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Ich erkldre: Ich habe die vorgelegte Dissertation

winteraktionen des Hepatitis D Virus (HDV) mit seinem
Rezeptor NTCP in einem in vitro Infektionssystem”

selbststindig und ohne unerlaubte fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich
in der Dissertation angegeben habe. Alle Textstellen, die wortlich oder sinngeméf aus
verdffentlichten Schriften entnommen sind, sowie alle Angaben, die auf miindlichen
Auskiinften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir durchgefiihrten
und in der Dissertation erwédhnten Untersuchungen habe ich die Grundsétze guter
wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der ,,Satzung der Justus-Liebig-Universitit Gieen zur
Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis“ niedergelegt sind, eingehalten. Diese Arbeit hat

in gleicher oder dhnlicher Form noch keiner anderen Priifungsbehorde vorgelegen.
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Die Wissenschaft geht nicht immer vorwdrts. Es ist ein bisschen wie ein Zauberwiirfel.
Manchmal musst du mit einem Zauberwiirfel mehr Chaos anrichten, bevor du es richtig
machen kannst.

Jocelyn Bell Burnell (Radioastronomin)

Du kannst etwas verdndern — jeden Tag und zu jeder Zeit!

Jane Goodall (Verhaltensforscherin)

Man merkt nie, was schon getan wurde, man sieht immer nur, was noch zu tun bleibt.

Marie Curie (Physikerin und Chemikerin)
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ABKURZUNGEN

uM Mikromolar

ASBT, SLC1042 Apical sodium-dependent bile acid transporter

ASBTnMm ASBT von Neisseria meningitis

ASBTvr ASBT von Yersinia frederiksenii

BSEP Bile Salt Export Pump

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

cccDNA Covalently closed circular DNA

CMHBV Capuchin monkey hepatitis B virus,
Kapuzineraffen Hepatitis B Virus

CsA Cyclosporin A

CSHBV Crowned shrew hepatitis B virus,
Schabrackenspitzmaus Hepatitis B Virus

DHEAS Dehydroepiandrosteron-Sulfat

DHBV Duck hepatitis B virus, Enten Hepatitis B Virus

DNA Desoxyribonucleic acid,
Desoxyribonukleinséure

EMA European Medicines Agency

ER Endoplasmatisches Retikulum

FXR Farnesoid X Rezeptor

GSHV Ground squirrel hepatitis virus, Erdhornchen
Hepatitis Virus

GUDC Glycoursodeoxycholsiure,
Glycoursodeoxycholat (Salz)

h Stunde

HBc/ HBcAg Hepatitis B Core Antigen

HBe/ HBeAg Hepatitis B e-Antigen

HBs/ HBsAg Hepatitis B Surface Antigen

HBV Hepatitis B Virus

HBx/ HBxAg Hepatitis B x-Antigen

HCC hepatozelluldres Karzinom

HCV Hepatitis C Virus

HDAg Hepatitis Delta Antigen

HDV Hepatitis D Virus; Hepatitis Delta Virus

ICso Mittlere Inhibitorkonzentration

HSPG Heparan Sulfat Proteoglykane

Kryo-EM Kryoelektronenmikroskopie

LDH Laktatdehydrogenase

LHBs Large HBV surface antigen

LHDAg Large hepatitis delta antigen

M Molaritdt (mol/l)

MHBs Middle HBV surface antigen

min Minute

mRNA Messenger Ribonukleinsdure

MSHBV Musk shrew hepatitis B virus,

Moschusspitzmaus Hepatitis B Virus

V-




MTS

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium)

Myr-PreS1-Peptid

Myristoyliertes PreS1-Peptid (Aminoséduren 2-

48) des LHBsAgs
Na® Natriumion
NBD-TC 4-Nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole-taurocholat

NMR-Spektroskopie

Kernspinresonanzspektroskopie

NTCP, SLCI10A41

Na" -Taurocholat Cotransporting Polypeptide

OATP

Organic Anion Transporting Polypeptide

ORF Open Reading Frame, offener Leserahmen

PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase

PKC Proteinkinase C

RNA Ribonukleinséure

SHBs Small HBV surface antigen

SHDAg Small hepatitis delta antigen

SHP-1 Small Heterodimer Partner

SLC Solute Carrier

SLCI0 Solute carrier family 10

SOAT, SLC1046 Sodium-dependent organic anion transporter

SVP Subvirale Partikel

TBHBV Tent-making bat hepatitis B virus, Gelbohr-
Fledermaus Hepatitis B Virus

TC Taurocholsdure, Taurocholat (Salz)

TCDC Taurochenodeoxycholséure,
Taurochenodeoxycholat (Salz)

TLC Taurolithocholsdure, Taurolithocholat (Salz)

TMD Transmembrandomine

TUDC Tauroursodeoxycholsdure,
Tauroursodeoxycholat (Salz)

WHO World Health Organisation

WHV Woodchuck hepatitis virus, Waldmurmeltier
Hepatitis Virus

WMHBV Woolly monkey hepatitis B virus, Wollatfen
Hepatitis B Virus

‘H Tritium
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1 LITERATURUBERSICHT

1.1 Na'-Taurocholate Cotransporting Polypeptide NTCP, SLC10AI)

1.1.1 SLC10-Transporterfamilie

Die SLC-Familien beinhalten passive Transporter, lonen-gekoppelte Symporter und Antiporter
in Zellmembranen oder anderen membrandsen Zellkompartimenten (Hediger et al. 2004).
Aktuell sind 65 Solute Carrier Familien (SLC) und 458 verschiedene humane Transportergene

bekannt.

Die SLC10 Familie gehort zu den Ionen-gekoppelten Symportern und wird nach ihren zuerst
entdeckten Vertretern, dem Na*/Taurocholate Cotransporting Polypeptide (NTCP; SLC10AI)
und dem Apical Sodium-Dependent Bile Acid Transporter (ASBT; SLC10A2), als Natrium/
Gallensdure-Cotransporter-Familie bezeichnet (Geyer et al. 2006). Aufgrund von
Sequenzhomologien besteht die SLC10-Familie mittlerweile aus sieben Mitgliedern: zwei
Gallensédure-Transportern (NTCP und ASBT), dem Sodium-dependent Organic Anion
Transporter (SOAT, SLC10A6), welcher dafiir bekannt ist Steroidsulfate zu transportieren, und
vier in ihrer Funktion noch nicht vollstindig charakterisierten ,,Orphan Carrier* (SLC10A3,
SLC10A4, SLC10AS und SLC10A7) (Geyer et al. 2006; Geyer et al. 2007; Godoy et al. 2007,
Doring et al. 2012; Karakus et al. 2020).

In der SLC10-Nomenklatur ist festgelegt, dass humane Gene und Proteine in Grof8buchstaben
(z.B.: NTCP, Gensymbol: SLC10A41) und nicht humane mit kleinen Buchstaben zu schreiben
sind (z.B.: Ntcp, Gensymbol: Sicl0al) (Geyer et al. 2006).

NTCP und ASBT sind natriumabhéngige, sekundar aktive Gallensdure-Natrium-Symporter, die
Natriumionen und Gallensduren in das intrazellulire Kompartiment der Zelle transportieren
(Craddock et al. 1998; Stieger 2011). Gallensduren liegen bei physiologischem pH-Wert
hauptséchlich in ionisierter Form vor, weshalb man diese als Gallensalze bezeichnet (Hofmann

et al. 2008). In dieser Arbeit wird jedoch der Begrift ,,Gallensdure* verwendet.

NTCP wird in vivo pridominant in der basolateralen Membran von Hepatozyten exprimiert,
wihrend ASBT in der apikalen Enterozytenmembran des Ileums zu finden ist
(Ananthanarayanan et al. 1994; Stieger et al. 1994; Craddock et al. 1998; Doring et al. 2012).
Beide weisen eine hohere Affinitdt zu mit Taurin oder Glycin konjugierten Gallensduren, als

zu unkonjugierten Gallensduren auf (Ho et al. 2011; Doring et al. 2012).
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NTCP und ASBT sind essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Zirkulation von Gallensduren
zwischen Darm und Leber, auch bezeichnet als enterohepatischer Kreislauf der Gallenséuren
(Anwer et al. 2014). Aus dem Darmlumen werden Gallenséduren natriumabhingig {iber den
ASBT im terminalen Ileum aufgenommen und in das Blutsystem transportiert. Uber die Vena
portae gelangen die im Blut negativ geladenen Gallensduren zur Leber, wo sie iber NTCP aus
dem Portalblut extrahiert und in die Hepatozyten aufgenommen werden. Von dort werden sie
iiber ATP-abhéngige Gallensduren Exportpumpen, wie die Gallensduren Exportpumpe BSEP
(ABCBI11) an der apikalen Hepatozytenmembran in die Gallenkanile befordert und gelangen
anschlielend in die Gallenblase. Bei Bedarf werden die Gallensduren von dort in den Darm
abgegeben, wo sie Lipide in der Nahrung emulgieren und somit fiir den Darm resorbierbar

machen. Damit schliet sich der enterohepatische Kreislauf der Gallensduren (Stieger 2011).

Durch diesen Kreislauf konnen ca. 95 % der Gallensduren recycelt werden (Dawson et al.

2009).

Gallenblase

Enterohepatischer
Kreislauf der
Gallensduren

L) it . g ~
x —
7 et~ ;
i SR { \ |

Diinndarm

Abb.1.1 Schema des enterohepatischen Kreislaufs der Gallenséiuren

Aus dem Darmlumen werden Gallensduren (GS) zusammen mit Natriumionen (Na®) iiber ASBT in der
apikalen Enterozytenmembran aufgenommen (1). Anschlieend werden die Gallensduren in das Blut
abgegeben und liber die Portalvene zur Leber gefiihrt (2). NTCP transportiert je Gallensduremolekiil
mindestens zwei Natriumionen in die Hepatozyten (3). In den Hepatozyten kdnnen die Gallenséuren
modifiziert (Kopplung mit Taurin/Glycin) oder auch unter hohem Energiecaufwand neu synthetisiert
werden. Uber Gallensiure-Efflux-Transporter werden die Gallensiuren in die Gallenkanilchen
sekretiert (4). Von dort aus gelangen die Gallenséuren iiber den Gallengang in die Gallenblase (5). In
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der Gallenblase werden Gallensduren gespeichert, bis sie z.B. in der postprandialen Phase in den Darm
entlassen werden (6), wo sie fiir die Emulsion von Lipiden und die Aufnahme von fettldslichen
Vitaminen zustindig sind. AnschlieBend werden die iiberschiissigen, energetisch wertvollen
Gallensduren resorbiert, wodurch sich der enterohepatische Kreislauf schlieBt. Nur ein sehr kleiner Teil
der Gallensiuren wird nicht resorbiert, sondern iiber den Faeces ausgeschieden (7).

Wihrend ASBT bei Expression in COS- oder CHO-Zellen spezifisch Gallensduren
transportiert, vermittelt NTCP in transfizierten COS-Zellen nicht nur den Transport von
Gallensduren, sondern auch von Estron-3-Sulfat, einem sulfatierten Steroidhormon (Craddock
et al. 1998). Jedoch ist die Transportrate von sulfatierten Steroiden im Vergleich zu
Taurocholsdure (TC) tiber NTCP als eher gering zu bezeichnen (Geyer et al. 2006). SOAT-
transfizierte HEK293-Zellen zeigten keinen Gallensduretransport, aber einen strikt
natriumabhéngigen Transport von Steroidsulfaten, wie Estron-3-Sulfat und DHEAS (Geyer et
al. 2007). Soat/SOAT konnte unter anderem in den Reproduktionsorganen von Méausen und
Ratten sowie in einem Screening von humanem Gewebe mittels quantitativer PCR im
menschlichen Hoden nachgewiesen werden (Geyer et al. 2006; Fietz et al. 2013). Zusitzlich
wurde bei Hodenbiopsien von Patienten mit beeintrachtigter Spermatogenese eine verminderte
mRNA-Expression von SOAT festgestellt, weshalb die Hypothese aufgestellt wurde, SOAT
konne durch den Transport von Steroidsulfaten wie Estron-3-Sulfat Einfluss auf die Regulation

von Steroiden nehmen (Geyer et al. 2006; Fietz et al. 2013).

1.1.2 NTCP: Entdeckung, Lokalisation und Struktur

Anfang der 1990er Jahre wurden zunichst der Ratten-Ntcp und wenig spéter der humane NTCP
kloniert und charakterisiert (Hagenbuch et al. 1990; Hagenbuch et al. 1991; Hagenbuch et al.
1994). Der humane NTCP besteht aus 349 Aminosduren und sieben oder neun
Transmembrandoménen (TMD), bei welchen sich der N-Terminus extrazelluldr und der C-
Terminus intrazelluldr befindet (Hallen et al. 2002; Mareninova et al. 2005). Unter
physiologischen Bedingungen ist NTCP mal3geblich an der Wiederaufnahme von Gallenséuren
aus dem portalen Blut beteiligt (Hagenbuch et al. 1996; Geyer et al. 2006). NTCP transportiert
mit einer Stochiometrie von 1:2 pro Transportzyklus ein Gallensduremolekiil und zwei
Natriumionen. Folglich wird bei jedem Transportvorgang einer einfach negativ geladenen
Gallensdure eine zusitzliche positive Ladung nach intrazelluldr verschoben, weshalb der
Transport als elektrogen zu werten ist (Hagenbuch et al. 1996; Weinman 1997; Weinman et al.
1998). Sowohl der Ratten-Ntcp als auch der humane NTCP weisen zwei Glykosylierungsstellen
am N-Terminus auf (Aminosduren N7 und N11) (Hagenbuch et al. 1994; Lee et al. 2018).

NTCP befindet sich in der basolateralen Membran von Hepatozyten, die dem Portalblut

zugewandt ist. Zusitzlich besitzen Hepatozyten durch ihre Polarisierung eine laterale
-3-



Membran, welche sich an benachbarte Hepatozyten iiber tight junctions anschmiegt, und eine
apikale Membran, welche den Gallekanédlchen zugewandt ist. Tight junctions verschlieBen die
Zwischenrdume zwischen den Hepatozyten, wodurch ein dichter, fiir hydrophile Substanzen
undurchdringlicher Verbund entsteht. Der Transport in die Zelle wird iiber Transporter wie
NTCP vermittelt. NTCP in der Leber sowie ASBT im Darm befinden sich in
Plasmamembranbereichen mit einem hohen Cholesterolgehalt, den lipid rafts. Dieser hohe
Cholesterolgehalt der Zellmembran soll Einfluss auf die Funktion des NTCPs ausiiben (Annaba
et al. 2008; Molina et al. 2008).

Die Struktur von NTCP ist noch nicht aufgeklért. Jedoch konnten drei Kristallstrukturen von
Bakterienhomologen des ASBTs von Neisseria meningitis (ASBTnm) und Yersinia

frederiksenii (ASBTyy) erstellt werden (Hu et al. 2011; Zhou et al. 2014; Wang et al. 2021).

Taurocholsaure

extrazellular

intrazellular

Core-Domane Panel-Domane

Abb. 1.2 Homologiemodell von NTCP auf Basis der ASBT-Kristallstruktur von Yersinia
frederiksenii

Dargestellt wird der in der Zellmembran befindliche NTCP mit seiner Core-Doméne (lila) und seiner
Panel-Doméne (grau). Mit Hilfe des schwarzen Pfeils wird der Transportweg von Gallensduren, hier
von Taurocholsdure, zwischen flexibler Panel-Doméne und starrer Core-Doméne angedeutet. Bei jedem
Transportvorgang wird ein Gallensduremolekiil zusammen mit mindestens zwei Natriumionen nach
intrazellular transportiert. 3D-Modell-Erstellung mit SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org)
und farbige Darstellung mit Protean (DNASTAR).



Mit Hilfe dieser Strukturen konnen fiir den NTCP 3D-Homologiemodelle generiert werden,
wobei die Sequenz des NTCPs iiber die jeweilige, vorhandene ASBT-Kristallstruktur gelegt
wird. Aufgrund konservierter ~Bereiche in der Aminosduresequenz an den
Natriumbindungsstellen und einem hydrophoben Hohlraum innerhalb des Proteins (Hu et al.
2011) wurde eine Hypothese iiber den Transportmechanismus des NTCPs aufgestellt. So
wurden durch die Homologiemodelle des NTCPs auf Basis der Kristallstrukturen von ASBTnm
und ASBTyrsechs Helices als Core-Doméne (TMD 2-4, 7-9) und drei als Panel-Doméne (TMD
1, 5, 6) identifiziert (Zhou et al. 2014). Die flexiblere Panel-Doméne soll sich nach der
Hypothese so gegen die starre Core-Domine verschieben, dass zwei Konformationen entstehen
konnen: eine nach intrazelluldr gedffnete (inward open) und eine nach extrazelluldr offene
(outward open) Konformation. Durch die Bindung der Substrate wird eine
Konformationsdnderung des nach extrazelluldr offenen NTCPs ausgeldst, in dessen Verlauf das
Substrat durch den hydrophoben Hohlraum zwischen Core- und Panel-Doméne transportiert
und durch die Offnung des NTCPs nach intrazelluldr abgegeben wird. NTCP kehrt
anschlielend zu seiner urspriinglichen Konformation, der outward open Konformation, zuriick
und ist fiir eine weitere Substratbindung bereit. Aufgrund einer geringen Sequenzhomologie
des humanen NTCPs zu den bakteriellen Homologen des ASBTs (nahe 26 % Sequenzidentitit
von NTCP zu ASBTyr) sollten diese Hypothesen jedoch noch durch eine strukturelle
Aufkliarung des NTCPs bestitigt werden (Hu et al. 2011; Noinaj et al. 2014; Zhou et al. 2014).

NTCP bildet Homodimere, wobei separate NTCP-Monomere weiterhin Gallensduren
transportieren konnen. Die Formation zu Homodimeren scheint fiir den Transport der NTCPs
zur Plasmamembran und fiir die richtige Insertion in diese relevant zu sein (Bijsmans et al.

2012; Noppes et al. 2019).

Seit 2012 ist bekannt, dass NTCP als spezifischer Rezeptor fiir das Hepatitis B und das Delta-
Virus fungiert (Yan et al. 2012). Néhere Informationen in Kapitel 1.3 ,,NTCP als Rezeptor fiir
HBV/HDV*.

1.1.3 Gallensiuren, weitere Substrate und Inhibitoren

Der groflite Bestandteil der gelosten Festsubstanzen in der Galle sind Gallensduren.
Gallensduren, die physiologischen Hauptsubstrate des NTCPs, bestehen aus einer
Grundstruktur von vier Steroidringen mit einer konvexen, hydrophoben und einer konkaven,
hydrophilen Seite. Durch diese amphipathische Natur der Gallensduren konnen sie Aufgaben
erfiillen, wie das Emulgieren von Lipiden und fettloslichen Vitaminen (Vitamin A, D, E, K)

oder das Losen von Cholesterol in der Galle, wodurch sie die Gallensteinbildung vermeiden
-5-



(Claudel et al. 2011; de Aguiar Vallim et al. 2013). AuBlerdem wird der Hauptanteil des
Cholesterols tiber die Gallensduren ausgeschieden, wodurch Gallensduren einen groflen
Einfluss auf die Sterol-Homoostase des Korpers haben. In den letzten Jahren wurden
Gallensduren vermehrt als Signalmolekiile mit para- und endokriner Funktion im Glukose-,
Fett- und Energiestoffwechsel beschrieben (Houten et al. 2006; de Aguiar Vallim et al. 2013;
Ahmad et al. 2019).

Cholesterol
y 'I.eberJ 4
Leher) 4 | Yy
[ Primare Gallensduren p— Cholséure Chenodeoxycholsdure s ]
Dehydroxylierung
durch
Darmbakterien OH OH
Gly §Taur
Sekundare Gallensduren Deoxycholsdure Lithocholséure
K.onjugierung Gly gTaur Gly Taur Gly Taur  Gly, Taur Gly Taur
in der Leber Konjugierung
y in der Leber
| Leber) § lith T: h
\ e S s Glycochol-  Taurochol- Glycodeoxy- Taurodeoxy- Glycolitho- Taurolitho- Glycocheno- alfochenos
> -»{ Konjugierte Gallensduren <iure it cholsaure cholsaure  cholsiure cholsdure  deoxycholsiure deoxycholsdure

Abb.1.3 Einteilung der Gallensiuren

Gallensduren werden in der Leber in einem energicaufwindigen Prozess aus Cholesterol gebildet. Die
im ersten Schritt entstehenden Gallensduren, Cholsdure und Chenodeoxycholsdure, werden als primére
Gallensduren bezeichnet. Sobald die Gallensduren den Darm {iber den enterohepatischen Kreislauf
erreichen, konnen diese durch aecrobe Darmbakterien dehydroxyliert und somit zu sekunddren
Gallensduren umgewandelt werden. Durch Resorption der sekundéren Gallensduren und anschlieBender
Aufnahme in das Blut sowie die Leber, konnen die Gallenséuren in der Leber iiber Konjugation mit
Taurin oder Glycin zu sekundér, konjugierten Gallensduren transformiert werden. Durch die
Konjugation werden die Gallensduren hydrophiler und weniger toxisch. Gallensduren konnen auch
direkt nach der Synthese in der Leber konjugiert werden, dann werden sie als primér konjugierte
Gallensduren bezeichnet.

Gallensduren werden in der Leber in einem komplexen Vorgang unter Beteiligung vieler
Enzyme aus Cholesterol gebildet (Monte et al. 2009). Die daraus resultierenden priméren
Gallensduren, Cholsdure und Chenodeoxycholsédure, konnen mit Taurin oder Glycin konjugiert
und anschlielend in die Galle sekretiert werden. Konjugierte Gallenséuren sind hydrophiler
und weniger zytotoxisch. Sie konnen aber die Lipiddoppelmembran der Zellen {iber Transporter
iiberwinden und ins Zellinnere gelangen (Hofmann 2009). Sobald die Gallensduren im Darm
ankommen, konnen Bakterien diese zu sekundidren Gallensduren, Deoxycholsdure und
Lithocholsdure, umsetzen. Die Bildung von Gallensduren ist sehr energieaufwindig, weshalb

grofle Mengen an Gallenséduren iiber den enterohepatischen Kreislauf wiedergewonnen werden.
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Eine Stérung des Gallensduremetabolismus kann, aufgrund der vielféltigen Funktionen dieser

Substanzen, zu ernsthaften Krankheiten fiihren (de Aguiar Vallim et al. 2013).

NTCP hat, wie schon beschrieben, ein breites Substratspektrum. Einige vom NTCP
transportierte Gallenséurederivate verfligen tiber raumeinnehmende Modifikationen. Ein in
dieser Arbeit verwendetes fluoreszierendes Gallensidurederivat ist das 4-Nitrobenzo-2-oxa-1,3-
diazol-Taurocholat (NBD-TC), welches fiir die mikroskopische Darstellung, Verifizierung und
Messung der physiologischen Funktion des NTCPs eingesetzt wurde (Petzinger et al. 1999).
Die Substrate des NTCPs besitzen meist ein Steroidgeriist und unterscheiden sich sowohl in
GroBe und Struktur als auch in ihrer Affinitdt zum NTCP. Substrate mit hoherer Affinitidt zum
NTCP konnen als kompetitive Inhibitoren eingesetzt werden. Zusitzlich gibt es einige
Inhibitoren des NTCPs, welche nicht transportiert werden (Stieger 2011; Doring et al. 2012).
Eine Hemmung des NTCPs durch Inhibitoren, kann eine (teilweise) Blockade des
enterohepatischen Kreislaufs der Gallensduren mit erhohten Gallensédurewerten im peripheren
Blut nach sich ziehen. Des Weiteren konnen durch das breite Substratspektrum des NTCPs in
vivo Arzneimittelwechselwirkungen auftreten (Anwer et al. 2014). Neben Gallensduren wurde
der Transport von an Gallensduren gekoppelte Wirkstoffe wie Chlorambucil-Taurocholat iiber
NTCP in Xenopus laevis Oozyten nachgewiesen (Kullak-Ublick et al. 1997). Zusétzlich zum
Transport von sulfatierten Steroiden wie Estron-3-Sulfat wurde der Transport von sulfatierten
Thyroidhormonen und T4 in NTCP exprimierenden HEK293 und COS1-Zellen, der Transport
von Bromsulphthalein in Xenopus laevis Oozyten und von Dehydroepiandrosteronsulfat
(DHEAS) in HEK293-Zellen gezeigt (Meier et al. 1997; Craddock et al. 1998; Visser et al.
2010; Schweigmann et al. 2014). Auch Ntcp der Ratte transportierte DHEAS in humanen
Hepatomzellen, Thyroid- und Steroidhormone sowie Bromsulphthalein in Xenopus laevis

Oozyten und Estron-3-Sulfat in CHO-Zellen (Stieger 2011).

Jedoch wurden Speziesunterschiede im Substrat- und Inhibitorspektrum der NTCPs/Ntcps
verschiedener Spezies beschrieben (Leslie et al. 2007). So wird Rosuvastatin durch den
humanen NTCP transportiert, jedoch nicht durch den Ratten-Ntcp (Ho et al. 2006). Dies sollte
besonders in Bezug auf die Ubertragung experimenteller Ergebnisse zwischen verschiedenen

Spezies beachtet werden.

1.1.4 Regulation des NTCPs
NTCP wird iiber ein komplexes System von Liganden-aktivierten Rezeptoren und hepatischen
Transkriptionsfaktoren auf genetischer Ebene reguliert. Bei cholestatischen Zustdnden wird

sowohl der humane NTCP als auch der Ratten-Ntcp, wahrscheinlich aufgrund der Gefahr von
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Akkumulation zytotoxischer Gallensduren in den Zellen, in seiner Expression gehemmt (Potter
1998; Chai et al. 2012). Dies geschieht vor allem {iber negative Feedback-Schleifen der
Gallensduren auf Kernrezeptoren wie dem Farnesoid X Rezeptor (FXR). Der FXR wird durch
die Bindung von Gallensduren aktiviert und inhibiert im Zusammenspiel mit dem Small
Heterodimer Partner (SHP-1), einem Transkriptionsfaktor, die Expression von Gallenséure-
Aufnahmetransportern, wie NTCP und ASBT. Des Weiteren wird die Neubildung von
Gallensdure-Effluxtransportern aktiviert und die Neusynthese von Gallensduren gehemmt
(Eloranta et al. 2008). Uber andere Kernrezeptoren, wie den Glukokortikoidrezeptor, wird die

Neubildung des NTCPs gefordert (Claudel et al. 2011; Claro da Silva et al. 2013).

Aufgrund der Komplexitit der Vorginge ist die Regulation des humanen NTCPs nur liickenhaft
bekannt. Zudem war in vielen Untersuchungen nicht der humane NTCP, sondern der Ratten-
Ntcp Gegenstand der Forschung. Durch eine gro3e Speziesvariabilitit in der Regulation des
NTCPs/Ntcps sind Ergebnisse aus Studien, welche den Ratten-Ntcp untersuchten, nur unter

Vorbehalt auf den humanen NTCP {ibertragbar (Jung et al. 2004).

Da die Regulation iiber Kernrezeptoren langsam und langfristig auf verdnderte Umstinde
reagieren kann, existieren zusétzlich kurzfristige, posttranskriptionale Regulationen des
NTCPs. Beispielsweise in der postprandialen Phase konnen diese kurzfristigen Regulierungen
der Aufnahme potentiell zytotoxischer Gallensduren und eine Feinabstimmung der

Gallensdurehomoostase besonders wichtig sein.

Auch beziiglich der Aufkldarung der posttranslationalen Regulation haben die meisten Studien
den Ratten-Ntcp untersucht. Der Ratten-Ntcp ist ein Serin/Threonin-Phosphoprotein und sein
Phosphorylierungsstatus  reguliert dessen Ein- und Ausbau in die basolaterale
Hepatozytenmembran (Mukhopadhyay et al. 1998a; Mukhopadhyay et al. 1998b). An Serin-
226 dephosphorylierte Ratten-Ntcps werden in die Membran eingebaut und phosphorylierte
Ntcps bilden einen intrazelluldren Pool in Speichervesikeln (Anwer et al. 2005; Anwer et al.
2014). Die Insertion des Ratten-Ntcps in die Zellmembran wird durch cyclisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) in Rattenhepatozyten und in humanen Hepatomzellen mit
stabil exprimierten Ratten-Ntcps beeinflusst (Mukhopadhayay et al. 1997; Mukhopadhyay et
al. 1998b; McConkey et al. 2004). Cyclisches AMP senkt die Phosphorylierungsrate der Ntcps
und erhoht die Membranexpression des Ntcps in Rattenhepatozyten und folglich die
Gallensdurenaufnahme (Griine et al. 1993; Mukhopadhayay et al. 1997; Mukhopadhyay et al.
1998b). Cyclisches AMP agiert iiber zwei Wege: iiber die Aktivierung der
Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) oder iiber eine Erhohung des intrazelluldren Calciums.
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Der PI3K-Aktivierung folgt die Phosphorylierung von Proteinkinasen (Akt, PKCd, und PKC{),
welche den vesikuldren Transport des dephosphorylierten Ratten-Ntcps aus intrazelluldren
Speichervesikeln zur Plasmamembran initiieren (Dranoff et al. 1999; Webster et al. 1999;
Webster et al. 2000; McConkey et al. 2004; Schonhoff et al. 2008; Park et al. 2012). Der
PI3K/Akt Weg kann durch Zellschwellung stimuliert werden (Webster et al. 2000; Webster et
al. 2002b). Bei der zweiten genannten Route aktivieren vermehrte intrazelluldre Calciumionen
in der Zelle Ca®"-abhiingige Phosphatasen, welche den Ratten-Ntcp dephosphorylieren und

somit den Transport zur Plasmamembran ausldsen (Griine et al. 1993; Webster et al. 2002a).

Zellschwellung

Dephosphorylierung an
Serin226des Ratten-Ntcp

e - €
Phosphorylierter
NTCP

R

TLC TCDC
GUDC

Abb. 1.4 Posttranskriptionale Regulation des NTCPs/Ntcps

Cholestatische Gallensduren, wie Taurochenodeoxycholsdure (TCDC), Taurolithocholsdure
(TLC) und Glycoursodeoxycholsdure (GUDC), initiieren eine verminderte TC-Aufnahme in
die Zellen tiber humanen NTCP und Ratten-Ntcp (Schwenk et al. 1977; Miihlfeld et al. 2012)
und den Ratten-Ntcp betreffend zusétzlich eine verminderte Membranexpression (Schonhoff et
al. 2009; Miihlfeld et al. 2012). Wiahrend anticholestatische Gallensduren wie
Tauroursodeoxycholsdure (TUDC) den Effekt der Internalisierung des Ratten-Ntcps
riickgingig machen konnen (Sommerfeld et al. 2015; Mayer et al. 2019).



Substanzen, wie bakterielle Lipopolysaccharide und Entziindungsmediatoren (Interleukin-1p,
Tumornekrosefaktor o, Interleukin-6), haben zusitzlich einen Einfluss auf die NTCP-

Membranexpression (Le Vee et al. 2008; Le Vee et al. 2009; Klein et al. 2015; Yan et al. 2019)

Zusitzlich wirkt sich neben dem Stadium der Phosphorylierung des NTCPs auch dessen
Glykosylierungszustand auf dessen Membranexpression aus. So zeigte Appelman, dass
HepG2-Zellen mit stabil exprimierten, an beiden Glykosylierungsstellen mutierten NTCPs, im
Vergleich zur Wildtypkontrolle, eine geringere Membranexpression aufwiesen, weniger TC
transportierten und nicht fiir HBV empféanglich waren. Wahrend einfach glykosylsierte NTCPs
weiterhin in der Plasmamembran exprimiert wurden, TC transportierten und eine HBV-
Infektion vermittelten, was die Bedeutung von zumindest einem Glykanrest an NTCP belegt

(Appelman et al. 2017).
1.2 Hepadnaviren und das Hepatitis Delta Virus (HDV)

1.2.1 Taxonomie und Epidemiologie des Hepatitis B Virus (HBV)

Hepadnaviridae sind kleine, behiillte DNA-Viren, welche fiir ihren Hepatotropismus sowie ihre
hohe Wirtsspezifitit bekannt sind. Die Familie der Hepadnaviridae wird in zwei Gattungen
eingeteilt: in Vogel infizierende Avihepadnaviren und in Sédugetiere infizierende
Orthohepadnaviren. Sie konnen akute, persistierende oder chronische Infektionen hervorrufen.
Das Hepatitis B Virus (HBV) des Menschen wird als das Prototypvirus der Familie betrachtet.
1963 trat HBV zum ersten Mal unter der Bezeichnung des ,,Australia Antigens" in Erscheinung,
als Blumberg ein bis dato noch nicht bekanntes Antigen im Blut eines australischen Aborigines
entdeckte (Blumberg et al. 1967). Sieben Jahre spéter konnte Dane schlieBlich ein HBV-
Partikel unter dem Elektronenmikroskop nachweisen und bezeichnete es als ,,Dane-Partikel*
(Dane et al. 1970). Heute sind zehn Genotypen A-J und zahlreichen Subgenotypen des HBV
beschrieben (Littlejohn et al. 2016). HBV-Infektionen sind weltweit ein gro3es Problem und
werden von der World Health Organisation (WHO) als grofle Gefahr fiir die offentliche
Gesundheit eingestuft (World Health Organization 2017). Bis zu 291 Millionen Menschen
weltweit sind aktuell chronisch mit HBV infiziert (Chen et al. 2019). Jedoch variiert die
Priavalenz weltweit sehr stark, von unter 2 % im zentraleuropdischen/amerikanischen Raum zu
ca. 6 % in Afrika und der Pazifik-Region. 887.000 Todesfédlle werden jahrlich mit dem HBV in
Verbindung gebracht. Des Weiteren werden die meisten Félle von hepatozelluldren
Karzinomen (HCC) und Leberkrebs durch HBV hervorgerufen (World Health Organization
2017).
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1.2.2 Morphologie und Infektionszyklus von HBV

HBYV ist ein teilweise doppelstrangiges, behiilltes DNA-Virus. Es ist ca. 52 nm grof3 und von
sphérischer Struktur (Glebe et al. 2013). Das HBV-Genom und eine virale Polymerase sind von
einem Kapsid aus Hepatitis B Core-Proteinen (HBc) umgeben, welche zusammen ein
Nukleokapsid bilden. Dieses Nukleokapsid wird von einer Doppellipidmembranhiille mit drei

verschieden groflen Oberfldchenproteinen umschlossen.

(B) Oberflachenproteine
HN “ small = SHBs
Acetylierung ~PrES2 I iddle = MHBs
large = LHBs

Myristoylierung

(A) Virion (C) Subvirale Partikel

L)

DNA- LHBs Filament 5

Genom

Polymerase

MHBs

Sphéren

Wy
Core

Proteine

Abb. 1.5 Schematische Morphologie von HBV-Virionen und subviralen Partikeln

(A) HBV besitzt ein teilweise doppelstringiges DNA-Genom, an welches eine virale Polymerase
gekoppelt ist. Das Genom wird von 180/240 Core-Proteinen umschlossen (Cotelesage et al. 2011). Die
Hiille des Virions besteht aus einer Lipiddoppelschicht mit darin integrierten Oberflachenproteinen, dem
groflen (LHBs), mittleren (MHBs) und kleinen (SHBs) Protein. (A, B) Alle drei Oberflichenproteine
bestehen aus der S-Domaéne (dunkelblau). Die PreS2-Doméne (mittelblau) ist Bestandteil von MHBs
und LHBs. Das LHBs besitzt zusétzlich eine PreS1-Doméne (hellblau). (C) Die subviralen Partikel sind
sphérisch oder filamentds geformte Virushiillen ohne Nukleinséduren und sind daher nicht infektis.

Bei einer HBV-Infektion gelangen die Virionen {iber das Blut zur Leber. Nachdem das HBV
vermutlich {iber Endozytose in die Hepatozyten gelangt ist, wird das Nukleokapsid nach
Entfernung der Virushiille in den Zellkern transportiert. Im Zellkern der Wirtszelle wird das
partiell doppelstringige Genom durch zellulire DNA-Reparaturmechanismen zu einem
kovalent geschlossenen doppelstringigen DNA-Ring, der covalently closed circular DNA
(cccDNA), vervollstindigt. Die cccDNA ist eine, bakteriellen Plasmiden dhnliche, episomal-
stabile Dauerform und dient als Matrize fiir die Synthese von messenger RNAs (mRNAs) und

pregenomischer RNA (Nassal 2015). Alle RNAs werden aus dem Kern transportiert. Die
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mRNAs werden im Endoplasmatischen Retikulum (ER) zu Oberflichenproteinen (HBs)
translatiert und von der pregenomischen RNA ausgehend werden Core-Proteine (HBc) und die
virale Polymerase gebildet. 120 Dimere der Core-Proteine formen eine Kapsidhiille und bilden
zusammen mit der pregenomischen RNA und der viralen Polymerase unreife Nukleokapside.
Wihrend der Nukleokapsidreifung beginnt die virale Polymerase mit der reversen
Transkription der pregenomischen DNA. AnschlieBend konnen die gereiften Nukleokapside
wieder in den Zellkern transportiert werden, um neue cccDNA zu bilden oder sie werden mit
Oberflachenproteinen umhiillt und durch multivesikuldren Transport aus der Zelle geschleust.
Des Weiteren entstehen nicht nur reife HBV-Partikel, sondern, durch eine Uberproduktion an
Oberflachenproteinen, zusdtzliche ca. 22 nm grof3e subvirale Partikel (SVP). Diese bestehen
aus der Virushiille, also einer Lipiddoppelmembran mit darin integrierten
Oberflachenproteinen. Sie kdnnen eine spheroidale oder filamentése Form annehmen und sind,
durch das Fehlen eines Nukleokapsids, nicht infektiés. Die SVP kommen im Blut von hoch
virdimischen Patienten in groBem Uberschuss von 1.000 bis 10.000-fachen Mengen im
Vergleich zu virushaltigen Partikeln vor (Chai et al. 2008). Sie agieren wahrscheinlich als
»Schutzschilde® und fangen Antikorper ab, damit die Virionen die Hepatozyten unbehelligt
erreichen und infizieren konnen (Rydell et al. 2017). Diese SVP hatte Blumberg 1963 entdeckt
und als ,, Australia Antigen" beschrieben (Blumberg et al. 1967).

Das ca. 3 kb groBe HBV-Genom besteht aus einer zirkuldren, nicht kovalent geschlossenen
DNA. Sie ist partiell doppelstringig mit einem kompletten Minusstrang, aber einem
unvollstidndigen Plusstrang. Die Unvollstidndigkeit des Plusstrangs ist darin begriindet, dass das
Virus aus der Zelle ausgeschleust wird, bevor die Plusstrang-Synthese abgeschlossen ist. Die
virale Polymerase ist kovalent an den vollstindigen Minusstrang gebunden. Das HBV-Genom
ist aus vier teilweise TUberlappenden Leserastern, open reading frames (ORFs),
zusammengesetzt. Es codiert die virale Polymerase, die Core-Proteine, das HBe-Antigen

(HBe), das HBx-Protein (HBx) und die drei HBs-Antigene (Wang et al. 2020).

Das HBe-Antigen hat, soweit bekannt, keine eigenstindige Funktion im HBV-
Replikationszyklus. Es ist allerdings ein Immunmodulator, der eine Immuntoleranz der T-
Zellen gegen HBc bewirkt (Kramvis et al. 2018). Es spielt eine Rolle in der Chronifizierung
von HBV-Infektionen und ist ein klinischer Marker fiir eine hohe Infektiositdt. HBx ist ein
Nichtstrukurprotein, ein Aktivator der viralen Transkription und wird fiir die durch HBV-

induzierte Kanzerogenese verantwortlich gemacht (Glebe et al. 2013; Wang et al. 2020).
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Die drei unterschiedlich groen Oberflichenproteine werden aus einem ORF gebildet. Sie
besitzen alle den gleichen C-Terminus, die S-Doméne. Das kleinste Oberflachenprotein (small
HBs, SHBs) besteht nur aus dieser Doméne. Das mittlere (middle HBs, MHBs) ist um eine
PreS2-Domiéne und das grofle Oberflichenprotein (large HBs, LHBs) ist um eine PreS2-
Domine und eine myristoylierte PreS1-Domine verldngert. Die 2-48 Aminosduren der PreS1-
Domine des LHBs und ihre Myristoylierung sind essentiell fiir die Bindung und den Eintritt in
die Hepatozyten und somit fiir eine erfolgreiche HBV-Infektion (Gripon et al. 1995; Glebe et
al. 2005; Glebe et al. 2013).

1.2.3 Hepatitis Delta Virus (HDV)

Das Hepatitis Delta Virus ist ein ca. 35 nm kleines RNA Virus mit einem zirkuléren,
einzelstringigen RNA-Genom negativer Polaritét. Es ist aktuell noch der einzige Vertreter der
Gattung Deltavirus mit acht HDV-Genotypen (Littlejohn et al. 2016; Lucifora et al. 2020). Dies
wird sich wahrscheinlich bald &ndern, da dem Deltavirus dhnliche Virus-Sequenzen in
Oropharyngeal- und Kloakenproben von Enten, in Gewebeproben von Boas und einem
Wasserpython, in Blutproben von Stachelratten und ¢cDNAs von Fischen, Amphibien und
verschiedenen Invertebraten und in weiteren Spezies gefunden wurden (Wille et al. 2018;
Chang et al. 2019; Hetzel et al. 2019; Paraskevopoulou et al. 2020; Bergner et al. 2021; Iwamoto
etal. 2021).

Abb. 1.6 Schema der HDV Morphologie

HDV bildet mit seinem RNA-Genom zwei Proteine. Das grofie (large; LHDAg) und das kleine (small;
SHDAg) Delta-Antigen (HDAg). Es benétigt fiir seine Vermehrung, Sekretion und Infektion die
Oberflachenproteine des HBV (SHBs, MHBs, LHBSs).
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Das aus 1,7 kb bestehende einzelstringige HDV-Genom hat einen hohen Grad an
intramolekularer Basenpaarung und erscheint deshalb stabformig. Es enthélt einen OREF,
welcher fiir zwei Antigene, das small hepatitis delta antigen (SHDAg) und das large hepatitis
delta antigen (LHDAg), codiert.

Aus dem HDV-Genom konnen keine eigenen Hiillproteine gebildet werden. Deshalb ist das
HDV fiir eine erfolgreiche Vermehrung, Sekretion und Infektion neuer Zellen auf HBV-
Hiillproteine angewiesen. HDV wird aufgrund dessen auch als ,,mangelhaftes* Virus oder als
Satellitenvirus von HBV bezeichnet und kommt klinisch nur in Koinfektion mit HBV vor
(Hughes et al. 2011; Sureau et al. 2016). Kiirzlich wurde herausgefunden, dass HDV in vitro
auch Hiillproteine anderer Viren wie des Hepatitis C Virus (HCV), des Vesikuldren Stomatitis-
Virus oder des Dengue-Virus fiir die Zusammenstellung und Sekretion von behiillten,
infektiosen HDV-Partikeln nutzen kann (Perez-Vargas et al. 2019). Zusétzlich konnten HDV-
HCV-Infektionen in leberhumanisierten Mausen iiber mehrere Monate aufrechterhalten werden
(Perez-Vargas et al. 2019). Auch bei den in Vertebraten und Invertebraten gefundenen
Deltavirusinfektionen konnten keine Hepadnavirus-Koinfektionen nachgewiesen werden, was
auf eine Beteiligung anderer Helferviren schlie3en ldsst (Wille et al. 2018; Chang et al. 2019;
Hetzel et al. 2019; Paraskevopoulou et al. 2020; Szirovicza et al. 2020). Des Weiteren existiert
auf dem HDV-Genom ein viroid-dhnlicher Sequenzbereich, welcher Ribozyme oder ,, self-
cleaving RNA sequences ““ beinhaltet. Dies sind Nukleinsduren, welche den RNA Strang, auf

dem sie sich selbst befinden, schneiden konnen (Alfaiate et al. 2015).

Da HDV sich der Oberflachenproteine von HBV bedient, ist der Mechanismus der Anheftung
an Hepatozyten der gleiche wie der des HBV. Nach dem Eintritt von HDV in die Zelle wird
das Ribonukleoprotein, bestechend aus HDV-RNA und HDAgs, durch eine
Kernlokalisierungssequenz in den Zellkern der Wirtszelle verbracht. Dort wird das Genom im
viroidtypischen ,.double rolling circle “~-Mechanismus, unter Zuhilfenahme der wirtseigenen
RNA-Polymerase(n), amplifiziert (Sureau et al. 2016). Dabei werden aus dem zirkuldren
Genom viele antigenomische RNAs gebildet, welche anschlieBend durch die Ribozyme in
Monomere gespalten werden. Diese werden nach einer Rezirkularisierung als Matrize fiir die
Vermehrung der genomischen RNA verwendet. Von der genomischen RNA ausgehend werden
die mRNAs der HDAgs gebildet. Zunichst erfolgt die Bildung der SHDAg-mRNA, danach
wird das Stoppcodon des SHDAgs durch einen RNA-Editing-Schritt zu einem Tryptophan
umgewandelt. Somit konnen weitere 19 Aminosduren abgelesen und LHDAg mRNAs gebildet

werden (Alfaiate et al. 2015).
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LHDAg ist wichtig fiir die Umhiillung des HDV-Ribonukleoproteins und wirkt als Inhibitor
der Virusreplikation, wihrend das kleine Delta-Antigen fiir die Replikation von Bedeutung ist
(Mentha et al. 2019). Durch Einfluss des LHDAgs wird der Ribonukleoproteinkomplex am ER
in eine Lipiddoppelschicht mit integrierten HBV-Oberflichenproteinen umhiillt und
anschlielend als fertige HDV-Virionen in die Blutbahn sekretiert (Alfaiate et al. 2015; Gilman
et al. 2019).

1.2.4 Klinische Aspekte

HBYV ist, wie schon erwéhnt, ein globales Problem. Weltweit sind 12 Millionen der chronischen
HBV-Tréger zusitzlich mit HDV infiziert (Chen et al. 2019). Eine HBV/HDV-Koinfektion
induziert bei 70-90 % der Fille einen schwereren Krankheitsverlauf, das heiflit eine noch
schnellere Entwicklung von HCC und Leberzirrthose und eine erhdhte Mortalititsrate im
Vergleich zur HBV-Monoinfektion (Sureau et al. 2016; Asselah et al. 2020). Eine zusitzliche
HDV-Infektion von HBV-Trégern (Superinfektion) nimmt deutlich haufiger einen fulminanten
Verlauf, wihrend eine simultane Infektion mit HBV und HDV haufig dhnlich einer akuten

HBV-Monoinfektion ablduft (Negro 2014).

HBV/HDV werden von Mensch zu Mensch iibertragen. Da HBV und HDV vorrangig im Blut
und in anderen Sekreten des Korpers, wie Samen- und Vaginalfliissigkeit, vorkommen, erfolgt
die Ansteckung mit HBV/HDYV perinatal, iber Blutkontakt (Tattoos, Piercings, unreine Nadeln)
oder iiber sexuelle Kontakte (MacLachlan et al. 2015). Die Inkubationszeit von HBV betrigt
ca. 75 Tage. Bei den meisten immunkompetenten Erwachsenen verlauft eine HBV-Infektion
inapparent und induziert eine anschlieBende Immunitit. Das Virus verbleibt in Form der
cccDNA im Zellkern der Leberzellen, jedoch wird die Virusvermehrung durch das
Immunsystem des Wirts unterdriickt (okkulte Form). Bei einer HBV-Infektion mit hohen
Virusmengen kommt es gehduft zu einer akuten Hepatitis mit Schmerzen im Bauchraum und
Ikterus. Die Symptome kommen durch die Reaktion des Immunsystems auf das Virus und
damit verbundenem Zelluntergang und Gewebsschddigung der Leber zu Stande. In einigen
Féllen kommt es durch eine extrem starke Reaktion des Immunsystems zu fulminanten
Verlaufsformen, bei welchen die Leber so stark geschiddigt wird, dass Leberversagen,
Enzephalopathie und eine Storung des Gerinnungssystems die Folge sind. Bei ca. 5 % der
adulten HBV-Infizierten erfolgt eine chronische Verlaufsform, welche mittels HBsAg-
Nachweis im Blut des Patienten detektierbar ist (Paganelli et al. 2012). Das Alter und der

Immunstatus der Infizierten sowie die Infektionsdosis spielen eine grofle Rolle bei der
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Chronifizierung von HBV. In schitzungsweise 15-40 % der Fille resultiert aus einer

chronischen HBV-Infektion eine HCC, Leberzirrhose oder Leberversagen (Lok 2002).

HBYV ist grundsitzlich sehr gut an seinen Wirt angepasst, weshalb viele Infektionen inapparent
verlaufen. Der Korper des Wirtes wird durch subvirale Partikel des HBV, auch
Téuschkdrperchen genannt, iberschwemmt (Glebe et al. 2007). Das Immunsystem ist mit der
Abwehr dieser Massen an Antigenen dauerhaft beschiftigt und kommt nach einiger Zeit in

einen ,,Erschopfungszustand* (Smolders et al. 2020; Zeyen et al. 2020).

Seit 1982 existiert ein wirksamer Impfstoff gegen HBV, jedoch kein Heilmittel fiir eine schon
bestehende HBV-Infektion. Daher sind priventive MaBnahmen wie Impfungen und hohe
Hygienestandards sehr wichtig. Im meist verwendeten HBV-Impfstoff befindet sich
rekombinant aus Hefen (Saccharomyces cerevisiae) hergestelltes SHBs des HBV-Genotyps A2
(Valenzuela et al. 1982). Das Immunsystem bildet in Reaktion auf die Antigene im Impfstoff
neutralisierende Antikorper, die einen Schutz gegen HBV und HDV bieten. Auch nach einer
Exposition mit HBV kann mit Hilfe des Einsatzes von Impfstoffen eine Ansteckung verhindert

werden (Zhao et al. 2020; World Health Organization 2017).

Derzeit existierende Therapeutika konnen den Krankheitsverlauf einer bestehenden HBV-
Infektion meist lediglich verlangsamen. Aktuell werden pegyliertes Interferon o und
Nukleos(t)idanaloga verwendet (Wang et al. 2020). Interferone agieren iiber eine Reihe von
Wirkmechanismen gegen das Virus, wie z.B. eine Inhibition der Umbhiillung und
immunmodulatorische Aktivitdt in Form von Aktivierung von Lymphozyten. Jedoch ist diese
Therapie nur bei ca. 30 % erfolgreich und Nebeneffekte wie grippedhnliche Symptome koénnen
die Behandlung begleiten. Nukleos(t)idanaloga z.B. Lamivudin, Tenofovirdisoproxil,
Tenofoviralafenamid oder Entecavir blockieren die HBV-DNA-Synthese und kénnen die
Virusausscheidung sehr schnell senken (Suk-Fong Lok 2019). Wiéhrend friihe Vertreter der
Klasse der Nukleos(t)idanaloga wie Lamivudin hohe Resistenzraten aufwiesen, zeigen neuere
Nukleos(t)idanaloga, wie Tenofovirdisoproxil oder Entecavir, in Studien eine geringe
Resistenzentwicklung (Lai et al. 2003; Tenney et al. 2009; Liu et al. 2017). Durch die noch
vorhandene cccDNA in den Leberzellen persistiert das Virus in den Zellen, wodurch keine
vollstindige Vernichtung und damit Heilung von HBV erfolgt (Suk-Fong Lok 2019).
Zusatzlich werden Spitfolgen der HBV/HDV-Infektion, wie die Entstehung eines
hepatozelluldren Karzinoms, nicht verhindert. Leberkrebs entsteht hiufig als Folge der
bestindigen HBV/HDV-bedingten Aktivierung des Immunsystems und der damit
einhergehenden Belastung des Gewebes mit Erhéhung von Zelluntergdngen und Zellteilung.
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Des Weiteren kann die teilweise auftretende Integration von HBV-DNA in das Wirtsgenom

eine onkogene Wirkung haben (Seeger et al. 2015).

Im Replikationszyklus der beiden Viren gibt es jedoch viele mogliche Angriffspunkte, um
Inhibitoren zu entwickeln und unter Umstinden eine Heilung zu erwirken. Aktuell sind
Modulatoren der Nukleokapsidbildung, Inhibitoren der Virionen/ Subvirale Partikel-Sekretion,
Hemmstoffe der RNA-Transkription, Inhibitoren der Anheftung von HBV/HDV (Entry-
Inhibitoren) und viele weitere in der Entwicklung (Martinez et al. 2020; Smolders et al. 2020).

1.3 NTCP als Rezeptor fiir HBY/HDV

Nahezu ein halbes Jahrhundert nach der Erstbeschreibung des Australia Antigens durch
Blumberg wurde 2012 NTCP als Rezeptor des HBV/HDV entdeckt (Yan et al. 2012; Konig et
al. 2014). Mittlerweile ist bekannt, dass HBV/HDV, die durch die Verwendung der gleichen
Oberflachenproteine den gleichen Anheftungsmechanismus teilen, erst eine niedrig affine
Bindung mit Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPGs) eingehen. Diese Bindung wird virusseitig
durch die Antigenschleife der S-Doméne in der Virushiille vermittelt (Sureau et al. 2013).
AnschlieBend erfolgt eine spezifische Bindung der PreS1-Doméne des LHBs-Proteins mit dem
NTCP, welcher schlieflich am Eintritt des HBV/HDV beteiligt ist. Nach bisherigem
Kenntnisstand erfolgt dieser Eintritt in die Zelle durch eine Mischung aus Clathrin- und

Caveolae-vermittelter Endozytose (Macovei et al. 2010; Huang et al. 2012; Herrscher et al.

2020).

Die Bindung an den NTCP ist hochaffin, was die hohe Wirtsspezifitit und den Hepatotropismus
von HBV/HDV erklirt (Yan et al. 2012; Konig et al. 2014). Auch der Ntcp der Menschen- und
mancher Neuweltaffen kann eine erfolgreiche Bindung und anschlieBende Infektion der
Hepatozyten vermitteln. Miiller et al. konnten zeigen, dass ein einziger Austausch der
Aminosdure Arginin an Position 158 gegen Glycin (wie im Menschen) fiir eine Bindung des
HBYV an den eigentlich nicht empfanglichen Altweltaffen-Ntcp (natiirlicherweise Arginin 158)

ausreichend ist, um einen funktionellen Rezeptor fiir HBV zu erzeugen (Miiller et al. 2018).

Weitere essentielle Aminosduren fiir die Bindung von HBV/HDV am NTCP sind die
Aminosduren 157 bis 165 (rund um die Aminosédure 158). Die Arbeitsgruppe um Yan konnte
bei der Rezeptorerstbeschreibung 2012 feststellen, dass durch ein Ersetzen der Aminoséauren
157 bis 165 im humanen NTCP mit den korrespondierenden Aminosduren des Ntcps von
Macaca fascicularis, eine Infektion verhindert werden kann (Yan et al. 2012; Konig et al.

2014). In einer weiteren Publikation konnten sie darlegen, dass Ntcp von Mus musculus,
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welcher eine Bindung von HBV/HDV, aber keine HBV/HDV-Infektion vermittelt, durch den
Austausch der Aminosduren 84 bis 87 des humanen NTCPs in den Ntcp der Maus mit HDV
infiziert werden kann (Yan et al. 2013; Ni et al. 2014).

Ferner gibt es Hinweise, dass die Oligomerisierung des NTCPs fiir die Rezeptorfunktion bzw.
Internalisierung wichtig ist und eine Storung der Oligomer-Bildung des NTCPs eine geringere

HBV-Infektionsrate zur Folge haben kann (Fukano et al. 2018).

Die fiir die spezifische Bindung wichtigsten Aminoséduren sind virusseitig die Aminosiuren 2
bis 48 am N-Terminus der PreS1-Domine des LHBs und deren Myristolylierung (Gripon et al.
1995; Wang et al. 2020). Myr-PreS1-Lipopeptide, welche aus dieser kurzen myristoylierten
Aminosdurensequenz bestehen, konnen an NTCP binden (Glebe et al. 2005). Das Myr-PreS1-
Peptid kann den Eintritt von HBV/HDV-Virionen in Leberzellen hemmen. Seit August 2020
ist dieses synthetische Peptid als erster Entry-Inhibitor unter dem Namen Hepcludex® von der
EMA (European Medicines Agency) als Therapeutikum gegen HDV-Infektionen zugelassen
worden (Blank et al. 2016; Loglio et al. 2019; EMA 2020; MYR-Pharmaceuticals 2020). Jedoch
zeigt das Myr-PreS1-Peptid auch eine Hemmung des physiologischen Gallensduretransports
iiber NTCP und greift somit in den enterohepatischen Kreislauf der Gallenséduren und in die
Gallensdure-Homoostase ein (Yan et al. 2012; Konig et al. 2014). Dies konnte durch erhohte
Gallensédurespiegel im peripheren Blut zu weitreichenden Erkrankungen fithren (de Aguiar
Vallim et al. 2013; Vaz et al. 2015). Ntcp-Knockout-Méuse mit einer reduzierten
Transportkapazitdt von Gallenséduren und erhohten peripheren Gallenséurespiegeln zeigten
jedoch keine Anzeichen von Cholestase, Entziindung oder hepatozellulirem Schaden
(Slijepcevic et al. 2015). Dennoch reicht die in Fallberichten dargestellte Bandbreite der
Symptome von Gelbsucht, Hyperbilirubindmie und leichter chronischer Hepatitis bei
heterozygoter NTCP-Mutation bis zum kompletten Funktionsverlust des NTCPs mit extrem
erhohten Plasmagallensdurespiegeln, milder Hypertonie sowie Verzogerungen im Wachstum
und in der motorischen Entwicklung bei homozygoten NTCP-Mutationen (Vaz et al. 2015;
Dong et al. 2019; van de Peppel et al. 2020). Wiinschenswert wére dementsprechend ein
HBV/HDV-Entry-Inhibitor, der die Interaktion von HBV/HDV mit NTCP spezifisch hemmt,
aber den physiologischen Gallensdurekreislauf nicht beeinflusst, so wie dies kiirzlich fiir einige

Derivate der pflanzlichen Substanz Betulin beschrieben wurde (Kirstgen et al. 2020).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Myr-PreS1-Peptide zur Visualisierung und Messung der
spezifischen Virusbindung und somit der Darstellung des ersten Schritts der Infektion
verwendet. Des Weiteren wurden Myr-PreS1-Peptide wéhrend Infektionsversuchen zur

- 18 -



Verifizierung der spezifisch liber NTCP verlaufenden Infektion eingesetzt. Dabei wurden

Fluorophor-markierte oder Tritium (*H)-markierte Peptide genutzt.

1.4 In vitro Modelle der HBY/HDV-Forschung

Durch die Entdeckung des HBV/HDV-Rezeptors NTCP ist es mdglich humane
Hepatomzelllinien, wie HepG2- oder Huh7-Zellen, durch stabile Insertion des humanen NTCPs
in das Genom der Zellen fiir eine HBV/HDV-Infektion empfénglich zu machen. Diese
Zelllinien konnen normalerweise nicht mit HBV/HDYV infiziert werden, da sie eine sehr geringe

endogene NTCP-Expression besitzen (Yan et al. 2012).

Vor der Entdeckung des HBV/HDV-Rezeptors waren aufgrund der hohen Wirtsspezifitdt nur
wenige in vitro Modelle fiir die HBV/HDV-Forschung verfiigbar. So wurden primére
Hepatozytenkulturen von Menschen und von den ebenfalls empfanglichen Tupaia belangeri
verwendet (Glebe et al. 2005). In letzteren wurde der NTCP als HBV/HDV-Rezeptor
identifiziert (Yan et al. 2012).

Die Arbeit mit primédren Hepatozyten ist mit spezifischen Schwierigkeiten verbunden. Sie sind
schwer erhiltlich, sie sind teuer und besonders humane Hepatozyten haben eine hohe
Variabilitdit von Spender zu Spender und zwischen einzelnen Chargen (Zeisel et al. 2015;
Verrier et al. 2016). Ferner sind sie schwer zu kultivieren und haben nur eine Lebensspanne
von einigen Wochen, da sie in Zellkultur nicht proliferieren. Eine erfolgreiche Infektion ist eng
an den Differenzierungsstand der Hepatozyten gebunden, weshalb sie nach einigen Tagen durch
den Verlust der Polarisierung, Differenzierung und NTCP-Expression nicht mehr fiir
HBV/HDV-Infektionen empfanglich sind (Gripon et al. 1988; Thomas et al. 2016; Ni et al.
2017). Primédre Hepatozyten spiegeln jedoch die physiologischen Gegebenheiten in der Leber
am besten wider und sie sind sehr gut geeignet, um immunologische und metabolische

Reaktionen der Wirtszellen auf die Infektion zu untersuchen (Verrier et al. 2016).

HepaRG, eine hepatische Progenitorzelllinie, kann durch Redifferenzierung fiir HBV/HDV
empfinglich gemacht werden (Gripon et al. 2002; Hantz et al. 2009; Konig et al. 2014). Dabei
differenzieren die HepaRG zu Zellen mit Hepatozyten- und Gallenepithelzelldhnlichkeit und
reagieren auf Interferone &hnlich wie Hepatozyten (Shen et al. 2018). Dieser

Differenzierungsprozess ist allerdings sehr kosten- und zeitintensiv.

In vitro Modelle, wie stabil mit dem humanen NTCP transfizierte Hepatomzelllinien,
proliferieren in der Zellkultur und sind leichter zu kultivieren als primdre Hepatozyten oder
HepaRG-Zellen. Sie polarisieren jedoch nicht vollstdndig und bilden nur in geringem Malle
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vergleichbare Immunantworten wie humane Hepatozyten. Sie sind jedoch flir Untersuchungen
an frithen Stadien im HBV/HDV-Replikationszyklus, wie Virusbindung, Internalisierung und
cccDNA-Bildung, aber auch der Replikation, unerldsslich. Des Weiteren sind sie besonders

wertvoll fiir die Suche nach HBV/HDV-Entry-Inhibitoren.

Keines dieser Modelle fiir sich genommen ist ideal fiir alle Studien und Fragestellungen, jedoch
konnen sich die Erkenntnisse aus unterschiedlichen Modellen ergidnzen. Alle in vitro Modelle
sind in ihren Infektionsraten limitiert und reichen nicht an solche von humanen Hepatozyten im
Korper heran. Dies ist ein Hinweis auf weitere, fiir eine effiziente Infektion wichtige,
(Co-)Faktoren oder Rezeptoren (Anwer et al. 2014; Verrier et al. 2016). Jiingste
Veroffentlichungen in HepG2-NTCP-Zellen deuten an, dass der Epidermal Growth Faktor
Rezeptor eine wichtige Rolle als Co-Faktor wihrend der Internalisierung von HBV/HDV

spielen konnte (Iwamoto et al. 2019; Iwamoto et al. 2020).
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2 PUBLIKATIONEN UND EIGENANTEIL

Dieser kumulativen Dissertationsschrift liegen folgende Publikationen zu Grunde (Volltext

siche Anhang):

2.1 Publikation I

»Highly diversified shrew hepatitis B viruses corroborate ancient origins and divergent

infection patterns of mammalian hepadnaviruses”

Rasche A, Lehmann F, Konig A, Goldmann N, Corman VM, Moreira-Soto A, Geipel A, van
Riel D, Vakulenko YA, Sander AL, Niekamp H, Kepper R, Schlegel M, Akoua-Koffi C, Souza
BFCD, Sahr F, Olayemi A, Schulze V, Petraityte-Burneikiene R, Kazaks A, Lowjaga KAAT,
Geyer J, Kuiken T, Drosten C, Lukashev AN, Fichet-Calvet E, Ulrich RG, Glebe D, Drexler JF

Proc Natl Acad Sci U S A. 2019 Aug 20;116(34):17007-17012. doi: 10.1073/pnas.1908072116.
Epub 2019 Aug 1

Abstract:

Shrews, insectivorous small mammals, pertain to an ancient mammalian order. We screened
693 European and African shrews for hepatitis B virus (HBV) homologs to elucidate the
enigmatic genealogy of HBV. Shrews host HBVs at low prevalence (2.5 %) across a broad
geographic and host range. The phylogenetically divergent shrew HBVs comprise separate
species termed crowned shrew HBV (CSHBV) and musk shrew HBV (MSHBYV), each
containing distinct genotypes. Recombination events across host orders, evolutionary
reconstructions, and antigenic divergence of shrew HBVs corroborated ancient origins of
mammalian HBVs dating back about 80 million years. Resurrected CSHBV replicated in
human hepatoma cells, but human- and tupaia-derived primary hepatocytes were resistant to
hepatitis D viruses pseudotyped with CSHBV surface proteins. Functional characterization of
the shrew sodium taurocholate cotransporting polypeptide (Ntcp), CSHBV/MSHBYV surface
peptide binding patterns, and infection experiments revealed lack of Ntcp-mediated entry of
shrew HBV. Contrastingly, HBV entry was enabled by the shrew Ntcp. Shrew HBVs
universally showed mutations in their genomic preCore domains impeding hepatitis B e antigen
(HBeAg) production and resembling those observed in HBeAg-negative human HBV. Deep
sequencing and in situ hybridization suggest that HBeAg-negative shrew HBVs cause intense
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hepatotropic monoinfections and low within-host genomic heterogeneity. Geographical
clustering and low MSHBV/CSHBV-specific seroprevalence suggest focal transmission and
high virulence of shrew HBVs. HBeAg negativity is thus an ancient HBV infection pattern,
whereas Ntcp usage for entry is not evolutionarily conserved. Shrew infection models relying
on CSHBV/MSHBYV revertants and human HBV will allow comparative assessments of
HBeAg-mediated HBV pathogenesis, entry, and species barriers.

2.1.1 Eigenanteil - Publikation I

Bei der Publikation ,,Highly diversified shrew hepatitis B viruses corroborate ancient origins
and divergent infection patterns of mammalian hepadnaviruses” war die Autorin dieser
Dissertationsschrift als Coautorin beteiligt. Der Eigenanteil entspricht der Darstellung aus der

Verotfentlichung, welche hier wiedergegeben wird:
Authors* contributions:

,D.G. and J.F.D. designed research; A.R., F.L., A. Kénig, N.G., V.M.C., AM.-S., A.G.,,D.v.R.,
Y.AV,A.-LS,HN,RK.,M.S,CA.-K,BFCD.S.,F.S,AO,V.S,K.AA.T.L,EF.-C,
and R.G.U. performed research; R.P.-B., A. Kazaks, J.G., and C.D. contributed new
reagents/analytic tools; A.R., T.K., and A.N.L. analyzed data; and A.R., D.G., and J.F.D. wrote
the paper.

Die Autorin hat Experimente in dieser Publikation geplant, durchgefiihrt und analysiert. Im
Speziellen waren dies die Testung der Aufnahme von 5 pM NBD-Taurocholsidure und der
Bindung von 50 nM humanen und Sorex Myr-PreS1-Peptiden in HepG2-Zellen mit transient

transfizierten humanen NTCPs oder Sorex-Ntcps.
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Bescheinigung der Richtigkeit der Angaben durch den Seniorautor

Die authors ‘ contributions wurden von allen Autoren der Publikation durch ihre Unterschrift
bestitigt, daher wird hier auf eine Unterschrift aller Coautoren verzichtet. Der Seniorautor Prof.
Dr. Dieter Glebe bescheinigt stellvertretend Frau Kira Alessandra Alicia Theresa Lowjaga den

aufgefiihrten Eigenanteil an der Publikation.

Prol{\yr/. Dieter Glebe

Institute of Medical Virology

National Reference Center for Hepatitis B Viruses and Hepatitis D Viruses
Biomedical Research Center Seltersberg

Justus Liebig University, Giessen, Germany

-23 .-



2.2 Publikation II

»Selective hepatitis B and D virus entry inhibitors from the group of pentacyclic

lupane-type betulin-derived triterpenoids”

Kirstgen M, Lowjaga KAAT, Miiller SF, Goldmann N, Lehmann F, Alakurtti S, Yli-
Kauhaluoma J, Glebe D, Geyer J

Sci Rep. 2020 Dec 10,10(1):21772. doi: 10.1038/s41598-020-78618-2

Abstract:

Current treatment options against hepatitis B and D virus (HBV/HDV) infections have only
limited curative effects. Identification of Na+ /taurocholate co-transporting polypeptide
(NTCP) as the highaffinity hepatic receptor for both viruses in 2012 enables target-based
development of HBV/HDV cell-entry inhibitors. Many studies already identified appropriate
NTCP inhibitors. However, most of them interfere with NTCP’s physiological function as a
hepatic bile acid transporter. To overcome this drawback, the present study aimed to find
compounds that specifically block HBV/HDV binding to NTCP without affecting its
transporter function. A novel assay was conceptualized to screen for both in parallel; virus
binding to NTCP (measured via binding of a preS1-derived peptide of the large HBV/ HDV
envelope protein) and bile acid transport via NTCP. Hits were subsequently validated by in
vitro HDV infection studies using NTCP-HepG2 cells. Derivatives of the birch-derived
pentacyclic lupanetype triterpenoid betulin revealed clear NTCP inhibitory potency and
selectivity for the virus receptor function of NTCP. Best performing compounds in both aspects
were 2, 6, 19, and 25. In conclusion, betulin derivatives show clear structure-activity
relationships for potent and selective inhibition of the HBV/HDV virus receptor function of
NTCP without tackling its physiological bile acid transport function and therefore are promising

drug candidates.

2.2.1 Eigenanteil - Publikation II

Bei der Publikation ,,Selective hepatitis B and D virus entry inhibitors from the group of
pentacyclic lupane type betulin derived triterpenoids” war die Autorin dieser
Dissertationsschrift als Coautorin beteiligt. Der Eigenanteil entspricht der Darstellung aus der

Verotfentlichung, welche hier wiedergegeben wird:
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Authors¢ contributions:

»-M.K., S.F.M., K.A.A.T.L. and J.G. conceived the experiments, M.K., S.F.M. and K.A.A.T.L.
performed the experiments, M.K., S.F.M., K.A.A.T.L. and J.G. analyzed and interpreted the
results, N.G., F.L. and D.G. provided materials and laboratories for infection studies, S.A. and
J.Y K. provided derivatives of betulin, M.K., S F.M., K.A.AA.T.L. and J.G. wrote the

manuscript.”

Die Autorin hat HDV-Infektionsexperimente mit den Entry-Inhibitoren 2 und 17 in den
Konzentrationen 5 pM, 50 puM, 150 uM, 300 uM und 600 pM und mit den Entry-Inhibitoren 4
und 19 in den Konzentrationen 5 uM, 50 uM, 150 uM und 300 uM geplant, durchgefiihrt,
analysiert und interpretiert (Abbildung 5 a-d). Zusidtzlich hat die Autorin HDV-
Infektionsexperimente mit aufsteigenden Konzentrationen an Myr-PreS1 Peptid (von 0,005 nM

bis 5 uM) geplant, durchgefiihrt, analysiert und interpretiert (Abbildung 5 g).
Bescheinigung der Richtigkeit der Angaben durch die Autoren

Mit meiner Unterschrift bestétige ich die Richtigkeit der von Kira Alessandra Alicia Theresa
Lowjaga oben aufgefiihrten Beitrdge zur Publikation ,,Selective hepatitis B and D virus entry

inhibitors from the group of pentacyclic lupane type betulin derived triterpenoids”:

/s
Prof. Dr. Joachim Geyer / z /

f’

/ .

Prof. Dr. Dieter Glebe Q / =
Prof. Dr. Jari Yli-Kauhaluoma (/ P //

Dr. Simon Franz Miiller
/ / /

Michael Kirstgen %{ ML{,\
Sami Alakurtti

Nora Goldmann 6&3@1‘1@3’\“
Felix Lehmann 77,
74
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2.3 Publikation III

»Long-term trans-inhibition of the hepatitis B and D virus receptor NTCP by

taurolithocholic acid”
Lowjaga KAAT, Kirstgen M, Miiller SF, Goldmann N, Lehmann F, Glebe D, Geyer J

Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol. 2020 Nov 11, doi: 10.1152/ajpgi.00263.2020

Abstract:

Human hepatic bile acid transporter Na+/taurocholate co-transporting polypeptide (NTCP)
represents the liver-specific entry receptor for the hepatitis B and D Viruses (HBV/HDV).
Chronic hepatitis B and D affect several million people worldwide, but treatment options are
limited. Recently, HBV/HDV entry inhibitors targeting NTCP have emerged as promising
novel drug candidates. Nevertheless, the exact molecular mechanism that NTCP uses to mediate
virus binding and entry into hepatocytes is still not completely understood. It is already known
that human NTCP mRNA expression is down-regulated under cholestasis. Furthermore,
incubation of rat hepatocytes with the secondary bile acid taurolithocholic acid (TLC) triggers
internalization of the rat Ntcp protein from the plasma membrane. In the present study, the long-
term inhibitory effect of TLC on transport function, HBV/HDV receptor function and
membrane expression of human NTCP were analyzed in HepG2 and HEK293 cells stably
overexpressing NTCP. Even after short pulse preincubation, TLC had a significant long-lasting
inhibitory effect on the transport function of NTCP, but the NTCP protein was still present at
the plasma membrane. Furthermore, binding of the HBV/HDV myr-preS1 peptide and
susceptibility for in vitro HDV infection were significantly reduced by TLC preincubation. We
hypothesize that TLC rapidly accumulates in hepatocytes and mediates long-lasting trans-
inhibition of the transport and receptor function of NTCP via a particular TLC binding site at
an intracellularly accessible domain of NTCP. Physiologically, this trans-inhibition might
protect hepatocytes from toxic overload of bile acids. Pharmacologically, it provides an

interesting novel NTCP target site for potential long-acting HBV/HDYV entry inhibitors.

2.3.1 Eigenanteil - Publikation IIT
Bei der Publikation ,,Long-term trans-inhibition of the hepatitis B and D virus receptor NTCP

by taurolithocholic acid” war die Autorin dieser Dissertationsschrift als Hauptautorin beteiligt.
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Der FEigenanteil entspricht der Darstellung aus der Verdffentlichung, welche hier

wiedergegeben wird:
Authors¢ contributions:

LK.AL.,, M.K., S.F.M., and J.G. conceived and designed research; K.A.L., M.K., and S.F.M.
performed experiments; K.A.L., M.K., S.F.M., and J.G. analyzed data; K.A.L., M.K., S.F.M.,
and J.G. interpreted results of experiments; K.A.L., M.K., and S.F.M. prepared figures; N.G.,
F.L. and D.G. provided materials and laboratories for infection studies; K.A.L., M.K., S.F.M.,
and J.G. drafted manuscript; K.A.L., M.K., SF.M., N.G,, F.L., D.G., and J.G. edited and
revised manuscript; K.A.L., M.K., S.F.M., N.G., F.L., D.G., and J.G. approved final version of

manuscript.”

Die Autorin hat alle in dieser Publikation gezeigten Experimente geplant, durchgefiihrt,
analysiert und interpretiert bis auf die Experimente, welche radioaktiv-markierte Substanzen

oder Oberflachenbiotinylierung beinhalteten (Abbildungen 2 A-D, 3 C, 4 A, B, D).
Bescheinigung der Richtigkeit der Angaben durch die Autoren

Mit meiner Unterschrift bestétige ich die Richtigkeit der von Kira Alessandra Alicia Theresa
Lowjaga oben aufgefiihrten Beitrdge zur Publikation ,,Long-term trans-inhibition of the

hepatitis B and D virus receptor NTCP by taurolithocholic acid”:

7

Prof. Dr. Joachim Geyer // /,

Prof. Dr. Dieter Glebe f / / (7 J j
Dr. Simon Franz Miller / M/Q /

Michael Kirstgen

Nora Goldmann

Felix Lehmann
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3 DISKUSSION

3.1 HBYV - Speziesabhingigkeit und Suszeptibilitit

Fiir eine erfolgreiche Infektion bendtigt HBV eine spezifische Bindung an den humanen NTCP.
Abgesehen vom humanen NTCP koénnen Ntcps der Menschen- und Neuweltaffen in humanen
Hepatomzelllinien sowie Ntcps von Tupaia belangeri eine erfolgreiche Bindung und
anschliefende Infektion mit HBV vermitteln. Die HBV-Speziesspezifitit scheint nur durch
einige wenige essentielle Aminosduren bestimmt zu werden. So zeigt Miiller et al., wie schon
beschrieben, dass ein einziger Austausch der Aminosdure 158 Arginin gegen Glycin im
eigentlich nicht empfanglichen Altweltaffen-Ntcp notig ist, um einen funktionellen Rezeptor
fiir HBV zu erzeugen (Miiller et al. 2018). Ferner ldsst die Mutation einer Aminosdure an der
Stelle 263 von Isoleucin zu Valin den Waldmurmeltier-Ntcp fiir HBV empfanglicher werden.
Wihrend der korrespondierende Austausch von Valin zu Isoleucin im humanen NTCP eine
Minderung der HBV-Infektion in transient transfizierten Hepatomzellen nach sich zog (Fu et

al. 2017).

Friihere Mutagenesestudien haben zwei fiir die Bindung und den Eintritt von HBV/HDV in die
Zelle wichtige Motive im NTCP gefunden: die Aminosduren 157 bis 165, sowie 84 bis 87 (siehe
Abbildung Abb.3.1). Das Ersetzen der Aminosduren 157 bis 165 im humanen NTCP durch die
korrespondierenden Aminosduren des Macaca fascicularis konnte eine HBV-Infektion
verhindern. Wéhrend der fiir HBV/HDV unempféngliche Makaken Ntcp durch Einsatz der
humanen Aminosduren an dieser Stelle fiir HBV und HDV suszeptibel wurde (Yan et al. 2012;
Konig et al. 2014). Der nicht fir HBV/HDV empféngliche Mus musculus Ntcp konnte durch
das Substituieren mit den humanen Aminosduren an Stelle 84 bis 87 eine HDV-Infektion
sowohl in vitro als auch in vivo vermitteln (Yan et al. 2013; Ni et al. 2014; He et al. 2016).
Diese Stellen im humanen NTCP scheinen von Bedeutung, jedoch nicht essentiell fiir eine
HBV/HDV-Infektion zu sein, da der Ntcp des Tupaia belangeri andere Aminoséduresequenzen
an beiden Motiven aufweist und dennoch suszeptibel fiir HBV und HDV ist. Zusitzlich konnen
an Position 84 bis 87 humanisierte Maus-Ntcps als Rezeptor fiir eine HDV-Infektion, aber keine
HBV-Infektion fungieren (He et al. 2016). Auch konnen Schweine- und Makakenhepatozyten
durch Expression des humanen NTCPs mit HBV infiziert werden, wéhrend Hepatozyten der
Ratte, der Maus und des Hundes trotz Expression des humanen NTCPs keine Suszetibilitit fiir
HBYV erlangen (Lempp et al. 2017). Dies lasst den Schluss zu, dass weitere, bis dato nicht
bekannte, Wirts(co)faktoren fiir einen erfolgreichen HBV/HDV-Eintritt in die Hepatozyten und
eine erfolgreiche Infektion wichtig sind. Diese Cofaktoren und essentiellen Motive fiir eine
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HBV/HDV-Infektion scheinen in Hepatozyten von Tupaia belangeri vorhanden zu sein. Des
Weiteren scheint HBV weitere wirtsspezifische Faktoren, die nach der Bindung des Virus zum
Tragen kommen, zu benétigen, da einige Wirte eine HDV, aber keine HBV-Infektion zulassen.
Grundsétzlich ist davon auszugehen, dass NTCP ein wirtslimitierender Hauptfaktor einer
HBV/HDV-Infektion darstellt und das enge Wirtsspektrum von HBV/HDV dadurch bedingt

1st.

Abgesehen von humanen Hepatitis Viren wurden in den letzten Jahren eine Vielzahl von nicht-
humanen Hepatitis Viren entdeckt (Rasche et al. 2019). So wurden nicht-humane Hepatitis
Viren im amerikanischen Waldmurmeltier (woodchuck hepatitis virus, WHV) (Summers et al.
1978), im Erdhdérnchen (ground squirrel hepatitis virus, GSHV) (Marion et al. 1980), in Enten
(duck hepatitis B virus, DHBV) (Mason et al. 1980), in Menschenaffen (Vaudin et al. 1988)
und in Wollaffen (woolly monkey hepatitis B virus, WMHBYV) (Lanford et al. 1998)
identifiziert. Durch Fortschritte in der Sequenzierung von DNA-Proben und dem Fokus auf
zoonotische Potentiale nicht-humaner Hepatitis Viren wurden mit HBV verwandte Viren in
Fledermiausen, Antilopen, Reptilien, Fischen, Amphibien und domestizierten Katzen gefunden
(Drexler et al. 2013; Suh et al. 2014; Hahn et al. 2015; He et al. 2015; Dill et al. 2016; Lauber
et al. 2017; Aghazadeh et al. 2018; Gogarten et al. 2019; Piewbang et al. 2020). In
Kapuzineraffen wurde 2018 ein weiterer Vertreter der nicht-humanen Hepatitis B Viren
entdeckt (capuchin monkey hepatitis B virus, CMHBV) (de Carvalho Dominguez Souza et al.
2018). HBV und nicht-humane Hepatitis B Viren dhneln sich in der genomischen Struktur der
Nukleinsduren, der Einteilung des ORF, der Liange des Genoms und/oder dem Vorhandensein
und der Art von regulatorische Regionen. Vergleiche von humanen und nicht-humanen
Hepatitis Viren konnen Aufschliisse iiber notwendige Eigenschaften der Viren, welche fiir eine
erfolgreiche Infektion ndétig sind, liefern. Des Weiteren konnte man durch néhere
Untersuchungen von nicht-humanen Hepatitis B Viren die Kanzerogenese der HCC-Bildung

ergriinden und eventuell Riickschliisse auf HBV ziehen.

Aufgrund einer hohen genetischen Diversitit der Fledermaus-Hepadnaviren, konnten diese
Viren einen groflen Einfluss auf die Evolution von Hepadnaviren haben (Rasche et al. 2016;
Rasche et al. 2019). Evolutionir élter sind jedoch die Insektenfresser wie Spitzmiuse (Sorex),
welche Wirte fiir eine Vielzahl von nicht-humanen Hepatitis Viren darstellen (Foley et al. 2016)
und dadurch einen bisher unterschétzten Einfluss auf die Evolution von Orthohepadnaviren

ausgetibt haben konnten.
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Abb.3.1 Multispeziesalignment mit Markierung der wichtigsten Stellen fiir die Bindung
von HBV/HDV bzw. fiir den HBV/HDV-Entry

Fiir Ntcp-Homologe der Nager und Primaten wurde eine Evolution durch positive Selektion
von neun HBV-Bindungsstellen propagiert. Fiir den Spitzmaus-Ntcp (Sorex-Ntcp) wurde
jedoch nur eine der neun Bindungsstellen vorhergesagt. Des Weiteren wurde eine geringe
Sequenzidentitit der PreS1-Domédne von CSHBV  (crowned  shrew  HBV,
Schabrackenspitzmaus HBV) und MSHBV (musk shrew HBV, Moschusspitzmaus HBV) im
Vergleich zu den korrespondierenden humanen und primaten Sequenzen festgestellt. Aufgrund
dessen war eine Beteiligung des Sorex-Ntcps als Rezeptor und Eintrittspforte fiir CSHBV oder
MSHBYV in die Sorex-Hepatozyten unwahrscheinlich. Durch Fehlen der Bindungsfahigkeit des
Myr-PreS1-Peptids von CSHBV und MSHBYV an den Sorex-Ntcp sowie fehlender Infektionen
in Hepatomzelllinien mit transfiziertem Sorex-Ntcp, welche mit Pseudotyp HDV mit CSHBV
oder MSHBV umhiillten Oberfldchenproteinen infiziert wurden, wurde der Sorex-Ntcp als
Rezeptor fiir CSHBV und MSHBYV ausgeschlossen. Des Weiteren konnte durch die CSHBV-
bzw. MSHBV-Pseudotyp-Infektion eine Beteiligung von anderen fiir die Interaktion mit Sorex-
Ntep wichtigen Oberflachenstrukturen als die der PreS1-Doméne ausgeschlossen werden. Die
physiologische Gallensduretransporter-Funktion des Sorex-Ntcps wurde durch den Transport

von NBD-TC bestitigt. Anders als CSHBV oder MSHBYV kann humanes HBV Sorex-Ntcp in
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transient transfizierten Hepatomzellen als Eintrittspforte nutzen. Dies ist durch das konservierte
Glycin an Position 158 im Sorex-Ntcp zu erkldren, welches fiir die Bindung der PreS1-Doméne
von HBV wichtig ist (siche Abbildung Abb.3.1) (Miiller et al. 2018). Dies deutet darauf hin, da
Spitzmiuse evolutionér dlter als der Mensch sind, dass die Nutzung des Ntcps in der Evolution
nicht konserviert ist (Foley et al. 2016). Des Weiteren konnten Spitzméuse in vivo empfanglich
fiir HBV sein und somit ein Reservoir fiir humanes HBV darstellen. Die Aufdeckung und
Ausmerzung von Reservoiren des HBV ist insbesondere in Bezug auf die Zielsetzung der
WHO, eine Eliminierung von HBV zu erreichen, von hoher Bedeutung. Diese Eradikation kann
erreicht werden, wenn keine tierischen Reservoire, die die Gefahr eines Wiedereintrags in die
menschliche Population bergen, bestehen. Auch homologe Hepatitis Viren in nicht-humanen
Wirten konnten diese auf den Menschen iibertragen. So nutzt beispielsweise das tent-making
bat HBV (TBHBV) den humanen NTCP als Eintrittspforte in Hepatozyten, infiziert diese und
konnte demzufolge eine zoonotische Bedeutung haben (Drexler et al. 2013). Da weder CSHBV
noch MSHBYV den humanen NTCP als Rezeptor nutzen, in vitro humane NTCPs exprimierende
Hepatomzellen nicht infizieren konnten und der Eintritt in die Zelle als grofte Speziesbarriere
gesehen wird, scheinen beide Spitzmausviren kein zoonotisches Potential zu besitzen, obwohl

sich CSHBYV in Hepatomzellen bei transienter Transfektion replizieren konnte.

Fir die in vivo HBV Forschung konnte ein Spitzmaus Hepatitis B Virus-Modell eine
Schliisselrolle in der Aufkldrung der Pathogenese von HBV darstellen. CSHBV und MSHBV
bilden aufgrund einer Nonsense-Mutation und eines daraus resultierenden vorzeitigen Stopp-
Codons kein HBeAg. Dieses wird im Menschen fiir die Chronifizierung der HBV-Infektion
verantwortlich gemacht, da es eine immunmodulatorische Funktion erfiillt und die
Immunantwort des Wirtes auf das HBcAg hemmt (Kramvis et al. 2018). Das Spitzmausmodell
wire eine Alternative zu den ethisch nicht vertretbaren Studien an Primaten, den schlecht mit
HBYV zu infizierenden Tupaia belangeri und den schwierig zu haltenden Waldmurmeltieren.
Spitzméduse konnten genutzt werden, um die Pathogenese der chronischen HBV-Infektion zu

entschliisseln und eine noch fehlende effektive Therapie der HBV-Infektion zu entwickeln.

Zudem kann die Untersuchung von Infektionsmustern humaner Viren in nicht-humanen Wirten
Aufschluss tiber Infektionshergéinge im Menschen liefern. So wurde eine positive Korrelation
zwischen der Chronifizierung einer viralen Infektion in tierischen Reservoirs und der Mensch
zu Mensch Ubertragbarkeit nach zoonotischem Eintrag in die menschliche Population gefunden

(Geoghegan et al. 2016).
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Auf der Rezeptorseite bieten verschiedene Ntcp-Homologe mit ihren unterschiedlichen
Empfinglichkeiten fiir HBV/HDV eine gute Moglichkeit, um die fiir die Interaktion zwischen

NTCP und HBV wichtigen Strukturen besser untersuchen und verstehen zu kénnen.

3.2 Therapieoptionen bei HBV — Strategien

Durch die Entdeckung von NTCP als HBV/HDV-Rezeptor und die Etablierung von NTCP-
iiberexprimierenden humanen Hepatomzelllinien, welche sich mit HBV/HDYV infizieren lassen,
konnten viele neue Strategien der Therapie von HBV/HDV entwickelt und untersucht werden.
Um den Eintritt oder ,,Entry* von HBV/HDV zu hemmen sind viele Inhibitionsstrategien, die
NTCP bzw. die Interaktion von HBV/HDV mit NTCP als Ziel haben, entstanden. Eine Strategie
betrifft die Herunterregulierung der NTCP-Expression in Hepatozyten durch z.B. den Tumor
Nekrose Faktor-a oder das Interleukin-6 (Bouezzedine et al. 2015; Fukano et al. 2019). Sie folgt
dem Prinzip: Kein (oder weniger) NTCP in der Plasmamembran bedeutet keine (oder weniger)
Infektion. Aullerdem wird versucht, die virale Infektion durch Induktion der Clathrin- oder
Caveolae-abhingigen Endozytose und damit verbundenen Internalisierung des HBV/HDV-
Rezeptors NTCP aus der Plasmamembran zu hemmen (Macovei et al. 2010; Huang et al. 2012;
Miyakawa et al. 2018). Ein weiterer Ansatz fokussiert sich auf die Inhibition der Andockstelle,
der PreS1-Domine des HBV, welche den Viruseintritt, z.B. durch eine Hemmung mittels

Antikorpern, auf viraler Seite verhindern soll (Tsukuda et al. 2017; Fukano et al. 2019).

Die gingigste Inhibitionsstrategie betrifft die Hemmung der von extrazelluldr zugédnglichen
Seite des NTCPs, der Cis-Seite, um das Andocken von HBV/HDYV via der PreS1-Doméne des
groBBen Oberflachenproteins (LHBs) zu verhindern. Diese Hemmstoffe der Virusbindung
werden als Entry- oder Cis-Inhibitoren bezeichnet. Durch den Hepatotropismus und die
spezifischen viralen und zelluliren Faktoren wéhrend des Andockens an die Hepatozyten
scheinen HBV und HDV ideale Kandidaten fiir eine spezifische Blockierung durch Entry-
Inhibitoren zu sein. Entry-Inhibitoren kdnnten Neuinfektionen von Hepatozyten wihrend einer

chronischen HBV/HDV-Infektion verhindern (Fukano et al. 2019).

Der klinisch bedeutendste und seit August 2020 von der EMA als HDV-Therapeutikum
zugelassene Cis-Inhibitor ist Bulevirtide (Myrcludex B, Handelsname: Hepcludex®).
Bulevirtide besteht aus dem myristoylierten Lipopeptid der 2 bis 48 Aminosduren der N-
terminalen PreS1-Region des LHBs. Diese PreS1-Region im LHBs und die Myristoylierung
sind essentiell fiir die Virusbindung an NTCP in der Hepatozytenmembran (Glebe et al. 2005).
Da das Myr-PreS1-Lipopeptid den Eintritt und die Infektion von HBV/HDV-Virionen

dosisabhiingig mit einer mittleren Inhibitorkonzentration (ICso) im nanomolaren Bereich
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hemmen kann, ist es als HBV/HDV-Entry-Inhibitor in den Fokus geriickt (Gripon et al. 2005).
Das Lipopeptid scheint eine starke und langlebige Bindung zu NTCP aufzubauen und sich,
selbst nach der Degradierung von NTCP durch Turnover, an neu gebildete NTCPs in NTCP-
iiberexprimierenden U20S-Zellen docken zu konnen (Donkers et al. 2019). In den
zuriickliegenden Phase-Ib/Ila-Studien hat Bulevirtide in Kombination mit pegyliertem
Interferon a synergistische Effekte, verringerte HDV-RNA und HBV-DNA-Werte in chronisch
mit HBV und HDV infizierten Patienten gezeigt (Bogomolov et al. 2016).

Ein weiterer HBV-Inhibitor ist Cyclosporin A (CsA) aus der Gruppe der Immunsuppressiva.
Unter anderem inhibiert CsA den HBV/HDV-Eintritt in die Zelle und wird durch NTCP sowohl
in ausdifferenzierten, NTCP-exprimierenden HepaRG-Zellen als auch in priméren Hepatozyten
und in mit NTCP transfizierten humanen Hepatomzellen transportiert (Nkongolo et al. 2014).
Zusitzlich behindert CsA die HBV-Replikation in HepG2.2.15-Zellen dosisabhéngig (Xie et
al. 2007).

Neben CsA und Bulevirtide sind niedermolekulare Entry-Inhibitoren, wie Ezetimib (Konig et
al. 2014), Irbesartan (Wang et al. 2015), Ritonavir (Blanchet et al. 2014), (-)-Epigallocatechin-
3-gallate (Huang et al. 2014) und viele weitere, in hepatomzellbasierten in vitro Assays
gefunden worden. Da NTCP physiologischerweise ein Gallensduretransporter ist, der
hauptsidchlich konjugierte Gallensduren transportiert und einen groflen Beitrag in der
Aufrechterhaltung des enterohepatischen Kreislaufs der Gallensduren spielt, kann es
problematisch sein, NTCP in seiner Transporterfunktion zu blockieren. Diese Blockade kann
zu erhohten Gallensdurespiegeln im peripheren Blut und zu weitreichenden Erkrankungen
fiihren (de Aguiar Vallim et al. 2013; Vaz et al. 2015; van de Peppel et al. 2020). Leider
interferieren alle der oben genannten Substanzen sowohl mit der HBV/HDV-Rezeptorfunktion
als auch mit der Gallensdure-Transporterfunktion des NTCPs (Konig et al. 2014; Oehler et al.
2014; Blank et al. 2018). Aufgrund dessen wurde die Frage aufgeworfen, ob die beiden
Funktionen grundsétzlich voneinander trennbar sind oder ob sich die NTCP-Domaénen, welche
die Myr-PreS1-Peptidbindung und den Gallensduretransport vermitteln, {iberlappen.
Diesbeziiglich interessant ist die natiirlich vorkommende Mutation im SLC/0A41-Gen, welche
zu einem Aminosdureaustausch von Serin zu Phenylalanin an Position 267 fiihrt. Dieser
Polymorphismus tritt beim Menschen vorranging in der asiatischen Population auf und ist in
seiner homozygoten Form mit einer Erhéhung von peripheren Gallensduren verbunden (Deng
et al. 2016). Zusitzlich geht dieser Polymorphismus mit einer geringeren HBV-

Infektionsinzidenz und im Falle einer HBV-Infektion mit einer geringeren Entwicklung von
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Leberzirrhose oder HCC einher (Peng et al. 2015, Hu et al. 2016, Liu et al. 2018). Auch in vitro
zeigte diese Variante des NTCPs eine geringere HBV-Infektionsrate (Yan et al. 2014).
Interessanterweise zeigt diese Variante des NTCPs eine geringere Transportkapazitét fiir TC,
kann jedoch andere Substrate, wie Rosuvastatin und Estrone-3-sulfat, weiterhin transportieren
(Ho et al. 2004; Pan et al. 2011). Diese spontane Mutante konnte darauf hindeuten, dass die
HBV/HDV-Rezeptor- und Transporterfunktion nicht voneinander trennbar sind und die
Hemmung der einen Funktion die andere beeintrachtigt. Doch konnte mit Hilfe einer Mutation
des Glycin-158 im humanen NTCP gezeigt werden, dass eine HBV/HDV-Resistenz bei
erhaltenem Gallenséduretransport, somit eine selektive Hemmung der viralen Bindung, méglich
ist. Dabei wurde diskutiert, ob der Aminosdureaustausch des ,kleinen” Glycin gegen eine
beliebige Aminosdure mit einer Seitenkette eine sterische Behinderung fiir die Myr-PreS1-
Peptidbindung auslost, wihrend niedermolekulare Gallensduren ihre Bindungstasche fiir den
Transport durch NTCP weiterhin erreichen konnen (Miiller et al. 2018). Durch die Generierung
von Cyclosporin-Analoga, welche die HBV/HDV-Bindung an NTCP blockieren, aber nicht
bzw. nur in geringem Mafle den Gallenséuretransport beeinflussen, wurde ein weiterer Hinweis
fiir eine mogliche funktionelle Separierung und gezielte ansteuerbare Hemmung der beiden

Funktionen von NTCP erbracht (Shimura et al. 2017).

Der ideale Kandidat einer Cis-Inhibition von NTCP wire selektiv fiir den NTCP und wiirde die
HBV/HDV-Interaktion am NTCP irreversibel blockieren. Er wiirde, um Nebenwirkungen zu
reduzieren, die Gallensdurehomoostase unbeeinflusst lassen. Weiterhin sollte die Substanz eine
moglichst geringe Zytotoxizitdt aufweisen und eine mdoglichst stabile Formulierung besitzen,
damit eine einfache Lagerung und ein leichtes Handling des Medikaments moglich sind.
Zusitzlich sollte die Applikation des Inhibitors oral erfolgen konnen. Bulevirtide beispielsweise
muss aktuell subkutan appliziert werden (MY R-Pharmaceuticals 2020). Ebenso wire eine lange
Wirkdauer wiinschenswert, um einen langanhaltenden Schutz zu gewdhrleisten und die
Compliance des Medikaments durch die Patienten zu erhéhen. Um neben dem kiirzlich
zugelassenen peptidalen Entry-Inhibitor Hepcludex® einen Inhibitor zu finden, der moglichst
alle der aufgefiihrten Kriterien erfiillt, aber vor allem den enterohepatischen Kreislauf der

Gallensduren unbeeintrachtigt lasst, wurde die Klasse der pentazyklischen Betuline untersucht.

Im Screening wurden die Substanzen auf ihre Selektivitét beziiglich der HBV/HDV-Blockade
iiberpriift. Dies wurde durch die Messung der mittleren Inhibitorkonzentration (ICso) der PreS1-
Peptid-Bindung an NTCP mit Tritium markierten Myr-PreS1-Peptiden und der Hemmung des

[*H]TC-Gallensduretransports realisiert. Sofern Substanzen einen geringeren ICso-Wert fiir die
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Hemmung der Myr-PreS1-Peptidbindung als fiir den TC-Transport aufgewiesen hatten, wurden
sie als selektiv flir die Hemmung der viralen Bindung eingestuft. Diese Substanzen wurden, um
die Hemmungseigenschaft auf vollstdndige Virionen zu testen, im HDV-Infektionsexperiment
mit stabil exprimierenden NTCP-HepG2-Zellen iiberpriift. Die zusétzliche Bestdtigung der
Hemmung in der Infektion ist essentiell, da es sich bei dem Myr-PreS1-Peptid lediglich um ein
kleines Peptid des groBen Oberflichenproteins von HBV handelt und nicht um ein grof3es
Virion mit vielen verschiedenen Oberflachenproteinen und PreS1-Doménen, welche sterische
und physikalische Wechselwirkungen durch unterschiedlich grof3e, geladene und bewegliche
Peptide miteinander und mit einem oder mehreren NTCP-Molekiilen eingehen. Ferner kann
vermutet werden, dass fiir eine erfolgreiche Bindung und anschlieBende Internalisierung des
Virions mehrere NTCPs mit mehreren PreS1-Doménen eines Virions in Kontakt treten, was
nicht durch Inkubation von freien Myr-PreS1-Peptiden darstellbar ist. Zusétzlich konnten ca.
50 nm grofBe HBV-Virionen eine andere Internalisierungsroute in die Zelle nehmen als kleine
48 Aminosduren lange Myr-PreS1-Peptide. Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die
Bindung von freien Myr-PreS1-Peptiden einen ersten Hinweis auf eine mdgliche erfolgreiche
Bindung des Virions an NTCP gibt. Das Myr-PreS1-Peptid im Bindungsassay ist als
Stellvertreter flir HBV/HDV in einem Screening geeignet, da aktuell HBV/HDV-Infektionen
als Screening mit in vitro produzierten Viren eine zu zeit- und kostenintensive Vorgehensweise

darstellen wirde.

Grundsétzlich weist das Myr-PreS1-Peptid eine fast 100-fach groere Potenz der Inhibition von
NTCP als TC auf, was mit den Daten von Donkers et al. iiber eine starke, langlebige Bindung
an NTCP {ibereinstimmt (Donkers et al. 2019). Zur Validierung des Screening-Ansatzes
wurden bekannte HBV/HDV-Inhibitoren, unter anderem Cyclosporin A (Nkongolo et al. 2014;
Watashi et al. 2014; Shimura et al. 2017) und Rapamycin (Saso et al. 2018), auf ihre Selektivitat
der HBV/HDV-Hemmung getestet. Im Screening der Substanzen wurde neben der Selektivitét
auch die Potenz der Inhibition von NTCP betrachtet. Drei von 30 Betulin-Derivaten zeigten im
Screening eine selektive und relativ potente Hemmung von NTCP. Diese Hemmung lie3 sich
konzentrationsabhdngig bei HDV-Infektionen von NTCP-HepG2-Zellen reproduzieren. Des
Weiteren wurde gezeigt, dass Betulin-Derivate mit mindestens einer sauren Seitengruppe,
welche bei saurem pH von 5,5 protoniert vorliegt, ihre Hemmung auf den TC-Transport im
Vergleich zur Hemmungsleistung im physiologischen pH von 7,4 verlieren, wiahrend die
Bindung des Myr-PreS1-Peptids weiterhin gehemmt wird. Diese Beobachtung konnte
zusitzlich auf eine mogliche Trennung der Rezeptor- von der Transporterfunktion des NTCPs

hinweisen. Konjugierte Gallensduren sowie Betulin-Derivate mit mindestens einer sauren
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Seitengruppe liegen bei physiologischem pH hauptsédchlich in deprotonierter und negativ
geladener Form vor (Kim et al. 1999; Kouzuki et al. 2000; Greupink et al. 2012). Folglich
konnte vermutet werden, dass diese Betulin-Derivate, wie konjugierte Gallensduren, durch
NTCP transportiert werden. Ferner konnte die bei pH 7,4 durch die Betulin-Derivate ausgeiibte
Hemmung des TC-Transports eine kompetitive Hemmung darstellen. Zusitzlich konnte dies
darauf hinweisen, dass eine negative Ladung fiir die Bindung an die Gallenséurebindungsstelle
bedeutsam sein konnte, jedoch nicht fiir die Bindung des Myr-PreS1-Peptids. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Hemmung des TC-Transports bzw. der Myr-PreS1-Peptidbindung
nicht durch eine Internalisierung des NTCPs hervorgerufen werden kann, da der Hemmeftekt
der Betulin-Derivate auf die Myr-PreS1-Peptidbindung durch Mediumwechsel und Waschen
reversibel ist. Dies deutet zusidtzlich darauf hin, dass die Betulin-Derivate keine irreversible

Hemmung auf die Rezeptorfunktion des NTCPs haben, so wie es wiinschenswert wére.

In einer anderen Studie wurde eine Hemmung der HBV-Replikation durch Beeintrichtigung
der Manganese Superoxid Dismutase (SOD2) und folgender Uberproduktion der
mitochondrialen Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch Betulinsdure nachgewiesen (Yao et
al. 2009). Aufgrund dessen konnte es sein, dass Betulin-Derivate neben der Inhibition des
HBV/HDV-Eintritts in die Zelle auch weitere intrazelluldre, hemmende Effekte auf den HBV-
oder HDV-Zyklus haben.

Grundsétzlich scheinen Betulin-Derivate gute Kandidaten fiir HBV/HDV-Entry-Inhibitoren zu
sein. Jedoch miissten diese strukturell modifiziert werden, damit sie die HBV/HDV-Bindung

an NTCP noch potenter hemmen.

In in vitro Modellen und in vivo Modellen mit Méusen und Ratten wurde Betulinséure als
sichere Substanz mit geringer Toxizitdt eingestuft (Pisha et al. 1995; Zuco et al. 2002;
Cichewicz et al. 2004). Trotz unbeeintridchtigten in vitro Laktatdehydrogenase (LDH)-
Zytotoxizititsassays in NTCP-HepG2-Zellen miissten, um eine gesicherte Aussage iiber die

Toxizitdt der Betulin-Derivate zu treffen, weitere in vivo Experimente gemacht werden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass nach weiteren Optimierungen beziiglich der Potenz
und einer weiteren Steigerung der Selektivitit die Substanzklasse der Betuline einen guten, fiir
die Hemmung der NTCP-Rezeptorfunktion selektiven, Entry-Inhibitor hervorbringen konnte.
Jedoch sollte vorher die genaue Art der HBV/HDV-Hemmung, d.h. ob eine reversible oder
irreversible Blockade des NTCPs vorliegt, untersucht werden, auch in Bezug auf alle wichtigen

HBV-Genotypen.

-36 -



3.3 TLC als Trans-Inhibitor des NTCPs

Die Regulation der Membranexpression des Ratten-Ntcps ist, anders als die des humanen
NTCPs, relativ gut aufgekldart. So wird der Ratten-Ntcp iiber Phosphorylierung und
Dephosphorylierung an Serin-226 in seinem Ein- und Abbau in die basolaterale
Hepatozytenmembran beeinflusst (Anwer et al. 2005; Anwer et al. 2014). Cyclisches AMP
verringert die Phosphorylierung und erhoht die Membranexpression der Ratten-Ntcps in
Rattenhepatozyten (Griine et al. 1993; Mukhopadhayay et al. 1997, Mukhopadhyay et al.
1998b). Genauer induziert cAMP eine Dephosphorylierung der Ratten-Ntcps an Serin-226 {liber
Phosphatasen oder iiber eine Erhohung der intrazelluldren Calciumionen und initiiert so den
Transport der Ntcps von den intrazelluldren, vesikuldren Speichern zur basolateralen Membran
in Rattenhepatozyten oder transient mit Ratten-Ntcp transfizierten HepG2-Zellen (Dranoff et
al. 1999; Webster et al. 2002a; Anwer et al. 2005; Anwer et al. 2014). Die Mutation von Serin-
226 zu Alanin im Ratten-Ntcp fiihrte zu einer Reduktion der Phosphorylierung von Ntcp und
einer erhohten Menge an Ntcp in der Plasmamembran sowie einer gesteigerten TC-Aufnahme
in transient exprimierenden Ratten-Ntcp-Ser-226-Ala-Huh7-Zellen. Zusétzlich konnte cAMP
bei Expression dieser Mutante weder eine Reduktion der Phosphorylierung noch eine Erh6hung
der TC-Aufnahmerate erwirken. Dies deutet darauf hin, dass der Ratten-Ntcp durch cAMP iiber
eine Dephosphorylierung an Serin-226 reguliert wird (Anwer et al. 2005). In einer Publikation
von Stross et al. zeigte sich, dass Serin-226 zusammen mit Threonin-225 und dem Dileucin-
Motiv Leucin-222 und Leucin-223 zusédtzlich fiir die Clathrin-abhéngige Endozytose des
Ratten-Ntcps in HepG2-Zellen, welche die Ratten-Ntcp-Mutanten transient exprimierten, von

Bedeutung ist (Stross et al. 2013).

Wie der Ratten-Ntcp erhohte der humane NTCP die Plasmamembranexpression und
Transportrate von TC unter Einfluss von cAMP in stabil {iberexprimierenden NTCP-Huh7-
Zellen (Schonhoff et al. 2009; Park et al. 2012). Auch unter Cholestase, einem Zustand, bei dem
die enterohepatische Zirkulation von Gallensduren unterbrochen oder behindert ist und
Gallenséduren in der Leber akkumulieren, werden sowohl der Ratten-Ntcp als auch der humane
NTCP tiiber transkriptionale Regulation in ihrer Expression gehemmt (Chai et al. 2012; Doring
et al. 2012; Beaudoin et al. 2020). Eine mogliche Erkldrung ist die Verhiitung einer
Akkumulation von hepatotoxischen Gallensduren und daraus resultierenden Schiden an
Hepatozyten. Bei Inkubation mit cholestatischen Gallensduren, wie TCDC und TLC, wurde
eine Verringerung der Plasmamembranexpression von Ratten-Ntcp und des TC-Transports in

Rattenhepatozyten und Ratten-Ntcp exprimierende HepG2-Zellen beschrieben (Schonhoff et
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al. 2009; Miihlfeld et al. 2012). Auch der humane NTCP wies unter Einfluss von TLC eine
Reduktion der TC-Transportrate in NTCP-Huh7-Zellen auf. Jedoch zeigte die
Oberflachenbiotinylierung dieser NTCP-Huh7-Zellen, dass diese Reduktion, anders als beim
Ratten-Ntcp, nicht durch eine Internalisierung des humanen NTCPs hervorgerufen wurde
(Schonhoff et al. 2009). Schonhoff et al. untersuchten, ob diese Transporthemmung des
humanen NTCPs die Aktivierung der PI3K-abhéngigen Proteinkinase PKCe, wie fiir die TLC-
induzierte Internalisierung von Mrp2 gezeigt, beinhaltet (Beuers et al. 2001; Schonhoff et al.
2009). Es konnte jedoch kein Hinweis auf eine Beteiligung des PI3K/PKB-Wegs gefunden
werden. In unserer Studie konnten wir die Inhibition des TC-Transports nach kurzer
Priainkubation von TLC in NTCP-HepG2- und NTCP-HEK?293-Zellen reproduzieren und
zusitzlich aufzeigen, dass diese Inhibition innerhalb von Sekunden und langfristig (bis zu 8 h)
nach der TLC-Inkubation auftritt. Da dieser Hemmeffekt nicht grundsétzlich bei Prainkubation

mit Gallensduren auftritt, scheint er substanzspezifisch zu sein.

Den Befunden von Schonhoff et al. entsprechend konnten wir NTCP nach Prédinkubation mit
TLC in der Plasmamembran von HA-NTCP-FLAG-HEK293 und NTCP-FLAG-HepG2-Zellen
detektieren (Schonhoff et al. 2009). Dies geschah mittels unpermeabilisierter
Immunfluoreszenz, welche das extrazellulére, c-terminale HA-Tag des HA-NTCP-FLAG, das
heiflt membranstindigen NTCP, visualisierte. Zusdtzlich wurde die Plasmamembranexpression
von NTCP durch Oberflichenbiotinylierung unter Verwendung eines nicht-membrangéngigen
Biotinylierungsreagenz nachgewiesen. Aufgrund dessen kann ausgeschlossen werden, dass die
beobachteten TLC-Effekte durch eine wesentliche Verminderung von membranstindigem

NTCP geschieht, wie dies fiir den Ratten-Ntcp nachgewiesen wurde (Schonhoff et al. 2009).

Fir TLC und fiir weitere Gallensduren wurde eine kompetitive Hemmung der TC-
Transportfunktion des NTCPs bei gleichzeitiger Inkubation von TLC als ,,Hemmstoff** und
[*H]TC als Substrat gezeigt (Schonhoff et al. 2009; Konig et al. 2014). Diese Hemmung entsteht
an der Auflenseite der Zelle und wird deshalb als Cis-Inhibition bezeichnet. In unserer Studie
jedoch fand eine Prédinkubation mit TLC statt. AnschlieBend wurde TLC mit Hilfe von
intensiven Waschvorgingen mit PBS oder DMEM aus dem extrazelluldren Raum entfernt und
erst darauffolgend wurde die Transporterfunktion der NTCPs durch Inkubation mit radioaktiv-
oder fluoreszenz-markierten Substraten TC oder DHEAS {iberpriift. Eine Hemmung der TC-
Transportrate ldsst in diesem Fall auf eine aus dem intrazelluldren Raum ausgeiibte Hemmung
von TLC auf den TC-Transport schlieBen. So kénnte TLC, wihrend der Phase der TLC-

Priinkubation, iiber NTCP in die Zellen gelangen, intrazelluldr akkumulieren und anschlie3end
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weitgehend unbeeintrichtigt durch extrazellulire Waschvorginge im intrazelluliren Raum
verbleiben. Bei der darauffolgenden Inkubation mit markierten Substraten wie TC oder DHEAS
konnte TLC nun von der Innenseite der Zelle die Aufnahme weiterer Substrate als Trans-
Inhibitor hemmen. Auch Schonhoff et al. diskutierten in ihrer Publikation die Moglichkeit einer
intrazelluliren TLC-Bindung und einer 7rans-Hemmung von der cytosolischen Seite des

NTCPs (Schonhoff et al. 2009).

Eine weitere Erkldrung der Hemmung durch priinkubiertes TLC konnte sein, dass die
Préainkubation und intrazelluldre Akkumulation der hepatotoxischen Gallensédure TLC zu einer
Beeintrachtigung der Zelle fiihrt und die Zellen darauthin eine ldngere Zeit bendtigen, um sich
zu regenerieren. Dies konnte mit Hilfe von MTS-Zytotoxizitétsassays, welche keine
Beeintrachtigung des Zellstoffwechsels detektieren konnten, weitgehend ausgeschlossen
werden. Ferner konnte in NTCP-HEK293-Zellen nach Prainkubation von TLC weiterhin eine
nahezu unbeeintrichtigte Transportrate von TLC festgestellt werden, wahrend TC und DHEAS
signifikant weniger transportiert wurden. Dies deutet darauthin, dass die NTCP-Proteine in der
Plasmamembran erstens vorhanden und zweitens funktionsfdhig sind. NTCP scheint durch
TLC-Prainkubation selektiv inhibiert zu sein, da NTCP nach TLC-Priinkubation in seiner TC
und DHEAS-Transportrate beeintridchtig ist, aber TLC weitgehend unbeeintriachtigt
transportierte. Deshalb nehmen wir an, dass TLC eine andere Bindungsstelle und/oder
Transportroute durch den NTCP nehmen muss als andere Gallensduren wie TC oder steroidale

Substrate wie DHEAS.

Zusitzlich konnten wir eine Hemmung der NTCP-Rezeptorfunktion durch eine Hemmung der
Myr-PreS1-Peptidbindung in NTCP-HEK?293-Zellen und der HDV-Infektion in NTCP-HepG2-
Zellen beobachten. Da nach Prdinkubation mit TLC und anschlieBendem Waschen eine
sechsstiindige Infektionsphase mit HDV-Partikeln im Medium angeschlossen ist, gingen wir
der Frage nach, ob das intrazelluldr akkumulierte TLC aus den Zellen in das Medium refluxen
und so HDV-Partikel von extrazelluldr als Cis-Inhibitoren an der Infektion der Zellen hemmen
konnte. Messungen mit radioaktiv-markiertem und intrazelluldr akkumuliertem TLC erreichten
bei einer zweistiindigen Prdinkubation mit 250 uM TLC mit anschlieBendem Waschen und
einer sechsstiindigen ,,Releasephase‘ nur ca. 10 uM TLC im Medium. 10 pM TLC zeitgleich
mit HDV-Partikeln inkubiert zeigten kaum Hemmung der HDV-Infektion, wihrend die
Préainkubationen von 250 uM TLC eine HDV-Infektion fast vollstindig hemmte. Dies beweist,
dass Cis-Inhibitionseffekte nicht allein fiir die starke, durch die TLC-Prdinkubation
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hervorgerufene, Infektionshemmung verantwortlich sein kénnen und bestirkt die Hypothese

der Trans-Inhibition durch TLC.

Bei Gegeniiberstellung der intrazelluldren Akkumulation von [PH]TLC durch eine [°’H]TLC-
Priainkubation und des TC-Transports bzw. dessen Hemmung, konnte bei Erhohung der
intrazelluliren [°’H]TLC-Konzentration eine verringerte TC-Transportrate in NTCP-HEK293-
Zellen feststellt werden. Zusétzlich konnte TLC nur seine Hemmung entfalten, wenn es mit
natriumhaltigem Puffer vorinkubiert wurde. Wenn Zellen mit TLC in Medium ohne
Natriumgehalt prainkubiert wurden, verlor TLC grof3tenteils seine inhibitorische Wirkung auf
die NTCP-Transportrate. Da Natriumionen fiir einen erfolgreichen Transport von Gallensduren
iiber NTCP bendtigt werden, scheint eine intrazellulire Akkumulation von TLC eine

Voraussetzung fiir die trans-inhibitorischen Effekte zu sein.

Nach TLC-Priinkubation und -Akkumulation in den NTCP-HEK293-Zellen konnte
nachgewiesen werden, dass TLC die Bindungs- und Hemmungsfahigkeit von Cis-Inhibitoren
auf den NTCP unbeeintrichtigt lasst. Dies weist darauf hin, dass TLC einen nicht-kompetitiven

Trans-Inhibitor der Transporter- und HBV/HDV-Rezeptorfunktion darstellt.

In fritheren Publikationen wurde fiir Transporter verschiedener Klassen eine 7rans-Inhibition
propagiert (Marzluf 1973; Gerber et al. 2008; Johnson et al. 2012; Zollmann et al. 2015; Barth
et al. 2018); darunter Gallensduretransporter der Organic Anion Transporting Polypeptide-
Familie (OATP-Familie), fiir welche eine Trans-Inhibition durch Cyclosporin A beschrieben
wurde (Shitara et al. 2017). Da CsA wie TLC eine cis-inhibitorische Wirkung aufweist, wurde
in threm Studiendesign, wie in unserer Studie zu TLC, nach der Pridinkubation gewaschen, um
Auswirkungen einer Cis-Inhibition auszuschlieBen. CsA als Trans-Inhibitor zeigte eine
konzentrationsabhédngige und langanhaltende inhibitorische Wirkung auf OATP1B1/3 (Shitara
et al. 2012; Shitara et al. 2017). Auch Stieger et al. berichteten von einer 7rans-Inhibition des
Ratten-ABC-Transporters Bsep durch den cholestatischen Ostrogenmetaboliten Estradiol-17p-
Glucuronid (Stieger et al. 2000; Vallejo et al. 2006). Die meisten 7rans-Inhibitoren dieser
Publikationen zeigten eine sehr schnelle, langanhaltende sowie zeit- und dosisabhidngige
Hemmung. Die Trans-Inhibitoren wiesen eine hohe Bindungsaffinitit zur 7rans-Bindungsstelle
ihres Transporters auf. In unserer Studie bewies TLC als Trans-Inhibitor alle diese genannten
Eigenschaften. Da sich auch acht Stunden nach der TLC-Prdinkubation und weiterer
Kultivierung der Zellen ohne Gallensduren der Hemmeftekt auf die Transporterfunktion des
NTCPs in dhnlicher Auspriagung wie direkt nach der TLC-Inkubation zeigte, konnte dies auf
eine hohe Bindungsaffinitdt zur intrazelluliren Bindungsstelle des NTCPs seitens TLC
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hindeuten. Anhand unserer Daten nehmen wir an, dass TLC einen schnell eintretenden,
langanhaltenden Hemmeffekt von intrazelluldr auf NTCP ausiibt, der durch eine fiir TLC
hochaffine Trans-Bindungsstelle am NTCP erklart werden konnte. Diese 7Trans-Inhibition
konnte bei Cholestase eine Akkumulation von hepatotoxischen Gallensduren und eine
Schiadigung der Hepatozyten verhindern. Als pharmakologisches Ziel konnte die 7rans-
Bindungsstelle durch geeignete Substanzen adressiert werden und eine weitere, langanhaltende
HBV/HDV-Inhibitionsstrategie darstellen. Cis-Inhibitoren sollten nicht durch NTCP
transportiert werden, da andernfalls hohe Mengen der Substanz erforderlich wiren, um einen
wirksamen Medikamentenspiegel zu erreichen (Veloso Alves Pereira et al. 2015). Fiir Trans-
Inhibitoren konnte die gro3e Transportkapazitét des NTCPs vorteilhaft sein, da sie dadurch sehr
schnell an ihren Zielort gelangen und dort langanhaltend wirken kdnnten. Jedoch muss genau
untersucht werden, ob diese Substanzen durch ihren intrazelluliren Mode-of-Action weitere
Zellprozesse beeintrachtigen. TLC als cholestatische und hepatotoxische Substanz ist keine
geeignete Substanz, um als Medikament weiterentwickelt zu werden. Andere Stoffe jedoch
konnten diese 7rans-Bindungsstelle nutzen und schnell wirkende sowie langanhaltende

Hemmungen der HBV/HDV-Infektion erwirken.

Um diese propagierte Trans-Bindungsstelle zu finden und geeignetere Trans-Inhibitoren in In
Silico Docking Studien entwickeln zu konnen, wire es wichtig, Strukturinformationen zum

humanen NTCP zu haben.

Einschriankend muss erwéhnt werden, dass alle unsere Experimente dieser Studie in einer
NTCP-iiberexprimierenden Leberzellkarzinom-Zelllinie oder in humanen embryonalen
Nierenzellen durchgefiihrt wurden. Diese Zelllinien besitzen andere Stoffwechselwege als
Hepatozyten, weisen nur eine teilweise Polarisierung der Zellen auf und exprimieren nicht alle
Gallensduretransporter in vergleichbarer Weise wie Hepatozyten (Torok et al. 2020). Deshalb
wire es zusidtzlich interessant, diese Experimente in humanen Hepatozyten durchzufiihren.
Trotz aller Limitationen kdnnten unsere Daten auf eine noch nicht bekannte intrazelluldre

Hemmstelle des NTCPs hinweisen.

3.4 Ausblicke

3.4.1 Invivo Modelle von HBV/HDV
Wie schon in der Einleitung erwidhnt, gibt es aufgrund der hohen Wirtsspezifitit von HBV/HDV
grolle Probleme geeignete Modelle fiir die Erforschung von HBV/HDV zu finden. Dies

erstreckt sich nicht nur auf den in vitro Bereich, sondern vor allem auf die HBV/HDV-
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Forschung im lebenden Organismus. Aktuell bekannte natiirliche Wirte von HBV sind der
Mensch, Schimpanse, Gorilla, Gibbon und Orang-Utan. Das nordliche Spitzhoérnchen (Tupaia
belangeri) ist ebenfalls fiir HBV empfinglich. Tiermodelle sollen grundsitzlich komplexe
biologische Prozesse und menschliche Krankheiten simulieren. Sie sind unerldsslich, um die
Mechanismen von Krankheiten zu verstehen und, um Therapeutika auf ihre Wirksamkeit zu
testen. In keiner Forschungsrichtung existiert ein perfektes Modell, an welchem alle Vorgiinge
untersucht und alle Therapien getestet werden konnen. Jedes (Tier)modell hat seine Vor- und
Nachteile, je nach Fragestellung und Forschungsschwerpunkt muss das geeignete Modell
gefunden und verwendet werden. In der HBV-Forschung wurde in der Vergangenheit aufgrund
der nahen Verwandtschaft zum Menschen der Schimpanse als Modell verwendet. Ein
Schimpanse erlaubt eine sehr genaue Simulation der humanen Physiologie und Immunantwort
und kann, wie der Mensch, durch lediglich ein Genomiquivalent mit HBV infiziert werden,
wiéhrend in vitro meist tausende Genomaédquivalente eingesetzt werden miissen, um Zellen
erfolgreich zu infizieren (Asabe et al. 2009; Xiao et al. 2017). Schimpansen entwickeln ebenso
hiufig chronische HBV-Infektionen wie der Mensch, jedoch nur sehr selten HCC. Infolge der
Beobachtung, dass Schimpansen unter Einfluss des HBsAgs eine langfristige, protektive
Immunantwort bilden, wurden HBV-Impfungen erst ermdoglicht (Trepo et al. 1975). Ein
erheblicher Vorteil eines grolen Tiers als HBV-Modell ist, dass man wahrend des Versuchs
immer wieder Leberbiopsien entnehmen kann, ohne das Tier téten zu miissen. Trotz aller
Vorteile, die der Schimpanse als HBV-Modell mit sich bringt, wird aufgrund ethischer
Beschrankungen weitgehend auf Schimpansen als Forschungsmodell verzichtet. Ersatzweise
versuchte man andere HBV-Primaten-Modelle in Gorillas, Orang-Utans und Makaken zu
etablieren (Ortega-Prieto et al. 2019). Jedoch sind viele fiir HBV empfingliche Arten als
bedroht eingestuft (C. Y. Chen et al. 2020) oder nicht fiir HBV empfanglich (Makaken). Daher
wurden z.B. in vivo HBV-Infektionsversuche mit Rhesusaffen durchgefiihrt, welche durch
Induktion der Expression von humanem NTCP fiir HBV suszeptibel wurden (Burwitz et al.

2017).

Tupaia belangeri, das nordliche Spitzhdrnchen, ist abgesehen von den Primaten das einzige
Tier, welches in vivo und in vitro fir HBV empfanglich ist (Walter et al. 1996). In Studien mit
Tupaiahepatozyten wurde NTCP als HBV-Rezeptor entdeckt (Yan et al. 2012). Tupaia
belangeri weist einen hoheren Verwandtschaftsgrad zum Menschen als zu Nagetieren auf. In
der genomischen Sequenzierung chinesischer Spitzhdrnchen zeigte sich, dass das metabolische
System, das Nerven- und Immunsystem von Spitzhérnchen sehr eng mit den menschlichen

verwandt sind (Xiao et al. 2017). Wéhrend einer chronischen Infektion bilden Spitzhdrnchen,
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der menschlichen Verlaufsform dhnliche, histopathologische Verdanderungen in der Leber und
anders als Schimpansen, konnen sie an HBV-bedingter HCC erkranken (Ortega-Prieto et al.
2019). Durch ihre kurzen Reproduktions- und Lebenszyklen, ihre hohe Reproduktivitdt, ihre
geringe Grofle und ihre vergleichsweise leichte Haltung, sind nordliche Spitzhérnchen sehr
attraktive Versuchsmodelle fiir verschiedene Studien humaner Krankheiten. So wird das Tupaia
auch fiir andere Krankheiten, wie zum Beispiel fiir andere Hepatitis Viren, bakterielle
Infektionen, fiir verschiedene Krebsarten, wie HCC und Brustkrebs, metabolische Krankheiten,
wie Diabetes, und psychologische Krankheiten, wie Depressionen, als Modell verwendet.
Jedoch existieren flir Spitzhérnchen nur wenige Forschungsmaterialien, wie beispielsweise
spitzhdrnchen-spezifische Antikorper. Trotz der Anstrengungen verschiedener Wissenschaftler
konnte noch keine Spitzhdrnchenlinie mit einem einheitlichen genetischen Hintergrund erstellt
werden (Xiao et al. 2017). Zusétzlich erreichen in vivo HBV-infizierte Tupaias in der
chronischen Form nur geringe HBV-Replikationslevel, weshalb HBV-Infektionen in
Spitzhdrnchen optimiert werden miissten. Aufgrund dessen hat sich die HBV-Forschung

mittels Tupaia belangeri trotz ihrer Vorteile nicht flichendeckend durchgesetzt.

Um den Schimpansen als ethisch nicht vertretbares Modelltier zu ersetzen wurde in den letzten
Jahren viel geforscht. Ein in der Forschung gerne verwendetes Modelltier, die Maus, riickte in
den Fokus der Wissenschaftler. Méuse sind klein, vergleichsweise weniger aufwindig in der
Haltung und es sind viele Forschungsreagenzien wie z.B. Antikérper und Equipment fiir Kéfige
und Untersuchungsmaterialien erhiltlich. Weiterhin sind die in der Wissenschaft verwendeten
Mauslinien genetisch gut charakterisiert. Allerdings sind Maiuse aufgrund wesentlicher
genetischer Unterschiede zum Menschen meist keine zufriedenstellenden HBV-Modelle und
diese sind zudem nicht natiirlicherweise fiir HBV/HDV empfinglich (Xiao et al. 2017). Fiir die
Untersuchung von Funktion und Lokalisation der Proteine einzelner HBV-Gene wurden
transgene Méuse, welche einzelne HBV-Proteine exprimieren, erstellt. Zudem wurden
transgene Méuse mit Expression des kompletten HBV-Genoms generiert, um Wirtsreaktionen
auf eine HBV-Virionen-Produktion zu erforschen und antivirale Substanzen zu testen. Bei
letzterem Modell konnte festgestellt werden, dass die Miuse keinen Leberschaden zeigten,
folglich 16st die HBV-Produktion fiir sich genommen keinen zytopathischen Effekt aus. Erst
der Transfer von HBV-spezifischen, zytotoxischen T-Zellen induzierte Schiden in der Leber
(Guo et al. 2018). Transgene Mause konnen zur Untersuchung einiger Schritte im HBV-Zyklus,
der viralen Pathogenese und der Bildung von HCC verwendet werden. Diese Modelle lassen
jedoch keine Studien beziiglich des Eintritts in die Hepatozyten, des Kernimports und der

cccDNA-Bildung zu. Da das HBV-Genom bzw. einzelne HBV-Gene bei der Etablierung von
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transgenen Méusen in das Wirtsgenom eingebaut und keine cccDNA erstellt wird, kann in
diesem Modell keine virale Clearance, charakterisiert durch das Verschwinden der cccDNA,
erforscht werden. Da die HBV-Gene konstitutiv oder durch gewebsspezifische und nicht durch
virale Promotoren reguliert werden, ist die Expression der daraus resultierenden Proteine meist
hoher als bei HBV-infizierten Menschen. Zusétzlich sind diese Miuse immuntolerant und

bilden keine Hepatitis oder andere HBV-bedingte Leberkrankheiten (Ortega-Prieto et al. 2019).

Nach der Entdeckung des NTCPs als HBV/HDV-Rezeptor wurden NTCP-exprimierende
transgene Mause erzeugt. Obwohl humane NTCPs in den Maushepatozyten exprimiert wurden,
konnten diese Méuse nur mit HDV infiziert werden. Demgegeniiber konnten Hybriden einer
Maushepatozyten-Zelllinie und humanen HepG2-Zellen bei in vitro Studien mit HBV infiziert
werden. Dies deutetet darauf hin, dass die Abwesenheit von essentiellen Wirtsfaktoren fiir
fehlende HBV-Empfénglichkeit von Maushepatozyten verantwortlich ist und nicht die Bildung
von restriktiven Wirtsfaktoren (Li et al. 2014; Ni et al. 2014; Lempp et al. 2016). Ferner konnte
in einer immundefizienten Maus mit Expression des humanen NTCPs zwar eine HBV-Infektion
beobachtet werden, jedoch keine HBV-Replikation. Dies deutet auf weitere Faktoren hin, die
nach dem HBV-Eintritt in die Zelle bis zur cccDNA-Synthese und bei der HBV-Replikation

eine Rolle spielen und die nicht in diesen Méusen vorhanden sind (Winer et al. 2018).

Fiir die Untersuchung von HBV-induzierten Immunantworten mussten immunkompetente
Mausmodelle etabliert werden. Dies wurde 2002 mithilfe einer hydrodynamischen Injektion
eines groflen Bolus mit HBV-DNA enthaltenden Plasmiden in die Schwanzvene von Méusen
erreicht. Dabei wird das HBV-Genom iiber kurzzeitigen, hohen Blutdruck in die Hepatozyten
der Méuse gepresst und vom Plasmid abgelesen und gebildet (Budker et al. 1996; Yang et al.
2002). Es wird jedoch keine cccDNA gebildet. Diese Methode wird durch die Maiuse
grundsétzlich gut toleriert, jedoch ist die Generierung eines solchen Mausmodells sehr
aufwindig, erfordert einen erfahrenen Experimentator und beinhaltet eine sehr geringe
intrahepatische Transfektionseffizienz von lediglich 5 % (Li et al. 2020). Zusétzlich werden die
Plasmide durch ihr bakterielles Grundgeriist schnell, innerhalb von ein bis zwei Wochen, vom
Immunsystem der Maus erkannt und eliminiert (Yang et al. 2002; Li et al. 2020). Eine weitere
Methode, um Plasmide in Maushepatozyten zu transportieren, ist die virale- vektorassoziierte
Methode. Der erfolgreichste Vektor nutzt ein adeno-assoziiertes virales (AVV) Grundgertist,
welches nur ein kleines Genom besitzt und fiir keine eigenen AAV-Proteine codiert. Somit
konnen alle Immunantworten des Wirtes auf das HBV zuriickgefiihrt werden und es miissen

kaum Reaktionen auf das AAV befiirchtet werden. Diese Methode fiihrt zur Entstehung von
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cccDNA und resultiert in einer bestdndigen HBV-Virionen-Bildung bis zu ungefahr einem Jahr
(Dion et al. 2013). So kénnen virale Clearance und therapeutische Impfungen an diesem Modell

untersucht werden.

Zur Abbildung des kompletten HBV-Lebenszyklus in vivo kdnnen humanisierte Méuse ein
geeignetes Modell darstellen. Humanisierte Méuse werden aus immuninkompetenten
Mauslinien mit induzierbaren, hepatozellularen Schiden, welche von transplantierten, humanen
Hepatozyten besiedelt werden, generiert (Ortega-Prieto et al. 2019). Bei dieser von einem bis
drei Monate dauernden Prozedur kann ein Anteil von bis zu 97 % an humanen Hepatozyten in
der ,,Mausleber* erreicht werden, welche anschlieend mit HBV infiziert werden kann (Bissig
et al. 2007). 10* bis 10> HBV-Genomiquivalente werden fiir die Infektion der Miuse
verwendet, cccDNA wird in den humanen Hepatozyten gebildet und hohe HBV-
Replikationsraten konnen erreicht werden. Je nachdem, welche Mauslinie verwendet wird,
kann es aufgrund von Infertilitdit Probleme mit der Nachzucht geben. Weiterhin kann die
Erstellung des Chimédrismus problembehaftet sein, da sehr junge und kleine Méuse mit
humanen Hepatozyten besiedelt werden miissen und diese eine hohe Blutungsneigung
aufweisen, was eine hohe Mortalitdtsrate nach sich zichen kann. Da leberhumanisierte Mause
eine fir HBV/HDV artifizielle Wirtsumgebung darstellen, konnen keine Studien zur
wirtsseitigen Beeinflussung auf und durch die Viren durchgefiihrt werden. Zusétzlich kénnen
die in diesem Modell gewonnenen experimentellen Ergebnisse von Infektionen durch das
mauseigene Immunsystem verfilscht werden. Vor diesem Hintergrund kénnen die neusten
Entwicklungen in humanisierten Mausmodellen als bahnbrechend bezeichnet werden. Dabei
werden Miusen sowohl humane Hepatozyten als auch humane himatopoetische Stammzellen
transplantiert. Die humanen Hepatozyten besiedeln die Lebern der Méuse und die humanen
himatopoetischen Stammzellen das Knochenmark, wobei letztere humane Leukozyten
ausbilden. Diese zweifach humanisierten Miuse konnen nicht nur den Lebenszyklus von
HBV/HDYV abbilden, sondern auch die Reaktion des humanen Immunsystems auf die Viren

und den Einfluss des Immunsystems auf HBV/HDV (Ortega-Prieto et al. 2019).

Neben den Tiermodellen, in welchen HBV untersucht wird, existieren Tiermodelle, welche
verwandte, tierische Vertreter des HBV wie beispielsweise das Enten Hepatitis B Virus
analysieren, um weitere Aspekte beziiglich Replikation, Chronizitit, Pathogenese und

Kanzerogenese der Hepadnaviren aufzukliren.

Das wohl bekannteste tierische Hepatitis B Virus Modell ist das Woodchuck hepatitis virus
(WHV) im amerikanischen Waldmurmeltier. Es weist eine hohe Homologie zum HBV aufund
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eine WHV-Infektion kann in Waldmurmeltieren sowohl akut als auch chronisch verlaufen
(Ortega-Prieto et al. 2019). Zusétzlich dhnelt die Immunantwort auf die WHV-Infektion jener
des Menschen auf HBV (Cote et al. 2000). Die Chronizititsraten sind denen menschlicher
HBV-Infektionen sehr dhnlich. Je jiinger die Tiere sind, desto haufiger bilden sich chronische
Infektionen und nahezu alle Infektionen fithren beim Murmeltier zu HCC (Kulkarni et al. 2007).
WHV im Waldmurmeltier wurde vor allem im Hinblick auf die Pathogenese chronischer
Verlaufsformen der Hepadnaviren und die HCC-Entwicklung untersucht. Ferner bilden
Waldmurmeltiere in Reaktion auf WHV eine starke, zytotoxische T-Zell-Immunantwort,
weshalb sie unter anderem als geeignetes Modell fiir die Testung und Entwicklung
therapeutischer und prophylaktischer Impfungen angesehen werden (Lu et al. 2008). Da
amerikanische Waldmurmeltiere Winterschlaf halten, konnen saisonale Verdnderungen im
Metabolismus der Tiere Ergebnisse von Studien z.B. die Pharmakokinetik einer Substanz
beeinflussen (Zheng et al. 2020). Zusitzlich ist es schwierig amerikanische Waldmurmeltiere

in Gefangenschaft zu ziichten und das Handling mit diesen Tieren erfordert Erfahrung.

Ein weiteres tierisches Hepatitis B Virus ist das Enten Hepatitis B Virus (DHBV), welches eine
geringe Sequenzhomologie (40 %) zu HBV besitzt und die Carboxypeptidase D anstatt NTCP
fiir den Eintritt in die Leberzelle verwendet. DHBV stellt aufgrund der Entstehung groBer
Mengen an cccDNA (Zhang et al. 2003), welche in infizierten Enten gebildet wird, ein gutes
Modell fiir chronische Hepadnavirus-Infektionen dar. Zusitzlich sind die Raten der
Entwicklung des chronischen Verlaufs an DHBV mit dem von HBV vergleichbar, Enten bilden
jedoch kein HCC (Jilbert et al. 1996). Primére Entenhepatozyten sowie Kiiken sind leicht zu
erwerben und unproblematisch im Handling. Dieses Modell hat einen gro3en Beitrag in der
Aufkldrung der Replikation der Hepadnaviren und in der Testung antiviraler Medikamente

geleistet (Ortega-Prieto et al. 2019).

Wie schon in der Diskussion erwéhnt, konnte ein Spitzmaus-HBV-Modell bei der Aufkldrung
der Pathogenese der Chronifizierung von HBV helfen, da sowohl CSHBV als auch MSHBV
das fiir die Chronifizierung der HBV-Infektion verantwortliche HBeAg nicht bilden (Kramvis
et al. 2018). Spitzméause sind kostengiinstig in der Unterbringung und die Betreuung sowie das
Handling von Spitzmiusen ist leicht. Auch wenn die Erforschung der Spitzmausviren durch ihr
hohes evolutiondres Alter grundsitzlich einen interessanten Aspekt in die HBV-Forschung
bringen konnte, wird sich das Spitzmaus-Modell in der HBV-Forschung wahrscheinlich nicht

flichendeckend durchsetzen, da keine spezifischen Forschungsreagenzien erhiltlich sind und
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die Vorteile anderer, bereits etablierter Maus-Chimiren oder Spitzhérnchenmodelle

vielversprechender sind und in kiirzerer Zeit Ergebnisse liefern kdnnten.

Bei der Erforschung aller tierischer Hepatitis Viren ist zu beachten, dass diese Stellvertreter fiir
HBV darstellen und ihre Wirte andere genetische Hintergriinde und Immunantworten
aufweisen als der Mensch, weshalb Forschungsergebnisse vor der Ubertragung auf den

Menschen bzw. HBV genau tiberpriift werden miissen (Ortega-Prieto et al. 2019).

3.4.2 Betuline als neue, selektive HBY/HDV-Inhibitoren?!

In Publikation II konnten Betulinanaloga in NTCP-iiberexprimierenden humanen
Hepatomzellen eine HDV-Infektion konzentrationsabhingig blockieren, wéhrend der
Gallensduretransport, reprasentiert durch die TC-Aufnahme in die Zellen, in deutlich
geringerem Mal3e beeintridchtigt wurde. Im Screening erreichten die Betulinanaloga in den I1Cso-
Werten der HDV-Infektionen dreistellig mikromolare Bereiche, wihrend fiir die Hemmung des
radioaktiv-markierten Myr-PreS1-Peptids nur einstellig mikromolare Mengen nétig waren, um
50 % der Proteinbindung an NTCPs zu hemmen. Dies konnte durch die Proteinbindung von
Betulinen an das im Infektionsmedium enthaltene Bovine Serum Albumin bedingt sein,
welches schon bei anderen Studien mit Betulinen diskutiert wurde (Oh et al. 2018). Dariiber
hinaus besitzt ein HDV-Virion mehrere grofle Oberflichenproteine mit PreS1-Doméne, welche
mit NTCP interagieren konnten. Daraus resultierend miissten mehrere dieser Regionen an
einem Virion blockiert werden, um nicht in Verbindung mit NTCP treten zu konnen. Dieser
Umstand konnte zusitzlich eine Erhohung der bendtigten Inhibitormenge nach sich ziehen.
Ungeachtet dessen wire es ein wichtiger Schritt bei der Entwicklung zum Arzneistoff eine
Hemmung mit moglichst geringen Mengen an Inhibitor zu erreichen. Dies konnte man durch
chemische Modifizierung und Verbesserung der Betulinanaloga gewihrleisten. Diese
modifizierten Analoga sollten auf eine spezifische Hemmung von NTCP und eine selektive
Inhibition der NTCP-Rezeptorfunktion untersucht werden. So kdnnten Betulinanaloga weitere
Transporter im enterohepatischen Kreislauf der Gallenséuren, wie OSTo/p und OATP in der
Leber oder ASBT im Diinndarm, beeintrachtigen. Beispielsweise ist fir OATP1B1/3 eine
Hemmung durch Betulinsdure gezeigt worden (Oh et al. 2018). Zusitzlich wére es interessant
zu Uiberpriifen, ob die Betulinanaloga, wie schon fiir Betulinsdure beschrieben (Yao et al. 2009),
weitere  Wirkmechanismen der HBV/HDV-Hemmung aufweisen. Nachdem alle
Betulinanaloga die in vitro Toxizititsstudien bestanden haben, miissen weitere
Sicherheitsbewertungen und Studien der Verstoffwechselung, unter zur Hilfenahme von

Tiermodellen, erstellt werden. Bei der Pharmakokinetik im Tier kann das Zusammenspiel von
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Galle, Blutfluss und die sich gegenseitig beeinflussende Regulation von
Gallensduretransportern ~ untersucht  werden.  Zusidtzlich miissen die Resorption,
Metabolisierung und Exkretion, d.h. die Pharmakokinetik des Betulins im Organismus,
betrachtet werden. Dabei ist von besonderer Relevanz, dass die Betuline im Kd&rper bei oraler
Gabe lange genug unverdndert bleiben, um wirken zu kénnen. Wenn sich das nicht erweisen
sollte, konnten die flir den Abbau von Enzymen empfinglichen Stellen im Molekiil chemisch

verandert werden.

Neben Betulinen, welche eine interessante Inhibitorengruppe darstellen, ist nun schon mit
Hepcludex® der erste Entry-Inhibitor des NTCPs gegen HDV zugelassen. Die zukiinftigen
klinischen Daten von Hepcludex® werden Aufschluss iiber das MaB der Beeinflussung des
enterohepatischen Kreislaufs der Gallensduren und deren Folgen liefern. Es wire nicht
unwahrscheinlich, dass andere Gallensduretransporter in ihrer Bildung hochreguliert werden,
um den enterohepatischen Kreislauf der Gallensduren aufrechtzuerhalten (Slijepcevic et al.
2017). Es konnte auch sein, dass eine antivirale Hemmung schon bei Dosierungen erreicht wird,
in welchen der Ausfall der NTCP-Transporterfunktion fiir Gallensduren noch durch weitere
Transporter, wie OATPs iibernommen werden konnte, und so keine klinischen Symptome
entstlinden. Wenn jedoch langfristig erhdhte Gallenséurespiegel erreicht werden, stellt sich die
Frage, wie lange der Korper dies kompensieren kann. Zusdtzlich wére es interessant zu wissen,
wie lange Entry-Inhibitoren eingenommen werden miissen, damit eine Heilung mit
Unterstiitzung anderer Medikamente wie Interferon a erreicht wird, und ob diese liberhaupt
erzielt werden kann. Weiterhin konnte es bei Absetzen der Entry-Inhibitoren zu viralen
Rebound-Effekten mit einer Wiederkehr der HBV/HDV-Infektion kommen. Viele offene
Fragen, deren Antworten durch viele zukiinftige Entry-Inhibitor-Studien geklart werden

miussten.

3.4.3 Strukturaufklirung von NTCP als Schliissel fiir die Entry-Inhibitor-Entwicklung
Da die Struktur von NTCP noch nicht aufgeklart ist, konnen in Ermangelung dessen die drei
bekannten Kristallstrukturen von Bakterienhomologen des ASBTs von Neisseria meningitis
(ASBT~wm) und Yersinia frederiksenii (ASBTyr) und die Aminosdurensequenz von NTCP fiir
ein 3D-Homologiemodell verwendet werden (Hu et al. 2011; Zhou et al. 2014; Wang et al.
2021). Dabei wurde aufgrund von konservierten Bereichen in NTCP und ASBT eine Hypothese
zum Transportmechanismus aufgestellt, nach der NTCP drei seiner neun Helices als flexible
Panel-Doméne gegen die sechs starren Helices der Core-Domidne bewegt (siche

Literaturiibersicht Kapitel 1.1.2 ,,NTCP: Entdeckung, Lokalisation und Struktur®). Dies ist
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lediglich eine Anndherung an die tatsdchliche Struktur des NTCPs, da NTCP beispielsweise
nur 26 % Sequenzidentitdt zu ASBTyr aufweist (Hu et al. 2011; Noinaj et al. 2014; Zhou et al.
2014). Die Struktur eines Membranproteins suggeriert, wie es zur Lipiddoppelschicht der
Plasmamembran orientiert ist und wie der Transportmechanismus ablaufen konnte

(Vinothkumar et al. 2010).

Fiir die Aufkldarung der Strukturen von Membranproteinen wurden in den letzten Jahren
hauptsidchlich die Rontgenkristallographie, die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-
Spektroskopie) und die Kryoelektronenmikroskopie (Kryo-EM) angewendet (Almeida et al.
2017). Dabei miissen Membranproteine in groBer Menge gebildet, aufgereinigt und
anschlieBend mittels einer der drei oben genannten Methoden analysiert werden. Die
Produktion der Membranproteine erfolgt meist in Bakterien, da diese ohne Probleme z.B. durch
zytoplasmatische Aggregationen, grole Mengen an Proteinen erzeugen konnen. Dabei kann
jedoch eine unterschiedliche Prozessierung der Membranproteine in Bakterien zu einer anderen
Faltung als in Eukaryoten Zellen fiihren. Bei der Rontgenkristallographie werden Proteine
durch Beugung von Strahlen am Kiristallgitter in ihrer atomaren Struktur aufgeklért. In der
NMR-Spektroskopie wird das zu untersuchende Membranprotein einem Magnetfeld ausgesetzt
und die Drehimpulse der Atome, welche sich gegenseitig beeinflussen kdnnen, gemessen. Die
Kryoelektronenmikroskopie wird verwendet, um Proteine, welche nicht kristallisiert werden

koénnen, zu untersuchen.

Grundsétzlich ist es schwieriger flexible Strukturen, wie Membranproteine, als starre
Konstrukte abzubilden. Membranproteine miissen flexibel sein, um ihre physiologische
Funktion zu erfiillen. Zusétzlich sind sie einer schnellen Synthese, Turnover sowie
Degradierung unterworfen, um sich umgehend an veridnderte Gegebenheiten anpassen zu
konnen, wie beispielsweise an eine Erhohung des Gallensdurespiegels im Blut. Ferner
transportieren Membrantransporter, wie NTCP, verschiedene Substrate, zum Beispiel
Gallensduren, weshalb sie einen sehr hohen Grad an Flexibilitidt aufweisen miissen. Bei der
Rontgenkristallographie konnen Membranproteine beispielsweise durch starre Antikorper
stabilisiert werden, um auswertbare Kristalle zu erzeugen. Durch diese Stabilisierung der
Membranproteine konnte ihre natiirliche Struktur verdndert werden. Eine Strukturaufklérung
mittels Rontgenkristallographie ist sehr aufwédndig. Fiir die Aufklirung der Struktur des
humanen G-Protein-gekoppelten p2-Adrenozeptors wurden beispielsweise 15 Jahre bendtigt
(Cherezov et al. 2007). Auch eine Aspartatprotease musste in 160.000 Konditionen behandelt

werden, um einen analysierbaren Kristall zu erzeugen (Li et al. 2013).
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Zusitzlich wird die Strukturaufkldrung der Membranproteine durch ihre Lokalisation in der
Plasmamembran behindert. So werden die Membranproteine durch die Plasmamembran, im
Besonderen durch ihren Cholesterolgehalt und die Dicke der hydrophoben Schicht der
Plasmamembran, beeinflusst (Lee 2004; Grouleff et al. 2015). Auch NTCP ist in der
basolateralen Membran vorrangig in sogenannten /ipid rafts, in Plasmamembranbereichen mit
einem hohen Cholesterolgehalt, zu finden. Dabei soll der Cholesterolgehalt der Membran einen
Einfluss auf die Funktion des NTCPs haben (Annaba et al. 2008; Molina et al. 2008). Wiirde
man im Zuge einer Aufreinigung NTCP aus seiner cholesterolhaltigen Membran und in
Detergenzien 16sen, so konnte sich die Struktur des NTCPs deformieren und die daraus
folgenden Informationen konnten fehlerhaft sein. Da die Membranproteine selbst aus
hydrophoben und hydrophilen Anteilen bestehen, ist es problematisch diese vollstindig in
Detergenzien zu 16sen, um sie anschlieBend analysieren zu kénnen. Um die physiologische
Struktur der Membranproteine zu erhalten, konnen membranartige Strukturen, welche mit
Polymeren oder Proteinen stabilisiert sind, sogenannte Nanodisks, verwendet werden (Almeida
et al. 2017). Diese Nanodisks sollen Membranproteine 16slich machen und in ihrer natiirlichen

Struktur stabilisieren (Denisov et al. 2011).

Neuere Ansitze versuchen wasserunldsliche Membranproteine mittels eines Austausches von
hydrophoben durch hydrophile Aminosduren in Detergenzien lslich werden zu lassen, ohne
jedoch ihre Struktur zu verdndern (Zhang et al. 2018). Eine weitere Entwicklung ist der
Versuch, Membranproteine iiber Ultraschall aus ihrer Membran zu 16sen und sie iiber ein
elektrisches Feld in das Massenspektrometer zur Analyse zu leiten (Chorev et al. 2018; Hirst et

al. 2019).

Durch viele weitere neue Methoden in der Strukturanalyse von Proteinen scheint es an der Zeit
zu sein, die Struktur von NTCP endlich vollstindig aufzuklidren. Diese wiirde die Trans-
Bindungsstelle des TLC und die genaue extrazelluldre Bindungsstelle des Myr-PreS1-Peptids
sowie deren verschiedener Gallenséuren aufkliren konnen. Dabei konnten sowohl auf der Cis-
als auch auf der Trans-Seite Entry-Inhibitoren zur Entwicklung eines besseren anti-HBV/HDV-
Wirkstoffs strukturbasiert entwickelt werden. AuBlerdem konnte geklart werden, warum und
wie die Rezeptor- und die Transporterfunktion des NTCPs miteinander interferieren. Bis dahin
kann, um neue Cis-Inhibitoren zu generieren, die Strategie des ligand-based drug design
verfolgt werden. Dabei werden Substanzen wie beispielsweise das Myr-PreS1-Peptid oder

andere bekannte Inhibitoren verwendet, um ihre Form fiir einen Wirkstoff nachzuahmen.
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Mit Hilfe der Struktur des NTCPs konnten auch Co-Faktoren, welche mit NTCP interagieren
und den Eintritt und die Internalisierung von HBV/HDV beeinflussen, gefunden werden. Vor
allem in NTCP-tiberexprimierenden Hepatomzelllinien sind trotz des Einsatzes von hunderten
bis tausenden Virionen in vitro nur geringe Infektionsraten zu beobachten. So kdnnen bei in
vitro HDV-Infektionen mit hohen Mengen an Virus und weiteren Zusédtzen, wie
Polyethylenglycol oder Dimethylsulfoxid, meist nur Infektionsquoten von 30-40 % erreicht
werden (Paran et al. 2001; Choijilsuren et al. 2017). Dies weist darauf hin, dass in diesen
Modellen weitere fiir eine effiziente Infektion wichtige Co-Faktoren oder Rezeptoren fehlen
(Anwer et al. 2014; Verrier et al. 2016). Jiingste Veroffentlichungen deuten an, dass der
Epidermal Growth Faktor Rezeptor eine Rolle wihrend der HBV-Infektion spielen konnte
(Iwamoto et al. 2019; Iwamoto et al. 2020). So soll die kleine Menge an Epidermal Growth
Faktor eine HBV-Infektion fordern, wéihrend eine grofBere Menge die Infektion hemmt (S. W.
Chen et al. 2020). Es wird jedoch vermutet, dass der Eintritt von HBV/HDV ein Prozess ist,
der viele Schritte und Co-Faktoren bendétigt, wie es bereits hinsichtlich des hepatotropischen

Hepatitis C Virus bekannt ist (Li et al. 2016).
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Weltweit leiden mehrere Millionen Menschen unter chronischen Hepatitis B/D Virus-
Infektionen, jedoch existieren zurzeit nur eingeschriankte Therapiemoglichkeiten. Dies ist darin
begriindet, dass Hepatitis B und D Viren (HBV/HDV) einen engen Wirts- und Speziestropismus
aufweisen und deshalb lange Zeit nur wenige in vitro und in vivo Modelle zur Erforschung
beider Viren vorhanden waren. Infolgedessen wurden HBV-verwandte tierische Hepatitis B
Viren, wie das Spitzmaus Hepatitis Virus, zur Aufkldrung von fehlenden Bausteinen im
Verstindnis des HBV/HDV-Lebenszyklus und der Interaktion mit seinem Wirt, untersucht. Seit
im Jahr 2012 der hepatische Gallensdure-Transporter NTCP (Na/taurocholate co-transporting
polypeptide) als leberspezifischer Entry-Rezeptor von HBV/HDV entdeckt wurde, konnten
erstmals geeignete in vitro Infektionsmodelle fiir die HBV/HDV-Forschung auf Grundlage
NTCP-exprimierender Hepatomzellen etabliert werden. An diesen NTCP-exprimierenden
Zellen konnen nun auch mdgliche Virus-Entry-Inhibitoren, welche den NTCP adressieren,
getestet und weiterentwickelt werden. Die meisten HBV/HDV-Entry-Inhibitoren beeinflussen
zusatzlich den physiologischen Gallensduretransport des NTCPs und beeintrachtigen so die
Gallensdurehomoostase. Vorteilhafter wire jedoch selektiv die Virusbindung an NTCP zu
blockieren. Dies ist z.B. mit einigen Derivaten der pflanzlichen Substanz Betulin gelungen. Bei
mehreren Betulin-Derivaten konnten klare Struktur-Wirkungs-Beziehung fiir eine potente und
selektive Hemmung von NTCP identifiziert werden. Zusétzlich wurde die hemmende Wirkung
von Taurocholsdure (TLC) auf den NTCP ndher untersucht. Anders als in Rattenhepatozyten
fithrt eine TLC-Inkubation von Hepatomzellen, welche den humanen NTCP iiberexprimieren,
nicht zu einer Verringerung der Membranexpression von NTCP. Jedoch wird TLC effektiv von
NTCP transportiert, reichert sich schnell intrazelluldr an und bindet dann an eine vermutete
intrazelluldre Bindungsdomine. Hierdurch kommt es zu einer effektiven trans-Inhibition des
NTCP, sodass eine in vitro HDV Infektion von NTCP-Hepatomzellen nach Vorbehandlung mit
TLC signifikant niedriger ausfdllt. Moglicherweise eignet sich diese intrazelluldre TLC-

Bindungsdomine auch als Target fiir die Entwicklung weiterer HBV/HDV Entry-Inhibitoren.
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5 SUMMARY

Several million people worldwide suffer from chronic hepatitis B/D virus infection, but
currently only limited therapeutic options exist. This is due to the fact that hepatitis B and D
viruses (HBV/HDV) have a narrow host and species tropism. Therefore, appropriate in vitro
and in vivo models to study these viruses were highly limited. Consequently, HBV-related
hepatitis B viruses in animals such as the shrew hepatitis virus in our study were used to
elucidate missing links in the understanding of the HBV/HDV life cycle and interaction with
its host. Since the discovery of the hepatic bile acid transporter NTCP (Na+/taurocholate co-
transporting polypeptide) as a liver-specific entry receptor of HBV/HDV in 2012, suitable in
vitro infection models for HBV/HDV research based on NTCP-expressing hepatoma cells
could be established. These NTCP-expressing cells can now be used to test and further develop
potential viral entry inhibitors that address NTCP. Most HBV/HDV entry inhibitors
additionally affect the physiological bile acid transport function of NTCP and thereby impair
bile acid homeostasis. However, it would be more advantageous to selectively block virus
binding to NTCP. This has been achieved with some derivatives of the plant-derived compound
betulin. For several betulin derivatives, clear structure-activity relationships for potent and
selective inhibition of NTCP could be identified. In addition, the inhibitory effect of taurocholic
acid (TLC) on NTCP was further investigated. Unlike in rat hepatocytes, TLC incubation of
hepatoma cells overexpressing human NTCP does not decrease plasma membrane expression
of NTCP. However, TLC is effectively transported by NTCP, rapidly accumulates in the
intracellular compartment and binds afterwards to a suspected intracellular binding domain.
This results in an effective trans-inhibition of NTCP, leading to significantly lower in vitro
HDV infection rates of NTCP hepatoma cells after pretreatment with TLC. This intracellular
TLC-binding domain is possibly also suitable as a target site for novel HBV/HDV entry

inhibitors.
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