigt werden, dass sowohl HBV als auch DHBV fiber ihre pre-S1- bzw. pre-S-
Domine ihres L-Oberflichenproteins an die Wirtszelle binden''*’.

Das Virus gelangt durch Endozytose in die Zelle. Vermittelt durch Kernlokalisationssignale
im C-Protein wird das Nukleokapsid nach seiner Freisetzung ins Zytoplasma zum Zellkern
transportiert, wo das nur teilweise doppelstrangige, nicht kovalent geschlossene Genom
(rcDNA, relaxed circular) in eine kovalent geschlossene, zirkulire DNA (cccDNA;
covalently closed circular DNA) konvertiert wird, welche dann bei der viralen Genexpression
als Matrize dient''"""*'"3!"* Nach Transkription durch die zellulire RNA-Polymerase II
werden subgenomische und genomische RNAs aus dem Kern exportiert und dienen dann im

115

Zytoplasma als mRNAs . Eine besondere Rolle iibernimmt hierbei die genomische RNA,

13



Einleitung

die neben der Kodierung der viralen Polymerase und des C-Proteins auch noch die
pragenomische RNA (pgRNA) représentiert. Sind ausreichende Mengen an C-Protein und
Polymerase sowie pgRNA im Zytoplasma akkumuliert, treten die 3 Komponenten spezifisch
in Kontakt. Uber eine 5° gelegene Sekundirstruktur auf der pgRNA (Del, Abbildung 1-3)
interagiert das P-Protein spezifisch und priferentiell mit seiner eigenen mRNA''®!718119,
Zusitzlich 10st dies die Assoziation translatierter Kapsid-Protein-Dimere an den Komplex aus,
was die Generierung neuer Kapside zur Folge hat. Bei DHBV zeigte sich ein zweites, weiter

h'?. Die P-Protein/e-Interaktion erfiillt

3" gelegenes Verpackungssignal (Dell) als erforderlic
eine zweite Funktion, indem von der gebundenen Sequenz ein kurzer DNA-Primer
synthetisiert und so die reverse Transkription im Kapsid initiiert wird'?'. Nach der
Minusstrang-Synthese an der pgRNA erfolgt die des Plusstranges. Der finale Schritt in der
Morphogenese ist das Knospen neugebildeter Kapside in ein pre-Golgi-Kompartiment. Die
Oberflichenproteine werden von subgenomischen RNAs translatiert und als integrale Proteine
in die Membran des rauen ER insertiert. Als leere, sogenannte subvirale Partikel kdnnen sie
die Zelle autonom verlassen oder aber sie interagieren mit neugebildeten Nukleokapsiden zu
umhiillten Partikeln. Die virale Hiillmembran weicht in ihrer Zusammensetzung vom Aufbau
intrazellulirer Membranen ab, was auf einen selektiven Prozess der Lipidzusammensetzung

hinweist, wobei das Lipid-Protein-Verhiltnis in der Virushiille generell sehr niedrig ist'**'*.

Alternativ zur Passage liber den sekretorischen Weg werden Kapside mit revers transkribierter
Nukleinsdure zuriick zum Zellkern transportiert. Die reimportierte DNA dient dort der
Etablierung eines cccDNA-Pools, mit etwa 1-20 Molekiilen pro Kern bei einer DHBV-
Infektion und bis zu 50 Molekiilen und mehr bei einer Infektion mit HBV'**!2>126127 Djeger
Reinfektionszyklus lauft priaferentiell in der Etablierungphase einer Infektion ab, wenn erst
geringe Mengen L-Protein vorhanden sind. Steigt die Konzentration von L, werden
préiferentiell umhiillte Virionen gebildet und sezerniert, wobei das L-Protein hierbei eine
koordinierende Funktion iibernimmt'***’. Die Replikation der Hepadnaviren verlduft somit
wie bei Retroviren iiber ein RNA-Intermediat, die reverse Transkription erfolgt aber nicht
nach Eintritt in die Wirtszelle und vor Integration der proviralen DNA in das Wirtsgenom,
sondern erst spit im Lebenszyklus. Auch liegt die reparierte HBV-DNA im Kern in Form

episomaler, viraler Minichromosomen vor'?.
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Abbildung 1-6 Schematische Darstellung des hepadnaviralen Replikationszyklus.

Nach Bindung und Aufnahme in die Hepatozyte gelangt das partiell doppelstrangige Genom in den Zellkern, wo
es in cccDNA konvertiert wird. Verschiedene RNA-Spezies (subgenomisch und genomisch) werden aus dem
Kern exportiert und translatiert bzw. als Prigenom in neue Kapside verpackt. Reife Kapside werden am ER
umihiillt und verlassen die Zelle auf dem sekretorischem Weg. Alternativ wird das revers transkribierte Genom in
den Kern reimportiert, wo ein cccDNA-Pool angelegt wird. Neben Virionen verlassen im Uberschuss

Nukleokapsid-freie subvirale Partikel die Zelle.

1.1.6 Die experimentelle HBV-Infektion

Die Tatsache, dass man mit HBV neben dem Menschen nur hohere Primaten wie
Schimpansen infizieren kann, demonstriert zum einen das charakteristische und enge
Wirtsspektrum von Hepadnaviren, spiegelt zum anderen aber auch die Widrigkeiten in der

Erforschung des HBV-Replikationszyklus wider'**'*".

Lange fehlte ein geeignetes
Modellsystem in Form einer stabilen Zelllinie oder eines kleinen Tiermodells, welches die

Studie sehr frither Schritte wie Bindung und Eintritt in die Zelle sowie die Freisetzung des
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Genoms ermdglicht hdtte. Die Durchfithrung von In vitro-Infektionsstudien war daher bis vor
etwa 15 Jahren fast ausschlieBlich auf das Arbeiten mit primdren Hepatozyten beschrankt. Die
Verwendung primidrer humaner Hepatozyten (PHHs) erlaubt dabei zwar eine effiziente
Infektion mit HBV, die geringe Verfiligbarkeit von gesundem Lebergewebe stellt allerdings
einen stark limitierenden Faktor dar. Zusitzlich erschweren der =zeitlich begrenzte
Differenzierungsstatus, die fehlende Moglichkeit die Zellen zu propagieren und die
Heterogenitit von PHHs hinsichtlich Qualitdt und Suszeptibilitit das experimentelle

. 132,133
Arbeiten "~

. Der Einsatz von Schimpansen als Versuchstiere stellt aus ethischen aber auch
aus finanziellen Griinden nur sehr bedingt eine Alternative dar.

Surrogatsysteme wie die Hepatoma-Zelllinien HuH7 und HepG2 stellten lange Zeit eine
technische Alternative dar. Zwar zeigen sich die immortalisierten Zellen nicht suszeptibel fiir
eine HBV-Infektion, allerdings erlaubt das Einbringen viraler, replikationskompetenter DNA
durch Transfektion das Umgehen initialer Schritte im Replikationszyklus wie Bindung und
Aufnahme des Virus und es erfolgt eine Runde der Virusproduktion. Der Ablauf und
Mechanismus von Transkription und Replikation konnten fiir HBV so detailliert analysiert
werden''*""%1%* Auch stellen die Surrogatsysteme immer noch die Methode der Wahl fiir die
135,136,137,138

Produktion rekombinanter Hepadnaviren dar

von HepG2-Zellen mit dem erst kiirzlich identifizierten HBV-Rezeptor NTCP (siehe 1.2.2)

. Die mogliche Komplementierung

eroffnet sowohl der weiteren Erforschung des Eintrittsmechanismus und der Freisetzung des

viralen Kapsids, als auch therapeutischen Studien v6llig neue Optionen'*’.

Infektiose Virionen werden auch von transfizierten Mausleberzellen produziert und sezerniert,

dasselbe gilt fiir Hepatozyten HBV-transgener Miuse'*"'*!.

Aufgrund der fehlenden
Suszeptibilitidt der Zellen kann die Erforschung frither Schritte der Infektion auch in diesen
Systemen nicht adressiert werden. Da in transgenen Mauslebern alle viralen Transkripte an
einem integrierten Genom und nicht an cccDNA entstehen, fehlt des Weiteren die
Moglichkeit, antivirale Substanzen auf ihre Wirkung hin zu untersuchen, die Virusproduktion
vollstidndig zu inhibieren, was eine Eliminierung des cccDNA-Pools voraussetzen wiirde.

Die Generierung eines weiteren kleinen Tiermodells, sogenannter uPA/RAG-2-Mduse,
optimierte die Bedingungen weiter. Chimére d.h. mit humanen, Woodchuck- oder Tupaia-
Hepatozyten (siehe unten) repopulierte Mauslebern erlauben hierbei eine in vivo HBV-

Infektion!**1%:13,

Detaillierte Untersuchungen zur hemmenden Wirkung von pre-S-
abgeleiteten Peptiden auf den Zelleintritt von HBV wurden bereits durch Petersen und

Kollegen durchgefiihrt'”. Neben einer Infektion mit HBV erlaubt das System zudem die
16
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ndhere Charakterisierung einer HBV/HDV-Ko- bzw. Superinfektionen. Im Menschen nimmt
eine akute Infektion dieser Art im Vergleich zu einer HBV-Monoinfektion deutlich héufiger
einen schweren und fulminanten Verlauf, was die Entwicklung effektiver Therapieansitze

144185 Tndem sie die Interaktion beider Viren studierten und die

dringend erforderlich macht
Etablierung einer HDV-Infektion mit dem von pre-S1 abgeleiteten Lipopeptid Myrcludex-B®
effizient unterdriicken konnten, demonstrierten Liitgehetmann und Kollegen eindriicklich den
Nutzen des Systems fiir die Evaluation neuer Therapeutika sogar im Rahmen praklinischer

Studien'*

. Eine parallele Untersuchung des Immunsystems lésst das System allerdings nicht
zu, da die Miuse versuchsbedingt immunsupprimiert sein miissen. Der grofle technische
Aufwand stellt einen weiteren Nachteil dieses Modellsystems dar. In den Jahren 2001 und
2002 gelang die Etablierung von 2 weiteren vielversprechenden Infektionssystemen fiir HBV:
Obwohl nicht zu den Primaten gehorend, zeigten sich die Hepatozyten des kleinen Sdugers
Tupaia belangeri aus den siidostasiatischen Tropen in vitro, als auch in vivo suszeptibel fiir
eine Infektion durch HBV oder WMHBV'"'"**!¥ Dje Effizienz der HBV-Infektion ist
hierbei vergleichbar mit der einer analogen Infektion von PHHs, die Verfiigbarkeit als auch
die Suszeptibilitdt priméirer Tupaia Hepatozyten (PTH) stellen aber keine Einschrankung dar.
Im Gegensatz zu einer in vitro HBV-Infektion von PHHs oder auch HepaRG-Zellen (siche
unten) verlangt eine optimale Infektion von PTHs keinen Zusatz von Polyethylenglykol
(PEG) oder Dimethylsulfoxid (DMSO)'**'*°. Glebe und Kollegen demonstrierten mittels
neutralisierender Antikorper die Spezifitit und die pre-S1-Abhédngigkeit der in vitro HBV-
Infektion von PTHs"™'. In vivo hat die Infektion einen selbstlimitierenden Charakter und

nimmt keinen chronischen Verlauf'®.

Fiir eine produktive Infektion ist neben der Wirtsspezifitit der Differenzierungszustand
kultivierter Leberzellen maBgebend'>. Die Etablierung der humanen Hepatoma-Zelllinie
HepaRG als ein weiteres Infektionssystem demonstrierte dies eindriicklich'*’. Bis dato ist dies
die einzige Zelllinie, die unter speziellen Kultur- und Infektionsbedingungen einen
vollstindigen HBV-Replikationszyklus unterstiitzt. Die Suszeptibilitidt der Zellen wird durch
eine mehrwochige Induktionsphase mit DMSO und Hydrocortison erreicht, wobei die Zellen
eine Hepatozyten-dhnliche Morphologie annehmen und eine Vielzahl leberspezifischer
Markerproteine exprimieren. In diesem Stadium kann eine Infektion der Zellen erfolgen. Die
Zugabe von Polyethylenglykol (PEG) zum Infektionsansatz ist hierbei erforderlich, eine

Bedingung, die weder eine Infektion von PTHs, noch von PDHs (siehe unten) erfordert.
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1.2 DHBYV als Modellsystem

1.2.1 Das DHBV-Infektionssystem

Seit mittlerweile 30 Jahren wird das DHBV-Modellsystem erfolgreich genutzt. Aufgrund der
genannten Nachteile der oben beschriebenen Systeme stellt DHBV nach wie vor ein optimal
geeignetes Modell dar, um den hepadnaviralen Infektionszyklus zu studieren. Sowohl fiir /n
vivo- als auch filir In vitro-Studien erlaubt das Infektionssystem ein hohes Mafl an
Reproduzierbarkeit und Flexibilitdt. Im Vergleich zu anderen Primirzellsystemen zeigt die
Infektion von priméren Entenhepatozyten (PDHs) in Abhédngigkeit vom eingesetzten Virus-
Titer eine Ausbreitung der Infektion auf nahezu alle Zellen der Kultur. Bei einer natiirlichen
Infektion entwickelt sich, dhnlich wie bei HBV, eine chronische DHBV-Infektion durch
vertikale Ubertragung vom Muttertier iiber das Blut auf das Ei bzw. den Embryo. Die
Transmissionsrate liegt hier nahezu bei 100 %'>*. Natiirlicherweise ist bei mindestens 10 %
aller Pekingenten eine DHBV-Infektion nachweisbar'>>'*°. Im Unterschied zu HBV verléuft
eine Infektion mit dem Avihepadnavirus allerdings nicht pathologisch, Folgeschidden wie das
Auftreten von Entziindungen oder krebsartigen Verdnderungen der Leber sind selten.

Da es keine mit DHBV infizierbare Zelllinie gibt, gilt es fiir /n vitro-Infektionsstudien auf
Primérzellen zuriickzugreifen. Die Moglichkeit PDHs experimentell mit DHBV-haltigem
Entenserum zu infizieren wurde erstmalig von Tuttleman et al. 1986 beschrieben'’. Das
Kulturmedium wird mit Insulin und Hydrocortison sowie mit DMSO versetzt, was den
Differenzierungszustand und somit die Infizierbarkeit der Zellen aufrechterhilt'”®"*’. Da die
Suszeptibilitit der Zellen bei Zugabe von fotalem Kélberserum schnell verloren geht, wird auf

137 Nachteile des In vitro-Kultursystems stellen die

die Zugabe von Serum verzichtet
zeitaufwindige  Préparation der Primdrzellen, die fehlende Moglichkeit der
Kryokonservierung und der Propagation der Zellen, sowie das kleine Zeitfenster von nur etwa
einer Woche, in dem die Zellen effizient mit DHBV infiziert werden konnen, dar. Analog
zum HBV-System konnen infektidse Viren entweder aus virushaltigem Serum gewonnen oder
aber rekombinant in Leberzelllinien produziert werden. Condreay und Kollegen etablierten
die Generierung von DHBV in der Hiihner-Hepatomazelllinic LMH (leghorn male
hepatocytes)'®. Nach Transfektion mit rekombinanter DNA erlauben die Zellen eine Runde

der Virusreplikation, was die gezielte Herstellung von Wildtyp DHBV sowie von Mutanten

erlaubt.
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1.2.2  Friihe Schritte im Replikationszyklus von DHBV

Die initialen Schritte im Replikationszyklus von HBV sind im Detail noch weitgehend
unverstanden. Fiir die Rolle eines spezifischen Rezeptors wurden in den letzten Jahrzehnten
zahlreiche potentielle Kandidaten prisentiert, bis kiirzlich konnte aber keines der Molekiile
diese Liicke im Verstindnis iiberzeugend schlieBen (fiir Ubersichtsartikel sieche Glebe und
Urban®). 2012 gelang es Yan und Kollegen das vorwiegend in der Leber exprimierte
~ 65kDa groBe Glykoprotein Na -Taurochlorate Cotransporting Polypetide, NTCP, als pre-
S1-spezifischen Bindepartner auf Leberzellen und eindeutig als funktionellen Rezeptor,
sowohl fiir HBV als auch fiir HDV, zu identifizieren. Beispielsweise resultiert die heterologe
Expression von NTCP in HepG2- oder Huh7-Zellen in der Infizierbarkeit der eigentlich nicht-

suszeptiblen Hepatoma-Zelllinien' .

Im Allgemeinen geht der spezifischen und meist hochaffinen Rezeptorbindung eines Virus an
seine Wirtszelle eine initiale Zellbindung mit reversiblem, weniger affinem Charakter voraus.
Die einzelnen Schritte im komplexen Eintrittsmechanismus von HBV sind im Detail zwar
noch nicht vollstindig geklart, Schulze e al. konnten aber zeigen, dass die Rolle eines ersten
Bindepartners auf der  Oberfliche @ von  Hepatozyten von  zellassoziierten
Heparansulfatproteoglykanen iibernommen wird, an die HBV in einer L-Protein-abhéngigen

161 Wie diese initiale Interaktion

Art und Weise bindet. Der Viruseintritt wird so initialisiert
von DHBV mit der Leberzelle aussieht ist bis dato noch unverstanden. Zwar kann die
Zellbindung des Virus ebenso durch das stark negativ geladene Harnstoffderivat Suramin

162,163

gehemmt werden (siche 2.4.1), im Gegensatz zu HBV findet aber keine analoge

Glykosaminoglykan-abhingige Zellassoziation statt®eee Wnpublizierte Daten

Wie bei HBV stellt aber auch bei DHBV die pre-S-Region des groflen Hiillproteins die
Schliisselkomponente bei der Rezeptorerkennung auf der Wirtszelle dar''®'®*'®. Den ersten
direkten Beweis fiir eine pre-S-abhidngige Zellassoziation brachten Kompetitionsstudien mit
rekombinanten DHBV SVPs, welche nur das L- bzw. S-Hiillprotein enthielten. Nur die
hydrophile pre-S Region des L-Proteins vermittelte dabei eine spezifische Interaktion mit der
Wirtszelle”. In Mutationsanalysen konnte dann die fiir die Rezeptorerkennung bzw. —
bindung spezifische Subdoméne in pre-S identifiziert werden (Nédheres dazu unter 2.5.2.3).

Abbildung 1-7 gibt einen Uberblick iiber die bereits determinierten und fiir diese Arbeit

relevanten funktionellen Subdoménen in pre-S.
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Der Hypothese folgend, dass pre-S als viraler Ligand einen zelluldren Rezeptor bindet,
identifizierten Kuroki et al. (1994) und Tong et al. (1995) unabhingig voneinander ein
180 kDa Glykoprotein, welches eine speziesspezifische und hochaffine Bindung an pre-S

- 166,167
zeigte

. Entencarboxypeptidase D (duCPD) bzw. gp180 lieB3 sich als Prototyp einer neuen
Klasse regulatorischer, membrangebundener, basischer Carboxypeptidasen
charakterisieren'®*'®”. duCPD ist ein Typ I Transmembranprotein und besteht aus den 3
Carboxypeptidase-E-homologen extrazelluldren bzw. luminalen Tandemdoménen A, B und
C, wobei nur die membrannichste Domine, die C-Domine, pre-S bindet (Abbildung 1-8), die
Carboxypeptidase-Aktivitit ist auf die Domédnen A und B beschriankt. Dass sich die C-
Doméne beim Vergleich verschiedener Spezies trotz allem hochkonserviert zeigt, weist auf
eine wichtige Rolle als Bindepartner fiir einen pre-S-dhnlichen Faktor hin, entweder im

168,169,170,171 .
ORI Interessanterweise

sekretorischen Weg oder assoziiert auf der Zelloberfldche
induziert die Ausbildung des pre-S/duCPD-Komplexes nicht nur im viralen Liganden sondern
auch im Rezeptor eine Anderung der Konformation®™. Neueste Erkenntnisse aus
Kristallisationsansidtzen weisen darauf hin, dass es in Folge der Interaktion zu einer
Trimerisierung des Komplexes kommt""P>!izierte Daten unseres Labors

Wie durch Eng et al. (1999) gezeigt, ist der hochkonservierte zytoplasmatische C-Terminus
der Peptidase essentiell fiir eine Lokalisation von duCPD im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN)
und fiir den Transport zur Plasmamembran und zuriick'’?. AuBerdem ist dieser Bereich
involviert in die Internalisierung des Virus iiber Endozytose und die Etablierung einer
Infektion'>7*.

Die spezifische Interaktion von duCPD mit pre-S zeigt Eigenschaften auf, die man fiir einen
zelluldren Rezeptorkandidaten erwarten wiirde. An der pre-S/duCPD-Komplexbildung sind
innerhalb von pre-S 2 Subdominen beteiligt'’': Die Aminosdurereste 86-115 sind essentiell
und unverzichtbar fiir die Interaktion. Mutationen in diesem Abschnitt fithren sowohl in Viren
als auch in rekombinanten pre-S Peptiden zu einem Verlust der Rezeptorbindung, ein
vollstindiger Verlust der Infektiositit bzw. der Fidhigkeit eine DHBV-Infektion zu
kompetieren ist die Folge'’>'7*17¢:177.

Der sich N-terminal anschlieBende Bereich bis aa 30 (aa 30-85) ilibernimmt bei der

Komplexbildung eine stabilisierende Funktion (sieche Abbildung 1-7).
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Abbildung 1-7 Schematische Darstellung funktioneller pre-S Subdoméinen im DHBV L-Protein.

Die duCPD-Bindestelle umfasst die Reste aa 30-115 und setzt sich aus einer den pre-S/duCPD-Komplex
sequentiell stabilisierenden Region (aa 30-85) und einem fiir die Interaktion essentiellen Bereich (aa 86-115)
zusammen. o-helikale Abschnitte (aa 51-57 und aa 89-104) der Subdoméne sind aufgezeigt. Essentiell wichtig
fir die Bildung neuer umhiillter Viruspartikel ist der Bereich zwischen aa 127 und aa 136. Des Weiteren
dargestellte Determinanten: Myristoylrest an Gly2, Sequenzbereich, der die Wirtsspezifitdt zwischen DHBV und
HHBYV vermittelt (aa 22-37), Phosphorylierungsstelle an aa 118. Die S-Doméne schlieft sich N-terminal an.

Abbildung 1-8 Schematische Prisentation von gp180/duCPD.
Dargestellt ist die Topologie des Transmembranproteins am TGN

luminal/extrazellulr bzw. an der Plasmamembran. Die 3 homologen Doménen A, B

qgﬁmggﬁagg&ﬁmﬁg gggg\ g{z: g{zgg und C sind luminal lokalisiert. Nur die C-Doméne der Peptidase
bELRRRE YL www PRVEENN | | craciert mit DHBV presS.

cytoplasmatisch

Es gibt zahlreiche weitere Beobachtungen, die die bedeutsame Rolle von duCPD fiir eine
produktive DHBV-Infektion unterstiitzen: (i) Die Expression von duCPD in nicht-
suszeptiblen Zellen resultiert in einer selektiven Bindung und Aufnahme viraler Partikel'”;
(i1) Losliche Varianten sowohl von duCPD (sduCPD, s = soluble) als auch nur von der C-
Domine' % sowie (iii) Antikdrper gegen natives duCPD inhibieren effizient eine DHBV-
Infektion'”"; (iv) Zusitzlich wird duCPD in infizierten PDHs in vitro und in vivo in einer L-

Protein-abhingigen Weise herabreguliert' "',
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Andere Daten wiederum stellen die Funktion von duCPD als alleinigen Binde- und
Aufnahmerezeptor fiir DHBYV in Frage: (i) Heterolog exprimiertes duCPD vermittelt zwar die
Aufnahme viraler Partikel in nicht-permissive Zelllinien, eine duCPD-vermittelte
Suszeptibilitit der Zellen resultiert daraus aber nicht'”>'®!
sich das DHBYV pre-S Peptid Dpre-S2-41™" in der Lage eine DHBV-Infektion zu inhibieren,
ohne die duCPD-Bindedomine (aa 30-115) zu enthalten'®, und (iii) obwohl das verwandte
HHBV nur &duBlerst schlecht PDHs und keine Enten infiziert, bindet Heron HBV pre-S

ebenfalls an duCPD und inhibiert zusitzlich sehr effizient eine DHBV-Infektion®*!7%7.

. (1) In Kompetitionsstudien zeigte

Folglich kann die Carboxypeptidase alleine die Wirtsspezifitit nicht erkldren. Fiir eine
produktive DHBV-Infektion weist dies auf eine Beteiligung weiterer Faktoren (z.B.

wirtsspezifischer Korezeptor, Proteasen) hin.

Auch der Aufnahmeweg von DHBYV in seine Wirtszelle ist noch nicht eindeutig aufgeklart.
Dass sowohl die Verwendung Energie-depletierender Agenzien als auch eine Expression
Endozytose-defizienter duCPD-Mutanten eine produktive DHBV-Infektion verhindern
demonstriert, dass DHBV nach der Interaktion mit duCPD iiber endozytotische

Transportwege in die Zelle gelangt'®'">!"™

. Chojnacki et al. gelang es, mittels einer
hochsensitiven fluoreszenzmikroskopischen Methode DHBV-Partikel zu visualisieren und
eindriicklich zu zeigen, dass die Passage viraler Partikel vom frithen zum spaten Endosom fiir

eine produktive Infektion erforderlich ist'®

. Vorangehende Untersuchungen hatten bereits
aufzeigen konnen, dass schon eine kurze Behandlung von Viruspartikeln mit einem milden
pH von 6,5 eine drastische Konformationsinderung in L induziert. Die sonst verborgene
hydrophobe TM-1-Doméne wird unter diesen Bedingungen an der Oberfldche der Partikel

101 " Anhand von L- und S-Mutanten mit

exponiert und konnte so als Fusionspeptid fungieren
reduzierter TM-1-Hydrophobizitit wurde demonstriert, dass der hydrophobe Charakter von
TM-1 in L, nicht aber in S, essentiell fiir die Infektiositit viraler Partikel ist und zwar zu
einem Zeitpunkt nach Bindung des Rezeptors und Aufnahme des Virus in die Zelle. Die
Daten von Chojnacki und anderen bestdtigen zwar, dass ein niedriger pH fiir die DHBV-
Infektion nicht strikt notwendig ist, zeigen aber auf, dass die Kinetik des Fusionsprozesses
unter Bedingungen wie sie im spédten Endosom vorherrschen, entscheidend beeinflusst werden
konnte'"'**. Die Moglichkeit DHBV TM-1 durch analoge HBV-Sequenzen zu

komplementieren, deutet auf einen fiir Hepadnaviren allgemeingiiltigen Fusionsmechanismus

hin. Als einen weiteren und notwendigen Teilschritt im viralen Eintrittsmechanismus wird
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aullerdem die proteolytische Prozessierung von L bzw. pre-S kurz vor oder wihrend des

Fusionsprozesses vermutet (Ndheres dazu unter Abschnitt 2.5.2)"7’.

1.2.3 Ausschluss einer Superinfektion im Infektionszyklus von DHBV

Als Superinfektionsresistenz (SIR) wird der virusinduzierte Mechanismus bezeichnet, der sich
nach der Primérinfektion in einer Zelle etabliert und eine weitere Infektion, d.h. eine
Superinfektion (SI) derselben Zelle, durch ein homologes Virus ausschliet. Dieses
Phénomen ist auch fir DHBV mehrfach beschrieben worden'*>'%¢'*"_ Protzer et al. zeigten
beispielsweise, dass eine bereits etablierte DHBV-Infektion eine SI durch rekombinante
DHBV-Partikel deutlich limitiert'®".

Die Herabregulierung der Rezeptorkomponente duCPD im Verlauf einer DHBV-Infektion
wire ein moglicher Erklirungsansatz fiir den zugrunde liegenden Mechanismus'”’. Sowohl in
DHBV-infizierten Entenlebern als auch in kultivierten und infizierten Hepatozyten sind
deutlich reduzierte duCPD-Level nachweisbar. Zudem korrelieren diese verminderten
Rezeptormengen eindeutig mit dem Ausmall der Expression der viralen Genprodukte, wobei
die alleinige Synthese von L ausreicht, um die Herabregulierung zu vermitteln. Die duCPD-
Proteinsyntheserate ist davon per se nicht betroffen, allerdings resultiert eine unvollstindige
Prozessierung von duCPD, d.h. die Reifung der 170 kDa Vorstufe zum reifen 180 kDa
Glykoprotein findet nicht mehr statt. Zusitzlich wirkt sich L fordernd auf den intrazellularen
Abbau des Rezeptormolekiils aus. Mikroskopische Analysen zeigten, dass duCPD nicht
langer im Golgi-Apparat lokalisiert ist, sondern in Assoziation mit L in einem perinukleéren
Kompartiment detektiert werden kann'”.

Tatsdchlich konnten weiterfiihrende Untersuchungen eindriicklich den Zusammenhang von L-
Expression und dem Ausschluss einer SI demonstrieren: In PCR-basierten Analysen zeigten
Walters und Kollegen, dass die Resistenz infizierter Hepatozyten gegeniiber einer DHBV-SI,
sowohl in vitro als auch in vivo, allein abhingig von der Expression von L ist'™.
Uberraschenderweise war in ihren Studien mutiertes L, welches nicht mehr mit duCPD
interagieren konnte, ebenfalls in der Lage eine SI auszuschlieBen. Tendenziell argumentiert
diese Beobachtung zwar in Richtung eines duCPD-unabhidngigen SIR-Mechanismus, wie
dieser aber funktioniert, welche Doméne in L diesem zugrunde liegt, falls es tatsdchlich nicht
die duCPD-Binderegion ist, und wie und wann L im Infektionszyklus die Blockade fiir eine SI

induziert, war zu diesem Zeitpunkt noch unbeantwortet.
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1.3  Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die Superinfektion einer Leberzelle wird durch eine bereits etablierte DHBV-Infektion
drastisch limitiert, der zugrunde liegende Mechanismus ist allerdings noch unverstanden.
Zwar konnte gezeigt werden, dass die alleinige Expression des viralen L-Proteins ausreicht,
um die zelluldre Resistenz gegeniiber einer zweiten Infektion zu induzieren, welche Region
des groBen Hiillproteins diese Funktion iibernimmt, wurde noch nicht bestimmt. Ziel dieser
Arbeit war es, Determinanten in L zu identifizieren, welche die SIR bei DHBYV verantworten.
Primir sollte der Fokus auf definierte Subregionen in pre-S und ihre mdgliche Rolle im SIR
gerichtet werden. Die Myristoylierungs- und Phosphorylierungsstelle sowie der Bereich, der
die Umbhiillung von Kapsiden koordiniert, galt es in Mutationsanalysen gezielt zu adressieren.
Um die postulierte duCPD-Unabhéngigkeit der L-Protein-vermittelten SIR auf
Einzelzellebene zu validieren (siche 1.2.3), war auch die Rezeptor-Binderegion Bestandteil
der Analyse. Den potentiell synergistischen Beitrag der S-Domine von L galt es in der Studie
ebenfalls zu beriicksichtigen.

Der Einfluss der generierten L-Mutanten auf eine nachfolgende DHBV-Infektion wurde an
Transgen-exprimierenden PDHs studiert. Fiir die Bewertung der Mutanten in ihrer
Kompetenz eine Infektion zu limitieren, sowie einen quantitativen Vergleich dieser
Kompetenzen, galt es im Vorfeld eine geeignete und valide Quantifizierungsmethode zu
entwickeln. Ein hohes Mall an Genauigkeit und Sensitivitit sollte durch eine
Einzelzellanalyse garantiert werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten somit auf qualitative
und gleichzeitig quantitative Weise Aufschluss {iber die Involvierung einzelner

Sequenzelemente im L-Protein-vermittelten Infektionsausschluss geben.
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2 Ergebnisse

Der Ausschluss einer SI wird bei einer DHBV-Infektion allein durch die Expression des
groflen Hiillproteins vermittelt. Mit dem Ziel, die dafiir verantwortliche(n) Doméne(n) in L zu
identifizieren, wurde L transgen in PDHs exprimiert und zunichst die Effizienz und Kinetik
der heterologen L-Expression studiert und optimiert. Dies stellte die Grundlage dar, um im
nichsten Schritt analytisch das Potential von L untersuchen zu konnen, restriktiv auf eine
nachfolgende DHBV-Infektion zu wirken. Nachdem die Suszeptibilitit L-exprimierender
Zellkulturen quantitativ ermittelt worden war, konnte der Einfluss von L auf eine
Uberinfektion der Zellen mit DHBV auf Einzelzellebene gemessen werden. Die Ergebnisse
dieser Versuchsreihen boten eine fundierte Basis, um im Rahmen einer umfangreichen
Mutationsanalyse die Kompetenz mutierter L-Proteine eine SI immer noch auszuschlieen,

quantitativ zu bewerten.

2.1 Klonierung, Nachweis und Kkinetische Analyse zur heterologen L-Expression

Fiir die heterologe Genexpression musste zundchst ein fiir PDHs geeignetes
Expressionssystem gewéhlt werden. L wurde hierflir in ein virales Transduktionssystem
kloniert und die Proteinexpression biochemisch sowie auf Einzelzellebene analysiert. Im
Anschluss diente eine Analyse zur Kinetik der L-Expression der Etablierung der
Versuchsbedingungen fiir die dann folgende quantitative Untersuchung der L-vermittelten

Inhibition der DHBV-Infektion (Abschnitte 2.2 und 2.3).

2.1.1 Klonierung und Expressionsnachweis von Ad-DulL

Fiir die Expression von DHBV L in PDHs galt es ein Expressionssystem zu wihlen, welches
eine effiziente und iiber den gesamten Beobachtungszeitraum stabile Expression des
Transgens erlaubt. Aufgrund der schlechten Transfizierbarkeit von PDHs wurde sich fiir ein
adenovirales Transduktionssystem, basierend auf dem AdEasy-System (siche 4.2.4),

189,190

entschieden . Rekombinante Adenoviren erlauben eine hocheffiziente Transduktion

primirer Hepatozyten' *'"!

. Das in Abbildung 2-1 dargestellte adenovirale Konstrukt wurde
kloniert, wobei die Expression von L, als auch die des Reporterproteins GFP (green
fluorescent protein), unter der Kontrolle separater CMV-Promotoren stand. Ein Konstrukt,
welches nur fiir GFP kodierte diente als Kontrolle. Die an dieser Stelle generierten Viren

werden im Folgenden nur als Ad-DuL bzw. Ad-GFP bezeichnet.
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Ad-DuL D> [pesS s | ED | cFP e

Ad-GFP » A‘(n) » GFP An)

Abbildung 2-1 Schematischer Aufbau der Expressionskassetten fiir DHBV L und GFP im AdEasy-
Vektor.

Ad-DuL kodiert neben dem DHBV L-Protein fiir GFP. Beide Gene stehen unter Kontrolle eines separaten
Cytomegalovirus-Promotors (= CMV). Das Konstrukt Ad-GFP kodiert nur fiir das Reporterprotein. A(n) = poly-

Adenylierungssignale.

Die aus der Transduktion von Hepatozyten resultierende Proteinexpression wurde im Western
Blot und einer Immunfluoreszenzmikroskopischen Analyse (IFA) nachgewiesen, GFP-
positive Zellen wurden via Fluoreszenzmikroskopie detektiert und ausgezdhlt. Abbildung 2-2
und Abbildung 2-3 zeigen Ergebnisse der 3 Analysemethoden. Zwischen Tag 2 und 15 nach
Transduktion (post Transduktion, p.Tr.) waren allgemein hohe Expressionslevel des L-
Proteins im Western Blot (Abbildung 2-2 B) sowie des Reporterproteins im Mikroskop
(Abbildung 2-2 A) nachweisbar. Abbildung 2-2 A zeigt das Ergebnis einer
fluoreszenzmikroskopischen Analyse von PDHs 15 Tage p.Tr.. Die Transduktionseffizienzen
von mindestens 44 % (Ad-GFP) und 31 % (Ad-DuL) resultierten aus Inkubationen mit einer
MOI (multiplicity of infection) von 150 (Ad-GFP) bzw. 100 (Ad-DuL), wobei der Prozentsatz
transduzierter Zellen und die Konzentration der entsprechenden Adenoviren eindeutig
korrelierten (Faktor 1,5: MOI 150 — 100; Faktor 1,42: Tranduktionseffizienz 44 % —31 %).
Im Immunoblot (Abbildung 2-2 B) wurde L wie erwartet mit einem Molekulargewicht von
35 kDa detektiert.

Um in Ad-Dul-transduzierten Zellen die Menge von L bzw. des Reporterproteins
differenzierter beurteilen zu konnen, erfolgte noch ein spezifischer Nachweis auf GFP im
Western Blot. Der MOI-bedingte Anstieg in der Transduktionseffizienz (Abbildung 2-2 A,
Ad-Dul[1] =21 %, Ad-DuL[2]=31 % — Faktor 1,48 Anstieg Transduktion) lie3 sich hierbei
auf Proteinebene bestétigen: Bei jeweils analogen Ausgangsmengen von L bzw. GFP in Ad-
DuL[1] ergab die Quantifizierung pre-S- bzw. GFP-spezifischer Proteinbanden, dass ein
Anstieg der Viruskonzentration (Ad-DuL[1] > Ad-Dul[2]) zu einem analogen Anstieg der
Expression von L sowie des Reporterproteins fiihrte (Faktor 1,2) (Abbildung 2-2 B, Spur 3

und 4, Quantifizierung nicht gezeigt). Der biochemische Nachweis der Transgenexpression
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wurde um eine Untersuchung auf Einzelzellebene ergénzt (Abbildung 2-2). Mikroskopisch
lieB sich in Ad-Dul-transduzierten Zellen eindeutig nachweisen, dass GFP-positive Zellen
ebenfalls positiv fiir die Expression des Hiillproteins waren. In allen GFP-positiven Zellen
konnte L mit einem S-spezifischen Antikorper detektiert werden. Der Nachweis mit einem a-
pre-S Antikorper verifizierte das Ergebnis. Das Resultat aus der Western Blot Analyse (sieche
oben) findet hier Bestitigung.

S

(A) (B)
' '

30kDa

30kDa

30kD

Abbildung 2-2 Detektion der Expression von L und GFP in transduzierten PDHs.

(A) Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Reportergenexpression in Ad-GFP- bzw. Ad-DuL-transduzierten
PDHs nach 15 Tagen. PDHs wurden mit rekombinanten Adenoviren transduziert. Fiir Ad-DuL-transduzierte
PDHs sind 2, fiir Ad-GFP-transduzierte Zellen ist eine exemplarische mikroskopische Aufnahme gezeigt
(VergrofBerung: 100-fach). Transduktionseffizienzen (weifle Kastchen) von 44 % fiir Ad-GFP und 31 % Ad-DuL
resultieren aus MOIs von 150 (Ad-GFP) bzw. 100 (Ad-DuL). Nicht-transduzierte PDHs (w/0 Adeno) dienten als
Kontrolle. (B) Zu (A) korrespondierende Expressionsanalyse im Western Blot. Die L- bzw. GFP-Expression
wurde mit einem a-pre-S- (oben) und einem o-GFP (Mitte)-Antikorper detektiert. Die Zweitantikdrper lagen
Fluorophor-gekoppelt vor. Mit 35 (L) bzw. 27 kDa (GFP) entspricht das Laufverhalten der Proteine jeweils den
Erwartungen. Die iibereinander gelagerte Darstellung (merge) zeigt die GroBen- und quantitativen Unterschiede

beider Proteine.
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Ad-GFP

o-DHBV L

o-S o-pre-S
Abbildung 2-3 Koexpression von L und GFP in Ad-DulL-transduzierten PDHs.
Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der L-Proteinexpression in PDHs 4 Tage p.Tr. mit monoklonalen a-pre-
S- und a-S-Erstantikdrpern. Die Zweitantikorper waren Alexa546-gekoppelt (rot). Untransduzierte (w/o Ad) und
Ad-GFP transduzierte PDHs dienten als Kontrollen. Die jeweils entsprechende GFP-Fluoreszenz (griin) sowie
iibereinander gelagerte Darstellungen (merge, gelb) sind ebenfalls gezeigt. Die Zellkerne wurden mit DAPI

gefirbt (blau) (VergroBerung: 200-fach).

Zusammengefasst lieB sich feststellen, dass sich PDHs mit dem gewéhlten Expressionsystem
effizient und reproduzierbar transduzieren lieBen und die Methodik war somit geeignet fiir
weiterfithrende Untersuchungen. Da in Ad-Dul-transduzierten Zellen die Expression von L
eindeutig mit der Reportergenexpression korrelierte, wurde in den nachfolgenden Analysen
auf Einzelzellebene auf einen separaten Nachweis von L verzichtet und nur die Expression

des Reporters beriicksichtigt bzw. quantifiziert.

2.1.2 Analyse zur Kinetik der L-Expression in Hepatozyten

Fiir eine Untersuchung der Kinetik der L-Expression wurden PDHs zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Transduktion lysiert und im Western Blot untersucht. Dies sollte sowohl
eine Abschitzung der intrazelluliren Menge als auch der Stabilitit von L zu einem gegebenen

Zeitpunkt im Versuchsablauf erlauben. Ziel war es die optimalen Bedingungen fiir eine
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Uberinfektion transduzierter Zellen mit DHBV festzulegen. Schematisch ist der
Versuchsablauf in Abbildung 2-4 A présentiert.

Das Ergebnis zeigt, dass bereits 8 h p.Tr. (Abbildung 2-4 B, Spur 3) eine spezifische
Detektion des L-Proteins (P35) moglich war. In analogen Untersuchungen liel sich dies
reproduzieren bzw. es =zeigte sich, dass das L-Protein via Immunoblot und die
korrespondierende Reportergenexpression via Fluoreszenzmikroskopie spétestens 12 h p.Tr.
nachweisbar waren. Nach 72 h tauchte neben der 35 kDa-L-Spezies eine weitere L-
spezifische Bande auf, welche der phosporylierten Variante von L mit einem apparenten

Molekulargewicht von 36 kDa (P36) entspricht '*%.

(A) adenovirale

Transduktion

+ STOP

1T T 1 | I |

-2h t, +2n  +4n +8h +24n  +72n T5

Zeitpunkt p. Tr. 2h 4h 8h 24h 72h T5 T5
Ad-DuL £ 4 # 2+ * & =

__P36

=_.. L-Protein

30kDa—

Abbildung 2-4 Kinetik der L-Proteinexpression in PDHs.

(A) Schema zum zeitlichen Ablauf der Kinetik-Studie. PDHs wurden fiir 2 Stunden mit L-kodierenden
Adenoviren inkubiert. Die Transduktionseffizienz lag bei > 44 %. Nach Beendigung der Inkubation durch
Waschen der Zellen (STOP), wurden die Hepatozyten zu den aufgezeigten Zeitpunkten zwischen 2 Stunden
(2 h) und 5 Tagen (T5) p.Tr. lysiert und einer Western Blot Analyse unterzogen (B). Die Detektion erfolgte mit
einem polyklonalen a-pre-S Antikorper. Neben transduzierten Zellen (+) wurden auch Lysate untransduzierter

Zellen (-) auf mogliche Kreuzreaktionen der Antikdrper hin getestet.

Die Quantifizierung der Proteinmengen ergab folgendes Ergebnis: Zwischen 8 und 24 h p.Tr.
stieg die Menge an L um das 20- bis 30-fache an. Bis 72 h p.Tr. war eine weitere, aber
deutlich geringere Zunahme messbar (Faktor 2,5). Ab diesem Zeitpunkt sank das Level

wieder leicht ab (Faktor 2 gegeniiber dem Maximum). Zum einen ist dies mit der begrenzten
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Uberlebensdauer primirer Hepatozyten in der Zellkultur zu erkldren. Zum anderen lisst die
Replikationsdefizienz der Adenoviren eine zeitlich limitierte Genexpression erwarten.

Um in den nachfolgenden Experimenten die Rolle der L-Expression auf eine DHBV-Infektion
bzw. -Superinfektion zu untersuchen, wurden PDHs 2 Tage vor einer Infektion unter den hier
etablierten Bedingungen transduziert. Zum Zeitpunkt der Uberinfektion mit DHBV sollte so

ein optimales Expressionslevel des Transgens gewihrleistet sein.

2.2 Quantitative Studie zum Einfluss von L auf die Infektionseffizienz von DHBV

Bevor die Superinfizierbarkeit der einzelnen L-exprimierenden Hepatozyte untersucht wurde
(Abschnitt 2.3), galt es die Auswirkungen von L auf die absolute Suszeptibilitdt von PDHs fiir
eine DHBV-Infektion zu ermitteln. Mit der transgenen L-Expression wurde folglich eine
produktive DHBV-Infektion von PDHs simuliert. Im néchsten Schritt wurden diese Zellen
mit DHBV-haltigem Serum {iiberinfiziert und die resultierende Infektionseffizienz analysiert.
Eine Untersuchung in Form einer Titrationsanalyse sollte dabei quantitativ den
Zusammenhang zwischen der Anzahl L-exprimierender Zellen und der Infizierbarkeit einer
entsprechenden Zellkultur aufzeigen. Durch Auszéhlung GFP-positiver Hepatozyten wurden
die Transduktionseffizienzen ermittelt, die Quantifizierung DHBV Core-positiver Zellen liefl
Riickschluss auf die entsprechende Infektionseftizienz zu.

Es ist zu beachten, dass Doppelinfektionen mit den rekombinanten Adenoviren und DHBV
(GFP- und gleichzeitig Core-positive Zellen) in dieser Auswertung noch nicht berticksichtigt

wurden.

2.2.1 Versuchsaufbau und Quantifizierung der Infektionskontrollen

PDHs wurden anlehnend an 2.1.2 und wie in Abbildung 2-5 schematisch prisentiert, mit
unterschiedlichen Mengen rekombinanter Adenoviren ([C] < [B] < [A]) transduziert und 2
Tage spiter mit DHBV-haltigem Serum in ansteigender Konzentration ([1] < [2] < [3])
iberinfiziert. Der DHBV-Titer wird im Folgenden in Genoméquivalenten pro Zelle (genome
equivalents, GE/Zelle) angegeben. Um in zukiinftigen Untersuchungen einen mdglichen
Einfluss der adenoviralen Transduktion per se bzw. der Expression des Reporterproteins GFP
auf eine DHBV-Infektion ausschlielen zu konnen, wurden Ad-GFP-transduzierte PDHs
mitgefiihrt. Die gewdhlten MOIs fiir Ad-GFP lagen im Versuch deutlich hoher als die von
Ad-DuL (Abbildung 2-5 B), ein GFP-vermittelter und dabei potentiell negativer Effekt sollte
so sicher feststellbar sein. Als Infektionskontrollen dienten untransduzierte aber infizierte

Hepatozyten. Da Ad-GFP und Ad-Dul auf 2 separate Zellkulturplatten titriert wurden,
30



Ergebnisse

wurden die Infektionskontrollen auf beiden Platten mitgefiihrt. Ein Vergleich der
Infektionsraten sollte Auskunft zur Schwankungsbreite in der Qualitit der Zellen, welche aus
einer Leber pripariert aber auf unterschiedlichen Kulturschalen ausgesit wurden, geben. Die
via [FA detektierten Infektionsereignisse in den Kontrollen wurden ausgezihlt, exemplarische
Bilder sind in Abbildung 2-6 A und B (jeweils linke Reihe), die Graphiken zur statistischen
Auswertung der Kontrollen sind in Abbildung 2-7 prisentiert, die Daten befinden sich im
Anhang (5.1) der Arbeit.
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Abbildung 2-5 Titrationsanalyse zur Abhiingigkeit der Infizierbarkeit von PDHs von der Quantitit L-
bzw. GFP- exprimierender Zellen.

(A) Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. PDHs wurden auf 12-well Platten mit je 3 unterschiedlichen
Konzentrationen Adenoviren (Ad-GFP oder Ad-DuL) inkubiert ([C] < [B] < [A]). 2 Tage spéter wurden die
transduzierten PDHs mit verschiedenen Mengen DHBYV ([1] < [2] < [3]) iiberinfiziert. 8 Tage p.Tr. bzw. 6 Tage
nach DHBV-Infektion (p.Inf.) wurden die Zellen einer IFA unterzogen. (B) (Oben) Schematische Préisentation
der in Abhidngigkeit voneinander eingesetzten Virusmengen. (Unten) Tabellarische Auflistung der genauen
MOIs (griin) bzw. Genomaquivalente pro Zelle (GE/Zelle) (rot). [A] stellt mit einer MOI von 1625 (Ad-GFP)
bzw. 250 (Ad-DuL) die hochste Adenovirus-Konzentration. Konzentration DHBV: [1]= 5, [2]= 25 und [3]= 125
GE/Zelle. Fiir jeden Ansatz wurden 3-10 mikroskopische Bilder quantitativ ausgewertet, entsprechend einer

durchschnittlichen Gesamtzellzahl von 960 Zellen pro Ansatz (bzw. 165 Zellen pro Bild).
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Abbildung 2-6 Die Expression von L, nicht aber die des Reporterproteins oder die adenovirale
Transduktion, limitiert signifikant die Infizierbarkeit von PDHs.

Fluoresenzmikroskopische Untersuchung von Ad-GFP- (A) bzw. Ad-Dul- (B) transduzierten und
iberinfizierten PDHs. Fiir den Versuchsaufbau siehe Abbildung 2-5. DHBV-infizierte Zellen (MOI 5, 25 und
125) wurden mit einem o-DHBV-Core Primérantikdrper und einem Alexa-konjugierten Zweitantikorper
detektiert (rot). Bilder in der ersten Spalte reprisentieren die Infektionskontrollen (DHBV-infizierte,
untransduzierte Zellen). Die Detektion von GFP erfolgte parallel durch Fluoreszenzanalyse (griin), exemplarisch
sind fiir alle Adenovirus-Konzentrationen ([C]-[A]) GFP-Fluoreszenzbilder dargestellt (VergrofBerung: 100-

fach). Als Zahlen in Késtchen sind die mittleren Infektions- (rot) bzw. Transduktionseffizienzen (griin)

angegeben.
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Abbildung 2-7 Die Suszeptibilitit von PDHs einer Zellcharge weist keine signifikanten Schwankungen
auf.

Graphisch présentiert sind die Infektionseffizienzen von 2 unabhingigen Kontrollansétzen (untransduziert,
DHBV-infiziert) in Abhéngigkeit von der DHBV-Konzentration im Inokulum. Die dazu gehdrende IFA ist in
Abbildung 2-6 gezeigt. PDHs wurden mit 5, 25 bzw. 125 DHBV GE/Zelle infiziert, Core-positive Zellen wurden
durch Auszdhlen ermittelt. Fiir jeden Ansatz (z.B. 5 GE/Zelle) wurden 3-5 mikroskopische Bilder quantitativ
ausgewertet, was einer durchschnittlichen Gesamtzellzahl von 750 Zellen pro Ansatz entspricht. Die Auswertung
resultiert jeweils aus Einzelansédtzen (1x12-well), die Zellen (Kontrolle 1 bzw. 2) waren aus einer Charge,
befanden sich aber auf unterschiedlichen Kulturschalen. (Links) Gemeinsame lineare Regression der
Infektionskontrollen. Da beim Vergleich der beiden einzelnen Regressionen keine signifikante Abweichung in
der Steigung (P=0,12) ausgewiesen wurde, ist das Abhéngigkeitsverhéltnis von Infektionseffizienz und Titer
besser in Form einer gemeinsamen Regressionsgerade, anstelle von 2 separaten Geraden, zu beschreiben.
(Rechts) Nicht-lineare Regression zu den Verldufen. Auch hier wies die Analyse eine gemeinsame Regression

als préferiertes Modell aus.
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Die statistische Analyse zu den Infektionskontrollen (Abbildung 2-7), welche aus der
Auszihlung DHBV-infizierter Zellen auf beiden Schalen resultierte (Abbildung 2-6 A und B,
w/o Adeno), wies eindeutig aus, dass sich beide Datensitze (Kontrolle 1 und Kontrolle 2)
nicht signifikant unterschieden und eine gemeinsame Regression zur Beschreibung des
Infektionsverlaufs an dieser Stelle legitim und sinnvoll war (statistische Auswertung unter
5.1.1). Die erkennbare aber geringe Variation in der Zunahme infizierter Zellen mit stetig
ansteigenden Mengen DHBV im Inokulum (siehe ermittelte Infektionseffizienzen in
Abbildung 2-6) stellte folglich keine signifikante Abweichung von der Linearitidt dar. Im
Mittel waren nach einer Infektion mit 5 GE/Zelle 1,3 % der Zellen infiziert, mit 25 GE/Zelle
waren es 3,3 %. 10,3 % der Hepatozyten waren nach einer Inokulation mit 125 GE/Zelle
positiv fiir eine DHBV-Infektion. Die Beschreibung der Daten mit einer nicht-linearen
Regression (Abbildung 2-7, rechte Graphik) zeigt, dass sich die Infizierbarkeit der Zellen mit

zunehmender Menge DHBV im Inokulum an einen Bereich der Séttigung annihert.

Aus den Ergebnissen ldsst sich schlussfolgern, dass die Suszeptibilitidt von PDHs einer Charge
gegeniiber einer DHBV-Infektion systembedingt zwar kleineren, aber keinen signifikanten
Schwankungen unterliegt. Dies wiederum machte im nédchsten Schritt den Bezug der
Infektionsraten Ad-GFP- bzw. Ad-Dul-transduzierter Zellkulturen zur jeweiligen

Kontrollinfektion zuléssig.

2.2.2 Infizierbarkeit von Ad-GFP-transduzierten Zellkulturen

Mit ansteigendem Titer Ad-GFP (Abbildung 2-6 A, Bilder obere Reihe, [C]— [B]—[ [A])
ergab die Detektion und Quantifizierung GFP-exprimierender PDHs eine nahezu lineare
Zunahme GFP-positiver Zellen ([C]—[B] = Faktor 2 und [B]—[A] = Faktor 1,55). Die Rate
DHBV-infizierter PDHs dieser transduzierten Zellkulturen (Abbildung 2-6 A, Bilder Reihen

2-4) fiel mit ansteigendem Adenovirustiter auf den ersten Blick tendenziell geringer aus, als
die der entsprechenden untransduzierten Kontrollen (Abbildung 2-6, Bilder linke Reihe). Bei
ndherer Betrachtung zeigte sich jedoch, dass die Infektionsraten bei mittlerer bzw. hochster
DHBV-Konzentration (25 bzw. 125 GE/Zelle) und gleichzeitig niedrigster Transduktionsrate
([C] = 20%) im direkten Vergleich am stirksten von den Kontrollen abwichen
(Kontrolless ge/zelie = 4 %, [Clas Grrzee = 2,4 % — Faktor 1,7; Kontrolle 125 gp/zene = 9,5 %,
[C] 125 GE/Zelle = 6,5 % — Faktor 1,5). Bei der im Versuch hochsten Transduktionseffizienz
([A] = 62 %) waren die Abweichungen geringer (Kontrolless ge/zene = 4 %, [Al2s Ge/zelle =

3,4 % — Faktor 0,85 bzw. Kontrolle s ge/zeie= 9,5 %, [A]125 GE/Zelle = 8,3 % — Faktor 0,9).
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Die graphische Auswertung und Regressionsanalyse dieser Quantifizierung belegt dazu
eindeutig, dass die Infizierbarkeit Ad-GFP-transduzierter Zellkulturen mit DHBV nicht von
der Suszeptibilitit untransduzierter Zellen abweicht (Ergebnisse zur Statistik sind tabellarisch
unter 5.1.2 im Anhang der Arbeit prasentiert). Die graphische Darstellung zur resultierenden
Infektionseffizienz in Abhéngigkeit von der relativen Transduktionsrate ist in Abbildung 2-8
(Ad-GFP, Analyse 1) gezeigt und weist Folgendes aus: In allen 3 Titrationsreihen (Titer
Adenoviren) steigt die Rate DHBV-infizierter Zellen systematisch mit dem verwendeten
DHBV-Titer an. Fiir keine der Reihen war ein konzentrationsabhéngiger Einfluss der
Transduktionsrate auf die Infizierbarkeit der Zellkulturen bei gegebenem DHBV-Titer
festzustellen. Dabei weichen die Titrationsreihen weder signifikant von einer Linearitét ab,
noch zeigt sich eine signifikante Abweichung von der Steigung m = 0. Die Unterschiede in
den jeweiligen y-Verschiebungen der 3 Titrationsreihen (Infektionseffizienz DHBV) erwiesen
sich hingegen als extrem signifikant. Die Reihen lassen sich jeweils mit einer gemeinsamen

Regression beschreiben.

Zusammengefasst legen diese Ergebnisse dar, dass Ad-GFP keinen Einfluss auf die
Suszeptibilitdit von PDHs fiir eine nachfolgende Infektion der Zellen mit DHBV hat. Die
Untersuchung wurde analog auf Zellen aus einer anderen Leberzellpréparation wiederholt und
das Resultat (Abbildung 2-8, Ad-GFP, Analyse 2) unterstreicht eindriicklich die statistische
Relevanz der Daten und demonstriert die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Die zu allen
Versuchen mit Ad-Ly; (und spiter mit Ad-L,) jeweils parallel durchgefiihrte Transduktion

der Zellen mit Ad-GFP, stellt diesen Ergebnissen zufolge eine geeignete Kontrolle dar.
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Abbildung 2-8 Die L-Expression beeintrichtigt konzentrationsabhéingig eine nachfolgende Infektion.

(Ad-GFP Diagramme) Analyse 1: Graphische Auswertung der Ergebnisse aus Abbildung 2-6 A. Die genaue
Versuchsdurchfithrung und virale Titer sind in Abbildung 2-5 gezeigt. Analyse 2: Ergebnis einer analog
durchgefiihrten Analyse an Hepatozyten aus einer anderen Leberzellpriparation, eingesetzte Ad-GFP-MOlIs: [C]
= 250, [B] = 750 und [A] = 2250. Resultate beider Studien resultieren aus Einzelansédtzen (1x12-well pro
Parameterduo). Fiir Analyse 2 wurden jeweils 1100 Zellen ausgezéhlt. (Ad-DuL Diagramme) Analysen und
Quantifizierungen erfolgten parallel und analog zur Ad-GFP-Studie. Analyse 1: Graphische Auswertung der
IFA-basierten Auszidhlung aus Abbildung 2-6 (B). Eingesetzte Ad-DuL-MOlIs in Analyse 2: [C] =75, [B] =225
und [A] = 675. Graphisch ist die jeweilige DHBV-Infektionseffizienz in Abhingigkeit zur relativen
Transduktionseffizienz aufgetragen. Alle Reihen lieBen sich jeweils durch eine gemeinsame Regression

beschreiben.

2.2.3 Infizierbarkeit von Ad-Dul -transduzierten Zellkulturen

Die Auswirkung der Expression von L auf eine nachfolgende Infektion mit DHBV wurde
quantitativ und analog zu der GFP-Kontrollstudie (siehe vorangehender Abschnitt)
untersucht. Bilder der Fluoreszenzmikroskopischen Analyse sind in Abbildung 2-6 B, die
graphische Darstellung der entsprechenden statistischen Auswertung (siche 5.1.2) ist in
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Abbildung 2-8 (Ad-DuL, Anlayse 1) prasentiert. Auch hier ergab die Quantifizierung, dass
mit ansteigendem Adenovirus-Titer (Abbildung 2-6 B, GFP-Fluoreszenz, Bilder obere Reihe)
eine nahezu lineare Zunahme GFP-positiver Zellen ([C]—[B] = Faktor 2,4 und [B]—[A] =
Faktor 1,5) resultierte. Mit der hochsten Virus-Konzentration im Inokulum ([A]) wurde eine
Transduktionseffizienz von 40 % erreicht.

Die Auswirkung der heterologen L-Expression auf die Infizierbarkeit von PDHs (Abbildung
2-6 B, Bilder in Reihe 2-4) war bereits durch eine deutliche Abnahme positiver
Infektionsereignisse im Mikroskop augenfillig und korrelierte dabei invers mit der Anzahl L-
exprimierender Zellen. Eine steigende Anzahl transduzierter PDHs ([C]—[B]—[A]) lieB bei
gleicher Menge DHBYV im Inokulum eine stete Abnahme der Suszeptibilitit der Zellkulturen
fiir eine nachfolgende Infektion mit DHBV erkennen: Eine Transduktionsrate von 11 % ([C])
lieB die Effizienz nach Infektion mit 125 DHBV GE/Zelle im Vergleich zur Kontrollinfektion
bereits um den Faktor 2,5 d.h. um 60 % sinken (Kontrolle s ge/zetie = 11,1 %, [Cli25 GE/Zelle =
4,5 %). Ein weiterer Anstieg lie3 die Rate DHBV-positiver Hepatozyten stetig weiter sinken
(Kontrolless eizee = 2,7 %, [Bl2s geizele = 1,5 %, [Al2s grizetle = 0,7 % ). Exprimierten 40 %
der Zellen in Kultur L ([A]), ging die Infektionseffizienz insgesamt um bis zu 70 % zuriick
(Faktor 3,4) (Kontrolle s ge/zelie = 11,1 %, [A]125 GE/zelle = 3,3 %).

Die statistische Auswertung der Ergebnisse (Abbildung 2-8, Ad-DuL, Analyse 1) bestétigte
das Beobachtete, wobei der Unterschied zu der Ad-GFP Kontrollanalyse hierbei eindeutig
zutage tritt. Besonders die Ergebnisse mit hochstem DHBV-Titer (125 GE/Zelle) spiegeln
eindriicklich die negative Korrelation der Infektionseffizienz und der Zahl L-exprimierender
Hepatozyten wider. Die Statistik wies fiir alle 3 DHBV-Konzentrationen eine Limitierung der
Hepadnavirusinfektion aus, welche signifikant von der Menge L-exprimierender Zellen
abhingig war (siche 5.1.2). Am Resultat der analog durchgefiihrten zweiten Studie
(Abbildung 2-8, Ad-DuL Analyse 2) war noch eindrucksvoller die kontinuierliche Abnahme
detektierbarer Infektionsereignisse mit ansteigender Menge L-exprimierender Zellen zu
erkennen. Auch ist dieses Phinomen in der wiederholten Analyse schon bei geringeren
Mengen DHBYV im Inokulum deutlich zu beobachten.

Die Suszeptibilitit von Ad-DuL-transduzierten Zellkulturen stellt sich diesen Resultaten
zufolge, als ein eindeutig von der Ad-DuLl-Konzentration abhéngiges, aber von der DHBV-
Menge im Inokulum unabhéngiges Phdnomen dar. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde
im ndchsten Schritt iiberpriift, ob ein ebenso eindeutiger Zusammenhang zwischen der

Infizierbarkeit Transgen-exprimierender PDHs und der Superinfizierbarkeit der einzelnen L-
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exprimierenden Hepatozyte nachzuweisen ist und, falls ja, ob diese Beziehung quantitativ

messbar ist.

2.3  Quantifizierung des Einflusses der L-Expression auf eine Superinfektion

Die unter 2.2 nachgewiesene negative Auswirkung der L-Proteinexpression auf eine
nachfolgende DHBV-Infektion wurde in diesem Abschnitt der Arbeit unter dem
Gesichtspunkt der Superinfizierbarkeit L-exprimierender Zellen ndher untersucht. Zunéichst
galt es eine Quantifizierungsmethode auszuarbeiten, die eine valide Messung der
Superinfektionsresistenz (SIR) einer bereits infizierten (in diesem Fall transduzierten) Zelle
ermdglichte. Neben der Korrelation von Transduktions- und Infektionsrate kam somit an
dieser Stelle die Superinfizierbarkeit der Zellen als dritter Parameter hinzu. Inwiefern die
Kinetik der L-Expression mit dem Zeitpunkt einer einsetzenden SIR korreliert wurde

ebenfalls untersucht.

2.3.1 Etablierung einer Methode zur  Quantifizierung des  L-vermittelten

Infektionsausschluss

Fiir die sachkundige Beurteilung einer mdglichen Korrelation von Infektions-, Transduktions-
und Superinfektionsereignissen wurde der in Abbildung 2-9 dargestellte Versuchsaufbau
ausgearbeitet und eine Methode zur quantitativen Auswertung der Messdaten etabliert.
Analog zu den Analysen aus 2.2 wurden PDHs transduziert und iiberinfiziert und die Raten
von adenoviraler Transduktion und DHBV-Infektion ermittelt.

Nach Erhebung dieser Parameter erfolgte durch Ubereinanderlegen der mikroskopischen
Bilder aus rotem und griinem Kanal eine Zahlung der Zellen, die sowohl eindeutig positiv fiir
die Expression des DHBV Core-Proteins als auch positiv fiir das Transgen (L und/oder GFP)
identifiziert werden konnten. Nachfolgend wird diesbeziiglich von doppelt- bzw.
superinfizierten Zellen gesprochen. In der Regel wurden pro Versuchsansatz 10-20
mikroskopische Bilder fiir jedes Transgen ausgewertet. Die ermittelte Gesamtzellzahl lag
dabei zwischen 100-300 Hepatozyten pro Bild. Abbildung 2-10 gibt einen Uberblick iiber die

ermittelten Parameter und Kalkulationen.
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(1) Transduktion von PDHs (2) Infektion transduzierter PDHs (3) Quantitative
mit rekombinanten Adenoviren mit DHBV Immunfluoreszenz-Analyse

(I) Transduktionseffizienz
(II) Infektionseffizienz

& |2no7C % | 3n37°C (1l

— SlA-Faktor

T
> e

primare Hepatozyten (PDHs) transduzierte PDHs transduzierte und infizierte PDHs
Zeit nach Transduktion: TAGO0 TAG 2 TAG 8
Zeit nach Infektion: TAG O TAG 6

Abbildung 2-9 Versuchsaufbau zur quantitativen Analyse der Superinfizierbarkeit L-exprimierender
PDHs.

PDHs wurden mit rekombinanten Adenoviren transduziert (Tag 0). 2 Tage p.Tr. erfolgte die Infektion mit
DHBYV (Tag 2 (bzw. Tag 0)). Die Inkubationszeiten mit den entsprechenden Viren sind aufgezeigt. 6 Tage p.Inf.
wurden die Zellen einer quantitativen IFA unterzogen, wobei die aufgefithrten Parameter I-111 kalkuliert wurden.
Durch Korrelation der ermittelten Parameter wurde der als Superinfektions-Akzeptanz-Faktor (= SIA-Faktor)

definierte Faktor ermittelt (siche Text und Abbildung 2-10).

Nach den einzelnen Quantifizierungen wurden (i) die Rate der erwarteten und (ii) die Rate der
tatsidchlich detektierbaren doppelt positiven Zellen berechnet. Bei Ermittlung der erwarteten
Rate doppelt infizierter Hepatozyten ging man von der Annahme aus, dass, falls seitens der
Expression des Transgens (GFP bzw. L) kein Einfluss (negativ oder positiv) auf die
Superinfizierbarkeit einer Zelle ausgeht, eine transduzierte Zelle mit derselben
Wabhrscheinlichkeit mit DHBYV infiziert werden kann wie eine untransduzierte Zelle.

Wenn die absolute Infektionsrate einer Hepatozytenkultur beispielsweise 0,05 betrigt
(entspricht 5% der Zellen), miissten die Infektionsraten der einzelnen Subpopulationen
(transduzierte bzw. untransduzierte Zellen) in Kultur folglich ebenfalls 0,05 betragen.

Durch die Korrelation der jeweils korrespondierenden Raten wurde dann der Superinfektions-
Akzeptanz-Faktor (=SIA-Faktor) definiert. Ein Faktor von 1 wiirde per Definition eine Rate
tatsichlich superinfizierter Zellen widerspiegeln, die sich zu 100 % mit der erwarteten Rate
superinfizierter Zellen deckt. Jeder kalkulierte SIA-Faktor Ad-DuL-exprimierender PDHs
wurde final auf die entsprechende GFP-Kontrolle (Ad-GFP transduzierte und mit DHBV
iiberinfizierte PDHs), die dabei 1 gesetzt wurde, normalisiert. Daraus resultierte der
sogenannte SIA-Faktor norm. Per Definition spiegelt ein SIA-Faktor yorm von 1 eine
maximale Akzeptanz von Zellen fiir eine weitere Infektion, ein Faktor von 0 keine Akzeptanz

bzw. eine
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maximale Resistenz der Zellen gegeniiber einer SI wider. Der SIA-Faktor von Transgen (L, S,
oder L) -exprimierenden Zellen erlaubte es, die transduzierten und iiberinfizierten Zellen
mit einem definierten SIA-Phénotyp zu beschreiben und ermdglichte damit einen

quantitativen Vergleich der Phanotypen.

) (1 (1 (Iv)
Gesamtzellzahl Adeno-Transduktion DHBV-Infektion Superinfektion

dapi core

(1) Rate adenovirale Transduktion = Anzahl transduzierte Zellen (gfp) / Gesamtzellzahl (dapi)
(2) Rate DHBV-Infektion = Anzahl core-positive Zellen (rot) / Gesamtzellzahl (dapi)

(3) Rate Superinfektion (SI) = Anzahl superinfizierte Zellen (gelb) / Gesamtzellzahl (dapi)

(4) Rate erwartete superinfizierte Zellen = Rate Transduktion x Rate Infektion

Rate tatsédchlich superinfizierte Zellen

SIA-FaktorAd X =
: Rate erwartete superinfizierte Zellen

SIA-Faktor
- _ Ad-X
SIA-Faktor, x Norm= ——A9X

SlA-Faktor , \ ~rrr

= 1 => maximale Akzeptanz einer DHBV-SI

= 0 = keine Akzeptanz einer DHBV-SI

Abbildung 2-10 Etablierung einer Methode zur Quantifizierung DHBV-superinfizierter PDHs.

Die transduzierten und infizierten Zellen wurden nach den unter 4.5 beschriebenen Angaben fiir eine IFA
prépariert. In jedem Ansatz wurden die Parameter I-IV ermittelt. Doppelt infizierte Hepatozyten (IV) wurden
durch Ubereinanderlegen (= merge) der mikroskopischen Bilder aus II und III identifiziert und quantifiziert (3).
Exemplarisch sind in den mikroskopischen Aufnahmen superinfizierte Zellen mit weillen Kreuzen (+) markiert.
Durch Korrelation der Raten tatséchlich superinfizierter Zellen (3) und erwartet superinfizierter Zellen (4) wurde
der Superinfektions-Akzeptanz-Faktor (= SIA-Faktor) fiir transduzierte (allgemein: Ad-X) PDHs ermittelt (5).
SIA-Faktor aq.x norm beschreibt den auf die jeweilige Kontrolle (Ad-GFP-transduzierte und mit DHBYV infizierte
PDHs) normalisierten SIA-Faktor.
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2.3.2 Quantitative Analyse der Akzeptanz L-exprimierender Hepatozyten fir eine

Superinfektion

Nach Etablierung der Methode zur quantitativen Erfassung und Normalisierung der
Superinfizierbarkeit L-exprimierender PDHs wurden 4 Vergleichsanalysen an Hepatozyten
aus 3 unabhingigen Leberzellpriparationen durchgefiihrt. PDHs wurden mit jeweils analogen
Mengen an Adenoviren (Ad-GFP bzw. Ad-Dul) transduziert, das Protokoll dazu folgte der
Darstellung aus Abbildung 2-9. Nach 6 Tagen wurden die fixierten Zellen einer quantitativen
IFA nach dem im letzten Absatz beschriebenen Protokoll (Abschnitt 2.3.1 bzw. Abbildung
2-10) unterzogen. Abbildung 2-11 zeigt die Resultate an Ad-GFP-transduzierten, Abbildung
2-12 die Ergebnisse an Ad-DuL-transduzierten Hepatozyten.

Wie schon in den vorangehenden Auswertungen geschehen, in dieser mikroskopischen
Analyse aber schon darstellbar, konnten sowohl Core- als auch GFP-positive Zellen eindeutig
identifiziert werden. Wie von Mabit et al.'”® beschrieben, akkumuliert das Kapsid-Protein
neben seiner typischen zytoplasmatischen Lokalisation in sogenannten Kern-Korperchen
(= nuclear core bodies). Diese lokale Konzentration ist schon wihrend der Etablierung einer
DHBV-Infektion zu beobachten, wenn erst geringe Mengen des Proteins vorliegen. Ebenso
hat GFP die Eigenschaft im Kern einer transduzierten Zelle deutlich und selbst bei nur
geringer Gesamtkonzentration detektierbar zu sein. Beide Phanomene sind z.B. in den Bildern

in Reihe 1 und 2, Abbildung 2-11 deutlich zu erkennen.

Zunichst die Ergebnisse der Kontrolle betrachtend, resultierte die Transduktion mit Ad-GFP
in einer mittleren Effizienz von 43 % (Abbildung 2-11, Transduktionsraten: 0,37-0,48). Die
DHBYV-Infektionseffizienz schwankte zwischen 4,3 und 12,3 % (Infektionsraten: 0,04-0,12)
und lag somit im Mittel bei 9 % der Gesamtzellzahl. Wie nach den Ergebnissen aus 2.2 zu
erwarten, korrelierten die Raten GFP-exprimierender Zellen und die Anzahl DHBV-infizierter
Zellen nicht, d.h. eine geringere Anzahl an Ad-GFP-transduzierten Zellen hatte keine
gesteigerte Infektionseffizienz zur Folge, ebenso wenig war dies umgekehrt der Fall
(Vergleich der Parameter II und III).

Die Auszéhlung doppelt infizierter PDHs erfolgte im Anschluss und brachte folgendes
Resultat: Die mittlere Rate superinfizierter Hepatozyten lag gerundet bei 0,06 (Parameter IV:
0,041-0,07), d.h. 6 % aller Zellen bzw. mindestens jede 17 Zelle war doppelt infiziert worden.
Rein rechnerisch (0,043 x 0,09) wire mit einer durchschnittlichen Rate von 0,04 (Rate

erwartete SI: 0,02-0,058) erwartungsgeméil sogar nur jede 25. Zelle doppelt infiziert.
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Nummer PDH-Prap Gesamt- zahl pro Anzahl Core- Anzahl GFP- Anzahl doppel-
(Nr.) zellzahl Bild (1) positive Zellen positive Zellen  infizierte Zellen
(1) la 577 144 18 55 9
(2) 1b 1111 85 10 40 5
(3) 2 970 243 18 90 13
(4) 3 456 228 10 106 10
Nummer  PDH-Prap Rate Adeno- Rate DHBV- Rate erwartete Rate Stabw SIA- Stabw SIA,..-| Stabw
(Nr.) Transduktion Infektion Superinfektion ~ Superinfektion  (S]) Faktor |(SIA-Faktor)| Faktor | (SIA,..)
(I [{1)) (ShH(Iv) ’
(1) la 0,39 0,12 0,05 0,06 0,02 1,31 0,70 1 0,54
(2) 1b 0.48 0.12 0.06 0.07 0.03 1,20 0.36 1 0.30
(3) 2 0,37 0,08 0,03 0,05 0,04 1,77 0,32 1 0,18
(4) 3 0,47 0,04 0,02 0,04 0,01 2,07 0,002 1 0,001

Abbildung 2-11 Ad-GFP-transduzierte PDHs zeigen eine maximale Akzeptanz fiir eine Superinfektion.

PDHs wurden in 4 analog durchgefiihrten Experimenten (1-4) mit Ad-GFP-transduziert (MOI = 500) und mit
DHBYV (25 GE/Zelle) iiberinfiziert (siche Versuchsablauf in Abbildung 2-9). 6 Tage p.Inf. wurden die Zellen
fixiert und der quantitativen IFA unterzogen. Exemplarische Bilder der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung
sowie eine tabellarische Zusammenfassung aller Ergebnisse an Zellen aus 3 verschiedenen PDH-Priparationen
(1(a, b), 2, 3) sind présentiert. 1a und 1b stellen Zellen einer Prédparation, ausplattiert auf 2 verschiedenen
Zellkulturplatten dar. Fiir die Zellen der Priaparationen 1 und 2 wurden Adenoviren derselben, bei den Zellen aus
Praparation 3 Viren einer anderen Charge verwendet. Jeweils 2-13 separate Aufnahmen (Vergréferung: 200-

fach) wurden ausgezihlt, die jeweils ausgewertete Gesamtzellzahl ist angegeben. Weile Kreuze (+) markieren
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gleichzeitig transduzierte und infizierte Zellen, weile Sternchen () DHBV-Core-positive aber GFP-negative

PDHs. Alle Werte stellen gemittelte Werte dar. Zahlen in den Bildern zeigen die Raten zu Transduktion (II),
Infektion (IIT) bzw. Superinfektion (IV) an.

Den Kalkulationen aus Abbildung 2-10 folgend, ergab eine Korrelation von tatsdchlicher und
erwarteter Menge superinfizierter Zellen einen SIA-Faktor von mindestens 1,2. Der in den
Studien maximal erreichte SIA-Faktor iibertraf die Erwartungen, bei gleichzeitig sehr geringer
Streubreite, sogar um das Doppelte (Faktor 2,065 = SD 0,002). Setzt man die Anzahl von
transduzierten Zellen (40-106 Zellen von insgesamt 175 Zellen) mit der Anzahl von doppelt
infizierten PDHs (5-13 Zellen von insgesamt 175 Zellen) ins Verhéltnis, zeigt sich, dass 13 %
der transduzierten Zellen auch mit DHBV infiziert worden waren. Damit lag der Wert sogar
leicht hoher als die mittlere Infektionseffizienz von 9 %. Die Bilder der mikroskopischen
Analyse in der Abbildung unterstreichen diese Ergebnisse eindriicklich.

Zusammengefasst ergab sich fiir die 4 analog durchgefiihrten Experimente ein einheitliches
Bild, ndmlich das, das sich eine DHBV-Infektion ohne negative Beeintrachtigung in GFP-
exprimierenden Hepatozyten etablieren kann, und zwar unabhdngig von der Charge der

Hepatozyten oder der Adenoviren.

Die parallel und analog durchgefiihrten Experimente an Ad-DuL-transduzierten PDHs
(Abbildung 2-12) ergaben im direkten Vergleich ein vollig kontrires Bild. Bei einer mittleren
Transduktionseffizienz von 31 % (Parameter II: 0,25-0,34) zeigten sich im Mittel zum einen
nur 2,9 % (2,4-3,7 %) der Hepatozyten DHBV-infiziert. Zum anderen wurden gerundet
durchschnittlich nur 0,3 % der zuvor transduzierten, und somit L-exprimierenden Zellen,
nachfolgend produktiv mit DHBV infiziert (Anzahl doppelt infizierter Zellen: 0-0,33; Anzahl
GFP-positive Zellen: 39-113). Dies entspricht wiederum nur einem Zehntel der mittleren
Infektionseffizienz von fast 3 % entsprach.

Anhand der Anzahl aller ausgewerteten Zellen (220, mittlere Zellzahl: 157-329) und der
durchschnittlichen Rate tatséchlich superinfizierter PDHs von 0,001 (Parameter IV: 0-0,001)
lasst sich dieses Ergebnis an konkreten Zellzahlen noch anders verdeutlichen: nur 0,02 von
220 Zellen wurden doppelt infiziert. Hochgerechnet entspricht dies etwa 1 superinfizierten
Zelle pro 10000 Zellen bzw. 0,01 % der Gesamtzellzahl. Erwartungsgemifl miissten
allerdings, wiirde von der Transgenexpression kein negativer Einfluss ausgehen, nach der
berechneten Rate von 0,01 (Rate erwartete SI: 0,007-0,012) mindestens 0,2 Zellen pro 220
Zellen bzw. 1 Zelle pro 1000 doppelt infiziert sein. Das Ergebnis unterschreitet die
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Erwartungen somit etwa um den Faktor 10. Die Berechnungen unterstreichen den deutlichen
Gegensatz zu den Resultaten der Kontrollanalyse.

In den 4 Studien lag der mittlere SIA-Faktoraq.pur bei 0,13, maximal ergab sich ein Wert von
0,28. Die Akzeptanz Ad-DuL-exprimierender PDHs fiir eine SI zeigte sich damit um
mindestens zwei Drittel (PDH-Prdap 2, SIA-Faktor 0,28) gegeniiber der maximal zu
erreichenden  Akzeptanz ~ (SIA-Faktor = 1) gesenkt. Die teilweise hohen
Standardabweichungen (z.B. 0,627) beruhen auf der geringen Gesamtzahl superinfizierter
Zellen. In den Experimenten zu den PDH-Prédparationen 1b, 2 und 3 wurde bei 162-328
Zellen jeweils nur eine einzige doppelt positive Zelle detektiert. Die
fluoreszenzmikroskopischen Bilder in Abbildung 2-12 verdeutlichen die Beobachtungen.

Die Normalisierung der SIA-Faktoren auf die entsprechenden GFP-Kontrollen ergaben SIA-
Faktorenad.pur, Norm zwischen 0,0 und maximal 0,15. Diese Werte spiegeln wider, dass die
Akzeptanz Ad-DuL transduzierter PDHs gegentiber einer weiteren DHBV-Infektion korrigiert
um mindestens 85 % reduziert war. Die Ergebnisse dieser umfangreichen Vergleichsanalyse
zeigen auf quantitative Art und Weise, dass die L-Expression alleine signifikant die DHBV-SI

der Zellen limitiert.

Es lésst sich festhalten, dass es die etablierte Quantifizierungsmethode erlaubte, die einzelnen
Transgen-exprimierenden Zellkulturen differenziert in ihrer Kompetenz zu bewerten eine SI
zuzulassen. Das in Bezug setzen der Raten von tatsdchlich und erwartet superinfizierten
Zellen machte es an dieser Stelle mdglich, die wenigen Ereignisse von Superinfektion vor
dem hohen Hintergrund infizierter aber untransduzierter Zellen herauszufiltern und

signifikante Effekte sichtbar zu machen.
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Mittlere
Nummer  PDH-Prap Gesamt- Zellzahl Anzahl Core- Anzahl GFP- Anzahl doppel-
(Nr.) zellzahl pro Bild (1) positive Zellen positive Zellen infizierte Zellen
(1) la 1100 157 5 39 0,00
(2) 1b 976 163 6 50 0,17
(3) 2 1167 233 6 72 0,20
(4) 3 986 329 8 113 0,33
N PDH-Prap Rate Adeno- Rate DHBV- Rate erwartete Rate Stabw SIA- Stabw SIA,,.- Stabw
ummer (Nr.) Transduktion Infektion Superinfektion  Superinfektion (Shy Faktor | (SIA-Faktor)| Faktor (SI1Am)
(n (1 (SH(Iv)

(1) la 0.25 0.03 0,007 0,000 0,000 0.00 0.00 0,00 0.00
(2) 1b 0,32 0,04 0,012 0,001 0,003 0,08 0,19 0,06 0,15
(3) 2 0,32 0,03 0,009 0,001 0,002 0.28 0.63 0,15 0.34
(4) 3 0,34 0.02 0.008 0,001 0.002 0.15 0.25 0,07 0.12

Abbildung 2-12 Die Expression von L resultiert in einem Verlust der Akzeptanz der Zellen fiir eine
Superinfektion.

Dargestellt sind die Ergebnisse der parallel und analog zu Abbildung 2-11 durchgefiihrten Analysen an Ad-DulL-
transduzierten Hepatozyten. 3-7 separate Bilder (VergroBerung: 200-fach) aus je einer 12-well Schale wurden
der Quantifizierung unterzogen, die Ergebnisse sind tabellarisch zusammengefasst. Die Werte zu den Parametern
und die SIA-Faktoren sind gemittelte Werte. Fiir die Mengen und Chargen der Virusstocks gilt das gleiche wie
fir die Ad-GFP-Analyse. SIA-Faktor nom reflektiert das auf die jeweils korrespondierende Ad-GFP-Kontrolle
genormte Ergebnis (siehe SIA-Faktor Abbildung 2-11). Zahlen in den Bildern zeigen die ermittelten Raten zu
Transduktion (II), Infektion (IIT) und Superinfektion (IV).
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2.3.3  Untersuchung zur zeitlichen Korrelation von L-Expression und

Infektionsausschluss

Mit dem folgenden Experiment wurden kinetische Aspekte der L-Proteinexpression und des
Ausschlusses einer SI untersucht. Analog zu 2.1.2 wurden PDHs mit Ad-DuL transduziert,
um dann 8, 24, 48 bzw. 72 Stunden spiter mit DHBV-haltigem Serum {iberinfiziert zu
werden. 6 Tage spiter wurden Transduktions- und Infektionsraten bestimmt und die SIA-
Faktoren kalkuliert, Abbildung 2-13 A gibt einen Uberblick iiber den Versuchsaufbau und die
durchgefiihrten Quantifizierungen. Um die L-Expression zum jeweiligen Zeitpunkt der
Infektion zu bestimmen wurden transduzierte aber nicht-infizierte PDHs lysiert und einer
Immunoblot-Analyse unterzogen.

In dieser Untersuchung konnte die Expression von L im Western Blot (Abbildung 2-13 C)
erstmals 24 h p.Tr. eindeutig nachgewiesen werden. Von diesem Zeitpunkt an stieg die
Proteinmenge, analog zu dem in Abbildung 2-4 gezeigten Resultat, stetig bis zum Zeitpunkt
72 h p.Tr. an. Die korrespondierende SIA-Analyse (Abbildung 2-13 B, Diagramm) ergab
einen zur Proteinkinetik zeitlich korrelierenden und dabei stetig sinkenden SIA-Faktor: Schon
8 h p.Tr. konnte bereits nur noch ein SIA-Faktoragpuy._ Norm Von 0,318 ermittelt werden,
1,1 % der L-exprimierenden Zellen waren doppelt infiziert (Infektionsrate alle Zellen = 3%)).
Nur 16 Stunden spidter war der Faktor bereits auf 0,046 gesunken, nur noch 0,2 %
(Infektionsrate alle Zellen = 2 %) der transduzierten PDHs waren superinfiziert. Ab dem
Zeitpunkt 48 h p.Tr. war keine superinfizierte Hepatozyte mehr detektierbar. Die
Infektionsrate (bezogen auf die Gesamtzellzahl) wurde dabei von der Rate superinfizierter
Zellen zu allen Zeitpunkten um mindestens den Faktor 10 unterschritten. Dies demonstriert
wie deutlich der jeweilige SIA-Faktor unter den Erwartungen lag. Fiir die mitgefiihrten GFP-
Kontrollen ergaben sich SIA-Faktoren zwischen 1,43 und 2,38, wobei zu den Zeitpunkten 8,
24, 48 bzw. 72 h p.Tr. 8 %, 11 %, 3,5 % bzw. 7 % der transduzierten Zellen superinfiziert
waren. Die Infektionsraten der Transgen-exprimierenden PDHs lagen dabei zu allen

Zeitpunkten iiber der allgemeinen Infektionseffizienz (Daten hier nicht gezeigt).

Die Kinetik demonstriert, dass die SIR zeitlich wie auch funktionell mit der Expression von L
korreliert. Das Resultat dieser Untersuchung ldsst die Schlussfolgerung zu, dass der
Ausschluss einer DHBV-SI iiber einen Mechanismus erfolgen muss, der unmittelbar nach
Beginn der L-Expression greift. Ein Wirkungsmechanismus, der {iber eine
Signaltransduktionskaskade oder andere eher mittelbare Aktionen funktioniert, macht dieses

Resultat unwahrscheinlich. Zwar ist die Wahrscheinlichkeit einer Doppelinfektion zu einem
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sehr frithen Zeitpunkt (8 h) noch nicht vollstindig ausgeschlossen, allerdings ist die

Akzeptanz im Vergleich zu einer Hepatozyte, die kein L exprimiert, bereits drastisch und

zwar um etwa 70 % reduziert.
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Abbildung 2-13 Die L-Protein vermittelte SIR wird schon friih nach der Genexpression etabliert.

(A) Schema zum Versuchsablauf. PDHs wurden mit Ad-DuL transduziert, die Effizienz lag im Mittel bei
33 %. Zu den aufgezeigten Zeitpunkten (rote Pfeile) wurden die Zellen mit DHBV (25 GE/Zelle) iiberinfiziert.
(B) Graphische Prisentation zur SIA-basierten IFA. 6 Tage p.Inf. wurden insgesamt zwischen 1352 und 1837
Zellen pro Zeitwert ausgezihlt. Zahlen in den Balken stellen die exakten und normierten SIA-Faktoren (SIA-
Faktor aq-pur, Norm) dar. Zu den Zeitpunkten 48 und 72 h p.Tr. konnten keine doppelt infizierten Zellen detektiert
werden. (C) Western Blot Analyse. Parallel zur Infektion wurde die L-Expression analysiert. Die Detektion

erfolgte mit einem a-pre-S Antikorper.

47



Ergebnisse

2.4 Analyse des Einflusses von L auf die initiale Interaktion von DHBV mit seiner

Wirtszelle

Die Eingrenzung der Stelle auf oder in der Zelle, an der das superinfizierende Virus blockiert
wird, konnte bereits Eigenschaften des zugrunde liegenden SIR-Mechanismus offenbaren.
Das Resultat aus 2.3.3 hatte demonstriert, dass die Neubildung des groB3en Hiillproteins nicht
nur funktionell sondern auch zeitlich exakt mit der SIR korreliert. Denkbar wére, dass
neugebildetes L bereits sehr frithe Schritte im Replikationszyklus in ihrem Ablauf stort, wie
die Bindung des Virus an die Zelle, die Internalisierung der Partikel oder den eigentlichen
Viruseintritt, d.h. den Fusionsprozess an zelluliren Membranen einschlieBlich der Freisetzung
und dem Kerntransport des Kapsids. L konnte die Funktionalitit eines noch unbekannten
Kofaktors hemmen oder aber die sowieso geringe Anzahl an duCPD-Molekiilen auf der
Zelloberfliche weiter minimieren und so die Zellassoziation bzw. die Internalisierung von
Partikeln blockieren.

In diesem Abschnitt der Arbeit wurde untersucht, wie sich die Expression von L auf die
initiale Interaktion von DHBV mit seiner Wirtszelle, d.h. auf die Zellbindung und Aufnahme
auswirkt. Die Messung zellassoziierter Viren bzw. Virusgenome sollte mittels real-time PCR
erfolgen. Bevor die Assoziation von Viren an L-exprimierende PDHs quantitativ analysiert
werden konnte, musste die PCR-Methodik fiir das DHBV-System im Labor etabliert werden.

Die Zellbindung von DHBV wurde zuerst in einer Kompetitionsstudie néher charakterisiert.

2.4.1 Etablierung einer real-time PCR-Methode zur Quantifizierung der viralen

Zellassoziation

Bedingt durch eine hohe lokale Konzentration der Viren in der Leber ist die Zellbindung von
DHBYV in vivo schnell und effizient'*. Demgegeniiber steht die Situation in vitro, bei der nur
ein geringer Prozentsatz der DHBV-Partikel aus dem Inokulum an PDHs assoziiert'””. Die
Detektion zellgebundener Viruspartikel in der Zellkultur verlangt folglich extrem sensitive
Messmethoden. Bisher angewandte Techniken, die nicht auf die Quantifizierung einzelner
zellassoziierter Viruspartikel abzielten, sind zum Beispiel der Nachweis radioaktiv markierter
Partikel oder auch die Detektion DNA-haltiger Viruspartikel durch Hybridisierungsverfahren
wie Southern Blotting. Neben einem hohen Zeitaufwand sind solche Techniken nicht in der
Lage weniger als 10°-10° DHBV-Genome pro ml Serum zu detektieren, zusitzlich ist der

99,4

lineare Messbereich sehr eingeschriankt”". Unter der Voraussetzung, dass nur 1-10 % der

Partikel aus dem Inokulum binden und die Infektion mit DHBV-haltigem Serum (Titer:
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2,5x10° GE/ml) und in einem moglichst kleinen Volumen (10 pl (5 pl) Serum in einem
Gesamtansatz von 500 pl (250 ul) pro 12-well Zellkulturschale 4 1x10° Zellen (4 5x10° Zellen
pro 24-well Zellkulturschale)) erfolgen sollte, wire die Nachweisgrenze bereits erreicht
gewesen.

Um eine sensitive und zugleich quantitative Messmethode in Hinden zu halten, die eine
spezifische Detektion DNA-haltiger Viruspartikeln erlaubt, wurde eine quantitative Echtzeit-
bzw. real-time PCR (qRT-PCR) etabliert. Das hier angewendete TagMan® qRT-PCR-
Verfahren beruht zum einen auf dem sequenzspezifischen Binden einer Fluoreszenzfarbstoft-
markierten TagMan®-Sonde an virale DNA in der Ausgangsprobe. Verschiedene Sonden
kamen zum Einsatz und wurden dabei so konzipiert, dass sie je nach Probenmaterial entweder
im Polymerase- oder im S-Gen hybridisierten (siche Abschnitt 4.3.3.2 und Tabelle 4-2 im
Methodenteil). Eine Kombination aus der 5°-Exo-Nuklease-Aktivitit der Polymerase und
FRET (= Fluoresence Resonance Energy Transfer) ermoglicht zum anderen die Detektion
und Quantifizierung der DNA. Um zellassoziierte Partikel nachzuweisen wurden PDHs
standardmidBig fir 3 h mit DHBV-haltigem Serum inokuliert, dann wurde die DNA der
Ansitze isoliert und in die qRT-PCR eingesetzt. Es zeigte sich, dass die Nachweisgrenze der
Methodik bei hochstens 5x10* detektierbaren Genomiquivalenten pro Ansatz lag (entspricht
4x10* GE/ml) mit einem linearen Messbereich iiber mindestens 5 Log-Stufen (10°-10® GE pro
Ansatz). Exemplarisch ist die lineare Regression zum Standard einer PCR-Analyse im

Methodenteil dieser Arbeit unter Absatz 4.3.3.2 gezeigt.

In einem ersten Schritt sollte die Spezifitit der detektierten Zellassoziation in einer
Hemmstudie verifiziert werden. Die Virusbindung an PDHs wurde zu diesem Zweck durch

Suramin, einem polysulfonierten Harnstoffderivat, gehemmt'*®'®>!%>,

Die Hepatozyten
wurden dabei zeitgleich mit Virus und ansteigenden Konzentrationen Suramin inkubiert. Um
in der PCR-Analyse zwischen Bindung und Aufnahme viraler Partikel diskriminieren zu
konnen, erfolgte die dreistiindige Inokulation bei 4 bzw. 37°C. Bei niedriger
Umgebungstemperatur (4 °C) konnte von einer ausbleibenden Aufnahme viraler Partikel in
die Zellen ausgegangen werden, da zelluldre Prozesse wie Endozytose oder das Zirkulieren
des Rezeptors duCPD zum Erliegen kommen. Noch nicht zellgebundene Partikel wurden
nach Beendigung der Inkubationsphase durch intensives Waschen mit entsprechend
temperiertem Puffer entfernt, wodurch ein Verfilschen der Messung durch restliche

Viruspartikel aus dem Inokulum verhindert und die Infektionsansitze zugleich synchronisiert

wurden.
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Unkompetierte Anséitze (w/0) dienten als Kontrolle sowie als Bezugsquelle fiir die absolute
Quantifizierung der viralen Genomédquivalente. Nach dreistiindiger Inokulation bei 37 °C
waren im unkompetierten Kontrollansatz (Abbildung 2-14 A, w/o Kompetition) rund 15 %
(1,9x10° GE/Schale, Absolutwerte hier nicht gezeigt) der DNA-haltigen Partikel aus dem
Inokulum (1,25x10" GE/Schale, entsprechen 25 GE/Zelle) an Zellen gebunden bzw.
aufgenommen. Bei 5x10° PDHs pro Schale entspricht dies etwa 4 Genomen pro Hepatozyte.
Bei niedrigerer Inkubationstemperatur (4 °C) fiel die Zellbindung nur noch halb so hoch aus
(9,2x10° GE/Schale), pro Zelle assoziierten 2 Viren. Im korrespondierenden Infektionsansatz
zeigte sich nach 4 Tagen die Anzahl der initial zellassoziierten Genome um den Faktor 2,5
amplifiziert (4,8x10° GE/Schale), ein Zeichen fiir stattgefundene Replikation. Die hierzu iiber
IFA ermittelte Infektionseffizienz lag bei 4 % (Abbildung 2-14 C, w/0), was einer Zellzahl
von 20.000 infizierten Hepatozyten entsprach. Jedes 1.000. Virus aus dem Inokulum war

demnach in der Lage gewesen, eine Infektion zu setzen.

Der Einfluss von Suramin auf die virale Zellbindung wurde bereits anhand der Absolutwerte
aus der PCR-Messung sichtbar (Abbildung 2-14 A). Die inhibitorische Wirkung des
Harnstoffderivats zeichnete sich hierbei in konzentrationsabhidngiger Art und Weise ab. Fiir
eine vergleichende graphische Prasentation der Ergebnisse wurde der einzelne Messwert auf
die jeweils unkompetierte Kontroll-Bindung bzw. -Infektion normalisiert (Abbildung 2-14 B).
Anhand dieser Darstellung ldsst sich erkennen, dass ein Anstieg in der Suramin-
Konzentration in allen Féllen eine systematische Abnahme der viralen Zellassoziation zur
Folge hatte. Dieser Effekt war ab einer Konzentration von 10 ug/ml zu beobachten, eine
geringere Menge liel weder einen messbaren negativen Einfluss auf die virale Zellbindung
und Aufnahme, noch auf die Infektiositdt erkennen (Abbildung 2-14 A, links). Bei einer
Umgebungstemperatur von 4 °C reduzierte die hdochste Suramin-Konzentration die
Virusbindung um 80 % (19,5 % der unkompetierten Kontrolle) bzw. um den Faktor 5 (w/o
Kompetition = 9,2x10° GE/Schale, 400 pg/ml = 1,8x10° GE/Schale). Bei 37 °C konnten
Bindung und Aufnahme von Partikeln auf residuale 26 % bzw. um den Faktor 4 gesenkt
werden (w/o Kompetition = 1,9x10° GE/Schale, 400 pg/ml = 5x10° GE/Schale). Diese
maximale Hemmung durch Suramin war bereits ab einer Konzentration von 80 pg (37 °C)
bzw. 120 pg (4 °C) Suramin pro ml messbar und erreichte dann in beiden Féllen ein Plateau
bei etwa 20 % (Abbildung 2-14 B, links). Eine signifikant stirkere Inhibition war auch in
Wiederholungsversuchen nicht moglich. Demzufolge ist etwa ein Fiinftel der initialen

Zellbindung von DHBYV nicht mit Suramin inhibierbar.
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Betrachtet man die Folgen der Suraminbehandlung fiir die Infektion zeigt sich, dass bereits
40 pg/ml Suramin die Infektionseffizienz um mehr als die Hilfte, auf 42 % (2x10° GE/Schale)
der unkompetierten Kontrollinfektion (4,8x10° GE/Schale = 100 %), senkten. 80 pg/ml lieBen
nur noch eine mittlere residuale Effizienz von 11 % (5,4x10° GE/Schale) zu. Ab 200 pg/ml
sank die Infektionseffizienz unter 1 % der Kontrolle. Die Resultate der IFA-basierten
Quantifizierung (Abbildung 2-14 C) bestétigten die Ergebnisse aus der qRT-PCR. Bei einer
Konzentration von 200 pg/ml waren noch einige wenige, bei hoheren Konzentrationen waren

keine infizierten Zellen mehr nachweisbar.

Ein direkter Vergleich der Anzahl zellassoziierter GE nach Infektion und der Zahl gebundener
GE nach 3 h (Abbildung 2-14 A) offenbart einen interessanten Aspekt: Bis zu einer Suramin-
Konzentration von 120 pg/ml wird die Anzahl der initial zellassoziierten Genome deutlich
von der Anzahl der Genome in produktiv infizierten Zellen (4 Tage p.Inf.) liberschritten. Ab
einer Konzentration von 120 pg/ml aber ist keine Netto-Amplifikation viraler GE mehr
messbar, d.h. die Anzahl intrazellulirer Genome unterschreitet nach viertdgiger

Infektionsdauer jeweils die Anzahl der initial zellgebundenen Genome.

Im Rahmen einer Regressionsanalyse wurden die Suramin-Konzentrationen bestimmt, bei der
unter den verschiedenen Voraussetzungen, die halbmaximale Inhibition der viralen
Zellassoziation erreicht worden war (Daten nicht gezeigt). Dies erlaubte einen direkten
Vergleich des inhibitorischen Potentials, welches Suramin auf die 1) reine Zellbindung, ii)
Zellbindung und Aufnahme und iii) die Infektion hat. Die fiir die initiale Virus/Zell-
Interaktion kalkulierte ICsg lag bei 27,97 (3 h, 4 °C) bzw. bei 24,85 (3 h, 37 °C), gemittelt bei
26,4 pg/ml Suramin. Demnach wirkt das Harnstoffderivat bei gleicher Konzentration in
beiden Ansétzen, d.h. unter Bedingungen, die nur die reine Zellbindung oder zusitzlich eine
Aufnahme von Viren zulassen, in gleicher Weise inhibitorisch. Anhand der graphischen
Darstellungen in Abbildung 2-14 B scheint der Unterschied in der inhibitorischen Wirkung
von Suramin auf Bindung und Aufnahme (Abbildung 2-14 B, links) im Vergleich zur
Infektion (Abbildung 2-14 B, rechts) zunichst offensichtlich. In der Regressionsanalyse
allerdings wird fiir die mittlere inhibitorische Konzentration in der Infektionsstudie eine ICs
von 32,8 ng/ml ausgewiesen. Demzufolge wird in allen 3 Ansédtzen (Bindung vs.
Bindung/Aufnahme vs. Infektion) die halbmaximale Inhibition bei ganz &hnlichen
Konzentrationen des Harnstoffderivats erreicht. Dies wiederum weist darauf hin, dass

Suramin primér einen sehr frithen Schritt im Infektionszyklus zu adressieren scheint, wodurch
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Abbildung 2-14 Quantitative Analyse zur hemmenden Wirkung von Suramin auf die Zellbindung und

Infektion von DHBYV.

PDHs wurden in Gegenwart steigender Suraminkonzentrationen [0-400 pg/ml] mit 25 GE/Zelle bei 4 bzw. 37 °C
inokuliert. Fiir die qRT-PCR wurden Doppelansitze, fiir die IFA Einfachansitze infiziert. Infizierte, aber nicht
mit Suramin behandelte Zellen dienten als Kontrolle (w/o Kompetition). Fiir die genaue Versuchsdurchfithrung
siche 4.2.1.4. (A) Graphische Darstellung der Absolutwerte der qRT-PCR-Messung zellassoziierter GE nach 3 h
bei 37°C (graue Balken) sowie an Tag 4 p.Inf. (schwarze Balken). Fehlerbalken prisentieren
Standardabweichungen aus je 2 unabhéngigen Infektionen. (B) Graphische Darstellung der PCR-Resultate aus

(A). Der jeweilige Anteil zur unkompetierten Zellassoziation ist in Prozent gegen die Suramin-Konzentration
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aufgetragen. Die Fehlerbalken prisentieren jeweils den oberen und den unteren Messwert. Die in der
Regressionsanalyse ausgewiesenen Werte fiir die mittleren inhibitorischen Suramin-Konzentrationen (ICs,) sind
angegeben. Fiir Bindung (4 °C) und Bindung/Aufnahme (37 °C) wurde eine gemeinsame ICs, ermittelt, da sich
beide Analysen nicht signifikant voneinander unterschieden. (C) IFA von infizierten, Core-positiven Zellen. Die
Suramin-Konzentrationen sind in weilen Kéistchen (ng/ml) angegeben, Infektionseffizienzen im Verhéltnis zur
unkompetitierten Kontrolle sind in % aufgezeigt. Bei Suramin-Konzentrationen zwischen 240 und 400 pg/ml

wurden keine infizierten Zellen detektiert.

der weitere Verlauf der Infektion blockiert wird.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieses Teils der Arbeit, dass sich mittels der etablierten qRT-
PCR-Methode die initiale Interaktion von DHBV mit seiner Wirtszelle sehr sensitiv und
zugleich  quantitativ. messen ldsst. Die Quantifizierung zellassoziierter viraler
Genomiquivalente ergab, dass unter den gewihlten Bedingungen alle Absolutwerte im
linearen Bereich der Messmethode lagen. Der quantitative Nachweis der inhibitorischen
Wirkung von Suramin konnte dabei die Sperzifitit der Analyse unterstreichen. Das
Harnstoffderivat stellte somit eine geeignete Kontrolle dar, um im Weiteren den moglichen
Einfluss der L-Expression auf die Zellbindung von DHBV zu untersuchen (Absatz 2.4.3).

Zuvor diente die Methode noch einer kinetischen Analyse zur Wirkung von Suramin.

2.4.2 Kompetitionsstudie zur Wirkungsweise von Suramin

Um Aufschluss dariiber zu erhalten, zu welchem Zeitpunkt der Infektion Suramin hemmend
auf das Virus wirkt, wurde eine Kinetikstudie durchgefiihrt. Die Resultate und eine Ubersicht
zum Versuchsablauf sind in Abbildung 2-15 gezeigt. PDHs wurden mit Suramin vorbehandelt
oder zu verschiedenen Intervallen nach der Inokulation mit dem Harnstoffderivat inkubiert.
Wihrend der Infektion war Suramin nicht zugegen, alternativ wurde es zugesetzt. Wie das
Resultat zeigt, konnte Suramin seine maximale Wirkung nur entfalten, wenn es wéhrend der
Inokulation priasent war (Abbildung 2-15 B). Unter diesen Umstdnden war noch eine
Restinfektion von 9 % (b1l) der unkompetierten Infektion (b = 100 %) messbar. Die Hohe der
residualen Infektionseffizienz in Ansatz bl entsprach dabei der nach Abbildung 2-14 B
(rechte Graphik) zu erwartenden Hemmwirkung. Eine Prdinkubation der Zellen, ohne dass
das Harnstoffderivat im Anschluss wihrend der Infektion zugegen war, erwies sich im
Gegensatz dazu als wirkungslos (al = 109 %). Eine Kombination aus Prdinkubation der
Zellen und Gegenwart von Suramin wéhrend der Inokulation resultierte wiederum in einer

maximalen Hemmung (a2 = 6 %).
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Um eine mdgliche spdtere Wirkung von Suramin im Infektionszyklus zu adressieren, wurden
bereits infizierte Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten p.Inf. mit Suramin behandelt. Wurde
Suramin direkt nach Beendigung der Inokulation zugesetzt (cl), konnte die
Infektionseffizienz noch um 65 % gesenkt werden. Folglich konnten noch zwei Drittel der
Infektionsereignisse durch die nachtrigliche Gabe von Suramin direkt nach Beendigung der
Inokulation verhindert werden. Je ldnger das Ende der Inokulation zuriick lag, desto weniger
effektiv. war die Inhibition, wobei diese graduell abnahm. 4,5h nach Beendigung der
Inokulation war keinerlet Hemmung mehr moglich (c4-c6).

Um die Wirkung von Suramin auf zellassoziierte aber noch nicht aufgenommene
Viruspartikel ausklammern zu konnen, wurden die Viruspartikel in einer zweiten
Untersuchung nach Beendigung der Inokulation inaktiviert und entfernt (Abbildung 2-15 C).
Infizierte Zellen wurden zu diesem Zweck direkt nach der Inokulation mit einem Glycin/HCI-
Puffer (pH 2.2) gewaschen. Durch die Sdurebehandlung werden noch nicht internalisierte
Partikel inaktiviert'”’. Hierbei zeigten sich noch 80 % der bereits assoziierten Partikel sensitiv
gegeniiber der pH-Senkung (b = 9x10° GE, b* = 1,8x10° GE). Unter diesen Bedingungen
hatte selbst eine Suramingabe direkt nach Beendigung der Inokulation keinen hemmenden
Einfluss mehr (c1*= 110 %). Im Vergleich zur ersten Kinetik war, trotz einer Suramin-
Konzentration von 200 pg/ml, keine hemmende Wirkung mehr auf bereits infizierte aber
Glycin-behandelte Zellen nachweisbar.

Die Ergebnisse dieser Kinetik offenbaren, dass Suramin kurzfristig noch bereits
zellassoziierte Viren daran hindern kann, eine produktive Infektion zu setzen. Bereits

aufgenommene Viren sind der hemmenden Wirkung nicht mehr ausgesetzt.
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Abbildung 2-15 Untersuchung zur Kinetik der inhibitorischen Wirkung von Suramin auf die DHBV-

Infektion.
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(A) Ubersichtsschema zum zeitlichen Ablauf der Kinetikstudie. PDHs wurden mit DHBV-haltigem Serum (3 h,
37 °C, 50 GE/Zelle) in Anwesenheit von Suramin (120 pg/ml) inkubiert (Ansatz bl). Im Ansatz a2 wurden die
Zellen zusétzlich mit Suramin (3 h) vorbehandelt. Alternativ wurden die Hepatozyten vor (al) oder nach
(Ansitze c1-6) der Infektion mit Suramin behandelt, wahrend der Inokulation war das Harnstoffderivat nicht
zugegen. Die unkompetierte Infektion (b) diente als Kontrolle und spéter als Referenz in der Auswertung. Die
DNA infizierter Ansdtze wurden mittels qRT-PCR quantifiziert (B). Zahlen in den Balken sind Prozentwerte des
Anteils zellassoziierter GE bezogen auf die unkompetierte Kontrolle (100 %). (C) Analog durchgefiihrte Studie,
die Suramin-Konzentration lag hier bei 200 ug/ml. Die Zellen, die mit einem Sternchen (*) markiert sind,
wurden nach Beendigung der Inokulation mit Glycin-Puffer (pH 2.2) gewaschen. Als Referenz fiir c1*-c3*diente
b*. Die firr die Ansitze b* und bl* angegebenen Prozentwerte beziehen sich jeweils entsprechend auf die

Ansitze b und bl in (C).

2.4.3 Quantifizierung des Einflusses der L-Expression auf die Zellassoziation von DHBV

Ob sich die Expression des grofen Hiillproteins in Hepatozyten bereits negativ auf die
Assoziation von DHBV an seine Wirtzelle auswirkt, wurde im nédchsten Schritt mit der
etablierten qPCR-Methode untersucht. Die hier eingesetzte Sonde wurde so designt, dass sie
innerhalb des Gens fiir die virale Polymerase assoziierte, in einer Sequenz 3’-gelegen zum
Core-Gen und 5 zu pre-S. In Anbetracht des einzubringenden L-Gens iiber die
rekombinanten Adenoviren war es von essentieller Bedeutung, dass die Erkennungssequenz
der Sonde auBlerhalb der Sequenz fiir das grofe Hiillprotein lag. Abbildung 2-16 gibt die
graphische Auswertung der Messdaten wieder. Im kompetierten Kontrollansatz (+ Suramin)
zeigte sich die virale Zellassoziation wie zu erwarten (siche 2.4.1) deutlich reduziert. In dieser
Analyse waren sogar nur noch 12,5 % residuale Bindung messbar, die resultierende Infektion
war nahezu vollstandig inhibiert (1,5 % der unkompetierten Kontrolle).

Im Gegensatz dazu beeinflusste die L-Expression der Zellen die virale Zellbindung nicht
negativ. Die Viren assoziierten ebenso an L-exprimierende, wie an untransduzierte Zellen.
Der detektierte leichte Anstieg (Faktor 1,4: 100 % - 138 %) ldsst sich mit der allgemeinen
Schwankung innerhalb einer Messung erkldren. Wie erwartet zeigte sich die Infizierbarkeit L-
exprimierender PDHs im korrespondierenden Infektionsansatz aber deutlich, némlich

mindestens um 83 % bzw. den Faktor 5,8 (100 % = 17,3 %), reduziert.

Diesen Resultaten zufolge wirkt sich die Anwesenheit von L nicht negativ auf die initiale
Interaktion von Virus und Wirtszelle (d.h. Bindung und Aufnahme) aus. Der Einfluss den L
nachweislich auf die Infizierbarkeit von PDHs hat, ldsst sich demnach nicht mit einer L-

vermittelten blockierten bzw. gehemmten Zellbindung erkléren.

56



Ergebnisse

160 -
I 3h, 37°C
© :
S 140 - Infektion, Tag 6
g
(=]
X
5120 A {
=
sg
£ 34 100 A
‘N E
o2
% % 80 o
O
£
N o
Be g 60 1
(7]
g
E 404
[=
3
s
> 201 T
: H - z IS
= = o .':
0 =
Transduktion (Ad-DuL) - - - - + +
Kompetition (Suramin) = = + + . '

Abbildung 2-16 Die Expression von DHBV-L hat keinen negativen Einfluss auf die Assoziation von DHBV
an PDHs.

PDHs wurden mit Ad-DuL transduziert und 2 Tage spédter mit DHBV-haltigem Serum (25 GE/Zelle) inokuliert
(3h, 37°C). Untransduzierte Zellen dienten als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurde bei
untransduzierten PDHs die Zellassoziation mit Suramin (200 pug/ml) inhibiert. Die DNA aller Anséitze wurde
mittels qRT-PCR quantifiziert. Das Ergebnis ist graphisch als prozentuale Zellassoziation der unkompetierten
und der untransduzierten Kontrolle (jeweils = 100 %) prasentiert. Zahlen in den Balken entsprechen den exakten

Werten in %. Die Transduktionseffizienz lag bei 35 %, der resultierende SIA-Faktor ag.pu._norm betrug 0,028.
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2.5 Analyse potentieller SIR-Determinanten im L-Protein

In den vorangehenden Abschnitten wurde der L-Protein-vermittelte Infektionsausschluss
gezeigt und quantitativ bewertet. Die Daten schliefen an dieser Stelle bereits eine blockierte
Zellbindung als zugrunde liegende Ursache aus. Neben der noch offenen Frage zum genauen
Zeitpunkt des Infektionsausschlusses ist auch noch nicht geklirt, wie L seine Wirkung auf
molekularer Ebene ausiibt. Im folgenden Teil der Arbeit wurde daher {iberpriift, ob einer der
beiden Subdoméinen (pre-S bzw. S), einer bereits beschriebenen Determinante in pre-S (z.B.
gp180-Binderegion) oder einzelnen Sequenzabschnitten in L, die SIR-Kompetenz zu
vermitteln zugeordnet werden kann. Der Ansatz erfolgte mittels reverser Genetik, wobei in
einer umfangreichen Mutationsanalyse Ad-Dul-Mutanten kloniert wurden, um dann
Transgen-exprimierende PDHs einer SIA-Analyse zu unterziehen. Anhand der erhobenen
Daten konnte die SIR-Fihigkeit der einzelnen L,,-Proteine quantifiziert werden. Details zur
Klonierung und Generierung der rekombinanten Adenoviren befinden sich in Abschnitt 4.2.4
im Methodenteil dieser Arbeit.

In der ersten Versuchsreihe (2.5.1) wurde der Beitrag von DHBV S, d.h. nur des
hydrophoben, membranverankernden Teils des L-Proteins, zum SIR-Mechanismus
untersucht. Die Experimente zur Rolle von pre-S bzw. distinkter Determinanten in der
hydrophilen Domine von L erfolgten im Anschluss, die entsprechenden Resultate sind in

Abschnitt 2.5.2 prisentiert.

2.5.1 Analyse des Einflusses von DHBV S auf den Superinfektionsausschluss

Nach Herstellung rekombinanter Adenoviren, die nur fiir die S-Domine von L kodierten (Ad-
DuS) wurde im ersten Schritt eine Expressionsanalyse in Hepatozyten durchgefiihrt.
Anschlieend wurde, analog zu den unter 2.3 préisentierten SIA-Studien, die Akzeptanz Ad-
DuS-exprimierender PDHs fiir eine SI quantifiziert.

Abbildung 2-17 fasst alle Resultate zusammen.In der Immunoblot Analyse erscheint DuS wie
erwartet bei einer Grofle von 17 kDa (

Abbildung 2-17 B). Die Proteinanalyse der parallel mit Ad-DuL transduzierten PDHs zeigt
deutlich die Koexpression von L und S. Eine DHBV-unabhingige Proteinbande mit einer
GroBle von etwa 30 kDa wurde wiederholt in beiden Proben bei Verwendung dieses
Antikorpers detektiert. Dieselbe Beobachtung wurde mit Zelllysaten Ad-GFP-transduzierter
bzw. untransduzierter PDHs gemacht (Daten nicht gezeigt) und ist daher als DHBV-

unspezifisch zu bewerten.
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Abbildung 2-17 DHBYV S-exprimierende PDHs tolerieren eine nachfolgende Uberinfektion mit DHBV.
(A) Schematische Darstellung der S-Domédne von LDHBsAg, N-terminal geht pre-S voraus. Das adenovirale
Konstrukt Ad-DuS kodiert nur fiir die hydrophobe S-Doméne. (B) Western Blot Analyse Ad-DuS-tranduzierter

PDHs. Hepatozyten wurden 2 Tage p.Tr. lysiert und einer Immunoblot-Analyse unterzogen. Die Detektion
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erfolgte mit einem monoklonalen a-DuS Erstantikorper. (C) und (D) Quantitative SIA-Analyse. Hepatozyten
wurden transduziert und dann wie unter 2.3 beschrieben behandelt. Die DHBV-Infektion erfolgte mit 25
GE/Zelle. (C) Fluoreszenzbilder der IFA (VergroBerung: 200-fach). WeiBle Kreuzchen (+) markieren doppelt
infizierte PDHs, weifle Sternchen (*) nur mit DHBYV infizierte Zellen. Die jeweilig ausgezéhlte Gesamtzellzahl,
Transduktions- und Infektionsraten sind neben den SIA-Faktoren tabellarisch aufgefiihrt. Die Ergebnisse sind
gemittelte Werte aus Studien an PDHs aus 2 unabhéngigen Leberpréparationen. (D) Graphische Prisentation der
Ergebnisse der quantitativen IFA. Zahlen unter den Balken stellen die exakt kalkulierten SIA-Faktoren dar.

In Abbildung 2-17 C und D sind tabellarisch und graphisch die Ergebnisse der IFA-basierten
SIA-Analysen an PDHs aus 2 unabhidngigen Hepatozyten-Priparationen gezeigt. Ad-Dul-
sowie  Ad-GFP-transduzierte ~PDHs wurden als Kontrollen mitgefiihrt. Die
Transduktionseffizienz fiel bei allen 3 Adenovirus-Typen dhnlich aus und lag zwischen 30
und 37 %. Bei einer Transduktionsrate von 0,37 wurden in Ad-GFP-transduzierten Kulturen
13 % der Zellen infiziert. Wahrend die Infektionseffizienz in Ad-Dul-transduzierten
Zellkulturen nur 3 % betrug, lag sie in Ad-DuS-transduzierten PDHs ebenfalls bei 13 %
(Infektionsrate = 0,13). Die nach 2.3 ermittelten Parameter ins Verhiltnis gesetzt, ergab sich
fiir Ad-DuS-transduzierte und iiberinfizierte PDHs ein SIA-Faktoradpuys Norm von 0,89,
gegeniiber einem Wert von 0,06 fiir L-exprimierende Zellen. Die entsprechenden SIA-
Faktoren lagen bei 1,35 bzw. 0,09. Der entsprechende Quotient fiir die Ad-GFP-Kontrolle lag
im Mittel bei 1,51. DuL- und DuS-exprimierende Hepatozyten divergierten somit um den
Faktor 15 in ihrer Akzeptanz eine nachfolgende DHBV-Infektion zuzulassen. Ad-DuS-
transduzierte Zellen wichen von der Kontrolle nur minimal (Faktor 1,12) aber nicht

signifikant ab.

Zusammengefasst lassen diese Resultate den Schluss zu, dass die alleinige Expression des
kleinen Hillproteins nicht ausreicht DHBV daran zu hindern eine produktive Infektion in
einer mutmallich bereits infizierten Zelle zu setzen. Der Verlust der pre-S-Doméne fiihrt
demnach dazu, dass L nicht mehr in der Lage ist, in Zellen eine SIR zu vermitteln. Einen

synergistischen Effekt von S schliefen die Daten allerdings nicht aus.

2.5.2 Mutationsanalyse zur Identifizierung von SIR-Determinanten in pre-S

Das Ergebnis aus Abschnitt 2.5.1 bestitigt indirekt eine entscheidende Rolle des pre-S Teils
im L-vermittelten Infektionsausschluss. Um dies im Detail zu untersuchen, wurden
verschiedene L-Mutanten generiert. Durch den Austausch einzelner Reste in pre-S wurden

zum einen bereits beschriebene Determinanten wie die N-terminale Myristoylierung, die
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Phosphorylierungsstelle oder auch eine mogliche Protease-Schnittstelle, mutiert. Zusétzlich
wurden Deletionsmutanten hergestellt. Hierfiir wurden sukzessive Deletionen von 8-12
Aminosduren iiber den gesamten pre-S Bereich eingefiihrt, die neben dem N-Terminus,
Abschnitte der Rezeptor-Binderegion sowie den Bereich, der fiir die Bildung umhiillter
Partikel verantwortlich ist, adressierten. Eine lokale Eingrenzung involvierter Determinanten
sollte so ermdglicht werden. Abbildung 2-18 gibt einen Uberblick iiber die Art und den
Umfang aller eingefiihrten Mutationen. Alle Mutationen wurden in den adenoviralen Kontext
tiberfiihrt, um analog zur Ad-DuS-Analyse (2.5.1) die Akzeptanz der Zellen gegeniiber einer

SI zu quantifizieren.
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Abbildung 2-18 Schematischer Uberblick iiber die eingefiihrten Mutationen in pre-S.
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(Kasten) Schema der pre-S Domédne vom DHBV L-Protein anlehnend an Abbildung 1-7. (Rechts) 161 aa-lange
Primdrsequenz von pre-S. Die Methionine fiir pre-S und S sind hervorgehoben. (Unten) Schematische
Darstellung der generierten Konstrukte. Sternchen markieren aa-Positionen, die in der Mutationsanalyse
adressiert wurden. Aufgezeigt sind die einzelnen aa-Austausche bzw. Deletionen von 8-12 Resten. Farblich
unterschieden sind die Regionen N-Terminus (hellgriin), duCPD-Bindestelle (hellblau) sowie der Bereich, der
die Bildung umbhiillter Partikel reguliert (dunkelgriin).

2.5.2.1 Analyse des SIA-Phdnotyps der L-Protein Mutanten Myr(-) und S1184,D

Im ersten Teil der Mutationsanalyse wurde die mogliche Rolle der posttranslationalen

Modifikationen von pre-S, ndmlich durch Myristoylierung und Phosphorylierung, untersucht.

Analyse der Rolle der Myristoylierung von pre-S fiir den DHBV SIA-Phéinotyp

Die Myristoylierung der pre-S-Doméne hat eine entscheidende Funktion fiir die biologische
Aktivitdt des L-Proteins. Die kovalente Assoziation von Myristinsdure an Gly?2 ist ndmlich fiir
die Infektiositit der Viren von essentieller Bedeutung. Das Ausbleiben dieser
posttranslationalen Modifizierung resultiert in einem drastischen Verlust der Infektiositét in

. . . 19882
vivo und in vitro

. Von DHBV pre-S abgeleitete synthetische Peptide zeigen in
Infektionsinhibitionsstudien ein hohes Potential eine DHBV-Infektion zu inhibieren, wobei
ihre inhibitorische Aktivitdt um mindestens das 100-fache gesteigert ist, wenn ihr N-Terminus
myristoyliert ist' >,

Ein mdgliches proteolytisches Freisetzen eines ebensolchen myristoylierten Peptids in der
infizierten Hepatozyte, mit der Konsequenz einer inhibitorischen Aktivitdt des Peptids
gegeniiber einer nachfolgenden DHBV-Infektion, widre demnach denkbar. Die Auswirkung
einer fehlenden Myristoylierung von pre-S auf den L-vermittelten Infektionsausschluss wurde
daher in den folgenden Experimenten untersucht. Das Konstrukt Ad-Dul. Myr(-) wurde
durch die Einfiilhrung eines Alanins anstelle des Glycins an Position 2 generiert, wodurch die
Myristoylierung verhindert wird (Abbildung 2-19 A)*. Der Nachweis der heterologen
Proteinexpression zeigt (Abbildung 2-19 B), dass Muster und Laufverhalten von DuL._Myr(-)

denen von L, entsprach.
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Abbildung 2-19 Die Myristoylierung von pre-S hat keinen Einfluss auf die L-Protein-vermittelte SIR.

(A) Schematische Présentation des generierten adenoviralen Konstrukts Ad-Dul. Myr(-). Der Austausch Gly—>
Ala an Position 2 resultiert im Ausbleiben der Myristoylierung von pre-S. (B) Western Blot Analyse der
Transgenexpression in PDHs. Die Detektion erfolgte mit einem monoklonalen o-S-Erstantikorper.
Untransduzierte (w/o Ad), Ad-GFP-, Ad-DuS- und Ad-DuL-transduzierte PDHs wurden ebenfalls analysiert. (C)
und (D) SIA-Analysen an Ad-Dul. Myr(-)-transduzierten PDHs aus 3 unabhingigen PDH-Priparationen
(Ente_1-3). PDHs wurden wie in Abschnitt 2.3 transduziert und mit DHBV-haltigem Serum (Ente 1 = 50,
Ente 2-3 =25 GE/Zelle) tiberinfiziert. Die Zellen wurden 4 (Ente 1) bzw. 6 Tage (Ente 2 und 3) p.Inf. einer
IFA-basierten SIA-Analyse unterzogen. (C) Die Immunfluoreszenzbilder sind exemplarisch fiir alle 3
Priparationen ausgewihlt, zeigen aber Zellen der Ente 1-Prdparation. Werte in der Tabelle représentieren
Mittelwerte der Resultate aller 3 Préparationen. Die Resultate sind in (D) graphisch dargestellt, présentiert sind

die SIA-Faktoren nom. Die Auswertung erfolgte analog zu den unter 2.5.1 gezeigten Analysen.
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Die Untersuchungen zur Superinfizierbarkeit Dul_Myr(-)-exprimierender Hepatozyten
zeigten reproduzierbare Ergebnisse. In 3 analog durchgefiihrten Studien (Abbildung 2-19 D,
Ente 1-3) lagen die resultierenden SIA-Faktoren zwischen 0,00 und 0,2 und somit maximal
3,33-fach hoher als bei Zellen, welche mit Ad-DuL transduziert worden waren (Ente 2: 0,06
— 0,2). Die Zahl superinfizierter Zellen lag bei 1,3 Zellen, bei Ad-DuL-transduzierten Zellen
bei 0,6 Zellen pro 1000 Hepatozyten (Daten nicht gezeigt). Die insgesamt nur 1 (Ad-DuL)
bzw. 2 (Ad-Dul. Myr(-)) gezéhlten doppelt infizierten Zellen erkldren diese Schwankung.
Der mittlere SIA-Faktor von 0,11 wich nur um das 1,2-fache von dem Ad-DuL-
exprimierender Zellen ab (= 0,09). Nach Normalisierung resultierte ein SIA-Faktor norm von
0,07. 14-fach hoher lag im Mittel der Wert der entsprechenden GFP-Kontrolle. Die

Immunfluoreszenzbilder im Abbildungsteil C veranschaulichen die Ergebnisse.

Die fehlende Myristinséure an pre-S fiihrt demzufolge nicht zu einer gesteigerten Akzeptanz
von Hepatozyten gegeniiber einer weiteren Infektion. Diese Modifizierung von L leistet somit

keinen Beitrag zum effektiven Ausschluss einer DHBV-SI.

Analyse der Rolle der Phosphorylierung von pre-S fiir den SIA-Phinotyp von DHBV

Die hepadnavirale Replikationsstrategie ist ein gut ausbalanciertes System. In seinem
nichtzytopathischen Charakter ist der virale Infektionsszyklus dahingegend optimiert, eine
produktive und persistierende, nicht aber offensichtliche Infektion zu durchlaufen. Die virale
Genexpression zeigt sich dabei variabel und passt sich dem aktuellen Zustand der Wirtszelle
an. Generell spricht dies fiir die Existenz eines intrazelluldren ,,crosstalks von Virus und
Wirtszelle, welcher dieses optimierte ,,Zusammenspiel" von Wirtszelle und Pathogen
ermdglicht’. DHBV L wird als einziges Oberflichenprotein phosphoryliert (P35—PP36),
wobei die Modifizierung von MAP-Kinasen vom ERK-Typ iibernommen und durch
extrazellulire Stimuli induziert wird'***°. Wie durch Rothmann et al. gezeigt, korreliert der
Phosphorylierungszustand von L dabei mit einer bis dato ungeklédrten transaktivierenden
Funktion des Proteins, die maBBgeblich am erwidhnten ,,crosstalk* beteiligt sein konnte. Der
aktive Ausschluss einer Superinfektion konnte fiir die Balance zwischen den Interessen beider
Parteien (Virus vs. Wirtszelle) einen entscheidenenden Beitrag leisten.

Mit der folgenden Mutationsanalyse wurde untersucht, ob der Phosphorylierungsstatus von L,
und folglich die transaktivierende Aktivitit des groBen Hiillproteins, im Ausschluss der SI

eine Rolle spielt. Anlehnend an die Mutationsanalysen von Rothmann et al. wurden die
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Konstrukte Ad-Dul._S118A bzw. Ad-Dul._S118D generiert, wobei durch den Austausch von
Serin zu Alanin die Eliminierung der Phosphorylierungsstelle herbeigefiihrt wurde. Die
Einfiihrung eines Aspartats anstelle des Serins (S — D) sollte die Funktion einer konstitutiven
Phosphorylierug von L nachahmen”®.

In der Western Blot Analyse (Abbildung 2-20 B) zeigen die L-Mutanten ein zu L, analoges
Bandenmuster. Das Einfiihren einer negativen Ladung in Form des Aspartats resultierte in
einer leicht reduzierten Mobilitdt der L-Mutante Dul S118D wéhrend der
elektrophoretischen Auftrennung.

Die Resultate der STA-Analysen (Abbildung 2-20 C und D), die an PDHs aus 2 unabhingigen
Leberpriparationen  durchgefiihrt wurden zeigen, dass die Eliminierung der
Phosphorylierungsstelle (S118A) keinen SIA-Phinotyp induziert, der sich signifikant von
dem des Wildtyps unterscheidet. In beiden Untersuchungen war nur eine Abweichung um den
Faktor 1,4 (Ente 1: 0,21— 0,15) bzw. 1,5 (Ente_2: 0,09 — 0,06) messbar, ein Vergleich der
mittleren SIA-Faktoren zeigte nur eine Abweichung um den Faktor 1,2 (0,11 - 0,09).
Deutlich hingegen, ndmlich um den Faktor 13 (1,42 — 0,11), wich die Mutante im Mittel von
der GFP-Kontrolle ab (Ente 1 = Faktor 7; Ente 2 = Faktor 16). Das Ergebnis der parallel
durchgefiihrten Untersuchungen an Ad-Dul_ S118D-exprimierenden Hepatozyten fiel sehr
dhnlich aus. Im Mittel wich der Phianotyp dieser Mutante von dem der Alanin-Mutante um
den Faktor 1,3 (0,14 - 0,11), vom Wildtyp wich sie um den Faktor 1,6 (0,14 = 0,09) ab.

Die beiden Analysen separat betrachtet resultierte im Vergleich zur jeweiligen
Negativkontrolle (Ad-Dul) eine Abweichung um den Faktor 1,3 (Ente _1: 0,2 = 0,15) bzw.
1,8 (Ente 2: 0,11 = 0,06). Im Vergleich zu Ad-GFP-transduzierten Zellen zeigte sich die
Akzeptanz der Mutante gegeniiber einer SI im Mittel auf residuale 10 % (1,42 = 0,14) der
Kontrolle gesenkt (Ente 1 = Faktor 7,5; Ente 2 = Faktor 13). Zusammengefasst zeigte sich
die Aspartat-Mutante wie erwartet nicht abweichend vom SIA-Phénotyp des Wildtyps.

Da die Eliminierung der hauptsdchlichen Phosphorylierungsstelle in pre-S in keinem vom
Wildtyp abweichenden SIA-Phénotyp resultierte, kann an dieser Stelle das Fazit gezogen
werden, dass der erfolgreiche Ausschluss einer SI unabhéngig vom Phosphorylierungsstatus

bzw. von der transaktivierenden Aktivitit von L passiert.
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Abbildung 2-20 Die Eliminierung der Phosphorylierung an Ser118 resultiert im Wildtyp SIA-Phéinotyp.

(A) Schematische Présentation der adenoviralen Konstrukte Ad-Dul S118A und Ad-Dul S118D. Die
Punktmutationen resultieren im Ausbleibenden der Phosphorylierung (S—A) bzw. einer Nachahmung (S—D)
der Phosphorylierung von pre-S. Transduzierte PDHs wurden mit 25 GE DHBV-haltigem Serum pro Zelle
iiberinfiziert. Die Zellen wurden 6 Tage spiter fixiert und einer IFA-basierten SIA-Analyse unterzogen. (C) Die
Immunfluoreszenzbilder sind exemplarisch fiir beide Préparationen ausgewéhlt, sind aber PDHs der

Ente 1 Préparation. Die Prasentation der Ergebnisse ist analog zu der aus vorangehenden Analysen.
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2.5.2.2 Analyse des SIA-Phdinotyps von Dul-Mutanten mit fehlender putativer

Schnittstelle in pre-S

In infizierten Entenlebern taucht neben den Hauptprodukten des pre-S/S-Gens, P36 (pre-S/S)
und P17 (S), eine weitere quantitativ ebenfalls dominante pre-S Spezies mit einem
Molekulargewicht von 28 kDa (P28) auf. Mutationsanalysen konnten aufzeigen, dass P28
sehr wahrscheinlich nicht durch Translation, sondern durch einen proteolytischen Abbau des

199

L-Proteins entsteht . Da P28 mit einem S-spezifischen Antikdrper, nicht aber mit dem pre-

S-spezifischen Antiserum MT92 (Eptitop aa 2-22) detektiert werden kann, ist davon
auszugehen, dass es sich um ein N-terminal verkiirztes Degradationsprodukt von L handelt*®.
Weiterfithrende Untersuchungen fiihrten zu der Identifizierung einer moglichen Schnittstelle

2'7. Das Entfernen dieser putativen

im L-Protein an den Argininresten 71 bzw. 7
Proteaseschnittstelle bringt im viralen Kontext den vollstdndigen Verlust der Infektiositdt mit
sich, beeintrichtigt aber nicht die Virusbindung an duCPD oder an Hepatozyten'”.
Ausgehend von der Idee, dass nach oder widhrend der Virusaufnahme in die Zelle eine
proteolytische Prozessierung des groflen Hiillproteins erfolgt, welche (neben der Freisetzung
des Viruspartikels z.B. vom gebundenen Rezeptorkomplex) zur Freisetzung eines N-
terminalen Peptids fiihren konnte, welches seinerseits wiederum in der Lage wire, eine
DHBV-Infektion zu inhibieren (siehe 2.5.2.1), wurden an dieser Stelle 3 verschiedene DulL-
Mutanten generiert und ihr SIA-Phénotyp analysiert. In 2 Ansdtzen wurde die putative
Schnittstelle entweder durch i) die Deletion der Reste Arg71 und Arg72 (Ad-DuL._ARR71,72)
oder ii) den Austausch gegen Alanine (Ad-Dul RR71,72AA) zerstort. Im dritten Ansatz
erfolgte ein konservativer Austausch der Arginine gegen Lysinreste (Ad-Dul. RR71,72KK).
Um die Notwendigkeit einer funktionellen Schnittstelle in pre-S fiir die SIR zu studieren,
wurden rekombinante Adenoviren hergestellt und die Expressions- und Infektionsanalysen
analog zu den vorangehenden Experimenten durchgefiihrt. Die Resultate sind
zusammengefasst in Abbildung 2-21 dargestellt.

Wie am Ergebnis der Immunoblot Analyse zu sehen, weicht das Expressionsmuster der 3
Mutanten prinzipiell nicht von dem von L, ab (Abbildung 2-21 B). Wie zu erwarten
resultiert das Entfernen von 2 Resten im Fall der Mutante DuL._ ARR71,72 in einer leicht
beschleunigten Mobilitdt in der Elektrophorese.

Die graphische Auswertung der SIA-Analysen aus je 2 unabhidngigen PDH-Préiparationen
zeigte fir die 3 Mutanten ebenfalls keine wesentliche Divergenz zu L-transduzierten

Hepatozyten: Der Austausch der beiden Arginine gegen Lysine an Position 71 und 72
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resultierte zwar im Fall der KK-Mutante in einer maximalen Abweichung zum SIA-
Faktor norm DuL-exprimierender Zellen um den Faktor 5,25 (Ad-DuL_RR71,72KK, Ente_2:
0,21 — Ad-Dul: 0,04). Dieses Ergebnis lieB sich aber an Zellen der zweiten
Leberpriparation nicht reproduzieren, im Gegenteil, Zellen, die die Mutante exprimierten,
wiesen eine geringere SIA auf als Ad-Dul- transduzierte PDHs (Ad-Dul RR71,72KK,
Ente_1: 0,06 — Ad-DuL: 0,09 — Faktor 0,66). Mit einem mittleren SIA-Faktor nxom von 0,18
war die Akzeptanz gegeniiber einer SI im Vergleich zu Ad-DulL-exprimierenden Zellen 4,5-
fach erhoht. Die Kontrollzellen (Ad-GFP) zeigten sich immer noch 5,6-fach toleranter als Ad-
DulL RR71,72KK-transduzierte Zellen gegeniiber einer Zweitinfektion (Ad-GFP: 1,42 —
Ad-Dul. RR71,72KK: 0,25).

Das Entfernen der Schnittstelle durch Ersetzen der Arginine oder Deletion der beiden
Arginine erbrachte dhnliche Ergebnisse: Die Expression der Mutante Ad-Dul. RR71,72AA
zeigte an PDHs der Ente 2 ebenfalls eine tendenziell stirkere Abweichung zum Wildtyp. Mit
einem SIA-Faktor norm von 0,16 fiihrte ihre Expression im Vergleich zu L,-exprimierenden
PDHs zu einer 4-fach erhohten SI-Akzeptanz (Ad-Dul. RR71,72AA, Ente 2: 0,16 — Ad-
DuL: 0,04). Fiir Zellen aus der gleichen PDH-Préparation ergab die Expression der
Deletionsmutante einen normierten SIA-Faktor von 0,05, der damit nicht nennenswert vom
Wildtyp abwich (Faktor 1,3 = Ad-Dul._A71,72, Ente_2: 0,05 — Ad-DuL: 0,04). In der auch
hier analog durchgefiihrten zweiten Studie (Ente 1) zeigte sich mit SIA-Faktoren norm von
0,01 (Ad-DuL._RR71, 72AA) bzw. 0,00 (Ad-DulL_A71,72) gegeniiber 0,1 (Ad-DuL) ebenfalls
ein anderes Bild. Die im Mittel resultierenden SIA-Faktoren norm von 0,1 fiir die AA-Mutante
und 0,04 fiir die A-Mutante lagen damit 1,7-fach hoher bzw. 0,7-fach niedriger als die von
DuL (SIA-Faktor norm = 0,06). Mit den entsprechenden Ad-GFP-transduzierten
Kontrollzellen (SIA-Faktor = 1,4) verglichen, lagen die SIA-Faktoren der beiden L-Mutanten
10- (Ad-DuL. RR71, 72AA: SIA-Faktor = 0,14) bzw. 28-fach (Ad-Dul._A71,72: SIA-Faktor
=0,05) niedriger.
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Abbildung 2-21 Ein proteolytischer Verdau des L-Proteins an der putativen Schnittstelle RR71,72 spielt

keine Rolle im Ausschluss einer DHBV-Superinfektion.
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(A) Schematische Présentation der eingefiihrten Mutationen bzw. Deletionen an den Positionen R71 und R72.
Die 3 adenoviralen Konstrukte wurde generiert und die Transgenexpression nach Transduktion analog zu 2.5.2.1
im Western Blot (B) und fluoreszenzmikroskopisch (C) analysiert und ausgewertet. (C) und (D) zeigen die
Resultate der IFA-basierten SIA-Analysen an Zellen aus 2 unabhédngigen PDH-Préparationen (Ente 1 und 2).
PDHs wurden transduziert und mit DHBV-haltigem Serum (Ente 1 bei RR71,72KK = 50, Rest = 25 GE/Zelle)
iiberinfiziert. Die Zellen wurden 5 (Ente_1 RR71,72KK) oder 6 Tage (AA- und A-Mutanten) spéter einer IFA-
basierten SIA-Analyse unterzogen. Die Immunfluoreszenzbilder in (C) sind exemplarisch fiir beide

Praparationen ausgewahlt, sind aber PDHs der Ente 1 Praparation.

Die Erkldrung fiir die messbar gestiegene Anzahl superinfizierter Zellen bei allen 3 Mutanten
in der Studie an Zellen der Leber von Ente 2 ist in der Verwendung niedrigtitrigerer
Adenovirusstocks zu finden. Die resultierenden Transduktionsraten waren nur etwa halb so
hoch wie im Versuch an Zellen der Ente 1 (Transduktionsraten Ente 2 vs. Ente 1:
RR71,72KK = 0,18 vs. 0,32; RR71,72AA = 0,23 vs. 0,46; A71,72 = 0,17 vs. 0,36). Die
Anzahl transduzierender Adenoviren pro Zelle und die daraus resultierende Menge an
synthetisiertem L reichte wahrscheinlich nicht aus, um die DHBV-Infektion vollstindig

auszuschlieen, obwohl das Potential der L-Mutanten dafiir prinzipiell gegeben war.

Zusammengefasst zeigte sich die Kompetenz der hier untersuchten L- Mutanten nicht
signifikant reduziert eine weitere DHBV-Infektion von Hepatozyten erfolgreich zu
verhindern. Die putative Schnittstelle RR71,72, bzw. die postulierte proteolytische

Prozessierung von L, sind fiir den SIR-Mechanismus demnach irrelevant.

2.5.2.3 Analyse der Rolle der Virus/Rezeptor-Interaktion fiir den Ausschluss einer
Superinfektion

Es ist bekannt, dass im Verlauf einer DHBV-Infektion sowohl in vivo als auch in vitro die
intrazelluldre Menge der Rezeptorkomponente duCPD signifikant abnimmt und, wie Breiner
und Kollegen zeigen konnten, geschieht dies in einer L-abhingigen Art und Weise. Das
daraus resultierende Modell geht von einer frithen Interaktion von Rezeptor (duCPD) und
viralem Ligand (pre-S) im Biosyntheseweg des Rezeptormolekiils aus, wobei es zur
Komplexbildung mit L in einem pre-Golgi Kompartiment kommt, gefolgt von der
Degradation von duCPD'”. Denkbar wire, dass die L-vermittelte Herabregulierung dazu
fiihrt, dass die reduzierte duCPD-Menge dem Virus nicht ausreicht, um eine zweite
produktive Infektion zu setzen. Damit wiirde sich DHBV einem SIR-Mechanismus bedienen,
ndmlich der Herabregulierung des viralen Rezeptors, der fiir Viren wie z.B. HIV bereits

umfangreich beschrieben ist (fir Ubersichtsartikel siche Ref**'). Nachfolgende
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Infektionsstudien mit genetisch markiertem DHBV (DHBV-Clal) durch Walters et al.
konnten zwar die L-vermittelte Superinfektionsresistenz infizierter Hepatozyten bestitigen,
interessanterweise resultierte die Expression einer L-Mutante mit einer 17 AS-Deletion (A83-
109) im Ausschluss der SI trotz des Verlusts der duCPD-Bindefdhigkeit dieser Mutante und
dem damit einhergehenden Verlust der Féhigkeit den Rezeptors herabzuregulieren.

Fiir die Komplexbildung von pre-S und duCPD wird ein 2-Stufen-Mechanismus postuliert,
wobei die C-terminale Region (aa 86-115) der duCPD-Bindedoméne die Entstehung eines
niedrigaffinen Primdrkomplexes initiiert und somit den essentiellen Rezeptor-Bindebereich
darstellt. Die Stabilisierung des Komplexes wird nachfolgend durch den weiter N-terminal
gelegenen Bereich (aa 30-85) vermittelt (siche Schema in Abbildung 2-22 A, rechts)'>'"". Es
zeigte sich flir den gesamten Sequenzbereich der Bindedoméne, dass schon kleine interne
Deletionen drastische Auswirkungen auf die Konformation des Komplexes haben und die
Interaktion drastisch negativ beeinflussen'’®. Ausgehend von diesen Grundlagen wurden
Deletionen von 8-12 Aminosduren sowie einzelne Punktmutationen in den stabilisierenden
und den essentiellen Bereich der Binderegion eingefiihrt (Abbildung 2-22 A). Im
stabilisierenden Bereich umfassten die Deletionen jeweils 8 Reste und betrafen den
Sequenzbereich zwischen aa 27 und aa 82 (A27-34, [...], A75-82). Fiir den essentiellen
Bindebereich wurden neben 8-aa-Deletionensmutanten auch solche mit 9 bzw. 12 (A85-96
bzw. A101-109) deletierten Resten generiert. Um die Rolle des Argininrests an Position 102
ndher zu untersuchen, wurden 2 Mutanten mit jeweils unterschiedlichen Punktmutationen an
dieser Stelle hergestellt. Fiir den Aminosdurebereich aa 89-104 wird, basierend auf
Algorithmen, sowie auf Circulardichroismus- und NMR-spektroskopischen Analysen, eine

7l Wie Arbeiten unseres

alpha-helicale Struktur mit amphipathischen Charakter vorausgesagt
Labors zeigten, resultiert bereits die Einflihrung eines Prolins anstelle des basischen Arginins
(R — P) an dieser Position in einem Verlust der duCPD-Bindefdhigheit von pre-S. Die
generierte Mutante Ad-Dull R102P kodiert demnach fiir ein duCPD-bindedefizientes L-
Protein. Die L-Mutante Dul. R102H, bei der ein konservativer Aminosdureaustausch (R—H)
eingefiihrt wurde, diente als Kontrolle. Im viralen Kontext und in der Kapazitdt den Rezeptor
zu binden, zeigt dieser Austausch keinen vom Wildtyp-L abweichenden Phinotyp'””.

Die hiesige Mutationsanalyse sollte dazu dienen die Notwendigkeit einer Interaktion von pre-
S und duCPD in der L-vermittelten SIR zu untersuchen und zwar in quantitativer und auch

deutlich detaillierterer Art und Weise als bisher geschehen. Die differenzierte Betrachtung der

beiden Subregionen sowie nur einzelner Reste in der Bindedoméne unterstreichen dies.
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Vor der IFA-basierten SIA-Analyse (Abbildung 2-23 und Abbildung 2-24) erfolgte auch hier
zundchst der Nachweis der Transgenexpression. Die Ergebnisse der Immunoblot Analysen in
Abbildung 2-22 B zeigen, dass alle Mutanten erfolgreich generiert und in PDHS exprimiert
werden konnten. Die eingefiihrten Deletionen resultierten im Vergleich zu Ly in einem
reproduzierbaren und unterschiedlich stark abweichenden Laufverhalten bzw. Bandenmuster.
Wie zu erwarten flihrten die 8-aa-Deletionen im stabilisierenden Bereich der Binderegion zu
einer leicht beschleunigten Mobilitdt der Polypeptide in der Gelelektrophorese. Die L-
Mutanten mit Verdnderungen im essentiellen duCPD-Bindebereich betrachtend, zeigte die 12-
aa-Mutante A85-96 zelltypunabhéngig einen noch deutlicheren Zugewinn an Mobilitdt. Eine
Deletion des Bereichs aa 101-109 fiihrte im Gegensatz dazu zu einem verlangsamten
Laufverhalten der Mutante Ad-Dul. A101-109 im Vergleich zum Wildtyp. Die Deletion von
3 Argininresten in diesem Bereich (R101, R102, R107, siche Abbildung 2-18), an welche sich

SDS als anionisches Detergenz préferenziell anlagert, konnte hierfiir verantwortlich sein.

Das Bandenmuster der 8-aa-Deletionsmutante Ad-Dul. A110-117 zeigte dazu abweichend
das Auftreten der L-Proteinbande als Doppelbande mit Molekulargewichten von etwa 34 und
36 kDa. Abgesetzt davon konnte eine dritte deutlich schwéchere Bande mit einer Gréfle von
etwa 37 kDa (siche Pfeile) detektiert werden. Von der Deletion sind 2 Prolinreste (P115,
P116) betroffen, was sich, abgesehen von der Deletion als solche, in einer verdnderten
Mobilitdt des Proteins im Gel bemerkbar machen kann. Des Weiteren ist durch Wegfall der
Reste P116 und S117 das konservierte Motiv (P(S/T)SP) um die Phosphorylierungsstelle
S118 betroffen. Grgacic und Kollegen zeigten, dass zwar die Mutation von S117, nicht aber
eine Mutation von P116, fiir eine Phosphorylierung von pre-S akzeptiert wird®**. Ein
verdnderter Phosphorylierungsstatus von L konnte somit auch das abweichende
Bandenmuster der Mutante Ad-Dul A110-117 im Immunoblot erkliren. Bei der
Punktmutante R102P resultierte der Austausch des Arginins gegen ein Helix-brechendes
Prolin in einer leicht verlangsamten Mobilitdt der Mutante. Die spezifische Identifizierung
dieser L-Mutante durch 2 verschiedene Antikorper ist ebenfalls in Abbildung 2-22 préisentiert
(Abbildung 2-22, B, rechter Blot). Wihrend das Antiserum D084 ein polyklonales Serum ist,
liegt das Epitop des verwendeten monoklonalen Antikérpers 1H.1 zwischen aa 101-1092%!7.
Der Austausch von Arginin zum Helixbrecher Prolin resultiert folglich im Verlust der
Erkennung durch den Antikorper. Die analoge Histidin-Mutante Ad-Dul. R102H zeigte im
Vergleich zum Wildtyp keine Abweichungen.
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Abbildung 2-22 Expressionsanalyse der adenoviralen L-Konstrukte mit Punktmutationen bzw. Deletionen
in der duCPD-Binderegion (aa 30-115) von pre-S.

(A) Schema der generierten Mutanten mit Deletionen von je 8 aa in der stabilisierenden duCPD-Binderegion (aa
30-85) bzw. mit Deletion von 8-12 aa oder Punktmutationen in der essentiellen Rezeptor-Binderegion (aa 86-
115) von pre-S. (B) Western Blot Analyse zur Transgenexpression. Der Nachweis erfolgte mit einem
polyklonalen o-pre-S bzw. einem monoklonalen o-DuS Erstantikorper. Die PDHs entstammten
unterschiedlichen Praparationen. Fiir die Mutanten A59-66, A67-74 und A75-82 ist ein zusatzlicher Nachweis der
Expression in 293-Zellen gezeigt. Die variierenden Expressionslevel sind mit unterschiedlichen Virustitern zum
Zeitpunkt der Expressionsanalyse zu erkldren. Fiir die Mutante Ad-Dul. R102P ist eine Spezifitdtsanalyse in
einer Verdiinnungsreihe auf 293-Zellen mit 2 a-pre-S Primérantikorpern (D084, polyklonal; 1H.1 monoklonal)
gezeigt (siche Text). Der Nachweis von GFP bzw. B-Actin mit entsprechenden Antikérpern diente als

Ladekontrolle.
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Die SIA-Analyse erfolgte fiir die Konstrukte mit Deletionen im stabilisierenden Bereich der
duCPD-Binderegion von pre-S an PDHs aus jeweils einer Leberzellpréparation (siche
Abbildung 2-23). Die Transduktionen resultierten in Effizienzraten zwischen 0,14 und 0,38,
wobei sich nur mit den Mutanten Ad-Dul._A27-34 (0,14) und Ad-Dul_A75-82 (0,22) eine
Transduktionseffizienz unter 30 % erzielen lieB. Der SIA-Faktor fiir L-exprimierende Zellen
lag in dieser Experimentenreihe zwischen 0,06 und 0,41. Zur entsprechenden GFP-Kontrolle
wichen die Werte damit mindestens um den Faktor 5,41 (2,22—0,41), maximal um den
Faktor 23,5 (1,41—0,06) ab. Der SIA-Faktor fiir Ad-DuL-transduzierte und infizierte PDHs
lag in der dritten Prdparation bei 0,11 und lag damit 15-fach niedriger als die der
Kontrollzellen (1,67—0,11). Fiir die Mutanten zeigte sich ein relativ einheitliches Bild, wobei
keine der Deletionen zu einem offensichtlichen Verlust der SIR-Kompetenz fiihrte. Mit einem
SIA-Faktor norm von 0,03 wurde fiir die Mutante Ad-Dul._A59-66 die hochste, allerdings
negative Abweichung zum Wildtyp ermittelt (0,03—0,18 = Faktor 6). Demnach wiirden
Hepatozyten, die das L-Protein mit einer Deletion der Reste 59-66 exprimieren, eine 6-mal
starkere SIR-Kompetenz aufweisen, als es Ly-exprimierende Zellen tun. Die hochste positive
Abweichung wurde bei der Mutante Ad-Dul. A51-58 beobachtet, der SIA-Faktor betrug 0,41,
der normierte Wert lag bei 0,25. Gegeniiber einer weiteren DHBV-Infektion zeigten
entsprechend transduzierte Zellen demnach eine 3,6-fach hohere Akzeptanz als Ad-DulL-
transduzierte PDHs (0,25—0,07). Zur entsprechenden GFP-Kontrolle zeigte sich fiir die
Mutante eine Diskrepanz um den Faktor 4,1 (1,67—0,41), Ad-Dul wich hier von der
Kontrolle um das 15,2-fache ab (1,67—0,11). Die beiden Einzelwerte (alle Infektionen
erfolgten in Doppelansidtzen) der SIA-Faktoren norm lagen fiir Ad-Dul_A51-58-bildende
Zellen bei 0,21 bzw. 0,24, was auch die Reproduzierbarkeit der hier prasentierten Ergebnisse

widerspiegelt.

Die SIA-Analyse fiir DuL-Konstrukte mit Deletionen in der essentiellen Region der duCPD-
Bindedomine von pre-S erfolgte an PDHs aus je 2 Leberzellpriparationen, die Mutante Ad-
Dul. R102H wurde nur einfach analysiert. Abbildung 2-24 gibt die Resultate wieder. Die
Transduktionsraten waren in dieser Versuchsreihe weniger divergent und die Effizienz lag bei
mindestens 23% (Ad-Dul._A85-96), maximal bei 35% (Ad-Dul._A101-109).

Fiir Ad-DuL-transduzierte PDHs ergab sich in dieser Reihe ein SIA-Faktor zwischen 0,00 und
maximal 0,11. Zur entsprechenden GFP-Kontrolle zeigte sich damit mindestens eine

Abweichung um den Faktor 15,2 (1,67—0,11).
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Abbildung 2-23 Reste in der stabilisierenden Region der duCPD-Binderegion

verantwortlich fiir die Etablierung der SIR.

Die adenoviralen Konstrukte mit Mutationen in der stabilisierenden Region der duCPD-Bindedoméine in pre-S

wurden generiert und analog zu Mutanten aus vorangehenden Studien quantitativ analysiert. (C) Resultate der

IFA-basierten SIA-Analysen an Zellen aus jeweils einer PDH-Priparation. Insgesamt stammen die Zellen aus 3

verschiedenen Préparationen, wobei A27-34 und A43-50, A35-42, A51-58 und A75-82, und A59-66 und A67-74
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auf Zellen einer Praparation analysiert wurden. PDHs wurden in Doppelansétzen transduziert und mit 25 GE pro

Zelle Uberinfiziert.

Fiir die hier untersuchten Mutanten ergab sich ein sehr homogenes Bild, wobei auch hier
keine Mutation bzw. keiner der resultierenden Phinotypen signifikant vom Wildtyp abwich.
Die Deletion der Reste 85-96 resultierte in der geringsten Abweichung. Im Mittel lag bei
dieser Mutante die Akzeptanz fiir eine Uberinfektion nur um den Faktor 1,3-1,4 hoher als von
Zellen, die L, bildeten (SIA-Faktor = 0,07—0,05 bzw. SIA-Faktor norm = 0,04—0,03). Den
normierten und gemittelten Resultaten zufolge (Abbildung 2-24, Tabelle in Bildteil D) ergab
sich auf den ersten Blick fiir die Mutante Ad-Dul. R102P mit einem Faktor 4,25 die stéirkste
und auch deutliche Abweichung zum Wildtyp (0,17—0,04). Betrachtet man die Resultate aus
den Einzelanalysen (Abbildung 2-24, C) ist ersichtlich, dass sich dieses Ergebnis in der
zweiten Studie nicht reproduzieren lief3, der Phinotyp der Mutante wich hier sogar negativ
vom Wildtyp ab (Ente 1: 0,07—0,09). Das Resultat wurde daher nicht weiter verfolgt. Die
analoge R102-Mutante Ad-DulL R102H wich um den Faktor 2 und damit ebenfalls leicht
positiv vom Wildtyp ab (SIA-Faktor norm = 0,08—0,04). Obwohl diese Mutante nur einfach
analysiert wurde, es sich aber um einen konservativen Aminosdureaustausch handelt, der im
SIA-Phénotyp den Wildtyp erwarten ldsst, spiegelt das Ergebnis die Schwankungsbreite des
Systems wider. Deletionen im Bereich aa 101-117, vertreten durch die Mutanten Ad-
Dul._A101-109 und Ad-DuL._A110-117, resultierten im Vergleich zu L, im Mittel in einer 3-
fach erhdhten SIA (0,17—0,05 = Faktor 3,4). Der Wildtyp wich dabei um den Faktor 20, die
beiden Mutanten noch um den Faktor 6 zur GFP-Kontrolle ab (1,0—0,05 bzw. 1,0—0,17).

Den hier préasentierten Daten zufolge flihrt der Verlust oder eine drastische Beeintrdchtigung
der pre-S/CPD-Komplexbildung nicht zu einem Verlust der L-Protein-vermittelten SIR der
Hepatozyten. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass zumindest keine direkte Interaktion

von Rezeptor und viralem Ligand fiir die SIR notwendig ist.

77



Ergebnisse

(C) "6 1Ente_1 | "61Ente_2 | 6 Ente_1 |
14 | 14 | 14 |
E 1,2 I 1,2 I 1,2 ‘
§‘ 1,0 } 1,0 : 1,0 :
J(é 08 | 08 | 08 |
L op I 06 | 06 I
< \ [ \
o | 04 | 04 |
0,2 | 0,2 | 0,2 |
00 I 00 00 !
Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad-
GFP DuL Dul_a85-96 GFP DuL DuL._a85-96 GFP DulL DuL._a101-109
SIA-Faktor ym1 09 0,00 0,04 1,00 0,04 0,04 1,00 0,04 0,23
SlA-Faktor 5 57 0,00 0,10 1,41 0,06 0,05 1,41 0,06 0,33
61Ente 2 | 61Ente_1 | 61 Ente 2 |
14 | 14 I 1,4 |
§ 12 ‘ 12 ‘ 12 '
Z‘ B ‘ » ‘ s |
gw | 0 | w0 [
5 08 | 08 | 08 |
2 06 I 06 I 06 |
< I [ I
o % | 0,4 | 04 |
02 | 02 | 02 |
00 00 00
Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad-
GFP DuL DuL_at01-109 ~ GFP DuL Dul_at10-17  GFP DuL DuL_at10-117
SIA-Faktor yon 00 0,07 0,14 1,00 0,04 0,21 1,00 0,07 0,14
SIA-Faktor 4 g7 0,11 0,23 1,41 0,06 0,30 1,67 0,11 0,24
"61Ente_1 | 161 Ente 2 | 1.6 I
14 | 14 | 14 |
E 12 } 12 ‘ 12 :
B‘ 1,0 | 1,0 } 10 |
% 08 | 08 | 08 |
L op [ 06 I 06 I
g 04 } 04 } 04 :
D o2 | 02 | 02 |
0,0 - 0,0 0,0
Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad- Ad-
GFP DuL DulL_r102p GFP DuL DuL_r102p GFP DuL DuL_R102H
SIA—FaktoriNo,m 1,00 0,09 0,07 1,00 0,04 0,23 1,00 0,04 0,08
SIA-Faktor 1,10 0,09 0,07 1,41 0,06 0,33 1,41 0,06 0,11

(D)

Ad-DuL_ags-96

S ¥

* %, = ~
P g % § a =
s - o N N
n o - o o
® - - - -
< < < 4 %
a | | | | 1
- - - - | -
[T =) =) > > p=l >
¢ & & & & 4 o4
© © © e © o T
< < < < < < <<
Gesamtzellzahl 6256 4633 3834 — - - -
7907 11418  — 4485 4573 — -
5616 7714 — - - 9372 —
3706 3474 — - - — 1065
Transduktionsrate 029 027 0,23 — - - -
0,37 0,30 — 035 027 — -
0,37 025 - - - 027 -—
039 027 - - - — 026
Infektionsrate 0,16 0,03 0,03 — - - -
0,13 0,03 — 004 004 — -
0,18 0,04 - - - 007 -—
0,11 0,04 - - - — 003
mittlerer SIA-Faktor 1,60 0,05 0,07 - - - -
1,51 0,09 - 027 027 — -
1,40 0,06 - - - 023 -
1,41 0,06 - - - - on
mittlerer SIA-Faktor y,,1:00 003 004  — - - -
1,00 0,05 - 017 017 — -
1,00 0,04 - - - 019 -—
1,00 0,04 - - - — 008

Abbildung 2-24 Eine duCPD/pre-S-Interaktion ist fiir den SIR-Mechanismus nicht notwendig.
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Adenovirale Konstrukte mit Mutationen in der essentiellen Region der duCPD/gp180-Bindestelle in pre-S
wurden generiert, PDHs transduziert und infiziert und analog zu der in 2.5.2.1 beschriebenen Vorgehensweise
analysiert. Hepatozyten wurden transduziert und 1 (Ente 1 A85-96) bis 2 Tage spiter mit DHBV-haltigem
Serum (Ente 1 A85-96, R102P = 50, Rest = 25 GE/Zelle) tiberinfiziert. Die Zellen wurden 5-7 Tage (Tag 5:
Ente 1 R102P; Tag 7: Ente 1 A85-96; Rest an Tag 6) spiter fixiert und einer IFA-basierten SIA-Analyse

unterzogen.

2.5.2.4 Auswirkungen von Deletionen in der Matrixdomdine von pre-S auf den SIA-

Phdnotyp infizierter Hepatozyten

Auch der Sequenzabschnitt in pre-S, der fiir die Bildung umbhiillter Partikel verantwortlich ist,
konnte bereits identifiziert werden. Lenhoff und Summers beschreiben in ihren Arbeiten die
vom L-Protein koordinierte Regulierung der Replikation sowie der Umbhiillung viraler

. 128,204
Kapside

. Wihrend in der Etablierungsphase der hepadnaviralen Infektion das virale
Genom alternativ in den Zellkern reimportiert und ein cccDNA-Pool etabliert wird, werden
Kapside priferentiell umhiillt und sezerniert, sobald ausreichende Menge vom grofien
Hiillprotein vorhanden sind (siche 1.1.5). Substitutionen im Sequenzabschnitt aa 127 bis 136
von pre-S flihren direkt und spezifisch dazu, dass die Umbhiillung DNA-haltiger Kapside zum
Erliegen kommt, auch die L-vermittelten Inhibition der cccDNA-Amplifikation bleibt aus'**.

Beim Ausschluss einer Superinfektion ist es fiir das initial infizierende Virus entscheidend
eine weitere Infektion seiner Wirtszelle so frith wie moglich zu verhindern. Darauf, dass die
Blockade der Sekundérinfektion erst nach Internalisierung des zweiten Virus stattfindet,
weisen bereits die Resultate der Bindeanalysen aus 2.4.3 hin. Die Etablierung eines cccDNA-
Pools durch ein nachfolgend infizierendes Virus wiirde es daher gelten so effizient als
moglich zu verhindern. Die Féhigkeit von L neuassemblierte Kapside zu umhiillen (und diese

so der cccDNA-Amplifikation zu entziehen) bzw. deren potentielle Rolle im SIR-

Mechanismus wurde daher in diesem Abschnitt der Arbeit untersucht.

Anlehnend an die Studien durch Lenhoff und Kollegen wurde der C-terminale Bereich von
pre-S umfassend in die Mutationsanalyse miteinbezogen'**. In den Sequenzbereich zwischen
aa 110 und aa 157 wurden hierzu sukzessive 8-aa-Deletionen eingefiihrt. Die generierten
Mutanten deckten somit den fiir die Umhiillung von Kapsiden beschriebenen Bereich in pre-S
vollstdndig ab und bezogen zusitzlich N- wie auch C-terminal gelegene Sequenzen ein. Die
entsprechenden adenoviralen Konstrukte wurden kloniert, die Viren hergestellt und die

zelluldre Transgenexpression bestétigt (Abbildung 2-25). Analog zu den Analysen zuvor
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wurde dann die SIR-Qualitét der einzelnen L-Mutanten, hier an PDHs aus 2 unabhdngigen

Leberzellpréiparationen, quantifiziert. Abbildung 2-26 gibt die Resultate wieder.

Wie im Immunoblot zu erkennen (Abbildung 2-25 B), konnten alle Mutanten erfolgreich in
Hepatozyten exprimiert werden. Im Vergleich zu L, resultierten die Deletionen A126-133 bis
A150-157 aufgrund des geringeren Molekulargewichts in einer leicht aber signifikant
schnelleren Mobilitét der Polypeptide in der Elektrophorese. Abweichend davon zeigten sich
die Mutanten Ad-DulL. A118-126 und, wie schon unter 2.5.2.3 beschrieben, Ad-DulL._ A110-
117. Die Deletion der Reste aa 118-126 (Ad-DuL aj13.12¢) filhrte zu einem dem Wildtyp

gleichenden Laufverhalten.
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Abbildung 2-25 Expressionsanalyse von L-Mutanten mit 8-aa-Deletionen in der Matrixdoméine von pre-S.
(A) Schematische Prisentation der eingefiihrten 8-aa-Deletionen in den Bereich zwischen aa 110 und 157 von
pre-S. Der fiir die Bildung umhiillter Viruspartikel essentielle Bereich (aa 127-136) ist eingeschlossen, die
beiden Deletionsmutanten, die diese Determinante abdecken, sind griin markiert. (B) Die adenoviralen
Konstrukte wurden generiert und auf ihre Expression hin untersucht. Gezeigt ist der Expressionsnachweis fiir
alle Mutanten in Zellen aus Ente 1 ( linker Blot) und in 293-Zellen (unterer Blot). Die Expression von Ad-
DulL_A126-134 wurde auch in Zellen aus Ente 2 nachgewiesen (Blot rechts).

Die Transduktionseffizienz lag durchschnittlich bei etwa 30 %, nur die Rate Ad-Dul._A126-
133-exprimierender PDHs lag mit 21 % deutlich darunter. GFP-transduzierte Zellen
erreichten eine Rate von 0,37 (Abbildung 2-26, Tabelle in Abbildungsteil D). Der mittlere
SIA-Faktor nach Transduktion mit Ad-DuL lag in dieser Versuchsreihe bei 0,09 und wies
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damit eine Abweichung von der GFP-Kontrolle um den Faktor 16,8 auf (1,51—0,09). Beide
Analysen getrennt betrachtet resultierten SIA-Faktoren filir Lys-exprimierende Hepatozyten
von 0,06 (Ente 1) und 0,11 (Ente 2). Die Akzeptanz GFP-exprimierender Zellen fiir eine SI
lag dabei um das 15,2 (1,67—0,11, Ente 2) bis 23,5 (1,41—0,06, Ente _1)- fache hoher. Die
Schwankungen zwischen den beiden Analysen waren mit einem Faktor 1,22 fiir L
(0,11—0,09) und 1,18 (1,67—1,41) fiir GFP niedrig.

Schon anhand der graphischen Auswertung (Abbildung 2-26 C), besonders der Daten aus der
Ente 1 Analyse, wird der Gegensatz der hiesigen Resultate zu den Ergebnissen der
vorangehenden SIA-Analysen deutlich. Die Ergebnisse fiir die Mutante Ad-Dul. A110-117
wurden bereits unter 2.5.2.3 beschrieben, sie sind an dieser Stelle aber mit aufgenommen, um
den N-terminalen Bereich der Mutationsanalyse abzugrenzen. Folgende interessante
Beobachtung konnte an dieser Stelle gemacht werden: Betrachtet man die tabellarisch
aufgefiihrten SIA-Faktoren norm (Abbildung 2-26 D) zeigt sich, ausgehend von Ad-DuL {iiber
A110-117, dass die Akzeptanz L,-transduzierter PDHs gegeniiber eine nachfolgenden
DHBV-Infektion zunédchst sukzessive mit 8-aa-Deletionen in 3'-Richtung anstieg. Das
detektierbare Maximum mit einem SIA-Faktor norm von 0,83 wurde durch Deletion der Reste
aa 126-133 erreicht. Der Wegfall der 8 davon N-terminal gelegenen Reste (aa 118-125) fiihrte

bereits zu einem SIA-Faktor norm von 0,67.

Fiir die Mutante A118-125 ergab sich anhand der kalkulierten mittleren SIA-Faktoren eine
fast 12-fach niedrigere Kompetenz eine Resistenz der Zellen zu vermitteln, als es fiir Ly-
exprimierende PDHs der Fall war (1,04—0,09= Faktor 11,6), von der GFP-Kontrolle wich
der Phianotyp quantitativ hingegen kaum noch ab (1,51—1,04 = Faktor 1,45) (1,04—1,51).
Die A126-133-Mutante divergierte sogar um das 14-fache von Ad-DuL (1,26—0,09), von der
Kontrolle wich sie nicht mehr signifikant ab (1,51—1,26 = Faktor 1,2). Mit dem Entfernen
dieser 8 Reste (aa 126-133) in pre-S verlor das L-Protein demnach vollstindig seine SIR-
Kapazitit.

Die Einfiithrung von 8-aa-Deletionen in Regionen 3° zu diesem Bereich fiihrte dann zu einem
sukzessiven Wiedergewinn der Ausschlusskapazitit. Fiir die beiden C-terminal folgenden
Mutanten A134-141 und A142-149 ergaben beide Studien gemittelt (Abbildung 2-26 D) SIA-
Faktoren > 1, die normierten Mittelwerte lagen jeweils bei 0,7 und sind damit zu dem des

Wildtyps signifikant erhoht (> Faktor 10).
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Abbildung 2-26 Die Interaktion von viralem Kapsid und L-Protein ist essentiell fiir den Ausschluss einer
Superinfektion.

Resultate der IFA-basierten SIA-Analyse transduzierter PDHs aus 2 unabhingigen Leberzellpréparationen
(Ente 1 und 2). PDHs wurden mit Adenoviren transduziert, die fiir L-Mutanten mit Deletionen in der
Kapsidbinderegion von pre-S kodierten (siche Abbildung 2-25). 2 Tage spiter wurden die Zellen mit DHBV
infiziert (25 GE/Zelle), 6 Tage p.Inf fixiert und einer Quantifizierung nach 2.3 unterzogen. In (C) sind die
Ergebnisse aus den Einzelanalysen prisentiert, in (D) sind tabellarisch die gemittelten Werte aus beiden
Analysen aufgefiihrt. Die Immunfluoreszenzbilder in (D) sind exemplarisch ausgewihlt, entsprechen aber

Aufnahmen der PDHs aus Ente 2.
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In der Reihe aller Mutanten betrachtet, sank mit diesen Mutanten die erlangte SIA wieder ab
und erreichte mit Deletionen im C-Terminus von pre-S (A150-158) mit einem SIA-
Faktor norm von 0,45 wieder ein Minimum.

Obwohl die Daten der Ente 2 Analyse zwar den Verlust der Resistenz, nicht aber den
sukzessiven Verlust der SIR und deren Wiedergewinn in vollem Ausmal} widerspiegelten, ist
die Signifikanz der Resultate in beiden Studien eindeutig gegeben. Demnach kann dem hier
adressierten Sequenzabschnitt in pre-S offenkundig eine Involvierung im SIR-Mechanismus
zugesprochen werden. Die so definierbare SIR-Determinante ist im Sequenzabschnitt aa 118-

149 lokalisiert.

2.5.2.5 Die Rolle des N-Terminus von pre-S im Ausschluss einer DHBV-Superinfektion

Wie bereits unter 1.2.2 geschildert sind im N-Terminus von pre-S Determinanten lokalisiert,
die entscheidend fiir den infektiosen Charakter und die Wirtsspezifitdt von DHBYV sind. Die
Acylierung von Gly2 durch das Anhdngen von Myristinsdure trdgt dabei zwar entscheidend
zur Infektiositdt der Viren bei, die in Abschnitt 2.5.2.1 présentierten Ergebnisse an der
Mutante DulL Myr(-) lieBen an dieser Stelle aber bereits den Schluss zu, dass diese
Modifizierung keinen Beitrag zum SIR-Mechanismus liefert. Fiir den Sequenzbereich aa 12-
22 konnte in pre-S-Bindestudien und Prézipitationsversuchen gezeigt werden, dass dieser Teil
von pre-S exponiert auf der Partikeloberflidche liegt und fiir die Infektiositét der Viren strikt

erforderlich ist!”’

. Der Abschnitt in pre-S, der die Wirtsspezifidt zwischen DHBV und dem
nahverwandten Avihepadnavirus HHBV determiniert, schlieft sich diesem Abschnitt C-
terminal an und umfasst die Reste aa 22-37°">*. Dass der Sequenzbereich bis aa 41
entscheidend fiir den Infektionsprozess ist, ohne dabei die essentielle Rezeptorbindedoméne
zu enthalten, weist auf eine duCPD-unabhéngige Interaktion dieses Bereichs des Virus mit der
Wirtszelle hin, vermutlich mit einem noch unbekannten Korezeptor'*.

Mit der folgenden Mutations- und SIA-Analyse wurde untersucht, ob Sequenzelemente im N-
Terminus moglicherweise auch fiir die Ausprigung des SIA-Phénotyps eine Rolle spielen.
Der Fokus wurde dabei auf den Sequenzbereich aa 3-26 gelegt. Durch das sukzessive
Einfiihren von 8 aa-Deletionen wurden die 3 adenoviralen Konstrukte Ad-Dul. A3-10, Ad-
Dul A11-18 und Ad-Dul._A19-26 generiert. Abbildung 2-27 fasst die Ergebnisse der
Expressionsanalyse und der IFA-basierten Untersuchung zusammen.

Dem Ergebnis der Western Blot Analyse (Abbildung 2-27 B) kann entnommen werden, dass

die Synthese aller 3 Mutanten nachweisbar war, neben L, sind die minimalen GroBenverluste
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Abbildung 2-27 Deletionen im N-terminalen Bereich von pre-S resultieren in einer signifikant erhohten

SIA.

84




Ergebnisse

(A) Schematische Prisentation der eingefiihrten Deletionen in den N-terminalen Bereich von pre-S. Die
Auswertung wurde analog zu vorangehenden Analysen durchgefiihrt. (C) und (D) zeigen die Resultate der IFA-
basierten SIA-Analysen transduzierter PDHs aus je 1 (Ad-Dul. A19-26) bzw. 2 (Rest) unabhingigen PDH-
Priparationen. Die Uberinfektion transduzierter PDHs erfolgte mit 25 GE DHBV /Zelle, die Zellen wurden 6
Tage spiter der IF-basierten SIA-Analyse unterzogen. (Grafik rechts) Zur Veranschaulichung sind die Resultate
der fiinf SIA-Analysen in einer Grafik neben den normierten bzw. gemittelten Werten fiir die Kontrollen Ad-
GFP und Ad-DuL présentiert. Die Immunfluoreszenzbilder in (D) sind exemplarisch fiir je beide Préparationen

ausgewahlt, sind aber PDHs jeweils aus Ente 1.

der Polypeptide erkennbar. Im Gegensatz zu Ad-Dul._A19-26 lieBBen sich die Mutanten Ad-
Dul A3-10 und Ad-DuL Al11-18 im DHBV S-spezifischen Nachweis nur schwach
darstellen, die spezifische Detektion mit einem a-pre-S Antikorper verifizierte die Expression

der Mutanten aber eindeutig.

Die Transduktionseffizienzen der L-exprimierenden Zellkulturen lagen fiir die Mutanten
zwischen 23 und 30%. Die SIA-Analysen (Abbildung 2-27 C und D) wurden an Zellen aus
jeweils 2 unabhédngigen Leberzellprdparationen durchgefiihrt, im Fall der Mutante Ad-
DulL A19-26 war es eine Einzelstudie. Fiir den SIA-Phénotyp der 3 Mutanten zeichnet sich
folgendes Bild ab: Wéhrend eine Deletion der N-terminalsten Reste (A3-10) im Vergleich zu
Lyi-exprimierenden Zellen im Mittel zu einer um den Faktor 10 gesteigerten SIA der Zellen
fithrte (mittlerer SIA-Faktor nom: Ad-Dul_A3-10 = 0,65, Ad-Dul = 0,06), der mittlere SIA-
Faktor betrug 1,00, nahm diese gesteigerte Akzeptanz sukzessive mit Deletionen in Richtung
C-Terminus hin ab. Bei Expression der Mutante Dul. A11-18 zeigten sich die Hepatozyten
noch 5-mal toleranter gegeniiber einer SI (mittlerer SIA-Faktor nyorm = 0,34), bei Ad-
Dul A19-26-exprimierenden PDHs war die Akzeptanz im Vergleich zum Wildtyp nur noch
doppelt so hoch (SIA-Faktor norm: Ad-Dul_A19-26 = 0,08, Ad-DuL = 0,04).

Die Resultate der einzelnen PDH-Praparationen separat betrachtet, tritt der Anstieg in der
Toleranz fiir eine Uberinfektion bei Zellen der Ente 1 Priparation deutlich drastischer zutage.
Die Darstellung in einer gemeinsamen Graphik (sieche Kasten in Abbildungsteil C)
verdeutlicht dies. Mit einem SIA-Faktor nom von 0,99 zeigen sich Ad-Dul A3-10-
transduzierte Hepatozyten im Vergleich zur GFP-Kontrolle maximal tolerant gegeniiber einer
zweiten Infektion, wihrend dieser Effekt bei Zellen der Ente 2 Priparation nur noch halb so
gro3 war. Ebenso verhielt es sich mit DuL._A11-18, die Absolutwerte fielen bei Zellen aus der
Préaparation Ente 2 nur etwa halb so hoch aus. Die Signifikanz im Anstieg der Toleranz ist

durch die Reproduzierbarkeit der Resultate trotz allem klar ersichtlich.
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Der Wegfall der Reste aa 3 bis einschlieflich aa 18 mindert die Kapazitéit von L drastisch eine
SI erfolgreich auszuschlieBen. Die Integritit des N-Terminus von pre-S ist fiir die Funktion

von L im Vermitteln der SIR folglich unerlésslich.

2.5.2.6 SIA-Analyse zur Rolle der pre-S-Domdne von L an einer DHBV/HBV L-Chimdire

Die Analyse zur Fragestellung, ob die S-Doméne von L ausreicht, um eine Zweitinfektion zu
verhindern hatte gezeigt, dass die alleinige Expression von SDHBsAg diese Blockade nicht
vermitteln kann (2.5.1). Die Schlussfolgerung, dass die fiir die SIR essentiellen
Determinanten in der pre-S-Doméne von L lokalisiert sind, lag somit nahe und die Ergebnisse
in 2.5.2.4 bestitigten genau das. Ziel der folgenden Mutationsstudie war es zu iiberpriifen, ob
DHBYV pre-S isoliert von der DHBV S-Doméne exprimiert, die L-induzierte SIR bewirken
kann. Um die Verankerung von pre-S in der Membran zu gewihrleisten, wurde das chimére
Konstrukt Dupre-S/HuS kloniert, bei welchem sich C-terminal an pre-S die Sequenz der S-
Domine von HBV anschliefit. Da unter den Hepadnaviren die Transmembrantopologie der
Hiillproteine weitestgehend homolog ist, konnte SHBsAg als Membrananker fiir die
hydrophile pre-S-Domiine fungieren. Einen schematischen Uberblick hierzu gibt Abbildung
2-28. Nach Generierung der entsprechenden Adenoviren wurde zundchst die Expression des
chiméren L-Proteins neben der von DHBV L im Western Blot analysiert (Abbildung 2-28,
Spur 3 und 4). Der verwendete a-DHBV pre-S-Antikorper (griine Banden) detektierte die
Chimére (Spur 4) primédr als 2 Produkte mit Molekulargewichten von 42 und 39 kDa, ein
Bandenmuster, welches vergleichbar dem von HBV Ly, ist und Kalkulationen zum erwarteten
Molekulargewicht von Dupre-S/HuS bestétigte. Der langsameren Polypeptidspezies in der
Gelelektrophorese liegt dabei sehr wahrscheinlich die partielle N-Glykosylierung in der a-
Determinante der HBV S-Doméne zugrunde. 2 weitere DHBV pre-S-spezifische Banden mit
GroBen von 33 bzw. 36 kDa erschienen mit deutlich schwécherer Intensitit. Die Detektion der
Chimére durch einen monoklonalen a-DHBV S-Antikorper (rote Banden) fand wie erwartet
nicht statt, wihrend DuS (Ad-DuS, Spur 2) und die S-Domine von DHBV L (Ad-DuL, Spur
3) eindeutig vom Antiserum erkannt wurden. Zur Detektion DHBV-unspezifischer Banden

mit einem Molekulargewicht von etwa 30 kDa durch dieses Antiserum siehe Abschnitt 2.1.4.

In den darauffolgenden SIA-Analysen an Zellen aus 2 unabhingigen Leberprdparationen
ergab sich folgender Phénotyp fiir die L-Chimire: Der kalkulierte SIA-Faktor nom flr die
Chimére wich im Durchschnitt um den Faktor 15,5 vom normierten Wert fiir Ly ab (0,06 —

0,93) und lag damit sogar minimal hoher, als der entsprechende Faktor Ad-DuS-
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exprimierender Zellen (0,89; siehe 2.5.1). Bei gleicher Transduktionseffizienz (32 bzw. 35%)
zeigte sich Ad-Dupre-S/HuS somit wider Erwarten ebenso wenig wie Ad-DuS in der Lage,

eine Zweitinfektion von Transgen-exprimierenden Hepatozyten zu verhindern.
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DHBV L-Protein 2 162
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Abbildung 2-28 Die zelluliiren Expression des chimiren DHBV/HBV L- Konstrukts.

(Oben) Im adenoviralen Konstrukt Ad-Dupre-S/HuS wurde an den C-Terminus von DHBV pre-S die Sequenz
der HBV S-Doméne fusioniert. (Unten) Western Blot Analyse zur Expression der L-Chimire. LMH-Zellen
wurden transduziert und an Tag 3 p.Tr. lysiert. Die Detektion im WB erfolgte mit einem monoklonalem a-
DHBV S (links) — bzw. einem polyklonalen o-pre-S Primérantikorper (Mitte). Die Zweitantikorper lagen

Fluorophor-gekoppelt vor. Der rechte Blot kommt durch das Ubereinanderlegen der Farbkaniile zustande.

Wihrend beim humanen Virus die posttranslationale pre-S-Translokation unabhéngig von den
beiden anderen Hiillproteinen, ndmlich S und M ablduft, ist sie beim Entenvirus von der
gleichzeitigen Synthese von DHBV S abhingig (1.1.4) **'%. Mit dem folgenden Versuch
sollte iiberpriift werden, ob die pre-S-Doméne im Kontext der L-Chimédre aufgrund der
fehlenden DHBV S-Doméne evtl. nicht richtig transloziert wird. Damit sollte der

Fragestellung nachgegangen werden, ob moglicherweise eine erfolgreiche pre-S-
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Gesamtzellzahl 7907

Transduktionsrate 0,37
Infektionsrate 0,13

Abbildung 2-29 Analyse der Superinfektionsakzeptanz Dupre-S/HuS-exprimierender Hepatozyten.

(A) Graphische Darstellung zu den via IFA determinierten und normierten SIA-Faktoren. Zahlen unter den
Balken stellen die genauen SIA-Fakoren nomm dar. (B) IFA-basierte SIA-Analyse Ad-Dupre-S/HuS-
exprimierender PDHs. Die Analyse erfolgte analog zu vorangehenden Untersuchungen, transduzierte Zellen

wurden mit DHBV (25 GE/ml) tiberinfiziert und 6 Tage p.Inf. PFA-fixiert. Zahlen in Késtchen sind kalkulierte
SIA-Faktoren.

Translokation eine Voraussetzung fiir die SIR darstellt bzw. ob das Unvermdgen der Chimére
pre-S erfolgreich zu translozieren Ursache fiir den detektierten Verlust der Resistenz ist. Um
Aufschluss iiber die transmembrane Topologie der pre-S-Domine zu erhalten, wurde die L-
Chimédre einem Proteaseschutzversuch unterzogen (Abbildung 2-30). Das Prinzip beruht
hierbei auf der Sensitivitit bzw. Resistenz unterschiedlicher Abschnitte im Polypeptid
gegeniiber zugesetzter Proteasen aufgrund ihrer Ausrichtung in der Membran préparierter
Mikrosomen. Aus transduzierten LMH-Zellen wurden hierzu Mikrosomen durch
Fraktionierung gewonnen und anschlieBend mit Trypsin behandelt (Abbildung 2-30, Spur 2, 5

und 8). Wihrend luminal orientierte Proteinbereiche (spédter auf der Oberfliche von
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Viruspartikeln) dabei vor dem tryptischen Verdau geschiitzt sind, reagieren zytoplasmatisch
liegende Regionen (spiater dem Nukleokapsid zugewandt) sensitiv d.h. sie werden
proteolytisch abgebaut. Alternativ wurden die Membranen der Mikrosomen durch Zugabe des
nichtionischen Detergenz NP-40 und DTT aufgeschlossen, wodurch alle Bereiche fiir die
Protease zuginglich wurden (Abbildung 2-30, Spur 3, 6 und 9). Mit diesem Kontrollansatz
sollte sichergestellt werden, dass die eingesetzte Menge an Protease prinzipiell ausreichend
war, um vorhandenes L vollstindig abzudauen. In jeweils einem dritten Ansatz wurden die
préaparierten ER-Vesikel mock-behandelt. Die im Immunoblot detektierte Gesamtmenge an L
in dieser Probe, diente spédter als Referenz in der quantitativen Auswertung (Abbildung 2-30,
Spur 1, 4 und 7). Nach Auftrennung in einer SDS-PAGE wurden die Produkte der Verdaus im
Western Blot analysiert (Abbildung 2-30). Der detaillierte Versuchsautbau kann Abschnitt

4.2.3 entnommen werden.

Ad-Dupre-S/
Ad-DuL HuS w/o Ad
kDa
— 40
P36:L => - : |
— 20
P17:S => S a— : —15
— g
o-DHBV S
Dupre-S/HUS == — 40
- = =
—
— 20
— 15
o-DHBV pre-S
Trypsin - + + - + + - + +
NP-40/DTT - - + - - 4+ - - +

Abbildung 2-30 Trypsinschutzversuch zur Studie der Topologie der L-Chimiire Dupre-S/HusS.

Western Blot Analyse proteolytisch verdauter Mikrosomenfraktionen. Mikrosomen aus Ad-Dupre-S/HuS- bzw.
Ad-DuL-transduzierten LMH-Zellen wurden wie unter 4.2.3 beschrieben isoliert und einer Behandlung mit
Trypsin in An- oder Abwesenheit von Detergenz (NP-40) und DTT unterzogen. Jeweils einem dritten Teil der
préaparierten ER-Vesikel wurde keine Protease zugesetzt. Untransduzierte Zellen dienten im Western Blot als
Negativkontrolle. Die Detektion erfolgte mit einem polyklonalen a-DHBV-pre-S und einem monoklonalen a-

DHBV-S Antikorper. Grolen mitgefiihrter Standardproteine sind aufgezeigt.
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Die Quantifizierung der im WB detektierten Spaltprodukte ergab, dass im Fall von DHBV
Lyt (Abbildung 2-30, Ad-Dul, Spur 1-3) 37 % des Vollldnge-L-Proteins (P36) resistent
gegeniiber der Proteasebehandlung waren (a-S Blot, Ad-DuL, L (P36), vgl. Spur 1 und Spur
2, Abnahme um den Faktor 2,7). Demnach waren iiber 60 % der pre-S-Doménen des groflen
Hiillproteins zytoplasmatisch (i-pre-S Konformation, siche Abbildung 1-5), d.h. auBerhalb der
Mikrosomen lokalisiert und so dem tryptischen Verdau ausgesetzt.

Die parallele Detektion mit einem a-pre-S Antiserum bestétigte das Resultat (Abbildung 2-30,
unterer Blot), die pre-S-Region zeigte sich hier bei 68 % der L-Molekiile sensitiv gegeniiber
einem Verdau. Invers korrelierend zum partiellen Abbau von pre-S stieg, ndmlich um den
Faktor 3,3, die detektierbare Menge an S (P17) an (a-S Blot, Ad-DuL, S, Vgl. Spur 1 und
Spur 2). Nach Zugabe von Detergenz und DTT war kein pre-S-spezifisches Signal mehr
nachweisbar (unterer Blot, Spur 3), was die Vollstindigkeit des Verdaus und damit die
gewihlten Reaktionsbedingungen verifizierte. Der monoklonale a-S-Erstantikdrper erkannte
ein S-Spaltprodukt mit einer Grofe kleiner 15 kDa (oberer Blot, Spur 3). Eine der
favorisierten Trypsinschnittstellen in L befindet sich an 2 Lysinresten (K204, K206) in der S-
Doméne in der hydrophilen /loop-Region zwischen TM-1 und TM-2, wobei unter anderem ein

S-Spaltprodukte mit einer GroBe von 12,9 kDa entsteht''

. Bei dem hier detektierten Trypsin-
Produkt handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eben dieses Fragment.

Der Trypsinverdau von Dupre-S/HuS ergab, dass die pre-S Region beider L-Formen (42 und
39 kDa), auch ohne die Zugabe von Detergenz, fast vollstindig abgespalten wurde. Der Anteil
Trypsin-resistenter Molekiile fiel hierbei mit einem Anteil von nur 5,7 % deutlich geringer als
beim Wildtyp aus (a-pre-S Blot, Ad-Dupre-S/HuS, Vgl. Spur 4 und Spur 5). Folglich waren
fast 95% der pre-S-Domidnen im chimiren L zytoplasmatisch orientiert (i-pre-S

Konformation) und damit zugénglich fiir die Protease, ohne dass die mikrosomalen

Membranen zuvor hitten aufgeschlossen werden miissen.

In diesem Teil der Arbeit konnten 2 Feststellungen gemacht werden: 1) DHBV pre-S liegt in
Dupre-S/HuS fast ausschlieBlich in der i-pre-S Konformation vor, seine Translokation scheint
in Anwesenheit der HBV S-Domine nicht zu erfolgen. 2) Zytosolisches pre-S alleine bzw. im
Kontext mit HBV S kann keine SIR vermitteln. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass HBV S

nicht in der Lage ist, DHBV S im L-vermittelten Infektionsausschluss zu komplementieren.
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2.5.2.7 SIA-Analyse an Hepatozyten, die das groffe Hiillprotein des Graureiher HBV
(HHBYV) exprimieren

Im folgenden Abschnitt wurde eine SIA-Analyse an PDHs durchgefiihrt, die das grof3e
Hiillprotein des nahverwandten Avihepadnavirus HHBV exprimierten. Obwohl die Genome
von DHBV und HHBV ein hohes Mall an Sequenzhomologie aufweisen (etwa 21 %
Basenpaaraustausch®) ist HHBV erst in der Lage Entenhepatozyten zu infizieren, wenn
HHBV pre-S, bzw. das Sequenzelement aa 22-37, gegen die korrespondierenden DHBV-
Sequenzen ausgetauscht wird®”’. Trotz des Unvermdgens im Entenmodellsystem erfolgreich
Infektionen zu setzen und einem Abweichen der Aminosduresequenz der pre-S-Doménen um
50 %, ist HHBV-pre-S interessanterweise in der Lage den DHBV-Rezeptor duCPD zu binden
und eine DHBV-Infektion zu inhibieren, und zwar ebenso effizient wie es von DHBV pre-S
abgeleitete Peptide vermogen'’®'”. Anhand eines Alignments der pre-S-Sequenzen wird
deutlich, wie die Sequenzen schon augenfillig divergieren (Abbildung 2-31). Im Gegensatz
dazu zeigt sich die Sequenz fiir das kleine Hiillprotein oder auch beispielsweise fiir Core

hochkonserviert?.

- Start pre-S
(1 10 20 30 40 50 60 70 80 94
HHBV_L (1) MGHTQRKSTTDRREECCENLLEHLAGRMIPPEFSGPHTTHGEE PTHOE VEIDERDBNEERR TLOAGEHW REGLDlPRETPPP- ITWTIEE
DHBV_L (1) MGOHPARSMDVRREECGENLLBOLAGRMIE - --KGTHTWECKE PTROHEVEDERONMEEENT LONQGAWEA REGLSEETEQEIPQPQHTPE

(95) 95 100 110 120 130 140 150 160 179 s S 188
HHBV_L (94) EDKRAREFEJQYOENRPKPAETAPEP ITELHAEPBOWKESE-BDELLKAKELEr VK- -- - -EPEVEEBKVEKL TNKKRMGETFGGILAGLIGH
DHBV L (92) EDOKAREAFRRYO ;

(189) 189 200 220
HHBV_L (18)) LUGFFUUTKILEILRE KERMLCAEONT
DHBV_L (177) LUSFFLLIKILEILR KGKMOCAEQDT

(283) 283 320
HHBV_L (576) e5vin TES88VEQVIVIY B JuCPD-Binderegion aa 30-115
DHBV_L (271) ASVSAL M ATQTLVTL M nteraktion mit Kapsid aa 127-136

Abbildung 2-31 Sequenzvergleich der grofien Hiillproteine von HHBV und DHBV.

Alignment der L-Proteinsequenzen von HHBV-4 (obere Sequenz) und DHBV-16 (untere Sequenz). Der
jeweilige Start fiir pre-S und S ist angezeigt. Die von der verwendeten software (Vector NTI®) eingefiihrten
Liicken in der Aminosiureabfolge dienen einem optimalen Alignment und sind durch eine gestrichelte Linie
angezeigt. Homologe Reste sind gelb, konservative Austausche sind griin markiert. Wihrend die
Sequenzhomologie der S-Doménen bei fast 85 % liegt, divergieren die pre-S-Sequenzen um 50 %**. Die duCPD-

Binderegion (blaue Linie) und die Matrixdoméne (rote Linie) in DHBV pre-S sind ebenfalls gekennzeichnet.
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Die pre-S-Dominen der beiden Avihepadnaviren weisen somit einerseits eine grof3e
Ubereinstimmung in ihrer Funktion und in ihren Eigenschaften auf, divergieren andererseits
aber offensichtlich beziiglich ihres Tropismus und ihrer Primirsequenz. Dies bildete die
Grundlage zur Untersuchung der Speziesspezifitit des Superinfektionsausschlusses in diesem
Abschnitt der Arbeit, in welchem quantitativ ermittelt wurde, inwiefern HHBV-L fahig ist
eine DHBV-Infektion von PDHs zu verhindern.

Das Resultat der Expressionsanalyse von Ad-HeL-transduzierten Zellen zeigt, dass HHBV-L
erfolgreich in PDHs synthetisiert wird und im Immunoblot neben DuL. wie zu erwarten bei
etwa gleicher GroBe detektiert werden kann (Abbildung 2-32 A, mittlerer und unterer Blot,
Spur 3 und 4). Dass die S-Doméne von HHBV-L trotz extrem hoher Homologie zur DHBV-
Sequenz nicht durch den monoklonalen a-DHBV S-Antikérper erkannt wird (oberer Blot,
Spur 3 und 4), liegt sehr wahrscheinlich darin begriindet, dass die Erkennungssequenz des
Antikorpers im Sequenzabschnitt aa 270-283 liegt (siehe Tabelle Primérantikdrper in 1.1.1)

und hier 4 Aminosédureaustausche vorliegen.

In der SIA-Analyse (Abbildung 2-32 B und C) offenbarte sich folgender Phénotyp: Im
Versuch fiel die Transduktionseffizienz mit 23 % zwar etwas geringer aus (Faktor 1,5), als die
von Ad-Dul- (33%) und Ad-GFP-(34%) transduzierten Zellen, gleichzeitig war die
Infektionsrate Ad-HeL- gegeniiber Ad-Dul-transduzierten Hepatozyten aber gesteigert
(Faktor 3,3: Ad-DuL = 0,03; Ad-HeL = 0,1). Die Kalkulation der SIA-Faktoren und die
entsprechende Normalisierung lassen das Ergebnis eindeutig werden: Neben Ad-Dul und
Ad-GFP mit SIA-Faktoren von 0,11 bzw. 1,67 ergab sich fiir HeL-synthetisierende Zellen ein
SIA-Faktor norm von 1,39 bzw. von 0,83. Daraus ergibt sich eine um den Faktor 12
(0,07—0,83) gesteigerte Akzeptanz fiir PDHs, die statt L das grof3e Hiillprotein von HHBV

exprimierten.

Die Resultate demonstrieren, dass trotz funktioneller Ubereinstimmungen mit DHBV-L (z.B.
Rezeptorbindung) und einem hohen Maf3 an Sequenzhomologie, das L-Protein des Graureiher

HBYV nicht in der Lage ist, eine DHBV-Infektion von PDHs wirksam auszuschlief3en.
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Transduktionsrate 0,34 0,33 0,23
Infektionsrate 0,15 0,03 0,10

Abbildung 2-32 DHBV-L kann im Vermitteln der SIR nicht durch das Hiillprotein vom Graureiher HBV
substituiert werden.

HHBV-L wurde in den adenoviralen Kontext eingefiihrt und Adenoviren (Ad-HeL) generiert. Die
Transgenexpression in PDHs wurde analog zu vorangehenden Abschnitten im Western Blot (A) sowie
fluoreszenzmikroskopisch (C) analysiert, um dann in einer SIA-Analyse quantitativ beziiglich von
Superinfektionsereignissen ausgewertet zu werden (B). Die Detektion im Immunoblot erfolgte mit einem
monoklonalen DuS- und einem polyklonalen HHBV-pre-S-spezifischem Antiserum. In (B) und (C) sind die
Resultate der IFA-basierten SIA-Analyse an PDHs aus einer Leberzellprdparation in 2 unabhdngigen

Infektionsansitzen gezeigt.
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3 Diskussion

Virale Interferenz beschreibt das Phdnomen, dass eine bereits infizierte Zelle eine weitere
Infektion bzw. eine Re-Infektion durch ein homologes Virus effizient auszuschlieBen vermag.
Diesen Prozess, der auch als Superinfektionsausschluss bzw. —resistenz (SIR) bezeichnet
wird, galt es fiir die hepadnavirale Infektion niher zu untersuchen, mit dem Ziel, Details zum
zugrunde liegenden Mechanismus zu erhalten. Am DHBV-Modellsystem wurde die
hepadnavirale SIR im Allgemeinen sowie der Beitrag von potentiell involvierten viralen
Komponenten evaluiert. Grundlage zur Fragestellung war zum einen die Beobachtung, dass
die Rezeptorkomponente duCPD in DHBV-infizierten Hepatozyten herabreguliert ist und
zum anderen, dass dieser Zustand allein durch das DHBV L-Protein vermittelt wird'”*'®°. Die

Hypothese, dass diese Beobachtungen mit einer SIR korrelieren konnten, schien naheliegend.

Obwohl umhiillte Viren diesbeziiglich multiple Mechanismen entwickelt haben, adressieren
virale Hiillproteine meist die Synthese, die Aktivitit oder die Halbwertszeit des zelluldren
Rezeptormolekiils. Bei Retroviren wie HIV-1 oder Foamyviren®®, aber auch z.B. bei
Influenza A Viren ist die Hiillprotein-vermittelte SIR dokumentiert, die nachweislich oft an
die Herabregulierung eines Rezeptorproteins gekoppelt ist. In HIV-infizierten Zellen
vermitteln die 3 Genprodukte Env, Nef und Vpu unabhingig voneinander die

20
£.207

Runterregulierung des Rezeptormolekiils CD4 (fiir Ubersichtsartikel siche Ref.””’). Analog zu

Beobachtungen im DHBV-System durch Breiner et al'””

(1.2.3), kommt es in infizierten T-
Zellen zur Interaktion von Hiillprotein (Env) und Rezeptor (CD4) im ER, durch die
Komplexbildung und Aggregation wird der Weitertransport von CD4 zur Zelloberfldche
verhindert. Wihrend Env und Vpu nur hemmend auf neusynthetisiertes CD4 wirken, indem
sie dessen Transport zur Zelloberfliche behindern (Env) bzw. den Rezeptor Richtung
Proteasom weiterleiten (Vpu), ist Nef in der Lage die Internalisierung von CD4-Molekiilen
von der Zelloberfliche zur fordern, gefolgt vom Abbau des Rezeptors in Lysosomen. Als
frithes Protein tibernimmt Nef in diesem Zusammenhang entscheidende Funktion (fiir
Ubersichtsartikel siche Ref?**?%°") Huang und Kollegen wiesen fiir Influenza A Viren
nach, dass die virale Neuraminidase notwendig und ausreichend ist, um den Rezeptor
Sialinsédure von der Zelloberfliche zu entfernen und so den Haemagglutinin-vermittelten
Zelleintritt im Zuge einer Neuinfektion in eine bereits infizierte Zelle zu verhindern®'’. Als
eine Voraussetzung flir die Neukombination von Genom-Segmenten sind Influenza A Viren

evolutiv betrachtet allerdings auf ein gewisses Maf3 an Superinfektion angewiesen?''2'2213214,
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Die Effizienz, mit der eine gegebene Neuraminidase die Neuraminséure abdaut, konnte
demnach entscheidend die Héufigkeit von Neukombinationen der RNA-Segmente
beeinflussen.

Dass die virale Interferenz anstatt auf der Ebene des Viruseintritts auch auf Ebene von
Translation/Replikation stattfinden kann, zeigen Studien an HCV. Die Translation und
vermutlich auch die Replikation eines zweiten viralen RNA-Genoms ist in bereits HCV-
replizierenden Zellen deutlich beeintrichtigt’”. Die Level von CD81 und dem Scavenger-
Rezeptor SR-BI, Faktoren, die in den Viruseintritt in die Zelle involviert sind, zeigen sich friih
im Infektionszyklus nicht beeinflusst. Obwohl in Studien die Rezeptorrunterregulierung noch
zu einem spéten Zeitpunkt im Zyklus beobachtet wurde®'®, scheint dem SIR-Mechanismus bei
HCV prinzipiell keine Blockade des Viruseintritts zugrunde zu liegen. Das Bovine
Virusdiarrhoe-Virus, kurz BVDV, ein anderer Vertreter der Familie der Flaviviren, reguliert
die SIR akut infizierter Zellen interessanterweise iiber einen dualen Mechanismus. Der
Ausschluss findet dabei sowohl auf Ebene des Viruseintritts, vermittelt durch das
Glykoprotein E2, als auch auf Replikationsebene statt, wobei diese Blockade Strukturprotein-
unabhingig ist*’.

Verschiedene in vivo Studien am DHBV-Tiermodell kamen bereits zu dem Schluss, dass eine
produktive Infektion mit dem Avihepadnavirus eine SI derselben Zelle ausschliefit. In
Kompetitionsstudien mit DHBV,; und einer zytopathischen DHBV-Mutante zeigte sich
beispielsweise, dass das Auftreten von Wildtyp-infizierten Zellen eindeutig abhéngig war von

183218 Dass es sich hierbei um einen aktiven

der Regeneration des Lebergewebes
Infektionsausschluss und nicht um eine Transkomplementation des zytopathischen Effekts
durch ein superinfizierendens Wildtyp-Virus handelte, wurde daran ersichtlich, dass sich der
Wildtyp in Konkurrenz mit einer nicht-zytopathischen Mutante nicht durchsetzen konnte.
Analog dazu offenbarte eine Studie zur viralen Kinetik, dass sich DHBV, gegeniiber einer
Mutante mit partiellem Replikationsdefekt zwar in initialen Phasen des spreads in der Leber
durchzusetzen vermochte, im durchinfizierten Stadium war dies aber ebenfalls von der
Entstehung neuer, noch nicht-infizierter Zellen abhingig'®’.

Indem sie das elegante foo/ eines genetisch markierten DHBV (DHBV-Clal) nutzten, lieferten
Walters und Kollegen in /n vitro- und In vivo-Studien nicht nur einen weiteren Beweis fiir die
Existenz der SIR bei Avihepadnaviren sondern demonstrierten unter anderem eindriicklich,

dass 1) eine Zweitinfektion sogar ausgeschlossen wird, wenn das superinfizierende Virus

einen Replikationsvorteil hat, i1) die SIR bet DHBV nur homologe, nicht jedoch heterologe
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superinfizierende Viren, wie Adenoviren, HSV-1 oder VSV, betrifft und iii) die SIR von der
Genexpression des initial infizierenden Virus abhingt und einzig durch das L-Protein
vermittelt wird'™. Offen bliecben an dieser Stelle die exakte zeitliche Korrelation von
zelluldrer Resistenz und L-Expression sowie die Identifizierung des zugrunde liegenden L-
vermittelten SIR-Mechanismus. Diese Punkte waren daher in der vorliegenden Arbeit

adressiert worden.

3.1 Quantitative Evaluierung der L-vermittelten SIR

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das SIR-Phianomen einer DHBV-Infektion qualitativ sowie
quantitativ evaluiert. Auf Grundlage der Tatsache, dass der Ausschluss einzig L-Protein-
vermittelt ist, wurde das grofe Hiillprotein selbst bzw. Mutanten des L-Proteins in PDHs
exprimiert. In der L-exprimierenden Hepatozyte wurde so eine stattgefundene DHBV-
Infektion simuliert und die ,,infizierte” Zelle daraufhin auf ihre Potenz hin untersucht eine
weitere Infektion mit DHBV auszuschlief3en.

PDHs konnen nur sehr ineffizient mit herkdmmlichen Methoden (z.B. CaCl,-Transfektion,
Lipofektion, Elektroporation) transfiziert werden (meist unter 1% Effizienz). Um fiir die
Zwecke dieser Arbeit eine ausreichende Expression des gewiinschten Transgens zu erreichen,
wurde auf die Transduktion der Hepatozyten durch rekombinante Adenoviren
zurlickgegriffen. Dies erwies sich als sehr effizient und im Sinne der Reproduzierbarkeit der
Untersuchungen als sehr praktikabel. In der Etablierungsphase wurde die Kinetik der
Transgenexpression verfolgt (2.1.1 und 2.1.2), so dass die Versuchsbedingungen fiir
nachfolgende Studien so gewidhlt werden konnten, dass die Menge an L zum Zeitpunkt der
Infektion der Zellen mit DHBV optimal war (Abbildung 2-4). Die starke Uberproduktion des
Transgens gewdhrleistete dariiber hinaus dessen Verfiligbarkeit {iber die gesamte Zeitspanne
des Versuchs. Im klonierten adenoviralen Vektor wurde L mit GFP koexprimiert. Da die
Expression der beiden Proteine dabei eindeutig korrelierte (2.1.1), konnte auf einen direkten

Nachweis von L in den Folgeanalysen verzichtet werden.

Bevor das Ausmall der L-Expression auf die Superinfizierbarkeit von Hepatozyten
quantitiativ studiert wurde, wurde ein Augenmerk auf die reine Infizierbarkeit der
transduzierten Zellkulturen gelegt (2.2). Diese wurde hierfiir in Bezug zur Infizierbarkeit von
untransduzierten PDHs gesetzt, die als Kontrollinfektionen mitgefiihrt wurden. Um den
Kontrollansatz zu validieren, war an ihm zunichst das Ausmal} von potentiell auftretenden,

internen Schwankungen (Suspzeptibilitit von Hepatozyten aus einer Leberzellpraparation,
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ausgesdt auf unterschiedlichen Zellkulturplatten) analysiert worden. Die statistische
Auswertung zu den Datensdtzen wies hierzu eindeutig aus, dass die beobachteten
Abweichungen (2.2.1, Abbildung 2-6 A und B jeweils linke Bilderreihe, maximal 35 %
Abweichung) nicht signifikant und damit statistisch irrelevant waren (Abbildung 2-7 und
Abschnitt 5.1.1). Dieses Resultat legitimiert einen direkten Vergleich von Infektionsansétzen,
die zwar am selben Tag aber an Zellen auf unterschiedlichen Zellkulturschalen durchgefiihrt
werden. Sogar der Bezug zu nur einer Kontrollinfektion (d.h. nur auf einer Schale wird die
Kontrolle mitgefiihrt) ist demnach theoretisch ausreichend. Da das System von Primirzellen
aber per se immer die Moglichkeit groBerer Abweichungen in der Qualitit der Zellen birgt, ist
es unabdingbar nur Infektions- und Transduktionsraten von Zellen eines bestimmten Tages
nach Plattieren und nur die Infizierbarkeit von Zellen einer Charge d.h. aus einer Leber direkt

miteinander zu vergleichen.

Ob die Transduktion von Hepatozyten an sich bzw. die Expression des Reporterproteins GFP
bereits einen Einfluss auf die Infizierbarkeit der Zellen ausiibt, wurde ebenfalls untersucht.
Die Resultate hierzu (2.2.2) bestitigten Ad-GFP-transduzierte PDHs, die in allen
Untersuchungen mitgefiihrt wurden, voll in ihrer Funktion als eine Kontrolle: Wéhrend sich
bei geringer DHBV MOI (5 GE/Zelle) und ansteigenden Adenovirus-Konzentrationen zwar
ein leichter Anstieg in der Infizierbarkeit beobachten lieB (Abbildung 2-6 A und Abbildung
2-8, Ad-GFP), fiel bei hoheren DHBV MOIs (25 bzw. 125 GE/Zelle) die Infektionsrate
niedriger als an untransduzierten Hepatozyten aus. Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse an
untransduzierten Hepatozyten (sieche oben und Abbildung 2-7) ist fiir den Fall negativer
Abweichungen (Abbildung 2-6 A, Ad-GFP, maximal 40 %: 4 % — 2,4 %) zu vermerken,
dass diese eindeutig im Bereich der tolerierbaren Schwankung lagen. Entscheidend ist an
dieser Stelle die Aussage der Statistik zu den Daten (Abbildung 2-8, 5.1.2), der zufolge sich
fir Ad-GFP-transduzierte Zellen keinerlei Effekt von statistischer Relevanz abzeichnete,
weder ein positiver noch ein negativer. Im Fazit bedeutet das Ergebnis folgendes: Erstens
schlieft es aus, dass die Verwendung unaufgereinigter adenovirushaltiger 293-Zelllysate,
beispielsweise aufgrund einer toxischen Wirkung, nachteilig ist. Zweitens ist das Resultat fiir
die Funktion von Ad-GFP als eine Kontrolle dahingegend mafBgeblich von Bedeutung, da den
Daten zufolge von der Transduktion mit Adenoviren, d.h. vom Transduktionssytem an sich,
keinerlei Einfluss ausgeht. Fiir das Konstrukt Ad-Dul. greift das Ergebnis drittens vorweg,
dass das koexprimierte Reporterprotein keinen positiven Einfluss ausiibt, der wiederum zu

einem falsch-positiven Ergebnis filhren konnte bzw. netto keinen L-vermittelten Effekt
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messbar machen wiirde. Dies wire der Fall, wenn ein GFP-vermittelter positiver Effekt
existieren wiirde, der wiederum einen L-vermittelten negativen Effekt (in derselben Zelle)

kompensiert. Die Resultate schlieBen auch diese Moglichkeit aus.

Ein kontréres Bild ergab sich fiir L-exprimierende PDHs in den Parallelanalysen: Unabhéngig
von der eingesetzten DHBV-Menge zeigte sich hier eindeutig, dass die Infizierbarkeit der
Zellkultur kausal mit der Anzahl L-exprimierender Zellen zusammenhing (2.2.3). Mit
ansteigender Adenoviruskonzentration sank die Infektionsrate kontinuierlich und signifikant,
wobei die Infizierbarkeit um zwei Drittel zuriickging, wenn 40 % der Zellen L-positiv waren
(Abbildung 2-6 B, 11,1 % — 3,3 %). Dass diese Limitierung ihre Ursache in einem toxischen
Effekt, verursacht durch die verwendeten 293-Zelllysate hatte, schlossen die Ergebnisse an
Ad-GFP-transduzierten Zellen aus (siche oben). Indirekt hatte die Ad-GFP-Kontrollstudie
auch offenbart, dass die einzige potentielle Wirkung bei der Verwendung von Ad-DuL von L
selbst ausgeht. Die reduzierte Infektionsrate Ad-DuL-transduzierter Kulturen hatte ihre
Ursache demnach allein in der Expression von L. Diese Erkenntnis war dahingegend
entscheidend, da sie die verwendete Methode als solche validierte, die darauf abzielte, dass
Ad-DuL in PDHs eine DHBV-Infektion simulieren kann und so eine Untersuchung des SIR-

Phidnomens mdglich machte.

An dieser Stelle zeichnete sich bereits ab, dass die Limitierung der DHBV-Infektion die SIR
auf Einzelzellebene widerspiegelt. In Abschnitt 2.3.2 wurde dieser Ausschluss quantitativ auf
Einzelzellebene untersucht und es bestitigte sich genau dies: Eine L-Protein-exprimierende
Hepatozyte schlieft eine weitere Infektion der Zelle effizient aus. Fiir Ad-GFP-transduzierte
Zellen hingegen bestétigte sich in den SIA-Analysen das Resultat aus 2.2.2 auch auf
Einzelzellebene. Unabhédngig von leichten Schwankungen in den Transduktionsraten Ad-
GFP-transduzierter Zellen (Abbildung 2-11, max. 21 %) hatte die GFP-Expression keinen
Einfluss auf die Infizierbarkeit derselben Zellen mit DHBV, was sich in SIA-Faktoren > 1
widerspiegelte. Da sich in allen, auch hier nicht gezeigten Analysen SIA-Faktorenag4.grp
ergaben, die eher die Rate der erwartet superinfizierten Zellen tibertrafen (SIA-Faktor >1), als
sie nur zu bestitigen (SIA-Faktor = 1), kann an dieser Stelle zumindest ein geringer GFP-
vermittelter Vorteil von Ad-GFP-transduzierten Zellen, produktiv mit DHBV {iberinfiziert zu
werden, nicht ganz ausgeschlossen werden, auch wenn dieser vermeintliche Infektionsvorteil
auf Gesamtzelllevel nicht messbar gewesen war (2.2.2 und 5.1.2). Fiir Ad-DuL-transduzierte

Zellen wiirde sich hieraus theoretisch zwar die intrazelluldre Situation ergeben, dass eine L-
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vermittelte Beeintrdachtigung einer Zelle superinfiziert zu werden, durch die Koexpression von
GFP geschmilert wiirde, allerdings hat dieser vermeintlich positive Effekt durch die spitere
Normierung des SIA-Faktorsaq.pur keine Relevanz mehr. Entscheidend ist an dieser Stelle das
Folgende, namlich dass, wie oben dargelegt, die Daten eindeutig ausschlieBen, dass zwischen
den Adenoviren und DHBV eine virale Interferenz existiert: Ad-GFP-transduzierte Zellen
konnen mindestens ebenso effizient wie untransduzierte Zellen mit DHBV infiziert werden.
Mit der etablierten Quantifizierungsmethode, die eine visuelle Analyse mit einer fundierten
Kalkulation von SIA-Ereignissen kombinierte, gelang es somit superinfizierte Zellen vor dem
hohen Hintergrund an infizierten aber nicht transduzierten PDHs herauszufiltern, so dass der
signifikante und L-vermittelte Effekt sichtbar wurde. Die Methodik (Bestimmung des SIA-
Faktors norm) machte dariiber hinaus Ergebnisse aus Infektionsstudien an Zellen
verschiedener Chargen vergleichbar, was die Validitit der Resultate unterstreicht und fiir die
praktische Durchfiihrung der zell- und zeitaufwendigen Untersuchungen einen
entscheidenden Vorteil bot.

Die Simulation einer produktiven DHBV-Infektion durch die Expression von L ergab in allen
4 durchgefiihrten Untersuchungen (2.3.2) ein einheitliches und vo6llig kontrdres Bild zu den
Ergebnissen der GFP-Kontrolle: Wihrend mindestens jede 10. Ad-GFP-transduzierte Zelle
(10 doppelt infizierte Zellen von insgesamt 106 transduzierten Zellen, Tabelle in Abbildung
2-11) superinfiziert worden war, fiihrte die Synthese von L zu einer Resistenz, die hochstens
in jeder 300. L-exprimierenden Hepatozyte eine SI messbar machte (Abbildung 2-12). Im
Durchschnitt wurde mit Ad-DuL die Rate der erwartet superinfizierten Zellen um den Faktor
10 unterschritten.

In dem hier verwendeten System wurde das Transgen (Dul) maximal {iberexprimiert.
Inwiefern die Suszeptibilitit L-exprimierender Zellen von einer bestimmten Menge an L
abhingt, war aufgrund dessen nicht messbar. Eine Untersuchung, die die Frage zur
quantitativen Abhingigkeit des Ausmal} der Resistenz von der Menge an L adressiert, wére
z.B. mit einer Serienverdiinnung von DHBV-haltigem Serum bis auf einen Partikel pro Zelle
und einer nachfolgenden Infektion mit genetisch markiertem Virus mdglich. Einen noch
differenzierteren Einblick wiirde die Verwendung eines induzierbaren Expressionssystems
wie z.B. des Tet-Systems®'” erlauben. Durch Ein- und Ausschalten der Genaktivitit konnte
die Menge des Transgens bis auf ein Minimum reguliert und dessen Einfluss auf eine weitere

Infektion der Zelle studiert werden.
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Spétestens nach 12 h, in der Immunoblot Analyse auch frither (Abbildung 2-4), wurde L in
den transduzierten PDHs detektierbar (2.3.3) und es zeichnete sich ab, dass die Expression
von L und die einsetzende SIR zeitlich exakt korrelierten, wobei sich eine antiproportionale
Wechselbeziehung der Ereignisse (SIR und L-Expression) ergab (Abbildung 2-13): spitestens
48 h p.Tr. und 24 h nachdem L nachweisbar wurde, war die SI der Zellen vollstindig
ausgeschlossen. Bereits nach 8 h allerdings, ohne dass L in diesem Fall schon im Western
Blot detektierbar gewesen wire, war die Suszeptibilitit der Zellen riickldufig und sank ab
diesem Zeitpunkt kontinuierlich. Ein Effekt, der vom Input herriihrte, konnte anhand dessen
ausgeschlossen werden. Die Kinetik hob die entscheidende Rolle von L fiir die SIR erneut
hervor, wobei die Dosis-/Wirkungsbeziehung von L-Expression und SIR zwar eindeutig war,
einen Schluss auf den Zeitpunkt der Blockade im Infektionszyklus, lieB3 sie an dieser Stelle
aber noch nicht zu. Hinsichtlich der eigentlichen Wirkungsweise von L bei der Etablierung
der Resistenz belegt die Kinetik aber eindeutig, dass die von L ausgehende Wirkung eine
unmittelbare ist. Auch andere Studien gaben schon einen Hinweis darauf, dass die beiden

180 Mittels des hier

Ereignisse zeitlich korrelieren, das Zeitfenster betrug allerdings noch Tage
zum Einsatz gekommenen Expressionssystems und der etablierten Quantifizierungsmethode
war es moglich die Dosis-/Wirkungsbeziehung eindeutig und erstmalig quantitativ zu belegen
sowie das Zeitfenster zwischen L-Synthese und erfolgreichem Infektionsausschluss deutlich

weiter zu schlieffen.

3.2 Quantifizierung der Zellbindung an L-exprimierende Hepatozyten

Allgemein geht dem Viruseintritt in die Wirtszelle die spezifische Interaktion der Partikel mit
Molekiilen auf der Zelloberfliche voraus, wobei es sich hierbei allgemein um zelluldre
Proteine, Lipide oder Kohlenhydrate handeln kann. Dabei kann ein zelluldrer Bindefaktor
hiufig und ubiquitdr vorkommen oder aber auch selten und zelltypspezifisch sein. Das
Resultat dieser Interaktion kann dabei nur der Ankonzentrierung viraler Partikel auf der Zelle
dienen, der Bindepartner kann aber auch als eigentlicher Rezeptor dienen und nach der
Bindung die Aufnahme der Viren in die Zielzelle induzieren®*’. Generell kann die Interaktion
mit einem einzigen Faktor oder Rezeptor schwach sein (Kp im millimolaren Bereich), die
Gesamtheit aller Interaktionen macht den Prozess aber irreversibel.

Da sich mit duCPD, wie unter 1.1.2 erldutert, weder der Gewebe- noch der Wirtstropismus
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von DHBV erkldren lassen ™, ist es offensichtlich, dass das Hepadnavirus, wie es auch fiir

andere Viren der Fall ist, multiple Bindefaktoren und Rezeptoren in koordinierter Reihenfolge
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nutzt, um in seine Wirtszelle zu gelangen. Obwohl duCPD unumstritten die Erwartungen an
einen Virusrezeptor erfiillt und z.B. pre-S mit extrem hoher Affinitit bindet (Kp= 1-
2 nM)”g’m, ist das Protein nur transient an der Zelloberfliche lokalisiert, von wo es iiber

Endozytose schnell wieder in die Zelle aufgenommen wird' 17

. Dies ist wiederum untypisch
fiir einen Virusrezeptor. Breiner und Kollegen zeigten, dass die Rezeptormenge in infizierten
Hepatozyten signifikant und L-Protein-abhingig dezimiert ist und mit ihrem Modell der
Herabregulierung der duCPD-Menge von der Zelloberfliche wire die L-vermittelte
Limitierung einer DHBV-SI aufgrund einer verhinderten Zellbindung (und Aufnahme) des

221 Obwohl auch im Rahmen dieser Arbeit die reduzierte duCPD-

Virus prinzipiell erklérbar
Menge in L-Protein-abhéngiger Weise beobachtet werden konnte (Daten nicht gezeigt), lassen
die Ergebnisse der SIR-Mutationsanalyse in Abschnitt 2.5.2.3 eindeutig den Schluss zu, dass
die duCPD/pre-S-Interaktion fiir den der SIR zugrunde liegenden Mechanismus keine Rolle
spielt; Alle duCPD-bindedefizienten L-Mutanten waren ebenso wie Ly in der Lage, eine
Zweitinfektion der Hepatozyten zu verhindern. Allerdings bleibt offen, ob von der L-
Expression moglicherweise nur die sehr geringe Anzahl an duCPD-Molekiilen auf der
Zelloberflache betroffen ist und diesem Prozess evtl. keine direkte Interaktion der beiden
Molekiile zugrunde liegt. Das Gesamtproteinlevel des Rezeptors zum Zeitpunkt des
Infektionsausschlusses miisste davon nicht betroffen sein.

Dass fiir den Eintrittsmechanismus von DHBV weitere, duCPD-unabhingige Faktoren
bendtigt werden, ist bereits durch mehrere Studien aus unserer Abteilung demonstriert
worden. Es wurde beispielsweise herausgearbeitet, dass der stabilen und irreversiblen
Komplexbildung von pre-S und duCPD eine labile und reversible Bindung an Hepatozyten
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vorausgeht . In Infektionskompetitionsstudien mit rekombinanten, von DHBV pre-S

abgeleiteten Peptiden zeigte sich, dass das myristolierte Peptid Dpre-S 2-41™"

an Hepatozyten
bindet und in Folge eine Infektion effizient inihibiert. Da die duCPD-Binderegion auflerhalb
dieser Sequenz liegt, lieB sich schlussfolgern, dass der N-Terminus von pre-S einen distinkten
aber eindeutig duCPD-unabhingigen Schritt beim Viruseintritt in die Zelle vermittelt'®.
Gegen eine duCPD-abhidngige Primdrbindung spricht auch die Beobachtung, dass die
Zellbindung von DHBV auch mit micromolaren Mengen einer ldslichen Variante der
virusbindenden C-Doméne von duCPD nicht kompetierbar ist, wéhrend fiir eine vollstindige
Hemmung der Infektion nur nanomolare Mengen der Rezeptorvariante bendtigt werden®"™
unpublizierte Daten.171 gy den SIR-Mechanismus wire demnach auch vorstellbar, dass L aus der

Initialinfektion mit einem bis dato noch unbekannten zelluldren Korezeptor oder Bindefaktor
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interagiert, diesen so unzugénglich fiir das sekundér eintreffende Virus macht und so die
Anreicherung viraler Partikel an die Zelle verhindert.

Die Fragestellung, ob bereits die Zellbindung (und —aufnahme) durch die Synthese von L
beeintrichtigt ist, wurde in der Arbeit von 2 Seiten aus angegangen: Nachdem eine geeignete
Quantifizierungsmethode etabliert und verifiziert worden war, wurde zum einen die Bindung
von Viren an L-exprimierende Hepatozyten quantifiziert. Zum anderen wurde die
Superinfizierbarkeit von PDHs untersucht, die L-Mutanten bildeten, die nicht mehr in der
Lage waren, mit duCPD zu interagieren. Eine direkte Interaktion sowie die L-vermittelte
Runterregulierung des Rezeptors waren in diesem Ansatz folglich per se ausgeschlossen

worden. Die Ergebnisse dieses zweiten Ansatzes werden unter 3.3.2 diskutiert.

3.2.1 Quantifizierungsmethode und Kompetitionsstudie mit Suramin

Es ist bekannt, dass in vitro nur ein Bruchteil des hepadnaviralen Virusinokulums an Zellen
bindet. Daher galt es zundchst, eine geeignete Methode zur Detektion und Quantifizierung
zellassoziierter und genombhaltiger Viruspartikel zu etablieren. Seitens verschiedener
Forschungsgruppen wurden unterschiedliche Methoden zur Messung der initialen
Zellbindung angewandt. Chojnacki und Kollegen beispielsweise, die in ihren Untersuchungen
am Endozytose-Weg von DHBV interessiert waren, verfolgten in einer aufwendigen
Immunfluoreszenz-basierten Analyse mittels konfokaler Mikroskopie die Aufnahme von
Viruspartikeln bis in die Endosomen von Hepatozyten. Analysen zu initialen Schritte im
Infektionszyklus durch Klingmiiller et al. zielten auf die Hiillprotein-abhingige
Zellassoziation von DHBV ab. Mittels '*I-markierter subviraler Partikel konnten die Autoren
zeigen, dass im Uberschuss zugegebene SVPs in einer pre-S-abhiingigen Weise die initiale
Bindung infektidser Partikel an Hepatozyten verhindern”. Da die Intention der Bindestudie in
der hiesigen Arbeit einzig in der quantitativen Bewertung zellassoziierter und genomhaltiger
Viruspartikel lag, wire zum einen eine Messung der wenigen Bindeereignisse auf
Einzelzellebene in der Praxis schwer durchfiihrbar gewesen (Sensitivitit, Zeitaufwand).
AuBlerdem wire der Mangel an Quantitét, den die genannten Nachweismethoden aufweisen,
eine extreme Herausforderung beziiglich einer allgemeingiiltigen Aussage zur viralen
Zellassoziation gewesen. Ein weiteres grofles Problem, welches es methodisch abzudecken
galt, stellte die Spezifitit der Messung dar.

Die auf Detektion mit einer sequenzspezifischen Sonde basierende und hier zum Einsatz

gekommene qRT-PCR-Methode erwies sich im Resultat als extrem sensitiv mit einer
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Linearitit {iber einen Messbereich von 5 Log-Stufen, was vor allem die Moglichkeiten semi-
quantitativer Methoden weit ibertrifft'”>. Auch beziiglich der Spezifitit stellte sie die
Quantifizierungsmethode der Wahl dar.

Prinzipiell gilt, dass die Effizienz einer DHBV-Infektion sowohl in vivo als auch in vitro hoch
ist und trotz signifikanter Unterschiede in der Kinetik zu frithen Zeitpunkten der Infektion alle
Zellen der Leber oder in Zellkultur innerhalb weniger Tage durchinfiziert werden kénnen'”*.
Die initiale Zellbindung des Virus hingegen ist stark abhingig von der Viruskonzentration
und der Inkubationszeit wobei generell nur ein kleiner Prozentsatz (1-10 %) des Inokulums

195,eigene unpublizierte Daten

tiberhaupt an die Zellen bindet . Den grundlegenden Unterschied zur
Situation in vivo stellt dabei die deutlich hohere lokale Konzentration der Viren in der Leber
dar'”. Die im Rahmen der vorgelegten Arbeit etablierte PCR-Methode erlaubte es, diese
quantitative Herausforderung zu meistern. Die Bindeanalyse (2.4.1) erfolgte unter
Bedingungen, die i) nur die Assoziation der Viren an die Zelloberfliche zulieBen (4 °C
Umgebungstemperatur) oder ii) auch die Internalisierung von Partikeln erlaubten (37 °C
Umgebungstemperatur). Hierbei zeigte sich, dass bei hoherer Temperatur eine Anreicherung
genomhaltiger Partikel an die Leberzellen um den Faktor 2 resultierte. Nach dreistiindiger
Inkubation war jedes 7. Virus aus dem Input (Abbildung 2-14 A, Inokulum= 1,25x10’
GE/well— zellassoziierte Viren= 1,9x10° GE/well) an Zellen gebunden. Unter der Annahme,
dass pro Zelle nur 1 DHBV-Genom produktiv wird'”*, 4 % (entspricht 2x10* Zellen pro
Schale) aller Zellen waren positiv fiir eine DHBV-Infektion, bedeutete das Ergebnis, dass nur
jedes 100. (bzw. 1 %) der initial zellgebundenen Partikel bzw. in etwa jedes 600. Virus (bzw.
0,15 % der Viren) aus dem Inokulum eine Infektion gesetzt hatte. Diese Ergebnisse stehen
damit in groBer Ubereinstimmung mit Erkenntnissen aus einer umfangreichen
194

Vergleichsanalyse zur Effizienz der In vitro- gegeniiber der In vivo-Infektion bei DHBV .

196,162 :
727, der im

Mit Suramin, einem bereits beschriebenen Inhibitor der DHBV-Infektion
Rahmen einer Hemmstudie eingesetzt wurde, konnte die Signifikanz der etablierten PCR-
Methode verifiziert werden (2.4.1). Ab einer Konzentration von >40 pg/ml reduzierte das
Harnstoffderivat sukzessive die Virusinfektion (Abbildung 2-14). Bemerkenswerterweise
fielen hierbei die Ergebnisse zur Wirkung der Substanz auf die virale Zellassoziation bei
unterschiedlichen Inokulationsbedingungen (4 oder 37 °C), sowie auf die Infektionseffizienz
an sich, analog aus. Die statistische Auswertung hierzu ergab (Daten nicht gezeigt), dass die

halbmaximale Inhibition durch das Harnstoffderivat in allen 3 Fillen bei ganz &hnlichen

Konzentrationen (ICso ca. 30 pg/ml Suramin) erreicht wurde. Zunéchst ldsst dies darauf
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schlieBen, dass die Substanz unter allen Bedingungen die gleiche Wirkung entfaltet. Da die
Aufnahme der Viren in die Zellen bei 4 °C prinzipiell ausgeschlossen ist und sehr
wahrscheinlich auch der grofite Teil von Suramin bei dieser Temperatur nicht aufgenommen
wird**, spricht das Ergebnis des Weiteren dafiir, dass Suramin einen sehr friihen Schritt im
Infektionszyklus inhibiert. Somit liegt die Schlussfolgerung auf der Hand, dass die antivirale
Wirkung von Suramin, zumindest hauptsédchlich, in der Hemmung der Virusbindung an die

Zellen liegt.

Im Gegensatz zur Wirkung auf die Infektion, erreichte die maximal inhibitorische Wirkung
auf die Bindung sowie auf die Aufnahme, ab einer Suramin-Konzentration von etwa
120 pg/ml eine Plateauphase, die bei etwa 20 % der nicht-inhibierten Zellassoziation lag
(Abbildung 2-14 B, linke Graphik). Ein Fiinftel der Virusbindung liel sich demnach nicht
durch Suramin hemmen. Interessanterweise war nach der viertdgigen Infektionsdauer und
Suramin-Konzentrationen >120 pg/ml keine relevante Infektion mehr detektierbar. Im
Ergebnis der qPCR stellte sich dies so dar, dass keine Netto-Amplifikation der initial
eingebrachten viralen Genome stattfand, d.h. die Menge der final gemessenen Virus-DNA
unterschritt bei diesen Inhibitorkonzentrationen jeweils deutlich die Menge an Input-DNA
(Abbildung 2-14 A). In der korrespondierenden IFA fanden diese Ergebnisse Bestétigung
(Abbildung 2-14 C). Fiir den gemessenen Anteil an Restbindung, der sich auch mit héheren
Suramin-Konzentrationen nicht weiter reduzieren lieB3, bedeutete das Ergebnis, dass dieser
Anteil der Viren initial zwar an Zellen gebunden hatte, trotzdem aber nicht in der Lage war,

eine produktive Infektion zu setzen.

Erkldrungsansitze zur abortiven Zellbindung von DHBV

Verschiedene Szenarien, die diese abortive Zellbindung erkldren konnen, sind vorstellbar:
Erstens wire es denkbar, dass, nachdem durch Suramin eine essentielle Komponente des
produktiven Wegs der Infektion vollstdndig blockiert worden war, der residuale Anteil der
Viren mit einem abortiven Interaktionspartner auf der Zelloberfliche interagierte und so
direkt einen nicht-produktivenWeg einschlug.

Eine andere Ursache fiir die unproduktive Zellassoziation konnte die intrazelluldre
Degradation der Viren in hepatischen Nicht-Parenchymzellen (NPCs) sein, die mit einem
Anteil von 5-10 % die primédre Hepatozytenkultur kontaminieren und aulerdem nicht mit
DHBYV infizierbar sind**>'®®, Sinusoidale Endothelzellen (SEC, sinusoidal endothelial cells),

die zu den NPCs gehoren, sind in vivo den Hepatozyten vorgeschaltet, indem sie die
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Blutgefidle in der Leber auskleiden und so die Leberzellen vor dem Blutstrom abschirmen.
DHBYV trifft vor der Interaktion mit seiner eigentlichen Wirtszelle somit auf eine Barriere aus
SECs. Im Zuge der Leberzellpridparation geht diese dreidimensionale Gewebestruktur
verloren und SECs liegen im In vitro-System vereinzelt den Hepatozyten auf **' eine echte
Barrierefunktion konnen sie nicht mehr {ibernehmen. Ein Erkldrungsansatz fiir das
Beobachtete wire, dass SECs im Vergleich zu Hepatozyten DHBV effizienter binden,
aufnehmen und schlieBlich degradieren. Sie konnten so die im In vitro-System verloren
gegangene Funktion einer physikalischen Barriere kompensieren und die Hepatozyten in
Kultur zumindest teilweise vor einer Virusinfektion schiitzen. Dass das Verschwinden DNA-
haltiger Viruspartikel in gleichem Malle auch beobachtet wird, wenn duCPD in Hepatozyten
iiberexprimiert wird, deutet in dieselbe Richtung, ndmlich dass die Degradation der
Restbinder eher in hepatischen Nicht-Parenchymzellen stattfindet'**.

Methodisch ist es moglich, Hepatozyten wihrend der Leberzellpraparation durch Percoll-
Dichtegradientzentrifugation an- bzw. NPCs, tote Zellen und Zelltrimmer abzureichern
(4.2.1.2). Eine Vorstudie an Kulturen mit einem deutlich reduzierten Anteil an NPCs brachte
hierbei kein abweichendes Ergebnis, erneut war die Bindung von etwa einem Fiinftel der
Viren nicht durch Suramin hemmbar (Daten nicht gezeigt). Somit ldsst sich an dieser Stelle
die Beteiligung eines Zelltyps noch nicht eindeutig ausschlieBen. Die optimierte Methodik
wiirde sich aber dazu eignen, Hepatozytenkulturen mit einem definierten Anteil an SECs zu

generieren, um die Beteiligung der verschiedenen Zelltypen differenziert zu bewerten.

Der konstante Anteil an Restbindung, trotz ansteigender Suramin-Konzentrationen konnte
auch darin begriindet liegen, dass ein Teil der Viren im Inokulum bereits an bestimmte
Serumfaktoren assoziiert vorliegt und aufgrund dessen per se nicht produktiv werden kann.
Die Rezeptor-Ligand-Komplexe konnten nach Bindung an spezielle Rezeptoren auf der
Oberfliche von Leberzellen aufgenommen und so aus dem Inokulum entfernt werden. Es ist
bekannt, dass HBV die Eigenschaft hat, pre-S2-abhingig polymerisiertes humanes
Serumalbumin zu binden und dieses wiederum die Bindung der Viren an die Leberzellen
vermitteln kann**. Albuminpolymere werden dabei primir iiber spezielle Rezeptoren auf
SECs und Kupfferzellen, nicht auf Parenchymzellen, aufgenommen und nachfolgend im

Scavenger-Pathway degradiert™**°

. Die Assoziation an Serumalbumin, gefolgt von der
Aufnahme in Endothelzellen bedeutet demnach einen abortiven Weg fiir HBV. Fiir DHBV
wire eine dhnliche Situation vorstellbar, ndmlich die Komplexierung eines gewissen Anteils

der Viren an Serumfaktoren, gefolgt von der gezielten Aufnahme der assoziierten Viren in
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NPCs mit einer sich anschlieBenden Degradation dieser Viruspartikel im endozytotischen

Weg.

Wann wirkt Suramin im Infektionszyklus?

Die Ergebnisse lassen natiirlich auch die alternative Hypothese zu, dass der Anteil der
abortiven Zellbinder aus dem Inokulum an Hepatozyten assoziiert und in diese aufgenommen
wird. Daraus wiirden sich 2 Moglichkeiten fiir den weiteren Weg dieser Viren ergeben: 1)
Nach ihrer Aufnahme in PDHs wiirden sie im Rahmen einer zelluldren Verteidigungsstrategie

zum groBten Teil abgebaut '**

oder ii) die Viren gelangen nach erfolgreicher Rezeptorbindung
in die Zelle, konnen aber aufgrund einer sekundiren antiviralen Wirkung von Suramin nicht
produktiv werden.

Neben zahlreichen anderen Einfliissen, die das Harnstoffderivat auf intrazelluldre Prozesse
und Faktoren nehmen kann, ist die Akkumulation von Suramin in Kompartimenten mit
niedrigem pH-Wert (Endosomen, Lysosomen, TGN) beschrieben. Endosomale Enzyme, die
am Internalisierungsprozess des Virus beteiligt sind, kdnnten hier einen Angriffspunkt bieten.
Auch konnte Suramin eine Verdnderung des Protonenmilieus intrazelluldrer Vesikel
bewirken, welches fiir die Kinetik des Fusionsprozesses viraler und zelluldirer Membranen

. . ,162,227,228,229,100
entscheidend ist

. Die signifikante Diskrepanz zwischen der maximalen Wirkung
von Suramin auf die Zellbindung einerseits und die Infektion andererseits (2.4.1, Abbildung
2-14), warf somit die Frage auf, ob Suramin noch inhibitorisch auf bereits gebundene Viren
wirkt und dies die Ursache fiir die gemessene abortive Bindung liefern konnte.

Eine Untersuchung zur Kinetik der inhibitorischen Wirkung von Suramin gab hierzu
Aufschluss (2.4.2, Abbildung 2-15): Zunidchst zeigte sich, dass Suramin seine Wirkung
generell nur vollstindig entfalten kann, wenn es wihrend der Inokulation zugegen ist. Eine
Vorbehandlung der Zellen, ohne dass die Droge spater wihrend der Inokulation zugegen war,
hatte keinerlei negativen Einfluss auf die Infektion. Dies spricht primér dafiir, dass Suramin
die Viren und keinen zelluldren Interaktionspartner adressiert. Dass Untersuchungen an HBV
bereits egaben, dass sulfonierte Substanzen wie Heparin an die Viren und nicht an die Zellen
binden, unterstreicht diese Vermutung'®'. Es ist mehrfach demonstriert worden, dass Suramin
effektiv von Zellen aufgenommen wird*******2. Der Grund fiir das Ausbleiben jeglicher
antiviralen Wirkung bei einer Prdinkubation der Zellen konnte demnach auch darin liegen,
dass Suramin innerhalb der dreistiindigen Vorbehandlung von den Leberzellen internalisiert

wurde. Falls die Aufnahme dann noch mit dem Verlust seiner biologischen Aktivitdt
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einhergehen wiirde, konnte Suramin, selbst falls es spéter in einem Zellkompartiment mit dem
Virus aufeinandertreffen wiirde, seine hemmende Wirkung nicht mehr entfalten. Auch auf
mogliche andere Faktoren/Abldufe wie z.B. die virale Replikation konnte das
Harnstoffderivat folglich keinen Einfluss mehr nehmen. /n vivo-Experimente von Tsiquaye
und Kollegen beschreiben zwar die antivirale Aktivitit von Suramin auf die virale
Replikation, gleichzeitig zeigen ihre Untersuchungen aber auch den schnellen turnover der
Droge, die enzymatische Aktivitdt der DNA-Polymerase ist schon bald nach Beendigung der

230,231 N .
", Demnach wire zu erwarten, dass, selbst wenn Suramin

Therapie wiederhergestellt
neben der Zellbindung z.B. noch die Aktivitit der Polymerase negativ beeinflusst, diese
Wirkung von der Priainkubation der Zellen bis zum Einsetzen der viralen Replikation langst
hinféllig wire, zumal allein die vollstindige produktive Internalisierung in vitro beit DHBV im
Gegensatz zu vielen anderen Viren, wie Influenzaviren, adenoassoziierten Viren und Semliki-
Forest-Viren™***** kein Prozess von Sekunden oder wenigen Minuten ist, sondern sehr
langsam abliuft und auch nach 24 h noch nicht abgeschlossen ist'**'>.

Der Frage zum eigentlichen Target von Suramin, ob zelluldrer Interaktionspartner oder Virus,
konnte mit einer Pridinkubation von Zellen bzw. einer Vorbehandlung des Inokulums mit
Suramin nachgegangen werden. Es wire allerdings darauf zu achten, dass das virushaltige
Serum im Vorfeld verdiinnt wird bzw. Serumbestandteile in einem Dialyseschritt abgereichert
werden, da diese vermutlich hemmend auf die Substanz wirken und das Ergebnis verfélschen

konnten.

Auf die zu Beginn gestellte Frage, ob Suramin auch noch auf bereits gebundenes Virus wirkt,
gab der dann folgende Ansatz eine Antwort: Etwa zwei Drittel (65%) der produktiven Viren
konnten noch durch eine direkte Nachbehandlung der Zellen mit Suramin daran gehindert
werden, eine Infektion zu setzen (Abbildung 2-15 B, Ansatz cl). Diese inhibitorische
Wirkung nahm mit der Zeit sukzessive ab (Ansatz cl-c3). Demnach kann das
Harnstoffderivat die Infektiositit von DHBV malgeblich beeintrichtigen, indem es bereits
zellassoziierte Viren an einer Infektion hindert.

Die Frage, die sich aus diesem Resultat wiederum ergab war, welchen Charakter die inhibierte
Zellassoziation hatte, d.h. waren die Viren noch an die Oberfldche der Zellen gebunden oder
bereits internalisiert worden? Um dies zu beantworten wurden gerade infizierte Zellen einer
kurzen Saurebehandlung (Glycinpuffer, pH 2,2) unterzogen, wodurch oberflichengebundene,
noch nicht aufgenommene Partikel inaktiviert und durch Waschen entfernt wurden. Infizierte
und mit Glycin behandelte Zellen (Abbildung 2-15 C, Ansatz b*) gaben demnach nur
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Infektionsereignisse wieder, die durch bereits aufgenommene Viren verursacht worden waren.
Noch etwa 80 % der Viren zeigten sich sensitiv gegeniiber der pH-Senkung, d.h. dass nach
3 h unter den gewidhlten Bedingungen generell erst 20 % der produktiven Viren internalisiert
worden sind. Die Viren erreichten so einen pH-resistenten Zustand. Unter diesen
Voraussetzungen hatte eine zusidtzliche Suraminbehandlung keinerlei Wirkung mehr
(Abbildung 2-15 C, Ansatz c1*-c3*), ganz gleich, ob direkt nach Infektion oder bis zu 3 Tage
p.Inf. verabreicht (zu den spiten Zeitpunkten kann sowohl von aktiver Replikation, als auch
von einer abgeschlossenen ersten Runde der Infektion ausgegangen werden). Unter
Beriicksichtigung dieser Resultate konnte es sich im Ergebnis der Ansdtze c1-c¢3 in Abbildung
2-15 B wiederum nur um oberflichengebundene, noch nicht aufgenommene Viren handeln,
die Suramin direkt nach Beendigung der Inokulation noch erreichen konnte.

Die hier angewandte Methode ermdoglichte es, die Wirkung von Suramin zeitlich differenziert
zu betrachten und das Ergebnis legt nahe, dass Suramin einen produktiven Schritt beeinflusst,
der im Infektionszyklus zeitlich vor der Internalisierung der Viren einzuordnen ist oder aber
dieselbe betrifft. Die zu Beginn gestellte Frage, ob auch die hemmde Wirkung von Suramin
selbst Ursache fiir die in 2.4.1 beobachtete abortive Zellbindung sein kann, ist somit zu

bejahen.

Dass das Harnstoffderivat bereits gebundene Viren an der Interaktion mit einem Bindefaktor
hindern kann, argumentiert in die Richtung, dass es sich bei der durch Suramin adressierten
Virus-Zell-Interaktion um eine niedrig affine und reversible Bindung handeln muss. Bei
direkter Gabe von Suramin nach Infektion, waren 35 % der Viren noch in der Lage gewesen,
eine produktive Infektion zu setzen (Abbildung 2-15 B, Ansatz c1). Bezieht man das Ergebnis
der Glycinbehandlung ein (Abbildung 2-15 C, Ansatz b*), muss auch hier davon ausgegangen
werden, dass 20 % der Viren bereits internalisiert waren. Fiir den restlichen Anteil von 15 %
bedeutet das, dass die Partikel oberflichengebunden, aber noch nicht aufgenommen waren.
Wahrscheinlich befand sich dieser Anteil der Viren in einem Suramin-resistenten Zustand und
konnte so nachfolgend noch produktiv werden. Dieser Zustand konnte z.B. die stabile und
nicht-reversible Bindung an duCPD widerspiegeln, die mit Suramin nicht kompetierbar ist'’’.
Allerdings ist auch in Betracht zu ziehen, dass in Studie B (Abbildung 2-15) nur 120 pg
Suramin/ml eingesetzt wurden. Moglicherweise wire mit einer héheren Konzentration

(200 pg/ml) ein Ergebnis erzielt worden, welches nur noch die Menge der bereits

internalisierten Viren wiedergibt (20 %).
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Im Vergleich zu den hier présentierten /n vitro-Ergebnissen zur Kinetik der Suraminwirkung
zeigen In vivo-Studien, dass Suramin nur effizient und vollstindig eine DHBV-Infektion
inhibieren kann, wenn es den Enten vor der Infektion verabreicht wird. Sowohl Replikation
als auch Genexpression zeigen sich bei zeitgleicher oder spéterer Gabe nicht mehr

betroffen'®

. Diese Diskrepanz ldsst sich moglicherweise damit erklédren, dass Suramin in vivo
fast vollstindig (99,7 %) an Plasmaproteine assoziiert vorliegt, was wiederum die
Pharmakokinetik des Harnstoffderivats maflgeblich beeinflussen kann. Beispielsweise konnte
seine biologische Verfiigbarkeit deutlich reduziert oder verzdgert sein™. Die Tatsache, dass
die notwendige Suramin-Dosis in vivo um ein Vielfaches hoher liegt, als in In vitro-

Experimenten, unterstreicht diese Theorie.

Welcher Schritt im Infektionszyklus wird von Suramin adressiert?

Geht man von einer spezifischen antiviralen Wirkung von Suramin im Infektionsweg von
DHBV aus, bleibt offen, welchen Faktor das Polyanion bindet und so fiir DHBV
unzuginglich macht. Chemisch gesehen ist Suramin ein polysufoniertes Naphtylamin-
Harnstoffderivat. Dem Wirkmechanismus konnte demnach die hohe negative Ladungsdichte
der Sulfonsédure zugrunde liegen. Die initiale Zellbindung von HBV ist durch sulfonierte und
sulfatierte Polymere inhibierbar und eine Interaktion des Virus mit zelluliren hochsulfatierten
Glykosaminoglykanen aus der Gruppe der Heparansufat-Proteoglykane ist essentiell fiir eine

10123637 Als  Komponenten der extrazelluliren Matrix dienen

produktive Infektion
Proteoglykane =zahlreichen Pathogenen, wie einigen Protozoen (z.B. Plasmodium
falcz’parum)23 8, Bakterien (z.B. Chlamydia trachomatis)*’ und auch Viren (z.B. HS V) 40241
als Bindefaktoren auf der Wirtszelle. Beispielsweise kann neben der Beobachtung, dass
Heparin ein potenter Inhibitor der viralen RnaseH ist, die Initialbindung von HIV an CD4-
positive Zellen durch sulfatierte Polysaccharide bzw. durch den enzymatischen Abbau von
Heparansulfat auf der Zelle verhindert werden, was die Notwendigkeit zellassoziierter
Heparansulfat-Proteoglykane auch fiir den Infektionsprozess von HIV
widerspiegelt?*2#3-24:245:246 1) Gegensatz dazu, dass die Inhibierbarkeit der HBV-Infektion
eindeutig vom Sulfatierungsgrad des inhibierenden Polysaccharids abhingig ist, lasst sich die
DHBV-Infektion weder durch Chondroitinsulfate, noch durch hochsulfatierte Polyanionen
wie Dextransulfat oder Heparin hemmen. Es wurden Konzentrationen bis zu 500 pg/ml

getestet - Mengen, die die HBV-Infektion bereits vollstindig verhindern. Der ebenfalls

ausbleibende Effekt durch Substanzen, die =zelluldre Strukturen adressieren, wie die
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Heparansulfat-spezifischen Lyase Heparinase I, oder der polykationische Heparin-Antagonist
Poly-L-Lysin, bestirken die Beobachtungen®eene vipublizierte Daten247 1y Tatgache, dass PEG
den Glykosaminiglykan-vermittelten Kontakt von HBV mit der Zelle maBgeblich fordert'®’,
die DHBV-Infektion einen PEG-Zusatz aber gar nicht erst benoétigt, stiitzt zusétzlich die
Schlussfolgerung, dass sulfatierte Makromolekiile bei der Zellbindung und Aufnahme von
DHBYV keine Rolle spielen. Mit hoher Wahrscheinlichkeit und trotz der analogen negativen
Ladung ist der Wirkungsmechanismus von Suramin ein anderer als der von polysulfonierten
Glykosaminoglykanen. Dass Suramin mit einer Vielzahl von Enzymen und Proteinen, wie
z.B. Wachstumsfaktoren, interagiert und diese hemmen kann, wurde mehrfach beobachtet.
Beispielsweise bindet das Harnstoffderivat Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTPasen) im
katalytischen Zentrum und hemmt diese kompetitiv und reversibel**. Verantwortlich fiir die
hochaffine Bindung sind neben der Molekiilstruktur von Suramin dessen Aryl-Sulfonat-
Motive. Prinzipiell wire es daher auch denkbar, dass DHBV vor der Interaktion mit duCPD
eben nicht wie HBV mit einem Kohlenhydrat interagiert, sondern mit einem weiteren Protein,

welches durch Suramin adressiert und blockiert werden kann.

Nachfolgend sind noch einmal die wichtigsten Ergebnisse/ Schlussfolgerungen zur

inhibitorischen Wirkung von Suramin aufgelistet:

1. Suramin inhibiert die DHBV-Infektion vollstindig, die Zellassoziation nur maximal

zu 80 % (reduziert sie auf 20 %) = Die residuale Zellassoziation ist abortiv. Offen

bleibt, ob das Virus oberflichengebunden an irgendeinen unspezifischen Faktor
verbleibt, der nichts mit dem authentischen entrypathway zu tun hat, oder ob es in
PDHs oder iiber einen alternativen pathway internalisiert und dann degradiert wird
(= Sackgasse).

2. Suramin wirkt unmittelbar und kurzanhaltend: Die maximale Wirkung wird nur in
Gegenwart von Virus erreicht, nicht aber bei Prdinkubation von Zellen. Bei einer
Postinkubation infizierter Zellen tritt ein schneller Wirkungsverlust ein. = Suramin

wirkt eher am Virus, als an der Zelle.

3. Suramin kann kurzfristig noch bereits zellassoziierte Viren daran hindern
(Nachbehandlung infizierter Zellen) eine produktive Infektion zu setzen. Die Wirkung
von Suramin selbst kommt somit auch als Ursache fiir die abortive Zellbindung in

Frage (sieche 1.). Internalisierte (duCPD-assoziierte) Viruspartikel sind in einem
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Suramin-resistenten Zustand und der inhibitorischen Wirkung nicht mehr ausgesetzt

(Glycin-Behandlung).

- Schlussfolgerung: Suramin wirkt unmittelbar und kurzanhaltend inhibierend. Es

blockiert in erster Linie die primdre Bindung (= attachment), wobei die Hauptwirkung

am Wahrscheinlichsten am Virus stattfindet.

3.2.2 Die SIR findet erst nach Aufnahme des superinfizierenden Virus in die Zelle statt

Mittels der etablierten qPCR-Methode und mit Suramin als einer geeigneten internen
Messkontrolle war der Einfluss der L-Expression auf die Zellassoziation von DHBV
quantitativ untersucht worden (2.4.3). Wihrend die Infizierbarkeit bzw. Superinfizierbarkeit
der Zellen mit einem SIA-Faktorad.pur, Norm VON etwa 0,03 wie erwartet niedrig ausfiel, zeigte
sich fiir die Virusbindung an Zellen keinerlei Abweichung zur Kontrolle (Abbildung 2-16,
Bindung an untransduzierte PDHs fiir 3 h bei 37 °C). Die Hepatozyten, die 2 Tage zuvor mit
Adenoviren  transduziert ~worden waren und effizient L  bildeten (35 %
Transduktionseffizienz), waren in keiner Weise beeintrachtigt, Viren zu binden. Wéhrend
weniger als 1 % der Partikel im Inokulum in Anwesenheit von Suramin zellgebunden waren,
assoziierten 6 % der Viren an untransduzierte und 8 % an Ad-DuL-transduzierte Zellen. Auf
molekularer Ebene bedeutet dies, dass die Zellen trotz der Synthese von L nach wie vor die
entsprechenden Bindefaktoren zur Verfiigung stellten. Eine produktive Infektion der Zellen
schlossen sie aber aufgrund der L-Expression effektiv aus.

Das Ergebnis demonstrierte, dass die L-vermittelte Blockade der DHBV-Infektion zu einem
spéteren Zeitpunkt als der Zellbindung im Infektionszyklus, ndmlich nach Internalisierung der
Partikel stattfinden muss. Versuche mit Rhodamin-markierten Partikeln hatten zwar bereits
Hinweise darauf geben konnen, dass virale Partikel ebenso erfolgreich an uninfizierte wie an
infizierte Hepatozyten zu binden scheinen'®’. Erst allerdings mittels der hier angewandten
qPCR-Methode kann die Frage nach dem Einfluss von L auf die frilhe Zellassoziation

quantitativ beantwortet und eindeutig verneint werden.

Zusammengefasst zeigte sich, dass die L-Expression keine verdnderte bzw. beeintrichtigte
initiale Interaktion von DHBV mit seiner Wirtszelle zur Folge hat. Die Daten legen die
Schlussfolgerung nahe, dass die Stelle, an der die Blockade einer SI manifest wird, nicht an
der Zelloberfldche liegt bzw. nicht auf Ebene der Rezeptorbindung stattfindet. Aufgrund der

Tatsache, dass duCPD hauptsichlich intrazelluldr, nimlich im TGN, und eben nicht auf der
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Zelle lokalisiert ist, stellt sich die Frage, ob sich eine, wenn auch signifikante Verringerung
der Anzahl des Rezeptors auf der Zelloberfliche durch Herabregulierung merklich
abgezeichnet hdtte und dieser Effekt mittels der hier verwendeten PCR-Technik messbar
gewesen wire? Ein Einfluss von L auf einen anderen Bindefaktor, der zahlreich auf der
Zelloberflache vertreten ist und der Anreicherung von Partikeln auf der Zelle dient, bevor
diese zur hochaffinen Komplexbildung mit duCPD iibergehen, kann an dieser Stelle aber

ausgeschlossen werden.
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3.3 Mutationsanalyse zur Identifizierung von SIR-Determinanten in L

Nachdem die L-vermittelte SIR bei DHBV quantitativ evaluiert worden war, waren im
Rahmen einer Mutationsanalyse i) die Subdominen pre-S und S sowie ii) definierte
Determinanten innerhalb von pre-S adressiert worden. In einer SIA-Analyse im Anschluss
wurde ihre potentielle Rolle im SIR-Mechanismus untersucht. Die unter 2.3.1 etablierte
Quantifizierungsmethode bot auch hier ein ideales fool, indem sie, wie schon unter 3.1
dargelegt, 1) einen quantitativen Vergleich der unterschiedlichen SIA-Phédnotypen erlaubte,
die zudem an Zellen aus unterschiedlichen Leberzellpriparationen ermittelt worden waren
und 2) die Signifikanz der entsprechenden Phinotypen aufzeigen konnte.

Wihrend der SIA-Phénotyp von S (DuS) isoliert betrachtet wurde, war die pre-S-Doméne in
Form einer DHBV/HBV L-Chimére (Dupre-S) studiert worden. Zusammen mit einer
analogen Untersuchung, bei der Zellen das L-Protein des nahverwandten HBV vom
Graureiher (HHBV) exprimierten, erlaubte die Chimédre Riickschliisse zur Speziesspezifitit
der SIR. Ob Sequenzbereiche in pre-S, die an L die Funktionen der Rezeptor- oder
Kapsidbindung vermitteln, sowie Modifizierungsstellen in pre-S (Phosphorylierungs-,
Myristoylierungs- und Proteaseschnittstelle) quantitativ einen Beitrag zur SIR leisten, war

durch Setzen von Punktmutationen und das Einfuhren von Deletionen untersucht worden.

3.3.1 Die SIR funktioniert speziesspezifisch und kann weder von DHBV S noch von pre-

S alleine vermittelt werden

Das grof3e Hiillprotein von DHBV besteht aus den beiden Subdominen S und pre-S, wobei
die C-terminale S-Domine von L koterminal identisch mit dem kleinen Hiillprotein
(SDHBsAg) ist. Zwar konnte die SIR-Kompetenz von Zellen bereits eindeutig der Expression
von L zugeordnet werden (2.3.2), ob diese Funktion aber nur von einer der Subdominen
tibernommen wird und falls ja, von welcher, galt es noch zu kléren. Wie sich im ersten Ansatz
zeigte (2.5.1, Abbildung 2-17) waren PDHs, welche nur das S-Protein exprimierten, nicht in
der Lage, eine SI auszuschlieen, der SIA-Phénotyp Ad-DuS-transduzierter Zellen wich nicht
vom Phénotyp der Kontrolle ab (mittlere SIA-Faktoren: 1,35 (Ad-DuS) und 1,51 (Ad-GFP)).

Indirekt argumentierte dieses Ergebnis fiir eine SIR-vermittelnde Determinante in pre-S.

Diese potentiell hinreichende Rolle von pre-S wurde in einem zweiten Ansatz an einer L-
Chimdre tiberpriift, bei der die DHBV S-Doméne durch die analoge Doméne von HBV ersetzt
worden war (Abbildung 2-28). Interessanterweise ergab sich fiir den SIA-Phénotyp ad-pupre-
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smus €in ganz dhnliches Bild (2.5.2.6), ein SIA-Faktor norm von 0,93 spiegelte wider, dass
auch die Expression von pre-S alleine, d.h. im Kontext der Chimire, nicht in der Lage war,
eine SI der Hepatozyten zu verhindern.

Die L-Chimire erlaubte es des Weiteren, der Frage nachzugehen, ob moglicherweise eine
erfolgreiche Translokation von pre-S eine Voraussetzung fiir die Funktion von L ist, eine
Zweitinfektion auszuschlieBen. Die Analyse der intrazelluldren Transmembrantopologie von
Lyt und der Chimire (Proteaseschutzexperiment in 2.5.2.6) ergab, dass beim Wildtyp mehr
als ein Drittel von pre-S bereits iiber die Membran transloziert worden war und die luminale
e-pre-S-Konformation erreicht hatte, wihrend die Translokation von pre-S in der Chimére fast
vollstédndig ausgeblieben war und der pre-S-Teil primér in der i-pre-S-Konformation vorlag
(Abbildung 2-29). Zum einen lésst sich daraus ableiten, dass TM2 in der HBV S-Doméne,
welche maBgeblich den Translokationsprozess von HBV L steuert’*™, offenbar nur
zusammen mit der entsprechenden HBV pre-S Doméne funktioniert. Die Translokation der
DHBYV pre-S-Region konnte das Transmembransegment nicht iibernehmen, Grund mag die
fehlende Sequenziibereinstimmung der pre-S-Regionen beider Hepadnaviren sein'®. Im
Gegensatz zu HBV ist bei DHBV die Translokation von pre-S abhidngig von der
Koexpression des kleinen Hiillproteins'”’. Da das Konstrukt Ad-Dupre-S/HuS die Expression
von HBV S durch interne Initiation prinzipiell erlaubte, konnte, auch wenn aus technischen
Griinden in dieser Arbeit kein separater S-Nachweis erfolgte, davon ausgegangen werden,
dass neben der L-Chimdre auch SHBsAg gebildet wurde. Aus dem Proteaseschutzversuch
lasst sich demnach alternativ schlussfolgern, dass das S-Protein von HBV nicht in der Lage
ist, die Funktion von SDHBsAg bei der pre-S-Translokation effizient zu ibernehmen. Da die
Translokation anscheinend aber nicht vollstindig ausgeblieben war, wére es wiederum auch
moglich, dass HBV S prinzipiell die Funktion von DHBV S kompensieren konnte, allerdings
miissten EinbuBlen in der Qualitit mit Quantitit wettgemacht werden. Die fiir die
Translokation von pre-S wichtigen strukturellen Determinanten in TM1 von DHBV S (K24,
E27 und Leucin-Zipper-dhnliches Motiv) sind zwar in HBV S konserviert, ausreichend sind

sie demnach aber nicht'%,

Diese Erkenntnisse sprechen fiir ein Zusammenspiel der beiden Subdoménen im pre-S-
Translokationsprozess bei Hepadnaviren. Die beiden Virustypen haben aber offensichtlich,
darauf weisen schon andere Studien hin, ganz unterschiedliche Mechanismen entwickelt, um
die fiir die Rezeptorbindung relevante Domidne von L iiber die Membran zu

249,84,108,98

translozieren Die Tatsache, dass Hiillproteine von HBV zusammen mit
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Hiillproteinen des nahverwandten Woodchuck HBV (WHV) in SVPs und Virionen eingebaut
werden konnen, dieses Mischen aber nicht mit Hiillproteinen vom entfernter verwandten
Entenvirus funktioniert'®, verdeutlicht die Notwendigkeit einer speziesspezifischen
(mindestens bezogen auf Ortho- und Avihepadnaviren) Interaktion der Subdominen beim

assembly und unterstreicht die Beobachtungen an der translokationsdefizienten L-Chimére.

Hinsichtlich des Verlusts der SIR-Kompetenz von Dupre-S/HuS sind verschiedene
Interpretationsansédtze moglich:

1) Die Tatsache, dass die DHBV/HBV L-Chimére weder in der Lage war, eine SIR, noch die
Translokation von pre-S erfolgreich zu vermitteln, wies zundchst darauf hin, dass eine
effiziente SIR pre-S auf luminaler Seite bedarf. Dies wiederum wiirde fiir eine eher indirekte
Rolle von pre-S im zugrunde liegenden SIR-Mechanismus sprechen. Transaktivierende
Eigenschaften von phosphoryliertem und zytosolisch exponiertem pre-S sind von Rothmann
und Kollegen beschricben worden™. Vorstellbar wire, dass i-pre-S hemmend auf die
Expression oder die Aktivierung eines SIR-Faktors wirkt und erst die Translokation von pre-S
iiber die Membran zur Aufthebung dieser Hemmung fiihrt. Gegen einen solchen indirekten
und langwierigen Mechanismus iiber Signaltransduktionskaskaden sprechen allerdings die
Beobachtungen, dass 1) die kinetische Analyse aus 2.3.3 eindeutig ausweist, dass der L-
vermittelte Effekt ein schneller und direkter Effekt sein muss und ii) L-Mutanten mit
ausbleibender Phosphorylierung in PDHs trotzdem den SIA-Phdnotyp von Ly vermitteln
(2.5.2.1). Um weiterfithrend zu untersuchen, ob tatsdchlich kein kausaler Zusammenhang
zwischen den beiden Phinomenen pre-S-Translokation und SIR besteht, wére es interessant,
mit der von Lambert’” beschriebenen Methode zu testen, ob eine Kotransduktion von
Hepatozyten mit Ad-Dupre-S/HuS und Ad-DuS sowohl einen positiven Effekt auf die pre-S-
Translokation als auch auf den Erfolg einer SIR hétte. Um einen Beitrag von S, welches durch
interne Initiation der Translation entstehen kann, vollstindig auszuschlieBen, konnte ein L-
Konstrukt ohne das S-Startcodon (DuL s.) verwendet werden. Da die Messung (k)eines
Zusammenhangs beider Ereignisse anhand einer Dosis-/Wirkungsbeziehung noch evidenter

wire, konnte nach der Expression von DuL s. in Hepatozyten Ad-DusS zutitriert werden.

2) Der SIR-Mechanismus konnte auch auf einem bestimmten stochiometrischen Verhéltnis
von i-pre-S- und e-pre-S-Konformation beruhen, welches im Fall von Ad-Dupre-S/HuS-
transduzierten Zellen ungiinstiger Weise (hinsichtlich der SIR-Effizienz) auf Seiten

zytosolisch orientierter Molekiile lag. Eine bestimmte Stochiometrie als Voraussetzung
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konnte wiederum sterische Griinde haben. Mutationen, die eine kotranslationale Translokation

von pre-S herbeifiihren’>'"’

miissten sich demnach erwartungsgeméal ebenfalls negativ auf die
SIR auswirken. Es wére interessant zu untersuchen, wie sich z.B. Mutationen in der
Bindestelle fiir Hsc70*%*!, einem Faktor mit entscheidender Rolle bei der zytoplasmatischen
Retention von pre-S, auf den SIA-Phénotyp von L, auswirken wiirden.

3) Fiir die SIR konnte auch eine direkte Interaktion von DHBV pre-S und S notwendig sein,
ein sogenannter ,,crosstalk” beider Domdnen. Fiir den pre-S-Translokationsmechanismus
wurde ein solcher Kontakt von pre-S und S bereits postuliert*”. Der Phinotyp der L-Chimire
konnte so interpretiert werden, dass HBV S eben diesen Kontakt nicht komplementieren kann.
Eine Interaktion der Domidnen wire somit flir beide Ereignisse (Translokation und SIR)
notwendig, beide Phinomene wiirden aber prinzipiell unabhidngig voneinander stehen. Im

Zusammenhang mit den Kapsid-bindedefizienten L-Mutanten werden die hier aufgestellten

Hypothesen noch einmal aufgegriffen und weiter diskutiert (siche 3.3.5).

Dass ein hohes Mall an Sequenzhomologie in der S-Doméne alleine nicht ausreicht, um die
Funktion von DHBV L in der SIR iibernehmen zu kénnen, offenbarte auch die SIA-Analyse
am L-Protein des nahverwandten HHBV. Dass Ad-HHBV L ebenso wenig wie SDHBsAg
und die DHBV/HBV L-Chimire in der Lage war, eine SI zu verhindern, argumentiert fiir
einen speziesspezifischen SIR-Effekt. Wie unter 2.5.2.7 bereits ausgefiihrt, teilen die beiden
Avihepadnaviren beim Eintritt in die Zelle verschiedene Schritte, die {iber ihre pre-S-
Regionen vermittelt werden, wie z.B. die Interaktion mit duCPD und einem noch nicht
identifizierten Korezeptor. Diesen Gemeinsamkeiten liegen dabei aber sehr wahrscheinlich
weniger Ahnlichkeiten in der Sequenz des viralen Liganden zugrunde, die pre-S-Sequenzen
variieren um 50 %, sondern eher Analogien in der Ausbildung definierter dreidimensionaler
Strukturen bei der Rezeptorinteraktion'”. Schritte im Infektionszyklus bei denen die Viren
divergieren (z.B. wirtsspezifische Eintrittsmechanismen) erfordern im Gegensatz dazu
vermutlich die exakte Abfolge in der Primdrsequenz von pre-S. Der Grund fiir die fehlende
SIR-Kompetenz HHBV _L-exprimierender Zellen konnte somit ebenfalls in der fehlenden
Sequenzhomologie entsprechender Abschnitte liegen. Unter 3.3.5 wird dieser Aspekt noch

einmal aufgegriffen.

Zusammengefasst deuteten die Beobachtungen bis zu diesem Punkt auf i) einen
speziesspezifischen SIR-Effekt und ii) ein Zusammenspiel der beiden Subdominen beim

zugrunde liegenden SIR-Mechanismus hin. Dass die alleinige Expression von L, nicht aber
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die von S, den Infektionsausschluss vermitteln kann, spricht aber zum anderen iii) fiir eine

essentielle Rolle einer Determinante in pre-S. Diese galt es zu identifizieren.

3.3.2 Die duCPD/pre-S-Interaktion spielt fiir den SIR-Mechanismus keine Rolle

Breiner et al. konnten zeigen, dass sowohl in DHBV-infizierten Entenlebern, als auch in
kultivierten und infizierten PDHs die Menge der DHBV-Rezeptorkomponente duCPD
deutlich reduziert ist. Diese L-Protein-vermittelte Herabregulierung des DHBV-Rezeptors
geschieht im Laufe einer Infektion, wobei das dort vorgestellte Modell von einer frithen
Interaktion von Rezeptor (duCPD) und viralem Ligand (pre-S) im Biosyntheseweg des
Rezeptormolekiils ausgeht und final der Abbau des Rezeptors steht'”’. Prinzipiell wire die
Herabregulierung des eigenen Rezeptors, analog zur Situation bei HIV und anderen Viren,
auch ein denkbarer SIR-Mechanismus fiir DHBV. In ersten Studien durch Walters et al.
zeigte sich interessanterweise, dass L auch noch mit einer 27 aa-Deletion in seiner duCPD-
Binderegion (L s3-100) in der Lage war, eine Zweitinfektion effizient auszuschlieBen.

Im Rahmen der hiesigen Arbeit wurde die potentielle Beteiligung der duCPD-Binderegion in
der SIR reevaluiert. Anhand von L-Mutanten mit Deletionen kiirzerer Aminosdurebereiche
und sogar Punktmutationen wurde dies studiert und quantitativ bewertet. Die
Quantifizierungsmethode machte auch an dieser Stelle einen differenzierten Vergleich
moglich, ndmlich den der unterschiedlichen potentiellen Beteiligung der beiden Subdominen
der duCPD-Binderegion in pre-S.

Es zeigte sich (2.5.2.3), dass in transduzierten Zellen weder Mutationen im stabilisierenden,
noch im essentiellen Bereich der Bindedomine zu einer signifikant gesteigerten Akzeptanz
fiir eine SI fiihrten. Fiir die Mutante DuL gs.o¢ lie sich reproduzierbar kein vom Wildtyp
divergierender SIA-Phénotyp detektieren. Nachweislich fiihrt die Mutation aber zu einem
absoluten Verlust der duCPD-Bindefihigkeit von pre-S'’®. Da beziiglich der Rezeptor-
Bindekompetenz fiir die Mutante DuL rjo2p dasselbe gilt und die Mutation im viralen Kontext
aullerdem in einem vollstindigen Verlust der Infektiositét resultiert, ist an dieser Stelle davon
auszugehen, dass die leicht variierenden Ergebnisse zum SIA-Phénotyp dieser Mutante
(Ente 1 vs. Ente 2) auf Variationen im Detektionssystem zuriickzufiihren sind (Abbildung
2-24). Ob dasselbe auch flir DuL a101-109 und DuL aj10-117 gilt, oder aber eine Uberlappung
mit dem Sequenzbereich, der die Interaktion mit dem viralen Kapsid vermittelt, vorliegt
(siche pre-S-Schema in Abbildung 1-7) und daher eine positive Abweichung im SIA-

Phénotyp resultiert, wird unter 3.3.5 wieder aufgegriffen.
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Die Beobachtung, dass rekombinantes DHBV pre-S Peptid mit einer Deletion der Reste 52-61
(pre-SA52-61) in Infektionskompetitionsstudien keine inhibitorische Eigenschaften mehr hat
und auBBerdem seine Fihigkeit, duCPD zu binden, deutlich beeintrachtigt ist, unterstreicht die

entscheidende Funktion dieses Sequenzabschnitts im Infektionsprozess' "'

. In der hiesigen
SIA-Analyse war der SIA-Phénotyp, der eben diese Region adressiert hatte (DuL as;.sg), mit
einem SIA-Faktor norm von 0,25 tendenziell auffillig (Abbildung 2-23). Die Tatsache, dass
Deletionen in den direkt angrenzenden N- bzw. C-terminalen Bereichen keinerlei Einfluss
zeigten (normierte SIA-Faktoren: DuL 43.50 = 0,07, DuL 5066 = 0,03) und dass sich im
Gesamtbild der Analysen generell kein Verlust der SIR bei Zellen abzeichnete, die L-
Mutanten mit Mutationen im essentiellen duCPD-Bindebereich exprimierten, fiihrt allerdings
zu der begriindeten Annahme, dass die beobachtete positive Abweichung im Bereich der
moglichen Schwankungen der Quantifizierungsmethode liegt.

Der Verlust der duCPD-Bindefdhigkeit von pre-S geht schlussendlich damit einher, dass
entsprechendes L, nicht mehr in der Lage ist, die Herabregulierung des Rezeptors zu
vermitteln. Da diese Mutanten aber ausnahmslos ihre Fahigkeit behielten, effektiv eine SI
auszuschlieen, bestétigen die Daten indirekt einen Mechanismus, der bei DHBV unabhingig
von einer Herabregulierung des Rezeptors funktioniert. Diese Verzichtbarkeit der duCPD/pre-
S-Interaktion fiir den SIR-Mechanismus, die im Kontrast zur unerlisslichen Interaktion im
Infektionsprozess steht, wurde hier erstmals quantitativ erfasst.

Die spezifische Interaktion eines Virus mit einem Zelloberflichen-Rezeptor muss zum einen
den viralen Eintritt in die Wirtszelle vermitteln, zum anderen darf in spiteren Schritten des
Replikationszyklus aber keine Interferenz mit der Produktion von Nachkommenviren
auftreten. Vielleicht zeigt sich hier eine Analogie zur retroviralen Infektion: Die Interaktion
von HIV mit dem zelluliren Rezeptor CD4 auf der Wirtszelle induziert {ber
Konformationsédnderungen im viralen Hiillprotein Env die Fusion viraler und zelluldrer
Membranen und somit den Viruseintritt in die Zelle (fiir Ubersichtsartikel sieche Ref.*%). In
spateren  Stadien des  Infektionszyklus  allerdings ist die  virusinduzierte
Rezeptorrunterregulierung eine charakteristische Eigenschaft HIV-infizierter Zellen®>, was
unter anderem essentiell wichtig fiir die Bildung infektioser Partikel und deren Freisetzung
ist?>*2323627 Dyes weist die Rezeptorrunterregulierung als einen kritischen Schritt fiir die
virale Replikation aus, obwohl ihre postulierte Rolle in der SIR akut HIV-infizierter Zellen
experimentell noch nicht endgiiltig gesichert ist””’. Vorstellbar wire, dass die

Herabregulierung von duCPD im Zuge einer DHBV-Infektion primér den essentiellen Zweck
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erfiilllt, das Aufeinandertreffen von Virus und Rezeptor im TGN auszuschlieBen und den
Verlust von Viruspartikeln zu minimieren. Bekréftigt wird diese Hypothese durch die
Beobachtung, dass der Ausschluss einer SI und die Abnahme der Rezeptormenge in
infizierten Zellen zeitlich nicht korrelieren, die duCPD-Menge ist erst zu einem deutlich

180,eigene unpubliziete Daten

spéteren Zeitpunkt reduziert

3.3.3 L muss weder myristoyliert oder phosporyliert, noch proteolytisch geschnitten

werden, um eine SIR zu vermitteln

DHBV L wird zwar nicht, wie es fiir das humane Hepadnavirus der Fall ist, glykosyliert,
jedoch myristoyliert und phosphoryliert. Die kovalente Assoziation der Myristinsdure an Gly2
ist dabei zwar nicht fiir die Neusynthese von Viren, aber fiir die Infektiositit von essentieller
Bedeutung (sieche 2.5.2.1). Obwohl aufgrund des Lipidcharakters eine Interaktion des
myristoylierten pre-S-Teils mit zelluldiren Membranen wihrend des Zelleintritts des Virus
naheliegt, ist der molekulare Ablauf des Fusionsprozesses im Detail nicht aufgeklért.
Allerdings wird die kompetitive Fihigkeit von synthetischen pre-S-Peptiden, eine Infektion zu
inhibieren, drastisch gesteigert, wenn ihr N-Terminus myristoyliert ist. Dies und das Auftreten
eines N-terminalen Degradationspodukts (P28) von L in infizierten Entenlebern (siche
2.5.2.2), das auf einen proteolytischen Schnitt nach Aufnahme des Virus moglicherweise
zwischen R71 und R72 hinweist, boten die Grundlage fiir die Untersuchungen in den
Abschnitten 2.5.2.1 und 2.5.2.2. Ein Austausch (Ad-DuL rgr7i,724a) bzw. eine Deletion (Ad-
DuL arr71,72) der putativen Schnittstelle zum einen, das Verhindern der N-terminalen
Myristoylierung zum anderen, sollten Aufschluss zur Hypothese geben, ob die Freisetzung
eines myristoylierten pre-S-Peptids fiir den SIR-Mechanismus von Bedeutung ist. Die
mogliche Aktivierung eines solchen Peptids durch proteolytischen Verdau wire ein
Mechanismus, der sehr schnell nach der Primérinfektion etabliert wére, eine weitere Infektion
der Zelle wire sogar noch vor der Genexpression des zuerst infizierenden Virus blockiert. Die
Ergebnisse zur SIR-Kinetik (2.3.3), die bereits unter 3.1 diskutiert wurden, finden hier
Bestitigung. Die eingefiihrten Mutationen hatten dabei keinen Einfluss auf die duCPD-
Bindefahigkeit der jeweiligen L-Proteine.

Die aus der SIA-Analyse gewonnenen Erkenntnisse ergaben ein eindeutiges Bild (Abbildung
2-19 und Abbildung 2-21): Mittlere SIA-Faktoren norm von hochstens 0,1 (Ad-DuLll wmyr() und
Ad-DuL grr71,7244) sprachen hier fiir sich. Ein SIA-Faktor nom <0,01, der aus dem Entfernen
der Schnittstelle resultierte (Ad-DuL arr7172) entkriftete eine mogliche Rolle der

119



Diskussion

Schnittstelle vollstdndig. Demnach spielt weder die N-terminale Modifizierung, noch das
Vorhandensein einer intakten Schnittstelle, beides essentielle Parameter fiir die Infektiositét
des Virus, bei der SIR eine Rolle. Die Hypothese des freigesetzten Peptids, welches auf
sekunddr in die Zelle gelangtes Virus evtl. in intrazelluldren Vesikeln trifft und so eine

produktive Zweitinfektion verhindert, wurde damit widerlegt.

Die hepadnavirale Replikationsstrategie stellt sowohl im Lebenszyklus von HBV, als auch
von DHBYV, ein gut ausbalanciertes System dar und ermdglicht so eine optimale Virus/Wirt-
Interaktion. Voraussetzung fiir ein optimiertes ,,Zusammenspiel der Wirtszelle und dem
persistierenden Pathogen sind regulatorische Faktoren, die die virale Genexpression
dahingegend modulieren konnen, dass sie auf intrazelluldre Verdnderungen (als Reaktion auf
extrazelluldre Signale) reagierten und ein Ungleichgewicht zwischen den ,Parteien®
verhindert wird. Ein Homologon zum HBxAg der Orthohepadnaviren, einem Transaktivator
zellulédrer und viraler Gene, ist fiir Avihepadnaviren nicht bekannt. Bei einer DHBV-Infektion
werden zytopathische Effekte, welche durch Aktivierung des Immunsystems im Wirt
entstehen kdnnen, weitestgehend schon durch den vertikalen Ubertragungsweg der Infektion
verhindert. Allerdings konnte durch Rothmann ef al. eine transaktivierende Aktivitit auf die
Genexpression und somit regulatorische Funktion fiir DHBV L gezeigt werden, welche zwar
keine essentielle Bedeutung fiir die virale Replikation, die Bildung neuer Partikel oder die
Infektiositdt hat aber eindeutig mit der Phosphorylierung des Proteins an Ser118 durch eine
MAP-Kinase vom Typus Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK) korreliert”®. Die L-
Protein-vermittelte Inhibition einer SI konnte dahingegend einen Beitrag liefern, dass durch
den Ausschluss einer weiteren Infektion der Zelle ein Gleichgewicht zwischen zelluldren und
viralen Interessen erhalten bleiben wiirde. Eine regulierte Genexpression, vermittelt durch
phosphoryliertes L, kdnnte beispielsweise die Expression des noch unbekannten Korezeptors
auf Hepatozyten betreffen, mit dem DHBYV iiber den N-terminalen Bereich von pre-S friih im
Infektionszyklus interagiert. Ob der Phosphorylierungsstatus von L fiir die SIR eine Rolle
spielt, wurde in der Mutationsanalyse in Abschnitt 2.5.2.1 verfolgt. Das Zerstoren des ERK-
spezifischen Phosphorylierungsmotifs (PXSP) durch Einfithrung eines Alanins anstelle des
Serins an Position 118 (Ad-DuL g;iga) hatte allerdings keine Auswirkungen auf den SIA-
Phénotyp von L. Die Akzeptanz der Hepatozyten gegeniiber einer SI konnte durch Expression
dieser L-Mutante nicht gesteigert werden, der Phosphorylierungsstatus von L ist demnach
nicht entscheidend fiir die Etablierung einer erfolgreichen SIR. Die Ergebnisse aus 2.3.3,

nidmlich, dass die Expression von L und die SIR zeitlich unmittelbar zusammenhéngen,
120



Diskussion

schliet eigentlich per se die Involvierung langer Signaltransduktionskaskaden aus. Das

Ausbleiben eines Effekts durch die Mutante DulL ;54 unterstreicht dies.

3.3.4 N-teminal verkiirztes L ist nicht in der Lage eine effiziente SIR zu vermitteln

Im N-Terminus von pre-S sind Determinanten lokalisiert, die vor allem im frithen
Infektionsprozess fiir DHBV von essentieller Bedeutung sind. Wie bereits dargelegt, ist
rekombinantes myristoyliertes DHBV pre-S Peptid DpreS2-41™" in Kompetitionsstudien in
der Lage, die DHBV-Infektion zu inhibieren und an Zellen zu binden, ohne dabei die
Rezeptorbindedomine (duCPD-Bindedoméne = aa 30-115) zu enthalten, was demonstriert,
dass das Virus iiber diesen Bereich in duCPD-unabhidngiger Weise mit der Wirtszelle

82 Anhand von Ergebnissen aus Immunprizipitationsstudien wird fiir den

interagiert
Sequenzbereich aa 12-22 postuliert, dass dieser exponiert auf der Oberfliche von
Viruspartikeln liegt und beim Viruseintritt in die Zelle mit einem fiir den Infektionsprozess

'77_0b der Sequenzbereich vor der Rezeptorbinderegion einen

wichtigen Kofaktor interagiert
Beitrag zum Superinfektionsausschluss einer infizierten Zelle leistet, wurde in Abschnitt
2.5.2.5 untersucht. Die Analyse umfasste die Reste ab Aminosdure 3, dass die
Myristoylierung an Gly2 keine Rolle spielt, wurde bereits diskutiert (siche 3.3.3). Die
Deletion der insgesamt ersten 18 Aminosduren in pre-S hatte interessanterweise SIA-
Phinotypen zur Folge, die sich durch eine signifikant gesteigerte Akzeptanz der Zellen
gegeniiber einer weiteren Infektion der Zelle auszeichneten und mit Deletionen Richtung C-
Terminus hin sukzessive wieder abnahmen (Abbildung 2-27). Der maximal erreichte Verlust
der SIR-Kompetenz wurde beim Fehlen der N-terminalen Sequenz (A3-10) gemessen, im
Vergleich zu Ly-exprimierenden Zellen war die Akzeptanz der Zellen um das 10-fache
gesteigert. Die SIR-Kompetenz der Mutante DuL a19.56 war noch halb so hoch wie die des

Wildtyps, allerdings wurde diese Mutante nur einmalig analysiert und das Ergebnis konnte

auch nur eine Schwankung im System widerspiegeln.

Fiir das Freisetzen DNA-haltiger Viruspartikel aus der infizierten Zelle ist bei DHBV die
Koexpression von beiden viralen Hiillproteinen, L und S, erforderlich. Wird L alleine
exprimiert, wird es als Membranprotein im ER zuriickgehalten. Diese Riickhaltefunktion von
L im ER wird bei DHBV vom Bereich zwischen aa 9 und aa 28 in pre-S vermittelt’’. N-
terminal verkiirztes L-Protein wird in Form nicht-infektioser Viruspartikel schnell aus der
Zelle sekretiert, wobei die gesteigerte Freisetzung von Partikeln gleichzeitig mit einem

Akkumulieren von cccDNA im Zellkern einhergeht'’***%%7 Um diese regulatorische
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Funktion von L aufrechtzuerhalten, ist eine héhere Syntheserate erforderlich. Dies wiederum
konnte durch gesteigerte cccDNA- und damit auch RNA-Level kompensiert werden.

Dieses Phidnomen konnte auch einen Erkldrungsansatz fiir die Beobachtungen an PDHs
bieten, die die Deletionsmutanten DuL a3.10 und DuL aii.15 exprimierten (2.5.2.5): Beide
Polypeptide lieBen sich zum einen im Western Blot reproduzierbar nur sehr schwach
detektieren (Abbildung 2-27 B), wobei ein Verlust des Epitops als Folge der Deletionen
ausgeschlossen werden kann. Der vollige oder teilweise Verlust der SIE-Kompetenz der N-
terminalen Deletionsmutanten ist also am Plausibelsten auf deren niedrige intrazelluldre
Konzentration, bedingt durch die schnelle Sekretion, zurlickzufiihren. Da eine
Hochregulierung der cccDNA-Menge im verwendeten System auBlerdem entfiel, reichte die
L-Proteinmenge evtl. nicht aus, um einen vollstindigen Superinfektionsausschluss zu
vermitteln. Nach der hiesigen Mutationsanalyse wiirde der verantwortliche Bereich auf die

Reste aa 3-18 entfallen.

3.3.5 Die SIR-Determinante kolokalisiert mit der Matrixdoméne in pre-S

In einer letzten SIA-Analyse (2.5.2.4) wurde die C-terminale pre-S Region von Aminosédure
110 bis einschlieBlich Aminosdure 157 untersucht. Unter anderem enthélt dieser Bereich die

97,128
12 1n der

Determinante, die die Neuumhiillung von Nachkommenviren reguliert
Untersuchung zeigte sich, dass die Deletionen tliber den gesamten Bereich in eindriicklicher
Weise zu einer signifikanten Abnahme der Fihigkeit der entsprechenden L-Proteine fiihrten,
eine Superinfektion der Zellen auszuschlieBen (Abbildung 2-26). Dies stellte sich wie folgt
dar: Ausgehend von einer Deletion der Reste aa 110 bis aa 125, zeichnete sich eine sukzessiv
ansteigende Akzeptanz der Hepatozyten gegentiber einer Zweitinfektion ab und resultierte bei
der Mutante DuLL A126.133 sogar in einem vollstindigen SIR-Verlust der transduzierten Zellen
(Abbildung 2-26 C, Ente 1, SIA-Faktor norm DuL a126-133= 1,07). Allein dieses Teilergebnis
steht dabei in grolem Gegensatz zu den Resultaten aller vorangehenden SIA-Analysen. Mit
weiteren 8-aa-Deletionen in 3'-Richtung nahm die SIA der Zellen dann schrittweise wieder

ab, die am Weitesten C-terminal eingefiihrte Deletion vermittelte aber immer noch eine

halbmaximale Akzeptanz (Abbildung 2-26 D, SIA-Faktor norm DuL a150-157=0.,45).

Diesen Resultaten zufolge ist die SIR-Determinante in einem 32 aa-langen Bereich von pre-S,

einschlieBlich der Reste aal 18 bis 149, lokalisiert (sieche Abbildung 3-1).
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Abbildung 3-1 Lokalisation der SIR-Determinante in DHBV pre-S.
Die via Mutations- und SIA-Analyse identifizierte SIR-Determinante umfasst die Reste aa 118-149 in pre-S und

umschlieBt damit auch die Matrixdoméne (aa 127-136) des groB3en Hiillproteins.

Die hiesigen Ergebnisse weisen es zwar aus, inwiefern es sich beim Sequenzbereich aa 126-
133 um eine SIR-Hauptdeterminante handelt, ldsst sich an dieser Stelle nicht mit
hundertprozentiger Sicherheit beantworten. Interessant sind in diesem Zusammenhang
Parallelen zu den Erkenntnissen von Lenhoff und Summers'”: Beginnend mit der
Beobachtung, dass in der pre-S Region zwischen Aminosdure 117 und 136 die Féhigkeit von
L liegt, neugebildetet Kapside zu umhiillen (und damit indirekt die Amplifikation von ccc-
DNA negativ zu regulieren) konnten die Autoren via [linker-scanning-Mutagenese die
Matrixdomédne in L final auf den Sequenzabschnitt aa 127-136 eingrenzen. Sogar
Punktmutationen an den Positionen D128 und L131 zeigten sich als ausreichend um die
Matrixfunktion von pre-S zu vermitteln. Der Abschnitt aa 126-133 in pre-S, dessen Verlust in
der hier vorliegenden Arbeit in transduzierten Zellen eine maximale SIA induzierte, wiirde
demnach vollstindig mit der definierten Matrixdoméne in pre-S kolokalisieren. Interessant
wire es natiirlich, den SIA-Phénotyp von L mit Punktmutationen an Position 128 bzw. 131

weiter zu untersuchen.

Fiir die Effizienz einer SIR ist es entscheidend, den Kerntransport von Kapsiden, die mit einer
Zweitinfektion in die Hepatozyte gelangen, zu verhindern. Einen plausiblen Erkldrungsansatz
fiir den bei DHBV zugrunde liegenden SIR-Mechanismus bietet eben diese Funktion von L,
ndmlich Kapside zu umhiillen und die Freisetzung umbhiillter Partikel aus der Zelle {iber den

sekretorischen Weg zu initiieren. Das an dieser Stelle entwickelte Modell (sieche Abbildung
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3-2) geht daher davon aus, dass virale Partikel aus einer Sekundérinfektion an Hepatozyten
binden und auch, basierend auf den Daten der Bindeanalyse (2.4.3, Abbildung 2-16), in die
Zellen aufgenommen werden. Nach Freisetzung des Kapsids ins Zytoplasma erfolgt dann
allerdings, statt einer zweiten Infektion des Zellkerns, direkt eine Interaktion mit im ER
lokalisiertem und im Zuge der Primérinfektion neusynthetisiertem L. Darauthin resultiert eine
Neu- bzw. Re-Umhiillung der Kapside, gefolgt von deren Ausschleusung aus der Zelle. Das
superinfizierende Virus wiirde somit daran gehindert werden einen cccDNA-Pool seines
eigenen Genoms zu etablieren. Die durch L mittelbar negativ regulierte Amplifikation von
cccDNA**7 wiirde damit nicht nur bei der Primir- sondern auch bei einer Superinfektion der

Zelle zum Tragen kommen.

Bindung von Virus

an bereits infizierte Freisetzung
Hepatozyte ‘ von
J % _re—assemblierten
. . Viruspartikeln

AN
Eintritt/ & S \Goy,.
Endozytose \(g/ N
N N U
\\\ \‘\, \
\\\ - N \
\
Fusign
un \
f Kapsid interagiert mit L
(Ij:églfgzg%gs aus der Initialinfektion und
p wird erneut umhdlit

Cytoplasma J_

Zellkern

Abbildung 3-2 Modell zum SIR-Mechanismus.

Superinfizierendes Virus bindet an eine bereits mit DHBV inifzierte Hepatozyte und wird internalisiert. Im
Zytoplasma interagieren die freigesetzten Kapside mit bereits vorhandenem L an intrazelluliren Membranen
und werden neuumbhiillt. Re-Assemblierte Viruspartikel werden aus der infizierten Zelle freigesetzt. Ein Import
des viralen Genoms in den Zellkern bzw. die Etablierung eines eigenen cccDNA-Pools des sekundir

infizierenden Virus wird so verhindert.

Die Notwendigkeit der Differenzierung seitens des primdr infizierenden Virus zwischen

»eigenen®, d.h. gerade assemblierten aber noch unreifen Kapsiden und ,,fremden Kapsiden,
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d.h. Nukleokaspiden des superinfizierenden Virus, konnte dadurch bewerkstelligt werden,
dass die sekundir ins Zytoplasma entlassenen Kapside direkt in einem reifen Zustand

261 Mittels eines

vorliegen, ohne den eine Umhiillung am ER nicht eingeleitet werden kann
synchronisierten Replikationssystems gelang es Perlman und Kollegen zu zeigen, dass die
Sekretion umhiillter Viren erst spdt im Infektionszyklus stattfindet, und eine Umbhiillung

2 Der Ubergang

generell ein Kapsid mit doppelstrangigem, reifem DNA-Genom erfordert
von einem unreifen in einen reifen Zustand ist bei DHBV auBlerdem an Strukturdnderungen
des Kapsids, an den Phosphorylierungszustand des Core-Proteins und Signalstrukturen, die
die Membranassoziation des Kapsids gefolgt vom virus budding induzieren, gekoppelt’®.
Dieser multifaktorielle Mechanismus erlaubt es dem Virus zwischen intrazelluliren Kapsiden
unterschiedlicher Reifegrade zu unterscheiden. Beruhend auf diesen Grundlagen und der
Tatsache, dass die SIR zeitlich direkt mit der Expression von L eintritt (2.3.3), konnte auch
die Differenzierung zwischen ,.eigenen* und ,,fremden Kapsiden funktionieren. Die per se
reifen Kapside aus der Sekundérinfektion wiirden bei der Interaktion mit L den unreifen

Kapsiden aus der Primarinfektion vorgezogen werden.

Eine weitere hoch interessante Fragestellung, die sich aus dem entwickelten Modell, ist, ob
die mutmaBlich neuentstehenden re-umhiillten Viruspartikel im Uberstand einer Zellkultur
nachweisbar sind, und falls ja, ob sie infektios sind? Die technische Herausforderung wiirde
hierbei darin bestehen, eine valide Nachweismethode zu finden, die eine eindeutige
Zuordnung der Kapside und der Hiille hinsichtlich ihrer Herkunft (erstes oder zweites Virus)
erlaubt. Ein intrazelluldres tracking von z.B. farbstoffmarkierten Kapsiden, wire aufgrund der
extrem niedrigen Quantitit der Bindeereignisse und dem hohen technischen Aufwand
praktisch kaum durchfiihrbar. Sinnvoller wire es, Ad-Dul-transduzierte PDHs mit
replikationsdefizientem DHBV (z.B. durch vorherige UV-Bestrahlung der Viren) zu
infizieren. Entstehende Viruspartikel, d.h. umhiillte Kapside, konnten nur aus einer Re-
Umbhiillung von Kapsiden aus der Zweitinfektion hervorgehen, da die Transkription inhibiert
wire und demnach weder L noch Core gebildet wiirden”*.

Interessant wire es auch, eine mikroskopische Analyse Ad-Dul-transduzierter PDHs unter
diesem neuen Gesichtspunkt durchzufiihren und den von Scheirich beobachteten
Nachbarschaftseffekt zu untersuchen'®. Scheirichs Analysen zufolge werden priferentiell
Hepatozyten in direkter Nachbarschaft zu Ad-Dul-transduzierten Zellen infiziert, ein

Phanomen, das ebenfalls pre-S-vermittelt sein soll. Interessant wire es zu iiberpriifen, ob
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diese Infektionsereignisse moglicherweise durch re-umhiillte und aus der DulL-

exprimierenden Zelle entlassene Viren gesetzt werden.

Beziiglich der Speziesspezifitdt ist es fiir DHBV nicht relevant, eine Superinfektion durch
HBYV ausschlieBen zu konnen, da das Humanvirus per se keine Entenhepatozyten infiziert.
Selbst fir HHBV stellt sich die Frage kaum, da auch das nahverwandte Avihepadnavirus
Pekingenten nicht effizient infiziert”*. An dieser Stelle ist es somit nicht weiter verwunderlich,
dass die SIA-Analyse ergeben hatte, dass HHBV L nicht in der Lage ist, eine DHBV-
Infektion auszuschliefen (2.5.2.7). Ein Vergleich der Matrixdoménen beider Avihepadnaviren
zeigt, dass die Sequenz nur etwa zu einem Drittel homolog ist (siehe Alignment unter 2.5.2.7
und Abbildung 2-18, aa 129-DPLL-132), ein weiteres Drittel weist keinerlei Ahnlichkeit auf.
Die Tatsache, dass die Generierung von DHBV/HHBV-Pseudopartikeln nur ineffizient

funktionie rt205, personliche Kommunikation mit S. Seitz

unterstreicht dies, spricht aber auch dafiir, dass
noch andere Faktoren bzw. spezifische Interaktionen (z.B. mit DHBV S) involviert sind, die
HHBYV L nicht komplementieren kann.

Die Beobachtung, dass weder DHBV pre-S in Kombination mit HBV S (2.5.2.6), noch
DHBYV S alleine (2.5.1) es vermochten, eine SIR zu vermitteln, leitet zu der Annahme, dass
zusitzlich zu der Interaktion von pre-S und Kapsid entweder i) ein ,,crosstalk™ der beiden
Subdominen oder ii) ein synergistischer Beitrag von S bzw. der S-Doméne fiir einen
effektiven Ausschluss wichtig ist. Die zytoplasmatisch orientierte, hydrophile Schleife in S,
die die Transmembranregionen TM-1 und TM-2 verbindet, konnte eine zusétzliche
Matrixfldche bei der Kapsidbindung anbieten. Wiahrend fiir HBV schon gezeigt werden
konnte, dass i) kurze Deletionen in der C-terminalen Hilfte dieses /oops die Bildung von
Virionen inhibieren’® und ii) dass 2 Segmente in pre-S und S synergistisch bei der
Kapsidbindung wirken®®, bleibt die Situation bei DHBV noch ungeklirt. Da sich die loop-
Region beim Vergleich von Séuger- und Vogelhepadnaviren sowohl in der Lénge, als auch in
der Sequenz weitestgehend konserviert zeigt, liegt die Vermutung nahe, dass sich eine Rolle

des loops auch beim assembly (bzw. Re-Assembly) von DHBV bewahrheiten konnte.

Evolutionsbiologisch gesehen liegt bei einem Superinfektionsausschluss der Gewinn fiir das
zuerst infizierende Virus im Erhalt der eigenen genetischen Anlagen. Der nicht-zytopathische
Charakter einer Hepadnavirusinfektion weist darauf hin, dass die Viren eine Strategie
entwickelt haben, um langfristig und nicht offensichtlich in der Hepatozyte zu persistieren.

Wie bereits ausgefiihrt, ist ein optimiertes ,,Zusammenspiel” von Wirtszelle und Pathogen fiir
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diese Eigenschaft unabdingbar. Der SIR kdnnte in dieser Wechselbeziehung eine bedeutende
Rolle zukommen, indem der Ausschluss einer Zweitinfektion dahingegend einen Beitrag
leistet, die zelluliren Resourcen nicht mit einem konkurrierenden Virus teilen zu
miissen.Wenn es mehreren Viren gelingen wiirde in derselben Zelle eine produktive Infektion
zu setzen, begleitet von einer entsprechend gesteigerten Genexpression und einer héheren
lokalen Konzentration viraler Proteine (z.B. Hiillproteine im ER) konnte dies einen toxischen
Effekt fiir die Zelle zur Folge haben. Die Infektion von Enten mit einer DHBV-Variante, die
aufgrund eines Verlusts der regulatorischen Féhigkeit von L, deutlich erhohte cccDNA-

204,218
“°°. Daraus

Mengen produziert, filhrte zu pathologischen Folgeerscheinungen der Leber
wird ersichtlich, wie wichtig es fiir das Virus ist, die Zelle so friih wie moglich im

Infektionszyklus gegen eine weitere Infektion durch ein homologes Virus ,,abzudichten®.

Dass L in seiner SIR-Funktion Wirkung zeigt sobald es exprimiert ist, konnte demonstriert
werden, einen Riickschluss auf den genauen Zeitpunkt der Blockade ist bis dato aber nicht
moglich. In Anbetracht dieser Sachlage wire es interessant, eine durch Obert und Kollegen
gemachte bemerkenswerte Beobachtung weiterzuverfolgen. Entgegen dem bis zu diesem
Zeitpunkt vorherrschenden Modell zur hepadnaviralen Proteinsynthese an ungespleifiten
RNAs, konnten die Autoren einen zweiten mRNA-Typ fiir die Produktion von L nachweisen,
die eine gespleiBte Form der pregenomischen RNA (spliced L-RNA) darstellt’. Fiir den
hiesigen Kontext relevant ist dabei die Tatsache, dass diese mRNA zwar flir die produktive
DHBV-Infektion in infizierten Enten und Hepatozyten wichtig ist, fiir die Virusbildung in
transfizierten Zellen aber keine Rolle spielt, was wiederum auf eine Rolle dieses L-Synthese-
pathways wihrend eines frithen Schrittes im Infektionszyklus schlieen ldsst. Zu priifen wére
ob diese L-RNA (unter anderem) die Funktion hat, das groBe Hiillprotein so schnell wie
moglich in der infizierten Zelle zur Verfligung zu stellen, um z.B. eine SI der Hepatozyte zu

verhindern.

Das Phidnomen einer SIR ist fiir das Hepatitis B Virus des Menschen bis dato wenig
untersucht. Von grofiter Bedeutung wire es zu iiberpriifen, ob die im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse auch Aufschluss zum Superinfektionsausschluss bei der HBV-

Infektion geben konnen.
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4 Material und Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten molekularbiologischen Standardmethoden wie
z.B. die Transformation von Bakterien oder die analytische und prédparative Agarose-
Gelelektrophorese wurden aus ,,Molecular cloning: A laboratory manual.* (Sambrook et al.,
(1989), Cold Spring Harbor Lab. Press, Plainview, New York) entnommen und sind daher an
dieser Stelle nicht mehr einzeln aufgefiihrt.

Die Aufreinigung von DNA aus Bakterienkulturen in unterschiedlichen Mallstdben, aus PCR-
Ansidtzen und Agarosegelen wurden mit den unter 4.1.6 aufgefiihrten Kits nach Angaben der
Hersteller durchgefiihrt. Die Protokolle sind daher ebenfalls nicht mehr aufgefiihrt.

Speziell verwendete software ist in den jeweiligen Abschnitten erwidhnt. Alle Abbildungen

dieser Arbeit wurden in CoreIDRAW X3 (Corel) erstellt.

4.1 Material

4.1.1 Puffer und Losungen

wBluebuffer* fiir DNA-Probenpuffer

0,2 % Bromphenolblau
0,2 % Xylencyanol

60 % Glycerol

60 mM EDTA

DNA-Ladepuffer fiir Agarosegelelektrophorese (6 x)
100 pl “Bluebuffer”
+ 600 ul Glycerol (99,5 %)
+ 120 ul 0,5 M EDTA
+ 180 ul H,O
Lagerung bei -80 °C.
ECL-Reagenz

Losung A
0,08 g 3-Aminophtalhydrazide
in 1,8 ml DMSO 16sen

ad 100 ml mit aqua bidest. 900 ul Aliquots bei -20 °C einfrieren (fiir 50 ml Losung I).
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Losung B
0,014 g p-Coumarin Saure

in 1 ml DMSO losen
ad 100 ml mit aqua bidest. 500 ul Aliquots bei -20 °C einfrieren (fiir 50 ml Losung I).

Losung [
Zu 48,6 ml 100 mM Tris, pH 9,35 (autoklaviert) entsprechende Aliquots der Losungen

A und B zugeben, gut mischen und dunkel bei 4 °C lagern.

Losung 11
50 ml 100 mM Tris, pH 9,35 (autoklaviert)

+ 6 ul H2O7 (30 %)
Losung moglichst frisch ansetzen, Lagerung hochstens eine Woche bei 4 °C in
lichtundurchlédssigem Behiltnis.

10x Laufpuffer fiir SDS-PAGE nach Laemmli

30,28 g Tris

+ 144 g Glycin

+ 10 g SDS

+ 100 mg NaNj3

ad 1000 ml mit aqua bidest. pH stellt sich automatisch auf 8,30 ein. Vor Gebrauch 1:10
verdiinnen. Lagerung bei RT.

10 x PBS, pH 7,4

80 g NaCl

+2 g KClI

+ 11,5 g Na,HPO4-Dihydrat
+2 g KH,PO,

ad 1 1 mit aqua bidest.

Paraformaldehyd (PFA), 4 %

100 ml

4 g PFA in heilem dH,O aufnehmen

+ einige Tropfen 1 N NaOH

+ 10 ml 10 x PBS, wenn PFA gelost ist.

Mit 2 N HCI pH 7,4 einstellen. Ad 100 ml dH,O. Lagerung bei -20 °C.

Sammelgelpuffer (4 x) fiir SDS-PAGE (nach Laemmli (1970))

500 mM Tris/Cl, pH 6,8
0,4 % SDS
0,01 % Natriumazid

in aqua bidest. Lagerung bei RT.
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SDS-Probenpuffer (2 x)

200 mM Tris/ClL, pH 6,8

6 % SDS

20 % Glycerol

10 % DTT

+ 0,1 mg/ml Bromphenolblau
+ 0,1 mg/ml Orange G

in aqua bidest. Lagerung bei -20 °C.
Standard-Salz-Citrat (SSC) (20 x), pH 7,0

3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat

TAE (50x) fiir Agarosegelelektrophorese

242 g Tris
+ 57,1 ml HAc
+ 100 ml 0,5 M EDTA-Stammlésung (pH 8,0)

ad 1000 ml mit aqua bidest. Losung bei RT lagern.
TBS (10 x)

80 g NaCl
+ 24,2 g Tris

ad 1000 ml mit aqua bidest. pH sollte bei 8,0 liegen. Lagerung der Léung bei RT.
TE-Puffer (low), pH 8

10 mM Tris
0,1 mM EDTA

Transferpuffer fiir Western Blot nach SDS-PAGE (nach Bjerrum und Schafer-Nielsen)

5,82 g Tris

+ 2,93 g Glycin

+ 3,75 ml 10 % SDS
+ 100 ml Methanol

ad 1000 ml mit aqua bidest. pH sollte zwischen 9,0 und 9,4 liegen. Lagerung bei RT.
Trenngelpuffer (4 x) fiir SDS- PAGE (nach Laemmli (1970))

1,5 M Tris/Cl, pH 8,80
0,4 % SDS
0,01 % NaNj;

in aqua bidest.Lagerung bei RT.
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4.1.2 Eukaryotische Zelllinien und Kulturmedien

Alle Medien sowie Zusdtze wurden von Gibco Invitrogen bezogen.

Name Beschreibung Referenz
LMH-Zellen Hiithner Hepatoma Zelllinie Kawaguchi et al., 1987%%
293-Zellen Humane embryonale Nierenzelllinie Graham et al., 1977
Zelllinie Medium Additive Stock-Konz. Volumen (ml)
LMH DMEM/F12 500

+ FCS (hitzeinaktiviert) 50

+ Penicillin/ Strepromycin 100 x 5

+ L-Glutamin 200 mM 5

+ Nicht-essentielle Aminsosduren 100 x 5

+ Natrium-Pyruvat 100 mM 5
293 DMEM

+ FCS (nicht-hitzeinaktiviert) 50

+ Penicillin/ Strepromycin 100 x 5

+ L-Glutamin 200 mM 5

4.1.3 Bakterienstimme

E.coli Stamm Genotyp

Firma/ Referenz

DH5a F" endAl gIlnV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR
nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169,
hst17(rK' rnK+), A—

Top 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697
galE15 galK16 rpsL(Str") endA1 A

BJ5183 endA1 sbcBC recBC galK met thi-1
bioT hsdR (Str,)

BRL

Invitrogen

Stratagene
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4.1.4 Antikorper
Primirantikorper
Sperzifitit/ Epitop | Antikorper Spezies Verdiinnung Referenz/ Firma
WB IFA

o-DHBV_S 7C.12 Maus 1:5 1:10 Pugh et al., 1995'”
(Hybridom) Guo and Pugh,

aa 266-275 bzw. 1997

aa 267-276 Sunyach et al,

1999°%

o-DHBV _pre-S 4F8 Maus 1:5 Urban et al., 2000""!

aa 101-105 (Hybridom)

o-DHBV _pre-S 1H.1 Maus 1:150 | Pugh et al., 1995°"

aa 101-109 (Hybridom)

o-DHBV pre-S D084 Kaninchen 1:5 000 Schlicht et al.,

aa 10-24 (polyklonales 1987%

aa 45-60 Serum)

aa 73-87

aa 85-96

o-DHBV_ Core D087 Kaninchen - 1: 500 Schlicht et al.,
(polyklonales 1989
Serum)

oa-HHBV_L 7030 Kaninchen 1: 5000 - H. Will
(polyklonales
Serum)

o-HHBV L 7029 Kaninchen 1: 5000 - H. Will
(polyklonales
Serum)

a- Actin a-B-Actin Maus 1: 5000 - Sigma-Aldrich

Epitop an N- | Klon AC-15 | (monoklonal,

Terminus der B- | (A1978) Hybridom)

Isoform von Actin

Sekundirantikorper

Antikorper Konjugat Verdiinnung Detektion Firma
WB IFA

Goat-a-Rabbit Peroxidase 1:10 000 - ECL (WB) Dianova

(GoR p.o.)

Goat-a-Mouse Peroxidase 1:10 000 - ECL (WB) Dianova

(GoM p.o.)

Goat- a-Rabbit- | Fluorophor 1:10 000 - LI-COR (WB) | Rockland

IRDye800CW

Goat- a-Mouse- | Fluorophor 1:10 000 - LI-COR (WB) | Rockland

IRDye680CW
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Goat-a-Rabbit- Fluorophor - 1:500 Fluoreszenz Molecular
Alexa546 Probes
Goat-a-Rabbit-Alexa | Fluorophor - 1:500 Fluoreszenz Molecular
488 Probes
Goat-a-Mouse-Alexa | Fluorophor - 1:500 Fluoreszenz Molecular
647 Probes
Goat-a-Rabbit-Alexa | Fluorophor - 1:500 Fluoreszenz Molecular
680 Probes
4.1.5 Enzyme

Falls nicht anders vermerkt wurden Enzyme von der Firma New England Biolabs bezogen.

4.1.6 Kits

QIAquick® Gelextraction Kit (Qiagen)

QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen)

FastPlasmid Mini Kit (VWR)

GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)

Qiagen Plasmid Midi Kit (Qiagen)

BigDye® Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
Megaprime ™ DNA labelling systems (GE Healthcare Life Science)
NucleoSpin® Blood (Macherey und Nagel)
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultur

4.2.1.1 Primdrzellkultur

Die Kultivierung von Primérzellen beschrinkte sich auf die Priparation und Kultivierung von

primdren Entenhepatozyten (PDHs).

4.2.1.2 Prdparation und Kultivierung primdrer Entenhepatozyten

Medium Benotigtes Medium/ Stock- Volumen (ml)
Losungen Konzentrationen
PDH-Mix (a 28,7ml)  Hepes IM 11,5
+ Glutamin 5,6
+ Penicillin/ Streptomycin 5,6
+ Glucose 5% 6
Waschmedium Williams® E Medium 500
+ PDH-Mix 28,7
+ Insulin 3 mg/ml 0,15
+ Natrium-Pyruvat 28
Preperfusionsmedium ~ Waschmedium 100
+EGTA 0,1 M, pH 7.4 1,3
+ Heparin 5000 E/ml 0,3
Collagenasemedium Williams® E Medium 500
+ PDH-Mix 28,7
+ CaCl, 1M 1,8
+ Insulin 3 mg/ml 0,15
+ Natrium-Pyruvat 30
Kulturmedium Williams™ E Medium 500
+ PDH-Mix 5 mg/ml 28,7
+ Gentamycin 2,5 mg/ml 0,55
+ Hydrocortison 3 mg/ml 0,6
+ Inosin 2,8
+ Insulin 0,15
+ DMSO 8,7

Die Priparation primédrer Entenleberzellen erfolgte nach der Methode von Berry und Friend
(1969*"%), modifiziert und beschrieben durch Galle et al. (1989"*). Fir die Priparation
wurden 2-3 Wochen alte Pekingenten verwendet, die zunichst mittels PCR auf einen DHBV-
negativen Serumstatus hin analysiert wurden. Den Tieren wurde hierfiir am Tag vor der

Leberpraparation 50-100 ul Blut abgenommen, die DNA isoliert und einer DHBV-
134



Material und Methoden

spezifischen PCR unterzogen. Am Folgetag wurden der Ente 30 min vor Préparationsbeginn
intravends 1250-2250 IE Heparin (25000 IE/ 5 ml, B.Braun) injiziert. Eine Brauniile® (B.
Braun) wurde iiber ein Schlauchsystem mit einer peristaltischen Pumpe verbunden und so die
Leber iiber die Pfortader mit erwdrmtem (42 °C) Preperfusionsmedium (125 ml bei einer 2-3
Wochen alten Ente) fiir etwa 10 min gespiilt, um restliches Blut zu entfernen. Hierbei war die
Entfarbung der Leber deutlich zu beobachten. Dem Preperfusionsmedium waren 50 mg
Collagenase (Sigma-Aldrich, Typ IV von Clostridium histolyticum) pro 100 ml Medium
zugesetzt. Danach erfolgte zunéchst ein in vivo Verdau der Leber, indem diese mit etwa 80 ml
Collagenasemedium perfundiert wurde. Die Leber wurde anschlieBend entnommen, in
kleinere Stiickchen geschnitten und unter Rithren mit 40-50 ml des Collagenasemediums noch
fiir weitere 30 min bei 37 °C im Inkubator ex vivo nachverdaut. Die Leberzellsuspension
wurde dann iiber einmal 8-Lagen Gaze und einmal 12-Lagen Gaze vorfiltriert. Das
Homogenat wurde danach in sterilen 50 ml-Reaktionsgefdflen viermal abzentrifugiert (50 x g,
4 min, 20 °C), wieder in '2 des Ausgangsvolumens in Waschmedium aufgenommen und
vorsichtig homogenisiert. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet in
20 ml warmem Kulturmedium aufgenommen und durch einen 40 pm Filter (Cell Strainer, BD
Falcon) gegeben, um restliche Zellaggregate vor dem Ausplattieren zu entfernen. Zur
Ermittlung der optimalen Zellzahl pro Schale wurde ein von B. Glass (Labor Prof. Schaller,
ZMBH, Heidelberg) empirisch ermitteltes Verfahren zum Ausplattieren der Hepatozyten-
Priparation angewendet, wobei die Zelldichte nach folgender Gleichung ermittelt wurde:
OD2g0 nm = 0,9 > 10° Zellen/ 10 pl = 10° Zellen/ 1 ml

Pro Schale einer 12-well Platte wurden 1x10° Zellen ausgesit. In den ersten 2 Tagen wurde
das Medium tiglich, danach alle 2 Tage gewechselt. Die Zellen konnten so fiir ca. 14 Tage in
Kultur gehalten werden. In der Regel wurden die ersten Versuche an Tag 4 nach Ausplattieren
vorgenommen. Bei einigen Leberpriparationen erfolgte ein zusdtzlicher Anreicherungsschritt
der Leberparenchymzellen. Um die Hepatozyten von nichtparenchymatdsen und toten Zellen
zu separieren, erfolgte eine Zentrifugation {iber einen Percoll-Dichtegradienten. Folgende
Losung mit einer Dichte von 1,063 g/ml PercollO (Easycoll-Trennlsg., Biochrom AG,
1,124g/ml (L6143) wurde pro Préparation angesetzt:

40 ml Percoll/PBS-Lésung = 19,49 ml Easycoll-Trennlosung + 20,51 ml 1 x PBS

Bis nach dem vierten Zentrifugationsschritt nach dem ex vivo Verdau der Leber erfolgte die
Préaparation analog. Das in 2 50 ml-Reaktionsgefd3en befindliche Zellpellet wurde dann in je

19 ml Percoll/PBS-Losung aufgenommen und vorsichtig homogenisiert. Es folgte eine
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Zentrifugation bei 50 x g fiir 10 min bei 20 °C ohne Bremse. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet mit 20 ml Waschpuffer gewaschen, indem es vorsichtig resuspendiert und
erneut abzentrifugiert wurde (28 x g (S2-Hereaus = 350 rpm) fiir 5 min bei 20 °C (mit
Bremse)). An dieser Stelle wurden die Pellets gepoolt, die Zellen mittels Zellsieb vereinzelt

und die Zellen nach der OD-Messung ausplattiert (s.0.).

4.2.1.3 DHBYV Infektions- und Bindestudien an primdren Entenhepatozyten

Die durchgefiihrten Infektions- und Bindestudien an PDHs erfolgten mit DHBV-positivem
Serum (DHBV-wt), ein Pool aus verschiedenen DHBV-16-positiven Entenseren mit einem
Titer von 2,5x10° Viruspartikeln pro ml (bestimmt als Genomiquivalente (GE) via DNA-
Dotblot (4.3.1)). In 12-well Platten (etwa 1x10° PDHs pro well) wurde ein Ansatz in einem
Gesamtvolumen von 0,5 ml pro well pipettiert, die Virusmenge pro well lag zwischen 0,5x10’
und 2,5x10%, was MOIs von 5-125 entspricht. Die Inkubation der Zellen mit Virus erfolgte fiir
3h bei 37 °C. Um eine Aufnahme viraler Partikel zu verhindern erfolgte alternativ die
Inkubation bei 4 °C. Im Anschluss wurden die Zellen dreimal mit 1xPBS gewaschen. Im Fall
einer 4 °C-Inkubation wurde gekiihltes PBS verwendet. Wie unter 4.3.3.1 beschrieben,
wurden die Zellen fiir eine anschliefende Detektion viraler Zellassoziation (Bindung und
Aufnahme) direkt nach Beendigung der Inkubationsphase mit Proteinase-K lysiert und die
DNA direkt im Anschluss isoliert (NucleoSpin Blood kit, Macherey und Nagel). Die Proben
konnten bis zur Aufreinigung auch bei -20 °C gelagert werden. Fiir die Analyse einer
produktiven Infektion wurden die Zellen flir weitere 4-7 Tage bei 37 °C kultiviert bevor sie
analog weiterbehandelt wurden. Alternativ. wurden die Zellen fixiert und einer
Immunfluoreszenzanalyse wie unter 4.5 beschrieben unterzogen. Die quantitative Analyse der
gereinigten DNA-Proben erfolgte mittels real-time PCR nach der TagMan®-Methode, die
unter 4.3.3.2 beschrieben ist. Fiir die statistische Auswertung und Regressionsanalysen wurde

das Programm Prism 5 (5.00), GraphPad verwendet.

4.2.1.4 Inhibitionsstudie zur hemmenden Wirkung von Suramin auf die DHBV-Infektion

Die Infektion von PDHs erfolgte in 12- oder 24-well Platten (4 1x10° bzw. 5x10°
Zellen/Schale) und wie unter 4.2.1.3 beschrieben. Suramin (10 mg/ml, Sigma-Aldrich) wurde
dem Inokulum in gewiinschter Konzentration zugefiigt, d.h. die Zellen wurden zeitgleich mit
dem Harnstoffderivat und mit Virus (25 GE/Zelle) inkubiert. Die Inokulation erfolgte bei
37 °C, um Bindung und Aufnahme viraler Partikel zu untersuchen, und bei 4 °C, um die

Zellbindung isoliert zu betrachten. Nach einer Inkubationsdauer von 3 h wurden die Zellen
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dreimal mit PBS, welches entsprechend ungekiihlt bzw. gekiihlt war, gewaschen. Im
Anschluss wurden die Zellen wie in Absatz 4.3.3 beschrieben weiterbehandelt, d.h. fiir
Bindestudien wurden die Zellen direkt nach der Inokulation lysiert, die DNA extrahiert und in
der PCR gemessen. Fiir Infektionsstudien wurden die infizierten Zellen fiir 4 weitere Tage
inkubiert, um dann die DNA zu extrahieren und zu quantifizieren oder um

Infektionsereignisse auf Einzelzellebene via IFA zu analysieren.

4.2.1.5 Kinetikstudie zum Zeitpunkt der inhibitorischen Wirkung von Suramin auf die
DHBV-Infektion

Um kinetische Aspekte der inhibitorischen Wirkung von Suramin zu untersuchen wurde
folgende Studie durchgefiihrt: PDHs wurden alternativ zur zeitgleichen Inkubation mit
Suramin und DHBV vor oder zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Inokulation fiir 3 h bei
37 °C mit Suramin behandelt (siche Ubersichtsschema in Abbildung 2-15). Als Kontrolle fiir
die Inhibition war Suramin nur wihrend der Inokulation zugegen, als Infektionskontrolle
dienten unkompetierte Ansédtze. Die Studie wurde an Zellen aus 2 unabhingigen
Leberzellpréiparationen und jeweils im Doppelansatz durchgefiihrt. Die Suraminkonzentration
betrug 120 bzw. 200 pg/ml, die Viruskonzentration lag bei 50 GE/Zelle. Nach Inokulation
bzw. Suraminbehandlung wurden die Zellen dreimal mit PBS-Puffer gewaschen, in einer der
Studien wurden alle Ansdtze danach noch fiir 1 min mit Glycin-Puffer (50 mM Glycin-
HCI/0,15 M NaCl, pH 2.2) inkubiert. Bereits gebundene aber noch nicht aufgenommene
Viruspartikel wurden so inaktiviert und an einer Infektion gehindert. 4 Tage p.Inf. wurde die

DNA der Ansédtze wie unter 4.3.3 beschrieben isoliert und mittels qRT-PCR quantifiziert.

4.2.1.6 Transduktion von PDHs mit rekombinanten Adenoviren

PDHs wurden mit den unter 4.2.4.3 generierten und getiterten rekombinanten Adenoviren
transduziert. Die Zellen wurden hierfiir mit den unaufbereiteten, hochtitrigen 293-Zelllysaten
fir 2 h bei 37°C inkubiert und dann griindlich mit PBS gewaschen. Die gewlinschte
Transduktionseffizienz wurde zum einen iber die zuvor ermittelte MOI der jeweiligen
Viruspriparation auf 293-Zellen erreicht, zum anderen wurden PDHs im Vorfeld testweise
transduziert und iiber die GFP-Fluoreszenz die virale Konzentration ermittelt, die zum einen
ein effektives Transduktionsergebnis lieferte, zum anderen aber kein zytotoxischen Effekte
wie z.B. das Abrunden der Zellen oder eine iibermiBige Vakuolisierung der Zellen
beobachten lie. Da sich PDHs etwa um den Faktor 100 schlechter transduzieren lassen als

herkémmliche Zelllinien"', auerdem die Transduktionseffizienz bei 2 Leberpriparationen
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schwankt und die Versuchsdauer einen Zeitraum von bis zu 8 Tagen umfassen konnte, war
dies ein wichtiger Vorversuch. Zur Ermittlung der rekombinanten Proteinexpression wurden
die transduzierten Hepatozyten zu verschiedenen Zeitpunkten p.Tr. (z.B. 1 h p.Tr. bedeutet 1
Stunde nach Beendigung der Transduktion) in SDS-Probenpuffer lysiert und einer Western
Blot Analyse nach 4.4.2 unterzogen.

4.2.1.7 Infektions- und Bindeanalysen an transduzierten PDHs

2 Tage p.Tr. wurden die Zellen mit DHBV-haltigem Serum iiberinfiziert und entweder nach 3
weiteren Stunden der Inkubation bei 37 °C in Proteinase-K-Puffer lysiert, die DNA
aufgereinigt und in die qRT-PCR eingesetzt oder die Zellen wurden nach griindlichem
Waschen fiir eine Analyse der DHBV-Infektion fiir weitere 4-6 Tage inkubiert und die DNA
dann extrahiert. Alternativ wurden Infektionsereignisse und doppelt infizierte Zellen via IFA
ermittelt und quantifiziert. Uberblick zum Ablauf gibt Abbildung 2-9. Siehe auch Abschnitte
4.2.1.3, 4.3.3, 4.5. Die in der IFA verwendeten Antikorper sind unter 1.1.1 aufgefiihrt. Die
graphische und statistische Auswertung der Resultate erfolgte mittels der Statistiksoftware

Prism 5 (GraphPad).

4.2.2 Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO; in Gewebekulturflaschen oder
Schalen und entsprechendem Medium (siehe 4.1.2) kultiviert. In der Regel wurden sie alle 3

Tage 1:5 bis 1:10 gesplittet.

4.2.3 Topologische Analyse von pre-S in DuL und in der Chimére Dupre-S/HuS

Fiir eine vergleichende Analyse der Topologien der pre-S-Region in Dupre-S/HuS bzw. Dul
wurden die entsprechenden adenoviralen Konstrukte in LMH-Zellen exprimiert, die Zellen im
Folgenden einer Mikrosomen-Préparation unterzogen und mit der so gewonnenen zelluldren
Fraktion ein Trypsin-Protektionsversuch durchgefiihrt. Die quantitative Auswertung erfolgte

nach einer Separation der Proteine in einer SDS-PAGE im Western Blot.

LMH-Zellen wurden auf 10 cm Schalen so ausgesit, dass sie am Folgetag zum Zeitpunkt der
Transduktion 70-80 % konfluent waren. Die Zellen wurden mit analogen viralen Titern
transduziert, wobei hier die unter 4.2.4.3 beschriebene Virustiterbestimmung zugrunde liegt.

Nach 3 Tagen wurden die Zellen einer Praparation der mikrosomalen Membranen unterzogen.
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4.2.3.1 Prdparation mikrosomaler Membranen

Die Préparation erfolgte anlehnend an die Methode nach Prange und Streeck, 1995°'. Die
Zellen wurden einmal mit je 4 ml kaltem 1 x TBS (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl)
gewaschen. Im Anschluss erfolgte in je 1,4 ml kaltem 0,1 x TBS eine Inkubation fiir 10 min
auf Eis. Die Zellen wurden abgeschabt, in ein entsprechendes Glasgefal3 {iberfiihrt und mit
insgesamt 20 Stofen mit einem Douncer aufgebrochen und homogenisiert. Nach Zugabe von
je 150 pul 10xTBS erfolgte eine Zentrifugation bei 2500 rpm fiir 15 min bei 4 °C. Der geklarte
Uberstand wurde dann auf 2,7 ml 10 %-Sucrose (Carl Roth®) geladen, welche in ein SW60-
Rohrchen vorgelegt worden war. Nach Zentrifugation bei 37000 rpm fiir 30 min bei 4 °C
wurde das bridunliche Pellet einmal mit 1xXTBS gewaschen, um schlieBlich in 100 pl 1 x TBS
aufgenommen zu werden. Nach zehnmaligem Scheren durch eine 23 G-Nadel erfolgte
entweder eine qualitative Western Blot Analyse, indem ein Aliquot der Probe mit SDS-
Probenpuffer versetzt wurde, bei 70 °C fiir 30 min erhitzt wurde, um dann einer SDS-PAGE
unterzogen zu werden. Alternativ konnte die Probe bis zur weiteren Untersuchung bei -20 °C

gelagert werden.

4.2.3.2 Trypsin-Protektionsverdau, Western Blot Analyse und Quantifizierung

In je 3 Ansitzen (A-C) a 20 ul wurden die mikrosomalen Membranen aus LMH-Zellen wie

folgt behandelt:
Trypsin - + +

DTT/NP-40 - - -
Losun% nsats A B C
Mikrosomen Préiparation 15 ul 15 ul 15 pl
1 M Tris-HCI (pH 8) 4 ul 4 ul -
100 mM DTT - - 2l
in 1 M Tris-HCI (pH 8)
10 % NP-40 - - 2l
in 1 M Tris-HCI (pH 8)
Trypsin in ImM HCl - 1 pl 1wl
1 mM HCI 1 ul - -

Nach Angaben des Herstellers (Roche) wurden 25 pg Trypsin (modified, sequencing grade,
No. 1418025) in ImM HCI geldst und fiir ein Experiment verwendet. Ansatz A fungierte im

Experiment als Positivkontrolle, die Gesamtmenge an unverdautem L konnte im
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nachfolgenden Western Blot detektiert werden. Ansatz C diente als Kontrolle zur Effizienz
des Trypsinverdaus, die finale Konzentration von DTT und NP-40 lag bei 10 mM bzw. 1 %.
Der tryptische Verdau erfolgte fiir 16-18 h bei 37 °C. Direkt im Anschluss wurde zu jedem
Ansatz kochender SDS-Probenpuffer im Verhiltnis 1:2 zugegeben und die Proben fiir 10 min
bei 100 °C aufgekocht. Der Auftrennung der Proteine in einer 12 % SDS-PAGE folgte eine
wie unter 4.4.2 beschriebene Western Blot Analyse. Fiir eine quantitative Analyse wurden
IRDye-680- bzw. IRDye-800-konjugierte Zweitantikorper verwendet. Die Detektion und die
quantitative Auswertung erfolgten am Odyssey® Infrared Imaging System (Li-COR

Biosciences).

4.2.4 Klonierung adenoviraler Konstrukte und Herstellung rekombinanter Adenoviren

4.2.4.1 Das pAdEasy-System

Fiir die Herstellung rekombinanter Adenoviren wurde das AdEasy-System (Stratagene)

verwendet'®

. Das Gen von Interesse wird hierbei {iber einen sogenannten Shuttle Vector in
E.coli eingebracht wo es zur homologen Rekombination mit dem adenoviralen Backbone
Vector pAdEasy-1 (33 414 bp) kommt. Mit dem rekombinanten pAdEasy-Vektor wird dann
eine Packaging Zelllinie transfiziert, in der der Replikationsdefekt des adenoviralen
Konstrukts komplementiert wird und Viren gebildet werden konnen. Eine schematische
Ubersicht zur Prozedur gibt Abbildung 4-1. Die rekombinanten Adenoviren konnen dann aus
den Zellen isoliert und amplifiziert werden. Protokolle und Informationen zur

Adenovirusherstelllung, weiterfithrende Literatur und Vektorkarten wurden von Stratagene

(Agilent Technologies Genomics) und der homepage coloncancer.org/adeasy.htm bezogen.

pAdEasy enthilt ein replikationsdefizientes Adenovirus-5-Genom, die E1- und E3-Gene sind
deletiert. Als Shuttle Vector wurde der Vektor pAdTrack-CMV (9220 bp) genutzt, der es
durch eine parallele Expression des einzubringenden Transgens und dem Reporter GFP
erlaubt, die Virusproduktion visuell nachzuverfolgen. Die Expression beider Gene unterliegt
dabei der Kontrolle separater CMV-Promotoren. Nachdem das Transgen in den Shuttle Vector
subkloniert worden war, wurde der E.coli Stamm BJ5183 mit dem linearisierten Vektor und
dem Basisvektor pAdEasy cotransformiert, Klone auf Kanamycin selektioniert, isoliert und
durch multiplen Restriktionsverdau analysiert. Mit Pacl-linearisierter DNA richtiger Klone

wurden 293-Zellen transfiziert.
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Abbildung 4-1 Schema zur Funktionsweise des AdEasy-Systems.

Nachdem das Gen von Interesse in den Shuttle Vector eingebracht wurde wird das Plasmid linearisiert und kann
zusammen mit einem Adenoviralen backbone Vektor (z.B. pAdEasy-1) in den E.coli BJ5183-Zellen
kotransformiert werden. Die DNA von auf Kanamycin selektionierten Rekombinanten wird final iiber einen
Pacl-Verdau linearisiert und kann so in die Transfektion einer Packaging Cell Line wie 293-Zellen eingesetzt
werden. Die Identifizierung rekombinanter Adenivren erfolgt dann mittels des Markerproteins GFP und
fluoreszenzmikroskopischer Analyse. An, poly- adenylation site; Bm, BamHI; RI, EcoRI; LITR, left-hand ITR
and packaging signal; RITR, right-hand ITR; Sp, Spel. Aus'®.

4.2.4.2 Transfektion von 293-Zellen

293-Zellen wurden ein Tag vor Transfektion in T-25 Zellkulturflaschen ausgesét, so dass die
Konfluenz zum Zeitpunkt der Transfektion 50-70 % betrug. Die rekombinanten pAdEasy-
Konstrukte wurden mit Pacl linearisiert und iiber eine PEI (Polyethylenimin)-Transfektion in

die Zellen eingebracht. Eine Stunde vor Transfektion wurde frisches Medium auf die Zellen
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gegeben. In 2 Parallelansdtzen wurden 4 pg der verdauten DNA bzw. 45 ul PEI-Losung
(1 mg/ml in Wasser) mit Basismedium (ohne Zusétze) versetzt und je auf ein finales Volumen
von 300 pul gebracht. Nach flinfminiitiger Inkubation der Ansédtze bei Raumtemperatur wurde
der PEI-Ansatz unter gleichméfigem Schiitteln zum DNA-Ansatz pipettiert und der
Gesamtansatz fiir weitere 20 min inkubiert, bevor er tropfchenweise auf die Zellen pipettiert
wurde. Nach 6 Stunden wurde das Transfektionsmedium durch frisches Medium ersetzt. Die
Reporterexpression bestitigte nach wenigen Tagen eine erfolgreiche Transfektion. Die
Ausbreitung der Viren in umliegende Zellen konnte in den folgenden 2 Wochen durch die

Entstehung fluoreszierender ,,Kometen beobachtet werden.

4.2.4.3  Virusgewinnung, Amplifizierung und Titerbestimmung der Adenovirusstocks

In der Regel konnten die Zellen 10-14 Tagen nach Transfektion geerntet werden. Mit einem
Zellschaber wurden die Zellen abgeschabt, in 3 ml PBS aufgenommen, bei 1000 rpm bei 4 °C
fiir 5 min abzentrifugiert und das Pellet wieder in 1,5 ml PBS aufgenommen. In 4 aufeinander
folgenden Einfrier- und Auftauzyklen wurden die Zellen aufgebrochen und die Viren nach
dem Entfernen von Zelltriimmern (2000 rpm, 10 min, 4 °C) im Uberstand gewonnen. Die
Lysate wurden mit 10 % Glycerol versetzt bei -80°C gelagert und ohne weitere
Aufreinigungsschritte fiir eine Amplifikation verwendet. Mit einem Drittel des gewonnenen
Lysats wurden erneut 293-Zellen in T25-Flaschen infiziert und die Zellen nach maximal einer
Woche nach dem oben beschriebenen Prozedere aufgebrochen. Zu diesem Zeitpunkt war die
Mehrzahl der Zellen GFP-positiv und zeigte bereits deutliche Anzeichen zythopathischer
Effekte der Adenovirusinfektion, wie ein Abrunden der Zellen und die Ausbildung von
Plaques. Weitere Runden der Amplifiaktion folgten, wobei hierfiir Zellen in T-75-, dann in T-
125-Flaschen infiziert wurden. Der jeweilige Virustiter konnte dank Reportergenexpression in
einer vereinfachten Variante eines Plaque-Assays bestimmt werden. In einer seriellen
Verdiinnungsreihe wurden 293-Zellen in 6-well Schalen mit dem entsprechenden Lysat
infiziert, 18 Stunden spéter die Anzahl GFP-positiver Zellen durch Auszéhlen ermittelt und
der Titer kalkuliert. Die Viruskonzentration in den SIR-Analysen lag zwischen 1,5x10° und
3,5x10' EFU (expression-forming units'®) pro ml. Aliquotierte Lysate wurden bei -80°C

gelagert und nicht weiter aufbereitet fiir eine Transduktion von PDHs verwendet.

4.2.4.4  Klonierung von pAdDuL, pAdDusS und der pAdDuL-Mutanten

Fiir die Generierung rekombinanter Adenoviruskonstrukte, welche fiir DHBV L bzw. DHBV

S kodieren wurde der entsprechende Leserahmen an einem DHBV Genom amplifiziert. Das
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Einfiihren passender Schnittstellen erlaubte dann die Subklonierung in den Vektor pAdTrack-
CMV. Als Matrize fiir den DHBV pre-S/S- bzw. S-Leserahmen diente das Plasmid pCDO,
welches auf dem Plasmid pCD10 basiert und ein iiberlanges DHBV 16-Genom unter
Kontrolle des immediate early Promotor/Enhancer des Cytomegalievirus (CMV) enthalt*’".
Durch entsprechend designte Primer wurde jeweils 5°- zum Leserahmen eine BgllIl-, 3'- eine

Nhel- Schnittstelle eingefiihrt. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht:

Rekombinantes An pCDO- Bezeichnung Reverse | Forward | Eingefiihrte Position
pAdTrack-CMV- Plasmid Oligonukleotid | Primer Primer | Schnittstelle Alignment
Konstrukt amplifizierter in pCDO
Leserahmen (5°-3Y)
pAd-DuL Dupre-S/S 40148 X Bglll bp 1233-1246
40151 X Nhel bp 2347-2355
pAd-DuS DuS 40149 X Bglll bp 1734-1747
40151 X Nhel bp 2347-2355

Fiir die Subklonierung wurde pAdTRack-CMV in der MCS (multiple cloning site) mit Bglll
und Xbal gedffnet und das mit Bglll und Nhel verdaute Insert eingefiigt. Die nach
erfolgreicher Transformation von FE.coli Bakterien (Topl0O) isolierte DNA wurde in
verschiedenen Restriktionsverdaus analysiert sowie einer DNA-Sequenzierung (siche 4.3.4)
unterzogen. Die DNA richtiger Klone wurde dann Pmel-linearisiert und zusammen mit dem
adenoviralen Basiskonstrukt pAdEasy-1 in eine Co-Transformation von BJ5183 Bakterien
eingesetzt. Die kleinsten Kolonien wurden gepickt, die DNA isoliert (GenElute” HP Plasmid
Miniprep Kit, Sigma-Aldrich) und erneut im Restriktionsverdau iiberpriift. Nach einer Re-
Transformation der Konstrukte in Dh5a bzw. Top10 E.coli wurden die pAdEasy-Konstrukte
in einem Pacl-Verdau linearisiert und standen so fiir eine PEI-Transfektion von 293-Zellen
zur Verfiigung (siche 4.2.4.2). Der Vektor pAdTrack-CMV_DuL wurde im Weiteren
Bglll/Kpnl-verdaut, um mit entsprechend amplifizierten und verdauten pre-S-Inserts ligiert zu
werden, in die zuvor iiber Primer-Mutagenese Mutationen eingefiihrt worden waren (siehe
unten und 4.2.4.5).

Die Herstellung der unter 2.5.2 aufgefiihrten Ad-Dul-Mutanten bzw. die Einfithrung der
Aminosdureaustausche und Deletionen in pre-S wurde mittels der erwdhnten Primer-

Mutagenese erreicht. Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech bezogen.

143



Material und Methoden

Tabelle 4-1 Ubersicht zu verwendeten Primern bei der Klonierung rekombinanter pAdTRack-CMV-

Konstrukte.
Rekombinantes Eingefiihrte Mutation Aminoséure-Position der
pAdTrack-CMV-Konstrukt (Nukleotidsequenz 5°-3%) Mutation in DHBV L

pAd-Dul_Myr(-) ggg > geg aa2 (G 2> A

pAd-Dul._S118A tcc =2 gee aa l18 (S 2> A)
pAd-Dull_S118D tcc 2 gac aa 118 (S2> D)
pAd-Dul. R102P cgt 2 cct aa 102 (R> P)*
pAd-DuL R102H cgt = cat aa 102 (R > H)*

pAd-DuL_RR71,72AA

agg aga > geg gea

aa 71,72 (RR 2 AA)

pAd-Dul. RR71,72KK

agg aga > aag aaa

aa 71,72 (RR > KK)°

pAd-Dul. A71,72

Deletion, gga agg aga gta

R71,R72

pAd-DuL_A3-10

Deletion, ggg caa cat cca gca
aaa tca atg gac gtc

Q3 bis D10

pAd-DuL_A11-18

Deletion, gac gtc aga cgg ata
gaa gga gga gaa ata

V11 bis E18

pAd-DuL_A19-26

Deletion, gaa ata ctg tta aac
caa ctt gcc gga agg

119 bis G26

pAd-Dul._A27-34

Deletion, gga agg atg atc cca
aaa ggg act ttg aca

R27 bis L34

pAd-DuL_A35-42

Deletion, ttg aca tgg tca ggc
aag ttt cca aca cta

T35 bis T42

pAd-DulL_A43-50

Deletion, aca cta gat cac gtg
tta gac cat gtg caa

L43 bis V50

pAd-DuL_A51-58

Deletion, gtg caa aca atg gag
gag ata aac acc ctc

Q51 bis T58

pAd-DuL_A59-66

Deletion, acc ctc cag aat cag
gga gct tgg cct get

pAd-DuL_A67-74

L59 bis W66

Deletion, cct gct ggg geg
gga agg aga gta gga tta

A67 bis G74

pAd-DuL_A75-82

Deletion, gga tta tca aat ccg
act cct caa gag att

L75 bis E82

pAd-DuL_A85-96

Deletion, cct cag ccc cag tgg
act ccc gag gaa gac caa aaa

gea cge

Q85 bis A96

pAd-DuL_A101-109

Deletion, ttt cge cgt tat caa
gaa gaa aga cca ccg gaa

R101 bis P109

pAd-DuL_A110-117

Deletion, ccg gaa acc acc
acc att cct ccg tet tee

E110 bis S117

pAd-DuL_A118-125

Deletion, tct tcc cct cct cag
tgg aag cta caa ccc

S118 bis Q125

pAd-Dul._A126-133

Deletion, caa ccc ggg gac
gat cca ctc ctg gga aat

P126 bis G133

pAd-DuL_A134-141

Deletion, gga aat cag tct ctc
ctc gag act cat ccg

N134 bis H141

pAd-DuL_A142-149

Deletion, cat ccg cta tac cag
fca gaa cca gcg gtg

P142 bis A149

pAd-DuL_A150-157

Deletion, gcg gtg cca gtg ata
aaa act ccc ccc ttg

V150 bis P157

* Mutationen in pre-S lagen bereits im pCDO0-Kontext vor. Die pre-S-Region wurde aus dem jeweiligen Plasmid

herausamplifiziert und iber BgllI/Kpnl in pAdTrack-CMV subkloniert.
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In einer Folge von 2 PCR-Reaktionen (nach 4.3.2) wurde iiber sogenannte Aussenprimer, und
die jeweilige Mutation-tragenden Innenprimer die in Tabelle 4-1 aufgelisteten Mutationen in
pre-S eingefiihrt. Als Matrize diente das Plasmid pCDO0. In der ersten PCR-Runde (PCR 1)
entstanden durch Kombination des forward Aussenprimers und des reverse Innenprimers
einerseits, sowie des reverse Aussenprimers und des forward Innenprimers andererseits, in 2

unabhingigen Ansitzen 2 Fragmente, welche aufgereinigt und in PCR 2 eingesetzt wurden.

Bezeichnung Aussen- Primer fiir | Reverse | Forward Eingefiihrte Position
Oligonukleotid primer fiir PCR 2 Primer Primer Schnittstelle Alignment
PCR 1 in pCDO
(5°-3)
DpreSrevped0
2001 X X - bp 2071-2091
DuLfor pcd0
1044 X X - bp 1044-1064
40148 X X Bglll bp 1233-1246
DupreSrevKpnl X X Kpnl bp 1791-1811

In der nidchsten PCR-Runde (PCR 2) entstanden in einem Ansatz durch Kombination der in
PCR 1 entstandenen 2 Fragmente (pro Mutante) und einem Primerpaar, welches in der 5'-
Region des Fragments eine Bglll- und in der 3'-Region eine Kpnl-Schnittstelle einfiihrte,
Amplifikate der gesamten pre-S Region mit insertierter Mutation. Die Kpnl/BgllI-verdauten
PCR-Produkte konnten dann mit dem entsprechend verdauten Vektor pAdTrack-CMV-DuL
ligiert und die so generierten rekombinanten pAdTrack-Konstrukte fiir eine Transformation

von Dh5a E.coli eingesetzt werden.

4.2.4.5 Generierung von pAd-Dul._ S1184, S118D, RR71,72KK und Myr(-)

Alle vier Mutationen lagen bereits im pCDO0-Kontext vor und konnten so jeweils fiir eine
Amplifikation alleinig der pre-S-Region, welche die entsprechende Mutation trug, in die PCR

: 177
eingesetzt werden

. Durch die verwendeteten Primer wurde im Amplifikat 5° jeweils eine
Bglll (Oligonukleotid: 40148), 3 eine Kpnl-Schnittstelle (Oligonukleotid: DupreSrevKpnl)
eingefiihrt. Das verdaute PCR-Produkt wurde dann mit dem entsprechend geschnittenen

Vektor pAdTrack-CMV_DulL ligiert.
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4.2.4.6 Klonierung von pAd_Dupre-S/HuS

Die Klonierung des Konstrukts pAdTrack-CMV-Dupre-S/HuS hatte die Generierung eines L-
Expressionsplasmids zum Ziel, von welchem die Synthese eines chiméiren L-Proteins erfolgen
sollte. An die DHBV pre-S-Region sollte sich C-terminal die S-Domidne von HBV
anschlieen. Die entsprechenden Sequenzen wurden zunéchst an 2 Plasmiden amplifiziert,
bevor sie in einer zweiten PCR zu einem Leserahmen fusioniert wurden. In PCR 1 erfolgte
die Amplifikation der DHBV pre-S-Region am Plasmid pCDO, die von HBV S an
pCDNA3.1/Zeo(-)-HBV1. Beide Amplifikate wurden in PCR 2 mittels DHBV pre-S (Primer
40148) und HBV S (Primer: Rev_ HBV-S Notl) spezifischer Oligonukleotide zu einem
chimdren Leserahmen fusioniert, 5° wurde eine Bglll-, 3 eine Notl-Schnittstelle eingefiihrt,
iber die das finale Fragment dann mit dem entsprechend geschnittenen Vektor pAdTrack-

CMV ligiert werden konnte. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht zu verwendeten

Oligonukleotiden:
Bezeichnun | Ampl. | Ampl. | Primer | Primer | Reverse | Forward | Einge- Position
g Dupre- HuS fiir fiir Primer Primer fiihrte Alignment
Oligonukleo S PCR1 | PCR2 Schnitt | in pCDO bzw.
tid -stelle | pCDNA3.1/Zeo
(-)-HBV1.1
(5°-3)
Dulfor X X X - bp 1044-1064
pCDO0O 1044 pCDO
Rev-5"HuS/ X X X - bp 1777-1791
3 'DpreS pCDO
For 5"HuS/ X X X - bp 2354-2374
3'DpreS pCDNA3.1
Rev_HuS X X X - bp 3014-3034
pcDNA3.1 pCDNA3.1
40148 X X Bglll bp 1233-1246

4.2.4.7 Klonierung von pAd HHBVL

Der Leserahmen fiir das grof3e Oberflachenantigen von HHBV wurde am Plasmid pHHBV-4
amplifiziert’””. Uber die Primer (forward Primer: For Bglll HHBV-L, reverse Primer:
Rev Notl HHBV-L) wurde 5° zum ORF eine Bglll-, 3° zum Leserahmen eine Notl-
Schnittstelle eingefiihrt, das Fragment und pAdTrack-CMV entsprechend verdaut und ligiert.
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4.3 Analysen und Nachweisverfahren

4.3.1 Quantitativer Nachweis viraler DNA im DNA-Dotblot

Beschrieben durch Mason et al. (1982°7%), ist es moglich, die Konzentration DNA-haltiger

DHBV-Partikel in einer Probe mittels DNA-Dotblot zu ermitteln. Eine vorherige Auftrennung

der virushaltigen Probe in einem linearen CsCl-Stufengradienten ermoglicht des Weiteren

eine Differenzierung umhiillter DNA-haltiger Viruspartikel von DNA-haltigen aber nicht-

umbhiillten Core-Partikeln anhand ihrer spezifischen Dichte’’. Verdiinntes DHBV-haltiges

Entenserum wurde hierfiir auf ein in SW60-Rohrchen (Beranek) vorgelegten Gradienten

geladen. Mit ansteigender Dichte wurden Losungen folgender Dichte und Volumina direkt

vor der Analyse vorsichtig libereinandergeschichtet:

Losung (Konzentration) Volumen
OBEN  Probe 0,02 ml Serum ad 2 ml PBS
2,00 ml (Kulturiiberstand ohne Ankonzentrierung)
Sucrose (20 %) 0,8 ml

CsCl1 (1,2 g/ml)
CsCl1 (1,3 g/ml)
UNTEN CsCl (1,4 g/ml)

0,5 ml
0,5 ml
0,5 ml

Die Zentrifugation erfolgte bei 58000 rpm fiir 3,5 h bei 20 °C (SW-60 Rotor, Beckman

Coulter, Inc.). Im Anschluss wurden die Proben mittels eines Fraktionssammlers (Beckman

Coulter) a 6 Tropfen (ca. 180 ul) gewonnen.

Benotigte Puffer/Losungen

Zusammensetzung

SOAK 1

SOAK II
Hybridisierungsmix
Denhardt's (50 x)
Waschlosung

0,5 M NaOH; 1-1,5 M NaCl

0,5 M Tris, pH 7,4; 3 M NaCl

6 x SSC; 5 x Denhardt's; 0,5 % SDS; 10 pg/ml CT-DNA
1 % BSA; 1 % Polyvinyl-Pyrrolidon; 1 % Ficoll 400

1 x SSC; 0,5 % SDS

Die Quantifizierung rekombinanter DHBV-Partikel nach einem analytischen CsCl-Gardient

basiert auf der Ermittlung des DNA-Gehalts der einzelnen Fraktionen. Fiir diese Analyse

wurden die zuvor gesammelten Fraktionen komplett auf eine in einer Dotblot-Apparatur
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(S&S-Minifold I Dotblot System, Schleicher und Schuell) eingespannte Nylonmembran
(Nytran-N, Schleicher und Schuell) iibertragen. Diese wurde zuvor je einmal mit 1 x PBS und
0,1 M NaOH gewaschen. Nach dem Probenauftrag wurde die Membran erneut einmal mit
0,1 M NaOH, danach zweimal mit 1 x PBS gewaschen. Im Anschluss wurde die transferierte
DNA ceiner Denaturierung in SOAK 1 fiir zweimal 90 sek unterzogen. Nach einer
Renaturierung in SOAK II fiir viermal 60 sek wurde die Membran fiir mind. 30 min bei 90 °C
gebacken und die DNA so fixiert. Fiir die Hybridisierung der so separierten und fixierten
DNA mit einer DHBV-spezifischen **P-markierten Sonde wurden 25 ng des Plasmids pCDO-
wt mit Sacl verdaut, das in einem 3,3 kb Fragment entlassene DHBV-Genom aufgereinigt und
dieses einer PCR-Reaktion mit 50 uCi a-°P-dCTP (PerkinElmer) nach Angaben des
Herstellers unterzogen (Megaprime-Labeling-Kit, GE Helathcare). Die radioaktive >°P-
DHBV-Sonde wurde in 20 ml Hybridisierungsmix gegeben und die Membran mit diesem bei
68 °C iiber Nacht inkubiert. Nach 2 Waschschritten in Waschlosung am Folgetag fiir je
15 min erfolgte die Exposition flir 2 Tage. Die Detektion radioaktiver Signale auf dem Film
erfolgte am Phosphorimager (Personal Molecular Imager F.X, Biorad). Die Quantifizierung
der einzelnen Fraktionen wurde im Programm Quantity One (Bio-Rad) in Relation zu einem
parallel aufgetragenen DHBV-DNA Standard ausgewertet. Als Standard wurde ein 3 kb
DHBV-Genom-Fragment in Konzentrationen von 500; 250; 125; 64; 32; 16 und 8 pg/50 ul

eingesetzt, was 1,5x 10° bis 2,5x10° Teilchen pro spot entsprach.

4.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

In der Regel wurde die Reaktion nach Standardprotokoll durchgefiihrt. Eine genauere
Ermittlung der jeweiligen Oligonukleotidsequenz-spezifischen Annealingtemperatur erwies
sich als nicht erforderlich. In einen 50 ul Gesamtansatz wurden 10 ng der Matrizen-DNA,
250 uM dNTPs, je 50 pmol der Oligonukleotide und 1 U Deep Ventg DNA-Polymerase (3'-
5’-Exonukleaseaktivitit+, NEB) pipettiert. Die PCR-Zyklen wurden wie folgt eingestellt und
in einem Mastercycler Personal (Eppendorf) durchgefiihrt.

Denaturierung: 95 °C — 5 min

Denaturierung: 95 °C — 30 sek

Hybridisierung: 48 °C — 1 min 33 Zyklen
Elongation: 72 °C — 3 min
72 °C — 8 min
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Mit je 1 pl des Ansatzes wurde die Anwesenheit und Korrektheit der PCR-Produkte in einem

analytischen Agarosegel iiberpriift.

4.3.3 Quantifizierung der Virsubindung an Zellen mittels gRT-PCR

4.3.3.1 Isolierung von DNA aus Zellen und Zellkulturiiberstinden nach Infektion
Um nach verschiedenen Inkubationszeiten die Assoziation von DHBV an PDHs zu
quantifizieren, erfolgte zunéchst eine Isolierung der DNA mittels des NucleoSpin Blood kits
(Macherey und Nagel). Je nachdem ob es sich um Zellen oder Uberstand bzw. Inokulum

handelte wurde nach folgendem Protokoll verfahren:

(1) Zellen = Schale einer 12-well-Platte
Nach dreimaligem Waschen mit je 1 ml PBS wurden zu jeder Schale 200 ul Puffer B3, 200 pl

1 x PBS und 25 pl Proteinase-K-Losung gegeben. Bei mehreren Proben geschah dies in
einem Sammelansatz. Durch Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen geldst, in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt und die Schale wurde mit 150 ul PBS nachgespiilt. Die Proben
konnten an dieser Stelle bis zur Weiterverarbeitung bei -20 °C gelagert oder direkt
weiterverarbeitet werden. Der Proteinase-K-Ansatz wurde dann fiir 40 min bei 56 °C
inkubiert, dazwischen wurde 1-2 x gevortext. Zum Féllen der DNA wurden dann 200 ml
eisgekiihltes Ethanol (absolut) zum Ansatz pipettiert, kurz gevortext, kurz abzentrifugiert und
dann der gesamte Ansatz auf ein Sdulchen gegeben. Nach einer Zentrifugation bei 11000 rpm
fir 1 min wurde der Durchfluss verworfen, die Sdule mit 500 ul Puffer BW gewaschen,
erneut zentrifugiert (11000 rpm, 1 min) und der Durchfluss wieder verworfen. Nach einem
analogen Durchgang mit Puffer B5 wurde restliche Fliissigkeit von der Sdule entfernt und die
DNA konnte eluiert werden. Die Sédule wurde hierfiir zweimal mit je 100 pul ddH,O fiir je

5 min bei Raumtemperatur inkubiert und fiir 2 min zentrifugiert.

(2) Zellkulturiiberstand/Inokulum

Die Prozedur der DNA-Isolierung folgte prinzipiell dem in (1) beschriebenen Protokoll. Das
eingesetzte Probenvolumen betrug 200 ul und wurde zu Beginn nur mit Puffer B3 und
Proteinase-K versetzt. Die Inkubation bei 56 °C konnte hier auf 15 min reduziert werden. Die
DNA wurde ebenfalls in 200 pl ddH,O eluiert. Die so aufgereinigte DNA konnte bei -20 °C
gelagert werden oder stand direkt fiir eine Analyse mittels qPCR zur Verfiigung.
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4.3.3.2  Quantitative real-time PCR (TagMan")

Das in dieser Arbeit eingesetzte Echtzeit Tagman® qPCR-Verfahren basiert auf der Detektion
der Ziel-DNA durch eine sequenzspezifische, fluoreszierende Sonde. Die verwendeten
Sonden sind in Tabelle 4-2 aufgelistet. Sie wurden so konstruiert, dass sie entweder innerhalb
des DHBV Pol-Gens oder im S-Gen hybridisierten und kamen in Abhingigkeit vom
Probenmaterial zum Einsatz: Adeno-transduzierte und gleichzeitig DHBV-infizierte Zellen
wurden einer qRT-PCR mit einer Sonde unterzogen, welche im Pol-Gen bindet (Sonde 2). Bei
Kompetitionsanalysen an untransduzierten PDHs kam eine Sonde zum Einsatz, welche im S-
Gen hybridisiert (Sonde 1). Die Enden der Sonden (sogenannte double-dye probe) sind mit 2
verschiedenen Fluorophoren markiert, mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff am 5'-Ende
(= FAM) und einem Quencher am 3’-Ende (=TAMRA). Wihrend des ungebundenen
Zustands der Sonde oder aber nach der DNA-Assoziation der Sonde und vor Einsetzen der
Polymeraseaktivitit, wird Energie, welche vom kurzwelligen Fluorophor (= Reporter)
emittiert wird, ohne Emission eines Protons zum langwelligen Fluorophor (= Quencher)
transferiert (= FRET). Die 5°-3'-Exo-Nuklease-Aktivitdt der Polymerase resultiert dann in
einer Separation der beiden Fluorophore, welche wiederum eine Emission seitens des
Reporter-Fluorophors zur Folge hat. Die Quantifizierung erfolgt anhand der Detektion dieses
Fluoreszenzsignals, welches proportional mit der Menge der amplifizierten DNA im Laufe
der Zyklen zunimmt und in einem bestimmten Zyklus der PCR eine Intensitét erreicht, die
iiber einem definierten Hintergrund bzw. Schwellenwert liegt (= threshold cycle = CT). An
diesem Punkt der exponentiellen Phase findet die Detektion statt. Ein entsprechendes
Programm zeichnet das Signal auf und gibt es in einer Amplifikationskurve wieder. Eine
Verdiinnungsreihe des Plasmids pCDO diente als externer Standard und wurde in jeder PCR
mitgefiihrt. Dies erlaubte die Erstellung einer Standardkurve (Abbildung 4-2) und die absolute

Quantifizierung der DNA im Probenmaterial.

Tabelle 4-2 In der real-time PCR verwendete TagMan®-Sonden und Oligonukleotide.

Oligonukleotid Name Sequenz (5°-3") X-mer Position (bp) in
pCDO-wt
Sonde 1 dHBVTagMan tgagaccgacgcccattggage 22 2130-2109
Hin-Oligo 1 dhbv-1_for gcttgctgtatctgacggacaa 22 2066-2087
Riick-Oligo 1 dhbv-2_rev gatccgagggcagtagtgaaga 22 2170-2149
Sonde 2 dHBVTaqMan 2  tgactccagccaaattctggecca 24 1075-1098
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Hin-Oligo 2 DHBV Taqg2 for  tgagtgcccttcccgaaa 18 1046-1063

Riick-Oligo 2 DHBV Taqg2 rev  ctggacaggaaagtaggaaatgct 24 1124-1101

Sonde 1 wurde in Kombination mit dem Hin- und- Riick-Oligo 1, Sonde 2 mit den entsprechenden Oligos 2
verwendet. Wahrend die Zielsequenz von Sonde 1 im Gen fiir S liegt, hybridisiert Sonde 2 im Pol-Gen, in einer

Sequenz zwischen dem core- und dem L-Gen. Die Sonden wurden von der Firma TIB MOLBIOL bezogen.

Tabelle 4-3 Pipettierter Ansatz pro DNA-Probe.

Reagenz Konzentration Stock Volumen pro 25 pl Ansatz Finale Konzentration
QPCR-Mix 2x 12,5 ul 1x

Oligo Hin 100 pmol/ul 0,15 ul 15 pmol

Oligo Riick 100 pmol/ul 0,15 ul 15 pmol
Sonde 100 pmol/ul 0,75 ul 75 pmol
dH,O 7,45 ul

Probe 4 ul

Der QPCR-Mix (ABsolute QPCR Rox Mix) wurde von der Firma ABgene bezogen.

Die PCR-Reaktion wurde in einem ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Wie aus Tabelle 4-3 ersichtlich, wurden in jede Reaktion 4 pul der
jeweiligen Probe bzw. 1/50 der Probe aus der DNA-Isolierung (siehe 4.3.3.1) pipettiert, was
dem Aquivalent von 4x10° Zellen oder 10 pl Kulturmedium entspricht. Als Negativkontrollen
dienten Wasser und analog gereinigte Hepatozyten-DNA aus Proben ohne Zusatz von
Virusinokulum. In diesen Anséitzen konnte kein Wert definiert werden, was bedeutet, dass der
jeweilige Wert unter der Nachweisgrenze lag (Daten nicht gezeigt). Fiir die PCR wurden

folgende Einstellungen gewahlt:

Schritt Temperatur Zeit (min)  Anzahl Zyklen
1 50°C 2 min 1x
2 95°C 15 min Ix
3 95°C 15 sek
4 60 °C 60 sek 40x
5 72°C 60 sek

Die Analyse der Messdaten erfolgte mit der entsprechenden ABI PRISM 7000 SDS software
und die Auswertung mit Excel (Microsoft). In SigmaPlot 10.0 (SigmaPlot) und GraphPad
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Prism 5 (5.00) (GraphPad) wurden die Ergebnisse graphisch umgesetzt und gegebenfalls
statistisch ausgewertet. Als DNA-Standard fiir die qRT-PCR diente dass mit EcoRI
linearisierte Plasmid pCDO-wt (6291 bp), das ein 1,1-faches DHBV Uberlingegenom enthilt
(Bartenschlager 1990). Die Stock-Losung enthielt 1x10'® Teilchen pro pl und wurde in
ddH,0 in eine Verdiinnungsreihe mit 1x10%1x10'° Teilchen/ 25 pl-Ansatz eingesetzt. Fiir
jeden PCR-Lauf wurde die Reihe, im Doppel- oder Dreifachansatz, neu pipettiert und

analysiert.
40 Standardkurve Tagman PCR Abbildung 4-2 Regressionsgerade zum DNA-
Standard einer exemplarischen qRT-PCR-
*7 Analyse.
10 4 Messdaten entstammen der PCR-Analyse zur
. pA Suraminkinetik in 2.4.1. Der jeweilige C;-Wert
Q 25

(=threshold cycle) ist gegen den dekadischen
20 | Logarithmus der Ausgangsmenge an DHBV-
Genomen aufgetragen. Der Korrelations-

koeffizient (R?) betrigt 0,997. Fiir die Detektion

wurde eine S-Gen-spezifische Sonde verwendet,

! 2 3 N ° 6 ! 8 ? das PCR-Produkt hat eine Linge von 105 bp.
log C,

4.3.4 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Nach dem Subklonieren des gewiinschten DNA-Konstrukts wurde dessen Richtigkeit in der
Sequenz durch eine modifizierte Weise der biochemischen Didesoxy- oder Kettenabbruch-
Sequenzierungsmethode von F. Sanger et al. (1977*7) iiberpriift. Genutzt wurde hier der Big
Dye-Mix® (Applied Biosystems), welcher neben dem definierten Puffer und der Taq-
Polymerase auch einen dNTP-Mix und die fluorochrom-gekoppelten Terminatoren der
Reaktion enthédlt. Pro Ansatz wurden 200 ng mit Big Dye v1.1 (Applied Biosystems) und
Spmol des spezifischen Oligonukleotids versetzt. Die Amplifikation erfolgte dann im
Thermo-Cycler in 30 Zyklen: 95 °C — 10sek, 55°C — 15sek, 60 °C — 4 min — die
Reaktion wurde dann auf 4 °C gehalten. Die Sequenz der gefillten und in HiDi-Formamid
aufgenommenen DNA wurde im Genetic Analyzer (ABI PRISM™ 310) analysiert, wobei die
von einem Laser angeregten Fluoreszenzsignale hierbei von einem Detektorsystem gelesen
und dann durch ein entsprechendes Programm in Chromatogrammform dargestellt wurden.
Alternativ wurde die zu analysierende DNA mit einer Konzentration von 30-100 ng/ul zu

GATC Biotech versendet.
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4.4 Proteinbiochemische Methoden

4.4.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (19707

Fiir die Analyse der Expression adenoviral transduzierter Gene wurden Zellen zum jeweils
angegebenen Zeitpunkt nach Transduktion mit PBS gewaschen und in einem Volumen von
400 ul (12-well) (250 pl 2xSDS-Probenpufter, 150 ul PBS) aufgenommen, aufgekocht, und
dann neben einem Protein-Standard-Marker (Amersham Rainbow Molecular Weight Markers,
RPN 755 (low) 2 500-45 000 Da, RPN 756 (high) 14 300-220 000 Da, GE Healthcare Life
Science; Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard 3 500 — 260 000 Da, Life Technologies)
auf das Gel geladen. 20 ul des Zelllysats wurden standardméBig pro Gelspur aufgetragen, was
5x10* Zellen eines wells (1x10° Zellen/12-well) entsprach. Fiir das elektrophoretische
Trennverfahren wurde das Mighty Small-System von Hoefer genutzt. Je nach
Molekulargewicht wurde die Prozentigkeit des Trenngels variiert, betrug in der Regel aber 12
oder 15 %. In einer Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) erfolte dann der
Transfer in  Bjerrum-Schafer-Nielsen-Puffer im  Semi-Dry-Verfahren auf eine
Nitrozellulosemembran (Protran®, Schleicher und Schuell) fiir 30 min bei einer Spannung

von 15 V.

4.4.2 Western Blot Analyse

Nach erfolgter Separation eines Proteingemisches mittels SDS-Gelelektrophorese und
Transfer auf Nitrozellulose wurde die Membran zum Abblocken unspezifischer Bindestellen
in Blocklosung (5 % (w/v) Magermilchpulver/ TBS-Tween-20 (0,05 %)) inkubiert, dann
erfolgte eine Inkubation mit spezifischen primiren Antiseren bzw. Hybridomiiberstinden fiir
mind. 2 h bei Raumtemperatur oder tiber Nacht bei 4 °C. Im Anschluss wurde die Membran
dreimal mit TBS-T gewaschen, um sie dann mit Enzym- oder Alexa-gekoppelten
Sekundérantikdrpern flir eine Stunde bei Raumtemperatur zu inkubieren. Beide
Antikorpertypen wurden in Blocklosung angesetzt. Die Detektion wurde im Falle eines
Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorpers mit ECL (Ernhanced Chemiluminescence System)
gewihrleistet. Fiir die Detektion und die quantitative Auswertung im Falle der IRDye-680
oder -800 gekoppelten Zweitantikorper wurde das Odyssey Infrared Imaging System von LI-
COR verwendet.
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4.5 Immunfluoreszenzanalyse

Um die Expression eines Proteins auf Einzelzellebene zu analysieren, wurde zur Detektion
des entsprechenden Antigens eine indirekte Immunfluoreszenzanalyse (IFA) durchgefiihrt.
Verschiedene Zelltypen als auch verschiedene Antigene wurden der Analyse unterzogen und

falls nicht anders vermerkt, wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

Benotigte Puffer/ Losungen Anwendung

4 % Paraformaldehyd (PFA) Fixierung

2 % BSA/PBS + 0,25 % Triton-X Blocklosung

2 % BSA/PBS + 0,25 % Triton-X Erstantikorper-Losung
PBS/ 0,25 % Triton-X Waschpuffer

2 % BSA/PBS Zweitantikorper-Losung
VectaShield, Entellan, Fluoromount G Einbettmedium

DAPI Kernférbung

Fixierung der Zellen

Nach der jeweiligen Inkubation wurden die Zellen in 12-well Platten dreimal mit 1 x PBS
gewaschen. In je 0,5 ml 4 % PFA wurden die Zellen wihrend einer 20 miniitigen Inkubation
bei RT fixiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen konnten die Platten in PBS bei 4 °C bis

zum weiteren Vorgehen gelagert werden.

Antikorperinkubation und Einbetten der Zellen

Freie und unspezifische Bindestellen wurden durch eine Inkubation in Blocklosung fiir
mindestens 2h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C abgesittigt. Um eine gleichmiBige
Verteilung der jeweiligen Losung auf dem Zellrasen zu erlauben, erfolgten alle Inkubationen
auf einem Schiittler. Der jeweilige Erstantikorper wurde entsprechend der Tabelle in 1.1.1 in
Erstantikorper-Losung verdiinnt, in einem Volumen von 300 pl pro well auf die Zellen
gegeben und fiir mindestens 2 h bei RT oder iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Entsprechend dem Erstantikdrper
wurde der speziesspezifische Fluoreszenz-konjugierte-Zweitantikorper ausgewaihlt, in einem
Volumen von 350 pl, verdiinnt in Zweitantikorper-Losung, auf die Zellen pipettiert und diese
fiir mindestens 1,5 h bei RT inkubiert. Parallel wurden die Zellkerne mit DAPI (100 mg/ml,
Roche) eingefarbt. Befanden sich die Zellen auf coverslips wurden sie dann mittels Entellan®
(Merck Millipore) oder Fluoromount-G (Southern Biotechnology Assoc.) eingebettet. Die
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Analyse erfolgte an einem Invers-Fluoreszenzmikroskop (Leica, DM IRB), die graphische
Auswertung im Programm SPOT Advanced (SPOT Imaging Solutions). Eingebettete Zellen
wurden am Fluoreszenzmikroskop Leica CR Mic und dem Programm Leica FW4000
analysiert. Die Aufnahmen erfolgten bei maximaler Fluoreszenz nach unterschiedlichen

Belichtungszeiten und VergroBerungen.

Quantifizierungmethode in der Immunfluoreszenzanalyse

Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung wurden in Form von Bilddateien
festgehalten, so dass im Anschluss eine manuelle Quantifizierung unterstiitzt vom
Bildverarbeitungsprogramm /mageJ erfolgen konnte. Die Transgenexpression (L und GFP)
wurde via GFP-Autofluoreszenz detektiert, DHBV-infizierte PDHs wurden indirekt mit
einem polyklonalen a-Core Primérantikorper (Liste Antikorper unter 1.1.1) nachgewiesen.
Infektions- und Transduktionsraten wurden tiber die jeweilige Gesamtzellzahl (Z&dhlen DAPI-
gefarbter Zellkerne) pro Schale ermittelt. Das Auszdhlen erfolgte manuell, unterstiitzt vom
Bildverarbeitungsprogramm /mageJ. Pro Ansatz wurden in der Regel 10-30 mikroskopische
Bilddateien und insgesamt 1 065-22 800 Zellen ausgewertet. Fiir die Quantifizierung
superinfizierter Zellen, d.h. Zellen, die zugleich Core-, als auch GFP-positiv waren, wurden
softwareunterstiitzt korrespondierende Bilddateien aus der mikroskopischen Analyse von
Transduktions- und Infektionsereignissen iibereinandergelegt und dann ausgewertet, d.h.

doppelt infizierte Zellen ausgezihlt.
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5 Anhang

5.1 Statistik zu den Titrationsstudien aus Abschnitt 2.2

Die Regressionsanalysen wurden im Programm Prism 5 (5.00), GraphPad durchgefiihrt.

5.1.1 Regressionsanalyse zu den Infektionskontrollen aus Titrationsanalyse 1

Die Schwankungsbreite bei Infektionen von PDHs, die einer Leberzellpriparation
entstammen aber auf unterschiedlichen Zellkulturplatten ausgesét und infiziert wurden, wurde
untersucht (2.2.1) und statistisch bewertet. Zellen der Kontrolle 1 befanden sich auf der
Zellkulturplatte, die mit Ad-GFP transduziert wurde, wobei die Kontrollzellen mit DHBV
infiziert wurden, ohne zuvor transduziert worden zu sein. Mit Zellen der Kontrolle 2 wurde
analog verfahren, sie befanden sich auf der entsprechenden Ad-DuL-Platte. Nachfolgende
Tabellen geben die statistischen Kennwerte der Analyse wieder. Die Auswertung (siche
Kasten) weist aus, dass sich beide Datensitze nicht signifikant unterscheiden und daher eine
Darstellung der Infektionseffizienz in Abhidngigkeit von der DHBV-Konzentration im
Inokulum als gemeinsame Regression (linear bzw. nichtlinear) fiir beide Kontrollen das

préferierte Modell ist (sieche Graphiken unten und Abbildung 2-7).

Lineare Regression

Kontrolle 1 Kontrolle 2
Best-fit values
Slope 0.06200 + 0.008485 0.08420 + 0.0001447
Y-intercept when X=0.0 1.832 £ 0.6250 0.6178 £0.01066
X-intercept when Y=0.0 -29,54 -7,337
1/slope 16,13 11,88
95% Confidence Intervals
Slope -0.04581 to 0.1698 0.08237 to 0.08604
Y-intercept when X=0.0 -6.109 t0 9.772 0.4824 to0 0.7533
X-intercept when Y=0.0 -infinity to 64.38 -9.091 to -5.640
Goodness of Fit
r? 0,9816 1,000
Sy.x 0,7715 0,01316

156



Anhang

Is slope significantly non-zero?

F 53,39 338600
DFn, DFd 1.000, 1.000 1.000, 1.000
P value 0,0866 0,0011
Deviation from zero? Not Significant Significant
Data

Number of X values 3 3
Maximum number of Y replicates 1 1
Total number of values 3 3
Number of missing values 16 16
Runs test

Points above line 1 2
Points below line 2 1
Number of runs 3 3
P value (runs test) 1,0000 1,0000
Deviation from linearity Not Significant Not Significant

Tabelle Kennwerte der Regressionsanalyse (linear) zu den Kontrollinfektionen 1 und 2.

—e— Kontrolle_1 -= Kontrolle_2
15

Infektionseffizienz DHBV [%]

’ T ’ T
0 25 50 75 100
Konz. DHBV in Inokulum [GE/Zelle]

125

e Kontrolle_1 = Kontrolle_2

15

10

Infektionseffizienz DHBV [%]

0 T T T T T T
0 25 50 75 100 125
Konz. DHBV im Inokulum [GE/Zelle]

1
150

Graphiken: Prisentation der Daten zu den Kontrollinfektionen 1 und 2 als separate
(links) und gemeinsame (rechts) lineare Regression.
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Are lines different?

Are the slopes equal?
F =6.8473. DFn=1 DFd=2
P=0.1203

If the overall slopes were identical, there is a 12% chance of randomly choosing
data points with slopes this different. You can conclude that the differences between the
slopes are not significant.

Since the slopes are not significantly different, it is possible to calculate one slope for all the
data. The pooled slope equals 0.0731007

Are the elevations or intercepts equal?
F=0.00752314. DFn=1 DFd=3
P=0.9363

If the overall elevations were identical, there is a 94% chance of randomly choosing data
points with elevations this different. You can conclude that the differences between the
elevations are not significant.Since the Y intercepts are not significantly different, it is
possible to calculate one Y intercept for all the data.The pooled intercept equals 1.22471

Nichtlineare Regression

Kontrolle 1 Kontrolle 2

GFP Platte Dul Platte Global (shared)
Comparison of Fits
Null hypothesis One curve for all data sets

Different curve for each data

Alternative hypothesis set
P value 0,1884
Conclusion (alpha = 0.05) Do not reject null hypothesis
Preferred model One curve for all data sets
F (DFn, DFd) 4.307 (2,2)

Different curve for each data set
Best-fit values

BMAX 13,74 41,70
KD 56,87 343,0
Std. Error

BMAX 2,099 25,56
KD 21,12 281,3
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95% Confidence Intervals

BMAX -12.92 t0 40.41 -283.1 to 366.5

KD -211.5t0 325.3 -3232 to 3917

Goodness of Fit

Degrees of Freedom 1 1

R? 0,9893 0,9963

Absolute Sum of Squares 0,3458 0,2152

Sy.x 0,5880 0,4639

One curve for all data sets

Best-fit values

BMAX 19,90 19,90 19,90
KD 116,6 116,6 116,6
Std. Error

BMAX 5,430 5,430 5,430
KD 59,81 59,81 59,81

95% Confidence Intervals
BMAX

4.827 to 34.98

4.827 to 34.98

4.827 to 34.98

KD -49.44 t0 282.6 -49.44 t0 282.6 -49.44 t0 282.6
Goodness of Fit
Degrees of Freedom 4
R? 0,9517 0,9759 0,9673
Absolute Sum of Squares 1,565 1,413 2,977
Sy.x 0,8627
Constraints
BMAX BMAX is shared BMAX is shared
KD KD is shared KD is shared
Number of points
Analyzed 3 3
Tabelle_ Kennwerte der Regressionsanalyse (nichtlinear) zu den Kontrollinfektionen 1
und 2.
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5.1.2 Regressionsanalysen zur Abhingigkeit der Infektionseffizienz von der Rate Ad-

GFP- und Ad-Dul-transduzierter Zellen

Die Auswertung betrifft die Titrationsstudien in Abschnitt 2.2.2 und 2.2.3. PDHs waren mit
ansteigendem Titer Adenoviren (Ad-GFP bzw. Ad-DuL) transduziert und mit DHBV (5, 25

bzw. 125 GE/Zelle) iiberinfiziert worden. Der Einfluss beider Adenovirustypen wurde in

jeweils 2 unabhéngigen und analog durchgefiihrten Studien (V1 und V2) untersucht und der

Einfluss der jeweiligen Transduktionsrate auf die resultierende Infektionseffizienz statistisch

bewertet. Die Auswertung erfolgte analog zu der unter 5.1.1 gezeigten Analyse.

Regressionsanalyse zu Studie 1 (Ad-GFP):

DHBV-Titer (GE/ml)

25

125

Best-fit values

Slope

Y -intercept when X=0.0
X-intercept when Y=0.0
1/slope

2.020 £ 0.6666
1.266 + 0.4124
-0,6267

0,4951

-0.4121 £1.152
3.306 +0.7127
8,022
-2,426

-0.7798 + 1.963
8.349 £ 1.215
10,71

-1,282

95% Confidence Intervals

Slope -0.8486 to 4.888 -5.368 to 4.544 -9.228 to 7.668
Y-intercept when X=0.0 -0.5089 to 3.040 0.2395 to 6.373 3.122t0 13.58
X-intercept when Y=0.0 -infinity to 0.1213  0.9510 to +infinity = 1.282 to +infinity
Goodness of Fit

r? 0,8211 0,06016 0,07312
Sy.x 0,4949 0,8552 1,458
Is slope significantly non-zero?

F 9,180 0,1280 0,1578
DFn, DFd 1.000, 2.000 1.000, 2.000 1.000, 2.000
P value 0,0938 0,7547 0,7296
Deviation from zero? Not Significant Not Significant Not Significant
Data

Number of X values 4 4 4
Maximum number of Y replicates 1 1 1
Total number of values 4 4 4
Number of missing values 0 0 0
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Runs test

Points above line 2 2 2
Points below line 2 2 2
Number of runs 3 3 3
P value (runs test) 0,6667 0,6667 0,6667
Deviation from linearity Not Significant Not Significant Not Significant

Tabelle Kennwerte der Regressionsanalyse zur Titrationsstudie 1 an Ad-GFP-

transduzierten Zellen (V1 Ad-GFP).
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Regressionsanalyse zu Studie 2 (Ad-GFP):

DHBV-Titer (GE/ml) 5 25 125
Best-fit values
Slope 1.134 £ 0.5839 0.02458 + 1.629 -1.426 +£3.538
Y-intercept when X=0.0 3.477 £0.3091 8.904 + 0.8626 14.99 + 1.873
X-intercept when Y=0.0 -3,066 -362,2 10,52
1/slope 0,8817 40,68 -0,7015

95% Confidence Intervals

Slope
Y-intercept when X=0.0
X-intercept when Y=0.0

-1.378 to 3.647
2.147 to 4.807
-infinity to -0.6562

-6.987 to 7.036
5.193 to 12.62
-infinity to -0.8461

-16.65 to 13.80
6.936 to 23.05
1.147 to +infinity

Goodness of Fit

r? 0,6536 0,0001138 0,07510
Sy.x 0,4532 1,265 2,746
Is slope significantly non-zero?

F 3,774 0,0002276 0,1624
DFn, DFd 1.000, 2.000 1.000, 2.000 1.000, 2.000
P value 0,1915 0,9893 0,7260
Deviation from zero? Not Significant Not Significant Not Significant
Data

Number of X values 4 4 4
Maximum number of Y replicates 1 1 1
Total number of values 4 4 4
Number of missing values 0 0 0
Runs test

Points above line 1 1 2
Points below line 3 3 2
Number of runs 3 3 3
P value (runs test) 1,0000 1,0000 0,6667
Deviation from linearity Not Significant Not Significant Not Significant

Tabelle Kennwerte der Regressionsanalyse zur Titrationsstudie 2 an Ad-GFP-

transduzierten Zellen (V2 Ad-GFP).
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Graphiken: Regressionen zu den Studien 1 und 2 Ad-GFP-transduzierter und DHBV-

infizierter PDHs.

Regressionsanalyse Studie 1 (Ad-Dul.):

DHBYV-Titer (GE/ml) 5 25 125

Best-fit values

Slope -0.7704 £ 1.294 -2.298 + 0.7603 -6.787 £3.255
Y -intercept when X=0.0 1.842 +£0.7973 3.136 £ 0.4686 9.163 £2.006
X-intercept when Y=0.0 2,391 1,365 1,350
1/slope -1,298 -0,4352 -0,1474
95% Confidence Intervals

Slope -6.337 t0 4.796 -5.570 to 0.9735 -20.79 to 7.220

Y-intercept when X=0.0
X-intercept when Y=0.0

-1.589 t0 5.273
-infinity to

1.119 to 5.153
0.7279 to +infinity

0.5294 to 17.80
0.5581 to +infinity

Goodness of Fit

r? 0,1506 0,8204 0,6849
Sy.x 0,9758 0,5735 2,456
Is slope significantly non-zero?

F 0,3547 9,136 4,347
DFn, DFd 1.000, 2.000 1.000, 2.000 1.000, 2.000
P value 0,6119 0,0942 0,1724
Deviation from zero? Not Significant Not Significant Not Significant
Data

Number of X values 4 4 4
Maximum number of Y replicates 1 1 1
Total number of values 4 4 4
Number of missing values 0 0 0
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Runs test

Points above line

Points below line
Number of runs

P value (runs test)
Deviation from linearity

2 1 2

2 3 2

3 3 3

0,6667 1,0000 0,6667

Not Significant Not Significant Not Significant

Tabelle_ Kennwerte der Regressionsanalyse zur Titrationsstudie 1 an Ad-Dul-

transduzierten Zellen (V1 Ad-DulL).
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Graphik: Regressionen Studie 1 zur
Infizierbarkeit Ad-DuL-transduzierter
PDHs. Wihrend sich die Daten, die aus
Infektionen mit 5 bzw. 25 DHBV GE/ml
resultierten, besser in Form linearer
Regressionen darstellen lieBen, war fiir
die Infektion mit héherem DHBV-Titer
(125 GE/ml) eine nichtlineare

Regression optimal.

Graphik: Regressionen Studie 2 zur
Infektionseffizienz Ad-Dul-

transduzierter PDHs.
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Regressionsanalyse Studie 2 (Ad-Dul)):

DHBV-Titer (GE/ml) 5 25 125
One-phase association
Best-fit values

YO0 4,653 12,80 29,49
PLATEAU 1,385 3,841 5,213
K 21,18 22,97 7,242
Tau 0,04721 0,04353 0,1381
Half-time 0,03272 0,03017 0,09571
Span -3,268 -8,956 -24,28
Std. Error

YO0 0,7372 1,083 1,907
PLATEAU 0,5284 0,7730 1,751
K 25,42 16,60 1,926
Span 0,9065 1,330 2,493

95% Confidence Intervals

YO0
PLATEAU
K

Tau
Half-time
Span

-4.715 to 14.02
-5.329 to 8.098
0.0 to 344.2

-14.79 to 8.250

-0.9660 to 26.56
-5.981 to 13.66
0.0 to 233.9

-25.86 to 7.946

5.264 to 53.72
-17.03 to 27.46
0.0 to 31.71

-55.96 to 7.399

Goodness of Fit

Degrees of Freedom

Rz 0,9329 0,9799 0,9899
Absolute Sum of Squares 0,5435 1,173 3,706
Sy.x 0,7372 1,083 1,925
Constraints

K K>0.0 K=>0.0 K>0.0
Number of points

Analyzed 4 4 4

Tabelle Kennwerte der Regressionsanalyse zur Titrationsstudie 2 an Ad-Dul-

transduzierten Zellen (V2 Ad-DulL).
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