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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Hepatitis-B-Virus der Ente (DHBV) zdhlt zur Familie Hepadnaviridae, einer Gruppe umhiillter
DNA-Viren, die sich durch eine enge Wirts- und eine vorwiegend auf Hepatozyten beschrinkte
Gewebespezifitit auszeichnen. Diese doppelte Restriktion im Tropismus wird in erster Linie durch die
frithen Schritte des viralen Lebenszyklus bestimmt: (i) die Bindung des Virions an Rezeptormolekiile
auf der Oberfliche der Wirtszelle, (ii) die endozytotische Aufnahme in die Zelle und (iii) die
anschlieBende Membranfusion, die zur Freisetzung des Nukleokapsids in das Zytoplasma fiihrt.
DHBYV kann sowohl in vivo in der Pekingente als auch in vitro in primiren Entenhepatozyten (PDH)
leicht propagiert werden und stellt deshalb ein unverzichtbares Modellsystem dar, die friihen Schritte
der hepadnaviralen Infektion zu entschliisseln. Eine essentielle Funktion hierbei wohnt der preS-
Doméne des groflen viralen Hiillproteins inne.

Als zelluldrer preS-Interaktionspartner ist die Carboxypeptidase D der Ente (dCPD) beschrieben. Sie
bindet in einem ungewdhnlichen 2-Stufen-Mechanismus zunéchst mit niedriger Affinitidt an einen
Bereich innerhalb von preS (AS 86 - 115), der eine amphipathische a-Helix umfasst, und dann linear
fortschreitend an N-terminal davon gelegene Aminosduren (AS 30 - 85), woraus sekundér ein
hochaffiner Komplex resultiert. Um die funktionelle Bedeutung der Interaktion von preS mit dCPD zu
untersuchen, wurden Punktmutationen in die a-Helix eingefiihrt, die entweder zur Anderung der
Ladungsverteilung oder der Aufhebung der strukturellen Integritdt fiihrten. Der Phéanotyp dieser preS-
Mutanten wurde biochemisch beziiglich der dCPD-Bindefdhigkeit charakterisiert: wéhrend die
Anderung der Amphipathizitit ohne Auswirkung blieb, fiihrte die Stérung der Helixstruktur zu einer
drastischen Reduktion oder zu einem vollstindigen Verlust der dCPD-Interaktion. Der Verlust der
dCPD-Bindekompetenz war streng korreliert mit einer Authebung der Infektiositit der entsprechenden
Viren auf PDHs. Erstaunlicherweise wurden diese Defektmutanten unvermindert von Hepatozyten
gebunden und internalisiert. Diese Ergebnisse bestétigen die essentielle Funktion der dCPD bei der
DHBV-Infektion, sprechen aber gegen eine Rolle als exklusiver Binde- und Aufnahmerezeptor.
Synthetische myristoylierte Peptide, die den N-Terminus des preS (AS 2 - 41) umspannen,
kompetitieren duflerst effizient mit der DHBV-Infektion. Um den hierbei adressierten Schritt beim
Viruseintritt ndher zu definieren, wurden gegen die Peptide gerichtete Antikorper generiert. Diese
konnten sowohl virale Partikel prézipitieren als auch ihrerseits selbst die Infektion blockieren, obwohl
das von ihnen erkannte Epitop (AS 12 - 23) nicht mit der dCPD-Binderegion iiberlappt und in vitro
keine Interferenz mit der dCPD-Interaktion nachweisbar war. Hieraus lésst sich folgern, dass der N-
terminale preS-Bereich einen distinkten Schritt beim Viruseintritt vermittelt, der von der preS-dCPD-
Komplexbildung funktionell klar abgrenzbar ist

In DHBV-infizierten Entenlebern findet sich regelmifig eine verkiirzte Variante des groflen viralen
Hiillproteins. Durch die massenspektrometrische Analyse dieser Variante konnte eine putative

Proteaseschnittstelle in der preS-Doméne unmittelbar nach den Argininen an Position 71 und 72
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identifiziert werden. Der Austausch beider Aminoséduren fiihrte zu einem vollstdndigen Verlust der
Infektiositidt ohne die Bindefdhigkeit an dCPD und Hepatozyten zu beeintrichtigen. Dieser Befund
impliziert eine proteolytische Prozessierung des grofen Hiillproteins als notwendigen Teilschritt des
Eintrittgeschehens.

Aus den erhobenen Daten lédsst sich ein mehrstufiges Modell des Eintritts von DHBV in die Wirtszelle
ableiten. Das Virus bindet zundchst an einen bislang unbekannten Faktor auf der
Hepatozytenoberfldche. Nach der Internalisierung erfolgt obligat der preS-abhéngige Transfer auf
dCPD. Die postulierte proteolytische Prozessierung konnte anschlieBend zur Freisetzung eines

fusiogenen Peptids fiithren, dessen Aktion durch die homologen synthetischen Peptide inhibiert wird.
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Abstract

The Duck Hepatitis B Virus (DHBV) belongs to the Hepadnaviridae family, a group of
enveloped DNA viruses which reveal a narrow host range and mainly on hepatocytes
restricted tissue tropism. This double restriction in the tropism is primarily specified by the
early steps in the viral life cycle: (i) binding of the virion to receptor molecules on the surface
of the host cell, (i1) endocytotic uptake into the cell and (iii) the resulting fusion with the
cellular membrane liberating the capsid into the cytoplasm. DHBYV can easily be propagated
in vivo in the Pekin duck as in vitro in primary hepatocytes (PDH) and therefore is an
invaluable model system for studies on the early steps of the hepadnaviral infection. Thereby
the preS domain of the large viral envelope protein plays an essential role.

The duck Carboxypeptidase D (dCPD) is characterized as a cellular preS interaction partner.
dCPD binds with low affinity to the amphipathic helix containing element amino acids 86 to
115 in the preS and then sequentially to N-terminally located amino acids (amino acids 30 to
85) resulting secondarily in a high affinity complex. To study the functional importance of
this preS interaction with dCPD, we introduced point mutations into this a-helix which either
lead to a change of charges or to the loss of the structural integrity. The phenotype of the
respective mutants regarding their dCPD-binding capacity was bio chemically characterized:
whereas altering the amphipathicity remains without any consequences, results disturbing the
helical structure in a drastic reduction or in a complete loss of dCPC-interaction. The loss of
dCPD-binding competence correlated strictly with cancellation of infectivity of the respective
virus on PDHs. Remarkably, hepatocytes bound and internalised undiminishedly these
defective mutants. These obtained results corroborate the essential role of dCPD in DHBV
infection but disprove clearly its previous postulated function as primary binding- and uptake-
receptor.

Synthetic myristoylated peptides comprising the N-terminus of the preS (amino acids 2 to 41)
compete extremely efficiently with the DHBV infection. To define the addressed step in the
viral entry, antibodies directed against these peptides were generated. These antibodies could
as well precipitate viral particles as well as block themselves the infection although antibody
binding site (amino acids 12 to 23) does not overlap with the dCPD binding domain and in
vitro no detectable interference with dCPD interaction. Thereby it can be concluded that the
N-terminal preS part mediates a distinct step in the viral entry which is clearly separated

functionally of the preS-dCPD-complex formation.
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A shortened variant of the large viral envelope protein is regularly found in DHBV-infected
duck livers. Mass spectrometric analysis identified a putative cleavage site in the preS-domain
after the Arginines at position 71 and 72. Exchanging both amino acids resulted in a loss of
infectivity without any consequences on binding capacity to dCPD and hepatocytes. This
result implies a proteolytic processing of the large viral envelope protein as one essential step
in viral entry.

From the collected data a multi-stage model of DHBV entry into the host cell can be derived.
The viral particle binds a yet unknown factor on the surface of the hepatocytes. Internalisation
is followed by the obligatory preS-dependent transfer to dCPD. The postulated proteolytic
processing results finally in liberating a fusiogenic peptide which action is inhibited by

homologous synthetic peptides.
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1 Einleitung

1.1 Hepatitis

Unter einer Hepatitis versteht man eine Entziindung der Leber (griech. hepar;”Leber* und
...itis). Eine mogliche Ursache dieser Entziindung ist ein viraler Infekt mit einem Hepatitis
Virus. Unter den verschiedenen Hepatitis Viren (Hepatitis A, B, C, D, E und G Virus) kommt
der Infektion mit dem humanen Hepatitis-B-Virus (HBV) weltweit die groBte Bedeutung zu,
da 350 Millionen Menschen chronisch infiziert sind, von welchen pro Jahr rund eine Million
sterben (Burger et al., 2000; Hollinger et al., 2001; Previsani et al., 2002).

Eine HBV-Infektion fiihrt in Erwachsenen in 95 % zur Ausheilung mit nachfolgender
Immunitét. Fulminante oder tddliche Verldufe einer akuten Infektion treten selten auf (< 0,1
%). Flinf bis zehn Prozent der Patienten mit akuter Hepatitis B und 90 % der Neugeborenen
einer HBV-infizierten Mutter entwickeln eine chronische Hepatitis B, die zur Leberzirrhose
und zum Leberkarzinom fiithren kann. Man geht davon aus, dass in Asien mindestens 23 %
und in Afrika acht Prozent der chronischen HBV-Infizierten auf eine perinatale Infektion
zuriickzufiihren sind (Burger et al., 2000; Hollinger and Liang, 2001).

Als priaventive Mallnahme bietet sich eine Impfung an. Man unterscheidet aus Serum
hergestellte Vakzine (finden in dem hochendemischen asiatischen Raum noch ihren Einsatz,
(Hollinger and Liang, 2001)) von rekombinant in Hefezellen hergestellten Vakzine
(Valenzuela et al., 1982; McAleer et al., 1984; Wampler et al., 1985), wobei zu beachten
bleibt, dass mit dieser Impfung ein Schutz gegen Impfungs-Escape-Mutanten unmoglich ist.
Die Infektionen mit Escape-Mutanten sind durch Routine HBsAg-Diagnostik nicht
nachweisbar (Wilson et al., 1999). Zusétzlich stellen die hohen Kosten zur Herstellung der
Impfstoffe fiir die betroffenen Lénder ein groBes Problem dar (siehe zur Problematik der
Impfung: (Van Damme et al., 1997)).

Zurzeit stellt die HBV-Infektion von Schimpansen (Pan troglodytes) das einzige Tiermodell
dar, in welchem Tiere mit HBV infiziert werden konnen. Neben hohen Kosten spricht vor
allem der ethische Aspekt dagegen. Als ein alternatives Tiermodell nutzt man deshalb das
Enten-Modell mit dem Hepatitis-B-Virus der Ente (engl. duck Hepatitis-B-Virus, DHBV)
und seinem Wirt der Pekingente (Anas platyrhynchos forma domestica). Die Versuchstiere

lassen sich einfach halten, und im Gegensatz zur in vitro Infektion primdrer humaner

Hepatozyten mit HBV (Gripon et al., 1988; Galle et al., 1994; Mabit et al., 1996) bieten
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primdre Entenhepatozyten (engl. primary duck hepatocytes, PDHs) ein gutes in vitro-
Infektionsmodell (Tuttleman et al., 1986a; Pugh et al., 1989).

1.2 Hepadnaviren

Das HBV zihlt zur Familie Hepadnaviridae (hepatotrope DNA-Viren), die sich durch
folgende Gemeinsamkeiten auszeichnet (Ubersichtsartikel siehe: (Ganem et al., 2001)):

(1) kleine, membranumhiillte Virionen mit einem 3 bis 3,3-kb groBen zirkuldren, partiell
doppelstrangigen DNA-Molekiil;

(2) das Vorhandensein einer Virion-assoziierten Polymerase, kovalent gebunden am 5’-Ende
des kodierenden Stranges (Minusstrang) der partiell doppelstrangigen DNA;

(3) die Produktion eines groBen Uberschusses Subviraler Partikel (SVPs), denen zwar das
Nukleokapsid mit dem viralen Genom fehlt, die aber iiber die Hiillproteine verfiigen;

(4) eine ausgeprigte Wirtsspezifitit und eine sehr (aber nicht ausschlieBlich) hepatotrope,
persistierende, aber nicht zytopathogene Infektion.

AuBler HBV wurden weitere Hepadnaviren isoliert, charakterisiert und in die Genera
Orthohepadnaviren und Avihepadnaviren (lat. avis, “Vogel*) eingeteilt. Orthohepadnaviren
infizieren Sdugetiere und Avihepadnaviren Vogel. In Tabelle 1 sind die Vertreter der zwei

Genera aufgefiihrt, die am besten untersucht wurden.

Genus Orthohepadnaviren Avihepadnaviren
Virus HBV WHV GSHV DHBV
Erstbeschreibung (Dane et al., 1970) (Summers et al., 1978) (Marion et al., 1980) (Mason et al., 1980)
Genom 3,2kb 3,3kb 3,3kb 3,0 kb
ORF C,P, S, X C,P, S, X C,P, S, X C,P,S
Wirt Mensch Waldmurmeltier Erdhérnchen Ente

Schimpanse Waldmurmeltier Gans

gestreiftes Eichhornchen

Replikationsort | Leber Leber Leber Leber

Niere Niere Niere

Pankreas Pankreas Pankreas

Leukozyten Leukozyten Leukozyten

andere andere

Krankheiten ACS ACS ACS ACS

Hepatitis Hepatitis Hepatitis Hepatitis

Leberzirrhose Leberzellkarzinom Leberzellkarzinom

Leberzellkarzinom

Tabelle 1: Markante Beispiele der Hepadnaviridae Familie. ACS, engl. asymptomatic carrier status; DHBV,
(engl. duck) Hepatitis-B-Virus der Ente; HBV, Hepatitis-B-Virus; GSHV, Erdhornchen (engl. ground squirrel)
Hepatitis-Virus; ORF, (engl. open reading frame, ORF) offener Leserahmen, WHV, Waldmurmeltier (engl.
woodchuck) Hepatitis-Virus. (Modifiziert nach (Hollinger and Liang, 2001))
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Avihepadnaviren besitzen minimal kleinere Genome, deren Nukleotidsequenzen keine sehr
groBe Homologie zu den Orthohepadnaviren zeigen (Mandart et al, 1984). Bei
Orthohepadnaviren wie Avihepadnaviren findet die zur Virionenbildung fiihrende
Replikation hauptsidchlich in der Leber statt, wobei bei Avihepadnaviren neben dieser
Leberinfektion virale Antigene und replikative Zwischenprodukte auflerhalb in Niere,
Pankreas oder Milz nachweisbar sind (Halpern et al., 1983; Halpern et al., 1984; Halpern et
al., 1985; Jilbert et al., 1987; Hosoda et al., 1990). Beit HBV kommt es ebenfalls au3erhalb der
Leber zur Replikation; der dort vorliegende Virustiter ist fiir gewohnlich viel geringer im
Vergleich zu DHBV. Die Ubertragungswege fiir HBV sind parenteral (Blut, Blutprodukte,
Korperfliissigkeiten, Sexualverkehr, (Mahoney, 1999; Ganem and Schneider, 2001; Hollinger
and Liang, 2001)), wiahrend DHBV fast ausschlieBlich vertikal vom Muttertier auf die Eier
tibertragen wird. Weiter unterscheiden sich HBV und DHBV hinsichtlich ihrer Hiillproteine
(Pugh et al., 1987; Schlicht et al., 1987), des Vorliegens eines klassischen X-offenen
Leserahmens (bei DHBV wurde ein ,hidden” X-Leserahmen beschrieben, (Chang et al.,
2001)), und der Identifizierung eines Rezeptormolekiils (Kuroki et al., 1994; Kuroki et al.,
1995; Tong et al., 1995).

1.3 Virusaufbau und Genom

HBYV und DHBYV sind sphirische Partikel, welche sich aus einem ikosaedrichen Nukleokapsid
(dem Core), das das virale Genom enthidlt, und einer duBleren lipidhaltigen Proteinhiille
zusammensetzen (siche Abb. 1 obere Hilfte). Die Proteinhiille unterscheidet sich in ihrer
Zusammensetzung. Das HBV verfiigt {iber drei Hiillproteine (L = ,,Large*, M = ,,Middle* und
S =,,Small*), wohingegen DHBV nur zwei Hiillproteine (L und S) aufweist.

Im Falle von HBV finden sich in der elektronenmikroskopischen Analyse von Patientenserum
drei Arten von Partikeln:

(1) 42 - 47 nm groBBe Partikel, so genannte Dane-Partikel (Dane et al., 1970), die im Innern
eine hohe Dichte aufweisen, welche dem Nukleokapsid mit der viralen DNA entspricht,

(2) 20 - 22 nm groBe Sphiren, die in groBem Uberschuss vorkommen und nur die
Hiillproteine M und S enthalten,

(3) 20 - 22 nm dicke Filamente von variabler Lénge (200-300 nm), die M, S und in geringer
Menge L enthalten.

Sphiren und Filamente, auch als SVPs bezeichnet (siche Abb. 1 untere Hilfte links), findet
man im Serum HBV-Infizierter in einem 10° - 10°fachen Uberschuss gegeniiber den DNA-

haltigen, infektiosen Dane-Partikeln. Im Vergleich dazu weist das Serum einer DHBV-
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infizierten Ente Virionen und nur eine Form SVPs (siche Abb. 1 rechte Hélfte) mit gleicher
GroBe (55 nm Durchmesser) auf. Auch hier findet sich ein Uberschuss (10°) an SVPs

gegeniiber viralen Partikeln.

Virush ui{e Nukleokapsid Vin;;vhulle
(039, £p42) (Core) < (p33)
M—F» S
(p33, gp36) Polymerase ®17)

(Reverse Transkriptase)
S .
. g2y > Virus Genom
Core-Protein
Lipidmembran Terminales Protein Lipidmembran
Hsc70

Viren
SVPs

v

=

Abbildung 1: Schematischer Vergleich der Strukturen von HBV mit DHBYV. In der oberen Hilfte sind die
Viren, in der unteren die subviralen Partikel gezeigt. Angedeutet ist der groBenméfige Unterschied von HBV zu
DHBV. Die partiell doppelstrangige virale DNA ist kovalent an das Terminale Protein (TP Doméne der
Polymerase) gebunden und befindet sich im Nukleokapsid (Core). Die Hiillproteine (L, M und S in
Orthohepadnaviren und L und S in Avihepadnaviren) liegen in einer Lipidmembran verankert vor. Des Weiteren
findet man bei DHBV das zellulidre Hitze-Schock Protein Hsc70 (Hild, 1997). In den Klammern stehen die
apparenten Molekulargewichte der Proteine L, M bzw. S, sowie der unglykolysierten (p) oder glykolysierten

(gp) Form.

Allen Hepadnaviren gemeinsam ist eine kompakte Genom-Organisation, in der mehrere
offene Leserahmen (engl. open reading frame, ORF) teilweise iliber groBe Bereiche
miteinander {iberlappen. Dies bedingt, dass jedes Nukleotid mindestens Teil der kodierenden
Sequenz eines viralen Proteins ist (siche Abb. 2, (Nassal et al., 1993)).

Bei HBV findet man vier ORFs: C, P, S und X (vgl. Tab. 1), wohingegen bei DHBV nur drei
vorliegen: C, P und S (vgl. Tab. 1). Mittlerweile wurde fiir DHBV ein ,,verborgener* (engl.
folglich hidden) X-ORF beschrieben, der in vitro in der Zellkultur zur Expression eines
regulatorischen X Proteins fiihrte (Chang et al., 2001). Weitere in vivo Experimente mit Enten
konnten aber keine bedeutende physiologische Funktion des Genproduktes fiir die DHBV-
Infektion nachweisen (Meier et al., 2003).
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DHBV
3021 bp

Abbildung 2: Genomorganisation von HBV und DHBYV. Die Kreise symbolisieren von auen nach innen:
(sub)genomische RNAs, wobei die Pfeilspitzen Transkriptionsstarts markieren; genomische partiell
doppelstrangige DNAs, in denen in Elipsen mit 1 und 2 die direct repeats (DR1 und DR2) eingezeichnet sind,
sowie mit Enh die Enhancer Elemente; und die Genprodukte C, P, S und X. Das € und Dg bezeichnen die RNA-
Haarnadelstrukturen, die als Verpackungssignale und Replikationsstart fiir die reverse Transkription dienen. Das
De I représentiert ein zweites RNA-Element, das bei den Avihepadnaviren fiir die Verpackung essentiell ist. Der

rosa farbene Kreis am Minusstrang steht fiir das terminale Protein der Polymerase (Modifiziert nach (Schultz et
al., 2004)).

Beide viralen Genome liegen relaxiert-zirkuldr, iiberwiegend doppelstringig vor, wobei beide
DNA-Striange nicht perfekt symmetrisch sind. Der virale kodierende Minusstrang der Genome
ist jeweils komplett und mit seinem 5’-Ende kovalent an das Terminale Protein (TP) der
Polymerase gebunden (Gerlich et al., 1980; Molnar-Kimber et al., 1983). Im Gegensatz dazu
ist der Plusstrang jeweils unvollstindig und trdgt am 5°-Ende ein kurzes Oligoribonukleotid

mit mRNA-dhnlicher CAP-Struktur (Lien et al., 1986; Seeger et al., 1986; Will et al., 1987).

Im Bereich ihrer 5°-Enden befinden sich kurze direkte Sequenzwiederholungen (engl. direct

repeat, DR1 und DR2) von 11 Basenpaaren-Linge. Am 5’-Ende des Minusstrangs liegt der
DRI1. Der Plusstrang beginnt mit dem DR2 (Molnar-Kimber et al., 1983; Lien et al., 1986;
Seeger et al., 1986; Will et al., 1987). Beide DRs spielen eine wichtige Rolle beim Priming
und der Initiierung der Synthese ihrer entsprechenden DNA-Stringe. Bei HBV werden die
vier ORFs durch zwei Enhancer Elemente (s. Abb. 2 Enh I und Enh II) und vier Promotoren
(preS1 Promotor, preS2/S Promotor, preC/C Promotor und X Promotor) kontrolliert, die zur
Transkription der entsprechenden Gene fiihren (Cattaneo et al., 1983; Siddiqui et al., 1986;
Antonucci et al., 1989; Honigwachs et al., 1989; Guo et al., 1991). Die Transkription vom
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preC/C Promotor ist dabei sehr leberspezifisch (Honigwachs et al., 1989; Raney et al., 1997).
Die Leberspezifitit des preS1 Promotors beruht auf seiner Abhéngigkeit vom in der Leber
angereichert vorkommenden Transkriptionsfaktor HNF 1 (engl. hepatocyte nuclear factor 1,
HNF1, (Courtois et al., 1988). Die Kompaktheit des Genoms mit seinen Promotoren und
Enhancern innerhalb kodierender und damit iiberlappender Bereiche erfordert komplexe
regulatorische Kontrollen. Studien zeigten u.a. das Herunterregulieren des preS1 Promotors
bewirkt durch den S Promotor (Bulla et al., 1988; Lu et al., 1995) zur Kontrolle der Menge

des L Proteins, welches fiir seinen inhibitorischen Effekt auf die Virussekretion bekannt ist.

Der C-Leserahmen besitzt zwei Translationsstartkodons, von denen das erste Start-Kodon

zur Synthese des preCore-Proteins fiihrt, das nach Prozessierung und posttranslationeller
Modifikation als e-Antigen (HBeAg bzw. DHBeAg) sezerniert wird (Takahashi et al., 1983;
Schlicht et al., 1987; Bruss et al., 1988; Garcia et al., 1988). Die Menge des ins Serum
sezernierten e-Antigens spiegelt dabei die Menge der pragenomischen RNA wider, da diese
der Translation des preCore-Proteins und des e-Antigens zu Grunde liegt (Yokosuka et al.,
1988; Schneider et al., 1991). Folglich kann das e-Antigen im immunologischen Nachweis als
Infektionsmarker genutzt werden (Mushahwar et al., 1978; Mushahwar et al., 1981, Rigg et
al., 1992). Das Core Protein wird vom zweiten Start-Kodon synthetisiert (HBcAg bzw.
DHBcAg) (Pasek et al., 1979) und besitzt eine zwei-Dominen-Struktur: die groBere N-
terminale Doméne besitzt die Fihigkeit zu aggregieren, wihrend die C-terminale Arginin-
reiche Domine Nukleinsdure zu binden vermag. Eine Funktion des Core Proteins liegt in der
Bildung des Nukleokapsids, welches schiitzend das virale Genom umgibt. Dieser Schritt der
Verpackung der endogenen Polymerase und des viralen Genoms wird von der Polymerase
selbst vermittelt (Hirsch et al., 1990). Eine weitere Funktion ist der Transport des Genoms
zum Kern, in dem es zur SchlieBung und Bildung der kovalent geschlossenen zirkuldren DNA
(engl. covalently closed circular DNA, cccDNA) kommt. Im Fall des HBV wird dies in
einem Importin o/p-abhéngigen Prozess durch ein oder mehrere Kernlokalisierungssignale
(engl. nuclear localization signals, NLS) im Arginin-reichen C-terminalen Bereich vermittelt
(Kann et al., 1999). Dies zeigt die Vielfalt der Funktionen des Core Proteins, welche immer
reversibel sein miissen, um den vollstindigen Infektionszyklus zu gewéhrleisten. Core
Proteine miissen sowohl assemblieren als auch zerfallen kdnnen; es miissen genomische
Nukleinsduren gebunden und freigesetzt werden; dem Transport des viralen Genoms muss,
falls die Replikation es erfordert, ein Export folgen, in Folge dessen neu gebildete Viren

freigesetzt werden. Es gibt zwei mogliche, sich offensichtlich gegenseitig beeinflussende

10



Einleitung

Kontrollstufen: die quartére Struktur (assembliert gegeniiber unassembliert) und chemische
Modifikationen. Ein wichtiger Regulationsmechanismus scheint die Phosphorylierung des
Core Proteins durch verschiedene Kinasen, einschlieBlich der Proteinkinase C (PKC; (Kann
et al., 1993)), zu sein, dessen Hauptphosphorylierungsstellen im Arginin-reichen C-terminalen
Bereich liegen. Es handelt sich um Serine und Threonine, denen ein Prolin folgt (HBc: S155,
S162, S170; DHBc: T139, S245, S257, S259).

Fiir die Umbhiillung des Nukleokapsids (Cores) ist die spezifische Interaktion zwischen dem
zytoplasmatischen preS des L mit dem Nukleokapsid wichtig (Bruss et al., 1995; Summers et

al., 1991).

Der P-Leserahmen ist mit ca. 80 % des gesamten Genoms der grofite ORF. Er iiberlappt mit

allen anderen vorhandenen Leserahmen und kodiert ein aus drei Doméinen
zusammengesetztes, multifunktionelles Protein. N-terminal beginnt die Polymerase mit dem
iiber ein Tyrosin kovalent an den Minusstrang-gebundenen TP, mit dem an der
prigenomischen RNA die Synthese des DNA-Minusstranges initiiert (Bartenschlager et al.,
1988; Bosch et al., 1988). Dem TP folgt eine variable, nicht-essentielle Spacer-Region, die
Aminoséureaustausche, Deletionen und Insertionen toleriert (Sprengel et al., 1985; Li et al.,
1989; Chang et al., 1990). Dieser Spacer verbindet das TP mit der reversen Transkriptase, die
C-terminal tiber eine RNAseH-Aktivitdt verfiigt (Radziwill et al., 1988; Nassal et al., 1996).
Die RNAseH-Aktivitit fiihrt zum selektiven Verdau der RNA aus einem DNA/RNA-Hybrid
(Radziwill et al., 1990). Eine weitere wichtige Funktion der Polymerase liegt neben der
reversen Transkription durch ihre Aktivitit einer RNA- und DNA-abhingigen DNA-
Polymerase (reverse Transkriptase, (Summers et al., 1982)) in der Verpackung der
prigenomischen RNA (Bartenschlager et al., 1990; Hirsch et al., 1990), wozu bereits der
Bereich ohne Polymerase Aktivitdt oder RNAseH Funktion ausreicht (Hirsch et al., 1990;
Radziwill et al., 1990).

Der S-Leserahmen (S-ORF) besitzt dhnlich dem C-ORF mehrere Translationsstartkodons

und kodiert die viralen Hiillproteine. Bei DHBV fiihrt das erste Start-Kodon zur Synthese des
L- und das zweite zur Synthese des S-Proteins (bei HBV: Synthese des L-, des M- und des S-
Proteins) mit einem identischen Carboxyterminus (S) und unterschiedlichen N-terminalen
(preS) Regionen (Sprengel et al., 1985; Pugh et al., 1987). Die zugrunde liegenden
Transkripte nennt man subgenomische RNAs. Bei HBV wurde immunologisch das S als
Haupt-Oberflichenantigen (HBsAg) identifiziert und wird im Screening von Patientenserum

zum Nachweis einer HBV-Infektion genutzt.
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Der X-Leserahmen bei den Orthohepadnaviren kodiert das X Protein (Miller et al., 1986).

Man geht bisher davon aus, dass es als Transkriptionsaktivator eine stimulierende Wirkung
auf fremde und hepadnavirale Promotoren nimmt (Spandau et al., 1988; Zahm et al., 1988;

Schaller et al., 1991).

1.4 Infektionszyklus

Der Infektionszyklus der Hepadnaviren (schematisch in Abb. 3 fir DHBV dargestellt;
Ubersichtsartikel siche (Ganem and Schneider, 2001)) beginnt mit der spezifischen Bindung
der Viren mit ihrer DHBVpreS Doméne auf der Hepatozytenoberfliche (1 in Abb. 3,
(Klingmiiller, 1992; Klingmiiller et al., 1993)). Dem folgt wahrscheinlich die Aufnahme in
die Hepatozyte und Freisetzung des Nukleokapsids in das Zytoplasma (2 in Abb. 3). Das
Nukleokapsid wird aufgrund eines oder mehrerer Kernlokalisierungssignale an den Zellkern
transportiert. Dort wird entweder das Nukleokapsid als Ganzes oder nach Zerfall des
Nukleokapsids im Zytoplasma nur die virale DNA iiber die Kernpore in den Zellkern
geschleust (3 in Abb. 3) (Kann et al., 1999)). Wie dieser Transport im Einzelnen abléuft, ist
bisher nicht vollstidndig geklért. Im Zellkern wird der Einzelstrangbereich des viralen Genoms
durch zelluldre Reperaturenzyme zum Doppelstrang komplementiert (Kock et al., 1993) und
die Primerstrukturen an den 5’-Enden und der iiberlappende terminale Bereich des
Minusstrangs entfernt. Die Verkniipfung der freien Enden der Stringe durch eine zelluldre
Ligase fiihrt zur episomalen kovalent geschlossenen zirkuldren Form (cccDNA; 4 in Abb. 3).
Die cccDNA kann als erster Marker einer erfolgreichen Infektion nachgewiesen werden
(Kock and Schlicht, 1993) und dient der Transkription viraler RNAs durch die zellulire RNA
Polymerase II als episomale Matrize. Dabei entstehen RNAs mit Plusstrangpolaritét und einer
identischen Polyadenylierungsstelle am Ende (5 in Abb. 3). Die orthohepadnaviralen
Transkripte besitzen im Gegensatz zu den avihepadnaviralen so genannte posttranskriptionale
regulative Elemente (engl. posttranscriptional regulatory element, PRE a und ). Diese
Elemente sind in der Funktion dem Rev-responsiblen Element von HIV funktionell homolog
(Huang et al., 1993). Sie erleichtern als cis-agierende Elemente den Export der RNAs aus dem
Zellkern und fordern deren Akkumulation im Zytoplasma, ohne dass es zum Spleilen kommt
(Zang et al., 1999). Bei Hepadnaviren unterscheidet man zwei Typen von RNAs: die
pragenomische RNA und subgenomische RNAs. Die prigenomische RNA (pgRNA in Abb.
3; HBV: 3,5 kb; DHBV: 3,3 kb) dient sowohl als Matrize der reversen Transkription (Ganem
et al., 1987) als auch der Translation des Core-Gens und des P-Gens (7 in Abb. 3) (Cattaneo
et al., 1984; Will et al., 1987; Yaginuma et al., 1987). Von den subgenomischen RNAs (HBV
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M und S: 2,1 kb, HBV L: 2,4 kb; HBV X: 0,7 kb; DHBV S: 2,13 kb; DHBV L: 2,35 kb)
werden die Hiillproteine translatiert (7 in Abb. 3). Dem Export der prigenomischen und
subgenomischen RNAs in das Zytoplasma (6 in Abb. 3) folgt die Translation. Die
Verpackung der pgRNA (8 in Abb. 3) beruht auf einer spezifischen Chaperon-vermittelten
Interaktion zwischen der Polymerase und der 5’-gelegenen RNA-Haarnadelstruktur (engl.
stem loop structure) € der pgRNA (e = Verpackungssignal) (Bartenschlager et al., 1990;
Hirsch et al., 1990; Junker-Niepmann et al., 1990; Chiang et al., 1992; Pollack et al., 1993).
Fiir diesen Schritt der Bildung des Polymerase-e-Ribonukleoproteins (RNP) sind im Falle

des DHBV Hsp90 (Hitze-Schock Protein 90), dessen Kofaktor p23 und ATP notwendig (Hu
et al., 1996; Hu et al., 1997). Man vermutet, dass der N-terminale Bereich der Polymerase die
pgRNA bindet, und der freie C-terminale Bereich direkt oder indirekt mit sich
zusammenlagernden Core Proteinen interagiert. Im P-ge-Komplex liegt die Polymerase in einer
gednderten und wahrscheinlich durch die Chaperone stabilisierten Konformation vor, welche
fiir die weitere Interaktion mit Core Proteinen erforderlich ist (Tavis et al., 1996). Bei DHBV
ist das Verpackungssignal € zwar notwendig, aber noch nicht fiir die Verpackung ausreichend.
Das am 3’-Ende vorliegende redundante Deg ist ebenso wichtig (Hirsch et al., 1991; Calvert et
al., 1994). Interessanterweise ist nur & bei der Verpackung der RNA funktionell, da
Deletionen des Deg keinen Einfluss auf die virale Replikation nehmen (Hirsch et al., 1991).
Daraus folgt die selektive Verpackung der RNA mit einem € am 5°-Ende (pgRNA) (Enders et
al., 1985). Nun beginnt mit der Synthese des Minusstrangs die reverse Transkription (9 in
Abb. 3). Neuere Ergebnisse zeigen die Teilnahme der Hyroxylgruppe des Tyrosins 96 des TP
der Polymerase und folglich der Polymerase selbst als Primer bei der reversen Transkription
(Weber et al., 1994; Zoulim et al., 1994), deren Template ¢ ist (Pollack et al., 1994). Nach
Polymerase-¢ Bindung l4uft der Initiierungsschritt in der e-Haarnadel ab, mit der Bildung
eines an der Polymerase-gebundenen Oligonukleotids von ca. 4 Nukleotiden. Da die
Sequenzen des entsprechenden Bereich der e-Haarnadel und des DR1 vier identische
Nukleotide aufweisen, kann das generierte DNA-Produkt dorthin zum 3’-Ende wechseln und
mit den DRI1 Sequenzen annealen. Die DNA wird dann durch iibliche
Elongationsmechanismen verldangert und es entsteht der komplette Minusstrang (Wang et al.,
1993; Tavis et al., 1994; Tavis et al., 1995). Nach Ende der Synthese des Minusstranges mit
dem am 5’-Ende kovalent gebunden TP (Molnar-Kimber et al., 1983; Bosch et al., 1988),
folgt durch die RNAseH Aktivitit der Polymerase der Abbau der prigenomischen RNA bis
auf ein kleines 15 - 18 Nukleotid-groBes RNA-Oligomer mit CAP-Struktur (10 in Abb. 3).

13
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Dieses Oligomer wechselt seine Position und annealt mit dem DR2, wo es als Primer der
Plusstrangsynthese (11 in Abb. 3) dient. Die Plusstrangsynthese beginnt am DR2 (Lien et al.,
1986; Seeger et al., 1986; Will et al., 1987) und verlduft unvollstindig (bei DHBV immerhin
zu 80 %, (Molnar-Kimber et al., 1983; Lien et al., 1987)), wodurch die fiir Hepadnaviren
typische Liicke und folglich die nicht geschlossene DNA-Form entsteht. Abschlieend

umhiillen die am Endoplasmatischen Retikulum (ER) translatierten viralen Hiillproteine (12

in Abb. 3) die Nukleokapside und die Virionen werden iiber das ER und den Golgi-Apparat
aus der Hepatozyte sezerniert (13 in Abb. 3, (Patzer et al., 1984; Roingeard et al., 1998)).
Alternativ kommt es zum Riicktransport der Nukleokapside in den Zellkern, um den cccDNA-
Pool zu steigern (Tuttleman et al., 1986b). Im Falle des DHBV vermutet man eine Regulation

der Sekretion gegeniiber dem Reimport in den Nukleus durch die Verfiigbarkeit des L-

l (2)Aufnahme \(13? Sekretion von

Proteins (Summers et al., 1990).

@) Bindung an
(Ko-)Rezeptoren Y

(Endocytose) Viren und SVPS

und Fusion
- Golgi
A <g/\

@) Transport des l

Nukleokapsids an
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\ M ‘/@ Transkription

- =
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(6) Export der NVVW\ 2,13 kb Plusstrangs
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Abbildung 3: Schema des hepadnaviralen Infektionszyklus am Beispiel des DHBYV. 1: Bindung der Partikel
an der Hepatozytenoberflache, 2: Aufnahme in die Zelle, 3: Transport des Nukleokapsids an den Zellkern und
Einschleusen des viralen Genoms in den Zellkern; 4: Umbau zur cccDNA; S: Transkription; 6: Export der
pgRNA und der subgenomischen RNAs ins Zytoplasma; 7: Translation der RNAs; 8: Verpackung der pgRNA
und der Polymerase in unreife Nukleokapside; 9: Synthese des Minusstrangs (reverse Transkription); 10: Abbau
der pgRNA durch RNAseH Aktivitdt der Polymerase; 11: Plusstrangsynthese; 12: Knospung ins ER und
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Ausschleusen tiber das Golgi Kompartment, 13: Sekretion der Viren und SVPs. cccDNA: kovalent geschlossene
zirkulare DNA; ER: Endpolasmatisches Retikulum; pgRNA: pragenomische RNA.

1.5 Hiillproteine

Die hepadnaviralen Hiillproteine zeichnen sich durch den identischen C-terminal-gelegenen,
hydrophoben S-Teil (HBV: 226 AminoSduren (AS); DHBV: 167 AS) und den N-terminalen

preS-Teil (HBV (Heermann et al., 1984); DHBV: 161 AS; (Pugh et al., 1987; Schlicht et al.,
1987) aus. Bei HBV ist der HBVpreS-Teil weiter in HBVpreS1 (108 bzw. 119 AS je nach
Subtyp) und HBVpreS2 (55 AS) unterteilt. Obwohl die DHBV Hiillproteine potentielle
Glykosylierungsstellen aufweisen, existieren nur bei HBV die Hiillproteine in glykosylierter
und unglykosylierter Form (siehe Abb. 1, (Pugh et al., 1987)). Als weiteres Merkmal findet
sich bei allen Hepadnaviren am Aminoterminus des gro3en Hiillproteins ein Myristylierungs-
Signal (M-G) mit Modifikation mit Myristinsdure (Persing et al., 1987; Macrae et al., 1991).
Diese Modifikation unterstiitzt wahrscheinlich die Verankerung des L in der Membran
(Persing et al., 1987; Ostapchuk et al., 1994) und ist fiir eine Infektion essentiell (Macrae et
al., 1991; Gripon et al., 1995; Bruss et al., 1996a).

Das multiple Alignment der Aminosduresequenzen DHBV L, Graureiher (Heron) HHBV L
und HBV L (siehe Abb. 4) zeigt ein im Fall von HBV der antigenen (a-) Determinante des
HBYV S entsprechenden (Feitelson et al., 1981), deletierten Bereich von 54 Aminoséduren bei
den beiden Vertretern der Avihepadnaviren. Der preS-Teil des HBV L hat keine (nur 7 %)
Homologie zu DHBVpreS, welche im Gegensatz dazu zwischen HHBVpreS und DHBVpreS
bei 53 % liegt. Der Vergleich der S-Teile der drei Virusvertreter zeigt bei HBV S 32 % und
bei HHBV S 86 % Homologie zu DHBV S. Die entsprechend identischen Aminosduren des
HBV S liegen dabei iiberwiegend in den transmembranen Regionen TM1 und TM2 des

DHBV L.

Siehe auf der Folgeseite Abb. 4: Multiples Alignment der Aminosiuresequenzen des HHBV L, DHBV L
und HBV L. Das Alignment wurde auf der Website http://www.ebi.ac.uk/clustalw durchgefiihrt. Links stehen in
Klammern die entsprechenden Accession- bzw. EMBL-Nummern der Aminosauresequenzen hinter den Namen
der Virusisolate HHBV4, (Heron HBYV, Graureiher Hepatitis-B-Virus, (Sprengel et al., 1988), DHBV16
(Mandart et al., 1984) und HBV ayw (Galibert et al., 1979). Der Beginn (Methionin) der entsprechenden
Proteinabschnitte ist in dicker (bzw. bei HBVpreS2 in kursiver) Schrift hervorgehoben. In der HBV-
Aminosduresequenz wurde die antigene Determinante im HBV S mit einem Rahmen um die Buchstaben
gekennzeichnet (Feitelson et al., 1981). Die unterbrochenen Boxen verdeutlichen die transmembranen Regionen
(TM 1-3), die fir DHBV16 vorhergesagt werden (sieche Abb. 5 und (Chojnacki et al., 2005)). Mit grauer
Hinterlegung wurden in den DHBV- und HHBV-Aminosiuresequenzen identische Aminosiuren markiert. *
entspricht einer in allen Sequenzen identischen Aminosdure, was durch rote Unterlegung optisch hervorgehoben
wurde. : entspricht einem konservierten Aminosaure-Austausch. . Entspricht einem semi-konservierten
Aminosdure-Austausch.
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CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

HHBV4 (AAA45739.1)
DHBV16 (AAP82858.1)
HBV ayw (CAB41701.1)

HHBV4 (AAA45739.1)
DHBV16 (AAP82858.1)
HBV ayw (CAB41701.1)

HHBV4 (AAA45739.1)
DHBV16 (AAP82858.1)
HBV ayw (CAB41701.1)

HHBV4 (AAA45739.1)
DHBV16 (AAP82858.1)
HBV ayw (CAB41701.1)

HHBV4 (AAA45739.1)
DHBV16 (AAP82858.1)
HBV ayw (CAB41701.1)

HHBV4 (AAA45739.1)
DHBV16 (AAP82858.1)
HBV ayw (CAB41701.1)

HHBV4 (AAA45739.1)
DHBV16 (AAP82858.1)
HBV ayw (CAB41701.1)

HHBV4 (AAA45739.1)
DHBV16 (AAP82858.1)
HBV ayw (CAB41701.1)

Die Topologie der groen Hiillproteine liegt sowohl beim HBV L (Ostapchuk et al.,

Bruss et al., 1994a; Bruss et al., 1994b; Bruss and Vieluf, 1995) als auch beim DHBV L

preS
HTQAKSTTDRRVEGGELLLOHLEBGRMIBPEFSGPITTAGKFP@MIQHVM 50
QHPAKSMDVRRIEGGEILLNQLEGRMIB---KGTLTWSGKFP@LDHVL 47

ONLST@NPLGFFPDHQLDPAFRENTANER-———— DWDEFNPNKD@WPDAN 45

DHVQTMEE INTLONQO@AWPAGAGRRVELSNPTROEIBOPOWTPEEDQKAR 97
KVGAGAFGLGFTPPHEBGLLGWSPQAQEILETLEBANPBPASTNRQSGRQPT 95

DHIDSVEELRTLOQAG] HWPEGTARR@ILDQPRITPPI—ITWTEEEDKKAK 99

preS2
EFFKQYQENRBKPAETAPPPITELHAAEPPQWKISEB-EDPLLKAKALIPV 148
EAFRRYQEERBPETTTIPP----—-—-— SSPPOQWKLOBGDDPLLGNQSLLET 140

PLSPPLRNTH QAMQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYF AGGSSSGTVNPVPT 145

K-——-- EPEVPILKVPKLTNKKKMGATFG LVG TK] Q 193
HPLYQSEPAVPVIKTPPL--KKKMSGTFGEIBAGEIGELYVS IK@EEE 188
T-——-= VSPISSIFSRIGDPALNMENITS@EFEGP QAG] T|190

LRK SSPKEKMLBAFENTGAQTEPHYVG FLRTY
SSPKGKMOBAF@DTGAQISPHYVG FL TY
FQS T NFLGGTTVELG] NSQSPT NHsPT
L
AAGLEFLIE N ———————————————————————————— 265
AAGL YLT ———————————————————————————— 260
LCLIFELVL, dYQGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTH 290

243
238
240

LOWE

—————————————————————————— TIFE s sTvsfiL 289
—————————————————————————— G TILGHLONAS LF SISSHL 284
[ROGTSMYPSCCCTKPSDGNCTCIPIPSEWAFGHFLMEASARFEWLSLEv 340

SEPKSL VAL TTSSSVTQVLVTETOLATESALEFKNSG-- 335
SDPKSL-VAL FG TSSSATQTLVTETQLATESALEBYKS---- 328
FVQWFVGLSP MWYWGPSLYSIBSPFLPELPIB®EFCLWVYI 389

(Swameye, 1996; Swameye et al., 1997; Guo et al., 1997b) als Ergebnis

1994;

einer

posttranslationalen Translokation in mehreren Formen vor (in Abb. 5 fir DHBV gezeigt).

Dadurch kann der preS(1)-Teil entweder mit dem Nukleokapsid im Virusinnern als eine

interne Matrix ((Bruss, 1997), vgl. interne Topologie, Abb. 5 C, (Chojnacki et al., 2005)) oder

mit Rezeptoren auf der Hepatozytenoberflache als Ligand interagieren ((Tong et al.,

1995;

Urban et al., 1998), vgl. externe Topologie, Abb. 5 B, (Chojnacki et al., 2005)). Man nimmt

eine weitere Zwischenform der L Topologie mit einer preS/TM1 Ausrichtung zwischen

interner und externer Orientierung als mogliche Vorstufe fiir eine Konformationsédnderung des

L wihrend des Fusionsprozesses an (Abb. 5 D, (Grgacic et al., 2000a; Schultz et al., 2004;

Chojnacki et al., 2005)).
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Abbildung 5: Vorhergesagte Topologien der DHBV Hiillproteine. TM1, TM2 und TM3 sind als nummerierte
Zylinder 1, 2 und 3 dargestellt. Die carboxyterminalen Bereiche der DHBV Hiillproteine sind - wie mit
unterbrochenen Linie angedeutet - noch nicht vollstdndig charakterisiert und konnten mehr als einmal die
Membran durchspannen. (A) Modell der Topologie des DHBV S. (B) Externe Topologie des DHBV L mit
exponiert liegender, translozierter DHBVpreS-Doméne. (C) Interne Topologie des DHBV L mit intern gelegener
DHBVpreS -Domine und TM1. (D) Zwischenform des DHBV L mit teilweise translozierter DHBVpreS-
Domine. Ext., extern; Int., intern. (aus (Chojnacki et al., 2005)

Auf der Grundlage fritherer Untersuchungen konnen verschiedenen Bereichen innerhalb des
DHBYV L verschiedene Aufgaben zugeordnet werden. Der DHBVpreS-Teil spielt dabei eine
wichtige Rolle. Pugh und Kollegen wiesen 1987 mit einem gegen den DHBVpreS-Teil
gerichteten polyklonalen Antikdrper in in vitro Infektionsinhibitonsversuchen die
Notwendigkeit des DHBVpreS-Teil fiir die DHBV-Infektion priméirer Entenhepatozyten nach
(Pugh et al., 1987; Summers et al., 1990; Summers et al., 1991). Klingmiiller und Kollegen
1993 bekriftigten diese Beobachtung in mit rekombinanten in Hefen hergestellten S- oder L-
Partikeln durchgefiihrten Kompetitionsexperimenten. In diesen Versuchen kompetitierten nur
Hefe L-Partikel mit der DHBV-Infektion von PDHs und mit der ,,Bindung* I2.DHBV
Partikel an PDHs (Klingmiiller and Schaller, 1993). In diesen ,,Bindungs‘“-Versuchen wurden
1. DHBV Partikel zusammen mit steigenden Mengen Hefe S- oder L-Partikeln fiir 12
Stunden bei 20°C auf PDHs inkubiert und nach Waschen die Zell-Assoziierte Radioaktivitét
gemessen und ausgewertet (Klingmiiller, 1992; Klingmiiller and Schaller, 1993). Die
erhaltenen Ergebnisse zeigten erneut die Wichtigkeit des DHBVpreS-Teils des L fiir die
Bindung des DHBV an Hepatozyten und die erfolgreiche Infektion. In einem in vitro
Kompetitions-Experiment mit PDHs zeigte Klingmiiller mit dem synthetischen Peptid DPS
12 (entspricht DHBVpreS 82 - 121) eine >40 %-ige Inhibition bei einer Konzentration von
100 uM. Im Falle der tetrameren Form DPS 13 ([82 - 121]4VP1) reichte zur Inhibition bereits
eine Konzentration von 4 uM aus. Diese Ergebnisse weisen auf die besondere Bedeutung des
Bereiches AS 82 - 121 des DHBVpreS fiir die Infektion (Klingmiiller, 1992). Antikorper mit
Epitopen im immunogenen Bereich AS 82-109 im DHBVpreS verhindern oder reduzieren
eine DHBV-Infektion (Pugh et al., 1987; Cheung et al., 1989; Yuasa et al., 1991; Lambert et
al., 1991a; Chassot et al., 1994; Pugh et al., 1995; Sunyach et al., 1999) und deuten damit auf

die wichtige Rolle dieses Bereiches. Die Modifikation mit Myristinsdure des Aminoterminus
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des DHBVpreS ist neben den zuvor genannten Bereichen fiir die Infektion wichtig, da ein
Fehlen der Myristinsdure zur Reduktion der Infektion fiihrt (Macrae et al., 1991; Summers et
al., 1991). Als weitere Funktion legt das DHBVpreS die Wirtsspezifitit fest (Ishikawa et al.,
1995). DHBVpreS reguliert die Umbhiillung des Nukleokapsids (Lenhoff et al., 1994a) und
kontrolliert den cccDNA Pool, wie mit Mutationen im C-terminalen Bereich des DHBVpreS
ermittelt wurde (Summers et al., 1990; Summers et al., 1991; Lenhoff et al., 1994b).

1.6 Carboxypeptidase D der Ente

Als Ergebnis der 1993 durchgefiihrten Bindungsstudien mit radioaktiv-markierten DHBV und
SVPs aus Entenserum wurden 10* hochaffine spezifische Bindungsstellen und >10° fiir die
Infektion unspezifische Bindungsstellen auf der Hepatozytenoberfliche ermittelt. Der
entsprechende DHBVpreS-Interaktionspartner konnte jedoch mit diesen Versuchen nicht
identifiziert werden (Klingmiiller and Schaller, 1993). Auf der Suche nach einem moglichen
DHBVpreS-Bindepartner in Entenhepatozyten gelang es Kuroki und Kollegen ein Jahr spater
durch eine Koprézipitation mit einem monoklonalen Antikérper (1F6, (Cheung et al., 1989;
Yuasa et al., 1991)) gegen das DHBVpreS, einen Komplex aus Viren bzw. SVPs und einem
180 kDa-groBen Glykoprotein (gp180) zu isolieren (Kuroki et al., 1994). Eine weitere
Kopriézipitation mit einer DHBV-HBV-Chimaére fiihrte zu einer nur an DHBVpreS spezifisch-
gebunden Koprézipitation des 180 kDa-grof8en Proteins. Die Spezifitdt der Interaktion wurde
nach vorheriger Kompetition mit nicht-neutralisierenden und neutralisierenden Antikérpern in
einer Koprézipitation iiberpriift. Neben der Leber fand sich dieses Protein auch in anderen
Geweben (Herz, Lunge, Niere, Magen, Darm, (Kuroki et al., 1994)). Ishikawa und Kollegen
grenzten mittels GST-DHBVpreS Fusionsproteinen den gp180-Bindebereich im DHBVpreS
auf den Bereich AS 43 - 108 ein (Ishikawa et al., 1994). Anfang 1995 isolierten Kuroki und
Kollegen ausreichende Mengen gp180 aus Entenlebern und charakterisierten es weiter. Die
Analyse der DNA-Sequenz der dazugehdrigen cDNA fiihrte zur Zuordnung einer neuen
Klasse membranstindiger, basischer Carboxypeptidasen (Kuroki et al., 1995). Tong und
Kollegen isolierten 1995 mit an Sepharose-gekoppeltem rekombinantem GST-DHBVpreS
Protein aus PDH-Lysaten ein dem zuvor isolierten gpl180 entsprechendes 170 kDa-groB3es
Protein mit einem Bindebereich im DHBVpreS von AS 87 - 102 (Tong et al., 1995).
Zeitgleich isolierten und charakterisierten Song und Fricker eine der Carboxypeptidase E-
dhnliche Carboxypeptidase aus Rinderhypophyse mit einer 70 % Homologie zur gp180, die
sie als Carboxypeptidase D klassifizierten (Song et al., 1995).
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Im Folgenden wird gp180 mit dCPD (engl. duck carboxypeptidase D, Carboxypeptidase D
der Ente) abgekiirzt. Die dCPD zdhlt zu den Typ I Transmembranproteinen und setzt sich aus
drei extrazelluldren / luminalen Carboxypeptidase-E homologen Doménen (A, B und C)
zusammen. An diese drei Doménen schlieBen sich ein hydrophober Transmembranbereich (20
AS) und ein fiir die Lokalisation im trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und das Retrieval von der
Zelloberflache verantwortlicher, hoch-konservierter zytoplasmatischer Teil (60 AS) an (siche
Abb. 6) (Eng et al., 1999). Wie mit Hilfe von Deletionsmutanten ermittelt, besitzen nur die
Dominen A und B eine enzymatische Aktivitit (Eng et al., 1998) und die C-Doméne (im
Folgenden mit dCPD-C abgekiirzt) in Folge des Fehlens der Schliisselaminosduren im aktiven
Zentrum nicht (Tan et al., 1997). Die C-Doméne reicht unabhéngig von einer enzymatischen
Aktivitit bereits fiir die DHBVpreS-Bindung aus (Eng et al., 1998). Ausgehend von der Lage
der C-Domine (siche Abb. 6 A) erfolgt vermutlich nach DHBVpreS-Bindung eine
Anndherung der Viruspartikel an die Zellmembran, mit der Begiinstigung eines

Fusionsprozess (Eng et al., 1998).

A , B
)

extrazelluldr/luminal =
T™

™

katalytische Doméne katalytische Doméne DHBVpreS-binde Domiine

zytosolisch

CT

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Carboxypeptidase D der Ente D mit ihren drei Doménen. (A)
Topologie der dCPD. (B) Doménenstruktur der dCPD. TM, Transmembranbereich, CT, zytosolischer (engl.
cytosolic) Teil.

Folgende Beobachtungen deuten auf eine Rolle der dCPD als ein Rezeptormolekiil bei der
DHBV-Infektion hin:

1. Rekombinante DHBVpreS Proteine, die nicht in der Lage waren, eine DHBV-
Infektion zu kompetitieren, waren auch nicht in der Lage, dCPD in biochemischen
Bindungsversuchen zu binden. Es wurde ein fiir eine dCPD-Bindung ausreichender
Bereich im DHBVpreS von AS 30 - 115 ausgemacht. Dieser Bereich fiihrte bereits zur
Kompetition einer DHBV-Infektion primérer Entenhepatozyten (Breiner et al., 1998;
Urban et al., 1998).
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2. Nach transienter Transfektion von mit DHBV nicht-infizierbarer Zelllinien (z.B. Huh7
Zellen) mit einem dCPD-Expressionsplasmid erfolgte die Aufnahme von DHBV oder
rekombinantem DHBVpreS (Breiner et al., 1998).

3. Eine 16sliche Form der dCPD (engl. soluble dCPD, sdCPD) inhibierte in vitro die
DHBV-Infektion von PDHs (Breiner et al., 1998).

4. Biochemische Experimente deuten auf einen 2-Stufen-Mechanismus mit einer 1:1
Stochiometrie hin: Die sdCPD bindet mit geringer Affinitdt in einem priméren Schritt
das DHBVpreS im Bereich AS 86 - 115 und fiihrt zu einem primiren Komplex, der
durch die fortschreitende Bindung N-terminal gelegener Aminoséuren im DHBVpreS
stabilisiert wird und in einem hoch-affinen Komplex resultiert (Urban et al., 1999).
Weitere Untersuchungen mit einer 16slichen Form der C-Doméne (sdCPD-C) (Urban
et al., 2000) ergaben eine Konformationsdnderung nach Bindung der sdCPD-C an das
rekombinante DHBVpreS Protein AS 30 - 115. In einem auf SPR-basierendem
Kompetitionsexperiment (engl. Surface plasmon resonance, SPR) reichte bereits das
rekombinante DHBVpreS Protein AS 86 - 115 zur Kompetition der Bindung der
sdCPD-C an immobiliertes DHBVpreS AS 30 - 115 aus. Fiir diese Region sagen
sekundire Strukturvorhersageprogramme im DHBVpreS fiir den Bereich AS 89 - 104

eine alpha-Helix vorher (sieche Abb. 7), wie sie mit Circulardichroismus-(CD)-
Spektroskopie (engl. circular dichroism spectroscopy) und Kernspinresonanz-(NMR)-

Spektroskopie (engl. Ruclear magnetic resonance spectroscopy) nachgewiesen wurde
(Urban et al., 2000).

5. Ein gegen sdCPD-generierter polyklonaler Antikdrper inhibierte die DHBV-Infektion
primédrer Entenhepatozyten (Urban et al., 2000).

6. Eine weitere wichtige Beobachtung war das Herabregulieren der dCPD in DHBV-
infizierten Entenlebern und PDHs (Breiner et al., 2001) als Mechanismus zur
Verhinderung einer Superinfektion dhnlich wie bei Masern Viren (Krantic et al., 1995;
Bartz et al., 1996) oder HIV (Garcia et al., 1991; Lenburg et al., 1993; Mangasarian et
al., 1999).
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DHBYV preS dCPD-Binderegion

I stabilisierend essentiell
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‘ 51 57 89 104
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Abbildung 7: Schema des DHBYV L. Zu sehen ist der DHBVpreS-Teil mit der N-terminalen Myristinsédure und
den Bereichen fiir die Bindung der dCPD. Die Fortsetzung in den S-Teil ist angedeutet. Die Zahlen unter dem
Balken représentieren die entsprechenden AS-Positionen. Die zwei a-Helices sind in roter Farbe hervorgehoben.

Alle diese Beobachtungen weisen auf eine wahrscheinliche Rezeptorfunktion der dCPD hin.
Andere Beobachtungen stellen ihre Funktion als alleiniger primédrer Rezeptor in Frage:

1. Sie wird ubiquitdr exprimiert (Kuroki et al., 1994);

2. Nach Transfektion der Hiihnerhepatomzellinie LMH (engl. leghorn male hepatoma)
mit einem dCPD-Expressionsplasmid sind diese Zellen dennoch nicht mit DHBV
infizierbar (Kuroki et al., 1995).

3. In Vorarbeiten unserer Gruppe (Urban et al., 2002) reduzierte das synthetische
myristoylierte DHBVpreS Peptid 2 - 41™" in konzentrationsabhdngiger Weise bereits
mit einer Konzentration von 70 nM die Infektion von PDHs um 50 %. Eine
konzentrationsabhéngige Inhibition der Infektion mit dem nicht myristoylierten
DHBVpreS Peptid 1 - 41 fiihrte erst mit einer 100fach hoheren Konzentration zur
vollstindigen Inhibition. Das Unvermdgen des synthetischen myristoylierten
DHBVpreS Peptides 2 - 21™" selbst bei einer Konzentration von 100 uM eine
Infektion zu inhibieren, deutet die Wichtigkeit des Bereichs AS 22 - 41 im
DHBVpreS fiir die Infektion an. Der Abschnitt {iiberlappt zwar mit dem
stabilisierenden Teil der dCPD-Binderegion (siche Abb. 7), liegt aber auBlerhalb des
essentiellen dCPD-Bindebereiches und spricht wahrscheinlich einen bereits
vermuteten Kofaktor an (Urban and Gripon, 2002).

Als ein weiterer entscheidender Schritt nach Aufnahme fiir die DHBV-Infektion scheint ein
proteolytischer Schnitt im DHBV L zu sein. Bei der Analyse von Serumproben oder
Leberlysaten DHBV-infizierter Enten im Vergleich zu DHBV-nicht-infizierter Enten ist im
anti-DHBVpreS Immunoblot eine Hauptbande bei 36 kDa zu detektieren, die dem DHBV L-
Protein entspricht. Oft ist in Leberlysaten und in Serumproben nur sehr schwach ein weiteres
DHBVpreS-spezifisches Signal bei 28 kDa zu sehen (Yokosuka et al., 1985; Yokosuka et al.,
1988; Fernholz et al., 1993; Bruns et al., 1998; Tong et al., 1999; Funk et al., 2004a).

Fernholz und Kollegen wiesen nach, dass das 28 kDa-grofe Protein nicht durch Translation
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von einem internen DHBVpreS AUG entsteht und vermuteten einen proteolytischen Abbau

nach Infektion bzw. Aufnahme des Virus (Fernholz et al., 1993).

1.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
Ziel der Arbeit war es, dCPD-abhdngige und dCPD-unabhingige Schritte bei der DHBV-

Infektion ndher zu untersuchen.

Unumstritten ist die wichtige Rolle der dCPD bei der DHBV-Infektion. Man hat ihr dabei
eine Rolle als primdres Rezeptormolekiil bei der Infektion zugewiesen. Um die dabei
notwendige dCPD-DHBVpreS-Interaktion néher zu untersuchen, wurden Punktmutationen in
der amphipathischen a-Helix des essentiellen dCPD-Bindebereichs im DHBVpreS eingefiihrt
mit der Folge einer Anderung der Ladungsverteilung oder der Integritit der Helix und in der
biochemische Bindungsstudie mit entsprechenden rekombinanten DHBVpreS Proteinen und
der sdCPD-C die Auswirkungen evaluiert. Es stellte sich die Frage, inwieweit die so
erhaltenen Ergebnisse mit der Infektion von PDHs mit entsprechenden Mutationen-tragenden
Viren korrelieren. AbschlieBend sollte das Bindeverhalten an die Hepatozyten der Viren mit
einer in dieser Arbeit etablierten, quantitativen DHBV-spezifische Polymerasekettenreaktion
(TagMan) getestet werden, um ihre Rolle als Bindeprotein zu iiberpriifen.

Um den Einfluss des N-terminalen Bereichs AS 2 - 41 im DHBVpreS-Teil auf die Infektion
ndher zu untersuchen, wurden gegen diesen Bereich gerichtete Antikorper bei der Analyse
eingesetzt. Zuerst musste der Antikorperbindebereich ermittelt und anschlieBend ihre
Zuginglichkeit fir eine Interaktion mit moglichen Bindepartnern auf der Virusoberfldche
getestet werden. Daraus folgend sollte die Auswirkung der Antikérper auf die DHBV-
Infektion von PDHs und die Interaktion mit der dCPD untersucht werden, um die Bedeutung
dieser Region fiir die Infektion festzustellen.

Um die Frage beantworten zu konnen, welchen Ursprungs das in DHBV-infizierten
Leberproben auftretende 28 kDa-Protein ist, mufite dieses Protein mit Hilfe einer
Immunprézipitation aus einer infizierten Entenleber angereichert und in einer anschlieBenden
massenspektrometrischen Analyse genauer charakterisiert werden. Basierend auf den dadurch
erhaltenen Daten sollten entsprechende Mutanten generiert werden, in denen die vermutete
Protease-Schnittstelle gedndert wurde, um die Auswirkung auf die Infektiositét aufzuzeigen.
Die aus all den durchgefiihrten Versuchen erhaltenen Ergebnisse sollten Aufschluss iiber die

frithen Schritte nach Virusaufnahme und die Rolle der dCPD geben.
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Ergebnisse

2.1 Einfluss des N-terminalen Bereichs Aminosaure 2 - 22 im DHBV L auf
die DHBV-Infektion

Der DHBVpreS-Teil des groBen viralen Hiillproteins (L-Protein) spielt bei der Infektion
primdrer Entenhepatozyten (PDHs) mit DHBV eine bedeutende Rolle (Klingmiiller and
Schaller, 1993; Urban et al., 1998; Urban et al., 1999; Urban et al., 2000).

Unsere Gruppe wies eine Inhibition der DHBV-Infektion von PDHs nach Zugabe
synthetischer DHBVpreS Peptide des N-terminalen Bereich AS 1 - 41 nach. Diese Peptide
entsprechen einem auferhalb der essentiellen dCPD-Binderegion liegenden Bereich des
DHBVpreS und ihr inhibitorischer Einfluss deutet auf eine dCPD-unabhingige Teilnahme
eines Kofaktors (Urban and Gripon, 2002).

Autbauend auf der oben aufgefiihrten Beobachtung sollte dieser Prozess ndher untersucht
werden und der Einfluss von Antikorpern auf die DHBV-Infektion getestet werden. Die
Antikorper wurden nach Immunisierung zweier Kaninchen mit den synthetischen DHBVpreS

Peptiden 1 - 41 (MT92) und 2 - 41™" (MT93) erhalten.

2.1.1 Epitop-Bestimmung der Antikorper MT93 und MT92

Nach der Immunisierung von Kaninchen wird ein Gemisch an Antikdrpern im Serum
erhalten. Zur Feststellung der fiir die Antikdrper-Erkennung relevanten Aminosduren der
DHBVpreS Peptide 2 - 41™" bzw. 1 - 41 wurden rekombinant in Escherichia coli (M15
[pPREP4]) hergestellte und gereinigte DHBVpreS Proteine (Urban et al., 1998; Urban et al.,
1999) eingesetzt. Diese Proteine unterschieden sich in ihren N-terminalen und / oder C-
terminalen Bereichen oder waren Chimire mit DHBVpreS- und Graureiher HBVpreS-
Anteilen. Ergdnzend wurde das Graureiher HBVpreS getestet (Abb. 8). Die Reaktion der
Antikorper wurde im Immunoblot (Abb. 9) tiberpriift.
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Abbildung 8: Schema der rekombinanten DHBVpreS Proteine und der Chimiren-HHBV-DHBYVpreS
Proteine. Gezeigt sind im oberen Bereich die DHBVpreS Proteine als graue Balken. Im unteren Bereich sind
das Graureiher HHBVpreS Protein als roter Balken und die Chimaéren als zweifarbige Balken gezeigt. HDC steht
fiir Heron-Duck-Chimera (Graureiher-Ente-Chimére). Rote Teile entsprechen HHBVpreS-Anteilen und graue
DHBVpreS-Anteilen.

Zur Analyse wurden je 4 ng DHBVpreS Protein und 0,8 pg HHBVpreS oder chimére-preS
Proteine in der Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie-
Blau angefarbt. Die Coomassie-Blau-gefarbten Gele (Abb. 9 A) bestétigten den Auftrag
gleicher Proteinmengen. Fiir den Immunoblot wurden je 75 ng der preS Proteine eingesetzt

und die Antikérper MT93 bzw. MT92 in einer Verdiinnung von 1:10.000.
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Abbildung 9: Analyse der Epitope der Antikorper MT92 und MT93. (A) Je 4 ug rekombinantes DHBVpreS
Protein wurde in einem 12,5 %-igem Tricin-SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und mit Coomassie-Blau
angeféarbt. Der Auftrag war: DHBVpreS 1 - 130, 23 - 130, 23 - 165, 23 - 115, A22 - 30,38 - 115und 43 - 115; M
entspricht dem GréBenmarker (Rainbow Low). Zusitzlich wurde in einer weiteren Gelelektrophorese 0,8 pg
Graureiher HHBVpreS bzw. Chimidre aus HHBVpreS und DHBVpreS aufgetrennt und mit Coomassie-Blau
angefarbt. (B) Immunoblot von je 79 ng rekombinantem preS Protein mit MT92 oder MT93 in einer
Verdiinnung von 1:10.000. Als Zweitantikorper wurde ein PO-Konjugat in der Verdiinnung 1:10.000 genutzt.

Wie in Abbildung 9 B zu sehen ist, reagierten beide Antikorper mit hoher Intensitét
DHBVpreS Proteine mit den Bereich AS 1 bis 22 (Spuren 1 und 5) und abgeschwécht mit
DHBVpreS Proteinen ohne die ersten 22 Aminosduren (Spuren 2, 3 und 4). DHBVpreS
Proteine mit Start bei AS 38 erkannten sie nicht (Spuren 6 und 7). Die fehlende Reaktion des
MT92 mit DHBVpreS 23 - 115 (Spur 4) liegt an einem Pipettierfehler, wie die Reaktion mit
den DHBVpreS Proteinen 23 - 130 und 23 - 165 zeigt.

Aus diesem Ergebnis wurde auf die Lage der Haupt-Epitope vor AS 23 und schwicher
reagierende Epitope bis AS 37 geschlossen.

Beide Antikorper detektierten das HHBVpreS Protein (Spur 8) und abgeschwiécht die
Chiméren mit Start AS 22 des DHBVpreS (Spuren 9 und 10) im Vergleich zu den Chiméren
mit der ersten Aminosduren des DHBVpreS (Spuren 11 bis 12).

Der Vergleich der preS Aminosduresequenzen von HHBV mit DHBV zeigt N-terminal bis
AS 11 groBle Unterschiede (Abb. 10) und im iibrigen Bereich iiberwiegend konservierte
Aminosdureaustausche. Die zur Reaktion mit HHBVpreS fiihrenden Epitope liegen folglich

wahrscheinlich im Bereich AS 12 bis 22.

1 22 41
DHBV16 MG@HPAKSMDVRREEGGEENLIN®LAGRMIP---KGEETWEGKEP
HHBV4 HTO TTD W 1 O PEFS PI TA

Abbildung 10: Aminosiuresequenzvergleich der ersten 41 Aminosiuren des DHBVpreS mit den ersten 44
Aminosduren des HHBVpreS. Fiir das Graureiher preS (HHBV4) sind nur die sich unterscheidenden
Aminosduren gezeigt, sowie konservierte Aminosaureaustausche orange und semikonservative tiirkis hinterlegt.
In fetter Schrift ist die im DHBVpreS fehlende PEF-Sequenz des HHBV hervorgehoben.

Der Bereich AS 23 bis 37 iiberlappt mit sieben Aminosduren mit dem stabilisierenden Teil
der dCPD-Binderegion des DHBVpreS. Die Haupt-Epitope der getesteten Antikdrper liegen,
wie in Abbildung 11 schematisch dargestellt, auBBerhalb dieser und kénnten bei der Infektion

einen dCPD-unabhingigen Schritt und Bindeprotein (Kofaktor) ansprechen.
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Abbildung 11: Schema der Haupt-Epitope der Antikorper MT92 und MT93 hinsichtlich ihrer Lage im L-
Protein. In diesem Schema sind der DHBVpreS-Teil des L-Proteins dargestellt, sowie der weitere Verlauf des S-
Proteins angedeutet. Die Haupt-Epitope der beiden Seren liegen N-terminal auBerhalb der dCPD-Binderegion
(AS 30 — 115). Sie sind unter dem Schema als blauer Balken dargestellt; in Orange ist der HeronpreS-
erkennende Bereich eingezeichnet. Als rote Rechtecke im grauen Balken sind die alpha-helikalen Bereiche
eingezeichnet.

Nach der ,Kartierung* der Epitope wurde die Zugénglichkeit dieses Bereichs im viralen
Kontext iiberpriift.

Schlicht und Kollegen konnten 1987 mittels Immunprizipitation mit dem Antikdrper anti-
MS2/pre-S virale Partikel aus DHBV-infiziertem Entenserum nachweisen und damit zeigen,
dass Proteine, die die DHBVpreS Sequenz enthalten, ein Teil der Virushiille sind (Schlicht et
al., 1987). Eine weitere Beobachtung war das Unvermodgen des DHBVpreS-spezifischen
Antikorpers gegen den Bereich AS 10 bis 29 SVPs zu préazipitieren (Grgacic et al., 2000b).
Falls Antikorper die Infektion primédrer Entenhepatozyten beeinflussen, wire es nur liber eine
Interaktion mit exponierten DHBVpreS-Bereichen im L-Protein moglich, was mit einer
Immunprézipitation mit dem Antikérper MT93 und einem DHBV-positiven Entenserum unter

nativen Bedingungen (1 x PBS) iiberpriift wurde.
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Abbildung 12: Immunprizipitation viraler und subviraler Partikel aus DHBV-positivem Entenserum mit
MT93. Im Immunoblot mit den monoklonalen Antikdrpern (mAK) 1HI und 4F8 (in einer Verdiinnung von 1:5)
wurde das prézipitierte L-Protein der SVPs detektiert. Spur 1: Immunkomplex mit ungereinigtem anti-
DHBVpreS MT93; Spur 2: Immunkomplex mit gereinigten IgGs des MT93; Spur 3: Kontrollansatz mit einem
polyklonalen Antikorper gegen die humane Carboxypeptidase D (AK 207); Spur 4: Kontrollansatz mit einem
polyklonalen Antikoérper gegen das humane preS1 (AK #63); Spur 5: Kontrollansatz Prizipitation ohne
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Antikdrperzugabe; Spur 6 zeigt den Auftrag einer den Immunkomplexen dquivalenten Menge an Pansorbin®, um
unspezifische Reaktionen von 1H1 und 4F8 mit Pansorbin” auszuschliessen.

Wie in Abbildung 12 zu sehen ist, konnte MT93 Partikel aus DHBV-positivem Entenserum
prézipitieren (Spuren 1 und 2). Die Region AS 12 bis 22 ist an der Oberfliche exponiert. Die
schwachsichtbaren Signale in den Kontrollansédtzen (Spuren 3 bis 5) entsprechen unspezifisch
an Pansorbin-gebundenen Partikeln. Ahnliches wurde bereits fiir die Prizipitation von Cores

mit einem polyklonalen Antikdrper und Protein A-Sepharose berichtet (Schlicht et al., 1987).

2.1.2 Infektionsinhibitionsstudie im PDH-DHBYV-Infektionsmodell

Nach Uberpriifung der exponierten Lage der fiir die Interaktion der Antikdrper MT93
notwendigen Bereiche des DHBVpreS im groBlen viralen Hiillprotein, wurde der Einfluss
beider Antikorper MT92 und MT93 auf die Infektion von PDHs mit DHBV néher untersucht.
Dazu wurden zu PDH-Kulturen ansteigende Mengen MT93 bzw. MT92 zupipettiert,
anschlieBend pro Ansatz gleiche Mengen DHBV-positives Entenserum zugegeben und die

Zellen liber Nacht (ca. 12 Stunden) infiziert.

MT93

Wy &
Q'\NQS
X X X

L-Protein — s

Spur 1 2 3 4 5 6 7
anti-DHBVpreS DO84

Abbildung 13: DHBV-Infektion primérer Entenhepatozyten in Anwesenheit steigender Mengen der
Antikorper MT93 oder MT92. Die Zugabe von 0,4 pl, 2 pl oder 10 pl MT93 bzw. MT92 erfolgte vor Zugabe
des Virusinokulums (Multiplizitit der Genomequivalente / MGE von 35). Als Kontrolle diente die Zugabe des
Entenserums ohne Zugabe von MT93 bzw. MT92. Am Tag 7 nach Infektion wurden die SVPs und Viren aus
dem PDH-Kulturmedium mit Trichloressigsdure (engl. Trichloroacetic acid, TCA) gefillt und im Immunoblot
mit dem DHBVpreS-spezifischen Antikérper DO84 (1:10.000) das L-Protein der sezernierten Partikel
detektiert.

Die Analyse der sezernierten Viren und SVPs im Immunoblot zeigte, dass die Zugabe der
Antikorper konzentrationsabhéngig zur Inhibition der Infektion fiihrte (Abb. 13). Bereits die

Zugabe von 0,4 pl der Kaninchenseren erzielte eine drastische Reduktion der Infektion im
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Vergleich zur Kontrollinfektion (vergleiche je die Spuren 1 und 4 mit der Kontrolle Spur 7).
Grundlage dieses Effektes konnte die erfolgreiche Interaktion der Antikérper MT92 und
MT93 mit dem exponierten N-terminalen preS-Bereich sein mit Folge der vollstindigen
Inhibition der Infektion. Eine korrespondierende Analyse der intrazelluldren viralen DNA in
einem DNA-Dotblot fithrte zu dem identischen Ergebnis (Daten nicht gezeigt).

Um diese Beobachtung ausschlieflich auf die im Serum enthaltenen Immunglobulin G
(IgG)-Molekiile beziehen zu konnen, wurden sie mit Hilfe einer HiTrap-Affinitits Séule
(amersham pharmacia biotech) aus dem Serum MT93 isoliert. Damit war die Konzentration
der zur Inhibition notwendigen IgGs ermittelbar. Die isolierten IgGs wurden, um sie direkt ins
Kulturmedium der PDHs geben zu kénnen, in 1 x PBS dialysiert und die Ausbeute der so
erhaltenen IgG-Molekiile unter der Annahme, dass 1,35 Ajsonm 1 mg / ml IgG entsprechen,
1,5 mg / ml IgG ermittelt (amershampharmaciabiotech, 2002). Die Zugabe der IgGs fiihrte zur
konzentrationsabhéngigen Inhibition. Im Immunoblot mit DHBVpreS- und DHBV S-
spezifischen Antikérpern wurden die ins Medium sezernierten Partikel durch den Nachweis
der Hiillproteine detektiert (Abb. 14 A). Mit steigender Menge an IgG (jeweils die Spuren 2
bis 6) nahm die Anzahl der nachweisbaren Partikel aufgrund einer spezifischen Inhibition ab,
wohingegen im Kontrollansatz ohne Antikdrperzusatz (jeweils die Spur 1) eine Infektion
erfolgte.

Das Balkendiagramm (Abb. 14 B) zeigt quantitativ die intrazelluldre virale DNA der
kompetitierten Ansitze bezogen auf den unkompetitierten Ansatz, der gleich 100 % gesetzt
wurde. Darunter ist der zur Auswertung zu Grunde gelegte DNA-Dotblot zu sehen.

Die konzentrationsabhéngige Inhibition ist in der Abnahme der Menge intrazellulirer DNA zu
sehen (Abb. 14 B). Die Spezifitit wurde in einem Kontrollansatz mit der Zugabe eines
Priimmunserums getestet ohne ein Zeichen einer Inhibition. Zu jedem Ansatz wurden 4,5x10’
Viren + 1000fachen Uberschuss SVPs (MGE von 22,5) zugegeben. Unter der Annahme des
Vorliegens von 20 L-Proteinen pro Partikel (Schlicht et al., 1987; Klingmiiller and Schaller,
1993), von denen nur die Halfte nach aulen exponiert vorliegen (Swameye, 1996; Swameye
and Schaller, 1997), wurden bei einer Konzentration von 435 ng IgG (entsprechen 1,75 x 10'*
IgG-Molekiilen) 4,5 x 10'" L-Molekiile kompetitiert bzw. pro L-Molekiil kompetitierten 4
IgG-Molekiile.
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Abbildung 14: Analyse der Inhibition der DHBV-Infektion priméirer Entenhepatozyten in Anwesenheit
steigender Mengen gereinigter IgGs des MT93. Zu 2x10° PDHs wurden vor Zugabe des DHBV-positiven
Entenserums (MGE von 22,5) ansteigende Mengen an gereinigtem IgG (aus MT93) zugegeben und iiber Nacht
(ca. 12 Stunden) inkubiert. Die Infektionskulturen wurden am Tag 6 nach Infektion beendet. (A) Immunoblot der
ins Medium abgegebenen SVPs und Viren mit Nachweis des DHBV L bzw. DHBV S mit dem DHBVpreS-
spezifischen Antikdrper DO84 (links) bzw. dem DHBV S-spezifischen Antikérper 7C12. (B) Graphische
Darstellung der Auswertung des gescannten DNA-Dotblots, der dem Nachweis der intrazelluldren viralen DNA
diente. (C) DNA-Dotblot einer Kontrollinfektion nach Zugabe des Prdimmunserums des dCPD-spezifischen
Antikorpers 41606.
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2.1.3 In vitro Bindungsstudie mit fluoreszenz-markierten DHBVpreS 1 - 130

Um die Inhibition aufgrund einer sterischen Behinderung der Bindung, Aufnahme und

Infektion durch Uberdecken einer Rezeptorbinderegion gebundener IgG-Molekiile mit ihrem

Fc-Teil abzukldren, wurde die humane Hepatoma Zelllinie HepG2 mit Adenoviren (Ad-
gp180tl) infiziert, die zur Expression des griin fluoreszierenden Proteins (GFP; engl. green

Sfluorescent protein) und einer C-terminal deletierten dCPD (engl. tailless Mutante, dCPD tl)
fiihrte (Breiner et al., 2000). Diese C-terminal deletierte dCPD Mutante akkumuliert aufgrund
des Fehlens des zytosolischen Teils an der Zellmembran, da kein intrazelluldrer Transport
mehr erfolgen kann (Breiner et al., 1998). Die Expression der dCPD tl hat keinen Einfluss auf
die virale Replikation in DHBV-infizierten PDHs und blockiert wahrscheinlich durch die
Arretierung des Rezeptor-Virus-Komplexes an der Zelloberfliche den Transport der
infektiosen Nukleokapside zum Nukleus. Dieser Effekt fiihrt zur drastischen Reduktion der
Infektion primérer Entenhepatozyten (Breiner et al., 1998).

Am Tag nach der adenoviralen Transduktion von HepG2-Zellen wurde die
Transduktionseffizienz im Mikroskop mit Hilfe des GFP-Signals kontrolliert (Breiner and
Schaller, 2000). Rekombinant hergestelltes, Rhodamin-markiertes DHBVpreS Protein 1 - 130
wurde entweder mit dem DHBVpreS-spezifischen MT92 oder 4F8 fiir 15 Minuten im
Dunkeln vorinkubiert und anschlieend 2 Stunden bei 37°C zu den HepG2-Zellen gegeben.
Im Immunfluoreszenzmikroskop wurden die Zellen ohne vorheriges Fixieren bei einer

200fachen VergroBerung fotografiert.

DHBVpreS 1-130 DHBVpre$ 1-130 + 4F8 DHBVpreS 1-130 + MT92

Ad GFP dCPDtl

Abbildung 15: Adenovirale Transduktion von HepG2-Zellen, die zur Expression von GFP und einer C-
terminal deletierten dCPD Mutante fiihrte. Am Folgetag: Inkubation mit einem mit Rhodamin-markierten
DHBVpreS Proteins in Ab- oder Anwesenheit von DHBVpreS-spezifischen Antikorpern. 1 x 10° Zellen wurden
mit Adenoviren, die zur Expression einer C-terminal deletierten dCPD Mutante und GFP fiihrten, infiziert. Am
Tag nach der Infektion wurde die Transduktionseffizienz durch Kontrolle der GFP-Expression mikroskopisch
kontrolliert. 5 pul Rhodamin-markiertes DHBVpreS Protein 1 - 130 wurde entweder mit 100 ul 4F8
(Hybridomiiberstand)oder 2 pl MT92 fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und
anschliefend fiir zwei Stunden auf den Zellen belassen. Die Zellen wurden kurz mit PBS gewaschen und im
Fluoreszenzmikroskop ohne vorheriges Fixieren (lebend) bei einer 200fachen VergroBerung mit dem
Fluoreszenzmikroskop fotografiert.
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Die mit Rhodamin-markierten DHBVpreS Proteine sind deutlich granuldr auf den griin-
leuchtenden HepG2-Zellen zu erkennen (Abbildung 15). Die Anwesenheit des DHBVpreS-
spezifischen monoklonalen Antikérpers (mAK) 4F8, dessen Epitop im Bereich der dCPD-
Binderegion liegt (Urban et al., 2000; Rothmann, 1998), behindert die Bindung Rhodamin-
markierten DHBVpreS und ermoglicht durch Waschen mit PBS das Entfernen von den
Zellen. Im Vergleich dazu stort der Antikorper MT92 nicht die Bindung des Rhodamin-
markierten DHBVpreS Proteins an die Ad GFP dCPD tl infizierten HepG2-Zellen.

Die Antikoérper MT92 und MTO93 adressieren bei der DHBV-Infektion einen dCPD-
unabhéngigen Schritt.

2.2 Untersuchung der Rolle der Carboxypeptidase D der Ente bei Bindung,
Aufnahme und Infektion

Im Bereich AS 89 - 104 der preS Sequenzen verschiedener DHBV-Isolate und eines
Graureiher-Isolates stimmen in allen DHBV Sequenzen in der essentiellen dCPD-Binderegion
(Aminosdure 86-115) zu 100 % und zu 63 % mit dem Graureiher preS (Abb. 16) {iberein.
Diese Konserviertheit des Bereichs spricht fiir eine wichtige Rolle bei der Interaktion des

DHBVpreS mit primédren Entenhepatozyten.

dCPD-Binderegion

DHBVpreS

———  stabilisierend essentiell

SAAAANACONH .

89 104
2 30 86/ S 1S 161

DHBV TrEEDBKABEArEBYQ
HHBV E F

Abbildung 16: Schematische Darstellung des DHBVpreS-Teils des L-Proteins. Unter dem Schema des L-
Proteins (vgl. Abb. 7) ist die Aminoséuresequenz von AS 89 - 104 gezeigt. Da dieser Bereich bei den DHBV-
Isolaten 16, 3, 1, 22 und 26 identisch ist, wurde er nur mit DHBV bezeichnet. Darunter ist die HHBV4 Sequenz
mit den abweichenden Aminosauren zu sehen, sowie die konservierten Aminosédureaustausche orange hinterlegt.

Lambert und Kollegen hatten auf verschiedenen Algorithmen-basierend 1990 einen alpha-
helikalen Bereich im DHBVpreS von Aminosédure 92 bis 100 vermutet (Lambert et al., 1990).
Unsere Arbeitsgruppe ermittelte im Jahr 2000 mit Circulardichroismus (CD)- und
Kernspinresonanz (NMR)-spektroskopischen Analysen des Peptides DHBVpreS 30 - 115 eine
alpha-helikale Struktur fiir den Bereich AS 89 bis 104 (vergleiche Abb. 16). Die Darstellung
in einem alpha-helikalen Rad (engl. helical wheel) verdeutlicht das Vorliegen einer

Amphipathizitit dieser Helix mit sich abwechselnden Ladungen entlang der Achse

31



Ergebnisse

(Abbildung 17 B; entnommen und modifiziert aus (Urban et al., 2000)). Dessen bewusst,
sollte unter Beriicksichtigung der essentiellen Binderegion der Carboxypeptidase D der Ente
geklirt werden, welche Folgen die Anderung der Amphipathizitit oder Integritiit der Helix auf

die Bindung, Aufnahme und Infektion primérer Entenhepatozyten hat.

2.2.1 Aminosaureaustausche in der alpha-Helix Aminosaure 89 bis 104

In Abbildung 17 A sind die durchgefiihrten Aminoséureaustausche aufgelistet. Dabei wurden
zur Anderung der Amphipathizitit saure Aminosiuren wie Glutaminsiure (E) und
Asparaginsdure (D) zu unpolaren wie Valin (V) oder polaren wie Glutamin (Q) ausgetauscht.
Zur Anderung der Integritit wurden Aminosiuren, z.B. das basische Arginin (R) oder das
polare Glutamin (Q), mit dem Helix-Brecher Prolin (P) getauscht.

Der Austausch einer Aminosiure im DHBVpreS-Leserahmen wurde bewusst ohne Anderung
des tliberlappenden Polymerase-Leserahmens in dem DHBV16 Genom enthaltenden Plasmid
pCDO gewihlt. Eine Ausnahme war der Austausch D93Q mit der Anderung im Polymerase-

Leserahmen und Aminosaurcaustausch RP310,311TA.

A B A% | T8  [F100

D93

E92 ——Q104
Wildtyp 89 - TPEEDQKAREAFRRYQ - 104
E91V A% A09 R97
D93Q Q
E98V \Y P90
EE91,98VV A% A\
R101P P R101
R102P P K95
Q104P P Q94

EI1  pge

Abbildung 17: Aminosiureaustausche in der Helix AS 89 bis 104 des DHBVpreS-Teils. (A) Ubersicht iiber
die Aminoséuren, die mit Hilfe der gene SOEing Polymerasekettenreaktion (Horton et al., 1990) ausgetauscht
wurden. (B) Alpha-helicales Rad dieses Bereichs. Zu erkennen ist die Amphipathizitit der alpha-Helix.
Hydrophobe Aminosduren sind gerahmt, basische sind in blauer Schriftfarbe hervorgehoben und unterstrichen,
und saure sind kursiv und mit roter Schriftfarbe hervorgehoben (Modifiziert nach (Urban et al., 2000)).

Die Klonierungsstrategie fiir die Herstellung von DHBVpreS Proteinen und Punktmutanten
war die folgende: wie in Abbildung 18 zu sehen ist, wurde das Plasmid pQE8 DHBV 16preS 1
- 165 (Urban et al., 1998) mit den Restriktionsenzymen EcoR I und Kpn I geschnitten und
dadurch der Vektor pQES8 ohne die DHBVpreS-Sequenz erhalten. Der vorbereitete ,,Vektor*
wurde mit dem nach einer gene SOEing PCR (siehe Material und Methoden) erhaltenen und

verdauten Fragment ligiert. Die nach Transformation und Selektion erhaltenen Klone wurden
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durch Restriktionsanalyse und Sequenzierungsanalyse bestétigt und in der Expression der

DHBVpreS Proteine in Zweiliter-Kulturen eingesetzt.

M G M S
preS 801 ATGGGG.. ..ATGTCT

1295
M R G S 6xH G / G T
.CAGAATTC.. ATGAGAGGATCG_GGATCC |—'—|AGGTACCTAAGCTT ATT..
PQES

<7 =
2% EcoR I ‘BamH I Kpnl  SYPHind III

Abbildung 18: Schema des Plasmides pQE8 DHBV16preS 1 - 165, das der Klonierungsstrategie zu
Grunde lag. Die Darstellung ist aus (Urban et al., 1998) entnommen und wurde modifiziert. Das Plasmid pQES
DHBV16preS 1 - 165 enthalt die DHBV16preS Sequenz, sowie die ersten vier Aminosduren des S Proteins. Die
Aminosauren stehen im Ein-Buchstaben-Code tiber der entsprechenden Nukleotidsequenz. Durch einen Rahmen
hervorgehoben ist der Kpnl/Hind III Linker, mit welchem eine Kpn/-Schnittstelle in den prokaryotischen
Expressionsvektor pQE8 (QIAGEN) eingefiigt wurde. Rot gekennzeichnet sind die fiir die in dieser Arbeit
genutzten Subklonierung gewéhlten Restriktionsenzyme, mit denen das Ausgangsplasmid fiir die anschlieBende
Subklonierung geschnitten wurde.

Die Expression wurde in Anlehnung an Urban et al. (Urban et al., 1998) durchgefiihrt, und der
erste Reinigungsschritt erfolgte mit einer immobilisierten Metall-Affinititschromatographie
(IMAC). Fiir die Reinigung der Wildtyp (DHBVpreS 1 - 165), DHBVpreS D93Q, DHBVpreS
E91V und DHBVpreS E98V Proteine wurde Nickel NTA-Agarose der Firma QIAGEN und
fiir die Reinigung der DHBVpreS R101P, DHBVpreS R102P, DHBVpreS EE91,98VV und
DHBVpreS Q104P Proteine Talon-Beads der Firma BD Biosciences Clontech eingesetzt.

Im Folgenden werden alle DHBVpreS Proteine mit der Nennung des Aminosdureaustausches
abgekiirzt. Die Abbildung 19 zeigt als Beispiel die nach Reinigung mittels IMAC erzielte
effiziente Anreicherung des 21 kDa-groBen DHBVpreS Proteins EE91,98VV von anderen

16slichen Proteinen (vgl. Spuren 5 und 6 mit Spuren 1 und 2).
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Abbildung 19: SDS-PAGE-Analyse zur Aufreinigung der DHBVpreS Proteine durch immobilisierte
Metall-Affinitdtschromatographie am Beispiel des EE91,98VV. In der als Beispiel gezeigten Aufreinigung
wurden je 5 ul Gelprobe aufgetrennt und die Proteine mit Coomassie-Blau R250 angefarbt. Der Pfeil zeigt auf
die DHBVpreS Proteinbande. M entspricht dem GroBenstandard (Rainbow Low Marker).

Um moglichst reine Proteine zu erhalten, folgte als weiterer Reinigungsschritt eine
Gelfiltration mit den nach der IMAC gepoolten Eluaten auf einer Superdex 200 Siule.
Abbildung 20 zeigt beispielhaft einen Gelfiltrationslauf fiir R102P. Das nach Gelfiltration
erhaltene Protein lief in den Fraktionen 21 bis 23 und zeigte die gewliinschte Abtrennung der
DHBVpreS Proteine von Verunreinigungen mit kleineren Fragmenten (vgl. Spur A fiir den
Auftrag mit den Fraktionen 21 bis 23).

Fiir die folgend gezeigten Versuche wurde jeweils die Fraktion 22 der Gelfiltration mit dem
grofiten Proteingehalt gewihlt. Die typische Ausbeute solch gereinigter DHBVpreS Proteine
liegt bei 10 - 20 mg / | - Medium.
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Abbildung 20: Gelfiltrationslauf mit den nach IMAC erhaltenen Eluaten des R102P. Die Hauptausbeute an
Protein wihrend der Gelfiltration liegt in den Fraktionen 21 bis 23, wie die Coomassie-Farbung der Proteine
nach Trennung mit einer SDS-PAGE bestitigt. (A) Als Beispiel gezeigt ist das Elutionsprofil des Sephacryl
S200-Gelfiltrationlaufes mit dem nach IMAC erhaltenen Eluat 2 von R102P. Die Nummern der gesammelten
Fraktionen, sowie Start (=Auftrag auf die Sdule) und Stopp (=Ende der Fraktionensammlung) der Gelfiltration
sind in das Elutionsprofil eingezeichnet. Das Auftragsvolumen waren 3 ml; (B) je 1/1200 (5 pl) der nach
Gelfiltration erhaltenen Fraktionen wurden in einem 13 %-igen SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli) getrennt und
mit Coomassie-Blau R250 angefarbt. A entspricht 1/600 des auf die Saule gegebenen Eluates. M entspricht dem
GroBenmarker (Rainbow Low Marker). Der Laufpuffer setzte sich wie folgt zusammen: 4 M Harnstoff, 150 mM
NaCl und 25 mM NaPi (pH 7,4). Die Flussrate lag bei 3 ml / min.

Zur Kontrolle der Reinheit aller mittels Gelfiltration gereinigten DHBVpreS Proteine wurden
je 0,8 pg Protein in einem 14 %-igen SDS-Polyacrylamidgel in der Gelelektrophorese
getrennt. Die Konzentration der einzelnen Proteine wurde durch Messung der Optischen

Dichte (ODsgonm) basierend auf dem Extinktionskoeffizienten (der Wert ODagonm von 1

entspricht 0,78 mg / ml DHBVpreS Protein) berechnet. Da weder Tryptophane noch
Phenylalanine ausgetauscht wurden, waren alle Extinktionskoeffizienten gleich. Das

Anfiarben des Polyacrylamidgeles mit Coomassie-Blau zeigte die Beladung mit gleichen

Mengen der Proteine und die gewiinschte Reinheit.
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In Abbildung 21 A ist nach Austausch einzelner Aminosduren im Vergleich mit dem Wildtyp
(DHBVpreS 1-165 bzw. wt) eine Anderung der Mobilitit im SDS-PAGE zu erkennen und
erfolgte Aminosdureaustausche teilweise bereits nach Anfirben des SDS-Geles mit
Coomassie-Blau sichtbar.

Mit dem Entfernen der positiven Ladung (basische Arginine R101 und R102) gegen ein
hydrophobes Prolin dndert sich das Laufverhalten aufgrund des Verlustes der priaferentiellen
an basische Aminosduren bindenden SDS-Anlagerung und verlangsamte die Mobilitdt der
Mutanten R101P und R102P. Das im Vergleich mit dem Wildtyp beschleunigte Laufverhalten
der Mutante D93Q liegt an der Verwendung bei der Subklonierung eines Restriktions-
Primers, der zur Einfilhrung eines Stopp-Kodons und einer Verkiirzung des DHBVpreS
Proteins um 5 Aminosduren (K161 - T165; entspricht ca. 0,6 kDa) fiihrt. Der gewiinschte
Aminoséureaustausch (D93Q) wurde jedoch in die DHBVpreS Sequenz eingefiigt, und die
letzten vier Aminoséuren gehdrten dem S-Protein an. Entsprechend konnten die Versuche mit

dem gereinigten DHBVpreS Protein D93Q durchgefiihrt werden.

A gereinigte DHBVpreS Proteine
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Abbildung 21: Analyse der nach Gelfiltration erhaltenen DHBVpreS Proteine mit einem Coomassie-
gefirbten PA-Gel und Immunoblot mit monoklonalen DHBVpreS-spezifischen Antikorpern, die die
Infektion von PDHs mit DHBV neutralisieren konnen. (A) Coomassie-Farbung der Proteine im PA-Gel. (B)
Analoger immunologischer Nachweis der Proteine mit dem DHBVpreS-spezifischen mAK 1HI1
(Hybridomiiberstand). (C) Gleiche Vorgehensweise wie in (B) nur unter Verwendung des DHBVpreS-
spezifischen mAK 4F8 (Hybridomiiberstand). M entspricht dem Groflenmarker (Rainbow Low Marker).
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Parallel zu dem Coomassie-gefdarbten SDS-Gel wurden je 500 ng Protein fiir die Analyse im
Immunoblot eingesetzt und die Reaktion der auf die Infektion von PDHs mit DHBV
neutralisierend wirkenden Antikorper 1H1 (Pugh et al., 1995) und 4F8 (Hybridomiiberstéinde)
getestet. Der monoklonale Antikdrper 1H1 reagierte nicht mit R101P, R102P und Q104P
(Abb. 21 B). Sein Haupt-Epitop liegt folglich in diesem Bereich. Die bei der
Deletionsmutante A101-109 beobachtete sehr schwache Reaktion liegt an einem Uberlaufen
der Gelprobe des Wildtyps in die Spur der Deletionsmutante DHBVpreS A101-109 beim
Probenauftrag. In einem weiteren Immunoblot detektierte dieser Antikorper die
Deletionsmutante A101-109 nicht.

Der Antikorper 4F8 reagierte sehr abgeschwicht mit der Deletionsmutante (Abb.21 C). Seine
Epitope liegen folglich in diesem Bereich. In der Literatur ist sein Epitop mit 95-
KAREAFRRYQE-105 im DHBVpreS-Teil des L-Proteins (Urban et al., 2000) bzw. den AS
100-105 (Rothmann, 1998) beschrieben. 4F8 reagiert im Vergleich zum Wildtyp reduziert mit
R101P und R102P (Abbildung 21 C) und kann Q104P nicht detektieren. Dies ldsst den
Schluss auf die Lage seines Haupt-Epitops in diesem Bereich zu (Abbildung 21 C). Die
Mutation E98V stort nicht die Antikdrper-Interaktion und fiihrt zur Beschrinkung auf den
Bereich AS 101 -105 als Epitop fiir den Antikorper 4FS.

Ausgehend von diesen Ergebnissen ermoglichen es beide monoklonalen Antikdrper, einen
erfolgten Aminosdureaustausch von Arginin bzw. Glutamat mit Prolin an den
Aminoséurepositionen 101 — 104 bereits durch Analyse mit einem Immunoblot festzustellen,
was fiir die spiteren Analysen Punktmutationen-enthaltender Viren in diesem Bereich wichtig

1st.

2.2.2 In vitro Bindungsstudien immobilisierter DHBVpreS Proteine mit einer

l6slichen Form der C-Doméne der dCPD

Um den Einfluss der Aminosdureaustausche innerhalb der amphipathischen Helix der
essentiellen dCPD-Binderegion auf die Interaktion von DHBVpreS mit dCPD zu untersuchen,
wurde eine biochemische Analyse durchgefiihrt und die Interaktion rekombinanter
DHBVpreS Proteine mit einer Idslichen Form der C-Doméne der dCPD (sdCPD-C)
untersucht. Die rekombinanten DHBVpreS Proteine wurden dazu an eine Trigermatrix
immobilisiert, anschlieBend mit sdCPD-C-enthaltenden Zellkulturiiberstand inkubiert und
nach Waschen und Abldsen von der Tragermatrix mittels Immunoblot die Bindung
ausgewertet. Eine Alternative zur Immobilisierung an Sepharose-Kiigelchen war die

Immobilisierung an ein planares Tragermaterial wie z.B. eine ELISA-Platte.
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Pro DHBVpreS Protein wurden 265 ug an 0,5 ml aktivierte CH Sepharose 4B gekoppelt. Vor
und nach der fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur erfolgten Kopplung wurden Proben des
Uberstandes genommen und in einem 15 %-igen Tricin-SDS-PAGE (Schigger, von Jagow)
mit Coomassie-Blau Férbung die Kopplungseffizienz kontrolliert. Dabei entspricht das
Verschwinden der Proteinbande bei den nach der Kopplung genommenen Proben einer
vollstindigen Kopplung (Abbildung 22). Alle gereinigten DHBVpreS Proteine konnten

vollstindig immobilisiert werden.

wt E91V | D93Q | E98V EE91,98VV| R101P | R102P | Q104P

kDa M vor nachver nachvor nachvor nach Kopplung LA M vor nach vor nachvor nachvor nach Kopplung
45— 45 |

30- 30-

20,11 = s —_— <DHBVpreS 20,1 - — - — < DHBVpreS
14,3 14,348

6,5 6,5

Coomassie-Farbung Coomassie-Firbung

Abbildung 22: Kontrolle der Kopplungseffizienz der DHBVpreS Proteine an Sepharose. Alle Proteine
wurden vollstindig kovalent an aktivierte CH Sepharose 4B gekoppelt. Es wurden gleiche Mengen der Proben
des Uberstandes vor und nach Kopplung in einem 15 %-igem Tricin-SDS-Polyacrylamidgel (Schigger, von
Jagow) aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie-Blau R250 geférbt.

Gleiche Mengen an DHBVpreS Sepharose (535 pmol DHBVpreS) wurden mit dem von
Zelldebris gekldrten Insektenzellkulturmedium, das die sdCPD-C enthielt, unter leichtem
Schiitteln bei 4°C fiir eine Stunde inkubiert. Diese Temperatur wurde gewadhlt, um auch
schwache, aufgrund schneller Dissoziationsraten sonst nicht detektierbare Interaktionen
sichtbar zu machen. Nach zweimaligem Waschen mit gekiihltem Bindepuffer wurde die
gebundene C-Domine von der DHBVpreS Sepharose durch kurzes Aufkochen in
Probenpuffer abgelost, die erhaltenen Proben in der Gelelektrophorese aufgetrennt und auf
eine Nitrocellulose Membran transferiert. Die eluierte C-Doméne wurde mit einem dCPD-
spezifischen Antikorper detektiert. Alle DHBVpreS Mutanten konnten wie der Wildtyp
(DHBVpreS Protein 1-165 bzw. wt) die sdCPD-C binden (Abb. 23). Die Ausnahme machte
das DHBVpreS Protein R102P mit nur sehr abgeschwéchter Bindung der sdCPD-C (Spur 9
im Vergleich mit Spur 2). Die Deletionsmutante A101 — 109 war bindedefizient und konnte
folglich die sdCPD-C nicht binden (Spur 3 im Vergleich mit Spur 2). Die weitere Kontrolle
mit freier abgesittigter Sepharose bestitigte die Spezifitit der beobachteten Bindung der C-
Domine an die DHBVpreS Proteine (vergleiche Spur 11 mit Spur 2). Bei 4°C erfolgte nur im
Falle des R102P eine starke Reduktion der Bindung der sdCPD-C.
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immobilisierte DHBVpreS Proteine

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
anti-dCPD 28894

Abbildung 23: Bindungsstudie der C-Domiine der dCPD an immobilisierte DHBVpreS Proteine bei 4°C.
Je 535 pmol DHBVpreS wurde mit 160 pl in High 5 Insektenzellen produzierter sdCPD-C fiir eine Stunde bei
4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurde die gebundene C-Doméne durch Aufkochen der Sepharose in
Probenpuffer (50 pl) abgeldst und 1/5 in einem 10 %-igen SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli) aufgetrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran geblottet und mittels des dCPD-spezifischen Antikorpers 28894 (1:10.000
verdiinnt) die gebundene C-Domédne der sdCPD detektiert. Auf die erste Spur wurde die sdCPD-C als
Einsatzkontrolle (input) aufgetragen. Als Kontrollen dienten weiter: 1. die Inkubation der C-Doméne mit
DHBVpreS-freier, abgeséttigter Sepharose (Kontrolle, Spur 11), um eine unspezifische Bindung der C-Doméne
an Sepharose zu tberpriifen, und 2. die Inkubation mit DHBVpreS A101-109 Sepharose (Spur 3). Fiir das
DHBVpreS A101-109 Protein wurde bereits gezeigt, dass keine Bindung der sdCPD erfolgt (Urban et al., 1999)
bzw. es nicht die Bindung zwischen der sdCPD-C und DHBVpreS 30-115 kompetitiert (Urban et al., 2000).

Mit weiteren Versuchen wurde der Einfluss der Temperatur auf die Bindung getestet. Die
Durchfithrung war analog mit den Unterschieden in der Inkubationstemperatur und dem

Waschen mit entsprechend gewédrmtem Bindepuffer.

immobilisierte DHBVpreS Proteine

< sdCPD-C

Spur 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
anti-dCPD 28894

Abbildung 24: Bindungsstudie der sdCPD-C an immobilisierte DHBVpreS Proteine bei Raumtemperatur
(22°C). Je 10,6 pg DHBVpreS (535 pmol), immobilisiert an aktivierte CH Sepharose 4B, wurden mit 160 ul in
High 5 Insektenzellen produzierter sdCPD-C fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen wurde die gebundene C-Doméne durch Aufkochen der Sepharose in Probenpuffer (50 pl) abgeldst und
1/5 davon in einem 10 %-igen SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli) aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran
geblottet und mittels des dCPD-spezifischen polyklonalen Antikdrpers 28894 (1:10.000 verdiinnt) die gebundene
C-Doméne der sdCPD detektiert. Der Auftrag war analog zur Abbildung 23; Auftragskontrolle der C-Domaéne
der sdCPD in Spur 1; Spezifitdts-Kontrolle in Spur 11 und die bindedefiziente DHBVpreS A101-109 in Spur 3.
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Bei Raumtemperatur war die Bindung der sdCPD-C an R102P wie in dem Ansatz der
Deletionsmutante A101 — 109 reduziert (Abb. 24; vergleiche Spur 9 mit Spur 3). Die
verringerte Bindung in den Ansdtzen D93Q und R101P (Spuren 5 und 8) lieB auf eine
Abnahme der Komplexstabilitit und Erhohung der Dissoziationskonstante schlieen, da bei
beiden bei 4°C eine stabile Komplexbildung zu beobachten war.

Der Bindungsversuch wurde ergénzend bei 37°C, der in fiir in vitro Infektionsstudien
gangigen Inkubationstemperatur, durchgefiihrt, um die Komplexbildung und mogliche

Auswirkung fiir Versuche mit im DHBVpreS/S-Gen mutierten Viren zu kontrollieren.

immobilisierte DHBVpreS Proteine
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Abbildung 25: Bindungsstudie der sdCPD-C an immobilisierte DHBVpreS Proteine bei 37°C. Je 10,6 pg
DHBVpreS (535 pmol), immobilisiert an aktivierte CH-Sepharose 4B, wurden mit 160 pl in High 5
Insektenzellen produzierter C-Doméne der Carboxypeptidase D der Ente D fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen der DHBVpreS Sepharose wurde die gebundene C-Doméne durch Aufkochen der
Sepharose in Probenpuffer (50 pl) abgelost und im Westernblot mit dem dCPD-spezifischen polyklonalen
Antikorper 28894 (1:10.000 verdiinnt) analysiert.

Die weitere Temperaturanhebung fiihrte im Fall des D93Q zu keiner weiteren Abnahme der
Komplexbildung (vergleiche Abb. 24 Spur 5 mit Abb. 25 Spur 5). Fiir R101P und R102P war
ein Verlust der Bindung der sdCPD-C zu beobachten (Abb. 25 vergleiche Spur 8 und Spur 9
mit Spur 3).

Diese Bindungsstudien gaben folgenden Aufschluss:

Aminosduren, deren Austausch einen Ladungsverlust zur Folge hatte (z. B. E91V bzw.
E98V), wurden toleriert. Der Austausch von Aminosduren, der zur Zerstorung der o-Helix

fithrte (R101P bzw. R102P), wurde nicht toleriert.

2.2.3 Herstellung und Analyse im DHBVpreS/S-Gen mutierter Hepatitis-B-Viren
der Ente

Die biochemischen Bindungsstudien fiihrten zu der Frage nach einer moglichen Korrelation

zwischen der Infektiositét der Viren mit der Bindung zu dCPD. Zuerst wurde der Einfluss des
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von dem Polymerase-Leserahmen unabhéngigen Austauschs einzelner Aminosduren auf die
Virusproduktion getestet.

In den folgenden Versuchen wurde das Plasmid pCDO zur transienten Transfektion von
LMH-Zellen genutzt und fiihrte zur Produktion infektioser Viren (Condreay et al., 1990;
Deindl, 1994), die als Kontrollviren dienten (im Folgenden als DHBV wt bezeichnet). pCDO
codiert das DHBV16-Genom unter CMV (Cytomegalie Virus)-Promotor Kontrolle (Abb. 26,
(Obert et al., 1996)). Die fiir die Subklonierung gewéhlten Restriktionsenzyme Bg/ II und Xho
I sind in lila Schrift eingezeichnet. Das Vorgehen war dem der Generierung der DHBVpreS-
enthaltenden pQES Plasmide genutzten analog. Die eingefiihrten Mutationen, mit Ausnahme

des Konstruktes D93Q, dnderten nicht den iiberlappenden Polymerase-Leserahmen.

A

DHBV16 Genom e TP L‘ RT ‘ RH &
2l Core : N s

B

pCDO (6291bp) Xhol rev pCDO (100.0%)

BglII (900)
Bglll fwd pCDO (10
Core(134-919

Xhol (1721)

;°Polymerase(528 -3035)
" DHBV L (1309 - 2292)

ICMV |
0 I

Abbildung 26: Schema des der Subklonierung zu Grunde liegenden Plasmides pCD0. (A) Schematische
Darstellung des DHBV16 Genoms mit Angabe der Nukleotidpositionen nach Mandart (Mandart et al., 1984).
Der DHBVpreS-Teil ist in Orange dargestellt, um die Uberlappung mit der Spacer-Region der Polymerase zu
verdeutlichen. (B) Schema des Plasmides pCDO0. Die Leserahmen des Core- und des L-Proteins, sowie der
Polymerase sind als dicke Pfeile dargestellt. Die Vektorsequenz ist als diinne beige Linie angedeutet. Das 1.
DHBYV Nukleotid liegt an der Position 8 und ist mit einem diinnen Pfeil markiert. Der CMV-Promotor ist als
Kastchen eingezeichnet. Ausgehend von diesem Plasmid wurde die Kassette Bglll bis Xhol (die
Restriktionsenzyme sind lila eingezeichnet) durch ein nach gene SOEing-PCR manipuliertem Fragment
ausgetauscht. Die Lage der in der PCR eingesetzten Restriktionsprimer, die zur Amplifikation eines ca. 821 bp
grofen Fragmentes fiihrten, ist eingezeichnet (blaue Schrift). Die Anderungen der Nukleotidsequenz im L-
Protein waren so gewdhlt, dass das iiberlappende Polymerase Leseraster unverdndert blieb. Eine Ausnahme
stellte die Mutante DHBV D93Q dar, die basierend auf Beobachtungen in der Bindungs-Kompetition mit der C-
Domine der dCPD gewihlt wurde (Urban et al., 2000) und durch Anderung des Polymerase-ORFs zum
Austausch RP310,311TA fiihrte. TP, terminales Protein; RT, reverse Transkriptase; RH, RNase H.
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Nach transienter Transfektion der mutierten pCDO Plasmide in LMH-Zellen wurde durch
Zentrifugation der Zellkulturiiberstand am Tag 7 nach Transfektion von Zelldebris gekléart und
die Menge produzierter DHBV Partikel durch Analyse der ins Medium sezernierten DHBV

Partikel mit einem DNA-Dotblot und einem Immunoblot bestimmt.

A
@ Cores Virionen
EM Fraktionsnummer
DHBV wt
& DHBV E91V
I RN 2 X DHBYV D93Q
® " ' DHBYV R101P
* DHBYV R102P
DHBYV Q104P
o® ¢ : DNA-Standard
4 Sy % % 45 Genomequivalente
Zos Yps 4os 4y, 2
B
PEG-gefillte Viren Viren pro ml
DHBYV wt 1,13x 10"
DHBV E91V 4.17x 10"
DHBV D93Q 1,81 x 10"
DHBV RI101P 1,70 x 10"
DHBV R102P 6,88 x 10"
DHBYV Q104P 430x 10"

Abbildung 27: Analyse der Transfektionsiiberstinde im DNA-Dotblot. (A) Caesiumchlorid-
Dichtegradienten mit je 100 ul PEG-gefillten DHBV-beinhaltenden LMH-Medium fiir vier Stunden bei 20°C
und 55.000 rpm in der Ultrazentrifuge (Rotor: SW 60 von Beckman). Die Fraktionen wurden zu je sechs Tropfen
von unten nach oben gesammelt und im DNA-Dotblot je 50pl Fraktion pro Dot auf eine Nylonmembran
aufgebracht, mit einer radioaktiv-markierten DHBV-spezifischen Sonde hybridisiert und nach Waschen mit dem
Phosphorimager MolecularDynamics Phosphorimager gescannt. (B) Auswertung des gescannten DNA-Dotblots
mit der Software Quantity One und Excel. Die Phosphorimager Werte wurden um den unspezifischen
Hintergrund korrigiert und die Genomequivalente entsprechend des aufgetragenen DNA-Standards errechnet.

Alle mutierten Viren wurden in das Medium der LMH-Zellen sezerniert (Abb. 27 A). Die
Cores befanden sich in den Fraktionen drei bis sechs und die grofite Menge an Virionen in
den Fraktionen acht und neun.

Mit der Analyse der erhaltenen Fraktionen in einem Immunoblot mit den beiden DHBVpreS-

spezifischen Antikorpern 1H1 und 4F8 wurde das Einfiigen der gewiinschten Mutationen in
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das L-Protein iiberpriift. Ergdnzend wurde ein DHBVpreS-spezifischer Antikorper zum

Nachweis der Sekretion der Viren und SVPs eingesetzt.
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nummer ' . . . . . nummer ‘ . nummer ” .
KDa
kDa
s KD:
B 45 45 4:
anti-DHBVpreS 1HI h
b - 30 30 — D - <«—L-Protein
C  kpa
45 e “;’_' KkDa
ani-DHBVpres 418 —— > 45
30 .
3 - — “ <—L-Protein
D kDa
45 kDa kDa
45 45 -
anti-DHBVpreS DOS4 4 . .
: —m 30 - - 0 — .*‘* <«—L-Protein
A DHBYV R101P DHBYV R102P DHBYV Q104P
Fraktions- 6 7 3 9 10 " 2 Fraktions- 6 7 3 9 10 1 2 Fraktions- 7 3 9 10 I 1
nummer nummer nummer
4 P00 see
KDa KDa KkDa
L) 45 45 45
anti-DHBVpreS THI 50 0 N <«—L-Protein
C kb kDa KkDa

45 45 45

anti-DHBVpreS 4F8 <«—L-Protein

30 30 30

KDa KDa
45 45

30 30

D kDa
45
anti-DHBVpreS DO84

-

<+—L-Protein

- —m=—

Abbildung 28: Analyse der Sekretion subviraler Partikel (SVPs) und Virionen in das Medium der
transient transfizierten LMH-Zellen. (A) Im DNA-Dotblot (je 50 pl Fraktion pro Dot) wurden DHBV
Virionen mittels einer radioaktiv-markierten DHBV-spezifischen Sonde in den Fraktionen 7 bis 10
nachgewiesen (siche Abb. 27 A). (B bis D) Nach Gelelektrophorese von je 10 pl Fraktion und Westernblot
wurden SVPs und Virionen mit DHBVpreS-spezifischen Antikérpern in den Fraktionen 10 bis 12 detektiert. (B)
Der monoklonale Antikoérper 1H1 zeigte analog zur Beobachtung bei den DHBVpreS Proteinen (Abb. 21 B)
keine Reaktion mit den entsprechenden Virionen bzw. SVPs DHBV R101P, DHBV R102P und DHBV Q104P.
(C) Das gleiche Ergebnis zeigte sich mit dem monoklonalen Antikorper 4F8 (vgl. Abb. 21 C). (D) Das
Vorhandensein subviraler und viraler Partikel konnte mit dem polyklonalen Antikdrper DO84 (in einer
Verdiinnung 1:10.000) bestitigt werden. Somit konnte mit den beiden monoklonalen Antikérpern 1H1 und 4F8
die Einfiihrung der Aminosaureaustausche iiberpriift und bestétigt werden.

Die Produktion DNA-haltiger Partikel mit der Dichte von Virionen wurde in der DNA-
Dotblot Analyse der einzelnen Fraktionen gezeigt (Abb. 27) und im Immunoblot mit dem
DHBVpreS-spezifischen Antikérper DO84 durch den Nachweis von SVPs und viraler
Partikel (Abb. 28 D) bestitigt. DO84 erkennt mehrere Bereiche im DHBVpreS (Abb. 58 im
Anhang) und erkennt alle DHBV Mutanten unabhéngig von ihren Mutationen. Im Gegensatz
reagierten DHBV RI101P, DHBV R102P und DHBV QIl04P nicht mit den zwei
neutralisierenden Antikorpern 1H1 und 4F8 (Abb. 28 B + C).

Der Einfluss der Mutationen auf die Infektiositdt wurde in Infektionsversuchen getestet.
Gleiche Mengen DNA-enthaltender Partikel (MGE von 200) wurden in das Medium der
PDH-Kultur gegeben und iiber Nacht im Zellkulturschrank die PDHs infiziert. Am Folgetag
wurde das Virusinokulum durch zweimaliges Waschen der Zellen vollstindig entfernt. Zur

Analyse der Infektionsereignisse wurden zwei Zeitwerte gewihlt: vier und sieben Tage Kultur
43



Ergebnisse

der Zellen nach Infektion (post Infektion = p.i.). An Tag 4 bzw. Tag 7 p.i. wurde die
intrazelluldre virale DNA aus den PDHs isoliert und je 50 pl isolierte DNA pro Dot auf eine
Nylonmembran aufgetropft und anschlieBend mit einer radioaktiv-markierten DHBV-

spezifischen Sonde die erfolgte Infektion analysiert.
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Abbildung 29: DNA-Dotblot der aus PDHs am Tag 4 bzw. 7 p.i. isolierten intrazelluliiren viralen DNA.
Primire Entenhepatozyten (2x10° pro Loch) wurden mit 4x10° DNA-haltigen Partikeln iiber Nacht inkubiert,
was einer MGE von 200 entsprach. Links ist der Scan der aufgetropften Dots mit dem Molecular Imager FX zu
sehen. Rechts ist schematisch gezeigt, welche Probe an welcher Stelle aufgetropft wurde. Am unteren Ende des
Dotblots ist der ein DHBV-Genom enthaltende Plasmid-Standard mit der entsprechenden Menge an
Genomequivalenten gezeigt.

Die Analyse am Tag 4 p.i. zeigt die primdren Infektionsereignisse ohne die Amplifikation
durch einen Virus-,,Spread®. Die Analyse am Tag 7 p.i. zeigt eine Zunahme, sofern es zu
einer Amplifikation der Viren infolge eines ,,Spreads® kommt.

Mutanten, die in der biochemischen Bindungsstudie zum Verlust oder Reduktion der dCPD-C
Bindung (Abb. 23 bis 25) fiihrten, zeigten keine oder reduzierte Signale nach der
Hybridisierung der radioaktiv-markierten DHBV-spezifischen Sonde (Abb. 29). Abbildung
30 zeigt die quantitative Auswertung des DNA-Dotblots.
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Abbildung 30: Graphen der quantitativen Auswertung des DNA-Dotblots mit der Quantity One Software
und Darstellung im Balkendiagramm mit dem Programm Excel. (A) Links sind die ermittelten Mengen an
intrazelluldrer viraler DNA Tag 4 p.i. im Vergleich mit rechts den Werten am Tag 7 p.i. zu sehen. Der
unspezifische Hintergrund des DNA-Dotblots wurde vor der Berechnung von allen Werten subtrahiert. (B)
Graphen der intrazelluldren viralen DNA der getesteten Viren im prozentualen Verhéltnis zur DHBV wt
Infektion, die auf 100 % gesetzt wurde. Links sind die Werte fiir Tag 4 p.i. und rechts die Werte fiir Tag 7 p.i.

Neben der Analyse der intrazelluldren viralen DNA im DNA-Dotblot wurden auch die

sezernierten viralen Partikel im Immunoblot analysiert.

DHBYV Mutanten

- |<«—L-Protein

30

anti-DHBVpreS MT92

Abbildung 31: Westernblot der mit Trichloressigsiure-gefillten und im SDS-PAGE getrennten viralen
Partikel aus PDH-Kulturmedium Tag 7 nach Infektion. Die ins Medium abgegebenen Partikel der im DNA-
Dotblot gezeigten PDH-Infektionskulturen Tag 7 p.i. (Abb. 29 obere Hélfte) wurden mittels TCA-Fallung
ankonzentriert. Je 1/9 des Mediums pro Ansatz wurden in einem 12,5 %-igen Tricin-SDS-Polyacrylamidgel
(Schagger, von Jagow) aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit dem DHBVpreS-
spezifischen polyklonalen Antikdrper MT92 (1:10.000 verdiinnt) das L-Protein detektiert.

45



Ergebnisse

Abbildung 31: die Mengen der sezernierten SVPs und Viren in den Infektionsansidtzen DHBV
E91V und E98V waren wie DHBV wt infektios. In den Ansdtzen DHBV D93Q und Q104P
wurden weniger SVPs und Viren sezerniert. In den Ansdtzen DHBV R101P und R102P
konnten, entsprechend einer nicht stattgefundenen Infektion, weder SVPs noch Viren

nachgewiesen werden.

2.2.4 Analyse des Einflusses des Aminosiureaustauschs an den Stellen R101 und

R102 mit Histidin bzw. Leucin

Um zu untersuchen, ob eine Storung der Bindung zur C-Doméne der Carboxypeptidase D auf
eine flir die Interaktion notwendige Struktur des L-Proteins bzw. des DHBVpreS-Teils
zuriickzufilhren ist, wurden folgende DHBVpreS Proteine produziert und gereinigt:
DHBVpreS R101L, R101H und R102H.

Die gewidhlten Mutationen fiihrten zum Austausch der Aminosdure Arginin entweder
konservierend mit der Aminosdure Histidin oder der Aminosdure Leucin. Beide
Aminoséureaustausche dnderten im viralen Kontext nicht den Polymerase-Leserahmen.

Die DHBVpreS Proteine R101L, R101H und R102H wurden im Westernblot auf ihre
Reaktion mit den Antikdrpern 1HI, 4F8 und MT92 getestet und anschliefend mit den
Reaktionen der librigen DHBVpreS Proteine verglichen. In dieser Analyse reagierten beide
monoklonalen Antikorper im Gegensatz zu den Proteinen R101P und R102P mit den

Proteinen R101L, R101H und R102H (Abb. 32).
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Abbildung 32: Analyse der DHBVpreS Proteine durch Coomassie-Blau-Firbung und immunologischen
Nachweis. (A) Je 500 ng DHBVpreS Protein wurden pro Spur auf ein 12,5 %-iges Tricin-SDS-
Polyacrylamidgel (Schéagger, von Jagow) aufgetragen und in der Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Proteine
wurden mit Coomassie-Blau R250 sichtbar gemacht und auf ihre Reinheit hin iiberpriift. (B bis D) Analog zu
dem Coomassie-Blau-gefarbten Polyacrylamidgel wurden je 10 ng DHBVpreS Protein auf eine
Nitrozellulosemembran geblottet und mit dem DHBVpreS-spezifischen monoklonalen Antikorper 4F8 (B), dem
monoklonalen Antikérper 1H1 (C) und dem polyklonalen Antikérper MT92 (D) nachgewiesen. M entspricht
dem GroBenmarker (Rainbow Low Marker).

Um die dCPD-Bindefdhigkeit dieser Proteine zu priifen, wurden gleiche Mengen gereinigter
Proteine (pro Ansatz je 20 pg) mit ,,Talon-Beads* inkubiert, um sie dadurch mit DHBVpreS
Protein zu beladen. Mit dieser den Sepharose-Beads vergleichbaren Mdglichkeit konnten
DHBVpreS Proteine an Beads-haftend mit der loslichen Form der C-Doméne der dCPD
inkubiert werden. Die Art der Bindung der DHBVpreS Proteine an die Beads ist im
Gegensatz zur aktivierten CH Sepharose 4B nicht kovalent, sondern basiert auf der
Interaktion des Cobalt-Ions mit dem 6x Histidin-Tag der DHBVpreS Proteine. R102H zeigte
im Vergleich zu den R101 Mutanten eine reduzierte Interaktion mit den Talon-Beads (Abb.
33). Da die Reinigung des R102H zuvor mit Talon-Beads durchgefiihrt wurde, ist diese

Reduktion der ,,Kopplung* verwunderlich.
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Abbildung 33: Kontrolle der Bindungseffizienz der DHBVpreS Proteine an Talon-Beads. Je 40 pl mit 1 x
PBS gewaschene Talon-Beads wurden nach Pelletierung mit 300 ul DHBVpreS (bzw. 20 pg DHBVpreS
Gelfiltration-Fraktionsnummer 22) / 1 x PBS resuspendiert und iiber Nacht bei 4°C geschiittelt. 20 ul wurden als
Gelprobe vor der Kopplung genommen. Nach Pelletierung am Folgetag wurde die Probe nach Kopplung (20 pl)
genommen. Alle Gelproben wurden in einem 12,5 %-igen Tricin-SDS-Polyacrylamidgel (Schéigger, von Jagow)
aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie-Blau R250 angefarbt. Nach der Coomassie-Farbung konnte die
zum Koppeln genutzten Mengen und die Effizienz tiberpriift werden. M entspricht dem GroBenmarker (Rainbow
Low Marker).

Mit den an ,,Talon-Beads“-gebundenen DHBVpreS Proteinen wurden Bindungsversuche bei
37°C mit der rekombinant in den Insektenzellen High Five hergestellten C-Doméne der dCPD
durchgefiihrt. Diese Inkubationstemperatur wurde gewéhlt, um den groBten Effekt sichtbar zu
machen.

Wie aus der Abbildung 34 zu entnehmen ist, konnten R102H, R101L und R101H die C-
Domine der dCPD binden. Der Austausch des Arginins 101 zu Histidin (Spur 7) oder Leucin
(Spur 6) fiihrte im Gegensatz zu R101P (Spur 5) zu keiner Reduktion des Bindeverhaltens,
war dem Wildtyp vergleichbar (vergleiche Spur 3 mit den Spuren 6 + 7) und nicht so stark
reduziert wie im Fall R101P (vergleiche Spur 5 mit Spur 3). Der Austausch R102H fiihrte zu
einem dem Wildtyp-entsprechenden Bindeverhalten (vergleiche Spur 9 mit Spur 3). Die

erhaltenen Beobachtungen bestétigten sich in mehreren unabhingigen Wiederholungen.
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Abbildung 34: Bindungsstudie bei 37°C der sdCPD-C an Talon-Beads-gebundenen DHBVpreS Proteine.
Je 10 pg (505 pmol) DHBVpreS Talon-Beads wurden fiir eine Stunde unter leichtem Schiitteln bei 37°C mit 500
ul in High Five-Insektenzellen produzierter sdCPD-C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der DHBVpreS
Talon-Beads mit Aquilibrierungspuffer (50 mM Di-Natriumphosphat, 300 mM NaCl und 10 mM Imidazol pH
7,5) wurde die gebundene C-Doméne durch Aufkochen der Talon-Beads in Probenpuffer (50 pl) abgeldst. Alle
Gelproben (1/10 der Ansdtze) wurden in einem 10 %-igen SDS-Polyacrylamidgel (Laemmli) aufgetrennt, auf
eine Nitrozellulosemembran geblottet und mittels des dCPD-spezifischen polyklonalen Serums 28894 (1:10.000
verdiinnt) die gebundene C-Doméne der dCPD detektiert. Auf die erste Spur wurde die C-Doméne der dCPD als
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Einsatzkontrolle (input) aufgetragen. Als Kontrollen dienten weiter: 1. die Inkubation der C-Doméne mit
DHBVpreS-freien Talon-Beads (Kontrolle, Spur 2), um eine unspezifische Bindung der C-Doméne an Talon
Beads zu tiberpriifen, und 2. die Inkubation mit DHBVpreS A101-109 dCPD-C-bindedefizienten Talon-Beads
(Spur 4).

Aufbauend auf den Ergebnissen der biochemischen Bindungsstudie wurde die Infektiositit
der DHBV Mutanten mit Aminosdureaustauschen an Position 101 und 102 untersucht. Die
Mutation der Arginine zu Histidin oder Leucin beeinflusste nicht den {iberlappenden
Polymerase-Leserahmen.

Die Transfektionseffizienz war bei allen dem wt vergleichbar, wie im Nachweis des L-
Proteins mit dem Antikdrper MT92 in der indirekten Immunfluoreszenzfarbung der fixierten
transient-transfizierten LMH-Zellen zu sehen war (Abb. 35). Die Fiarbung war durch das
Fehlen von Signalen nach Mock-Transfektion spezifisch (Abb. 35). Als weitere Kontrolle
wurden LMH-Zellen, die nicht transfiziert wurden, aber unter den gleichen Bedingungen
parallel zu den transfizierten Zellen kultiviert und anschlieBend mit indirekter

Immunfluoreszenzfarbung analysiert (Daten nicht gezeigt).

Abbildung 35: Indirekte Immunfluoreszenzanalyse fixierter, mit im DHBVpreS-mutierten pCDO0
transient-tranfizierter LMH-Zellen mit dem anti-DHBVpreS-spezifischem polyklonalen Antikorper
MT92. LMH-Zellen (6x10° pro Loch) wurden mit je 0,75 pg DNA transient transfiziert und am Tag 3 nach der
Transfektion fixiert. Nach Permeabilisation der Zellen wurde das L-Protein mit dem anti-DHBVpreS-
spezifischen polyklonalen Antikorper MT92 (1:200 verdiinnt) detektiert; der Zweitantikdrper war mit Alexa
Fluor 488 (anti- Kaninchen) konjugiert. Die Fluoreszenz wurde mit dem Fluoreszenzmikroskop Leica CR Mic
und dem Programm Leica FW 4000 bei einer 100fachen VergroBerung detektiert.

DHBV R102P, R102H und reduziert DHBV R101P im Vergleich mit dem wt wurden
sezerniert, wie es exemplarisch im DNA-Dotblot von je 200ul LMH-Kulturmedium
transfizierter LMH-Zellen Tag 6 nach Transfektion in Abbildung 36 zu sehen ist. Die gezeigte

Beobachtung wurde wiederholt in mehreren Transfektionsansétzen bestatigt.
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Abbildung 36: Analyse der Transfektionsiiberstinde im DNA-Dotblot. Je 200ul DHBV-beinhaltendes
LMH-Medium wurde pro Dot auf eine Nylonmembran aufgebracht, mit einer radioaktiv-markierten DHBV-

spezifischen Sonde hybridisiert und nach Waschen und mit dem Phosphorimager Molecular Imager FX (Biorad)
gescannt.

Die Sequenzierung der fiir die Transfektionen eingesetzten Plasmid-DNA ergab im Falle des
pCDO R101H und des pCDO R102L das Vorliegen unerwiinschter Mutationen. Diese fiihrten
zur Anderung des P-ORFs (siche Anhang). Der S-ORF blieb unbeeinflusst und fiihrte zur
Bildung des L-Proteins, das in der indirekten Immunfluoreszenz der fixierten LMH-Zellen
detektiert wurde (Abb. 35). Im Falle des DHBV R101H war die Menge der sezernierten Viren
fiir die Detektion im DNA-Dotblot zu gering. Die Analyse ergab nur fiir das DHBV R102H
eine ausreichende Menge an Viren nach der Transfektion von LMH-Zellen.

Ausgehend von dieser Mutante wurden PDHs mit gleichen Mengen Viren (MGE von 50)

infiziert, und die Infektionsereignisse untersucht. Abbildung 37 zeigt das Ergebnis dieser
Infektionsstudie.
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Abbildung 37: Analyse der Infektiositit der DHBV R102H Mutante. (A) PDHs (1x10° pro Loch) wurden
mit dem geklirten LMH-Uberstand (Tag 7 nach Transfektion) iiber Nacht mit einer MGE von 50 (1x10” DNA-
enthaltende Partikel, die zuvor in einem DNA-Dotblot quantifiziert wurden) infiziert. Am Tag 6 nach Infektion
wurde die virale DNA aus den PDHs isoliert, in einem DNA-Dotblot mit einer radioaktiv-markierten DHBV-
spezifischen Sonde hybridisiert und mit dem Phosphorimager Molecular Imager FX (Biorad) gescannt. Die
Quantifizierung erfolgte mit der Software Quantity One. Der unspezifische Hintergrund wurde subtrahiert. (B)
Partikel, die ins Medium nach Infektion abgegeben wurden, wurden aus den dabei erhaltenen Kulturiiberstédnden
ankonzentriert (TCA-Fillung). 1/9 der (gepoolten) Uberstinde wurden in einem 12,5 %-igen Tricin-SDS-
Polyacrylamidgel (Schégger, von Jagow) aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mit dem
DHBVpreS-spezifischen polyklonalen Antikérper MT92 (1:10.000 verdiinnt) das L-Protein nachgewiesen.

DHBYV R102H infizierte im Gegensatz zu DHBV R102P PDHs. In A ist der DNA-Dotblot der
intrazelluldren viralen DNA der infizierten PDHs gezeigt. In B die sezernierten viralen und
subviralen Partikel, die im Immunoblot durch den Nachweis des L-Proteins mit dem
Antikorper MT92 detektiert wurden. Das Ergebnis bestétigte sich in mehreren
Wiederholungen (Daten nicht gezeigt). In diesem Infektionsansatz schien DHBV R102H im
Vergleich zum wt schlechter zu infizieren, was an der Schwankung zwischen den der Analyse
zu Grunde gelegten Werten lag. In der TCA-Féllung zu Grunde liegenden Kulturiiberstéinden
und weiteren Infektionsansidtzen konnte DHBV R102H, wie in Abbildung 37 B und
Abbildung 38 zu sehen, vergleichbar wie der wt PDHs infizieren und hatte keine reduzierte
Infektiositit.

In ergdnzenden Ansédtzen wurden PDHs mit DHBV Mutanten mit einer MGE von 25 infiziert
und am Tag 7 p.i. die Zellen fixiert. In der indirekten Immunfluoreszenzfarbung mit dem
DHBVpreS-spezifischen Antikérper MT92 wurde spezifisch das L-Protein in den infizierten
Zellen angeférbt. Die Kontrollfirbung unbehandelter parallel kultivierter PDHs bestétigte das
spezifische Anfarben des DHBV L infizierter Zellen. DHBV R102H infizierte PDHs wie der
wt und im Vergleich dazu infizierten DHBV D93Q und Q104P reduziert (Abb. 38). Der
Austausch der Arginine an Position 101 und 102 zu Prolin fiihrte zum wiederholten Male zu

einem Verlust der Infektiositdt (vgl. Abb. 29 - 31).

Siehe nichste Seite: Abbildung 38: Indirekte Immunfluoreszenzanalyse fixierter mit DHBVpreS
Mutanten infizierter PDHs mit dem anti-DHBVpreS-spezifischem polyklonalen Antikorper MT92. 1x10°
PDHs pro Loch wurden iiber Nacht mit PEG-gefillten Viren entsprechend 2,5x10’ DNA-enthaltender Partikel
(MGE von 25) inkubiert. Am Folgetag wurde das Virusinokulum abgenommen und durch zweimaliges Waschen
der Zellen vollstindig entfernt. Am Tag 7 nach Infektion wurde eine indirekte Immunfirbung der fixierten
Zellen mit dem DHBVpreS-spezifischen polyklonalen Antikorper MT92 (1:200) durchgefiihrt. Griin: DHBV-
positive Zellen durch den mit Alexa Fluor 488 konjugierten Zweitantikorper sichtbar gemacht; blau: mit
Bisbenzimid H 33342 angefirbte DNA in den Zellkernen. Die Fluoreszenz wurde mit dem
Inversfluoreszenzmikroskop Leica DM IRB bei einer 100fachen VergroBerung detektiert.
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DHBV Wildtyp DHBV E91V DHBV D93Q
DHBYV E98V DHBV R101P DHBV R102P
DHBV R102H DHBV R104P Kontrolle

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die im Kontext der Proteine dCPD-C-
bindedefizienten Viren eine Reduktion oder einen Verlust der Infektiositit zeigten. Von
besonderem Interesse war die Bindung und Infektiositit der Mutante R102H. Das mit dieser
Mutante erhaltene Ergebnis verdeutlichte die Bedeutung der Integritdt der a-Helix fiir die
dCPD-C-Bindefdhigkeit  entsprechender = DHBVpreS  Proteine und  Infektiositét

korrespondierender Viren.

2.2.5 Analyse der Bindung und Aufnahme von DHBV R102P im Vergleich zu
DHBYV wt mit einer Real Time Polymerasekettenreaktion

Parallel zu den Infektionsversuchen mit DHBV wt und DHBV R102P wurde eine Methode
etabliert, die die Detektion der Bindung und Aufnahme von DHBV und DHBV Mutanten in

der PDH-Kultur ermdéglichte. Es handelte sich um eine Real Time Polymerasekettenreaktion
(PCR; engl. polymerase chain reaction) mit einer DHBV-spezifischen TagMan Probe (Lee

et al., 1993). In Vorversuchen wurde mit einer ,,Standard“-PCR ein 104 bp groBles Fragment
mit den bei der Real-Time PCR eingesetzten Primern und einem Plasmid-Standard (pCDO)
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amplifiziert und mit einer Gelelektrophorese iiberpriift (Daten nicht gezeigt). In Testldufen
mit einer Verdiinnungsreihe des Plasmides pCDO wurde die fiir die Reaktion ausreichende
Primer-Konzentration mit 300 nM fiir die Real-Time PCR ermittelt (Daten nicht gezeigt), die
bei den weiteren Experimenten eingesetzt wurde.

Im folgenden Versuch wurde der Einfluss der Inkubationsdauer bei 4°C auf die Assoziation
an HepG2.18-Zellen untersucht. Die humane, mit einem dCPD-enthaltenden Plasmid unter
CMV-Promotor Kontrolle stabil transfizierte Hepatoma Zellinie bildet im Vergleich zu PDHs
vermehrt dCPD in den Zellen. Die dCPD-Expression wurde vor der Durchfiihrung des
Experimentes mit einer Analyse von Zellysaten im Immunoblot mit einem anti-dCPD
Antikorper tiberpriift (Daten nicht gezeigt).

Es wurde eine gleiche Menge Viren (MGE 100) fiir eine bzw. zwei Stunden zu den Zellen
gegeben und diese bei 4°C auf Eis inkubiert. Nach Entfernen ungebundener Partikel durch
mehrmaliges Waschen, wurde die virale DNA der Zellen isoliert. In einem Ansatz wurde
DHBV wt fiir 2h auf HepG2 Zellen inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C. Da man
davon ausgeht, dass das Zyklieren der Rezeptormolekiile bei dieser Temperatur inhibiert wird
(Pugh and Summers, 1989), wurde mit diesen Versuchen die Assoziation der Viren
untersucht.

Eine Verlidngerung der Inkubation um eine Stunde fiihrte nicht zu einer gesteigerten
Assoziation (Abb. 39). Interessanterweise flihrte die Inkubation von Wildtyp Partikeln auf
HepG2-Zellen (Abb. 39 rechts) zu einer mit der gemessenen Assoziation des DHBV R102P

vergleichbaren Assoziation an die Zellen.

1x10° HepG2.18 HepG2 Zellen

1 x 10%

Genomequivalente pro Vertiefung

1x 10" .
1h 2h 1h 2h 2h Inkubationsdauer

DHBYV wt DHBV R102P ddH,0 DHBV wt Inokulum

Abbildung 39: Analyse der Assoziation viraler Wildtyp oder R102P Partikel an HepG2.18-Zellen. 1x10°
HepG2.18-Zellen pro Loch wurden mit PEG-gefillten LMH-Uberstinden DHBV wt oder DHBV R102P mit
einer MGE von 100 fiir eine bzw. zwei Stunden bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Zellen mit 1
x PBS wurde die assoziierte DNA der Zellen isoliert und je 4 ul in die Real-Time PCR eingesetzt. Bei allen
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Inkubationsansétzen handelte es sich um Einzelwerte (pro Ansatz ein Loch); die Real-Time PCR wurde pro
Ansatz doppelt angesetzt. Als Kontrolle diente die Inkubation von DHBV wt auf HepG2 Zellen.

Es zeigte sich eine nur geringfiigig reduzierte Bindung des DHBV R102P im Vergleich mit
dem wt auf HepG2.18-Zellen.

Im folgenden Experiment mit primiren Entenhepatozyten wurde die Bindung und Aufnahme
des DHBV R102P im Vergleich zum DHBV wt untersucht. Beide wurden mit einer MGE von
50 auf den PDHs inkubiert. Es wurden zwei Inkubationstemperaturen zur Analyse der

Bindung (4°C) oder der Bindung und Aufnahme (37°C) gewahlt.
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Abbildung 40: Analyse der PDH-assoziierten und aufgenommenen Viren vom Wildtyp bzw. R102P. Zu je
1 x 10° PDHs pro Loch wurden PEG-gefillte Viren vom Wildtyp oder R102P (MGE 50) gegeben und entweder
zwel Stunden bei 4°C oder iiber Nacht (ca. 12 Stunden) bei 37°C inkubiert. Pro Ansatz kamen je zwei
Vertiefungen zum Einsatz. Nach dreimaligem Waschen der Zellen wurde die Zell-Assoziierte und intrazelluldre
virale DNA von bzw. aus den PDHs mit dem QIA Blood Kit isoliert. Je 4 pl des Eluates wurden in einer Real-
Time PCR eingesetzt.

Sowohl DHBV wt als auch DHBV R102P zeigten anndhernd gleiche Mengen an gebundener
und aufgenommener viraler DNA (Abb. 40). Daraus lésst sich auf eine ungestorte Bindung

(Abb. 40: 4°C) und Aufnahme (Abb. 40: 37°C) schlieBen. Folglich ist die dCPD nicht der

primére Rezeptor.

2.3 Mutation der wahrscheinlichen Protease-Schnittstelle im DHBV L und
Einfluss auf die DHBV-Infektion

Die Analyse von Serumproben oder Leberlysaten DHBV-infizierter Enten im Vergleich mit
Proben DHBV-freier Enten zeigt im Immunoblot mit DHBVpreS-spezifischen Antikorpern
eine dem L-Protein entsprechende Bande bei 36 kDa. Neben dieser Bande ist ein weiteres,

DHBVpreS-spezifisches Signal bei 28 kDa hauptsichlich in Leberlysaten zu sehen (Abb. 41,
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(Yokosuka et al., 1985; Yokosuka et al., 1988; Fernholz et al., 1993; Bruns et al., 1998; Tong
et al., 1999; Funk et al., 2004a), das in Seren nur sehr schwach, falls {iberhaupt, zu sehen ist.
Da diese 28 kDa Proteinbande mit einem DHBV S-spezifischen Antikorper nachzuweisen
war (Yokosuka et al., 1988), von einem DHBVpreS-spezifischen Antikdrper mit N-terminal
im DHBVpreS gelegenen Epitopen aber nicht detektiert wird (Abb. 41 anti-DHBVpreS
MT92), muss es sich um eine N-terminal verkiirzte L-Proteinbande handeln. Fernholz und
Kollegen zeigten, dass diese 28 kDa L-Bande nicht durch Translation, sondern wahrscheinlich
nach Infektion bzw. Aufnahme des Virus durch einen proteolytischen Abbau des DHBVpreS
entstand (Fernholz et al., 1993).
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Abbildung 41: Analyse von Serum- und Leberproben DHBV-positiver oder -negativer Enten in einem
Immunoblot mit DHBVpreS-spezifischen Antikorpern. Die Epitope der monoklonalen Antikérper 1H1 und
4F8 liegen im Bereich von Aminosédure 95 bis 109 im DHBVpreS. Diese Antikorper detektieren die 28 kDa
Bande. Im Gegensatz dazu konnte der Antikdrper MT92, dessen Haupt-Epitope N-terminal (Aminosédure 2 bis
28) im DHBVpreS liegen, diese Bande selbst bei ldngerer Exposition nicht detektieren. Je 2 ul Leberlysat (ca.
100 pg Leber) bzw. Serum DHBV-infizierter bzw. DHBV-freier Enten wurden in einem 12,5 %-igen Tricin-
SDS-Polyacrylamidgel (Schigger, von Jagow) aufgetrennt und anschlieend auf eine Nitrozellulosemembran
geblottet. DHBVpreS-spezifische Banden (L-Protein bzw. proteolytische Fragmente) wurden mit den in der
Abbildung gezeigten Antikorpern detektiert. Von links nach rechts: anti-DHBVpreS 1H1 (1:5 verdiinnt), dessen
Epitope sich von Aminosdure 101-109 erstrecken, anti-DHBVpreS 4F8 (1:5 verdiinnt), dessen Epitope im
Bereich Aminosaure 101-105 liegen, und anti-DHBVpreS MT92 (1:10.000 verdiinnt), dessen Haupt-Epitope
sich N-terminal im DHBVpreS von Aminosaure 2 bis 22 befinden.

Ausgehend von der Vermutung einer der Aufnahme folgenden proteolytischen Aktivierung
und Freisetzung des aufgenommenen DHBV, wurde in einem ersten Ansatz das in

Leberlysaten DHBV-infizierter Enten enthaltene 28 kDa grofle Protein analysiert. Um eine
massenspektrometrische Untersuchung (MALDI-TOF Analyse; MALDI, matrixunterstiitzte

Laser-Desorptions/Ionisations Massenspektrometrie; TOF, engl. time of flight) der 28 kDa

L-Bande durchfiihren zu kénnen, wurden zuerst alle DHBVpreS-spezifischen Proteine aus
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dem Leberlysat einer DHBV-infizierten Ente durch Immunprézipitation mit dem DHBVpreS-
spezifischen Antikorper 1H1 angereichert. Die so erhaltenen Immunkomplexe wurden in der
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran geblottet.
Anschliefend wurde eine Hilfte der Membran kolloidal mit Coomassie-Blau angefarbt, die
andere Hilfte mit einem DHBVpreS-spezifischen Antikdrper inkubiert und im Immunoblot
die DHBVpreS-spezifische 28 kDa L-Bande sowie die 36 kDa L-Bande nachgewiesen (Abb.
42).

L-Protein
(36kDa)

28kDa—»

C W

Abbildung 42: Die zur MALDI-TOF Analyse zu Grunde liegende PVDF-Membran. Die Pfeile
kennzeichnen die zur massenspektrometrischen Untersuchung genutzten prézipitierten Banden. C: Kolloidale
Coomassie-Farbung der PVDF-Membran; W: Immunoblot mit einem DHBVpreS-spezifischen Antikdrper.

In dieser Analyse wurden bei der isolierten 28 kDa-Bande mehrere Fragmente erhalten, von
denen die Fragmente R72-K95 und V73-K95 mit dem gemessenen Molekulargewichten von
2774,37 kDa und 2618,26 kDa anndhernd den erwarteten Molekulargewichten von 2773,36
kDa bzw. 2617,25 kDa entsprachen. Alle anderen Fragmente waren C-terminal nach AS 73
gelegenen DHBV L-Bereiche. Aus diesen Resultaten wurde auf eine Schnittstelle nach R72
geschlossen.

In Abbildung 43 sind die den folgenden Experimenten zu Grunde gelegten
Aminosdureaustausche aufgelistet. Durch den Austausch der Arginine zu Lysinen oder Glycin
und Threonin sollte eine mogliche, putative Schnittstelle geédndert; durch das N-terminale

Verschieben der Arginine die Schnittstelle erhalten werden.
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Wildtyp 60 - ONQGAWPAGAGAGRRVGLSNPTP - 80
R71K K

R72K K

RR71,72KK KK

RR71,72GT GT

69RRVK?72 RRVK

Abbildung 43: Schema der ausgetauschten Aminosiuren im DHBVpreS-Teil des L-Proteins basierend auf
den Ergebnisse der Analyse der 28 kDa L-Bande. Der Bereich der Aminosaureaustausche ist mit gelber Farbe
hinterlegt. Die Namen der Mutanten stehen auf der linken Seite vor der Aminoséuresequenz.

Die Arginine RR71,72 liegen auflerhalb der essentiellen dCPD-Binderegion (Abb. 44). Als
Folge sollte der Austausch der Arginine oder das Verschieben der wahrscheinlichen
Schnittstelle nicht die Interaktion mit der C-Doméne der dCPD beeinflussen. Der

proteolytische Schnitt nach Arginin R72 ist in der Abbildung 44 mit einer Schere angedeutet.

DHBVpreS —— dCPD / Rezeptorbindestelle — S

= stabilisierend : essentiell

SAAMANACONHY .

w \ 5157 72 89 104
2 30 v 86 115 161

Abbildung 44: Schematische Darstellung des DHBVpreS-Teils des L-Proteins. Eingezeichnet sind die zur
dCPD-Interaktion notwendigen Bereiche, sowie in Rot hervorgehoben die a-helikalen Bereiche. Die Schere
deutet die Schnittstelle nach Aminosdure R72 an.

2.3.1 Analyse rekombinanter DHBVpreS Mutanten mit Aminosiureaustauschen
an der putativen Schnittstelle im DHBVpreS

Zundchst wurden DHBVpreS RR71,72KK, DHBVpreS RR71,72GT und DHBVpreS
69RRVK72 exprimiert und liber IMAC und Gelfiltration gereinigt. AnschlieBend wurde im

Immunoblot ihre Reinheit tiberpriift. Alle drei gereinigten DHBVpreS Proteine wurden von

den DHBVpreS-spezifischen Antikérpern 1H1 und 4F8 detektiert (Abb. 45).
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Abbildung 45: Analyse der DHBVpreS Proteine durch Coomassie-Blau-Firbung und immunologischen
Nachweis. Je 500 ng DHBVpreS Protein wurden pro Spur auf ein 12,5 %-iges Tricin-SDS-Polyacrylamidgel
(Schagger, von Jagow) aufgetragen und in der Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Proteine wurden mit
Coomassie-Blau angefarbt und ihre Reinheit kontrolliert. Analog zu dem Coomassie-Blau-gefarbten
Polyacrylamidgel wurden je 10 ng DHBVpreS Protein nach Gelelektrophorese auf eine Nitrozellulosemembran
geblottet und mit dem DHBVpreS-spezifischen Antikdrper 4F8 oder 1H1 nachgewiesen. M: GroBenmarker
(Rainbow Low Marker).

2.3.2 In vitro Bindungsstudien mit einer loslichen Form der C-Doméne der dCPD

Um &dhnliche Versuche wie bereits fiir die DHBVpreS Proteine mit Aminosdureaustauschen in
der alpha-Helix AS 89 - 104 gezeigt, durchfiihren zu kénnen, wurden die gereinigten
DHBVpreS Proteine mit Talon-Beads inkubiert und die Effizienz der Immobilisierung in
einem SDS-PAGE entsprechender Proben und anschlieBender Coomassie-Fiarbung des
Polyacrylamidgeles kontrolliert. Alle drei Proteine interagierten effizient mit den Talon-Beads

(Abb. 46).

kD RR71,72KK RR71,72GT 69RRVK?72
a vor nach vor nach| vor nach Kopplung

45 { s

30| s

— — - <—DHBVpreS

20,1 | e
14,3 | -

6,51 —

Coomassie-Fiarbung

Abbildung 46: Kontrolle der Bindungseffizienz der DHBVpreS Proteine an Talon-Beads. Je 40 pl mit 1 x
PBS gewaschene Talon-Beads wurden nach Pelletierung mit 300 pl DHBVpreS (bzw. 20 pg DHBVpreS
Gelfiltration-Fraktionsnummer 22) / 1 x PBS resuspendiert und iiber Nacht bei 4°C geschiittelt. 20 ul wurden als
Gelprobe vor der Kopplung genommen. Nach Pelletierung am Folgetag wurde die Probe nach Kopplung (20 pl)
entnommen. Alle Gelproben wurden in einem 12,5 %-igen Tricin-SDS-Polyacrylamidgel (Schiagger, von Jagow)
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aufgetrennt und anschlieBend mit Coomassie-Blau die Proteine angeférbt. Nach der Coomassie-Férbung konnte
iiberpriift werden, ob gleiche Mengen zum Koppeln genutzt wurden und wie viel gebunden hatte. M entspricht
dem GrofBenmarker (Rainbow Low Marker).

Die Bindungsexperimente wurden parallel in drei unabhingigen Ansdtzen durchgefiihrt und
analysiert. Abbildung 47 zeigt das in allen Wiederholungen bestétigte Ergebnis eines dieser
Ansitze. Die Mutanten RR71,72KK (Spur 5) und 69RRVK72 (Spur 7) zeigten ein dem
Wildtyp entsprechendes Bindeverhalten (vergleiche Spur 3 mit den Spuren 5 + 7). Der
Austausch der Arginine RR71,72 zu Glycin und Threonin 71,72GT fiihrte zu einer
reduzierten Bindung im Vergleich zum Wildtyp (vergleiche Spur 3 mit der Spur 6). Die
Spezifitit der Interaktion der C-Domine mit den DHBVpreS Mutanten wurde mit Talon-
Beads ohne DHBVpreS Protein kontrolliert (siehe Spur 2).
immobilisierte DHBVpreS Proteine

s S0

& K

‘§' S & &
S

> N K
o & s 9“@5

45+

30

Spur 1 2 3 4 5 6 7
anti-dCPD 28894

Abbildung 47: Immunoblot der Bindungsstudie der C-Domiine der dCPD mit an Talon-Beads gebundener
DHBVpreS Proteine bei 37°C. Je 10 pg (505 pmol) DHBVpreS Protein, gebunden an Talon-Kiigelchen, wurde
mit 500 pl in High 5-Insektenzellen produzierter C-Doméne der sdCPD fiir eine Stunde bei 37°C unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Die gebundene C-Doméne wurde durch Aufkochen der Talon-Kiigelchen in 2x
konzentriertem Probenpuffer abgelost. Alle Gelproben wurden in einem 12,5 %-igen Tricin-SDS-
Polyacrylamidgel (Schéagger, von Jagow) aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und mittels des
dCPD-spezifischen polyklonalen Antikorpers 28894 (1:10.000 verdiinnt) die gebundene sdCPD-C detektiert.
Auf die erste Spur wurde sdCPD-C als Einsatzkontrolle (input) geladen. Weitere Kontrollen waren: 1. die
Inkubation der C-Doméne mit DHBVpreS-freien Talon-Beads (Kontrolle, Spur 2), um eine unspezifische
Bindung der C-Doméne an Talon Beads zu tiberpriifen, und 2. die Inkubation mit DHBVpreS A101-109 dCPD-
C-bindedefizienten Talon-Beads (Spur 4).

Die biochemische Bindungsstudie bestitigte die zuvor geduBBerte Vermutung.

Die folgenden Versuche sollten die Auswirkung der Anderung der Aminosiuresequenz im
viralen Kontext auf die Infektiositédt der entsprechenden Viren untersuchen.

Deshalb wurden die auf der Proteinebene getesteten Austausche in analoger Vorgehensweise
wie zuvor bei den DHBV Mutanten im Bereich Aminoséure 89 — 104 auf das Plasmid pCDO

iibertragen und entsprechende Viren generiert (vgl. Seite 38).
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2.3.3 Analyse von Hepatitis-B-Viren der Ente mit Mutationen in der putativen

Schnittstelle des DHBVpreS

Die Vorgehensweise war analog zu den im Bereich AS 89 - 104 mutierten, bereits gezeigten
Viren. Bei mutierten Virusgenomen DHBV R71K, DHBV R72K und DHBV RR71,72KK
fiihrten die Manipulationen zu keiner Anderung des Polymerase-Leserahmens. In den
Virusgenomen RR71,72GT bzw. 69RRVK?72 fiihrten die Aminosdureaustausche zu einer
Anderung des Polymerase-ORFs und dadurch zum Austausch KE88,89RD bzw. GGK86-
88EES.

Die Viren wurden nach transienter Transfektion der entsprechenden DNA in LMH-Zellen
produziert. Abbildung 48 zeigt exemplarisch die Analyse eines Caesiumchlorid-
Stufengradienten von LMH-Uberstinden nach der Ultrazentrifugation im DNA-Dotblot. Alle

Viren wurden sezerniert (Abb. 48 A).

A

2 Cores Virionen

A 11 12 Fraktionsnummer
‘ . . ®» ® 0 . ‘ . . DHBV R71K

= @ N N N DHBV R72K
. DHBYV RR71,72KK

o0 ® ® & DHBV RR71,72GT
1 990920900006 DHBYV 69RRVK72
e99os00000 DHBV wt

9000

= %\* “I’O; // <P“,_/9+/0V)9 y +  Genomequivalente
o, 0.7 0,
B

PEG-gefillte Viren Viren pro ml
DHBV R71K 7,23 x 10
DHBV R72K 5,48 x 10
DHBYV RR71,72KK 2,96 x 10°
DHBV RR71,72GT 1,74 x 10’
DHBYV 69RRVK?72 1,01 x 10°
DHBV wt 5,75x 10°

Abbildung 48: Analyse der Transfektionsiiberstinde im DNA-Dotblot. Es wurden PEG-gefillte Viren auf
einen Caesiumchlorid-Dichtegradienten geladen und vier Stunden mit 55.000 rpm bei 20°C in der
Ultrazentrifuge (Rotor: SW 60 von Beckman) zentrifugiert. AnschlieBend wurden Fraktionen zu je 6 Tropfen
von unten nach oben gesammelt und im DNA-Dotblot analysiert. 50 pl jeder Fraktion wurden auf eine
Nylonmembran getropft und mit einer radioaktiv-markierten DHBV-spezifischen Sonde iiber Nacht bei 68°C
hybridisiert. Im Phosphor-Imager Molecular Imager FX (Biorad) wurde der in (A) gezeigte Scan erhalten. (B)
Die Auswertung des gescannten DNA-Dotblots erfolgte mit der Software Quantity One und Excel. Die
Phosphorimager Werte wurden um den unspezifischen Hintergrund korrigiert und die Genomequivalente
entsprechend eines aufgetragenen DNA-Standards errechnet.

Die einer N-terminalen Verschiebung der putativen Schnittstelle entsprechenden Mutante

69RRVK72 wurde in vergleichbarer Menge wie der wt sezerniert. Im Vergleich zum wt war
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die Menge sezernierter DHBV R71K und DHBV R72K reduziert. Der beobachtete Effekt
wurde durch den Austausch beider Arginine im Fall DHBV RR71,72KK und RR71,72GT
verstarkt und wurde in mehreren Wiederholungen der Transfektionen und Analyse im
Caesiumchlorid-Dichtegradienten beobachtet. Der Austausch der Arginine fiihrte zu einer
Reduktion der Menge der sezernierten Viren und storte das Assembly nicht.

Es folgte die Beantwortung der Frage, ob die Aminosdureaustausche das Infektionsverhalten
der entsprechenden Viren beeinflussen kdnnen. Dazu wurden PDHs mit einer dquivalenten

Menge Viren (MGE 100) infiziert und am Tag 6 p.i. die Infektionsereignisse analysiert.

A - Infektion Tag 6

1x10°

1x10°

intrazellulidre virale DNA

120 wt R7IK R72K  RR71,72KK RR71,72GT 69RRVK72
<
E E 100
ER-
= 2
E=F 80
o
I -
=z
S L60
= =
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Abbildung 49: Analyse der Infektiositit von DHBV Mutanten mit Aminosiureaustauschen an der
putativen Schnittstelle R72. (A) PDHs (1x10° pro Loch) wurden mit PEG-gefillten DHBV iiber Nacht mit
einer MGE von 100 (1x10® DNA-enthaltende Partikel, die zuvor in einem DNA-Dotblot quantifiziert wurden)
infiziert. Am Tag 6 nach Infektion wurde die aus den PDHs isolierte virale DNA in einem DNA-Dotblot mit
einer radioaktiv-markierten DHBV-spezifischen Sonde hybridisiert und mit dem Phosphorimager Molecular
Imager FX (Biorad) analysiert. Die Quantifizierung der Signale erfolgte mit der Software Quantity One und
Excel, wobei der unspezifische Hintergrund vor der Berechnung der entsprechenden Signale abgezogen wurde.
(B) Partikel, die ins Medium nach Infektion abgegeben wurden, wurden aus den dabei erhaltenen
Kulturiiberstéinden ankonzentriert (TCA-Fallung). 1/9 der (gepoolten) Uberstéinde wurden in einem 12,5 %-igen
Tricin-SDS-Polyacrylamidgel (Schégger, von Jagow) aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und
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mit dem DHBVpreS-spezifischen polyklonalen Antikérper MT92 (1:10.000 verdiinnt) das L-Protein
nachgewiesen.

In der Analyse der intrazelluliren viralen DNA im DNA-Dotblot (Abb. 49 A) zeigte der
Aminosdureaustausch Arginin AS 71 zu Lysin keinen Einfluss auf die Infektion. Der
Austausch des Arginins AS 72 zu Lysin reduzierte die Infektion. Erst der Austausch beider
Arginine flihrte zu einer stark reduzierten (DHBV RR71,72KK) oder einem Verlust der
Infektiositdit (DHBV RR71,72GT). Dieses Ergebnis wurde mit der Analyse der aus dem
Kulturiiberstand der Infektionskulturen prézipitierten Partikel bestétigt (Abb. 49 B). Das
Verschieben der putativen Schnittstelle fiihrte ebenfalls zum Verlust der Infektiositédt, obwohl
kein Unterschied zum Wildtyp hinsichtlich der Sekretion der Viren bestand (Abb. 48).

In weiteren Ansédtzen wurden PDHs mit den DHBV Mutanten mit einer MGE von 25 infiziert
und am Tag 7 p.. in der indirekten Immunfluoreszenzfirbung mit dem DHBVpreS-

spezifischen Antikorper MT92 das L-Protein in den infizierten Zellen angeférbt (Abb. 50).

Kontrolle

DHBYV wt DHBV RR71,72KK

DHBYV RR71,72GT

DHBYV 69RRVK72

Abbildung 50: Indirekte Immunfluoreszenzanalyse fixierter, mit DHBVpreS Mutanten infizierter PDHs
mit dem anti-DHBVpreS-spezifischem Antikérper MT92. 1x10° PDHs pro Loch wurden iiber Nacht mit
PEG-gefillten Viren entsprechend 2,5x10" DNA-enthaltender Partikel (MGE von 25) inkubiert. Am Folgetag
wurde das Virusinokulum abgenommen und durch zweimaliges Waschen der Zellen vollstédndig entfernt. Am
Tag 7 nach Infektion wurde eine Immunfirbung der fixierten Zellen mit dem DHBVpreS-spezifischen
Antikorper MT92 (1:200) durchgefiihrt. Ein Verschieben der beiden Arginine in Richtung N-Terminus konnte
die Infektiositdt nicht wiederherstellen. Griin: DHBV-positive Zellen durch den mit Alexa Fluor 488
konjugierten Zweitantikorper sichtbar gemacht; blau: mit Bisbenzimid H 33342 angefirbte DNA in den
Zellkernen.

Alle Experimente wurden mehrmals wiederholt (Analysen der intrazelluldren viralen DNA im
DNA-Dotblot, des L-Proteins im Immunoblot und in der indirekten Immunfluoreszenz-
Féarbung) und bestétigten die erhaltenen Ergebnisse. Der Austausch der Aminosduren an der

Stelle R71 und R72, sowie die Verschiebung der putativen Schnittstelle um zwei
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Aminoséuren fiihrte zum Verlust der Infektiositdt der entsprechenden Viren. Dies spricht fiir

eine Beeinflussung der putativen Schnittstelle durch die gewéhlten Aminosiureaustausche.

2.3.4 Analyse der Bindung und Aufnahme der an der putativen Schnittstelle im
DHBVpreS mutierten Viren

Parallel zu den Infektionsstudien wurde die Assoziation an bzw. Aufnahme in PDHs zwischen
Wildtyp und DHBV RR71,72KK, RR71,72GT und 69RRVK?72 untersucht. Zusétzlich zum
Wildtyp wurde DHBV R102H gewdhlt. Diese Mutante infiziert vergleichbar wie der Wildtyp

und sollte ein dhnliches Verhalten hinsichtlich Bindung bzw. Aufnahme zeigen.

" Inkubation bei 4°C Inkubation bei 37°C
1x10 1 x 10}

1x 107

1x 10

1x 107

Genomequivalente pro Vertiefung

Genomequivalente pro Vertiefung
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Abbildung 51: Analyse der PDH-assoziierten und aufgenommenen Viren nach Inkubation bei 4°C oder
37°C. Zu je 1 x 10° PDHs pro Loch wurden LMH-Uberstéinde, deren Gehalt an Viren zuvor in einem DNA-
Dotblot bestimmt wurde, (MGE 50) gegeben und entweder zwei Stunden bei 4°C oder iiber Nacht bei 37°C
inkubiert. Pro Ansatz kamen je zwei Vertiefungen zum Einsatz. Nach dreimaligem Waschen der Zellen wurde
die Zell-Assoziierte bzw. intrazelluldre virale DNA von bzw. aus den PDHs mit dem QIA Blood Kit isoliert. Je 4
pl des Eluates wurden in einer Real-Time PCR eingesetzt.

Es bestanden keine grolen Unterschiede hinsichtlich der Anheftung und Aufnahme zwischen
den verschiedenen Viren und dem DHBV wt. Durch die Aminsdureaustausche sollte ein der
Aufnahme folgender Schritt angesprochen werden und nicht Bindung und Aufnahme

beeinflussen.
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3. Diskussion

3.1 Einfluss des N-terminalen Bereichs Aminoséiure 2 - 22 im DHBV L auf
die DHBV-Infektion

Mit Hilfe verschiedener Antikorper wurde auf der Hepatozytenoberfliche die nach auBBen fiir
Rezeptoren zugingliche Lage des DHBVpreS-Teils des groBen Oberflichenproteins (L-
Protein) in der Virushiille nachgewiesen (Pugh et al., 1987; Schlicht et al., 1987; Grgacic et
al., 2000b). Weiterhin fiihrten DHBVpreS-spezifische Antikorper zur Inhibition bzw.
Reduktion der DHBV-Infektion von PDHs (in vitro; Tuttleman et al., 1986a; Pugh et al.,
1987; Lambert et al., 1990; Lambert et al., 1991a; Pugh et al., 1995; Sunyach et al., 1999)
oder Enten (in vivo; Lambert et al., 1991a; Chassot et al., 1993b). Diese Daten bestdtigten die
wichtige Rolle des DHBVpreS-Teils des Hiillproteins fiir die Infektion. Ergidnzende
Experimente mit DHBVpreS-spezifischen Antikdrpern zeigten eine Reduktion der Bindung
der Partikel an die Hepatozytenoberfliche nach Zugabe von DHBVpreS-spezifischen
Antikorpern (Yuasa et al., 1991; Sunyach et al.,, 1999). Neben diesen das Virus
adressierenden DHBVpreS-spezifischen Antikdrpern wurden solche getestet, die durch
Immunisierung von BALB/c Miusen mit PDHs oder / und Entenleberplasmamembranen
(Borst, 1997; Guo et al., 1997a) oder nach Immunisierung von Kaninchen mit einer 16slichen
Form der dCPD (Urban et al., 2000) generiert wurden. Diese Antikorper reduzierten und
inhibierten ebenfalls die Infektion von PDHs mit DHBV durch die Virus-unabhingige
Blockade von Molekiilen auf der Hepatozytenoberfliche.

Abbildung 52: Schema der moglichen Antikorper Interaktionen. In beige ist eine Hepatozyte mit
Rezeptormolekiilen (lila) an der Zellmembran dargestellt. Dariiber befinden sich DHBV Partikel und SVPs. 1gG
Molekiile sind in der Interaktion mit dem L-Protein in griin, in der Interaktion mit einem Rezeptormolekiil an der
Zellmembran in blau dargestellt. [gM Molekiile, die mit Rezeptormolekiilen an der Zellmembran interagieren,
sind ebenfalls blau in monomerer und pentamerer Form dargestellt.
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Das Schema in Abbildung 52 stellt bildlich dar, an welcher Stelle Antikorper bei der DHBV-
Infektion wirken konnen.

Immunogenitétstudien zeigten, dass der DHBVpreS-Teil im Vergleich zum S-Teil im L-
Protein bzw. S-Protein immunogener ist (Schlicht et al., 1987; Cheung et al., 1989) und
folglich mehr DHBVpreS-spezifische als DHBV S-spezifische Antikorper erhalten werden.
Dies liegt an der teilweise nach auBlen exponierten Lage des DHBVpreS-Teils und, dass er
sehr hydrophil ist und im Gegensatz zu HBV keine ,,a“-Determinante besitzt. Bei einem Blick
auf die Lage der Epitope der verschiedenen DHBVpreS-spezifischen Antikorper fillt ein
immunogener Bereich auf, der sich iiber den Bereich Aminosaure 83 — 107 erstreckt (Sunyach
et al., 1999) und einen alpha-helikalen Bereich beinhaltet. Abbildung 53 fasst alle
DHBVpreS-spezifischen, neutralisierenden Antikdrper hinsichtlich ihrer soweit bekannten
(bzw. vermuteten) Epitope im DHBVpreS zusammen, sowie immunogene Bereiche im L-

Protein (Chassot et al., 1994).
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Abbildung 53: Schema der Lage der Epitope verschiedener, in der Literatur beschriebener
neutralisierender Antikorper im DHBVpreS, sowie der immunogenen Bereiche. Angegeben sind die
Aminosiuren, die die Epitope umfassen, sowie die entsprechende Literaturstelle der entsprechenden ersten
Erwédhnung. Mit gelber Farbe sind die Haupt-Epitope der Antikdrper MT92 und MT93 hervorgehoben, die in
dieser Arbeit ndher untersucht wurden, und in Orange ist der das HeronpreS erkennende Bereich eingezeichnet.

3.1.1 Epitop-Bestimmung der Antikorper MT92 und MT93

Vergleicht man die Epitope der in der Literatur beschriebenen DHBVpreS-spezifischen
Antikorper mit den Haupt-Epitopen der Antikérper MT92 und MT93 (Abb. 53), so fillt ihre
Lage auBlerhalb der dCPD-Binderegion vor Aminosdure 23 im DHBVpreS (Abb. 9) und
auBlerhalb der hoch immunogenen, hydrophilen Region auf. In Abbildung 53 sind die Haupt-
Epitope des MT92 und MT93 zur Verdeutlichung als gelber Balken eingezeichnet. Beide
Antikorper wurden durch Immunisierung von Kaninchen mit den synthetischen DHBVpreS

Peptiden 1 - 41 (MT92) und 2 - 41™" (MT93) erhalten. Wen und Kollegen hatten 1990 nach
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Immunisierung von Kaninchen mit dem synthetischen Peptid P37 — 49 (DHBVpreS Start-
Kodon nt 693 laut der Nomenklatur nach Mandart (Mandart et al., 1984); entspricht
DHBVpreS 1 — 13 bei einem Start-Kodon nt 801) die polyklonalen Antikdrper anti-P37 — 49
erhalten, die im Immunoblot eine 35 kDa Bande (L-Protein) aus gereinigtem DHBs/preS
detektierten (Wen et al., 1990). Auch der nach der Immunisierung von Kaninchen mit
gereinigtem rekombinant hergestelltem DHBVpreS 1 — 131 erhaltene polyklonale Antikorper
DPS (zuvor anti-DHBVpreS 1 — 131; (Lambert et al., 1991a) erkannte diese Bande und
enthielt Antikorper mit Epitopen im Bereich Aminoséure 12 — 23 und weiteren Bereichen
(siche Abb. 53 blauer Balken; (Chassot et al., 1994). Beide Antikorper (anti-P37 — 49 und
DPS) wurden bisher nicht zur Immunprézipitation zur Klidrung der Exposition der

entsprechenden Bereiche im DHBYV genutzt.

3.1.2 Immunprazipitation viraler und subviraler Partikel aus DHBV-positivem
Entenserum

Um die fiir Antikorper an der Virus-/SVP-Oberfliche Zugénglichkeit des Bereichs der Haupt-
Epitope der Antikdrper MT92 und MT93 zu iiberpriifen, wurde eine Immunprézipitation von
SVPs und viralen Partikeln aus DHBV-positivem Entenserum durchgefiihrt. Sie sollte
Aufschluss tliber eine mogliche Interaktion der Antikdrper an der Virusoberfliche mit dem
DHBVpreS-Teil des L-Proteins und eine mogliche Kompetition der Bindung des Virus an
Rezeptormolekiile geben.

Interessanterweise konnte der Antikérper MT 93 DHBVpreS-enthaltende Partikel aus DHBV-
positivem Serum prézipitieren (Abb. 12). Da die Analyse der Immunprézipitation durch einen
Immunoblot erfolgte und nicht zusdtzlich einem die DNA-enthaltenden Viren nachweisenden
DNA-Dotblot, handelte es sich um DHBVpreS-enthaltende Partikel. SVPs und Viren
enthalten die gleichen Hillproteine und zeigen keine Unterschiede hinsichtlich ihrer
Oberflachenstruktur (Nassal et al., 1996; Bruns et al., 1998). Folglich reicht allein eine
Prizipitation gereinigter SVPs mit Antikorpern aus, um eine Aussage iiber die Exposition des
Bereiches Aminosdure 2 — 22 an der Oberfliche machen zu kénnen (Grgacic et al., 2000b).
Das Ergebnis zeigte eine Interaktion des Antikorpers MT93 mit DHBVpreS-enthaltenden
Partikeln und damit die Zuginglichkeit der Aminoséduren 2 — 22 auf der Virusoberfldche. Dies
steht im Widerspruch mit der Beobachtung von Grgacic, die mit einem DHBVpreS-
spezifischen Antikorper mit dem Epitop von Aminosdure 10 — 29 keine gereinigten SVPs
prézipitieren konnte (Grgacic et al., 2000b). Ein Grund konnte ein fiir diesen Antikorper
teilweise verdecktes Vorliegen der entsprechenden Bereiche im DHBVpreS sein. Das

erhaltene Ergebnis widerspricht auch dem von Chojnacki vorgeschlagenen Topologie Modell
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(Chojnacki et al., 2005). Der Antikdrper MT 93 reagierte mit HHBVpreS und erkennt somit
sehr wahrscheinlich die konservierte Region zwischen HHBVpreS und DHBVpres vor
Aminosédure 22. Dies spricht fiir die Interaktion mit einem Kofaktor wichtigen Bereich AS 12
- 22, da ebenfalls das synthetische myristoylierte HHBVpreS Peptid 2 - 44™" die DHBV-
Infektion primédrer Entenhepatozyten inhibierte (Urban and Gripon, 2002).

In diesem Zusammenhang wire ein Test des von Wen beschriebenen Antikorpers anti-P37 —
49 in der Immunprizipitation interessant. Wenn dieser Antikorper ebenfalls SVPs
préazipitieren konnte, wire die nach auflen gerichtete Exposition oder zumindest die
Zuginglichkeit des N-terminalen Bereichs des L-Proteins AS 2 — 22 in der Virushiille
bestitigt. Zusétzlich wire dadurch das Ausreichen dieses Bereichs fiir eine
Immunkomplexbildung gezeigt. Die in mehreren Studien und Verdffentlichungen
beschriebene Topologie des L-Proteins bleibt bei diesen Aussagen unberiicksichtigt
(Swameye and Schaller, 1997; Guo and Pugh, 1997b; Grgacic and Schaller, 2000a; Grgacic et
al., 2000b; Chojnacki et al., 2005). Mit umfangreicheren Untersuchungen konnte die Anzahl
der L-Proteine mit einem nach aulen exponierten Bereich AS 2 — 22 und die Konsequenzen

auf die Infektion ermittelt werden.

3.1.3 Infektionsinhibitionsstudie im PDH-DHBYV-Infektionsmodell
Es stellte sich die Frage des Einflusses der Antikdrper MT92 und MT93 auf die DHBV-

Infektion. In den dazu durchgefiihrten Versuchen wurden die Antikorper MT92 und MT93
vor Zugabe des Virusinokulums zur PDH-Kultur gegeben und die Komplexe iiber Nacht auf
den Zellen belassen. In den Infektionsversuchen mit MT92 und MT93 konnten beide
Antikdrper konzentrationsabhéngig die Infektion reduzieren bzw. verhindern (Abb. 13). Diese
Abhingigkeit der Inhibition von der zugegebenen Antikdrpermenge zeigte die Spezifitit
dieser Interaktion. Um sicher zu sein, dass ausschlieBlich die IgGs der Antikorper fiir die
Infektionsinhibition verantwortlich waren, wurden die gereinigten IgGs des Antikorpers
MT93 nach Konzentrationsbestimmung in zunehmender Menge in den Infektionsversuch
eingesetzt. Als Kontrollexperiment wurden steigende Mengen an Praimmun-Kaninchenserum
zum Infektionsversuch gegeben. Die Spezifitit der Inhibition durch die IgGs des anti-
DHBVpreS MT93 fiihrte in der Inhibition in den Ansédtzen mit IgGs zu einem typischen
Abfall des Infektionsereignisses im Vergleich zu Ansédtzen nach Pri-Immunserumzugabe.
Folglich waren fiir die Inhibition ausschlieBlich die IgGs und nicht Serumproteine der
immunisierten Kaninchen verantwortlich (Abb. 14). Unter der Annahme, dass pro DHBV 20
L-Proteine vorliegen (Schlicht et al., 1987; Klingmiiller and Schaller, 1993), kompetitierten
435 ng IgG (entsprechen 1,75 x 10'* IgG-Molekiilen) 4,5 x 10'' L-Molekiile. Ein dhnliches
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Ergebnis ist auch flir gereinigte IgGs des Antikorpers MT92 zu erwarten, auf die in dieser
Arbeit nicht ndher eingegangen wurde. Da aber beide Antikorper die gleichen Epitope
aufweisen und die ungereinigten Antikorper zur vergleichbaren Inhibition fiihren (Abb. 13),

liegt ein dhnlicher Verlauf der Inhibition mit IgGs nahe.

3.1.4 In vitro Bindungsstudie mit fluoreszenz-markierten DHBVpreS 1 - 130
Aufbauend auf diesen Ergebnissen sollte aufgrund der Lage der Epitope (Abb. 53) der

Einfluss der Antikorper auf die DHBVpreS-dCPD-C Interaktion geklart werden. Dazu wurde
rekombinantes, Rhodamin-markiertes DHBVpreS Protein 1 - 130 entweder mit dem
Antikorper MT92 oder dem Hybridomiiberstand, der den monoklonalen DHBVpreS-
spezifischen Antikorper 4F8 enthielt, vorinkubiert und dann auf mit nach adenoviraler
Transduktion dCPD tl-produzierende HepG2-Zellen inkubiert. Die Zugabe des MT92
beeinflusste im Gegensatz zur Zugabe des 4F8 nicht die Bindung an die dCPD Variante (Abb.
15). In einem weiteren Experiment wurde ebenfalls die Bindung der sdCPD-C an ein planares
Tragermaterial immobilisiertes DHBVpreS 1 - 165 trotz Zugabe der IgGs des MT93 nicht
inhibiert (Daten nicht gezeigt).

Die darauf folgende Dichtezentrifugation erbrachte keinen Aufschluss iiber die Folgen der
IgGs des Antikorpers MT93 auf die Komplexbildung von DHBV mit sdCPD-C (Daten nicht
gezeigt).

Da das myristoylierte DHBVpreS Peptid 2 — 21™" die Infektion von PDHs nicht beeinflusste,
das myristoylierte DHBVpreS Peptid 2 — 41™" aber eine Infektion inhibieren und an
Hepatozyten binden konnte, wurde gefolgert, dass das Peptid 2 — 41™" mit Hepatozyten direkt
interagieren und dadurch die Interaktion des DHBV verhindern kdnnte (Urban and Gripon,
2002). In diesem Peptid liegt der Bereich von Aminosdure 22 bis 41. Deshalb wire die
Untersuchung des Einflusses eines Peptides DHBVpreS 22 — 41 auf eine Infektion interessant,
da dieser Bereich im DHBVpreS mit groBer Wahrscheinlichkeit nicht auf der VirusauBlenseite
exponiert ist (Grgacic et al., 2000b; Chojnacki et al., 2005). Eine Interaktion dieses Bereichs
mit Faktoren auf oder in Hepatozyten kann erst nach rdumlicher Umorientierung des L-
Proteins erfolgen (wie z. B. nach erfolgter Aufnahme durch pH-Anderung oder durch
Spaltung des L-Proteins mittels eines Enzyms), wodurch entsprechende Epitope freigelegt
wiirden. Erginzend wire die Auswirkung des DHBVpreS Peptid 2 - 44™" auf die Bindung
des DHBV an die Hepatozytenoberfliche mit der quantitativen Real-Time PCR zu
iiberpriifen.

Um eine Inhibition durch sterische Behinderung ausschlieBen zu koénnen, wiren

Infektionsstudien mit Fab-Fragmenten der gereinigten Antikorper sinnvoll. Sie kdnnten
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Aufschluss iiber die Bedeutung des Bereichs AS 2 - 22 oder nachfolgende Aminosduren fiir
die Inhibition geben.

Soweit wurde die Exposition des Bereichs AS 2 — 22 im DHBVpreS des L-Proteins auf der
Virusoberflache und die inhibitorische Wirkung der Antikoérper MT92 und MT93 auf die
Infektion von Hepatozyten mit DHBV gezeigt. Diese Inhibition konnte intrazelluldr mit
einem fir die nach Aufnahme weiteren Schritte wihrend der Infektion notwendigen
Korezeptor interferieren. Die Annahme eines Korezeptors wurde bereits von Lenhoff
(Lenhoff and Summers, 1994a) und Ishikawa (Ishikawa et al., 1994) auf Grund der folgend
genannten Ergebnisse geduBert: durch Linker Scanning erhaltene DHBV Mutanten 5-L-15,
18-L-27, 25-L.-37 und 32-L-44 von Lenhoff waren nicht mehr infektioés. Die entsprechenden
von Ishikawa generierten DHBVpreS-GST Fusionsproteine BED4 (korreliert zu 18-L-27) und
BEDS8 (korreliert zu 32-L-44) waren aber nicht dCPD-bindedefizient. Die Transfektion
DHBV-freier Pekingenten mit den Deletionen D813 (entspricht A5-14) und D864 (entspricht
A22-30) tragenden DHBV26-Genomen fiihrten ebenfalls nicht zur Infektion dieser Tiere
(Fernholz, 1992). Das wichtigste Argument fiir einen Korezeptor bleibt die Inhibition mit dem
DHBVpreS Peptid 2 - 41™". Ein génzlich anderer Mechanismus kann aber durch die bisher

durchgefiihrten Versuche nicht ausgeschlossen werden.

3.1.5 Perspektive
Es gilt, die Rolle dieser Bereich bei der Infektion zu klidren. Entsprechend konnte die Wirkung

des myristoyliertes DHBVpreS Peptid 22 - 41™" auf die Infektion getestet werden. Falls
dieser Bereich zu einer Inhibition fiihrt, konnte dies an der Kompetition eines
Interaktionspartners oder eines weiteren fiir die Infektion essentiellen Schritts innerhalb des

Hepatozyten liegen.

3.2 Untersuchung der Rolle der Carboxypeptidase D der Ente bei Bindung,
Aufnahme und Infektion

Tabelle 2 listet Ergebnisse von Experimenten mit Deletionsmutanten im Bereich AS 85 - 125
auf. Dabei fillt der Einfluss dieses Bereichs auf Bindung, Infektion, Kompetition etc. auf, der

bei Fehlen dieses Bereiches nicht zu beobachten war.
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DHBVpreS
A85-96

A101-109

A107-125

Fernholz | Bruns |Ishikawa
1993 1998 1994
Infektion | Enhancement | Infektion
in vive in vitro in vitro
- - n.d.

n.d. n.d. -
- - n.d.

Urban
1998

Infektions-
kompetition
in vitro

Ishikawa
1994
Bindung

n.d.

n.d.

Breiner
1998

Bindungs-
kompetition

Urban
2000

SPR-basierte
Kompetition

Autor

Experiment

Tabelle 2: Ubersicht verschiedener Versuchsansitze zur Klirung der Bedeutung des Bereiches AS 85-125
im DHBVpreS des L-Proteins. Das Minus-Zeichen - steht fiir das negative Ergebnis des entsprechenden
Experimentes. n.d. entspricht ,,nicht durchgefiihrt“. Mit blauer Farbe sind Ergebnisse von Experimenten
hinterlegt, bei denen die Auswirkung auf die dCPD-Bindung untersucht wurde (Fernholz et al., 1993; Ishikawa
et al., 1994; Breiner, 1998; Bruns et al., 1998; Urban et al., 1998; Urban et al., 2000).

In diesem Bereich liegt eine alpha-Helix (AS 89 — 104). Die in Abbildung 17 aufgelisteten
Aminosiureaustausche fiithren aufgrund von Ladungsinderungen zur Anderung der
Amphipathizitdt oder zur Stérung der Integritdt der a-Helix. Die durchgefiihrten Experimente
mit den entsprechenden Mutanten sollten die Auswirkung auf die dCPD-Bindung und die

daraus resultierende Auswirkung auf die Infektion untersuchen.
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Abbildung 54: Schema zur Amphipathizitit der alpha-Helix AS 89 - 104. (A) vereinfachte Darstellung des
in Abb. 11 B gezeigten Helix Wheel; (B) Darstellung der alpha-Helix als Zylinder mit dem amphipathischen
Moment. o entspricht hydrophoben Aminoséduren; + steht fiir die basischen und — fiir die sauren Aminoséuren.

Abbildung 54 veranschaulicht einen Austausch der Glutaminsdure (- fiir saure Aminosiure,
negative Ladung) an den Stellen E91 und E98 zu Valin (hydrophob) mit entsprechendem
Einfluss auf die Amphipathizitét. Bei einer Ladungs-abhingigen Interaktion zwischen dCPD
und dem DHBVpreS-Teil des L-Proteins sollte dadurch Bindung und Interaktion beeinflusst

werden. Durch den Austausch der Arginine an den Stellen 101 oder 102 mit dem Helix-
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Brecher Prolin am Ende der Helix wird die Integritidt der Helix gestort. Bei einer struktur-
abhédngigen Interaktion zwischen dCPD und dem DHBVpreS-Teil des L-Proteins sollte
dadurch Bindung und Interaktion beeinflusst werden.

Im Falle der C-terminalen amphipathischen Helix (alpha-Helix 3) des Apolipoproteins C-II
(Apo C-II) ist diese Helix fiir die Interaktion des Apo C-II mit der Lipoprotein Lipase (LPL)
und deren Aktivierung notwendig (Zdunek et al., 2003). Lam berichtete von einem Fall von
Geschwistern mit dem Chylomikrondmie Syndrom mit einer Mutation bei AS 72 im APOC?2
Gen. Aufgrund Sekundirstrukturvorhersagen vermutete Lam eine Anderung der
Sekundirstruktur der C-terminalen Helix (alpha-Helix 3) durch den mit der Mutation
verursachten Aminosdureaustausch des hydrophoben Helix-Bildners Leucin (CTT) mit dem
Helix-Brecher Prolin (CCT), in Folge derer sich die Interaktion zwischen dem Apo C-II und
der LPL édndert und zu einem Apo C-II Mangel fiihrt (Lam et al., 2005). Es zeigte die
Bedeutung einer amphipathischen Helix fiir die Aktivierung eines Enzyms du entsprechende

Auswirkungen nach Verlust der Struktur.

3.2.1 DHBVpreS Proteine mit Punktmutationen in der amphipathischen Helix
Die Anderung der Aminosiuresequenz durch einzelnen Aminosiureaustausch beeinflusste

nicht die Ausbeute an Protein nach der Expression in den Bakterien-GroBkulturen. Wie in
Abbildung 22 zu sehen ist, wiesen die gereinigten DHBVpreS Proteine unterschiedliche
Mobilitdt in der Gelelektrophorese auf, und erfolgte Aminosdureaustausche waren teilweise
bereits nach Anfiarbung des SDS-Geles mit Coomassie-Blau sichtbar.

Mit Hilfe der gereinigten DHBVpreS Mutanten konnten die Epitope der monoklonalen
DHBVpreS-spezifischen Antikorper 1H1 (Pugh et al., 1995) und 4F8 auf den Bereich AS 101
- 109 bzw. 101 - 105 eingegrenzt werden. Beide Antikorper wirken neutralisierend auf die
DHBV-Infektion von PDHs (Pugh et al., 1995 und eigene Untersuchungen). Die ermittelten
Epitope liegen innerhalb der dCPD-Binderegion im DHBVpreS und inhibieren durch Stérung
der dCPD-Bindung.

3.2.2 Unterschiedliche dCPD-C-Bindefahigkeit der einzelnen DHBVpreS Proteine
Der Einfluss der Anderungen der Aminoséuren auf die Interaktion der gereinigten DHBVpreS

Proteine mit der I6slichen Form der C-Doméne der dCPD (sdCPD-C) wurde niher untersucht.
Es wurde in Betracht gezogen, dass auch schwache, instabile Bindungen bzw. Interaktionen
sichtbar gemacht werden sollten, dem durch Inkubation der Ansdtze bei unterschiedlichen
Temperaturen Rechnung getragen wurde. Die Inkubation bei 4°C fiihrt zur Stabilisierung

eines Komplexes, der aufgrund seiner Lage des Gleichgewichts auf der Seite der
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Einzelkomponenten und somit aufgrund einer groferen Dissoziationskonstante instabil ist.
Durch die Inkubation bei 4°C wird das Gleichgewicht auf die Seite des Komplexes gedringt.
Fiir E91V, E98V, EE91,98VV und Q104P zeigte sich eine Stabilitit der Komplexe, die dem
des Wildtyps entsprach und unabhingig von der Temperatur war (in den Abb. 23 — 25, die
Spuren 4, 6, 7 und 10). Die sukzessive Erhohung der Temperatur von 4°C iiber 22°C
(Raumtemperatur) bis zu 37°C (Inkubationstemperatur der PDH-Kulturen) fiihrte bei R101P
und D93Q zur unterschiedlichen Komplexstabilitét (in den Abb. 23 - 25, die Spuren 5 und 8).
Fiir R101P fiihrte die Inkubation bei 37°C zu einem der dCPD-bindedefizienten Mutante
A101 - 109-dhnlichen Verlust der Bindefdhigkeit (Abb. 25, vgl. Spur 3 mit Spur 8). Im
Gegensatz zu den Beobachtungen fiir D93Q und R101P war die Bindefdhigkeit des R102P
bereits von Anfang an drastisch reduziert. Der Austausch des Arginins mit Prolin an dieser
Position fiihrte zur Storung der Struktur des DHBVpreS und daraus resultierend zum Verlust
der sdCPD-Bindung und Komplexbildung. Die erhaltenen Ergebnisse zeigten eine
Abhingigkeit der Bindung der getesteten DHBVpreS Mutanten an die sdCPD-C von der
Struktur und nicht von der Ladung. Dies bestdtigte die von unserer Gruppe gezeigte
Notwendigkeit der Integritdt der kurzen alpha-Helix des DHBVpreS im L-Protein fiir die
Infektion (Urban et al., 1998).

3.2.3 Einfluss der Aminosaureaustausche auf die Virenproduktion
Es stellte sich die Frage nach dem Einfluss der getesteten Mutationen im viralen Kontext auf

die Infektion. Unter der Annahme einer Korrelation zwischen biochemisch erhaltenen Daten
(Verlust der dCPD-Bindefdhigkeit) und in vitro Infektionsstudien (Verlust der Infektiositét)
sollten entsprechende Viren getestet werden. Dies wiirde deutlicher den Einfluss der
Anderungen im L-Protein auf die Infektion und Anheftung an Hepatozyten zeigen.

Da alle Mutanten in vergleichbaren Mengen als Viren sezerniert wurden, lagen keine Stérung
des Assembly und der Replikation vor. Dies wurde mit einer DNA-Dotblot Analyse mit dem
Nachweis der viralen DNA (Abb. 27), sowie im Immunoblot mit dem Nachweis des L-
Proteins (Abb. 28) iiberpriift. Auch der Austausch D93Q mit dem Austausch der
Aminosduren RP310,311TA in der Polymerase fiihrte zur Produktion der gewiinschten Viren.
Der Bereich des DHBVpreS liegt in der ,,Spacer-Region® der Polymerase (siche Abb. 26 A),
und Mutationen in diesem Bereich sollten keinen Einfluss trotz eventueller
Aminosédurednderungen in der Polymerase auf die Virusproduktion nehmen. Dies bestétigte

sich im Fall des D93Q in der Analyse mit einem DNA-Dotblot und Immunoblot.
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Im Immunoblot konnten die Mutationen R101P, R102P und Q104P nach Inkubation mit den
Antikorpern 1H1 und 4F8 bereits detektiert werden, da beide diese DHBV Mutanten reduziert
bzw. nicht detektierten (Abb. 28 B + C).

Im Falle des DHBV R101P zeigte sich wiederholt eine etwas verringerte Produktion von
Viren und Cores. Die Reduktion der Sekretion wurde nicht weiter untersucht, da die Menge
sezernierter Viren fiir die entsprechenden Versuche in ausreichender Menge produziert
werden konnten. Eine mogliche Erkldrung fiir die verminderte Sekretion sind die von Hild in
seiner Dissertation erhaltenen Ergebnisse. Die Arginine R101 und R102 stellen neben zwei
weiteren  Positionen im  L-Protein  wahrscheinliche =~ Hsc70-Bindestellen — dar
(Hitzeschockprotein 70, (Hild, 1997)). Hsc70 scheint eine wichtige Rolle bei der Verankerung
des Nukleokapsids an die Virushiille zu spielen (Hild, 1997). Unterschiede im Gehalt an
Hsc70 in Viren und SVPs konnten zur Anderungen der Topologie des L-Proteins fiihren und
dadurch zur Stérung der Verankerung des Nukleokapsids. Ergebnisse von Hild in dieser
Richtung ergaben keinen Einfluss der Mutation RR101,102LH auf die Membrantopologie des
L-Proteins nach in vitro Translation / Transkription (Hild, 1997). Dies schlief3t aber nicht den
Einfluss des einzelnen Austausches des Arginins 101 auf die Membrantopologie und

Virusproduktion aus.

3.2.4 Einfluss der Punktmutationen auf die Infektiositit der entsprechenden
Viren

Die in vitro Infektionsstudien ergaben eine Korrelation zwischen den in den biochemischen in
vitro Bindungsstudien mit DHBVpreS R101P und R102P erhaltenen Ergebnissen und der
Infektiositdt der entsprechenden Viren. Der Austausch des Arginins R101 oder R102 mit
Prolin hatte den groBten Einfluss auf die Interaktion zwischen der sdCPD-C und DHBVpreS
(Abb. 23 — 25). Beide DHBV Mutanten waren nicht in der Lage, PDHs zu infizieren (Abb. 29
— 31). In Abbildung 32 A erkennt man die Reduktion der Infektion im Falle DHBV R101P
und R102P am Tag 4 p.i. und Tag 7 p.i. .

Fiir die Mutante DHBV myr wurde ein Verlust bzw. sehr starke Reduktion der Infektiositét
beschrieben durch den Austausch des Glycins durch ein Alanin mit Zerstorung der
Myristylierungsstelle (Macrae et al., 1991; Summers et al., 1991; Borst, 1997). Diese Mutante
wurde als eine Kontrolle in der Infektionsstudie eingesetzt (vgl. dazu die DHBVpreS A101 -
109 als bindedefiziente Kontrollmutante im biochemischen Bindungsexperiment). Fiir diese
Mutante ist nach einer lingeren Dauer des Infektionsversuches, sowie einer sehr sensitiven

Nachweismethode eine Infektion in vitro und in vivo nachweisbar, die nicht auf Revertanten
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zuriickzufithren war (Borst, 1997). Dies spricht fiir die Bedeutung der korrekten raumlichen
Ausrichtung des L-Proteins fiir die Infektion.
Die Analyse am Tag 4 p.i. zeigte préferentiell die primére Infektionsrunde, wohingegen man

am Tag 7 p.i. einen erfolgten Virusspread innerhalb der PDH-Kultur annehmen kann.

3.2.5 Einfluss anderer Aminosiureaustausche an den Stellen R101 und R102P
Um den beobachteten Verlust der Bindung des mutierten DHBVpreS an sdCPD-C und der

Verlust der Infektiositdt der Viren DHBV R101P und DHBV R102P ndher zu untersuchen,
wurden die Aminosduren entweder konservierend durch Histidin oder durch hydrophobes
Leucin ausgetauscht. Bleibt der Verlust der Infektiositit weiter bestehen, liegt dies an dem
Austausch des Arginins und ist folglich Aminosédure-spezifisch. Ist der Verlust nicht mehr
vorhanden, ist die Struktur der a-Helix essentiell.

Die biochemische in vitro Bindungsstudie der gereinigten rekombinanten Proteine
DHBVpreS RI101L, RI10IH wund RI02H =zeigten ein Wildtyp-entsprechendes
Bindungsverhalten (Abb. 34). Der beobachtete Verlust bzw. die Reduktion der Bindung hingt
nicht von der Ladung, sondern von der Integritit der a-Helix im essentiellen Bereich der
dCPD-Binderegion ab.

Es stellte sich die Frage nach der Auswirkung auf die Infektiositéit der entsprechenden Viren.
Im Falle des DHBV RI0IH gelang keine ausreichende Virusproduktion. Dies lag
moglicherweise an der grofleren Bedeutung des R101 fiir die Sekretion und die Interaktion
mit Hsc70 als R102. Im Falle DHBV R102H war die Menge fiir die Durchfithrung der
Infektionsversuche ausreichend. Im biochemischen Bindungsansatz zeigte die entsprechende
Prolin-Mutante den grofiten Verlust der Bindefdhigkeit. Der Austausch des Arginins AS 102
zu Histidin beeinflusste im Gegensatz zum Austausch zu Prolin nicht die Infektiositit des
Virus (Abb. 37). Die Wiederholung des Infektionsversuchs mit Analyse der erfolgten
Infektion in der indirekten Immunfluoreszenz (Abb. 38) zeigte erneut den Einfluss der
Anderung der Integritit der a-Helix durch den Austausch mit dem Helix-Brecher Prolin an
der Stelle R101 und R102 (DHBV RI101P und DHBV R102P) mit einem vollstindigen
Verlust der Infektiositét.

3.2.6 Bindungsstudie mit einer quantitativen Polymerasekettenreaktion auf
humanen Hepatomzellinien

Bereits hinsichtlich der DHBV myr" Mutante wurde dariiber spekuliert, ob diese grof3e
Reduktion der Infektiositét aufgrund eines Verlustes einer effizienten Bindefdhigkeit an die

Hepatozyten erfolgte (Borst, 1997). Dies wurde fiir diese Mutante nicht ndher iiberpriift.
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In den ersten Untersuchungen mit der sehr sensitiven Nachweismethode der quantitativen
Real-Time PCR konnte das DHBV R102P etwas reduziert im Vergleich mit DHBV wt an
HepG2.18-Zellen (Abb. 39) binden. Diese Zelllinie ist stabil mit einem dCPD-
Expressionsplasmid transfiziert. Sie ermdglicht eine Untersuchung der dCPD-Bindung im
zelluliren Umfeld. Dabei bleibt aber die Uberexpression der dCPD in dieser Zelllinie und
folglich die nicht der in PDHs entsprechende Menge der dCPD zu bedenken.

Die Beobachtung der Bindung des DHBV wt an HepG2-Zellen (Abb. 39) deutete auf einen
unspezifischen Bindeprozess hin. Bindungs-Versuche mit '*-[-DHBV Partikeln und HepG2-
Zellen im Vergleich zu PDHs ergaben im Falle der HepG2-Zellen einen linearen Anstieg der
Anzahl der an Zellen gebundenen DHBV Partikel mit der Menge der eingesetzten Partikel,
woraus Klingmiiller auf eine unspezifische Bindung schloss (Klingmiiller, 1992). Kock wies
1993 die Bindung von DHBV an HepG2-Zellen und auch nach dreimaligem Waschen bis zu
3 Tage nach Inkubation virale DNA nach (Kock and Schlicht, 1993). In weiteren Versuchen
konnte er keine cccDNA-Bildung finden, woraus er keine erfolgreiche Aufnahme
schlussfolgerte. Da aber die Aufnahme nicht mit der Bildung der cccDNA gleichzusetzen ist,
hitte er die Aufnahme von Viren bereits mit dem Nachweis der Amplifikation eines
Fragmentes mit der PCR iiber den kontinuierlichen Bereich der RC-DNA (engl. relaxed
circular-DNA) nachweisen konnen (Qiao et al., 1999). Zusétzlich konnte Kock das effiziente
(90 %) Entfernen von DHBV Partikeln durch eine Trypsin-Inkubation der PDHs etablieren,
wodurch ausschlieBlich aufgenommene Partikel durch Nachweis der DNA in einer PCR
detektiert werden konnten (Kock et al., 1996). Dies ist bei der Quantifizierung der Anzahl
aufgenommener Viren zu beachten. Die Arbeit von Kdck war die Grundlage fiir von Funk

und Kollegen 2004 durchgefiihrte Bindungs- und Aufnahme-Versuche (Funk et al., 2004b)

Alle genannten Versuche nutzten sensitive Methoden zum Nachweis der cccDNA und der
viralen DNA. Die Real-Time PCR ist noch sensitiver und vermag bereits ein einzelnes virales
DNA-Molekiil nachzuweisen.
Aus den soweit mit HepG2-/ HepG2.18-Zellen durchgefiihrten Experimenten kann man
folgendes schlieBen:
- die durchgefiihrte Real-Time PCR war spezifisch, da in Kontrollansitzen sowie
Ansétzen ohne Template (Abb. 39 ddH,0) keine Signale erhalten wurden;
- das Vorhandensein der dCPD in den HepG2.18-Zellen ergab keinen grof3en
Unterschied zu den nicht dCPD-exprimierenden HepG2-Zellen, da die Bindung des
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DHBVwt bei beiden vergleichbar war und dem des DHBV R102P entsprach (Abb.
39).

3.2.7 Bindungsstudie mit einer quantitativen Polymerasekettenreaktion auf
primiren Entenhepatozyten

Es stellte sich die Frage nach einer Korrelation zwischen der Infektiositit der in der a-Helix
mutierten Viren und der Bindung und Aufnahme der Viren an bzw. in PDHs.

Bei der Inkubation bei 4°C konnten Zell-Assoziierte Viren detektiert werden, weil bei dieser
Temperatur nur die Bindung von DHBV an Zellen und nicht die Aufnahme moglich ist (Rigg
and Schaller, 1992). Bei der Inkubation bei 37°C kann man bereits nach 30 Minuten die
erfolgte Aufnahme in die Zellen im Zytoplasma detektieren (Qiao et al., 1999).

Im gezeigten Experiment mit PDHs konnte auf Grund der fehlenden Trypsin-Behandlung der
PDHs nicht die Menge der aufgenommenen Viren exakt quantifiziert werden, da Zell-
Assoziierte Viren mitdetektiert wurden. Die Zell-Assoziation fiithrte bei der Inkubation bei
37°C im Vergleich zu 4°C zu einer grofleren Menge gebundener Viren (hoherer Wert der
viralen DNA). Damit bestdtigte sich die Aussage von Klingmiiller, dass bei 4°C die Bindung
der DHBV-Partikel an Hepatozyten duflerst gering war (Klingmiiller, 1992). In dem hier
durchgefiihrten Versuch kam es bei 4°C zu einer mit dem Wildtyp vergleichbaren Assoziation
des DHBV R102P an PDHs. Die Aufnahme bei 37°C erfolgte bei beiden Viren (DHBV wt
und DHBV R102P) (Abb. 40).

Dieses Ergebnis widerspricht der bisher giiltigen Annahme der dCPD als priméreren, eine
Aufnahme in PDHs vermitteltenden Rezeptor. DHBV R102P ist dCPD-bindedefizient und
sollte bei dCPD-vermittelter Aufnahme nicht in PDHs aufgenommen werden. Die Bindung an
und Aufnahme in PDHs ist bei DHBV R102P nicht gestort und die Rolle der dCPD als
primdrer Aufnahmerezeptor damit in Frage gestellt. Es spricht weiter dafiir, dass
wahrscheinlich ein anderer Bereich im DHBVpreS fiir die Bindung und Aufnahme wichtig
ist. Folglich ist die Frage nach einem DHBV-relevanten primidren Rezeptormolekiil erneut
aufgeworfen.

Aus den soweit vorliegenden Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die Integritét der o.-
Helix neben der Myristoylierung des L-Proteins wichtiger fiir die Infektion ist als die
Amphipathizitdt der a-Helix. Die besondere Bedeutung dieser a-Helix spiegelt sich in der
Konserviertheit dieses Bereichs innerhalb der verschiedenen DHBV-Isolate, sowie der
geringen Anzahl an Austauschen bei anderen Avihepadnaviren wie HHBV, CHBV, STHBV,
SGHBYV und RGHBYV wider (siche Abb. 57 im Anhang).
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Die erhaltenen Ergebnisse werfen die Frage nach einem priméren Rezeptormolekiil und den

Zeitpunkt der Teilnahme der dCPD im Infektionsprozess auf.

3.2.8 Perspektive
Die wichtige Rolle der dCPD bei der Infektion steht auler Frage. Unklar bleibt aber, wann

und wo in der Zelle sie ihre Funktion ausiibt. Zur weiteren Kldrung dieser Frage wiren
Fraktionierungen von Entenhepatozyten nach Aufnahme von DHBV wt im Vergleich mit
DHBYV R102P in Abhéngigkeit der Zeit hilfreich. Breiner beobachtete nach Infektion eine
Abnahme der dCPD-Menge in Abhidngigkeit der Zeit (Breiner et al., 2001). Er untersuchte
aber nicht die Lokalisation der dCPD und des DHBV innerhalb der ersten Stunden nach
Aufnahme. Erginzende Versuche unter Beriicksichtigung der von Qiao bei 37°C gemachten
Beobachtung der Aufnahme von DHBV in das Zytoplasma nach 30 Minuten und der
Nukleokapside in den Kern innerhalb von 4 h unter der Voraussetzung einer synchronisierten
Infektion konnten zur Aufklarung beitragen (Qiao et al., 1999).

Des Weiteren ist es wichtig zu iberprifen, ob eine dCPD-unabhdngige Aufnahme
ausreichend fiir die Infektion ist, indem zuvor die dCPD in PDHs mit RNAi Gene Silencing
ausgeschaltet wird.

Als ein weiteres Ziel fortfithrender Arbeiten bleibt die Untersuchung der fiir die Bindung und
Aufnahme verantwortlichen Proteine (Rezeptormolekiile). Warum es nicht moglich war bzw.
ist, andere Proteine mittels der von Kuroki genannten Immunprézipitation zu isolieren
(Kuroki et al., 1994), liegt wahrscheinlich an der geringen Anzahl der entsprechenden
Proteine an der Oberfliche und in den Hepatozyten. Klingmiiller konnte 1992 in einem
Crosslinking-Versuch mit dem synthetischen Peptid DPS13 drei mdgliche Bindeproteine von
69 kDa, 55 kDa und 42 kDa GroB3e auf der Hepatozytenoberfliche ermitteln (Klingmiiller,
1992). In wieweit diese Bindeproteine die DHBV-Infektion beeinflussen und um welche
Proteine es sich handelte, wurde nicht weiter untersucht. Zudem wurde nur der Bereich AS 82
- 121 im DHBVpreS zum Crosslinken gewidhlt. Da dCPD nicht hédufig an der Oberfldche
anzutreffen ist, konnte dies die Ursache sein, warum in diesem Ansatz kein 180 kDa-grof3es
Bindeprotein gefunden wurde. Borst isolierte 1997 (Borst, 1997) mittels einer
Affinitdtschromatographie ein 85 kDa-groBles Protein aus Entenhepatozyten. Sie hatte zuvor
monoklonale Antikorper gegen komplette Hepatozyten generiert, die eine DHBV-Infektion
spezifisch neutralisierten, sowie die Aufnahme von DHBV blockieren konnten. Mit diesen
Antikorpern isolierte sie ein spezifisch an der Zelloberfliche und ausschlieBlich in

Entenhepatozyten vorkommendes 85 kDa-groBles Protein. In wieweit es sich bei diesem
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Protein um einen fiir die Bindung essentiellen Partner handelte, bedarf weiteren
Untersuchungen.

Ein weiterer Ansatz zur Uberpriifung der Notwendigkeit der kurzen a-Helix fiir die Bindung
der dCPD-C und die Infektion wire ein Umkehren der a-Helix im DHBVpreS. Wie in
Abbildung 55 zu sehen ist, bleibt dabei eine o-Helix bestehen. Im Falle der alpha-invers
Mutante, bei welcher die drei Aminosduren 88-WTP-90 am Start der a-Helix unverdndert
blieben, wiirden die Lédnge und der Start der a-Helix beibehalten. Wiirde man aber diese drei
Aminosduren ebenfalls invertieren, kime es zu einem Verschieben des Beginns der a-Helix
zur Position P87, sowie einem Verkiirzen auf eine Lange von 12 AS. Bindungsversuche mit
diesen Mutanten als rekombinante Proteine kdnnen die Rolle einer a-Helix bei der Bindung
zeigen. Alternativ konnte man die DHBVpreS-spezifische a-Helix AS 89 - 104 mit einer
amphipathischen o-Helix wie der amphipathischen a-Helix 3 des humanen Apo C-II
austauschen. Im Falle einer Bindung der sdCPD-C an die entsprechenden Proteine wire es

interessant, die Infektiositdt der entsprechenden DHBV Mutanten zu testen.

80 90 100 110 120 130
Wildtyp SNPTPQEIPQPQWTPEEDQKAREAFRRYQEERPPETTTIPPSSPPQWKLQPGDDP
DPM ctccecheccceccchhhhhhhhhhhhhhhhctecccccccecctecechhtttete
DsC ccccccccccceccchhhhhhhhhhhhhhhccccccccccccecececececcececee
GOR4 cccccceeccccccchhhhhhhhhhhhhhecccccceeecccccccccceccccce
HNNC cccccccccccecceccecchhhhhhhhhhhhccccccccccccccceccececceccee
Predator cccccccccccecccchhhhhhhhhhhhhhheccccccccccccccceeeccccce
SIMPA96 cccccccccccecccchhhhhhhhhhhhhheccccccccccccccccccececcccee
SOPM cccceccccccceccecthhhhhhhhhhhhhheecccceccceccecccececttece

Consensus ccccccccccccececchhhhhhhhhhhhhhhececccececcecceccccecceceece

80 920 100 110 120 130
alpha-inv SNPTPQEIPQPQWTPQYRRFAERAKQDEEEERPPETTTIPPSSPPQWKLQPGDDP
DPM ctccechecccecccccchhhhhhhhhhhhhhhtcccccccecctecechhtttete
DsC cccccccccccecchhhhhhhhhhhhhhhcccccccccceccccccccececcececee
GOR4 cccccceeccccccchhhhhhhhhhhhhhecccccceeecccccccccceccccce
HNNC cccccccccccecchhhhhhhhhhcecccccccecccceccccccececececececcececeee

Predator cccccccccccccchhhhhhhhhhhhhhhhecocccccccccccccceeeccccce
SIMPA96 ccccccccccceccchhhhhhhhhhhhceccccccccceeccccccececcccececececee
SOPM ccccecccccccccecthhhhhhhhhhhhhtcccccceeccceecceccecttece
Consensus cccccccccccecchhhhhhhhhhhhhhhecccccccccccceccecccecececee

80 920 100 110 120 130
alphavoll SNPTPQEIPQPQOYRRFAERAKQDEEPTWEERPPETTTIPPSSPPQWKLQPGDDP
DPM ctccecheccccchchhhhhhhhhhhhchhhhhteccccccectecechhtttete
DSC cccccccccccececchhhhhhhhhhhhhhheccccceccccececccececccecceeeecee
GOR4 ccccccccccchhhhhhhhhhhhcecceccccccccccceeccccecccccecececcee
HNNC ccccccccccchhhhhhhhhhchecceccecccccccccccccccccecceecececececee

Predator cccccccccccechhhhhhhhhhhececccecccccccecccececccccceeeccccece
SIMPA96 cccccccccchhhhhhhhhhhceccccecececcccccceccccecccecccecceeccececee
SOPM cccceccccechhhhhhhhhhttteccecceccceccecceccececceecececttece
Consensus ccccccccccchhhhhhhhhhhh?cccccccccccccccccceccecececcecececee

Abbildung 55: Ergebnis der Analyse der Vorhersage der Sekundirstruktur des DHBVpreS von AS 86-
130. Zu sehen sind in dicker Schrift die entsprechenden DHBVpreS Aminoséuresequenzen des DHBVpreS
Wildtyp im Vergleich zu den Mutanten mit invertiertem Bereich AS 91-104 (alph-inv) bzw. AS 88-104), die mit
den links aufgelisteten Methoden DPM (Deleage et al., 1987), DSC (King et al., 1996), GOR4 (Garnier et al.,
1996), HNNC (Guermeur et al., 1999), Predator (Frishman et al., 1996), SIMPA96 (Levin et al., 1986) und
SOPM (Geourjon et al., 1994) analysiert wurden. Unter den Sequenzen steht die erhaltene Consensus-Sequenz,
die die voraussichtliche Sekundérstruktur zusammenfasst. h, o-helix; e ,extended; ¢ ,random coil; t ,turn.
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3.3.1 Mutation der wahrscheinlichen Protease-Schnittstelle im DHBV L und
Einfluss auf die DHBV-Infektion

In der Analyse von Leberlysaten und Serumproben DHBV-positiver Enten reagierten
Antikorpern, deren Epitope N-terminal vor AS 23 im DHBVpreS liegen, nicht mit dem 28
kDa groBen Protein (Abb. 41 rechts). Die monoklonalen Antikérper 1H1 und 4F8, deren
Epitope in der a-Helix AS 89-104 liegen, detektierten die 28 kDa Proteinbande (Abb. 41

mitte und links).

DHBYV preS dCPD-Binderegion

stabilisierend essentiell

AN CONHY| | o
| \ 51 57
2 30 86 115 161

2 22 10105
MT 92 & MT93 4F8

101, 109
1H1

Abbildung 56: Schema des L-Proteins mit den eingezeichneten Epitopen der entsprechenden Antikorper.

Dies war ein Hinweis, dass die 28 kDa Proteinbande ein N-terminal vermindertes Fragment
des L-Proteins ist. Die Intensitét der L-Proteinbande (36 kDa Bande) ist in der Leberprobe in
den meisten beobachteten Fallen geringer als die der 28 kDa L-Bande (vgl. dazu (Y okosuka et
al., 1988), (Yokosuka et al., 1985), (Bruns et al., 1998), (Tong et al., 1999).

Friithere Studien wiesen ein Auftreten dieser 28 kDa L-Bande friihestens Tag 3 nach Infektion
in vivo nach (Yokosuka et al., 1988). Die Intensitit der Bande nimmt mit der Dauer der
Infektion bis Tag 6 zu. Im Gegensatz dazu blieb das Signal des L-Proteins iiber diesen
Zeitraum anndhernd gleich (Yokosuka et al., 1988). Aus diesen von Yokosuka an Hand der
Analyse von Leberlysaten DHBV-infizierter Enten gemachten Beobachtungen kann man auf
einen erfolgten Virusspread und fortschreitende Infektion der Leber mit Zunahme der
Intensitdt der 28k Da L-Bande schlieBen, da keine Suramin-Zugabe den Virusspread
verhinderte (Funk et al., 2004b).

In einem weiteren Experiment mit der Absicht der Klidrung der strukturellen Anordnung der
Hiillproteine in der DHBV-Partikelhiille mit Protease-Verdau wies Klingmiiller eine grofie
Anzahl moglicher Angriffspunkte fiir Proteasen in der DHBV-Partikelhiille nach, die aber
iberwiegend fiir Proteasen unzuginglich sind. Sie identifizierte besonders exponierte
Abschnitte der DHBV-Hiillproteine im DHBVpreS-Teil des L-Proteins um AS G70 und AS
T140. Nach tryptischem Verdau erhielt sie ein 28 kDa-grofles Fragment, das sie nicht weiter
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im Vergleich zu der in Leber- und Serumproben vorkommenden Bande analysierte. Versuche
zur Klarung einer Virusaktivierung durch Proteasen, wie es bereits fiir andere Virensysteme
(HIV, (Hu et al., 1986), oder Influenzavirus, (Lazarowitz et al., 1973)) gezeigt wurde,
verliefen negativ (Klingmiiller, 1992). Dies deutete im Falle eines proteolytischen
Aktivierungsschnittes zur Entstehung der 28 kDa-Bande nach Virusaufnahme. Versuche von
Fernholz wiesen eine Bildung dieser Bande aufgrund einer Proteolyse nach (Fernholz, 1992),
(Fernholz et al., 1993), und nicht durch Translation von einem internen DHBVpreS AUG. Sie
konnte aber nicht die genaue Schnittstelle identifizieren.

Die biochemische Analyse der angereicherten 28 kDa Bande deutet auf eine Schnittelle nach
Arginin 72.

Fiir die Mutante 67-L-77 (Austausch A67-GALQRAAGP-N77) wurde die Virusbildung
nachgewiesen; diese Viren waren aber nicht infektids (in vitro; (Lenhoff and Summers,
1994a)). Die Deletionsmutante D984 (A62 - 73) fithrte nach DNA Injektion in Pekingenten zu
keiner Infektion der Enten (in vivo; (Fernholz, 1992)). In diesen Ansdtzen wurde ein mehr
oder weniger grofer Bereich des DHBVpreS abgedndert. Die hier in dieser Arbeit
betrachteten DHBV Mutanten unterschieden sich im Gegensatz dazu von dem Wildtyp nur
durch den Austausch von bis zu vier Aminoséduren.

Die rekombinanten DHBVpreS Proteine RR71,72KK, RR71,72GT und 69RRVK72 waren
sdCPD-C bindungskompetent (Abb. 47) und sollten keine gestorte, fiir die Infektion
essentielle Interaktion mit der dCPD besitzen. Die Sekretion der Viren DHBV R71K, R72K,
RR71,72KK, RR71,72GT und 69RRVK72 erfolgte (Abb. 48).

Die Infektiositdt der untersuchten Viren dnderte sich stirker durch Austausch des Arginins 72
in ein Lysin als die Anderung R71L (Abb. 49 A), unabhiingig vom konservierten,
ladungserhaltenden Austausch. Der konservierende Austausch beider Arginine zu Lysinen
(RR71,72KK) fiihrte ebenso wie der Austausch RR71,72GT zur drastischen Reduktion und
Verlust der Infektiositit (Abb. 49 + 50). Das Verschieben der putativen Schnittstelle
69RRVK?72 konnte sie nicht wiederherstellen (Abb. 49 + 50). Dies bestéirkte die vermutete,
dCPD-unabhéngige Bedeutung der Aminosduren im Infektionsprozess.

Im Experiment zur Bindung und Aufnahme an und in PDHs zeigte sich kein Unterschied in
der Zell-Assoziation und Aufnahme der entsprechenden Viren (Abb. 51).

Die soweit erhaltenen Ergebnisse sprechen fiir die bedeutende Rolle einer proteolytischen

Prozessierung des groBen Hiillproteins nach der Aufnahme der Viren in die Zelle.
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3.3.2 Perspektive
Ein weiterfithrendes Experiment wire die adenovirale Transduktion von PDHs mit AADHBV

RR71,72KK und der Nachweis einer 28 kDa L-Bande.

Weiterhin stellt sich die Frage der Route der viralen DNA der aufgenommenen mutierten
Viren in den Hepatozyten. Zur Klarung (in Anlehnung an (Rigg and Schaller, 1992)) lasst
man Viren fiir 6 h bei 37°C in die Zellen aufnehmen, entfernt des Virusinokulums und
trypsiniert die Zellen. Der Nachweis der aufgenommenen viralen DNA erfolgt mittels Real-
Time PCR. Ergédnzend wird eine Auftrennung in Kern- und Zytoplasmaextrakte durchgefiihrt
zur genauen Lokalisation der viralen DNA mit der Real-Time PCR (Qiao et al., 1999). Im
Falle der Lokalisation im Zytoplasma schlief3t sich die Fraktionierung der PDH-Komponenten
und anschlieBende Analyse im Westernblot und Real-Time PCR an, um eventuelle
Unterschiede des Weges der mutierten Viren nach Einfilhrung der Mutationen im Vergleich
mit dem Wildtyp aufzuspiiren.

Die soweit erbrachten Ergebnisse zeigen die besondere Bedeutung der Arginine 71, 72 fiir die
Infektion und die notwendige Prozessierung des groflen Hiillproteins. Es bleibt aber weiter zu
klaren, wann dieser proteolytische Schnitt im Infektionszyklus nach Aufnahme erfolgt und ob

dadurch moglicherweise eine Fusion begiinstigt wird.
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Alle im Rahmen dieser Arbeit genutzten Standardmethoden, wie z.B. die Transformation und
Kultivierung von Bakterien, die verschiedenen Gelelektrophorese-Techniken, sowie Standard-
Pufferlosungen, wie z.B. 6 x SSC, 5 x Denhardts oder 1 x PBS, wurden aus ,,Molecular
Cloning, A Laboratory Manual“ 2nd Edition (Sambrook, 1989) entnommen und kdnnen dort
nach Bedarf nachgelesen werden. Es sind daher nur abweichende bzw. abgeénderte
Techniken im Detail aufgefiihrt. Des Weiteren wurden Verdaus mit Restriktionsenzymen und
Ligationen nach Vorschrift des Herstellers New England Biolabs (Beverly, USA)
durchgefiihrt, die man in dem NEB-Katalog nachlesen kann.

Die Vorgehensweisen zur Reinigung von DNA aus Midi - / Maxi - Bakterienkulturen,
Agarosegelen, PCR-Ansétzen oder PDH-Kulturen (bzw. anderen Zellen) wurden gemif des
Herstellers der entsprechend genutzten Kits (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland)
durchgefiihrt und werden daher nicht weiter aufgefiihrt.

4 Material

4.1 Biologische Materialien:

4.1.1 Zellen

Primére Entenhepatozyten (PDHs)

HepG2 (Aden et al., 1979, Knowles et al., 1980) Humane Hepatoma Zellinie

HepG2.18 (Breiner et al., 2001) Humane Hepatoma Zellinie

LMH (Kawaguchi et al., 1987) Hiithner Hepatoma Zellinie

4.1.2 Bakterienstimme

Escherichia coli DH5a F’, endAl, hsdR17(rymy ), supE44, thi'l,

(Hanahan, 1983) recAl, gyrA96, relAl, A(laclZYA-argF)U169,
deoR, (D80dlacA(lacZ)M15)

Escherichia coli M15[pREP4] nals, Strs, rifs, thi’, lac, ara’, gaf, mtl, f,

(Zamenhof et al., 1972) recA”, uvr', lon"

4.1.3 Antiseren

Primdre Antikorper:

a4F8 gegen DHBVpreS gerichteter monoklonaler Antikdrper, der nach
Immunisierung von Méusen mit dem Peptid DHBVpreS Aminosdure
93 — 107 erhalten wurde (beschrieben in (Urban et al., 2000)); das
Epitop reicht von DHBVpreS Aminosédure 101 - 105 (vgl. Abb. 21)

alHI1 gegen DHBVpreS gerichteter monoklonaler Antikdrper, der nach
Immunisierung von BALB/c Mausen mit aus Entenserum gereinigten
DHBYV und DHBVs Partikeln erhalten wurde (Pugh et al., 1995); das
Epitop reicht von DHBVpreS Aminosédure 101 - 109 (vgl. Abb. 21)

aDO84 gegen DHBVpreS gerichtetes polyklonaler AntikOrper aus
Kaninchenserum
aMT92 gegen das DHBVpreS gerichteter polyklonaler Antikorper aus

Kaninchenserum, der nach Immunisierung mit dem synthetischen
Peptid DHBVpreS 1 - 41 (Urban et al., 2002) erhalten wurde; die
Haupt-Epitope liegen vor der Aminosdure 23 im DHBVpreS (s. Abb.
9)

oaMT93 gegen das DHBVpreS gerichteter polyklonaler Antikorper aus
Kaninchenserum, der nach Immunisierung mit dem synthetischen
Peptid DHBVpreS 2 - 41™" (Urban and Gripon, 2002) erhalten wurde;
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die Haupt-Epitope liegen vor der Aminoséure 23 im DHBVpreS (s.
Abb. 9)

a7C12 gegen das DHBV S gerichteter monoklonaler Antikérper, der nach
Immunisierung von BALB/c Mausen mit aus Entenserum gereinigten
DHBYV und DHBVs Partikeln erhalten wurde (Pugh et al., 1995); das
Epitop reicht von DHBV S Aminosdure 266 - 275 (Sunyach et al.,
1999) bzw. K267-L276 (Guo et al., 1997b)

aDO87 gegen das DHBV Core-Protein gerichteter polyklonaler Antikorper
aus Kaninchenserum, der nach Immunisierung mit Kapsiden entstand,
die aus DHBV-positiver Entenleber aufgereinigt worden waren
(Bartenschlager, 1990)

028894 gegen die C-Doméne der dCPD gerichteter polyklonaler Antikorper
aus Kaninchenserum, der nach Immunisierung mit gereinigtem,
rekombinantem dCPD-C-Hise¢-Fusionsprotein erhalten wurde (siehe in
(Breiner, 1998), dort als anti-gp180C bezeichnet)

o207 gegen die humane Carboxypeptidase D gerichteter polyklonaler
Antikorper aus Kaninchenserum

a67 gegen das HBVpreS1 gerichteter polyklonaler Antikorper aus
Kaninchenserum

Sekunddre Antikorper:

aKaninchen IgG aus Ziege ein mit Peroxidase-konjugierter Antikérper der Firma
Dianova (Hamburg, Deutschland)

aMaus IgG aus Ziege ein mit Peroxidase-konjugierter Antikérper der Firma
Dianova (Hamburg, Deutschland)

aKaninchen IgG aus Ziege ein mit Alexa Fluor 488-konjugierter Antikorper der
Firma Molecular Probes

4.1.4 Zellkulturmedien

HepG2-Zellmedium:

Williams E Medium, 10 % Fetales Kilberserum (FKS), 2 mM L-Glutamin, 120 1U / ml
Penicilin-Streptomycin-Mix (P/S-Mix)

HepG2.18-Zellmedium:
DMEM high, 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 120 IU / ml P/S-Mix, 400 pg / ml G418

LMH-Zellmedium:
DMEM high, 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 240 IU / ml P/S-Mix, 1 Vol. % 100x nicht-

essentieller Aminosduren, 2 mM Natrium-Pyruvat
Die genannten Medien und Zusatzstoffe wurden von der Firma GIBCO bezogen.

PDH Kulturmedium (Maintenance Medium):

Williams E Medium, 1,5 % Dimethylsulfoxid (DMSO), 20 mM HEPES, 1 g / I Glucose, 37
uM Inosin, 5 uM Glutamin, 10 pM Hydrocortison, 66 nM Insulin, jeweils 100 pg / ml
Penicillin und Streptomycin und 10 pg / ml Gentamycin

Das Insulin, die aD-Glucose und das Inosin wurden von der Firma Serva (Heidelberg,
Deutschland) bezogen.

Das Hydrocortison und das Heparin wurden von der Firma Sigma-Aldrich GmbH
(Taufkirchen, Deutschland) bezogen.
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4.1.5 Plasmide

POES DHBVI16preS 1 — 165: bakterielles Expressionsplasmid, das zur Expression des
DHBVpreS Proteins 1-165 (Wildtyp) mit einem N-terminalen sechsfachen Histidin Tag
eingesetzt wurde. Dieses Plasmid enthdlt die vollstindige DHBVpreS Sequenz sowie die
ersten vier Aminosduren des S Proteins des DHBV16 Genoms (Urban et al., 1998). Dieses
Plasmid diente sowohl als Matrize fiir die durch SOEing PCR generierten Mutationen-
beinhaltenden Fragmente, als auch als ,,Vektor* fiir die Ligation der mutierten pQES8
DHBV16preS Expressionsplasmide.

pCDO: dieses Plasmid basiert auf dem Plasmid pCD10 (Bartenschlager, 1990) und wurde
durch eine PCR modifiziert (Deindl, 1994). Es enthilt ein Uberlingen DHBV16 Genom von
nt 2520 bis 2816 (nach der Nomenklatur von Mandart, (Mandart et al., 1984)) unter der
Cytomegalie Virus (CMV) Promotor Kontrolle (Obert et al., 1996). Mit pCDO-DNA transient
transfizierte LMH-Zellen sezernieren SVPs und DHBYV in das Kulturmedium. Dieses Plasmid
diente sowohl als Matrize fiir die durch SOEing PCR generierten Mutationen-beinhaltenden
Fragmente, als auch als ,,Vektor” fiir die Konstruktion der im DHBV L-Protein mutierten
pCDO Plasmide.

4.1.6 Oligonukleotide

SOEing Primer Nukleotidsequenz (5'-3") Nukleotidposition | Nummer
E91V top CAG TGG ACT CCC GTG GAA GAC CAA AAAGCAC 1059 - 1089 80
E91V bottom CTT TTT GGT CTT CCA CGG GAG TCC ACT GGG GCT G 1053 - 1085 83
D93Q top CCC GAG GAA CAG CAA AAA GCA CGC GAAGCTTTTC 1068 - 1101 67
DI93Q bottom GCG TGC TTT TTG CTG TTC CTC GGG AGT CCA CTG 1059 - 1090 68
E98V top CAA AAA GCA CGC GTA GCT TTT CGC CGT TAT CAA G 1080 - 1113 811
E98V bottom ACG GCG AAA AGC TAC GCG TGC TTT TTG GTC TTC 1074 - 1106 82
R101P top CGC GAA GCT TTT CCC CGT TAT CAA GAA GAA AGA CCA CCG 1089 - 1127 97
R101P bottom TTC TTC ATA ACG GGG AAA AGC TTC GCG TGC TTT TTG 1080 - 1115 98
R101L top CGC GAA GCT TTT CTIC CGT TAT CAA GAA GAA AGA CCA CCG 1089 - 1127 173
R101L bottom TTC TTG ATA ACG GAG AAA AGC TTC GCG TGC TTT TTG 1080 - 1115 174
R101H top CGC GAA GCT TTT CAC CGT TAT CAA GAA GAA AGA CCA CCG 1089 - 1127 194
R101H bottom TTC TTG ATA ACG GTG AAA AGC TTC GCG TGC TTT TTG 1080 - 1115 195
R102P top GAA GCT TTT CGC CCT TAT CAA GAA GAA AGA CCA CCG 1092 - 1127 99
R102P bottom TTC TTC TTG ATA AGG GCG AAA AGC TTC GCG TGC TTT TTG 1080-1118 100
R102L top GAA GCT TTT CGC CTIT TAT CAA GAA GAA AGA CCA CCG 1092 - 1127 175
R102L bottom TTC TTC TTG ATA GAA GCG AAA AGC TTC GCG TGC TTT TTG 1080-1118 176
R102H top GAA GCT TTT CGC CAT TAT CAA GAA GAA AGA CCA CCG 1092 - 1127 196
R102H bottom TTC TTC TTG ATA ATG GCG AAA AGC TTC GCG TGC TTT TTG 1080-1118 197
Q104P top TTT CGC CGT TAT CCA GAA GAA AGA CCA CCG GAA ACC 1098 - 1133 101
Q104P bottom TGG TCT TTC TTC TGG ATA ACG GCG AAA AGC TTC GCG 1089 - 1124 102
DHBVminmyr_top C ACA TTT ATG ATG GCG CAA CAT CCA GCA AAATC 691 -723 135
DHBVminmyr bottom GC TGG ATG TTG CGC CAT CAT AAA TGT GAT GTT G 685 - 717 136
RR71,72KK top GCT GGG GCG GGA AAG AAA GTA GGA TTA TCA AAT CCG 999 - 1034 148
RR71,72KK bottom CGG ATT TGA TAA TCC TAC TTT CIT TCC CGC CCC 1002 - 1034 149
R71K top GCT GGG GCG GGA AAG AGA GTA GGA TTA TCA AAT CCG 999 - 1034 167
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SOEing Primer Nukleotidsequenz (5'-3") Nukleotidposition | Nummer
R71K bottom CGG ATT TGA TAA TCC TAC TCT CIT TCC CGC CCC 1002 - 1034 168
R72K top GCT GGG GCG GGA AGG AAA GTA GGA TTA TCA AAT CCG 999 - 1034 169
R72K bottom CGG ATT TGA TAA TCC TAC TTT CCT TCC CGC CCC 1002 - 1034 170
RR71,72GT top GCT GGG GCG GGA GGG ACA GTA GGA TTA TCA AAT CCG 999 - 1034 159
RR71,72GT bottom CGG ATT TGA TAA TCC TAC TGT CCC TCC CGC CCC 1002 - 1034 160
69RRVK?72 top GCT TGG GCT GGG AGG AGA GTG AAA GTA GGATTATC 990 - 1027 171
69RRVK?72 bottom ATT TGA TAA TCC TAC TTIT CTT CAC CCT CCC AGC AGG 996 - 1031 172
Restriktions-Primer Nukleotidsequenz (5'-3") Nummer
D165 EcoRI fwd CAC ACA GAA TTC ATT AAA GAG GAG 65
Xhol rev pCDO CGG ATG AGT CTC GAG GAG AGA CTG ATT TCC 85
D165 Kpnl rev GCT TTA GGT ACC AGA CATTIT C 86
Bglll fwd pCDO CCA CCA TAG ATC TCC CTC GCC TAG G 84

Die Nukleotidpositionsangaben beziehen sich auf die 1984 von Mandart und Kollegen
eingefiihrte Nomenklatur. Durch fette Schrift ist das gednderte Kodon und durch die
Unterstreichung das gednderte Nukleotid in der Nukleotidsequenz der SOEing Primer
hervorgehoben. Die Unterstreichung in der Nukleotidsequenz der Restriktions-Primer zeigt
die Erkennungssquenz der Restriktionsenzyme. Die Nummer beschreibt die Position in der
,Primer-Bank® der Arbeitsgruppe Dr. S. Urban.

Bei der Klonierung des Konstruktes pQE8 DHBV 16preS D93Q wurde félschlicherweise ein
Restriktions-Primer eingesetzt, der ein Stopp-Kodon einfiihrte, wodurch das exprimierte
Protein um 5 Aminosduren (K161-T165) verkiirzt wurde.

D165 Kpnl back GCT TTA GGT ACC AGA CATTTA C

Die Unterstreichung in der Nukleotidsequenz des Primers zeigt die Erkennungssequenz des
Restriktionsenzyms. Das Nukleotid, das zur Einfiihrung eines Stopp-Kodons fiihrte, ist in
fetter Schrift (A) hervorgehoben.

4.1.7 Adenoviren
Die zur Infektion genutzten Adenoviren GFP dCPD tl wurden freundlicherweise von S. Held

bereitgestellt. Es handelte sich dabei um Adenoviren, die zuvor von K. M. Breiner kloniert
und mit Ad-gp180tl bezeichnet wurden (Breiner et al., 2000).

4.1.8 sdCPD-C

Das eine 16sliche Form der C-Domine der dCPD (sdCPD-C) enthaltende High Five-
Insektenzellenmedium wurde durch kurzes Abzentrifugieren (3.500 rpm fiir 5 Minuten bei 4°C)
geklart und bei 4°C gelagert. Dieses Material wurde freundlicherweise von S. Held zur
Verfiigung gestellt. Das der Infektion zu Grunde liegende rekombinante Baculovirus wurde
von S. Urban kloniert und generiert (Urban et al., 2000).
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4.1.9 Hexahistin-DHBVpreS bzw. HHBVpreS Proteine zur Epitopanalyse

Die zur Epitopanalyse eingesetzten Hexahistidin-DHBVpreS Proteine (DHBVpreS 1 - 130,
DHBVpreS 23 - 130, DHBVpreS 23 - 165, DHBVpreS 23 - 115, DHBVpreS D22 - 30,
DHBVpreS 38 - 115 und DHBVpreS 43 - 115), sowie das HHBVpreS Protein wurden
freundlicherweise von Dr. S. Urban zur Verfligung gestellt.

4.1.10 Proteinmolekulargewichtsmarker

Rainbow™ gefirbte Molekulargewichts-Gro3enmarker von amersham pharmacia biotech:
RPN 755; Low Molecular Weight Marker 2.500 bis 45.000 Dalton
RPN 756; High Molecular Weight Marker 14.300 bis 220.000 Dalton

4.2 Kits:

ABI PRISM” BigDye® Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland)

QIAquick® Gel Extraction Kit (QTAGEN GmbH, Hilden, Deutschland)

QIAquick® PCR Purification Kit (QTAGEN GmbH, Hilden, Deutschland)

QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland)

Megaprime  DNA labelling systems (amersham pharmacia biotech)
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S Methoden
5.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)

5.1.1. Gen SOEing-PCR (engl. gene Splicing by Overlap Extension):

Zur Einfiihrung der gewiinschten Aminosdureaustausche im DHBVpreS wurde die von
Horton und Kollegen genutzte Gen SOEing-PCR basierte Technik (Horton et al., 1990)
modifiziert:

Als Template dienten entweder das Plasmid pQE8 DHBV16preS 1 - 165 oder das Plasmid
pCDO. In der ersten PCR wurden in zwei unabhéngigen Ansétzen, die in dem einen Ansatz
den Restriktions-Primer vorwérts und den SOEing-Primer riickwérts enthielten und in dem
anderen den SOEing-Primer vorwirts und den Restriktions-Primer riickwirts, von dem
gleichen Template je ein Fragment amplifiziert. Die so gleichzeitig erhaltenen Fragmente der
unabhingig verlaufenden PCRs wurden nach einer Aufreinigung mit dem QIAquick® PCR
Purification Kit (QIAGEN, Minden, Deutschland) in einem 1 : 1 Verhéltnis gemischt und als
Template fiir die zweite PCR verwendet, die mit den Restriktions-Primern vorwirts und
rickwérts angesetzt wurde. Ein einzelner PCR-Ansatz (Gesamtvolumen 50 pl) enthielt 2 ng
Plasmid-DNA oder 2 pl Gemisch der Fragmente aus der ersten PCR (1 pl + 1 pl), 2 pmol der
entsprechenden Primer, 0,02 U Deep Vent” Polymerase (NEB, Beverley, USA), und 250 pM
dNTPs. Die Amplifikation wurde nach zweiminiitiger Denaturierung bei 94°C in 25 Zyklen
mit 30 Sekunden Denaturierung bei 94°C, 30 Sekunden Annealing bei 45°C und zwei
Minuten und 15 Sekunden Elongation bei 72°C sowie anschlieBendem Halten auf 10°C in
einem Mastercycler Personal der Firma Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
durchgefiihrt.

5.1.2 Quantitative Real-Time PCR (TagMan):

Zur Quantifizierung aufgenommener oder Zell-Assoziierter viraler DNA (unter der Annahme,
dass die Messung der viralen DNA den Viren gleichgesetzt werden kann; vgl. dazu DNA-
Dotblot) wurde eine DHBV-spezifische Real-Time PCR etabliert. Die virale DNA wurde mit
dem QIAamp” Blood Kit (QIAGEN, Minden, Deutschland) gereinigt. Die Real-Time PCR
wurde in Doppelansétzen (sofern nicht anders aufgelistet) in einem ABI Prism 7000 (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Ein PCR-Ansatz (Gesamtvolumen: 25 ul) setzte sich aus 4 pul
gereinigter DNA (virale DNA; Template), 0,3 pmol Primer
GCTTGCTGTATCTGACGGACAA (DHBV-1_for; Nukleotidposition 1557 - 1579, MWG-
Biotech AG) und 0,3 pmol Primer GATCCGAGGGCAGTAGTGAAGA (DHBV-2 rev ;
Nukleotidposition 1662 - 1641, MWG-Biotech AG), sowie 0,3 pmol DHBV-spezifische
Sonde FAM-TGAGACCGACGCCCATTGGAGC-TAMRA (TIB-1; Nukleotidposition 1622
- 1601, TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland) und 12,5 pl ABsolute” QPCR Mix (ABgene,
Surrey, England) zusammen. Als Oligonukleotidprimer wurden Bereiche auflerhalb des
mutierten Bereichs gewihlt (s. Anhang Abb. 59). Dem Aktivierungsschritt der Thermo-Start™
DNA Polymerase (15 Minuten bei 95°C) folgten 40 Zyklen von Denaturierung (15 Sekunden
bei 95°C) und Elongation (1 Minute bei 60°C). Als Negativ-Kontrollen dienten Wasser (=
kein Template) oder gereinigte DNA von Ansétzen ohne Virusinokulum-Zusatz. Die Analyse
der Messung erfolgte mit der ABI 7000 Cycler Software und die Auswertung mit Excel
(Microsoft).
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5.2 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde gemiB Herstellerangaben ABI PRISM® BigDye® Terminator v.1.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) durchgefiihrt:

Pro Sequenzierungsansatz kamen 4 pl Plasmid-DNA aus einer Miniprdparation bzw. 200 ng
DNA, 2 pl der BigDye® Terminator v.1.1 Sequenzierlsung, 2 pmol des Sequenzierprimers
und 1 pl 5 x Puffer ad 10 pl Gesamtvolumen zum Einsatz. Die drei Schritte aus
Denaturierung fiir 10 Sekunden bei 95°C, Primer—Hybridisierung fiir 15 Sekunden bei 55°C
und DNA-Synthese fiir 4 Minuten bei 60°C wurden fiir 30 Zyklen in einem Mastercycler
Personal der Firma Eppendorf (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) wiederholt.
AnschlieBend wurde der Ansatz nach Auffiillen auf 100 pl Volumen und Denaturierung der
Probe mit 0,2 % SDS fiir 5 Minuten bei 98°C und Abkiihlen fiir 5 Minuten auf RT mittels
Ethanol-Fillung prézipitiert. Das so erhaltene Pellet wurde in 20 pl HiDi-Formamid gelost
und an Dr. Nicole Appel der Gruppe Bartenschlager gegeben, die freundlicherweise die Probe
in den ABI Prism™ 310 (Genetic Analyzer, Applied Biosystems) stellte. Die Analyse der
Sequenzen wurde im Gerédt automatisch durchgefiihrt, wobei die von einem Laser angeregten
Fluoreszenzsignale von einem Detektorsystem gelesen und in Chromatogrammform dargestellt

wurden. Die Auswertung des so erhaltenen ABI Chromatogramm File erfolgte entweder mit Vector
NTI oder Chromas Version 1.45.

5.3 Antikorperreinigung

Die Reinigung der IgGs aus den Kaninchenseren MT92 und MT93 bzw. dem
Hybridomiiberstand 1H1 erfolgte mit einer HiTrap™ Protein G HP Séule (amersham
pharmacia biotech) laut Herstellerprotkoll (amershampharmaciabiotech, 2002).

2 ml Kaninchenserum bzw. 40ml Hybridomiiberstand wurden auf eine mit 10 X
Saulenvolumen mit 20 mM NaP; (pH 7,0) equilibrierte HiTrap Affinitdtssdule aufgetragen.
AnschlieBend wurde die Sdule mit dem 10 x Sdulenvolumen mit 20 mM NaP; (pH 7,0)
gewaschen. Die Elution erfolgte mit 0,1 M Glycin-HCl (pH 2,7) tropfenweise in 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefdfe, in die je 60 ul 1 M Tris-HCI (pH 9,0) vorgelegt waren. Die so
erhaltenen gereinigten Antikérper wurden mittels einer PD-10 Sédule (amersham pharmacia
biotech) in 1 x PBS dialysiert und die Konzentration der IgGs durch Messung der Absorption
unter der Annahme, dass 1,35 Assonm 1 mg / ml IgG entsprechen, bei 280 nm bestimmt.

5.4 Hexahistidin-Fusionsproteine
Die Vorgehensweise erfolgte in Anlehnung an (Urban, 2004):

5.4.1 Expression:

Escherichia coli M15[pREP4] Zellen (QIAGEN, Hilden, Deutschland) wurden nach
Transformation mit den gewiinschten pQE8 DHBV16preS Expressionsplasmiden in 2 Liter
Terrific Broth Medium (TB-Medium), das 100 pg / ml Ampicillin und 25 pg / ml Kanamycin
enthielt, bis zu einer optischen Dichte (ODggonm) von 0,8 - 1,0 bei 37°C kultiviert. Die
Genexpression wurde mit 1 mM Isopropyl-B-D-thiogalactosid (IPTG) induziert. Nach vier
Stunden wurden die Bakterien durch Zentrifugation (20 Minuten, 3.500 rpm, 4°C) geerntet,
das erhaltene Pellet zweimal mit eisgekiihltem 1 x PBS gewaschen und iiber Nacht bei -20°C
gelagert.

5.4.2 Reinigung:

Das Bakterienpellet wurde in 75 ml kaltem Lysepuffer (6 M Guanidinhydrochlorid, 100 mM
NaP;, 10 mM Tris-HCL, pH 8,0) fiir 15 Minuten auf Eis und anschlieBend 10 Minuten bei
Raumtemperatur unter Schiitteln gelost. Das so erhaltene Lysat wurde durch Zentrifugation
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(12.000 rpm, 30 min, 4°C) in einem JA14 Rotor (Beckman) geklért. Alle folgenden Schritte
wurden in der Kiltekammer bei 4°C durchgefiihrt. Der klare Uberstand wurde auf eine zuvor
mit 40 ml Puffer 1 (7 M Harnstoff, 100 mM NaP;, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0) equilibrierten
Siule aufgetragen, die entweder mit 2 ml Nickel”-NTA Agarose (QIAGEN) oder 2 ml
TALON® Superflow (BD Biosciences) gepackt war. AnschlieBend wurde die Saule mit 100
ml Puffer 1 gespiilt. Um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wurde die Séule mit
30 ml Puffer 2 (P1, pH 6,3) gespiilt. Die Elution des Hexahisitidin-Fusionproteines erfolgte
mit dem Auftrag von Puffer 3 (P2 + 250 mM Imidazol) in Fraktionen von 3 ml Volumen.
Diese wurden anschlieBend nach Bestimmung des Proteingehaltes durch Messung der UV-
Absorption bei 280 nm in einem SDS-PAGE analysiert (Abb. 20). Die Fraktionen, die das
gereinigte Protein enthielten, wurden vereint und durch Zentrifugation (15.000 rpm, 20 min,
4°C) in einem JA20 Rotor (Beckman) geklirt. Der so erhaltene Uberstand wurde auf eine
Superdex 200 Siule geladen, die an ein FPLC System (Pharmacia) angeschlossen war. Der
Gelfiltrationspuffer setzte sich wie folgt zusammen: 4 M Harnstoff, 25 mM NaP; und 150 mM
NaCl, pH 7,4. Die Flussrate lag bei 3 ml pro Minute. Es wurden Fraktionen von 6 ml
gesammelt, die mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert wurden. Die
Proteinkonzentration wurde anhand der UV-Absorption bei 280 nm iiber den theoretischen
Extinktionskoeffizienten errechnet.

5.5 Biochemischer Bindungsassay
Die Vorgehensweise erfolgte in Anlehnung an (Breiner et al., 1998):

5.5.1 DHBVpreS Sepharose:

Das Koppeln der DHBVpreS Polypeptide an CH-aktivierte Sepharose® 4B (amersham
pharmacia biotech) wurde gemal Hersteller Angaben durchgefiihrt
(amershampharmaciabiotech, 2002).

Die nach Gelfiltration erhaltenen DHBVpreS Hexahistidin-Fusionsproteine wurden in 12,5
mM NaP; (pH 6,3) umdialysiert und direkt vor der kovalenten Immobilisierung auf 50 mM
NaP; (pH 7,4) gebracht. 265 pg jedes DHBVpreS Polypeptids wurden kovalent an 0,5 ml
geschwollene CH-aktivierte Sepharose® 4B fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem
Drehrad (Dynal Sampler Mixer) immobilisiert. Nach Ablauf der Kopplung wurde die dadurch
erhaltene Affinititsmatrix mit 0,2 M NaCl, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0 eine Stunde bei
Raumtemperatur rotiert, wodurch freie aktive Gruppen abgesittigt wurden. AnschlieBend
wurde die Matrix mehrmals wechselnd mit 0,2 M NaCl, 0,1 M Na-Acetat, pH 3,8 und 0,2 M
NaCl, 0,1 M Tris-HCI, pH 8,3 gewaschen, um nicht gebundenes Protein zu entfernen.
Abschlieend wurde die DHBVpreS Sepharose einmal mit 50 mM NaP; (pH 7,4) gewaschen
und in 500 pl NaP; (pH 7,4) aufgenommen.

5.5.2 Bindungsreaktion:

535 pmol der DHBVpreS Sepharose wurden pro Ansatz fiir eine Stunde entweder bei 4°C,
Raumtemperatur oder 37°C leicht schiittelnd mit im Baculosystem rekombinant exprimierter C-
Domine der dCPD (dCPD-C) inkubiert. Die bei 4°C gelagerten gekldrten High Five-
Kulturiiberstdnde (vom 25.03.2003) wurden zuvor auf 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH
7,4 gebracht. Nach der Inkubation wurde die Sepharose zweimal mit Bindepuffer (250 mM
Tris-HCI, 750 mM NacCl, pH 7,4) bei der entsprechenden Inkubationstemperatur gewaschen.
Spezifisch-Gebundene dCPD-C wurde durch Aufkochen der Sepharose fiir 10 Minuten in 50
ul Probenpuffer eluiert und im Westernblot (s. Proteinanalyse) mit dem polyklonalen
Antikorper 028894 die eluierte dCPD-C detektiert.
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5.5.2.1 DHBVpreS Talon-Beads:

40 pl einmal mit 1 x PBS gewaschene Talon-Beads wurden nach Pelletierung mit 300 pl
DHBVpreS (bzw. 20 pg nach Gelfiltration erhaltenen DHBVpreS Hexahistidin-
Fusionsproteinen Fraktion 22) / 1 x PBS resuspendiert und tiber Nacht bei +4°C geschiittelt.
Nach Pelletierung der Talon-Beads wurden diese mit 1 X PBS gewaschen und abschlieend in
40 ul 50 mM NaP; (pH 7,4) resuspendiert.

5.5.2.2 Bindungsreaktion:

505 pmol der DHBVpreS Talon-Beads wurden pro Ansatz fiir eine Stunde bei 37°C leicht
schiittelnd mit im Baculosystem rekombinant exprimierter C-Doméne der dCPD (dCPD-C) inkubiert.
Die bei 4°C gelagerten geklarten High Five-Kulturiiberstinde (vom 09.02.2004) wurden
zuvor auf 250 mM Tris-HCL, 750 mM NaP;, 50 mM Imidazol, pH 7,4 gebracht. Nach der
Inkubation wurden die Talon-Beads zweimal mit Aquilibrierungspuffer (50 mM Di-
Natriumphosphat, 10 mM Imidazol, 300 mM NaCl, pH 7,5) bei der entsprechenden
Inkubationstemperatur gewaschen. Spezifisch-gebundene dCPD-C wurde durch Aufkochen
der Sepharose fiir 10 Minuten in 50 pl Probenpuffer eluiert und im Westernblot (s.
Proteinanalyse) mit dem polyklonalen Antikorper 28894 die eluierte dCPD-C detektiert.

5.6 Proteinanalyse

Die Analyse proteinhaltiger Proben erfolgte nach SDS-PAGE entweder:

- durch Anfarbung der Polyacrylamidgele mit Coomassie-Blau R250 (2,42 mM Coomassie
Brilliant Blue R250, 47,5 % Methanol, 10 % Essigsdure) und anschliefender Entfarbung
mit Entfarbelosung (25 % Methanol, 10 % Essigséure) oder

- durch einen elektrophoretischen Transfer halbtrocken in 48 mM Tris, 39 mM Glycin, 20 %
Methanol und 0,0375 % SDS (Bjerrum, 1986) auf eine Nitrozellulosemembran
(PROTRAN®, Schleicher&Schuell) (Towbin et al., 1979, 1992) mit einer Trans-Blot SD
Semi-Dry Transfer Cell (BioRad) fiir 30 Minuten mit 15V. Die Membran wurde
anschlieBend in Blocklésung (3 % (w / v) Magermilchpulver (Roth AG) in TBS mit 0,05 %
Tween20 (TBS-T)) fiir eine Stunde die Membran gesittigt. Danach wurde der Blot
entweder fiir 2 h bei Raumtemperatur (oder iiber Nacht bei 4°C) mit dem Erstantikdrper
(Kaninchenseren 1:10.000 in Blocklosung; Hybridomiiberstinde 1:5 in Blocklosung)
bewegt, dreimal fiir 5 Minuten mit TBS-T gewaschen und eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur (oder iiber Nacht bei 4°C) mit einem Peroxidase-konjugierten
Zweitantikorper (1:10.000 in Blocklésung) inkubiert. AbschlieBend wurde die Membran
dreimal mit TBS-T gewaschen, und die Antigen-Antikorper-Komplexe in einer
chemiluminiszenten Reaktion mit selbst hergestellten ECL — Reagenzien (frisch angesetzt
aus Losung®: 8,5 uM p-Cumarinsédure, 44,74 uM Luminol, 100 mM Tris-HCI pH 9,35 und
Losung®@: 0,0036 % H,0,, 100 mM Tris-HCl pH 9,35 im Verhéltnis 1 : 1 gemischt)
nachgewiesen.

5.7 Proteinfillung mit Trichloressigsiure (TCA)

Fir die Féllung mit Trichloressigsdure wurde ein geeignetes Volumen der PDH-
Kulturiiberstdnde mit 1/10 Volumen einer eiskalten (-20°C gelagerten) TCA-Losung kréftig
gevortext und anschlieBend 10 bis 30 Minuten auf Eis gelagert. Nach einem
Zentrifugationsschritt (13.000 rpm, 20 min, 4°C in einer Tischzentrifuge) und Verwerfen des
Uberstandes wurde das erhaltene Proteinpellet in 1/10 Volumen des Eingangsvolumens mit 2
x Proteinprobenpuffer resuspendiert und fiir 10 min gekocht. Bei einem Farbumschlag nach gelb
wurde 1 - 2 pl einer 50 % Ammoniak-Losung zugegeben.
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5.8 Proteinfiallung mit Antikérpern und Pansorbin
(Immunkomplexprizipitation)

Ein DHBV-positives Entenserum (5 pl pro Ansatz entsprach in diesem Serum 5 x 10’
Genomequivalenten) wurde fiir 3 Stunden mit jeweils 10 ul Antikorper (aMT93, IgGs Eluat 4
des aMT93 in 1 x PBS, 0207 und a63) bzw. ohne Antikorperzugabe in einem Endvolumen
von 200 pl (I x PBS) pro Ansatz bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden die
Immunkomplexe mit gewaschenem Pansorbin® (10 % (w / v) Suspension von
hitzeinaktivierten Staphylococcus aureus Zellen in PBS mit 0,1 % NaN; der Firma
Calbiochem, beinhaltet Protein A) fiir 3,5 h bei 4°C unter leichtem Schiitteln prézipitiert.
Nach dreimaligem Waschen mit gekiihltem 1 x PBS (3.000 rpm, 5 min, bei RT in einer
Tischzentrifuge) wurden die Immunkomplexe durch Zugabe von 50 pl 2 x Probenpuffer und
kurzes Aufkochen eluiert und im Westernblot (s. Proteinanalyse) mit den monoklonalen
Antikorpern olH1 und o4F8 die préazipitierten SVP- bzw. Viren-Antikdrperkomplexe
detektiert.

5.9 Virusherstellung klonierter Genome

Transfektion von LMH-Zellen:

Fiir die Herstellung von Wildtyp- oder im DHBVpreS-Mutationen-tragendes DHBV wurden
LMH-Zellen (Kawaguchi et al., 1987) in 15 cm Kulturschalen mit einer Konfluenz zwischen
50 - 60 % in Anlehnung an (Condreay et al., 1990) mit der Calcium-Phosphat-Methode mit je
15 pug Plasmid-DNA transfiziert. 2-3 h vor der Transfektion wurde das Medium ausgetauscht.
14 - 16 h nach der Transfektion wurden die Zellen zweimal mit 1 x PBS gewaschen und das
Medium ausgetauscht, was am darauf folgenden Tag wiederholt wurde. Die Kulturiiberstinde
wurden am Tag 7 nach Transfektion durch einen Zentrifugationsschritt bei 5.000 rpm fiir 10
Minuten bei Raumtemperatur geerntet. Die geklirten Uberstinde wurden entweder bei 4°C
gelagert oder direkt fiir die Féllung der Viren eingesetzt. Die Féllung erfolgte durch die
Zugabe von Polyethylenglykol 8000 (PEG 8000) und HEPES mit Endkonzentrationen von
6,5 % bzw. 2,5 mM {iber Nacht auf Eis bei 4°C im Kiihlraum. Die gefillten Viren wurden mit
einer Zentrifugation bei 6.000 rpm fiir 30 Minuten bei 4°C pelletiert und 100fach in 1 x PBS
und 10 % Glycerol resuspendiert. Die resuspendierten Viren wurden bei -80°C gelagert.

Bestimmung des Virustiters :

Die Konzentration umhiillter DNA-haltiger Viruspartikel wurde anschlieBend mit einem

Caesiumchlorid-Stufengradienten bestimmt. Dazu wurden entweder 2 ml geklirte
LMH-Uberstinde oder entsprechend verdiinnte PEG-gefillte Uberstinde auf einen
Caesiumchlorid-Stufengradienten (Dichte von unten nach oben: 1,4 g/ ml; 1,3 g/ ml; 1,2 g/
ml CsCl je 0,5 ml und 0,8 ml Sucrose (20 % (w / w in PBSE)) geladen. Nach der
Zentrifugation fiir 4 h bei 55.000 rpm und 20°C in einem SW 60 Rotor (Beckman) wurden je
6 Tropfen pro Fraktion (ca. 160ul) mit einem Fraktionensammler gesammelt und in einem
DNA-Dotblot (Sprengel et al., 1984) analysiert. Durch die Auftrennung im CsCI-
Stufengradienten kann man im DNA-Dotblot zwischen Core-enthaltenden Fraktionen und
Viren-enthaltenden Fraktionen unterscheiden. Dazu wurden je 50 pl Fraktion pro Dot mit
einer Dotblot-Apparatur (S&S Minifold I Dot-Blot System, Schleicher & Schuell, Dassel,
Deutschland) auf einen Nylonfilter (Nytran-N, Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland)
aufgetragen. Nach Trocknen des Nylonfilters flir /2 h bei Raumtemperatur, wurde der Filter
zweimal fiir 3 Minuten auf einem Whatman 3mm Papier mit Soak I (0,5 M NaOH, 1,5 M
NaCl) denaturiert und anschlieend viermal fiir 3 Minuten auf einem Whatman 3 mm Papier
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mit Soak II (3 M NaCl, 0,5 M Tris-HCl pH 7,4) renaturiert. AbschlieBend wurde durch
Backen fiir 1 h bei 80°C fixiert. Danach erfolgte die Hybrisierung des Filters mit einer fiir 10
Minuten bei 100°C aufgekochten **P-markierten DHBV-Sonde (Megaprime  DNA labelling
systems, amersham pharmacia) in Hybridisierungsmix (6 x SSC, 5 x Denhardts, 0,5 % SDS,
10 pg / ml Kalbsthymus-DNA) iiber Nacht bei 65°C. Zum Entfernen unspezifisch gebundener
Sonden DNA wurde der Nylonfilter einmal fiir 10 Minuten bei 65°C und einmal fiir 15
Minuten bei Raumtemperatur mit Waschlosung (1x SSC mit 0,5 % SDS) gewaschen. Nach
kurzem Trocknen wurde der Filter liber Nacht exponiert. Die mit jedem Auftragspunkt
assoziierte Radioaktivitdt wurde im Phosphorimager Personal Molecular Imager FX (BioRad)
gemessen und mit dem Analyse-Programm Quantity One (BioRad) ausgewertet. Durch
Vergleich der erhaltenen Messwerte mit Werten eines Plasmid Standards konnte die Menge
DNA-haltiger Viren mit Excel (Microsoft) errechnet und graphisch dargestellt werden.

5.10 Infektion primirer Entenhepatozyten

PDHs (2 x 10° Zellen pro Vertiefung bei 6-Lochplatte; 1 x 10° Zellen pro Vertiefung bei 12-
Lochplatte) wurden 2 bis 5 Tage nach Plattieren {iber Nacht (ca. 12 h) bei 37°C mit DHBV-
positivem Entenserum oder nach Transfektion von LMH-Zellen erhaltenen, im DHBVpreS-
Teil Mutationen-tragenden viralen Partikeln mit der gewiinschten Multiplizitdit von
Genomequivalenten (MGE) inkubiert. Am Folgetag wurden die Zellen zweimal mit 1 x PBS
gewaschen und das PDH-Kulturmedium ausgetauscht. Nach 4 bzw. 7 Tagen wurden die
Zellkulturiiberstainde abgenommen, kurz durch Zentrifugation geklart und mit einer TCA-
Féllung die sezernierten SVPs und Viren ankonzentriert fiir die Proteinanalyse mit einem
Nachweis des L- oder S-Proteins im Westernblot. Die intrazelluldre virale DNA wurde aus
den PDHs mit dem QIAamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland)
nach Angaben des Herstellers isoliert. Die Elution erfolgte mit 150 pl Reinstwasser. Die
Analyse der Infektionsereignisse erfolgte mit einem DNA-Dotblot durch Auftropfen von je 50
ul Eluat pro Versuchsansatz. Die Durchfiihrung erfolgt wie bereits unter der Bestimmung des
Virustiters beschrieben.

5.11 Indirekte Immunfluoreszenzfirbung fixierter Zellen

Die zu firbenden Zellen wurden dreimal mit 1 x PBS gewaschen und anschlieBend fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur mit 4 %-iger Paraformaldehydldsung (4 % Paraformaldehyd in
1 x PBS pH 7,4) fixiert. Die so fixierten Zellen wurden erneut mit 1 x PBS dreimal
gewaschen und mit Blocklosung (3 % Rinderserumalbumin Fraktion IV (BSA, Roth AG) mit
0,1 % TritonX-100 in 1 x PBS) permeabilisiert und unspezifische Bindestellen abgesittigt.
Nach erneutem Waschen (dreimal 1 x PBS) wurden die Erstantikorper in einer Verdiinnung
von 1 : 200 (aMT92 oder aDO87) in Blocklosung zugegeben und die Zellen nach einer
weiteren Stunde mit 1 x PBS gewaschen. AbschlieBend wurden die Zellen mit einem Alexa
Fluor 488-konjugierten Ziege gegen Kaninchen-spezifischen Serum (in einer Verdiinnung von
1 : 1.000, Molecular Probes) fiir 1 h inkubiert. Zum Anfarben der DNA in den Kernen wurde
dem letzten Waschschritt mit 1 x PBS 10 pg / ml Bisbenzimid H 33342 (Sigma-Aldrich
GmbH, Taufkirchen, Deutschland) zugefiigt. Die Fluoreszenz wurde entweder direkt in der
Plattenvertiefung mit einem Leica DM IRB Inversfluoreszenzmikroskop und dem Programm
Spot Advanced bei einer VergroBBerung von 100 analysiert. Oder der Ablauf war wie folgend
aufgefiihrt: auf Glaspléttchen fixierte Zellen wurden nach der Firbung der Zellen auf
Objekttrager gelegt, mit MobiGlow (MoBiTec, Gottingen, Deutschland) eingebettet und mit
dem Fluoreszenzmikroskop Leica CR Mic und dem Programm Leica FW 4000 bei einer
100fachen VergroBerung analysiert.
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5.12 Fluoreszenzkonjugate

Die kovalente Bindung von Rhodamin an das rekombinante DHBVpreS Protein 1 - 130 (in 25
mM  NaP;, pH 6,88) erfolgte durch eine Kopplungsreaktion mit 5(6)-
Carboxytetramethylrhodamin-N-hydroxy-succinimidester (NHS-Rhodamin, Pierce). Dazu
wurden 10 pl einer frisch angesetzten Losung des Farbstoffs in DMSO (10 pg / pl) zu 43,37
png DHBVpreS 1 - 130 gegeben und die Reaktionslosung 2 h auf Eis bei 4°C gelassen. Das
Konjugat wurde anschlieend iiber eine PD-10 Sdule (amersham pharmacia biotech) vom
iiberschiissigen Farbstoff getrennt und portioniert. Fiir die in vitro Bindungsstudie mit
HepG2-Zellen wurden je 5 pl Rhodamin-markiertes DHBVpreS 1 - 130 ohne Antikorper-
Zusatz oder mit 2 pl aMT92 bzw. 100 pl a4F8 in 200 pl HepG2-Zellmedium fiir 15 min bei
RT im Dunkeln inkubiert und anschlieBend zu den Zellen gegeben. Nach 2 h im Brutschrank
wurden die Zellen kurz mit 1 X PBS gewaschen, das Medium ausgetauscht und die Zellen
unter dem Immunfluoreszenzmikroskop Olympus TH3 mit einer 200-fachen VergréBerung
ohne Fixierung auf beiden Fluoreszenzkanilen (roter Kanal fiir Rhodamin und griiner Kanal
fiir GFP) analysiert.

93



Literaturverzeichnis

6 Literaturverzeichnis
Aden, D. P., A. Fogel, S. Plotkin, I. Damjanov and B. B. Knowles (1979). “Controlled
synthesis of HBsAg in a differentiated human liver carcinoma-derived cell line.”

Nature 282(5739): 615-616.

amershampharmaciabiotech (2002). Affinity Chromatography - Principles and Methods.

amershampharmaciabiotech (2002). Antibody Purification - Handbook,
amershampharmaciabiotech.

Antonucci, T. K. and W. J. Rutter (1989). “Hepatitis B virus (HBV) promoters are regulated
by the HBV enhancer in a tissue-specific manner.” J.Virol. 63(2): 579.

Bartenschlager, R. (1990). Strukturelle und funktionelle Charakterisierung des P-Proteins der
Hepatitis B Viren. Dissertation. Heidelberg, Ruprecht-Karls-Universitidt Heidelberg:
1-139.

Bartenschlager, R., M. Junker-Niepmann and H. Schaller (1990). “The P gene product of
hepatitis B virus is required as a structural component for genomic RNA
encapsidation.” J.Virol. 64(11): 5324.

Bartenschlager, R. and H. Schaller (1988). “The amino-terminal domain of the hepadnaviral
P-gene encodes the terminal protein (genome-linked protein) believed to prime reverse
transcription.” EMBO J. 7(13): 4185-4192.

Bartz, R., U. Brinckmann, L. M. Dunster, B. Rima, V. Ter Meulen and J. Schneider-Schaulies
(1996). “Mapping amino acids of the measles virus hemagglutinin responsible for
receptor (CD46) downregulation.” Virology 224(1): 334-337.

Bjerrum, O. J., and Schafer-Nielsen, C. (1986). Buffer Systems and transfer parameters for
semidry electorblottin with a horizontal apparatus. 5th Meeting of the International
Electrophoresis Society, Deerfield Beach, Florida, VCH.

Borst, E. M. (1997). Untersuchungen zur Interaktion des Enten-Hepatitis-B-Virus-L-Proteins
mit primiren Entenhepatozyten. Dissertation. Ulm, Universitdt Ulm: 1-137.

Bosch, V., R. Bartenschlager, G. Radziwill and H. Schaller (1988). “The duck hepatitis B
virus P-gene codes for protein strongly associated with the 5'-end of the viral DNA
minus strand.”Virology 166(2): 475-485.

Breiner, K. M. (1998). Carboxypeptidase D (gpl180): Rezeptor, Transzeptor und
Signalmolekiil fir Vogelhepatitis B Viren. Dissertation. Heidelberg, Ruprecht-Karls-
Universitit Heidelberg: 1-76.

Breiner, K. M. and H. Schaller (2000). “Cellular receptor traffic is essential for productive
duck hepatitis B virus infection.” J. Virol. 74(5): 2203-2209.

Breiner, K. M., S. Urban, B. Glass and H. Schaller (2001). “Envelope protein-mediated down-
regulation of hepatitis B virus receptor in infected hepatocytes.” J. Virol. 75(1): 143-
150.

94



Literaturverzeichnis

Breiner, K. M., S. Urban and H. Schaller (1998). “Carboxypeptidase D (gp180), a Golgi-
resident protein, functions in the attachment and entry of avian hepatitis B viruses.”
J.Virol. 72(10): 8098-8104.

Bruns, M., S. Miska, S. Chassot and H. Will (1998). “Enhancement of hepatitis B virus
infection by noninfectious subviral particles.” J. Virol. 72(2): 1462-1468.

Bruss, V. (1997). “A short linear sequence in the pre-S domain of the large hepatitis B virus
envelope protein required for virion formation.” J.Virol. 71(12): 9350.

Bruss, V. and W. H. Gerlich (1988). “Formation of transmembraneous hepatitis B e-antigen
by cotranslational in vitro processing of the viral precore protein.” Virology 163(2):
268-275.

Bruss, V., J. Hagelstein, E. Gerhardt and P. R. Galle (1996a). “Myristylation of the large
surface protein is required for hepatitis B virus in vitro infectivity.” Virology 218(2):
396.

Bruss, V., X. Lu, R. Thomssen and W. H. Gerlich (1994a). “Post-translational alterations in
transmembrane topology of the hepatitis B virus large envelope protein.” EMBO J.
13(10): 2273.

Bruss, V. and R. Thomssen (1994b). “Mapping a region of the large envelope protein required
for hepatitis B virion maturation.” J.Virol. 68(3): 1643.

Bruss, V. and K. Vieluf (1995). “Functions of the internal pre-S domain of the large surface
protein in hepatitis B virus particle morphogenesis.” J.Virol. 69(11): 6652.

Bulla, G. A. and A. Siddiqui (1988). “The hepatitis B virus enhancer modulates transcription
of the hepatitis B virus surface antigen gene from an internal location.” J.Virol. 62(4):
1437.

Burger, R., W. H. Gerlich, L. Giirtler, M. Heiden, W. Hitzler, B. Jansen, V. Kretschmer, H.
Lefévre, J. Lower, W.-D. Ludwig, T. Montag-Lessing, R. Neumann, A. Paessens, G.
Pauli, R. Seitz, U. Schlenkrich, E. Werner and H. Willkommen (2000). “Hepatitis-B-
Virus (HBV).” Bundesgesundheitsbl -Gesundheitsforsch - Gesundheitsschutz 43: 240-
248.

Calvert, J. and J. Summers (1994). “Two regions of an avian hepadnavirus RNA pregenome
are required in cis for encapsidation.” J.Virol. 68(4): 2084-2090.

Cattaneo, R., H. Will, N. Hernandez and H. Schaller (1983). “Signals regulating hepatitis B
surface antigen transcription.” Nature 305(5932): 336.

Cattaneo, R., H. Will and H. Schaller (1984). “Hepatitis B virus transcription in the infected
liver.” EMBO J. 3(9): 2191.

Chang, L. J., R. C. Hirsch, D. Ganem and H. E. Varmus (1990). “Effects of insertional and

point mutations on the functions of the duck hepatitis B virus polymerase.” J.Virol.
64(11): 5553-5558.

95



Literaturverzeichnis

Chang, S. F., H. J. Netter, E. Hildt, R. Schuster, S. Schaefer, Y. C. Hsu, A. Rang and H. Will
(2001). “Duck hepatitis B virus expresses a regulatory HBx-like protein from a hidden
open reading frame.” J. Virol. 75(1): 161-170.

Chassot, S., V. Lambert, A. Kay, C. Godinot, B. Roux, C. Trepo and L. Cova (1993b). “Fine
mapping of neutralization epitopes on duck hepatitis B virus (DHBV) pre-S protein
using monoclonal antibodies and overlapping peptides.” Virology 192(1): 217-223.

Chassot, S., V. Lambert, A. Kay, C. Godinot, C. Trepo and L. Cova (1994). “Identification of
major antigenic domains of duck hepatitis B virus pre-S protein by peptide scanning.”
Virology 200(1): 72-78.

Cheung, R. C., W. S. Robinson, P. L. Marion and H. B. Greenberg (1989). “Epitope mapping
of neutralizing monoclonal antibodies against duck hepatitis B virus.” J. Virol. 63(6):
2445-2451.

Chiang, P. W., K. S. Jeng, C. P. Hu and C. M. Chang (1992). “Characterization of a cis
element required for packaging and replication of the human hepatitis B virus.”
Virology 186(2): 701.

Chojnacki, J., D. A. Anderson and E. V. Grgacic (2005). “A hydrophobic domain in the large
envelope protein is essential for fusion of duck hepatitis B virus at the late endosome.”
J. Virol. 79(23): 14945-14955.

Condreay, L. D., C. E. Aldrich, L. Coates, W. S. Mason and T. T. Wu (1990). “Efficient duck
hepatitis B virus production by an avian liver tumor cell line.” J. Virol. 64(7): 3249-
3258.

Courtois, G., S. Baumhueter and G. R. Crabtree (1988). “Purified hepatocyte nuclear factor 1

interacts with a family of hepatocyte-specific promoters.” Proc Natl Acad Sci U S A
85(21): 7937-7941.

Dane, D. S., C. H. Cameron and M. Briggs (1970). “Virus-like particles in serum of patients
with Australia-antigen-associated hepatitis.” Lancet 1(7649): 695-698.

Deindl, E. (1994). GespleiBte Transkripte des Enten Hepatitis B Virus: Charakterisierung und
Mutationsanalyse. Dissertation. Heidelberg, Ruprecht-Karls-Universitidt Heidelberg:
1-125.

Deleage, G. and B. Roux (1987). “An algorithm for protein secondary structure prediction
based on class prediction.” Protein Eng 1(4): 289-294.

Enders, G. H., D. Ganem and H. Varmus (1985). “Mapping the major transcripts of ground
squirrel hepatitis virus: the presumptive template for reverse transcriptase is terminally
redundant.” Cell 42(1): 297-308.

Eng, F. J., E. G. Novikova, K. Kuroki, D. Ganem and L. D. Fricker (1998). “gp180, a protein

that binds duck hepatitis B virus particles, has metallocarboxypeptidase D-like
enzymatic activity.” J Biol Chem 273(14): 8382-8388.

96



Literaturverzeichnis

Eng, F. J., O. Varlamov and L. D. Fricker (1999). “Sequences within the cytoplasmic domain
of gpl80/carboxypeptidase D mediate localization to the trans-Golgi network.”
Mol.Biol.Cell 10(1): 35.

Feitelson, M. A., P. L. Marion and W. S. Robinson (1981). “Antigenic and structural
relationships of the surface antigens of hepatitis B virus, ground squirrel hepatitis
virus, and woodchuck hepatitis virus.” J.Virol. 39(2): 447.

Fernholz, D. (1992). Studien zur Synthese und Funktion der Hiillproteine bei Hepatitis B
Viren. Dissertation. Miinchen, Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen: 1-236.

Fernholz, D., G. Wildner and H. Will (1993). “Minor envelope proteins of duck hepatitis B
virus are initiated at internal pre-S AUG codons but are not essential for infectivity.”
Virology 197(1): 64-73.

Frishman, D. and P. Argos (1996). “Incorporation of non-local interactions in protein
secondary structure prediction from the amino acid sequence.” Protein Eng 9(2): 133-
142.

Funk, A., H. Hohenberg, M. Mhamdi, H. Will and H. Sirma (2004b). “Spread of hepatitis B
viruses in vitro requires extracellular progeny and may be codetermined by polarized
egress.” J. Virol. 78(8): 3977-3983.

Funk, A., M. Mhamdi, L. Lin, H. Will and H. Sirma (2004a). “Itinerary of hepatitis B viruses:
delineation of restriction points critical for infectious entry.” J. Virol. 78(15): 8289-
8300.

Galibert, F., E. Mandart, F. Fitoussi, P. Tiollais and P. Charnay (1979). “Nucleotide sequence
of the hepatitis B virus genome (subtype ayw) cloned in E. coli.” Nature 281(5733):
646.

Galle, P. R., J. Hagelstein, B. Kommerell, M. Volkmann, P. Schranz and H. Zentgraf (1994).
“In vitro experimental infection of primary human hepatocytes with hepatitis B virus.”
Gastroenterology 106(3): 664-673.

Ganem, D. and R. J. Schneider (2001). Hepadnaviridae: The Viruses and Their Replication.
Fields Virology. D. M. Knipe, P. M. Howley, D. E. Griffinet al. Philadelphia,
Lippincott Williams & Wilkins. 2: 2923-2969.

Ganem, D. and H. E. Varmus (1987). “The molecular biology of the hepatitis B viruses.”
Annu Rev Biochem 56: 651-693.

Garcia, J. V. and A. D. Miller (1991). “Serine phosphorylation-independent downregulation
of cell-surface CD4 by nef.” Nature 350(6318): 508-511.

Garcia, P. D., J. H. Ou, W. J. Rutter and P. Walter (1988). “Targeting of the hepatitis B virus
precore protein to the endoplasmic reticulum membrane: after signal peptide cleavage
translocation can be aborted and the product released into the cytoplasm.” J Cell Biol
106(4): 1093-1104.

97



Literaturverzeichnis

Garnier, J., J. F. Gibrat and B. Robson (1996). “GOR method for predicting protein secondary
structure from amino acid sequence.” Methods Enzymol 266: 540-553.

Geourjon, C. and G. Deleage (1994). “SOPM: a self-optimized method for protein secondary
structure prediction.” Protein Eng 7(2): 157-164.

Gerlich, W. H. and W. S. Robinson (1980). “Hepatitis B virus contains protein attached to the
5' terminus of its complete DNA strand.” Cell 21(3): 801-809.

Grgacic, E. V., C. Kuhn and H. Schaller (2000b). “Hepadnavirus envelope topology: insertion
of a loop region in the membrane and role of S in L protein translocation.” J. Virol.
74(5): 2455-2458.

Grgacic, E. V. and H. Schaller (2000a). “A metastable form of the large envelope protein of
duck hepatitis B virus: low-pH release results in a transition to a hydrophobic,
potentially fusogenic conformation.” J. Virol. 74(11): 5116-5122.

Gripon, P., C. Diot, N. Theze, I. Fourel, O. Loreal, C. Brechot and C. Guguen-Guillouzo
(1988). “Hepatitis B virus infection of adult human hepatocytes cultured in the
presence of dimethyl sulfoxide.” J.Virol. 62(11): 4136.

Gripon, P., J. Le Seyec, S. Rumin and C. Guguen-Guillouzo (1995). “Myristylation of the
hepatitis B virus large surface protein is essential for viral infectivity.” Virology
213(2): 292.

Guermeur, Y., C. Geourjon, P. Gallinari and G. Deleage (1999). “Improved performance in
protein secondary structure prediction by inhomogeneous score combination.”
Bioinformatics 15(5): 413-421.

Guo, J. T. and J. C. Pugh (1997b). “Topology of the large envelope protein of duck hepatitis
B virus suggests a mechanism for membrane translocation during particle
morphogenesis.” J. Virol. 71(2): 1107-1114.

Guo, J. T., J. C. Pugh, Q. Di, W. S. Mason, H. Simmons, I. Fourel, J. M. Cullen, J. Saputelli,
C. E. Aldrich, P. Schaffer, D. R. Averett, J. Pugh, A. L. Horwich, K. Furtak, J.
Summers, J. W. Summers, A. Zweidler, K. Yaginuma, K. Koike, J. J. Sninsky, E.
Schaeffer and J. S. Tuttleman (1997a). “Monoclonal antibodies to a 55-kilodalton
protein present in duck liver inhibit infection of primary duck hepatocytes with duck
hepatitis B virus" J. Virol. 71(6): 4829-4831.

Guo, W. T., J. Wang, G. Tam, T. S. Yen and J. S. Ou (1991). “Leaky transcription
termination produces larger and smaller than genome size hepatitis B virus X gene
transcripts.” Virology 181(2): 630.

Halpern, M. S., J. Egan, S. B. McMahon and D. L. Ewert (1985). “Duck hepatitis B virus is
tropic for exocrine cells of the pancreas.” Virology 146(1): 157.

Halpern, M. S., J. M. England, D. T. Deery, D. J. Petcu, W. S. Mason and K. L. Molnar-
Kimber (1983). “Viral nucleic acid synthesis and antigen accumulation in pancreas
and kidney of Pekin ducks infected with duck hepatitis B  virus.”
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 80(15): 4865.

98



Literaturverzeichnis

Halpern, M. S., J. M. England, L. Flores, J. Egan, J. Newbold and W. S. Mason (1984).
“Individual cells in tissues of DHBV-infected ducks express antigens crossreactive

with those on virus surface antigen particles and immature viral cores.” Virology
137(2): 408.

Hanahan, D. (1983). “Studies on transformation of Escherichia coli with plasmids.” J Mol
Biol 166(4): 557-580.

Heermann, K. H., U. Goldmann, W. Schwartz, T. Seyffarth, H. Baumgarten and W. H.
Gerlich (1984). “Large surface proteins of hepatitis B virus containing the pre-s
sequence.” J.Virol. 52(2): 396.

Hild, M. (1997). Zellulire Funktionen wihrend der frithen und spéten Schritte im
Infektionszyklus des Enten Hepatitis B Virus. Dissertation. Heidelberg, Ruprecht-
Karls-Universitdt Heidelberg: 166.

Hirsch, R. C., J. E. Lavine, L. J. Chang, H. E. Varmus and D. Ganem (1990). “Polymerase
gene products of hepatitis B viruses are required for genomic RNA packaging as wel
as for reverse transcription.” Nature 344(6266): 552-555.

Hirsch, R. C., D. D. Loeb, J. R. Pollack and D. Ganem (1991). “cis-acting sequences required
for encapsidation of duck hepatitis B virus pregenomic RNA.” J.Virol. 65(6): 3309.

Hollinger, F. B. and T. J. Liang (2001). Hepatitis B Virus. Fields Virology. D. M. Knipe, P.
M. Howley, D. E. Griffinet al. Philadelphia, Lippincott Williams & Wilkins. 2: 2971-
3036.

Honigwachs, J., O. Faktor, R. Dikstein, Y. Shaul and O. Laub (1989). “Liver-specific
expression of hepatitis B virus is determined by the combined action of the core gene
promoter and the enhancer.” J.Virol. 63(2): 919.

Horton, R. M., Z. L. Cai, S. N. Ho and L. R. Pease (1990). “Gene splicing by overlap
extension: tailor-made genes using the polymerase chain reaction.” Biotechniques
8(5): 528-535.

Hosoda, K., M. Omata, K. Uchiumi, F. Imazeki, O. Yokosuka, Y. Ito, K. Okuda and M. Ohto
(1990). “Extrahepatic replication of duck hepatitis B virus: more than expected.”

Hepatology 11(1): 44.

Hu, J. and C. Seeger (1996). “Hsp90 is required for the activity of a hepatitis B virus reverse
transcriptase.” Proc.Natl. Acad.Sci.U.S.A 93(3): 1060.

Hu, J., D. O. Toft and C. Seeger (1997). “Hepadnavirus assembly and reverse transcription
require a multi-component chaperone complex which 1is incorporated into
nucleocapsids.” EMBO J. 16(1): 59-68.

Hu, S. L., S. G. Kosowski and J. M. Dalrymple (1986). “Expression of AIDS virus envelope
gene in recombinant vaccinia viruses.” Nature 320(6062): 537-540.

99



Literaturverzeichnis

Huang, J. and T. J. Liang (1993). “A novel hepatitis B virus (HBV) genetic element with Rev

response element-like properties that is essential for expression of HBV gene
products.” Mol Cell Biol 13(12): 7476-7486.

Ishikawa, T. and D. Ganem (1995). “The pre-S domain of the large viral envelope protein
determines host range in avian hepatitis B viruses.” Proc Natl Acad Sci U S A 92(14):
6259-6263.

Ishikawa, T., K. Kuroki, R. Lenhoff, J. Summers and D. Ganem (1994). “Analysis of the
binding of a host cell surface glycoprotein to the preS protein of duck hepatitis B
virus.” Virology 202(2): 1061-1064.

Jilbert, A. R., J. S. Freiman, E. J. Gowans, M. Holmes, Y. E. Cossart and C. J. Burrell (1987).
“Duck hepatitis B virus DNA in liver, spleen, and pancreas: analysis by in situ and
Southern blot hybridization.” Virology 158(2): 330.

Junker-Niepmann, M., R. Bartenschlager and H. Schaller (1990). “A short cis-acting sequence
is required for hepatitis B virus pregenome encapsidation and sufficient for packaging
of foreign RNA.” EMBO J. 9(10): 3389.

Kann, M., B. Sodeik, A. Vlachou, W. H. Gerlich and A. Helenius (1999). “Phosphorylation-
dependent binding of hepatitis B virus core particles to the nuclear pore complex.” J
Cell Biol 145(1): 45-55.

Kann, M., R. Thomssen, H. G. Kochel and W. H. Gerlich (1993). “Characterization of the
endogenous protein kinase activity of the hepatitis B virus.” Arch Virol Suppl 8: 53-
62.

Kawaguchi, T., K. Nomura, Y. Hirayama and T. Kitagawa (1987). “Establishment and
characterization of a chicken hepatocellular carcinoma cell line, LMH.” Cancer Res
47(16): 4460-4464.

King, R. D. and M. J. Sternberg (1996). “Identification and application of the concepts
important for accurate and reliable protein secondary structure prediction.” Protein Sci
5(11): 2298-2310.

Klingmiiller, U. (1992). Interaktion des Entenhepatitis B Virus (DHBV) mit primédren
Enteneleberzellen: Charakterisierung des viralen Liganden und Nachweis des

zelluldren  Rezeptors.  Dissertation.  Heidelberg, = Ruprecht-Karls-Universitét
Heidelberg: 1-108.

Klingmiiller, U. and H. Schaller (1993). “Hepadnavirus infection requires interaction between
the viral pre-S domain and a specific hepatocellular receptor.” J Virol 67(12): 7414-
7422.

Knowles, B. B., C. C. Howe and D. P. Aden (1980). “Human hepatocellular carcinoma cell

lines secrete the major plasma proteins and hepatitis B surface antigen.” Science
209(4455): 497-499.

100



Literaturverzeichnis

Kock, J., E. M. Borst and H. J. Schlicht (1996). “Uptake of duck hepatitis B virus into
hepatocytes occurs by endocytosis but does not require passage of the virus through an
acidic intracellular compartment.” J. Virol. 70(9): 5827-5831.

Kock, J. and H. J. Schlicht (1993). “Analysis of the earliest steps of hepadnavirus replication:
genome repair after infectious entry into hepatocytes does not depend on viral
polymerase activity.” J. Virol. 67(8): 4867-4874.

Krantic, S., C. Gimenez and C. Rabourdin-Combe (1995). “Cell-to-cell contact via measles

virus haemagglutinin-CD46 interaction triggers CD46 downregulation.” J Gen Virol
76(Pt 11): 2793-2800.

Kuroki, K., R. Cheung, P. L. Marion and D. Ganem (1994). “A cell surface protein that binds
avian hepatitis B virus particles.” J. Virol. 68(4): 2091-2096.

Kuroki, K., F. Eng, T. Ishikawa, C. Turck, F. Harada and D. Ganem (1995). “gp180, a host
cell glycoprotein that binds duck hepatitis B virus particles, is encoded by a member
of the carboxypeptidase gene family.” J Biol Chem 270(25): 15022-15028.

Lam, C. W., Y. P. Yuen, W. F. Cheng, Y. W. Chan and S. F. Tong (2005). “Missense
mutation Leu72Pro located on the carboxyl terminal amphipathic helix of
apolipoprotein C-II causes familial chylomicronemia syndrome.” Clin Chim Acta 7: 7.

Lambert, V., S. Chassot, A. Kay, C. Trepo and L. Cova (1991a). “In vivo neutralization of
duck hepatitis B virus by antibodies specific to the N-terminal portion of pre-S
protein.” Virology 185(1): 446-450.

Lambert, V., D. Fernholz, R. Sprengel, 1. Fourel, G. Deleage, G. Wildner, C. Peyret, C.
Trepo, L. Cova and H. Will (1990). “Virus-neutralizing monoclonal antibody to a

conserved epitope on the duck hepatitis B virus pre-S protein.” J. Virol. 64(3): 1290-
1297.

Lazarowitz, S. G., R. W. Compans and P. W. Choppin (1973). “Proteolytic cleavage of the
hemagglutinin polypeptide of influenza virus. Function of the uncleaved polypeptide
HA.” Virology 52(1): 199-212.

Lee, L. G., C. R. Connell and W. Bloch (1993). “Allelic discrimination by nick-translation
PCR with fluorogenic probes.” Nucleic Acids Res 21(16): 3761-3766.

Lenburg, M. E. and N. R. Landau (1993). “Vpu-induced degradation of CD4: requirement for
specific amino acid residues in the cytoplasmic domain of CD4.” J. Virol. 67(12):
7238-7245.

Lenhoff, R. J. and J. Summers (1994a). “Coordinate regulation of replication and virus
assembly by the large envelope protein of an avian hepadnavirus.” J. Virol. 68(7):
4565-4571.

Lenhoff, R. J. and J. Summers (1994b). “Construction of avian hepadnavirus variants with

enhanced replication and cytopathicity in primary hepatocytes.” J. Virol. 68(9): 5706-
5713.

101



Literaturverzeichnis

Levin, J. M., B. Robson and J. Garnier (1986). “An algorithm for secondary structure
determination in proteins based on sequence similarity.” FEBS Lett 205(2): 303-308.

Li, J. S., L. Cova, R. Buckland, V. Lambert, G. Deleage and C. Trepo (1989). “Duck hepatitis
B virus can tolerate insertion, deletion, and partial frameshift mutation in the distal
pre-S region.” J Virol 63(11): 4965-4968.

Lien, J. M., C. E. Aldrich and W. S. Mason (1986). “Evidence that a capped
oligoribonucleotide is the primer for duck hepatitis B virus plus-strand DNA
synthesis.” J.Virol. 57(1): 229.

Lien, J. M., D. J. Petcu, C. E. Aldrich and W. S. Mason (1987). “Initiation and termination of
duck hepatitis B virus DNA synthesis during virus maturation.” J. Virol. 61(12): 3832-
3840.

Lu, C. C, M. Chen, J. H. Ou and T. S. Yen (1995). “Key role of a CCAAT element in
regulating hepatitis B virus surface protein expression.” Virology 206(2): 1155.

Mabit, H., C. Vons, S. Dubanchet, F. Capel, D. Franco and M. A. Petit (1996). “Primary
cultured normal human hepatocytes for hepatitis B virus receptor studies.” J.Hepatol.
24(4): 403.

Macrae, D. R., V. Bruss and D. Ganem (1991). “Myristylation of a duck hepatitis B virus
envelope protein is essential for infectivity but not for virus assembly.” Virology
181(1): 359.

Mabhoney, F. J. (1999). “Update on Diagnosis, Management, and Prevention of Hepatitis B
Virus Infection.” Clin. Microbiol. Rev. 12(2): 351-366.

Mandart, E., A. Kay and F. Galibert (1984). “Nucleotide sequence of a cloned duck hepatitis
B virus genome: comparison with woodchuck and human hepatitis B virus
sequences.” J. Virol. 49(3): 782-792.

Mangasarian, A., V. Piguet, J. K. Wang, Y. L. Chen and D. Trono (1999). “Nef-induced CD4
and major histocompatibility complex class I (MHC-I) down-regulation are governed
by distinct determinants: N-terminal alpha helix and proline repeat of Nef selectively
regulate MHC-I trafficking.” J. Virol. 73(3): 1964-1973.

Marion, P. L., L. S. Oshiro, D. C. Regnery, G. H. Scullard and W. S. Robinson (1980). “A
virus in Beechey ground squirrels that is related to hepatitis B virus of humans.”
Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 77(5): 2941.

Mason, W. S., G. Seal and J. Summers (1980). “Virus of Pekin ducks with structural and
biological relatedness to human hepatitis B virus.” J. Virol. 36(3): 829-836.

McAleer, W. J., E. B. Buynak, R. Z. Maigetter, D. E. Wampler, W. J. Miller and M. R.

Hilleman (1984). “Human hepatitis B vaccine from recombinant yeast.” Nature
307(5947): 178-180.

102



Literaturverzeichnis

Meier, P., C. A. Scougall, H. Will, C. J. Burrell and A. R. Jilbert (2003). “A duck hepatitis B
virus strain with a knockout mutation in the putative X ORF shows similar infectivity
and in vivo growth characteristics to wild-type virus.” Virology 317(2): 291-298.

Miller, R. H. and W. S. Robinson (1986). “Common evolutionary origin of hepatitis B virus
and retroviruses.” Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 83(8): 2531.

Molnar-Kimber, K. L., J. Summers, J. M. Taylor and W. S. Mason (1983). “Protein
covalently bound to minus-strand DNA intermediates of duck hepatitis B virus.” J.
Virol. 45(1): 165-172.

Mushahwar, 1. K., L. C. McGrath, J. Drnec and L. R. Overby (1981). “Radioimmunoassay for
detection of hepatitis B e antigen and its antibody. Results of clinical evaluation.” Am
J Clin Pathol 76(5): 692-697.

Mushahwar, 1. K., L. R. Overby, G. Frosner, F. Deinhardt and C. M. Ling (1978). “Prevalence
of hepatitis B e antigen and its antibody as detected by radioimmunoassays.” J Med
Virol 2(2): 77-87.

Nassal, M. and A. Rieger (1996). “A bulged region of the hepatitis B virus RNA
encapsidation signal contains the replication origin for discontinuous first-strand DNA
synthesis.” J.Virol. 70(5): 2764.

Nassal, M. and H. Schaller (1993). “Hepatitis B virus replication.” Trends Microbiol. 1(6):
221.

Nassal, M. and H. Schaller (1996). “Hepatitis B virus replication--an update.” J.Viral Hepat.
3(5): 217.

Obert, S., B. Zachmann-Brand, E. Deindl, W. Tucker, R. Bartenschlager and H. Schaller
(1996). “A splice hepadnavirus RNA that is essential for virus replication.” EMBO J
15(10): 2565-2574.

Ostapchuk, P., P. Hearing and D. Ganem (1994). “A dramatic shift in the transmembrane
topology of a viral envelope glycoprotein accompanies hepatitis B viral
morphogenesis.” EMBO J. 13(5): 1048.

Pasek, M., T. Goto, W. Gilbert, B. Zink, H. Schaller, P. MacKay, G. Leadbetter and K.
Murray (1979). “Hepatitis B virus genes and their expression in E. coli.” Nature

282(5739): 575.

Patzer, E. J., G. R. Nakamura and A. Yaffe (1984). “Intracellular transport and secretion of
hepatitis B surface antigen in mammalian cells.” J.Virol. 51(2): 346.

Persing, D. H., H. E. Varmus and D. Ganem (1987). “The preS1 protein of hepatitis B virus is
acylated at its amino terminus with myristic acid.” J. Virol. 61(5): 1672-1677.

Pollack, J. R. and D. Ganem (1993). “An RNA stem-loop structure directs hepatitis B virus
genomic RNA encapsidation.” J.Virol. 67(6): 3254.

103



Literaturverzeichnis

Pollack, J. R. and D. Ganem (1994). “Site-specific RNA binding by a hepatitis B virus reverse
transcriptase initiates two distinct reactions: RNA packaging and DNA synthesis.”
J.Virol. 68(9): 5579.

Previsani, N. and D. Lavanchy (2002). Hepatitis B. Geneve, WHO: 1-76.

Pugh, J. C., Q. Di, W. S. Mason and H. Simmons (1995). “Susceptibility to duck hepatitis B
virus infection is associated with the presence of cell surface receptor sites that
efficiently bind viral particles.” J. Virol. 69(8): 4814-4822.

Pugh, J. C., J. J. Sninsky, J. W. Summers and E. Schaeffer (1987). “Characterization of a pre-
S polypeptide on the surfaces of infectious avian hepadnavirus particles.” J.Virol.
61(5): 1384-1390.

Pugh, J. C. and J. W. Summers (1989). “Infection and uptake of duck hepatitis B virus by

duck hepatocytes maintained in the presence of dimethyl sulfoxide.” Virology 172(2):
564-572.

Qiao, M., C. A. Scougall, A. Duszynski and C. J. Burrell (1999). “Kinetics of early molecular
events in duck hepatitis B virus replication in primary duck hepatocytes.” J.Gen.Virol.
80 (Pt 8): 2127.

Radziwill, G., W. Tucker and H. Schaller (1990). “Mutational analysis of the hepatitis B virus
P gene product: domain structure and RNase H activity.” J.Virol. 64(2): 613.

Radziwill, G., H. Zentgraf, H. Schaller and V. Bosch (1988). “The duck hepatitis B virus
DNA polymerase is tightly associated with the viral core structure and unable to
switch to an exogenous template.” Virology 163(1): 123.

Raney, A. K., J. L. Johnson, C. N. Palmer and A. McLachlan (1997). “Members of the
nuclear receptor superfamily regulate transcription from the hepatitis B virus
nucleocapsid promoter.” J.Virol. 71(2): 1058.

Rigg, R. J. and H. Schaller (1992). “Duck hepatitis B virus infection of hepatocytes is not
dependent on low pH.” J.Virol. 66(5): 2829.

Roingeard, P. and C. Sureau (1998). “Ultrastructural analysis of hepatitis B virus in HepG2-
transfected cells with special emphasis on subviral filament morphogenesis.”
Hepatology 28(4): 1128-1133.

Rothmann, K. (1998). Kommunikation zwischen Virus und Wirtszelle: Die Phosphorylierung
des groflen Hiillproteins des Enten Hepatitis B Virus vermittelt intrazelluldre
Signaltransduktion. Dissertation. Heidelberg, Ruprecht-Karls-Universitidt Heidelberg:
88.

Sambrook, J., Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989). Molecular Cloning: A Laboratory
Manual. New York, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor.

Schaller, H. and M. Fischer (1991). “Transcriptional control of hepadnavirus gene
expression.” Curr Top Microbiol Immunol 168: 21-39.

104



Literaturverzeichnis

Schlicht, H. J., C. Kuhn, B. Guhr, R. J. Mattaliano and H. Schaller (1987). “Biochemical and
immunological characterization of the duck hepatitis B virus envelope proteins.” J
Virol 61(7): 2280-2285.

Schlicht, H. J., J. Salfeld and H. Schaller (1987). “The duck hepatitis B virus pre-C region
encodes a signal sequence which is essential for synthesis and secretion of processed
core proteins but not for virus formation.” J.Virol. 61(12): 3701.

Schneider, R., D. Fernholz, G. Wildner and H. Will (1991). “Mechanism, kinetics, and role of
duck hepatitis B virus e-antigen expression in vivo.” Virology 182(2): 503-512.

Schultz, U., E. Grgacic and M. Nassal (2004). “Duck hepatitis B virus: an invaluable model
system for HBV infection.” Adv Virus Res 63: 1-70.

Seeger, C., D. Ganem and H. E. Varmus (1986). “Biochemical and genetic evidence for the
hepatitis B virus replication strategy.” Science 232(4749): 477.

Siddiqui, A., S. Jameel and J. Mapoles (1986). “Transcriptional control elements of hepatitis
B surface antigen gene.” Proc.Natl. Acad.Sci.U.S.A 83(3): 566.

Song, L. and L. D. Fricker (1995). “Purification and characterization of carboxypeptidase D, a
novel carboxypeptidase E-like enzyme, from bovine pituitary.” J.Biol.Chem. 270(42):
25007.

Spandau, D. F. and C. H. Lee (1988). “trans-activation of viral enhancers by the hepatitis B
virus X protein.” J.Virol. 62(2): 427.

Sprengel, R., E. F. Kaleta and H. Will (1988). “Isolation and characterization of a hepatitis B
virus endemic in herons.” J.Virol. 62(10): 3832-3839.

Sprengel, R., C. Kuhn, C. Manso and H. Will (1984). “Cloned duck hepatitis B virus DNA is
infectious in Pekin ducks.” J.Virol. 52(3): 932-937.

Sprengel, R., C. Kuhn, H. Will and H. Schaller (1985). “Comparative sequence analysis of
duck and human hepatitis B virus genomes.” J.Med.Virol. 15(4): 323.

Summers, J. and W. S. Mason (1982). “Replication of the genome of a hepatitis B--like virus
by reverse transcription of an RNA intermediate.” Cell 29(2): 403-415.

Summers, J., P. M. Smith and A. L. Horwich (1990). “Hepadnavirus envelope proteins
regulate covalently closed circular DNA amplification.” J.Virol. 64(6): 2819-2824.

Summers, J., P. M. Smith, M. J. Huang and M. S. Yu (1991). “Morphogenetic and regulatory
effects of mutations in the envelope proteins of an avian hepadnavirus.” J.Virol. 65(3):
1310-1317.

Summers, J., J. M. Smolec and R. Snyder (1978). “A virus similar to human hepatitis B virus
associated with hepatitis and hepatoma in woodchucks.” Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A
75(9): 4533.

105



Literaturverzeichnis

Sunyach, C., C. Rollier, M. Robaczewska, C. Borel, L. Barraud, A. Kay, C. Trepo, H. Will
and L. Cova (1999). “Residues critical for duck hepatitis B virus neutralization are
involved in host cell interaction.” J.Virol. 73(4): 2569-2575.

Swameye, 1. (1996). Das grof3e Hiillprotein der Hepadnaviren: ein Membranprotein mit zwei
alternativen Topologien. Dissertation. Heidelberg, Ruprecht-Karls-Universitit
Heidelberg: 109.

Swameye, 1. and H. Schaller (1997). “Dual topology of the large envelope protein of duck
hepatitis B virus: determinants preventing pre-S translocation and glycosylation.”
J.Virol. 71(12): 9434-9441.

Takahashi, K., A. Machida, G. Funatsu, M. Nomura, S. Usuda, S. Aoyagi, K. Tachibana, H.
Miyamoto, M. Imai, T. Nakamura, Y. Miyakawa and M. Mayumi (1983).

“Immunochemical structure of hepatitis B e antigen in the serum.” J Immunol 130(6):
2903-2907.

Tan, F., M. Rehli, S. W. Krause and R. A. Skidgel (1997). “Sequence of human
carboxypeptidase D reveals it to be a member of the regulatory carboxypeptidase
family with three tandem active site domains.” Biochem.J. 327 ( Pt 1): 81.

Tavis, J. E. and D. Ganem (1995). “RNA sequences controlling the initiation and transfer of
duck hepatitis B virus minus-strand DNA.” J.Virol. 69(7): 4283.

Tavis, J. E. and D. Ganem (1996). “Evidence for activation of the hepatitis B virus
polymerase by binding of its RNA template.” J.Virol. 70(9): 5741.

Tavis, J. E., S. Perri and D. Ganem (1994). “Hepadnavirus reverse transcription initiates
within the stem-loop of the RNA packaging signal and employs a novel strand
transfer.” J.Virol. 68(6): 3536.

Tong, S.,J. Li and J. R. Wands (1995). “Interaction between duck hepatitis B virus and a 170-
kilodalton cellular protein is mediated through a neutralizing epitope of the pre-S
region and occurs during viral infection.” J.Virol. 69(11): 7106-7112.

Tong, S., J. Li and J. R. Wands (1999). “Carboxypeptidase D is an avian hepatitis B virus
receptor.” J.Virol. 73(10): 8696-8702.

Towbin, H., T. Stachelin and J. Gordon (1979). “Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications.” Proc
Natl Acad Sci U S A 76(9): 4350-4354.

Towbin, H., T. Stachelin and J. Gordon (1992). “Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. 1979.”
Biotechnology 24: 145-149.

Tuttleman, J. S., C. Pourcel and J. Summers (1986b). “Formation of the pool of covalently
closed circular viral DNA in hepadnavirus-infected cells.” Cell 47(3): 451-460.
Tuttleman, J. S., J. C. Pugh and J. W. Summers (1986a). “In vitro experimental infection of

primary duck hepatocyte cultures with duck hepatitis B virus.” J.Virol. 58(1): 17-25.

106



Literaturverzeichnis

Urban, S. (2004). “Binding of duck carboxypeptidase D to duck hepatitis B virus.” Methods
Mol Med 95: 199-212.

Urban, S., K. M. Breiner, F. Fehler, U. Klingmuller and H. Schaller (1998). “Avian hepatitis
B virus infection is initiated by the interaction of a distinct pre-S subdomain with the
cellular receptor gp180.” J.Virol. 72(10): 8089-8097.

Urban, S. and P. Gripon (2002). “Inhibition of duck hepatitis B virus infection by a
myristoylated pre-S peptide of the large viral surface protein.” J.Virol. 76(4): 1986-
1990.

Urban, S., C. Kruse and G. Multhaup (1999). “A soluble form of the avian hepatitis B virus
receptor. Biochemical characterization and functional analysis of the receptor ligand
complex.” J Biol Chem 274(9): 5707-5715.

Urban, S., C. Schwarz, U. C. Marx, H. Zentgraf, H. Schaller and G. Multhaup (2000).
“Receptor recognition by a hepatitis B virus reveals a novel mode of high affinity
virus-receptor interaction.” EMBO J 19(6): 1217-1227.

Urban, S., C. Schwarz, U. C. Marx, H. Zentgraf, H. Schaller and G. Multhaup (2000).
“Receptor recognition by a hepatitis B virus reveals a novel mode of high affinity
virus-receptor interaction.” EMBO J. 19(6): 1217-1227.

Valenzuela, P., A. Medina, W. J. Rutter, G. Ammerer and B. D. Hall (1982). “Synthesis and
assembly of hepatitis B virus surface antigen particles in yeast.” Nature 298(5872):
347-350.

Van Damme, P., M. Kane and A. Meheus (1997). “Integration of hepatitis B vaccination into
national immunisation programmes. Viral Hepatitis Prevention Board.” Bmj
314(7086): 1033-1036.

Wampler, D. E., E. D. Lehman, J. Boger, W. J. McAleer and E. M. Scolnick (1985).
“Multiple chemical forms of hepatitis B surface antigen produced in yeast.” Proc Natl
Acad Sci U S A 82(20): 6830-6834.

Wang, G. H. and C. Seeger (1993). “Novel mechanism for reverse transcription in hepatitis B
viruses.” J.Virol. 67(11): 6507.

Weber, M., V. Bronsema, H. Bartos, A. Bosserhoff, R. Bartenschlager and H. Schaller (1994).
“Hepadnavirus P protein utilizes a tyrosine residue in the TP domain to prime reverse
transcription.” J.Virol. 68(5): 2994.

Wen, Y. M., Y. Y. Xu, W. Zhang and Y. Z. Liu (1990). “A synthetic peptide elicits antibody
reactive with the native duck hepatitis B virus pre-S protein.” J Gen Virol 71(Pt 10):
2467-2469.

Will, H., W. Reiser, T. Weimer, E. Pfaff, M. Buscher, R. Sprengel, R. Cattaneo and H.
Schaller (1987). “Replication strategy of human hepatitis B virus.” J.Virol. 61(3): 904.

Wilson, J. N., D. J. Nokes and W. F. Carman (1999). “The predicted pattern of emergence of
vaccine-resistant hepatitis B: a cause for concern?” Vaccine 17(7-8): 973-978.

107



Literaturverzeichnis

Yaginuma, K., Y. Shirakata, M. Kobayashi and K. Koike (1987). “Hepatitis B virus (HBV)
particles are produced in a cell culture system by transient expression of transfected
HBV DNA.” Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 84(9): 2678.

Yokosuka, O., M. Omata and Y. Ito (1988). “Expression of pre-S1, pre-S2, and C proteins in
duck hepatitis B virus infection.” Virology 167(1): 82.

Yokosuka, O., M. Omata, Y. Z. Zhou, F. Imazeki and K. Okuda (1985). “Duck hepatitis B
virus DNA in liver and serum of Chinese ducks: integration of viral DNA in a
hepatocellular carcinoma.” Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A 82(15): 5180.

Yuasa, S., R. C. Cheung, Q. Pham, W. S. Robinson and P. L. Marion (1991). “Peptide
mapping of neutralizing and nonneutralizing epitopes of duck hepatitis B virus pre-S
polypeptide.” Virology 181(1): 14-21.

Zahm, P., P. H. Hofschneider and R. Koshy (1988). “The HBV X-ORF encodes a
transactivator: a potential factor in viral hepatocarcinogenesis.” Oncogene 3(2): 169-
177.

Zamenhof, P. J. and M. Villarejo (1972). “Construction and properties of Escherichia coli
strains exhibiting -complementation of -galactosidase fragments in vivo.” J Bacteriol
110(1): 171-178.

Zang, W. Q. and T. S. Yen (1999). “Distinct export pathway utilized by the hepatitis B virus
posttranscriptional regulatory element.” Virology 259(2): 299.

Zdunek, J., G. V. Martinez, J. Schleucher, P. O. Lycksell, Y. Yin, S. Nilsson, Y. Shen, G.
Olivecrona and S. Wijmenga (2003). “Global structure and dynamics of human
apolipoprotein CII in complex with micelles: evidence for increased mobility of the
helix involved in the activation of lipoprotein lipase.” Biochemistry 42(7): 1872-1889.

Zoulim, F. and C. Seeger (1994). “Reverse transcription in hepatitis B viruses is primed by a
tyrosine residue of the polymerase.” J.Virol. 68(1): 6.

108



Literaturverzeichnis

109



Anhang

7 Anhang

Nukleotidsequenzen der Plasmide:

POES DHBVI16preS 1 — 165 (3923 bp):

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc
gctaaaatgg
tcagtcagtt
agcacaagtt
gacggtgagc
ctggagtgaa
cctatttccce
aacgtggcca
gccgetggeg
gcgatgagtg
cttgaggcat
tcctgagtag
ctcccggaga
cgggtgtcgg
gattgtactg
ccgcettecte
cggttatcca
ggccgegttyg
gaaacccgac
cttaccggat
ggtgtaggtc
atcgtcttga
tatgtaggcg
tctgctgaag
tttttgtttg
gctcagtgga
ttaaaaatga
cacctatctc
ggcttaccat
gccagccgga
ctagagtaag
tttggtatgg
tagctcctte
attctcttac
atgcggcgac
cattggaaaa
cacccaactg
aagggaataa
ttgtctcatg
tgccacctga
cac-3923

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctceegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgcece
agaaaaaaat
gctcaatgta
ttatccggcee
tggtgatatg
taccacgacg
taaagggttt
atatggacaa
attcaggttc
gcagggcggg
caaataaaac
gacaaatccg
cggtcacagc
ggcgcagcca
agagtgcacc
gctcactgac
cagaatcagg
ctggcgtttt
aggactataa
acctgtccge
gttcgctcca
gtccaacccg
gtgctacaga
ccagttacct
caagcagcag
acgaaaactc
agttttaaat
agcgatctgt
ctggcceccag
agggccgage
tagttcgcca
cttcattcag
ggtcctcecga
tgtcatgcca
cgagttgctc
cgttcttcgg
atcttcagca
gggcgacacg
agcggataca
cgtctaagaa

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc
gaggaagacc
ttccectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt
cactggatat
cctataacca
tttattcaca
ggatagtgtt
atttccggceca
attgagaata
cttcttegee
atcatgccgt
gcgtaatttt
gaaaggctca
ccgctctaga
ttgtctgtaa
tgacccagtc
atatgcggtg
tcgetgeget
ggataacgca
tccataggcect
agataccagg
ctttcteccct
agctgggctg
gtaagacacg
gttcttgaag
tcggaaaaag
attacgcgca
acgttaaggg
caatctaaag
ctatttcgtt
tgctgcaatg
gcagaagtgg
gttaatagtt
ctccggttcce
tcgttgtcag
tccgtaagat
ttgcccggeg
ggcgaaaact
tcttttactt
gaaatgttga
tatttgaatg
accattatta

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag
accaccgttg
gaccgttcag
ttcttgcccg
cacccttgtt
gtttctacac
tgtttttcgt
cccgttttea
ctgtgatggc
tttaaggcag
gtcgaaagac
gctgcectege
gcggatgcecg
acgtagcgat
tgaaataccg
cggtctgtcg
ggaaagaaca
ccgcccccect
cgtttcccce
tcgggaagceg
tgtgcacgaa
acttatcgcc
tggtggccta
agttggtagce
gaaaaaaagg
attttggtca
tatatatgag
catccatagc
ataccgcgag
tcctgcaact
tgcgcaacgt
caacgatcaa
aagtaagttg
gcttttctgt
tcaatacggg
ctcaaggatc
tcaccagcgt
atactcatac
tatttagaaa
tcatgacatt

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct
atatatccca
ctggatatta
cctgatgaat
acaccgtttt
atatattcgce
ctcagccaat
ccatgggcaa
ttccatgtcg
ttattggtgce
tgggcctttce
gcgtttcggt
ggagcagaca
agcggagtgt
cacagatgcg
gctgcggega
tgtgagcaaa
gacgagcatc
tggaagctcc
tggcgcectttce
ccccecgtte
actggcagca
actacggcta
tcttgatccg
atctcaagaa
tgagattatc
taaacttggt
tgcctgactce
acccacgctc
ttatccgect
tgttgccatt
ggcgagttac
gccgcagtgt
gactggtgag
ataataccgce
ttaccgctgt
ttctgggtga
tcttcctttt
aataaacaaa
aacctataaa

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
cgccgttatce
ggacgatcca
aaactccccce
aatgacctca
agcttggcga
atggcatcgt
cggccttttt
gctcatcecgg
ccatgagcaa
aagatgtggc
ccctgggtga
atattatacg
gcagaatgct
ccttaaacgce
gttttatctg
gatgacggtg
agcccgtcag
atactggctt
taaggagaaa
gcggtatcag
aggccagcaa
acaaaaatcg
ctcgtgcgcet
tcaatgctca
agcccgaccg
gccactggta
cactagaagg
gcaaacaaac
gatcctttga
aaaaaggatc
ctgacagtta
cccgtegtgt
accggctcca
ccatccagtc
gctacaggca
atgatccccce
tatcactcat
tactcaacca
gccacatagc
tgagatccag
gcaaaaacag
tcaatattat
taggggttcc
aataggcgta

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcect
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg
aaagaacatt
aaagaccgta
aatttcgtat
actgaaacgt
gtgttacggt
gtttcaccag
caaggcgaca
taatgaatta
ctggggtaat
ttgtttgtcg
aaaacctctg
ggcgcgtcag
aactatgcgg
ataccgcatc
ctcactcaaa
aaggccagga
acgctcaagt
ctcctgttcce
cgctgtaggt
ctgcgcctta
acaggattag
acagtatttg
caccgctggt
tcttttctac
ttcacctaga
ccaatgctta
agataactac
gatttatcag
tattaattgt
tcgtggtgtce
atgttgtgca
ggttatggca
agtcattctg
agaactttaa
ttcgatgtaa
gaaggcaaaa
tgaagcattt
gcgcacattt
tcacgaggcc

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt
agctaaggaa
ttgaggcatt
aagaaaaata
ggcaatgaaa
tttcatcgct
gaaaacctgg
ttttgattta
aggtgctgat
caacagtact
gactctctag
gtgaacgctc
acacatgcag
cgggtgttgg
catcagagca
aggcgctctt
ggcggtaata
accgtaaaaa
cagaggtggce
gaccctgccg
atctcagttc
tccggtaact
cagagcgagg
gtatctgcgce
agcggtggtt
ggggtctgac
tccttttaaa
atcagtgagg
gatacgggag
caataaacca
tgccgggaag
acgctcgtcg
aaaaagcggt
gcactgcata
agaatagtgt
aagtgctcat
cccactcgtg
tgccgcaaaa
atcagggtta
ccccgaaaag
ctttcgtctt

Die EcoR I- und Kpn I-Erkennungssequenz sind in kursiver Schrift und mit grauer Hinter-
legung hervorgehoben. Der sechsfach-Histidin-Tag ist durch orangene Unterstreichung
gekennzeichnet. Das Start-Kodon fiir die DHBVpreS Sequenz ist mit fetter Schrift

eingetragen. Die DHBVpreS-kodierende Sequenz wurde mit hellgelber Farbe hinterlegt.

Zur Vereinfachung wird im Folgenden nur jeweils der Ausschnitt nt 1 - 721 (laut Vector NTT)
aufgelistet, in welchem die Mutationen eingefiihrt wurden.

pOES DHBVI6preS RR71,72KK:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa ttcattaaag aggagaaatt aactatgaga ggatcgcatc accatcacca tcacggatcc atggggcaac
atccagcaaa atcaatggac gtcagacgga tagaaggagg agaaatactg ttaaaccaac ttgccggaag gatgatccca
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Anhang

aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctecegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgcece

aggcaagttt
cttggcctgc
gaggaagacc
ttccectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

atcacgtgtt

gtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

agaccatgtg
gattatcaaa
cgccgttatce
ggacgatcca
aaactccccc
aatgacctca
agcttggcga

caaacaatgg
tccgactcct
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa =721

sind die gednderten Kodons hervorgehoben; in fetter Schrift die

gednderten Nukleotide.
Klon 20 wurde am 28.05.04 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 126 —614 (laut
Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pOES DHBVI6preS RR71,72GT:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctecegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgcece

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc
gaggaagacc
ttccectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt

tggggcggga HEBEEEotag

aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
cgccgttatce
ggacgatcca
aaactccccc
aatgacctca
agcttggcga

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcct
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721

sind die gednderten Kodons hervorgehoben; in fetter Schrift die

gednderten Nukleotide.
Klon 4 wurde am 04.08.04 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 110 —623 (laut
Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pOES DHBVI6preS 69RRVK:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctecegtce
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgcece

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc
gaggaagacc
ttcccctect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag

oo SEEE.

aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
gtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
cgccgttatce
ggacgatcca
aaactccccce
aatgacctca
agcttggcga

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcct
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721

sind die gednderten Kodons hervorgehoben; in fetter Schrift die

gednderten Nukleotide.
Klon 1 wurde am 29.08.04 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 125 —520 (laut
Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

POES8 DHBV16preS E91V:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctcecegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgece

gednderte Nukleotid.
Klon 3 wurde am 09.06.03 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 114 —677 (laut
Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc

gaagacc
ttcecectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
cgccgttatce
ggacgatcca
aaactccccce
aatgacctca
agcttggcga

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcct
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721

ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

POES8 DHBV16preS D930Q:
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Anhang

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctcegtce
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgcece

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctge
gaggaa-c
ttcccctect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das
gednderte Nukleotid. Es wurde fdlschlicherweise ein Restriktions-Primer eingesetzt, der ein

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
cgccgttatce
ggacgatcca
aaactccccce
aatgacctca
agcttggcga

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactect
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

Stop-Kodon einfiihrte, was durch Unterstreichung markiert wurde.

Klon 8 wurde am 23.04.03 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 3824 —962 (laut

Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

POES8 DHBV16preS EI8V:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctcegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgcecgece

gednderte Nukleotid.

Klon 2 wurde am 09.06.03 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 122 —698 (laut

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc
gaggaagacc
ttcecectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
clifoctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pOES DHBV16preS EE91,98VV:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctcegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgcece

gednderte Nukleotid.

Klon 1 wurde am 21.07.03 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 136 —594 (laut

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc

gaagacc
ttccectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
cB8octttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pOES DHBVI6preS R101H:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctecegtce
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgece

gednderte Nukleotid.

Klon 3 wurde am 29.08.04 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 125 —594 (laut

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctge
gaggaagacc
ttcccctect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

Vector NTI) und zeigte den gewlinschten Austausch.

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
cgccgttatce
ggacgatcca
aaactccccce
aatgacctca
agcttggcga

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
cgccgttatc
ggacgatcca
aaactccccc
aatgacctca
agcttggcga

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
BBcottatc
ggacgatcca
aaactccccc
aatgacctca
agcttggcga

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcecct
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcect
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcecct
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721



Anhang

POES8 DHBV16preS RI101L:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctcegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgece

gednderte Nukleotid.
Klon 1 wurde am 02.07.04 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 181 —570 (laut
Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc
gaggaagacc
ttcecectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
-cgttatc
ggacgatcca
aaactccccce
aatgacctca
agcttggcga

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcecct
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721

ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

POES8 DHBV16preS R101P:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcectcegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgece

gednderte Nukleotid.
Klon 3 wurde am 21.07.03 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 106 —627 (laut
Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc
gaggaagacc
ttcecectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
-cgttatc
ggacgatcca
aaactccccce
aatgacctca
agcttggcga

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcecct
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721

ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

POES8 DHBV16preS R102H:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

Mit

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctcegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgcece

gednderte Nukleotid.
Klon 2 wurde am 29.08.04 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 126 —599 (laut
Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc
gaggaagacc
ttccectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
cgc-tatc
ggacgatcca
aaactccccc
aatgacctca
agcttggcga

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcect
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721

ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

pOES DHBVI6preS R102P:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

tcacacagaa
atccagcaaa
aaagggactt
caccctccag
ctcagcccca
accaccacca
cctcgagact
gtacctaaag
cagaacgctc

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctecegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgcece

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc
gaggaagacc
ttccectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa
cgc-tatc
ggacgatcca
aaactccccc
aatgacctca
agcttggcga

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcect
aagaagaaag
ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

atggggcaac
gatgatccca
aggagataaa
caagagattc
accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721
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Anhang

Mit [ICHMMICHEENNE ist das geinderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das
gednderte Nukleotid.
Klon 7 wurde am 21.07.03 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 139 —645 (laut
Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

POES8 DHBV16preS R104P:

1- ctcgagaaat cataaaaaat ttatttgctt tgtgagcgga taacaattat aatagattca attgtgagcg gataacaatt

ttcattaaag
atcaatggac
tgacatggtc
aatcagggag
gtggactccc
ttcctcegte
catccgctat
cttaattagc
ggttgccgece

gednderte Nukleotid.
Klon 8 wurde am 21.07.03 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 130 —642 (laut
Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pCDO (6291 bp):

1- gtcgacgtgg aacttaagca ttacacccct ctccttcgga gctgcttgec aaggtatctt tacgtctaca ttgctgttgt

tgtacctttg
atgatctacc

aggagaaatt
gtcagacgga
aggcaagttt
cttggcctgc
gaggaagacc
ttcecectect
accagtcaga
tgagcttgga
gggcgttttt

aactatgaga
tagaaggagg
ccaacactag
tggggcggga
aaaaagcacg
cagtggaagc
accagcggtg
ctcctgttga
tattggtgag

ggatcgcatc
agaaatactg
atcacgtgtt
aggagagtag
cgaagctttt
tacaacccgg
ccagtgataa
tagatccagt
aatccaagct

accatcacca
ttaaaccaac
agaccatgtg
gattatcaaa

tcacggatcc
ttgccggaag
caaacaatgg
tccgactcct

cgccgttat-gaagaaag

ggacgatcca
aaactccccce
aatgacctca
agcttggcga

ctcctgggaa
cttgaagaag
gaactccatc
gattttcagg

accaccggaa
atcagtctct
aaaatgtctg
tggatttgtt

agctaaggaa -721

ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

gtatgtacca
agatgatttc

ttgtttatga
tttccaaaaa

ttcttgctta
tagatgatct

tatatggata

tcaatgcttc

tagagcctta

tgttagagat

gctaaagacg

tcagattcaa

taaagaaaca

tgttttgatt

gcaactcact

ttgtggatct

cattgaagac

catgcatgaa

atagccgaat

cattaagagc

tgttatacct

cccactacta

ctcctgttcc

acgaggaagc

tgaagagata

cctttgggag

atttatttaa

ccgattacgg

ctagaattca

tgctcatttg

acaccaagaa

aaagcttatg caaaaattaa

gaaaggatag
cgaggaatca

gctttggtgg

cattacaact

gtttactgtg

gggagaagct

caagttacta

actatatttc

caactcctga

gaaatataga

ggtagagatg

cccecgaccat

tgaagcaatc

actagaccaa

agaaaaacaa

ctacgggtac

tagaaaacct

cgtggactcg

aacctagaag

aagaaaagtt

gagaagacgt

tcaaagtccc

gggaaaggag

agcccctaca

ccccaacgtg

cgggctcccce

gccaccatag

atctcccteg

cctaggaaat

gaagggctgt
gccctteceg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca

acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatg

cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg

Q
Q
Q
Q
Q
Q
o
o
Q
o

ccggtgaatg
aaggactgta
ttgttttgce
ttctcttcat
acctttgcca
ctttttcaaa
ctcttatctg
gctcaaaccg
ggacggcttt
tctccttecgg
attgtttatg
ctttccaaaa
atgttttgat
tgatctgatc
gccgegttet
caggtggcac
atgagacaat
tattcccttt

aaataagatt
atcaagaaaa
ttttactaaa
cctataggac
cgtgtagcta
ggtcagagat
attcaacttt
atacaattgt
tccatacacc
agctgcttgce
attcttgett
atagatgatc
tgcaactcac
aaattccgtg
aacgacaata
ttttcgggga
aaccctgata
tttgcggcat

cctcggttac
taaaagtagg
ggtaatattg
tttgttatat
cagatgctac
atacatgttc
tgtttgccat
actttgtccc
cctctctecga
caaggtatct
atatatggat
ttgttagaga
tttgtggatc
tattctatag
tgtggcctcg
aatgtgcgcg
aatgcttcaa
tttgccttcc

cagattgatg
agaatggtat
aaatgttaaa
aaactaacaa
cccaacacat
aggaactatt
aagcgttatc
gagcaaatat
aagcaatata
ttacgtctac
atcaatgctt
tgctaaagac
tcatgcatga
tgtcacctaa
tgatacgcct
gaacccctat
taatattgaa
tgtttttgct

taggaata
aaaatttcat
gactggaaat
accaatgtat
tgggtgtgtyg
ggcgcaatat
gatgtcttgt
agacgttacc
aatcctgctg
tattccacat
attgctgttg
ctagagcctt
gctttagagc
gctcgctagce
atcgtatgtg
atttttatag
ttgtttattt
aaaggaagag
cacccagaaa

agaataaact
gaagattgaa
gtattcaaag
gctgctatta
taaattaaga
cccatatcac
ttagccaaga
atggcatttt
acggcccatc
aggctatgtg
tcgtgtgtga
agccaatgtg
cttattggaa
cctatagtga
tatgatacat
gttaatgtca
ttctaaatac
tatgagtatt
cgctggtgaa

taatgattaa
gctatgttgg

114



Anhang

gctgaagatc
cgaagaacgt
agcaactcgg
ggcatgacag
cggaggaccg
tgaatgaagc
ggcgaactac
ctcggccecctt
tggggccaga
cagatcgctg
tttaaaactt
agttttcgtt
tgctgcttge
ggtaactggc
ctgtagcacc
gggttggact
ggagcgaacg
cggacaggta
tatagtcctg
aaacgccagc
ctgattctgt
tcagtgagcg
gcacgacagg
aggctttaca
gaccatgatt
atagcccata
ttgacgtcaa
gtaaactgcc
ccgcctggcea
accatggtga
cattgacgtc
cgcaaatggg

agttgggtgce
tttccaatga
tcgccgceata
taagagaatt
aaggagctaa
cataccaaac
ttactctagc
ccggctgget
tggtaagcce
agataggtgc
catttttaat
ccactgagcg
aaacaaaaaa
ttcagcagag
gcctacatac
caagacgata
acctacaccg
tccggtaage
tcgggtttcg
aacgcggcect
ggataaccgt
aggaagcgga
tttcccgact
ctttatgctt
acgccaagct
tatggagttc
taatgacgta
cacttggcag
ttatgcccag
tgcggttttg
aatgggagtt
cggtaggcgt

acgagtgggt
tgagcacttt
cactattctc
atgcagtgct
ccgetttttt
gacgagcgtg
ttcccggceaa
ggtttattgce
tccegtatceg
ctcactgatt
ttaaaaggat
tcagaccccg
accaccgcta
cgcagatacc
ctcgctctgce
gttaccggat
aactgagata
ggcagggtcg
ccacctctga
ttttacggtt
attaccgcct
agagcgccca
ggaaagcggg
ccggctcgta
gcttgggctg
cgcgttacat
tgttcccata
tacatcaagt
tacatgacct
gcagtacatc
tgttttggta
gtacggtggg

tacatcgaac
taaagttctg
agaatgactt
gccataacca
gcacaacatg
acaccacgat
caattaatag
tgataaatct
tagttatcta
aagcattggt
ctaggtgaag
tagaaaagat
ccagcggtgg
aaatactgtc
taatcctgtt
aaggcgcagc
cctacagcgt
gaacaggaga
cttgagcgtc
cctggccttt
ttgagtgagce
atacgcaaac
cagtgagcgc
tgttgtgtgg
cagattattg
aacttacggt
gtaacgccaa
gtatcatatg
tatgggactt
aatgggcgtyg
ccaaaatcaa
aggtctatat

tggatctcaa
ctatgtggcg
ggttgagtac
tgagtgataa
ggggatcatg
gcctgtagceca
actggatgga
ggagccggtg
cacgacgggg
aactgtcaga
atcctttttg
caaaggatct
tttgtttgcc
cttctagtgt
accagtggct
ggtcgggctg
gagctatgag
gcgcacgagg
gatttttgtg
tgctggcctt
tgataccgcect
cgcctctcecce
aacgcaatta
aattgtgagc
actagttatt
aaatggcccg
tagggacttt
ccaagtacgc
tcctacttgg
gatagcggtt
cgggactttc
aagcagagct

cagcggtaag
cggtattatc
tcaccagtca
cactgcggcc
taactcgcct
atggcaacaa
ggcggataaa
agcgtgggte
agtcaggcaa
ccaagtttac
ataatctcat
tcttgagatc
ggatcaagag
agccgtagtt
gctgccagtg
aacggggggt
aaagcgccac
gagcttccag
atgctcgtca
ttgctcacat
cgccgcagcece
cgcgegttgg
atgtgagtta
ggataacaat
aatagtaatc
cctggctgac
ccattgacgt
cccctattga
cagtacatct
tgactcacgg
caaaatgtcg
c -6291

atccttgaga
ccgtattgac
cagaaaagca
aacttacttc
tgatcgttgg
cgttgcgcaa
gttgcaggac
tcgcggtatce
ctatggatga
tcatatatac
gaccaaaatc
ctttttttct
ctaccaactc
aggccaccac
gcgataagtc
tcgtgcacac
gcttcccgaa
ggggaaacgc
ggggggcgga
gttctttcct
gaacgaccga
ccgattcatt
gctcactcat
ttcacacagg
aattacgggg
cgcccaacga
caatgggtgg
cgtcaatgac
acgtattagt
ggatttccaa
taacaactcc

gttttcgcce
gccgggcaag
tcttacggat
tgacaacgat
gaaccggagc
actattaact
cacttctgcg
attgcagcac
acgaaataga
tttagattga
ccttaacgtg
gcgcgtaatce
tttttccgaa
ttcaagaact
gtgtcttacc
agcccagctt
gggagaaagg
ctggtatctt
gcctatggaa
gcgttatcce
gcgcagcgag
aatgcagctg
taggcacccc
aaacagctat
tcattagttc
cccecgecca
agtatttacg
ggtaaatggc
catcgctatt
gtctccaccc
gccccattga

Die Bgl II- und Xho I-Erkennungssequenz sind in kursiver Schrift und mit grauer Hinter-
legung hervorgehoben. Die Start-Kodons fiir das Core-Protein, die Polymerase und das
DHBYV L sind durch fette Schrift angezeigt. Der Core-Leserahmen ist unterstrichen, der

mit und der mit
hinterlegt. In roter Schrift ist das Polyadenylierungssignal markiert. DR1 (direct repeat
1) ist doppelt-unterstrichen in orange und DR2 (direct repeat2) in dunkelgriin. Der Bereich
des CMV-Promotors ist in dunkelblauer Schrift hervorgehoben.

Zur Vereinfachung wird im Folgenden nur jeweils der Ausschnitt nt 801 - 1920 (laut Vector
NTI) aufgelistet, in welchem die Mutationen eingefiihrt wurden, sowie in fetter, kursiver

Schrift das Start-Kodon des preS/S-Leserahmens.

PCDO R7IK:

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccc tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
Iagagtagga
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteceeg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
ccgttatcaa
acgatccact
actccceccct
cttgttgata

gednderte Nukleotid.

Klon 5 wurde am 18.06.04 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 834

atctccctcg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

gogggcaacat ccagcaaaat caatggacgt

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
cctccgtcett
tccgctatac
gaatactagc
tggtggtgga

—1694 (laut Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pCDO R72K:

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg
cagacggata
gcaagtttcc
tggcctgetg
ggaagaccaa
cccctectcea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcgggafl
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcc
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das



Anhang

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccce tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteeceg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca

atctcccteg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag

caacccgggg acgatccact cctgggaaat
agtgataaaa actcccccct tgaagaagaa
taagcttttt cttgttgata aaaattctag

Mit

gednderte Nukleotid.

Klon 2 wurde am 18.06.04, 10.03.05 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt cagacggata gaaggaggag
tgatcccaaa agggactttg acatggtcag gcaagtttcc aacactagat
gagataaaca ccctccagaa tcagggagct tggcctgctg gggcgggaag
g-agtagga ttatcaaatc cgactcctca agagattcct cagccccagt ggactcccga ggaagaccaa aaagcacgcg
aagcttttcg ccgttatcaa gaagaaagac

caccggaaac caccaccatt cctccgtett
cagtctctce tcgagactca tccgctatac
aatgtctggt accttcgggg gaatactagc
aaatactgag gaggctagat tggtggtgga

cccctectcea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

gtggaagcta
cagcggtgcce
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

lesbar nt 827 —1876 (laut Vector NTI) und zeigte den gewlinschten Austausch.

pCDO RR71,72KK:

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccc tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag

gtagga
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteceg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
ccgttatcaa
acgatccact
actcccccecct
cttgttgata

gednderte Nukleotid.

Klon 1 wurde am 18.06.04, 10.03.05 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war

atctcccteg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
ccteccgtcett
tccgetatac
gaatactagc
tggtggtgga

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg
cagacggata
gcaagtttcc
tggcctgctg
ggaagaccaa
cccctectcea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcggga.
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcce
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

lesbar nt 849 —1878 (laut Vector NTI) und zeigte den gewlinschten Austausch.

pPCDO RR71,72GT:

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccce tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag

gtagga
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

gccaccatag
gaagggctgt
gcccttcececg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
ccgttatcaa
acgatccact
actcccccct
cttgttgata

gednderte Nukleotid.

Klon 3 wurde am 28.05.04, 10.03.05 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war

atctcccteg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
ccteccgtcett
tccgctatac
gaatactagc
tggtggtgga

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg
cagacggata
gcaagtttcc
tggcctgctg
ggaagaccaa
cccctectcea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gg9cgggalill
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcec
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

lesbar nt 849 —1875 (laut Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pCDO 69RRVK72:

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctccce tctcccacgt

agttcgagca gccaccatag atctccctcg cctaggaaat aaattacctg ctaggcatca cttaggtaaa ttgtcaggac
tatatcaaat gaagggctgt acttttaacc cagaatggaa agtaccagat atttcggata ctcattttaa tttagatgta
gttaatgagt gcccttcccg aaattggaaa tatttgactc cagccaaatt ctggcccaag agcatttcct actttcecctgt



Anhang

ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
Bl tagoa
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
ccgttatcaa
acgatccact
actcccccecct
cttgttgata

gednderte Nukleotid.

Klon 2 wurde am 18.06.04 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 868

agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

caatgtgatg
ctaaacattt
ggggcaacat
tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

caacatgaat caatagtagg taaatattta accaggctct

ggtcacattt

aaaggtcagc

cttataattg

ggaacagcaa

ccagcaaaat caatggacgt cagacggata gaaggaggag

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
cctccgtcett
tccgetatac
gaatactagc
tggtggtgga

—1693 (laut Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pCDO E9IV:

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccc tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
gagagtagga
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

gccaccatag
gaagggctgt
gcccttcececg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
ccgttatcaa
acgatccact
actcccccct
cttgttgata

gednderte Nukleotid.

Klon 4 wurde am 09.06.03 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 809

atctcccteg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt cagacggata

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

acatggtcag
tcagggagct
ggactccg

ccteccgtcett
tccgctatac
gaatactagc
tggtggtgga

—1694 (laut Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pCDO DI3Q:

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccce tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
gagagtagga
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteceg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
ccgttatcaa
acgatccact
actcccccct
cttgttgata

gednderte Nukleotid.

Klon 3 wurde am 03.12.03 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 840

atctccctceg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt
ggggcaacat
tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt
ccagcaaaat

agggactttg acatggtcag gcaagtttcc

ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc
caatggacgt

tcagggagct
ggactcccga
ccteccgtcett
tccgctatac
gaatactagc
tggtggtgga

—1694 (laut Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pCDO E98V::

801-ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccc tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteceg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt

atctcccteg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat

gccggaagga

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

gcaagtttcc
tggcctgctg
ggaagaccaa
cccctectea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg

gcaagtttcc
tggcctgctg

gaagaccaa
cccctectcea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg
cagacggata

tggcctgctg
ggaa@@gcaa
cccctectcea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg

aacactagat
g9

aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcce
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcgggaag
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcec
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcgggaag
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcec
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt cagacggata gaaggaggag
tgatcccaaa agggactttg acatggtcag gcaagtttcc aacactagat



Anhang

cacgtgttag
gagagtagga
.gcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

accatgtgca
ttatcaaatc
ccgttatcaa
acgatccact
actccceccct
cttgttgata

aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

tcagggagct
ggactcccga
cctccgtcett
tccgctatac
gaatactagc
tggtggtgga

tggcctgetg
ggaagaccaa
cccctectea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

gggcgggaag
aaaqcacqcl
gtggaagcta
cagcggtgcc
ggattactgg

ttctccaaag -1920

Mit [ICHMMICHeEINg st das geinderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das
gednderte Nukleotid. Klon 3 wurde am 18.06.04 und 08.04.05 sequenziert. Die
Nukleotidsequenz war lesbar nt 838 —1700 (laut Vector NTI) und zeigte den gewiinschten

Austausch. Eine Mutation bei nt 1225 GGC zu CGA, fiihrt im P-ORF zu R-> P.

pPCDORIOIL:

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccce tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
gagagtagga

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteeceg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc

aagctttt-cgttatcaa

caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

acgatccact
actcccccecct
cttgttgata

gednderte Nukleotid.
Klon 1 wurde am 27.06.04 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 849
—1694 (laut Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pCDORIOIH:

atctccctceg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
cctccgtcett
tccgetatac
gaatactagc
tggtggtgga

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg
cagacggata
gcaagtttcc
tggcctgctg
ggaagaccaa
cccctectea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcgggaag
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcce
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccc tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
gagagtagga

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteceg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc

aagctttt-cgttatcaa

caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

acgatccact
actcccccecct
cttgttgata

atc () ccctcg cctaggaaat aaattacctg ctaggcatca cttaggtaaa ttgtcaggac

acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
cctccgtcett
tccgetatac
gaatactagc
tggtggtgga

ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg
cagacggata
gcaagtttcc
tggcctgctg
ggaagaccaa
cccctectea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcgggaag
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcce
ggattactgg

ttctccaaag -1920

Mit

gednderte Nukleotid.
Klon 2 wurde am 29.08.04 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 836
—1701 (laut Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch. An der Stelle nt 904 fehlte
ein T (in griin und in Klammern hervorgehoben), was zum Verlust der BgllI-Schnittstelle
fithrte. Dies wurde mit einem Bg//I-Restriktionsverdau zusétzlich tiberpriift! Dadurch kam es

ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

zur Zerstdrung der P-Leserahmens und Anderung des C-Leserahmens, wohingegen der S-
Leserahmen uverindert blieb.

pCDO R101P:

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccc tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg

gccaccatag
gaagggctgt
gcccttcecg
gttaaaccaa
aatcctttat

atctcccteg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa

118



Anhang

caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
gagagtagga

atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc

aagctttt-cgttatcaa

caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

acgatccact
actccccect
cttgttgata

gednderte Nukleotid.
Klon 1 wurde am 03.12.03 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 833
—1676 (laut Vector NTI) und zeigte den gewliinschten Austausch.

PCDO RI02L:

catttatgat ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt cagacggata gaaggaggag

gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
cctcegtcett
tccgcectatac
gaatactagc
tggtggtgga

gcaagtttcc
tggcctgctg
ggaagaccaa
cccctectcea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

aacactagat
gggcgggaag
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcce
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccc tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
gagagtagga
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteceg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
c-tatcaa
acgatccact
actcccccect
cttgttgata

gednderte Nukleotid.
Klon 10 wurde am 02.07.04 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt
836 —1692 (laut Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch. An der Stelle nt 1107
fehlte ein T (in griin und in Klammern hervorgehoben), was zur Anderung des P-Leserahmens
und dadurch zur Verkiirzung der Polymerase fiihrte, wohingegen weder der C-Leserahmen,
noch der S-Leserahmen geéndert wurde.

pPCDO R102H:

atctccctceg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat

catttatgat

gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
cctccgtcett
tccgctatac
gaatactagc
tggtggtgga

cttaggtaaa
ctcattttaa

agcatt () cct actttcctgt

taaatattta
cttataattg
cagacggata
gcaagtttcc
tggcctgetg
ggaagaccaa
cccctectcea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

ttgtcaggac
tttagatgta

accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcgggaag
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcc
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctccce tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
gagagtagga
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteceg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
c-tatcaa
acgatccact
actcccccecct
cttgttgata

gednderte Nukleotid.
Klon 2 wurde am 29.08.04 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt 849
—1694 (laut Vector NTI) und zeigte den gewiinschten Austausch.

pCDO R102P:

atctccctceg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat

catttatgat

gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
cctcegtcett
tccgctatac
gaatactagc
tggtggtgga

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg
cagacggata
gcaagtttcc
tggcctgcectg
ggaagaccaa
cccctectcea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcgggaag
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcec
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctccce tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteceg
gttaaaccaa

atctcccteg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct

119



Anhang

atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
gagagtagga
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
c-tatcaa
acgatccact
actccccect
cttgttgata

gednderte Nukleotid.
Klon 2/1 wurde am 06.08.03 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt
839 —1704 (laut Vector NTI) und zeigte den gewlinschten Austausch.

pCDO Q104P:

aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

ctaaacattt ggtcacattt aaaggtcagc

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
cctccgtcett
tccgctatac
gaatactagc
tggtggtgga

cttataattg
cagacggata
gcaagtttcc
tggcctgetg
ggaagaccaa
cccctectea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcgggaag
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcc
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccce tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
gagagtagga
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

gccaccatag
gaagggctgt
gccctteeceg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
ccgttat-
acgatccact
actcccccecct
cttgttgata

gednderte Nukleotid.
Klon 3/2 wurde am 06.11.03 und 08.04.05 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt
846 —1865 (laut Vector NTI) und zeigte den gewlinschten Austausch.

pCDO myr-:

atctcccteg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

ggggcaacat ccagcaaaat caatggacgt

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
cctccgtcett
tccgetatac
gaatactagc
tggtggtgga

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg
cagacggata
gcaagtttcc
tggcctgctg
ggaagaccaa
cccctectea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcgggaag
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcce
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das

801- ttgtctatgg gagaagacgt tcaaagtccc gggaaaggag agcccctaca ccccaacgtg cgggctcccc tctcccacgt

agttcgagca
tatatcaaat
gttaatgagt
ccaggtaggg
atgaagcagg
caccttgtca
aaatactgtt
cacgtgttag
gagagtagga
aagcttttcg
caacccgggg
agtgataaaa
taagcttttt

Mit

gccaccatag
gaagggctgt
gcccttcececg
gttaaaccaa
aatcctttat
atcaacatca
aaaccaactt
accatgtgca
ttatcaaatc
ccgttatcaa
acgatccact
actcccccecct
cttgttgata

gednderte Nukleotid.
Klon 4 wurde am 13.02.04 und 05.04.04 sequenziert. Die Nukleotidsequenz war lesbar nt
1196 —1690 (laut Vector NTI) und zeigte den gewlinschten Austausch.

atctccctecg
acttttaacc
aaattggaaa
agtatcctga
aagcggatat
catttatgat
gccggaagga
aacaatggag
cgactcctca
gaagaaagac
cctgggaaat
tgaagaagaa
aaaattctag

cctaggaaat
cagaatggaa
tatttgactc
caatgtgatg
ctaaacattt

caacat ccagcaaaat caatggacgt

tgatcccaaa
gagataaaca
agagattcct
caccggaaac
cagtctctce
aatgtctggt
aaatactgag

aaattacctg
agtaccagat
cagccaaatt
caacatgaat
ggtcacattt

agggactttg
ccctccagaa
cagccccagt
caccaccatt
tcgagactca
accttcgggg
gaggctagat

ctaggcatca
atttcggata
ctggcccaag
caatagtagg
aaaggtcagc

acatggtcag
tcagggagct
ggactcccga
cctccgtcett
tccgetatac
gaatactagc
tggtggtgga

cttaggtaaa
ctcattttaa
agcatttcct
taaatattta
cttataattg
cagacggata
gcaagtttcc
tggcctgctg
ggaagaccaa
cccctectea
cagtcagaac
tggcctaatc
tttctctcag

ttgtcaggac
tttagatgta
actttcctgt
accaggctct
ggaacagcaa
gaaggaggag
aacactagat
gggcgggaag
aaagcacgcg
gtggaagcta
cagcggtgcce
ggattactgg

ttctccaaag -1920
ist das gednderte Kodon hervorgehoben; in fetter Schrift das
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Multiples Alignment der Aminosduresequenzen des preS verschiedener
Avihepadnaviren:

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

RGHBV L 57
CHBV1 L 60
DHBV22 I 56
DHBV26 L 56
DHBV1 L 57
DHBV3 L 57
DHBV16 I 57
SGHBV9 I 57
HHBV4 L 60
STHBV21 L 60
RGHBV P A El 117
CHBV1 P Q ERBKETT) 120
DHBV22 L P Q ERBPETT) 116
DHBV26 L P Q ERBPETT) 116
DHBV1 L P Q EREBPETT| 117
DHBV3 L P Q EREBPETT| 117
DHBV16 L P Q ERBPETT 117
SGHBV9 L P Q ERBPETT 117
HHBV4 L E| K INREKPAE 119
STHBV21 I E NREKOPN| 120
RGHBV PKTOMWELK] - STQP TRKVPKK--- 160
CHBV1 PKPIMWELK] - GTQPRYQ-—-——-—-— TRKVPKKK-- 161
DHBV22 TO--WKLQ D) GNKSELETHPLYQNTE TRPLKKK--- 161
DHBV26 TO--WKLO D) GNKSELETHPLYQNTE] TRPLRKK--- 161
DHBV1 PO--MWKLQ D) GTHSELETHPLYQ-PE TRPLKKK--- 161
DHBV3 TQO--WKLQ D) GNQSELETHPLYQ-TE TRPLKKK--- 161
DHBV16 PO--WKLQ D) GNQSEBLETHPLYQ-SE| TRPLKKK--- 161
SGHBV9 = ————-——- TP--WKLOBGEBD GTKSELETRLOTQONSE] YBLVKKKK-- 162
HHBV4 ITELHAAEBPO--WKISBER- KAKABIPV-—-——--- KLTNKKK- 166
STHBV21 LPELHAADEBPO--| -

KIKBG OAQSEMIPK-———---— LBOLPKYKKK 168

Abbildung 57: Multiples Alignment der Aminosiuresequenzen des preS-Teils verschiedener
Avihepadnaviren. Das Alignment wurde auf der Website http://www.ebi.ac.uk/clustalw durchgefiihrt. Links
stehen die Namen der Virusisolate. RGHBV (Ross Goose HBV, (Guo et al., 2005), CHBV1 (Crane HBV,
Kranich Hepatitis B Virus (Prassolov et al., 2003)), DHBV22, DHBV26 und DHBV1 (Sprengel et al., 1991),
DHBV3 (Lambert et al., 1990), DHBV16 (Mandart et al., 1984), SGHBV9 (Snow goose HBV, Schneegans
Hepatitis B Virus, (Chang et al., 1999), HHBV4 (Heron HBV, Graureiher Hepatitis B Virus, (Sprengel et al.,
1988), STHBV21 (Stork HBV, Storchen Hepatitis B Virus, (Pult et al., 2001). Der Beginn (Methionin) der
entsprechenden Proteine ist in dicker Schrift hervorgehoben. Durch die gelbe Unterlegung wurde der in allen
DHBV-Isolaten identische Bereich AS 89 - 115 markiert. * entspricht einer in allen Sequenzen identischen AS,
was mit roter Unterlegung optisch hervorgehoben wurde. : entspricht einem konservierten AS-Austausch. .
entspricht einem semi-konservierten AS-Austausch.

121


http://www.ebi.ac.uk/clustalw

Anhang

Epitop-Kartierung des DHBV-spezifischen Antikorpers DO84:

DHBVpreS Proteine

kDa

45
30
20,1
14,3

6,5

anti-DHBVpreS DO84

DHBVpreS Proteine / Heron preS

30
20,1
14,3

6,5

anti-DHBVpreS DO84

Abbildung 58: Kartierung der Epitope des polyklonalen Antikorpers DO84. Je 220ng DHBVpreS Proteine
wurden in einem 12,5%igen Tricin-SDS-PAGE eingesetzt, und im Imunoblot die Reaktion des Antikdrpers
(1:10.000 verdiinnt) getestet. Der Antikdrper DO84 konnte alle getesteten Proteine, mit Ausnahme des
HeronpreS, erkennen und zeigte keine préferentiellen Epitope.
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Abkiirzungsverzeichnis

8 Abkiirzungen
A Adenin
o anti, alpha
Ad Adenovirus
Ac Acetyl
ACS Asymptomatischer Carrier Status
AK Antikorper
Abb. Abbildung
Ag Antigen oder Silber
AS Aminoséure(n)
b Base(n)
bp Basenpaar(e)
BSA Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumin)
bzw. beziehungsweise
C Cytosin
C- Carboxy-
ca. circa
cce kovalent geschlossen zirkuldr (engl. covalently closed circular)
CD Circulardichroismus (engl. circular dichroism)
cDNA komplementire DNA
CDR Komplementaritits —  bestimmende  Region(en)  (engl.
complementarity determining region(s))
CHBV Kranich (engl. Crane) Hepatitis-B-Virus
cm Zentimeter
CMV Cytomegalie Virus
CsCl Caesiumchlorid
D Asparaginsiure
Da Dalton
dCPD Carboxypeptidase D der Ente (engl. duck Carboxypeptidase D)
dCPD-C | C-Doméne der dCPD
dH,0 destilliertes Wasser
DHBV Hepatitis-B-Virus der Ente (engl. Duck Hepatitis B Virus)
DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsiure
dNTP 2’-Desoxyribonukleosid-5’-triphosphat
DR direkte Sequenzwiederholung (engl. direct repeat)
E Glutaminséure
ECL engl. enhanced chemiluminescence
E. coli Escherichia coli
EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
ELISA engl. enzyme — linked immunosorbent assay
engl. in englischer Sprache
Enh Enhancer
ER Endoplasmatisches Retikulum
et al. et alii (und andere)
Fab engl. fragment antigen binding
Fc engl. fragment crystallizing
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FKS fetales Kédlberserum

FPLC engl. fast performance liquid chromatography

G Glycin, Guanin

g Gramm oder Erdbeschleunigung (9,80665m/s°)
GFP green fluorescent protein

gp glykolysiert

GSHV Erdhornchen (engl. Ground squirrel) Hepatitis Virus
°C Grad Celsius

H Histidin

h Stunde

H,0, Wasserstoffperoxid

HBc Hepatitis B ,,core* — Protein

HBcAg Hepatitis B ,,core* — Antigen

HBe Hepatitis B ,,early* — Protein

HBeAg Hepatitis B ,,early* — Antigen

HBs Hepatitis B ,,surface® — Protein

HBsAg Hepatitis B ,,surface” — Antigen

HCl Salzsdure (engl. Hydrochloric acid)

HBV Hepatitis B Virus

HBV S S-Region des HBV Genoms, S Domine des HBs — Proteins
HEPES 4-(2-Hydroxethyl)piperazin-1-ethansulfonsédure
HHBV Graureiher (engl. Heron) Hepatitis-B-Virus

His Histidin

Hsc70 Hitzeschock Protein 70 (engl. heat shock protein 70)
Hsp90 Hitzeschock Protein 90 (engl. heat shock protein 90)
Ig Immunglobulin

IgG Immunglobulin G

IgM Immunglobulin M

IPTG Isopropyl-3—D-Thiogalaktosid

1U international unit

K Lysin

k Kilo

kb Kilobase(n)

kbp Kilobasenpaar(e)

kDa Kilodalton

L Leucin, large

1 Liter

M molar, middle

m milli (107), Meter

mA Milli — Ampere

mAK monoklonaler Antikdrper

ml Milliliter

mm Millimeter

n Mikro (10°)

ng Mikrogramm

ul Mikroliter

pmol Mikromol

mg Milligramm

MGE Multiplizitit der Genomequivalente (engl. multiplicity of genome
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equivalents)
min Minute(n)
ul Mikroliter = 10 Liter
ml Milliliter = 10~ Liter
uM mikromolar = 10° M
mM millimolar = 10° M
mRNA messenger — RNA
myr myristoyliert
N- Amino-
n Nano (10”)
Na Natrium
NaCl Natriumchlorid
NaNj; Natriumazid
NaOH Natriumhydroxid
NaP; Natriumphosphatpuffer
ng Nanogramm
NHS- 5(6)-Carboxtetramethylrhodamin-N-hydroxy-succinimidester
Rhodamin
nm Nanometer
nM nanomolar = 10° M
NMR Kernspinresonanz (engl. nuclear magnetic resonance)
Nr. Nummer
nt Nukleotid(e)
oD optische Dichte
OD280nm optische Dichte bei 280nm
ODgoonm optische Dichte bei 600nm
ORF offener Leserahmen (engl. open reading frame)
p Plasmid oder unglykolysiert
P Prolin oder Phosphorylierung
PA Polyacrylamid
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS Phosphate Buffered Saline
PBSE Phosphate Buffered Saline mit EDTA
PCR Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
PDH primdre Entenhepatozyten (engl. primary duck hepatocytes)
PEG Polyethylenglykol
pgRNA prigenomische RNA
pH pH — Wert
p.i. post Infektion
pM picomolar = 10" M
pmol picomol
P/S-Mix Penicillin-Streptomycin-Mix
PO Peroxidase
preS pre-S — Region
PVDF Polyvinylidendifluorid
R Arginin, registriertes Warenzeichen (engl. registered trademark)
RBS Rezeptorbindestelle
RGHBYV |Ross Génse Hepatitis-B-Virus
RNA Ribonukleinsdure
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RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute (engl. rotations per minute)
RT Raumtemperatur, engl. reverse Transkriptase

s Sekunde(n)

S. siche

S small

SDS Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfat)
SGHBV Schneegans (engl. Snow goose) Hepatitis-B-Virus
SOEing engl. Splicing by Overlap Extension

ss einzelstringig (engl. single stranded)

STHBV Storchen (engl. Stork) Hepatitis-B-Virus

Svp subvirale(r) Partikel

T Thymin, Threonin

Tab. Tabelle

TGN Trans-Golgi-Netzwerk

TB- Terrific Broth Medium

Medium

TBS Tris Buffered Saline

TBS-T TBS mit zugesetztem Tween20

TCA Trichloressigsdure (engl. Trichloroacetic acid)

tl tailless

™ Warenzeichen (engl. trademark)

TP terminales Protein

Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan

Tween2(0 | Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat = Polysorbat 20
U Unit(s) (Enzymeinheit(en)) oder Uracil

UN Ubernacht

uv Ultraviolett

A% Volt, Valin

vgl. vergleiche

WHV Waldmurmeltier (engl. Woodchuck) Hepatitis Virus
wt Wildtyp

w/v Masse pro Volumen (engl. Weight per volume)
w/w Masse pro Masse (engl. Weight per weight)

Y Tyrosin

z. B. zum Beispiel

126



9 Veroffentlichungen

Vortrige

B. Lange, N. Schmut, S. Urban: “Reassessment of the role of Carboxypeptidase D in DHBV
Infection, The Molecular Biology of Hepatitis B Viruses, Heidelberg, 18.-21. September
2005

N. Schmut, B. Lange, S. Urban: “Mutational Analysis of DHBV preS binding to variants of
the duck Carboxypeptidase D C-Domain”, 1% Meeting on “The Molecular Biology of
Hepatitis B and Hepatitis C Viruses”, Oderbriick, 10.—12. Oktober 2003

N. Schmut, S. Urban: “Interference with DHBV infection of primary duck hepatocytes by
Carboxypeptidase D-independent inhibitors: elucidating the cofactors of DHBV infection”,
HBV / HCV Retreat, Heidelberg, 26.-27. April 2002

Poster

N. Schmut, S. Held, S. Urban: “Distinct roles of the Duck Hepatitis B Virus (DHBV) preS
domain of the large envelope protein in receptor interaction, internalisation and infectivity”,
Gesellschaft fiir Virologie Jahrestagung 2005, Hannover, 16.-19. Marz 2005

N. Schmut, S. Held, S. Urban: “Role of the DHBV preS part of the large DHBV envelope
protein in receptor interaction, internalisation and infectivity”, The Molecular Biology of
Hepatitis B Viruses, Woods Hole, 24.-27. Oktober 2004

N. Schmut, B. Lange, S. Urban: “Mutational Analysis of the Duck Hepatitis B Virus
Receptor Binding Domain: Influence on receptor interaction and infectivity”, Gesellschaft fiir
Virologie Jahrestagung 2004, Tiibingen, 17.-20. Méarz 2004

N. Schmut, B. Lange, S. Urban: “Mutational Analysis of DHBV pres binding to variants of
the duck Carboxypeptidase D C-Domain”, The Molecular Biology of Hepatitis B Viruses,
Bergamo, 7.-10. September 2003

N. Schmut, S. Urban: “Interference with DHBV infection by antibodies recognizing a
Carboxypeptidase D (gp180)-independent binding site in the large viral envelope protein”,
Gesellschaft fiir Virologie Jahrestagung 2003, Berlin, 26.-29. Mérz 2003

N. Schmut, S. Urban: “Interference with DHBV infection by antibodies recognizing a

Carboxy-peptidase D-independent binding site in the large viral envelope protein”, The
Molecular Biology of Hepatitis B Viruses, Asilomar, 29. September - 3. Oktober 2002

127



	Inhaltsverzeichnis.pdf
	Inhaltsverzeichnis.pdf
	Inhaltsverzeichnis


	Zusammenfassung.pdf
	Zusammenfassung

	abstract.pdf
	Abstract

	Einleitung.pdf
	1 Einleitung
	1.1 Hepatitis
	1.2 Hepadnaviren
	1.3 Virusaufbau und Genom
	1.4 Infektionszyklus
	1.5 Hüllproteine
	1.6 Carboxypeptidase D der Ente
	1.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit


	Ergebnisse.pdf
	Ergebnisse
	2.1 Einfluss des N-terminalen Bereichs Aminosäure 2 - 22 im 
	2.2 Untersuchung der Rolle der Carboxypeptidase D der Ente b
	2.2.1 Aminosäureaustausche in der alpha-Helix Aminosäure 89 

	2.3 Mutation der wahrscheinlichen Protease-Schnittstelle im 

	Diskussion.pdf
	3. Diskussion
	3.1 Einfluss des N-terminalen Bereichs Aminosäure 2 - 22 im 
	3.1.1 Epitop-Bestimmung der Antikörper MT92 und MT93
	3.1.2 Immunpräzipitation viraler und subviraler Partikel aus
	3.1.3 Infektionsinhibitionsstudie im PDH-DHBV-Infektionsmode
	3.1.4 In vitro Bindungsstudie mit fluoreszenz-markierten DHB
	3.1.5 Perspektive

	3.2 Untersuchung der Rolle der Carboxypeptidase D der Ente b
	3.2.1 DHBVpreS Proteine mit Punktmutationen in der amphipath
	3.2.2 Unterschiedliche dCPD-C-Bindefähigkeit der einzelnen D
	3.2.3 Einfluss der Aminosäureaustausche auf die Virenprodukt
	3.2.4 Einfluss der Punktmutationen auf die Infektiosität der
	3.2.5 Einfluss anderer Aminosäureaustausche an den Stellen R
	3.2.6 Bindungsstudie mit einer quantitativen Polymerasekette
	3.2.7 Bindungsstudie mit einer quantitativen Polymerasekette
	3.2.8 Perspektive

	3.3.1 Mutation der wahrscheinlichen Protease-Schnittstelle i
	3.3.2 Perspektive


	Material und Methoden.pdf
	4 Material
	4.1 Biologische Materialien:
	4.1.1 Zellen
	4.1.2 Bakterienstämme
	4.1.3 Antiseren
	Primäre Antikörper:
	Sekundäre Antikörper:

	4.1.4 Zellkulturmedien
	HepG2-Zellmedium:
	HepG2.18-Zellmedium:
	LMH-Zellmedium:
	PDH Kulturmedium (Maintenance Medium):

	4.1.5 Plasmide
	4.1.6 Oligonukleotide
	4.1.7 Adenoviren
	4.1.8 sdCPD-C
	4.1.9 Hexahistin-DHBVpreS bzw. HHBVpreS Proteine zur Epitopa
	4.1.10 Proteinmolekulargewichtsmarker

	4.2 Kits:
	5 Methoden
	5.1 Polymerasekettenreaktion (PCR)
	5.1.1. Gen SOEing-PCR (engl. gene Splicing by Overlap Extens
	5.1.2 Quantitative Real-Time PCR (TaqMan):

	5.2 Sequenzierung
	5.3 Antikörperreinigung
	5.4 Hexahistidin-Fusionsproteine
	5.4.1 Expression:
	5.4.2 Reinigung:

	5.5 Biochemischer Bindungsassay
	5.5.1 DHBVpreS Sepharose:
	5.5.2 Bindungsreaktion:
	5.5.2.1 DHBVpreS Talon-Beads:
	5.5.2.2 Bindungsreaktion:

	5.6 Proteinanalyse
	5.7 Proteinfällung mit Trichloressigsäure (TCA)
	5.8 Proteinfällung mit Antikörpern und Pansorbin (Immunkompl
	5.9 Virusherstellung klonierter Genome
	Transfektion von LMH-Zellen:
	Bestimmung des Virustiters :

	5.10 Infektion primärer Entenhepatozyten
	5.11 Indirekte Immunfluoreszenzfärbung fixierter Zellen
	5.12 Fluoreszenzkonjugate


	Anhang.pdf
	Nukleotidsequenzen der Plasmide:
	Multiples Alignment der Aminosäuresequenzen des preS verschi
	Epitop-Kartierung des DHBV-spezifischen Antikörpers DO84:

	Veröffentlichungen.pdf
	9 Veröffentlichungen
	Vorträge
	Poster



