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ABKURZUNGEN

Die in dieser Arbeit verwendeten Abkirzungen sowie alle physikalischen Gréf3en
entsprechen der Konvention der ,,International Union for Biochemistry* (LIEBECQ,
1978). Grundséatzlich werden die international blichen chemischen Symbole und

Abkurzungen der SI-Einheiten (Systéme International d’Unités) benutzt.

A Adenin

Abb. Abbildung

Ag Antigen

Ak Antikorper

amp Ampicillin

anti- Antikdrper gegen

AP alkalische Phosphatase

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminoséaure

ATP Adenosin-5"-triphosphat

bidest. doppelt destilliert

b Basen (engl.: bases)

bp Basenpaare (engl.: base pairs)

BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)

C Cytosin

°C Grad Celsius

ca. circa

cce ringférmig, kovalent geschlossen (engl.: covalently closed circular)

cDNA komplementére Desoxyribonukleinsdure (engl.: complementary
desoxyribonucleic acid)

Ci Curie (1 Ci = 3,7 x 10* Bequerel)

cm Zentimeter

CMV Cytomegalie-Virus

cpm Zerfalle pro Minute (engl.: counts per minute)

CsCl Caesiumchlorid

CTP Cytosin-5"-triphosphat

d Tag (engl.: day)

Da Dalton

dATP Desoxyadenosin-5"-triphosphat

dCTP Desoxycytidin-5"-triphosphat

ddNTP Didesoxynukleosid-5"-triphosphat

dGTP Desoxyguanosin-5"-triphosphat

DHBV Enten-Hepatitis-B-Virus (engl.: duck hepatitis B virus)
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinséure (engl.: desoxyribonucleic acid)
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DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleosid-5"-triphosphat

DR Wiederholungssequenz (engl.: direct repeat)

dsDNA doppelstrangige Desoxyribonukleinséure

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoyxthymidin-5’-triphophat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

eGFP verstérkt griin fluoreszierendes Protein (engl.: enhanced green fluorescent
protein)

ELISA Enzymgekoppelter Immuntest (engl.: enzyme-linked immunosorbent assay)

env-Gen gemeinsamer Leserahmen der drei HBV Hullproteine (engl.: envelope)

ER Endoplasmatisches Retikulum

etal. und andere (lat.: et alii)

FACS Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (engl.: fluorescens activated cell
sorting)

FCS fotales Kalberserum (engl.: fetal calf serum)

G Guanin

g Gramm, Erdbeschleunigung

GP Glykoprotein

h Stunde (engl.: hour)

HBeAg Hepatitis-B e-Antigen
HBsAg Hepatitis-B s-Antigen

HBV Hepatitis-B-Virus

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl]-ethansulfonséure
HRPO Meerrettich-Peroxidase (engl.: horseradish peroxidase)
Hsp Hitzeschock-Protein (engl.: heat shock protein)

IPTG Isopropyl-p-thiogalaktopyranosid

IRES interne Ribosom-Eintrittsstelle (engl.: internal ribosome entry site)
k Kilo (10°%)

kb Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

I Liter

A Bakteriophage A

LB Luria Bertani (Medium)

LDHBs grolRes Hullprotein des Enten Hepatis-B-Virus (engl.: large duck hepatitis
B surface protein)

LHBs grolRes Hullprotein des Hepatitis-B-Virus (engl.: large hepatitis B surface
protein)

Lsg. Losung

LTR lange terminale Wiederholung (engl.: long terminal repeat)

M molar (Mol pro Liter)

m Milli (10°®), Meter

mA Milliampere

MAb monoklonaler Antikorper (engl.: monoclonal antibody)

mbar Millibar

MCS multiple Klonierungsstelle (engl.: multiple cloning site)

mg Milligramm
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MHBs mittleres Hullprotein des Hepatitis-B-Virus (engl.: middle hepatitis B
surface protein)

min. Minute (engl.: minute)

mm Millimeter

mM Millimolar

MOI Infektionsmultiplizitat (engl.: multiplicity of infection)
mol ca. 6,3 x 10%® Teilchen

MOPS 3-(N-Morpholino)propansulfonséaure
MRNA Boten-RNA (engl.: messenger RNA)

MuLV Maus-Leukamie-Virus (engl.: murine leukemia virus)

m Mikro (10°%)

n Nano (10°%)

nt Nukleotid

oc offen zirkul&r (engl.: open circular)

oD Optische Dichte

ORF offener Leserahmen (engl.: open reading frame)

ori Replikationsursprung (engl.: origin of replication)

p Pico (10™*%)

P Protein, Phosphor

32p Radioisotop 32 des Phosphors

PBS Phosphat gepufferte Salzlésung (engl.: phosphate buffered saline)
PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
PEG Polyethylenglykol

pers. personlich

pPgRNA pragenomische RNA

pH negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration
POD Peroxidase

Pol Polymerase

PolyA Polyadenylierung
PVDF Polyvinylidenfluorid

RNA Ribonukleinsdure (engl.: ribonucleic acid)

RNase Ribonuklease

rpm Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute)

RT Reverse Transkriptase, Raumtemperatur

SA Spleil3-Akzeptor (engl.: splice acceptor)

SD Spleil3-Donor (engl.: splice donor)

SDS Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecylsulfat)

sec. Sekunden (engl.: second)

SHBs kleines Hullprotein des Hepatitis-B-Virus (engl.: small hepatitis B surface
protein)

spez. Akt. spezifische Aktivitat
sSDNA einzelstrangige DNA (engl.: single stranded DNA)

suppl. supplementiert

SV40 Simianvirus Typ 40 (engl.: simian virus 40)
T Thymin

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer

Taq Thermus aquaticus
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B hervorragendes Nahrmedium (engl.: terrific broth)

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TE Tris-EDTA-Puffer

TEMED N, N, N, N“-Tetramethyl-ethylendiamin

TP Terminales Protein

Tris Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan

tRNA Transfer-RNA (engl.: transfer RNA)

U Einheit (engl.: unit), Uracil

UE Untereinheiten

uN uber Nacht

uv ultraviolett

\Y Volt

Vol. Volumen

viv Volumen pro Volumen

W Watt

WHO Weltgesundheitsorganisation (engl.: Worl Health Organization)

WHV Hepatitis-B-Virus des Waldmurmeltieres (engl.: woodchuck hepatitis
virus)

WT Wildtyp

wiv Gewicht (engl.: weight) pro Volumen

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-p-D-Galaktopyranosid

z.B. zum Beispiel

Zeo Zeocin

Aminosauren

A Ala Alanin M  Met Methionin
C Cys Cystein N  Asn Asparagin
D Asp Asparaginséaure P Pro Prolin

E Glu Glutaminséure Q Gin Glutamin
F Phe Phenylalanin R Arg Arginin

G Gly Glycin S  Ser Serin

H His Histidin T  Thr Threonin

I lle Isoleucin VvV  Val Valin

K Lys Lysin W Trp Tryptophan
L Y

Leu Leucin Tyr Tyrosin



EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Uberblick

Das humane Hepatitis-B-Virus (HBV) ist der Prototyp der Familie Hepadnaviridae

(Hepatitis-DNA-Viren). Die Viren dieser Familie zeichnen sich durch ein sehr enges

Wirtsspektrum, einen ausgeprégten Lebertropismus (Hepatotropismus; von griech.:
hepar) und die F&higkeit, eine chronisch-persistierende Infektion hervorzurufen, aus.
Weiterhin charakteristisch ist ein teilweise doppelstrangiges DNA-Genom, ihre
Replikationsstrategie (wahrend des Replikationszyklus wird ein RNA-Intermediat tiber
reverse Transkription in DNA umgeschrieben) (SEEGER & MASON, 1982), sowie eine
Hille, die dem Virus seine spharische Form verleiht. Die heute bekannten
Hepadnaviren werden zwei Genera zugeordnet: Zum einen den sdugetierinfizierenden
Orthohepadnavirinae, zum anderen den Avihepadnavirinae, die ausschliel}lich Vogel
infizieren (GusT et al., 1986). Zu den Orthohepadnaviren werden das Hepatitisvirus des
Menschen (human hepatitis B virus, HBV; DANE et al., 1970), des Waldmurmeltiers
(woodchuck hepatitis virus, WHV; SUMMERSs et al., 1978), des Erdhdrnchens (ground
squirrel hepatitis virus, GSHV; MARION et al., 1980) und des Wollaffens (woolly
monkey hepatitis B virus, WMHBYV; LANFORD et al., 1998) gezéhlt. Das Genus der
Avihepadnaviren umfasst das Hepatitis-B-Virus der Pekingente (duck hepatitis B virus,
DHBV; MAsON et al., 1980) und des Graureihers (heron hepatitis B virus, HHBV;
SPRENGEL et al., 1988).

1965 wurde das erste Mal ein bislang unbekanntes Antigen (,Australia Antigen’)
beobachtet und zundchst mit Leukdmie in Verbindung gebracht (BLUMBERG et al.,
1965). Drei Jahre spater gelang es Prince (PRINCE, 1968), dieses Antigen mit Hepatitis
B zu assoziieren. Spater stellte sich heraus, dass es sich bei dem ,Australia Antigen” um
subvirale Partikel des HBV handelte, deren Antigenitat heute als hepatitis B surface
antigen (HBsAg) bezeichnet wird. Diese kommen sowohl in einer sphéarischen
(Durchmesser etwa 20 nm), als auch in einer filamentdsen Form (Durchmesser etwa

20 nm, Lange ca. 50 nm bis 1 pm) vor und enthalten keine Nukleinsdaure, wodurch sie
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nicht infektiés sind. Die Partikel bestehen aus einer Lipidmembran und darin
eingelagerten Oberflachenproteinen des HBV. Sie werden von der infizierten Zelle in
hohem Uberschuss relativ zu Viren ins Blut sezerniert. Mit Hilfe wvon
elektronenmikroskopischen Aufnahmen gelang es 1970, das eigentliche Viruspartikel
nachzuweisen, das nach seinem Entdecker als Dane-Partikel bezeichnet wurde und eine
sphérische Gestalt von ca. 42 nm Durchmesser besitzt (DANE et al. 1970). Als erkannt
wurde, dass Antikorper, die gegen das HBsAg gerichtet sind, neutralisierend auf das
Virus wirken, wurden schon 1980 die ersten erfolgreichen Impfstudien mit
hochgereinigten HBsAg-Partikeln aus Seren infizierter Patienten durchgefiihrt
(SzmMUNESs et al., 1980).

1.2 Verbreitung und Pathogenese der Hepatitis-B-Infektion

Schétzungen zufolge sind gegenwaértig weltweit ca. 350 Millionen Menschen chronisch
HBV infiziert (PREVISANI & LAVANCHY, 2002; SEEGER & MASON, 2000; WHO, 2000),
so dass dieses Virus zu den wichtigsten menschlichen Pathogenen gehort. Mehr als
2 Milliarden Menschen weltweit haben schon einmal eine Infektion durchgemacht.
Dabei gibt es jedoch eine unterschiedliche geographische Verteilung: Wahrend in
Sudostasien, Zentral- und Sudafrika sowie Teilen von Sudamerika die Prévalenz der
HBV-Infektionen bei 60-90 % liegt, weisen westliche Industrienationen eine Trégerrate
von weniger als zwei Prozent auf (z.B. Deutschland 0,5-0,8 %) (HOLLINGER, 1991,

PREVISANI & LAVANCHY, 2002).

Das HBV verursacht sowohl transiente, als auch chronische Infektionen der Leber, die
zu verschieden ausgepragten Leberentziindungen (Hepatitiden) fiihren konnen. Die
transienten Infektionen konnen schwerwiegende Erkrankungen verursachen, und
ungefahr 1 % enden in einer fatalen, fulminanten Hepatitis, die meist zum Tod fihrt;
ansonsten baut sich nach vollstandiger Ausheilung eine Immunitét auf. Ca. 5-10 % der
Infektionen entwickeln sich weiter zu persistierenden bzw. chronischen Infektionen, die
man in drei Gruppen unterteilen kann: Zum einen den gesunden HBV-Tréger, der
keinerlei Kklinische Symptome aufweist, als weiteren den Infizierten mit milder

chronischer Hepatitis und geringer Leberverdnderung und schlieBlich den HBV-
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Infizierten mit chronisch aggressiver Hepatitis, die meist progredient bis zum Tod
verlduft. Jedes Jahr treten ca. 4 Millionen akute klinische Félle von HBV auf, und uber
25 % der Trager, 1 Millionen pro Jahr, versterben aufgrund chronischer, aktiver
Hepatitis, Zirrhose oder Leberkrebs (PREVISANI & LAVANCHY, 2002; EVANS &
LONDON, 1998; PARKIN et al., 1999).

In seiner Wirtszelle repliziert sich das Virus sehr effizient und meist persistierend.
A priori ist das Virus selbst nicht zytotoxisch, mit Ausnahme einiger zytopathogener
Mutanten (LEHNHOFF et al., 1998). In einem transgenen Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass infizierte Leberzellen vielmehr durch Angriffe zytotoxischer T-Zellen
geschadigt werden (CHISARI & FERRARI, 1995). Virale Antigene werden auf der
Oberflache der Hepatozyten exprimiert, die somit angreifbar werden fir eine
Immunantwort der zytotoxischen T-Zellen, was letztendlich zum Absterben der
betroffenen Leberzellen fuhrt (MORIYAMA et al., 1990). Es wird diskutiert, dass das
Virus Uber viele Jahre chronische Leberschdden verursacht, mit den assoziierten
Immunantworten des Wirtes wie Entziindung und Leberregeneration. Letztendlich ist
das Risiko, ein Leberkarzinom oder eine Leberzirrhose zu entwickeln, bei chronischen

HBV-Trégern 200 mal héher als bei nicht infizierten Personen (BEASLEY et al., 1981).

Die Ubertragung erfolgt am effizientesten parenteral tiber Blut oder Blutprodukte z.B.
perinatal wahrend der Geburt oder durch kontaminierte Blutkonserven, wobei schon
geringste Mengen ausreichend sein konnen. HBV ist 100 mal infektioser als das
humane Immundefizienzvirus (HIV). Weniger effizient kann die Ansteckung auch
durch andere HBV-haltige Korperflissigkeiten (z.B. Sperma oder Speichel) erfolgen.
Das Blut von HBV-Tragern kann bis zu 10*! Virionen pro Milliliter enthalten (NASSAL,
1999; RIBEIRO et al., 2002), und diese kénnen bis zu sieben Tage auBerhalb eines
Organismus Uberdauern, ohne die Infektiositat vollstandig zu verlieren (HOLLINGER,
1991).

Seit 1984 gibt es effiziente Vakzinierungsmoglichkeiten, mit rekombinant hergestelltem
HBsAg-Impfstoff aus Hefen (MCALEER et al., 1984), durch den sich bei ca. 97 % der
Impflinge durch Bildung von Anti-HBs-Antikorpern ein sicherer Infektionsschutz
aufbaut. Der Impfstoff ist jedoch sehr teuer und steht vor allem aus diesem Grund nicht

fir alle betroffenen Gebiete fur Massenimpfungen zur Verfigung (WHO, 2000).
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Die Behandlung der chronischen Hepatitis-B Infektionen beschrénkt sich auf eine
Standardmedikation mit Interferon-a in  Kombination mit verschiedenen
Nukleosid/Nukleotid-Analoga, die die virale Polymerase inhibieren (z.B. Lamivudin
oder Adefovir). Jedoch treten insbesondere bei der Lamivudin-Therapie gehduft
Resistenzen durch Punktmutationen im YMDD-Motiv des katalytischen Zentrums der
viralen Reversen Transkriptase (RT) auf, so dass die Wirksamkeit der Medikation genau
beobachtet werden muss (LiAw et al., 2000; MELEGARI et al., 1998; KUMAR &
AGRAWAL, 2004). Weitere vielversprechende Substanzen wie z.B. Tenofovir werden
zur Zeit von der FDA (Food and Drug Administration) auf Zulassung hin tberprift
(GANEM & PRINCE, 2004).

1.3 Virusstruktur

Das Hepatitis-B-Virion ist ein komplexes, spharisches Partikel mit einem Durchmesser
von 42 - 45 nm. Im Inneren befindet sich ein ikosaedrisches Nukleokapsid mit einem
Durchmesser von ca. 32 bis 36 nm (CROWTHER et al., 1994; BOTTCHER et al., 1997,
WYNNE et al., 1999b). Die das Kapsid umfassende Hille besteht aus einer
Lipidmembran zelluldren Ursprungs mit den eingelagerten viralen Hillproteinen SHBs
(small hepatitis B virus surface protein), MHBs (middle hepatitis B virus surface
protein) und LHBs (large hepatitis B virus surface protein). Wahrend die genaue
Zusammensetzung der Virushille noch nicht genauer definiert wurde, konnten die
Komponenten der Membran der subviralen Partikel bestimmt werden. Diese Membran
ist reich an Phosphatidylcholin (ca. 60 % aller Lipide) sowie Cholesterin (ca. 30 % der
Lipide) und unterscheidet sich somit von der Lipidzusammensetzung des zelluldren ER
(GAVILANES et al., 1982). Der Gesamtgehalt der Lipide ist im Vergleich zum
Proteingehalt gering; in subviralen Partikeln liegt das Verhéltnis bei 1:4 (SONVEAUX et
al., 1995). Dadurch ist die laterale Beweglichkeit der Bestandteile stark eingeschrankt
(SATOH et al., 2000).

Das je nach Hepadnaviridae Subtyp 3 - 3,3 kb grolRe, partiell doppelstrangige (pds),
zirkulare DNA-Genom (ROBINSON et al. 1974) befindet sich im Inneren des Core-

Partikels, ebenso wie eine an das Genom kovalent gebundene virale DNA-Polymerase
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(KAPLAN et al. 1973) und eine Proteinkinase C zelluldren Ursprungs (SCHLICHT &
SCHALLER 1989).

Nukleokapsid

(S;M, L) \ Coreprotein

Polymerase-Domane
und

terminale Proteindoméane
des P-Protein

Abb. 1: Schematische Darstellung des Hepatitis-B-Virion.

1.4 Hepatitis-B-Virus-Genom und Transkripte

Das Hepatitis-B-Virus hat mit ca. 3,2 kb eines der kleinsten Genome aller DNA-Viren.
Die Struktur des Genoms ist zirkuldr und partiell doppelstrangig, wobei der kodierende
Minus-Strang eine Lange von ca. 3200 Nukleotiden aufweist (TioLLAIS et al., 1981),
vollstandig ist und eine kurze terminale Redundanz von 5 bis 8 Nukleotiden (nt) besitzt.
Der nichtkodierende, komplementdre (+)-Strang besitzt ein konstantes 5’-, aber
variables 3’-Ende, wodurch die Lange dieses Stranges heterogen ausfallt (HRUSKA et
al., 1977) und nur ca. 40 - 85 % des Genoms umfasst (LANDERS et al., 1977). Die
Zirkularitat des Genoms wird durch die sich Uberlappenden, kohdsiven 5’-Enden von
(+)- und (-)-Strang aufrechterhalten; man spricht von kohésiver Uberlappungsregion
(SATTLER & ROBINSON, 1979). An dem 5’-Ende des (-)-Stranges ist ein virales Protein
(terminal protein, TP) kovalent gebunden (GERLICH & ROBINSON, 1980). Dabei handelt
es sich um eine N-terminale Proteindoméne der viralen DNA-Polymerase. Das 5’-Ende
des (+)-Stranges besteht aus 18 Ribonukleotiden, die eine bei mRNAs zu findende Cap-
Struktur aufweisen (SEEGER et al., 1986). Beide Strukturen Ubernehmen
Primerfunktionen bei der Replikation (Hu et al., 1997; SEEGER & Hu, 1997). Weitere

fur die Replikation des Genoms wichtige Sequenzen befinden sich ebenfalls an den



EINLEITUNG 6

jeweiligen 5°-Enden der DNA-Strange. Dies sind zwei repetitive Sequenzen von 11 nt
Lange, die als DR1 und DR2 (direct repeat) bezeichnet werden (SUMMERS et al., 1975;
WiLL et al., 1987). Wéhrend am 3’-Ende des (-)-Stranges DR1 lokalisiert ist, findet man
DR2 am 5’-Ende des (+)-Stranges (SEEGER et al., 1986).

Das Genom weist eine hohe Komplexitat an genetischer Organisation auf: Alle
Nukleotide besitzen eine kodierende Funktion in mindestens einem der vier offenen
Leserahmen (open reading frame, ORF), die sich teilweise Uberlappen (GANEM &
VARMUS, 1987). Der langste ORF (Polymerase-Gen) kodiert fir die virale Polymerase,
der kirzeste ORF (X-Gen) fir das X-Protein, wahrend das PraC/C-Gen flr das Précore-
Protein und das Coreprotein kodiert. Der PraS1/PraS2/S-ORF (env-Gen) kodiert fur das
groRRe Hullprotein (LHBs), fur das mittlere Hullprotein (MHBs) und fiir das kleine
Hullprotein (SHBs). Die Steuerung der Transkription erfolgt durch vier Promotoren,
zwei Enhancer als cis-Elemente und verschiedene Transkriptionsfaktoren (GANEM,
1996; SCHALLER & FISCHER, 1991). Es steht jedoch fir alle viralen mRNASs nur ein

Polyadenylierungssignal ca. 20 Basen vor dem 3’-Ende des (-)-Stranges zur Verfligung.

Abb. 2: Schematische Darstellung des HBV-Genoms mit offenen Leserahmen und viralen
RNAs.
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PC: Leserahmen des Préacore-Bereichs, C: Leserahmen des Coreproteins, P: Leserahmen
der viralen Polymerase, PraS1/PraS2/S: Leserahmen des groBen, mittleren und kleinen
Hullproteins, X: Leserahmen des X-Proteins, DR1 und DR2: repetitive Sequenzen (direct
repeats), polyA: Polyadenylierungssignal.

Es werden von dem HBV-Genom insgesamt fiinf virale mRNA ausgehend von vier
Promotoren transkribiert, die alle an einem gemeinsamen Polyadenylierungssignal
enden. Ein supergenomisches 3,3 kb Transkript kodiert fir das Coreprotein und die
Polymerase und dient gleichzeitig als Matrize fur die Synthese des HBV-Genoms; sie
wird deshalb als pragenomische RNA (pgRNA) bezeichnet (GANEM & VARMUS, 1987,
HUANG & SUMMERS, 1991; ENDERS et al., 1987). Eine um ca. 30 Nukleotide am 5’-
Ende verldangerte mRNA enthalt zusatzlich das Startkodon fir die Synthese des Pracore-
Protein. Dieses Transkript dient aber weder als pgRNA, noch werden von ihm das
Coreprotein oder die Polymerase synthetisiert (NASSAL et al., 1990). Die Transkription
dieser RNAs wird durch Promotoren reguliert, die vor und zwischen den beiden
repetitiven Sequenzen DR1 und DR2 lokalisiert sind und vorwiegend leberspezifisch
wirken (RALL et al., 1983). Die Transkriptionsaktivitat wird in hohem Male von den
beiden gewebespezifischen Enhancern I und Il bestimmt (SHAUL et al., 1985; YUH et
al.,, 1992; TREININ & LAuB, 1987). Das LHBs wird von der 2,4 kb grolen mRNA
translatiert. Der entsprechende PraS1-Promoter, der hoch leberspezifisch wirkt, liegt ca.
30 nt stromaufwarts der Cap-Stelle (WiLL et al., 1987). Das MHBs und das SHBs
werden von der 2,1 kb groBen mRNA translatiert (SHEU & Lo, 1992). Die Transkription
der mRNAs wird vom PréS2/S-Promoter reguliert, der sich vor dem PraS2-Start
befindet und nicht leberspezifisch ist (POURCEL et al., 1982). Alle drei Proteine werden
kotranslational als Transmembran-Proteine direkt in die ER-Membran inseriert. Die mit
0,9 kb kleinste mRNA dient zur Synthese des X-Proteins.

1.5 Genprodukte

Das spharische Hepatitis-B-Virion besitzt eine duflere Virushille und im Inneren ein

ikosaedrisches Nukleokapsid, auch Core-Partikel genannt.

Das Core-Partikel kommt in zwei Gréfien vor und besteht je nach Symmetrie aus 90
(Symmetrie: Triangulations-Zahl [T] =3) bzw. 120 (Symmetrie: T =4) Coreprotein-



EINLEITUNG 8

Homodimeren, die sich direkt nach der Synthese der Coreprotein Monomere ausbilden.
Das einzelne Coreprotein, das von dem PraC/C-ORF Kkodiert wird, hat ein
Molekulargewicht von 21 kD (WEIMER et al., 1987). Das Nukleokapsid, dessen Schale
letztendlich ein Homooligomer ist, beherbergt in seinem Inneren das virale partiell
doppelstrangige Genom (ROBINSON et al., 1974) und die kovalent an die Nukleinsdure
gebundene virale Polymerase (GERLICH & ROBINSON, 1980; KAPLAN et al., 1973).
Desweiteren wurde auch eine Proteinkinase zelluldren Ursprungs nachgewiesen, die fir
die Phosphorylierung von Serin-Resten des Coreproteins verantwortlich ist (SCHLICHT
& SCHALLER, 1989; KANN et al., 1993; KANN et al., 1997; DAusB et al., 2002), sowie
das Hitzeschock-Protein 90 (heat shock protein 90; Hsp90) (Hu et al., 1997) und
weitere Faktoren, die fiir die P-Protein-Aktivitat wichtig sind.

Neben dem Coreprotein wird ein zweites Protein, das Pracore-Protein, von dem PraC/C-
Gen kodiert. Dieses Protein bildet die sogenannte Hepatitis-B e Antigenitat (HBeAgQ)
aus. Das ,e’ steht fir early, da es frihzeitig wahrend einer Infektion als Marker
nachweisbar ist. Es ist ein Protein, das fur die Replikation des Virus in vitro nicht
essentiell ist, wohl aber fur die Etablierung einer persistenten Infektion in vivo (TONG et
al., 1991; CHeN et al., 1992). Es wird auch angenommen, dass die HBeAg-Expression
der Mutter im Embryo eine Immuntoleranz férdert (MiLicH et al., 1990). Weiterhin
wird vermutet, dass es die Immunabwehr gegen das verwandte Coreprotein zu einem
gewissen Grad abfangen kann (MiLICH & LIANG, 2003) und die T-Zell Immunantwort
moduliert, indem es den humoralen Th2-Zweig verstérkt und die cytotoxische Antwort
abschwacht (MiLicH et al., 1999). Das primare Produkt der Translation (PraHBeAg
p25), mit einem Molekulargewicht von 25 kD, ist aminoterminal um 29 AS (Précore-
Region) gegenliber dem Coreprotein verlangert und wird cotranslational in die ER-
Membran eingeschleust. Die ersten 19 AS dienen dabei als Signalpeptid. Nach der
Abspaltung des aminoterminalen Signalpeptids durch eine Signalpeptidase (BRuss &
GERLICH, 1988; Ou et al., 1986) und des argininreichen Carboxyterminus durch eine
Furin-ahnliche Endopeptidase entsteht das reife HBeAg mit einem Molekulargewicht
von 17 kD (MESsAGEOT et al., 2003), welches in das Serum sezerniert wird. Obwohl
eine groRe Uberlappung der primiren Sequenzen des HBeAg und des Coreproteins

vorliegt, sind die hoheren Strukturen sehr unterschiedlich; zusatzlich kann das HBeAg
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nicht oligomerisieren (NASSAL & RIEGER, 1993; WASENAUER et al., 1993; BANG et al.,
2005).

Das Core-Partikel wird von einer Hille umfasst, die aus einer Membran mit
eingelagerten Hiullproteinen besteht. Die Hullproteine, die in drei unterschiedlichen
GroRen vorliegen und verschiedene Gykosylierungsformen aufweisen, sind sogenannte

Transmembranproteine, da sie durch Signalsequenzen in der Membran verankert sind.

Das SHBs hat eine Lange von 226 AS und ein Molekulargewicht von 24 kD. N-
terminal besitzt es zwei hydrophobe Signalsequenzen mit a-helikaler Struktur, durch die
es zu einer kotranslationalen Translokation des Proteins in die ER-Membran der
Wirtszelle kommt (Abb. 3). Das erste Signalpeptid (I) umspannt die Region von AS 4
bis 28 und wird nicht posttranslational prozessiert (EBLE et al., 1986). Es folgen ca. 50
cytosolisch gelegene Aminoséuren. Die Positionen 80 - 100 stellen das Signalpeptid 11
dar, das die Proteinkette in der Membran verankert, wahrend die folgenden
weitesgehend hydrophilen AS 101 - 168 in das Lumen des ER hineinragen; im reifen
Virion zeigt der letztgenannte Bereich letztlich nach AulRen und tragt das Hauptepitop.
Signal 11 ist in Abwesenheit von Signal | in der Lage, verkiirzte SHBs-Proteine zum ER
zu fihren und auch den Carboxyterminus korrekt Uber die Membran hinweg zu
orientieren, allerdings sind diese Proteine sekretionsinkompetent. Fehlt jedoch die
Signalsequenz 11, so sind diese SHBs nicht stabil (BRuss & GANEM, 1991a). Weiter in
Richtung Carboxyterminus folgen zwei weitere a-Helices (168 - 186 Helix 111; 189 -
207 Helix 1V), die wahrscheinlich ebenfalls durch die Membran gespannt sind (PRANGE
& STREECK, 1995; STIRK et al., 1992). Innerhalb der luminalen Sequenz zwischen
Signal Il und Helix I11 befinden sich sowohl die N-Glykosylierungsstelle, als auch die
S-spezifischen Epitope (EBLE et al., 1987). Aufgrund einer fakultativen N-
Glykosylierungsstelle an Asparagin 146 (EBLE et al., 1987) liegen bis zu 40 % des
SHBs glykosyliert vor. Daher gibt es neben der unglykosylierten Form (P24) auch eine
glykosylierte Form (GP27) mit einem Molekulargewicht von 27 kD (PETERSON, 1981),
die beide die gleiche Membrantopologie aufweisen (WUNDERLICH & BRuss, 1996).
Kurze Zeit nach der Synthese bilden SHBs tber Disulfid-Briicken verbundene Dimere,
wobei es keine Praferenz fur die Paarung von P24 mit GP27 gibt, wie friher

angenommen wurde (BRusS et al., 1996a).
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Abb. 3: Schematische Darstellung der drei Hillproteine in der ER-Membran.

Die Transmembrantopologie der HBV Hillproteine wird vorwiegend durch die
Signalpeptide 1 und Il (graue Boxen) determiniert. G und (G) geben (fakultative)
N-Glykosylierungsstellen an, wahrend mit Myr die N-terminale Myristylierung von praS1
markiert ist. Die offene Box bestimmt eine Matrix-Domane (MD) im L-Protein, die fiir die
Interaktion mit dem Nukleokapsid in Frage kommt.

Das MHBs besitzt die gleiche Membrantopologie wie das SHBs, ist aber diesem
gegenliber N-terminal um eine hydrophile Sequenz von 55 AS (PraS2-Domane)
verlangert (Abb. 3), da ein alternatives 5’-gelegenes Startkodon fur die Translation
verwendet wird (STIBBE & GERLICH, 1982; MACHIDA et al., 1984). Die PraS2-Domane
ist luminal lokalisiert (EBLE et al., 1990). Insgesamt hat das Protein eine Lange von
281 AS und ein Molekulargewicht von 30 kD. Die MHBs-Proteine kdnnen sowohl
unglykosyliert (P30), als auch ein- (Asn 4; GP33) oder zweifach (Asn 4 und Asn 146 im
S-Bereich; GGP36) glykosyliert vorliegen, wobei das GP33 die h&ufigste Form darstellt
(STiBBE & GERLICH, 1982). Die unglykosylierte Form kommt jedoch nicht in
sezernierten Virionen oder subviralen Partikeln vor. Die PraS2-Domane kann selektiv
von der S-Region entfernt werden, da sie empfindlich gegenlber Proteasen ist
(HEERMANN et al., 1987). Weder fiir die Morphogenese der Virionen in vitro (BRUSS &

GANEM, 1991b) noch in vivo (FERNHOLZ et al., 1991) ist das MHBs essentiell.

Das LHBs hat je nach Subtyp eine Lange von 389 bzw. 400 AS und umfasst neben den
PraS2- und S-Doménen (281 AS) eine N-terminale Verlangerung von 108 (Subtyp ay)
bzw. 119 AS (Subtyp ad) (VALENZUELA et al., 1980), die sogenannte PraS1-Domane.
Das molekulare Gewicht betragt 39 kD. Auch das grofRe Hillprotein kann an der N-

Glykosylierungsstelle im S-Bereich glykosyliert sein, wodurch das Molekulargewicht
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auf 42 kD ansteigt (HEERMANN et al., 1984). Im Gegensatz zum MHBs wird LHBs
nicht an Asn4 der PraS2-Region gykosyliert (PRANGE & STREECK, 1995; BRuss et al.,
1994). An Gly2 ist das LHBs myristiliert, was mdglicherweise als Mebrananker dient
(PERSING et al. 1987), aber auf die Morphogenese der Virionen selbst keinen Einfluss
hat (BRUSS & GANEM, 1991b); in vivo ist die Myristinséure fur die Infektion wichtig
(MACRAE et al., 1991; BRuss et al., 1996b; GRrIPON et al., 1995). Die Topologie des
LHBs unterscheidet sich von der des SHBs und MHBs (Abb. 3). Der N-terminale
Bereich des Proteins (PrdS1-Doméne) liegt nach erfolgter Translation zundchst
cytosolisch vor, wird jedoch posttranslational bei ca. 50 % der Proteine durch die ER-
Membran in das Lumen transloziert (BRuss et al., 1994). Dadurch befindet sich spater
ca. die Halfte aller PraS1-Doménen auf der Oberflache des reifen Virions, und diese
Domanen treten wahrscheinlich bei der Infektion von Hepatozyten mit dem zelluldren
Rezeptor in Kontakt (URBAN & GRIPON, 2002; BRuUSS et al., 1996a; GRIPON et al.,
2005). Die andere Hélfte der PradS1-Domanen, die auf der zytosolischen Seite
verbleiben, sind mit dem Hitzeschock-Protein Hsc70 assoziiert (LAMBERT & PRANGE,
2003; LOFFLER-MARY et al., 1997; PRANGE et al., 1999) und spielen eine wichtige
Rolle bei der Umhillung der Nukleokapside. Eine von Bruss (BRuss, 1997) bestimmte
Matrix-Domane (MD) am C-terminalen Ende der PraS1-Region (AS 103 - 124) scheint
dabei essentiell zu sein. Der Abstand zwischen der MD und dem Signal Il, das in der
ER-Membran lokalisiert ist, darf bis auf ca. 26 AS verkiirzt werden, ohne dass eine
Umhillung der Kapside blockiert wird (KLUGE et al., 2005).

Die virale Polymerase (P-Protein), die sich innerhalb des Kapsides befindet, hat ein
Molekulargewicht von 90 kD. Es ist ein multifunktionales Enzym und besitzt vier
Doménen. Am N-Terminus ist die terminale Proteindoméne gelegen (TP), die im
Nukleokapsid kovalent an das 5’-Ende des Minus-Stranges der viralen DNA gebunden
ist. Das TP stellt den Protein-Primer dar, der an der pgRNA die Synthese des DNA-
Minusstranges initiiert (BARTENSCHLAGER & SCHALLER, 1988; BoscH et al., 1988).
Carboxyterminal schliefst sich eine Spacer-Region an, die als ,,Abstandshalter
zwischen dem TP und dem carboxyterminalen Bereich dient; dieser unterteilt sich in
eine reverse Transkriptase-Domane (RT) und eine RNaseH-Doméne (FARAUQI et al.,

1991). Die RT-Domane hat sowohl reverse Transkriptase-, als auch als DNA-abhangige
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DNA-Polymerase-Aktivitat, wahrend die RNaseH-Doméne die prdgenomische RNA
wahrend der (-)-Strang Synthese abbaut.

Das X-Protein (HBX) ist ein regulatorisches Protein mit pleiotrophen Funktionen. Es
dient vor allem als Transkriptionsaktivator, zumeist indirekt tber Protein-Protein-
Interaktionen, wie in vitro gezeigt werden konnte (ROSSNER, 1992; COLGROVE et al.,
1989; KEKULE et al., 1993; LEUPIN et al., 2005). Die Funktion oder Bedeutung des HBx
fir den HBV-Replikationszyklus ist bislang wenig verstanden (HENKLER et al., 1998).
Bislang ist nur im WHV Tiermodell bekannt, dass das X-Protein fur die Etablierung
einer chronischen Infektion benétigt wird. (CHEN et al., 1993; ZouLIm et al., 1994). In
der Zellkultur scheint die Expression des X-Proteins fir die Produktion von Virionen

nicht essentiell zu sein (BLum et al., 1992).

1.6 Infektionszyklus und Virusreplikation

Auf zellularer Ebene beginnen Infektionen durch animale Viren mit der Bindung der
Viren an Zellen, die geeignet fiir ihre Vermehrung sind, gefolgt von der Aufnahme, bei
umhillten Viren der Verlust der Hille und Transport des viralen Genoms zu dem Ort
der Replikation. Diese ersten Schritte der Infektion sind bei den Hepadnaviren nicht
vollstandig aufgeklart, was vor allem an einer fehlenden HBV-permissiven Zelllinie
liegt. Nur primdre humane Hepatozyten (PHH) und primére Tupaia belangeri-
Hepatozyten kdnnen fur wenige Tage erfolgreich infiziert werden (GRIPON et al., 1988;
Kock et al., 2001; GLEBE et al., 2003). Erst 2002 wurde eine infizierbare Leberzelllinie
beschrieben (GRIPON et al., 2002), die die Moglichkeit geben kdnnte, die ersten Schritte
der Infektion besser zu untersuchen. Verschiedene zellulare Proteine wurden als
mdogliche Rezeptor-Kandidaten beschrieben, jedoch konnte keine Zelllinie nach
Expression der Proteine erfolgreich infiziert werden. Mehr Erfolg gab es bei dieser
Suche beim Enten-HBV, wo die Carboxypeptidase D (gp180) als zumindest eine
Rezeptorkomponente ermittelt werden konnte (BREINER et al., 1998; ENG et al., 1998;
URBAN et al., 1998; TONG et al., 1999); eine Expression dieses Proteins in sonst nicht

permissiven Zellen ermdglichte jedoch keine Infektion.
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Um das HBV in vitro zu untersuchen, bedient man sich daher der Mdglichkeit,
bestimmte Zelllinien, die aus hepatozelluldaren Karzinomen hervorgegangen sind (z.B.
HepG2 [ADEN et al., 1979] oder HuH7 [NAKABAYASHI et al., 1982]), transient oder
stabil mit dem HBV Genom zu transfizieren (Acs et al., 1987; YAGINUMA et al., 1987).

Die transfizierten Zellen sezernieren reife infektiose Virionen.

Der Zelleintritt des Virus erfolgt vermutlich Gber Endocytose und weiterfihrend tber
ein Endosom, aus dem das Kapsid in das Zytosol entlassen wird. AnschlieRend erfolgt
der Transport zum Nukleus durch ein Kernlokalisations-Signal (nuclear localization
signal; NLS) am C-Terminus (AS 158 — 168) der Kapsid-Proteine (ECKHARDT et al.,
1991; KANN et al., 1999). Untersuchungen mit dem DHBV-Modell zeigen eine
Beteiligung der Mikrotubuli an diesem Transport (FUNK et al., 2004), vermutlich tber
Bindungen des Kapsides mit Transportproteinen (M. KANN, personl. Mitteilung). Nach
Interaktion mit den l6slichen zellularen Transport-Rezeptoren Importin o und f (KANN
et al., 1999) und der daraus folgenden Bildung von cargo-Rezeptor-Komplexen erfolgt
die Bindung des Nukleokapsids an den Kernporen-Komplex (nuclear pore complex;
NPC) uber Sequenzen am COOH-terminalen Bereich des phosphorylierten
Coreproteins. Es wurde gezeigt, dass die Kapside intakt in den nukledren Korb (nuclear
basket) gelangen und erst dort deassemblieren (PANTE & KANN, 2002), wodurch das
Genom in das Karyoplasma gelangen kann. Durch zelluldre Reparaturenzyme wird die
Licke des unvollstdndigen (+)-Stranges des partiell doppelstrangigen Genoms
geschlossen, und es entsteht die fir die Replikation notige kovalent geschlossene
zirkuldre DNA (covalently closed circular DNA; cccDNA) (KOCK & SCHLICHT, 1993);
diese liegt episomal als Nukleosom vor (Bock et al., 1994; NEwBoOLD et al., 1995). Die
pgRNA sowie die anderen subgenomischen RNAs werden dann im Nukleus der
infizierten Hepatozyte durch die zelluldare RNA Polymerase 11 von der viralen ccc-DNA
synthetisiert (KOCK & SCHLICHT, 1993; RALL et al., 1983).
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Abb. 4: Schematische Darstellung des HBV-Replikationszyklus (modifiziert nach PONSEL,
2003)

Die entstandenen mRNAs werden in das Zytosol transportiert und flr die Translation
der viralen Proteine verwendet. Wahrend von den subgenomischen RNAs an der ER-
Membran die viralen Hillproteine translatiert und cotranslational in die Membran
integriert werden, werden von der pgRNA im Zytosol die Coreproteine und die virale
Polymerase synthetisiert. Die virale Polymerase bindet zusammen mit zellularen
Faktoren an die sogenannte Epsilon (g)-Struktur am 5’-Ende der pgRNA (JUNKER-
NIEPMANN et al., 1990; JEONG et al., 2000). Dieser Polymerase-pgRNA-Komplex wird
von Coreprotein-Homodimeren erkannt, die Kapsid-Assemblierung wird initiiert
(BARTENSCHLAGER & SCHALLER, 1992; POLLACK & GANEM, 1994; HIrRsCH et al.,
1990), und es entstehen unreife, RNA-haltige Kapside. Die DNA-Synthese des (-)-
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Stranges und damit die reverse Transkription wird durch protein-priming initiiert, wobei
die TP-Domane als Primer (Tyrosin-Rest 96) an die bulge-Region der e-Struktur bindet
(SUMMERS & MASON, 1982; ZouLIM & SEEGER, 1994; TAvis et al., 1994). Diese
Bindung wird durch die Hitzeschock-Proteine Hsp60 (PARK & JUNG, 2001; PARK et al.,
2003) und Hsp90 (HuU & SEEGER, 1996; Hu et al., 1997) stabilisiert. Nach der Synthese
von vier Nukleotiden wechselt die wachsende Minus-Strang DNA an eine Position am
3’-Ende der pgRNA (3’-Kopie von DR1), wo die (-)-Strang-Synthese fortgesetzt wird
und zeitgleich durch die RNase H-Aktivitat die pgRNA abgebaut wird. Ein kurzes
Stlick von 15 bis 18 Nukleotiden am 5’-Ende der RNA, welches nicht abgebaut wird,
dient als ein Primer fur die Plus-Strang DNA-Synthese, wofiir eine erneute
Translokation zum DR2 am 5’-Ende der (-)-Strang DNA notig ist (STAPRANS et al.,
1991). Eine dritte Translokation erfolgt, wenn der Plus-Strang das 5’-Ende des Minus-
Stranges erreicht, um das Molekll zu zirkularisieren und die Elongation des (+)-
Stranges fortzufiihren. Die Aufpolymerisierung des Plus-Stranges des viralen Genoms
bricht jedoch nach ca. 1500 bis 2500 Nukleotiden aus bisher nicht genau bekannten
Grinden ab. Nach erfolgter reverser Transkription im Inneren der Kapside zur partiell

doppelstrangigen DNA spricht man von reifen Kapsiden.

Wahrend der friihen Phase einer Infektion erfolgt ein Transport der reifen Kapside
zurtiick zum Zellkern, wodurch es zu einer Akkumulation von cccDNA kommt, die
wiederum als Matrizen fur die Synthese viraler mRNA dienen. Untersuchungen am
Enten-Modell haben gezeigt, dass ca. 20 bis 50 cccDNA Molekile im Zellkern
vorhanden sein kénnen (TUTTLEMAN et al., 1986). Der Grad des Ricktransports scheint
abhéngig von der L-Protein-Konzentration zu sein, denn im Enten-Modell zeigte sich
ein deutlicher Anstieg nukledrer cccDNA nach Blockierung der Synthese des LDHBs
(SUMMERS et al., 1990; LENHOFF & SUMMERS, 1994). In der spéten Phase der Infektion,
wenn ausreichend Hullproteine vorhanden sind, kommt es zur Umhillung nur der reifen
Kapside an einer intrazellularen Membran (GERELSAIKHAN et al., 1996). Propagiert
wird hierbei ein direkter Kontakt zwischen den Kapsiden und den in die Membran
verankerten viralen Hillproteinen. Fir die Umhillung selbst sind nur das grof3e und das
kleine Huillprotein notwendig (BRuss & GANEM 1991a). Bei Mutationsanalysen zur
Ermittlung von Interaktionspartnern wurde eine Region im L-Protein von 22
Aminosduren (AS 103 - 124) bestimmt (BRuss, 1997; LE SEYEC et al., 1998; LE SEYEC
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et al., 1999), die nach Mutationen eine Blockierung der Umhillung reifer
Nukleokapside verursacht, jedoch weiterhin die Sekretion von subviralen Partikeln
erlaubt. Ein weiterer fur Mutationen sensibler Bereich von 12 Aminosduren (AS
35-46) wurde im S-Protein nachgewiesen (LOFFLER-MARY et al., 2000). Ein
akzeptiertes Modell geht davon aus, dass die zytosolisch gelegene N-terminale Schleife
des LHBs als Kontaktpartner fur eine Protein-Protein-Interaktion mit dem Nukleokapsid
in Verbindung tritt, wonach das Kapsid umhdillt wird. Mogliche Bindungspartner auf
der Kapsidoberflache wurden mittels Mutationsanalysen mit zufallig generierten
Insertionen und Deletionen innerhalb des Coregens (KOSCHEL et al., 1999; KOSCHEL et
al. 2000) und durch gezielte Alanin-Substitutionen von oberflachenexponierten AS-
Resten bestimmt (PONSEL & BRuSS, 2003). Dabei konnten zwei Deletionen und eine
Insertion bzw. elf einzelne Positionen bestimmt werden, die die Verpackung der
pgRNA, Kapsidassemblierung und virale DNA Synthese nicht beeinflussen, die
Umhllung jedoch blockieren. Nach der Interaktion von Hullproteinen und Kapsid
erfolgt schlieBlich an den Membranen intrazelluldrer Kompartimente (Post-ER, Pré-
Golgi oder multivesicular bodies) eine vesikulare Knospung in deren Lumen (PATZER et
al., 1986; HuoviILA et al., 1992; FReeD, 2002), und uber den zelluldren Sekretionsweg
wird das entstandene reife Virion aus der Zelle transportiert (PATZER et al., 1986;

HuoviLA et al., 1992; FReEeD, 2002; VON SCHWEDLER et al., 2003).

1.7 Das Hepatitis-B-Virus Kapsid

Das ikosaedrische Nukleokapsid des HBV besteht aus 180 (T = 3) oder 240 (T = 4) des
Coreprotein-Monomeren. Diese haben jeweils eine molekulare Masse von 21 kD, bei
einer Lange von 185 (Subtyp adw) oder 183 Aminosduren (Subtyp ayw). Das
Coreprotein wird in zwei funktionelle Domanen unterteilt: N-terminal befindet sich eine
sogenannte Assemblierungsdoméne, die den Bereich von AS 1 bis 144 umfasst, welche
vorwiegend hydrophober Natur sind (BIRNBAUM & NASSAL, 1990; GALLINA et al.,
1989). Das kleinste fur die Kapsidassemblierung funktionelle Coreprotein reicht von AS
1 bis 140, wahrend C-terminal weiter verklrzte Mutanten unlésliche Aggregate bilden,
die keine Kapsidstruktur mehr aufbauen kénnen (WATTS et al., 2002). Im C-terminalen
Bereich des Coreproteins befindet sich eine Protamin-&hnliche Domane (AS 150 - 185).
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Sie weist eine Akkumulation von basischen Resten auf, die in vier Blocken gruppiert
sind. Drei von diesen Blocken beinhalten ein SPRRR(R)-Motiv, welches nicht-
sequenzspezifisch Nukleinsduren binden kann (PETIT & PiLOT, 1985; HATTON et al.,
1992); preferentiell aber die mMRNA, von der das Protein translatiert wurde (BIRNBAUM
& NASSAL, 1990). Die beiden Doménen werden verbunden (ber ein Linker-Peptid
(AS 141 - 149), welches in Lange und Sequenz gut konserviert ist (BRINGAS, 1997) und
Einfluss auf die Assemblierung des Kapsides nimmt: Eine progressive Verklrzung des
C-Terminus reduziert die Fraktion von T =4 Kapsiden von 95 % (Coreprotein AS 1 -
149) auf ca. 20 % (Coreprotein AS 1-140) (ZLoTNICK et al., 1996). Neben der
Nukleinsaure-Bindefahigkeit besitzt der C-Terminus finf potentielle Serin-
Phosphorylierungsstellen (Lia0 & Ou, 1995), von denen S170 fur die optimale
Verpackung der pgRNA phosphoryliert vorliegen muss (LE POGAM et al., 2005). Diese
werden von einer im Kapsid befindlichen Proteinkinase mit Beginn der reversen
Transkription phosphoryliert, was die DNA-Bindefahigkeit reduzieren soll (KANN &
GERLICH, 1994). Intrazelluldre Kapside liegen heterogen phosphoryliert vor, wéhrend
aus Virionen isolierte Uberwiegend aus unphosphorylierten Coreproteinen bestehen (Yu
& SUMMERS, 1994a, b). Es wird vermutet, dass im Verlauf einer Infektion der
Phosphorylierungszustand der Kapside wieder entscheidend sein kénnte: Nur wenn die
Coreproteine phosphoryliert sind, wiirde das Kernlokalisations-Signal des C-terminalen
Bereichs nach Aullen présentiert werden, wodurch die Bindung des Kapsides mit den
Kernporen-Komplexen (nuclear core complexes; NPC) tber den Importin-vermittelten

Weg ermoglicht werden wiirde (KANN et al., 1999).

Die Aufklarung der Struktur des HBV Kapsids wurde durch Kryoelektronen-
Mikroskopie von CROWTHER et al., (1994), sowie durch Kiristallstrukturdaten von
WYNNE et al. (1999a, b) vorangetrieben, wahrend BOTTCHER et al. (1997) und CONWAY
et al. (1997) die Faltung des Coreproteins auf 7,4 respektive 9 A genau darstellen
konnten. Die Struktur des Coreprotein-Monomer wird dominiert von einer langen a-
helicalen Haarnadelstruktur, die aus den Aminosaure-Resten 50 - 73 (Helix a3) und
79 - 110 (Helix o4) besteht. Dabei ist die a4-Helix zwischen den Resten 90 und 92
abgeknickt, so dass der untere Teil (04b) der Helix von der a3-Helix abgespreizt
vorliegt, wahrend der obere Teil (od4a) parallel verlduft. Der N-terminale Bereich

(AS 1-12) nimmt eine irreguldre Struktur ein, gefolgt von einer kurzen Helix (al;
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AS 13-17) und einer langeren Helix a2, die wiederum durch einen Knick nach
Aminosaure 37 in die zwei helikalen Strukturen o2a (27 - 37) und a2b (38 -43)
unterteilt wird. Insgesamt umwickelt der N-terminale Bereich (AS 1 - 49) die a-helikale
Haarnadelstruktur fast einmal. Die C-terminale Region besteht aus der Helix a5
(AS 112 - 127), gefolgt von einer Prolin-reichen Schleife (AS 128 - 136) und einem
,erweiterten Strang’ (ab AS 137) (WYNNE et al., 1999b). Ein sehr hydrophober Bereich,
der vorwiegend aus den Resten von al, der Schleife zwischen al und o2, a4b und o5
besteht, konnte eine wichtige Rolle fiir die Erhaltung der Stabilitdt des Monomers

spielen, zumal die beteiligten Reste in den HBV-Varianten hochkonserviert sind.

Das Kapsomer besteht aus einem kompakt gebauten Coreprotein-Homodimer, das sich
aus zwei sich antiparallel gegentberliegenden Coreprotein-Monomeren zusammensetzt,
wodurch eine fast exakte Zweifach-Symmetrie ausgebildet wird. Dabei ergibt sich ein
kompaktes 4-Helixblndel, das den charakteristischen Spike auf der Oberflache der
Kapside darstellt. Die Form des Coreprotein-Dimers &hnelt einem auf dem Kopf
stehenden ,T’, wobei das 4-Helixbiindel der vertikalen Linie und die basale Region der
horizontalen Linie entspricht. Die helikale Haarnadel-Struktur des Spikes (a3, o4a und
adb) ist sehr amphipatisch und trdgt damit zur Dimerbildung und -stabilitat bei. Die
zwei Monomere werden durch Cys61 miteinander Uber eine Disulfidbriicke verbunden,
die jedoch fir die Dimer- oder Kapsidassemblierung nicht essentiell ist (NASsAL et al.,
1992b; ZHENG et al., 1992; ZLOTNICK et al., 1996). Weiterhin hat sich gezeigt, dass sich
zwischen zwei Coreprotein-Monomeren, Uber die AS-Reste Glu64; und Lys96,, sowie
Asp78; und Glu77,, Wasserstoffbriicken ausbilden (Indizes geben die beiden
interagierenden Coreproteine an).

Die Assemblierung kann spontan ohne weitere virale Komponenten in vivo und in vitro
erfolgen (CERES & ZLOTNICK, 2002; SEIFER et al., 1993). Diese autarke Bildung konnte
auch in verschiedenen Expressionssystemen wie Bakterien (COHEN & RICHMOND,
1982), Xenopus Oozyten (ZHOU & STANDRING, 1991) und Insektenzellen (LANFORD &
NOTVALL, 1990) nachgewiesen werden. Im Infektionszyklus des Virus wird die
Kapsidassemblierung durch die Bindung der viralen Polymerase an die bulge-Region
der e-Struktur am 5’-Ende der pgRNA initiiert (HIRSCH et al., 1990; BARTENSCHLAGER
& SCHALLER, 1992; PoLLACK & GANEM, 1994). Der Aufbau der Kapside erfolgt durch
die Interaktion der Kapsomere (ber die C-terminalen Domanen des C-Proteins, wobei
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es zur Ausbildung von 5-fach- und 6-fach-Symmetrien kommt. Dabei sind vorwiegend
die Aminosdure-Reste der a5-Helix, der Prolin-reichen Schleife (AS 128 - 136) und des
,erweiterten Stranges’ beteiligt. Die Assemblierung des Kapsides ist sowohl von der
Konzentration der im Zytosol vorhandenen Coreproteine abhangig, als auch von dem
Vorhandensein intakter Membranoberflachen (LINGAPPA et al., 2005). Choi und
Kollegen (CHol et al., 2005) zeigten, dass auch eine erhohte zytosolische Kalzium-
Konzentration die HBV Kapsidassemblierung fordern kann. Nach der Assemblierung
besteht das Kapsid aus einer sphérischen Protein-Hille, die eine Dicke von 20 A
aufweist. Von dieser Hiille aus ragen die 4-Helix-Bundel als Spikes mit einer Lange von
ca. 25 A und einer Breite von 20 A in die H6he. Weiterhin entstehen Kapsidporen, die
einen Durchmesser zwischen 12 und 15 A besitzen; dieser ist groR genug, um
Desoxyribonukleotiden Ein- und Austritt zum Kapsidlumen zu gewahren (WYNNE et
al., 1999b).

Abb. 5 (vorherige Seite): Darstellung eines a) Coreprotein-Monomers (Faltblattstruktur), b)
Coreprotein-Homodimers (Kugelmodell) und ¢) Nukleokapsids. Teilabbildungen a) und b)
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basieren auf den von Wynne und Kollegen veroffentlichten Kristallstrukturdaten (WYNNE
et al., 1999b). Teilabbildung c) ist ein Kryo-Elektronenmikroskopie-Bild eines T =4
Nukleokpasids mit einer Auflésung von 9 A (CONwAY et al., 1997, modifiziert).

Das HBV Nukleokapsid besitzt eine besonders immunodominante Region an der Spitze
der Spikes (AS 78 -83) (SALFELD et al., 1989; SALLBERG et al., 1991), die als
konformationelles Hauptepitop des HBCAg eine starke Antikorper-Immunantwort
ausldsen kann. Diese Region eignet sich auch fir Insertion von Fremdsequenzen, sogar
von kompletten Proteinendoménen, wie z.B. eGFP, ohne die Assemblierung des
Kapsides zu behindern (KRATz et al., 1999). Desweiteren existieren zwei Epitope, die
vom assemblierten Kapsid maskiert sind und nur bei dem denaturierten Kapsid oder
dem Coreprotein-Homodimer zugénglich sind: HBel, ein sequentielles Epitop, befindet
sich ebenfalls an der Spitze des Spikes, und HBe2, ein konformationelles Epitop, ist um
Position P130 lokalisiert (SALFELD et al., 1989). Ebenfalls in diesem Bereich (AS
129 - 132) befindet sich eine Sequenz, die Homologie zur sogenannten L(ate) domain
(PPXY) von Retroviren aufweist. Diese hat eine essentielle Rolle bei der Abschniirung
des Retrovirus von der Membran (FReeD, 2002). Ob das Motiv (PPAY) beim HBV eine
solche Rolle spielt ist unklar, da Mutationsanalysen mit Alanin-Substitutionen an diesen

Positionen die Bildung von Kapsiden blockierten (PONSEL & BRuss, 2003).

1.8 Ziel der Arbeit

Das HBV Coreprotein ist ein multifunktionelles, fir das Virus essentielles Protein, das
nicht nur strukturelle (u.a. Kapsidassemblierung und Verpackung des viralen Genoms),
sondern auch funktionelle Aufgaben (u.a. Generierung des Reifungssignals,
zytosolischer Transport) besitzt. Desweiteren spielen die Coreproteine eine wichtige
Rolle zu Beginn und wéhrend des Umhllungsprozesses: Es wird davon ausgegangen,
dass uber die Matrix-Doméne (AS 103 - 124) der transmembran gelegenen LHBs ein
direkter Kontakt zu der Kapsidoberflache hergestellt wird (BrRuss, 1997). Die genauen
Strukturen und Faktoren, die an dieser Interaktion beteiligt sind, sind bislang jedoch
nicht identifizert worden. Es zeigte sich aber, dass elf auf der Oberflache des Kapsids
exponierte  AS-Seitenketten nach Substitution zu Alanin einen spezifischen
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Umhillungsblock generierten, ohne die Kapsidstabilitdt zu beeinflussen (PONSEL &
BRruss, 2003).

Das primare Ziel dieser Arbeit war die Analyse der Variabilitdt und Funktion von sechs
AS-Positionen des Coreproteins, die nach Alanin-Substitution spezifisch die Umhillung
blockierten. Dies sollte durch Substitution dieser Positionen mit weiteren AS-Resten
erfolgen, wodurch die Bedeutung und Beteiligung jeder einzelnen der getesteten AS
sowohl fur den Umhiillungsprozess, als auch fiir die Kapsidassemblierung untersucht
werden wirde. Im gleichen Kontext sollten vier AS-Positionen des Coreproteins, die
nach dem Alanin-Austausch einen WT Phénotyp zeigten, mehrfach mit weiteren AS-

Resten substituiert werden.

Um weitere Einsichten in die vermutlich direkte Interaktion zwischen dem
Nukleokapsid und den Hillproteinen (LHBs) wéhrend der Umhillung zu bekommen,
sollte ein Zellkultursystem auf Basis eines Retrovirus-Transduktionssystem etabliert
werden. Mit diesem sollte es zundchst mdglich sein, konstitutiv in der Zellkultur
exprimiertes WT Core- und P-Protein (Polymerase) mit Hilfe von WT LHBs funktionell
zu transkomplementieren. Spéater sollte das Ziel verfolgt werden, eine ausgesuchte
umhillungsdefiziente Core-Mutante mit zufallsmutagenisierten LHBs funktionell in
trans zu komplementieren, so dass reife Virionen sezerniert werden kénnen. Dazu sollte
die als moéglicher Bindungspartner angesehene Matrix-Domane im LHBs in ihrer AS-
Sequenz durch zufallige AS-Substitutionen veréndert werden. Falls eine
Komplementierung maglich ist, ware dies ein starker Hinweis auf eine direkte

Interaktion von Kapsid und Matrix-Domane des LHBs.
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2 MATERIAL

2.1 Bakterienstamme

Tab. 1: Verwendete Escherichia coli-Stamme

Name

Eigenschaften

DH5a
(HANAHAN et al., 1983)

F®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169, hsdR17 (ry,
my"), recA, endAl, gyrA96, thi-1, relAl, phoA,
SupE44)

TOP10F’
(Invitrogen, Karlsruhe)

F {lacl%, Tn10(Tet%)}, mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC),
®80lacZAM15, AlacX74, recAl, araD139 A(ara-
leu)7697, galU, galK, rpsL (Str), endAl, nupG

2.2 Eukaryotische Zelllinien

Tab. 2: Verwendete Zelllinien

Name Herkunft / Eigenschaften

HEK-293T Adhdérent wachsende humane embryonale
(engl.:  human embryonic | Nierenepithel-Zelllinie, welche mit dem adenoviralen
kidney-293) E1A Genprodukt (adenovirus type 5) transformiert

(GRAHAM et al., 1977, KELLY
et al., 1989)

wurde. Zusatzlich wird das SV40 large T antigen
exprimiert, welches die episomale Replikation von
Plasmiden erlaubt, die den SV40 origin tragen. HEK-
293T-Zellen  lassen  sich  transient —mit der
Kalziumphosphat-Methode transfizieren.

HuH7
(NAKABAYASHI et al., 1982)

Adhéarent wachsende humane Hepatomzelllinie, die
stabil oder transient mit der Kalziumphosphat-Methode
transfizierbar ist. Nach der Transfektion eines
replikationsfahigen HBV-Genoms sezernieren HuH7-
Zellen sowohl Virionen als auch nackte Kapside in den
Zellkulturtiberstand.

HuH7-HBVcore'?®"
(diese Arbeit)

HuH7-Zellen wurden stabil mit einem Expressions-
vektor fur die Core-Mutante 1126A transduziert,
wodurch das Protein konstitutiv exprimiert wird.
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Name

Herkunft / Eigenschaften

HuH7-HBVcore™’
(diese Arbeit)

HuH7-Zellen wurden stabil mit einem Expressions-
vektor flir das WT-Coreprotein transduziert, wodurch
das Protein konstitutiv exprimiert wird.

HuH7-HBVcore''?*A-pol
(diese Arbeit)

HuH7-HBVcore™®*-Zellen wurden stabil mit einem
Expressionsvektor fiir das HBV P-Protein transduziert,
wodurch es neben der Core-Mutante 1126A konstitutiv
exprimiert wird.

HuH7-HBVcore"-pol
(diese Arbeit)

HuH7-HBVcore" -Zellen wurden stabil mit einem
Expressionsvektor fiir das HBV P-Protein transduziert,
wodurch es neben dem Coreprotein konstitutiv
exprimiert wird.

2.3 Nahrmedien

2.3.1 Medien zur Anzucht von E. coli

Tab. 3: Medien zur Anzucht von Bakterienkulturen

Name Inhaltsstoffe / Bemerkungen
LB-Medium 5 g/l  Hefeextrakt
(LURIA BERTANI) 10 g/l Trypton
10 g/l NaCl
SOC-Medium 20 g/l Trypton
5 g/l  Hefeextrakt
10 mM NaCl

10 mM MgCl,
20 mM Glukose
25 mM KCI

10 mM MgSO,
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Name Inhaltsstoffe / Bemerkungen
TB-Medium Losung A: 24 g/l Hefeextrakt
(TERRIFIC BROTH) 12 g/l Trypton
6 g/l NaCl
Ldsung B: 16,4 g/l K;HPO4x 3 HO
2,3 g/l KHzPO,
Nach Autoklavieren werden die beiden Lésungen im
Verhéltnis 9:1 (A:B) gemischt.

Die Néahrmedien wurden vor der Benutzung 20 min. bei 120°C autoklaviert. Fir die
Herstellung von Agarplatten erfolgte vor dem Autoklavieren die Zugabe von
1,5 % (w/v) Bacto-Agar (Difco, USA). Selektivmedien wurden bei der Anfertigung mit
Ampicillin bis zu einer Endkonzentration von 100 mg/l supplimiert. Fur den Einsatz
von Agarplatten flr die Blau/Weil3-Selektion wurden vor Gebrauch 40 pl 40 mg/ml
X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-p-D-Galaktopyranosid; 2.10) und 40 pl 100 mM
IPTG (Isopropyl-B-thiogalaktopyranosid; 2.10) ausplattiert und die Platten ca. 2 h unter
der Sterilbank getrocknet.

2.3.2 Nahrmedien und Losungen zur Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

Tab. 4: Medien und Lésungen fir die eukoryatische Zellkultur

Name Hersteller

Antibiotikum-Antimykotikum, 100x GIBCO (Invitrogen Corp.), Karlsruhe
(Penicillin-Streptomycin-Amphotericin)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium GIBCO (Invitrogen Corp.), Karlsruhe

(DMEM)

Fotales Kalberserum (FKS) Biochrom AG, Berlin

Geneticin (50 mg/ml) GIBCO (Invitrogen Corp.), Karlsruhe
Trypsin/EDTA-L6sung, 10x Biochrom AG, Berlin

Zeocin (100 mg/ml) Invitrogen, Karlsruhe
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DMEM wurde vor Gebrauch mit 10% (v/v) FKS und 1% (v/v) Antibiotikum-
Antimykotikum supplimiert und bei 4°C aufbewahrt. Im Folgenden wird bei der
Angabe ,DMEM’ stets vom supplimierten Medium ausgegangen. Die Trypsin/EDTA-
Losung wurde vor Gebrauch 1:10 mit HzOpigest Verdiinnt und ebenfalls bei 4°C gelagert.
Die Antibiotika (AB) Geneticin und Zeocin wurden nach Angaben der Hersteller bzw.

je nach Anwendung dem DMEM zugegeben.

2.4 Enzyme und Proteine

Tab. 5: Verwendete Enzyme und Proteine

Name

Hersteller

DNase |

Roche Diagnostics, Mannheim

Klenow-Fragment

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

PowerScript Long DNA Polymerase

PanBiotech, Aidenbach

Proteinase K

Roche Diagnostics, Mannheim

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

RNase A

Epicentre, USA

RNasin Plus RNase Inhibitor

Promega, Mannheim

Shrimp Alkaline Phosphatase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

T4 DNA-Ligase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot

Taq DNA-Polymerase

Roche Diagnostics, Mannheim

Fur fast jedes Enzym oder Protein wurde vom Hersteller ein spezifischer Puffer
mitgeliefert, der bei den entsprechenden Versuchen verwendet wurde. Die
Zusammensetzung der jeweiligen Puffer ist in den Gebrauchsanweisungen der

Hersteller nachzulesen.
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2.5 Plasmide

pDrive (QIAGEN, Hilden)

Der pDrive Klonierungsvektor lag in linearisierter Form vor, besalR an den Enden 5’-U-
Uberhange und eignete sich somit fiir die direkte Ligation von PCR-Produkten mit
3’-A-Uberhangen, wie sie beispielsweise von der Tag-Polymerase generiert werden.
Die integrierten Fragmente konnen leicht Uber die flankierende multiple
Klonierungsstelle (multiple cloning site; MCS) in andere Vektoren Uberflhrt werden.
Eine Selektion erlaubt der Vektor sowohl mit Hilfe der AB Ampicillin und Kanamycin,

als auch tber Blau/WeiRR-Selektion.

3851 bp

Abb. 6: Graphische Darstellung des Plasmides pDrive (Qiagen, Hilden).

bla: B-Lactamase (Ampicillinresistenz), Kanamycin': Kanamycinresistenz, pUC ori:
prokaryotischer Replikationsursprung, lacZ o-peptide: B-Galactosidase, MCS: multiple
Klonierungsstelle, PCR-Produkt: Insertionsstelle  fur PCR-Produkt, f1 origin:
Replikationsursprung des f1-Phagens

pDrive-HBVpol (diese Arbeit)

In den Klonierungsvektor pDrive wurde das HBV Polymerase-Gen uber die 3’-A-
Uberhange in den linearisiert vorliegenden Vektor einkloniert. Das Gen wurde zuvor
mittels PCR aus dem Plasmid pRVHBV1.5 (BRuss & GANEM, 1991a) amplifiziert,
wobei Uber die Oligonukleotide (#424 und #425) an beiden Enden die
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Restriktionsschnittstelle Nrul und eine Kozak-Sequenz (GCC ACC) vor das Start-
Kodon des Polymerase-Gens eingefiigt wurde (KozAk, 1986). Durch die flankierenden
Nrul-Schnittstellen und MCS ist es moglich, das funktionelle Gen in andere Vektoren

zu Uberflhren.

pDrive-HBVpol (diese Arbeit)

Das Plasmid pDrive-HBVpol™ tragt einen Teil des viralen Polymerase-Gens, das mittels
PCR-Mutagenese durch einen Basenaustausch an HBV nt 2817 (Polymerase AS-
Position 171, TGC [Cys] nach TGA [Stop]) mit einem Stop-Kodon versehen wurde.
Dadurch kann nach Insertion dieses Fragments in das HBV-Polymerasegen Kkein
funktionelles Protein mehr exprimiert werden. Das 658 bp grolRe Fragment wurde nach
der PCR-Mutagenese iber die 3’-A-Uberhange in den linearisierten Vektor pDrive
ligiert. Anschlielend konnte das Polymerasegen-Fragment Uber die Restriktions-

schnittstellen BspEIl und BstEIIl in genomische HBV Vektoren tberfuhrt werden.

pDrive-HBVX' (diese Arbeit)

In den Klonierungsvektor pDrive-HBVX wurde ein PCR-Mutagenese-Fragment
inseriert, das das X-Gen des HBV trégt. An AS Position 8 im X-Protein wurde durch
einen Basenaustausch an HBV nt 1395 das Kodon CAA (GIn) gegen TAA (Stop-
Kodon) ausgetauscht, so dass das Gen kein funktionelles Protein exprimieren kann. Das
1817 bp groRe Fragment wurde nach der Mutagenese-PCR Uber die 3’-A-Uberhange in
den linearisierten Vektor pDrive ligiert. Uber die Restriktions-Schnittstellen Hpal und

NgoMIV kann das mutationstragende X-Gen in HBV-Vektoren umgesetzt werden.

pEF/Myc-His A (Invitrogen, Karlsruhe)

Das Plasmid pEF1/Myc-His A ist ein 6165 bp groRer Vektor, der fur die transiente oder
stabile Uberexpression von rekombinanten Proteinen in eukaryotischen Zellen geeignet
ist. Die Gene der Proteine kdnnen leicht Uber die MCS eingesetzt werden. Einfache
Detektion und Aufreinigung der Proteine ist durch das in Frame vorhandene myc-Epitop

und den C-terminalen Polyhistidin-Anhang  gewéhrleistet. Der  humane
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Elongationsfaktor-la-Promoter  reguliert die Expression in einem grof3en
Wirtsspektrum. Als Selektionsmarker in Saugerzellen dient eine Neomycin (Geneticin)-
Resistenz, wahrend fur die Selektion in Prokaryonten ein p-Laktamase-Gen vorhanden
ist.

Abb. 7: Graphische Darstellung des Plasmides pEF1/Myc-His A (Invitrogen, Karlsruhe).

PEF-1a: Promoter des humanen Elongationsfaktor 1a, MCS: multiple Klonierungsstelle,
Myc: myc-Epitop, 6xHis: C-terminaler Polyhistidin Anhang, bGH pA: Rinder
Wachstumshormon Polyadenylierungssignal (bovine growth hormone polyadenylation
signal), f1 ori: Replikationsurspung des f1-Phagens, SV40 ori: SV40 early Promoter und
Replikationsursprung, Neomycin": Neomycin (Geneticin)-resistenz, SV40 pA: SV40
Polyadenylierungssignal, pUC ori: prokaryotischer Replikationsursprung, bla: p-Lactamase
(Ampicillinresistenz),

pRVHBVL1.5 (BRUSS & GANEM, 1991a)

Eine ca. 1,5-fache Kopie des HBV-Genoms (HBsAg Subtyp adw2; VALENZUELA et al.,
1980) wurde uber die Restriktionsschnittstellen ECORV (nt 1041) und BspEIl (nt 2327)
in den Vektor pBluescript KS(+) (Stratagene, Heidelberg) eingefugt. Das Konstrukt
exprimiert und reguliert Gber die endogenen HBV-Promotoren alle viralen Proteine und
das Pragenom.
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pRVHBV1.5
7407 bp

HBYV nt 1041

1.5
HBV nt 2327

Abb. 8: Graphische Darstellung des Plasmides pRVHBV1.5.

bla: B-Laktamase (Ampicillinresistenz), ColE1: prokaryotischer Replikationsurspung,
PC: Leserahmen des Pracore-Bereichs, C: Leserahmen des Core-Proteins, P: Leserahmen
des P-Proteins, E: Leserahmen der Hillproteine, X: Leserahmen des X-Proteins

pRVHBV1.5core” (KoscHEL et al., 2000)

Dieses Plasmid ist auf Basis von pRVHBV1.5 generiert worden, in dem ein
Nukleotidaustausch an nt 2012 (HBV) vorgenommen wurde. Dabei wurde das
Basentriplett TAT (Tyrosin) des Coregens mit TAG (Stopkodon) durch in vitro
Mutagenese substitutiert. Somit kann kein funktionelles Core-Protein exprimiert

werden, wahrend die anderen HBV Proteine ohne Beeintréchtigung bleiben.

pRVHBV1.5corex (diese Arbeit)

In das Konstrukt pRVHBV1.5core” wurde ein 1687 bp groRes Fragment aus dem
Plasmid pDrive-HBX", welches das mit einem Stop-Kodon versehene X-Gen des HBV
tragt, Gber die Restriktionsschnittstellen Hpal und NgoMIV eingeflgt. Bis auf das Core-
und das X-Protein kénnen von diesem Konstrukt alle HBV-Proteine und das Pradgenom

exprimiert werden.
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pRVHBV1.5corex pol (diese Arbeit)

Das Plasmid pRVHBV1.5core’xpol” trdgt ein HBV-Genom, welches neben dem
Prdgenom nur noch die viralen Hullproteine exprimieren kann. Das Plasmid entstand
durch die Integration eines 492 bp groRen Fragmentes aus pDrive-HBVpol™ ber die
Schnittstellen BstEIl und BspEI in den Vektor pPRVHBV1.5core’x'.

pSVHBV1.5 (PONSEL & BRuSss, 2003)

Das Plasmid pSVHBV1.5 wurde aus dem Plasmid pRVHBVL1.5 generiert. Der
endogene Core-Promotor der HBV-DNA wurde durch einen SV40-early-Promotor
ersetzt, wodurch das Start-Kodon des Pracore-Proteins nicht mehr vorhanden ist. Von
diesem Konstrukt werden alle viralen Proteine mit Ausnahme des Pracore-Proteins

exprimiert.

HBV nt 1816

pSVHBV1.5
6909 bp

N\

N
/‘/es "
~Lipt KS(+) HBV nt 2327

Abb. 9: Graphische Darstellung des Plasmides pSVHBV1.5.

bla: B-Laktamase (Ampicillinresistenz), ColE1: prokaryotischer Replikationsurspung,
SV40: SV40-early-Promoter, C: Leserahmen des Core-Proteins, P: Leserahmen des P-
Proteins, E: Leserahmen der Hullproteine, X: Leserahmen des X-Proteins
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pSVHBV1.5core” (PONSEL & BRuss, 2003)

Das Plasmid pSVHBV1.5core” beruht auf dem Plasmid pSVHBV1.5, jedoch wurde das
Kodon der Aminoséure Tyr38 (TAT) des Coregens zu einem Stop-Kodon (TAG)
mutiert, so dass von diesem Plasmid alle Virusproteine mit Ausnahme des Précore- und

des Core-Proteins exprimiert werden.

pSVHBV1.5pol (diese Arbeit)

Das Plasmid pSVHBV1.5pol” wurde durch Insertion eines 492 bp Fragments aus dem
Klonierungsvektor pDrive-HBVpol™ in das Plasmid pSVHBV1.5 generiert. Der
Austausch erfolgte Uber die Restriktionsschnittstellen BspEl und BstEIl. Bis auf das P-

Protein kdnnen von diesem Plasmid alle viralen Proteine exprimiert werden.

pSVHBV1.5core x pol” (diese Arbeit)

Das Plasmid pSVHBV1.5core’xpol” wurde durch Insertion eines 3542 bp grof3en
Fragmentes, welches die x* und pol” Mutationen tragt, aus pRVHBV1.5core’x’pol” in
pSVHBV1.5core” hergestellt. Die Umsetzung erfolgte Uber die Restriktionsschnitt-
stellen BspEIl und NgoMIV.

pSVcore (KoscHEL et al., 2000)

Das Plasmid pSVcore wurde als transienter Expressionsvektor fur das HBV Core-
Protein in eukaryotischen Zellen verwendet, wobei das Core-Protein unter Kontrolle des
SV40-early-Promoters exprimiert wurde. Bei der Herstellung wurde ein 930 bp groRes
HBV-Fragment, welches das Coregen tragt, aus dem Plasmid pMKVIII (KosCHEL
etal., 2000) Uber die Restriktionsschnittstellen BamHI und BstEIl in das Plasmid
pSVBX24H (BRUSs & GANEM, 1991a) eingesetzt. In dieses Plasmid wurden mittels

PCR-Mutagenese alle in dieser Arbeit generierten Coreprotein-Mutanten inseriert.
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ey

pSVcore
5394 bp

&

Abb. 10: Graphische Darstellung des Plasmids pSVcore.

BstEII (1340)

pSV65

BamHI (2272)

bla: p-Lactamase (Ampicillinresistenz), ColEl: prokaryotischer Replikationsursprung,
SV40: SV40-early-Promoter, core: Leserahmen des Coreproteins

pczVSV-G wt (PIETSCHMANN et al., 1999)

Das Plasmid pczVSV-G wt ist ein eukaryotischer Vektor fir die CMV-Promoter
getriebene Expression des Glykoprotein G des vesikularen Stomatitis Virus (VSV). Das
Glykoprotein G dient als Hullprotein bei der Bildung von Viren innerhalb des
,Drei-Plasmid-Expressions-Systems” fur die Produktion von MuLV-Retroviren
(SONEOKA et al., 1995). Das Glykoprotein G des VSV wurde fiir diese Arbeit aufgrund
seines sehr breiten Wirtsspektrums ausgesucht, so dass eine effiziente Transduktion von

HuH7-Zellen gewahrleistet sein sollte.
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pczVSV-G wt

6691 bp

SV 40 Prom

Abb. 11: Graphische Darstellung des Plasmides pczVSV-G wt.

CMV: CMV Promoter, VSV-G: Glykoprotein G des vesikuldren Stomatitis Virus, bGH
pA: Rinder Wachstumshormon Polyadenylierungssignal (bovine growth hormone
polyadenylation signal), f1: Replikationsursprung des fl-Phagens, SV40 Prom: SV40
Promoter, Zeo: Zeocinresistenz, SV40 pA: SV40 Polyadenylierungsstelle, ColE1:
prokaryotischer Replikationsursprung, bla: p-Laktamase (Ampicillinresistenz)

pHIT 60 (SONEOKA et al., 1995)

Das Plasmid pHIT 60 ist ein eukaryotischer Expressionvektor, der unter der Kontrolle
des CMV-Promoter das gag- (gruppenspezifisches Antigen) und das pol-Protein
(Polymerase) des murinen Leukamie-Virus exprimiert. Beide Proteine werden bei dem
,Drei-Plasmid-Expressions-System’ fur die Produktion von MuLV-Retroviren bendtigt
(SONEOKA et al., 1995).
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SV 40 ori

pHIT 60
12352 bp

Abb. 12: Graphische Darstellung des Plasmides pHIT 60.

CMV: CMV Promoter, MuLV gag: gruppenspezifisches Antigen des MuLV, pol: MuLV
Polymerase, gpt: Xhantin Guanin Phosphoribosyl Transferase, SV40 ori: SV40
Replikationsursprung, bla: p-Laktamase (Ampicillinresistenz)

pczCFG5 IEGZ (Knddel et al., 1999)

Das Plasmid pczCFG5 IEGZ ist ein retroviraler Vektor fir die MuLV getriebene
konstitutive Expression eines im Polylinker inserierten Gens unter Kontrolle des CMV-
Promoters. Die vorhandene interne Ribosom-Eintrittsstelle (internal ribosome entry
site; IRES) erlaubt die zusatzliche Expression eines eGFP-Zeocinresistenz (EGZ)-
Fusionsproteins als Selektionsmarker. Zur Vermehrung in prokaryotischen Zellen
besitzt es den ColEl-Replikationsursprung und zur dortigen Selektion einen
Ampicillinresistenz-Marker.  Werden eukaryotische  Zellen (HEK-293T) mit
pczCFG5 IEGZ, pczVSV-G wt und pHIT 60 kotransfiziert (SONEOKA et al., 1995), so
werden Retroviren produziert, die nach Transduktion und anschlie3ender Integration ins

Genom der transduzierten Zellen das EGZ-Fusionsprotein exprimieren.
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pczCFG5 IEGZ

8706 bp

Abb. 13: Graphische Darstellung des Plasmides pczCFG5 IEGZ.

CMV: CMV Promoter, R: 5’-terminale Redundanz, U5: besondere 5’ Region, SD: SpleiR
Donor, SA: SpleiR Akzeptor, MCS: multiple Klonierungsstelle, IRES: interne Ribosom-
Eintrittsstelle, eGFP-Zeo: eGFP-Zeocinresistenz Fusionsprotein, LTR: lange terminale
Wiederholung, pA: Polyadenylierungsstelle, f1: Replikationsursprung des f1-Phagens,
SV40 Prom: SV40 Promoter, Zeo: Zeocinresistenz, SV40 pA: SV40
Polyadenylierungsstelle, ColE1: prokaryotischer Replikationsursprung, bla: p-Laktamase
(Ampicillinresistenz)

pczCFG5 IEGZ-HBVpol (diese Arbeit)

Das Plasmid pczCFG5 IEGZ-HBVpol tragt das funktionelle HBV-Polymerase-Gen mit
einer zusatzlichen Kozak-Sequenz (GCC ACC) vor dem Startkodon (KozAk, 1986).
Integriert wurde das 2556 bp groRBe Fragment Uber mittels PCR eingefihrter Nrul-
Schnittstellen und der Swal-Schnittstelle im Vektor. Nach Generierung von Retroviren,
Transduktion von HuH7-Zellen und Integration der retroviralen DNA ins Wirtsgenom

wird neben EGZ auch die HBV-Polymerase exprimiert.

pczCFG5 IEGZ-HBVcore" (diese Arbeit)

Das Plasmid pczCFG5 IEGZ-HBVcore™" fiihrt zur Expression des funktionellen HBV
Coreproteins. Zur Herstellung wurde ein 706 bp groRes Fragment aus pSVcore mit den
Restriktions-Enzymen Apal und BamHI herausgeschnitten und die Uberhédngenden
Enden mit Hilfe des Klenow-Fragments aufpolymerisiert. AnschlieBend erfolgte eine
Ligation des Fragments in den mit Swal linearisierten und mit SAP dephosphorylierten

Vektor pczCFG5 IEGZ. Nach Generierung von Retroviren, Transduktion von HuH7-
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Zellen und Integration der retroviralen DNA ins Wirtsgenom wird neben EGZ auch das

HBV-Coreprotein exprimiert.

pczCFG5 IEGZ-HBVcore''?** (diese Arbeit)

Das Plasmid pczCFG5 IEGZ-HBVcore*®* exprimiert die HBV Core-Mutante 1126A.
Die Herstellung erfolgte analog dem Plasmid pczCFG5 IEGZ-HBVcore™", die Insertion

wurde jedoch aus dem Plasmid der Core-Mutante 1126A (pSVcore*?*

) gewonnen.
Nach Generierung von Retroviren, Transduktion von HuH7-Zellen und Integration der
retroviralen DNA ins Wirtsgenom wird neben EGZ auch die HBV-Core-Mutante 1126A

exprimiert.

pczCFG5 IEGZ-SVHBV1.5core x pol (diese Arbeit)

Das Plasmid-Konstrukt pczCFG5 IEGZ-SVHBV1.5core’x’pol” tragt das funktionelle
HBV-Genom, welches aber defizient fir das Core-Protein, das P-Protein und das X-
Protein ist. In die dephosphorylierte Swal-Schnittstelle des Vektors pczCFG5 IEGZ
wurde ein mit Clal und NgoMIV aus dem Plasmid pSVHBV1.5corex pol
herausgeschnittenes HBV-Genom Fragment (4344 bp) ligiert. Nach Generierung von
Retroviren, Transduktion von HuH7-Zellen und Integration der retroviralen DNA ins

Wirtsgenom wird neben EGZ auch das HBV-Genom transkribiert.

pczCFG5 IEGN (KNODEL et al., 1999)

Das Plasmid pczCFG5 IEGN entspricht in Funktion und Aufbau dem Plasmid
pczCFG5 IEGZ. Jedoch wurde das Gen fir das eGFP-Zeocinresistenz-Fusionsprotein
gegen ein Gen fiur das eGFP-Geneticinresistenz-Fusionsprotein (EGN) ausgetauscht.
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pczCFG5 IEGN-HBVpol (diese Arbeit)

Das Plasmid pczCFG5 IEGN-HBVpol tragt das funktionelle HBV-Polymerasegen. Fir
die Herstellung des Konstrukts wurde zundchst der Vektor mit Swal linearisiert und die
Enden mit SAP dephosphoryliert. Mittels PCR wurde das P-Proteingen vor dem Start-
Kodon mit Hilfe der Oligonukleotide #424 und #425 mit einer Kozak-Sequenz (GCC
ACC) (Kozak, 1986) sowie flankierenden Nrul-Schnittstellen versehen. Uber diese
Schnittstellen wurde das 2556 bp groRe PCR-Fragment in den linearisierten Vektor
ligiert. Nach Generierung von Retroviren, Transduktion von HuH7-Zellen und
Integration der retroviralen DNA ins Wirtsgenom wird neben EGN auch die HBV-

Polymerase exprimiert.

2.6 Nukleotide

Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP und dTTP; je 100 mM Stammkonzentration) wurden
von den Firmen PanBiotech (Aidenbach) und Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen.
Fur den Einsatz in einer PCR (3.4.4.5) wurde eine dNTP-L0Osung hergestellt, in der alle
vier Nukleotide in 10 mM Konzentration vorlagen. Flr eine ,endogene Polymerase
Reaktion’ (EPR, 3.4.6.2) wurde eine Losung mit den drei Nukleotiden dATP, dGTP und
dTTP (je 10 mM) benutzt.

2.7 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von den Firmen Sigma-Ark (Darmstadt)
oder Purimex (Staufenberg) bezogen und vor dem Gebrauch in der PCR auf eine

Konzentration von 10 pmol/ul eingestellt.

Tab. 6: Verwendete Oligonukleotide

Nummer | Bezeichnung | Sequenz (5’ — 3’)

#150 SV40-Pro CCCATTCTCCGCCCCATGGC

#177 sv40 out TCGGCCTCTGAGCTATTCCA

#178 core_lo GATTAAAGATAGGTACTG

#216 RV PCRrev | GTCCCCAGTCCTCGC

#284 core_lo GAAGGAGTTTGCCATTCAGG
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Nummer | Bezeichnung | Sequenz (5’ — 3)

#309 RV PCR for | CATACTCTTTGGAAGGCTGG

#346 i126v CGGAGTGTGGGTTCGCACTCCTCC

#347 11261 CGGAGTGTGGCTTCGCACTCCTCC

#348 i126m CGGAGTGTGGATGCGCACTCCTCC

#349 11269 CGGAGTGTGGGGTCGCACTCCTCC

#350 i126f CGGAGTGTGGTTTCGCACTCCTCC

#351 1126y CGGAGTGTGGTATCGCACTCCTCC

#352 1126w CGGAGTGTGGTGGCGCACTCCTCC

#353 i126p CGGAGTGTGGCCTCGCACTCCTCC

#354 11265 CGGAGTGTGGAGTCGCACTCCTCC

#355 1126t CGGAGTGTGGACTCGCACTCCTCC

#356 i126¢ CGGAGTGTGGTGTCGCACTCCTCC

#357 11264 CGGAGTGTGGCAGCGCACTCCTCC

#358 i126n CGGAGTGTGGAATCGCACTCCTCC

#359 r127k GGAGTGTGGATTAAAACTCCTCCAGC

#360 r127h GGAGTGTGGATTCACACTCCTCCAGC

#361 r127I GGAGTGTGGATTCTCACTCCTCCAGC

#362 r127g GGAGTGTGGATTGGCACTCCTCCAGC

#363 ri27d GGAGTGTGGATTGACACTCCTCCAGC

#364 ri27s GGAGTGTGGATTTCCACTCCTCCAGC

#365 195i ACTAACATGGGTATAAAGATCAGG

#366 195g ACTAACATGGGTGGAAAGATCAGG

#367 195s ACTAACATGGGTTCAAAGATCAGG

#368 195v ACTAACATGGGTGTAAAGATCAGG

#370 RT-PCR for | CCTGAATGGCAAACTCCTTCC

#372 X-Prot for GGAAGTTGGGGAACTTTGCC

#373 X-Prot rev GCACTAAATCGGAACCCTAAAGG

#374 X-Prot Mut | GCTAGGCTGTACTGCTAACTGGATCC

#376 s21t GACGGAAGGAAAGAAGTCAGTAGGCAAAAAGC
#377 s21g GACGGAAGGAAAGAAGTCACCAGGCAAAAAGC
#378 s21i GACGGAAGGAAAGAAGTCAATAGGCAAAAAGC
#379 s21h GACGAAAGGAAAGAAGTCATGAGGCAAAAAGC
#380 n90d CAATTATGTTGATACTAACATGG

#381 n90g CAATTATGTTGGTACTAACATGG

#382 n90i CAATTATGTTATTACTAACATGG

#383 n90s CAATTATGTTTCTACTAACATGG

#384 d22q GACGGAAGGAAAGAACTGAGAAGGCAAAAAGC
#385 d22g GACGGAAGGAAAGAAGCCAGAAGGCAAAAAGC
#386 d22i GACGGAAGGAAAGAAGATAGAAGGCAAAAAGC
#387 d22h GACGGAAGGAAAGAAGTGAGAAGGCAAAAAGC
#391 Pol for GGTTTAAAGATCAGGCAACTATTGTGG

#392 Mut Pol’ CCAAGAATATGGTGACCCTCAAAATGATGC
#395 k96h AACATGGGTTTACACATCAGGCAATTG

#396 ko6r AACATGGGTTTAAGGATCAGGCAATTG

#397 ko6l AACATGGGTTTATTGATCAGGCAATTG




MATERIAL

Nummer | Bezeichnung | Sequenz (5’ — 3)

#398 k96g AACATGGGTTTAGGGATCAGGCAATTG
#399 k96s AACATGGGTTTATCGTACAGGCAATTG
#400 ko6d ACCATGGGTTTAGACATCAGGCAATTG
#401 f122¢g ATTTGGTCTCTGGCGGAGTGTGG

#402 f122v ATTTGGTCTCTGTCGGAGTGTGG

#403 f122w ATTTGGTCTCTTGGGGAGTGTGG

#404 f122s ATTTGGTCTCTTCCGGAGTGTGG

#405 f122k ATTTGGTCTCTAAGGGAGTGTGG

#406 f122y ATTTGGTCTCTTACGGAGTGTGG

#410 RT-PCRrev | GAATGCAGGGTCCAACTGATGATCG
#412 sl7t GGAGTTACTAACCTTTTTGCCTTCTG
#413 s17g GGAGTTACTAGGCTTTTTGCCTTCTG
#414 s17i GGAGTTACTAATCTTTTTGCCTTCTG
#415 s17h GGAGTTACTACACTTTTTGCCTTCTG
#416 sl7d GGAGTTACTAGACTTTTTGCCTTCTG
#417 r98h GGGTTTAAAGATCCACCAATTGTTG
#418 rogk GGGTTTAAAGATCAAGCAATTGTTG
#419 rogd GGGTTTAAAGATCGACCAATTGTTG
#420 rosl GGGTTTAAAGATCCTGCAATTGTTG
#421 ra8q GGGTTTAAAGATCCAGCAATTGTTG
#424 P-Start+K+N | GATGTCGCGATACGCCACCATGCCCCTATC
#425 P-Ende+N CCTGTCGCGACGTTCACGGTGGTCTC

2.8 Antikorper

anti-Hepatitis B Core Antigen (HBcAg) (DAKO, Hamburg)
anti-HBc, polyklonales Kaninchen-Serum

anti-Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg) (DAKO, Hamburg)
anti-HBs, polyklonales Ziegen-Serum

anti-Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg) (Abt. Virologie, Universitat Gottingen)
anti-HBs, polyklonales Schaf-Serum

anti-Kaninchen, HRPO-konjugiert (Dianova, Hamburg)
anti-Kaninchen-l1gG (H + L), HRPO-markiertes F(ab’),-Fragment, polyklonales

Eselserum
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2.9 DNA-Léangenstandards

Lambda DNA /Eco91l (BstEll) Marker, 15 (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
8454 bp — 7242 bp — 6369 bp — 5686 bp — 4822 bp — 4324 bp — 3675 bp — 2323 bp -

1929 bp — 1371 bp — 1264 bp — 701 bp — 244 bp — 117 bp

Generuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)

3000 bp — 2000 bp — 1500 bp — 1200 bp — 1031 bp — 900 bp — 800 bp — 700 bp —
600 bp — 500 bp — 400 bp — 300 bp — 200 bp — 100 bp

2.10 Radionuklide

o*2P-dCTP (PerkinElmer LAS, Rodgau-Jiigesheim), spez. Aktivitat 3000 Ci/mmol

a*2P-dCTP (Amersham Buchler, Braunschweig), spez. Aktivitat 3000 Ci/mmol

2.11 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien der Firmen Sigma (Steinheim),
Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Merck
(Darmstadt) verwendet.

Die verwendeten Chemikalien wiesen den Reinheitsgrad ,reinst’ oder ,zur Analyse’ auf.
Alle Medien, Puffer und Losungen wurden mit HyOpigest @us einer Destille oder der

Wasseraufbereitungsanlage Seralpur Delta (USF Seral, Ransbach-Baumbach) angesetzt.

Tab. 7: Verwendete Chemikalien

Name Hersteller / Lieferant
Acrylamid (2 x) Serva, Heidelberg

Agar Oxoid, Hampshire, England
Agarose Peglab, Erlangen
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Name

Hersteller / Lieferant

Ammoniumacetat

Merck, Darmstadt

Ampicillin

Sigma, Steinheim

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

Roth, Karlsruhe

Bacto-Hefeextrakt

Difco, Detroit, USA

Bacto-Trypton

Difco, Detroit, USA

Bacto-Hefeextrakt

Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Bacto-Trypton

Becton-Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Borat

Merck, Darmstadt

Bromphenolblau

Merck, Darmstadt

BSA (Rinderserumalbumin)

Paesel & Lorei, Hanau

Calciumchlorid (CaCl;, - 2H,0)

Sigma, Steinheim

Chloroform

Merck, Darmstadt

DTT (Dithiotreitol)

Serva, Heidelberg

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

Paesel & Lorei, Hanau

Entwickler Kodak, Rochester, USA
Essigsaure Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Serva, Heidelberg
Fixierer Kodak, New Haven, USA
Glukose Merck, Darmstadt
Glycerin (87 %) Merck, Darmstadt
Harnstoff Merck, Darmstadt

HEPES (2-[4-(2-Hydroxyethyl-1-piperazinyl]-
ethansulfonséure)

Biochrom, Berlin

IPTG (Isopropylthiogalaktosid)

Roche, Mannheim

Isopropanol

Merck, Darmstadt

K2HPO, - 3H,0

Merck, Darmstadt

Kalium-Acetat

Merck, Darmstadt

KCI

Merck, Darmstadt

KH2PO,

Merck, Darmstadt

MnC|2

Merck, Darmstadt
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Name

Hersteller / Lieferant

Methanol

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

MgSO,

Merck, Darmstadt

Milchpulver (Sucofina)

Glicksklee, Zeven

MnC|2

Merck, Darmstadt

MOPS (3-[N-Morpholino]propansulfonséure)

Sigma, Steinheim

N, N'-Methylenbisacrylamid 2x

Serva, Heidelberg

Na,HPO, ' 2H,0

Merck, Darmstadt

NaCl

Merck, Darmstadt

NaHzPO4

Merck, Darmstadt

NaOH

Merck, Darmstadt

Natriumacetat

Merck, Darmstadt

Natriumbutyrat

Merck, Darmstadt

Natriumcitrat

Merck, Darmstadt

(NH,),SO4

Merck, Darmstadt

Nonidet P 40

Merck, Darmstadt

Polyethylenglykol (PEG) 6000

Sigma, Steinheim

Polyethylenglykol (PEG) 8000

Sigma, Steinheim

Phenol (pH 8,0)

Sigma, Steinheim

Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1)

Sigma, Steinheim

Protein A-Sepharose

Sigma, Steinheim

SDS

Serva, Heidelberg

TEMED (N,N,N',N',-Tetramethylethylendiamin)

Sigma, Steinheim

Tris-Base

Paesel & Lorei, Hanau

Tris-HCI

Paesel & Lorei, Hanau

Triton X-100

Sigma, Steinheim

Universal-Agarose

PegLab, Erlangen

X-Gal (5-Chlor-4-Brom-3-indolyl-D-Galaktosid)

PegLab, Erlangen

Xylencyanol FF

Biorad, Richmond
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2.12 Losungen und Puffer

Tab. 8: Verwendete L&sungen und Puffer

Name Zusammensetzung
CaCl,-Losung | 250 mM CaCl,
(HUH7) mit NaOH auf pH 7,1
CaCl,-Losung 11 2M CacCl,
(HEK-293T) Aliquotieren und Lagerung bei -20°C
COS-Lysispuffer 150 mM NaCl
50 mM  Tris/Cl, pH 7,5
5mM MgCl,
0,2 % (v/iv) NP40
Denaturierungs-Puffer 05M NaOH
(Southern Blot) 1,5M NaCl
EB-Puffer 10 mM  Tris/Cl, pH 8,5
Ethidiumbromid-Stammldsung 10 mg/ml in H2Opigest
FACS-Puffer 1,5% (viv) FKS
0,1 % (w/v) Natriumazid
in PBS
HBS-Puffer | (2x) 50 mM HEPES
(HuH?7) 280 mM NacCl
1,5mM Na,HPO,
mit NaOH auf pH 7,1
HBS-Puffer 11 (2x) 50 mM HEPES
(HEK-293T) 10mM KCI
12 mM  Glukose
280 mM NacCl
1,5mM NaHPO,

mit HCI auf pH 7,05

Aliquotieren und Lagerung bei -20°C

inc. Polymerase-Puffer (2x)

100 mM
150 mM
2 mM

Tris/Cl, pH 7,5
NH,CI
EDTA
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Name Zusammensetzung
Milchpuffer-Lésung 10 % (w/v) Magermilchpulver in
(Western-Blot) PT-Waschpuffer
NaB-L6sung (50x) 500 mM Natriumbutyrat
in PBS
Neutralisierungs-Puffer 05M Tris/Cl, pH 7,5
(Southern Blot) 1,5M NaCl
PBS 2,2mM  KH,PO,
8,5mM Na;HPO,
130 MM NaCl
PBS/NP40-Puffer 1% (v/iv) NP40
0,2% (wiv) DTT
in PBS
PCR-Puffer (10x) 200 mM  Tris/Cl, pH 8,8
100 mM KCI
100 MM (NH,),SO,4
25 mM  MgSOq,
1% (v/v) Triton X-100
Polybrene (100x) 40 mg Hexadimethrin-Bromid
in 50 ml PBS
PP-Ldsung | 50 mM Glukose
(Plasmidpréparation) 25 mM  Tris/Cl, pH 8,0
10mM EDTA
PP-Lo6sung Il 0,2M NaOH
(Plasmidpréparation) 1% (w/v) SDS
PP-L6sung 111 3M K
(Plasmidpréparation) 5M Acetat’, mit Eisessig auf pH 5,5
PP-Losung IV 13 % (w/v) PEG 6000
(Plasmidpréparation) 1,6 M NaCl
Probenauftragspuffer | (1x) 5 Teile TE-Puffer
(DNA) 1 Teil Probenauftragspuffer | (6x)
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Name Zusammensetzung
Probenauftragspuffer 1 (6x) 10 mM  Tris/Cl, pH 7,6
(DNA) 0,03 % (w/v) Bromphenolblau
0,03 % (w/v) Xylencyanol FF
60 % (v/v) Glycerin (87 %)
60 MM EDTA
Probenauftragspuffer 11 (6x) 10 mM  Tris/Cl, pH 7,6
(Western Blot) 0,03 % (w/v) Bromphenolblau
0,03 % (w/v) Xylencyanol FF
60 % (v/v) Glycerin (87 %)
Proteinase K-Puffer (2x) 20mM  Tris/Cl, pH 7,5
20mM EDTA
2% (w/v) SDS
PT-Waschpuffer 0,1% (v/v) Tween 20
(Western Blot) in PBS
SSC-Puffer (20x) 3M NaCl
300 mM Natrium-Citrat
mit NaOH auf pH 7,0
Stoppbad 5% (v/v) Essigsaure
(Rontgenfilmentwicklung) in H2Opigest
TAE-Puffer (50x) 2M Tris-Acetat, pH 7,8
50 mM EDTA
TBE-Puffer (10x) 900 mM Tris
900 mM Borat
20mM EDTA
TE-Puffer 10 mM  Tris/Cl, pH 8,0
1mM EDTA
TE/RNase-L6sung 10 mM Tris/Cl, pH 8,0
1mM EDTA
50 pg/ml RNase A
TNE-Puffer 100 mM NaCl
0,1mM EDTA
10 mM Tris/Cl, pH 8,0
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Name Zusammensetzung
Transformationspuffer | 30 mM Kaliumacetat
(TFBI) 100 mM  KCI
10 mM CaCl,
50 mM  MnCl;
15 % (v/v) Glycerin
mit Essigsaure auf pH 5,8
Transformationspuffer Il 10 mM  MOPS
(TFB ) 75mM CaCl,
10mM KCI
15 % (v/v) Glycerin
Waschpuffer A 2 M Harnstoff
(Southern Blot) 0,1 % (w/v) SDS
50 mM NaH,POq4, pH 7,0
150 mM NaCl
10 mM MgCl,
0,2 % (w/v) Blocking Reagenz, aus ,AlkPhos
Direct Labelling Reagents’-Kit
Waschpuffer B 50 mM  Tris/ClI, pH 10,0
(Southern Blot) 100 mM NaCl
2mM MgCl,
2.13 Kommerzielle Kits
Tab. 9: Verwendete kommerzielle Kits
Name Hersteller

AlkPhos Direct Labelling Reagents mit
CDP-Star Detection Reagents

Amersham Biosciences, Freiburg

Deoxyribonuklease | AMP-D1 Kit

Sigma, Steinheim

ECL Western Blotting Detection Reagents

Amersham Biosciences, Freiburg

NucleoBond PC 500

Macherey & Nagel, Diren

OneStep RT-PCR Kit

QIAGEN, Hilden
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Name

Hersteller

PCR Cloning Kit

QIAGEN, Hilden

Prism Ready Reaction DyeDeoxy Terminator
Cycle Sequencing Kit

Applied Biosystems, Weiterstadt

QIAGEN Plasmid Maxi Kit QIAGEN, Hilden
QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden
2.14 Laborgerate

Tab. 10: Verwendete Laborgerate

Name Hersteller

Autoradiographie-Film BIOMAX MR

Kodak, New Haven, USA

Brutschrank CO,-Auto-Zero, Hera Cell 240

Heraeus, Hanau

Destille Seralpur Delta UV/UF

USF Seral, Ransbach-Baumsbach

Elektroblot-Kammer

Biorad, Miinchen

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg

FACS Epics XL-MCL

Coulter, Krefeld

Feinwaage Handy

Sartorius, Gottingen

Geldokumentation: Gel Jet Imager 2000

INTAS, Gottingen

Gelkassette

Biorad, Miinchen

Geltrockner

Biotec Fischer, Reiskirchen

Grobwaage Universal

Sartorius, Gottingen

Heiz-Wasserbad

GFL, Burgwedel

Hochvakuumpumpe

Leybold Heraeus, Osterode

Hoefer UVC500 Ultraviolet Crosslinker

Amersham Biosciences, Freiburg

Horizontalschittler GFL 3016

GFL, Burgwedel

Hybridisierungsofen

Hybaid, Heidelberg

Kodak-Screen

Biorad, Miinchen

Kihlfalle

Leybold Heraeus, Osterode

Kihlzentrifuge 5402

Eppendorf, Hamburg

Kihlzentrifuge RC 26 plus

Sorvall, Bad Homburg
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Name

Hersteller

Kihlzentrifuge Rotina 35R

Hettich, Tuttlingen

Kihlzentrifuge Sigma 2MK

Schitt Labortechnik, Gottingen

Kihlzentrifuge Universal 30RF

Hettich, Tuttlingen

Laufkammer fiir Agarosegelelektrophoresen

Eigenbau, Abt. Virologie

Magnetrihrer

IKA Schitt, Géttingen

Mikroskop Leica DMR

Leica, Wetzlar

Mikroskop Zeiss Axiovert 10

Carl Zeiss Jena, Jena

Mikrowelle Micromat

AEG, Nirnberg

Neubauer-Zahlkammer

Carl Zeiss Jena, Jena

pH-Meter Mettler Toledo MP225

Mettler, Schwerzenbach, CH

Phosphoimager Molecular Imager FX

Biorad, Miinchen

Probenmischer (Vortexgerat)

Bender und Hobein, CH

Refraktometer

Carl Zeiss Jena, Jena

Rotor SA 300

Sorvall, Bad Homburg

Rotor SLA-3000

Sorvall, Bad Homburg

Schiittelinkubator Certomat U mit Certomat H

B. Braun, Melsungen

Sequenziergerdt ABI 373 A DNA-Sequencer

Applied Biosystems, Weiterstadt

Spannungsgerat E883

Peglab, Erlangen

Spektralphotometer DU70

Beckman, Minchen

Sterilbank HERAsafe

Heraeus, Hanau

Thermoblock Thriller

PEQLAB, Erlangen

Thermo-Cycler GeneAmp PCR System 9600

Perkin Elmer, Norwalk, USA

Thermo-Wasserbad Frigomix 1495
mit Thermix 141

B. Braun, Melsungen

Tischinkubator

Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge C5415

Eppendorf, Hamburg

Uberkopfroller, Test-Tube Rotator

Snijders, Tilburg, NL

Ultrazentrifugenrotor 70.1 Ti

Beckman, Minchen

Ultrazentrifugenrotor SW41

Sorvall, Bad Homburg

Vertikalelektrophorese-System

Hofer Sci, Ins., Heidelberg

XL-70 Ultracentrifuge

Beckman, Minchen
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2.15 Verbrauchsmaterialien

Tab. 11: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller / Lieferant

Bottle Top Filter, 150 ml, 0,45 pum

Corning Inc., Corning NY, USA

Bottle Top Filter, 500 ml, 0,45 pum

Corning Inc., Corning NY, USA

Gel-Blotting-Papier GB002, 0,37 mm

Schleicher & Schuell Biosciences,
Dassel

Hybond-N+ (positive geladene Nylon Transfer
Membran), PorengroRe 0,45 um

Amersham Biosciences, Freiburg

Hybridisierungsbeutel

GIBCO BRL (Invitrogen Corp.),
England

Kodak BioMax MR Film, MR-1

Sigma-Aldrich, Steinheim

Protran BA 85 (Nitrozellulose Transfer
Membran), Porengrolie 0,45 um

Schleicher & Schuell Biosciences,
Dassel

Syringe Filter 26 mm, 0,20 um

Corning Inc., Corning NY, USA

Syringe Filter 26 mm, 0,45 um

Corning Inc., Corning NY, USA

Ultrazentrifugenréhrchen Quick-Seal Centrifuge
Tubes (16 x 76 mm)

Beckman, Miinchen

Zellkulturschalen, 100 mm x 20 mm,
Corning 100 mm TC-Treated Culture Dish

Corning Inc., Corning NY, USA

Zellkulturschalen, 12 Well Cell Cultur Cluster

Corning Inc., Corning NY, USA

Zellkulturschalen, 24 Well Cell Cultur Cluster

Corning Inc., Corning NY, USA

Zellkulturschalen, 48 Well Cell Cultur Cluster

Corning Inc., Corning NY, USA

Zellkulturschalen, 6 x 35 mm x 20 mm,
Costar 6 well TC-Treated Microplates

Corning Inc., Corning NY, USA

Zellkulturschalen, 60 mm x 20 mm,
Corning 60 mm TC-Treated Culture Dish

Corning Inc., Corning NY, USA

Zellkulturschalen, 96 Well Cell Cultur Cluster

Corning Inc., Corning NY, USA
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3 METHODEN

3.1 Vorbehandlung von Puffern, Losungen und Materialien

Hitzestabile Puffer und Losungen wurden vor Gebrauch bei 121°C und ca. 2100 mbar
fir 20 min. autoklaviert. Handelte es sich um hitzelabile Komponenten von Ldsungen
oder Puffern, so wurden konzentrierte Stammldsungen zubereitet, die durch einen
0,2 um Membranfilter (2.15) sterilfiltriert und erst nach dem Autoklavieren der ibrigen
Losung zugegeben wurden. Hitzeempfindliche Materialien und Gerate wurden vor
Benutzung sorgfaltig mit 70 % (v/v) Ethanol gereinigt und getrocknet.

3.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.1 Kultur und Umgang mit Bakterien
3.2.1.1 Anzucht von Escherichia coli-Bakterien

Die in dieser Arbeit verwendeten Escherichia coli-Stimme (E. coli) DH5a und
TOP10F’ (2.1) wurden bei 37°C und ausreichender Luftzufuhr entweder im Brutraum
(Agarplatten) oder im Schuttelinkubator bei 110 - 150 rpm (Fllssigmedien) bebriitet.
Fur die Anzucht von Flissigkulturen wurden je nach Bedarf Reagenzglasrohrchen (bis
5ml Kulturvolumen) oder Erlenmeyerkolben mit Schikanen (30, 50 oder 100 ml
Kulturvolumen) verwendet. Bei Bakterien mit plasmidkodierten Resistenzgenen wurden
LB-Agarplatten und LB- bzw. TB-Flussigmedien (2.3.1) mit einer Ampicillin-

Supplementation von 100 pg/ml verwendet.

3.2.1.2  Bestimmung der relativen Zelldichte

Die Bestimmung der relativen Zelldichte erfolgte indirekt durch Vermessen der

optischen Dichte einer Flussigkultur bei 600nm im Photometer (DU70
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Spektralphotometer, Beckman, Miinchen oder Biophotometer, Eppendorf, Hamburg).
Die Kultur musste vorher mit Flissigmedium mindestens bis zu einer ODgy von 1

verdinnt werden.

3.2.1.3 Dauerkultur und Stammhaltung

Zur langerfristigen Lagerung von E. coli-Kulturen wurde eine sich in der
logarithmischen Wachstums-Phase befindende Schittelkultur 1:1 (v/v) mit sterilem
Glycerin vermischt und bei -20°C gelagert. Fir die kurzfristige Aufbewahrung wurden
Agarplatten verwendet, die mit Hilfe von Parafilm von der Luftzufuhr abgeschnitten

und anschlieBend bei 4°C gelagert wurden.

3.2.1.4  Herstellung kompetenter E. coli-Bakterien

Eine Bakterien-Zelle, die in der Lage ist, ein DNA-Molekil aufzunehmen und
transformiert zu werden, wird als kompetent bezeichnet. Den kompetenten Zustand
erreichen die Bakterien, wenn sie mit einer hohen Konzentration an Kalziumionen

behandelt und anschlieBend kalt gelagert werden (HANAHAN et al., 1983).

Aus einer E. coli-Ubernachtkultur wurden 100 ml LB-Medium angeimpft und bei 37°C
und 110 rpm auf dem Schittler (Certomat U/H, B. Braun, Melsungen) inkubiert. Nach
dem Erreichen einer ODgy von 0,4 wurde die Kultur kurz auf Eis inkubiert und
anschlieRend fur 5 min. bei 3.000 rpm und 4°C (Rotina 35R, Hettich, Tuttlingen)
abzentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 40 ml sterilem, eiskaltem
Transformations-Puffer | (2.12) resuspendiert und fur 40 min. auf Eis inkubiert. Nach
erneuter finfminatiger Zentrifugation bei 3.000 rpm und 4°C wurde das Pellet in 4 ml
sterilem, eiskaltem Transformations-Puffer 11 (2.12) aufgenommen. Die Zellsuspension
wurde in vorgekihlte Eppendorf-Reaktionsgefale aliquotiert (jeweils 70 - 100 pl) und
sofort in flussigen Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung bis zur Transformation
erfolgte bei -80°C.
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3.2.15  Transformation kompetenter E. coli-Bakterien durch Hitzschock

Fur eine Transformation wurden 70-100 ul kompetente Bakterienzellen auf Eis
aufgetaut. Nach Zugabe der Plasmid-DNA (10 pg - 1 ng) oder eines Ligationsansatzes
(5 - 20 pl) wurden die Zellen mit der DNA vorsichtig vermengt und fur 30 min. im Eis
inkubiert. Danach wurde der Ansatz fur 60 sec. bei 42°C und anschlielend nochmals fiir
2 min. auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von 200 pul SOC-Medium (2.3.1) wurde der
Transformationsansatz fur 1 h bei 37°C inkubiert, bevor der komplette Ansatz auf
LBamp-Platten bzw. auf LBsmy-X-Gal-IPTG-Platten (fir die Blau/Weil3-Selektion)
ausplattiert wurde. Die Bebritung erfolgte Gber Nacht (UN) bei 37°C.

3.3 Zellkulturtechniken

Alle Arbeiten wurden unter der Sterilbank (HERAsafe, Heraeus, Hanau) durchgefuhrt.
Zur Kultivierung der adharent wachsenden Zelllinien wurden beschichtete

Zellkulturschalen (Corning Inc., USA) verwendet.

3.3.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Die adhdrent wachsenden, eukaryotischen Zelllinien HEK-293T und HuH7 (2.2)
wurden im Brutschrank (Hera Cell 240, Heraeus, Hanau) bei 37°C, 5% CO, und
wasserdampfgeséttigter Atmosphére, wenn nicht anders angegeben, in 10 cm Schalen
(Corning Inc., USA) kultiviert. Fir das Umsetzen, Transfizieren und Waschen der

Zellen wurden stets auf 37°C temperierte Losungen (2.3.2) verwendet.

Die Zellen wurden, wenn nicht anders angegeben, alle 2 - 3 Tage passagiert. Dazu
wurde der Zellkulturiiberstand verworfen und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen.
Nach Zugabe von 1,5 ml Trypsin/EDTA und kurzer Einwirkphase wurde die
Trypsin/EDTA-LOsung wieder entfernt. Bei kleineren Zellkulturschalen wurde
entsprechend weniger Trypsin/EDTA-LOsung verwendet. AnschlieRend wurden die
Zellen durch Zugabe von DMEM und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
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suspensiert. Es wurden je nach Zelldichte und Zelllinie zwischen 1/6 und 1/10 der

Zellen in eine frische Schale gegeben und mit Medium auf 10 ml VVolumen aufgefullt.

3.3.2 Einfrieren und Auftauen von eukaryotischen Zellen

Um Zelllinien l&ngerfristig lagern zu koénnen, wurden sie in flissigem Stickstoff
aufbewahrt. Hierzu wurden 1 x 10° Zellen in mit 10 % DMSO supplimiertem DMEM
resuspendiert und in Einfrierréhrchen aliquotiert. Daran anschlieBend erfolgte eine
kurze Lagerung der Zellen auf Eis, dann fiir 2 h bei -20°C und letztlich Gber Nacht bei

-70°C, bevor sie in Tanks mit flussigem Stickstoff Gberflhrt wurden.

Bei der Rekultivierung der eingefrorenen Zellen wurden diese zunachst langsam auf Eis
aufgetaut und anschlieRend mit 10 ml DMEM sehr langsam ausverdiinnt. Das fir die
Zellen schadliche DMSO wurde durch einen Zentrifugationsschritt (2 min., 1.000 rpm)
entfernt und das Zellpellet in 12 ml Medium vorsichtig resuspendiert. Die komplette

Suspension wurde letztlich zur Kultivierung in eine 10 cm Schale tberfiihrt.

3.3.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Zeiss, Jena).
Ein Tropfen der auszuzahlenden Zellsuspension wurde in die Gitternetzkammer
gegeben, die ein definiertes Volumen besitzt. Die durchschnittliche Anzahl an Zellen
innerhalb von 16 ,B-Quadraten’ (Flache: 0,0625 mm?% Volumen: 6,25 x 10°° ml),

multipliziert mit dem Kammerfaktor 1,6 x 10°, ergibt die Anzahl der Zellen pro ml.

3.3.4 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Eukaryotische Zellen kdnnen unter bestimmten Bedingungen freie DNA aufnehmen.
Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien lassen sich sowohl erfolgreich mit Hilfe von
Kalziumphosphatprézipitaten mit DNA transfizieren (durch Koaufnahme), als auch mit
kommerziellen Reagenzien, die die DNA mit einem lipidhaltigen Micell umschlieRen

und so die Aufnahme der DNA in die Zelle fordern.
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3.3.4.1  Transfektion von HuH7-Zellen mit Kalziumphosphatprazipitation

HuH7-Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion so umgesetzt, dass sie zum
Zeitpunkt der Transfektion ca. 70 bis 80 % der Kulturflache bewachsen hatten. Fur die
Transfektion in 10 cm Schalen wurden insgesamt 10 pg Plasmid-DNA mit 500 pl
250 mM CacCl, vermischt und tropfenweise unter Vortexen zu 500 pl 2 x HBS I-Puffer
(2.12) gegeben. Die Losung wurde fiir 30 min. bei RT inkubiert, bevor sie gleichméalig
uber die Zellen verteilt wurde. Sollte die Transfektion in kleineren Schalen stattfinden,
wurde analog dem oben genannten Verfahren gearbeitet, jedoch geringere Mengen
verwendet: Fir 6cm Schalen wurden 6 pg Plasmid-DNA und je 300 ul der
Transfektionslésungen verwendet, und fiir 2 cm Napfe (6-Well-Schalen) 2 pg Plasmid-
DNA und je 100 pl der Transfektionslsungen. Acht Stunden nach Zugabe des
Transfektionsgemisches wurde das prazipitathaltige Medium abgenommen, die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und eine entsprechende Menge frisches DMEM

zugegeben.

3.3.4.2  Transfektion von HuH7-Zellen mit FUGENE (Roche Diagnostics,

Mannheim)

HuH7-Zellen waren am Tag vor der Transfektion so umgesetzt worden, dass sie zum
Zeitpunkt der Transfektion ca. 60 bis 80 % der Kulturflache bewachsen hatten. Pro zu
transfizierenden 2 cm-Napf (6-Well-Schale) wurden 95,5 pl serum- und antibiotikum-
freies DMEM mit 4,5 ul FUGENE versetzt. Nach kurzem Mischen wurden 2 pg DNA
zugegeben und erneut gemischt. Nach einer Inkubation fur 30 min. bei RT wurde die
Losung tropfenweise zu dem Zellkulturmedium gegeben. Ein gesonderter

Mediumwechsel war nicht nétig.

3.3.4.3  Transfektion von HEK-293T-Zellen mit Kalziumphosphatprazipitation

Einen Tag vor der Transfektion wurden HEK-293T Zellen auf eine Zelldichte von
4 x 10° Zellen/ml verdiinnt und 5 ml dieser Suspension in eine 6 cm Schale gegeben.
Am néchsten Tag erfolgte ein Austausch des Zellkulturiiberstands gegen 4 ml frisches
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DMEM. Fur die sich direkt anschlieBende Transfektion wurden 15 pg Plasmid-DNA
mit H,Opigest auf ein Gesamtvolumen von 438 ul gebracht und 62 ul 2 M CaCl,
hinzugegeben, vermischt und zentrifugiert. Wé&hrend schwachem Vortexens erfolgte die
tropfenweise Zugabe von 500 pul 2 x HBS 1I-L6sung (2.12). Nach mehrmaligem
Schwenken der Losung wurde sie gleichméRig Uber die Zellen verteilt, und die
Inkubation erfolgte fiir 8 h im Brutschrank. Anschlieend wurde das Medium vorsichtig

abgenommen und durch 4 ml frisches DMEM ersetzt.

3.3.5 Bestimmung von HBeAg und HBsAg

Die Effizienz einer Transfektion mit HBV-DNA konnte in den meisten Féllen anhand
der Bestimmung von HBeAg- oder HBsAg-Konzentrationen im Zellkulturiiberstand
abgeschétzt werden. Dazu wurde abzentrifugiertes Medium 1:50 mit PBS verdinnt und
in entsprechende ELISA-Tests (HBsAg- und HBeAg-Test der Firma Sorin Biomedica,
Saluggia, Italien) eingesetzt. Anhand von Standardverdinnungen konnte die

Antigenkonzentration abgeschéatzt werden.

3.3.6 Herstellung von Zelllysaten

Drei bis funf Tage nach Transfektion von HuH7-Zellen wurde der Zellkulturiiberstand
abgenommen und entsprechend weiter behandelt. Der Zellkulturrasen wurde einmal mit
10 ml  PBS/10-cm-Schale, 6 ml PBS/6-cm-Schale bzw. 2 ml PBS/6-Well-Napf
gewaschen und das PBS wieder entnommen. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe
von 1 ml COS-Lysispuffer (2.12) und anschlieBender Inkubation fir 10 min. bei 4°C
(Western-Blot, 3.4.8.3) oder bei Raumtemperatur auf dem Horizontal-Schiittler (EPR,
3.4.6.2). Die so hergestellten Zelllysate wurden vor Weiterverwendung fur 10 min. bei
14.000 rpm abzentrifugiert, um die Lysate von Zelltrimmern und groben
Zellbestandteilen zu trennen. Bis zur Weiterverwendung wurden die geklarten

Zelllysate auf Eis gelagert.
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3.3.7 Herstellung von retroviralen Vektoren

Mit Hilfe eines drei Plasmide umfassenden Transfektionssystems koénnen in HEK-
293T-Zellen MuLV-Retroviren hergestellt werden, die in ihrem viralen Genom ein
spezifisches, rekombinantes Gen oder ,DNA-Fragment’ tragen (SONEOKA et al., 1995).
Diese Retroviren haben je nach verwendetem Hullprotein ein mehr oder weniger breites
Wirtsspektrum. Nach Transduktion von eukaryotischen Zellen und der Integration des
retroviralen Provirus in das Wirtsgenom wird das rekombinante Gen oder die
Informationen des ,DNA-Fragments’, sowie das im Retrovirus gelegene eGFP-
Zeocin/Geneticin-Gen zur Expression gebracht. Fir diese Arbeit wurden entweder
pczCFG5 IEGZ oder pczCFG5 IEGN zusammen mit pczVSV-G wt und pHIT 60 (2.5)
als Basis fur das Transfektionssystem verwendet. Die mit dem System generierten
Retroviren sind nach dem Gentechnikgesetz in die Sicherheitstufe S2 eingruppiert.

Nach der Transfektion von HEK-293T-Zellen (3.3.4.3) mit den drei Plasmiden
(pczCFG5 IEGZ, pczCFG5 IEGN oder Derivate: 6 ug [6 cm Schalen] oder 10 pg
[10 cm Schalen)]; pczVSV-G wt: 4,5 ug oder 7,5 ug; pHIT 60: 4,5 ug oder 7,5 ug)
wurde dem Medium am nédchsten Tag NaB-Puffer (2.12) bis zu einer Endkonzentration
von 10 mM zugegeben, um die Transkription, die von CMV-Promotern reguliert wird,
zu verstarken. Nach 10 h im Brutschrank wurde der Zellkulturiiberstand abgenommen,
die Zellen einmal mit je nach KulturschalengroRe 3 ml oder 9 ml DMEM gewaschen
und weitere 3 ml oder 9 ml DMEM zur Kultivierung im Brutschrank N zu den Zellen
gegeben. Am  darauffolgenden Tag wurde der Retroviren-enthaltende
Zellkulturtberstand abgenommen, durch einen 0,45 um Filter (2.15) filtriert und bis zu
einer Endkonzentration wvon 8 pug/ml mit Polybrene (2.12) wversetzt. Das
Filtrat/Polybrene-Gemisch konnte direkt zur Transduktion eingesetzt werden. Fir eine
weitere Retrovirusgewinnung wurden die HEK-293T-Zellen erneut mit 3 ml oder 10 ml
DMEM (berschichtet, um einen Tag spater analog eine weitere in vitro Transduktion

durchfiihren zu kénnen.
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3.3.8 Transduktion von HuH7-Zellen mit retroviralen Vektoren

Einen Tag vor der Transduktion wurden 2 x 10° HuH7-Zellen pro Napf in 6-Well-
Schalen ausgesat. Am Tag der Transduktion wurde das Filtrat/Polybrene-Gemisch (3
bzw. 9 ml), das die Retroviren enthielt (3.3.7), direkt auf die vom Medium befreiten
HuH7-Zellen gegeben und nach 6 -8 h im Brutschrank wieder durch 5 ml frisches
DMEM ersetzt. Bei Bedarf wurde die Transduktion am néchsten Tag wiederholt. Zwei
Tage nach der initialen Transduktion konnte mit Hilfe des Fluoreszenz-Mikroskop
(3.3.12) oder einer FACS-Analyse (3.3.11) vom Retrovirusgenom exprimiertes eGFP
und eine erfolgreiche in vitro Transduktion nachgewiesen werden. Wahrend einer
Transduktion von Zellen, die bereits unter Selektionsdruck durch AB standen, wurde fir

den Zeitraum der weiteren Transduktion DMEM ohne Antibiotika verwendet.

3.3.9 Vereinzelung und Kultivierung transduzierter HuH7-Zellen

Transduzierte HuH7-Zellen sollten nicht nur eGFP exprimieren (3.3.6), sondern auch
ein Fusionsprotein (2.5), welches eine Resistenz gegenuber den Antibiotika (AB)
Geneticin oder Zeocin aufbaut. Wurde ein Fremdgen eingesetzt, so sollte auch dieses
exprimiert und mit geeigneten Mitteln nach erfolgreichem Anwachsen der

transduzierten Einzelzell-Klone nachgewiesen werden kénnen.

Die HuH7-Zellen wurden am zweiten Tag nach der Transduktion verdinnt passagiert
und mit dem entsprechenden Antibiotikum versetzt. Zur Kontrolle der Transduktions-
Effizienz wurden die HuH7-Zellen einer FACS-Analyse (3.3.11) unterzogen, um
exprimiertes eGFP nachzuweisen. Der Selektionsdruck mit AB wurde je nach
Wachstum 7 - 14 Tage aufrechterhalten, um alle nicht resistenten Zellen absterbern zu
lassen, wobei alle drei Tage das Medium (DMEM + AB) erneuert wurde. Nach der
ersten Selektionsphase wurden die Zellen erneut verdiinnt passagiert, und am néchsten
Tag wurden Einzelzell-Klone mit Hilfe von sterilen Pipettenspitzen in 96-Well-Platten
uberfuhrt. Diese wurden je nach Wachstum jeweils weitere 14 - 21 Tage mit AB-
Selektionsdruck bebritet, um dann in die ndchst groBeren Kulturschalen umgesetzt
werden zu kdnnen. Die sechs vitalsten Klone mit dem schnellsten Wachstum wurden

letztlich bis zum vollstandigen Bewachsen von 2 cm Napfen (6-Well-Schale) unter
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Selektionsdruck kultiviert und auch weiterhin in dieser KulturgroRe gehalten. Ab dieser
Zellzahl konnten Experimente wie z.B. Western Blot (3.4.8.3) oder ,endogene
Polymerase Reaktion’ (3.4.6.2) zum Nachweis exprimierter Fremdgene durchgefiihrt

werden

3.3.10 Nachweis der Grenzempfindlichkeit von HuH7-Zellen gegentiber Geneticin

und Zeocin mittels Verdinnungsreihe

Am Tag vor der Antibiotikum-Zugabe wurden die Zellen so in 6-Well-Schalen
umgesetzt, dass sie am nachsten Morgen eine Konfluenz von ca. 25 - 40 % aufwiesen.
Zur Selektion wurden folgende Mengen an Geneticin bzw. Zeocin (2.3.2) dem
Kulturmedium zugesetzt: 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml, 600 pg/ml,
800 pg/ml und 1.000 pg/ml. Als Kontrolle wurde Medium ohne AB-Zusatz verwendet.
Der Selektionsdruck wurde fir 14 Tage aufrechterhalten, wobei alle 2 - 3 Tagen das
Medium gegen frisch angesetztes DMEM/AB ersetzt und durch Mikroskopie die Zahl
der aus den eingesaten Zellen entstandenen Foci abgeschatzt. Die AB-Konzentration,
bei der nach zwei Wochen gerade keine lebensféhigen Zellen mehr vorhanden waren,
wurde fur die Selektionsversuche eingesetzt. Fir die Erhaltung der Kultur wurde die

AB-Konzentration schlie3lich noch einmal um 100 bis 200 pg/ml gesenkt.

3.3.11 FACS-Analyse

Bei der FACS (fluorescence-activated cell sorting)-Analyse im Durchflusszytometer ist
eine gleichzeitige Messung von Streulicht- und Fluoreszenzsignalen einzelner Zellen
maoglich, die in einem Flussigkeitsstrom einen Laserstrahl definierter Wellenlédnge
passieren. Es werden zwei Streulichtparameter vermessen: Das Vorwaértsstreulicht
(forward light scatter, FSC) gibt Aufschluss tber die ZellgroRe, wahrend das
Seitwartsstreulicht (side light scatter, SSC) von der intrazellularen Granularitat der
Zellen bestimmt wird. Neben dem Streulicht werden Fluoreszenzsignale detektiert, die
von Fluorophoren (z.B. eGFP) emittiert werden, die zuvor von dem Laserstrahl
angeregt worden waren. Fur die durchgefihrten Messungen wurde ein Laserstrahl
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verwendet, der Licht einer Wellenlange von 488 nm generiert. Sowohl das
Streulichtsignal, als auch die emittierte Fluoreszenz wurden von Photodetektoren

registriert und fur die Auswertung digitalisiert (A/D-Wandler).

Die zu untersuchenden, in 2 cm Népfen gewachsenen Zellen wurden mit Hilfe von
Trypsin/EDTA vereinzelt und mit 4 ml DMEM resuspendiert. Ein Viertel dieser
Suspension wurde 2 min. bei 4.000 rom bei RT zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde mit 400 pul FACS-Puffer gewaschen und erneut
zentrifugiert (2 min., 4.000 rpm, RT). Das Pellet wurde dann in 300 pl FACS-Puffer
aufgenommen und fur die Analyse in FACS-Rohrchen Uberfiihrt. Die Analyse der

Zellen erfolgte mit dem Durchflusszytometer Epics XL-MCL (Coulter, Krefeld).

3.3.12 Untersuchung nativer Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie

HuH7-Zellen sollten nach erfolgreicher Transduktion mit Retroviren (3.3.7 und 3.3.8)
eGFP exprimieren. Zum Nachweis von eGFP wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen und mit einem halben Kulturvolumen PBS (berschichtet. Nach Platzierung
der geeigneten des FITC-Fluoreszenzfilters (Anregung 450 — 490 nm, Farbteiler 510
nm, Emission >520 nm) wurden die nativen Zellen mit Hilfe des Fluoreszenz-

mikroskops (Zeiss Axiovert 10, Hamburg) auf griine Fluoreszenz hin untersucht.

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 DNA-Praparation aus E. coli

Plasmidtragende E. coli-Bakterien wurden N in Schittelkulturen bei 37°C in TBamp-
oder LBgamp-Flussigmedium auf dem Certomat U/H (B. Braun, Melsungen) bei
110 - 150 rpm inkubiert (3.2.1.1). Das Volumen der Kulturen richtete sich nach der

Anwendung.
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34.11 Isolierung von Plasmid-DNA im analytischen Malistab (alkalische Lyse
nach BIRNBOIM & DoLyY, 1979; modifiziert)

Zwei ml einer 4 ml-GN-Kultur wurden 1 min. bei 14.000 rpm abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 100 pl PP-Lésung | (2.12) resuspendiert. Zur
alkalischen Lyse wurden 200 ul PP-Lésung 1l (2.12) zugegeben und die Suspension
wenige Male geschwenkt. Zum Neutralisieren erfolgte die Zugabe von 150 ul PP-
Losung 111 (2.12), und nach kurzem Schwenken wurde die Préparation zur Fallung von
Proteinen und chromosomaler DNA fur 5min. auf Eis inkubiert. Nach der
anschlieBenden Zentrifugation (10 min.; 14.000 rpm) wurde der plasmidhaltige
Uberstand mit 2 Volumen Ethanol (96 %) gefallt (3.4.2.2). Das getrocknete DNA-Pellet
wurde in 50 - 100 pl TE/RNase-Losung (2.12) aufgenommen, die DNA-Konzentration
bestimmt (3.4.2.5) und fir analytische Spaltungen mit Restriktionsendonukleasen
verwendet (3.4.4.1).

34.1.2 Isolierung von Plasmid-DNA im analytischen Malistab mit dem QlAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)

Diese DNA-Aufreinigungsmethode basiert auf dem Prinzip der alkalischen Lyse. Da die
DNA-enthaltende Lésung Uber eine Anionenaustausch-Matrix aus Silica-Gel

aufgereinigt wird, erhalt man eine reine, zum Sequenzieren gut geeignete DNA-Ldsung.

Zwei ml einer 4 ml-UN-Kultur wurden 1 min bei 14.000 rpm abzentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde dann in den entsprechenden Puffern des
Herstellers resuspendiert und die Plasmid-DNA isoliert. Die Aufreinigung wurde nach
Angaben des Herstellers durchgefihrt. Letztlich wurde die Plasmid-DNA mit 50 pl TE-
oder EB-Puffer (2.12) eluiert und die DNA-Konzentration der Ldsung bestimmt
(3.4.2.5).
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34.13 Isolierung von Plasmid-DNA im préparativen MaRstab (alkalische Lyse
nach BIRNBOIM & DoLy, 1979; modifiziert)

Um eine grolere Menge an hochreiner Plasmid-DNA fir Zellkulturexperimente
aufzureinigen wurde, eine 30 ml TBamp-Schiittelkultur (UN; 110 rpm; 37°C) angesetzt

und mit den entsprechenden E. coli-Bakterien beimpft (3.2.1.1).

Die Uber Nacht gewachsene Bakterien-Kultur wurde fur 15 min. bei 5.000 rpm und 4°C
abzentrifugiert (Rotina R35, Hettich, Tuttlingen) und das entstandene Zellpellet in 5 ml
PP-Losung | (2.12) resuspendiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von 10 ml frisch
angesetzter PP-Losung Il (2.12) alkalisch lysiert und anschlieBend wurde die
Suspension durch Zugabe von 7,5 ml PP-Losung 11l (2.12) neutralisiert. Wahrend der
nachfolgenden finfmindtigen Inkubation auf Eis fielen Proteine und damit verbundene
genomische DNA aus; episomale DNA renaturierte hingegen. Der Uberstand, der durch
eine anschlieBende Zentrifugation (15 min.; 5.000 rpm; 4°C) gewonnen wurde, wurde
zur Fallung der DNA mit 0,7 Volumen Isopropanol (3.4.2.3) versetzt und fur 5 min. auf
Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation (15 min.; 5.000 rpm; 4°C) wurde das
Pellet in 3 ml TE-Puffer gel6st und fiir eine RNA-Fallung mit gleichem Volumen auf
-20°C gekuhltes 5 M LiCl versetzt. Es folgte eine Zentrifugation (15 min.; 5.000 rpm;
4°C), nach der der DNA-haltige Uberstand mit gleichem Volumen Isopropanol fiir 15
min. bei RT geféllt wurde. Die anschliefende Zentrifugation (15 min.; 5000 rpm; 4°C)
pelletierte die DNA, die nach dem Trocknen in 0,5 ml TE-Puffer resuspendiert wurde.
Die noch in dem Ansatz vorhandene RNA wurde durch die Zugabe von 10 pg RNase A
wahrend einer 30-minutigen Inkubation bei RT abgebaut. Eine letzte DNA-Féllung
folgte durch Zugabe von einem Volumen PP-Ldsung IV (2.12) und Zentrifugation fir 5
min. bei 14000 rpm bei RT. Das DNA-Pellet wurde anschlieend in 400 pl TE-Puffer
solvatisiert, bevor sie einer dreimaligen Phenol/Chloroform-Extraktion (3.4.2.1)
unterzogen wurde. Nach einer abschlieBenden Ethanol-Fallung (3.4.2.2) wurde das
DNA-Pellet in 500 pl TE-Puffer aufgenommen und die DNA-Konzentration
photometrisch vermessen (3.4.2.5). Die DNA-Ausbeute lag bei dieser Methode
zwischen 1 und 4 pg/pl.
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34.14 Isolierung von Plasmid-DNA im analytischen Malistab mit dem QIAGEN
Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden)

Das QIAGEN Plasmid Maxi Kit wurde verwendet, um gréliere Mengen an reiner DNA

zu gewinnen, die in Zellkulturexperimenten eingesetzt werden konnte.

Einhundert ml einer GN-Kultur wurden 15 min. bei 5.000 rpm und 4°C abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde dann in den entsprechenden Puffern
des Herstellers resuspendiert und die Plasmid-DNA isoliert. Die Aufreinigung wurde
nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Letztlich wurde die Plasmid-DNA durch
Zugabe von Isopropanol (3.4.2.3) geféllt, die DNA in 500 pl TE-Puffer resuspendiert.
und die DNA-Konzentration der Losung bestimmt (3.4.2.5). Die DNA-Ausbeute lag bei
dieser Methode zwischen 1 und 4 pg/ul.

3.4.2 Reinigung und Konzentrierung von DNA

34.2.1 Phenol/Chloroform-Extraktion

Proteine und Protein-DNA-Komplexe konnen aus Plasmid-DNA-haltigen, wéssrigen

Losungen sehr einfach durch Extraktion mit Phenol/Chloroform entfernt werden.

Die DNA-haltige Losung wurde 1:1 mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1;
Sigma, Steinheim) versetzt und nach intensivem Mischen 2 min. bei 14.000 rpm
abzentrifugiert. Es ergab sich eine Phasentrennung, wobei die untere organische Phase,
sowie die Interphase verworfen wurden, wahrend die obere wassrige, DNA-haltige
Phase weiterverarbeitet wurde. Zumeist wurde die Extraktion dreimal durchgefiihrt. Die
obere Phase wurde anschlieRend zur Konzentrierung der DNA, sowie zur Entfernung
von Resten der organischen Losungsmittel mit Ethanol (3.4.2.2) oder Isopropanol
(3.4.2.3) gefllt.
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3.4.2.2 Ethanol-Féallung von DNA

Um DNA aus wassrigen Losungen zu féllen, nutzt man die Moglichkeit, mit Hilfe von
Ethanol der Nukleinsdure die Hydrathille zu entziehen, wodurch die DNA-Molekile
ausfallen. Dieses Verfahren kann zum Konzentrieren von DNA, aber auch zum

Pufferwechsel genutzt werden.

Zur Steigerung der Féllungseffizienz wurden 1/10 Volumen 7 bis 10 M Ammonium-
acetat und anschlielend zum Féllen der DNA 2,5 Volumen 96 % Ethanol zugegeben.
Nach intensivem Mischen erfolgte eine 15 bis 20-mindtige Inkubation bei -20°C. Eine
anschlieBende Zentrifugation (15-20 min.; 14.000 rpm; 4°C) pelletierte die
ausgefallene DNA, die danach durch einen Waschschritt mit 70 % Ethanol von
restlichen Salzen befreit wurde. Nach Trocknung des Pellets durch Inkubation des
Gefalles mit offenem Deckel bei RT fiir 10 min. wurde die DNA in der benotigten

Menge TE-Puffer oder H,Opigest SOlVatisiert.

34.2.3 Isopropanol-Fallung von DNA

DNA kann aus wassrigen Losungen mit Hilfe von Isopropanol geféllt werden. Die
Vorteile von Isopropanol gegenlber Ethanol sind die geringere Menge (nur 0,7 bis 1
Volumen), die zur Fallung bendtigt wird, die Mdglichkeit der Inkubation bei RT und
dass weniger Salze zusammen mit der DNA ausfallen. Ein Nachteil ist jedoch, dass sich
Isopropanol weniger leicht als Ethanol entfernen lasst. Es wurde bei der Fallung

ansonsten nach dem gleichen Protokoll wie in Kapitel 3.4.2.2 vorgegangen.

34.24 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Mit Hilfe von Agarosegelen (3.4.2.6) aufgetrennte oder isolierte DNA bzw. DNA-
Fragmente konnten mit dem ,QlAquick Gel Extraction Kit’ (Qiagen, Hilden) von
Agaroseresten befreit und anschlieBend wieder in Lésung gebracht werden. Dieses
Verfahren wurde zumeist nach Restriktions-Spaltungen (3.4.4.1) und vor Ligationen

(3.4.4.2) angewandt, um Proteinreste und ungewollte DNA-Fragmente zu entfernen.
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Die zu extrahierende DNA wurde auf ein mit Ethidiumbromid versetztes 1 %-iges TAE-
Agarosegel gegeben und durch Stromzufuhr im elektrischen Feld aufgetrennt (3.4.2.6).
AnschlieBend wurde die gewiinschte DNA-Bande wéhrend kurzer Exposition im UV-
Durchlicht mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten. Das weitere VVorgehen erfolgte
nach Anleitung des Herstellers. Die DNA wurde letztlich mit 30 ul TE- oder EB-Puffer
eluiert. Die DNA-Konzentration wurde mittels Photometer (3.4.2.5) oder indirekt ber
ein Agarosegel (3.4.2.6) im Vergleich mit Proben mit bekannten DNA-Konzentrationen

bestimmt.

3.4.25 DNA-Konzentrationsbhestimmung in Losungen

Die Konzentrationsbestimmung von DNA in einer Losung wurde entweder mit Hilfe
von UV-Spektrophotometrie (Spektralphotometer DU70, Beckman, Miinchen oder
eppendorf Biophotometer, Eppendorf, Hamburg) oder vergleichender Agarosegel-
Elektrophorese (3.4.2.6) mit standardisierten Proben, z.B. DNA-Langenstandards (2.9),
durchgefunhrt.

Nukleinsauren besitzen ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260 nm.
Eine Extinktion von 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg ds (double-stranded)
DNA/mI, 35ug RNA/ml oder 33 ug ss (single-stranded) DNA/mI bei einer
Schichtdicke der Kivette von 1 cm. Die zu vermessende Probe wurde in der Regel 100-
fach verdinnt und in eine entsprechende Messkivette Uberfihrt. Nach der Formel:
c=E - f-K (c = Konzentration [pug/ml], E = Extinktion, f=Verdiinnungsfaktor,
K = nukleinsdurespezifischer Multiplikator) konnte dann die DNA-Konzentration

bestimmt werden.

Die Reinheit einer DNA-L6sung konnte durch den Quotienten der Extinktion bei
260 nm und 280 nm ermittelt werden, da Proteine, die die Ldsung verunreinigen, eine
hohe Absorption bei 280 nm und eine geringe bei 260 nm aufweisen. Charakteristisch

flir eine saubere DNA-L6sung war ein Wert des Quotienten zwischen 1,85 und 1,95.
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3.4.2.6  Agarosegel-Elektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese konnen DNA und andere geladene Strukturen
nach GroRe, Konformation und Ladung getrennt und analysiert werden. Die negativ
geladene DNA wandert im elektrischen Feld durch das Netzwerk der Agarose zur
Anode. Die Laufstrecke und Geschwindigkeit ist abhangig von der angelegten
Spannung, der Konzentration der Agarose, des Laufpuffers, sowie der Ladung, GroRe

und Konformation der DNA.

Je nach Grolie des elektrophoretisch aufzutrennenden DNA-Fragments wurden Gele mit
einer Agarose-Konzentration zwischen 0,8 und 1,5 % (w/v) verwendet; je Kleiner die
erwarteten Fragmente, desto hoher wurde die Agarose-Konzentration gewahlt. Fir die
Herstellung der Gele wurde der gleiche TAE-Puffer (2.12) verwendet, der spater auch
als Laufpuffer genutzt werden sollte. Zu Darstellung der DNA wurde dem Gel
zusétzlich Ethidiumbromid (2.12) bis zu einer Endkonzentration von 0,1 pg/mi
zugegeben. Diese Substanz interkaliert in Nukleinsduren, und mit Hilfe von UV-Licht
konnen die DNA-Fragmente sichtbar gemacht werden. Um die aufgetragenen DNA-
Proben zu beschweren, wurden sie mit 1/6 Volumen Probenauftragspuffer 1 (2.12)
versetzt, mit dessen Hilfe auch die Lauffront durch zugegebene Farbstoffe markiert
wurde. Die Elektrophorese fand bei einer konstanten Spannung, je nach Bedarf
zwischen 30V und 120V, statt. Anschlielend konnten die aufgetrennten DNA-
Fragmente durch Fluoreszenz im UV-Durchlicht bei einer Wellenldange von 302 nm
sichtbar gemacht und fotografisch dokumentiert werden. Eine Langenbestimmung und
eine ungefédhre Mengenabschatzung der auf das Gel aufgetragenen DNA-Fragmente
wurde durch gleichzeitiges Beladen mit DNA-Léangenstandards mit bekannten

FragmentgroRen und -mengen ermdglicht (2.9).

3.4.3 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen der DNA wurden entweder von der Firma MWG Biotech AG,
Ebersberg oder mit dem ABI 373 DNA-Sequencer (Applied Biosystems, Weiterstadt)
durchgefhrt.
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Fur die Sequenzierungen durch die Firma MWG Biotech wurden 2 pg Plasmid-DNA,
die mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt worden waren
(3.4.1.2), und 100 pmol Sequenzier-Oligonukleotid verschickt.

Fur Sequenzierungen mit dem ABI 373 DNA-Sequencer wurde das ,Prism Ready
Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit’ (Applied Biosystems,
Weiterstadt) verwendet. Die als Matrize verwendete Plasmid-DNA wurde mit dem
,QlAprep Spin Miniprep Kit’ (3.4.1.2) aufgereinigt. Die Durchfiihrung der
Sequenzierungsreaktion, die Sequenziergel-Herstellung, sowie Lauf des Sequenziergels

und die Auswertung der Sequenzen erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

3.4.4 DNA-Arbeiten mit Enzymen

3.4.4.1  Spaltung von DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen (REN) spalten sequenzspezifisch eine meist palindromische
DNA-Sequenz und dienen insbesondere bei molekularen Klonierungen als Hilfsmittel.
Weiterhin werden sie zum Nachweis von Restriktionsschnittstellen eingesetzt, z.B. zur
Identifikation von Plasmiden oder der Kontrolle nach Ligationen. Die Aktivitat der
REN ist auf spezifische Puffer- und Temperaturbedingungen angewiesen. Sofern
erforderlich, wurde zur Stabilisierung und zur Férderung der Aktivitat des Enzyms BSA
zugegeben. Bei Bedarf konnten bei gleicher Puffer- und Temperaturanforderung zwei
Enzyme gleichzeitig in eine Spaltung eingesetzt werden.

Fur analytische Spaltungen wurden in einem Ansatz 0,2 g der zu untersuchenden DNA
zusammen mit 1-2 U Enzym, 2 pl 10x Puffer und einer entsprechenden Menge
H2Obigest €iNgesetzt, um auf ein Endvolumen von 20 pl zu kommen. Analytische
Spaltungen wurden zumeist fir 1 h inkubiert und anschlieRend gelelektrophoretisch
Uberprift. Fur praparative Spaltungen wurden zwischen 1 und 5 pg Vektor mit den
entsprechenden Enzymen nacheinander je in einem Gesamtvolumen von 50 pl
geschnitten. Die generelle Zusammensetzung des Spaltungsansatzes ist die gleiche wie
bei der analytischen Spaltung. Die Inkubationsdauer belief sich bei der erforderlichen
Temperatur auf 3 bis 16 h. Nach jeder Spaltung wurde die DNA gelelektrophoretisch
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aufgetrennt und mit Hilfe des ,QIAquick Gel Extraction Kit’ aufgearbeitet (3.4.2.4).
Analog wurde das zu inserierende DNA-Fragment (PCR-Fragment bzw. aus Plasmid-
DNA) behandelt. AnschlieBend konnten die geschnittenen, aufgereinigten DNA-
Fragmente in die Ligation (3.4.4.2) eingesetzt werden.

3.4.4.2  Ligation von DNA-Fragmenten

Wahrend einer Ligation werden DNA-Fragmente tber kompatible Enden kovalent
miteinander verbunden. Dazu spaltet man ein DNA-Fragment (z.B. Amplifikat einer
PCR) und einen Vektor mit geeigneten Restriktionsendonukleasen (3.4.4.1). Nach
Aufreinigung beider Komponenten verknupft die T4 DNA-Ligase (2.4) unter ATP-
Verbrauch die 5’-Phosphat- und die 3’-Hydroxylgruppe der DNA-Enden Uber eine
Phosphodiesterbindung miteinander.

Zumeist wurde ein Ligations-Gesamtvolumen von 20 pl angesetzt. Dieses setzte sich
zusammen aus 5 U T4 DNA-Ligase, 2 pl 10 x T4 DNA Ligase-Puffer, 2 ul PEG4000
(50 % [w/v]), ca. 0,1 ug Vektor-DNA und dem zu inserierenden DNA-Fragment im
molaren Verhaltnis 1:5, sowie H,Opigest. Nach intensivem Mischen wurde der Ansatz fir
16 h bei 15°C im Wasserbad inkubiert, um anschlieBend direkt in DH5a-Zellen

transformiert (3.2.1.5) zu werden.

3.4.43  Aufpolymerisierung von tiberhangenden DNA-Enden

Bei Restriktionsspaltungen von dsDNA entstehen oft bis zu 5 Nukleotide lange
einzelstringige DNA-Uberhdnge. Um  5’-Uberhdange zu stumpfen Enden
aufzupolymerisieren und 3’-Uberhénge abzuspalten, benutzt man das N-terminale
Fragment der E. coli DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment) (2.4). Diese Methode wird
genutzt, um z.B. Restriktionsschnittstellen zu entfernen, oder um DNA-Fragmente mit

inkompatiblen Enden miteinander verbinden zu kénnen.

Die Aufpolymerisierung erfolgte nach einer praparativen Restriktionsspaltung, von der
direkt 45 pl eingesetzt wurden. Um ein Gesamtvolumen von 54,4 ul zu erreichen,
wurden schlieBlich noch 54 pul 10x Klenow-Puffer, 2ul dNTP (je 1mM,;
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Endkonzentration: 37 uM) und 2 pl Klenow-Fragment (5 U/ul) zugegeben. Dieser
Ansatz wurde fur 15 min. bei 25°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
1,2l 0,5M EDTA und Inkubation fir 20 min. bei 75°C abgestoppt. Der gesamte
Ansatz wurde schlieBlich gelelektrophoretisch aufgetrennt (3.4.2.6), das gewiinschte
DNA-Fragment aus dem Gel eluiert (3.4.2.4) und in nachfolgende Experimente

eingesetzt.

3.4.4.4  Dephosphorylierung von DNA

Plasmid-DNA und insbesondere Vektoren, die mit nur einer Restriktionsendonuklease
gespalten wurden, neigen wéhrend einer Ligation zur Rezirkularisation. Mit Hilfe einer
alkalischen Phosphatase (shrimp alkaline phosphatase; SAP) koénnen die Phosphat-
gruppen an beiden 5’-Enden entfernt und damit eine Religation verhindert werden.

Die Dephosphorylierung erfolgte stets nach der Restriktionsspaltung, indem der 50 pl
Ansatz mit 2 ul SAP (1 U/ul) und 5,7 pl 10 x SAP-Puffer versetzt wurde. Nach einer
30-minutigen Inkubation bei 37°C und einer anschlielenden Inaktivierung des Enzyms
fir 25 min. bei 80°C wurde der Ansatz auf ein praparatives Agarosegel (3.4.2.6)
gegeben und das bendtigte DNA-Fragment aus dem Gel eluiert (3.4.2.4). Danach
konnte die aufgereinigte, dephosphorylierte Vektor-DNA in die Ligation (3.4.4.2)

eingesetzt werden.

3.4.45 Polymerase-Kettenreaktion (SAIki et al., 1985)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) ist es
mdoglich, definierte DNA-Sequenzen mit Hilfe wvon spezifisch bindenden
Oligonukleotidprimern in vitro zu amplifizieren. Dies wird durch spezielle Puffer- und
Temperaturbedingungen unter Verwendung einer thermostabilen DNA-Polymerase
erreicht. Zumeist werden hierflr die Tag-Polymerase (aus dem marinen, thermophilen

Prokaryonten Thermus aquaticus) oder Derivate verwendet.

Fur eine PCR, die in dieser Arbeit stets ein Gesamtvolumen von 50 pul umfasste, wurden

pg- bis ng-Mengen an DNA als Matrize benutzt. Desweiteren zwei
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Oligonukleotidprimer (je 10 pmol), die mit ihren 3’-Enden nach Hybridisierung an die
Ziel-DNA aufeinander zuweisen, 200 uM dNTP-Mix (2.6), 10 x Polymerase-Puffer,
1,5-3 mM MgCl; und 1 -2 U Polymerase. Die Zusammensetzung des Puffers, sowie
die MgCl,-Konzentration waren je nach verwendeter Polymerase (2.4) verschieden. Die
PCR selbst wurde in einem Thermocycler der Firma Perkin Elmer (GeneAmp PCR
System 9600) durchgefihrt.

Es wurden je nach Bedarf zwischen 20 und 35 Amplifikations-Zyklen, bestehend aus
Denaturierung (94°C), Annealing (Temperatur je nach Oligonukleotid) und Elongation
(72°C) durchgefiihrt.

3.4.5 Molekulare Klonierung mit dem PCR Cloning Kit (Qiagen, Hilden)

Das PCR Cloning Kit (Qiagen, Hilden) erlaubt die schnelle Insertion von PCR-
Fragmenten mit 3’-A-Uberhangen, die mit der Tag-Polymerase (Roche Diagnostics,
Mannheim) oder der PowerScript Long DNA Polymerase (PanBiotech, Aidenbach) in
der PCR amplifiziert worden sind, in den im Kit enthaltenen Vektor pDrive (2.5). Die
Ligation wurde nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Nach der anschlieRenden
Transformation in E. coli DH5a konnte mit Hilfe von LBamp-X-Gal-IPTG-Platten nicht
nur auf Antibiotikaresistenz selektiert werden, sondern auch mit Hilfe der Blau/Weil3-
Detektion.

3.4.6 DNA-Nachweismethoden

3.4.6.1  Southern-Blot (SOUTHERN, 1975)

Mit Hilfe des Southern-Blots wurde virale DNA aus Nukleokapsiden auf eine

Nylonmembran tbertragen, dort fixiert und nachgewiesen.
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34.6.1.1 DNA-Isolierung und Gelelektrophorese

HBV-Nukleokapside aus Zelllysaten (3.3.6) wurden zundchst immunprézipitiert
(3.4.8.1) und anschlielRend die verpackten viralen Nukleinsauren isoliert (3.4.6.3). Die
erhaltenen getrockneten DNA-Pellets wurden in 13 pl 1 x Probenauftragspuffer | (2.12)
resuspendiert und Uber ein TAE-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (3.4.2.6). Als
GroRen- und Positivkontrolle wurden 50 - 100 pg eines 3,2 kb grofRen, mit ECORV
geschnittenen HBV-Fragments in einer parallelen Spur aufgetragen. Nach der
Gelelektrophorese wurde das Gel zweimal fiir 15 min. in Denaturierungs-Puffer (2.12)
geschwenkt, um flr die spétere Hybridisierung der Sonde die Doppelstrdénge der DNA

voneinander zu trennen.

3.4.6.1.2 DNA-Transfer auf eine Nylonmembran

Der DNA-Transfer aus dem Agarosegel erfolgte mittels Kapillarblot Giber Nacht auf die
positiv geladene Nylonmembran Hybond-N+, die eine PorengréRe von 0,45 pum besald
(Amersham Biosciences, Freiburg; 2.15). Dabei wurde durch die Blotting-Vorrichtung
ein Flissigkeitsstrom erzeugt, der die von der Pufferlosung (Denaturierungs-Puffer;
2.12) mitgetragene denaturierte DNA durch das Agarosegel auf die Membran
beférderte. Nach dem Blotten wurde die DNA-tragende Nylonmembran zweimal fur 15
min. in Neutralisations-Puffer (2.12) geschwenkt. AnschlieRend wurde die Membran
kurz getrocknet und die DNA-Fragmente fiir eine Minute mit 125 mJ/cm? durch UV-
Licht im Hoefer UVC500 UV Crosslinker (Amersham Biosciences, Freiburg) auf die
Membran fixiert. Die Membran wurde nun bis zur Hybridisierung trocken und

lichtgeschutzt gelagert.

3.4.6.1.3 Herstellung der mit alkalischer Phosphatase markierten Sonde

Zum Nachweis der HBV-DNA wurde als Sonde das vollstdndige HBV Genom aus dem
Plasmid pRVHBV1.5 (2.5) mit Hilfe von EcoRV ausgeschnitten (3.4.4.1) und
aufgereinigt (3.4.2.4). Die Herstellung von etwa 100 ng Sonde erfolgte nach der
Vorgabe des Herstellers mit dem ,AlkPhos Direct Labelling Reagents’ Kit (Amersham
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Biosciences, Freiburg). Dabei wurde eine thermostabile alkalische Phosphatase (AP) an
die HBV-DNA-Sonde gekoppelt, die nach der Hybridisierung an die Proben-DNA
(3.4.6.1.4) mit Hilfe des ,CDP-Star Detection Reagents’ (Amersham Biosciences,

Freiburg; 2.15) iber Chemiluminiszenz nachgewiesen werden konnte.

3.4.6.14 Hybridisierung

Fur die Hybridisierung der Proben-DNA mit der AP-markierten HBV-Sonde wurde
zunéchst der im ,AlkPhos Direct’-Kit vorhandene Hybridisierungspuffer mit NaCl und
Blocking Reagenz bis zu einer Endkonzentration von 0,5 M bzw. 4 % (w/v) supplimiert
und bei 65°C unter Rlhren suspensiert. Die Membran wurde mit der DNA-fixierten
Seite nach innen in eine Hybridisierungsréhre tberfilhrt und mit 0,125 ml/cm?
Membranflache supplimierten Hybridisierungspuffer mindestens 30 min. bei 65°C unter
Rotieren im Hybridisierungsofen (Hybaid, Heidelberg) préinkubiert. AnschlieRend
wurde die AP-markierte HBV-Genom-Sonde zu der Prahybridisierungslésung gegeben
und UN zur Hybridisierung bei 65°C drehend inkubiert. Wéhrend dieser Zeit sollte
geniigend Sondenmaterial an die auf der Membran fixierte, zur Sonde komplementaren

Proben-DNA hybridisiert haben, um ein nachweisbares Signal zu generieren.

3.46.15 Detektion der Sonde

Die Membran in der Hybridisierungsréhre wurde zundchst dreimal fur 15 min. mit
frisch angesetztem, auf 65°C temperierten Waschpuffer A (2.12) gewaschen
(2 - 5 ml/cm?). AnschlieRend erfolgten zwei weitere Waschschritte fiir jeweils 10 min.
mit Waschpuffer B (2.12) in einer Plastikschale bei RT auf dem Horizontal-Schiittler
(GFL, Burgwedel). Die Detektion der AP-markierten Sonde erfolgte durch Inkubation
der noch feuchten Nylonmembran fiir 2 - 5 min mit 30 - 40 pl/cm? ,CDP-Star detection
reagents’ (2.13). Nach der Inkubation wurde die Flussigkeit von der Membran durch
Abtropfen entfernt, die Membran in einen Hybridisierungsbeutel (Hybridization Bag,
GIBCO BRL) eingeschweil3t und in einer Gelkassette mit Rontgenfilm (Kodak BioMax



METHODEN 72

MR Film, MR-1; Sigma, Steinheim) inkubiert. Die Exposition erfolgte (ber einen

Zeitraum von 5 - 60 min., bevor der Réntgenfilm entwickelt wurde (3.4.6.1.6).

3.4.6.1.6 Entwicklung von Rontgenfilmen

Die Entwicklung der Rontgenfilme (Kodak BioMax MR Film, MR-1; Sigma,
Steinheim) erfolgte in der Dunkelkammer. Zunéchst wurde der Rontgenfilm fur 2 min.
in ein ,Entwickler’-Bad (2.16) getaucht, dem sich eine kurze Inkubation in einem
Stoppbad (5%-ige Essigsaure) anschloss. Anschliefend wurde der Film flr 2 min. in
eine Fixierungslosung (2.16) gegeben, bevor er mit H,Opigest gut gewassert wurde.

Letztendlich wurde der Film bei Raumtemperatur getrocknet.

3.4.6.2  Nachweis von HBV-DNA mittels der ,endogenen Polymerase Reaktion’

Die in viralen Nukleokapsiden und Virus-Partikeln vorhandene endogene virale
Polymerase gestattet nach Zugabe von in o-Stellung mit 3P radioaktiv markierten
Nukleotiden einen Nachweis der HBV-DNA. Wahrend der ,endogenen Polymerase
Reaktion’ (EPR) werden diese Nukleotide von der viralen Polymerase zur Verlédngerung
des inkompletten (+)-Stranges des partiell doppelstrangigen HBV-Genoms benutzt,
welches dadurch radioaktiv markiert wird und mit entsprechenden Methoden
nachweisbar ist. Gleichzeitig dient dieses Verfahren sowohl als indirekter Nachweis flr
eine funktionelle Polymerase, als auch fir intakte Nukleokapside.

Zunachst wurden Nukleokapside aus Zelllysaten (3.3.6) und Virionen aus Zellkultur-
Uberstdanden von HBV-transfizierten HuH7-Zellen immunprézipitiert (3.4.8.1). Nach
einem Waschschritt mit PBS wund anschlielender Zentrifugation wurde das
Sepharosepellet mit Hilfe einer diinnen Pasteurpipette restlos von Flissigkeitsresten
befreit.

Die radioaktive Markierung des HBV-Genoms wurde durch Zugabe von o*?P-dCTP
(2.11) erreicht, das zu den anderen Nukleotiden dGTP, dATP und dTTP (2.6) in den
Reaktionsansatz zugegeben wurde. Der Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 pl

setzte sich folgendermalRen zusammen:
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2 x inc. Polymerase-Puffer (2.12) 25 ul
1 M MgCl, 1 pl
10 % (v/v) R-Mercapto-Ethanol 0,5 ul
10 % (v/v) NP40 2,5 ul
30 mM dATP-dGTP-dTTP-Gemisch 2 ul
o*2P-dCTP (10 pCi/pl) 1 pl
H2Obigest 18 ul

Nach Zugabe des Reaktionsansatzes zu den Sepharosepellets erfolgte eine Inkubation
Uber Nacht bei 37°C, in deren Verlauf die radioaktiv markierten Nukleotide in das
virale, partiell doppelstrdéngige Genom eingebaut wurden. AnschlieBend wurde die
DNA aus den Proben isoliert (3.4.6.3), nach dem Trocknen in 13l
1 x Probenauftragspuffer I aufgenommen und auf ein 1 %-iges TAE-Agarosegel (ohne
Ethidiumbromid) aufgetragen. Nach erfolgter Auftrennung der DNA wurde das Gel auf
Whatman-Papier Uberfiihrt und im Geltrockner (Biotec Fischer, Reiskirchen) unter
Vakuum und Hitze getrocknet. Die radioaktiven Signale der markierten HBV-DNA
wurden dann flr 10 bis 24 h, zum Teil auch langer, in einer Gelkassette auf einem
Kodak-Screen (Biorad, Miinchen, 3.1.8) gesammelt. Ausgewertet wurden die Signale
mit Hilfe des Phosphoimagers ,Molecular Imager FX’ und der Software ,Quantity One
4.3.0 Build 019’ (Biorad, Munchen).

3.4.6.3  DNA-Isolierung aus angereicherten Nukleokapsiden und Virionen

Nukleokapside aus Zelllysaten (3.3.6) und Virionen aus Zellkulturiiberstdnden wurden
mittels Immunprazipitation (3.4.8.1) angereichert, bevor die HBV-DNA isoliert wurde.
Das Ausgangsvolumen betrug 50 ul aus einem EPR-Ansatz (3.4.6.2), oder das
Sepharosepellet wurde mit PBS/2x inc. Polymerase-Puffer (1:1) auf 50 pl aufgefullt.

Zunachst wurde die DNA, die auRerhalb der Kapside vorhanden war, enzymatisch mit
Hilfe von DNase | entfernt, um unspezifische Signale zu minimieren. Dafur wurde fir
jede Probe folgender Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 ul hergestellt, zu dem

50 pl Ausgangsvolumen hinzupipettiert und fiir 30 min. bei 37°C inkubiert wurden:
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DNase | (10 mg/ml) 0,5 ul
2x inc. Polymerase-Puffer 10 pl
H2Obidest 9,5 ul

Um an die Nukleinsdure im Inneren der Kapside zu gelangen, schloss sich eine
Proteinase K-Inkubation an, wahrend der die Nukleokapsid-Proteine gespalten und die
DNase | inaktiviert wurden. Es wurden hierfur pro Ansatz die folgenden Komponenten

vorgemischt und gemeinsam zu den Proben pipettiert:

2x Proteinase K-Puffer 65,1 pl
Proteinase K (10 mg/ml) 4,2 ul
t-RNA (10 mg/ml) 0,7 ul

Wieder wurden die Proben fur 30 min. bei 37°C inkubiert. Um die DNA aufzureinigen,
erfolgte eine Extraktion mit einem Volumen Phenol/Chloroform (3.4.2.1). Die
wassrigen Phasen der Proben wurden zweimal mit dem 2,75-fachen Volumen
96 % Ethanol/10 M Ammoniumacetat (10:1) fur jeweils 15 min. bei -20°C gefallt
(3.4.2.2) und anschlieBend jeweils fur 15 min. bei 14.000 rpm bei RT abzentrifugiert.
Zwischen den Fallungen wurde das DNA-Pellet in 100 ul TE-Puffer resuspendiert.
Nach der abschlieBenden Zentrifugation wurde das DNA-Pellet bei 37°C im Heizblock

getrocknet und in 13 pl 1 x Probenauftragspuffer (2.12) aufgenommen.

3.4.7 Nachweis von HBV-RNA mittels RT-PCR-Technik

Um zu (berpriifen, ob Nukleokapside pgRNA verpackt haben, kann man sich der
Reversen Transkriptase (RT)-PCR-Technik bedienen. Diese erlaubt es, RNA in cDNA
umzuschreiben, die anschliefend mittels PCR (3.4.4.5) amplifiziert werden kann.

Die zu untersuchenden zytosolischen Nukleokapside wurden durch Zelllyse (3.3.6) und
anschlieBende Immunprézipitation (3.4.8.1) angereichert. Nach Waschen des
Sepharosepellets mit PBS folgte ein enzymatischer Abbau der Nukleinsauren aulRerhalb

der Nukleokapside durch eine kombinierte DNase I/RNase A-Inkubation. Daflr wurde
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fir jede Probe folgender Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 70 pl hergestellt, zu
den Proben pipettiert und flr 1 h bei 37°C inkubiert:

2x inc. Polymerase-Puffer 35 ul
1 M MnCl, 1,5 ul
10 % (v/v) 3-Mercapto-Ethanol 0,5 ul
10 % (v/v) NP40 2,5 ul
DNase | (10 mg/ml) 0,5 ul
RNase A (5 mg/ml) 1l
H2Obidest 29 ul

Um die RNase A vor dem Aufspalten der Nukleokapside zu inaktivieren und damit der
Degradation von HBV-RNA vorzubeugen, wurde jede Probe mit 1 U ,RNasin Plus
RNase Inhibitor’ (Promega, Mannheim; 2.5) pro pl Ansatz versetzt und 1 h bei 37°C
inkubiert. Fur die anschlielende Proteinase K-Inkubation, wahrend der die Aufspaltung
der Nukleokapside erfolgte, wurden zu jeder Probe folgende Komponenten
hinzupipettiert:

2X Proteinase K-Puffer 65,1 ul
Proteinase K (10 mg/ml) 4,2 ul
t-RNA (10 mg/ml) 0,7 ul

Der Ansatz wurde fir 1 h bei 50°C inkubiert, bevor mit einem Volumen
Phenol/Chloroform eine Extraktion der Nukleinsauren durchgefihrt wurde (3.4.2.1).
Anschlieend wurden 2,5 Volumen 96 % Ethanol und 1/10 Volumen 10 M NH,Ac fir
eine Ethanolféallung (3.4.2.2) zugegeben, intensiv vermischt und fir 1 h bei -20°C
gelagert. Nach 30-minitiger Zentrifugation (14.000 rpm, 4°C) wurde der Uberstand
verworfen, das Pellet bei 37°C getrocknet und in 15 pul HyOpigest aufgenommen. Zehn pl
jeder Probe wurden schliefflich einer zweiten DNase-Inkubation (,Deoxyribonuklease |
AMP-D1’-Kit, Sigma, Steinheim) unterzogen. Dazu wurden jeweils 6 pl H2Opigest, 2 Ml
DNase | und 2 pl 10x DNase-Puffer zugegeben und fiir 20 min. bei RT inkubiert. Um
die DNase | zu inaktivieren, wurden jeweils 2 pl Stop-Puffer hinzu pipettiert und die
Ansatze bei 70°C fur 10 min. inkubiert. Diese Lésung konnte nun direkt in die RT-PCR

eingesetzt werden. Dazu wurden die Komponenten, die zum Teil aus dem ,0OneStep RT-
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PCR Kit’ (Qiagen, Hilden) stammten, zu einem Gesamtvolumen von 50 pl zusammen

pipettiert:
5x Puffer (Kit) 10 ul
dNTP-L6sung (40 mM) (Kit) 2 ul
Oligonukleotid #370 (10 pmol/ul) 4 ul
Oligonukleotid #410 (10 pmol/ul) 4 ul
Enzym-Mix (Kit) 2 ul
RNasin Plus 0,25 ul
H,0 ,RNase-free’ (Kit) 17,75 pl
RNA-LGsung 10 pl

Das Temperaturprogramm fiir die Durchfuhrung der PCR war wie folgt:

Reverse Transkription 35 min. 50°C
Inaktivierung RT-Polymerase &
. J Y 15 min. 95°C
Aktivierung der Polymerase
PCR mit 25 Zyklen:
Denaturierung 30 sec. 94°C
Annealing 20 sec. 53°C
Elongation 50 sec. 72°C
finale Elongation 5 min. 72°C

Zur Kontrolle, dass keine DNA in der Probe nach dem DNase I-Verdau vorhanden war,
wurde ein zweiter PCR-Ansatz analog dem oben angefiihrten angesetzt, der ohne die
initiale cDNA-Synthese direkt mit der 15-mindtigen Inaktivierung der RT-Polymerase
bei 95°C begann. AnschlieRend wurden jeweils 5 pl mit 1 pl 6 x Probenauftragspuffer |

(2.12) versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt und dokumentiert.
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3.4.8 Arbeiten mit Proteinen

3481 Immunprazipitation

HBV-Nukleokapside und Virionen konnten unter Verwendung von spezifischen
Antikdrpern, gebunden an Protein A-Sepharose (Sigma, Steinheim), aus Zelllysaten
respektive  Zellkulturiiberstanden transfizierter und transduzierter HuH7-Zellen
immunpréazipitiert werden. Die Nukleokapside wurden mit polyklonalem Kaninchen
anti-HBc-Antikorpern (2.8), die Virionen mit polyklonalem Schaf anti-HBs-
Antikorpern (2.8) immunprazipitiert.

Dazu wurde einen Tag vor der Ernte der Zellkultur pro Napf (6-Well-Schale) 3,5 mg
Protein A-Sepharose fir den Zellkulturiberstand und 2,5 mg fir das Zelllysat
abgewogen und in PBS aufgequollen. Nach dem Quellen wurde die Sepharose dreimal
mit PBS gewaschen und in 100 pl PBS aufgenommen. Anschlielend wurde sie mit 1 pl
anti-HBc (Lysat)- bzw. 1,5 ul anti-HBs (Medium)-Antikorper versetzt und UN bei 4°C
auf dem Uberkopf-Probenroller fiir die Antikorper-Protein A-Bindung inkubiert. Am
néchsten Tag wurde die Prdinkubation einmal mit PBS gewaschen, um ungebundene

Antikorper zu entfernen.

Nach der Zellernte wurden das geklérte Lysat (3.3.6) und der nach Zentrifugation von
unspezifischen Proteinen und Zelldebris befreite Zellkulturiberstand zu dem
Antikorper-Protein A-Sepahrosebeads gegeben. Es folgte die Immunprézipitation UN
bei 4°C auf dem Uberkopf-Probenroller (Snijders, Tilburg, NL). Vor Weiter-
verwendung wurden Immunprézipitate mit PBS gewaschen, um unspezifisch gebundene

und nicht gebundene Proteine zu entfernen.

3.4.8.2  Préaparation von Nukleokapsiden

34821 Anreicherung durch isopyknische CsCl-Dichtegradienten-Zentrifugation

Mit einem isopyknischen CsCl-Dichtegradienten ist es maoglich, Partikel nach ihrer

Dichte zu trennen. Mit Hilfe dieser Zentrifugation kénnen Nukleokapside und Virionen
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aus Zellkulturberstdnden transfizierter HuH7-Zellen voneinander getrennt und

angereichert werden.

Zunachst wurden 12 ml Zellkulturiiberstand durch eine Zentrifugation von 10 min. bei
5.000 rpm und 4°C von Zelldebris befreit. In 10 ml des Zentrifugationsuberstands
wurden 3,84 g CsClI gel6st und in Zentrifugenréhrchen (16 mm x 76 mm, Quick Seal
Tubes, Beckman, Minchen) dberfuhrt. Luftblasenfrei wurde das Réhrchen mit
Mineral6ol Bayol F (Serva, Heidelberg) volistandig befillt, zugeschweif3t und in einem
70.1 Ti Rotor (Beckman, Minchen) in der Ultrazentrifuge XL-70 (Beckman, Miinchen)
flr 48 h bei 48.000 rpm und 20°C zentrifugiert. AnschlieBend wurde das GeféalR oben
mit einem Skalpell aufgeschnitten, der Gradient vom Mineraldl befreit, von oben in 1
ml Fraktionen aufgeteilt und der jeweilige Brechungsindex der Fraktionen mit einem
Refraktometer (Zeiss, Jena) bestimmt. Anhand des Brechungsindex’ konnte die Dichte
der Fraktionen bestimmt werden, wobei sich im Gradienten Nukleokapside bei einer
Dichte von 1,33-1,37 g/ml und Virionen bei einer Dichte von 1,22 -1,26 g/ml
befanden.

Vor der sich anschlieBenden PEG-Féllung (3.4.8.2.2) fur einen nativen Western Blot
(3.4.8.3) wurden die Fraktionen mit einem Volumen PBS/NP40-Puffer (1% [v/v]
NP40; 0,2 % [w/v] DTT) versetzt.

3.4.8.2.2 Anreicherung durch PEG-Fallung

Das nicht-ionische, wasserlésliche Polyethylenglykol (PEG) ist in der Lage,
hochmolekulare Proteinaggregate aus Losungen zu fallen, wobei die biologische
Struktur und Aktivitdt nahezu unveréndert bleibt. HBV-Nukleokapside konnten aus
Zelllysaten und nach Entfernen der Virionen-Hulle mit NP40 aus Zellkulturliberstanden

prazipitiert werden.

Die gekldrten Uberstande einer Zelllyse (1 ml) (3.3.6) oder die mit PBS/NP40
versetzten Fraktionen eines CsCl-Dichtegradienten (2 ml) (3.4.8.2.1) wurden mit 10 %
(w/v) PEGS8000 und 2 % (w/v) NaCl versetzt und iber Nacht bei 4°C auf dem Proben-
Uberkopfroller (Snijders, Tilburg, Holland) inkubiert. Nach einer Zentrifugation (1 h;
4.000 rpm; 4°C) wurde der Uberstand verworfen und das Pellet in 20 pl TNE-Puffer im
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Thermoheizblock (Thriller, PEQLAB, Erlangen) fur 15 min. bei 1.400 rpm und 30°C
resuspendiert. Nach einer anschliefenden 15-minitigen Zentrifugation (4.000 rpm; 4°C)
wurde der kapsidhaltige Uberstand bis zur Agarosegel-Elektrophorese fiir den Western-
Blot (3.4.8.3) bei 4°C gelagert.

3.4.8.3  Western-Blot von Nukleokapsiden unter nativen Bedingungen

Hochmolekulare Proteinkomplexe wie z.B. HBV-Nukleokapside kénnen aufgrund ihrer
GroRe und Ladung im nativen Agarosegel aufgetrennt werden, ohne dass dabei ihre
Struktur denaturiert bzw. veréndert wird. AnschlieRend kdnnen die im Gel vorhandenen
Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert (Western Blot) und mittels

Immunoblot (3.4.8.4) nachgewiesen werden.

Die mit der PEG-Féllung (3.4.8.2.2) angereicherten Kapside eines Zelllysats (3.3.6)
oder von CsCl-Gradient-Fraktionen (3.4.8.2.1) wurden auf ein 1 %-iges TAE-
Agarosegel aufgetragen. Die Proben wurden vor dem Auftrag zum Beschweren mit 1/6
Volumen 6 x Probenauftragspuffer 11 (2.12) versetzt. Nach der Gelelektrophorese
wurden, analog zum Southern Blot (3.4.6.1), mit Hilfe eines Kapillarblots die
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran (Protran BA 85, Schleicher &
Schuell, Dassel) transferiert, indem ein Fllssigkeitsstrom aus einem 10x SSC-Puffer-
Vorrat durch das Gel und der aufliegenden Membran aufgebaut wurde. Der Transfer der
Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte UN bei RT.

3484 Immunoblot

Mit Hilfe des Immunoblots kénnen durch Verwendung von spezifischen Antikdrpern
auf Membranen immobilisierte Proteine nachgewiesen werden.

Die im Western-Blot (3.4.8.3) mit Proteinen beladene Nitrozellulose-Membran wurde
zundchst far 1 h bei RT mit Milchpuffer-Losung (2.12) schwenkend inkubiert, um
unspezifische Bindungen abzusattigen. Anschlieend folgten drei Waschschritte mit
PT-Waschpuffer (2.12) fur jeweils 15 min. bei RT auf dem Schuttler. Der
Primérantikorper (anti-HBcAg, polyklonales Kaninchen-Serum, DAKO, Hamburg)
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wurde in einer 1:2.000 Verdinnung in 0,05 ml/cm?® Milchpuffer-Losung zu der
Membran gegeben und fur 2 h bei RT in der rotierenden Hybridisierungsréhre inkubiert.
Es folgten wiederum drei Waschschritte a 15 min. mit PT-Waschpuffer. Der HRPO
(horseradish  peroxidase)-konjugierte  Sekundarantikérper (anti-Kaninchen, 1gG
[H + L], F[ab’],-Fragment, Esel; Dianova, Hamburg) wurde in einer Verdinnung von
1:50.000 in Milchpuffer-Lésung (0,4 ml/cm?) zu der Membran gegeben und fiir 1,5 h
auf dem Schiittler inkubiert. Anschlielend wurde die Nitrozellulose-Membran dreimal
fur je 15 min. mit PT-Waschpuffer und zweimal fur je 10 min. mit PBS gewaschen.

Die Detektion des Peroxidase-konjugierten Antikorpers erfolgte mit den ,ECL Western
Blotting Detection Reagents’ (Amersham Biosciences, Freiburg; 2.13). Es wurden je
0,025 ml/cm? der Lésungen 1 (Luminol) und 2 (Enhancer) vermischt und auf die noch
leicht feuchte Membran gegeben. Nach einer einminitigen Inkubation wurde
Uberschiussige Losung entfernt und die Membran in einen Plastikbeutel (2.15)
eingeschweift. AnschlieRend wurde ein Rontgenfilm (Kodak BioMax MR Film, MR-1;

Sigma, Steinheim) auf der Membran in einer Gelkassette fur 1 min. bis 2 h exponiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Funktionelle Oberflachen des HBV-Kapsids

Fur die Bildung von infektiosen Hepatitis-B-Virionen ist eine Umhdillung reifer
Nukleokapside an Kompartimenten von intrazellularen Membranen (wahrscheinlich
Post-ER, Pra-Golgi oder multivesicular bodies) absolut essentiell (PATZER et al., 1986;
HuoviLA et al., 1992; FReeD, 2002; VON SCHWEDLER et al.,, 2003). Mittels
Mutationsanalysen wurde die Oberflache des HBV Nukleokapsides auf mogliche
Interaktionspartner mit der N-terminalen Schleife des LHBs hin analysiert. Durch kurze,
ungerichtete Deletionen oder Insertionen im Coregen (KoscHEL et al., 1999; KOSCHEL
et al., 2000), sowie durch gezielte Alanin-Substitutionen von 52 auf der
Kapsidoberflache exponierten AS-Positionen (PONSEL & BRuss, 2003) konnten
Mutanten generiert werden, die die Verpackung der pgRNA, die Kapsidassemblierung
und die virale DNA Synthese erlaubten, die Umhillung jedoch blockierten. EIf der 52

getesteten Alanin-Mutanten zeigten die beschriebene Blockade der Umhllung.

Zur Validierung der Variabilitat und zur Bestimmung der funktionellen Bedeutung der
Positionen, an denen die Substitution mit Alanin einen umhillungsdefizienten Phénotyp
hervorbrachte, wurden in dieser Arbeit sechs dieser elf Positionen, die von Ponsel und
Bruss (PONSEL & BRuss, 2003) bestimmt worden waren, mit weiteren AS-Resten
substituiert und analysiert. Dies erfolgte in Hinblick auf die F&higkeit der
Umhdllungskompetenz bzw. der direkten Beteiligung des AS-Restes an der Umhdllung
durch die viralen Hullproteine wéhrend Transfektions-Experimenten in der Zellkultur.
Weiterhin wurden vier Positionen aus dem Alanin-Screening ausgewéhlt, die nach dem
AS-Austausch einen WT-dhnlichen Phanotyp aufwiesen. Auch diese Positionen wurden
durch weitere AS-Reste substituiert und auf ihre Beteiligung an dem
Umhllungsprozess hin untersucht. Nach Auswahl der Positionen wurden insgesamt 56

Mutanten hergestellt und in der Zellkultur getestet.

In einem weiteren Projekt sollte, ausgehend von einer einzelnen umhillungsdefizienten

Coreprotein-Mutante (I1126A), eine komplementierende Mutation innerhalb der Matrix-
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Doméne des postulierten Bindungspartners LHBs gefunden werden, die die Blockade
der Umhdillung aufheben kann. Dazu wurde ein Zellkultursystem entwickelt, welches
mit Hilfe eines MuLV (murine leukemia virus)-Retrovirus Transduktionssystems
erlaubt, ein replikationsnegatives, aber verpackungskompetentes HBV-Genom in
HuH7-Zellen Gberfihren zu koénnen. Dieses Genom erlaubte nur die Expression der
Hullproteine und diente als Matrize fir die in das HBV-Kapsid zu verpackende pgRNA,
wéhrend die Core- und die Polymerase-Proteine in trans zugefiihrt wurden. Die mit
Retroviren, die das HBV-Genom mit dem WT LHBs trugen, transduzierten HuH7-
Zellen sollten bei gleichzeitiger Expression des WT Coreproteins und der Polymerase in
der Lage sein, Virionen zu bilden und in den Kulturliberstand zu sezernieren. Bei
Expression der Core-Mutante hingegen sollte es nur zur Bildung reifer Nukleokapside
im Zytosol kommen, wéhrend der Umhullungsprozess blockiert sein wirde. Durch
Zufallssubstitutionen von einzelnen AS innerhalb der Matrix-Doméne (AS 103 - 124)
des LHBs sollte es spater mit diesem Transduktionssystem mdglich sein, die
Umhuillungskompetenz der Core-Mutante wieder herzustellen und sezernierte Virus-

Partikel nachzuweisen.

4.2 Charakterisierung von oberflachenexponierten AS-Positionen des

Coreproteins

4.2.1 Selektion der zu mutierenden AS-Positionen des Coreproteins

Das HBV Nukleokapsid besteht, abhangig von der Symmetrie, aus 90 (T = 3) bzw. 120
(T = 4) Coreprotein-Homodimeren. Die Darstellung der Kristallstruktur von T =4
Kapsiden bis zu einer Auflésung von 3,3 A erfolgte 1999 (WYNNE et al., 1999). Die
dort ermittelten Strukturdaten sind in der ,ProteinDataBank’ (http://www.rcsb.org/pdb/)
als Datei (,1qgt.pdb’) allgemein verfligbar und wurden wahrend dieser Arbeit mit der
3D-Visualisierungssoftware ~ DeepView/Swiss-PdbViewer  v3.7  der  Firma

GlaxoSmithKline (http://www.expasy.org/spdbv) bearbeitet.

Auf Basis dieser Kiristallstrukturdaten wurden in einer Mutagenese-Studie elf

oberflachenexponierte AS-Reste ermittelt, die nach Substitution zu Alanin die einzelnen
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Morphogenese-Schritte bis zum reifen Nukleokapsid erlaubten, die Umhillung jedoch
blockierten (PONSEL & BRuss, 2003). Wie in Abbildung 14 a) zu erkennen ist,
gruppierten sich die AS-Reste in zwei Bereichen. Der erste Bereich (L60, L95 und K96)

bildete eine Art ringformige Struktur um die Basis des Spikes, wahrend der zweite
Bereich (S17, F18, F122, 1126, R127, N136, A137 und 1139) eine flachige Struktur an
den Interdimer-Kontaktstellen darstellt (Abb. 14 b und c).

Abb. 14: Darstellung eines Coreprotein-Homodimers aus zwei verschiedenen Blickwinkeln
im Kugelmodell (a), zweier Coreprotein-Homodimere wahrend Dimer-Dimer-Kontakt im
Kugelmodell (b) und die Kontaktregion vergréRRert im Kugel- und Stiftmodell (c).
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Teilabbildung a) zeigt die Verteilung der elf AS-Positionen, die nach Alanin-Substitution
den umhillungsdefizienten Phanotyp generierten und hier in Gelb eingefarbt sind. Die
restlichen AS-Reste sind in Grau gehalten. In Teilabbildung b) sieht man zwei
Homodimere im direkten Kontakt miteinander im Blick von oben. Die Darstellung der
Teilabbildung c) zeigt diesen Kontakt im Ausschnitt vergroRert. Gut sichtbar sind die in
Gelb eingeférbten AS-Reste des rechten Homodimers (S17, F18, 1126 und R127), die in
den direkten Interdimer-Kontakt involviert sind.

Fur diese Arbeit wurden die folgenden sechs AS-Positionen ausgewdhlt, die nach
Alanin-Substitution die Umhillung der Nukleokapside blockierten: S17, L95, K96,
F122, 1126 und R127. S17 liegt am Ende der Helix al, L95 und K96 befinden sich in
der Spike-abwaérts gelegenen Helix a4b, und F122, 1126 sowie R127 sind in der Helix
a5 lokalisiert, wobei sie eine Art Ring um die lateralen Enden des Dimers bilden. Neben
diesen sechs Positionen, wurden vier AS-Reste ausgewahlt, die nach der Alanin-
Substitution einem WT-ahnlichen Phanotyp entsprachen. Dies waren die AS-Positionen
S21, D22, N90 und R98. Wahrend S21 und D22 zwischen a-Helix 1 und 2a und R98
innerhalb der Helix a4b gelegen sind, befindet sich N90 zwischen den a-Helices 4a und
4b. Mit der Auswahl dieser Positionen sollte ein Grofteil der Bereiche der Oberflachen
der Coreprotein-Homodimere abgedeckt sein, die fur die Umhillung wichtig sein
kdnnten (Abb.15 a und b).
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Abb. 15 (diese und vorherige Seite): Darstellung der ausgewahlten zehn zu untersuchenden
AS-Positionen im Kugelmodell eines Coreprotein-Homodimers aus zwei verschiedenen
Blickwinkeln.

Gezeigt sind die Vorder (a)- und Rickansicht (b) eines Coreprotein-Homodimers. Die vier
AS-Reste, die nach der Alanin-Substitution den WT Phénotyp zeigten, sind in Griin
dargestellt, wahrend die, die den umhillungsdefizienten Phénotyp zeigten, in Gelb
angefarbt worden sind.

4.2.2 Generierung der Coreprotein-Mutanten

An den zehn ausgewdhlten Positionen wurden insgesamt 56 AS-Substitutionen
vorgenommen, wobei die Auswahl der Substituenten fir jede Position unterschiedlich
war. Generell wurde darauf geachtet, dass die eingesetzten AS-Reste ein mdglichst
breites Spektrum an Eigenschaften wie Ladung, Struktur oder Polaritat abdeckten. Mit
Hilfe dieser Mutanten sollten die bendtigten Eigenschaften der mutierten AS-Positionen
hinsichtlich der Umhillungskompetenz sowie der Kapsidassemblierung ermittelt

werden kdnnen.

Die Expression der Coreproteine erfolgte mit Hilfe des Vektors pSVcore (2.5), der nach
Transfektion von HuH7-Zellen unter Kontrolle des SV40-early-Promoters grofie
Mengen Coreprotein exprimiert. Mit der Expression von Coreproteinen alleine wére nur
getestet worden, inwieweit die Mutanten zur Bildung von Kapsiden féahig sind, nicht

aber die Funktionalitat in Hinblick auf die vollstandige virale Morphogenese. Um dies
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mit den verschiedenen Core-Mutanten in vitro testen zu kénnen, mussten alle weiteren
benétigten HBV-Proteine und Nukleinsauren in der Zellkultur gleichzeitig in trans
produziert werden. Dies erfolgte mit Hilfe des Plasmids pSVHBV1.5core” (2.5),
welches die ca. 1,5-fache Kopie des viralen Genoms tragt und bis auf das Coreprotein
alle viralen Proteine und Nukleinsduren zur Verfligung stellt. Die Kotransfektion mit
dem Coreprotein-Expressionsvektor war nétig, da die Sequenz des Coregens im Genom
funktionell doppelt belegt ist (Polyadenylierungssignal, DR1 und N-terminaler Bereich
der Polymerase) und deshalb in pSVHBV1.5 (2.5) selbst keine Mutationen in das Gen

eingefuhrt werden konnten.

Die Substitutionen der AS wurden in vitro mittels PCR-Mutagenese durchgefiihrt. Dazu
war es notig, ein bis drei Basen des Coregens auszutauschen, um das gewunschte, fur
die neue AS kodierende Basentriplett zu generieren. Die Mutagenese bestand aus drei
PCR-Schritten (3.4.4.5), der Ligation des PCR-Fragments Gber BamHI und BspEl in
den Expressionsvektor (3.4.4.2) und der anschliefenden Sequenzierung des Coregens
(3.4.3).

Die erste PCR wurde mit dem flankierenden Oligonukleotid #177, welches 5° vor dem
Coregen  hybridisiert, und dem entsprechenden Mutagenese-Oligonukleotid
durchgefiihrt, wenn die zu mutierende Position im N-terminalen Bereich des Coregens
lag. Befand sich die Mutationsstelle C-terminal, wurde das Oligonukleotid #178,
welches 3’ vom Coregen bindet, zusammen mit dem jeweiligen Mutagenese-Primer zur
Amplifikation verwendet. Wenn sich die zu mutierende AS-Position im distalen 3’-
Bereich des Coregens und dadurch hinter der BspEI-Schnittstelle befand, wurde das
Oligonukleotid #244 anstelle von #178 verwendet. Dieses hybridisierte ca. 500 bp
stromabwarts des Coregens und bot so die Mdglichkeit, die Schnittstelle der REN
BstEII fiir die anschlieRende Klonierung zu verwenden.
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Abb. 16: Schematische Darstellung der Herstellung der Core-Mutanten mit den
Oligonukleotiden #177 und #178.

Die Matrize der ersten PCR war der Expressionsvektor pSVcore. Zusammen mit einem
flankierenden Oligonukleotid (#177 oder #178 / #244) und dem jeweils bendtigten
Mutagenese-Primer wurde ein Fragment hergestellt, das nach Auftrennung (ber ein
Agarosegel (3.4.2.6) und anschlieBender Aufreinigung aus dem Gel (3.4.2.4) als
mutationstragender Megaprimer in die zweite PCR eingesetzt werden konnte. Auch in
der zweiten PCR diente pSVcore wieder als Matrize. Wahrend dieser Amplifikation
wurde, je nachdem welcher flankierende Primer in der ersten PCR eingesetzt wurde, der
5’- oder 3’-fehlende Teil des Coregens mit Hilfe des zweiten flankierenden

Oligonukleotids an den Megaprimer angehdngt. Das entstandene Fragment wurde
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wiederum (Uber ein Agarosegel aufgereinigt und einer dritten PCR mit den
Oligonukleotiden #177 und #178 (oder #244) unterzogen.

Die
Expressionsvektor erfolgte iber die REN BamHI und BspEl (oder BstEIll), wobei der

Einsetzung des aufgereinigten, mutationstragenden Fragments in den
Vektor vor der Ligation dephosphoryliert wurde (3.4.4.2; 3.4.4.4). Dabei erfolgte
letztendlich ein Austausch eines 439 bp (oder 932 bp) grolRen Teils von pSVcore
(Sequenzbereich 1833 bp - 2272 bp [oder 1340 bp - 2272 bp]) mit einem Fragment, das
bis auf die Mutation identisch war (bezeichnet als CoreM"). Nach erfolgter Ligation,
Transformation und analytischer DNA-Préparation wurden die Mutanten mit den
Oligonukleotiden #150 und #244 sowohl auf die eingeflihrte Mutation, als auch auf die
ordnungsgemélle Gesamtsequenz hin untersucht (3.4.3). Dabei zeigte sich, dass die
gewilinschten Mutationen in ca. 80 % der generierten Plasmide enthalten waren,
wahrend nicht intendierte Mutationen in ca. 30 % vorlagen. Als letzter Schritt erfolgte
schlielich die Praparation der DNA im praparativen MaRstab (3.4.1.3 und 3.4.1.4).
Alle erstellten Coremutanten sind in Tabelle 12 dargestelit.

Tab. 12: Zusammenfassung der hergestellten Coremutanten, sowie deren Eigenschaften und Lage

im Coreprotein

Position Phanotyp Lage im Substituent Eigenschaften des Substituenten
Ala-Mutante | Coreprotein
S17 K+/V- Helix al T polar, hydrophil
G unpolar, hydrophob, aliphatisch, klein
I unpolar, hydrophob, aliphatisch
H basisch, polar, hydrophil, aromatisch
D sauer, polar, hydrophil
S21 K+/V+ zwischen T polar, hydrophil
Helix al und G unpolar, hydrophob, aliphatisch, Klein
a2a I unpolar, hydrophob, aliphatisch
H basisch, polar, hydrophil, aromatisch
D22 K+/V+ zwischen G unpolar, hydrophob, aliphatisch, klein
Helix a1 und I unpolar, hydrophob, aliphatisch
aZa H basisch, polar, hydrophil, aromatisch
N90 K+/V+ zwischen D sauer, polar, hydrophil
Helix a4da G unpolar, hydrophob, aliphatisch, klein
und o4b I unpolar, hydrophob, aliphatisch
S polar, hydrophil, klein
L95 K+/V- Helix a4b \Y unpolar, hydrophob, aliphatisch
G unpolar, hydrophob, aliphatisch, klein
I unpolar, hydrophob, aliphatisch
S polar, hydrophil, klein
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K96 K+/V- Helix a4b H basisch, polar, hydrophil, aromatisch
R basisch, polar, hydrophil
L unpolar, hydrophob, aliphatisch
G unpolar, hydrophob, aliphatisch, klein
S polar, hydrophil, klein
D sauer, polar, hydrophil
R98 K+/V+ Helix a4b H basisch, polar, hydrophil, aromatisch
K basisch, polar, hydrophil
D sauer, polar, hydrophil
L unpolar, hydrophaob, aliphatisch
Q polar, hydrophil
F122 K+/V- Helix a5 G unpolar, hydrophob, aliphatisch, Klein
\Y unpolar, hydrophob, aliphatisch
W unpolar, hydrophob, aromatisch
S polar, hydrophil, klein
K basisch, polar, hydrophil
Y polar, hydrophob, aromatisch
1126 K+/V- Helix a5 \Y% unpolar, hydrophob, aliphatisch
L unpolar, hydrophaob, aliphatisch
M unpolar, hydrophob
G unpolar, hydrophob, aliphatisch, klein
F unpolar, hydrophob, aromatisch
P unpolar, hydrophob
W unpolar, hydrophob, aromatisch
Y polar, hydrophob, aromatisch
S polar, hydrophil, klein
T polar, hydrophil
C polar, hydrophil
Q polar, hydrophil
N polar, hydrophil
R127 K+/V- Helix a5 K basisch, polar, hydrophil
H basisch, polar, hydrophil, aromatisch
L unpolar, hydrophab, aliphatisch
G unpolar, hydrophob, aliphatisch, klein
D sauer, polar, hydrophil
S polar, hydrophil, klein

4.2.3 Nachweis der Umhtllungskompetenz mittels ,endogener Polymerase

Reaktion’

Fur die Untersuchungen dieser Arbeit war es wichtig zu beurteilen, inwieweit die
hergestellten Coremutanten in der Lage waren, an den sechs ausgesuchten Positionen
den Phénotyp der Umhillungskompetenz des Alanin-Screenings (PONSEL & BRUSS,
2003) zu reproduzieren. Sollte der Phanotyp der Alanin-Substitution mehrfach bestatigt

werden, so bestarkt dies die Hypothese einer direkten Beteiligung dieser AS-Position an
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der Umhullung des Kapsids. Weiterhin musste untersucht werden, inwieweit andere
Substituenten an den vier Positionen mit WT Phanotyp im Alanin-Screening wiederum
umhillungskompetent oder etwa umhullungsdefizient bzw. letal waren. Auch dieses
sollte Riickschliisse auf die Variabilitat dieser Positionen bzw. die Beteiligung an der

Kapsidassemblierung oder dem Umhullungsprozess zulassen.

Virionen, ebenso wie reife Nukleokapside, besitzen im Inneren des Core-Partikels das
partiell doppelstrangige DNA-Genom, an das kovalent das P-Protein gebunden ist. Der
unvollistandige (+)-DNA-Strang des Genoms kann durch Zugabe von Nukleotiden von
der endogenen viralen Polymerase verlangert werden. Dieser Effekt wird genutzt, um
Virionen und reife Kapside sowohl aus Zellkulturiiberstanden als auch aus Zelllysaten
indirekt Uber ihre DNA nachzuweisen, indem radioaktiv markierte Nukleotide
zugegeben werden, die nach Einbau das DNA-Genom markieren. Weiterhin ist die
,endogene Polymerase Reaktion’ (EPR) (3.4.6.2) ein Nachweis fur eine funktionelle
HBV-Polymerase und intakte Kapside.

Um die Fahigkeit, reife Kapside zu bilden, sowie die Umhillungskompetenz zu
untersuchen, wurden die Core-Mutanten (pSVcoreM")
replikationsfahigen HBV-Genom (pSVHBV1.5core) in HuH7-Zellen kotransfiziert

(3.3.4.1). Beide Plasmide wurden von dem SV40-early-Promoter kontrolliert, um eine

mit dem corenegativen,

vergleichbare Expressionseffizienz zu erzielen. Finf Tage nach der Transfektion
wurden die Zellkulturiiberstdande sowie die gekléarten Zelllysate (3.3.6) mit anti-HBs-
Serum (polyklonal, aus Schaf [Abt. Virologie, Universitat Gottingen]) respektive anti-
HBc-Serum (polyklonal, aus Kaninchen [DAKO, Hamburg]) immunprézipitiert
(3.4.8.1). Die Prazipitate wurden in die EPR (3.4.6.2) eingesetzt und anschlieBend die
virale DNA isoliert (3.4.6.3). Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA Uber ein
TAE-Agarosegel (3.4.2.6) wurde das Gel getrocknet und die radioaktiven Signale mit
dem Phosphoimager ,Molecular Imager FX’ ausgewertet. Als Positiv-Kontrolle fir eine
funktionierende EPR wurden stets ca. 2 x 10° Genomagquivalente aus einem hochtitrigen
humanen Serum (ca. 2 pl Serum) eingesetzt. Als weitere Positiv-Kontrolle fir die
erfolgte Bildung von Kapsiden und Sekretion von Virionen diente die Kotransfektion
des Expressionsvektors fir das WT Coreprotein mit dem corenegativen HBV-Genom.

Die Negativkontrolle war die alleinige Transfektion des Plasmids pSVHBV1.5core".
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423.1 Untersuchung der Positionen mit umhutllungsdefizientem Phanotyp nach

Alanin-Substitution

Zunachst werden die EPR-Ergebnisse flr die AS-Positionen dargestellt, bei denen der
Austausch gegen Alanin die Kapsidassemblierung gestattete, die Umhullung jedoch
blockierte. Fir Vergleichszwecke wurde die Alanin-Mutante mit in den Versuch
eingebunden. Stets sind in der linken Bildhélfte die Signale von sezernierten Virionen
aus den Kulturiberstanden abgebildet, auf der rechten Seite die Signale von

zytoplasmatischen Nukleokapsiden.
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Abb. 16 (diese und vorherige Seiten): Repréasentative Ergebnisse der EPR mit Mutanten der
Position a) S17, b) L95, c) K96, d) F122, e) 1126 und f) R127.

Finf Tage nach Kotransfektion wvon HuH7-Zellen mit corenegativen Genom
(pSVHBV1.5core’) und den Core-Mutanten wurden Virionen aus Zellkulturiiberstdnden und
Nukleokapside aus Zelllysaten immunprézipitiert, in eine EPR eingesetzt und die virale DNA
isoliert. Nach Agarosegel-Elektrophorese und Trocknen der Gele wurden die radioaktiven
Signale ausgewertet. In der linken Hélfte der Abbildungen sind die Signale von Virionen aus
den Zellkulturiiberstanden, in der rechten Halfte die Signale der zytosolischen Nukleokapside
zu sehen. WT: Kotransfektion des corenegativen Genoms und Expressionsvektor fir WT
Coreprotein; NK: Transfektion des corenegativen Genoms; Serum: ca.2x 10° Genom-
aquivalente aus humanem Serum.

Die Position Serin 17 (Helix al) wurde mit Threonin, Glycin, Isoleucin, Histidin und
Asparaginsdure substituiert. In Abbildung 16 a) sind die Autoradiographie-Signale der
EPR dargestellt. Deutlich war zu sehen, dass S17A und die finf weiteren Mutanten den
gleichen Phénotyp besal3en: Sie waren alle in der Lage Kapside zu bilden, blockierten
jedoch die Umhillung. Die Intensitaten der Kapsid-Signale waren unterschiedlich,
wobei die dem Serin sehr dhnliche AS Glycin dem WT-Signal am néchsten kam,
wéhrend ein Austausch mit der sauren Asparaginsdure das schwéchste Signal zeigte.
Bei keiner Mutante kam es zu Signalen von Virionen aus dem Medium. Anhand dieser
Ergebnisse wurde deutlich, dass Serin an dieser Position nicht fur die Stabilitat der

Kapside, aber fur deren Umhillung essentiell ist.

Fur die Experimente dieser Arbeit wurde die AS-Position Leucin 95 (Helix a4b) mit
Isoleucin, Glycin, Serin und Valin substituiert und mit Hilfe der EPR phanotypisiert.
Alle Mutanten zeigten Signale von zytosolischen Nukleokapsiden, die im gleichen
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Intensitatsbereich lagen wie die Signale des WT (Abb. 16 b). Neben den Kapsiden der
Alanin-Mutante waren auch die Kapside der ebenfalls als kleine AS-Reste
einzustufenden Serin- und die Glycin-Substitution nicht in der Lage, umhullt zu werden.
Hingegen zeigten die hydrophoben, unpolaren Isoleucin- und Valin-Mutanten etwa
gleich starke Signale von Virionen aus dem Medium wie der WT. Der Leucin-Rest
konnte an dieser Position durch AS mit ahnlichen Eigenschaften bzw. Strukturen
funktionell ersetzt werden, wéhrend kleine AS-Reste zu einem Umhullungsblock
flhrten.

Die ebenfalls in der Helix a4b befindliche Position Lysin 96 wurde mit Histidin,
Arginin, Leucin, Glycin, Serin und Asparaginsdaure substituiert. Alle getesteten
Mutanten dieser Position waren in der Lage, intrazellulare Kapside zu generieren,
blockierten jedoch die Sekretion von Virionen (Abb. 16 c). Die Intensitat der Kapsid-
Signale war unterschiedlich stark: Wahrend K96H, K96L, K96G und K96S ebenso wie
K96A ein mit dem WT vergleichbares Signal hervorbrachten, zeigten der basische
K96R- und der saure K96D-Austausch eine schwache, respektive starke Verringerung
der Intensitat. Alle sechs neu generierten Mutanten zeigten an dieser Position die
gleiche Umhullungsdefizienz wie die Alanin-Mutante, was auf eine direkte Beteiligung

des Lysins an der Umhullung schlieRen l&sst.

Sechs Mutanten wurden an Position Phenylalanin 122, die in der Helix a5 des
Coreproteins liegt, hergestellt: F122G, F122V, F122W, F122S, F122K und F122Y.
Diese wurden neben der umhullungsdefizienten F122A-Mutante auf Assemblierung von
Kapsiden und Sezernierung von Virionen phanotypisiert. Neben der hydrophoben
Alanin-Substitution war nur die ebenfalls hydrophobe, aber aromatische Tryptophan-
Mutante in der Lage, zytoplasmatische Kapside zu generieren (Abb. 16 d). Beide
Signale waren jedoch sehr viel schwécher als die der WT-Kontrolle. Entsprechend
konnte bei keiner der sechs Mutanten Virionen in den Kulturiiberstanden nachgewiesen
werden. Diese Ergebnisse zeigten, dass F122 strukturelle Funktionen fir die Stabilitat
der Kapside besitzt, wobei eine Beteiligung an der Umhullung nicht ausgeschlossen
werden kann (F122A und F122W).

Die Position Isoleucin 126 wurde mit insgesamt 13 AS-Resten substituiert: V, L, M, G,
F,Y,W, P, S T,C, Qund N. Die EPR-Ergebnisse zeigten, dass elf der 13 Mutanten
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Kapside assemblieren konnten, deren Umhllung jedoch blockiert war (Abb. 16 e). Die
Signalintensitat war bei nahezu allen Mutanten der des WT sehr dhnlich. Der einzige
AS-Rest, der eine Umhillung zuliel, war das hydrophobe, unpolare Methionin,
wahrend die mit einem Pyrrolidin-Ring ausgestattete Prolin-Mutante der einzige
Austausch war, bei dem keine Kapsidbildung nachzuweisen war. Die grof’e Anzahl an
Mutanten, die ebenso wie die Alanin-Substitution umhillungsdefizient waren, deutet

auf eine essentielle Funktion des Isoleucins an dieser Position wéhrend der Umhillung.

Die AS Arginin 127 wurde gegen sechs AS-Reste ausgetauscht: Lysin, Histidin, Leucin,
Glycin, Asparaginséure und Serin. Es zeigte sich, dass die Substitutionen mit basischem
Histidin und polarem Serin, ebenso wie die Alanin-Mutante, in der Lage waren Kapside
zu assemblieren, deren Umhullung aber blockierten (Abb. 16 f). Das hydrophobe,
unpolare Glycin und die Asparaginsaure hemmten hingegen schon die Kapsidformation.
Die wie der WT basische Lysin-Mutante zeigte sowohl Signale von zytosolischen
Nukleokapsiden als auch von sezernierten Virionen. Die Signalintensitdt war jedoch
schwécher als beim WT. Die Substitution mit hydrophobem Leucin fiihrte zu einem
WT-ahnlichen Assemblierungs- und Sekretionstyp, jedoch mit starker Reduktion der
Signale. Die EPR-Ergebnisse der Mutanten an Position R127 weisen auf eine

Beteiligung sowohl an der Kapsidstabilitat, als auch an dem Umhllungsprozess hin.

4.2.3.2  Untersuchung der Positionen mit WT-Phanotyp nach Alanin-Substitution

Analog der Analyse der Positionen, bei denen die Kapside nach der Alanin-Substitution
umhillungsdefizient waren (4.1.3.1), wurden die Positionen, die nach Alanin-
Substitution den WT-Phénotyp zeigten (PONSEL & BRuss, 2003), mit Hilfe der EPR
phanotypisiert.
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Abb. 17 (diese und vorherige Seite): Reprasentative Ergebnisse der EPR mit Mutanten der
Positionen a) S21, b) D22, ¢) N90 und d) R98.

Finf Tage nach Kotransfektion wvon HuH7-Zellen mit corenegativen Genom
(pSVHBV1.5core’) und den entsprechenden Core-Mutanten wurden Virionen aus
Zellkulturiiberstdanden und Nukleokapside aus Zelllysaten immunprazipitiert, in eine EPR
eingesetzt und die virale DNA isoliert. Nach Agarosegel-Elektrophorese und Trocknen der
Gele wurden die radioaktiven Signale ausgewertet. In der linken Hélfte der Abbildungen sind
die Signale von Virionen aus den Zellkulturiiberstdnden, in der rechten Halfte die Signale der
zytosolischen Nukleokapside zu sehen. WT: Kotransfektion des corenegativen Genoms und
Expressionsvektor fir das WT Coreprotein; NK: Transfektion des corenegativen Genoms;
Serum: ca. 2 x 10° Genomagquivalente aus humanem Serum.

Die Position Serin 21 wurde mit den folgenden vier AS-Resten substituiert: Threonin,
Glycin, Isoleucin und Histidin. Alle Mutanten der Position S21 konnten den WT-
Phénotyp reproduzieren (Abb. 17 a). Die Signale fast aller Substituenten waren sowohl
bei den Nukleokapsiden aus den Zelllysaten, als auch bei den Virionen aus
Zellkulturiberstdanden dem WT entsprechend stark. Nur die Glycin-Mutante zeigte
reduzierte Signale. Die Ergebnisse lieBen den Schluss zu, dass Serin an dieser Position

weder fir die Kapsidstabilitat noch fir die Umhullung nétig war.

Drei Mutanten wurden an der Position Asparaginsdure 22 hergestellt und auf
Umhillungskompetenz getestet: Glycin, Isoleucin und Histidin. Diese drei besallen
nach der EPR unterschiedliche Phénotypen (Abb. 17 b): Die hydrophobe Glycin-
Mutante zeigte sowohl im Lysat als auch im Zellkulturtiberstand Signale in der gleichen
Intensitdt wie die WT-Kontrolle. Sowohl der hydrophobe Isoleucin-, als auch der

basische Histidin-Substituent blockierten hingegen schon die zytosolische Kapsid-
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formation. Kleine AS-Reste wie Alanin und Glycin, nicht aber grofere Strukturen
(Isoleucin und Histidin), waren in der Lage, die Asparaginsaure zu ersetzen. Dies lasst

auf eine eher funktionelle Bedeutung dieser Position schliel3en.

Der AS-Rest Asparagin 90 wurde in dieser Arbeit mit vier Resten substituiert:
Asparaginséure, Glycin, Isoleucin und Serin. Nach Kotransfektion mit dem
corenegativen Genom zeigten alle vier Mutanten unterschiedlich starke Signale von
zytosolischen Nukleokapsiden (Abb. 17 c). Dabei erreichten N9OD und N90I annahernd
die Signalintensitat des WT, wéhrend die Kapsid-Signale von N90G und N90S etwas
schwacher waren. Sezernierte Virionen liellen sich ebenfalls bei allen vier Mutanten
nachweisen. Die Asparaginsaure-Substitution erreichte ungefahr das Signal-Niveau des
WT, die anderen drei =zeigten jedoch eine deutliche Reduktion bei der
Umhdllungseffizienz. Neben der Alanin-Substitution waren auch die weiteren vier
Mutanten fahig, die Funktionen des Asparagins wéhrend der Kapsidbildung und

-umhillung zu Gbernehmen.

Die AS Arginin 98 wurde gegen funf AS-Reste ausgetauscht und mit Hilfe der EPR
phanotypisiert. Die eingesetzten Reste waren Histidin, Lysin, Asparaginséure, Leucin
und Glutamin. Nach Auswertung war zu sehen, dass die drei Mutanten R98K, R98Q
und R98L sowohl Kapsidassemblierung, als auch die Umhillung erlaubten (Abb. 17 d).
Wahrend die polare Glutamin-Mutante anndhernd gleich starke Signale zeigte wie der
WT, generierte die basische Mutante R98K schwéchere Signale. Die hydrophobe
Leucin-Substitution zeigte sehr schwache Signale in den Experimenten. Die basische
Substitution R98H blockierte, ebenso wie der Austausch gegen den sauren Rest
Asparaginséure, die Kapsidbildung. Das Arginin an Position 98 konnte durch vier AS-
Reste funktionell substituiert werden, wéhrend zwei Mutationen die Kapsidstabilitét
beeintrachtigten. Dabei zeigte sich, dass nicht die Ladung des eingebrachten Restes das

Hauptkriterium flr eine mogliche Substitution war.
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4.2.4 Zusammenfassung der EPR-Ergebnisse der untersuchten AS-Positionen

und deren Darstellung im 3D-Modell

Die Signalstarken der EPR-Ergebnisse der Core-Mutanten, die nach Alanin-Substitution
einen umhillungsdefizienten Phanotyp (S17, L95, K96, F122, 1126 und R127) bzw.
WT Phénotyp (S21, D22, N90 und R98) aufwiesen, wurden mit Hilfe der Software
,Quantity One’ (4.3.0 Build 019) der Firma BIO-RAD analysiert. Um den Grad der
Umhullungseffizienz zu bestimmen, wurden die Quotienten aus dem Signal des

Mediums (M) und dem Signal des Lysats (L) ermittelt.

Mit Hilfe dieser Auswertung wurden die Mutanten in drei Phanotyp-Gruppen unterteilt:
1) Mutanten, die sowohl die Kapsidassemblierung (K), als auch die Bildung der
Virionen (V) zulieBen (WT-Phanotyp; K+/V+), wiesen einen M/L-Quotienten > 0,05
auf, 2) Mutanten, die nur die Formation der Kapside gestatteten, deren Umhdillung aber
blockierten (umhullungsdefizienter Phanotyp; K+/V-), besalen einen M/L-Quotienten
von <0,04 und 3) Mutanten, die die Assemblierung reifer Nukleokapside hemmten
(Kapsidassemblierungs-defizienter Phanotyp; K-/V-). Die Mutanten wurden dieser
Gruppe zugeordnet, wenn das Signal der Kapside weniger als 5 % des Signals der WT-
Kapside betrug, bei gleichzeitiger Umhillungsdefizienz. Eine Zusammenfassung der

Daten ist in Tabelle 13 dargestellt.

Tab. 13: Zusammenfassung der EPR-Auswertung fir die Mutanten der analysierten Positionen.
—2 Angabe nicht sinnvoll; °: gemittelter Wert aus elf Experimenten

Position Phanotyp Signalintensitat
Virionen/Nukleokapside (M/L)
Nukleokapside Virionen Experiment 1 Experiment 2

S17A + - 0,02 0,01
S17D + - 0,01 0,02
S17G + - 0,00 0,01
S17H + - 0,00 0,01
S171 + - 0,00 0,01
S17T + - 0,01 0,02
S21A + + 0,92 0,92
S21G + + 0,70 0,70
S21H + + 0,96 0,84
S211 + + 0,90 0,92
S21T + + 0,90 0,86
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D22A + + 0,25 0,44
D22G + + 0,73 0,74
D22H - - = =
D221 - - = =
N90A + + 0,48 0,46
N90D + + 0,77 0,92
N90G + + 0,53 0,62
N9OI + + 0,48 0,46
N90S + + 0,52 0,81
L95A + - 0,01 0,01
L95G + - 0,00 0,01
L95I + + 0,21 0,58
L95S + - 0,00 0,00
L95V + + 0,20 0,65
K96A + - 0,01 0,01
K96D + - 0,01 0,01
K96G + - 0,01 0,01
K96H + - 0,01 0,01
K96L + - 0,01 0,01
K96R + - 0,02 0,01
K96S + - 0,00 0,01
R98A + + 0,47 0,28
R98D - - —* —
R98H - - = =
R98K + + 0,45 0,29
R98L + + 0,21 0,16
R98Q + + 0,50 0,34
F122A + - 0,01 0,02
F122G - - = =
F122K — — 32 32
F122S - - —* —
F122Vv - - —= =
F122wW + - 0,02 0,02
F122Y - - = =
1126A + - 0,00 0,01
1126C + - 0,00 0,00
1126F + - 0,02 0,01
1126G + - 0,02 0,01
1126L + - 0,01 0,01
1126 M + + 0,84 0,49
1126N + - 0,01 0,00
1126P - - = =
1126Q + - 0,00 0,03
1126S + - 0,01 0,00
1126T + - 0,00 0,00
1126V + - 0,02 0,04
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1126W + - 0,01 0,03
1126Y + - 0,01 0,00
R127A + - 0,01 0,00
R127D - - 3 3
R127G - - 2 2
R127H + — 0,00 0,01
R127K + + 0,50 0,54
R127L + + 0,54 0,56
R127S + - 0,02 0,00
WT + + 0,77° 0,85

Abbildung 18 zeigt die zehn analysierten AS-Positionen innerhalb eines 3D-Modells
eines Coreprotein-Homodimer aus zwei verschiedenen Blickwinkeln. Die mutierten
AS-Reste sind farblich markiert, die nicht veradnderten grau eingefarbt. Die Positionen,
deren Mutanten Uberwiegend dem WT-Phénotyp (K+/V+) zuzuordnen waren, wurden
hellgriin eingefarbt (S21, N90 und R98), wahrend die, bei denen die Mutanten
mehrheitlich den K+/V- der urspriinglichen Alanin-Substitution reproduzierten, in
Orange dargestellt sind (S17, L95, K96 und 1126). Die Mutationen der in Lila
dargestellten Positionen D22 und R127 verteilten sich anndhernd gleichméaRig auf die
drei Phanotyp-Gruppen. In Hellblau wurde Position F122 eingefarbt, als Zeichen fir

Mutanten, die Uberwiegend die Kapsidassemblierung blockierten.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass an vier der sechs Positionen mit umhillungs-
defizienter Alanin-Mutation dieser Phanotyp auch nach Mehrfachsubstitution
reproduziert werden konnte. Diese Positionen wurden daher als essentiell fur den
Umhdllungsprozess eingestuft. Bei drei der vier Positionen, die den WT-Phanotyp nach
Alanin-Substitution besaen, zeigte sich die Mehrheit der in dieser Arbeit generierten
Mutationen ebenfalls umhullungskompetent, so dass sie weder fir die Kapsidstabilitét,
noch fir die Umhullung als nétig erscheinen. Die drei weiteren getesteten Positionen

lassen keine eindeutige Zuordnung zu.
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Abb. 18: Darstellung der Phénotypen der zehn getesteten AS-Positionen im Kugelmodell
des Coreproteins von Vorder- (a) und Riickseite (b) mit Hilfe einer Farbkodierung.

Die Positionen, deren Mutation nach der EPR-Analyse tUberwiegend den K+/V+ Phanotyp
zeigten (S21, N90 und R98), sind hellgrin eingeféarbt, und die mit vorwiegend K-/V-
Phénotyp (F122) hellblau. Die AS-Positionen, deren Mutationen zumeist K+/\V- waren
(S17, L95, K96 und 1126), sind in Orange dargestellt, wahrend die, bei denen die
Mutationen verschiedene Phénotypen zeigten, in Lila abgebildet sind (R127 und D22).
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4.2.5 Uberpriifung der Mutationen an der Position 1126 auf transdominant
negative Wirkung

Ein wichtiger Punkt bei der Mutationsanalyse von strukturellen und funktionellen
Proteinen ist die Frage, ob das zu untersuchende Protein durch die eingefiihrte Mutation
bei gleichzeitiger Expression des WT-Proteins einen transdominant negativen Einfluss

auf dessen Funktion nimmit.

Die Grundbausteine der Kapsidassemblierung sind die Coreproteine, die direkt nach der
Synthese Homodimere ausbilden. Es ist méglich, dass dabei die umhullungsdefizienten
Core-Mutanten zusammen mit den WT Coreproteinen neben Homo- auch Heterodimere
bilden und dass die drei verschiedenen Dimer-Typen (WT, WT/Mutante und Mutante)
auch bei den Interdimer-Kontakten in Bertihrung kommen kénnen. Dadurch kénnten die
Mutanten transdominant negative Auswirkungen in Form einer Blockierung sowohl auf
die Umhullungsféahigkeit, als auch auf die Kapsidassemblierung des WT Coreprotein
ausuben. Wenn sich Mutante und WT nicht ausreichend mischen, sondern getrennt zu
Partikeln assemblieren, sollte kein transdominant negativer Effekt zu beobachten sein.
Ebenso sollte kein Effekt entstehen, wenn fir die Umhallung eines Kapsids wenige WT

Homodimere ausreichen.

Die mit 13 Mutanten am umfangreichsten analysierte Position 1126 wurde auf einen
transdominant negativen Effekt hin untersucht. Dazu wurde ein replikationsfahiges
HBV-Genom (pSVHBV1.5; 2.5) mit den Expressionsvektoren fiir die Core-Mutanten
kotransfiziert. Zur Kontrolle wurde das WT Coreprotein mit diesem Genom exprimiert.
Um auszuschlieen, dass eine Transfektion mit einem zweiten Plasmid generell
hemmende oder fordernde Auswirkungen auf die Expressionseffizienz und
Funktionalitat des Proteins besitzt, wurde ein Plasmid (pEF/Myc-His A; 2.5) ohne HBV
Coregen kotransfiziert.

Funf Tage nach der Transfektion von HuH7-Zellen mit der Kalziumphosphat-Methode
(3.3.4.1) wurden die zytosolischen Kapside mit anti-HBc (2.8) und die sezernierten
Virionen mit anti-HBs (2.8) aus den Zelllysaten (3.3.6) bzw. den Zellkulturtiberstanden
immunprazipitiert (3.4.8.1) und in die EPR eingesetzt (3.4.6.2). Nach Aufreinigung der
viralen DNA (3.4.6.3), Auftrennung Uber ein Agarosegel (3.4.2.6) und Trocknen der

Gele wurden die radioaktiven Signale mit Hilfe des Phosphoimagers ausgewertet.
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Abb. 19: Untersuchung auf transdominant negative Wirkung der Core-Mutanten der
Position 1126 auf das WT Coreprotein bei der Kapsidumhllung.

HuH7-Zellen wurden mit dem Wildtyp HBV-Genom (pSVHBV1.5) alleine (-), zusammen
mit dem WT Coreprotein (Core WT), dem Vektor pEF/Myc-His A ohne Coreprotein
(PEF/Myc) oder den Core-Mutanten der Position 1126 transfiziert. Funf Tage spater wurden
Virionen aus Zellkulturiiberstanden und Nukleokapside aus Zelllysaten immunpréazipitiert,
in eine EPR eingesetzt und mit dem Phosphoimager ausgewertet. Im oberen Bereich der
Abbildung sind die Signale von Virionen, im unteren Bildbereich die Signale der
Nukleokapside zu sehen. Core WT: Kotransfektion mit pSVcoreV'; — : Transfektion von
pSVHBV1.5; Serum: ca. 2 x 10° Genomégquivalente aus humanem Serum.

Die Kotransfektion des HBV-Genoms mit WT Coreprotein (Core WT) erhohte die
Menge an sezernierten Virionen, im Vergleich zur Transfektion des HBV-Genoms
alleine (-) (Abb. 19). Der gleiche Effekt war auch bei der umhullungskompetenten
Core-Mutante 1126M zu sehen. Bei der umhillungsdefizienten Mutante 1126T und der
Mutante 1126P, die die Kapsidformation blockierte, kam es sowohl im Lysat, als auch
im Medium zu einer schwachen respektive starken Reduktion der Signale. Die weiteren
zehn Core-Mutanten, wie auch die Kotransfektion mit dem Kontroll-Plasmid pEF/Myc-
His A zeigten keinen signifikanten Unterschied in der Signalstarke im Vergleich zu der
alleinigen Transfektion von pSVHBV1.5. Bei keiner der getesteten Core-Mutanten

ergab sich ein transdominant negativer Phanotyp in Bezug auf die Umhillungseffizienz.
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4.2.6 Untersuchung der Konzentrationsabhangigkeit der Core-Mutanten fur die
Auspragung der Umhullungsdefizienz

Das Kapsid des HBV besteht je nach Symmetrie aus 90 (T=3) bzw. 120 (T=4)
Coreproteinen Homodimeren. Somit kommt eine Mutation auf der Oberflache eines
Kapsides in 180-, respektive 240-facher Anzahl vor. Da es sowohl wéhrend der Bildung
von Homodimeren, als auch von Kapsiden zu einem engen Kontakt zwischen den WT
Coreproteinen und den Core-Mutanten kommen kann, stellt sich die Frage, welchen
phéanotypischen Einfluss verschiedene molare Mengenverhéltnisse von Mutante und
WT mit sich bringen. Daher wurde die Auspragung der Umhillungsdefizienz in

Abhangigkeit von der Konzentration an Core-Mutanten ermittelt.

Fur einen experimentellen Nachweis wurde eine Kotransfektion mit dem corenegativen
HBV Genom und einer Verdinnungsreihe aus WT Coreprotein und der Core-Mutante
1126A durchgefiihrt. Dafiir wurden in 10 %-Schritten 50 bis 100 % pSVcore?** mit
den entsprechenden Mengen an pSVcore (WT) gemischt und wie oben (4.2.5)

analysiert.
corenegatives Genom + + + £ + + + 4+

% Core WT 100 50 40 30 20 10 - -

% Core 1126A - 50 60 70 80 90 100 - S
c )
2
5 -- -
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Q '.'...' .
o
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z

Abb. 20: Untersuchung auf transdominant negativen Einfluss der Core-Mutation 1126A auf
das WT Coreprotein wéhrend der Kapsidumhiillung.
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HuH7-Zellen wurden mit dem corenegativen HBV-Genom (pSVHBV1.5core’) alleine,
zusammen mit dem WT Coreprotein (Core WT), der Core-Mutante 1126A oder einem
Gemisch aus beiden transfiziert. Am funften Tag nach der Transfektion wurden Virionen
aus Zellkulturtiberstanden und Nukleokapside aus Zelllysaten immunprazipitiert, einer EPR
unterzogen und mit dem Phosphoimager ausgewertet. Im oberen Bereich der Abbildung
sind die Signale von sezernierten Virionen, im unteren Bildbereich die Signale der
zytosolischen Nukleokapside zu sehen. Core WT: Kotransfektion mit pSVcore""; Core
1126A: Kotransfektion mit pSVcore"?*; S: ca. 2 x 10° Genoméaquivalente aus humanem
Serum.

Die Kotransfektion des corenegativen Genoms zusammen mit WT Coreprotein ergab
die erwartet starken Signale von Nukleokapsiden und sezernierten Virionen. Ebenso
zeigte die Kotransfektion mit der Mutante 1126A den erwarteten Umhllungsblock, und
die alleinige Transfektion des corenegativen Genoms ergab, wie antizipiert, weder ein
Signal im Medium noch im Lysat. Die Dreifach-Transfektionen zeigten durchweg
starke Nukleokapsid-Signale im Zelllysat, reduzierten aber deutlich die Sekretion von
reifen Virionen. Die Transfektionsverhaltnisse von 50:50 und 60:40 (WT:I1126A)
sezernierten etwa gleiche Mengen an Virionen, jedoch ca. 80 % weniger als der WT.
Die Signalintensitat von Virus-Partikeln nahm bei den folgenden drei Proben (70:30,
80:20 und 90:10) sukzessiv ab, wodurch eine Verringerung der Umhdallungsfahigkeit

deutlich wird.

4.2.7 Untersuchung der Kapsidassemblierung-blockierenden Mutanten

Neben der Umhillungskompetenz kénnen Mutationen im Coreprotein die
Kapsidstabilitat, den Beginn der Kapsidassemblierung, die Dimerbildung oder auch
andere Funktionen beeintrachtigen. Auch muss eine Beeintrachtigung der reversen
Transkription der pgRNA in das partiell doppelstrangige DNA-Genom, ebenso wie eine
Blockierung der Generierung des Reifesignals des Kapsids berucksichtigt werden,
welches vermutlich fir die Umhullung essentiell ist (GERELSAIKHAN et al., 1996; WEI
et al., 1996; PERLMAN & Hu, 2003).

Bei der EPR-Analyse der Core-Mutanten auf Umhillungskompetenz (4.1.3) waren
neben Mutanten, die einen WT Phanotyp zeigten (K+/VV+) oder die Umhillung
blockierten (K+/V-), auch zwolf Mutanten vorhanden, die keine detektierbaren Kapside
bildeten: D22H, D221, R98D, R98H, F122G, F122K, F122S, F122V, F122Y, 1126P,
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R127D und R127G. Mit Hilfe der PEG-Fallung zytosolischer Kapside (3.4.8.2.2) und
anschlieBender Western Blot-Analyse (3.4.8.3) sollte zunédchst untersucht werden, ob
die Mutanten die Assemblierung stabiler Kapside zulieRen. Mittels Southern Blot
(3.4.6.1) und RT-PCR (3.4.7) sollte dann gepruft werden, ob diese Kapside das DNA-
Genom respektive die pgRNA enthalten. Durch CsCl-Fraktionierung von
Zellkulturiberstanden (3.4.8.2.1) mit anschlieBender PEG-Féllung (3.4.8.2.2) und
Western Blot (3.4.8.3) sollten eventuell vorhandene leere oder DNA- bzw. RNA-
haltige, umhllte Kapside nachgewiesen werden.

4.2.7.1  Nachweis assemblierter Nukleokapside mittels nativem Western Blot

Mit Hilfe der PEG-Féllung (3.4.8.2.2) lassen sich assemblierte Nukleokapside aus
Zelllysaten anreichern. Der Nachweis dieser Kapside erfolgte durch nativen

Western Blot mit anschlieRender Detektion durch Immunoblot.

HuH7-Zellen wurden mit dem WT Coreprotein (pSVcore™") oder mit je einer der zwdlf
Core-Mutanten und dem corenegativen Genom (pSVHBV1.5core’) kotransfiziert. Als
negative Kontrolle diente die alleinige Transfektion des corenegativen Genoms. Finf
Tage nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert (3.3.6) und einer PEG-Féllung
unterzogen. Nach der Aufarbeitung der Kapside (3.4.8.2.2) erfolgte eine elektro-
phoretische Auftrennung im nativen TAE-Agarosegel (3.4.2.6). Zur Mengen-
abschéatzung wurden 1 und 10 ng rekombinantes Coreprotein (E. coli) aufgetragen.
AnschlieBend  erfolgte  der  Transfer der  Proteinkomplexe auf  eine
Nitrozellulosemembran (3.4.8.3) und der Nachweis assemblierter Kapside mittels
Immunoblot Gber polyklonales anti-HBc-Kaninchenserum sowie HRPO-gekoppelten
anti-Kaninchen-1gG (2.8).
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Abb. 21: Darstellung der Western Blots zum Nachweis assemblierter Nukleokapside.

Funf Tage nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und mit PEG prézipitiert. Nach
Aufarbeitung der Proben erfolgte eine native Agarosegel-Elektrophorese, der Transfer der
Proteine auf eine Nitrozellulosemembran durch Western Blot und die Detektion des
Coreproteins im Immunoblot. Als Mengenkontrolle fungierten 1 und 10 ng rekombinantes
Coreprotein aus E. coli. WT: Kotransfektion von WT Coreprotein und corenegativem
Genom; NK: Transfektion des corenegativen Genoms.

Abbildung 21 zeigt die im Gel aufgetrennten und auf Nitrozellulose transferierten
Proben nach Detektion mit den ,ECL Western Blotting Detection Reagents’ (Amersham
Biosciences, Freiburg). Die Core-Mutante F122V zeigte ein sehr starkes, WT-ahnliches
Signal. Weiterhin lieBen auch R127D, R127G und F122Y deutliche Signale erkennen,
die etwa im gleichen Intensitatsbereich lagen, wie die in der Kontrollspur befindlichen
10 ng von rekombinanten Coreproteinen. Auffallig war dabei, dass die Kapside der
R127-Mutanten schneller im Gel migriert waren als die WT-Kapside. R98H und F122S
waren ebenfalls in der Lage, detektierbare Kapside zu assemblieren, jedoch mit sehr viel
geringerer Effizienz im Vergleich zum WT. Die Signalintensitaten dieser beiden
Mutanten lagen im Bereich zwischen 1 und 10 ng Coreprotein. Besonders auffallig war
ein bedeutend schnelleres Gel-Laufverhalten bei der Mutante R98H. Es zeigte sich
insgesamt, dass die Coreproteine von sechs der zw0Ilf Mutanten, die keine
detektierbaren Signale von reifen Kapsiden in der EPR aufwiesen, dennoch zu Kapsiden

assemblierten.



ERGEBNISSE 109

4272 Nachweis von HBV-DNA in zytosolischen Kapsiden mittels Southern Blot

Als Grund fir einen negativen Phanotyp in der EPR kommt neben einem Block der
Kapsidbildung z.B. eine Hemmung der viralen DNA-Synthese in Betracht. Um diesen
Punkt zu untersuchen, wurden zwoIf EPR-negative, Kapsid-positive und -negative
Mutanten (4.2.7.1) im Southern Blot auf Anwesenheit viraler DNA in den Kapsiden
getestet. Dabei wirden sowohl DNA-Intermediate (ssDNA), als auch DNA-Genome
(partiell dsSDNA) nachweisbar sein.

Die zwolf Mutanten und die WT-Kontrolle (pSVcore™™) wurden mit dem
corenegativen, replikationsfahigen HBV-Genom (pSVHBV1.5core’) in HuH7-Zellen
kotransfiziert. Als Negativkontrollen dienten zum einen untransfizierte HuH7-Zellen
(Mock), zum anderen HuH7-Zellen, die nur mit pSVHBV1.5core” transfiziert worden
waren. Finf Tage nach der Transfektion wurden die Zellen mittels Zelllyse (3.3.6)
geerntet. Nach der anschliefenden Immunprazipitation (3.4.8.1) mit polyklonalem anti-
HBc Serum (2.8) wurde die virale Nukleinsdure isoliert und elektrophoretisch im TAE-
Agarosegel aufgetrennt (3.4.2.6). Neben den Proben wurden als Kontrollen 50 pg und
100 pg eines 3,2 kb groRen, mit EcoRV geschnittenen HBV-Genoms eingesetzt.
Zusétzlich wurden jeweils 100 pg der ungeschnitten Plasmide pSVcore™" und
pSVHBV1.5core” auf das Gel mit aufgetragen, um eventuell vorhandenes
Transfektions-Plasmid, das wéhrend der Waschschritte nicht entfernt wurde,
identifizieren zu kénnen. Die DNA wurde schlieRlich Gber Nacht mittels Kapillarblot
auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond-N+, Amersham Biosciences,
Freiburg) transferiert und mit UV-Bestrahlung fixiert (3.4.6.1.2). Die Detektion der
viralen DNA erfolgte mit einer mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Sonde
(3.4.6.1.5).
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Abb. 22: Darstellung der Southern Blots zum Nachweis viraler DNA aus zytosolischen
Kapsiden.

Funf Tage nach Transfektion des corenegativen Genoms (pSVHBV1.5¢") alleine (NK), mit
dem WT Coreprotein (WT) oder den Core-Mutanten wurden die HuH7-Zellen lysiert und
die Lysate mit anti-HBc immunprazipitiert. Die DNA der Prazipitate wurde aufgereinigt,
auf Nitrozellulose geblottet und mit einer peroxydasegekoppelten HBV-Sonde im
Southern Blot nachgewiesen. Als GréfRen- und Mengenkontrollen wurden 50 und 100 pg
von 3,2 kb HBV-Fragmenten verwendet. Mock: untransfizierte Zellen; P: je 100 pg
ungeschnitte Plasmide pSVcoreV" und pSVHBV1.5¢".

‘n

In Abbildung 22 zeigten die WT-Kontrollen das erwartete Muster von deutlichen
Signalen in Hohe der 3,2 kb HBV-Fragmente und von schneller im Agarosegel
migrierten replikativen Intermediaten (LE POGAM & SHIH, 2002). Die Banden der
ungeschnittenen Kontrollplasmide, auf deren HOhe bei keiner der Proben Signale zu
sehen waren, sind gut zu erkennen. Bei keiner Mutante waren Signale von HBV-DNA
detektiert worden. Keine der Mutanten war also in der Lage, in den Kapsiden virale

einzelstrangige oder partiell doppelstrdéngige DNA zu generieren.

4.2.7.3  Nachweis von pgRNA in zytosolischen Kapsiden mittels RT-PCR

Der Grund fur den negativen DNA-Nachweis (4.2.7.2) konnte in einer fehlenden
Verpackung des Pragenoms oder in einer blockierten reversen Transkription liegen. Um
dies zu untersuchen, wurde das virale RNA Pragenom mit Hilfe der RT-PCR-Technik
nachgewiesen (3.4.7). Durch Oligonukleotide, die stromabwérts des HBV-Coregens,
aber vor dem Startpunkt der subgenomischen RNA hybridisierten, wurde ein Bereich

der pgRNA, nicht aber der subgenomischen RNA oder der mRNA des Coreprotein-

Expressionsvektors amplifiziert.
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Die sechs Core-Mutanten (R98H, F122S, F122V, F122Y, R127D und R127G), die in
der EPR keine detektierbaren Signale von Nukleokapsiden besalen, im nativen
Western Blot jedoch ihre Fahigkeit zur Kapsidassemblierung zeigten, wurden flr die
RT-PCR ausgewahlt. Neben den zu untersuchenden Proben wurden folgende
Kontrollen in das Experiment mit einbezogen: Als WT-Kontrolle wurde pSVcore""
zusammen mit dem corengativen HBV-Genom (pSVHBV1.5core”) kotransfiziert. Eine
weitere Positivkontrolle war ein HBV-Genom (pSVHBV1.5RT env’; 2.5), welches eine
Polymerase exprimiert, die durch eine eingefiihrte Punktmutation keine RT-Aktivitat
mehr besitzt. Da durch diese Mutation auch der ORF der Hullproteine (env-Gen)
verandert wurde und es dadurch zur Expression von nicht funktionellen Hullproteinen
kommen konnte, wurde zusatzlich eine Stopp-Mutation im gemeinsamen C-terminalen
Bereich des env-Gens eingefiihrt. Dadurch entstehen Nukleokapside, die die pgRNA
beherbergen und in diesem Schritt der Morphogenese arretiert sind. Als Negativ-
Kontrolle wurden das corenegative Genom allein transfiziert, wodurch pgRNA in den
transfizierten Zellen vorhanden ist, jedoch keine Coreproteine fir die
Kapsidassemblierung. Eine zweite Negativkontrolle war die Transfektion des WT
Coreprotein-exprimierenden Plasmids pSVcore™", wodurch es zur spontanen
Assemblierung von Kapsiden kam, die jedoch aufgrund des Fehlens der pgRNA
unspezifisch RNA verpacken sollten. Neben einer weiteren Negativ-Kontrolle, bei der
die Zellen nicht transfiziert wurden, um die Spezifitdt der RT-PCR zu abzuschatzen
(Mock), wurden zum Beweis der Funktionalitat der PCR eine DNA-Positivkontrolle in
Form von 10 pg des Plasmides pSVHBV1.5core” und eine Negativkontrolle, bei der

keine DNA vorhanden war, mit einbezogen.

Finf Tage nach Transfektion wurden die Zellen lysiert (3.3.6) und die Nukleokapside
uber Nacht mit anti-HBc immunprazipitiert (3.4.8.1). Am ndchsten Tag folgte eine
kombinierte DNase I/RNase A-Inkubation, um auRerhalb der Kapside befindliche
Nukleinsduren abzubauen. Nach Zugabe eines RNase-Inhibitors wurde ein Proteinase
K-Verdau angeschlossen, um die Kapside aufzuspalten. Es folgten eine
Phenol/Chloroform-Extraktion (3.4.2.1), eine Ethanolfallung (3.4.2.2) und die
Aufnahme des DNA-Pellets in 15 pl HOpigest. Davon wurden 10 pl ein zweites Mal mit
DNase | inkubiert (Gesamtansatz 20 pl), und je 10 pl wurden in den RT-PCR- bzw. den
Kontroll-PCR-Ansatz gegeben (3.4.7). Nach erfolgter Amplifikation wurden die Proben
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elektrophoretisch im 1,5 %-igen TAE-Agarosegel aufgetrennt (3.4.2.6) und mit der
Geldokumentation ,Gel Jet Imager 2000° (INTAS, Gottingen) digital fotografiert.
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Abb. 23: Darstellung des RNA-Nachweises aus Nukleokapsiden mittels RT-PCR (oberes
Bild) und PCR (unteres Bild).

In den Spuren 1 und 13 ist der Langenstandard (St.) Generuler™ 100 bp DNA Ladder Plus
(MBI Fermentas, St. Leon-Rot) aufgetragen und in den Spuren 2 bis 8 die PCR-
Amplifikate der Kotransfektionen der Core-Mutanten (2 - 7) oder des WT Coreproteins (8)
mit dem corenegativen Genom. Die Spuren 9 bis 11 wurden mit den PCR-Produkten der
Transfektionen der RT-PCR Positiv-Kontrolle pSVHBV1.5RT env’ (RTenv’), der RT-PCR
Negativ-Kontrollen pSVcore WT (Core) und pSVHBV1.5¢™ (C) beladen. Die PCR der
untransfizierten Kontroll-Zellen (Mock) befindet sich in Spur 12. Die beiden PCR Negativ-
(PCR -) und Positiv- (PCR +) Kontrollen sind in den Spuren 14 und 15 zu sehen.

In Abbildung 23 sind die elektrophoretischen Auftrennungen der RT-PCR (oben) und
der Kontroll-PCR (unten) dargestellt. In den drei Spuren der Positivkontrollen (RT-
PCR) konnte man deutliche Signale in H6he von 430 bp erkennen, die auf eine
erfolgreiche Amplifikation von RNA (Spuren 8 und 9) bzw. DNA (Spur 15) hinwiesen,
wahrend die vier Negativkontrollen keine Signale erkennen lieRen. In jeder Spur der
sechs Core-Mutanten waren Banden mit unterschiedlicher Intensitét in der erwarteten
Hohe sichtbar. Wahrend R98H, F122V und R127G die stérksten Signale aufwiesen,
waren die Signalstarken der Core-Mutanten F122S und F122Y deutlich geringer. Die
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schwéchste Bande war bei R127D zu sehen. Es zeigte sich, dass sich in den Kapsiden
aller Core-Mutanten pgRNA befinden musste, da in der Kontroll-PCR keinerlei Signale
von viraler DNA zu erkennen waren. Bei allen sechs Mutanten, die zur
Kapsidassemblierung fahig waren (4.2.6.1), deren Kapside jedoch keine virale DNA
enthielten (4.2.6.2), war mit unterschiedlicher Effizienz verpackte pragenomische RNA

nachweisbar.

4274 Nachweis sezernierter Virionen mittels CsCl-Gradienten und nativem
Western Blot

Mit Hilfe der isopyknischen CsCl-Dichtegradientenzentrifugation war es mdglich, im
Zellkulturuberstand von transfizierten HuH7-Zellen befindliche Virionen von nackten
Kapsiden aufgrund ihrer verschiedenen Dichten zu trennen. Nach Fraktionierung der
Gradienten und Aufspaltung der Hullen der Virionen konnten vorhandene Kapside
durch nativen Western Blot detektiert werden. Damit sollten umhillte Nukleokapside
unabhédngig von ihrem Reifegrad oder Nukleinséuregehalt nachzuweisen sein. Da
HuH7-Zellen aus unbekannten Grinden auch nackte Kapside in den Kulturiiberstand
sezernieren, mussten diese zuvor abgetrennt werden. Bei dieser Analyse wurden die
sechs Core-Mutanten verwendet, die in der EPR keine detektierbaren Signale im Lysat
aufwiesen (4.1.3), aber im Western Blot Kapsidbildung zeigten (4.1.6.1).

HuH7-Zellen wurden mit den Core-Mutanten R98H, F122S, F122V, F122Y, R127D
und R127G und jeweils dem corenegativen HBV-Genom (pSVHBV1.5core’)
kotransfiziert. Als Positivkontrolle diente das WT Coreprotein, kotransfiziert mit
pSVHBV1.5core’, als Negativkontrolle die Transfektion des corenegativen Genoms
alleine. Finf Tage nach der Transfektion wurden die Zellkulturiiberstande mit CsCl
versetzt und in der Ultrazentrifuge zentrifugiert (3.4.8.2.1). Nach Fraktionierung der
Gradienten und PEG-Fallung (3.4.8.2.2) wurden die Prézipitate in einen Western Blot
(3.4.8.3) eingesetzt und Kapside mittels Immunoblot (3.4.8.4) detektiert.



ERGEBNISSE 114
a) | wr b) | NK
()] [®)]
DD C |~ | N | F | O DD |~ |™M|[O|[N]|O D C |~ N [T [©O|]O0O | N M |WO |0 |
Slo|N|N|N|N|N|® |0 |6|xn|< Slo|N|N|N [N (N[0 |0)|o|0|<
S [ (o . o J i 1 [ i [ i B 2% S e 3 [ [
'
c) | R98H d) | F122s
[®)] ()]
D | S [~ ||| OO N M| O~ D|IC | - N[ [T |0 | O N ||| O
CON‘N‘N’N‘N‘Q‘Q‘Q‘“’.‘Q Co“\!“\‘.‘N’N“\!‘Q‘Q‘C’?‘“’.“ﬂ
B e R e B B I ey g B e I L B B L B e = ey g
i}
-
- 5
- o -/
e) | F122v f) | F122v
[®)] (o))
O|C |~ | N | | O[O [~ M |W|N|O D C |~ [N [t [ ©O |0 |~ | ™M |WO|N|O
Slo|N|N|N|N|N 0@ |0 0|F Slo|N|[N|A [N |[N|®m 0|00
el el lelelsleslel=le]=
- .‘ - ’.ﬂ
g) | R127D h) | R127G
()] ()]
O C |~ N[t [ O[O |~ | ™M |WO|N~|O D | C | - [ MO [ |© |0 | N[O || O
z|E|s|a|s|8 ||z |55 z|2|5|5|%|8|5| ]3| 8]8|e
B =25 J 2 I ek g e [ B R B B =20 J 2 I ek g B [ B R B
- F
.
- . - ah

Abb. 24: Nachweis von Kapsiden im Kulturmedium durch CsCl-Gradient und Western Blot
der Proben: a) WT, b) NK, c) R98H, d) F122S, e) F122V, f) F122Y, g) R127D und h)
R127G.

Funf Tage nach Transfektion des corenegativen Genoms allein (NK) oder zusammen mit
dem WT Coreprotein (WT) oder Core-Mutanten wurde der Zellkulturiiberstand nach CsCl-
Gradientenzentrifugation fraktioniert. Die dem Gradienten von oben abgenommenen
Fraktionen wurden nach PEG-Fallung von links nach rechts ihrer Dichte entsprechend,
zusammen mit 1 und 10 ng rekombinanten Coreprotein aus E. coli im TAE-Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran geblottet und assemblierte
Kapside mit Hilfe eines Immunoblots detektiert. Die Zahlen geben die Dichte der
Fraktionen in g/ml an.
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Abbildung 24 a) zeigt die Signale der WT-Kontrolle. Die relativ starken Signale bei
1,31 bis 1,37 g/ml stammen von nackten Kapsiden, die von den HuH7-Zellen ins
Medium sezerniert worden waren. Signale von den im Medium vorhandenen Virionen
waren bei einer Dichte von 1,24 und 1,26 g/ml beim WT (a) deutlich zu sehen. Die
Negativkontrolle (b) zeigte wie erwartet keine Signale. Bei der Core-Mutante R98H (¢)
waren Signale von Nukleokapsiden bei einer Dichte von 1,33 und 1,36 g/ml zu sehen,
die jedoch im Vergleich zu denen des WT deutlich schwécher waren. Nur sehr
schwache Signale von Kapsiden zeigten sich bei der Mutante F122S (d) bei einer Dichte
von 1,32 bis 1,38 g/ml mit einem Maximum bei 1,34 g/ml. Anndhernd gleich starke
Nukleokapsid-Signale wie beim WT waren bei Dichten von 1,33 und 1,35 g/ml bei der
Core-Mutante F122V (e) zu sehen, neben einer etwas schwacheren bei einer Dichte von
1,37 g/ml. Core-Mutante F122Y (f) zeigte ein gut sichtbares Kapsid-Signal bei einer
CsCl-Konzentration von 1,35 g/ml. Schwéachere Banden waren bei 1,31, 1,33 und 1,37
g/ml zu sehen. R127D (g) war mit nur einem Signal von sehr geringer Intensitat bei
einer Dichte von 1,31 g/ml die Mutante, die die wenigsten und auch schwachsten
Signale generieren konnte. Die sechste Mutante R127G (h) zeigte Signale im Bereich
von 1,32 bis 1,40 g/ml, wobei das meiste Coreprotein im Bereich von 1,34 - 1,36 g/ml
nachgewiesen werden konnte. Keine der sechs Core-Mutanten liel Signale von
Virionen erkennen, wéhrend flinf deutliche bis sehr starke Signale von nackten, von den

HuH7-Zellen ins Medium sezernierten Nukleokapsiden zeigten.

Es zeigte sich, dass alle sechs Mutanten, die nach der EPR als umhillungsinkompetent
phanotypisiert worden waren, die Kapsidbildung und Pragenomverpackung mit
unterschiedlicher Effizienz erlaubten, jedoch die virale DNA-Genomsynthese und
Umhillung der Kapside blockierten.



ERGEBNISSE 116

4.3 Generierung eines MuLV-Retrovirus-Transduktionssystems fur die
intergenomische Transkomplementation der 1126A Core-Mutation

durch das env-Gen

Die Arbeitshypothese beziliglich der Umhullung von Nukleokapsiden besagt, dass eine
direkte Interaktion zwischen der Oberflache der Kapside und den transmembran
gelegenen, viralen Hullproteinen entsteht. Zwei Bereiche innerhalb der Hullproteine
wurden kartiert, die nach Mutation die Formation von Virionen blockierten. Der erste
Bereich, die sogenannte Matrix-Doméne, befindet sich in der C-terminalen Region der
PraS1-Domaéane des LHBs und umfasst eine 22 AS lange, lineare Sequenz von AS 103
bis 124 (BRruss, 1997; LE SEYEC et al., 1998; LE SEYEC et al., 1999). Die zweite flr die
Umhillung essentielle Sequenz umfasst zwolf AS und liegt im N-terminalen Bereich
des SHBs (AS 35 -46) (LOFFLER-MARY et al., 2000). Das Kapsid wurde ebenfalls
mittels Mutationsanalysen auf die Umhillungsféhigkeit hin untersucht. Neben zwei
Deletionen und einer Insertion, die ohne die Kapsidstabilitit zu beeinflussen die
Umhllung blockierten (KoscHEL et al., 2000), konnten auch elf oberflachenexponierte
AS-Positionen bestimmt werden, die nach Alanin-Substitution den gleichen Ph&notyp
aufwiesen (PONSEL & BRuss, 2003). Eine dieser Positionen war Isoleucin 126. Wahrend
dieser Arbeit wurden an dieser Position elf weitere Substitutionen generiert, die
ebenfalls den Phanotyp der Alanin-Mutante (K+/V-) aufwiesen (4.1.3.1). Es kann daher
angenommen werden, dass die AS-Position 1126 des Coreproteins eine wichtige Rolle

wahrend der Umhdllung des Nukleokapsides spielt.

Um eine mdgliche, direkte Interaktion zwischen Kapsid und LHBs nachweisen zu
konnen, sollte innerhalb dieser Arbeit ein Zellkultursystem etabliert werden, welches
eine intergenomische Transkomplementation der 1126A Core-Mutation durch ein in der
Matrix-Doméne zufallsmutiertes LHBs-Gen erlaubt. Dazu mussten HuH7-Zellen
generiert werden, die konstitutiv die HBV-Polymerase und die Core-Mutante 1126A
exprimieren. Im Zuge der Komplementations-Experimente sollte ein HBV-Genom, das
replikationsinkompetent aber verpackungskompetent war und einzig die Expression der

Mut

Hullproteine inklusive des mutagenisierten LHBs (LHBs ™) erlaubte, in trans zugefihrt

werden. Nach Einfliihrung des defekten Genoms in die Zellen mit Hilfe eines MuLV-



ERGEBNISSE 117

Retrovirus-Transduktionssystems sollten dann Viren sezerniert werden, wenn das
Genom fir ein LHBsM" kodiert, das die Core-Mutation 1126A transkomplementieren
kann. Nach Anreicherung der sezernierten Virionen im Medium und Analyse des
verpackten Genoms sollte die komplementierende LHBs-Mutation bestimmt werden

kdnnen.

Fur die Transduktionsexperimente sowie fir die Einbringung der Core- und P-Proteine
in die HuH7-Zellen wurde ein System verwendet, welches auf dem ,Drei-Plasmid-
Expressionssystem’ fur die Produktion von MuLV-Retroviren basiert (SONEOKA et al.,
1995). Dieses System zeichnet sich dadurch aus, dass nach Transfektion von drei
Plasmiden funktionelle, rekombinante Retroviren hergestellt werden. Nach
Transduktion wird das retrovirale Provirus in das Wirtszellgenom integriert, und die
,Fremd’-DNA wird ebenso wie die Transduktions- und Selektionsmarker exprimiert
(3.3.7). Die zu transduzierende HBV-DNA musste in das Plasmid integriert werden,
welches das defekte Genom des Retrovirus bereitstellt: pczCFG5 IEGZ bzw.
pczCFG5 IEGN (KNODEL et al., 1999). Beide Plasmide kodieren fir ein eGFP-
Zeocinresistenz-  bzw.  eGFP-Geneticinresistenz-Fusionsprotein,  welches  als
Transduktionskontrolle und Selektionsmarker fungiert. Mit Hilfe einer FACS-Analyse
lasst sich schnell die Anzahl eGFP-exprimierender und damit infizierter Zellen
bestimmen. Die beiden weiteren Plasmide, die fiir die Retrovirus-Herstellung benotigt
werden, sind pHIT 60 und pczVSV-G wt (2.5), die flr die Strukturproteine des Kapsids
(gag), eine reverse Transkriptase und Integrase (pol) (SONEOKA et al., 1995) bzw. fir
die Hullproteine (PIETSCHMANN et al., 1999) kodieren, die das Wirtsspektrum
bestimmen. Durch Verwendung des Glykoprotein G des vesikuldren Stomatitis-Virus
(VSV-G), welches uber ein sehr breites Wirtsspektrum verflgt, ist es mdglich, eine
grolle Anzahl von Zelllinien zu transduzieren. Ein entscheidender Vorteil einer
Transduktion gegentber einer Transfektion ist die Mdglichkeit, durch die Wahl einer
geeigneten MOI (multiplicity of infection) quasi einzelne Gene, statt eines ,Gen-
Gemisches’ in Zellen einbringen zu kdnnen.

Mit Hilfe dieser MuLV-Retroviren sollte fiir Kontrollexperimente zunéchst ein LHBs-
exprimierendes und fiir spatere Komplementierungs-Experimente ein LHBsY'-
exprimierendes HBV-Genom in  HuH7-Zellen eingebracht werden. Aus

molekularbiologischen und sicherheitsrelevanten Aspekten sollte die Expression des
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LHBs/LHBs™" nicht von dem gleichen Genom erfolgen wie die Expression der HBV-
Polymerase und der Coreproteine. Zum einen wirde durch die Einbringung von
Mutationen in den ORF des LHBs gleichsam der Leserahmen der Polymerase gestort
werden, wodurch defekte Proteine gebildet werden konnten, die die Morphogenese
beeinflussen. Zum anderen sollte das sich in den Retroviren befindliche HBV Genom,
soweit wie mdoglich funktionell eingeschrankt werden, da durch das groRe
Wirtszellspektrum des retroviralen Huillproteins eine Infektion auBerhalb der Zellkultur
maoglich sein kénnte. Daher wurden die Gene fur das Coreprotein, die Polymerase und
das X-Protein mit Stopp-Kodons versehen, so dass das Genom verpackungskompetent
blieb, aber replikationsinkompetent wurde. Die Bereitstellung der fur die Morphogenese
wichtigen Core- und P-Proteine sollte konstitutiv innerhalb der zu transduzierenden
HuH7-Zellen erfolgen. Daflr mussten fur die Experimente zwei HuH7-Zelllinien
generiert werden: Die erste sollte fir Kontrollexperimente konstitutiv das WT
Coreprotein (core”") und das P-Protein (pol) exprimieren. Nach Zugabe des LHBs
exprimierenden HBV-Genoms in die HuH7-HBVcore""-pol Zellen sollten Virionen in
das Medium sezerniert werden kénnen, wahrend die Zugabe von LHBsM" die
Umhillung blockieren wirde. Fir die Komplementations-Experimente musste dann
eine zweite Zelllinie generiert werden, die statt des WT Coreproteins die Core-Mutante
1126A (core'®”) konstitutiv zur Verfiigung stellt. Nach Zugabe von LHBs™'
exprimierenden Genomen in diese Zellen sollten dann Virionen in den Kulturiberstand
die Core-Mutante 1126A funktionell

sezerniert werden, wenn eine LHBsM"

komplementieren kann.

4.3.1 Herstellung des Hullprotein-exprimierenden HBV-Genoms und Integration

in das Retrovirus-Transduktionssystem

Fur die Selektion des intergenomisch komplementierenden HBV-Hillproteins wurde
ein HBV-Genom geschaffen, das defizient fir das Core-, P- und X-Expression war.
AnschlieBend wurde dieses Genom in den retroviralen Vektor pczCFG5 IEGZ
eingefigt, um mit Hilfe des Retrovirus-Transduktionssystems in HuH7-Zellen

eingebracht zu werden.
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Als Basiskonstrukt fungierte ein corenegatives HBV-Genom (pRVHBV1.5core’[2.5]),
in das die beiden weiteren Stopp-Kodons eingefiihrt wurden. Das X-Gen wurde mittels
PCR-Mutagenese an AS-Position 8 mit einem Stopp-Kodon versehen, wobei
pRVHBV1.5core” als Matrize und die Oligonukleotide #372, #373 und #374 (2.7) fur
die Amplifizierung verwendet wurden. Dabei kam es an HBV nt 1393 zu einem
Austausch eines Cysteins gegen ein Thymin, wodurch das Basentriplett fir Glutamin
(CAA) zu einem Stop-Kodon (TAA) verandert wurde. Das bei der PCR entstandene
1817 bp groRe Fragment wurde zun&chst in den Vektor pDrive eingesetzt (pDrive-
HBX") (3.4.5). AnschlieRend wurde Uber die REN Hpal und NgoMIV (3.4.4.1) ein 1687
bp Fragment in pRVHBV1.5¢ ligiert (3.4.4.2), wodurch pRVHBV1.5¢'X  generiert

wurde.

Fur die Ausschaltung des Polymerasegens wurde durch PCR-Mutagenese eine
Punktmutation an HBV nt 2817 von Cytosin nach Adenin vorgenommen, wodurch an
AS-Position 171 ein Cystein (TGC) gegen ein Stopp-Kodon (TGA) ausgetauscht wurde.
Mit Hilfe der Oligonukleotide #391 und #392 und pRVHBV1.5¢c'x" als Matrize wurde
ein 658 bp Fragment amplifiziert und in den Vektor pDrive tberfuhrt (pDrive-HBVpol)
(3.4.5). Nachfolgend wurde ein 492 bp Fragment, welches die Mutation trug, tber die
Schnittstellen BspEl und BstEll aus pDrive-HBVpol in pPRVHBV1.5core’x™ integriert.
Letztlich wurde das entstandene Plasmid pRVHBV1.5core’x’pol” (2.5) an den
Restriktionsschnittstellen BspElI und NgoMIV geschnitten und ein 3542 bp Fragment,
welches die beiden Stopp-Kodons des X- und des Polymerasegens enthielt, wurde ber
die gleichen REN in den Vektor pSVHBV1.5core” (2.5) eingesetzt. Das fur diese Arbeit

weiter verwendete Plasmid war pSVHBV1.5core x pol.

Das unter der Kontrolle des SV40-early-Promoter stehende HBV-Genom, das defizient
fur die Expression des Core-, P- und X-Proteins war, die Hullproteine aber weiterhin
exprimierte (Daten nicht gezeigt), wurde abschlielend in den Vektor pczCFG5 IEGZ
(2.5) und damit in das Retrovirus-Transduktionssystem integriert. Daflir wurde zunachst
der das Retrovirus-Genom enthaltende Vektor pczCFG5 IEGZ mit Swal linearisiert
(3.4.4.1). Das zu inserierende HBV-Genom wurde mit Hilfe der REN Clal und
NgoMIV aus dem Plasmid pSVHBV1.5corexpol” ausgeschnitten wund die
uberhédngenden Enden wurden mit dem Klenow-Fragment aufgefillt (3.4.4.3). Durch
die anschlielende Ligation (3.4.4.2) entstand das Konstrukt pczCFG5 IEGZ-
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SVHBV1.5core’xpol’, das kotransfiziert mit pHIT 60 und pczVSV-G wt in HEK-
293T-Zellen die Produktion von MuLV-Retroviren ermdglicht, die das defekte HBV-

Genom tragen.

4.3.2 Herstellung von HBV Coreprotein-exprimierenden HuH7-Zelllinien

Es wurden zwei HuH7-Zelllinien generiert, die nach stabiler Transduktion das WT
Coreprotein respektive die Core-Mutante 1126A konstitutiv exprimieren, so dass nach
Zugabe eines corenegativen HBV-Genoms reife Virionen sezerniert werden.

Fur die Herstellung von MuLV-Retroviren (3.3.7), die das jeweilige Core-Gen tragen,
wurde neben den beiden Plasmiden pHIT 60 und pczVSV-Gwt das Plasmid
pczCFG5 IEGZ (2.5) bendtigt. Dies stellte das spéatere retrovirale Genom zur
Verfiugung, das sich nach Transduktion in das Wirtszellgenom integrierte. Zur
Herstellung von Coregen-tragenden (WT oder 1126A) pczCFG5 IEGZ wurde ein
714 bp groRes Fragment mit Hilfe der Restriktionsenzyme Apal und BamHI aus den
Coreprotein-Expressionsvektoren pSVcore™" bzw. pSVcore™* welches das
entsprechende Coregen trug, herausgeschnitten (3.4.4.1). Die Uberhdngenden Enden
wurden mit dem Klenow-Fragment aufgefillt (3.4.4.3) und das Fragment in den mit
Swal geschnitten Vektor pczCFG5 IEGZ ligiert (3.4.4.2). Die beiden generierten
Plasmide pczCFG5 IEGZ-HBVcore™" und pczCFG5 IEGZ-HBVcore'*?** konnten dann
zur Herstellung von MuLV-Retroviren verwendet werden. Dazu wurden die beiden
Plasmide jeweils mit pHIT 60 und pczVSV-G wt transient in HEK-293T-Zellen
transfiziert (3.3.4.3). Als Kontrollen wurden zum einem das unveranderte
pczCFG5 IEGZ (Positiv-Kontrolle) kotransfiziert, und zum anderen wurde eine
Kotransfektion von pHIT 60 und pczVSV-G wt ohne pczCFG5 IEGZ durchgefiihrt
(Negativ-Kontrolle). Die hergestellten rekombinanten Retroviren wurden fur 6 h mit
den zu transduzierenden HuH7-Zellen im Brutschrank inkubiert (3.3.8). Fir dieses
Experiment wurde keine definierte MOI verwendet, sondern die maximale Menge
rekombinanter Retroviren zu den Zielzellen gegeben. Am zweiten Tag nach der
Transduktion wurden die Zellen passagiert und das Medium mit Zeocin (600 pg/ml)

versetzt. Zur Kontrolle der Transduktionseffizienz wurde mittels FACS-Analyse



ERGEBNISSE 121

exprimiertes eGFP in den HuH7-Zellen nachgewiesen (Abb. 25) (3.3.11). Die Messung
erfolgte mit dem Durchflusszytometer Epics XL-MCL (Coulter, Krefeld).

a) | Positiv-Kontrolle b) | Negativ-Kontrolle
c) | Core WT d) | Core [126A

24
28

Count
_ Count

™
m

-

.1 1060
FL1 LOG Ll FL1 LOG

Abb. 25: FACS-Analyse von HuH7-Zellen nach Transduktion a) mit MuLV-Retroviren,
ohne Insertion (Positiv-Kontrolle), b) ohne Retroviren als Negativ-Kontrolle, ¢) mit MuLV-

Retroviren, die das WT-Coregen trugen oder d) mit MuLV-Retroviren, die das Gen der
Core-Mutante 1126A trugen.

Zwei Tage nach der Transduktion von HuH7-Zellen mit MuLV-Retroviren, die neben dem
eGFP-Gen das HBV WT-Coregen oder das Gen der Core-Mutante 1126A trugen, bzw.
eGFP-tragenden WT MulLV-Retroviren und einer Negativ-Kontrolle (keine Viren) wurden
die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die Ein-parametrige Darstellung der
Histogramme gibt die Anzahl der Zellen (Count; Ordinate) in Abhéngigkeit von der
Fluoreszenzintensitat in logarithmischer Darstellung (FL1 LOG; Abszisse) wieder.

In den Histogramm-Darstellungen der FACS-Analysen waren stets relativ einheitliche

Zellpopulationen zu sehen. Bei der Positiv-Kontrolle, bei der HuH7-Zellen mit
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Retroviren ohne HBV-Insertion transduziert wurden, waren 96,3 % der Zellen eGFP-
positiv (Abb. 25 a). Die HuH7-Zellen, die von Retroviren mit dem WT Coregen
transduziert wurden, waren zu 90,4 % eGFP-positiv (Abb. 25 c), wéhrend die Zellen,
die mit den MuLV-Retroviren transduziert wurden, die das Gen der Core-Mutante
I126A trugen, zu 93,2 % eGFP-positiv waren. Der Nachweis der Expression von eGFP
zeigte, dass eine Transduktion der HuH7-Zellen mit Core-Gen-tragenden MuLV-

Retroviren erfolgt war.

Vierzehn Tage nach der ersten Zugabe des AB wurden jeweils 40 Zeocin-resistente
Einzelzellklone mit sterilen Pipettenspitzen in 96-Well-Platten dberfihrt (3.3.9) und
wdchentlich ein Mediumswechsel durchgefiihrt, wobei der Selektionsdruck mit Zeocin
stets aufrechterhalten wurde. Nach weiteren 24 Tagen wurden sowohl von den mit dem
WT-Coregen, als auch den mit der Core-Mutante 1126A transduzierten Zellen jeweils
20 Klone in 24-Well-Platten tberfuhrt. Letztlich wurden die sechs am schnellsten
gewachsenen und damit vitalsten AB-resistenten Zellklone (ZK) zur weiteren
Kultivierung in 6-Well-Né&pfe 0berfuhrt. Die Coreprotein-Expression und Kapsid-
assemblierung wurde mit Hilfe von PEG-Féllung (3.4.8.2.2) und anschlielender
Western Blot-Analyse (3.4.8.3) untersucht. Dazu wurden die ZK zunéchst in 6 cm-
Schalen umgesetzt und fur funf Tage im Brutschrank inkubiert. Nach erfolgter Zelllyse
(3.3.6) wurden die geklarten Lysate mit 10 % (w/v) PEG8000 und 2 % (w/v) NaCl
versetzt und die zytosolischen Proteine prézipitiert (3.4.8.2.2). Anschlielend wurde ein
nativer Western Blot (3.4.8.3) durchgefiihrt und assemblierte Kapside mittels
Immunoblot (3.4.8.4) nachgewiesen. Zur Mengen-Kontrolle wurden 1und 10 ng
rekombinantes Coreprotein (E. coli) eingesetzt. Als Positiv-Kontrollen fungierten mit

1126A  transient

den Coreprotein-Expressionsvektoren pSVcore"" oder pSVcore
transfizierte HuH7-Zellen (3.3.4.1), wahrend die Negativ-Kontrolle (NK) untransfizierte

HuH7-Zellen waren.
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Abb. 26: Nachweis von assemblierten Kapsiden in den WT oder 1126A Coregen
transduzierten HuUH7-Zellen mittels nativer Gel-Elektrophorese und Western-Blot.

Jeweils sechs ZK wurden lysiert und mit PEG prazipitiert. AnschlieBend wurde eine native
Agarosegel-Elektrophorese durchgefiihrt, mittels Western Blot die Proben auf eine
Nitrozellulose-Membran geblottet und assemblierte Kapside mit Hilfe eines Immunoblots
detektiert. Als Kontrollen wurden 1 bzw. 10 ng rekombinantes Coreprotein eingesetzt. ZK:
Zellklon; WT: Transfektion mit pSVcore""; 1126A: Transfektion mit pSVcore?*; NK:
untransfizierte HuUH7-Zellen

In Abbildung 26 ist zu sehen, dass alle zw6lf ZK ann&hernd die gleichen Mengen an
assemblierten Kapsiden aufwiesen wie der WT. Anhand der gleichzeitig aufgetragenen
rekombinanten Coreproteine aus E. coli wurde deutlich, dass mehr als 10 ng in jedem
ZK und den WT-Kontrollen vorhanden waren. Zur Uberpriifung der Funktionalitat der
assemblierten Kapside wurde mit jeweils drei Klonen (WT: ZK 70.3, ZK 100.1 und ZK
100.2; 1126A: ZK 70.3, ZK 100.1 und ZK 100.2) eine EPR-Analyse (3.4.6.2)
durchgefihrt. Daftr wurden die Zellen in 2 cm-Napfen (6-Well-Schale) kultiviert und
transient mit dem corenegativen HBV-Genom (pSVHBV1.5core’) mit der
Kalziumphosphat-Methode transfiziert (3.3.4.1). Die Analyse erfolgte wie in Kapitel
4.2.3 beschrieben.
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Abb. 27: Ergebnis der EPR von den ZK mit transduziertem a) WT-Coregen und b) Gen der
Core-Mutante 1126A nach Transfektion mit einem corenegativem HBV-Genom.

Funf Tage nach Transfektion von ZK bzw. HuH7-Zellen mit pSVHBV1.5core” allein (ZK
und Negativ-Kontrolle [NK]) oder zusammen mit pSVcore™™ (WT) oder pSVcore'?4
(1126A) wurden Virionen aus Zellkulturiiberstanden und Nukleokapside aus Zelllysaten
immunprazipitiert, in eine EPR eingesetzt und die virale DNA isoliert. Nach Agarosegel-
Elektrophorese und Trocknen der Gele wurden die radioaktiven Signale mit dem
Phosphoimager ausgewertet. In der linken Hélfte der Abbildungen sind die Signale von
Virionen, in der rechten Halfte die Signale der Nukleokapside zu sehen. Als Kontrolle
wurden ca. 2x10° Genomagquivalente aus humanem Serum verwendet.

In Abbildung 27 a) ist zu sehen, dass die ZK, die das WT-Coreprotein exprimierten, in

der Lage waren, das corenegative HBV-Genom zu transkomplementieren. Es waren
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Banden sowohl von zytosolischen Kapsiden, als auch von sezernierten Virionen zu
sehen. Dabei generierte Klon ZK 100.1 die starksten Signale. Die ZK, die die Core-
Mutante 1126A exprimierten (Abb. 27 b), zeigten Signale im Zelllysat von
zytosolischen Nukleokapsiden und aufgrund des erwarteten Umhullungsblocks keine
von sezernierten Virionen. Zwischen den einzelnen Klonen gab es geringe Unterschiede
bei der Signalintensitat. Wéahrend ZK 50.1 und ZK 100.1 etwa gleich starke Signale
zeigten, war das des ZK 70.2 deutlich starker, jedoch immer noch schwécher als die
Kotransfektions-Kontrollen (WT und 1126A).

Damit konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Klone in der Lage waren,
konstitutiv funktionelles Coreprotein zu exprimieren. Die Zelllinien ZK 100.1 (HuH7-
HBVcore™™) und ZK 70.2 (HuH7-HBVcore"®”) wurden fiir weitere Experimente

verwendet.

4.3.3 Herstellung von HuH7-Zellen mit konstitutiver Expression von HBV Core-

und P-Proteinen

Nach Generierung der HuH7-Zellen, die konstitutiv das WT-Coreprotein (HUH7-
HBVcore) bzw. die Core Mutante 1126A (HuH7-HBVcore'*?®*) exprimieren, wurden
diese Zelllinien zusatzlich stabil mit dem Polymerasegen des HBV transduziert. Auf
diese Weise sollte spater das nur fir die Hullproteine codierende HBV-Genom
(pPSVHBV1.5core’x pol’; 4.2.1) funktionell transkomplementiert werden kénnen.

Aufgrund der Tatsache, dass das WT Coreprotein bzw. die Core-Mutante 1126A durch
den Selektionsdruck von Zeocin konstitutiv in den HuH7-Zellen exprimiert wurden,
musste die stabile Expression eines zweiten, mit dem Retrovirus-System transduzierten
Gens unter Selektionsdruck eines anderen AB erfolgen. Daher wurde das zu
transduzierende Polymerasegen in den Vektor pczCFG5 IEGN (2.3.2) integriert werden,

da dieser eine Selektion tiber Geneticin erlaubte.

Mit Hilfe der zwei Oligonukleotide #424 und #425 wurde das vollstandige P-Gen aus
dem das ca. 1,5-fache HBV-Genom tragende Plasmid pRVHBV1.5 (2.5) amplifiziert.
Durch die Oligonukleotide wurde eine Kozak-Sequenz (GCC ACC; Kozak, 1986) vor

das Start-Kodon des Gens eingefuigt, sowie am 5’ und 3’ Ende des Amplifikats je eine
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Nrul-Restriktionsschnittstelle. Nach der PCR (3.4.4.5) wurde das 2570 bp groRe
Amplifikat in den Vektor pDrive eingesetzt (3.4.5). AnschlieBend wurde das HBV
Polymerasegen mittels Nrul aus pDrive-HBVpol herausgeschnitten, der Vektor
pczCFG5 IEGN mit Swal linearisiert (3.4.4.1) und nach Dephosphorylierung des
Vektors (3.4.4.4) die beiden Fragmente ligiert (3.4.4.2). Das resultierende Konstrukt
pczCFG5 IEGN-HBVpol wurde anschlieBend zur Generierung von MuLV-Retroviren

eingesetzt.

HEK-293T-Zellen wurden transient mit pczCFG5 IEGN-HBVpol, pczVSV-G wt und
pHIT 60 Kkotransfiziert (3.3.4.3). Fur die Positiv-Kontrolle wurde das parentale
pczCFG5 IEGN mit pczVSV-Gwt und pHIT 60 Kkotransfiziert, fur die Negativ-
Kontrolle erfolgte eine Kotransfektion ohne pczCFG5 IEGN. Nach Generierung der
rekombinanten Retroviren wurden diese zu den zu transduzierenden HuH7-
HBVcore'- (ZK 100.1) und HuH7-HBVcore''?A- (ZK 70.2) -Zellen (4.2.2) gegeben
(3.3.8). Zwei Tage nach der Transduktion wurden die jeweiligen ZK passagiert und das
Kulturmedium mit je 600 pg/ml Geneticin und Zeocin versetzt. Damit konnten die
Zellen selektioniert werden, die sowohl das P-Protein, als auch das WT Coreprotein
bzw. die Core-Mutante 1126A exprimierten. Da die HuH7-HBVcore"'- und HuH7-
HBVcore"?®A-Zellen bereits eGFP exprimierten, konnte keine direkte optische
Auswertung der Transduktionseffizienz erfolgen. Aus diesem Grund wurden in einem
Parallelansatz naive HuH7-Zellen ebenfalls mit den P-Proteingen tragenden Retroviren
sowie der Positiv- und Negativ-Kontrolle transduziert und visuell mit Hilfe des
Fluoreszenz-Mikroskops Axiovert 10 (Carl Zeiss Jena, Jena) ausgewertet (3.3.12).
Sowohl die HuH7-Zellen der Positiv-Kontrolle, als auch die HuH7-Zellen, die mit den
Polymerasegen-tragenden Retroviren transduziert worden waren, zeigten deutliche
Signale von exprimiertem eGFP. Die Zellen der Negativ-Kontrolle lieBen hingegen
keine vergleichbaren Signale erkennen (Daten nicht gezeigt). Ausgehend von dem
Parallelansatz konnte angenommen werden, dass auch die Transduktion der beiden
Zellklone HuH7-HBVcore"" und HuH7-HBVcore'?** erfolgreich war.

Zwei Wochen nach der initialen Zugabe des Geneticin-Zeocin-Gemisches wurden
jeweils 40 Einzelzellklone steril in 96-Well-Platten Gberflihrt (3.3.9). Wdchentlich
wurde das Medium gewechselt, wobei stets der Selektionsdruck durch die beiden AB

(je 600 pg/ml) erhalten blieb. Nach 28 Tagen Inkubation wurden jeweils 20 Klone in
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24-Well-Platten tberfuhrt. Die sechs am schnellsten gewachsenen und damit vitalsten
Zellklone (ZK) wurden nach weiterer 14-tagiger Inkubation in 6-Well-Napfe Gberfihrt
und bis zum vollstdndigen Bewuchs des Napfbodens weiterkultiviert.

Der beste Nachweis fur die Expression von funktionellen P-Proteinen und die Kontrolle
fir weiterhin bestehende Expression der beiden Coreproteine (WT und 1126A) war die
,endogene Polymerase Reaktion’ (3.4.6.2). Dazu wurden jeweils drei der sechs ZK in je
zwei 6-Well-Né&pfe tberfiihrt. Dies waren die ZK 4, 5 und 6 von den Zellen, die das WT
Coreprotein und die Polymerase exprimierten und die ZK 1, 2 und 3 der Zellen, die
zusétzlich zur Polymerase die Core-Mutante 1126A produzierten. Wéhrend jeweils ein
Napf untransfiziert blieb, wurde der zweite Napf eines jeden ZK mit pczCFG5 IEGZ-
SVHBV1.5core’x’pol” mit Hilfe von FuGENE (Roche Diagnostics, Mannheim)
transfiziert (3.3.4.2). Als Positiv-Kontrollen wurden zum einen eine dreifach
Transfektion von  HuH7-Zellen mit  pczCFG5 IEGZ-SVHBV1.5core’x pol’,
pczCFG5 IEGZ-HBVcore"" oder pczCFG5 IEGZ-HBVcore™?* und pczCFG5 IEGN-
HBVpol durchgefiihrt, zum anderen eine Transfektion des von den endogenen
Promotoren regulierten HBV-Genoms (pRVHBV1.5; 2.5). Fur die Negativ-Kontrollen
wurde das Plasmid pczCFG5 IEGZ-SVHBV1.5core x’pol” alleine oder zusammen mit
pczCFG5 IEGZ-HBVcore™", pczCFG5 IEGZ-HBVcore'®”  oder pczCFG5 IEGN-
HBVpol in HuH7-Zellen transfiziert. Funf Tage spater wurden die Zellen lysiert (3.3.6)
und die geklarten Lysate, sowie die Kulturiiberstdinde mit anti-HBc bzw. anti-HBs
immunprazipitiert (3.4.8.1). Die Prézipitate wurden in die EPR eingesetzt (3.4.6.2).
Nach Isolierung der viralen DNA und Separation der Proben im TAE-Agarosegel
wurden die radiaktiven Signale gesammelt und mit Hilfe des Phosphoimagers
,Molecular Imager FX’ (Biorad, Munchen) ausgewertet.
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Abbildung 28: Ergebnisse der EPR-Auswertung der Coreprotein- und Polymerase-
exprimierenden HuH7-Zellklone (a) 4, 5 und 6 (WT) sowie (b) 1, 2 und 3 (1126A) nach
Transfektion mit dem Hullprotein-exprimierenden HBV Genom.

P-Protein und WT Coreprotein (a) oder Core-Mutante 1126A (b) exprimierende ZK wurden
mit pczCFG5 IEGZ-SVHBV1.5core’xpol” (CXPY) transfiziert. Als Kontrolle wurden
HuH7-Zellen entweder mit dem Hiuillprotein-exprimierenden HBV-Genom (CXP") alleine
transfiziert oder kotransfiziert mit den Coreprotein (Core WT oder Core 1126A)- oder
Polymerase (Pol)-exprimierenden Vektoren. Als WT-Kontrolle wurde pRVHBV1.5
transfiziert (WT) und eine Funktionskontrolle der EPR stellten ca. 2 x 10° Genom-
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aquivalente aus hochtitrigem, humanen Serum dar. Fiinf Tage nach Transfektion wurden
Nukleokapside aus Zelllysaten und Virionen aus Zellkulturiiberstdnden immunprazipitiert,
in die EPR eingesetzt und autoradiographisch ausgewertet.

Abbildung 28 a) zeigt die EPR-Ergebnisse der Zellklone 4, 5 und 6 (WT), die mit dem
Hullprotein exprimierenden Genom transfiziert worden waren. Sowohl ZK 4 als auch
ZK'5 waren in der Lage, zytosolische Nukleokapside zu generieren. Diese besaRen
anndhernd die gleiche Signalintensitat wie die WT-Kontrolle (WT) und die Dreifach-
Transfektion (Pol + Core WT + CXP"). In der Zelllysat-Probe des ZK 6 hingegen zeigte
sich, wie auch bei den drei Negativkontrollen, keinerlei Aktivitat, was z.B. auf eine
defekte Polymerase-Expression zurlckzufiihren sein konnte. Die linke Seite der
Abbildung zeigt die Signale der Zellkulturiiberstande. Hier waren bei den ZK 4 und 5
wie auch bei der Dreifach-Transfektion Signale von sezernierten Virionen zu sehen. In
der Spur der WT-Kontrolle zeigte sich im Vergleich dazu ein schwacheres Signal.
Nachdem ZK 6 Kkeine zytosolischen Nukleokapside generieren konnte, war
dementsprechend auch kein Signal von Virionen zu detektieren. In Abbildung 28 b)
sind die EPR-Ergebnisse der Proben der ZK 1 bis 3 (1126A) dargestellt. Alle drei Klone
waren mit unterschiedlicher Effizienz in der Lage, Nukleokapside zu assemblieren.
Wihrend ZK 2 und auch ZK 1 annghernd an die Signalintensitat der Positiv-Kontrollen
heranreichten, produzierte ZK 3 ein deutlich schwécheres Signal. Mdglicherweise war
bei diesem ZK die Polymerase-Expression beeintrachtigt. Auf der linken Seite der
Abbildung zeigten sich bei den ZK der umhillungsdefizienten Mutante 1126A wie
erwartet keine Signale von sezernierten Virionen. Nur die WT-Kontrolle besal} die

Kompetenz, Nukleokapside zu umhillen und ins Medium zu sezernieren.

Es zeigte sich, dass es moglich war, zwei (ZK 4 und ZK 5) der drei WT Core- und P-
Protein exprimierenden ZK (HuH7-HBVcore" -pol) durch Hiillproteine in trans zu
komplementieren. Bei den ZK der HuH7-Zelllinien, die die Core-Mutante 1126A und

die Polymerase exprimierten (HuH7-HBVcore''?%4

-pol), konnte gezeigt werden, dass
erwartungsgeman keiner der drei ZK in trans komplementiert wurde, da die Umhillung
mit WT LHBs durch die Core-Mutante blockiert worden war. Es wurden aber
funktionelle zytosolische Kapside nachgewiesen, was zeigte, dass das eingebrachte
HBV-Genom verpackt werden konnte. Fur weitere Versuche wurden ZK 4 (HuH7-

HBVcore" -pol) und ZK 2 (HuH7-HBVcore?**-pol) verwendet.
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4.3.4 Herstellung von Retroviren mit Hullprotein-exprimierendem HBV-Genom

Nachdem gezeigt worden war, dass die WT Coreprotein- und Polymerase-
exprimierenden HuH7-Zellen erfolgreich transkomplementiert werden konnten und die
die Core-Mutante 1126A produzierenden Zellen reife Nuleokapside generieren konnten,
wurde das Hiullprotein-exprimierende HBV-Genom (4.2.1) mittels Transduktion von
Retroviren in den ZK 4 (HuH7-HBVcore""-pol) und ZK 2 (HuH7-HBVcore*-pol)
eingebracht. Anschlielend sollte mit Hilfe von Immunprézipitation von sezernierten
Virionen und nachfolgender PCR-Analyse gezeigt werden, dass nach Transduktion des
ZK 4 reife Virionen produziert worden waren, wéahrend der Umhillungsprozess bei
ZK 2 blockiert sein sollte.

Ein groRer Vorteil der Transduktion gegentiber einer Transfektion ist, dass durch eine
geeignete Infektionsdosis eine Einbringung von mehreren Kopien des HBV-Genoms in
eine Zelle verhindert werden kann. Bei einer MOI von 0,5 Retroviren pro Zelle ist es
statistisch relativ unwahrscheinlich, dass eine Doppelinfektion erfolgt, wodurch
ungewollte inter- und intragenomische Rekombinationen bei dem in 1,5-facher Kopie
vorliegenden HBV-Genom reduziert werden konnen. Weiterhin wird dadurch die
Madglichkeit verringert, dass ein HBV-Genom verpackt und sezerniert wird, welches
nicht fir die komplementierenden Hiillproteine kodiert, die von einem zweiten, in der

gleichen Zelle vorkommenden Genom in trans beigesteuert wurden.

Fur die Herstellung der Retroviren mit Hiullprotein-exprimierendem HBV-Genom
wurden HEK-293T-Zellen in 10 cm-Schalen transient mit den Plasmiden
pczCFG5 IEGZ-SVHBV1.5core’xpol” (4.2.1), pczVSV-G wt und pHIT 60 transfiziert
(3.3.4.3). Zur Generierung von funktionellen Kontrollretroviren ohne HBV-Insertion
wurde pczCFG5 IEGZ zusammen mit pczVSV-G wt und pHIT 60 transfiziert, wahrend
als Negativ-Kontrolle nur die beiden letztgenannten Plasmide in die HEK-293T-Zellen
eingebracht wurden. Jede Kotransfektion wurde dreifach angesetzt, um spéter sowohl
HuH7-Zellen als auch die beiden ZK 4 (HuH7-HBVcore™"-pol) und ZK 2 (HuH7-
HBVcore?*-pol) parallel transduzieren zu kénnen. Nach Generierung des Retrovirus-
haltigen Filtrats (9 ml) wurde dieses zu den Zielzellen gegeben und fur 6 h im
Brutschrank inkubiert (3.3.8). Fr eine funktionelle Kontrolle wurde je ein 6-Well-Napf
der ZK4 und ZK2 sowie HuH7-Zellen mit dem Plasmid pczCFG5 IEGZ-
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SVHBV1.5corex’pol” mit Hilfe von FUGENE transfiziert (3.3.4.2). Am nachsten Tag
fand analog zur ersten eine zweite Transduktionsrunde statt. Ein Tag nach der zweiten

Transduktion erfolgte die Zugabe der beiden AB Geneticin und Zeocin (je 600 pg/ml).

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Transduktion konnte aufgrund der bereits in den
Zellen vorhandenen, konstitutiven Expression von eGFP keine Auswertung von ZK 2
(HuH7-HBVcore™®-pol) und ZK 4 (HuH7-HBVcore" -pol) mit Hilfe der FACS-
Analyse oder Fluoreszenz-Mikroskopie vorgenommen werden. Dies war nur flr die
parallel transduzierten bzw. transfizierten HuH7-Zellen mdglich. Bei der Betrachtung
dieser Zellen mit dem Fluoreszenz Mikroskop Axiovert 10 (Carl Zeiss Jena, Jena)
zeigten sich bei der Transduktions-Kontrolle (pczCFG5 IEGZ) und der Transfektions-
Kontrolle (pczCFG5 IEGZ-SVHBV1.5core’x’pol’) starke Signale von exprimiertem
eGFP. Bei den Zellen, die mit den HBV-Genom-tragenden Retroviren transduziert
wurden, waren im Vergleich sehr viel schwéachere Signale zu sehen. Dies war
vermutlich auf die Insertion des groBen HBV-Fragmentes (ca. 4300 bp) in das
Retrovirus-Genom zuriickzuftihren. Bei den Zellen der Negativ-Kontrollen war keine

Fluoreszenz zu beobachten (Daten nicht gezeigt).

435 Nachweis der Transduktion von ZK 4 (HuH7-HBVcore""-pol) und ZK 2
(HuH7-HBVcore**-pol) mittels PCR

Fur den Nachweis einer erfolgreichen Transkomplementation des Hullprotein-
exprimierenden HBV-Genoms mit den Coreproteinen (WT und Mutante 1126A) und
der Polymerase, und damit einer funktionsfédhigen Virus-Morphogenese, wurde eine
PCR flr sezernierte Virionen durchgefiihrt. Dazu wurden spezifisch im Genom
bindende Oligonukleotide (#216 und #309; 2.12) verwendet, die einen Bereich von 607
bp (HBV nt 2755 bis 140) amplifizieren. In diesem Bereich befindet sich sowohl die
vollstdndige PraS1-, als auch die nahezu vollstdndige PraS2-Region. Auch die
Matrixdoméne (AS 103 -124 des LHBs) ist dort lokalisiert, die spater durch
randomisierte PCR-Mutagenese fir die Komplementations-Experimente verdndert
werden sollte. Durch eine Sequenzierung dieses Amplifikates sollte es in nachfolgenden
Experimenten moglich sein, die mutierte, fir die Komplementation der Core-Mutante

I126A nétige Mutation in der Matrixdoméne des LHBs zu ermitteln.
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Vier Tage nach der zweiten Transduktion mit den Retroviren, die das Hullprotein-
exprimierende HBV-Genom trugen (4.2.4), wurden die Zellkulturiberstdnde geerntet
und die sezernierten Virionen mit anti-HBs immunprazipitiert (3.4.8.1). Nach Isolierung
der viralen DNA (3.4.6.3) und Aufnahme des DNA-Pellets in 15 pl H;Opigest Wurden die
Proben in eine 25 Zyklen umfassende PCR eingesetzt (3.4.4.5). Die Annealing-
Temperatur wurde dabei auf 47°C festgesetzt. Als Positiv-Kontrolle fungierten 5 pg
eines Plasmids, das die ca. 1,5-fache Kopie des HBV-Genoms tragt (PRVHBV1.5; 2.5),
als Negativ-Kontrolle dienten 5 pl H,Opigest. Nach der PCR wurden 5 pl von jeder Probe
mit 1 ul 6 x Probenauftragspuffer | versetzt und auf ein 1,5 %-iges TAE-Agarosegel
aufgetragen. Als GroRenkontrolle wurde der Langenstandard Generuler™ 100 bp DNA
Ladder Plus (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) (2.9) flankierend auf das Gel aufgetragen.

HuH7- HuH7-
HuH7 HBVcore""-pol , HBVcore'*-pol
Transduktion ID_ Transduktion ID_ Transduktion ID_
| . X ;X X +
5 Xc %= %elsB
LHhl1 + 0O +O0OFI + OB &
1 2|3 4 5 6|7 8 9 10/1112 13 14{15 16

500 bp

Abbildung 29: PCR-Nachweis des HBV-Genoms nach Transkomplementation des
Hullprotein-exprimierenden Genoms mit Polymerase und WT Coreprotein oder
Coreprotein Mutante 1126A. PCR -: Negativ-Kontrolle PCR; PCR +: Positiv-Kontrolle
PCR; St.: Langenstandard; ,-” : Negativ-Kontrolle Transduktion; ,+’ : Positiv-Kontrolle
Transduktion; CXP™: Transduktion des Hullprotein-exprimierenden HBV-Genom; Trf.
CXP’: Transfektion des Hullprotein-exprimierenden HBV-Genom.

In den Spuren 2 und 15 war der Langenstandard aufgetragen und in den Spuren 1 und
16 die PCR-Kontrollen, die wie erwartet negativ bzw. positiv ausfielen. In den Spuren 3
und 4, 7 und 8 sowie 11 und 12, in denen sich die Kontroll-Transduktionen befanden,
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waren keine Banden vorhanden, da kein HBV-Genom in die Zellen eingebracht wurde.
In den Spuren 5 und 6 waren ebenfalls keine Signale zu sehen, denn hier fehlten in den
HuH7-Zellen nach der Transduktion mit den Retroviren bzw. Transfektion des HBV-
Genoms die fir die Morphogenese nétigen Core- und P-Proteine. Zwei positive Signale
zeigten sich in Form von zwei Banden in Hohe der erwarteten 607 bp bei den Proben in
den Spuren 9 und 10. Hier komplementierten die in den HuH7-HBVcore""-pol-Zellen
konstitutiv exprimierten WT Coreproteine und P-Proteine das transduzierte (Spur 9)
bzw. transfizierte (Spur 10) Hullprotein-exprimierende virale Genom. Es musste eine
funktionelle Virus-Morphogenese mit anschlieBender Sekretion reifer Virionen erfolgt
sein. Erwartungsgemall wurden in der PCR keine Banden nach der Transduktion
(Spur 13) oder Transfektion (Spur 14) des Genoms in die HuH7-HBVcore?* -pol-
Zellen generiert, da die umhullungsdefiziente Core-Mutante 1126A die Morphogenese

der Virionen blockierte.

Es zeigte sich, dass dieses System nach Transduktion eines Hullprotein-exprimierenden
HBV-Genoms eine Transkomplementierung in den Zellen ermdglichte, die konstitutiv
das WT Coreprotein und die Polymerase synthetisierten.
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5 DISKUSSION

Das Hepatitis-B-Virus ist ein umhilltes DNA-Virus mit einem ikosaedrischen
Nukleokapsid und repliziert sich tber reverse Transkription (SUMMERS & MASON,
1982). Die virale Hulle enth&lt drei Hullproteine und umschlief3t das Kapsid, das nur aus
einem Baustein, dem Corepotein, besteht. Wéhrend der im Zytosol stattfindenden
Assemblierung des Kapsids wird die ca. 3,35 kb grol3e pragenomische RNA zusammen
mit der viralen Polymerase und anderen zelluldren Faktoren verpackt. Diese neu
entstandenen Kapside werden nicht verpackt (GERELSAIKHAN et al., 1996; WEI et al.,
1996; PERLMAN, 2003). Erst wéhrend oder nach der reversen Transkription des RNA
Pragenoms in ein partiell doppelstrangiges DNA Genom wird auf der Oberflache des
Nukleokapsids ein Reifungssignal generiert, wodurch die Kapside kompetent fiir die
Umhillung werden. Der exakte Ort der Umhillung bzw. der Knospung (budding)
konnte bislang nicht bestimmt werden. Wahrend zum Beispiel Herpesviren an der
Kernmembran und einige Retroviren an der Zytoplasmamembran umhillt werden
(MobrOw & FALKE, 1998), geht man bei dem HBV davon aus, dass das budding an
intrazellularen Membranen von Kompartimenten wie dem Post-ER, Pré-Golgi oder den

multivesicular bodies erfolgt (PATZER et al., 1986; HuoViLA et al., 1992; FReeD, 2002).

Sowohl innerhalb des LHBs und SHBs (BRuss, 1997; LE SEYEC et al., 1998; LE SEYEC
et al., 1999; LOFFLER-MARY et al., 2000), als auch auf der Kapsidoberflache (KOSCHEL
et al.,, 1999; KoscHEL et al. 2000; PONSEL & BRuss, 2003) wurden Bereiche bzw.
Positionen bestimmt, die notwendig fur den Umhillungsprozess der zytosolischen
Nukleokapside sind. Insbesondere die Matrix-Domane des LHBs wird als
Interaktionspartner flr spezifische Protein-Protein-Interaktionen mit der Oberflache des
Nukleokapsids wahrend des Umhullungsprozesses propagiert. Die hohe Spezifitat
dieser Interaktion wird deutlich, wenn die Tatsache beriicksichtigt wird, dass einzig
Nukleokapside mit Reifungssignal umhillt werden.

Die Arbeitshypothese geht davon aus, dass es wahrend des Umhillungsprozesses zu
einem direkten Kontakt zwischen den transmembran gelegenen Hullproteinen und den

mit einem Reifungssignal versehenen Nukleokapsiden kommt.
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5.1 Charakterisierung oberflachenexponierter AS-Positionen des HBV

Nukleokapsids

5.1.1 Auswahl der zu phanotypisierenden AS-Positionen

Fur diese Arbeit wurden insgesamt sechs AS-Positionen des Coreproteins flr
Mehrfachsubstitutionen ausgewdhlt, die nach Alanin-Substitution umhillungsdefizient
waren (PONSEL & BRuss, 2003): S17, L95, K96, F122, 1126 und R127. Die zwei
Positionen L95 und K96 wurden selektiert, da sie malRgeblich an der Bildung einer
anndhernd ringférmigen Struktur (L60, L95 und K96) an der Basis des Spikes beteiligt
sind. Sie befinden sich in der Spike-abwaérts gelegenen Helix a4b, die wenige AS spéter
(ab Position 99) in das Innere des Kapsids eintaucht. Beide AS-Reste sind als stark
konserviert einzustufen, da bei einem Vergleich von 125 HBV Coreprotein-Sequenzen,
die in der NCBI-Proteindatenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) gelistet sind, jeweils
nur eine andere AS vorhanden war: Bei L95 gab es zweimal einen Austausch zu dem
ebenfalls hydrophoben Isoleucin, wahrend bei K96 nur eine Substitution gegen das
ebenfalls basische Arginin vermerkt war. Auch die AS L60 zeigte den K+/V- Phanotyp
nach Austausch gegen Alanin, wurde aber aufgrund der Nahe zu Position C61, die fir
die Ausbildung der Disulfidbrucke verantwortlich ist, nicht ausgewéahlt. Diese Briicke
ist zwar nicht essentiell fir die Dimer- und Kapsidbildung, stabilisiert aber die
Strukturen (NASSAL et al., 1992b; ZHENG et al., 1992; ZLOTNICK et al., 1996). Durch
eine Veranderung der GroRe oder Ladung des AS-Restes an dieser Position hétte es
leicht zu einer Blockierung und Destabilisierung der Disulfidbriicken kommen kdnnen
und dadurch zu Instabilitaten bei der Dimerbildung. Die weiteren vier ausgesuchten
Positionen S17, F122, 1126 und R127 befinden sich innerhalb der flachigen Struktur an
den Dimer-Kontaktstellen und weisen trotz der groRen sequentiellen Entfernung von
S17 eine enge Lokalisation zueinander auf. Diese vier Positionen bilden dabei eine Art
Ring um den lateralen Arm des Coreprotein-Homodimers. S17 liegt am Ende der Helix
al und ist hoch konserviert; nur ein AS-Austausch gegen Prolin konnte in der
Datenbank gefunden werden. Die AS-Reste F122, 1126 und R127 befinden sich in der
Helix a5. Bei F122 wurde nur zweimal ein natirlich vorkommender Austausch gegen

Valin an dieser Position nachgewiesen, wahrend an Position 1126 in der Datenbank kein
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Austausch zu finden war. Position R127 ist hingegen etwas variabler, da je einmal

Alanin, Glycin, Histidin und Prolin anstelle des Arginins vorhanden war.

Neben den sechs Positionen, die nach der Alanin-Substitution keine Umhullung mehr
ermoglichten, wurden vier AS-Reste ausgewahlt, die nach dem Austausch dem
Phanotyp des WT-Coreproteins entsprachen: S21, D22, N90 und R98. Die AS-
Positionen S21, D22 und R98 befinden sich zwischen a-Helix 1 und 2a (S21 und D22),
bzw. innerhalb der Helix a4b (R98). In der Tertidrstruktur des Proteins decken sie fast
vollstandig den Oberflachenbereich zwischen dem basalen Spike-Ring und der
flachigen Struktur an den Dimer-Kontaktstellen, die von den umhiillungsinkompetenten
Mutanten gebildet werden, ab. Wahrend R98 vollstandig und D22 mit nur einem
nachgewiesenen Austausch gegen Histidin hoch konserviert ist, ist die Position S21 sehr
variabel: Von den 125 Uberpriften Sequenzen enthielten an dieser Position 112 Serin,
sieben Threonin, zwei Alanin, zwei Histidin, eine Asparagin und eine Valin. N90 liegt
in dem Bereich zwischen den a-Helices 4a und 4b und damit direkt oberhalb des
angedeuteten Rings, den die Reste L95 und K96 um die Basis des Spikes bilden.
Asparagin ist an dieser Position sehr konserviert, nur einmal konnte Lysin gefunden

werden.

Mit der Auswahl dieser zehn Positionen sollte ein wichtiger Teil der
Oberflachenbereiche, die an der Umhullung beteiligt sein konnten, abgedeckt sein. Die
AS der zehn ausgewahlten Positionen wurden gegen verschiedene andere Reste mittels
PCR-Mutagenese ausgetauscht. Dabei wurde darauf geachtet, dass die eingefiihrten
Reste ein mdoglichst breites Spektrum an Eigenschaften wie Ladung, GroRe und
Polaritat abdeckten. Die Untersuchungen umfassten EPR-Experimente zur Beurteilung
der Umhullungsfahigkeit, Western Blot-Analysen zum Nachweis assemblierter
Kapside, Southern Blot- und RT-PCR-Experimente zur Bestimmung der
intrakapsidaren  Nukleinsdauren und CsCIl-Gradient/Western Blot-Analysen  zum

Nachweis umhullter und sezernierter Nukleokapside.
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5.1.2 Analyse von umhullungsrelevanten Aminosaure-Positionen des HBV
Nukleokapsids

Die sechs AS-Positionen S17, L95, K96, F122, 1126 und R127 wurden wahrend dieser
Arbeit mit verschiedenen anderen AS substituiert (4.2.3.1). Diese Validierung sollte
weitere Einsichten hinsichtlich der Variabilitdt und Anforderung der ausgesuchten
Positionen in Bezug auf bendtigte Eigenschaften wéhrend des Umhuillungsprozesses
geben. Bei Reproduktionen des umhillungsdefizienten Phénotyps durch die an diesen
Positionen eingefuihrten AS-Reste sollten weiteren Rickschlusse auf die Beteiligung
dieser AS-Positionen wéhrend des Umhillungsprozesses bzw. bei der Protein-Protein-
Interaktion mit dem LHBs (Matrix-Domane) gezogen werden konnen. In dem Fall, dass
nach dem Austausch der AS keine Kapside detektierbar sind, waére eine Beteiligung
dieser Position an der Umhullung denkbar, kann jedoch aufgrund der aufgetretenen
Kapsidinstabilitat nicht bewertet werden. Die strukturelle Bedeutung einer Position lasst
sich an der Haufigkeit von letalen Substitutionen ermitteln: Je haufiger die Kapsid- oder
Dimerstabilitat durch die Mutanten beeintrachtigt ist, desto wichtiger sollte die Position

fur den Assemblierungsprozess sein.

Der Verlust der Umhillungskompetenz der Kapside lasst sich nicht nur durch die
Madglichkeit des Wegfalles der direkten Interaktionsstelle zwischen den mutierten AS-
Position und dem LHBs erklaren. Eine weitere Mdoglichkeit besteht z.B. in der
Beeintrachtigung des Reifungssignales des Nukleokapsids. Da dessen Identitét bislang
nicht geklart ist, muss die Moglichkeit einer Inhibierung oder einer Zerstérung ebenfalls
in Betracht gezogen werden. Auch konnte bisher eine Beteiligung zellularer Strukturen
oder Proteine wahrend des Umhillungsprozesses oder dem generellen Transport der
Nukleokapside zum Post-ER, Pra-Golgi oder den multivesicular bodies nicht
ausgeschlossen werden. Deshalb sollte auch ein solcher Bindungsverlust beriicksichtigt
werden. Neben dem Wegfall der Umhillungskompetenz kann es durch die
Substitutionen auch zu einem Verlust oder einer Beeintrachtigung der Kapsid-
assemblierung kommen. Dabei muss vor allem der Austausch der spezifischen AS-
Eigenschaften, wie Ladung, GroRe oder Polaritat berticksichtigt werden, der sich
negativ auf die Assemblierungsféhigkeit oder die Stabilitat der Dimere oder Multimere

auswirken kann. In einem ,Zell-freien’ System konnte gezeigt werden, dass flr die
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Kapsidassemblierung intakte Membranen in Form von Vesikeln bendtigt werden
(LINGAPPA et al., 2005). Das lasst vermuten, dass das Coreprotein ein Signal fir einen
Membran-gerichteten Transport besitzen konnte und dass deshalb die Kapsid-
assemblierung nicht wie bisher angenommen im Zytosol erfolgt, sondern an
intrazellularen Membranen. Ein solches intrinsisches Signal konnte aber, im Gegenteil
zu dem bekannten NLS und Kern-Export-Signal (KANN et al., 1999; MaABIT et al., 2001;
RABE et al., 2003), bisher nicht identifiziert werden. Daher besteht die Mdoglichkeit,
dass auch dieses Signal unwissentlich durch die AS-Substitutionen zerstort wird,
wodurch es zu einem Verlust der Assemblierungsfahigkeit kommen kodnnte. Den
Verlust der Epitope, die wahrend der Versuche fur die Nachweisbarkeit von Kapsiden
wichtig waren, kann man hingegen nahezu ausschlieRen, da sich die Hauptepitope zum
einen bei AS-Position 80 und zum anderen bei AS-Position 130 befinden (SALFELD et
al., 1989; SALLBERG et al., 1991). Allein letzteres kdnnte von den Mutanten der
Position R127, eventuell auch von denen der Position 1126, beeintrachtigt worden sein.
Da aber durch die Mutationen nicht beide Epitope betroffen sein sollten, sollte die
Verfligbarkeit zumindest von dem Hauptepitop bei AS 80 stets gewahrleistet worden

sein.

Die AS-Position S17 (Helix al) befindet sich in der Tertidrstruktur des Proteins nahe
den Positionen F122, 1126 und R127, und ihre Seitenkette zeigt vom Spike in Richtung
der lateralen Enden des Homodimers. Alle eingebrachten Mutationen fiihrten zu dem
gleichen umhdllungsdefizienten Phédnotyp, den auch die Alanin-Mutante aufwies
(4.2.3.1, Abb. 16 a). Es zeigte sich, dass das neutral geladene, polare und hydrophile
Serin durch keinen anderen AS-Rest, gleich welcher Eigenschaften, wahrend des
Umhdllungsprozesses ersetzt werden konnte. Weiterhin blockierte keine der Mutanten
die Kapsidassemblierung vollstandig, was verdeutlicht, dass die Struktur und Ladung
des Serins fiir die Stabilitdt des Kapsids an dieser Position zweitrangig ist. Diese
Position ist demnach weder strukturell noch funktionell an der Kapsidassemblierung

und -umhdillung beteiligt.

Die unpolare, hydrophobe AS Leucin an Position 95 (Helix oa4db) besitzt eine
Seitenkette, die in Richtung des lateralen Arms des Homodimers zeigt. An dieser
Position wird deutlich, dass von den Eigenschaften her nahe verwandte AS-Reste

(Isoleucin und Valin) in der Lage waren, den WT Phanotyp zu reproduzieren (4.2.3.1,
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Abb. 16 b). Dies wurde fiir Isoleucin nicht nur aufgrund der Ahnlichkeit erwartet,
sondern auch aus dem Grund, dass in der NCBI-Proteindatenbank natirlich
vorkommende Coreproteine mit dem L951 Austausch vorhanden waren. Hingegen
blockierten die zwei AS-Reste Alanin und Glycin, die zu den ,kleinen” AS gez&hlt
werden, ansonsten aber gleiche Eigenschaften aufweisen, komplett die Umhdillung. Hier
scheint es notwendig, dass der AS-Rest vor allem eine bestimmte Lange aufweist, um
eine Bindung mit dem putativen Bindungspartner LHBs zu ermdoglichen oder bei der
Generierung des Reifungssignals zu unterstitzen. Dass auch eine von den Eigenschaften
stark abweichende AS wie Serin in der Lage ist, Kapside assemblieren zu kénnen, weist
darauf hin, dass die AS an Position 95 nicht unersetzbar fur den Zusammenbau der

Kapside ist.

Die neben L95 in Helix a4b befindliche AS-Position K96 besitzt eine Seitenkette, die in
einem ca. 60°-Winkel nach oben von dem Spike wegzeigt. Wie schon bei der Position
S17 waren auch hier alle Mutanten in der Lage, Kapside zu assemblieren, wéhrend der
Umhllungsprozess blockiert war (4.2.3.1, Abb. 16 ¢). Damit lasst sich auch bei dieser
Position der Schluss ziehen, dass K96 keine fir die Struktur des Kapsids wichtige,
sondern vielmehr eine funktionelle, an der Umhiillung beteiligte AS ist. Eine geringe
Storanfalligkeit bei der Kapsidassemblierung lieR sich jedoch bei der Asparaginsaure-
Mutante bemerken. Deutlich konnten hier die wenigsten zytosolischen Core-Partikel
nachgewiesen werden, da scheinbar durch die gegensatzliche Ladung zumindest eine
Instabilitdt bei der Dimer- oder Kapsidbildung verursacht wurde. Uberraschenderweise
zeigte sich aber auch bei der ebenfalls positiv geladenen Arginin-Mutante eine
Reduktion in der Menge der zytosolischen Kapside. Interessant ist dabei die Tatsache,
dass in der Proteindatenbank von NCBI ein natirlich vorkommender K96R Austausch
vorhanden war, wéhrend die Arginin-Mutante innerhalb dieser Arbeit einen K+/V-
Phanotyp besaR. Moglichkeiten der Erklarung hierfiir werden in Kapitel 5.1.4 diskutiert.

Die Ergebnisse der Mutationen an den Positionen L95 und K96 deuten darauf hin, dass
die beiden Positionen oder zumindest diese Region an der Bereitstellung des
Reifungssignals beteiligt sein konnten. Diese These wird unterstutzt durch einen AS-
Austausch an der benachbarten Position 197 (197L), der scheinbar eine konstitutive oder
frihzeitige Bereitstellung des Reifungssignals generiert, was zu einer Sekretion von

unreifen Virionen flhrt (YUAN et al., 1999a).
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Die AS-Position F122 (Helix a5) befindet sich in der Tertidrstruktur direkt neben 1126,
und ihre aromatische Seitenkette ist aus dem lateralen Arm nach oben exponiert. Nach
den Ergebnissen der EPR scheint das Phenylalanin an dieser Position nahezu essentiell
fir die Struktur des Kapsids oder aber schon fir die zytosolische oder eine Membran-
assoziierte Bildung der Coreprotein-Homodimere oder -Multimere zu sein. Nur die
Alanin-Mutante und die ebenfalls aromatische Tryptophan-Mutante waren in der Lage,
geringe Mengen an zytosolischen Core-Partikeln zu bilden (4.2.3.1, Abb. 16 d). Bei
dieser Position ist eine Beteiligung an der Umhillung nicht ausgeschlossen, wie die
beiden Mutanten F122A und F122W zeigten. Dies konnte aber aufgrund der zum
groRen Teil vorhandenen Instabilitdten bei der Generierung der Core-Partikel nicht
genauer untersucht werden. Bemerkenswerterweise wurde in der Proteindatenbank
zweimal der Austausch gegen Valin gefunden, wahrend in dieser Arbeit nach den EPR-
Experimenten keine Kapsidsignale nachzuweisen waren (vgl. 5.1.4). Die fiinf Mutanten
mit dem K-/V- Phénotyp wurden in weiteren Experimenten in Hinsicht auf die
Kapsidformierung und evtl. vorhandene Nukleinsduren naher untersucht. Wéhrend die
Mutanten F122G und F122K im Western Blot zum Nachweis assemblierter Kapside
nicht in der Lage waren, Signale zu generieren, zeigten hingegen F122S, F122Y und
F122V zum Teil WT-ahnliche Mengen (4.2.7.1, Abb. 21). Diese beinhalteten jedoch
keine HBV-DNA, wie eine Southern Blot-Analyse zeigte (4.2.7.2, Abb. 22). Mit Hilfe
einer RT-PCR-Analyse konnten aber verschiedene Mengen an intrakapsidarer pgRNA
nachgewiesen werden, was darauf hinweist, dass eine Verpackung des viralen
Pragenoms erfolgt sein musste, die reverse Transkription innerhalb der Kapside jedoch
beeintrachtigt war. Bei Gegenuberstellung der Signalintensitit des Western Blots mit
der der RT-PCR wird deutlich, dass im Vergleich zu den gebildeten Kapsiden mehr
RNA hatte nachweisbar sein miissen. Man kann also davon ausgehen, dass hier schon
die Verpackung der RNA gehemmt wurde. Eine Ursache kdnnte eine beschleunigte
Kapsidassemblierungsrate sein, wobei der sonst essentielle Komplex aus P-Protein und
pgRNA eventuell nicht mehr bendtigt wird. Ein Einfluss auf die protaminghnliche
Doméne im C-terminalen Bereich jedes Coreproteins und damit auf die Nukleinsaure-
Bindefahigkeit ist, durch die Lokalisation von F122, nicht sehr wahrscheinlich.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die nachweislich RNA-enthaltenden Kapside der

drei Mutanten nicht, wie die CsCl-Fraktionierung mit anschlielendem Western Blot
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darlegte, als unreife Partikel in den Zellkulturiiberstand entlassen wurden (4.2.7.4, Abb.
24 d, e und f). Die erhaltenen Ergebnisse der Mutanten der Position F122 unterstreichen
die strukturelle, aber auch funktionelle Bedeutung des Phenylalanins an dieser Position
wahrend der viralen Morphogenese. Die Tatsache, dass dieser AS-Rest auf der
Kapsidoberflache lokalisiert ist, weist auf eine komplexe Beziehung zwischen dem
Kapsid und dem Replikationskomplex, der offensichtlich nétig fur die reverse

Transkription des Genoms ist, hin.

Die Seitenkette der in Helix o5 befindlichen AS 1126 zeigt vom oberen Teil des
lateralen Homodimer-Arms nach oben in Richtung Spike. Die Ergebnisse der EPR mit
den Mutanten an der Position 1126 lassen darauf schlieRen, dass das Isoleucin direkt an
dem Umhllungsprozess beteiligt ist (4.2.3.1, Abb. 16 e). Einzig die Methionin-Mutante
war in der Lage, den WT Phénotyp zu reproduzieren. Diese ist ebenfalls unpolar und
hydrophob, und auch die L&nge des eingesetzten Restes ist identisch. Allerdings besitzt
das Methionin keine Methyl-Gruppe und ein Schwefel- anstelle des Cs-Atoms im Rest.
Im Gegensatz dazu ist es erstaunlich, dass die nahezu identische AS Leucin die
Umhillung blockierte. Sie besitzt die gleichen Eigenschaften wie Isoleucin, nur die
Methyl-Gruppe befindet sich nicht an C; sondern C, des Restes. Diesen K+/V-
Phanotyp des Leucins zeigten, bis auf die Prolin-Mutante, auch die zehn weiteren
Substitutionen. Prolin war der einzige AS-Rest, der die Kapsid- oder Dimerstabilitat so
stark beeintréchtigte, dass sowohl in der EPR als auch im Western Blot keine Kapside
nachweisbar waren (4.2.7.1, Abb. 21). Begriindet ist dies wahrscheinlich in der
einzigartigen Struktur der Iminosdure mit dem Pyrrolidin-Ring. Da von den 13
Mutanten elf den umhillungsdefizienten Phanotyp der Alanin-Mutante reproduzierten
und damit zeigten, dass stabile Kapside gebildet, aber nicht umhllt werden kénnen, ist
davon auszugehen, dass Isoleucin an dieser Position 126 wéhrend des
Umhillungsprozesses eine essentielle Rolle spielt. Die Bedeutung dieser Position wird
auch dadurch deutlich, dass bei dem Sequenzvergleich mit der NCBI-Proteindatenbank

kein nattirlich vorkommender Austausch an dieser Position gefuhrt wird.

Die basische, hydrophile und polare Seitenkette des Arginins an der Position 127 (Helix
ab) befindet sich seitlich am lateralen Arm des Dimers und zeigt in Richtung Spike. Bei
den EPR-Ergebnissen zeigte sich eine nahezu gleichméaBige Verteilung tber die drei
Phéanotypen K+/V+, K+/V- und K-/V- (4.2.3.1, Abb. 16 f). Sowohl das basische,
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hydrophile und polare Lysin, als auch das neutrale, hydrophobe, unpolare Leucin waren
in der Lage, Virionen zu generieren. Interessanterweise waren zwar die Signale bei der
Leucin-Mutante sowohl im Lysat als auch im Medium stark reduziert, aber das
Verhaltnis von Virionen zu Kapsiden entsprach dem des WT. Die ebenfalls basische
Histidin-Mutante blockierte trotz positiver Ladung, aber komplett anderer Struktur, die
Umhillung der Kapside. Eine Western Blot-Analyse der beiden Mutanten R127D und
R127G (K-/V-) ergab, dass beide in der Lage waren Kapside zu assemblieren, jedoch
im Vergleich zum WT in geringerer Menge (4.2.7.1, Abb. 21). Keine der beiden
Substitutionen zeigte Signale von viraler DNA im Southern Blot (4.2.7.2, Abb. 22),
aber eine RT-PCR-Analyse erbrachte bei beiden den Nachweis von pgRNA, jedoch in
unterschiedlicher Quantitat (4.2.7.3, Abb. 23). Auch hier konnte man wieder vermuten,
dass die Kapsidassemblierung schneller als beim WT ablief, so dass weniger RNA
verpackt wurde. Denkbar ware auch, dass der sonst fur den Beginn der pgRNA-
Verpackung verantwortliche P-Protein/pgRNA-Komplex nicht mehr bendtigt wurde
und es zu geh&uften spontanen Kapsidassemblierungen kam. Wie schon bei den
Mutanten F122S, F122V und F122Y konnte nach CsCl-Fraktionierung keine Sekretion
von unreifen HBV-Kapsiden gezeigt werden (4.2.7.4, Abb. 24 g und h). Die Signale
von R127D waren nach Behandlung mit CsCl so schwach, dass man, ausgeldst durch
die Mutation, von weniger stabilen Kapsiden ausgehen muss. Zusammengefasst scheint
es an der Position 127 zum Teil moglich, das Arginin durch strukturell ahnliche AS zu
substituieren, wahrend Eigenschaften wie gleiche Ladung allein nicht ausreichend sind.
R127 scheint gleichermalien strukturell und funktionell innerhalb des Kapsids wichtig
zu sein. Bei Evaluierung der Ergebnisse féllt auf, dass sowohl Alanin (K+/V-), als auch
Glycin (K-/V-) und Histidin (K+/V-) entgegen der hier ermittelten Ergebnisse als
natlrlich vorkommende Substitutionen in der NCBI-Proteindatenbank gefuhrt werden
(siehe auch 5.1.4).

Nach der EPR-Analyse kann man die getesteten Positionen in zwei Gruppen einteilen.
Die erste Gruppe, bestehend aus F122 und R127, scheint eher strukturelle oder
strukturelle und funktionelle Aufgaben wahrend der Kapsidassemblierung zu besitzen.
Im 3D-Strukturmodell (Swiss-PdbViewer) zweier Coreprotein-Dimere wird deutlich,
dass die Positionen Y132 des ersten Dimers (D1) und F122 des zweiten Dimers (D2)
raumlich sehr nah beieinander gelegen sind. Auch wenn sie keine Wasserstoffbriicken
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ausbilden, ist es durchaus vorstellbar, dass es bei Veranderungen von F122 zu
Beeintrachtigungen bei der Assemblierung kommen kénnte. Zwischen R127 (D1) und
D29 (D2) postuliert die 3D-Software eine Wasserstoffbriicke, so dass hier nach
Substitution der AS-Reste eine Blockierung der Kapsidbildung méglich ist. Der Verlust
oder die Reduktion der Kapsidstabilitat lasst sich, aufgrund der Lage der AS-Positionen,

eher auf instabile Inter- als auf eingeschrankte Intradimerkontakte zuriickfihren.

Die zweite Gruppe umfasst die Positionen S17, L95, K96 und 1126, die einen eher
funktionellen Charakter haben. Mit Ausnahme von 1126P waren alle Mutanten dieser
Gruppe in der Lage, Kapside zu assemblieren, und 24 von 28 reproduzierten den
umhillungsdefizienten Phénotyp der Alanin-Mutanten. Dies zeigt die Bedeutung dieser
Positionen fir den Umhullungsprozess. Interessanterweise scheinen Substitutionen der
Position K96 nicht die Stabilitat von Coreprotein-Dimeren zu beeinflussen, obwohl im
3D-Modell deutlich wird, dass Wasserstoff-Briicken zwischen K96 des einen
Coreproteins (C1) und E64 des zweiten Coreproteins (C2) bestehen. Diese
Wechselwirkung scheint fir die Bildung von Dimeren jedoch keine wichtige Rolle zu
spielen, sondern hat allenfalls eine stabilisierende Wirkung. Betrachtet man die
Lokalisierung dieser vier AS-Positionen, so fallt auf, dass sich L95 und K96, wie schon
beschrieben, an der Basis des Spikes befinden, 1126 am aufleren Ende des lateralen
Arms lokalisiert ist und S17 etwas seitlich versetzt genau zwischen den anderen drei
Positionen liegt. S17, L95 und 1126 sind sehr gut von oben zuganglich, wahrend K96
von N92 etwas verdeckt wird. Die Tatsache, dass diese vier AS raumlich in dieser Art
und Weise lokalisiert sind, unterstiitzt die Hypothese der direkten Interaktion mit dem
zytosolisch gelegenen N-terminalen Bereich des LHBs sehr gut. Die Matrix-Doméne
(Bruss, 1997) konnte in die Grube zwischen den Spikes gelangen, mit den analysierten
AS zu Beginn des Umhullungsprozesses in Kontakt treten und das Kapsid wirde, nach
immer mehr erfolgten Bindungen, von den transmembran gelegenen Hillproteinen

umhillt werden.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente haben gezeigt, dass es
sinnvoll ist, neben Alanin-Substitutionen auch funktionell andere AS-Seitenketten in die
zu untersuchende Position einzusetzen. Dadurch konnte zum Beispiel die Position 1126
in Bezug auf die Umhillungskompetenz und die Kapsidstabilitdt deutlich von der

Position F122 abgegrenzt werden. Neben den sechs ausreichend getesteten Mutanten,
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die die Umhillung nach der Alanin-Substitution blockierten, sollte es interessant sein,
auch die Positionen N136, A137 und 1139 mehrfach zu substituieren. Diese drei
Positionen zeigten ebenfalls den K+/V- Phénotyp nach Einbringung von Alanin bzw.
Glycin (PONSEL & BRuss, 2003). Sie befinden sich am C-terminalen Bereich des
Coreproteins, kurz bevor die AS in das Lumen des Kapsids abtauchen. Durch diese
Lage konnten sie neben der Umhillung auch an der Generierung des Reifungssignals

beteiligt sein, da eine direkte Beteiligung des C-Terminus des Proteins vermutet wird.

5.1.3 Untersuchung von Aminosaure-Positionen des HBV Nukleokapsids mit WT
Phanotyp nach Alanin-Substitution

Neben den sechs umhillungsdefizienten Mutanten wurden auch vier Alanin-Mutanten
fur Mehrfachsubstitutionen ausgewéhlt (S21A, D22A, N90A und R98A), die in der
EPR den WT Phéanotyp reproduzierten (4.2.3.2). Die Frage war, ob andere
Substituenten diesen Phénotyp ebenfalls generieren kénnen, oder ob sich bei diesen
eventuell auch der K+/V- Phanotyp nachweisen lassen wirde. Dies konnte auf eine
direkte Beteiligung an dem Umbhillungsprozess hinweisen, was durch die Alanin-
Mutante nicht gezeigt werden konnte. Daraus lieRe sich weiter folgern, dass der Bereich
der fir die Interaktion mit den Hullproteinen wichtigen AS noch mehr Positionen
umfassen wirde, was flr einen noch komplexeren Bindungsvorgang sprechen wirde.
Wiurde hingegen der WT-Phanotyp reproduziert werden, so wirde die jeweilige
Position als strukturell und funktionell eher unwichtig bezeichnet werden konnen. Die
in Kapitel 5.1.1 beschriebenen Mdglichkeiten der Umhdillungs- und Assemblierungs-
inkompetenzen sind auch fir die an diesen Positionen generierten Mutanten zu
beriicksichtigen. Alle vier getesteten Positionen waren zwischen dem Spike und den
lateralen Enden des Dimers lokalisiert, so dass die Wahrscheinlichkeit einer Beteiligung

an dem Umhullungsprozess am hdochsten war.

Die AS-Position S21 (hydrophil, polar) befindet sich in der Tertidrstruktur des Proteins
nicht nur direkt neben D22 zwischen den Helices al und a2a, sondern auch, obgleich
sequentiell weit voneinander entfernt, in unmittelbarer N&he zu den Positionen N90O,
L95, K96 und R98. Obwohl S21 genau in der Verbindungslinie zwischen den K+/V-

Phanotyp Positionen L95 und 1126 liegt und man daraus auf eine &hnliche Bedeutung
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bezlglich des Phéanotyps schlielen kénnte, sind alle Mutanten in der Lage, den WT
Phénotyp zu reproduzieren (4.2.3.2, Abb. a). Selbst die Substitution mit dem
hydrophoben, unpolaren Isoleucin zeigte keine Beeintrachtigung der Morphogenese-
Schritte. Bedingt durch ihre Lokalisation sollte sie keine Rolle wahrend der Dimer- oder
Kapsidformierung spielen. Weder funktionell noch strukturell scheint die Anwesenheit

des Serins an dieser Position erforderlich zu sein.

Die Seitenkette der sauren AS D22 ist weit aus der Kapsidoberflache exponiert und
zeigt in Richtung der lateralen Enden der Dimere. Die Lage l&sst zundchst keinen
Einfluss auf die Dimerbildung oder Kapsidassemblierung erwarten, aber sowohl die
Isoleucin-, als auch die Histidin-Mutanten zeigten sich unfdhig, Signale von
Nukleokapsiden zu generieren (4.2.3.2, Abb. b). Eine mdgliche Erklarung mag die an
dieser Position erforderliche negative Ladung sein, wohingegen eine Substitution mit
dem basischen Histidin schon in einem natirlich vorkommenden Isolat nachgewiesen
wurde. Bei den beiden ,kleinen” AS Glycin und Alanin waren hingegen WT-ahnliche
(G) oder zumindest schwache (A) Signale sowohl von Kapsiden, als auch von Virionen
nachzuweisen. Daher kann man davon ausgehen, dass an dieser Position die GroRe der
Seitenkette eine strukturelle Rolle zu spielen scheint. Auch die Tatsache, dass D22 eine
Wasserstoffbriicke mit Y132 des benachbarten Homodimers wahrend der
Kapsidassemblierung aufbaut, spricht fur eine solche Aufgabe. Sobald der AS-Rest zu
weit oder strukturell zu verschieden aus der Coreprotein-Oberflache herausragt, wird
entweder schon die Dimerbildung oder spéter die Kapsidassemblierung beeintréchtigt.
Dies bestétigte sich auch bei der genaueren Analyse der beiden Mutanten mit K-/V-
Phénotyp (D22H und D22l). Beide generierten Signale, die oberhalb der Kontrollen
lagen (4.2.7.1, Abb. 21). Dies bedeutete ein langsameres Laufverhalten im elektrischen
Feld des Agarosegels, was vermutlich auf den Austausch der negativ geladenen
Asparaginsdure gegen das basische Histidin oder das ungeladene Isoleucin
zuruckzufiihren war. Ein &hnliches Phdnomen wurde schon bei den AS-Positionen D29
und D78 nach Austausch gegen Alanin beobachtet (PoNsSeL, 2003). Auch die
Generierung von groReren Strukturen, die im Agarosegel langsamer migrieren, kdnnte

eine Erklarung darstellen.

Alle eingeflihrten Mutationen an Position N90 erlaubten sowohl Kapsidassemblierung,

als auch deren Umhillung und Sekretion reifer Virionen (4.2.3.2, Abb. c). Es zeigten
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sich jedoch Unterschiede in der Menge der assemblierten Kapside und sezernierten
Virus-Partikel. Wéhrend die verwandte AS Asparaginsaure WT-ahnliche Signale
erzeugte, waren die vier anderen deutlich beeintrachtigt. Aufgrund der Lokalisation
zwischen den Helices od4a und oa4b sollte N90 weder bei Intra- noch bei
Interdimerkontakten eine bedeutende Rolle spielen, obgleich vier Mutanten die
Kapsidassemblierung beeintrachtigten. Wie die Ergebnisse zeigen, scheint diese

Position funktionell nicht essentiell zu sein.

Die gut exponierte, basische Seitenkette der AS-Position R98 (Helix a4b) zeigte vom
Spike weg auf die beiden AS-Reste S21 und D22. Vier Mutanten zeigten nach der EPR-
Analyse den WT Phanotyp, wobei die Signale unterschiedlich stark ausfielen (4.2.3.2,
Abb. d). R98D und R98H hingegen beeintrachtigten die Kapsidbildung. Nach der
Western Blot-Analyse zeigte sich, dass der Austausch gegen die saure AS
Asparaginsaure die Bildung von Nukleokapsiden vollstandig blockierte (4.2.7.1, Abb.
21). Aufgrund der Lokalisation der Position R98 ist eine Beteiligung an der
Dimerbildung oder der Kapsidassemblierung eher unwahrscheinlich, vielmehr scheint
diese Mutante die stabile Struktur des Coreprotein-Monomer beeintrachtigt zu haben.
Der Austausch gegen die basische und aromatische AS Histidin hingegen zeigte im
Western Blot ein schwaches Signal von assemblierten Kapsiden, die im Agarosegel
schneller migrierten als die WT-Kontrollen. Zusatzlich war noch ein Signal von
Coreproteinen zu sehen, die sich im elektrischen Feld langsamer bewegten als die des
WT. Durch die Substitution schien sich das Assemblierungsverhalten der Coreproteine
derart verandert zu haben, dass es auch zu gréReren und evtl. kompakteren Strukturen
gekommen war, die das Netzwerk des Agarosegels langsamer bzw. schneller
durchwanderten. In den Kapsiden der Mutante R98H konnte keine HBV-DNA
nachgewiesen werden (Southern Blot) (4.2.7.2, Abb. 22), dafur aber verpackte pgRNA
(RT-PCR) (4.2.7.3, Abb. 23). Das deutet darauf hin, dass die reverse Transkription der
PgRNA blockiert sein musste. Erwartungsgemal konnten nach CsCl-Fraktionierung des
Kulturiiberstandes keine umhdillten, unreifen Kapside detektiert werden, die von den
HuH7-Zellen sezerniert worden waren (4.2.7.4, Abb. 24 c). Die Ergebnisse der
Untersuchungen deuten darauf hin, dass an dieser Position die Struktur wichtiger war
als die Ladung der Seitenkette der Substituenten, da das ebenfalls positiv geladene

Histidin nicht in der Lage war, den K+/VV+ Phénotyp zu reproduzieren. Weiterhin weist
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dies auf eine Beteiligung dieser Position an der Kapsidassemblierung hin, die durch

grobe Veranderung der Seitenkettenstruktur beeintrachtigt werden kann.

Keine der getesteten Mutanten der Positionen, die nach Alanin-Substitution den WT
Phanotyp zeigten, war umhullungsdefizient (K+/V-). Entweder reproduzierten sie den
WT Phénotyp (K+/V+) oder blockierten frihe Morphogenese-Schritte wie die
Kapsidbildung oder die reverse Transkription (K-/V-). Durch die friihe Stérung kann
eine Beteiligung an der Umhillung selbst nicht untersucht und damit nicht
ausgeschlossen werden. Jedoch haben diese untersuchten Positionen eher strukturelle

als funktionelle Aufgaben innerhalb der Kapside, wie die Ergebnisse aufzeigen.

5.1.4 Einschrankungen bei der Interpretation der Ergebnisse

Wahrend dieser Arbeit wurde stets der Ph&notyp einer einzelnen Punktmutation
analysiert. Dabei zeigten sich je nach Substitution unterschiedliche Auswirkungen auf
die Kapsidstabilitat sowie die Umhillungskompetenz. Man muss jedoch davon
ausgehen, dass durch den Austausch der Seitenketten nicht nur andere Strukturen,
sondern daruber hinaus differente Eigenschaften in das Coreprotein eingebracht worden
sind, die auch benachbarte Positionen beeinflussen koénnen. Und nicht nur direkt
benachbarte AS-Reste konnten durch Punktmutationen betroffen sein, auch eine
Wirkung auf weiter entfernt gelegene Positionen muss beriicksichtigt werden. So konnte
gezeigt werden, dass die Punktmutation 197L, die einen aberranten Sekretions-Phénotyp
aufwies, durch die strukturell entfernt gelegene Mutation P130T funktionell
komplementiert werden konnte (YUAN & SHIH, 2000). Es ist also schwierig, die
Mutanten ausschlieBlich isoliert zu betrachten. Es muss immer eine Mitbeteiligung
anderer, nicht identifizierter AS-Reste an solch komplexen Vorgdngen wie der
Umhdllung berticksichtigt werden. Aus diesem Grund kann auch nicht ausschlielich
davon ausgegangen werden, dass die Interaktion zwischen dem Kapsid und den
Hullproteinen durch nur jeweils eine AS vermittelt wird; daftr spricht auch die Anzahl
der umhullungsdefizienten Mutanten und deren Verteilung auf der Kapsidoberflache.
Auch die putative Bindungsregion des LHBs (Matrix-Doméne) umfasst eine Sequenz
von 22 AS (BRruss, 1997). Weiterhin konnten sicherlich auch Positionen wie F122 aktiv

an der Umhillung beteiligt sein, was aber aufgrund der Destabilisierung des Kapsids
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oder der Behinderung der reversen Transkription nicht genauer bestimmt werden
konnte. Desweiteren sollte bedacht werden, dass die Ergebnisse nur die gesamte
Umhillungskompetenz widerspiegeln und nicht direkte Beweise fur den Kontakt
zwischen der getesteten AS und dem Hullprotein liefern. Es wéare gut moglich, dass z.B.
Position 1126 essentiell flr die Generierung des Reifungssignals ist, nicht aber fiir die
Kontaktaufnahme wéhrend der Umhillung. Neben dem Reifungssignal muss auch ein
maogliches intrinsisches Membran-targeting Signal der Coreproteine berlicksichtigt
werden (LINGAPPA et al., 2005), das durch die Mutationen gestort wird, wodurch es zu
einer Blockierung des Membran-gerichteten Transports und der anschliefenden Kapsid-
assemblierung an der Membran kommen koénnte. Neben dem Austausch von AS-
Eigenschaften konnte dies ein weiterer Grund fiir Assemblierungsdefizienz der sechs
Mutanten sein, bei denen im Western Blot keine Signale von Kapsiden detektiert
werden konnten (4.2.7.1).

Auch zelluldre Faktoren mussen berlicksichtigt werden, wie zum Beispiel Chaperone,
die eine Bindung beguinstigen. Die Matrix-Domane und die oberflachenexponierten AS-
Reste S17, L95, K96 und 1126 konnten Bindungsstellen fur zellulére Faktoren sein, die
eine indirekte Interaktion zwischen dem Kapsid und dem Hullprotein ermdglichen oder
die eine Interaktion mit dem ,budding-Apparat’ der Wirtszelle vermitteln. Fir eine
direkte Interaktion wirde jedoch sprechen, dass die Punktmutation [97L im
Coreprotein, die eine Umhillung von unreifen Kapsiden ermoglicht, durch eine weitere
Punktmutation (A119F) in der Matrix-Doméne des LHBs funktionell komplementiert
wurde, wodurch es wieder zur Sekretion von WT Virionen kam (LE POGAM & SHIH,
2002). Interessanterweise befindet sich die Seitenkette der Position 197 im Inneren des
Spikes, weshalb man spekulieren konnte, dass die Mutation zu Leucin eine
Strukturdnderung, &hnlich einem Reifungssignal, bewirkte. Dies zeigt, dass eine
Mutation mehr als nur eine Anderung der Eigenschaften einzelner AS-Reste nach sich

zieht.

Neben der Annahme, dass das Kapsid zu Beginn des Umhillungsprozesses eine direkte
Bindung mit den N-terminalen Schleifen der transmembranen LHBs eingeht, um néher
an die Membran rekrutiert zu werden, missen auch andere Madoglichkeiten der
Kontaktaufnahme mit der Membran in Betracht gezogen werden. Im DHBV-Modell

konnte bei einer Subpopulation von intrazelluldren Nukleokapsiden eine intrinsische
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Membranbindungs-Affinitdt nachgewiesen werden (MABIT & SCHALLER, 2000). Diese
Nukleokapside reprasentierten dabei wahrscheinlich die Partikel, die fir gewohnlich
umhullt und sezerniert werden. Denn im Gegensatz zu den zytosolisch gelegenen,
wiesen diese Membran-assoziierten Kapside das reife virale DNA-Genom auf und
zeigten keine Hyperphosphorylierung. Daraus kann geschlossen werden, dass die reifen
Kapside als erstes mit nicht-viralen Membrankomponenten in Kontakt treten
(Phospholipide oder zelluldaren Membranproteine) und erst nachfolgend die Interaktion
mit den Hullproteinen erfolgt. Eine Storung dieser Membranbindungs-Affinitat durch

die Substitutionen konnte ebenfalls zu einem Verlust der Umhullungsfahigkeit fihren.

Es ist auch schwierig, die ermittelten Phénotypen einzelner Substitutionen mit der
natrlichen Variabilitdt des entsprechenden AS-Restes (NCBI-Proteindatenbank) zu
vergleichen: Zum Beispiel zeigten sich die Core-Mutanten K96R und R127H sowie
F122V und R127G in der EPR als umhullungsinkompetente bzw. letale Substitutionen
(4.2.3.1), jedoch sind alle als natirlich vorkommende Mutationen in der Datenbank
vermerkt. Eine Moglichkeit der Erklarung dazu wére eine weitere komplementierende
Mutation im Coreprotein, wie sie in dhnlicher Weise schon beschrieben wurde (YUAN &
SHIH, 2000). Ein weiterer Erklarungsansatz konnte in der Sequenz des dazugehorigen
LHBs oder SHBs des analysierten Virus zu finden sein. Dort konnte eine
komplementierende AS-Substitution vorhanden sein, wie mit Hilfe einer artifiziell
geschaffenen Mutation in der Matrix-Domane schon gezeigt wurde (LE POGAM & SHIH,
2002). Auch eine Transkomplementation durch ein ebenfalls vorhandenes WT-Genom
sollte berticksichtigt werden. Weiterhin ist in dieser Datenbank nicht vermerkt, ob die
analysierten Gene funktionelle Proteine exprimieren konnten oder ob es sich um Gene

von nicht replikationsfahigen HBV handelte.

5.1.5 Core-Mutanten an Position 1126 besitzen keine transdominant negative

Wirkung auf die Umhullungseffizienz

Bis auf zwei Ausnahmen zeigten alle Core-Mutanten der Position 1126 in den
Versuchen dieser Arbeit eine ausgepragte Umhillungsinkompetenz (vgl. 4.2.3.1 und
5.1.1). Ein bekannter Effekt bei mutagenisierten Proteinen mit funktionellem oder

strukturellem Charakter ist eine transdominant negative Wirkung auf das koexprimierte
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WT Protein. So zeigten umhillungsdefiziente Mutanten des HBV LHBs einen
transdominant negativen Phénotyp bei Kotransfektion mit WT-Hullproteinen (BRusS,
1997). Zuruckzufiihren war dies auf Homo- und Heterodimer-Bildung uber
Disulfidbriicken mit LHBs, MHBs und SHBs. Da auch der Nukleokapsidassemblierung
eine Dimerbildung vorausgeht und das Kapsid wahrscheinlich nicht nur als Homo-
sondern auch als Heteromultimer vorliegen kann, ist es denkbar, dass bei den 1126-

Mutanten ein d&hnliches Phdnomen zu beachten sein kénnte.

Nach Koexpression mit dem WT Coreprotein zeigte in den EPR-Experimenten keine
der 14 Mutanten an Position 1126 einen transdominant negativen Effekt auf den
Umhllungsprozess, und sie generierten mit der Kontrolle vergleichbare Signale (4.2.5,
Abb. 19). Nur 1126P und 1126T generierten schwachere Signale, das Verhaltnis von
intrazelluldren Kapsiden zu sekretierten Virionen blieb dem WT und den Kontrollen
gegeniber aber nahezu unverédndert. Die Kotransfektion des WT Coreproteins, wie auch
die der umhillungskompetenten Mutante 1126M erbrachte ein etwa doppelt so starkes
Signal von sezernierten Virionen im Vergleich zu der alleinigen Transfektion des WT
HBV-Genoms, was auf die doppelte Menge an verfligbaren, umhullungskompetenten
Nukleokapsiden zuriickzufuhren sein misste. Ob die umhullten Kapside ausschlieflich
aus Homodimeren der Core-Mutanten oder WT Coreproteine bestehen, oder ob
Heterodimer als Bausteine bei der Assemblierung verwendet wurden, konnte leider
nicht bestimmt werden. Wenn zusétzlich ein transdominant negativer Effekt der Core-
Mutanten auf die Assemblierungsfahigkeit des WT Coreproteins berticksichtigt wird, ist
zu bemerken, dass 1126P und 1126T zwar keine vollstandige Blockierung induzieren,

wohl aber eine sehr starke Reduktion.

Bei der genaueren Untersuchung, ab welchem Expressionsverhéltnis von WT
Coreprotein zu Core-Mutante 1126A keine Umhullung mehr mdglich war und damit ein
transdominant negativer Effekt vorlag, zeigte sich eine sichtbare Abnahme der
Umhullungseffizienz bei den Expressionsverhaltnissen des WT Coreproteins zur Core-
Mutante 1126A von 50:50 bis 10:90 (4.2.6, Abb. 20). Da weiterhin unklar war, ob sich
Hetero- oder nur Homodimere bilden, und ob sich analog dazu Kapside nur aus Homo-
oder auch aus Heterodimeren assemblieren kénnen, bestanden zwei Mdglichkeiten der
Erklarung. Man hétte annehmen koénnen, dass sowohl das WT Coreprotein, als auch die

Core-Mutante 1126A jeweils nur Homodimere ausbilden. In diesem Fall sollte es zu
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einem etwa konstanten Signal von zytosolischen Nukleokapsiden kommen, wahrend
das Signal von sezernierten Virionen in etwa proportional zur Menge des exprimierten
WT Proteins abnehmen sollte. Es zeigte sich jedoch eine mehr als 50 %-ige Abnahme
des Virionen-Signals der 50 % (WT): 50 % (1126A) Expression gegentiber dem Signal
des WT Coreproteins alleine (100 %). Die Signalintensitaten von Partikeln aus dem
Medium der weiteren vier Kotransfektionen nahm zwar erwartungsgemal ab, jedoch
waren auch sie stets schwécher als der erwartete prozentuale Anteil. Aus diesem Grund
scheint eine zweite Erklarung naheliegender, bei der davon ausgegangen wird, dass sich
neben Homo- auch Heterodimere bilden kdnnen. Fir diese Annahme spricht auch, dass
Mutationen an der Position 1126, mit Ausnahme von 1126P, keine Destabilisierung des
Kapsides verursachten. Diese Position scheint also fir die Dimer- oder Kapsidbildung
nicht essentiell zu sein. Die Umhillungseffizienz hangt demnach nicht nur von dem
prozentualen Anteil der Mutante, sondern auch von der Verteilung von 1126A auf der
Oberflache des Kapsids ab. Statistisch ist eine gleichméaBige Verteilung bei einem
Expressionsverhaltnis von 50:50 sicherlich moglich. Eine zufallige Anordnung scheint
jedoch wahrscheinlicher, so dass nicht an jeder Symmetrie-Achse die gleiche Anzahl an
WT-Coreproteinen und Core-Mutanten vorhanden ist. So kénnte es zu einer grolRen
Anzahl an unterschiedlichen Verteilungsmustern bei der Kapsidassemblierung und
somit bei der Umhullungskompetenz kommen, wenn sowohl Homodimere des WT
Coreproteins und der 1126 A-Mutante, als auch Heterodimere als Baustein dienen. Und
von diesen Mdglichkeiten ist durch die Verteilung von 1126A sicherlich nur ein
geringer Anteil umhillungskompetent. Selbst bei einem ausschlieBlich aus
Heterodimeren aufgebauten Kapsid und der Annahme, dass um jede Pore oder 6-fach-
Symmetrieachse die gleiche Anzahl an WT Proteinen und 1126 A-Mutanten vorhanden
ist, ergeben sich drei Mdoglichkeiten, die wahrscheinlich unterschiedliche
Verpackungskompetenzen besitzen: Wahrend eine alternierende Anordnung von WT
Coreproteinen und Core-Mutanten um eine Pore ausreichend fir den
Umhallungsprozess sein konnte, wére es vorstellbar, dass eine 2 (WT):1 (1126A):
1 (WT):2 (I1126A) oder 3 (WT):3(1126A) Formation den Umhillungsprozess
blockieren wirde. Die groRe Anzahl an moglichen Kapsidzusammensetzungen ist
wahrscheinlich die Erklarung dafir, warum die Signalintensitat bei der 50 %-igen

I1126A Expression weniger als 50% der WT Coreprotein Expression betrug.
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Da bislang die Interaktion zwischen LHBs und Kapsidoberfliche nicht im Detail
bekannt ist, kann letztendlich nur spekuliert werden, welche Oberflachenverteilung der
Core-Mutante 1126A eine Umhdallung zuldsst und welche nicht. Die Ergebnisse zeigen,
dass 1126A keinen transdominant negativen Effekt in Form einer vollstandigen
Blockade der Umhillung auf das WT Coreprotein besitzt. Dies wird dadurch
offensichtlich, dass selbst bei einem Expressionsverhéltnis von 10:90 (WT:1126A) noch
ein sehr schwaches Signal von sezernierten Virionen nachweisbar war (4.2.6, Abb. 20).
Sehr deutlich wird jedoch, dass es sukzessive zu einer starken Reduktion der
Umhllungsféhigkeit kommt, was auf die geringer werdende Konzentration an WT
Coreproteinen zurtickzufihren ist. Fir einen effizienten Umhullungsprozess bzw.
effiziente Protein-Protein-Interaktionen mit den Hullproteinen reichen wenige

umhullungskompetente WT Coreproteine auf der Oberflache des Kapsids nicht aus.

5.2 Etablierung eines HuH7-Zellkultursystems zur funktionellen
Transkomplementierung einer Punktmutation im Coregen durch

das env-Gen

Im ersten Teil der Arbeit wurden zehn AS-Positionen des Coreproteins durch
Substitution mit verschiedenen anderen AS-Resten auf ihre Umhullungskompetenz hin
analysiert. Allen Mutanten war eine explizite Oberflachen-Exposition auf dem HBV-
Nukleokapsid gemein, so dass sie als Interaktionspartner flr die Hullproteine wéhrend
des Umhullungsprozesses in Frage kamen und den Kontakt etablieren konnten. Von
sechs dieser zehn Positionen war zuvor bekannt, dass sie nach Substitution mit Alanin
die Assemblierung reifer Nukleokapside gestatteten, die Umhiillung jedoch blockierten
(K+/V-). Dies deutet auf die Relevanz dieser Positionen wahrend der Virus-
Morphogenese hin. Nach weiteren Substitutionen kristallisierte sich bei vier dieser
sechs Positionen heraus, dass die Mehrheit ihrer Mutationen ebenfalls den K+/V-
Phénotyp besaRen: S17, L95, K96 und 1126. Insbesondere bei Position 1126 zeigten elf
der 13 getesteten Substitutionen dieses Verhalten, was eine wichtige Rolle bei dem

Umhillungsprozess vermuten l&sst. Da die Mutante WT-Level an zytosolischen
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Nukleokapsiden bildete und keine nachweisbaren Virionen (K+/V-), wurde [1126A

schliellich als Core-Mutante fur einen Komplementierungsansatz ausgewéhit.

Das primére Ziel war die Etablierung eines HuH7-Zellkultursystem, in dem zunéchst
konstitutiv exprimierte WT Core- und P-Proteine ein verpackungskompetentes aber
replikationsdefizientes HBV-Genom, das nur die Hullproteine exprimieren kann, in
trans komplementieren kdnnen. Mit diesem System sollte es mdglich sein, ein in der
Matrix-Domane zufallsmutiertes LHBs zu selektionieren, das die ausgewéhlte Core-

Mutante 1126A in trans funktionell komplementiert.

Bei der Durchfiihrung von Transduktionsexperimenten muss beachtet werden, dass der
Vorgang der Integration des Provirus nicht sequenzspezifisch, sondern zufallig ist.
Daher ist es moglich, dass der Provirus auch in Bereichen integriert, an denen keine
effiziente Transkription stattfindet. Aus diesem Grund wurde erwartet, dass die Protein-
Expression nach der Transduktionen von Zellklon zu Zellklon stark variiert. Bei der
Generierung der Zelllinien, die das WT Coreprotein bzw. die Core-Mutante 1126A
konstitutiv exprimieren sollten, zeigte sich, dass die Signalintensitdten der ZK im
Western Blot im Vergleich zu denen der Kontrollen gleich stark, zum Teil sogar starker
waren (4.3.2, Abb. 26). Da bei der Transduktion der Coreprotein-tragenden MuLV-
Retroviren nicht mit einer bestimmten MOI transduziert, sondern die maximale
Virusmenge eingesetzt wurde, ist es moglich, dass mehrere Kopien der jeweiligen Gene
in die Zellen eingebracht worden waren. In der EPR, zum funktionellen Nachweis der
exprimierten Core-Proteine (WT bzw. 1126A), zeigten sich jedoch bei allen getesteten
ZK gegeniiber den WT-Kontrollen abgeschwéchte Signale sowohl von zytosolischen
Kapsiden, als auch von sezernierten Virionen (4.3.2, Abb. 27 a und b). Dies konnte an
einer eventuell schlechteren Funktionalitat der konstitutiv in den Zellen exprimierten
Coreproteine liegen, vielleicht auch an einer verstarkten spontanen Assemblierungsrate,
ohne dass dabei virale HBV-RNA verpackt wird. Mdglicherweise spielt auch eine
Rolle, dass die Coreproteine in cis fir die Kapsidassemblierung vorhanden waren:
Diese wurden bei den Kontrollen von der gleichen RNA translatiert, die spéter auch
verpackt wurde, wodurch es zu einem Lokalisationsvorteil kam und der

Verpackungsvorgang effizienter verlaufen konnte (BIRNBAUM & NASSAL, 1990).
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Durch eine zweite Transduktion wurde in die Coreprotein-exprimierenden Zellen
zusatzlich das Gen der HBV Polymerase eingebracht (4.3.3). Jeweils zwei der drei ZK
zeigten in der EPR die erwarteten Signale von Kapsiden und Virionen (nur WT
Coreprotein), die nur wenig schwécher waren als die der WT-Kontrollen (4.3.3, Abb. 28
a und b). In Abbildung 28 a) ist deutlich zu erkennen, dass der WT Coreprotein- und
Polymerase-exprimierende ZK 6 weder Signale von Kapsiden, noch von Virionen
generieren konnte. Dieser war nach Transduktion resistent gegen Zeocin und Geneticin,
musste aber einen Defekt bei der Expression oder Funktionalitdt der Polymerase
besitzen, da die Synthese und Funktion des Coreproteins in den vorherigen Tests
ausreichend nachgewiesen wurde; vollstandig kann jedoch ein Verlust oder eine
Inhibierung der Coreprotein-Synthese nicht ausgeschlossen werden. Ein deutlich
reduziertes Signal von zytosolischen Nukleokapsiden generierte der ZK 3, der
konstitutiv die Core-Mutante 1126A und die Polymerase exprimieren sollte (4.3.3, Abb.
28 b). Scheinbar war auch hier, wie schon bei ZK 6, eine Inhibierung der
Polymeraseaktivitdt oder -expression vorhanden. Moglicherweise ist die Expression
oder Funktionalitat der Polymerase durch ein solches Transduktionssystem nicht immer
gesichert. Weiterhin wére denkbar, dass die ZK, die starke Signale generieren konnten,
mehrfach transduziert worden waren, wahrend die ZK mit schwachem Signal nur ein
retrovirales Genom inseriert haben, und dieses eventuell an einer Position im
Wirtszellgenom integrierte, die weniger hdufig transkribiert wird. Das scheint moglich,
da bei der Herstellung der Zelllinien nicht auf eine bestimmte MOI bei der Transduktion
geachtet wurde. Die EPR-Analysen zeigten aulRerdem, dass bei keinem der drei ZK, die
Kapside mit der Core-Mutante 1126A assemblierten, ein Signal von Virionen aus dem
Medium registriert werden konnte. Damit wurde ersichtlich, dass die Mutante

erwartungsgeman auch in diesem Versuchsansatz nicht umhillungskompetent war.

Die Zugabe des Hullprotein-exprimierenden HBV-Genoms im Zellkultursystem sollte
ebenfalls mittels Transduktion erfolgen, um eine Kontrolle Gber die Menge der in die
Zellen eingefuhrten DNA zu bekommen, was bei einer Transfektion nicht mdglich
ware. Durch die Wahl einer geeignet geringen MOI sollten sowohl Doppel- oder
Mehrfach-Transduktionen, als auch nachfolgend inter- und intramolekulare
Rekombinationen verhindert werden. Erfolgreiche Transduktionen von HepG2- bzw.

HuH7-Zellen mit HBV-Genomen wurde schon mittels Baculoviren (DELANEY & ISOM,
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1998; LIEDER, 2002) oder replikationsinkompetenter Adenoviren (REN & NASSAL,
2001) gezeigt. Zum ersten Mal wurde nun ein MuLV-Retrovirus Transduktionssystem,
wie es von Knddel und Kollegen (KNODEL et al., 1999) beschrieben wurde, fur die
Einbringung des viralen Genoms verwendet. Das die Hullproteine exprimierende HBV-
Genom konnte erfolgreich durch die konstitutiv exprimierten Coreproteine (WT bzw.
I1126A) und die Polymerase in trans komplementiert werden, was durch Transfektion
und EPR-Analyse nachgewiesen wurde. In Vorversuchen stellte sich heraus, dass die
Herstellung von Retroviren mit kleinen Insertionen wie dem Gen des Coreproteins (706
bp) sehr viel effizienter vonstatten ging, als die Herstellung von Retroviren mit grof3en
Insertionen wie dem HBV-Genom (4344 bp). Dieses Phdnomen hangt mit der
allgemeinen RNA-Verpackungskapazitat des retroviralen Kapsids, sowie mit der
verénderten Struktur des gesamten retroviralen Genoms zusammen, die bei einer zu
groen Insertion beeintrachtigt wird. Auch dass das HBV-Pragenom stabile
Sekundarstrukturen ausbildet, kénnte bei der Generierung des retroviralen Genoms
storenden Einfluss gehabt haben (D. LINDEMANN, personl. Mitteilung). Die unter dem
Fluoreszenzmikroskop betrachteten parallel transduzierten HuH7-Zellen zeigten
dementsprechend deutliche Unterschiede bezuglich der Transduktionseffizienz
zwischen den Retroviren, die das Gen des Coreproteins und denen, die das HBV-
Genom enthielten. Deshalb mussten flr die Herstellung der retroviralen Vektoren mit
dem HBV-Genom groRere Kulturvolumina bzw. Kulturschalen verwendet werden. Da
zunachst nur die allgemeine Fahigkeit der ZK untersucht wurde, das transduzierte
Hullprotein-exprimierende Genom zu transkomplementieren, musste noch nicht auf
eine bestimmte MOI geachtet werden, sondern es wurde mit der dreifachen Menge an
Retrovirus-haltigem Uberstand inkubiert. Unter dem Fluoreszenzmikroskop waren
starke Signale bei der Transduktions- und der Transfektionskontrolle zu sehen, wahrend
bei den HuH7-Zellen, die mit den HBV-Genom tragenden Retrovirus transduziert
worden waren, im Verhaltnis zu den Kontrollproben deutlich weniger Zellen eGFP
exprimierten. Man sah also, dass trotz der groRen Menge an verwendetem Retrovirus-
haltigem Kulturtiberstand die Transduktionseffizienz nicht sehr hoch war. Trotzdem
zeigten sich in der Nachweis-PCR fur das virale Genom deutliche Signale sowohl bei
der Transfektion, als auch bei der Transduktion des ZK 4 mit dem Hullprotein-

exprimierenden HBV-Genom. Das lieB darauf schlieen, dass die Trans-
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komplementation mit den Core- und P-Proteinen erfolgreich war und reife Virionen
sezerniert worden waren. Bei dem ZK 2 konnten wie erwartet reife zytosolisch gelegene
Nukleokapside nachgewiesen werden, deren Umhuillung blockiert war. Damit konnte
zum ersten Mal mit Hilfe eines MuLV-Retrovirus-Transduktionssystem ein
replikationsnegatives, aber umhullungskompetentes HBV-Genom funktionell in trans
mit in der Zellkultur konstitutiv exprimierten Core- und P-Proteinen komplementiert
werden. Dies stellt eine Basis fir die Komplementations-Experimente mit dem
zufallsmutierten LHBs dar. Die Einflihrung von zufalligen Substitutionen in die Matrix-
Doméne des LHBs und die Komplementierungs-Experimente der Core-Mutante 1126A

wurden wahrend dieser Arbeit jedoch nicht mehr durchgefuhrt.

Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass mit Hilfe des etablierten Transduktionssystems
ein Hullprotein-exprimierendes HBV Genom in trans durch in HuH7-Zellen konstitutiv
exprimiertes Core- und P-Protein funktionell komplementiert werden konnte. In
kommenden Experimenten sollte nun mutagenisiertes LHBs statt WT LHBs eingesetzt
werden. Durch in der Matrix-Doméane zufallsmutierte LHBs kénnte es mdglich sein, die
umhullungsdefiziente Core-Mutante [126A in trans zu komplementieren. Diese
Annahme wird unterstiitzt durch den Nachweis, dass die natiirlich vorkommende Core-
Mutante 197L, die eine Umhullung von zum Teil unreifen Kapsisden zuliel3, durch eine
artifizielle Punktmutation innerhalb der Matrix-Domane (A119F) funktionell
komplementiert wurde, so dass das Sekretionsverhalten anschlieBend wieder dem WT
Phénotyp entsprach (LE POGAM & SHIH, 2002). Bei der Auswahl der zu substituierenden
AS innerhalb des LHBs konzentrierten sich Le Pogam & Shih auf hydrophobe Reste,
die mit hoher Wahrscheinlichkeit fir einen Kontakt mit dem ebenfalls hydrophoben
Leucin in Frage kamen. Da bei dem in dieser Arbeit verwendeten Transduktionsystem
Zufallssubstitutionen vorgenommen werden sollen und damit theoretisch alle AS
eingesetzt werden konnten, wird die Chance, einen funktionell komplementierenden

Austausch zu identifizieren, wesentlich gesteigert.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Wahrend der Morphogenese des HBV gehen die transmembranen Hullproteine eine
direkte Interaktion mit zytosolischen Nukleokapsiden ein. Um hierbei die Beteiligung
einzelner Aminosauren des Coreproteins zu bestimmen, wurden sechs oberflachen-
exponierte Positionen (S17, L95, K96, F122, 1126 und R127) bzw. vier Positionen (521,
D22, N90 und R98), bei denen eine Alanin-Substitution die Umhillung blockierte bzw.

nicht beeinflusste, mit verschiedenen AS-Resten substituiert.

Die generierten Mutanten wurden in Hinblick auf die Kapsidbildung, Genomreifung
und Umhillungskompetenz phénotypisiert. Die Positionen S17, L95, K96 und 1126
spielten eine essentielle Rolle wahrend des Umhillungsprozesses: 24 von 28 Mutanten
erlaubten die Assemblierung von reifen Nukleokapsiden, blockierten aber deren
Umhillung (K+/V-). Die drei Positionen S21, N90 und R98 tolerierten hingegen
unterschiedliche AS-Reste weitgehend ohne Verlust an Assemblierungsfahigkeit
(K+/V+). Mutationen der Positionen R127 und D22 zeigten unterschiedliche
Phanotypen. Die Mutanten der Position F122 blockierten zumeist die Kapsidformation
(K-/V-), was auf eine strukturelle Bedeutung hindeutet. Sechs Mutanten, die keine
DNA-Genom-haltigen Kapside bilden konnten, formten Kapside, die pgRNA
enthielten, was auf eine blockierte reverse Transkription schlielen lasst. Dies deutet auf

eine komplexe Beteiligung der Kapsidschale bei der reversen Transkription hin.

Aufbauend auf die Ergebnisse des ersten Teils wurde ein HuH7-Zellkultursystem
etabliert, bei dem in den Zellen konstitutiv die virale Polymerase und das WT
Coreprotein bzw. die 1126A Mutante des Coreproteins exprimiert wurde. Ein mittels
Transduktion von rekombinanten MuLV-Retroviren in die Zellen eingebrachtes
verpackungskompetentes aber replikationsdefizientes HBV-Genom stellte die
Hullproteine zur Verfugung. Die erfolgreiche Transkomplementierung, d.h. Sekretion
von virusdhnlichen Partikeln, konnte durch PCR nachgewiesen werden. Mit diesem
System sollte der Nachweis einer direkten L-Protein-Kapsid Interaktion moglich sein,
indem nach einer L-Mutante gesucht wird, die den Umhullungsblock der 1126A Core-
Mutante aufhebt.
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