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Einleitung 1

1. Einleitung

Hepatitiden (Entzindungen der Leber) kbnnen durch toxische Agentien (z.B. Alkohol,
Medikamente), Autoimmunreaktionen oder am haufigsten durch infektigsati&n
hervorgerufen werden. Bei den Infektionserregern kann es sich um Bakterte
Leptospiren), Protozoen (z.B. Amoeben), Helminthen (z.B. Echinokokken) odar Vir
handeln. Zu den Hepatitis hervorrufenden Viren z&hlen viele VertreteHeipes-
Virus-Familie, die jedoch keinen typischen Lebertropismus haben.eigentlichen
Hepatitis-Viren A, B, C, D und E vermehren sich dagegen bevorzugt oder
ausschlief3lich in Hepatozyten. Diese Viren rufen zwar &hnlichep®yne hervor,
unterscheiden sich aber in ihren biologischen und molekularen Eigeeschaf
grundlegend. Schon in der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts war bekasnt, das
mindestens zwei Typen von Hepatitis-Erregern existieren. Die @h&dking in Typ A

und B betraf vorrangig klinische und epidemiologische Merkmale der iofekso
wurde eine Typ A Hepatitis fakal-oral tGbertragen, hatte 4 Wochen Iltignbaeit und
wurde nicht chronisch, wohingegen der Typ B parenteral Ubertragen viisde, 6
Monaten Inkubationszeit hatte und h&ufig chronisch wurde. Typ B wurde vekgen
parenteralen Ubertragung auch Serum-Hepatitis genannt. DiecEmtdeder Hepatitis-

A- und Hepatitis-B-Viren gelang allerdings erst in den sgdzJahren. Bald danach
stellte sich heraus, dass es noch weitere Viren gab, die Hepatitirsachen kénnen.
Solange sie noch nicht identifiziert waren, wurden sie zunachstnahA, nonB*

bezeichnet. Heute unterscheidet man das Hepatitis-A-, -B-, -C-, -D- undu&-Vi

1.1 Verlauf der Hepatitis-B-Infektion

Das Hepatitis-B-Virus (HBV) verursacht akute und chronische Hefsat und tragt
ursdchlich zur Entstehung hepatozellularer Karzinome bei. Mit wiltaetwa 350
Millionen chronisch HBV infizierten Menschen stellt das Hepa#iVirus ein sehr
bedeutendes humanpathogenes Virus dar. Beinahe die Hélfte tbeWkkerung hat
einmal Kontakt mit dem Virus gehabt (Gerlich und Kann, 2005). Inehaiitopaischen
Raum ist der Anteil der chronisch infizierten HBV-Trager relgering, wahrend er in

Sudostasien und in grof3en Teilen Afrikas bis zu 20 Prozent der Bawikieetragt. In
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der Liste der haufigsten Todesursachen durch Infektionen stehtegegitid-B-Virus
an funfter Stelle (Gerlich und Gerlich, 2005). In Deutschland wurden 2005 4k28%
Hepatitis B Erkrankungen pro Jahr an das Robert-Koch-Institut getmBded 0,5%
der deutschen Bevdlkerung sind chronische Trager, rund 7% hatten Kontalé¢rmi

Virus.

Das epidemische Auftreten von Gelbsucht ist schon im Altertuisohibeben worden,
die Infektiositat wurde allerdings erst 1885 erkannt (Luhrmann, 188%)EDeger ist
schlie8lich 1963, als ,Australia-Antigen”, im Blut eines austrakst Ureinwohners
entdeckt worden (Blumberg et al., 1967). 1970 fand Dane im Elektronenmikroskop
weitere Partikel, die das Australia-Antigen auf ihrer Obehi#a trugen (,Dane-
Partikel”). Aus diesen Partikeln konnte 1971 June Almeida mit Deteren
sogenannte Core-Partikel freilegen. In den darauf folgenden Jahrde dier DNA-
Polymerase (Kaplan et al., 1973) und die dazugehorige DNA (Robinson, di&73igh
innerhalb des Core-Partikels befindet, entdeckt. Daraufhin wurdawsalia-Antigen

als Hepatitis-B-Surface-Antigen und die Dane-Partikel als HepBt\fgus benannt.

Hepatitis-B-Virus wird perinatal, parenteral und sexuell tlbgen. Das Virus ist in
nahezu allen Korperfliissigkeiten nachgewiesen, z.B. Tranen, Spdiahedy, Urin,
Magensaft und Muttermilch. Die Infektiositat ist viel hoher alsmbddumanen
Immundefizienz Virus (HIV). Schon weniger als 0,1 pl Blut kann fiie déivertragung
ausreichend sein. Der Verlauf der HBV Infektion kann sehr varigkei. Die
Inkubationszeit betragt sechs Wochen bis sechs Monaten, inapparendalddieische
Verlaufe sind haufig. Das Prodromalstadium dauert Tage bis Wochen bhdnge
allgemeinem  Krankheitsgefihl, Emesis und Nausea, Inappetenz, ,Fieber
Oberbauchschmerzen und Arthralgien ein. Danach beginnen leb&sspez
Symptome wie Leberdruckschmerz durch Hepatomegalie, Ikterd&oag@inktiven und
der Haut oder Entfarbung des Stuhls. Da das HBV selbst nicht Zybgesat ist, wird
der Klinische Verlauf durch die ausgeldoste Immunreaktion bestin@hisdri und
Ferrari, 1995). 90% der Hepatitis-B-Infektionen heilen spontan und folgeniss
davon bleiben zwei Drittel der Patienten asymptomatisch, bei dbrétel zeigt sich
Klinisch eine akute Hepatitis. Bei weniger als einem Prozent koesmkzu einer

fulminanten Hepatitis. Bei 5-10% der Infizierten kommt es zur estagnten HBSAgQ
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Persistenz oftmals ohne akute Erkrankung. Bei etwa 20% der chiemisdizierten
entsteht eine chronische Hepatitis und im Gefolge oft einerkieth®se oder ein

priméres Leberzellkarzinom (WHO, 2004).

1.2 Hepadnaviren

Das HBV gehort zur Virusfamilie der so genannten Hepadnavirjtteegpa“ fur Leber
als Zielorgan und ,DNA* als Beschreibung fir das virale Gen8m. wird in zwei
Gattungen eingeteilt. Dem Genus Orthohepadnavirus werden die Virusseten
Menschen (HBV), der Hornchen (GSHV und ASHV), der Wollaffe (WMHBMd des
Waldmurmeltiers (WHV) zugeteilt. In der Gattung Avihepadnavirand snur
Vogelviren enthalten, dabei sind die wichtigsten die Viren der EnteiB{) und des
Graureihers (HHBV) (Tab. 1.1).

Hepadnaviren zeichnen sich durch einen starken Lebertropismus undnges e
Wirtsspektrum aus (Robinson, 1980). Sie zeigen viele biologische, morgublegind
molekulare Gemeinsamkeiten und besitzen ein partiell doppelgfeSnBNA-Genom.
Dabei zeigen sie keine Zytopathogenitat und vermehren sich ndiffémenzierten
Leberzellen. In den infizierten Hepatozyten werden nicht nur idfe&tiVirionen

gebildet, sondern auch nicht infektiose subvirale Partikel.

Tabelle 1.1:Ubersicht tiber die bekannten Hepadnaviren

| | |
Menschen HBV Mensch Dane et al,
Hepatitis B Virus Homo sapiens 1970 [x]
Chimpanzee ChHBV Schimpanse Vaudin et al.
HepatitisBVirus Pan troglodytes 1988 [n]
Gibbon GiHBV Weilhandgibbon Norder et al.
Hepatitis B Virus Hylobates lar 1996 [m]
Orang-Utan OuHBV Orang-Utan Warren et al|,
Hepatitis B Virus Pongo pygmaeus 1999 [h]

pygmaeus

Gorilla GoHBV Gorilla Grethe et al),
Hepatitis B Virus Gorilla gorilla 2000 [i]
Woolly Monkey WMHBY  |Wollaffe Lanford et al.
Hepatitis B Virus Lagothrix lagotricha 1998 [g]
Woodchuck WHV Waldmurmeltier Summers et al|,
Hepatitis Virus Marmota monax 1978 [d]
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Ground Squirrel GSHV Kalifornisches Marion et al.

Hepatitis Virus Erdhérnchen 1980 [o]
Spermophylus beecheyi

Arctic Squirrel ASHV Arktisches Hérnchen | Testut et al.

Hepatitis Virus Spermophylus parryi 1996 [a]
kennicotti

Duck Hepatitis B Virus DHBV Pekingente Mason et al.
Anas domesticus 1980 [r]

Grey Teal Hepatitis B Virug GTHBV Weil3kehlente Li et al., 1998
Anas gibberifrons [w]
gracilis

Heron Hepatitis B Virus HHBV Graureiher Sprengel et al
Adrea cinerea 1988 [s]

Maned Duck Hepatitis BVIDHBV Mahnenente Li et al., 1998

Virus Chemometta jubata [c]

Ross Goose Hepatitis Virus RGHV Zwergschneegans | Shi et al., 199
Anser rossi [d]

Snow Goose Hepatitis [BBGHBV Schneegans Chang et al.

Virus Anser caerulescens 1999 [b]

Cranes Hepatitis B Virus | CHBV Demoiselle cranes Prassolov et a
Anthropoides virgo 2003

Stork Hepatitis B Virus STHBV Weil3er Storch Pult et al., 199

Ciconia ciconia

[yl

1.3 Die Struktur des Hepatitis-B-Virus

Das Hepatitis-B-Virus ist ein komplexes DNA-Virus, das siotElektronenmikroskop,

im wasserfreien Zustand, als ca. 45 nm durchmessendes, sphdriacies prasentiert

(Dane, 1970). Das mit ca. 34 nm messende Zentrum, das zentrale Mdpkldpklas als

Core (HBc oder HBcAgQ) bezeichnet wird, ist von einer aul3eren HiuleProteinen,

Glykoproteinen und Lipiden umgeben (Abb. 1.1). In dieser ca. 7 nm breite Hulle, die als

Surface (HBs oder HBs-Ag) bezeichnet wird, sind drei unterscbiediHBs-Proteine
verankert. Dabei handelt es sich um das Large-(LHBs), Middle-(#jH&d Small-

(SHBs) Protein. Das LHBs Protein besteht aus der S-Dom&a&2Pund PraS1-

Domaéane, wahrend das MHBs Protein die S- und PraS2-Doméane umfasstbid Ba

Protein nur aus der S-Doméne gebildet wird. Im Serum von HeditiSzierten

Menschen sind neben den HBV-Virionen auch eine grofe Menge subvirtke|Pai

finden. Da es sich um Hullproteine ohne Nukleinsé&ure handelt, sind diese Partikel nicht
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infektiés. Sie kommen in zwei verschiedene Formen vor. Die sphamnideadikel
haben einen Durchmesser von 17 bis 25 nm, wahrend sich die so genaméntEila

bei gleichem Durchmesser durch eine variable Lange unterscheiden (Robinson, 1977).

Hepatitis B Virus

ST,

Pras

Pras2
S
hsc70
X 4
47 nm
.
Spharen MHBs LHBs SHBs

]

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Hepatitis B Virus (HBWind seiner
subviralen Partikel. Die obere Bildhélfte zeigt das HBV mit seiner Hille (Sg dus drei
Surface-Proteine besteht. LHBs, MHBs und SHBS: Die Largef3¢g-), Middle- (mittleres-)
und Small- (kleines-) Hepatitis B Surface Proteine, vamienur im Aminoterminus um die
Bereiche PraS1 und PraS2. Die Hulle umschliel3t das Viruskatmss aus dem Core-Protein
(HBc) besteht. In seinem Inneren liegt das virale Genom (3,2Akbdziiert daran befindet sich
ein terminales Protein mit Funktionsdoménen einer viralen Pohgsee(RT) und Primase-
Anteil (Pri) sowie eine Proteinkinase (PK). Die untere dBillfte zeigt die
elektonenmikroskopisch sichtbaren, genomfreien, spharischen und rfitesee Subpartikel
(nach Gerlictund Kann modifiziert).

Filamente
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1.4 Genomorganisation und virale Proteine

Das HBV besitzt eines der kleinsten Genome, die bei Vireangeh wurden. Das
Genom liegt als zirkulares und partiell doppelstrangiges DNA-Molekiill(Summers

et al., 1975). Der Minusstrang, der im Replikationsverlauf in eine AnR&hskribiert

wird, ist vollstdndig und hat eine konstante Lange mit definierferudd 3'-Enden
(Hruska et al., 1977; Landers et al., 1977). Er beinhaltet vieneffeserahmen (ORF,
open reading frame), die sich teilweise Uberlappen und durch alermaiizung von
Startcodons fur mehrere Proteine codieren kdnnen: Core-, SurfacengPadg- und X-
Protein. Dadurch ist auch die Komplexitat des HBV trotz seiaengen Genomgrolde

zu erklaren. An seinem 5°-Ende besitzt der Minusstrang ein kovgimindenes
terminales Protein (Gerlich und Robinson, 1980), die virale PolyméBastnschlager

und Schaller, 1988). Der Minusstrang ist nicht kovalent geschlossen unzt et
terminale Redundanz von 8 bis 10 Nukleotiden. Der Plusstrang ist unvollstandig und hat
eine variable Lange von 1.000 bis 2.500 Nukleotiden. Daher weist derr&hgssin
definiertes 5°-Ende, aber ein variables 3'- Ende auf. Er codieht fir virale
Genprodukte und wird auch nicht transkribiert. Am 5 -Ende des Plussfradgsman

ein 17 bis 19 Nukleotide langes RNA Stiick mit einer Cap-Struktur (Seeger et al., 1986).
Besonderes Merkmal des Hepadnavirusgenom sind die direkten
Wiederholungssequenzen (die so genannten direct repeats, DR1 und DRhedie
Lange von je 11 Basenpaaren aufweisen und ca. 225 Basenpaare voneinéecer e
sind. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Replikation. Dasofeder Hepatitis-B-
Viren besitzt je nach Subtyp eine unterschiedliche Lange. Bi®gpen B, C, F und H
haben 3.215 Nukleotide und der HBV Genotyp D zeigt wegen einer Detetic31182
Nukleotiden. Das Genom des Genotyps A weist im Core-Gen bzw. -tennihalen
Protein-Region der Polymerase eine Insertion von 6 Nukleotiden auf und tkomm
dadurch auf eine Lange von 3.221 Nukleotiden. Der Genotyp E hat eige kan
3.212 Nukleotiden und das grof3te Genom mit einer Lange von 3.248 Nukleotiden
besitzt Genotyp G. Die zirkulare Struktur des Genoms wird durchnBaaeung des

Minusstrangs und dem Plusstrang ermdglicht.
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Abbildung 1.2: Gliederung des HBV-Genoms und Darstellung der resultierenden
Genprodukte. Die inneren beiden Ringe stellen die partiell doppelstrangige DNA dar. An
diese ist die virale Polymerase Uber die Primase gebunden. Die Bitckpfenzeichnen die
vier viralen Leserahmen. Die diinnen Pfeile symbolisieren die viralesKripte, die durch
Nutzung alternativer Startcodons synthetisiert werden. Alle trdoisken mRNA’s sind
koterminal.

Pol. Aktives Zentrum der DNA-Polymerase; GRE. Glucocorticoid ResponseektpEl, E2:
Enhancer 1 und 2; DR1 und DR2: Direct Repeat 1 und 2; PR: Primase-Domane derdaayme
PRE o und PRB3: Post-translational Regulatory Elements;Verpackungs- (encapsidation)
Signal; (-)= DNA-Minusstrang; (+)= DNA-Plusstrangs = Transkriptionsstartpunkte, (nach
Kann und Gerlich, 1998, modifiziert)
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1.5 Transkription und Expression der viralen Proteine

Das Genom wird nach der Penetration des Virus in den Zellkern tréegpovo durch
zellulare Reparaturenzyme der Einzelstrangbereich des VirusgenomDoppelstrang
komplettiert wird (Kock u. Schlicht, 1993). Danach werden die Primatsiiek an den
5-Enden beider Strange und der Uberlappende terminale Bereich desstvinges
entfernt und anschlie3end verknulpft eine zellulare DNA-Ligas&een Enden beider
Strange miteinander. Hierdurch entsteht ein zirkuléres, kovaesuhtpssenes DNA-
Molekll (cccDNA), das extrachromosomal mit Nukleosomen komplexiertiegt
(Bock et al., 1994; Newbold et al., 1995). Die Synthese der viraledAnkrd von der
RNA-Polymerase Il im Kern der Wirtszelle durchgefiihrt. BIBNAs des HBV haben
die typische Struktur einer eukaryontischen RNA, die sich durch ¢geS€@aktur am
variablen 5°-Ende zeigt und ein gemeinsames, polyadenyli@rtEsde haben. Alle
Transkripte haben weiterhin gemeinsam, dass sie sogenanntearsbsiptionale
regulative Elemente (PRE a und b) besitzen (Nukleotide 1151 bis 1684Bei
Genotyp A). Diese Elemente sind in der Funktion dem Rev-responsildereiit von
HIV funktionell homolog (Huang u. Liang, 1993), indem sie als cisragie Elemente
den Zellkernexport der mRNAs erleichtern und deren Akkumulation inopfagma
fordern, ohne dass es zum SpleiRen kommt (Zang, 1998).

Es lassen sich drei Hauptgruppen von viralen Transkripten untersch€agango et
al., 1983 u. 1984; Standring et al., 1984; Will et al., 1987). Die eine hat&nge von
2,1 bis 2,4 Kilobasen (kb) und kodiert fur die drei Oberflachenproteine (Abb.1ri2). Ei
2,4 kb lange mRNA kodiert fir das LHBs-Protein. Ungefahr 30 Nukleotide
stromaufwérts der Cap-Stelle liegt der PraS1-Promotor (8Yikl., 1987), der hoch
leberspezifisch wirkt. Die MHBs- und SHBs-Proteine werden dwithas kirzere
MRNAs mit zwei verschiedenen Startpunkten kodiert. Je nachdem, ob das
Transkriptionsstartsignal oberhalb oder unterhalb des MHBs-Startgumdteitzt wird,
entsteht eine PraS2- bzw. S-mRNA. Die Transkription wird vom P&B&imotor
reguliert, der sich vor dem PraS2-Start befindet und nichtdpbeifisch ist (Pourcel et
al., 1982). Die zweite mRNA-Gruppe ist mit einer Ladnge von 3,5 kbrszigas grolRer
als das virale Genom und wird daher auch als supergenomisch bezesohnetgt zum
einen die Information zur Synthese der HBc-, HBe-, PolymerasetReqiEnders et al.,
1985; Yaginuma et al., 1987) und zum anderen stellt sie die RNA-Mats2éorlaufer
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des DNA-Genoms fur den Replikationszyklus dar (Ganem u. Varmus, 1987). Die
Transkription dieser RNAs wird durch Promotoren reguliert, die vor wisichen den
beiden repetitiven Sequenzen DR1 und DR2 lokalisiert sind und vorwiegend
leberspezifisch wirken (Rall et al., 1983). Fur eine maximalenskirgptionsaktivitat

sind zu dem die beiden Enhancer | (Shaul et al., 1985) und Il (Yuh et al., di#92),
zwischen der Region S und dem Beginn der Region C liegen, von Bedeftwhg.
diese beiden Enhancer zeigen eine ausgepragte GewebedpdZifgénin und
Laub,1987; Yuh et al.,, 1992). Die kleinste subgenomische RNA ist 0,9 kbugl3
kodiert fir das HBx-Protein (Kaneko und Miller, 1988). Die Transkriptiaml wurch

den HBx-Promotor und den Enhancer | vor dem HBx-Start regulieru(&hal., 1985;
Treinin und Laub, 1987). Die Funktion des HBx-Protein ist bisher noch niutheig
geklart. In vitro wirkt das HBx auf viele virale und zellularerofotoren
transaktivierend (Aufiero 1990, Zhou 1990, Henkler 1995). Daflr wird ein indirekte
Mechanismus Uber Protein-Protein-Wechselwirkungen angenommen, da raster
keine HBx-spezifische DNA-Bindesequenz gefunden wurde (Maquire 199ter Rit
1991). In Zellkulturen aktiviert HBx die HBV-Replikation (Bouchard et @003).
Wichtig scheinen auch die Einflisse des Virus auf das Prote@dmang et al., 2004)

und auf NF-KB (Su und Schneider, 1997).

1.6 Replikation des Hepatitis-B-Genoms

Nicht alle Stufen des Replikationszyklus des Hepatitis-B-Viind geklart, z.B. sind
das Anbinden an die Wirtszelle und die Aufnahme in diese nur unvollstandig aufgeklart.
Nach Eintritt in die Wirtszelle liegt das HBV Genom innerhailibes Tages im Zellkern
vor (Kann und Gerlich, 2004). Zunachst wird der unvollstandige Plusstrang dierch
DNA-Polymerase vervollstandigt, das RNA-Oligonukleotid abgebaut, dignferase
entfernt und die Licke geschlossen. So entsteht ein zirkulares, koyesetiiossenes
DNA-Molekul, die cccDNA, die in einem zweiten Schritt in eine shpkkale Form
uberfihrt wird. Die cccDNA dient als nukledre Matrize fir dianskription der viralen
pragenomischen mRNA (pg-mRNA). Diese RNA besitzt einen Polyathsohsvanz
am 3'-Ende, sowie eine Cap-Struktur am 5'-Ende, wobei sich dasoftar oberhalb
des DR1 auf dem Minusstrang befindet. Von der pg-mRNA wird im Zgtoph die
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Polymerase und das Core-Protein translatiert. AnschlieRend dierdpg-mRNA
zusammen mit der Polymerase in das Corepartikel verpacktC@apartikel kann nun
zwei Wege einschlagen. Zum einen kann die pg-mRNA im Coreparntierse
transkribiert und in den Zellkern zuriick transportiert werden (Fliral.et2000), dort
dient sie als weiteres Template fur die Bildung von cccDNA, anderen kann die pg-
MRNA im Zytoplasma die Transkription der HBV mRNAs fur die Hillproteingestar
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Abbildung 1.3: Replikationzyklus des Hepatitis B Virus.Der Replikationszyklus
beginnt mit der Komplettierung des inkompletten (+)-Stranges im Wintslerst jetzt kann das
Pragenom trankripiert werden. Wahrend dieser Zeit wird im Zytoplasmish#ae virale Core-
Protein synthetisiert, dass durch seine DNA-Affinitat einen Kompléxem ins Zytoplasma
eingewanderten Pragenom bildet. Innerhalb dieses Corepartikelhentsthlielich die
viralen mRNAs, bzw. der (-)-Strang, an dem sich der komplementéare (Rg$twabilden kann
und so zum fertigen Virus wird. (-)= DNA-Minusstrang; (+)= DNA-Pttesg; DR 1 und 2:
direkt repeat 1 und 2; pol: virale Polymerase (nach Gerlich und Thopig®9).
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Intfracellular Life Cycle of Hepatitis B Virus
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Abbildung 1.4: Intrazellularer Lebenszyklus des HBV.Beginnend mit der bisher

noch unbekannten Anbindung und Aufnahme an die Wirtszelle wird das Virus in den
Kern transportiert, wo nur das DNA-Genom nachweisbar ist. Nach komplexen
Schritten, die der DNA Kompletierung und der Bildung des Pragenoms dienen, wird die
pragenomische RNA ins Zytoplasma geschleust und dient dort als Matrixe flr die
viralen RNAs, aus denen schlie3lich die verschiedenen Virusproteine sya#retisi
werden. Das Pragenom wird schliel3lich vom HBc-Protein umschlossen und bildet
zusammen mit der viralen Polymerase das Core. Dieses kann entweder in degriwVirts
zuricktransportiert werden und den Viruspool erhéhen oder mit den Hullproteinen
assemblieren und die Wirtszelle verlassen. (nach Kann und Gerlich, 1998)

1.7 Ansatze und Ziele dieser Arbeit

Das Hepatitis-B-Virus weist wie alle Hepadnaviren eine héohesspezifitdt auf, was
die Suche nach einem adaquaten Infektionsmodell fir die HBV sehr sighmigcht.
Bekannt ist, dass das HBV natirlicherweise sowohl den Menscheauels den
Schimpansen infiziert. Fur die HBV-Forschung sind verschiedenénigzl etabliert
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(z.B. HepG2-, Huh7-, HepG2215-Zellen). Diese Zellen stammen jegioshahmslos
aus Leberzelltumoren und erméglichen ein gutes Verstandnis den spétatte der
HBV-Replikation. Fur die Forschung der frihen Phasen der Infektion ghislasg
noch keine suszeptible Zelllinie. Eine Ausnahme stellt die eteblermane HepaRG-
Zelllinie dar, die jedoch zum Zeitpunkt des Beginns der Doktoranbieitt zur
Verfiigung stand. Die meisten Untersuchungen friherer Infektiomsscemd an
priméren, humanen Hepatozyten vorgenommen worden. Diese Hepatozyterestan
der Regel aus Leberbiopsaten, die meist nicht in ausreichendgreMerhanden sind
und groRtenteils aus pathologisch verdndertem Gewebe stammen. Zudem
Tierversuche an Schimpansen aus ethischen und tierschutzrechtligl@he® nicht
durchfihrbar.

Seit einigen Jahren ist aber bekannt, dass das ostasiatipithe6@®chenTupaia
belangerisich mit HBV infizieren lasst. Wir konnten zeigen, dass sithn&zellen aus
Tupaia-Hepatozyten auch nach der Infektion fur einige Zeit dtalig#n lassen. Da ihre
Herkunft nicht aus einem Tumor hervorgeht steht damit zum ersten eihal
Versuchsmodel zur Verfliigung, das den physiologischen Bedingungen imné&aom
Wirt entspricht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden anhand des zur Verfigung stemenupaia-
Tiermodells die frihen, unbekannten Phasen einer HBV Infektion genaeesuafit.
Dazu wurde die Isolierung der primaren Tupaia Hepatozyten undntik&tibn mit
HBYV optimiert. Die Inhibition der Infektion durch verschiedene Antikdrketiete den
Virusbereich, der bei der Bindung des Virus relevant ist. Durch @uaerung der

cccDNA mittels real-time PCR wurde die Infektionsrate sf$lich in messbare GroRen

umgesetzt. Darlber hinaus wurde in dieser Arbeit erstmasgiedass die Methodik
der Quantifizierung von cccDNA mittels real-time PCR fur di&chweis von cccDNA
geeignet ist, was durch die Verwendung von Leberbiopsaten dokumentiert wurde.
Ein weiteres Ziel war, den Zeitpunkt des Auftretens und die Menge
neusynthetisiertem HBeAg und HBsAg als Hinweis auf die Vapigkationsrate
bestimmen zu kénnen, indem eine Kinetik dieser Parameter in den €egjen einer

Infektion mit HBV protokolliert wurde.

sind

an
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2. Material

2.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden von der Firma Sigma (Taufkirchen) und Invitrogen
(Karlsruhe) bezogen. Auf anderswo erworbene Produkte wird im Text hingewies

2.2 Puffer

Alle Losungen wurden mit Wasser aus der Reinstwasseranlagenélustauscher,

Millipore, Eschborn) des Instituts (Medizinische Virologie der Ursutét Giel3en)

angesetzt.
PBS-Puffer: 137 mM NacCl
34 mM KCI
10 mMHRGG x 2 HO
1,8 mM,P®H
pH 7
TNE-Puffer: 20 mM  Tris-HCI
140 mM NaCl
1 mM EDTA
pH 7,4
ELISA-Beschichtungs-Puffer 183 mM  NaCl
(NaPP): 8,6 mM,HP@G x H,O
2,2 mM ,P®&H
pH 7,4
Zell-Lysat-Puffer: 15 ml  ,OdH
1 Tablette Tris-Buffered-Saline,
pH 7,6
750 pl Trixon-X-100 (10%)
75 ul 2MgCl
Hirth-Extraktions-Puffer: 0,6 %(w/v) SDS

10 mM  EDTA, pH 8
5 M NaCl
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50 x TAE-Puffer:

6 x Agarse-Laufpuffer:

2.3 Zellkulturmedien

D-MEM

242 g Tris

57,1 ml Eisessig

100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
miOdklf 1 liter auffillen

60 ml  Glycerin
0.1 g Bromphenolblau
mit TAE auf 100 ml auffillen

Ausgangsmischungen der Firma Bio Whittaker, Belgien
19,72 g Instamed Medium 199 Eagle

83,29 Instamed RMPI 1640

20,09 NaHCQ@

100 mi L-Glutamin

100 ml nicht essentielle Aminosauren
100 mi Antibiotika/Antimykoticum
100 ml Natriumpyruvat (100 mM)

ad 9000 ml ddH,O
das Medium wird steril filtriert und mit CCauf einen pH

7,0 eingestellt. Lagerung bei 4° C.

Gefriermedium: 60% D-MEM
(Hepatozytenlinien) 20% Fotales Kélberserum (FKS)
20% Dimethylsulfoxid (DMSO)
Gefriermedium: 70% UW-LAsung (University of Wisconsin),
(Primére Tupaia Hepatozyten) alternativ WILLIAMS-E-Medium oder
D-MEM
20% Fotale Kalberserum (FKS)

PAN (Biotech), Aidenbach
10% Dimethylsulfoxid (DMSO)
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Tupaia Anheftungsmedium:

Tupaia Infektionsmedium:

Tupaia Kultivierungsmedium:

Williams-E-Medium mit Glutamax |

100 pl/ml

Gentamycin

0,25 pg/ml Amphotericin B

10%

Fotales Kalberserum (FKS)

Williams-E-Medium mit Glutamax |

100 pl/ml
0,25 pg/ml
0,1%

2%

20 mM

0,1%

0,5 mg/ml
0,5 mg/ml
0,5ug/ml
0,4uM

50 uM

20 mM
100 pl/ml
0,25 pg/ml
2%

Gentamycin
Amphotericin B

BSA, kristallisiert
Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
HEPES

Williams-E-Medium mit Glutamax |

BSA, kristallisiert

Insulin

Transferin

Selen

Dexamethason
Hydrocortison

HEPES

Gentamycin

Amphotericin B
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Das fotale Kalberserum (FKS) zur Verwendung in Zellkulturen ewah Firma PAN

(Biotech), Aidenbach, bezogen.

2.4 Antikorper

Anti-S C20/2

Affinitatsgereinigter Antikdrper aus Hybridomauberstand, der konfoomsébhangig

die Aminosauresequenz 120-160 des kleinen Hullproteins erkennt. Er reagienit

der gruppenspezifischen konformationellen Determinant@ersonliche Mitteilung

W.H. Gerlich).
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Anti-PreS2 2-12F2

Affinitatsgereinigter Antikorper aus Hybridomaulberstand, der konformatrais
hangig die Aminosauresequenz 18-24 des mittleren Hullproteins erkennt (Sobotta et al.,
2000).

Anti-PreS2 S26

Antikdrper aus Ascites, der konformationsunabhangig die Aminosauresefj3er

des mittleren Hullproteins erkennt (Sominskaya et al., 1992). Der Ap&kdwurde

freundlicherweise von Dr. P. Pumpens, Biochemisches Institut Rigayeatiigung

gestellt.

Anti-PreS1 MA 18/7

Affinitatsgereinigter Antikorper aus Hybridomaiberstand, der konfboms:

unabhangig die Aminosauresequenz DPAF 20-23 (Genotyp D) des grolRerotdiilkpr
erkennt. Die Antikérper wurden zum Teil affinitdtsgereinigt, zunl &ks Hybridom-

Uberstand eingesetzt.

2.5 Zellkulturen

Alle Arbeiten mit eukaryonten Zellen erfolgten unter eineribnk. Die Zellmedien
und Puffer wurden mit Wasser aus der Reinstwasseranlage imhea Millipore

angesetzt und steril filtriert oder autoklaviert.

HepG2 (Adenetal., 1979 [1])

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um hochdifferenzierte tpyenchymzellen aus
einem primaren humanen Leberzellkarzinom. Die Zellen wurden ausi@iwgerial

isoliert und enthalten nachweislich keine HBV-DNA. Urspringlich deurdiese

Zelllinie von D. Ganem, UCSF, San Fransisco, USA, bezogen und segnereliahren

im Institut fir Medizinische Virologie, Giel3en kultiviert.

HepG2215 (Sells et al., 1987 [173])

Hierbei handelt es sich um ein Derivat der HepG2-Zelle, dieemé@m Plasmid stabil
transfiziert wurde, das das Resistenzgen fir G418 und vier Tandemkigsi¢lepatitis
B Virus-Genoms (Genotyp D) tragt. Die vier HBV-Genome sinddarh Plasmid so
positioniert, dass jeweils zwei Dimere in 3"-Orientierung rargiler grenzen (3"-3").
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Das Plasmid wurde an einer nicht bekannten Position chromosomal aritedyie
Zelllinie produziert hohe Titer an HBe-Ag und HBs-Ag. Aulerdem konman
Zellkulturiberstand 22 nm Spharen und Filamente sowie 42 nm Dane-Partike

nachgewiesen werden.

Primare Tupaia Hepatozyten

Bei diesen Zellen handelt es sich nicht um eine stabile elllDiese Primarzellen
werden aus der Leber eines asiatischen Spitzhornchapaiébelangeri)isoliert und

in Kultur genommen. Durch verschiedene Reinigungsschritte wird Adéeil an
anderen Leberzelltypen (wie Epithelzellen, Gallenzellen odeddg§ewebszellen) auf
maximal 1% reguliert (siehe Methoden Teil 3.1.3). Die ausplatieHepatozyten
werden in  DMSO-haltigen Medium inkubiert. Durch den so induzierten
Zellzyklusarrest sind sie teilungsunfahig. Deshalb werden diesaaiellen flr
langere Versuchsreihen in einem bestimmten Medium kryokonserviert uriRkterf

frisch ausplattiert.

2.6 Leberproben

Humanes Lebergewebe von verschiedenen Patienten wurde freundliseevere PD
Dr. Bécher vom der Medizinischen Klinik der Johannes-Gutenberg-Uraiehainz
zur Verfugung gestellt. Die Entnahme des Gewebes wurde vorthldkkdnmision der

Universitat Mainz genehmigt.

2.7 Hepatitis-B-Viruspraparationen

Es standen Seren von Hepatitis-B-Virustrager zur Verflgung.Hlesma war HBeAg
und HBsAg positiv. Alle Seren und Blutplasmen wurden aliquotiert bei —20°C gelagert.
Daraus wurden gereinigte Viren hergestellt. Die Aliquots wurdereijs nur einmalig
fur die jeweilige Anwendung aufgetaut. Die Seren stammen auSetemsammliung

des Instituts fir Medizinische Virologie, Giel3en.
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Alle Seren wurden mit den ublichen diagnostischen Screening-Varfadue das
Vorhandensein von HCV, HBV und HIV getestet. Fir die Infektionsversuclserdie
Arbeit standen folgende Praparationen zur Verfligung:

P24 (ID1) : 5,7 x 18 Virionen/ml

P18 (ID1) : 2,6 x 18 Virionen/ml

P14 (ID259) : 4,5 x 18 Virionen/ml

2.8 Plasmide

pBs HBV 991 T7 Dimer

In den 2,7 kB grofRen prokaryonten Vektor pBlueskript Il SK+ der Figtnatagene,
U.S.A., wurde ein Dimer des Hepatitis B Virus Gesamtgenomspbi@991 (HBV
Genotyp A, Gen-Bank X51970) einkloniert. Das Genomdimer steht unter der
regulatorischen Kontrolle des T7-Promotors. Das Plasmid wurd@aagivkontrolle

innerhalb der PCR verwendet.

2.9 Primer und Hybprobes

Alle Primer und Hybprobes wurden bei TIB MOLBIOL, Berlin, bestellt. Die

Nukleotidpositionen beziehen sich auf den Genotyp A des Hepatitis B Virus.

Zur cccDNA-PCR:

C1 sense Primer: 5’-tgcacttcgcttcacct (Nukleotide 1580 bis 1596)
C1 antisense Primer: 5’-aggggcatttggtggtc (Nukleotide 2314 bis 2298)
3FL CB Hybprobe: 5’-caatgtcaacgaccgacctt-FL (Nukleotide 1678 bis 1697)
5LC CB Hybprobes: 5'-LC Red 640-aggcmtacttcaaagacttgtktgt-PH

m=A/C k=G/T (Nukleotide 1699 bis1722)
Zur X-PCR:
X2 sense Primer: 5°-gacgtcctttgtytacgtccecgtc

y=CIT (Nukleotide 1413 bis 1436)
X2 antisense Primer: 5'-tgcagagttgaagcgaagtgcaca  (Nukleotide 1579 bis 1601)
3FL CB Hybprobe: 5’-acggggcgcacctctctttacgcgg-FL

(Nukleotide 1519 bis 1543)

5LC CB Hybprobes: 5°-LC Red 640-ctccccegtcetgtgecttctcatctge-PH

(Nukleotide 1545 bis 1570)
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Zur X-RT-PCR:
X2 sense Primer: 5°-gacgtcctttgtytacgtccegtc

y=CIT (Nukleotide 1413bis 1436)
X2 antisense Primer: 5’-tgcagagttgaagcgaagtgcaca (Nukleotide 1579 bis 1601)
3FL CB Hybprobe: 5’-tgcagagttgaagcgaagtgcaca (Nukleotide 1579 bis 1601)
5LC CB Hybprobe: 5°-LC Red 640-ctccccegtctgtgecttctcatctge-PH

(Nukleotide 1545 bis 1570)

2.10 Langenstandards

Protein-Standard

Rainbow-Marker low:

(Fa. Amersham, Braunschweig, Kat. Nr. RPN 755) mit folgenden Molejavachten
(in kD): 45/ 30/ 20,1/ 14,3/ 6,5/ 3,5/ 2,5

DNA-Standard

1kB DNA Ladder:

(Fa. Life Technologies, Karlsruhe) mit folgenden Fragmentgré3en (in bp):
12216,11198, 10180, 9162, 8144, 7126, 6108, 5090, 4072, 3054, 2036, 1636, 1018,
517, 506, 396, 344, 298, 220, 201, 154, 134, 75

pUC-Mix Marker 8:

(Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot) mit den Fragmentgréf3en (in bp):

1114, 900, 692, 501/489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 110, 67, 37/34/26/19.

2.11 Enzyme

CIP NEB, Schwalbach.
Restriktionsenzyme NEB, Schwalbach.
T4-DNA-Ligase NEB, Schwalbach.

Trypsin Life Technologies, Karlsruhe.
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2.12 Gerate

Binokularmikroskop Leitz, Wetzlar

Brutschrank SteriCult 200 Forma Scientific, U.S.A.

Gelkamera CS1, Drucker, Monitor Cybertech, Mitsubishi, Hantarex

Gelkammern nach Hoefer, Lindau, Grol3e 8,1 x 10,0 x 0,6
cmund 5,1 x 7,5 x 0,6 cm. Nachbau durch
die Werkstatt des Instituts fur Medi-
zinische Virologie, Giel3en

Laminar Flow-Arbeitsbank HB 2448 Heraeus Intruments, Hanau

Mikropipetten 10ul, 20ul, 200ul, 2000ul Gilson, uber Abimed, Langenfeld

Spannungsgerat Hoefer, Lindau

Spektrophotometer DU-70 Beckmann, Palo Alto, USA
Thermocycler

Tischzentrifuge Centrifuge 5415 C Eppendorf, Hamburg

Zellschaber Costar, Fernwald

Zentrifuge CR422 Jouan, Saint-Herblein Cedex, Frankreich

2.13 Verbrauchsmaterial

Bakterienschalen Greiner, Nurtingen

Kulturschalen 24 und 35 mm Becton Dickinson, Heidelberg
Pipettenspitzen Sarstedt, Nimbrecht

Pipettenspitzen, gestopft Molecular Bio-Products, San Diego, USA
ReaktionsgefalRe 0,5 ml; 1,5 ml; 2 mi Sarstedt, Nimbrecht

Reaktionsgefalie 50 ml Becton Dickinson, Heidelberg

PCR-Kuvetten fur LightCycler
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3. Methoden
3.1 Methoden der Zellkultur

3.1.1 Kultivierung von Hepatozytenlinien

Zur Kultivierung der Zelllinien wurden die Zellen, die bei -158°C in flissigem
Stickstoff gelagert wurden, im Wasserbad bei 37°C ziigig aufgebobald der Inhalt
des aliquotierten Kryo-Rohrchens aufgetaut war, wurde es aufl@ireen Zellkultur
grol3e Platte gegeben. Auf der Platte wurde vorher warme&M-Mit 10 prozentigem
FKS angesetzt. AnschlieRend kamen die Zellen zur Anheftung an die Pladen
Brutschrank (37°C, 5,9% C0O100% Luftfeuchtigkeit). Das Medium wurde bis zur
Durchfihrung der Experimente mindestens zweimal wochentlich geekcWar die
Platte dicht genug bewachsen, konnten die Zellen zur cccDNA- usdn@&NA-
Isolierung herangezogen werden. Dafur wurde die Platte einmdBS gewaschen.
Die Zellen wurden mit einer 1:5 Verdinung von Trypsin/EDTA in PBBmitschrank
inkubiert bis sich im Mikroskop eine leichte Ablosung der ZellegteeiDanach wurde
D-MEM mit 10% FKS auf die Platte gegeben, um die Reaktiortagapsn. Die Zellen
wurden durch Auf- und Abpipettieren suspendiert und je nach Bedarf verschied
weiter bearbeitet oder erneut ausgesat.

3.1.2 Konservierung von Hepatozytenlinien

Zum Konservieren der Zellen in flissigem Stickstoff wurden diese @ben
beschrieben, von der Platte abgelost, im Medium resuspendiert undQfelUlfmin
zehn min. abzentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und das Eliped 1ml
Gefriermedium aufgenommen. Die Zellsuspension konnte nun in die Kryaii&ihr
eingeflllt werden. Das Einfrieren erfolgt schrittweise. Zuevatden die Zellen bei

-70°C eingefroren und am néchsten Tag in flissigem Stickstoff bei -158°C gelagert.

3.1.3 Préaparation und Kultivierung von priméren Tupaia Hepatozyten
Das Tupaia wurde nach Tierschutzrecht zunachst 10 min. mib€gast, anschliel3end
wurde ihm das Genick gebrochen. Als nachstes wurde das Tier aufr@pagiérschale

mit Nadeln fixiert und mit 70% Ethanol eingespriiht. Dadurch sdditeFell des Tieres
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von groben Schmutzpartikeln befreit werden. Es wurde ausschlief3liclsteniem
Praparationsbesteck gearbeitet. Nun wurde das Fell vom Abdomerogege Mit
Pinzette und Schere wurde das Abdomen in der Linea alba und das Thed&anM
eroffnet und der Brustkorb entfernt. Durch stumpfe Abdrangung desDaur Seite
wurde die Leber dargestellt. Die Vena Portae wurde nun im Hégpatogastricum
freiprapariert. Die Vena Portae wurde dann mit einer Braun({&®y, Vasocan)
punktiert und der Kunststoffkatheter bis zur ersten Bifurkation vorgeschdbe
korrekter Lage wird Blut zurtickflieBen. Die Brauntle® wurde nun durch legetur
fixiert. Um den Sitz der Braunile® zu uberprifen, wurde die Lebef@ninl PBS mit
50 mM EGTA gespult. Das PBS sollte keine Calciumionen enthattenn dies
verhindert die Thrombosierung der Lebergefal3e und fihrt zur Zerstormgedl-
Zellkontakte. Nun wurde das Herz des Tiers punktiert, um das BiligZen lassen zu
kénnen, denn sonst wurde der Druck im portalen Kreislauf zu stark amst€gnach
wurde die Leber aus dem Koérper entnommen und auf einem Trichtet. géiked.eber
wurde fir 20 min. mit PBS mit 50 mM EGTA bei Raumtemperaturupeliert. Die
Farbe der Leber sollte sich dabei von dunkelrotbraun zu hellbraumsaraund damit
die gut perfundierten Bereiche anzeigen. Gegebenenfalls konnte die dexg
Braunile® geandert werden, um eine gro3tmoégliche Perfusion zu erreicheraud
der Leber ablaufende PBS wurde verworfen. Weiterhin wurde beiLeler bei
Raumtemperatur 10 min. mit PBS ohne EGTA nachgespilt. Die Durdadiafieissollte
nicht mehr als 8 ml/min. betragen. Als nachstes wurde die lehater Collagenase-
Lésung behandelt. Dafir wurde 150 mg Collagenase abgewogen und in 200&# D
ohne Phenolrot geldst und im Wasserbad bei 45°C aufbewahrt. Der Abikiskeim
Trichter wurde in die Collagenase-Ldsung eingelegt, um dielien rezirkulierenden
System zu perfundiert. Dieser Vorgang sollte 20 min. lang durchgefignden. Die
aufgeweichte Leber wurde nun in eine Zellkulturschale gelegt, Gh#lenblase
vorsichtig entfernt und die Leber mit zwei Skalpellen in kleiriglSthen zerschnitten.
Die kleinen Leberstiickchen wurden in die Collagenase-Losung gegebeém einém
Erlenmeyerkolben Uberfuhrt, oxygeniert und bei 37°C und 80 U/min auf einem
Schuttler fur ca. 20 min. inkubiert. Die Suspension wurde durch eine Siebdreck
(Porendurchmesser 210 um) filtriert und das Filtrat auf 50 ml-Rohnebeteilt (ca. 40
ml/R6hrchen) und auf Eis gestellt. AnschlieRend mussten die Hepatayfgereinigt

werden. Die 50 ml-Réhrchen wurden bei 4°C und 30g fir 5 min. zentrifugiert. D
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Uberstand, der nun die nicht parenchymatischen Zellen enthielt, woggsaagt und
das Pellet mit den Hepatozyten mit 5 ml eiskaltem DMEM Mlawaf- und abpipetieren
resuspendiert und auf 40 ml mit eiskaltem DMEM aufgefullt. &iegentrifugation-
Resuspension-Zyklus wurde dreimal durchgefiihrt. Nun musste der Antaiitalen
Hepatozyten bestimmt werden, um die Qualitdt der Prapation Zimbemsn. Dazu
wurden ca. 40 ul Zellsuspension auf einem Objekttrager gegeben und mi¢ideen
Menge Trypanblau vermischt (Trypanblauprobe) und mit einem Deckeglésch
abgedeckt. Die Zellkerne toter Zellen farben sich blau. Die lidtzterhaltene
Zellsuspension wurde auf kollagenisierte (2,5 cm Durchmesset@riPlarteilt und mit
einem Anheftungsmedium versetzt. Dieses Medium wurde fur éw2eStunden bei
35,5 °C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Anheftungsmedium oajeyez
und mit Tupaia Kultivierungmedium bis zur weiteren Verarbeitung3sebd °C im

Brutschrank inkubiert.

3.1.4 Infektion von priméren Tupaia Hepatozyten-Kulturen mit HBV

Fur die Infektionsversuche wurden aufgereinigte Virionen aus den SkiBYA
Infizierter verwendet. Die primaren Tupaia Hepatozyten-Kahuwurden wie oben
beschrieben kultiviert. Die Infektion der priméren Tupaia Hepatozitdturen mit
Hepatitis-B-Virionen erfolgt am dritten Tag nach dem Ausplatieder Zellen in
Zellkulturplatten von 2,5 cm Durchmesser. Die Platten enthielten®Bal@®n/Ansatz.
Von der Virusfraktion wurde eine Verdiinnung hergestellt. Die Heptanayurden mit
den Konzentrationen 1x101x1¢, 1x1¢, 1x1¢ und mit 1x16 Virionen/Platte infiziert.
Schema der Infektion:

1x10 Viren: 1l Virusstammldsung + 2ml Medium

1x1@ Viren:  100pl der 10Viren Verdiinnung + 1,9ml Medium

1x1C Viren:  100p! der 10Viren Verdiinnung + 1,9ml Medium

1x10* Viren:  100ul der T0Viren Verdiinnung + 1,9ml Medium

1x1C Viren: 100! der OViren Verdinnung + 1,9ml Medium

(von Zeile 1 zu Zeile 2 wurden 100u! einer 1:1008-0nnung der Virusstammldsung ad 2ml eingesetzt)

Als Negativkontrolle wurden zwei ausplattierte Zellkulturplatteen@nmen. Die
Infektion wurde fiir jede Viruskonzentration im Doppelansatz durchgef@hrtdritten
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Tag nach Anlegen der Zellkultur wurde das alte Medium von den Zatiganommen
und die entsprechende Virusverdinnung wurde mit Infektionsmedium aufetiién Z
gegeben. In die Negativkontrollen wurde reines Infektionsmedium gegeben. Die
Infektion der Hepatozytenkulturen mit HBV erfolgte durch Inkubation INessht bei
37°C im Brutschrank. Am nachsten Tag wurde das Infektionsmedium abgemonmah
in sterile 1,5 ml ReaktionsgefaRe gegeben. Dieses Inokulum wurde20®C -
eingefroren. Die Hepatozyten wurden mit 1000 ul DMEM zweimal gehen.
Anschliel3end wurden 2 ml Tupaia Kultivierungsmedium pro Platte ztbgagend fur
weitere drei Tage bei 35,5°C im Brutschrank inkubiert. Der Irdakversuch verlief
bis zum Tag 12 post Infektionem. Das Tupaia Kultivierungsmedium vallel@ Tage
gewechselt und die Uberstande eingefroren. Am zwoélften Tag wulideFellen mit
einem Zellschaber von der Platte abgekratzt, in PBS aufgenommenuurdBY/-
cccDNA- sowie HBV-Gesamt-mRNA-Bestimmung verarbeitetisAden Uberstanden

wurde mittels ELISA die Menge an produziertem HBsAg und HBeAg bestimmit.

3.1.5 Hemmung der Infektion mittels Antikorper

Es standen 12 kollagenisierte 2,5 cm Zellkulturplatten zur Verfligungvueden pro
Platte ca. 10 primare Tupaia Hepatozyten, die in Anheftungsmedium resuspendiert
waren, gegeben. Nach zwei Stunden wurde das Medium gewechselt und die
Hepatozyten mit Tupaia Kultivierungsmedium fir drei Tage bei 35iBRGbiert. Als
Negativkontrolle wurden zwei ausplattierte Zellkulturplatten wsrget. Am Tag drei
nach dem Ausplattieren wurden die Viren mit den Antikérpern im Irdekthedium
vorinkubiert. Als Antikorper wurden folgende verwendet: Anti-S C20/2,-RnéS2 2-
12F2, Anti-PreS2 S26, Anti-PreS1 und MA 18/7. Als Viruspréaparation stand 24 z
Verfiilgung, mit 1x18 Virusgenomequivalenten/ml.

Schema der Infektion:

1x10P: 0,1ul P24 + 15 pl Anti-PreS2 S26 + 1,5 ml Medium

1x1P: 0,1pul P24 + 15 pl Anti-PreS2 2-12F2 + 1,5 ml Medium

1x10; 0,1pl P24 + 15 pl Anti-PreS1 MA 18/7 + 1,5 ml Medium

1x10; 0,1ul P24 + 15 ul Anti-S C20/2 + 1,5 ml Medium

1x1P: 0,1ul P24 + 15 pl Anti- Maus + 1,5 ml Medium
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Am nachsten Tag wurde das Infektionsmedium abgenommen und in &té&rilal
ReaktionsgefdlRe gegeben. Dieses Inokulum wurde bei -20°C eingefroren. Die
Hepatozyten wurden mit 1000 pul DMEM zweimal gewaschen. Anschiie®erden 2

ml Tupaia Kultivierungsmedium pro Platte darauf gegeben und fir revedtei Tage

bei 35,5°C im Brutschrank inkubiert. Der Infektionsversuch verlief bis Zag112 post
Infektionem. Das Tupaia Kultivierungsmedium wurde alle 3 Tage gesedt und die
Uberstande eingefroren. Am zwélften Tag wurden die Zellen méne Zellschaber

von der Platte abgekratzt, in PBS aufgenommen und zur cccDNAe $aasamt-
mRNA-Bestimmung verarbeitet. Aus den Uberstanden wurde mitté®AEdie Menge

an produziertem HBsAg und HBeAg bestimmit.

3.1.6 Kinetik der Infektion von priméren Tupaia Hepatozyten tber die ersten 8
Tage

Es standen 18 kollagenisierte 2,5 cm Zellkullturplatten zur Verfigbeagvurden pro
Platte ca. 1xI0primare Tupaia Hepatozyten, die in Anhaftungsmedium resuspendiert
wurden, gegeben. Nach zwei Stunden wurde das Medium gewechselt und die
Hepatozyten mit Tupaia Kultivierungsmedium fur drei Tage bei 35iBRGbiert. Als
Positivkontrolle dienten 2 kollagenisierte Zellkullturplatten der Hapdenlinien
HepG2.2.15. Am dritten Tag nach dem Ausplattieren fand die Infektimih #tls
Viruspraparation wurde aus einer Praparation Frakton 4 mit ®5x10
Virusgenomagquivalenten/pul verwendet. 16 der Zellkulturplatten wurden mit 1 plaus de
Fraktion 4 + 1ml Medium infiziert und 2 wurden als Negativkontrollehninfiziert.

Eine Stunde nach der Infektion wurden die ersten zwei Platten ggedas alte
Medium abgenommen, eingefroren und die Zellen von der Platte abgelbazt.
Infektion der restlichen 14 Platten erfolgte Uber Nacht bei 3798.ndchsten Tag
wurde der Uberstand (Inokulum) abgenommen und eingefroren. Die Plattemwnitde
1000 pul DMEM zweimal gewaschen.

Anschlie3end wurde 1ml Tupaia Kultivierungsmedium pro Platte dargebge und

bei 35,5°C im Brutschrank inkubiert. Die nachsten zwei Platten wurdertulfles
nach der Infektion geerntet. Nun wurde taglich, an den Tagen 2, 3, 4, 5, 6haot 8
der Infektion die Hepatozyten von zwei weiteren Platten entnommen umnd di

Uberstande eingefroren. Aus den abgenommenen Zellen wurde die Acobdl
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Gesamt-mRNA isoliert und ihre Menge im LightCycler bestimiuis den Uberstanden
wurde mittels ELISA die Menge an produziertem HBsAg und HBeAg bestimmit.

3.1.7 Einfrieren von primaren Tupaia Hepatozyten

Nach dem letzten Zentrifugationsschritt im Rahmen der Hepatoggtation wurden
isolierte Tupaia Hepatozyten, die nicht in einem Infektionsversuchenelet wurden,
eingefroren. Dazu wurde nach der Zentrifugation der Uberstand mogliolsttindig
entfernt und das Pellet in eiskaltem Gefriermedium resuspendigrtSuspension
wurde fur ca. 5 min. auf Eis belassen, danach nochmals vorsichtig mrediespeind in
Einfrierohrchen aliquotiert (1ml/R6hrchen). Die Rohrchen wurden se@foit-70°C

gekihlt und am néchsten Tag in den -158°C Stickstoffbehalter umgeraumt.

3.1.8 Auftauen von primaren Tupaia Hepatozyten

Das Einfrierrohrchen wurde aus dem -158°C Stickstoffbehéalter gebaorgE langsam
aufgetaut. Sobald das Eis geschmolzen war, wurde der Inhalt irsgekighltes 50 ml
Rohrchen umgefillt. Danach musste die DMSO Konzentration in deruggdasion
schrittweise erniedrigt werden. Dies geschah durch langsageb&won 0,5, 1,5 und 2
ml eiskaltem WILLIAMS-E-Medium, vorsichtigem durchmischen und 5nm
Inkubation zwischen den Verdinnungsschritten. Nun wurde die Zellsuspeénsnin.
bei 40 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen uZetltfzedlet in

37°C warmen Anheftungsmedium resuspendiert.

3.1.9 Homogenisieren von Leberzellen aus Zellkultur

Die Zellinie HepG2 wurde als Negativkontrolle und die Zellinie H2@AE5 als
Positivkontrolle verwendet. Die Zellen wurden bei 37°C im mit 5,9%-Q&€gasten
Brutschrank gehalten. Es wurden Zellkulturplatten mit 24-Vertiefungah,einem
konfluenten Zellrasen verwendet. Zunachst wurde das Medium abgezogen un
anschlieend die Zellen mit PBS gewaschen. Danach wurde der konfigiindsen

mit einem Zellschaber von der Platte abgekratzt und in PBSraarfgeen. Die Zellen
wurden bei 2.000 U/min 2 min. und 4°C zentrifugiert und das Zellpellet in 200 ul

Zelllysispuffer aufgenommen, gevortext und nach der Homogenisierungeverneut
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bei 2.000 U/min 2 min. und 4°C zentrifugiert. Aus dem Uberstand wurde dian@e
RNA und aus dem Pellet die cccDNA bestimmt. Der Uberstand wiardkissigem

Stickstoff eingefroren und bei -70 °C gelagert. Die Kerne wurden ebenso gelagert

3.1.10 Homogenisieren von humanen Leberstiicken

Die Biopsate, die bei -158°C in flissigem Stickstoff aufbewahnden, wurden mit
einem Skalpell und einer Pinzette in kleine Stiickchen geschnitten ufi¢b iml
Reaktionsgefal3e mit Schraubdeckel gegeben. Alle Schritte erfofgtf Trockeneis.
Die tiefgefrorenen Leberstickchen wurden mit einer Pisgkendrsert, in 200 ul
SDS/EDTA (0,6% (w/v)/10 mM EDTA) aufgenommen und anschlieRend geadsts
sich eine homogene Masse gebildet hatte. Nun wurden weitere 28D3/EDTA
(0,6% (w/v)/10 mM EDTA) zu der Zellsuspension hinzugegeben. Durch degn H
Extrakt wurde anschlief3end die cccDNA isoliert.

3.2 Immunologische Methoden

3.2.2 Nachweis von HBsAg (ELISA)

Die verwendeten ,Sandwich“-ELISA sind hochst empfindlich und dienen der
quantitativen Bestimmung von geldsten Proteinen. Das Prinzip bagiauf,ddass das
in der Probe befindliche Antigen an den auf der Platte gekoppeltektArer bindet
und nicht fixiertes Material durch Waschen entfernt wird. Es windchlie3end
peroxidasekonjugierter Antikorper gegen HBsAg dazugegeben, der nfrei@mig-
Determinante binden. Die nicht gebundenen enzymkonjugierten Antikorpelenve
ausgewaschen. Durch Zugabe des Substrats Wasserstoffperoxid wigdbdiedene
Enzymaktivitat bestimmt. Die enzymatische Reaktion wird miteHies Chromogens
o-Phenylendiamin sichtbar gemacht. Dazu wurden Mikrotiterplatten @6t
Vertiefungen (MaxiSorb, Nunc, Wiesbaden) mit Antikérpern (C20-2 1mg/&0QD)
gegen das HBsAg beschichtet. Dazu wurden die Antikdrper in RgRAR5 M, pH 7,6
in der angegebenen Konzentration aufgenommen und je 100 pl/Vertiefuypefullt.
Die Inkubation erfolgte Giber Nacht bei 4°C. Die Nachabsattigung erfaligtd dugabe
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von 1% BSA in PBS. Es wurden 200 ul je Vertiefung eingefillt und 2i BB¥C
inkubiert. Die Platte wurde zweimal mit 0,25% Tween in PBS undrddemit PBS
gewaschen (ELISA-Wascher-Columbus, Tecon). Danach wurden 50 pl10depnl
Probe bzw. Kontrolle pro Vertiefung eingefillt, fur 2 h bei 37°C inkuhiad erneut
ein Waschgang durchgefuhrt. Als Konjugat wurde der Antikdrper Angs-RBD
(Abschnitt 2.3.2) verwendet, er wurde im Verhéaltnis 1:200 in 1% CaseiRBS
(Pierce) aufgenommen und je 100 pl/Napf eingefillt. Die Inkubation érfoly bei
Raumtemperatur und anschlieend wurde erneut gewaschen. Zur DetektiB@®de
markierten Konjugats wurde eine Tablette OPD (o-Phenylendianfibotd in 5 ml
Puffer (Abbott) aufgelést und 100 pl/Napf eingefillt. Nach 15-miniitige
lichtgeschutzter Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Reaktion dugab& von

je 100 pl/Napf H2SO4 1 M gestoppt. Die Extinktion des umgesetztén FDstrats
wurde bei 492 nm im Mikrotiter Photometer (LP 400, Diagnostics, (lasgemessen
(Referenzwellenlange 620 nm). Die Konzentration von HBsAg wirdaual-Ehrlich-
Einheiten gemessen. Eine Einheit des Paul-Ehrlich-Standards (&t entspricht
dabei etwa 1 ng HBsSAg in serologisch aktiver Form (Gerkthal. 1994). Zur
Quantifizierung des HBsAg wurde eine Standardreihe mit folgendengen an
gereinigtem HBsAg aus Serum erstellt: 0,2-0,1-0,05-0,025-0,01-0,005-0,0025 ng und
0,001 ng/50 pl.

3.2.3 Nachweis von HBeAg

Zur Bestimmung des HBeAg wurde ein Mikropartikel Enzymimunas§si§£IA) der

Firma Abbott (AxSym) verwendet. Die Messung wurde im diagndstisd_abor des
Institutes fur Medizinische Virologie der Universitat Giel3enrctgefihrt. Der
verwendete ELISA entspricht einem Standardsystem der Firma tAbbdttragt die
Bezeichnung HBe 2.0 fur das HBeAg. Bei dem Testverfahren bindddBaAg an mit
anti-HBe beschichtete Mikropartikel. Zusatzlich erfolgt eine Bimduem Biotin

markiertes anti-HBe. Dadurch ergibt sich ein Antikorper-Antigenigrper-Komplex.

Der quantitative Nachweis erfolgt Gber ein alkalisches PhospHeatagagat, das tber
einen anti-Biotin-Antikdrper eingebracht wird. Als Substrat spalti¢ses 4-
Methylumbellifery-Phosphat zu einem Fluoreszenzprodukt (4-Methyldiieben). Die

ermittelt Daten werden berechnet, indem ein Grenzwert (G®pral des Mittelwerts
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des Index-Kalibrators bestimmt wird. Die Ergebnis wird alo®ignt S/CO berechnet,
wobei S das Signal der Probe ist.

3.3Aufreinigung von Hepatitis B Virionen aus dem Plasm eines
chronisch infizierten Patienten

Viren, Filamente und Sphéren bandieren im Saccharosegradienten bechiatiichen
Dichten und lassen sich daher durch Austropfen des Gradienten imemgeaktionen
voneinander trennen. In einem ersten Reinigungsschritt wurden e, Filamenten

und Spharen voneinander getrennt. Das Plasma muss zunachst vorgeklént, wear
grobe Partikel zu entfernen. Dazu wurde in 50 ml R6hrchen jeweils 33-#asma
gegeben und die Rohrchen 20 min bei 3.000 g und 4°C abzentrifugiert (Eppendorf-
Zentrifuge 5810) und der Uberstand abgenommen. Jeweils 30 ml &Hzkkéinnen auf
einen diskontinuierlichen Saccharosegradient von 50-10% (w/w) in TNBigetat
werden. Der Saccharosegradient besteht aus folgenden Konzentratiomah50%, 2

ml 35%, 25%, 20%,15%, 10% Saccharose. Die Zentrifugation erfolgte fur 18 h be
25.000 U/min und 10°C im SW 28.38 Rotor (Beckmann) in der Ultrazentrifuge
(Beckmann optima ™ L-70K). Nach dem Lauf wurde eine Kanule in den értadi
eingefihrt und der Gradient von unten nach oben mit Hilfe einer Schlauchpumpe
ausgepumpt und manuell in 1-1,5 ml Fraktionen aufgeteilt. Der Sacchardsefggha
einzelnen Fraktionen wurde refraktometrisch ermittelt (Refragtem Carl Zeiss). In
geeigneter Verdinnung (optische Dichte (OD)) wurde die Extinktiofigdtionen im
Photometer (DU 70 Spectrophotometer; Beckmann) bei einer Wellenlfang280 nm

und einer Schichtdicke von d = 1 cm bestimmt. Anschlie3end wurden aus jeder Fraktion
die HBV-Genomequivalente in der real-time—PCR durch Amplifikatien X}-Region
bestimmt. Der Proteingehalt der Fraktionen wurde durch SDS&glgmid-

Gelelektophorese analysiert.
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3.4lsolierung replikativer Intermediate des HBV

3.4.2 cccDNA Isolierung mittels Hirth-Extraktion

Zur cccDNA-Bestimmung mussten die eingefrorenen Kernpellet&ichst auf Eis
aufgetaut werden. Danach erfolgte die DNA-Fallung nach Hirtht{H¥r969). Durch
die ,Hirth-Extraktion® wurde die chromosomale DNA durch die hohe
Salzkonzentration des Hirth-Extraktes ausgefallt und die episddhdekonnte isoliert
werden. Dazu wurden 400 pl SDS/EDTA 0,6% (w/v) in 10 mM EDTA zu dem
Zellpellet gegeben und fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danactenvaf0

ul 5 M NaCl dazu gegeben und der Ansatz Uber Nacht bei 4°C inkubDiert
chromosomale DNA fiel aus und konnte durch 4 min zentrifugieren bei 14.00d U
und 4°C pelletiert werden. Aus dem Uberstand wurde die cccDNAlenit High Pure
Viral Nucleic Acid Kit aufgereinigt. Dazu wurde der Ansatz mit 200 ul Bindepuiifiel

50 pl Poly A in silikonisierte 1,5 ml Reaktionsgefalie gegeben und ggiadrt
Daraufhin wurden pro Ansatz 50 pl Proteinase K hinzugefiigt und ermpaut
gevortextet. Nun wurden die Ansatze fur 10 min in den auf 90°C vorgeheizten
Heizblock gestellt und anschlielend die Lyse-Reaktion mit 100 pl Isoprbpa
gestoppt. Nun wurden die Ansatze auf S&dulen mit einem High Puse Bt sich auf
dem Auffangréhrchen befand, pipettiert und eine min bei 8.000 U/min zggnif. Die
Nukleinsduren wurden dadurch an das in den High Pure Filter-Rohrchgepsaokte
Glasvlies gebunden. Diese Nukleinsduren wurden anschlieRend mit spezmellen
Inhibitor Removal Puffer gewaschen, um so PCR inhibierende Besilen{balze,
Proteine oder zellulare Bestandteile) zu entfernen. Die ge@mibjukleinsduren

wurden dann mit Elutionspuffer eluiert.

3.4.3 Gesamt-mRNA Isolierung

Zur Bestimmung der Gesamt-mRNA mussten die eingefrorenerstdhde aufgetaut
werden. Dazu wurde das Dynabeads® mRNA DIRECT™ Micro Kit ndy
verwendet. Das Prinzip der Isolierung beruht darauf, dass die P8gh#wanze der m-
RNA an die Oligo-dT's der Dynabeads binden und diese mittels\éf@g vom Rest
der Suspension abgetrennt werden konnen. Das Tris-HCIl des Kits wurdgisauf

vorgekuhlt. Die Ubrigen LOsungen wurden auf Raumtemperatur gebracht. Zuerst
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wurden die Oligo-dT's vorbereitet. Dazu wurden die Oligo-dT's naclexantin ein
RNase freies 1,5 ml Reaktionsgefald gegeben. Pro Ansatz wurden QgeHdT's
bendtigt. Das Reaktionsgefald wurde 30 sec auf dem Magnetstander gestedl, sohda
die Oligo-dT's am ReaktionsgefaR-Rand setzten und der Uberdigadogen werden
konnte. Das Pellet wurde mit der entsprechenden Menge, 20 ul Lysis{Biffer pro
Ansatz, resuspendiert. Der Waschschritt der Oligo-dT's wurdémalaviederholt.
Anschliel3end wurden die Oligo-dT's in 20 ul Aliquots aufgeteilt. Deieblock wurde
auf 90 °C vorgeheizt. Zu jedem Aliquot wurden je 100 pl des aufgetadterstands
pipettiert und 5 min bei Raumtemperatur in einem Schuttler gléiBigngevortextet.
Daraufhin wurden die Proben fur 30 sec auf den Magnetstander gesieliter
Uberstand abgezogen. Die Oligo-dT's, die nun die mRNA gebund&m haturden
zundchst mit 100 pl Waschpuffer A resuspendiert und in ein neuesidRegkfald
gegeben. Der Waschschritt wurde noch einmal mit Waschpuffer B dfiiting
Danach wurden die Oligo-dT's in Waschpuffer B resuspendiert und féc Snsder
Tischzentrifuge pelletiert. Danach wurden die Ansatze erneut anfMiggnetstander
gestellt und der Uberstand abgezogen. Nun wurden 20 pl eiskalté$CIrisl jedem
Ansatz gegeben und fir 2 min in den auf 90°C vorgeheizten Heizbloakligdst
diesem Schritt wurden die Oligo-dT's von der mRNA getrennt und denstabe, der
die mRNA enthielt, wurde in ein neues Reaktionsgefald gegebemmRNA wurde auf
Eis gestellt, 5 pul MgGlund 1 pl DNase/RNase frei hinzugefligt und die Ansétze fir 30
min bei Raumtemperatur stehengelassen. Dadurch wurden alle dvemioh
vorhandenen DNA Molekile entfernt. Die mRNA konnte nun direkt fir RT-PCR

verwendet werden.

3.5Polymeraseketten-Reaktion (PCR)

3.5.1 real-time PCR

Mit der real-time Polymeraseketten-Reaktion ist die Quardifing des amplifizierten
Nukleinsédureabschnitts moglich. Wahrend jeder PCR gibt es eine,Hhader der
Gehalt der DNA logarithmisch ansteigt, bevor er ein Plateeeicat. Die real-time
Polymeraseketten-Reaktion misst kontinuierlich nach jedem Zyklus kana die

exponentielle Phase identifizieren. Dazu werden in jedem Zyklukodigplementaren
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Floureszensprimern mittels eines Lichtstrahls konzentrationsgighdngeregt und die
emittierte Fluoreszenz gemessen. Diese Fluoreszenz ist poopbrt der
Amplifikationsmenge. Der Fluoreszenzfarbstoff ist an Oligonukleogieleunden, die
Hybridisierungssonden  (Hybprobes) genannt werden. Diese sind zwei
sequenzspezifische Oligonukleotide, die sich in einem definierten rkbstan 1-5
Nukleotiden an die neu amplifizierte DNA anlagern. Hybprobe eihama3 -Ende ein
Fluoresceinmolekil gebunden, das als Donator dient. Hybprobe zwei HatEnde

ein LC-Rot 640 Molekll, das als Akzeptor dient und ist am 3 -Ende treathgo kann

es nicht als Primer dienen. Wird das Fluorescein des Donators in der
Amplifikationsphase mit einer bestimmten Wellenldnge angekegin seine Energie
dann auf dem Akzeptor Ubertragen werden, wenn der Abstand zwischen den beiden
Molekulen nach Bindung an das Amplifikat sehr gering ist. Diesedi@idertragung
wird als FRET, Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer, bezeidheretAkzeptor
emittiert ein rotes Licht, welches tber eine Photozelle dgsCyclers gemessen wird.
Fur die Quantifizierung wurde in jedem Zyklus der PCR nach aeeAlingphase die
Fluoreszenz gemessen. Die Grundfluoreszenz, die von Anfang an vorhandeh ist
nach den ersten Zyklen der PCR noch nicht messbar. Ab einem bestifaortkt sind
genug PCR-Produkte im Ansatz vorhanden, um ein messbares Signa¢ugeer Die
Fluoreszenz nimmt exponentiell zu und geht gegen Ende des Laufes in eine
Plateauphase Uber. Dies ist dadurch zu erklaren, dass alle Hybprolss aeue
Amplifikat gebunden haben und die freien Desoxy-Nukleotidtriphosphate @N®P
ihrer Konzentration sinken. Nach dem Lauf werden die FluoreszenzeohgeAin
Bezug zu den vergangenen Zyklen aufgetragen. Die maximale $2earzunahme pro
Zyklus wird ermittelt. Dazu wird vom Rechner des LightCyclermne
Regressionsgerade durch die Punkte auf der Fluoreszenzfunktion geleghrund i
Schnittpunkt (Crossing Point) mit der Zeitachse (Baseline) lmetc Der Schnittpunkt

ist um so friher, desto mehr DNA in der urspriinglichen Probe vorhamaerDie
Anzahl der Punkte (Fit Points), die die Regressionsgerade bestimwird vom
Benutzer festgelegt und darf nur im exponentiellen Bereich Werdszenzzunahme
liegen. Eine Quantifizierung der unbekannten Proben wird dadurch ermdgdst eine
Standardverdinnungsreine mit bekannter Konzentration bei jeder PCR llsbenfa
amplifiziert wird. Die bekannten Konzentrationen werden in halbldgargcher

Darstellung gegen die Schnittpunkte der Zeitachse aufgetragen umel ei
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Regressionsgerade eingetragen. Die unbekannten Konzentrationen aended ihres

Schnittpunktes mit der Baseline bestimmt. Die vom LightCyclecHRer ermittelte

Menge wird als Kopien angegeben. Die Ergebnisse muissen in Genomepeiyaio

ml umgerechnet werden.

3.5.2 real-time PCR der cccDNA von HBV

Als Standard diente: Das Plasmid pBS HBV 991 T7 Dimer

Der Ansatz:10ul DNA Probe

10pl Mastermix
3,4 ul pul
1,6(3mM) MgCl

1pl(10pmol) sense Primer
1pl(10pmol) sense Primer

0,5ul(4pmol) antisense Primer
0,5ul(4pmol) antisense Primer
2ul Fast Start Taq

Das Programm setzt sich aus den folgenden Abschnitten zusammen

In dem Acquisition Mode wird zwischen None (N), Single (S) und Conti (C) untedsrhie

\r

1 45 1 1
Regular Quantification Melting Curve Regul3g
95 95| 57| 72| 95 50 95 40
10 min 107|207 | 327|107 | 20~ 307
20 20| 20 5 200 20, 01 20

50
1
1
N N S N N N C
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War der Lauf beendet, wurde das Amplifikat in einem Agarosegel elektropbbretis

aufgetrennt.

3.5.3 real-time PCR der X-Region von HBV

Als Standard diente: Verdiinnungsreihe aus isolierter viraler DNA, mit 1 @&l

Der Ansatz:10ul DNA Probe
10ul Mastermix
2,6 pl pul
2,4(3mM) MgCl

1pl(10pmol) sense Primer
1pl(10pmol) sense Primer

0,5ul(4pmol) antisense Primer
0,5ul(4pmol) antisense Primer
2ul Fast Start Taq

Das Programm setzt sich aus den folgenden Abschnitten zusammen

\r

1 45 1 1
Regular Quantification Melting Curve Regul3g
95 95| 57| 72| 95 50 95 40
10 min 107|207 | 327|107 | 20~ 307
20 20| 20 5 200 20, 01 20

50
1
1
N N S N N N C

3.5.4 real-time Reverse Transkription PCR der X-Region von HBV

Als Standard diente: ein vitro transkribiertes RNA-Stick
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Der Ansatz:5ul mRNA Probe

15ul Mastermix
4,0 ul pulg]
3,0(3mM) MgCl

1pl(10pmol) sense Primer
1pl(10pmol) sense Primer

0,5ul(4pmol) antisense Primer
0,5ul(4pmol) antisense Primer
0,5ul RT-PCR-Enzyme Mix
4ul RT-PCR-Reaktion Mix

Das Programm setzt sich aus den folgenden Abschnitten zusammen

\r

1 45 1 1
Regular Quantification Melting Curve| Regulg
95 95| 57| 72| 95 50 95 40
10 min 1071207 | 327|107 | 20 307
20 20 | 20 5 200 20, 01 20

50
1
N N S N N N C

Der Ansatz wurde in kleine Kapillaren gegeben und bei 2.500 U/mirB@asec

zentrifugiert. Die Kapillaren wurden in das LightCycler-Rondalhtziert und das

Programm abgerufen. Nach dem Lauf wurde der Inhalt der Kapillareimem 1,5 ml

Reaktionsgefald zentrifugiert und in einem Agarosegel elektrophoretischranfget
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3.6Agarosegel-Elektrophorese der PCR Produkte

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten und ihre GroRenbestimmung erfoligjtdem
Ublichen Methode der Agarose-Gel-Elektrophorese (Vendrely R #9@8). Bei dieser
nativen Form der Elektrophorese liegen die Phosphatgruppen der DNAllat&ndig
dissoziierte Polyanionen vor, so dass die Wanderungsgeschwindigkeetvead nur
von Molekulargewicht und DNA-Konformation (linear, nicked-circular, shpkcal)
abhéangig ist. Die Agarose wurde in gewlnschter Konzentration (0,8 -w2/%4n 1 x
TAE-Puffer eingewogen und in einer Mikrowelle bis zur vollstgedi Losung
aufgekocht; Verdampfungsverluste wurden mit gdHausgeglichen. Nach Abkihlen
auf 50 °C wurde die Agarose in eine horizontale Elektrophoresekargegossen,
durch Einstecken eines Teflon-Kammes nahe der Kathode wurden, niclurhis
GefalRboden reichende, Vertiefungen ausgespart. Nachdem die Agesteet war,
konnte die Kammer mit 1x TAE befillt und der Kamm herausgezogeden. 10 pl
Probe wurden mit 2 pl 6 x Agarose-Laufpuffer gemischt und in derch&as
aufgetragen. Als DNA-Marker wurde pUC Mix 8 (MBI Ferment)rwendet. Die
Auftrennung erfolgte bei 100 V. Das Gel wurde nach Beendigung @enting flr ca.
30 min in Ethidiumbromid gefarbt. Ethidiumbromid gibt aufgrund seiner
fluoreszierenden Eigenschaften unter Interkalierung mit den Nukbasen sichtbares
Licht zwischen 500 und 590 nm ab, das unter UV-Licht mithilfe efBelkamera

dokumentiert werden konnte.

3.7Aufreinigung von DNA-Fragmenten im low-melting Agarosegel

Durch die Verwendung eines Extraktionskits wird die im Agarosagfgletrennte DNA
um ca. 60% reduziert. Dieser Verlust ist unvermeidlich und durclpluysikalische
Affinitdt des Elutionsmediums zur DNA bedingt. Wenn von einer DN@bBr nur
geringe Mengen zur Verfiigung stehen, stellt die VerwendundovemeltingAgarose
eine gute Alternative dar, um den DNA-Verlust zu minimiereb& wird eine
spezielle Agarose verwendet, die bereits bei 65°C flissig wirel. ADarose wird als
0,8%ige Mischung in 1x TAE erhitzt und zusammen mit Ethidiumbromidaian
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Gelschlitten gegossen. Die elektrophoretische Auftrennung entsprichtildehen
Agarosegelen. Nach dem Lauf wird die gesuchte DNA-Bande moglighsau
ausgeschnitten und das Gewicht des Gelstiickes bestimmt. Die Agambsrit soviel

H,O versetzt, dass die Endkonzentration 0,2% entspricht und unter geldgpentlic
Schutteln bei 65°C im Heizblock geschmolzen. Durch die Verdinnung auf 0,2% kann
die Agarose nicht mehr ausharten. Die flissige Agarose kann diiekiveitere
Untersuchungen eingesetzt werden. Die Sequenz der PCR-Amplifkaige bei
Bedarf durch die Firma MWG bestimmt.
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4. Ergebnisse

4.10ptimierung der Detektion der cccDNA

Nachdem das Hepatitis-B-Virus in die Zelle eingedrungen ist, @as HBV-Genom in
den Zellkern der infizierten Hepatozyten transportiert. Im Kern wisd@&enom von der
nicht-kovalenten, relaxiert zirkularen Form (rcDNA) zu einer kovalengeschlossen
zirkularen Form (cccDNA) umgewandelt. Das bedeutet, dass daset®uftivon
cccDNA der friheste Marker der etablierten HBV-Infektion iser INachweis der
cccDNA in infizierte Hepatozyten war durch die bis dato vorhandendhdden, wie
z.B Southern Blot, die eine Nachweisgrenze von 2 Kidpien besitzt, nur schwer
maoglich. In den folgenden Versuchen soll gezeigt werden, dass pemfishe
Quantifizierung der cccDNA in infizierten Tupaia Hepatozytettets real-time PCR
Technik in Anwesenheit der rcDNA etabliert werden konnte.

Als Positivkontrollen fur die PCR wurde das Plasmid pBS HBV 991 Tmeb
verwendet. Dieses Plasmid enthalt zwei linear hintereinandklorierten Kopien des
HBV-Genoms (,head-to-tail-Dimer“). Dadurch wurde die nick-gap Stnu#es viralen
Genoms geschlossen und entspricht somit der cccDNA. Als wedhesitivkontrolle
diente die stabil mit HBV transformierte Zelllinie HepG2.2.15, diecDNA
nachweislich produziert. Als rc-Kontrolle wurde aus Serum getteinkiBV-DNA
eingesetzt, die die nick-gap-Struktur enthalt. Es wurden sequenzspezifisc
Hybridisierungssonden zur Quantifizierung der cccDNA ausgesucht.seDie
verschiedenen Proben wurden mit den oben erwéhnten Primern in einénecBICR
eingesetzt. In der Abbildung 4.1.1 ist das Ergebnis dieses Versumfyestllt. Es ist
deutlich zu sehen, dass die verschiedenen Verdinnungen des Plasmidigienpl
wurden, wahrend die verschiedenen Verdinnungen des viralen GenomsmdNA
Nick-gap-Struktur, nicht amplifiziert wurden. Diese Divergenz ziésc cccDNA
(Plasmid) und virales Genom (nick-gap-Struktur) als verwendetes |amgab den
ersten Hinweis darauf, dass die Polymerase Kettenreaktiodemihier verwendeten

Primern fur die cccDNA spezifisch ist.
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PlasmidbNA
Kovalent
geschlossen
(cccDNA)

Virales
<4— Genom

(nick-gap)

Abb. 4.1.1: Abbildung der im LightCycler (Roche) bestimmten Templae-
Konzentration in Relation zur Zyklus-Anzahl. Die S-formig ansteigenden Kurven zeigen
die verschiedenen Verdinnungen des Plasmid-DNA (Log 6 bis LogaB) die flach
verlaufenden Linien stellen die nicht amplifiziert Verdiinnungenvdelen Genom dar (Log 6
bis Log 0).

Da ein System etabliert werden sollte, das den Nachweis vaéhddBDNA im Kern

der infizierten Zellen ermdglichen kann, sollte der eventuellestte Einfluld von
chromosomaler DNA auf die cccDNA PCR untersucht werden. Hinwai$ediese
Vermutung gab das elektrophoretische DNA-Agarosegel, das von eiaktme PCR-

Lauf angefertigt wurde. Das entsprechende DNA-Agarosegelenu Lauf ist in der

Abb. 4.1.2 zu sehen. Man kann deutlich erkennen, dass das Dimer-Plasmid im
Gegensatz zur Virus-DNA amplifiziert wurde (Spur A und B). Wuddes Dimer-
Plasmid zu isolierten Zellkernen von HepG2 Zellen (ca. Ixigegeben und
gemeinsam mit der chromosomalen DNA aufgereinigt, ist die &anténsitat im Gel

viel schwécher als beim Fehlen von chromosomaler DNA. Wurde das Yu
Zellkernen von HepG2 Zellen gegeben und gemeinsam die DNA auigéremist im

Gel eine spezifische Bande zu erkennen, d.h. durch die Anwesenheit der
chromosomalen DNA wird nun die virale rcDNA amplifiziert (Hep@2# Abb.
4.1.2). Die Anwesenheit von Fremd-DNA beeinflusst demnach nicht nur filzeeBt

der Reaktion, sondern auch deren Spezifitat. Es wurde deutlich,ata¥®diegen von
chromosomaler DNA die Isolierung und somit die Quantifizierung gesomalen

cccDNA moglicherweise erschwert.
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Abb. 4.1.2: Elektrophoretische GroéfRenanalyse der LightCycler-Amplifikate im
2%igen Agarosegel.In den anschlieBenden Banden finden sich Amplifikate der obigen
Templates. Die Bandenhthe, die die Position des Amplifikd®4 (bp) der cccDNA
kennzeichnet, ist mit einem Pfeil angegeben. Die Zellkernéldp6G2 Zellen wurde einmal zu
dem Plasmid und einmal zum Virus gegeben und aufgereinigt. Aufgetvagrde in der linken
Spur Marker pUC-Mix, dessen 502 Bp-Bande seitlich gekennzeichnet ist.

Nun sollte untersucht werden, bei welcher Plasmidkonzentration eiagtizierung
bei vorliegender chromosomaler DNA nicht mehr moglich ist. Dazudevun
abnehmender Konzentration von 1%1bis 1x16 Plasmide zu isolierten HepG2
Zellkernen gegeben und die Nukleinsdure aufgereinigt (siehe MethddB. Diese
extrahierte Gesamt-DNA wurde dann als Template in der irral-PCR unter
unveranderten Bedingungen eingesetzt. Die amplifizierten DN#fRente wurden
anschliefend in einem elektrophoretischen Agarosegel analysiert.rgasnis ist in
der Abbildung 4.1.3 zu sehen. Mit Vorliegen der chromosomalen DNA i ei
Plasmidkonzentration ab 1x10und geringer nicht quantifizierbar. In der
Standardreaktion ohne chromosomaler DNA wurde bis zur theoretisch h&dglic

Sensitivitat von einem Plasmid pro Ansatz quantifiziert.



Ergebnisse 41

3

S

HBV plasmid HepG 2 =
log copies 4 SN
log copies Plasmid > éﬁ

SR

© T

M |654321_o||65421o|

Abb. 4.1.3: Elektrophoretische Analyse der LightCycler-Amplifikate im 2%igen
Agarosegel.In den anschlieRenden Banden finden sich Amplifikate der obigen @Espl
Dabei wurde differenziert, ob die quantitative Sensitivitdt 2dachweis von HBV Plasmid-
DNA durch die Anwesenheit chromosomaler DNA (HepG2) beeinfluggtd. Die
Bandenhohe, die die Position der HBV-Amplifikate kennzeichnet, nifit einem Pfeil
angegeben. Aufgetragen wurden in der linken Spur Marker pUC-Misedes02 bp-Bande
seitlich gekennzeichnet ist.

Das vorliegende Ergebnis machte es erforderlich, weitere B&imanungen innerhalb
der real-time PCR zu finden, die eine Trennung der chromosomdién Bon der
viralen cccDNA ermoglicht. Dazu wurde die HBV produzierenden HepG2.ZllérZ
herangezogen. Diese Zell-Linie enthélt stabil integrierte/HIBNA, sowie cccCDNA.
Durch die ,Hirth-Extraktion“ (siehe Methoden 3.4.1) wurde die chromosaBalA
aus diesen HepG2.2.15 durch die hohe Salzkonzentration des Hirth-Extrajagibius
und die episomale DNA (cccDNA) konnte im Uberstand isoliert werdie
extrahierte episomale DNA wurde wieder unter unveranderten @euyen in der real-
time PCR als Template eingesetzt und die Amplifikate areddifid in einer
Elektrophorese analysiert. Als Ergebnis ist im AgarosegelemAbbildung 4.1.4 zu
sehen, dass nur die isolierte episomale DNA (cccDNA) aus HepGZZ2llEn nach
Hirth-Extraktion amplifiziert wurde, nicht jedoch die gesamt-DNAg auch genomisch
intergrierte HBV-DNA Trimere enthalt.
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Abb. 4.1.4: Elektrophoretische Analyse der LightCycler-Amplifikate im 2%igen
Agarosegel.In den gezeigten Banden finden sich Amplifikate der obigen Teewpl&abei
wurden verschieden extrahierte DNA Templates verwendet. Rismitle wurden mittels
Maxipraparation gewonnen, wohingegen die HepG2-Zellen, HepG2.2.15-ZellatieuRidB V-
Viren mit HepG2-Zellen einmal durch Hirth-Extrakt (A) und ealnmit Extraktionkit von
Firma Roche (B) extrahiert wurden. Dabei wurde nur der Uberstigrdepisomale DNA
enthalten sollte, in der PCR eingesetzt. Die Bandenhothe, diosiigon der HBV-Amplifikate
kennzeichnet, ist mit einem Pfeil angegeben. Aufgetragen wurdderitinken Spur Marker
pUC-Mix, dessen 502 bp-Bande seitlich gekennzeichnet ist.

Huorscence (FI/F2)/dt

Abb. 4.1.4 A: Zeigt die zu Abbildung 4.1.4 zugehoérigen Schmelzkurven, dlzeim

Ablésen der Hybprobes vom Template gemessen werden konnénHepG2 Zellkerne
mit Hirth-Extrakt gewonnen; 2: HepG2.2.15 mit Extraktionkit vomférRoche extrahiert; 3:
Virales Genom; 4: HepG2.2.15 mit Hirth-Extraktion (Genotyp D) @aven; 5: Plasmid-DNA

Kovalent geschlossen (cccDNA, Genotyp A). 1-3 zeigen eine ufispbe, schwache Bindung
der Hybprobes.
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Durch den obigen Versuch konnte gezeigt werden, dass durch die Hirékiiex eine
niedrige cccDNA Konzentration von vielleicht kleiner als Ixt@antifiziert werden
kann. Diese differenzierte Amplifikation war mit anderen Extral@methoden nicht
maoglich. Die Mengen an Plasmid und Virusgenom wurde vorher in ei@& X-
Bereich) quantifiziert. Diese PCR amplifiziert Sequenzen inXd&egion unabhangig
von der Genomstruktur der HBV DNA (cccDNA oder nick.gap). Das lingedieses
real-time PCR-Laufes ist in der folgenden Tabelle zusammaetitfest
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die HepG 2-Zejlstiv meagieren.
Das als Negativkontrolle eingesetztes gereinigte Virus walslecDNA amplifiziert.

Die rcDNA in den HepG2.2.15 Zellen wurde ebenfalls in der X-PCR amplifiziert.

Tab. 4.1.1: Ergebnisse der real-time PCR, mittels derer die X-Regn des HBV
amplifiziert wird. Die eingesetzten Templates (Proben) nterscheiden sich in ihrer
Extraktionsmethode.  Alle Plasmide wurden als Maxipraparation isliert,
wohingegen das Virus durch Hirth-Extraktion gewonnen wurde.

Virales Genom 2.5E+05 2.5E+05 23.14

Virales Genom 2.5E+04 2.5E+04 26.82

Virales Genom 2.5E+03 2.5E+03 30.48

Virales Genom 2.5E+02 2.5E+02 34.14

Virales Genom 2.5E+01 2.5E+01 37.76

Virales Genom 2.5E+00

HBV Plasmid 1E+05 1.3E+05 25.12 +
HBV Plasmid 1E+04 1.7E+04 27.28 +
HBV Plasmid 1E+03 0.4E+04 28.83 +
HBV Plasmid 1E+02 1.4E+02 35.86 +
HBV Plasmid 1E+01 1.3E+00 38.59 +
HBV Plasmid 1E+00 - +
HepG2 (Hirt)

HepG2 (Roche)

HepG2.2.15 (Hirt) 4.3E+05 22.28 +
HepG2.2.15 (Roche) 1.0E+07 17.23

Wasser (neg. Kontr.)

Um sicher zu gehen, dass die spezifische Amplifikation der cécB®Nvahrleistet ist,
wurden verschiedene PCR-Parameter variiert und die PCR-Praaliddewertet. Sehr

wahrscheinlich ist nicht nur die Trennung der chromosomalen von der ebesoBNA
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fur die Quantifizierung der cccDNA relevant, sondern auch die Amged emperatur

der Primer und Hybridisierungssonden. Die richtige Temperatur datur
verantwortlich, dass in der real-time PCR nicht die rcDNA\ess, sondern nur die
cccDNA amplifiziert wird, indem die spezifische Bindungsaffihiler Primer auf die
spezifische cccDNA-Struktur optimiert wird. Dazu wurde die VIDMA aufgereinigt

und eine Verdunnungsreihe angelegt, die bei unterschiedlichen Annealing-
temperaturenen amplifiziert wurde. Die Ergebnisse der LigheCydufe werden im

folgendem einzeln nacheinander gezeigt.

1. Annealing Temperatur 64°C:
Die rcDNA des Virus wurde im LightCycler nicht quantifizigggdoch sind spezifische
Schmelzkurven der Virusverdinnungsreihe zu sehen. Zudem konnten im Aghrosege

schwache spezifische Bande gezeigt werden.

A

HBV Plasmid 6.67E+07 5.77E+07 19.34
HBV Plasmid 6.67E+06 6.81E+06 23.16
HBV Plasmid 6.67E+05 1.09E+06 26.47
HBV Plasmid 6.67E+04 4.12E+04 32.34
HBV Plasmid 6.67E+03 7.45E+03 35.41
HBV Plasmid 6.67E+02
HBV Plasmid 6.67E+01
HBV Plasmid 6.67E+00

Virus 2.5E+05

Virus 2.5E+04

Virus 2.5E+03

Virus 2.5E+02

Virus 2.5E+01

Virus 2.5E+00

Wasser
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Abb.4.1.5 Zusammenstellung der LightCycler Daten zum Nachweis & cccDNA
bei einer Annealing Temperatur von 64°C.Unter Punkt A sind die LightCycler Daten
tabellarisch zusammen gefasst. Abbildung B zeigt die Schmetkudie beim Ablosen der
Primer vom Template gemessen werden kénnen. Unter Abbildungspuinid @ie Banden im
Agarosegel zu sehen, die sowohl nach ihrer Bandenhthe als auch nacttedsiték der
Bandendicke analysiert werden kdénnen.

2. Annealing Temperatur 60°C:

Die rcDNA konnte nicht amplifiziert werden, zudem zeigen siclet jdteine

spezifischen Schmelzkurven im LightCycler. Die spezifischen &anoch Agarosegel

sind schmaler.

A

HBV Plasmid 6.67E+07 6.43E+07 17.06
HBV Plasmid 6.67E+06 8.00E+06 21.17
HBV Plasmid 6.67E+05 6.07E+05 26.24
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HBV Plasmid 6.67E+04 5.42E+04 31.00
HBV Plasmid 6.67E+03 7.81E+03 34.81
HBV Plasmid 6.67E+02
HBV Plasmid 6.67E+01
HBV Plasmid 6.67E+00

Virus 2.5E+05

Virus 2.5E+04

Virus 2.5E+03

Virus 2.5E+02

Virus 2.5E+01

Virus 2.5E+00

Wasser

Verschiedene Verdiinnungen
Plasmid

HBV plasmid Virus g\’ N
log copies log copies O?’ P

M [7654 3210654321 0]s<

Abb. 4.1.6: Zusammenstellung der LightCycler Daten zum Nachweis decccDNA
bei einer Annealing Temperatur von 60°C.Unter Punkt A sind die LightCycler Daten
tabellarisch zusammen gefasst. Abbildung B zeigt die Schmekkudie beim Ablésen der
Primer vom Template gemessen werden koénnen. Und unter Abbildungsgungind
Templatebanden im Agarosegel zu sehen, die sowohl nach ihrerrBéheéeals auch nach der
Intensitat der Bandendicke analysiert werden koénnen.
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3. Annealing Temperatur 57°C:
Die rcDNA wurde nicht amplifiziert, weiterhin zeigen sich nei spezifische
Schmelzkurven im LightCycler und jetzt sind auch keine spezifsdB@nden im

Agarosegel zu sehen.

A

HBV Plasmid 6.67E+07 6.00E+07 16.33
HBV Plasmid 6.67E+06 5.32E+06 20.66
HBV Plasmid 6.67E+05 1.51E+06 22.92
HBV Plasmid 6.67E+04 3.92E+04 29.44
HBV Plasmid 6.67E+03 6.99E+03 32.52
HBV Plasmid 6.67E+02
HBV Plasmid 6.67E+01
HBV Plasmid 6.67E+00

Virus 2.5E+05

Virus 2.5E+04

Virus 2.5E+03

Virus 2.5E+02

Virus 2.5E+01

Virus 2.5E+00

Wasser

Verschiedene Verdinnungen |
Plasmid

Verschiedene Verdinnungen
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Abb. 4.1.7:Zusammenstellung der LightCycler Daten zum Nachweis der cccDNA
bei einer Annealing Temperatur von 57°CUnter Punkt A sind die LightCycler Daten
tabellarisch zusammen gefasst. Abbildung B zeigt die Schmelzkurvenjmiéb&sen der
Primer vom Template gemessen werden kénnen. Und unter Abbildungspunkt C sind die
Templatebanden im Agarosegel zu sehen, die sowohl nach ihrer Bandentsilah alach der
Intensitat der Bandendicke analysiert werden kénnen.

Zusammenfassend aus den verschiedenen real-time PCR-Laufeank man den

Einfluss der Annealing-Temperatur wie folgt bewerten:

Tab. 4.1.2 Gegenuberstellung des Einflusses der Annealingtemperatur adie
spezifische Amplifikation der Virus DNA und cccDNA (Dimer Rasmid).

) +++ +++
64 ++
(Schmelzkurve po sitiv) bis 103 bis 103
) ++ + ++ +
60 + ) )
(Schmelzkurve positiv) bis 103 bis 103
+++ +++
57 - - ) )
bis 103 bis 103

Als weiterer PCR-Parameter wurde die Zeitspanne zum Erhitzw. Abkuhlen
verandert und die amplifizierten PCR-Produkte kontrolliert, um zu untezayob die
Amplifikation der cccDNA  spezifisch bleibt. Besonders die schenell
Temperatureinstellung der PCR-Schritte pro Zyklus ist entsamidaftr, dass die
cccDNA amplifiziert wird, wohingegen die rcDNA nicht amplifiziert wird.

Die real-time PCR stellt die Temperatur von Denaturierungeph@5°C) auf

Annealingphase (57°C) mit einer Geschwindigkeit von 20°C/sec. um. Das Erreichen der
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Elongationsphasetempetatur (72°C) ist mit einer Geschwindigkeit voses®@16glich.
In dem Versuch wurde die Geschwindigkeit der Temperaturandewfn2f@/sec fur
alle Schritte eingestellt. Das Amplifikat wurde anschlieRendder im Agarosegel

analysiert.
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Abb. 4.1.8: EinfluR der Geschwindigkeit der Temperaturverdnderunge auf die
Spezifitat der real-time PCR.Abbildung A zeigt die Schmelzkurven, die beim Ablésen der
Primer vom Template gemessen werden kdénnen. Abbildung B Zeigeélektrophoretische
Analyse der LightCycler-Amplifikate im 2%igen Agarosegel. getfagen wurden in der linken
Spur Marker pUC-Mix, dessen 502 bp-Bande seitlich gekennzeichnlet dtn anschlielRenden
Banden finden sich Amplifikate der obigen Templates. In diesemtCigler Lauf wurde die
Geschwindigkeit der Temperaturverdnderungen innerhalb eines Zstdus erniedrigt von
20°/sec auf 2°C/sec, wie es in Tabelle 4.1.3 zusammengefasdDiess Bandenhdhe, die die
Position der HBV-Amplifikate kennzeichnet, ist mit einem Pfeil aetdeq.
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Tab.4.1.3: Temperatureinstellung der PCR-Schritte pro Zyklus

Denaturierung (95°C 2 (20%)
Annealing (57°C) 2(20%) + - + +
Elongation (72°C) 2 (5%

In Klammern befinden sich die optimierten Werte

Zusammenfassend aus den vorhergehenden Experimenten kannamfesthalten,
dass zur spezifischen Amplifikaten der cccDNA die folgele Vorgehensweise das

bestmdgliche Ergebnis liefert.

LHirth-Extraktion® zur Trennung der chromosomale DNA von der cccDNA
(siehe Methoden 3.4.1)

PCR-Protokoll mit eine Annealingtempratur von 57°C
(siehe Methoden 3.5.2)

PCR-Protokoll mit Slope 20°C/Sec.
(siehe Methoden 3.5.2)

4.2 Infektion von priméren Tupaia Hepatozyten-Kulturen mit HBV

4.2.1 Bildung der cccDNA

Zur Detektion von cccDNA in Hepatozyten dienten bisher die HepG2.2.1EnZ48ells
et. al., 1987), die in ihrem Genom Tetramere des HBV Genoms istabgriert haben.
Nun sollte die cccDNA aus Zellen isoliert werden, die keine HBVA integriert
haben. Dazu dienten mit HBV infizierte priméaren Tupaia HepatoziienErgebnisse
der cccDNA PCR von infizierten primaren Tupaia Hepatozytenumiérschiedlichen
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Konzentrationen an HBV sind in der Tabelle 4.2.1 dargestellt. Dabei vnaicie der
Methode in Kapitel 3.1.4 vorgegangen, die real-time PCR wurde naclogtemierten
Protokoll durchgefuihrt. Bei den Platten 1, 2 und 3 konnte, im Gegensatz zudddimm
und 5, ein Amplifikat mittels LightCycler ermittelt werden. Dmeikleare cccDNA
konnte bis zu einer Infektionsdosis von 1XBE/Hepatozyt nachgewiesen werden. Die
Auswertung in der Agarose-Gelelektrophorese ist mit dem ErgelemitightCycler-
Messung Ubereinstimmend. Im Gel in der Abbildung 4.2.1 ist eine spheifBande
bei den Platten 1, 2 und 3 zu sehen. Die Bande b&ElBepatozyt ist sehr schwach,
dies ist mit der geringeren Quantifizierung im LightCycler vereinbar.

Mit 1 GE/Hepatozyt oder 0,1 GE/Hepatozyt liel3 sich keine ccchidéhweisen. Mit
dem Inokulum von 1000/Hepatozyt konnte nicht mehr cccDNA erzeugt werdemtals

100/Hepatozyt, was flr eine Sattigung des Systems spricht.

Tab. 4.2.1: Titrationsreihne primarer Tupaia Hepatozyten, die mit
unterschiedlichen Virusmengen inkubiert wurden. Die &blierte Infektion wurde
durch den Nachweis der cccDNA quantitativ und qualitativ protokolligt.

1x10 1x10° 1.4x16 7 70
1x10 110 1.5x16 7 70
1x1¢ 1x16 1,6x1d 0,8 8
1x10° 1x1d ) / /
ix1d 1x1d? / / /
0 0 0 0 0
3,2x10 320
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Abb. 4.2.1: Elektrophoretische Auftrennung der LightCycler Amplifik ate im
Agarosegel (2%).Die linke Spur zeigt den Marker pUC-Mix, dessen 502 bp-Bande an der
linken Seite gekennzeichnet ist. Die Ubrigen Banden enthalterdjdifikate der dartber
genannten Templates. Der Pfeil rechts kennzeichnet die ispbeiBandenhohe fir das HBV-
Amplifikat (cccDNA). Gezeigt wird eine Titrationsreihe vamimaren Hepatozyten, die mit
unterschiedlichen Virusmengen infiziert wurden. Die Proben ayGBleund HepG2.2.15-
Zellen stellen positiv bzw. negativ Kontrollen dar (nach Glebe et al. 2003inierd).

4.2.2 Bildung der HBV mRNA

Ein weiterer Marker bei der etablierten Virusinfektion stalfen der cccDNA die
HBV messenger-RNA (mRNA) dar. Diese sollte mittels RIRPdetektiert werden, um
die vorherigen Ergebnisse, die durch die Quantifizierung der ccclgBvxonnen
wurden, einordnen zu kdnnen und die Infektionsreihen mit verschiedenen Virusmengen
besser analysieren zu konnen. Die anschlieBenden RT-PCR-Versuclienwur
entsprechend dem Kapitel 3.5.3 angefertigt. Die Ergebnisse deCRTz8n Nachweis
der Gesamt-RNA sind in Tabelle 4.2.2 zu sehen. Die Quantifizieruragétiularer
MRNA ist ab einer Infektion mit 1 GE/Hepatozyt méglich. Je hélerKonzentration
des Virusinokulates ist, desto hoher ist die im LightCycler quaistife HBV mRNA-
Menge. Bei einer Infektion von 1xX1MHBV GE/Hepatozyt sind ca. 118 mRNA pro
Zelle transkripiert worden, wenn man annimmt, dass ca. 10% den Zedigiert sind.

Es ist zu erkennen, dass bei sinkender Konzentration des Virusinokulaties traktor

10, das HBV-Transkriptom um den Faktor 3 abnimmt. In der Negativkontrolldewur
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keine MRNA nachgewiesen. Als Positivkontrolle wurde die mRNA dmrsZelllinie

HepG2.2.15 isoliert und im LightCycler quantifiziert.

Tab. 4.2.2:Quantitativer und qualitativer Nachweis viraler mRNA in primaren
Tupaia Hepatozyten. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen
Viruskonzentrationen inkubiert und anschlie3end in der real-tme PCR analysiert.

1x10° 1000 1,14x16 118,8 1188
1x10 100 3,30x10 34,3 343
1x10° 10 1,32x10 137 137
1x10° 1 3,10x10 3,2 32
1x10* 0,1 / / /
0 0 0 0 0
7,1x10 327
120 -
100 A
@
3 80
<
Z 60
IS
> 40 4
m
T
20 -
0 - .
1000 100 10 1 0,1
GE/Hepatozyt

Abb. 4.2.2: Quantitativer Nachweis von viraler mRNA in Abhangigkeit zur
Viruslast wahrend der Infektion von primarer Tupaia Hepatozyten nach 12
Tagen.

Wahrend der Infektionsversuche wurde nicht nur der intrazellularesSdat Infektion
anhand von mRNA und cccDNA Bestimmung dokumentiert, sondern auch der
Zellkulturiberstand gesammelt, in dem sich die sekretierten wiratdigene HBeAg
und HBsAg bestimmen lassen, die den Abschluss einer erfolgtdnlidéting der

Infektion und die Infektionsrate anzeigen. Beide Virusantigene werdials ELISA
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quantifiziert. In der folgenden Abbildung 4.2.3 A ist die Hohe der HBeAg-8ekre
dargestellt. Die HBeAg-Sekretion der infizierten Hepatozysénron der Konzentration
des Virusinokulates abhangig. Eine spezifische Infektion der Hepatoryit HBV ist

ab MOI 10 (10 GE/Zelle) in HBeAg Signal nachzuweisen. Das HB8#&nal lag bei
einer Infektion mit 1 GE/Zelle und 0,1 GE/Zelle unter dem cut-off,.

Q 100

10 A

S/ CO HBeAg

1 Cut-
off=1

1000 100 10 1 0,1
GE/Hepatozyt

B 100

O’l J - I - I - — | - Cut-
10 1

1000 100 01 0ff=0,1

o

HBsAg [ng/mIL

[EnY

GE/Hepatozyt

Abb. 4.2.3: Titration der minimalen Virusmenge, die zur Infizierbark eit primarer
Tupaia Hepatozyten notwendig ist.Teilabbildung A: Die Infektion wurde anhand des
Virusparameter HBeAg im ELISA bestimmt. B: Infektionslireshiung durch den
Virusparameter HBsAg (ELISA). S/co= Signal to cut-off. GE= Genomadgin.
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Bei den Hepatozyten, die mit 1000 GE/Zelle infiziert wurden, lag die HBSAg—
Konzentration deutlich Gber dem cut-off. Eine Infektion mit MOI 1 ts2&gjne geringe
Neusynthese an HBsAg, wohingegen kein HBsAg-Signal bei einer imriektit 0.1
GE/Zelle nachzuweisen war (Abbildung 4.2.3 B).

4.3Neutralisation der HBV Infektion von primaren Tupai a
Hepatozyt-Kulturen

In diesem Versuch sollte die spezifische Inhibition der HBYeKnon von Tupaia
Hepatozyten untersucht werden. Dazu wurde das gereinigte Vir@nme mit
spezifischen Antikdrpern, deren Bindungsposition zum Teil bekannt ist,diguf
primaren Hepatozyten gegeben. Die Infektionsversuche entsprechen dengearhe
Sollten die Antikdrper an einer Virusstelle binden, die fir die Bindumg) Aufnahme
in die Wirtszelle essentiell ist, kann dieser Vorgang nichhrm&tattfinden und
entsprechend keine Infektion etabliert werden. Sollte die Virusinfekilemnach
inhibierbar sein, wirden die Infektionsparameter reduziert. BlailerYersuchsdaten
jedoch in ahnlichen Bereichen wie die vorher gezeigten, findet kegugradlisation
statt. Die monoklonalen Antikérper wurden so gewéhlt, dass verschiBeeeiehe des
Virus erkannt werden. Als Anti-S Antikérper wurde C20/2 verwendetti-RreS2
Antikorper waren 2-12F2 und S26. MA 18/7 wurde als Anti-PreS1 eingeSetzder
Infektion der Hepatozyten mit 1x10iren/Zelle, wurden die Viren mit den Antikérpern
fur 30 min bei 37°C vorinkubiert. Am zwdlften Tag nach der Infektiondeardie
Zellen mit einem Zellschaber von der Platte abgekratzt und inadRBf#nommen und
zur cccDNA- und Gesamt-mRNA-Bestimmung verarbeitet (siebthdtlen 3.1.5). Aus
den Uberstanden wurde mittels ELISA die Menge an produziertemdiBsd HBeAg
bestimmt. Die Ergebnisse der Quantifizierung der cccDNAeisittightCycler lassen
sich mit den Ergebnissen der sekretierten Virusproteine vereimbBie Ergebnisse
sind in der Tabelle 4.3.1 dargestellt. In den infizierten HepatozytemnidiAnti-PreS2
(2-12F2 und S26) inhibiert wurden, ist cccDNA noch nachweisbar, d.h. die anfekti
wurde nicht vollstéandig inhibiert. Die Infektion wurde jedoch durch Antc30(2) und
Anti-PreS1 (MA18/7) vollstandig inhibiert und daher ist auch kein Afikpli der
cccDNA PCR vorhanden. Die LightCycler Quantifizierung stinmnitt der Auswertung
in der Agarose-Gelelektrophorese Uberein (Abbildung 4.3.1). Es sindfisgez
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Banden (ca. 734 Basenpaare) bei den Versuchansatzen ersichtlickenbae die

Infektion nicht inhibiert wurde.

Tab. 4.3.1: Neutralisation der Infektion von primaren Tupaia Hepatozyten
Kulturen mit Antikorper gegen die HBV-Hullproteine. Die stattgefundene
Infektion wurde anhand der cccDNA quantitativ und qualitativ protokolliert.

1x10° C 20/2 / / /
1x10 MA18/7 / / /
1x10 S 26 4,5x10 0,2 2
1x10° 2-12F2 4,5x16 2 20
1x10° anti-mouse 1,1x10 5,5 55
0 / 0 / /
/ 3,2x10 320 /

]

& ?§>
HBV plasmid Ao s v o O

log copies N S OO 9

SASSE S
M 16 543210|lSN¥0'GadgagTTI55

il it ol

Abb. 4.3.1 Gezeigt wird eine Infektion von primaren Tupaiazellen, lei der
verschiedene HBV-Anteile durch spezifische Antikdrpervor dem Zellkontakt
blockiert wurden. Elektrophoretische Auftrennung der LightCycler Amplifikate im
Agarosegel (2%). Die linke Spur zeigt den Marker pUC-Mix, €less02 bp-Bande an der
linken Seite gekennzeichnet ist. Die Ubrigen Banden enthalteirddifikate der dartber
genannten Templates. Der Pfeil kennzeichnet die spezifisameleBhohe fiir das HBV-
Amplifikat der cccDNA ( nach Glebe et al. modifiziert).
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Tab. 4.3.2: Quantitativer und qualitativer Nachweis viraler mRNA in primare
Die infizierten Zellen wurden mit unerschiedlichem

Tupaia Hepatozyten.
Antikorper vorinkubiert.

1x10° C 20/2 / /
1x10° MA18/7 / / /
1x16 S 26 8,3x1d 8.6 86
1x10G° 2-12F2 1,8x10 17,4 174
1x10° anti-mouse 6,4x10 67 670
0 / 0 / /
/ 7.1x106 327 /
80
70 -
2 60
g 50 -
£ 10
e
> 30 4
m
T 20
|
o I | |
S26 2-12 F2 MA 18/7 C20/2 anti-mouse

Antikorper

Abb. 4.3.2: Quantitativer Nachweis von viraler mRNA bei infizierten primaren
Tupaia Hepatozyten.Die Viren wurden mit verschiedenen monoklonalen Antikérper gegen
die HBV Hiuillproteine prainkubiert.

In der Abbildung 4.3.3 A ist als Infektionsmarker die HBeAg-Sekratiarmestellt. Es
ist eine HBeAg-Sekretion bei den Platten zu sehen, die mit efmrkorper gegen
PreS2-Doméane(2-12F2 und S26) inhibiert wurde. Die Platten, die mit einem
Antikorper gegen S-Domaéane (C20/2) und PreS1-Domane (MA 18/7) inhikuedew,
zeigen keine Neusynthese von HBeAg. In den nicht infizierten Phattetie ebenfalls
kein HBeAg-Signal nachgewiesen. Im unteren Diagramm, Abbildung 4.3i& Bie
HBsAg-Konzentration dargestellt. Es wird deutlich, dass die Irdektit Anti-S C20/2
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und mit Anti-PreS1 MA 18/7 inhibierte wurde, da kein HBsAg-Signal hesaest. Die
Infektion konnte jedoch durch Anti-PreS2 Antikorper nicht vollstandig gettem
werden da auch neusynthetisiertes HBsAg in den Zellkulturtiberstaratdgewiesen
werden konnten. Anhand dieser Daten kann der Virusbereich, der fletaivieerte
Infektion notwendig ist, genauer eingegrenzt werden. Aufgrund diekentinis kann
zum Beispiel auch gepruft werden, ob die bisher verwendeten Impfamiggnen
optimalen Schutz vor einer HBV Infektion darstellen oder ob ein Vé¢échd einen

anderen Zielantikorper Vorteile bringen kdnnte.

A 100
o 10 +
<
(]
m
I
@]
Q
()] T Cut-
off=1
0,1 T T T T
S26 2-12 F2 MA 18/7 C20/2 anti-mouse
Antikorper
100
E‘ 10 -
o
i=)
()]
<
g 1
T
0,r T T T T Cut-
S26 2-12 F2 MA 18/7 C20/2 anti-mouse off=0,1
Antikorper

Abb. 4.3.3: A: Hemmung der HBe-Antigen-Sekretion in primaren Tupaia
Hepatozyten. B: Hemmung der HBs-Antigen-Sekretion in prindren Tupaia
Hepatozyten.Durch die Prainkubation der Viren mit den Antikérpern vor der Infektvod
eine Verminderung der Infektion erreicht, die dann zu einengemen HBeAg und HBsAg
Sekretion fuhrt.
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4.4 Kinetik der Infektion von primaren Tupaia Hepatozyten-Kulturen
mit HBV

Im folgenden Versuch sollte der Zeitpunkt des Auftretens von HBV-
Replikationsintermediaten und von sekretorischen, viralen Proteine naebgew
werden, sowie ihr Replikations- und Sekretionsverlauf dokumentiert werden.

Es wurden 16 Zellkultur-Platten (5 cm Durchmesser) primare Tuepatozyten mit
1x1¢ Virionen/Zelle infiziert (siehe Methoden 3.1.5) und es wurden digtiie
Hepatozyten im Doppelansatz abgenommen, um daraus die cccDMA &t2) und
Gesamt-mRNA (siehe 3.5.3) zu isolieren. Pro Platte wurden*3@lfen ausplattiert
und taglich Medium gewechselt. Zusatzlich wurden aus den Zellkultstébeen
mittels ELISA HBsAg und HBeAg bestimmt (siehe Methoden 3.2).

4.4.1 Zeitpunkt des Auftretens und Verlauf der Replikation von HBV
Replikationsintermediaten (cccDNA und Gesamt-RNA)

Die Menge der cccDNA in den infizierten, primaren Tupaia Hepaénkulturen wurde
mittels optimierter real-time PCR quantifiziert. Wie in Abb. 4.4le&chrieben, ist eine
Stunde nach der Infektion keine cccDNA detektierbar. 18 Stunden nachfeleioin
war die cccDNA in den Hepatozytenkulturen nachzuweisen. Ab Tag 2algi Twar
mit dem LightCycler keine cccDNA Quantifizierung moglich. Am Tag war ein
hundertfacher Anstieg an cccDNA-Konzentration nachzuweisen.
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Tab. 4.4.1.1:Quantitativer und qualitativer Nachweis viraler cccDNA in priméren
Tupaia Hepatozyten zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion

1h - 0 0 0
18h - 2,6x10 0,26 26
T2 + / / /
T3 + / / /
T4 + / / /
T5 + / / /
T6 + 2,4x10 24 240
T8 + / / /
negativ - 0 0 0

In der Agarose-Gelelektrophorese (Abbildung 4.4.1.1) wurde das Amplifikat de
cccDNA PCR aufgetrennt. Das Amplifikat hat eine Ladnge von 734 rpaseen. Bei
den Hepatozytenkulturen, die eine Stunde nach der Infektion abgenommen igturde,
kein Amplifikat im Gel detektiert worden. Ab 18 Stunden nach dezkhbidn ist eine
spezifische Bande bei ca. 734 Basenpaaren zu erkennen. Auch wenn i@ytlight
keine cccDNA fir die Tage 2 bis 5 und fur den achten Tag quantifizexden konnte,

sind im Agarosegel spezifische Banden visuell nachweisbar.

502 bp

Abb. 4.4.1.1:Nachweis viraler cccDNA in priméren Tupaia Hepatozyten zwerschiedenen
Zeitpunkten nach der Infektion. Elektrophoretische Auftrennung der LightCycler
Amplifikate im Agarosegel (2%). Die linke Spur zeigt den Marker pUC-Mix, dessen Bp2Bande
an der linken Seite gekennzeichnet ist. Die Ubrigemden enthalten die Amplifikate der dariiber
genannten Templates. Der Pfeil rechts kennzeidfiretpezifische Bandenhdhe fur das HBV-Amplifikat
(cccDNA).



Ergebnisse 61

Die HBV spezifischen mRNAs wurden mittels RT-PCR quantitatichgewiesen. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 4.4.1.2 zusammengefasst. Der Verlaufaptisgh in
Abbildung 4.4.1.2 dargestellt. In den Kulturen, die eine Stunde und achtzehn Stunden
nach der Infektion abgenommen wurden, kann noch keine mRNA nachgewiesen
werden. Ab dem dritten Tag ist eine mRNA-Replikation zu sehenipdiderlauf der
weiteren funf Tage um das zwanzigfache ansteigt. Am vierten iStaeine starke
MRNA-Zunahme zu erkennen. In den nicht infizierten Hepatozyten (Nkgatrolle)

wurde keine mRNA nachgewiesen

Tab. 4.4.1.2: Quantitativer und qualitativer Nachweis viraler mRNA in primare
Tupaia Hepatozyten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Iiektion.

1h 0 0 0
18h 0 0 0
T2 0 0 0
T3 3,8x10 7,6 76
T4 1,01x10 20 200
T5 5,22x16 104,5 1045
T6 4,47x16 95,2 952
T8 9,16x10 183 1830
negativ 0 0 0
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Abb. 4.4.1.2: Graphische Darstellung des Anstiegs der viralen mRNA nach
erfolgter Infektion in Tupaia Hepatozyten.

4.4.2 Zeitpunkt des Auftretens und Sekretionsverlauf viraler Proteie (HBsAg und
HBeAQ)

Die Konzentration an HBeAg in den Uberstanden wurde mittels Eld@ittelt. Der
Verlauf der Sekretion wird exemplarisch an Kultur 16 gezeigt. Rieve beginnt
unterhalb des cut-off, da das HBeAg im Input der gereinigten Virioret vorhanden
ist. Auch 18 h nach der Infektion ist noch keine HBeAg-Sekretion tlbar. Am
zweiten Tag nach der Infektion ist die HBeAg-Konzentration immech nicht
angestiegen, wahrend Tag 3 eine grenzwertige HBeAg-Konzentrafiwaist. Ab dem
vierten Tag wurde von den infizierten Tupaia Hepatozyten eindeutepgBekretiert.
Von funftem auf dem sechsten Tag kam es zu einem starken dhmigreHBeAg-
Konzentration. Da am Tag 8 immer noch kein Plateau erreicht wwédte,der Anstieg
der HBeAg-Konzentration vermutlich noch weitergegangen, wenn der skt

versuch noch weiter gelaufen ware.
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Abb. 4.4.2.1: A: HBeAg Sekretion infizierter primarer Tupaia Hepatozyten Uber
einen Zeitraum von 8 Tagen Die Zellen wurden urspriinglich mit 5X®E/Zelle infiziert
und das sezernierte Antigen in Zellkulturiberstand mittels ELi®stimmt. B: HBSAg
Sekretion infizierter primarer Tupaia Hepatozyten Uber einen Zeitraum von 8
Tagen Die Zellen wurden urspriinglich mit 5X®E/Zelle infiziert und das sezernierte
Antigen in Zellkulturiberstand mittels ELISA bestimmt.

Die Uberstande wurden auch auf die Sekretion von HBsAg hin detddie
Konzentration an HBsAg in den Uberstidnden wurde mittels ELISAitteft. Der
Verlauf der Sekretion wird exemplarisch an Plattel6 gezeigtHBsAg im Input
vorhanden ist, lassen sich zu Beginn hohe Konzentrationen ermitteln.hDf@fadie

Konzentration ab und eine neue HBsAg-Sekretion ist ab Tag 6 zu verzeichnen.
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4.5 Bestimmung der cccDNA in Biopsieproben aus HBYhfizierten

Patienten

In diesem Versuch sollte die cccDNA aus infizierten humanenrbepsaten bestimmt
werden. Die Biopsate wurden bei -158°C in flissigem Stickstoffeavdhrt (Kapitel
3.1.10). homogenisiert und durch den Hirt-Extrakt anschliel3end die ccaBiiart,
sowie deren Menge im LightCycler bestimmt. Die Biopsatezdi&erfigung standen,
hatten eine GrofRe von ca. 1 mms3. Um den Anteil an Zellen inndi€3ewebe zu
bestimmen, wurde die Gesamt-DNA isoliert und deren Konzentration im
Extinktionsphotometer bestimmt. Die Biopsate hatten eine Idenitfi@nummer, die
Ubernommen wurde. Zusatzlich zu den Leberbiopsien standen bei den NuBimea4n

72 und M Patientenseren zur Verfigung, aus denen die Genomaquivalsintanbe
wurde. Die cccDNA konnte bei den Biopsienummern 72, 81 und M quantifiziert

werden.

Tab. 4.5.1: Quantitativer Nachweis einer HBV Infektion in humanen
Leberbiopsaten. Die Infektionsrate wurde anhand der Parameir cccDNA, viraler
MRNA und den sezernierten Virusantigenen HBeAg und HBAg detektiert. CAH=
Chronisch aktive Hepatitis, ASC= Asymptomatischer chronisker Virustrager,
HCV= Hepatitis C Virus infizierte.

1(74) CAH 1.3x10 25000 2.4x10
2(81) CAH 7.7x10 | 24,500 2.6x10
3(72) | CAH 4.0x10 22,900 2.1x10
4(M) CAH 5.0x10 130 9.2x16
5(47) CAH 2.1x10 5 -
6(66) ASC 2.4x10 - -
7(73/2)] HcCV - - -

In der Agarose-Gelelektrophorese wurde das Amplifikat der cccBPRR aufgetrennt.

Nur bei Nr. 81 ist ein Amplifikat von einer Lange von ca. 734 Baseppaa
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nachzuweisen. Die Verdiinnungsreihe des Plasmidstandards vohKiogiién/ml bis
1x10% Kopien/ml zeigt eindeutige, spezifische Banden; auch das Akgtlifiler
cccDNA PCR aus HepG2.2.15 Zellen ist bei ca. 734 Basenpaaren zoneark&bwohl
im LightCycler die cccDNA in den Biopsienummern 74, 72 und M quantifizverde,

ist sie im Agarosegel nicht nachzuweisen.

502 bp

Abb. 4.5.1: Elektrophoretische Auftrennung der LightCycler Amplifik ate im
Agarosegel (2%).Die linke Spur zeigt den Marker pUC-Mix, dessen 502 bp-Bandesan d
linken Seite gekennzeichnet ist. Die Ubrigen Banden enthalteArdifikate der dartber
genannten Biopsieproben. Der Pfeil rechts kennzeichnet dieispleeiBandenhdhe (734 bp)
fur das HBV-Amplifikat (cccDNA).

Temperature (C)

Abb. 4.5.1A: Zeigt die zu Abbildung 4.5.1 zugehérigen Schmelzkurven, die beim
Ablésen der Primer vom Template gemessen werden kdnnehn.Plasmid-DNA

Kovalent geschlossen (cccDNA); Biopsie Nr. 1;3: Biopsie Nr. 24: Biopsie Nr.7 und Virales
Genom.
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5. Diskussion

5.1 Optimierung der Detektion der cccDNA

HBeAg und HBsAg zeigen den Abschluss einer erfolgten Etablierunigfeétion und
die Infektionsrate. Beide Virusantigene werden mittels ELgBAnNtifiziert. In Kapitel
4.4 konnte gezeigt werden, dass die HBYektion von primaren Tupaia Hepatozyten
in vitro mittels HBeAg friihestens drei Tage nach Zugabe der Viren uttelsTHBSAgQ
frihestens am sechsten Tag nachzuweisen ist. Daher soliatewsuchung der friihen
Phasen der HBV Infektion ein Infektionsmarker herangezogen werdeifritler im
Lebenszyklus des Hepatitis B Virus auftritt. Nach Einfinttdie Wirtszelle liegt das
HBV Genom innerhalb eines Tages im Zellkern vor (Kann und ¢e12004). Im Kern
wird das Genom von der nicht-kovalent, relaxiert zirkularen FormNA)Dzu einer
kovalen, geschlossen zirkularen Form (cccDNA) umgewandelt. Dasitlegd@ass das
Auftreten von cccDNA der friheste Marker der etablierten HBMHtion ist. Der
Nachweis der cccDNA in infizierte Hepatozyten war durch ldgedato vorhandenen
Methoden (z.B. Southern blot) nur schwer moglich. Zur Optimierung eiméschen
Protokolls zum Nachweis der cccDNA wurden HBV Plasmid-Dinbersutzt. Dadurch
wurde die nick-gap Struktur des viralen Genoms geschlossen und dieses D
entsprach somit prinzipiell der cccDNA-Form. In den vorhergehendenrihgreen
konnte gezeigt werden, dass zur spezifischen Amplifikation dddNe&cerstens die
Trennung der chromosomalen DNA von der cccDNA mittels Hirthdkkion und
zweitens eine Annealingtemperatur von 57°C mit Slope 20°C/sec inald¢imme PCR
(Roche-System) notwendig ist. Aus vorhergehenden Studien ist bekarmsictasn
einer infizierten Leberzelle ein Pool von 5-50 cccDNA Molekihlenkden (Tuttleman
et al., 1986). Bislang hat man die anderen Formen der HBV DNAspeziellen
DNasen entfernt, um die dann verbliebene cccDNA nachzuweisen, z.B.rghebtd.
2000 isolierten die cccDNA aus der episomalen DNA nach einer&aBatef und
Abzentrifugation der chromosamalen DNA durch Hinzugabe von DNase und .RNase
Die episomale DNA wurde dann fur vier bis sechs Stunden mit Nes&und DNase
inkubiert. Sigh et al. benutzten ebenfalls zur Isolierung der cccBIWALeberbiopsien

die DNase. Dieses Verfahren ist umstandlich und stéranfalligistEsicht sicher
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bewiesen, dass die DNase Aktivitat nicht teilweise die doppetgge cccDNA zerstort

und somit die ohnehin kleine Kopienzahl reduziert. In unseren Versuchen konnte
gezeigt werden, dass die von uns ausgesuchten Primer fur didA¢OR (Stromauf-

und abwarts der nick-gap Struktur lokalisiert) eine Unterscheidung eaDNA von

der rcDNA ohne eine vorherige DNase Verdau ermdglichen. Im nachekeitt konnte
gezeigt werden, dass eine Annealingtemperatur von 57°C einéisgrezBindung flur

die von uns ausgewahlten Primer darstellt.

Auch die schnelle Temperatureinstellung durch real-time PEIR die Temperatur von
Denaturierungsphase (95°C) auf Annealingphase (57°C) mit einehv@adggkeit von
20°C/sec und von der Annealingphase (57°C) auf die Elongationsphase (72t°C) mi
einer Geschwindigkeit von 5°C/sec ist fur die spezifische Arkphion der cccDNA
wichtig. Im Bereich des Amplifikats liegt der ,nick” im kisstrang der viralen DNA

der durch den Plusstrang Uberbrtckt wird. Es ist vorstellbar, dass bei rabkbiblung

diese Struktur nicht assembliert, wahrend bei der cccDNA diaugbeqimmer
kontinuierlich ist. Zum Nachweis von HBV cccDNA kann man in deetdatur weitere

PCR Protokolle finden, die sich in der Genomregion der Primer und @& P
Bedingungen von unserem unterscheiden. Die Effizienz der unterschesdli

Protokolle wurde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

5.2 Infektion von primaren Tupaia Hepatozyten-Kulturen mit HBV

Eine erfolgreiche Infektion der primaren Tupaia Hepatozyteh gereinigten HBV
Viren aus Serum infizierter Patienten wurde schon in Kock.e2G01 beschrieben.
Dieses System ist spezifisch und vergleichbar mit der liele¢iner humanen Leber
mit HBV. Es ist schon berichtet worden, dass primare humane Hgpatanit Serum
eines chronisch infizierten HBV Patienten infizierbar sind (Griporal., 1993). Die
Infektion der Hepatozyten erfolgte aber in Anwesenheit von Polggthlykol (PEG),
welches mdglicherweise unspezifische Bindung und Aufnahme fordert sussd eu
einer Aufnahme von HBV in die Hepatozyten kommt, die in AbwesenheitPE®
maoglicherweisenicht auftreten wirden. Galle und Kollegen (1994) infizierten pemar
humane Hepatozyten mit 1xXl0nfektiosen Partikeln aus dem Serum eines akut
infizierten Patienten. Mittels Southern Blot konnte HBV rcDNA urngl BNA
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nachgewiesen werden. Jedoch fand kein Nachweis der cccDNA oddBdAg statt.
Gripon et al. beschreiben eine neue Zelllinie namens HepaR@ridigren humanen
Hepatozyten &hnlich ist und sich mit HBV infizieren lasst. Diéelen wurden aus
Leberparenchymzellen aus einem primaren humanen Leberzellkarzinenchronisch
mit HCV infizierten Patientin isoliert. Nur in Gegenwart vonukikortikoiden und
Dimethylsulfoxid (DMSO) sind diese Zellen mit HBV infizierbaDie Infektion der
HepaRG-Zelllinie erfolgte ebenfalls in Anwesenheit von Polyetiglykol (PEG), die
vermutlich eine unspezifische Bindung und Aufnahme foérdert. Zusammsenth&ann
gesagt werden, dass die Infektion der primaren Tupaia HepatozitétBm zur Zeit
bei allen zur Verfugung stehenden Zelllinien am spezifischsterbisth ihre nicht
tumorose Herkunft steht damit zum ersten Mal ein Versuchsmod#&leztiigung, das
den physiologischen Bedingungen im humanen Wirt entspricht. Bei und&euach
konnte gezeigt werden, dass die Menge an cccDNA mit sinkendereiaizon des
HBV-Inokulates ebenfalls erwartunggemall abnahm, am starksten nahocc@NA
Konzentration von 100 GE/Zelle auf 10 GE/Zelle ab. Die Menge der Gé$an:
MRNA nahm ebenfalls proportional zur Abnahme des Virus-Inputs ab. Hierekdrent
grolRte Abnahme von 1.000 GE/Zelle aus 100 GE/Zelle gezeigt werdenHB2AQ-
und HBsAg-Sekretion der infizierten Hepatozyten nahm mit Abnahdes
Virusinokulates ebenfalls ab. Ein Infektionsnachweis anhand von HBe&agnBnung
war ab 1 GE/Zelle mdoglich, bei HBsAg ab 10 GE/Zelle. Dewmr@r fur die
unterschiedliche Bildung von HBV cccDNA, Gesamt HBV-RNA und den
Sekretionproteinen bei verschiedenen Virus-Inputs ist noch unklar uncekardieser
Arbeit nicht geklart werden. Wabhrscheinlich spielen die unterdlitien
Sensitivitaten der Assays eine wichtige Rolle.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Quantifizierung der GesayhiRNB im
LightCycler mittels real-time RT-PCR und der cccDNA iealrtime-PCR moglich ist.
Das Detektionslimit des LightCyclers lag fiir beide PCR-Protekobei 16-10°
Kopien im Ansatz. Es wurde deutlich, dass pro Molekil cccDNA rund akvile
mHBV-RNA synthetisiert wurden. Obwohl weniger cccDNA vorhanden isg der
Nachweis der cccDNA besser geeignet, da die mRNA instabilumd man mit
Verlusten rechnen muf3, da die mRNA wahrend des reversen Transkaghiotis

nicht vollstandig in cDNA umgeschrieben wird.
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5.3 Neutralisation der HBV Infektion von primdren Tupaia
Hepatozyten Kulturen

Bei diesem Versuch sollte getestet werden, ob monoklonale Antikéirnpe spezifische
Inhibition der HBV Infektion von Tupaia Hepatozyten hervorrufen. Dazu wurden
gleiche Mengen an Genomaquivalenten HBV (1.000 GE/Hepatozyt}patifischen
Antikorpern, deren Bindungsposition zum Teil bekannt ist, auf die primaren
Hepatozyten gegeben. 12 Tage nach der Infektion wurden die ccoDiNdie Gesamt-
MRNA mittels LightCycler-PCR und die SekretionsproteineelstELISA bestimmit.
Dass die praS1-Domane eine wichtige Rolle fur die InfektiorLdberzellen spielt, ist
schon beschrieben worden (Glebe et al. 2005, Le Seyec et al., 1999 hNstuaht
1989, Pontisso et al., 1989). Das LHBs Protein besteht aus der S-Dda®2; und
PraS1-Doméne und ist in hoherer Konzentration als MHBs oder SHBeauHBV
Partikel lokalisiert (Heermann et al., 1984). Von Neurath et afjeigeigt worden, dass
eine HBV Infektion mittels Antikdrper gegen die PraS1-Doméane lobingansen
gehemmt werden kann. In diesem Versuch konnte gezeigt werdededassti-PraS1
Antikdrper, MA18/7 die Infektion der primaren Tupaia Hepatozyten mBVH
neutralisiert. In den infizierten Hepatozyten, die mit AntiSZ&(2-12F2) inhibiert
wurden, ist cccDNA nachweisbar, d.h. die Infektion wurde nicht inhibiert. 826,
monoklonaler Antikorper gegen PraS2-Doméane inhibiert die Infektionvédistandig.

Die Infektion wurde dagegen durch Anti-S (C20/2) vollstandig inhibiert,fared keine
Amplifikation der cccDNA PCR statt. Diese Ergebnisse untemstiidie These, dass
das Hepatitis B Virus die PraS1-Domane benutzt um an den Hefgatazybinden und
aufgenommen zu werden. Obwohl die PraS2-Domane, laut diesen Ergebnissen ei
geringere Rolle fir die Infektion mit HBV spielt und von Ergebnisser
Arbeitsgruppen Fernholz et al.,, 1993 und Le Seyec et al.,, 1998 unterstidzt wi
berichten Ryu et al., 1997 von monoklonalen Antikérper gegen praS2, die eine HBV
Infektion in humanen Hepatozyten neutralisieren.

Der heute verfigbare genetisch hergestellte Impfstoff besiést SHBs-Protein.
Weltweit konnte gezeigt werden, dass mit einer Impfdosis 10 bzwl 36iBs-Protein,
eine optimale Antikérperantwort erzielt werden kann. Dennoch githteeso genannten
Non-Responder, die kein oder sehr wenig Anti-HBs bilden. Es werden auch von

Durchbrichen einer HBV-Infektion nach einer an sich erfolgreicH&Impfung
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berichtet. In unseren Versuchen konnte gezeigt werden, dass auchaSititvrd Anti-
PraS2 vor eine HBV-Infektion schitzen. Bisher sind nur wenige Versacie
Untersuchung der Neutralisation der HBV Infektion durchgefiihrtdemr da das
Zellmaterial einen begrenzenden Faktor darstellte. Es konntesandiVersuch gezeigt
werden, dass das Tupaia Infektionsmodell sich dazu sehr gut eignetieupdméren
Tupaia Hepatozyten leichter zur Verfligung stehen, als humanatdzgfen oder
Schimpansen Leberzellen. Die Bedeutung der einzelnen Epitope fimplieaktion

konnten so weiter erforscht werden, damit der Impfstoff weiter optimiedemnckann.

5.4 Kinetik der Infektion von primaren Tupaia Hepatozyten-Kulturen
mit HBV

Zunachst konnte erwartungsgemald beobachtet werden, dass 1 h nach Herdasga
Virus weder cccDNA, Gesamt-mRNA oder HBeAg nachgewieserdeme konnten.
Nach ca. 18 h konnte cccDNA nachgewiesen werden. Das Vorliegen vohAccD
zeigt, dass das HBV in den Replikationszyklus eingetreten isgiltrals erster Marker
der Infektion der Hepatozyten. Die cccDNA dient als nukleare ikéatfir die
Transkription der viralen prdgenomischen mRNA (pg-mRNA). Von der pg-m®RNA
im Zytoplasma die Polymerase und das Core-Protein translétesthliel3end wird die
pg-mRNA zusammen mit der Polymerase in das Corepartikel \trpadas
Corepartikel kann nun zwei Wege einschlagen. Zum einen kann dieRpignim
Corepartikel reverse transkribiert und in den Zellkern zurlick gratiert werden, dort
dient sie als weiteres Template fur die Bildung von cccDNA, zodemen kann das
Core-Partikel in das Endoplasmatischem Retikulum sprossen und afs Séizerniert
werden.

Am Anfang der Infektion, wenn noch nicht genug Hullproteine produgiertien sind,
wird die pg-mRNA im Core revers transkribiert und zurtick in dakl®us transportiert
wird (Kann und Gerlich, 2005). Dort dient die neusynthetisierte DNAvatiteres
Template fiur die Bildung von cccDNA. Dieser Vorgang lauft abubigefahr 10 bis 20
neue cccDNA Kopien im Kern angereichert sind. Ist genug cccDiNAZellkern
vorhanden, startet die Transkription der HBV mRNAs fir die Hillprotebas
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messbare Einsetzen der Transkription der Gesamt HBV-mRNA konntdidsem
Versuch ab dem dritten Tag nach der Infektion nachgewiesen wedetem vierten
Tag nach der Infektion konnte HBeAg nachgewiesen werden. Es ngehammen,
dass erst ab diesem Zeitpunkt die Produktion der sekretierten dethggginnt. Am
sechsten Tag war eine eindeutige Erhohung der Mengen der beideimneProte
eingetreten. Es konnte auch gezeigt werden, dass eine Infektiorecsten Tag
komplett etabliert war, da alle Bestandteile des Virus produzignden. Tuttleman und
Pugh haben schon 1986 priméaren Enten Hepatozyten mit DHBV infiziert undekonnt
zwei Tage nach der Infektion cccDNA nachweisen. Die cccDNAdevgedoch mittels
Southern Blot bestimmt, der nicht so sensitiv ist wie einetm@a&-PCR. Obwohl die
cccDNA Menge haufig an der Nachweisgrenze des LightCy&er (Tag 2 bis 5) und
somit nicht quantifiziert werden konnte, konnte sie in der elektroplsctesiAuf-

trennung und anschliel3ender Farbung sichtbar gemacht werden.

5.5 Bestimmung der cccDNA in Biopsieproben aus HBVAfizierten

Patienten

Das Persistieren der cccDNA in Leberzellen ist der Grundefiien Rdckfall der
Infektion mit HBV nach antiviraler Therapie. Die HBV cccDN#t fast so stabil wie
die chromosomale DNA und kann mit den bekannten Therapeutika gegen HBV
(Interferone, Nukleosid-Analoga) nicht beseitigt werden. Erst dimi&erung des
cccDNA-Pools im Nukleus der Hepatozyten stellt eine echte [Eatintherapie dar.
Bisher gab es jedoch keine einfache und sensitive Methode die AcabMiner
Leberbiopsie zu quantifizieren. In dieser Arbeit konnte gezeigdewe dass die
cccDNA in den Leberbiopsaten mit dem hier entwickelten Aufremggverfahren und
dem optimierten PCR-Protokoll quantitativ spezifisch amplifizieerden kann. Es
konnte gezeigt werden, dass bei Patienten, bei denen eine hoheastirusilag,
cccDNA im LightCycler quantifizierbar war. Das Amplifikatimeiner Grof3e von 734
Basenpaaren konnte jedoch nur bei einem Biopsat eindeutig im Gelblidavdesen
werden. Allgemein kann man aber sicher sagen, dass die MengeRNAC in den

Biopsaten zwar oft an der Nachweisgrenze des LightCyclegs é&ber laut
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Schmelzkurvenanalytik immer eine spezifische Amplifizierung vorklg Kontrolle
dienten die mRNA-Messungen, die parallel von Herrn Daniel Boaktprand der
Medizinischen Virologie in Giel3en) durchgefuhrt werden und freundlickisenzur
Verfuigung gestellt wurden. Die Ergebnisse der HBV mRNA49vag stimmen mit den
Ergebnissen der cccDNA Bestimmung Uberein. Als Grund fir die gehegege
cccDNA konnte zunachst eine kleine Hepatozytenzahl im BiopsaageRommen. Je
nach Punktionsstelle konnten sich im Punktat viele Stromazellen atidgtelzu den
Parenchymzellen befinden. Auch die Punktion einer Stelle, in der ginlgunfizierte
Hepatozyten befinden ist denkbar. Aus vorherigen Untersuchungen istnbelass
ca.70% der Hepatozyten infiziert werden, allerdings zeigt sich i daee
ungleichméfige Verteilung innerhalb der Leber. Es konnte gezeiglemedass das
HBV in transgenen Mausen zonal exprimiert wird und zwar in dentdegan, die in
den sauerstoffarmen perivenésen Leberarealen angesiedelt siddt{iGet al., 1995).
Fir die Kontrolle der cccDNA wére es sinnvoll, zwei Biopsien agsi zwrschiedenen
Stellen der Leber durchzufihren. In der Literatur wird einixeatKomplikationsrisiko
von 0,56% flr eine Leberpunktion angegeben. Um eine erfolgreiche HBV
Infektionstherapie durchfiihren zu kénnen, sollte trotzdem ein Nachwessa@NA in

zwei Biopsien erfolgen.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, nach einem adaquaten Modell fur &@¥-Hfektion zu
suchen. Zum Zeitpunkt des Beginns der Doktorarbeit standen nur weniger schwe
verfugbare Zellkultursysteme zur Verfugung, die sich mit HapaB Virus (HBV)
experimentell infizieren lieRen. Die Versuche in dieser Arfkennten zeigen, dass die
primaren Tupaia-Hepatozytenkulturen ein praktikables System easihg der HBV-
Infektiositat darstellen. Die Bereitstellung von Tupaia-Lelstrim Gegensatz zum
primdren humanen Hepatozytenkulturen gut planbar. Durch ihre nicht tumordse
Herkunft entspricht es den physiologischen Bedingungen im humanen Méges
System ist somit den primaren humanen Hepatozyten tberlegen.

Die quantitative real-time LightCycler PCR und RT-PCRs zuetektion der
replikativen Intermediate, cccDNA und der Gesamt-mRNA, in den frémasen einer
HBV Infektion wurde erfolgreich an infizierten primaren Tupaigbtezytenkulturen

optimiert.

In einer Kinetik der Infektion von primaren Tupaia Hepatozyten konntegjezerden,

dass die cccDNA, welche den ersten Marker einer etablibrtektion darstellt, bereits

18 h nach der Infektion nachgewiesen werden kann. Am siebten Tag edsiDmém
wurde eine eindeutige Menge an viralem Sekretionsprodukte, HBeAg und HBSAg,
nachgewiesen. Das heil3t, erst sieben Tage nach der InfektitiBmihatte sich eine

vollentwickelte HBV-Infektion etabliert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Methodik der Quantifizierung e@Néc mittels
real-time PCR fur den Nachweis von cccDNA auch an sehr geriMgamgen von

Leberbiopsaten geeignet ist.
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Summary

The main point of the work was to investigate HBV infection in an adequate cell culture
model. At the beginning of the work there were just only primary human hepatocytes
which could be infected with hepatitis B vinmsvitro. The test in this work could show
that the primary tupaia hepatocyte cultures where a feasible systesasone HBV
infectivity. In contrast to primary human hepatocyte cultures, hepataaiytesned

from Tupaia livers are better available, and show less heterogengiiyaeased
suspectibility to HBV infection.

The quantitative real-time LightCycler PCR and RT-PCRs for the deneatiHBV
replicative intermediates, cccDNA and full-mRNA, in esp, the early pbltte HBV

infection could be successfully optimized using primary tupaia hepatocyctessultur

The kinetics of HBV infection of primary tupaia hepatocytes has shown thatghe fir
marker of an established infection, the cccDNA, could only after little as 18 posirs
infectionem. At the ¥ day after the infection HBeAg und HbsAg was detectable in
supernatant. That means that seven day after inoculation of the cells witmkB\d

HBV was fully established.

It could be shown that the method of cccDNA quantification using real-time PCR is

very usefull for the verification of cccDNA in the liver biopsies.
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