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Einleitung

2 Einleitung

Viren infizieren Zellen. Die physiologischen Gegebenheiten der Wirtszelle werden von
Viren zu ihrer Replikation genutzt. lhre Replikationsmechanismen unterscheiden sich un-
ter anderem wegen der Verschiedenartigkeit der infizierten Gewebe und der infizierten
Wirtsorganismen, aber auch wegen Eigenheiten der Viren auf Proteinebene und durch
die Art und der Struktur der viralen Nukleinsdure. Die im Virus verpackte Nukleinsaure
kann entweder aus RNA oder DNA bestehen und hat einen maf3geblichen Einflu3 auf den
Ort der Genomreplikation in der Zelle. Die meisten DNA-Viren replizieren im Kern der
infizierten Zelle, wohingegen die Replikation der meisten RNA-Viren im Cytoplasma ab-
lauft. Fur sich im Kern replizierende Viren, die sich-nichtteilende Zellen infizieren, wie zum
Beispiel dem Hepatitis B Virus (HBV), ergeben zuséatzliche Hindernisse, da das per se
nicht nucleophile virale DNA-Genom in den Zellkern der infizierten Zelle gelangen muf3.
Dazu muf3 es zunéchst die Zellmembran penetrieren, das Cytoplasma durchqueren und
anschliel3end durch die Kernmembran hindurch das Karyoplasma erreichen.

2.1 Struktur des HBV

Das Hepatitis B Virus (HBV) gehort zur Familie der Hepadnaviridae. Es ist ein sphéari-
sches umhillites DNA-Virus mit einem Durchmesser von ca. 42 nm (Dane, et al. (1970)),
das in Abbildung 1 schematisch dargestellt ist.

presl
pres2
hsc70
MHEs LHBs SHBs
Abbildung 1 Schematische Darstellung des Hepatitis B Virus, modifiziert aus: Kann and Gerlich
(1997)

Die viralen Hullproteine SHBs (Small Hepatitis B Virus Surface Protein), MHBs (Middle
Hepatitis B Virus Surface Protein) und LHBs (Large Hepatitis B Virus Surface Protein)

5



Einleitung

sind in eine Lipidmembran zellularen Ursprungs eingelagert. Sie sind carboxyterminal
identisch, das heif3t, das LHBs-Protein beinhaltet die Aminosauresequenz des MHBs-
Proteins und eine zusatzliche N-terminal gelegene preS1-Domane. Das MHBs-Protein
umfaldt die Aminosauresequenz des SHBs-Proteins und eine zusatzliche preS2-Domane,
wahrend das SHBs-Protein nur aus der S-Doméane besteht. Die aul3ere Huille umgibt das
36 nm messende ikosaedrische Nukleocapsid (Crowther, et al. (1994)), das beim HBV
auch als Core-Partikel bezeichnet wird. Es ist aus Core-Protein-Untereinheiten (HBc) zu-
sammengesetzt und moglicherweise ber HSC70 (Heat Schock Cognate 70) mit invers
angeordnetem LHBs mit der dul3eren Hille verbunden. Das Core-Partikel beinhaltet das
virale Genom, eine partiell doppelstréngige DNA, deren kodierender (-)-Strang eine Lan-
ge von ca. 3200 Nukleotiden aufweist, wahrend der (+)-Strang mit einer L&nge von
1000 — 2500 Nukleotiden unvollstandig ist (Hruska, et al. (1977), Landers, et al. (1977)).
Kovalent am 5’-Ende des vollstandigen (-)-DNA-Strangs gebunden befindet sich ein Pro-
tein mit DNA-Polymerase-Aktivitdt (RT) und Primer-Aktivitat (Pr, Kaplan, et al. (1973),
Gerlich and Robinson (1980)). Weiterhin befindet sich eine Proteinkinase C-Aktivitat (in
Abbildung 1 nicht eingezeichnet) im Nukleocapsid (Albin and Robinson (1980), Gerlich, et
al. (1982), Kann, et al. (1993)), die Serinreste der im Lumen der Core-Partikel gelegenen
C-Termini der Core-Proteine phosphoryliert (Gerlich, et al. (1982)).

2.2 Replikationszyklus des HBV

Der Replikations- und Infektionszyklus des HBV beginnt mit der Anlagerung des Virus an
die Oberflache von Hepatozyten, wobei auf der viralen Seite zwar eine Beteiligung aller
drei HBs-Domanen (preS1-, preS2-, S-Domane) der Oberflachenproteine nachgewiesen
werden konnte (Petit, et al. (1992), Budkowska, et al. (1995), Hertogs, et al. (1993)), die
Ergebnisse jedoch teilweise einander wiedersprechen. Auf der zellularen Seite sind meh-
rere Rezeptoren beschrieben, wie zum Beispiel Endonexin IlI/Annexin V, die Glycerinalde-
hyd-Phosphat-Dehydrogenase oder der Transferrin-Rezeptor (Hertogs, et al. (1993),
Petit, et al. (1992), Budkowska, et al. (1995)). Die Vielfalt der an der Anlagerung des Vi-
rus beteiligten Komponenten laRt eine endgultige Klarung des zugrundeliegenden Me-
chanismus noch offen. Die nachfolgende Aufnahme des Virus bedarf keines sauren intra-
zellularen pHs, was eine Beteiligung saurer Lysosomen weitgehend ausschlief3t, wie
Kdck, et al. (1996) fur das Duck Hepatitis B Virus (DHBV) zeigen konnten. Ungeklart ist
bisher auch, ob und wie das HBV-Nukleocapsid vor seiner Dissoziation an den Kern
transportiert wird, sowie die Frage, mit welchen zellularen Mechanismen die Capsid-
Dissoziation erfolgt. Kann, et al. (1997) konnten zeigen, dal3 die virale DNA im Komplex
mit der kovalent gebundenen Polymerase in den Zellkern transportiert wird. Im Zellkern
erfolgt die Komplettierung der partiell doppelstrangigen HBV-DNA durch zellulare Enzyme
(Koéck and Schlicht (1993)), so dafd schlieRlich die ccc-Form (covalently closed circular)
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der viralen DNA als Minichromosom mit Nukleosomen assoziiert vorliegt (Bock, et al.
(1994)).

||¥\II@ DA

Zellkern

g

Abbildung 2 Schemazeichnung des HBV-Replikationszyklus, modifiziert aus: Kann and Gerlich
(1997)
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Diese dient als Ausgangspunkt fir die Transkription der viralen mRNAs durch die zellula-
re RNA-Polymerase Il. Die viralen mRNAs werden ins Cytoplasma exportiert und dort
translatiert. Eine ebenfalls synthetisierte virale RNA von tUbergenomischer Lange enthalt
das e-Verpackungssignal auf RNA-Sekundarstrukturebene (Junker-Niepmann, et al.
(1990)), das von der neu synthetisierten viralen Polymerase erkannt und gebunden wird.
Im Anschlul? an diese Bindung erfolgt die Morphogenese der Core-Partikel durch sponta-
nen Zusammenbau (Seifer, et al. (1993)), wahrenddessen auch die zellulare Proteinkina-
se C ins Nukleocapsid verpackt wird. Die negativ geladene pragenomische RNA bindet
an die positiv geladenen Arginincluster der luminal gelegenen Carboxytermini der Core-
Untereinheiten und blockiert die ebenfalls in diesem Bereich liegenden Phosphorylierung-
stellen. Dennoch werden diese Phosphorylierungstellen zu einem unbekannten Zeitpunkt
von der encapsidierten Proteinkinase C genutzt. Das verpackte RNA-Pragenom wird von
der verpackten viralen Polymerase wahrend der (-)-Strangsynthese, die auch als Erst-
strangsynthese bezeichnet wird, in einzelstrangige DNA Uberschrieben, wahrenddessen
die RNaseH-Aktivitdt desselben Enzyms den RNA-Anteil des enstehenden Duplex-
Molekuils degradiert. Der neu synthetisierte (-)-DNA-Strang dient als Matrize fir die Syn-
these des (+)-Strangs wahrend der Zweitstrangsynthese, die ebenfalls von der verpack-
ten viralen Polymerase ubernommen wird. Diese Zweitstrangsynthese ist vom Vorhan-
densein der Core-Proteine abhéngig (Nassal (1992)). Da das Nukleocapsid wahrend die-
ser Nukleinsauresyntheseschritte mit der viralen Hillmembran umgeben wird und sich auf
dem Weg der Sekretion aus der Zelle befindet, endet die Zweitstrangsynthese vermutlich
wegen Verarmung an Nukleotiden an einer nicht genau definierten Stelle. Das Genom
fertiger Virionen ist daher nur partiell doppelstrangig und als ,reif* zu bezeichnen, wah-
rend das ins Capsid verpackte RNA-Pragenom als ,unreif* zu bezeichnen ist. Zwischen
diesen beiden Endpunkten ,reif“ und ,unreif* befinden sich die Replikationsintermediate,
beispielsweise das Duplex-Molekil aus einzelstrangiger (-)-Strang-DNA und dem Uber
eine kurzen Uberlappungsbereich daran gebundenen RNA-Pragenom oder die einzel-
stréngige (-)-Strang-DNA. Ein Teil der neu synthetisierten Core-Partikel wird jedoch nicht
mit viralen Huillproteinen umgeben und sezerniert, sondern in der Zelle durch einen unbe-
kannten Mechanismus wieder zerlegt, woraufhin die freigesetzte virale DNA in den Zell-
kern transportiert wird, um dort den Pool nuclearer viraler DNA aufzubauen.

2.3 Infektionsschritte bei anderen Viren
2.3.1 Anlagerung und Penetration

Die Infektion einer Zelle beginnt immer mit der Anlagerung des Virus an Rezeptoren auf
der Zelloberflache, wobei die Anlagerung aus einem oder mehreren Schritten unter Ein-
beziehung eines oder mehrerer Rezeptoren bestehen kann. Fir die nichtumhillten Ade-
noviren ist die Anlagerung an die Zelle relativ genau bekannt. Es beginnt mit einer initia-
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len Bindung seiner Fibern an das CAR-Protein (Coxsackie B Virus and Adenovirus Re-
ceptor, Bergelson, et al. (1997)) und fihrt unter Beteiligung der Fibronectin-bindenden
alpha-v-beta-3/5-Integrine als sekundaren Rezeptor zur Endocytose des Virus, wobei
eine mogliche Beteiligung anderer Integrine nicht ausgeschlossen ist (Goldman and
Wilson (1995), Huang, et al. (1995)). Papovaviridae scheinen verschiedene zellulare
Oberflachenproteine zu benutzen: Polyomaviren binden an Sialinsaure (Stehle, et al.
(1994), Stehle and S.C. (1996)), die als Proteinmodifikation haufig auf der Zelloberflache
anzutreffen ist. Im Gegensatz dazu benutzt das Simian Virus 40 (SV40) den Major Histo-
compatibility Complex | (MHC [) zur Anlagerung (Breau, et al. (1992)), wird im Anschluf3
daran Uber Clathrin-freie, glatte Vesikel (Caveolae) internalisiert und meist in vesikularen
Kompartimenten wie dem ER, den Endosomen oder sogar im Lumen der Kern-
Doppelmembran wiedergefunden (Maul, et al. (1978), Kartenbeck, et al. (1989), Yamada
and Kasamatsu (1993)). Fur die umhilliten Herpesviren beispielsweise ist die Beteiligung
sowohl von Heparansulfat (Spear (1993), Seck, et al. (1994)), des Mannose-6-phosphat-
Rezeptors (Brunetti, et al. (1995)), als auch eines Herpesvirus entry mediator Proteins
(HVEM) der Tumor Necrosis Faktor-Genfamilie beschrieben (Montgomery, et al. (1996),
Whitbeck, et al. (1997)). Nach der Anlagerung der Herpesviren erfolgt die Fusion der vi-
ralen Membran mit der zellularen Membran vermutlich an der Zelloberflache (Roizman
and Sears (1996)). Baculoviren binden unter Beteiligung des viralen Glycoproteins gp64
an der Zelloberflache und werden durch Rezeptor-vermittelte Endocytose aufgenommen
(Volkman and Goldsmith (1985), Volkman and Goldsmith (1988)).

2.3.2 Kerntransport des Nukleocapsids

Ungeachtet des Weges, den ein umhiilltes Virus in die Zelle nimmt, wird dessen Nukleo-
capsid ins Cytoplasma entlassen. Die vergleichweise groRen Nukleocapside von Viren mit
einer Kernphase muissen zum Zellkern gelangen, wobei eine passive Diffusion von
Strukturen mit einem Durchmesser grof3er als 40 — 50 nm eine passive Diffusion aus ste-
rischen Grunden und aus Griinden der Viskositat des Cytoplasmas ausgeschlossen wer-
den kann (Luby-Phelps (1994)). Uber die Mechanismen, wie die ins Cytoplasma entlas-
senen Nukleocapside zum Zellkern gelangen, ist noch weniger bekannt als tUber die An-
lagerung von Viren an die Zellmembran. Beim Herpes Simplex Virus Typ 1 (HSV-1) wer-
den die Nukleocapside entlang der Mikrotubuli zum Kern transportiert (Lycke, et al.
(1984), Kristensson, et al. (1986), Bosem, et al. (1990), Topp, et al. (1994)). Ebenso ver-
mutet man bei Adenoviren eine Beteiligung der Mikrotubuli (Dales and Chardonnet
(1973), Miles, et al. (1980)). Bei einem Baculovirus, dem Nuclear polyhedrosis virus
(NPV), scheint der Eintritt des Capsids Actinfilamente zu induzieren (Charlton and Volk-
man (1993)). Es scheint mdglich, daf3 sich die NPV-Capside ahnlich wie Shigellen und
Listerien durch die Polymerisation der Actinfilamente fortbewegen (Pollard (1995)), zumal
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zwei virale Proteine die Actin-Polymerisation und Depolymerisation zu beeinflussen
scheinen (Lanier, et al. (1996)). In keinem Fall aber ist der Transport der viralen Nukleo-
capside an den Zellkern ausreichend fir einen Import des viralen Genoms in den Zell-
kern, da deren Durchmesser fast immer oberhalb des maximalen funktionalen Durch-
messers der Kernporen liegt. Dazu mull das Nukleocapsid zunachst dissoziieren, das
Virusgenom freigesetzt und durch die Kernporen transloziert werden.

2.3.3 Dissoziation viraler Nukleocapside

Die Dissoziation von Nukleocapsiden ist bisher nur bei wenigen umhillten DNA-Viren
genauer studiert. Beim Poliovirus fuhrt die Phosphorylierung des Nukleocapsidproteine zu
einer Destabilisierung des Capsids (Scharli and Koch (1984)). Daher ist es naheliegend,
auch bei HBV die zu unbekanntem Zeitpunkt im Replikationszyklus auftretende endogene
Phosphorylierung der Capsidproteine zu untersuchen. Dabei phosphoryliert die wahrend
der Virusmorphogenese ins Nukleocapsid verpackte zellulare Proteinkinase C Serinreste
des im Lumen des Capsids gelegenen Carboxyterminus der Nukleocapsidproteine (Albin
and Robinson (1980) , Gerlich, et al. (1982), Machida, et al. (1991), Kann, et al. (1993)).
Bei den nichtumhdllten Adenoviren ist die Capsid-Dissoziation ein mehrstufiger Prozel3,
dessen Beginn mit der Freisetzung des viralen Proteins IX zusammenfallt. Weiterhin ist
die Aktivitat der virusresidenten Cysteinprotease p23 notwendig, durch welche das Pro-
tein VI, ein internes Capsidprotein, degradiert und die daran gebundene DNA abgeldst
wird. Dies resultiert in einer Destabilisierung des adenoviralen Capsids. Weiterhin ist die
Bindung des so destabilisierten Capsids an den Nuclear Pore Complex (NPC) notwendig,
um die Dissoziation und die Translokation der viralen DNA in den Zellkern auszulésen
(Greber, et al. (1997)).

Ungeachtet des Weges, auf dem die Dissoziation erfolgt, kann eine Infektion nur etabliert
werden, wenn die Virus-DNA in den Zellkern importiert wird.

2.3.4 Kernimport des viralen Genoms

Alle bisher untersuchten aktiven Importwege fir nucleophile Proteine treffen sich am
Kernporenkomplex (Nuclear Pore Complex, NPC). Ein Kernporenkomplex ist ein Multi-
proteinkomplex mit 8facher Symmetrie (Davis (1995)) und einem Molekulargewicht von
ca. 124 MDa (Reichelt, et al. (1990)), der in HeLa-Zellen in ca. 3.000 Exemplaren auf
einer Flache von 300 um? vorkommt (Maul (1977)). In der Mitte des NPCs befindet sich
ein Zentralgranulum ebenso wie eine kafigartige Struktur auf der nucledren Seite sowie
Filamente auf der cytoplasmatischen Seite (Davis (1995)). Letzterem wird eine Funktion
bei der Bindung des ,Cargos”, also der zu importierenden Fracht, zugeschrieben. Der
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maximale funktionelle Durchmesser des NPCs betragt - wie mit Goldpartiklen gezeigt
wurde - in exponentiell wachsenden Zellen 27 nm (Dworetzky and Feldherr (1988)) und
ist somit zu gering fur die Passage des 36 nm im Durchmesser messenden intakten HBV-
Core-Partikels (Crowther, et al. (1994)). Daher ergibt sich die Notwendigkeit einer Capsid-
Dissoziation. Der Kernimport von Proteinen ist von der Anwesenheit von Kerntransportsi-
gnalen (Nuclear Localization Signal, NLS) auf dem zu importierenden Protein abhangig.
Diese bestehen klassischerweise aus der zuerst beim SV40 Large T-Antigen gefundenen
Aminosauresequenz PKKKRKV oder einem zweigeteilten Motiv, wie bei Nucleoplasmin
(KRPAATKKAGQAKKK (Kalderon, et al. (1984), Dingwall and Laskey (1991))). Diese
Signalsequenz wird im Cytoplasma von Importin a erkannt, das nach Bindung an Impor-
tin B als trimerer Komplex an die cytoplasmatischen Filamente des NPC bindet. Diese
Bindung an den Kernporenkomplex ist von Glycoproteinen des NPC abhangig, und kann
durch Lectine, wie zum Beispiel Weizenkeim-Agglutinin (Wheat Germ Agglutinin, WGA),
inhibiert werden (Adam and Adam (1994)). Anschliel3end erfolgt die Energie-abhangige
Translokation des NLS-tragenden Proteins durch die Kernpore. In E. coli exprimierte
HBV-Core-Partikel werden nach Phosphorylierung in vitro auf dem oben beschriebenen
klassischen Weg uber Importin a/f an den Zellkern transportiert, wie von Kann, et al.
(1999) gezeigt werden konnte. Gangigen Modellen zufolge befinden sich zwei klassische
NLS (Eckhardt, et al. (1991)) auf dem im Lumen des Partikels gelegenen C-Terminus
(Zlotnick, et al. (1997)) des Core-Proteins, die daher fir Importin a nicht zuganglich sind.
Wenigstens ein NLS scheint jedoch nach Phosphorylierung
- wahrscheinlich durch konformationelle Umlagerungen - zugénglich zu werden, wie Da-
ten von Kann, et al. (1999) nahelegen. Kann, et al. (1997) konnten zeigen, dal3 die HBV-
DNA als kovalent gebundener Komplex mit der viralen DNA-Polymerase in den Zellkern
gelangt, wobei die virale Polymerase jedoch kein klassisches NLS auf Sequenzebene
enthalt. Mdglicherweise sind bei diesem Import eventuell lose am Polymerase-DNA-
Komplex gebundene Core-Proteine, die im Carboxyterminus ein klassisches NLS tragen,
oder ein NLS auf Sekundar- oder Tertiarstrukturebene beteiligt. Der Kernimport Uber
Importin o/f3 widerspricht nicht zwangslaufig der zuvor erwdhnten Maoglichkeit eines
Transports des HBV-Nukleocapsids an den Zellkern Uber cytoskeletale Strukturen, da
es sich um zwei voneinander unabhangige Mechanismen handelt. Hinzu kommt, dal3 die
Daten zum Kernimport der HBV-DNA deutliche Parallelen zum Kernimport des Genoms
eines anderen DNA-Virus, dem Adenovirus, aufweisen. Dort findet man, wie bereits er-
wahnt, eine Assoziation der Capside an die Mikrotubuli (Miles, et al. (1980)), die einen
Transport Uber diese Strukturen an den Zellkern wahrscheinlich macht. Nach einer
schrittweisen Proteolyse und teilweisen Abspaltung der Capsidproteine stellt die Bindung
des Capids an den NPC den Ausldser fir die Freisetzung der viralen DNA aus dem Cap-
sid dar (Greber, et al. (1997)). Ahnlich wie bei HBV ist bei Adenoviren ein terminales
Protein (p55) kovalent an die virale DNA gebunden, das in diesem Fall jedoch ein klassi-
sches Kerntransportsignal tragt (Zhao and Padmanabhan (1988)). Es wurde aber noch
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nicht gezeigt, daf3 es tatsachlich den Transport des Komplexes aus kovalent gebunde-
nem p55 und adenoviraler DNA gewabhrleistet.

2.4 Problemstellung und experimenteller Ansatz

Das HBV-Nukleocapsid mit einem Durchmesser von 36 nm (Crowther, et al. (1994)) kann
die Kernporen gemaf den Studien von Goldfarb, et al. (1986) nicht passieren. Daher ist
die Capsid-Dissoziation an zwei Stellen im HBV-Replikationszyklus notwendig: Zum einen
mufd das Capsid zerlegt werden, damit das virale Genom bei der Neuinfektion einer Zelle
in den Zellkern transportiert werden und dort eine produktive Infektion etablieren kann.
Zum anderen ist eine Capsid-Dissoziation beim Kernimport der neu synthetisierten viralen
DNA zur Aufrechterhaltung einer bereits etablierten Infektion nétig. Es ist zu postulieren,
daRR die Capsid-Dissoziation einem Regulationsmechanismus unterliegt, da die (+)-
Strangsynthese an das Vorhandensein der Core-Untereinheiten gekoppelt ist (Nassal
(1992)). Eine zufallig zum ,richtigen Zeitpunkt* erfolgenden Freisetzung des reifen Virus-
genoms ist unwahrscheinlich, da der Infektions- und Replikationsmechanismus von HBV
sehr effizient arbeitet. Ein Inokulum von nur 1 — 10 Virionen genigt zur Etablierung einer
hepadnaviralen Infektion (Shikata, et al. (1977), Ulrich, et al. (1989)). Um diesen Regula-
tionsmechanismus zu untersuchen, ist es notwendig, in Nukleocapsiden unterschiedlicher
Reife die zunehmende Genomreifung, die zunehmende Phosphorylierung und Verande-
rungen der Stabilitat zu zeigen.

Zur Gewinnung der Core-Partikel wurden Core-Partikel aus HepG2.2.15-Zellen verwen-
det, einer stabil mit dem HBV-Genom transfizierten immortalisierten Leberzellinie (Sells,
et al. (1987)), da ausreichenden Mengen infizierter Leber humanen Ursprungs nur schwer
erhéltlich sind. Dabei wurden sowohl der Zellkulturiiberstand mit den sezernierten Virio-
nen als auch die virusproduzierenden Zellen benutzt. In beiden Fallen werden anhaftende
virale Hullproteine durch Detergenzbehandlung abgel6st (Hruska and Robinson (1977)),
so dafl} Core-Partikel intra- und extrazellularer Herkunft verwendet werden kénnen. Die
aus Zellkulturmedium isolierten Core-Partikel missen im Gegensatz zu ihren intrazellula-
ren Pendants ,reif* sein, da sie Virionen entstammen, die erfolgreich in Infektionsexperi-
mente eingesetzt wurden (Sells, et al. (1988)). Dabei ist bisher nur bekannt, dal3 sich die
.Reife” der Core-Partikel auf Nukleinsdureebene durch das Vorhandensein des partiell
doppelstrangigen HBV-Genoms manifestiert. Unklar ist, ob es weitere biochemische Cha-
rakteristika der ,Reife” gibt, wie diese geartet sind, und wann und wie sie im HBV-
Replikationszyklus wirken. Ferner ist unbekannt, ob und wie sich unreife und reife Core-
Partikel im Sedimentationsverhalten im Dichtegradienten auftrennen lassen. Weiterhin ist
zu untersuchen, wie der zu fordernde Regulationsmechanimus der Capsiddestabilisierung
geartet ist. Die experimentelle Darstellung unreifer und reife Core-Partikel ist in der Lite-
ratur bislang nicht beschrieben.
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2.5 Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist die Charakterisierung der endogenen Phosphorylierung und der endo-
genen Polymerase-Aktivitat in intrazellularen Hepatitis B Virus-Nukleocapsiden. Dabei soll
ein mdglicher Zusammenhang zwischen diesen Enzymaktivitaten untersucht werden.
Hierzu sollen zunéchst Nukleocapside aus aus der Zellkultur aufgearbeitet werden und
deren endogene Aktivitaten auf eine unterschiedliche Verteilung tber den Dichtegradien-
ten hin untersucht werden. Weiterhin soll die Stabilitat von Capsiden analysiert werden.
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3 Material und Methoden
3.1 Chemikalien und Enzyme

Actinomycin D
Adenosintriphosphat
Agarose (SEAKEM)
[3-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
Bovines Serum Albumin
DNase |
Dithiothreitol

EDTA

EGTA
Ethidiumbromid
Glycin

Glykogen

HEPES
Magermilchpulver
Nonindet P-40
Nukleotide
Nycodenz

Phenol

Proteinase K

Rabbit Reticulocyte Lysate

Radiochemikalien
RNase A
Saccharose
S7-Nuklease
TEMED
Trichloressigsaure
Tris-Base

Trypsin

SIGMA, Deisenhofen
BOEHRINGER, Mannheim
BIOZYM, Oldendorf
ROTH, Karlsruhe

SIGMA, Deisenhofen
ROTH, Karlsruhe
BOEHRINGER, Mannheim
SIGMA, Deisenhofen
SIGMA, Deisenhofen
SIGMA, Deisenhofen
SERVA, Heidelberg
ROTH, Karlsruhe
BOEHRINGER, Mannheim
ROTH, Karlsruhe
UELZENA, Uelzen
FLUKA, Buchs
PHARMACIA, Schweden
GIBCO, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe
BOEHRINGER, Mannheim
PROMEGA, Madison, U.S.A.
AMERSHAM, Braunschweig
BOEHRINGER, Mannheim
SIGMA, Deisenhofen
BOEHRINGER, Mannheim
SERVA, Heidelberg
ROTH, Karlsruhe

ROTH, Karlsruhe

GIBCO, Karlsruhe

Soweit im Text nicht anders vermerkt wurden alle Chemikalien, Salze und organischen

Losungsmittel in der Qualitat "reinst" oder "pro analysi" von MERCK, Darmstadt bezogen.

Das verwendete Wasser entstammte einer Reinstwasseranlage der Firma MILLIPORE,

Eschborn.
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3.1.1 Antikorper

Kaninchen-anti-HBc-Ak DAKO, Hamburg
Esel-anti-Kaninchen-Ak, Peroxidase-konjugiert SIGMA, Deisenhofen
Schaf-anti-Hepatitis-B-Core-Ak U. Goldmann,

Hygieneinstitut der Universitat Gottingen

3.1.2 Zellen

Verwendet wurden die humane Hepatomzellinie Huh7 und HepG.2.2.15-Zellen, eine sta-
bil mit dem Hepatitis-B-Virus transfizierte, immortalisierte Hepatoblastomzellinie (Sells, et
al. (1987)). Die Zellen waren unterschiedlich h&aufig passagiert worden.

3.1.3 Puffer und Lésungen

ECL-Substratldsung: Zur Verdréangung des Luftsauerstoffs wird 225 ml H,0
mit 25 ml 1 M Tris-HCI pH 8,5 unter standigem Rihren mehrfach mit flissigem Stickstoff
versetzt und 1.250 yul 500 mM 3-Aminophtalhydrazid (ad 25 mM, SIGMA, Deisenho-
fen)/DMSO (frische Lésung mit Stickstoff begasen und aliquotiert bei —20°C lagern) sowie
555 ul 180 mM 4-Hydroxyzimtsaure (ad 3,7 mM, SIGMA, Deisenhofen)/DMSO tropfen-
weise hinzugeben. 30 min vor Gebrauch wird 1:10.000 18,3 % H,O, (ad 0,0018 % (v/v))

zugesetzt.

ELISA-Beschichtungspuffer 50 mM Natriumcarbonatpuffer (pH 9,6)
ELISA-Substratlésung 2mM o-Phenylendiamindihydrochlorid
4 mM Harnstoffwasserstoffperoxid

50 mM Phosphat-Citrat-Puffer (pH 5,0)

10 x PAGE-Laufpuffer 250 mM Tris-HCI (pH 8,3)
1920 mM Glycin
1% SDS
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2 x PAGE-Probenpuffer

vor Gebrauch zusetzen:

10 x SSC

TAE-Puffer (pH 7,8)

TN-Puffer (pH 8,0)

TNE-Puffer (pH 8,0)

PBS

Transport-Puffer

2 x endogene
Polymerase-Puffer

125 mM
6 %
6 %
1%
10 %

1500 mM
150 mM

40 mM
1 mM

10 mM
100 mM

10 mM
100 mM
1 mM

136 mM
3mM
9 mM

2 mM

20 mM
110 mM
5mM
1mM

100 mM
100 mM
100 mM
14 mM
0,2 %
0,02 mM
0,02 mM
0,02 mM

Tris-HCI (pH 6,8)
SDS

Glycerin
Bromphenolblau
3-Mercaptoethanol

NacCl
Trinatriumcitrat

Tris-Acetat (pH 7,8)
EDTA pH 8,0

Tris-HCI (pH 8,0)
NacCl

Tris-HCI (pH 8,0)
NacCl
EDTA

NacCl

KCI

Na,HPO,

KH,PO,

mit HCI auf pH 7,4 einstellen

HEPES (pH 7,3)
Kaliumacetat
Natriumacetat
EGTA

NH,CI

Tris-HCI (pH 8,0)
NaCl

MgCl,

NP-40

dGTP

dATP

dTTP
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2 x Proteinase K-Puffer 200 mM Tris-HCI (pH 7,5)
25 mM EDTA (pH 8,0)
300 mM NacCl
2% SDS
2 x Proteinkinase C-Puffer 20 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,0)
20 mM MgCl,
0,4 mM CacCl,
6 x Agarose-Probenpuffer 50 % (wiv) Saccharose

DMEM High Glucose

0.25 % (wiv)
6 X
1 % (wiv)

in Pulverform

Bromphenolblau
TAE
SDS

GIBCO, Karlsruhe

Zusatz von 3,7g/L NaHCO,
Filtration durch 0,22 pm Sterilfilter, MILLIPORE, Eschborn
10 x Trypsin 25 g/L Trypsin

5mM EDTA

15 mM NaCl
bezogen von GIBCO, Karlsruhe

Einfriermedium 0,6 x DMEM High Glucose

20 % FKS, PANSYSTEMS, Aidenbach

20 % DMSO
3.2 Methoden
3.2.1 Eukaryonte Zellkultur

Alle Arbeiten werden an einer Laminar Flow-Arbeitsbank unter sterilen Bedingungen
durchgefiuihrt. Die Zellen werden auf Zellkulturschalen (Durchmesser: 15 cm, GREINER,
Nurtingen) in DULBECCOs Modified EAGLE Medium ,High Glucose* (DMEM) mit Zusatz
von fotalem Kalberserum (FKS, ad 10 %, PANSYSTEMS, Aidenbach) in einem Inkuba-
torschrank bei 37 °C, 90 % relativer Luftfeuchte und 5% CO, kultiviert. Bei Konfluenz
werden die Zellen in Trypsin/PBS 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, von der Zellkultur-
schale mit Medium abgel6st, die entsprechende Anzahl auf zwei Zellkulturschalen verteilt
und mit DMEM/10 % FKS versetzt. Zum Lagern werden die Zellen einer konfluenten 15
cm-Zellkulturschale (ca. 1 x 107 Zellen) in 1 ml Einfriermedium aufgenommen und bei —

175 °C eingefroren. Zur Inkulturnahme der Zellen werden diese auf Eis aufgetaut, auf
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5 °C eingefroren. Zur Inkulturnahme der Zellen werden diese auf Eis aufgetaut, auf eine
15 cm-Zellkulturschale ausgebracht und mit DMEM/10 % FKS versetzt, wobei nach 6 h
der erste Mediumwechsel erfolgt, um das zelltoxische DMSO zu entfernen.

3.2.2 Prédparation von Zellkernen

Huh7-Zellen werden bis zur Konfluenz herangezogen, mit einem Gummischaber von der
15 cm-Zellkulturschale abgel6ést und 3 min bei 4.000 rpm in der Tischzentrifuge pelletiert.
Das Zellpellet wird in 1 ml eiskaltem PBS gewaschen, wie oben pelletiert und erneut ge-
waschen. Das Zellpellet wird in 1 ml eiskaltem H,O resuspendiert und zur Lyse der Zellen
2 min bei 70 % der max. Leistung Ultraschall (Ultraschall-Steuergerat HD 70, Sonotrode
UW70, BANDELIN, Berlin) ausgesetzt (auf Eis). Die Zelllyse wird mikroskopisch kontrol-
liert, das Lysat 10 min bei 4°C und 15.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird in 100 ul PBS
resuspendiert und bei —70°C gelagert.

3.2.3 Isolierung von HBV-Core-Partikeln aus HepG2.2.15-Zellen

HepG2.2.15-Zellen werden in 10 % FKS/DMEM-Medium bis zur Konfluenz herangezogen
und anschlieRend 5 Tage bei 1 % FKS/DMEM kultiviert. Die Zellen werden mit einem
Gummischaber von den Zellkulturschalen abgel6st, in 1,5 ml-EPPENDORFF-
ReagiergefaRe uberfuhrt, und 3 min bei 3.000 rpm und 4 °C pelletiert. Der Uberstand wird
verworfen, das Pellet in 1 ml PBS resuspendiert und erneut wie oben pelletiert. Dieser
Waschvorgang wird wiederholt. Das Pellet wird in 900 pl 0,1 % NP-40/PBS resuspendiert
und zur Lyse der Zellen 6 x 15 s bei 70 % der max. Leistung Ultraschall ausgesetzt (auf
Eis). Die Nukleinsduren werden 15 Minuten durch 20 U/ml DNase | sowie 20 pg/ml RNa-
se A (beide BOEHRINGER, Mannheim) bei 37 °C in 15 mM MgCIl, degradiert. Zellularer
Detritus wird partiell durch Zentrifugation (BIOFUGE (HERAEUS, Hanau), 20 min,
12.000 rpm, 4 °C) pelletiert, der Uberstand in ein anderes EPPENDORFF-Reagiergefal
Uberfuhrt und auf eine Endkonzentration von 0,75 % (v/v) NP-40 eingestellt. Es folgt eine
15-minitige Degradation verbliebener Nukleinsduren bei 37 °C durch 20 U/ml S7-
Nuklease (BOEHRINGER, Mannheim) in 5 mM CacCl,, die durch die Zugabe von EDTA
ad 15 mM beendet wird. Der Uberstand der sich anschlieRenden Zentrifugation (BIOFU-
GE, 10 min, 15.000 rpm, 4°C) wird auf ein 1 ml-Kissen aus 25 % (w/v) Sucro-
se/0,75 % (v/v) NP-40/TNE aufgetragen und im TLA100.3-Festwinkelrotor (k-Faktor = 12
bei rpm =100.000) in einer TL-100-Ultrazentrifuge (BECKMAN, Miunchen) 120 min bei
100.000 rpm (120.000 x g) und 10 °C pelletiert. Das Pellet wird in 600 pl PBS grindlich
resuspendiert. Zum Abtrennen nicht-l6slicher Anteile wird das resuspendierte Pellet einer
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5mindtigen Zentrifugation in der BIOFUGE bei 15.000 rpm und 4 °C unterzogen. Der Co-
re-Partikel-haltige Uberstand wird bei —20 °C gelagert.

3.2.4 Isolierung von HBV-Core-Partikeln aus HepG2.2.15-
Zellkulturiiberstand

Der Uberstand der 5tagigen Zellkultur in 1 % FKS/DMEM wird durch eine 10miniitige
Zentrifugation bei 4.500 rpm und 4 °C in einer Zentrifuge (JOUAN, Unterhaching) vorge-
klart. Der Uberstand dieser Zentrifugation wird im SW 28-Rotor 16 h bei 10 °C und
28.000 rpm in einer Ultrazentrifuge (L5-50, BECKMAN, Minchen) durch ein 3 ml
25 % (w/v) Sucrose/TNE-Kissen zentrifugiert. Das Pellet dieser Zentrifugation wird in 1 ml
PBS resuspendiert, auf eine Konzentration von 0,75 % NP-40 eingestellt und 1 h bei
37 °C inkubiert. Der Ansatz wird 120 min in der TL-100-Ultrazentrifuge bei 100.000 rpm
und 10 °C uber ein 1 ml 25 % (w/v) Sucrose/0,75 % (v/v) NP-40/TNE-Kissen zentrifugiert.
Das Pellet wird in 500 pl PBS resuspendiert und zum Abtrennen der nichtléslichen Be-
standteile zentrifugiert (BIOFUGE, 5 min, 15.000 rpm, 4 °C). Der Uberstand wird bei —
20 °C aufbewabhrt.

3.2.5 Nachweis und Quantifizierung von Core-Partikeln
3.2.5.1 ELISA

Der Core-ELISA erfolgte nach Seifer, et al. (1993). Dazu werden Mikrotiterplatten (MAXI-
SORP, NUNC, Wiesbaden) Uber Nacht bei 4 °C mit 100 ul/Vertiefung 0,5 pg Schaf-anti-
HBc-Ak/ml ELISA-Beschichtungspuffer beschichtet, 6 x mit 300 pl (0,1 % (v/v) Tween-
20/PBS)/Vertiefung in einem Mikrotiterplattenwaschgerat (Modell Columbus, SLT Labin-
struments, Crailsheim) gewaschen und 1 h bei 37 °C mit 10 % (v/v) FKS/TNE abgesittigt.
Die Platte wird wie oben gewaschen, mit 100 ul Probe/Vertiefung (in 1 % (v/v) BSA/PBS)
beschickt und eine geometrische Standardreihe aus in E. coli exprimierten und gereinig-
ten Core-Partikeln (rHBc) von 50 ng/Vertiefung bis 0,4 — 0,013 ng/Vertiefung aufgetra-
gen. Die Proben inkubieren bei 4 °C Uber Nacht, die Platte wird w.0. gewaschen, mit
100 pl/Vertiefung des Kaninchen-anti-Core-Antikérpers (1:2000 in 10 % (v/v) FKS/TNE)
versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlielBend wird erneut wie oben gewaschen, jede
Vertiefung mit 100 pul des Esel-anti-Kaninchen-POD-Konjugats  (1:5000 in
10 % (v/v) FKS/TNE) versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Platte wird erneut wie oben
gewaschen, mit 100 ul/Vertiefung Substratlésung versetzt und bis zu Entwicklung einer
deutlichen, aber nicht zu kraftigen Farbreaktion (15 bis 60 min) bei Raumtemperatur in-
kubiert. Die Reaktion wird durch Zugabe von 100 pl 2 N H,SO,/Vertiefung gestoppt und
die Extinktion (Messwellenlange: 420 nm, Referenzwellenlange: 620 nm) im Mikrotiter-
plattenphotometer (PASTEUR Diagnostics, bezogen Uber ANTHOS Labinstruments,
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Salzburg, Osterreich) gemessen. Anhand der aufgetragenen Standardreihe wird eine
Eichkurve (Extinktion versus eingesetzte rHBc-Menge) erstellt, und die Core-Menge in
den zu quantifizierenden Proben abgelesen.

3.2.5.2 Nativer Western-Blot

Zur Darstellung der Core-Partikel werden diese im 1 % Agarose (SEAKEM, BIOZYM,
Oldenburg)/TAE-Gel unter nichtdenaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Die Herstel-
lung des Gels und der Auftrag der Proben erfolgte wie bei Kann and Gerlich (1994) be-
schrieben, jedoch wurde ein Agarose Loading Buffer ohne SDS verwendet. Die Agarose-
gelelektrophorese wurde in TAE-Puffer bei 8 V/cm ausgefihrt. Falls notwendig, wurde
das Agarosegel nach der Gelelektrophorese 15 min bei 4 °C in einem Ethidiumbromidbad
(1 pg/ml) inkubiert und anschlie3end mit einer elektronischen Gelkamera (CS-1, CYBER-
TEC, Berlin) im UV-Licht (A=260 nm, TFX-20M, VILBER-LOURMAT, Torcy, Frankreich)
fotografiert und Uber einen Thermodrucker (MITSUBISHI, Paderborn) ausgegeben. Die
Proben wurden in einem von Southern (1975) beschriebenem Aufbau in 10 x SSC (ber
Nacht vom Agarosegel auf eine PVDF-Membran (MILLIPORE, Nirnberg) transferiert. Die
Membran wird zuvor 5 min bei Raumtemperatur in Methanol inkubiert und anschlie3end
2 min bei Raumtemperatur in 10 x SSC aquilibriert. Nach dem Probentransfer wird die
Membran 1 h bei Raumtemperatur in 5% (w/v) Magermilch (UELZENA, Uelzen)/PBS
abgesattigt und anschlieRend schiittelnd 3 h mit Kaninchen-anti-HBV-Core-Ak inkubiert
(2:5.000 in 5% (w/v) Magermilch/PBS). Die Membran wird 3 x 10 min in 0,1 % (v/v)
Tween-20 /0,5 % (w/v) Magermilch/PBS gewaschen und 1 h bei Raumtemperatur mit
Esel-anti-Kaninchen-POD-Konjugat (1:5.000) in 5 % (w/v) Magermilch/PBS inkubiert. Die
Membran wird 3 x in 0,1 % (v/v) Tween-20/0,5 % (w/v) Magermilch/PBS und 1 x 10 min in
PBS gewaschen, in Kunststoffolie eingeschweil3t und mit der ECL-Substratiésung 1 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernen der Substratldsung und Wiederverschlufd
der Kunststofftasche folgt die Exposition eines Rontgenfilms (Hyperfilm MP, AMERSHAM,
Braunschweig) 15 s - 120 s und die Entwicklung des Films im Rontgenfilmentwickler.

3.2.5.3 Densitometrische Auswertung des Rdéntgenfilms

Die durch die ECL-Darstellung auf dem Rontgenfilm erzeugten Banden werden einge-
scannt (Scanner: Studio Scanllsi [AGFA, Mortsel, Belgien], Scanner-Software FOTO-
LOOK PS 2.07.2 mit folgenden Einstellungen: [Modus: Graustufen], [Vorlage: Durch-
sicht], [Auflésung: 600ppi], [Skalierung: 100%], [Dichte: Automatisch], [Tonkurve: Keing],
[Entrastern: Kein], [Scharfe: Mittel 300%], [Optimieren: Qualitat]), als jpg-Datei mit maxi-
maler Qualitat gespeichert, in der Bildverarbeitungssoftware ADOBE-PHOTOSHOP (Ver-
sion D1-4.0) eingelesen und als tif-Datei gespeichert, da die densitometrische Software
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WINCAM (Version 2.2, CYBERTECH, Berlin) nur tif-Dateien entgegennimmt. Die Banden
werden in WINCAM rechteckig eingegrenzt (Einstellungen der Software: [Peaks: Dark],
[Integration: Absolute], [Background Substraction: Off]), die aufgetragenen Mengen Core-
Partikel der Standardreihe unter der Programmoption ,Enter Standard“ den entsprechen-
den Banden zugeordnet. Anhand dieser Standardreihe erstellt die Software eine log-
arithmische Regressionskurve - mit der die tatsachlich aufgetragenen Mengen an Core-
Partikeln in der Standardreihe neu ermittelt werden - und errechnet so einen Korrelati-
onskoeffizienten zur Beurteilung der Giite der Quantifizierung. Die aufgetragenen Proben
werden mittels dieser Regressionskurve von der Software quantifiziert. Die Verwendung
der logarithmischen Regressionskurve erfolgte aufgrund der nichtlinearen Speicherung
der Intensitaten durch die Scanner-Software.

3.2.6 Markierung und Nachweis von Core-Komponenten
3.2.6.1 Endogene Polymerase-Reaktion

Zur Markierung der viralen DNA durch die verpackte virale Polymerase werden 5 pl Core-
Partikel 12 h bzw. 24 h bei 37 °C in endogene-Polymerase-Puffer nach Zusatz von 1 pl
10 pCi/ul a-32P-dCTP (3000 Ci/mmol) inkubiert. Die Probe wird mit PBS auf 500 pl auf-
gefullt und in NANOSEP-Konzentratoren (AusschluRgrenze = 30 kDa, PALL-GELMAN,
RoRdorf) bei 14.000 rpm in der EPPENDORFF-Tischzentrifuge auf ca. 150 ul eingeengt.
AnschlieRend wird die Probe 3 x mit 500 ul PBS versetzt und wie oben eingeengt.

3.2.6.2 Endogene Proteinkinase C-Reaktion

Zur Markierung der viralen Core-Proteine durch die verpackte zellulare Proteinkinase C
werden 5 pl Core-Partikel 12 h bei 37 °C in Proteinkinase C-Puffer mit 10 pCi/pl y-32P-
ATP (3000 Ci/mmol) bzw. mit 1 uM nichtradioaktivem ATP inkubiert. AnschlieRend wird
das freie ATP - wie oben fir die Entfernung von Nukleotiden beschrieben - entfernt.

3.2.6.3 Nachweis radioaktiver Core-Proteine und radioaktiver HBV-DNA

70 mg Protein A-Sepharose (SIGMA, Deisenhofen) werden 1 h bei Raumtemperatur in
PBS gequollen, mit 80 pl Kaninchen-anti-HBc versetzt, 48 h bei 4°C rotierend inkubiert
und anschlie3end in einer EPPENDORFF-Tischzentrifuge pelletiert. Das Pellet wird 5 X in
1 ml PBS resuspendiert und wie oben pelletiert. Das Pellet wird 6 h in 1 % BSA/PBS (w/v)
bei Raumtemperatur rotierend inkubiert, 5 x wie oben pelletiert und in 1 ml PBS resus-
pendiert. Fur die Darstellung radioaktiv markierter Core-Proteine werden 50 ng Core-
Partikel (Mengenbestimmung siehe Kap. 3.2.5), zur Darstellung der radioaktiv markierten
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HBV-DNA 20 ng Core-Partikel mit 100 pl BSA-abgesattigter Kaninchen-anti-HBc-Protein
A-Sepharose versetzt und Uber Nacht bei 4 °C rotierend inkubiert. Zum Waschen wird die
Probe 1 min bei 14.000 rpm in einer EPPENDORFF-Tischzentrifuge pelletiert, und in
500 ul 0,1 % (v/v) Tween-20/PBS resuspendiert. Der Waschvorgang wird 2 x wiederholt.

Nachweis 32P-markierter Core-Proteine

Das Pellet der Immunprazipitation wird in 20 pl 10 % R-Mercaptoethanol (ROTH, Karlsru-
he)/2 x PAGE-Probenpuffer resuspendiert, 10 min bei 96 °C denaturiert, die Sepharose
pelletiert und der gesamte Uberstand auf ein 16 % SDS-Polyacrylamidgel (,Mighty Tall*-
Gelkammer, 10 cm x 12 cm, HOEFER SCIENTIFIC, bezogen Uber SERVA, Heidelberg)
mit 5 % Sammelgel aufgetragen. Die Probe wird ca. 4 h bei 150 V aufgetrennt. Das Po-
lyacrylamidgel wird anschlieBend unter Vakuum 2 h bei 80 °C getrocknet. Die radioakti-
ven Bestandteile der Proben werden im Bioimager (BAS-1000, FUJI, bezogen lGber RAY-
TEST, Straubenhardt) dargestellt.

Nachweis radioaktiver HBV-DNA

Das in PBS resupendierte Pellet der Immunprazipitation (ca. 40 pl) wird mit 100 pl
2 x Proteinase K-Puffer, 5 pl 100 ng/ul Proteinase K und 35 pl H,0 versetzt und 4 h bei
56 °C inkubiert. AnschlieRend werden die Proteinfragmente durch Phenol-/Chloroform-
Extraktion entfernt. Zum wassrigen Uberstand der Extraktion werden 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,5), 3 Volumina Ethanol und 2 pl 20 pg/pl Glycogen (BOEHRINGER,
Mannheim) als Fallungszusatz gegeben. Dieser Ansatz wird 2 h bei —20 °C inkubiert und
anschlieend 1 h bei 4 °C und 15.000 rpm in der Tischzentrifuge pelletiert. Das Pellet
wird in 20 pl H,O resuspendiert. 10 pl des resuspendierten Pellets werden in Agarose-
Loading-Buffer auf einem 1 % Agarosegel bei 10 V/cm aufgetrennt. Die DNA wird mit
Ethidiumbromid gefarbt und auf einem UV-Leuchttisch fotografiert. Das Agarosegel wird
2x10 min in 10 % (v/v) TCA und 2 x 5min in 5% (v/iv) TCA auf einem Schiuittler bei
Raumtemperatur inkubiert, anschlieBend 60 min bei 37 °C zwischen Papiertichern mit
einem Gewicht von ca. 800 g getrocknet und eine Autoradiographie des Gels durchge-
fahrt.

3.2.6.4 Darstellung und Quantifizierung 32P-markierter Core-Partikel

Nach kurzem Waschen des Blots in PBS, Lufttrocknung und Imaging Screen-Exposition
wird die Blotmembran in einem Bioimager dargestellt. Der Bioimager-Scan wird (Soft-
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ware: PC-BAS-READER 2.09, RAYTEST, Straubenhardt) als Datei ausgelesen, gespei-
chert und mit der Bildverarbeitungssoftware TINA (Version 2.09f, RAYTEST, Strauben-
hardt) dargestellt sowie am angeschlossenen Drucker (Laserjet IVPlus, HEWLETT-
PACKARD, Bad Homburg) ausgedruckt. Die Expositionszeit der Autoradiographie wird so
gewahlt, dafl? der maximale Wert einer quantifizierten Bande (vgl. Kap.3.2.5.2) 220 (PSL-
bkg)/mm? nicht iberschreitet, da, wie in Vorexperimenten gezeigt, oberhalb dieses Werts
Sattigungseffekte des Bioimager-Screens zu beobachten sind.

Die Quantifizierung des Signals erfolgt durch das Programm TINA, das die PC-BAS-
Reader-Datei einliest und am Bildschirm darstellt. Die Banden werden in einer einheitli-
chen Flache eingegrenzt und durch TINA ausgewertet. AulRerdem wird eine gleichgroR3e
Flache hinzugefigt und quantifiziert, die den Hintergrund der Autoradiographie wieder-
gibt. Das gemessene Signal (angegeben in PSL, Phosphor Stimulated Luminescence)
des Hintergrunds (= background, bkg) wird vom Signal der jeweiligen Bande subtrahiert,
so daf’ man einen um den Hintergrundstrahlung bereinigten Wert erhalt (PSL-bkg), der
durch die Flache (in mm?) dividiert wird ([PSL-bkg]l/mm?). Dieser Quotient stellt einen um
die Hintergrundstrahlung bereinigten, auf die Flache bezogenen Wert fur die Menge der
gemessenen Radioaktivitat dar.

Zur Darstellung der spezifischen Radioaktivitat der Core-Partikel im Bioimagerscan einer
PVDF-Membran (angegeben in ,(PSL-bkg)/mm?2) wird diese durch die Core-Menge die-
ser Probe im Immunblot (angegeben in ,pg“, vgl. Kap.3.2.5.2) dividiert. Die vierte Nach-
kommastelle des Quotienten wird gerundet. Die ,spezifische Radioaktivitat" ist somit die
auf ein pg Core-Partikel bezogene, quantifizierte Radioaktivitdt und wird in [(PSL-bkg) x
(mm2 x pg)] angegeben. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, daR diese Einheit nicht zur
Betrachtung der absolut eingebauten Nukleotide zu nutzen ist, da die Core-Partikel-
Menge auf den Standard bezogen ist, der ebenfalls geblottet und den Immunreaktion zur
Darstellung im Blot unterworfen wurde. Da jedoch z.B. verkirzte Waschvorgénge zwi-
schen den Antikorperinkubationen im Immunblot zu stérkeren Signalen — wenn auch bei
erhohtem Hintergrund - fihren, muf3 gefolgert werden, dal3 wahrend der Immunreaktion
eine unbekannte Menge an Core-Partikeln von der Membran gewaschen wird. Die Menge
an gemessenen Core-Partikeln im Blot stellt also einen relativen Wert und keinen abso-
luten Wert dar. Da jedoch die einzelnen Fraktionen der jeweiligen Gradienten parallel
getestet worden waren, ist ein vergleichende Beurteilung zulassig. Zur besseren Ver-
gleichbarkeit der verschiedenen Quotienten werden dem grof3ten Wert 100 % zugeordnet
und die prozentualen Werte der anderen Quotienten errechnet.
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3.2.7 Dichtegradientenzentrifugation von Core-Partikeln
3.2.7.1 Flotation

100 pl Probe werden mit 400 ul 1,44 g/ml Nycodenz (NYCOMED, bezogen Uber GIBCO,
Karlsruhe)/TN versetzt (resultierende Dichte: 1,32 g/ml) und in einem mit SIGMACOTE
(SIGMA, Deisenhofen) nach Angaben des Herstellers silikonisierten Zentrifugenrohrchen
(14 mm x 95 mm, KONTRON, Neufahrn) vorgelegt. Es wird ein in einem Gradientenmi-
scher hergestellter, kontinuierlicher Nycodenzgradient von 1,32 g/ml Nycodenz/TN bis
1,1 g/ml Nycodenz/TN Uberschichtet. Die Zentrifugation erfolgt 24 h bei 4 °C und
36.000 rpm in einem TST 41.14-Rotor in einer Ultrazentrifuge (L5-50, BECKMAN, Min-
chen). Der Gradient wird vom Boden des Zentrifugenréhrchens her mit einer Glaskapilla-
re in 500 pl-Aliquots in silikonisierte EPPENDORFF-ReagiergefalRe ausgetropft. Der Re-
fraktionsindex (o) jeder Fraktion wird mit einem Abbé-Refraktometer bestimmt und die
entsprechende Dichte mit folgender Formel errechnet:

Dichte [g/ml] = (o x 3,287) — 3,383

Die Konzentration an Core-Partikeln in jeder Fraktion wird im ELISA bestimmt.

3.2.7.2 Dichtegradientensedimentation

In einem silikonisierten Zentrifugenréhrchen wird ein kontinuierlicher Gradient aus 6 ml
1,32 g/ml Nycodenz/TN und 6 ml 1,1 g/ml Nycodenz/TN praformiert. Die Probe wird auf
diesen Gradienten aufgetragen, wie in der Dichtegradientenflotation zentrifugiert, in 24-70
Fraktionen geerntet und untersucht.

3.2.8 Stabilitidtsassay

10 pl Kaninchen Retikulozyten Lysat (Rabbit Reticulocyte Lysate, RRL) werden mit dem
gleichen Volumen mittels endogener Polymerase-Reaktion oder endogener Proteinkinase
C-Reaktion markierter Core-Partikel versetzt und 24 h bei 37 °C (im Brutraum) in einem
silikonisierten EPPENDORFF-Reagiergefald inkubiert. In der Negativkontrolle wird RRL
durch Transportpuffer (TP) ersetzt. Die DNA in den Ansétzen wird durch Zugabe von
CaCl, (ad 8 mM) und S7-Nuklease (ad 0,25 U/25 pl Ansatz) 30 min bei 37 °C degradiert.
Die Reaktion wird durch Zugabe von EDTA (ad 16 mM) gestoppt. 10 ul der Ansatze wer-
den auf einem 1 % Agarosegel aufgetrennt, die Core-Partikel wie in Kap.3.2.5.2 be-
schrieben im Immunblot und in der Autoradiographie dargestellt (vgl. Kap.3.2.6.4).
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4 Ergebnisse
4.1 Préparation, Markierung und Nachweis von Core-
Partikeln

Core-Partikel-Isolierung aus HepG2.2.15-Zellen

Core-Partikel wurden aus HepG2.215-Zellen isoliert und in verschiedenen Verdiinnungs-
stufen im Immunblot nach nativer Agarosegelelektrophorese dargestellt (Abbildung 3).
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Abbildung 3 Immunblot von aus HepG2.2.15-Zellen isolierten Core-Partikeln
— 3 4 =L
NN
Abbildung 4 wie Abbildung 3, jedoch mit Eingrenzungen zur densitometrischen Auswertung
Signal Intensitat | Standard [pg] | Menge [pg]
1 2901,16 100 99,32
2 1954,79 50 51,17
3 1154,18 25 24,38
4 957,89 | @ ---- 19,23
5 1387,09 | = ----- 31,15
6 2428,04 | @ - 72,54
7 2603,23 | @ - 81,76
Tabelle 1 Densitometrische Auswertung des Immunblots

Die intrazellularen Core-Partikel wandern im Gel entsprechend einer 3054 bp langen li-
nearen DNA. Dies entspricht der 1,05fachen Migrationsgeschwindigkeit der in der Stan-
dardreihe aufgetragenen in E. coli exprimierten Core-Partikel (rHBc). Zur Quantifizierung
der aufgearbeiteten Core-Partikel wurden die Signale in der densitometrischen Software
WINCAM eingegrenzt (vgl. Abbildung 4) und die Signalstarke vermessen (vgl. Tabelle 1,
Spalte ,Intensitat”). Mittels der Standardverdiinnungsreihe aus rekombinant exprimierten
Core-Partikeln (rHBc, Paul Pumpens, Riga, Lettland) wurde eine logarithmische Kalibrie-
rungskurve erstellt. Der Korrelationskoeffizient dieser Kalibrierungskurve lag tber 0,99.
Anhand der Kalibrierungskurve wurden die Core-Partikel-Mengen in den Verdiinnungen
der aus HepG2.2.15-Zellen isolierten Core-Partikel ermittelt. Die Menge der aus Zellen
isolierten Core-Partikel lag zwischen 100 - 2800 Core-Partikel pro HepG2.2.15-Zelle.

25



Ergebnisse

Praparation aus HepG2.2.15-Zellkulturiiberstand

Der Uberstand der 5tagigen Inkubation der Zellen in 1 % FKS/DMEM wurde gesammelt
und bei —20 °C aufbewahrt. Dann wurden Core-Partikel wie in Kap. 3.2.4 beschrieben
aufgearbeitet und ebenso wie Core-Partikel aus HepG2.2.15-Zellen nachgewiesen. Es
zeigte sich ein Unterschied im Gellaufverhalten (vgl. Abbildung 17 und Abbildung 18, bei-
de Seite 43) zwischen intrazellularen Core-Partikeln und dieser Préparation: Die extra-
zellularen Core-Partikel migrieren knapp unterhalb der in E.coli exprimierten Core-
Partikel, wahrend, wie oben erwahnt, zwischen dem Laufverhalten intrazellularer Core-
Partikel und in E. coli exprimierten Core-Partikeln ein grof3erer Laufunterschied existiert.
Aus dem Zellkulturiberstand konnten ca. 75 Core-Partikel pro Zelle, d.h. im Mittel 15 Co-
re-Partikel pro Zelle und Tag, aufgearbeitet werden.

Markierung und Nachweis von Core-Partikeln
Radioaktive Markierung der HBV-DNA

Zur Darstellung der HBV-DNA wurden intrazellulare Core-Partikel mit der endogenen Po-
lymerase-Reaktion markiert, immunprézipitiert und anschlie3end wie in Kap.3.2.6.3 be-
schrieben dargestellt. Abbildung 5 zeigt links den Ethidiumbromid-gefarbten DNA-
GroRRenstandard und rechts den Bioimagerscan der radioaktiven HBV-DNA.

4072bp B |

305400 I

Z203Bbn HEV-ONA Core- ‘
Partikel

1636bp

1018bp

Abbildung 5 Darstellung  der markierten | Abbildung 6 Bioimagerscan von durch endo.
HBV-DNA nach Agarosegelektrophorese, links der | Polymerase-Reaktion markierten  Core-Partikeln
Ethiumbromid-geférbte DNA-GréBenmarker, rechts | nach nativer Agarosegelelektrophorese, Immunblot
der Bioimagerscan und Autoradiographie

Es sind radioaktive Nukleinsauren mit einem Laufverhalten von ca. 3.200 bp bis 1.500 bp
doppelstrangiger linearer DNA zu erkennen. Aufgrund des Replikationszyklus™ des Hepa-
titis-B-Virus konnte diese Radioaktivitdt sowohl einzelstréangige oder doppelstrangige
DNA, als auch DNA-RNA-Hybride darstellen. In jedem Fall entspricht sie ganz vorwie-
gend Replikationsintermediaten des viralen Genoms und nicht der relaxed circular-Form
viraler DNA, wie sie in reifen Virionen vorliegt. In Abbildung 6 sieht man eine distinkte
Bande von durch endogene Polymerase-Reaktion markierten Core-Partikeln nach nativer
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Agarosegelelektrophorese, Immunblot und Autoradiographie. Es sind keine Kontamina-
tionen, beispielsweise durch ebenfalls markierte zellulare Nukleinsauren, zu erkennen.

Radioaktive Markierung der HBV-Core-Proteine

Zur Darstellung der Core-Proteine wurden intrazellulare Core-Partikel mittels der endoge-
nen Proteinkinase C-Reaktion markiert, mit einem Partikel-spezifischen Antikdrper (Ka-
ninchen-anti-HBc-Ak, DAKO, Hamburg) immunprazipitiert und auf einem 16 % SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Das Gel wurde getrocknet und die radioaktiven Proteine im
Bioimager dargestellt.

I0kDa -
21,5kDa | .. = Core-Protein
Core-
~ Partikel

14,3kDa | .
Abbildung 7 Darstellung  der  markierten | Abbildung 8 Bioimagerscan der durch endo.
Core-Proteine nach SDS-PAGE, links der Moleku- | PKC-Reaktion markierten Core-Partikel nach nativer
largewichtsmarker, rechts der Bioimagerscan Agarosegelelektrophorese und Immunblot

Abbildung 7 zeigt eine radioaktive Bande in der Héhe des Molekulargewichts von HBV-
Core-Proteinen (ca. 21,5 kDa). Damit wurde gezeigt, daf} die endogene Proteinkinase-
Reaktion (Albin and Robinson (1980)) erwartungsgemal’ innerhalb der Core-Partikel aus-
schlie3lich die Core-Untereinheiten phosphorylierte. In Abbildung 8 sind durch endogene
Proteinkinase C-Reaktion markierte Core-Partikel nach nativer Agarosegelelektrophorese
und Autoradiographie gezeigt. Man erkennt keine distinkte Bande. Vielmehr sieht man
eine - vor Immunprazipitation - immer vorhandene erhebliche Kontamination der Préapara-
tion mit Proteinkinasen und Substraten. Daher zeigte das Vorhandensein einer singularen
Bande nach Immunprazipitation (Abbildung 7) die Spezifitat der Prazipitation. Dies besta-
tigt auch die zuvor dargelegte Hypothese, da3 nach Immunprazipitation und radioaktiver
endogener Polymerase-Reaktion tatséachlich nur HBV-DNA dargestellt wurde (Abbildung
5).
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4.2 CsC/l-Dichtegradientenzentrifugation von
Core-Partikeln

Unmarkierte intrazellulare Core-Partikel wurden in einem SW60-Ti-Rotor lber einen
praformierten kontinuierlichen Gradienten von 1,45 g/ml — 1,29 g/ml CsCl (18 h bei
37.000 rpm und 4 °C) aufgetrennt. Der Gradient wurde mit einer Glaskapillare von unten
geerntet, die Dichte der Fraktionen refraktometrisch bestimmt und die Konzentration an
Core-Partikeln in den einzelnen Fraktionen im ELISA ermittelt.

100 -
90 -
80 -
70 A
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 A

0 T T ‘ ‘ —— L
1,28 1,30 1,32 1,34 1,36 1,38 1,40 142

Dichte [g/ml]

Core-Konzentration [%)]

Diagramm 1 Verteilung der intrazelluldren Core-Partikel im CsCl-Dichtegradienten It. ELISA-
Quantifzierung, experimentelle Daten auf Seite 69

Diagramm 1 zeigt die prozentuale Verteilung der Core-Partikel-Konzentration Uber den
Gradienten. Die Konzentration steigt von 2% der max. Konzentration (bei einer Dichte von
1,365 g/ml) auf einen einzelnen Peak bei einer Dichte von 1,350 g/ml an. Diese Dichte
entspricht der Dichte, die von Hess, et al. (1981) fir intrazellulare Core-Partikel aus Le-
bergewebe gezeigt wurde. Insgesamt wurden in den positiven Fraktionen ca. 7% der ein-
gesetzten Menge an Core-Partikeln wiedergefunden.

4.2.1 Charakterisierung von Core-Partikeln in
Nycodenz/TN

Dichtegradientenzentrifugation von intrazelluldren Core-Partikeln

Die relativ geringe Wiederfindungsrate von Core-Partikeln aus HepG2.215-Zellen in CsCl
deutete auf eine hohe Zersetzungsrate in diesem Medium hin. Versuche zur Auftrennung
in Saccharose - dem zweiten in der Literatur beschriebenen Medium - waren ebenfalls

unbefriedigend, da hier eine Zersetzung von 75 % (personliche Mitteilung von Dipl. Biol.
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Angelika Vlachou, Institut fir medizinische Virologie der Justus Liebig-Universitat in Gie-
Ren) erfolgte und zudem noch das Mal3 an Verunreinigungen, wie durch endogene Poly-
merase- und Proteinkinase-Reaktion gezeigt, weit starker war (Vlachou, personliche Mit-
teilung). Daher wurde ein weiteres Dichtegradientenmedium (Nycodenz) getestet, das
weitgehend inert ist, so dafd auch enzymatischen Reaktionen in ihm weitgehend ungestort
ablaufen (Nycomed (1996)). Dazu wurden intrazellulare Core-Partikel durch Dichtegra-
dientensedimentation tber einen kontinuierlichen Gradienten von 1,32 g/ml bis 1,10 g/ml
Nycodenz/TN wie in Kap. 3.2.7.2 beschrieben aufgetrennt.
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Diagramm 2 Verteilung intrazelluldrer Core-Partikel U(ber den Nycodenz-Dichtegradienten nach
Dichtegradientensedimentation It. ELISA-Quantifizierung, experimentelle Daten auf
Seite 70, Erlduterungen im Text

Diagramm 2 zeigt die prozentuale Verteilung der Core-Partikel-Konzentrationen tber den
Nycodenz-Dichtegradienten aufgrund der Quantifizierung im ELISA. Alternativ befindet
sich darunter ein Gradient in der Darstellung im Immunblot. Die Core-Partikel-
Konzentration steigt auf ein scharfes Maximum bei einer Dichte von 1,242 g/ml an. 93%
der eingesetzten Core-Partikel wurden in den positiven Fraktionen wiedergefunden. Da-
mit zeigte sich, dalR dieses Medium im Gegensatz zu CsCl und Saccharose besser zur
Aufreinigung geeignet ist. Weiterhin lassen diese Ergebnisse darauf schlieBen, dafd in
CsCl — wie es weitgehend in der Literatur verwendet wurde — nur die Aufreinigung ,be-
sonders stabiler Core-Partikel erlaubt, die evtl. nicht die Gesamtheit der in der Zelle vor-
handenen Core-Partikel reflektiert.

29



Ergebnisse

Gleichgewichtsdichte von intrazelluldren Core-Partikeln

Nycodenz ist im Gegensatz zu CsCl viskds: Bei 20 °C besitzt eine Nycodenz-Ldsung ei-
ner Dichte von 1,265 g/ml eine Viskositat von 5,3 mPas (H,0: 1 mPas). Daher wurde un-
tersucht, ob die im vorherigen Versuch ermittelte Dichte der Core-Partikel auch in der
Flotation erreicht wurde.

100 1 —e— Sedimentation
90 |
80 1 ...e...Flotation
70 -
60 -
50 |
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1,14 1,16 1,18 1,20 1,22 1,24 1,26 1,28 1,30

Core-Konzentration [%]

Dichte [g/ml]

Diagramm 3 Verteilung intrazelluldrer Core-Partikel liber den Dichtegradienten nach Dichtegradien-
tenflotation und —sedimentation It. ELISA-Quantifizierung, experimentelle Daten auf
Seite 70 und 71

Diagramm 3 zeigt die prozentuale Verteilung der Core-Partikel-Konzentrationen tber den
Dichtegradienten. Die Core-Partikel-Konzentration zeigt - im Vergleich zur Nycodenz-
Dichtegradientensedimentation - ebenfalls ein scharfes Maximum, welches 100 % im
Diagramm reflektiert, bei einer Dichte von 1,244 g/ml.

Die Dichten der Maxima liegen bei 1,242 g/ml nach Dichtegradientensedimentation und
bei 1,244 g/ml nach Dichtegradientenflotation. Die geringe Differenz erklart sich dadurch,
dal die beiden Gradienten nicht so prazise geerntet werden kénnen, daf? die Dichten der
einzelnen Fraktionen in der dritten Nachkommastelle tGbereinstimmen. Die Wanderungs-
strecke der Core-Partikel bis zu ihrer Gleichgewichtsdichte war in der Dichtegradienten-
sedimenation grofer als in der Dichtegradientenflotation. Da die Maxima in beiden Féallen
dennoch bei der gleichen Dichte auftreten, muf3 die Zentrifugationsdauer auch in der
Dichtegradientensedimentation ausreichend gewesen sein, damit intrazellulare Core-
Partikel ihre Gleichgewichtsdichte erreichen.
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Dichtegradientenzentrifugation von extrazelluldren Core-Partikeln

Morphologisch ist kein Unterschied zwischen intra- und extrazellularen Core-Partikeln
anzunehmen oder in der Literatur beschrieben. Daher ist davon auszugehen, dal3 das
Sedimentationsverhalten extrazellularer Core-Partikel nicht durch ihre Morphologie, son-
dern von ihrer Masse bzw. von verpackten Bestandteilen abh&ngt. Um deren Einflul® auf
die Gleichgewichtsdichte zu untersuchen, wurden extrazellulare Core-Partikel wie in
Kap. 3.2.7.2 beschrieben angereichert und tUber eine Dichtegradientensedimentation auf-
getrennt.
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Diagramm 4 Verteilung extrazelluldrer Core-Partikel (ber den Dichtegradienten It. ELISA-
Quantifizierung, experimentelle Daten auf Seite 72

Die Verteilung extrazellularer Core-Partikel Uber den Dichtegradienten in Diagramm 4
zeigt die Core-Partikel-Konzentration mit einem sehr scharfen Maximum bei einer Dichte
von 1,222 g/ml und unterscheidet sich signifikant von der des Maximums intrazellularer
Core-Partikel bei 1,244 g/ml um 0,024 g/ml. Neben dem Maximum sind sowohl bei héhe-
ren als auch niedrigeren Dichten Nebenfraktionen zu sehen.

Permeabilitdt von Core-Partikeln flir Nycodenz

Da die Erststrang-DNA-Synthese — wenn auch in einem unbekannten Mal} — Vorausset-
zung fir die Sekretion von HBV darstellt (Gerelsaikhan, et al. (1996)), sollten extrazellula-
re Core-Partikel, von denen durch NP-40-Behandlung die Hullproteine entfernt worden
waren, eine hthere Menge an Nukleinsaure beinhalten, also eine gréf3ere Masse aufwei-
sen. Unter der Annahme, daR Nycodenz nicht in die Partikel eindringt, sollten sie also
eine hohere Schwebedichte als intrazellulare Core-Partikel aufweisen. Diese Annahme
steht im Wiederspruch zu den Ergebnissen der Sedimentationen. Die Ergebnisse sind
jedoch erklarbar, wenn vorausgesetzt wird, da? Nycodenz ins Lumen der Core-Partikel
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eindringt, da doppelstrdngige Nukleinsau-
ren in Nycodenz eine geringere Dichte
(1,23 g/ml) als einzelstrangige Nuklein-
sauren (1,18 g/ml) aufweisen (Rickwood,
(1989). Um das Eindringen des Nycodenz
in die Partikel zu verifizieren, wurden in
E.coli exprimierte Core-Partikel, die in
wesentlich héheren Konzentrationen als
eukaryontisch exprimierte Core-Partikel
aufgearbeitet werden konnen, mit Ny-
codenz der Schwebedichte prainkubiert
und in der Elektronenmikroskopie darge-
stellt. Nycodenz — als jodhaltiges RoOnt-
genkontrastmittel — sollte ein Anfarben
des Lumens der Partikel erlauben.
Abbildung 9 zeigt runde Strukturen mit
einem unscharf begrenzten Durchmesser
von 27 nm und 31 nm. Dieser Durchmes-
ser entspricht dem durch Cryoelektro-
nenmikroskopie ermittelten Durchmesser
des Lumens von Core-Partikeln
(Crowther, et al. (1994)) abhangig davon,
ob diese in T=3- oder T=4-Symmetrie vor-
liegen. Ein Auszahlen der Haufigkeit von
27 nm- bzw. 31 nm-messenden Struktu-
ren ergab eine Relation von 1:6, was auch
der Verteilung der T=3 zur T=4-
symmetrischen Core-Partikel in der Lite-
ratur entspricht (Crowther, et al. (1994)).
Als Kontrolle wurden entsprechende Core-
Partikel mit Phosphorwolframsaure (PTA)
gefarbt und elektronenmikroskopisch dar-
gestellt. Abbildung 10 zeigt das elektro-
nenmikroskopische Bild dieser Core-
Partikel, wobei man bei einigen durch die
eingelaufene PTA das Lumen der Core-
Partikel erkennt. Es existieren — wie in der
vorigen Darstellung - zwei Populationen
von Core-Partikeln, die sich in ihrem
Durchmesser unterscheiden (30 nm

Abbildung 9 Elektronenmikroskopische Dar-
stellung von in E.coli exprimierten Core-Partikeln in
Nycodenz/TN. Als weilse Kreise sind der innere und
duBBere Durchmesser von Core-Partikeln in der PTA-
Féarbung eingefligt.

Abbildung 10 Elektronenmikroskopische Dar-
stellung von PTA-gefédrbten, in E.coli exprimierten
Core-Partikeln.
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Abbildung 11 Elektronenmikroskopische Dar-
stellung von in E.coli exprimierten Core-Partikeln
ohne Féarbung.

32



Ergebnisse

und 32 nm), die wieder durch die eingezeichneten Kreise markiert sind. Als Negativkon-
trolle ist ein elektronenmikroskopisches Bild von in E.coli exprimierten Core-Partikeln, die
nicht gefarbt wurden, gezeigt (Abbildung 11). Es sind weder Core-Partikel noch andere
Strukturen zu erkennen.

Die elektronenmikroskopischen Bilder wurden freundlicherweise von Herrn Dr. Michael
Kann, Institut fir Medizinische Virologie, und Heidrun Will, Institut fir Veterinarvirologie,
beide Justus Liebig-Universitat in Giel3en, zur Verfliigung gestellt.

4.2.2 Verteilung der Core-assoziierten Enzymaktivitéiten in
Nycodenz-Dichtegradienten

Sedimentationsverhalten endogen phosphorylierter Core-Partikel

Zunachst sollte festgestellt werden, ob durch die endogene Phosphorylierung das Sedi-
mentationsverhalten intrazellularer Core-Partikel veréndert wird. Dies war fir die Untersu-
chungen zum Verlauf der Erst- und Zweitstrang-, als auch fir die Gesamtsyntheseaktivi-
tat Uber den Dichtegradienten von Bedeutung, da in diesen Versuchen der endogenen
Polymerase-Reaktion eine endogene Phosphorylierung vorausgegangen war (vgl. Kap.0).
Intrazellulare Core-Partikel wurden durch die endogene Proteinkinase-Reaktion mit a-32P-
dCTP markiert und wie beschrieben in einer Dichtegradientenflotation aufgetrennt.

Core-Konzentration [%]

1,14 1,16 1,18 1,20 1,22 1,24 1,26 1,28 1,30
Dichte [g/ml]

—e— Core-Partikel nach endogener Proteinkinase C-Reaktion
---e...Core-Partikel nach Flotation

Diagramm 5 Verteilung von durch endogene Proteinkinase C-Reaktion markierten intrazelluldren
Core-Partikeln liber den Nycodenz-Dichtegradienten It. ELISA-Quantifizierung, experi-
mentelle Daten auf Seite 73
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Endogen phosphorylierte intrazelluldre Core-Partikel verteilten sich Uber den Nycodenz-
Dichtegradienten wie in Diagramm 5 dargestellt, wobei das Maximum der Core-Partikel-
Konzentration bei einer Dichte von 1,246 g/ml erreicht wurde und mit der Gleichgewichts-
dichte unmarkierter intrazellularer Core-Partikel bei 1,244 g/ml gut Ubereinstimmt. Die
geringe Differenz in der dritten Nachkommastelle erklart sich wiederum durch das manu-
elle Ernten der Gradientenfraktionen, so dal3 festzustellen ist, da? die endogene Phos-
phorylierung zu keiner Veradnderung des Sedimentationsverhaltens fuhrt, also keine
strukturelle Veranderung der Partikel bewirkt, die eine signifikant veranderte Dichte der
Partikel zur Folge hat.

Spezifische Endogene Proteinkinase C- und Polymerase-Aktivitét

Aus Grinden der Nachweisbarkeit wurden im Folgenden nur die Fraktionen mit Dichten
zwischen 1,23 g/ml und 1,28-1,30 g/ml untersucht.

Intrazellulare Core-Partikel wurden wie beschrieben durch endogene Proteinkinase C-
Reaktion markiert. Um einer, auch in dieser Arbeit beobachteten Abnahme der viralen
Proteinkinase C-Aktivitat bei langerer Lagerung, vermutlich bedingt durch Degradation
der Core-Proteine (Albin and Robinson (1980)), vorzubeugen, erfolgte die Markierungsre-
aktion mdglichst bald nach Aufarbeitung der Core-Partikel. Auch bei der Markierung
durch die endogene Polymerase-Reaktion musste die Reaktion méglichst bald nach der
Aufarbeitung der Core-Partikel erfolgen. Vorversuche ergaben, dal3 die endogene Pro-
teinkinase C-Reaktion — ebenso wie die endogene Polymerase-Reaktion — vor der Zen-
trifugation ungefahr um den Faktor 10 besser erfolgt als nach Zentrifugation in Gegen-
wart von Nycodenz. Um eine Kontamination der Proben mit exogenen Kinasen und deren
Reaktionspartnern weitestgehend auszuschlieBen, wurden markierte Core-Partikel zu-
nachst Uber eine Nycodenz-Dichtegradientenflotation gereinigt und die Core-Partikel-
Konzentrationen im ELISA bestimmt. Die positiven Fraktionen wurden gepoolt, in NANO-
SEP-Konzentratoren auf ein Volumen von 100 pl eingeengt und wie beschrieben in einer
Nycodenz-Dichtegradientensedimentation aufgetrennt. Core-Partikel der zu untersuchen-
den Dichten (1,235 - 1,270 g/ml) wurden auf einem 1 % Agarosegel aufgetrennt und wie
beschrieben durch Immunblot dargestellt und quantifiziert. Nach Autoradiographie der
ECL-Membran wurde die spezifische Radioaktivitat der Proben bestimmit.
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endogene Proteinkinase endogene Polymerase
Dichte [g/ml] Dichte [g/ml]
D e e |
«he

Abbildung 12 Immunblot (oben) und Bioima- | Appildung 13

Immunblot (oben) und Bioima-
gerscan (unten) von durch endogene Proteinkinase

_ : . gerscan (unten) von durch endogene Polymerase-
C-Reaktion markierten Core-Partikeln nach Ny- | Reaktion markierten Core-Partikeln nach Nycodenz-

codenz-Dichtegradientensedimentation, —experimen- | pjchtegradientensedimentation, experimentelle Da-
telle Daten Seite 74 ten Seite 75

In Abbildung 12 erkennt man eine Ungleichverteilung der Proteinkinase C-Aktivitat Gber
die betrachtete Dichte: Eine relativ geringe Core-Partikel-Menge in Fraktion 5 (1,269 g/ml)
erzeugt ein deutlich starkeres Signal im Bioimagerscan als beispielsweise eine ver-
gleichsweise grolie Menge an Core-Partikeln in Fraktion 8 (1,235 g/ml).

Abbildung 13 zeigt eine Ungleichverteilung der spezifischen endogenen Polymerase-
Aktivitat Uber die betrachtete Dichte: Beispielsweise erzeugt die aufgetragene Core-
Partikel-Menge aus Fraktion 11 (1,268 g/ml) im Bioimagerscan ein starkeres Signal als

die Core-Partikel aus Fraktion 13 (1,232 g/ml), von der eine geringere Menge aufgetra-
gen wurde.

Diagramm 6 zeigt zusammenfassend die Verlaufe der spezifischen endogenen Proteinki-
nase C-Aktivitat und der spezifischen endogenen Polymerase-Aktivitat tGber den Ny-
codenz-Dichtegradienten.

100 ~
90 +
80 +
70
60
50 +
40 ~
30 +
20 +
10

0 *® T T T T T T 1
123 124 125 1,26 127 1,28 129 1,30

Dichte [g/ml]

Spezifische Enzymaktivitat [%0]

—e—endogene Proteinkinase C-Aktivitat
—e—endogene Polymerase-Aktivitat

Diagramm 6 Verlauf der endogenen Proteinkinase C- und der Polymerase-Aktivitdt (ber den Ny-
codenz-Dichtegradienten, experimentelle Daten Seite 74 und Seite 75
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Die prozentuale Verteilung der spezifischen Proteinkinase C-Aktivitéat tber den Dichtegra-
dienten steigt von 0 % der maximalen spezifischen Enzymaktivitat (bei einer Dichte von
1,235 g/ml) Gber 18 % (bei einer Dichte von 1,258 g/ml) auf 100 % (bei einer Dichte von
1,269 g/ml) an. Der Verlauf der spezifischen endogenen Polymerase-Aktivitat tber den
Dichtegradienten zeigt ein Maximum bei einer Dichte von 1,267 g/ml. Die endogene Po-
lymerase-Reaktion findet also am starksten in Core-Partikeln statt, deren Sedimentati-
onsdichte in etwa genauso grof} ist wie die derjenigen, in denen die endogene Proteinki-
nase C-Reaktion vermehrt ablduft. Da anhand dieser Daten nicht beurteilt werden kann,
ob es sich bei dieser Markierung um Synthese des HBV-Erststrangs oder des —
Zweitstrangs handelt, wurde dies im Folgenden untersucht.

Verteilung der verschiedenen HBV-DNA-Syntheseaktivitidten iiber
den Nycodenz-Dichtegradienten

Verteilung der HBV-Erststrangsyntheseaktivitét

Intrazellulare Core-Partikel wurden durch die endogene Proteinkinase C-Reaktion mit
nichtradioaktivem ATP phosphoryliert und das freie ATP abgereinigt. Dann wurden die
Core-Partikel durch die endogene Polymerase-Reaktion in Gegenwart von 80 uM Acti-
nomycin D, einem Inhibitor der DNA-abh&ngigen DNA-Polymerase-Aktivitat (Reich and
Goldberg (1964), Kaplan, et al. (1973), Summers and Mason (1982), Offensperger, et al.
(1988)), also der HBV-Zweitstrangsynthese, mit radioaktivem dCTP markiert, in einer
Dichtegradientensedimentation aufgetrennt und die spezifische Enzymaktivitat bestimmt.
Die gemessene Radioaktivitat gibt also die DNA-Erststrangsynthese wieder.

Fraktion Nr.

8 9 10 11 12 13 1415 16 1718 19 20 2122

AR Ll T

.y

-., ﬁ%ﬂﬁiﬁﬁ“‘ .

Abbildung 14 Immunblot (oben) und Bioimagerscan (unten) von durch endogene Polymerase-
Reaktion (in Gegenwart von Actinomycin D) markierten Core-Partikeln nach Nycodenz-
Dichtegradientensedimentation, experimentelle Daten Seite 76

Abbildung 14 zeigt die Verteilung der HBV-Erststrangsyntheseaktivitat Uber den Ny-
codenz-Dichtegradienten. Wiederum erkennt man ein Ungleichverteilung der spezifischen
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Syntheseaktivitat: Eine geringere Core-Partikel-Menge ergibt bei Fraktion 8 (1,274 g/ml)
ein starkeres Signal im Bioimagerscan als bei Fraktion 14 (1,260 g/ml). Zur besseren
Veranschaulichung ist der Verlauf der spezifischen HBV-DNA-Erststrangsyntheseaktivitat
tber den Nycodenz-Dichtegradienten in Diagramm 7 graphisch dargestellt.

100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 +
30 -
20 -
10

0 T T T T 1

1,23 1,24 1,25 1,26 1,27 1,28
Dichte [g/ml]

Spezifische Enzymaktivitat [%6]

Diagramm 7 Verteilung der spezifischen HBV-Erststrangsyntheseaktivitdt (iber den Nycodenz-
Dichtegradienten, experimentelle Daten auf Seite 76

Diagramm 7 zeigt ein deutliches Maximum der spezifischen Erststrangsyntheseaktivitét
bei einer Dichte von 1,262 g/ml. Bis zu einer Dichte von 1,274 g/ml ,pendelt" sie auf ho-
hem Niveau um Werte von 90 %. Das Maximum der spez. Erststrangsyntheseaktivitét
fallt mit der Dichte des Maximums der endogenen Polymeraseaktivitat (1,267 g/ml) und
der endogenen Proteinkinase C-Aktivitat (1,269 g/ml) anndahernd zusammen. Die spezifi-
sche Erststrangsyntheseaktivitat fallt bei einer Dichte von 1,251 g/ml auf 37 % ab und
»Schwankt* bis zur niedrigsten untersuchten Dichte von 1,236 g/ml zwischen Werten von
49 % und 27 %.

Verteilung der HBV-Zweitstrangsyntheseaktivitét

Core-Partikel aus Zellextrakt wurden wie oben beschrieben mit nichtradioaktivem ATP
phosphoryliert bevor nach Entfernung des freien ATPs die endogene Polymerase-
Reaktion in Gegenwart von 1 mM Phosphonoformic Acid (PFA), einem Inhibitor der HBV-
DNA-Erststrangsyntheseaktivitat, durchgefihrt wurde. Die mit radioaktivem dCTP mar-
kierten Core-Partikel werden in einer Nycodenz-Dichtegradientensedimentation aufge-
trennt und die spezifischen Enzymaktivitat bestimmt.
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Fraktion Nr.

5 6 7 8 910 1112 13 14 15

Abbildung 15 Immunblot (oben) und Bioimagerscan (unten) von durch endogene Polymerase-
Reaktion (in Gegenwart von PFA) markierten Core-Partikeln nach Nycodenz-
Dichtegradientensedimentation, experimentelle Daten Seite 77

Abbildung 15 zeigt die Verteilung der spezifischen HBV-DNA-Zweitstrangsyntheseaktivitat
Uber den Nycodenz-Dichtegradienten. Auch hier erkennt man wieder eine Ungleichver-
teilung der untersuchten enzymatischen Aktivitat bei verschiedenen Dichten. Diese Un-
gleichverteilung ist in Diagramm 8 graphisch dargestellit.

100 ~
90 +
80 ~
70 ~
60 -
50 ~
40 -
30 ~
20 ~
10 ~

0 to—o T \ ‘ ‘ ‘
1,23 1,24 1,25 1,26 1,27 1,28
Dichte [g/ml]

Spezifische Enzymaktivitat [%0]

Diagramm 8 Verteilung der spezifischen HBV-DNA-Zweitstrangsyntheseaktivitét iiber den Nycodenz-
Dichtegradienten, experimentelle Daten auf Seite 77

Diagramm 8 zeigt einen biphasischen Verlauf mit einem Peak bei einer Dichte von
1,251 g/ml und einem zweiten bei einer Dichte von 1,265 g/ml. Im Vergleich zum Gra-
dienten, in dem die Erststrangsynthese untersucht wurde, zeigt sich also ein zusatzlicher,
starker Peak bei einer Dichte von 1,251 g/ml, der die Dichte von Core-Partikeln anzeigen
sollte, in denen nur die Zweitstrangsynthese stattfindet. Der kleinere Gipfel tritt bei einer
Dichte von 1,265 g/ml auf und ist, da er in den Bereich der Dichte von Core-Partikeln mit
Erststrangsynthese fallt, wohl auch am ehesten als das Resultat einer nicht ganz voll-
standigen Inhibition der Erststrangsynthese durch das PFA zu erklaren.
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Verteilung der HBV-DNA-Gesamtsyntheseaktivitét

Um die relative Verteilung von Core-Partikeln mit Erst- und Zweitstrangsynthese (in dieser
Arbeit auch als HBV-DNA-Gesamtsyntheseaktivitdt bezeichnet) zu ermitteln, die einen
Anhalt fir den relativen Anteil unreifer und reifer Core-Partikel innerhalb der Zelle gibt,
wurden Core-Partikel mit nichtradioaktivem ATP endogen phosphoryliert und durch die
endogene Polymerase-Reaktion in Abwesenheit eines Inhibitors wie zuvor beschrieben
markiert und in einer Dichtegradientensedimentation aufgetrennt. Dieser Markierungsan-
satz unterscheidet sich durch die vorherige endogene Phosphorylierung von der in
Kap. 4.2.2 dargestellten endogenen Polymerase-Reaktion.

Fraktian MNr.

4 § 5 T & O 10 11 12 13 14
i

Abbildung 16 Verteilung der spezifischen HBV-DNA-Gesamtsyntheseaktivitdt lber den Nycodenz-
Dichtegradienten, experimentelle Daten auf Seite 78

Abbildung 16 zeigt die Ungleichverteilung der spezifischen HBV-DNA-
Gesamtsyntheseaktivitat Uber den Dichtegradienten. Beispielsweise sind mehr Core-
Partikel (137 pg) aus Fraktion 8 (1,254 g/ml) als aus Fraktion 7 (117 pg, 1,262 g/ml) auf-
getragen, das im Bioimagerscan durch die groRere Menge an Core-Partikeln erzeugte
Signal ist jedoch schwacher. In Diagramm 9 ist die Auswertung dieser Untersuchung gra-
phisch wiedergegeben.

100 ~
90 -
80
70 ~
60 -
50 -
40 +
30 +
20 +
10 ~

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1,23 1,24 1,25 1,26 1,27 1,28
Dichte [g/ml]

Spezifische Enyzmaktivitat [%)]

Diagramm 9 Verteilung der spezifischen HBV-DNA-Gesamtsyntheseaktivitdt (iber den Nycodenz-
Dichtegradienten, experimentelle Daten auf Seite 78
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Diagramm 9 zeigt die Verteilung der spezifischen HBV-DNA-Gesamtsyntheseaktivitat
Uber den Dichtegradienten. Bei einer Dichte von 1,262 g/ml erreicht die Syntheseaktivitat
ihr Maximum und féallt somit genau mit dem Maximum der Erststrangsyntheseaktivitat
zusammen. Daher scheint es wahrscheinlich, dal3 das Gros Polymerase-aktiver intrazel-
luldarer Core-Partikel vor allem Erststrangsyntheseaktivitat aufweist.

4.2.3 Korrelation zwischen den viralen Enzymaktivititen

Zusatzlich zu den experimentellen Daten beziiglich der Migration der endogenen Polyme-
rase-Reaktion und der endogenen Proteinkinase C-Aktivitat im Dichtegradienten wurden
Korrelationskoeffizienten zwischen den Verteilungen der verschiedenen viralen Enzymak-
tivitaten Uber den Dichtegradienten berechnet. Fir die spezifische endogene Proteinkina-
se C-Aktivitat ergab sich dabei ein Korrelationskoeffizient von 0,99 zur spezifischen en-
dogenen Polymerase-Aktivitdt, von 0,9 zur Erststrangsyntheseaktivitat, von 0,3 zur
Zweitstrangsyntheseaktivitdit und von 0,6 zur DNA-Gesamtsyntheseaktivitat. Somit
scheint die Verteilung der spezifischen Proteinkinase C-Aktivitat Gber den Dichtegradien-
ten sehr gut mit der endogenen Polymerase-Aktivitat und mit der Erststrangsyntheseakti-
vitat, aber nur maRig mit der Gesamtsyntheseaktivitat und kaum mit der Zweitstrangsyn-
theseaktivitat zu korrelieren. Andere Verhaltnisse findet man bei der spezifischen endo-
genen Polymeraseaktivitat, die zwar ebenfalls gut mit der Erststrangsyntheseaktivitat
(Korr. = 0,9), aber nur wenig mit der Zweitstrangsyntheseaktivitat (Korr. = 0,6) und kaum
mit der Gesamtsyntheseaktivitat (Korr. = 0,3) korreliert. Die DNA-Synthese in der endo-
genen Polymerasereaktion (ohne vorangegangene endogene Phosphorylierung) scheint
daher wie zuvor erwéahnt vor allem Erststrangsyntheseaktivitat darzustellen.

Zur Verdeutlichung zeigt Diagramm 10 eine Zusammenstellung der verschiedenen endo-
genen Enzymaktivitaten.
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Spezifische Enzymaktivitat [%6]

—e— Zweitstrangsynthese —e— Erststrangsynthese
—e— Gesamtsynthese —e—endogene Polymerase
—e—endogene Proteinkinase C

Diagramm 10 Zusammenstellung der Verldufe der verschiedenen endogenen Enyzmaktivitdten liber
den Nycodenz-Dichtegradienten

Man erkennt, dall die Gesamtsyntheseaktivitat stets zwischen der Erst- und der
Zweitstrangsyntheseaktivitat verlauft. Zwischen der Gesamtsyntheseaktivitat einerseits
und der Erststrangsyntheseaktivitat bzw. der Zweitstrangsyntheseaktivitdt andererseits
ergeben sich Korrelationskoeffizienten von 0,8 , die bedeuten, dal} die Gesamtsynthese-
aktivitat gleichermaf3en aus Erststrangsyntheseaktivitdt und Zweitstrangsyntheseaktivitat
besteht. Im Vergleich zur spezifischen endogenen Polymeraseaktivitat bedeutet dies eine
Verschiebung von hauptséchlicher Erststrangsyntheseaktivitat zu mehr Zweitstrangsyn-
theseaktivitat durch vorangegangene endogene Phosphorylierung hin. Der Korrelations-
koeffizient von 0,4 zwischen Erststrangsyntheseaktivitdt und Zweitstrangsyntheseaktivitét
weist darauf hin, dalR es sich um zwei Aktivitaten handelt, die unterschiedlich bandieren,
welches in Ubereinstimmung mit Rickwood (1989) ist, die zeigten, daR doppelstrangige
DNA in Nycodenz bei einer geringeren Dichte bandiert als einzelstrangige Nukleinsauren.
Da diese Verhaltnisse auch fir in Capside verpackte Nukleinsauren gelten, scheint es
wabhrscheinlich, daf? die in Anwesenheit des Erststrangsyntheseinhibitors (PFA) durch die
endogene Polymerasereaktion markierte Nukleinsaure vor allem doppelstrangige DNA ist.
Die in Anwesenheit des Zweitstrangsyntheseinhibitors (Actinomycin D) markierten Core-
Partikel kdnnen nur einzelstrangige DNA-Moleklle enthalten oder einzelstrangige RNA-
Molekille, die tiber einen kurzen Uberlappungsbereich mit der neu synthetisierten einzel-
strangigen DNA verbunden sind. Diese sind in der Gradientenzentrifugation — Rickwood
(1989) entsprechend - am schwersten. Die durch Gesamtsynthesereaktion markierte Co-
re-Partikel-Menge enthalt sowohl Core-Partikel mit einzelstrangiger Nukleinsaure als auch
Core-Partikel mit einem partiell doppelstrangigen DNA-Molekil und bandiert erwartungs-
gemal zwischen den schweren (ausschlie3lich Einzelstrang-haltigen) und den leichten
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(auschlielich partiell doppelstrangige DNA-haltigen) Core-Partikeln, wie in Diagramm 10
zu sehen.

4.2.4 Abhingigkeit der endogenen Polymeraseaktivitit
von der endogenen Core-Phosphorylierung

Aus den bisher beschriebenen Versuchen ist zu entnehmen, daf sich intra- und extra-
zellulare Core-Partikel durch ihren Nukleinsauregehalt unterscheiden. Der Korrelations-
koeffizient zwischen Proteinkinase C-Aktivitat und DNA-Syntheseaktivitdt zeigte einen
deutlichen Zusammenhang zwischen diesen Enzymaktivitaten im Verlauf Gber den Dich-
tegradienten.

Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung der Core-Untereinheiten einen Einflul3 auf
die Polymeraseaktivitat hat, oder ob die Polymeraseaktivitat die endogene Phosphorylie-
rung beeinfluf3t, wurden intrazellulare und extrazellulare Core-Partikel in getrennten An-
satzen ausschlie3lich durch die endogene Polymerase-Reaktion wie folgt markiert:

1. Markierung durch 24 h endogene Polymerase-Reaktion mit radioaktivem dCTP
(Abbildung 17 und Abbildung 18, Signal Nr. 4)

2. 24 h ohne Markierung in endogene Polymerase- und endogene Proteinkinase C-
Puffer (Abbildung 17 und Abbildung 18, Signal Nr. 5)

3. Markierung durch 12 h endogene Polymerase-Reaktion mit radioaktivem dCTP, ge-
folgt von der Abreinigung der Nukleotide in NANOSEP-Konzentratoren und einer
12stindigen endogenen Proteinkinase C-Reaktion mit nichtradioaktivem ATP
(Abbildung 17 und Abbildung 18, Signal Nr. 6)

4. 12 h endogene Proteinkinase C-Reaktion mit nichtradioaktivem ATP, gefolgt von
der Abreinigung des ATPs in NANOSEP-Konzentratoren und einer 12stindigen Mar-
kierung durch endogene Polymerase-Reaktion mit radioaktivem dCTP (Abbildung 17
und Abbildung 18, Signal Nr. 7).

AnschlieBend wurden die freien Nukleotide bzw. das freie ATP durch NANOSEP-
Konzentratoren abgereinigt, ein Aliquot der markierten Proben auf einem 1% Agarosegel
aufgetrennt und die Core-Partikel im Immunblot nachgewiesen und quantifiziert. An-
schlieend wurde der radioaktive Einbau im Bioimager dargestellt, quantifiziert und die
spezifische Radioaktivitat errechnet und die prozentuale Verteilung — bezogen auf den
Wert der starksten Markierung - ermittelt (vgl. Tabelle 2).
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Abbildung 17 Immunblot (oben) und Bioima-

gerscan (unten) von durch endogene Polymerase-
Reaktion markierten intrazelluldren Core-Partikeln

Abbildung 18

Extrazelluléare
Core-Partikel

24h Endo. Pol.
24h ohne
Markierung

12h Endo.Pol. +

12h Endo.PKC

12h Endo.PKC +
~ 12h Endo.Pol.

Immunblot (oben) und Bioima-
gerscan (unten) von durch endogene Polymerase-
Reaktion markierten extrazelluldren Core-Partikeln

Abb. | Signal Markierungsweise Core Spezifische Spezif.
Radioaktivitat Radioakt.
(PSL-bkg) PSL-bkg

Nr. | Nr. /mm? pg mm® x pg %

17 1 rHBc-Standard | ----- 5034 | @ - | e
17 2 rHBc-Standard | - 747 | - -
17 3 rHBc-Standard | - 482 | - e
17 4 24h endo. Pol. 3,54 611 0,00579 40

17 5 24 h ohne Markierung/Background | = ----- S
17 6 12 h endo. Pol. + 12 h endo. PKC 2,86 942 0,00304 21

17 7 12 h endo. PKC + 12 h endo. Pol. 22,93 1567 0,01463 100
18 1 rHBc-Standard | @ -—--- 801 | - | e
18 2 rHBc-Standard | @ --—--- 545 | - e
18 3 rHBc-Standard | @ -—--- 431 | - e
18 4 24 h endo. Pol. 2,37 718 0,0033 100
18 5 24 h ohne Markierung/Background |  ----- 637 | @ - | -
18 6 12 h endogene Polymerase 1,24 556 0,0022 67
18 7 12 h endo. PKC + 12 h endo. Pol. 1,19 520 0,0023 70

Tabelle 2 Auswertung von Abbildung 17 und Abbildung 18

Bei intrazellularen Core-Partikeln (Abbildung 17) findet sich die maximale endogene Po-
lymerase-Reaktion nach vorausgegangener nichtradioaktiver endogener Phosphorylie-
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rung (Signal 7); ohne vorhergehende Phosphorylierung wurde nur 1/5 der Polymerase-
Reaktion gemessen (Signal 6). Die alleinige Durchfiihrung der Polymerase-Reaktion flr
die doppelte Zeit (Signal 4) zeigte einen doppelten Nukleotid-Einbau.

Bei extrazellularen Core-Partikeln (Abbildung 18) findet sich die maximale Markierung
nach vierundzwanzigstindiger endogener Polymerase-Reaktion (Signal 4). Die zwolf-
stundige endogene Polymerase-Reaktion mit und ohne vorausgegangener endogener
Phosphorylierungs fuhren zu annéhernd gleichen Markierungsraten von 67 % — 70 %.
Anders als bei intrazellularen Core-Partikeln 183t sich bei extrazellularen Core-Partikeln
keine Verstarkung der endogenen Polymerase-Reaktion nach vorausgegangener endo-
gener Phosphorylierung um den Faktor 5 beobachten (Signal 6 und 7).

Die Daten aus den Markierungsreaktionen der intra- und extrazellularen Core-Partikel
sind noch einmal vergleichend in Tabelle 3 dargestellt.

Spezifische Radioaktivitét [%)]
Ansatz Markierungsreaktion intrazellulare Extrazellulare
Nr. Core-Partikel Core-Partikel
1 24 h endogene Polymerase 40 100
3 12 h endogene Polymerase 21 67
4 12 h endo. PKC + 12 h endo. Pol. 100 70
Tabelle 3 Verschiedene Markierungen intrazelluldrer und extrazelluldrer Core-Partikel
4.3 Destabilisierung von Core-Partikeln

Im Rahmen des HBV-Lebenszyklus” mu3 das in die Core-Partikel verpackte Virusgenom
wieder entlassen werden, wofiir die Partikelstruktur des Cores aufgeldst werden muf3. Am
plausibelsten erscheint hierbei eine Destabilisierung der Core-Partikel in Abhangigkeit
von der Partikelreifung.

Die Phosphorylierung der Core-Untereinheiten bewirkt eine verminderte Interaktion der
Core-Molekiile mit der verpackten Nukleinsaure (Kann and Gerlich (1994)). Diese Inter-
aktion wird durch den Carboxyterminus der Core-Untereinheiten bewirkt, der nicht am
Aufbau der Core-Partikel im Sinne einer Interaktion mit benachbarten Core-
Untereinheiten beteiligt ist (Bottcher, et al. (1997)). Deletionsanalysen des Carboxytermi-
nus zeigten auch, dal3 intakte Core-Partikel ohne verpackte RNA gebildet werden, diese
jedoch eine verminderte Stabilitat aufweisen (Birnbaum and Nassal (1990)). Daraus er-
gab sich die Frage, ob eine verminderte Stabilitdt ein Resultat aus der fehlenden Core-
Nukleinsdure-Interaktion sein kdnnte. In diesem Falle ergdbe sich die Hypothese, dal die
Phosphorylierung der Core-Untereinheiten - Gber eine verminderte Interaktion mit der
verpackten Nukleinsdure - ebenfalls eine verminderte Stabiltéat bewirken kann. Um dieses
Modell experimentell zu Uberprifen, wurden intrazellulare Core-Partikel — nach radioakti-
ver Markierung durch die endogene Polymerase bzw. durch die endogene Proteinkina-
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se C — in einen Stabilitatsassay eingesetzt, in dem die Degradation der Core-Partikel in
An- und Abwesenheit von ATP -dem Substrat zur Phosphorylierung der Core-
Untereinheiten - untersucht wurde. Dabei wurden Core-Partikel einer Schwebedichte ver-
wendet, bei der die jeweilige spezifische endogene Enzymaktivitdt maximal ist. Um intra-
zellulare Bedingungen zu simulieren, wurde die Stabilitdt der Core-Partikel im cytosoli-
schen Extrakt (Rabbit Reticulocyte Lysate, RRL) im Vergleich zu Puffer (Transportpuffer,
TP) untersucht. Um eine mdglichst grof3e Nahe zur in-vivo-Situation zu erzielen, war es
notwendig, eine moglichst grofe Konzentration cytosolischer Faktoren zu verwenden.
Daher wurde Rabbit Reticulocyte Lysate (RRL), welches in einer Proteinkonzentration von
70 mg/ml geliefert wird, benutzt. Vorversuche mit 4 h und 12 h-Inkubation in RRL ergaben
nur eine schwache Zersetzung der Core-Partikel, erst nach einer 24stindigen Inkubation
war eine deutliche Zersetzung sichtbar.

Als Marker fur die Zersetzung der Core-Partikel diente der Nachweis der Partikel im nati-
ven Immunblot mit einem Partikel-spezifischen Antikdrper (Kaninchen-anti-HBc-Ak). Zur
Verifizierung des Ergebnisses wurde die Zuganglichkeit des verpackten Genoms fir die
S7-Nuklease getestet. Diese sollte nur dann das Innere der Core-Partikel — also das ver-
packte Genom — erreichen, wenn die Struktur der Partikel desintegriert ist. Als Mal3 fir
die Zugénglichkeit des Virusgenoms wurde die Degradation der radioaktiv durch die en-
dogene Polymeraseaktivitdt markierten DNA ermittelt. Dazu wurden intrazelluléare Core-
Partikel mit dem gleichen Volumen RRL bzw. TP versetzt und 24 h bei 37 °C inkubiert.
Danach wurden die Ansétze nach Zugabe von S7-Nuklease weitere 30 min bei 37 °C
inkubiert und die enzymatische Degradation der Nukleinsduren anschlielend mit EDTA
gestoppt. Auch bei Untersuchungen mit Core-Partikeln, die ausschlie3lich endogen phos-
phoryliert waren, wurde der S7-Nuklease-Degradation aus Griunden der besseren Ver-
gleichbarkeit mit den Untersuchungen, in denen durch endogene Polymerase-Reaktion
markierte Core-Partikel verwendet wurden, durchgefihrt. Ein Aliquot der Proben wurde in
einem nativen 1 % Agarosegel aufgetrennt und in einem Immunblot auf Integritat der Co-
re-Partikel getestet. Danach wurde eine Bioimager-Exposition des Immunblots durchge-
fuhrt und ausgewertet. Abbildung 19 zeigt das Ergebnis dieser Untersuchungen.
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Abbildung 19 Immunblot (oben) und Bioimagerscan (darunter) der Stabilitdtsuntersuchungen,
Teil A nach Entfernung eines Artefakts im Immunblot des RRL-Ansatzes
-P/+ P ohne/ mit endogener Phosphorylierung

TP Transportpuffer

RRL Rabbit Reticulcyte Lysate

A Markierung durch endogene Polymerase-Reaktion
B Markierung durch endogene Phosphorylierung

Teil von | Signal | Endo. | Endo. 24 h Restradio-
Abbildung Pol PKC Inkubation (PSL-bkg)/ aktivitat
19 NI in mm?® [%]
A 1 + - TP 1,21 100
A 2 + - RRL 1,25 103
A 3 | - | e Background | @ ------ | —eeee-
B 1 + + TP 0,70 100
B 2 + + TP 0,61 87
B e Background | = ------ | -meee
C 1 - i3 TP 0,41 100
C 2 - i3 RRL 0,18 44
C 3 | - | e Background | @ ------ | —eeee-
D 1 - + TP + Kerne 0,41 100
D 2 - + RRL + Kerne 0,08 20
D e Background | = ------ | e
Tabelle 4 Auswertung der Stabilitdtsuntersuchungen

Die durch endogene Polymerase-Reaktion markierten Core-Partikel zersetzen sich in
RRL im Vergleich zu Transportpuffer (TP) nicht (Abbildung 19, Teil A, linke Halfte), wie
durch die Auswertung des Bioimagerscans deutlich wird. Werden solche Core-Partikel
zusétzlich mit nichtradioaktivem ATP endogen phosphoryliert, so erkennt man nach Inku-
bation in Transportpuffer eine geringe Abnahme der Restradioaktiviat auf 87 % des
Wertes der Negativkontrolle (ohne endogene Phosphorylierung, Abbildung 19, Teil A,
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rechte Halfte). Dies legt einen destabiliserenden Effekt der endogenen Phosphorylierung
nahe, obwohl ein Synergismus zwischen endogener Phosphorylierung und endogener
Polymerase-Reaktion aufgrund dieser Daten nicht vollig auszuschlieRen ist. Da, wie in
Abbildung 19, Teil B gezeigt, ausschliel3lich endogen phosphorylierte Core-Partikel deut-
lich zerlegt werden, ist ein Synergismus jedoch unwahrscheinlich.

Im Immunblot ist die Zersetzung der Core-Partikel deutlicher zu erkennen als im Bioima-
gerscan. Das Verschwinden des Partikel-spezifischen Epitops bedeutet nicht zwangslau-
fig eine Desintegration der Core-Partikel. Daher ist die Reduktion der Signalstarke im
Immunblot weniger aussagekraftig als dieselbe Reduktion der Signalstarke im Bioimager-
scan, die nur nach Offnung der Core-Partikel und Degradation der markierten viralen
DNA durch die S7-Nuklease zustande kommen kann. Ein mangelhafter S7-Nuklease-
Verdau kann ausgeschlossen werden, da diese Divergenz auch bei ausschlief3lich endo-
gen phosphorylierten Core-Partikeln auftritt (vgl. Abbildung 19, Teil B). Weiterhin ist es
nicht moglich, dal3 die Divergenz zwischen Immunblot und Bioimagerscan dadurch ent-
steht, dal3 die Zersetzung durch reife, instabile, aber nur noch relativ schwach durch die
endogene Polymerase-Reaktion markierbare Core-Partikel zustande kommt, da fur diese
Untersuchungen Core-Partikel mit einer starken endogenen Polymerase-Aktivitat, also
mit einem unreifen Genom verwendet wurden. Vielmehr scheint sich hier der Unterschied
zwischen der sigmoiden Schwarzungskinetik des im Immunblot verwendeten Roéntgen-
films und der linearen Schwarzungskinetik der Bioimaging-Platte zu manifestieren. Da die
guantitative Auswertung der Partikel-Destabilisierung anhand der Bioimagerscans vorge-
nommen wurde is die angegebene Zersetzung die minimale in diesen Untersuchungen
gefundeneZersetzung. Moglicherweise ist das Ausmald der tatsachlichen Partikel-
Dissoziation noch grofer.

Da diese, durch endogene Phosphorylierung ausgeldste Destabilisierung in Transport-
puffer gezeigt wurde, lag es nahe, die Stabilitit endogen phosphorylierter Partikel auch
im cytosolischen Extrakt (RRL) zu untersuchen. Dazu wurden mit radioaktivem ATP en-
dogen phosphorylierte Core-Partikel in einen Stabilitatsassay unter Zusatz eines ATP-
generierenden Systemes (Creatinphosphokinase (SIGMA, Deisenhofen) ad 20 U/ml,
Creatinphosphat (SIGMA) ad 5 mM, ATP (Boehringer, Mannheim) ad 1 mM, modifiziert
nach Adam, et al. (1990)) eingesetzt. Abbildung 19 (Teil B, linke Halte) zeigt das Ergebnis
dieses Versuchs. Man erkennt eine deutliche Reduktion der Menge an Core-Partikeln im
RRL-Ansatz auf 44 % des Vergleichswertes der Negativkontrolle (Transportpuffer). Die
endogene Phosphorylierung wirkt also destabilisierend auf die Core-Partikel, wobei der
destabilisierende Effekt aber erst voll im cytosolischen Extrakt zum Tragen kommt. Diese
Destabiliserung von ausschlie3lich durch endogene Phosphorylierung markierten Core-
Partikel befindet sich in Ubereinstimmung mit der zuvor geduRerten Vermutung, daR kein
Synergismus von endogener Polymerase-Reaktion und endogener Phosphorylierung in
Hinsicht auf die Destabilisierung der Core-Partikel vorliegt.
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Auch hier ist eine Divergenz zwischen der im Immunblot sichtbaren Zerlegung und der im
Bioimagerscan zu erkennen. Da hier aber im Gegensatz zu den vorigen Untersuchungen
keine durch endogene Polymerase-Reaktion markierten Core-Partikel verwendet wurden,
wird die zuvor aufgestellte Hypothese bestatigt, da? die beobachtete Divergenz weder
durch eine mangelhafte S7-Nuklease-Degradation, noch durch die Verwendung von rei-
fen und daher moglicherweise instabilen, aber schwach markierten Core-Partikeln zu-
stande kommt.

Da unbekannt ist, in bzw. an welchem Zellkompartiment die Zersetzung der Core-Partikel
stattfindet, sollte - in Analogie zu den Herpes- und Adenoviren (Sodeik, et al. (1997),
Greber, et al. (1997)) - untersucht werden, ob dem Zellkern eine Funktion bei der Desin-
tegration der Core-Partikel zukommit.

Um den EinfluR von Zellkernen und anderen cytoskeletalen Bestandteilen zu untersu-
chen, wurden endogen phosphorylierte Core-Partikel der Schwebedichte von 1,26 g/ml
wie in vorigem Versuch in einen Stabilitatsassay mit ATP-generierendem System einge-
setzt. Zusatzlich wurde eine Huh7-Kernpraparation, bei der aufgrund der Herstellungs-
weise Reste des Cytoskeletts und des ER enthalten sein kdnnen, in einer Konzentration
ad 1,5 x 10° Zellkerne/ul Versuchansatz hinzugegeben. Der weitere Verlauf des Versuchs
erfolgte wie zuvor beschrieben. Abbildung 19 (Teil B, rechte Halfte) zeigt diesen Versuch.
Man erkennt eine auf 20 % reduzierte Restradioaktivitéat im Ansatz mit RRL und Kernpra-
paration. Die Zerlegung der Core-Partikel in RRL mit Kernpraparation ist mit 80 % um die
Halfte starker als die in vorigem Versuch gezeigte Zerlegung von 56 % in RRL alleine.
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5 Diskussion

Das HBV vermehrt sich Uber ein RNA-Replikationsintermediat, welches vom nukleédren
Virusgenom transkribiert wird. Dieses RNA-Intermediat wird nach seiner Synthese und
folgendem Transport ins Cytoplasma von der viralen Polymerase gebunden (Junker-
Niepmann (1990)) und zusammen mit zellularer Proteinkinase C (PKC, Kann, et al.
(1993)) ins virale Nucleocapsid (Core-Partikel) verpackt (Bartenschlager and Schaller
(1992)). Die weitere Genomreifung, d.h. die Umschreibung der RNA in (-)-Strang-DNA
(auch als Erststrangsynthese bezeichnet) und die folgende (+)-Strang-DNA-Synthese
(auch als Zweitstrangsynthese bezeichnet) findet innerhalb der Core-Partikel im Cytosol
der infizierten Zelle statt (Summers and Mason (1982)), wobei die verpackte PKC zu ei-
nem unbekannten Zeitpunkt die Core-Untereinheiten vom Lumen der Partikel aus phos-
phoryliert. Reife Core-Partikel, also Core-Partikel, die das partiell doppelstrangige DNA-
Virusgenom beinhalten, kénnen anschlieBend zum einen in die viralen Hullproteine ver-
packt und als Viren sekretiert werden (Huovila, et al. (1992), Gerelsaikhan, et al. (1996)),
oder zum anderen ihr Genom in den Zellkern der bereits infizierten Zelle entlassen und so
zu einer Amplifikation der nukledren Virus-DNA fiihren (Tuttleman, et al. (1986)). Da das
Genom zunachst im viralen Nukleocapsid verpackt vorliegt, muf3, um die Transkription
der viralen RNAs im Kern zu ermdglichen, das Virusgenom aus dem Capsid freigesetzt
werden. Daher sollte in der vorliegenden Arbeit die Stabilitat der Core-Partikel untersucht
werden. Bei diesen Untersuchungen galt es jedoch zu berticksichtigen, daf? die virale (+)-
Strang-DNA-Synthese vom Vorhandensein der Core-Untereinheiten abhéangig ist (Nassal
(1992)), so dalR ein vorzeitiges Auseinanderfallen der Core-Partikel zu einer Unterbre-
chung des viralen Lebenszyklus™ fiihren wiirde. Daher wurde von der Hypothese ausge-
gangen, dal} die Stabilitat der Core-Partikel vom Reifegrad des verpackten Virusgenom
abhangig ist, welches bedeutet, daf’ reife Core-Partikel instabiler als unreife Partikel sein
sollten. Dies wirde bedingen, dalR entweder die Art der Nukleinsaure — RNA oder DNA —
die Stabilitat der Partikel direkt beeinfluf3t, oder aber, daR die begleitende Phosphorylie-
rung der Core-Untereinheiten die Destabilisierung der Partikel bewirkt.

Grundlage derartiger Untersuchungen zur Reife-abhéngigen Stabilitét ist, dal3 eine Mdg-
lichkeit zur Aufreinigung von Core-Partikeln existiert, die Core-Partikel ihrem Nukleinsau-
regehalt nach auftrennt und mit der auch instabile Core-Partikel extrahiert werden kon-
nen. Bislang wurden zur Aufreinigung vorwiegend die Sedimentation oder isopyknische
Dichtegradienten eingesetzt, wobei in Dichtegradienten eine bessere Abtrennung der
Core-Partikel von Kontaminationen beobachtet wurde. Aufgrund der hohen Dichte der
Core-Partikel wird hierbei zumeist CsCl eingesetzt, in dem die Core-Partikel je nach Her-
kunft (Leber oder Serum) und Zentrifugationsbedingungen bei Dichten von 1,30 g/ml —
1,36 g/ml (Hess, et al. (1981)) bandieren. Ein Nachteil dieser Technik ist jedoch, dal3
nach Zentrifugation in CsCl keine endogene Polymerase-Aktivitdit mehr vorliegt. Ein
weiterer Nachteil liegt in der extrem hohen Verlustrate der Partikel von ca. 93 %, wie in
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dieser Arbeit gezeigt werden konnte. Andere Autoren (Albin and Robinson (1980),
Feitelson, et al. (1982)) finden bei Core-Partikeln aus Leber oder Plasma eine Gleichver-
teilung der viralen Polymerase-, der Proteinkinase-Aktivitat und der Core-Antigenitat Uber
CsCl-Dichtegradienten nach einem ersten Zentrifugationsschritt. Erfolgt jedoch eine
zweite CsCl-Dichtegradientenzentrifugation, so trennen sich die beiden Enzymaktivitaten
voneinander, vermutlich bedingt durch eine Desintegration der Core-Partikel in CsCl
(Ohori, et al. (1980), (Feitelson, et al. (1982)). Dieser Effekt wiirde zusatzlich die Untersu-
chung der viralen Proteinkinase- und Polymerase-Aktivitaten storen. Da eine &hnlich hohe
Zersetzung auch in KBr-Gradienten beobachtet wurde (unverdffentlichte Beobachtung
von Frau Dipl. Biol. Angelika Vlachou, Institut fur medizinische Virologie, Justus Liebig-
Universitat in Giel3en), liegt es nahe, dal3 die hohe Salzkonzentration - beispielsweise von
ca. 2,8 M bei Verwendung von CsCI - bei der Schwebedichte der Partikel zu einer De-
struktion fuhrt. Auch die Sedimentation durch viskdse Gradientenmedien zeigt eine nur
unbefriedigende Stabilitat. Versuche mit Saccharose und Ficoll ergaben eine Wiederfin-
dungsrate von 25 % bzw. 9 % (unveroffentlichte Beobachtung von Frau Dipl. Biol. Angeli-
ka Vlachou, Institut fir medizinische Virologie, Justus Liebig-Universitat Giel3en).

Da davon ausgegangen werden kann, daf3 sich bevorzugt instabile Core-Partikel in den
oben genannten Medien zersetzen wirden, wurde mit Nycodenz ein Medium verwendet,
das weitgehend inert ist, so daf} auch enzymatische Reaktionen —wie zum Beispiel die
der Adenylatcyclase, der Glucose-6-phosphatase oder der Succinatdehydrogenase
(Nycomed (1996)) - groRtenteils unbeeinflu3t ablaufen. Eine mogliche Zersetzung beson-
ders der instabilen Core-Partikel ist auch hier nicht auszuschliel3en; sie sollte jedoch bei
einer Wiederfindungsrate von 93 %, wie in diese Arbeit gezeigt, wesentlich geringer als in
den anderen erwéhnten Zentrifugationsmedien sein.

Da Seren oder Biopsiematerial zur Gewinnung von Core-Partikeln nur in unzureichenden
Mengen erhéltlich sind, wurde auf Core-Partikel zuriickgegriffen, die aus einer stabil mit
dem HBV-Genom transfizierten Zellkulturlinie (HepG2.2.15-Zellen, Sells, et al. (1987))
aufgearbeitet wurden. Viren, die von dieser Zellinie sekretiert werden, sind infektios
(Sells, et al. (1988)), so dal? davon ausgegangen werden kann, dafl3 die Core-Partikel
dieser Zellinie den natirlichen Partikeln in infizierten Patienten entsprechen. Diese Core-
Partikel muf3ten zuné&chst hinsichtlich ihres Sedimentationsverhaltens in der Nycodenz-
Dichtegradientenzentrifugation charakterisiert werden.

5.1 Verteilung von Core-Partikeln iiber den
Dichtegradienten

In der Literatur existieren nur wenige Berichte Uber die Verwendung von Nycodenz-
Dichtegradienten zur Auftrennung von Viren. Es wurde zur Aufreinigung des pflanzenpa-
thogenen La France-Disease-Virus (van der Lende, et al. (1994)) oder des Herpes
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Simplex Virus Typ 1 (Sathananthan, et al. (1997)) eingesetzt, zur Auftrennung von HBV-
Core-Partikeln aber bisher nicht beschrieben. Daher wurde die Verteilung intrazellularer
und extrazellularer Core-Partikel Gber den Dichtegradienten untersucht. In der Dichtegra-
dientensedimentation zeigten intrazellulare Core-Partikel einen nach beiden Seiten hin
relativ gleichm&Rig abfallenden, einzelnen Peak mit einem Maximum bei einer Dichte von
1,242 g/ml. Erwartungsgemald zeigt sich der Peak bei einer anderen Dichte als nach
Zentrifugation in CsCl (1,350 g/ml), da Zentrifugationsmedien u.a. durch ihre unterschied-
lichen MolekllgréRen, Hydratisierungseigenschaften und Viskositdten maf3geblich die
apparenten Sedimentationsdichten der aufzutrennenden Partikel beeinfluRen. Eine zur
Nycodenz-Sedimentation analog durchgefiihrte Flotation zeigte dieselbe Dichte des Core-
Partikel-Maximums, womit gezeigt wurde, dal3 unter den gewahlten Zentrifugationsbedin-
gungen die Schwebedichte der Partikel erreicht wurde. Unter diesen Bedingungen wurde
das Sedimentationsverhaltens extrazellularer Core-Partikel untersucht. Die Auftrennung
zeigte eine maximale Core-Partikel-Konzentration bei einer Dichte von 1,222 g/ml und
unterschied sich somit deutlich von der Peak-Dichte intrazellularer Core-Partikel bei
1,244 g/ml. Die Verteilung intra- und extrazellularer Core-Partikel nach Dichtegradienten-
sedimentation ist in Diagramm 11 vergleichend dargestellt; der eingezeichnete Pfeil mar-
kiert die Dichteverschiebung von intra- zu extrazellularen Core-Partikeln.

Core-Konzentration [%)]

1,17 1,19 1,21 1,23 1,25 1,27 1,29
Dichte [g/ml]

---e...Extrazellulare Core-Partikel —e— Intrazellulare Core-Partikel
Diagramm 11 Verteilung intra- und extrazelluldrer Core-Partikel liber den Nycodenz-Dichtegradienten

Da bisher in der Literatur keine morphologischen Unterschiede zwischen intra- und extra-
zellularen Core-Partikeln beschrieben wurden, ist davon auszugehen, dal3 sich extrazel-
lulare Core-Partikel von ihren intrazellularen Pendants weitgehend durch ihren Inhalt un-
terscheiden. Dabei sollten extrazellulare Core-Partikel vor allem partiell doppelstrangige
DNA (Gerelsaikhan, et al. (1996)), intrazelluldare vor allem Replikationsintermediate wie
beispielsweise das virale RNA-Prdgenom beinhalten. Es war jedoch nicht auszuschlie-
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Ren, dalR auch die endogene Kinasereaktion auf die Partikelstruktur einen Einflu3 haben
konnte, ohne dald die geanderte Partikelstruktur morphologisch erkennbar ist. Einen Hin-
weis auf ein solches Phanomen ergibt sich aus Arbeiten von Kann, et al. (1999), in denen
gezeigt wurde, dal ausschlie3lich phosphorylierte Core-Partikel an den Zellkern binden,
ohne dald sich die Partikelstruktur bei elektronenmikroskopischer Betrachtung &ndert.
Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dal3 den morphologischen Analysen Grenzen ge-
setzt sind, da der die Phosphorylierungsstellen tragende Carboxyterminus der Core-
Partikel keine reguldre Struktur besitzt und daher selbst in der Cryoelektronenmikroskopie
nicht darstellbar ist.

Um einen eventuellen Unterschied in der Sedimentation zu untersuchen, wurde das Ver-
halten von Core-Partikeln vor und nach endogener Phosphorylierung untersucht.

Sedimentationsverhalten endogen phosphorylierter Core-
Partikel

Zur Untersuchung des Sedimentationsverhaltens endogen phosphorylierter Core-Partikel
wurden auf diese Weise markierte Core-Partikel in einer Dichtegradientensedimentation
aufgetrennt. Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zum Sedimentationsver-
halten unmarkierter Core-Partikel; beide Peak-Fraktionen erscheinen bei ungeféahr der
gleichen Dichte von 1,242 g/ml bzw. 1,246 g/ml. Dabei muf3 jedoch berticksichtigt wer-
den, dal® wohl auch die unmarkierten Core-Partikel in unbekanntem Mafl3 phosphoryliert
sind. Da weiterhin keine verlaf3liche Angabe daruber gemacht werden kann, wieviele
Phosphate pro Core-Partikel durch die endogene Kinasereaktion eingebracht werden,
bzw. ob dies homogen fir alle Core-Partikel zutrifft, kann nur festgestellt werden, daf3 aus
der Kinasereaktion keine Anderung des Sedimentationsverhaltens resultiert. Eine Ande-
rung der Schwebedichte mufd also damit auf den Nukleinsauregehalt zurtuckzufihren
sein. In der Tat muRR aber eine geringe Anderung der Struktur postuliert werden, da Vor-
versuche gezeigt haben, dal endogen phosphorylierte Core-Partikel von Gold-
gekoppeltem Trypsin degradiert wurden, wahrend Core-Partikel, die keiner endogenen
Proteinkinase C-Reaktion unterzogen worden waren, nicht degradiert wurden (unverof-
fentlichte Beobachtung von Dr. M. Kann, Institut fur Medizinische Virologie der Justus
Liebig-Universitat in GieRBen). Dies befindet sich in Uberstimmung mit der Exposition ei-
nes Kerntransportsignals nur in phosphorylierten Core-Partikeln (Kann, et al. (1999)).

5.2 Endogene Enzymaktivitéiten

Um die Verteilung der endogenen Enzymaktivitdten Uber den Dichtegradienten zu unter-
suchen, wurden intrazellulare Core-Partikel durch Zugabe radioaktiven a-32P-dCTPs bzw.
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y-32P-ATPs markiert, in einer Dichtegradientensedimentation aufgetrennt und analysiert.
Andere Autoren konnten eine Comigration von Proteinkinase-Aktivitat, Polymerase-
Aktivitat und Core-Antigenitat Uber den Dichtegradienten zeigen (Albin and Robinson
(1980), Feitelson, et al. (1982)). Gerlich, et al. (1982) wiesen darauf hin, daf3 die Protein-
kinase-Aktivitat von in CsCl ,schweren“ Core-Partikeln geringer als die leichter Core-
Partikel war.

Hier wurde die Verteilung der spezifischen Proteinkinase C-Aktivitat Uber den Dichtegra-
dienten dargestellt; sie erreicht in Core-Partikeln einer Dichte von 1,269 g/ml ihr Maximum
und sinkt mit geringer werdenden Dichten ab, wobei die Interpretierbarkeit des Verlaufs
der Proteinkinase C-Aktivitat Uber den Dichtegradienten begrenzt ist: Wie zuvor erwahnt,
kann anhand der experimentellen Daten zuné&chst nicht beurteilt werden, ob die endoge-
ne Proteinkinase C-Aktivitat bei einer gegebenen Dichte beispielsweise schwach ist, weil
die Phosphorylierung schon stattgefunden hat, oder weil sie noch nicht stattfinden kann
(z.B. da das RNA-Pragenom noch innen an den Core-Proteinen der Partikel gebunden
ist).

Analog dazu wurde die Verteilung der spezifischen endogenen Polymerase-Aktivitat intra-
zellularer Core-Partikel tGber den Dichtegradienten untersucht. Die summarische Darstel-
lung in Diagramm 12 zeigt das Maximum beider spezifischen Enzymaktivitaten bei der
gleichen Dichte.
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Diagramm 12 Verlauf der Proteinkinase C-Aktivitdt und der Polymerase-Aktivitdt (ber den Nycodenz-
Dichtegradienten

Im Unterschied zu bisher publizierten Untersuchungen (Albin and Robinson (1980),
Feitelson, et al. (1982)) sieht man hier die Comigration der viralen Enzymaktivitédten be-
zogen auf die gleiche Menge an Core-Partikeln, wobei der in Kap. 7.1.11 beschriebene
Korrelationskoeffizient von 0,99 zwischen diesen beiden viralen Enzymaktivitaten zusatz-
lich zur graphischen Darstellung den starken Zusammenhang deutlich macht. Diese sehr

53



Diskussion

gute Korrelation kdnnte durch einen mechanistischen Zusammenhang bedingt sein, wo-
bei folgende, in Diagramm 13 dargestellte Hypothesen in Betracht kamen:

1) Die endogene Phosphorylierung der Core-Proteine tritt vor der Verpackung des RNA-
Pragenoms in die neu synthetisierten Core-Partikel auf. Eine experimentell durchge-
fihrte endogene Polymerase-Reaktion kann daher nicht mehr durch die endogene
Phosphorylierung beeinflu3t werden und sollte keine Korrelation zum Verlauf der Erst-
oder Zweitstrangsyntheseaktivitat Uber den Dichtegradienten zeigen. Ferner sollte im
Experiment die radioaktive Markierung der Core-Proteine durch die endogene Phos-
phorylierung nicht mehr moglich sein.

2) Die endogene Phosphorylierung erfolgt vor der reversen Transcription des verpackten
RNA-Pragenoms. Der Verlauf der Proteinkinase C-Aktivitat sollte mit dem Verlauf der
(-)-Strangsyntheseaktivitat iber den Dichtegradienten korrelieren und letztere im Expe-
riment durch die endogene Phosphorylierung beeinfluBbar sein.

3) Die endogene Phosphorylierung erfolgt im Zuge der reversen Transcription dergestalt,
dal3 die Phosphorylierung an den Stellen erfolgt, an denen das RNA-Pragenom schon
in (-)-Strang-DNA Uberschrieben wurde, wahrend an den Stellen, an denen das RNA-
Prdgenom noch an die Core-Proteine gebunden ist, noch keine Phosphorylierung
stattgefunden hat. In diesem Fall sollte der Verlauf der endogenen Phosphorylierung
mit dem Verlauf der Erststrangsyntheseaktivitat iiber den Dichtegradienten korrelieren;
die endogene Phosphorylierung sollte im Experiment aber keinen Einflul3 auf die Erst-
strangsynthese ausiben.

4) Die endogene Phosphorylierung erfolgte im Zuge der Zweitstrangsynthese. In diesem
Falle sollte der Verlauf der endogenen Proteinkinase C-Aktivitat mit dem Verlauf der
Zweitstrangsyntheseaktivitéat Gber den Dichtegradienten korrelieren; im Experiment
sollte die endogene Phosphorylierung die Zweitstrangsynthese beeinflussen.

5) Die endogene Phosphorylierung erfolgt nach der Zweitstrangsynthese. In diesem Falle
sollte der Verlauf der endogenen Proteinkinase C-Aktivitat weder mit dem Verlauf der
Erststrangsyntheseaktivitéat, noch mit dem Verlauf der Zweitstrangsyntheseaktivitét
Uber den Dichtegradienten korrelieren; im Experiment sollte die endogene Phosphory-
lierung die endogene Polymerase-Reaktion daher nicht mehr beeinflussen kdnnen.

Durch den dargestellten korrelierenden Verlauf von Proteinkinase C- und Polymerase-

Aktivitat iber den Dichtegradienten ergaben sich Hinweise darauf, dal’ die Hypothesen 1

(,Phosphorylierung vor RNA-Verpackung) und 5 (,Phosphorylierung nach (+)-

Strangsynthese”) wahrscheinlich nicht zutreffen. Der eingehenden Differenzierung zwi-

schen den Hypothesen dienten sowohl die Untersuchungen zur zeitlichen Abfolge der

enzymatischen Reaktionen (Kap.5.3), als auch die Untersuchungen zum Verlauf der ver-
schiedenen Polymerase-Aktivitaten tber den Dichtegradienten (Kap.5.4).
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5.3 Zeitliche Abfolge von Polymerase-Reaktion und
Phosphorylierung

Um die Abfolge der viralen Enyzmaktivitdten zu untersuchen, wurden intra- und extrazel-
lulare Core-Partikel ohne oder nach erfolgter nichtradioaktiver endogener Phosphorylie-
rung (12 h) durch die endogene Polymerase-Reaktion in Gegenwart radioaktiver Nukleo-
tide (12 h) markiert und deren Einbau quantifiziert. Als Kontrolle wurden Core-Partikel fur
die doppelte Zeitspanne (24 h) durch die endogene Polymerase-Reaktion markiert. Die
Auswertung fir intrazellulare Core-Partikel ergab nach 24stiindiger endogener Polymera-
se-Reaktion eine Markierungstarke von 40 % der maximalen Markierung. Die maximale
Markierung (100 %) fand sich nach 12stindiger endogener Polymerase-Reaktion bei
vorausgegangener endogener Phosphorylierung mit nichtradioaktivem ATP. Diese Mar-
kierung ist ca. um den Faktor 5 starker als die beobachtete Markierung bei endogener
Polymerase-Aktivitat fir dieselbe Zeitspanne. Diese Verstarkung war nur bei intrazellula-
ren, nicht aber bei extrazellularen Core-Partikeln zu beobachten. Die endogene Phospho-
rylierung scheint daher die endogene Polymerase-Reaktion zu beeinflussen. In Diagramm
14 ist dieser Verstarkungseffekt graphisch dargestellit.
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verschieden durchgefiihrten endogenen Polymerase- | verschieden durchgefiihrten endogenen Polymerase-
Reaktionen bei intrazelluldren Core-Partikeln Reaktionen bei extrazelluldren Core-Partikeln

Den Kontrollanséatzen in Diagramm 14 ist zu entnehmen, dal® bei intrazellularen Core-
Partikeln nach 24 Stunden endogener Polymerase-Reaktion eine etwa doppelt so starke
radioaktive Markierung (40 %) wie in Core-Partikeln mit nur 12stindiger endogener Poly-
merase-Reaktion (21 %) erfolgte. Die endogene Polymerase-Reaktion befindet sich dem-
zufolge auch nach 24 h noch nicht im Sattigungsbereich.
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Demgegentber findet man bei extrazellularen Core-Partikeln (Abbildung 15) die maxi-
male Einbaurate bei 24stiindiger endogener Polymerase-Reaktion (100 %). Da eine
12stiindige endogene Polymerase-Reaktion nicht 50 %, sondern 67 % der Markierung
der 24stindigen endogenen Polymerase-Reaktion bewirkt, scheint sich die Polymerase-
Reaktion bei extrazellularen Core-Partikeln ndher am Séattigungsbereich zu befinden als
bei intrazellularen Core-Partikeln. Bei vorausgegangener endogener Phosphorylierung
findet man im Gegensatz zu intrazellularen Core-Partikeln keine verstarkte Markierung
durch die endogene Polymerase-Reaktion.

Diese Daten zeigten, daf3 bei intrazellularen Core-Partikeln die endogene Phosphorylie-
rung die endogene Polymerase-Reaktion beinflul3t. Dies wird zusétzlich zu der gezeigten
Korrelation zwischen endogener Proteinkinase C-Aktivitdt und endogener Polymerase-
Aktivitat als Hinweis darauf gewertet, dal3 die zuvor dargestellten Hypothesen 1 (,Phos-
phorylierung vor RNA-Verpackung®) und 5 (,Phosphorylierung nach Zweitstrangsynthe-
se“) nicht zutreffen. Da bei extrazellularen Core-Partikeln, die in der Hauptsache zu
Zweitstrangsynthese, jedoch nicht mehr zu Erststrangsynthese féhig sein sollten, kein
Einflul3 auf die endogene Polymerase-Reaktion nachweisbar ist, ist dies ein Hinweis dar-
auf, dafld auch Hypothese 4 (,Phosphorylierung im Zuge der Zweitstrangsynthese") mogli-
cherweise nicht zutrifft. Um zwischen den ,verbleibenden” Hypothesen 2, 3 und 4 zu diffe-
renzieren, mul3te der Verlauf der Erst- und Zweitstrangsyntheseaktivitat tiber den Dichte-
gradienten untersucht werden.

5.4 Verteilung der verschiedenen endogenen
Polymerase-Aktivitéidten idiber den Dichtegradienten

Beim Sendai-Virus ist es gelungen, frihe und spate Formen in Nycodenz-
Dichtegradienten voneinander zu trennen (Nycomed (1996)). Daher lag es nahe, dieses
Medium auch auf die Auftrennung von reifen und unreifen HBV-Core-Partikeln hin zu te-
sten. Durch die Verwendung von in der Literatur beschriebenen Inhibitoren der verschie-
denen viralen Polymeraseaktivitaten konnen die Erst- und Zweitstrangsyntheseaktivitat
experimentell differenziert werden. Da die vorherige endogene Phosphorylierung von Be-
deutung fir das Mal3 der endogenen Polymerase-Aktivitat ist, wurden intrazellulare Core-
Partikel zunéchst durch die endogene Proteinkinase C-Reaktion mit nichtradioaktivem
ATP phosphoryliert, anschlie3end in Anwesenheit dieser Inhibitoren durch die endogene
Polymerase-Reaktion radioaktiv markiert und tber eine Dichtegradientensedimentation
aufgetrennt. Man erhalt so den Verlauf der Polymerase-Aktivitat Gber den Dichtegradien-
ten. Durch die Verwendung von Actinomycin D als spezifischen Inhibitor der HBV-DNA-
Zweitstrangsynthese (Reich and Goldberg (1964), Kaplan, et al. (1973), Summers and
Mason (1982), Offensperger, et al. (1988)) erhalt man eine Markierung des HBV-DNA-
Erststrangs, der vom verpackten viralen RNA-Pragenom aus transkribiert wird (Summers
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and Mason (1982)). Diese HBV-DNA-Erststrangsyntheseaktivitat zeigte ihr Maximum bei
einer Dichte von 1,262 g/ml, ungefahr der Dichte, bei der auch die endogene Polymera-
se-Aktivitdt (ohne vorherige Phosphorylierung) und die endogene Proteinkinase C-
Aktivitat maximal sind.

Es ist wahrscheinlich, daf3 Core-Partikel des Dichtebereichs von ca. 1,26 g/ml — 1,27 g/ml
die am wenigsten reifen von allen gefundenen Core-Partikeln sind, da sie, wie zuvor er-
lautert, das RNA-Pragenom mit Intermediaten der (-)-Strang-DNA-Synthese enthalten.
Mit dieser Unreife auf Genomebene geht einher, dafd bei dieser Dichte auch die maximale
endogene Proteinkinase C-Aktivitdt gefunden wird. Auch der Korrelationskoeffizient von
0,9 zwischen dem Verlauf der endogenen Proteinkinase C-Aktivitdt und dem Verlauf der
Erststrangsyntheseaktivitat bestatigt diese Interpretation, zumal der Verlauf der Proteinki-
nase C-Aktivitat kaum mit dem Verlauf der Zweitstrangsyntheseaktivitat (Korr. = 0,3) kor-
reliert. ,Unreife” bedeutet bei Core-Partikeln also auch eine vergleichsweise grol3e endo-
gene Phosphorylierbarkeit. Der Korrelationskoeffizient von 0,9 zwischen dem Verlauf der
Erststrangsyntheseaktivitat und dem Verlauf der endogenen Polymeraseaktivitdt (ohne
vorherige endogene Phosphorylierung) zeigt weiterhin, dal’ die gefundene endogene Po-
lymerase-Aktivitdt (ohne vorherige endogene Phosphorylierung) weitgehend Erststrang-
syntheseaktivitt ist. Daher stellt sich die Frage, wie sich diese hauptsachliche Erst-
strangsyntheseaktivitat veréndert, wenn man die endogene Polymerase-Reaktion mit
vorheriger endogener Phosphorylierung durchfiihrt: Diese Syntheseaktivitat wurde in die-
ser Arbeit als Gesamtsyntheseaktivitéat bezeichnet und zeigte ihr Maximum bei einer
Dichte von 1,262 g/ml, der Dichte also, bei der auch die maximale HBV-DNA-
Erststrangsyntheseaktivitat zu finden ist.

Das Zusammenfallen der Dichte der maximalen Gesamtsyntheseaktivitat mit der Dichte
der maximalen Erststrangsyntheseaktivitat gibt Hinweis darauf, daf3 intrazellulare Polyme-
rase-aktive Core-Partikel weitgehend ,unreif* sind und vor allem HBV-DNA-
Erststrangsyntheseaktivitéat betreiben. Da einerseits die endogene Polymerase-Reaktion
(ohne voherige endogene Phosphorylierung) vor allem aus Erststrangsyntheseaktivitat
besteht, andererseits man eine Verstarkung der endogenen Polymerase-Reaktion nach
vorheriger endogener Phosphorylierung beobachtet, lag die Vermutung nahe, dal3 die
Verstarkung der endogenen Polymerase-Reaktion nach vorheriger endogener Phospho-
rylierung durch eine vermehrte Zweitstrangsynthese zustande kommit.

Um diese Hypothese experimentell zu Uberprifen, wurde der Verlauf der HBV-DNA-
Zweitstrangsyntheseaktivitat tber den Dichtegradienten bestimmt, indem Core-Partikel
zunéchst wie oben beschrieben endogen phosphoryliert, anschlielend durch die endoge-
ne Polymerase-Reaktion in Anwesenheit von PFA, einem spezifischen Inhibitor der HBV-
Erststrangsyntheseaktivitat, markiert und nachfolgend Uber eine Dichtegradientensedi-
menation aufgetrennt wurden. Das Maximum der HBV-DNA-Zweitstrangsynthese-
aktivitat erscheint bei einer Dichte von 1,251 g/ml; einer Dichte, die deutlich geringer ist
als die des Maximums der HBV-DNA-Erststrangsyntheseaktivitat (1,262 g/ml). Diagramm

58



Diskussion

16 stellt den Verlauf der HBV-DNA-Erststrangsyntheseaktivitdit und der HBV-DNA-
Zweitstrangsyntheseaktivitat dar; deutlich erkennt man die Dichteverschiebung der maxi-
malen HBV-DNA-Erststrangsyntheseaktivitat von 1,262 g/ml auf 1,251 g/ml bei der ma-
ximalen HBV-DNA-Zweitstrangsyntheseaktivitat.
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Diagramm 16 Verlauf der HBV-DNA-Erststrang- und —-Zweitstrangsyntheseaktivitdt (ber den Ny-
codenz-Dichtegradienten

In der Literatur (Rickwood (1989)) bandiert ds DNA in Nycodenz leichter als einzelstran-
gige RNA und einzelstrangige DNA, so dal3 gefolgert wird, daf® Core-Partikel der Dichte
von 1,251 g/ml in der Hauptsache partiell doppelstrangige DNA beinhalten, deren HBV-
Zweitstrang markiert ist. Variierenden Konzentrationsangaben zufolge jedoch inhibiert
PFA die gesamte HBV-DNA-Synthese bis zu ca. 90 % schon bei einer geringeren als der
hier verwendeten Konzentration von 1 mM (Nordenfelt, et al. (1979), Nordenfelt, et al.
(1980), Hess, et al. (1980), Lin, et al. (1983), Goto, et al. (1984), Hantz, et al. (1984),
Fourel, et al. (1987), Offensperger, et al. (1988)). Auch in dieser Arbeit wird in Gegenwart
von 1 mM PFA bei intrazellularen Core-Partikeln eine Reduktion der DNA-Polymerase-
Aktivitat auf 10 % des Ausgangswertes gefunden. Da die so markierten Core-Partikel
jedoch nach Nycodenz-Dichtegradientensedimentation bei einer geringeren Dichte als die
ohne Inhibitor markierten Core-Partikel und als die durch HBV-Erststrangsynthese mar-
kierten Core-Partikel bandieren, scheint die gemessene Restsyntheseaktivitat in Gegen-
wart von PFA hauptséchlich auf HBV-Zweitstrangsynthese zurlickzufiihren zu sein. Die
von anderen Autoren gemessene Inhibition der Gesamtsyntheseaktivitdt um 90 % durch
PFA unterscheidet nicht zwischen HBV-Erststrangsynthese- und HBV-DNA-
Zweitstrangsyntheseaktivitéat, so daf’ die dort gefundene Restsyntheseaktivitat ebenfalls
Zweitstrangsyntheseaktivitat sein konnte. Moglich scheint dies, da sich die Wirkungen
von PFA auf die RNA-abhéngige DNA-Polymerase-Aktivitdt und auf die DNA-abhangige
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DNA-Polymerase-Aktivitdt des HBV voneinander unterscheiden, wie Untersuchungen von
Sherker, et al. (1986) nahelegen. PFA hemmt die RNA-abhangige-DNA-Polymerase-
Aktivitat zum grol3en Teil, aber nicht vollstandig, wie der im Bereich der Erststrangsynthe-
seaktivitat liegende Nebenpeak (bei einer Dichte von 1,265 g/ml) der Zweitstrangsynthe-
seaktivitat vermuten lalit. Die DNA-abhéangige DNA-Polymerase-Aktivitat des HBV, wird
aber durch PFA noch weniger vollstdndig blockiert als die RNA-abh&ngige DNA-
Polymerase-Aktivitat, selbst in der verwendeten Konzentration von 1 mM nicht, denn an-
ders ist die Dichteverschiebung bei Untersuchung der Zweitstrangsyntheseaktiviat nicht
zu erklaren. So finden auch Hess, et al. (1980), Hantz, et al. (1984), und Fourel, et al.
(1987) bei einer PFA-Konzentrationen von 1 mM eine 90 - 95 %ige, aber keine vollige
Inhibition der Polymerase-Aktivitat. Weiterhin scheint es unwahrscheinlich, daf? die Dich-
teverschiebung der durch die Polymerase-Reaktion in Anwesenheit von PFA markierten
Core-Partikel auf gro3e Mengen von im Partikel gebundenem PFA (z.B. durch DNA-
Interkalation) beruht, da das Modell des Inhibitionsmechanismus von einer Wirkungswei-
se an der Pyrophosphat-Bindestelle der Polymerase ausgeht (Mao and Robishaw (1975),
Leinbach, et al. (1976), Oberg (1989)). Eine Bindung vorausgesetzt, konnten dort nur
wenige Molekile PFA binden und demzufolge kaum das Sedimentationsverhalten des
vergleichsweise schweren Core-Partikels veréndern.

Zusammenfassend ergibt sich Folgendes: Der Verlauf der Proteinkinase C-Aktivitat tber
den Dichtegradienten korreliert mit dem der Erststrangsyntheseaktivitat, nicht aber mit
dem der Zweitstrangsyntheseaktivitat. Unter Einbeziehung des Befunds, dal3 die vorheri-
ge endogene Phosphorylierung die endogene Polymerase-Reaktion der in der Hauptsa-
che Zweitstrangsynthese ,betreibenden” extrazellularen Core-Partikel nicht beeinfluf3t,
kann auch Hypothese 4 (,Phosphorylierung im Zuge der Zweitstrangsynthese*) nicht zu-
treffen. Betrachtet man die Korrelationskoeffizienten der endogenen Polymerase-
Reaktion ohne und mit vorheriger endogener Phosphorylierung, so erkennt man eine
Verschiebung der endogenen Polymerase-Reaktion von hauptséchlicher Erststrangsyn-
theseaktivitdt zu mehr Zweitstrangsyntheseaktivitat hin, da der Korrelationskoeffizient der
endogenen Polymerase-Reaktion (ohne vorherige endogene Phosphorylierung) zur
Zweitstrangsyntheseaktivitat von Korr. = 0,3 auf Korr. = 0,8 ansteigt, wenn vor der endo-
genen Polymerase-Reaktion eine endogene Phosphorylierung (DNA-Gesamtsynthese-
aktivitat) durchgefiihrt wird. Die vorherige endogene Proteinkinase-Reaktion fihrt also zu
einer verstarkten Zweitstrangsynthese wahrend der endogenen Polymerase-Reaktion
intrazellularer Core-Partikel. Die Proteinkinase C-Aktivitat korreliert mit dem Verlauf der
Erststrangsyntheseaktivitat, wirkt sich aber bei folgender endogener Polymerase-
Reaktion durch eine vermehrte Zweitstrangsynthese aus. Diese experimentellen Daten
werden von der ,verbleibenden* Hypothese 2 (,Phosphorylierung vor Erststrangsynthe-
se") nicht, wohl aber von Hypothese 3 (,Phosphorylierung im Zuge der Erststrangsynthe-
se") abgedeckt. Trafe Hypothese 2 zu, so sollte die Erststrangsynthese durch die vorheri-
ge endogene Phosphorylierung deutlich beeinflu3t werden. Dies ist aber kaum der Fall,
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da der Korrelationskoeffizient des Verlaufs der endogenen Polymerase-Aktivitat (ohne
vorherige endogene Phosphorlierung) zum Verlauf der Erststrangsyntheseaktivitat nur
von 0,9 auf 0,8 absinkt, wenn vor der endogenen Polymerase-Reaktion eine endogene
Phosphorylierung (Gesamtsyntheseaktivitéat) durchgefiihrt wird. Da man sowohl eine star-
ke Korrelation des Verlaufs der Proteinkinase-Aktivitdt zum Verlauf der Erststrangsynthe-
seaktivitat, als auch die Nicht-Beeinflussung der Erststrangsyntheseaktivitat durch die
endogene Phosphorylierung findet, trifft Hypothese 3 zu.

Der EinfluR der endogenen Phosphorylierung auf die Zweitstrangsyntheseaktivitat wird
dadurch erklarbar, da’ die endogene Phosphorylierung der Core-Proteine eine Bindung
des neu synthetisierten (-)-DNA-Strangs an deren Carboxytermini verhindert und so die
Zweitstrangsynthese in der endogenen Polymerase-Reaktion fordert.

In Diagramm 17 ist die Verteilung der viralen Enzymaktivitdten sowie die Verteilung intra-
zellularer Core-Partikel Gber den Nycodenz-Dichtegradienten vergleichend dargestellt.
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Verteilung [%]
(&)
o

1,22 1,23 1,24 1,25 1,26 1,27 1,28
Dichte [g/mI]

—e—Zweitstrangsyntheseaktivitit —e— Erststrangsyntheseaktivitat
—e— Gesamtsyntheseaktivitat —e— Core-Konzentration
—e— Proteinkinase C-Aktivitat

Diagramm 17 Summarische Darstellung des Verteilung der verschiedenen Enzymaktivitdten sowie der
intrazelluldren Core-Partikel iiber den Nycodenz-Dichtegradienten

Man erkennt, dafl3 der quantitative Peak intrazellularer Core-Partikel, wie gezeigt, bei ei-
ner Dichte von 1,244 g/ml bandiert, bei der die Werte der untersuchten Polymerase-
Aktivitaten zwischen 20 und 42 % ihrer Maxima liegen. Die Proteinkinase C-Aktivitat be-
findet sich bei dieser Dichte an der Nachweisgrenze. Daher ist das Gros der intrazellula-
ren Core-Partikel enzymatisch nur schwach aktiv und als relativ reif zu bezeichnen. Diese
Core-Partikel scheinen sich kurz vor ihrer Sekretion zu befinden, und sind, da extrazellu-
lare Core-Partikel alle reif sind, das Produkt der Erst- und Zweitstrangsynthese.
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Mit diesen Befunden laf3t sich ein Modell aufstellen, in dem bei intrazellularen Core-
Partikeln die endogene Polymerase-Reaktion ohne vorherige endogene Phosphorylierung
vor allem HBV-DNA-Erststrangsynthese darstellt; durch die vorherige endogene Phos-
phorylierung wird diese HBV-DNA-Erststrangsyntheseaktivitat durch eine verstarkte HBV-
DNA-Zweitstrangsyntheseaktivitat tberlagert. Die meisten der aufgearbeiteten intrazellu-
laren Core-Partikel sind in ihrer Genomreifung vergleichsweise weit fortgeschritten und
zeigen nur noch geringe DNA-Syntheseaktivitaten. Nach Umhiillung der Core-Partikel mit
viralen Oberflachenproteinen werden sie von der Zelle sezerniert. Das Gros der von der
Zelle sezernierten Virionen hat seine DNA-Synthese vergleichsweise weit durchlaufen
und zeigt daher eine im Vergleich zum Gros der intrazellularen Core-Partikel noch gerin-
gere DNA-Synthese-Aktivitat. Die endogene Phosphorylierung tragt somit mafgeblich zur
.Reifung” unreifer Core-Partikel bei, da sie Voraussetzung fir die Reifung auf Genome-
bene ist, indem sie ein Umschreiben des einzelstrangigen HBV-DNA-Erststrangs in ein
partiell doppelstrangiges virales Genom ermaglicht.

Anhand dieser Daten konnte nicht beurteilt werden, wodurch die zu fordernde Regulation
der Core-Partikel-Destabilisierung gegeben ist. Die Untersuchungen der zugrunde lie-
genden Regulationsmechanismen sind im Folgenden dargestellt.

5.5 Stabilitiat von Core-Partikeln

Da die HBV (+)-Strang-DNA-Synthese vom Vorhandensein nicht nur der viralen Polyme-
rase, sondern auch der Core-Untereinheiten abhangt ((Hatton, et al. (1992), Nassal
(1992)), wiirde ein vorzeitiges Auseinanderbrechen der Core-Partikel zum Abbruch des
viralen Lebenszyklus fuhren. Bei hoch replizierenden Viren, bei denen nur ein geringer
Teil infektits ist, wirde sicherlich kein Regulationsmechansimus zur Dissoziation notwen-
dig sein. Da fiir HBV aber gezeigt wurde, dal3 zwischen 1 und 10 Viren im Schimpansen-
modell eine Hepatitis auslésen (Shikata, et al. (1977), Ulrich, et al. (1989)), scheint dieses
Virus Uber eine Strategie zu verfligen, die eine reifungsabhangige Destabilisierung der
Core-Partikel bewirkt. Die bisher dargestellten Arbeiten lassen offen, ob es sich hierbei
um die Genomreifung selbst, oder aber die Phosphorylierung der Core-Untereinheiten
handelt, da beide miteinander korrelieren. Daher wurde die Partikelstabilitat in beschrie-
benem Testsystem untersucht. Die eventuelle Desintegration der Partikel wurde zum ei-
nen mit einem Partikel-spezifischen Antikérper untersucht, zum anderen wurde die Zu-
ganglichkeit der radioaktiv markierten viralen DNA mit S7-Nuklease bestimmt. Da die De-
gradation der viralen DNA das empfindlichere Kriterium zur Beurteilung der Zersetzung
der Core-Partikel ist, wurde sie statt der im Immunblot sichtbaren Zersetzung, die letzt-
endlich lediglich das Verschwinden des Partikel-spezifischen Epitops anzeigt, zugrunde
gelegt.
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Setzt man durch die endogene Polymerase-Reaktion markierte Core-Partikel in einen
solchen Stabilitdtsassay ein, so fand im Vergleich zur Negativkontrolle keine Zersetzung
in Rabbit Reticulocyte Lysate (RRL) statt. Die endogene Polymerase-Reaktion flihrte
demzufolge zu keiner sichtbaren Zersetzung der Core—Partikel nach Inkubation in RRL im
Vergleich zur Inkubation in Puffer. Daher wurde der Einflu? der endogenen Phosphorylie-
rung auf die Partikelstabilitat untersucht. Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist in
Diagramm 18 dargestellt.
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Diagramm 18 Stabilitdtsassays mit intrazelluldren Core-Partikeln

Als Negativkontrolle (Transportpuffer, TP, 100 %) wurden durch die endogene Polymera-
se-Reaktion markierte Core-Partikel verwendet. Die Werte der Ansatze in RRL wurden
- anders als in der Darstellung im Ergebnisteil - auf diesen Ansatz bezogen. Phosphory-
liert man solche Core-Partikel endogen und inkubiert sie wahrend des Stabilitédtsassays in
Transportpuffer mit ATP, so erkennt man eine geringe Reduktion der Core-Menge um
17 % im Vergleich zur Negativkontrolle. Diese Abnahme scheint durch eine destabilisie-
rende Wirkung der endogenen Phosphorylierung bedingt zu sein, da sich die beiden An-
satze nur durch die endogene Phosphorylierung und durch das Vorhandensein von ATP
wahrend der Inkubation in TP unterscheiden. Aufgrund der experimentellen Daten kann
ein Synergismus zwischen der endogenen Polymerase-Reaktion und der endogenen
Phosphorylierung bei der Destabilisierung der Core-Partikel nicht vollig ausgeschlossen
werden, ist aber unwahrscheinlich, da sich eine deutliche Destabilisierung auch bei Ver-
wendung ausschlie3lich endogen phosphorylierter Core-Partikel zeigt. Eine analoge
Destabilisierung des Capsids nach Phosphorylierung der Capsid-Proteine konnte auch fir
das Poliovirus gezeigt werden. Scharli and Koch (1984) und Lackmann, et al. (1987) fin-
den, dal3 die Poliovirus-assoziierte Proteinkinase die y-Phosphatgruppe von ATP auf die
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Capsidproteine transferiert und so eine Destabilierung der Virionen auslost. Ratka, et al.
(1989) zeigen einen zusatzlichen EinfluB von Zn*-lonen auf die Capsidstabilitat, die sich
in einer Anderung der Capsidstruktur niederschlagt. Die veranderte Capsidstruktur ist
Voraussetzung fir eine verstarkte Phosphorylierungsaktivitat der Poliovirus-assoziierten
Proteinkinase, die durch die Phosphorylierung zu einer zusétzlichen Destabilisierung des
Capsids beitragt. Die Destabilisierung des Capsids fiihrt schlie3lich zu einer Dissoziation
von Poliovirus-assoziierter Proteinkinase und Capsid.

Beim HBV scheint die Initiation der Phosphorylierung eine andere zu sein. Hier ist der
luminal gelegene C-Terminus der Core-Proteine von grof3er Bedeutung, denn zum einen
findet hier die endogene Phosphorylierung der Core-Proteine statt (Machida, et al.
(1991)), zum anderen sind C-terminal gelegene Arginin-reiche Cluster an der Verpackung
des hepadnaviralen RNA-Pragenoms und der DNA-Reifung beteiligt (Schlicht, et al.
(1989), Gallina, et al. (1989), Yu and Summers (1991), Hatton, et al. (1992), Nassal
(1992), Zhou and Standring (1992), Beames and Lanford (1993)), so dal3 eine Kompetiti-
on von Proteinkinase und Nukleinsaure vorliegt (Kann and Gerlich (1994)). Die berech-
nete Korrelation zwischen Erststrangsynthese- und Proteinkinase C-Aktivitdt bestatigt
diese Beobachtung und zeigt, dal3, anders als beim Paoliovirus, hier die reverse Transkrip-
tion den Initiator der Phosphorylierung darstellt.

Der Mechanismus der Partikeldestabilisierung erschlief3t sich im Zusammenhang mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. Obwohl nicht direkt an der Interaktion zwischen
einander benachbarten Core-Proteinen beteiligt (Birnbaum and Nassal (1990), Konig, et
al. (1998)), scheint der C-Terminus dennoch einen Einflu? auf die Partikelstabilitat zu
haben. So konnten Kéck, et al. (1998) zeigen, dal3 carboxyterminal trunkierte Core-
Proteine beim Enten Hepatitis B Virus (DHBV) zur vorzeitigen Desintegration des Capsids
fuhren. Bei Pflanzenviren wie zum Beispiel dem Tabacco Mosaic Virus (TMV) spielt die
elektrostatische  Abstollung  zwischen  Carboxylatgruppen der  Nukleocapsid-
Untereinheiten eine wesentliche Rolle beim Prozel3 der Dissoziation (Lu, et al. (1998)).
Auch konformationelle Umlagerungen konnten beim Dissoziationsprozeld von Bedeutung
sein, so wie sie es beispielsweise auch fur den Assoziationsrozel3 von HBV-Capsiden in
geringem Malf3e sind (Wingfield, et al. (1995)).

Wie bei anderen Viren auch ist die Dissoziation des Capsids an zellulare Kompartimente
gebunden, die gleichzeitig das Entpacken des Virusgenoms im ,richtigen* Kompartiment
der Zelle garantieren. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dal3 cytosolische Fakto-
ren im RRL das Entpacken des Virusgenoms auf 37 % der Vergleichsmenge in der Ne-
gativkontrolle, in der durch endogene Polymerase-Reaktion markierte Core-Partikel in
Transportpuffer inkubiert wurden, verursachte. Diese Zersetzung in RRL trat nur bei Co-
re-Partikeln auf, die durch die endogene Proteinkinase C-Reaktion phosphoryliert wurden,
nicht aber bei Partikeln, die durch die endogene Polymerase-Reaktion markiert wurden.
In der Literatur sind verschiedene zellulare Komponenten beschrieben, die an der Capsid-
Dissoziation beteiligt sind. So I6st zum Beispiel beim Semliki Forest Virus (SFV) ein sau-
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rer pH-Wert eine partielle Proteolyse aus, die im Dissoziationsprozeld wichtig sein kann
(Schlegel, et al. (1993)). Die Membran des Influenza-Virus fusioniert nach pH-abhéngiger
Aktivierung im Endosom mit der endosomalen Membran; der niedrige pH-Wert scheint
aber ebenso die Dissoziation des Capsids auszuldsen (Bui, et al. (1996)). Auch kann eine
Beteiligung von sich ebenfalls im endosomalen Kompartiment befindlichen Proteasen, wie
fur das Reovirus gezeigt (Baer and Dermody (1997)), nicht ausgeschlossen werden. Eine
starkere Homologie zu HBV zeigt die Dissoziation der Adenoviren, bei denen cytosolische
Elemente, aber auch der Zellkern an der Freisetzung des Virusgenoms beteiligt sind
Greber, et al. (1997). Da auch HBV-Core-Partikel elektronenmikroskopisch am Nuclear
Pore Complex (NPC) nachgewiesen wurden (unveroffentlichte Beobachtung von Dr. Mi-
chael Kann, Institut fir medizinische Virologie der Liebig-Universitat in Giel3en), schien es
naheliegend, ein mdgliche Beteiligung des Zellkerns bei der HBV-Capsid-Dissoziation zu
untersuchen. Dazu wurden endogen phosphorylierte Core-Partikel in einen Stabilitéatsas-
say eingesetzt, wobei jedoch zusétzlich Huh7-Zellkerne hinzugegeben wurden, die eine
deutliche Zersetzung der endogen phosphorylierten Core-Partikel auf 17 % der Ver-
gleichsmenge in der Negativkontrolle bewirkten. Diese Zerlegung ist also starker als nach
Inkubation in RRL ohne Zellkerne. Diese Ergebnisse werden bestétigt durch Experimente,
die Core-Partikel in der konfokalen Lasermikroskopie sowohl an den Kernporen, als auch
im Zellkern von Huh7-Zellen zeigen (unveroffentlichte Beobachtung von Frau Dipl. Biol.
Angelika Vlachou, Institut fir medizinische Virologie der Liebig-Universitat in Giel3en). Da
Core-Partikel mit einem Durchmesser von 36 nm (Crowther, et al. (1994)) zu grof3 fir
eine Passage durch die Kernporen sind, muf3 eine Desintegration der Partikel in Unter-
einheiten auf der cytosolischen Seite der Kernpore und ein spontanes Assoziieren (Seifer,
et al. (1993)) dieser Untereinheiten zu Partikeln nach Transport in den Zellkern gefordert
werden. Der kovalent gebundene Komplex aus viraler Polymerase und HBV-DNA kdnnte
dann, wie von Kann, et al. (1997) gezeigt, mit oder ohne eventuell anhaftende Core-
Proteine, in den Zellkern transportiert werden, um dort den nucledren Pool viraler DNA zu
regenerieren.

Zusammenfassend lassen sich die in dieser Arbeit gewonnenen Daten zur Charakterisie-

rung und zur Dissoziation der HBV-Core-Partikel in folgendem Diagramm zusammenfu-
gen.
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Diagramm 19 Summarische Darstellung von Genomreifung, Core-Partikel-Stabilitét, Phosphorylierung
und Verteilung Uber den Dichtegradienten
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Diagramm 19 zeigt die Abhéangigkeit der Schwebedichte der Core-Partikel von ihrem
Reifegrad. Man findet RNA-haltige Core-Partikel (unveréffentlichte Beobachtung von Dr.
M. Kann, Institut fir medizinische Virologie der Liebig-Universitat in GieRen) bei einer
Dichte von 1,285 g/ml. Durch die Erststrangsynthese, die bei einer Dichte von 1,262 g/ml
maximal ist, nimmt der Gehalt an (-)-Strang-DNA zu und die Schwebedichte der Partikel
ab. Diese Abnahme der Schwebedichte setzt sich wahrend der Zweitstrangsynthese, die
bei einer Dichte von 1,251 g/ml ihr Maximum erreicht, weiter fort. Reife Core-Partikel, die
das partiell doppelstrangige DNA-Genom beinhalten, findet man schlieR3lich bei einer
Dichte von 1,222 g/ml sowohl intrazellular als auch extrazellular. Der quantitative Peak
intrazellularer Core-Partikel liegt bei einer Dichte von 1,244 g/ml und besteht daher aus
relativ reifen Core-Partikeln, die eine vergleichsweise geringe Polymerase-Aktivitat zei-
gen. Einhergehend mit der abnehmenden Schwebedichte der Core-Partikel findet man
eine zunehmende Phosphorylierung, wobei hier die Gesamtphosphorylierung dargestellt
ist, und nicht, wie bisher, die Phosphorylierbarkeit. Diese ist naheliegenderweise bei den
Core-Partikeln am gréf3ten, die am wenigsten phosphoryliert sind und sich im Dichtegra-
dienten bei einer Schwebedichte von 1,269 g/ml befinden. Umgekehrt proportional zur
Gesamtphosphorylierung scheint sich die Stabilitit der Core-Partikel zu verhalten: Je
grolRer die Gesamtphosphorylierung, desto geringer die Stabilitat. Diese Aussage ist je-
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doch teilweise noch spekulativ, da eine unterschiedliche Zersetzbarkeit in Abhangigkeit
von der Gesamtphosphorylierung noch nicht gezeigt wurde.

5.6 Modell des HBV-Replikationszyklus

Die zuvor dargestellten Daten lassen sich in folgendes Modell zum Replikationszyklus des
Hepatitis B Virus integrieren.

Bei der Infektion einer Wirtszelle mufd das virale Nukleocapsid nach dem Entfernen der
Hullproteine zerlegt und die virale DNA in den Zellkern transportiert, durch zelluldare En-
zyme komplettiert, transkribiert und translatiert werden. Die neu synthetisierte virale Po-
lymerase bindet an das Verpackungssignal € der pragenomischen RNA und wird in einem
spontanen Assoziationsprozel3 von Core-Proteinen umgeben, die auf der luminalen Seite
Uber Arginin-reiche Cluster im C-Terminus ebenfalls die pragenomische RNA binden und
damit die Phosphorylierungsstellen zwischen den Clustern blockieren. Im Zuge der rever-
sen Transkription werden die Phosphorylierungsstellen frei und kénnen genutzt werden,
wodurch die Korrelation von Phosphorylierung und reverser Transkription gegeben ist.
Die Phosphorylierung blockiert eine Bindung der neu synthetisierten (-)-Strang-DNA an
die Arginin-Cluster, wodurch die (+)-Strang-Synthese — da hier kein Abldsen der DNA
vom C-Terminus der Core-Untereinheiten mehr nétig ist — geférdert wird. Diese fortlau-
fende Phosphorylierung wird bei Umhullung der Core-Partikel mit den Hullproteinen und
folgender Sekretion durch ATP-Mangel eingestellt, kann jedoch nach Infektion einer neu-
en Zelle mit Freisetzung des Core-Partikels ins Cytoplasma wieder aufgenommen wer-
den. Die fortschreitende Phosphorylierung resultiert in einer verstarkten Inhibition der In-
teraktion zwischen C-Terminus und verpacktem Genom, welches sich einer Destabilisie-
rung der neu gebildeten Core-Partikel niederschlagt. Es ist unklar, ob diese verminderte
Interaktion der einzige EinfluR auf die Partikelstabilitat ist, oder ob weitere Faktoren, wie
beispielsweise konformationelle Umlagerungen der Core-Proteine oder eine durch die
Phosphorylierung vergroRRerte elektrostatische AbstoRung der Core-Proteine, eine Rolle
spielen. In jedem Falle werden die Core-Partikel unter Beteiligung von cytosolischen
Faktoren und des Zellkerns degradiert, so dal3 das virale Genom im Komplex mit der ko-
valent gebundenen viralen Polymerase in den Nucleus transportiert wird, dort zur Auf-
rechterhaltung des nuclearen Pools an viraler DNA beitragt und der Replikationszyklus
von neuem beginnen kann.
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6 Zusammenfassung

In der Arbeit wurde die endogene Polymerase- und Proteinkinase C-Aktivitat von intra-
zellularen HBV-Core-Partikeln untersucht. In der Nycodenz-Dichtegradientenzentri-
fugation konnten Core-Partikel mit unterschiedlich starken Enzymaktivitdten und unter-
schiedlichem Nukleinsauregehalt aufgetrent werden. Es konnte gezeigt werden, dal3 die
Phosphorylierung im Zuge der reversen Transkription des RNA-Pragenoms im Lumen der
Core-Partikel stattfindet und im weiteren Verlauf der Genomreifung die Zweitstrangsyn-
these fordert. Weiterhin wurde gezeigt, da3 die Phosphorylierung eine Destabilisierung
der Core-Partikel induziert. Unter Mitwirkung zellularer Komponenten im Cytosol und der
Kernmembran flhrte diese zu einer Dissoziation der Partikel, was in einer Freisetzung
des viralen Polymerase-DNA-Komplexes resultiert. Damit scheint die Phosphorylierung
ein zentraler Regulationsmechanismus im Lebenszyklus des HBV zu sein, der bewirkt,
daB nur ,reife” Core-Partikel zerfallen und damit garantiert, daf3 der Lebenszyklus nicht
durch die vorzeitige Partikeldissoziation unterbrochen wird.
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7 Anhang
7.1 Experimentelle Daten
7.1.71 CsCIl-Dichtegradientenzentrifugation von Core-Partikeln
Core-Standard Gemessene
[pg] Extinktion
50000 0,843
25000 0,687
12500 0,463
6000 0,292
3000 0,151
1500 0,084
800 0,050
400 0,030
Tabelle 5 ELISA-MeBwerte der Core-Partikel-Standardreihe
Fraktion Refrakt. Dichte Extinktion Core- Core-
MeRwert ELISA Konzentration Konzentration
Nr. [a/ml] 5ul Fraktion [pa/ul) [%]
10 1,3749 1,420 0,010 0 0
11 1,3725 1,390 0,040 22 0
12 1,3709 1,375 0,238 184 0
13 1,3650 1,365 0,483 520 2
14 1,3687 1,350 0,913 2.600 100
15 1,3673 1,340 0,621 840 32
16 1,3661 1,320 0,227 176 7
17 1,3651 1,315 0,127 100 4
18 1,3645 1,310 0,076 60 2
19 1,3644 1,305 0,077 56 2
20 1,3628 1,290 0,106 80 3
Summe: 4.638
Tabelle 6 Auswertung der Fraktionen des Dichtegradienten
Ausgangsmenge vor Zentrifugation: 10,5 ug
Volumen der Fraktionen: 150 pl

Wiedergefunden nach Zentrifugation: 4638 pg x 150 ul = 696 ng (= ca. 7 % der Aus-
gangsmenge)
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7.1.2 Nycodenz-Dichtegradientenzentrifugation
intrazellulézrer Core-Partikel
Core-Standard Gemessene
[pg] Extinktion
25.000 1,551
12.500 1,283
6.000 1,172
3.000 0,780
1.500 0,477
800 0,275
400 0,170
200 0,058
100 0,053
Tabelle 7 ELISA-MeBwerte der Core-Partikel-Standardreihe
Fraktion Refrakt. Dichte Extinktion Core-Konz. Core-Konz.
Nr. MeRwert [g/ml] im ELISA [pg/10pl] [%0]
1 1,4331 1,328 0,022 0 0
2 1,4276 1,310 0,025 0 0
3 1,4230 1,294 0,019 0 0
4 1,4185 1,279 0,031 0 0
5 1,4148 1,267 0,267 700 4
6 1,4117 1,257 0,774 2.300 13
7 1,4071 1,242 1,490 18.000 100
8 1,4028 1,228 0,849 2.700 15
9 1,3981 1,213 0,343 950 5
10 1,3955 1,204 0,225 550 3
11 1,3915 1,191 0,142 320 2
12 1,3879 1,179 0,084 150 1
13 1,3840 1,166 0,059 0 0
14 1,3811 1,157 0,053 0 0
15 1,3781 1,147 0,033 0 0
16 1,3740 1,133 0,048 0 0
17 1,3683 1,115 0,044 0 0
18 1,3610 1,091 0,040 0 0
19 1,3522 1,062 0,027 0 0
20 1,3463 1,042 0,026 0 0
21 1,3626 1,096 0,049 0 0
22 1,3659 1,107 0,052 0 0
Summe 25.670
Tabelle 8 Auswertung der Fraktionen des Dichtegradienten

Ausgangsmenge vor Zentrifugation:

Volumen der positiven Fraktionen:

Wiedergefunden nach Zentrifugation:

11 pg
4000 pl

25.670 pg / 10 pl x 400 = 10,3 ug
(= ca. 93 % der Ausgangsmenge)
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7.1.3

Tabelle 9

Tabelle 10

Gleichgewichtsdichte von intrazellulidren Core-Partikeln in
Nycodenz

Core-Standard Gemessene

[pg] Extinktion
12500 2,699
6000 2,292
3000 1,591
1500 0,996
800 0,550
400 0,331
200 0,187
100 0,113
50 0,072
25 0,063

ELISA-MeRwerte der Core-Partikel-Standardreihe

Fraktion Refrakt. Dichte Extinktion Core-Konz. Core-Konz.
Nr. MeRwert [g/ml] im ELISA [pg/10pl] [%0]
1 1,4328 1,327 0,055 0 0
2 1,4309 1,320 0,047 0 0
3 1,4272 1,308 0,041 0 0
4 1,4225 1,293 0,041 0 0
5 1,4192 1,282 0,016 0 0
6 1,4162 1,272 0,758 1.000 18
7 1,4117 1,257 1,542 2.900 53
8 1,4078 1,244 2,139 5.500 100
9 1,4035 1,230 0,913 1.300 24
10 1,4005 1,220 0,411 650 12
11 1,3971 1,209 0,220 250 5
12 1,3936 1,198 0,231 250 5
13 1,3900 1,186 0,124 120 2
14 1,3872 1,177 0,106 100 2
15 1,3853 1,170 0,092 100 2
16 1,3825 1,161 0,080 170 3
17 1,3778 1,146 0,068 80 1
18 1,3667 1,109 0,048 0 0
19 1,3571 1,078 0,043 0 0
20 1,3602 1,088 0,069 80 1
21 1,3812 1,157 0,122 120 2
22 1,3758 1,139 0,083 80 1
23 1,3989 1,215 0,109 100 2
24 1,3940 1,199 0,073 50 1

Summe 12.850

Auswertung der Fraktionen des Dichtegradienten
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7.1.4

Tabelle 11

Tabelle 12

Verteilung extrazellulidrer Core-Partikel iiber den Nycodenz-
Dichtegradienten

Core-Standard Gemessene

[pg] Extinktion
40.000 2,279
20.000 1,967
10.000 1,808
5.000 1,387
2.500 0,917
1.250 0,493
625 0,245
313 0,140
156 0,083
78 0,044
39 0,025
20 0,018

ELISA-MeRBwerte der Core-Partikel-Standardreihe

Fraktion Refrakt. Dichte Extinktion Core-Konz. Core-Konz.
Nr. MeRwert [g/ml] im ELISA [pg/10pl] [%0]
1 1,4303 1,318 0,009 0 0
2 1,4250 1,304 0,010 0 0
3 1,4248 1,300 0,008 0 0
4 1,4224 1,292 0,011 0 0
5 1,4207 1,287 0,012 0 0
6 1,4198 1,284 0,012 0 0
7 1,4192 1,282 0,016 0 0
8 1,4184 1,279 0,017 0 0
9 1,4166 1,273 0,037 60 0
10 1,4151 1,268 0,056 90 0
11 1,4139 1,264 0,057 90 0
12 1,4130 1,262 0,097 180 0
13 1,4127 1,261 0,195 465 1
14 1,4115 1,257 0,455 1.250 2
15 1,4110 1,255 0,858 2.000 3
16 1,4098 1,251 1,118 13.600 17
17 1,4090 1,248 1,921 17.000 21
18 1,4086 1,247 2,024 20.800 26
19 1,4070 1,242 1,735 11.900 15
20 1,4061 1,239 1,765 12.600 16
21 1,4054 1,237 1,841 14.400 18
22 1,4045 1,234 1,897 16.300 20
23 1,4032 1,229 1,791 13.200 17
24 1,4025 1,227 2,263 39.000 49
25 1,4017 1,224 2,561 78.000* 98
26 1,4010 1,222 2,592 80.000* 100
27 1,4006 1,221 2,151 32.300 40
28 1,3997 1,218 1,782 12.900 16
29 1,3988 1,215 1,833 14.300 18
30 1,3973 1,210 2,001 20.700 26
31 1,3943 1,200 1,865 15.200 19
32 1,3878 1,179 1,471 7.000 9
33 1,3766 1,142 1,1320 3.200 4
34 1,3702 1,121 1,219 4.000 5
35 1,3670 1,110 1,323 5.200 7

Auswertung der Fraktionen des Dichtegradienten
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7.1.5

Tabelle 13

Tabelle 14

Sedimentationsverhalten endogen phosphorylierter Core-

Partikel

Core-Standard Gemessene

[pg] Extinktion
50.000 0,648
25.000 0,645
12.500 0,514
6.000 0,413
3.000 0,295
1.500 0,153
800 0,101
400 0,058
200 0,041
100 0,027
50 0,025
25 0,021
13 0,018

ELISA-MeRwerte der Core-Partikel-Standardreihe

Fraktion Refrakt. Dichte Extinktion Core-Konz. Core-Konz.
Nr. MeRwert [g/ml] im ELISA [pg/10pl] [%0]
1 1,4332 1,328 0,003 0 0
2 1,4310 1,321 0,009 0 0
3 1,4280 1,311 0,008 0 0
4 1,4238 1,297 0,011 0 0
5 1,4202 1,285 0,016 0 0
6 1,4159 1,271 0,116 1000 23
7 1,4122 1,259 0,217 2200 50
8 1,4082 1,246 0,339 4400 100
9 1,4041 1,232 0,131 1200 27
10 1,4002 1,220 0,064 400 9
11 1,3972 1,210 0,039 200 5
12 1,3928 1,195 0,031 150 3
13 1,3910 1,189 0,025 120 3
14 1,3891 1,183 0,018 100 2
15 1,3870 1,176 0,013 0 0
16 1,3810 1,156 0,007 0 0
17 1,3736 1,132 0,012 0 0
18 1,3635 1,099 0,009 0 0
19 1,3511 1,058 0,009 0 0

Auswertung der Fraktionen des Dichtegradienten
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7.1.6 Spezifische Proteinkinase C-Aktivitit

pg rtHBC Fraktion Mr.
[y} Wy = m
L g4

S 6 T8

L Y
o g
-
aﬂ‘f'a

Abbildung 20 Immunblot und Bioimagerscan von durch endogene Proteinkinase C-Reaktion markier-
ten intrazelluldren Core-Partikeln nach Nycodenz-Dichtegradientensedimentation

e

Signal Fraktion Dichte Core Spezifische Spezif.
Radioaktivitdt | Radioakt.
PSL (PSL-bkg) PSL-bkg

N NI [g/ml] | /19,2mm? /mm? pg mm’ x pg %
1 rHBc-Standard | ----- | =m0 | e 753 | e e
2 rHBc-Standard |  ----- |  ----- | -ee- 45 | - | e
3 rHBc-Standard | ----- | =m0 | e 231 | e eeee-
4 rHBc-Standard | ----- |  ----= | eee- 129 | - | e
5 5 1,269 110,03 5,37 163 0,0329 100
6 6 1,258 52,24 2,36 399 0,0059 18
7 7 1,247 17,30 0,54 669 0,0001 0

8 8 1,235 11,01 0,21 711 0,0000 0

9 Background | ----- 6,97 000 | - | e e

Tabelle 15 Verlauf der spezifischen endogenen Proteinkinase C-Aktivitdt (ber den Dichtegradien-
ten
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7.1.7 Spezifische Endogene Polymerase-Aktivitét
pg rHBc Fraktion Nr.
o))
a 3
-
-
Abbildung 21 Immunblot und Bioimagerscan von durch endogene Polymerasereaktion markierten
intrazelluldren Core-Partikeln nach Nycodenz-Dichtegradientensedimentation
Signal Fraktion Dichte Core Spezifische Spezif.
Radioaktivitat | Radioakt.
PSL (PSL-bkg) PSL-bkg
NI NI [g/ml] | /25,76mm? /mm?2 pg mm® x pg %
1 rHBc-Standard | ----- | @ ---- | eeee- 400 | == | e
2 rHBc-Standard | ----- | @ ---- | eeee- 200 | eeem ] e
3 rHBc-Standard | ----- | @ ---- | eeee- 152 | ee- | e
4 rHBc-Standard | ----- | @ ---- | eeee- 169 | -- | e
5 9 1,297 68,99 2,44 169 0,0144 28
6 10 1,278 212,18 8,00 167 0,0480 92
7 11 1,268 320,26 12,20 234 0,0521 100
8 12 1,251 88,02 3,18 255 0,0125 24
9 13 1,232 106,36 3,89 257 0,0151 29
10 Background | ----- 6,12 | e | mmeee | e e
Tabelle 16 Verlauf der spezifischen endogenen Polymerase-Aktivitét iber den Dichtegradienten
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7.1.8 Verteilung der HBV-Erststrangsyntheseaktivitét iiber den

Nycodenz-Dichtegradienten

Fraktion Nr.

pg rHBC

8 910111
e B

213

1415 16 1718 19 20 21 22

PR L

Abbildung 22 Immunblot und Bioimagerscan von durch HBV-Erststrangsynthese markierten intrazel-
luldren Core-Partikeln nach Nycodenz-Dichtegradientensedimentation
Signal Fraktion Dichte Core Spezifische Spezif.
Radioaktivitdt | Radioakt.
PSL (PSL-bkg) PSL-bkg

Nr. Nr. g/ml_| /256mm* /mm? pg mm® x pg %

1 rHBc-Standard | ------ |  -—-—- | - 281 | - e
2 rHBc-Standard | ------ |  -—-—- | - I e
3 rHBc-Standard | ------ |  --eem | oeee- 30 | e e
4 rHBc-Standard | ------ |  -—-—- | - 20 | = e
5 8 1,274 74,38 2,23 22 0,1014 89

6 9 1,271 91,90 2,92 30 0,0973 85

7 10 1,270 108,60 3,57 34 0,1050 92

8 11 1,267 83,14 2,57 25 0,1028 90

9 12 1,262 145,67 5,02 44 0,1141 100
10 13 1,261 119,03 3,98 40 0,0995 87

11 14 1,260 100,03 3,23 43 0,0751 66

12 15 1,253 85,97 2,69 52 0,0517 45

13 16 1,251 71,69 2,13 51 0,0418 37

14 17 1,247 65,50 1,89 44 0,0429 38

15 18 1,244 56,79 1,55 32 0,0484 42

16 19 1,240 52,44 1,38 30 0,0460 40
17 20 1,238 50,06 1,28 23 0,0557 49
18 21 1,237 30,78 0,53 17 0,0312 27
19 22 1,236 41,49 0,95 21 0,0452 40
20 Background | ----- 17,23 0,00 | - | eeeee | e

Tabelle 17 Verlauf der Erststrangsyntheseaktivitét (ber den Dichtegradienten
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7.1.9 Verteilung der HBV-Zweitstrangsyntheseaktivitét iiber den
Nycodenz-Dichtegradienten

pg rHBC Fraktion Mr

a o
o T & 567 8 910 111213 1415

‘; Y

Abbildung 23 Immunblot und Bioimagerscan von durch HBV-Zweitstrangsynthese markierten intra-
zelluldren Core-Partikeln nach Nycodenz-Dichtegradientensedimentation

Signal Fraktion Dichte Core Spezifische Spezif.
Radioaktivitdat | Radioakt.
PSL (PSL-bkg) PSL-bkg
NI NI g/ml | /28,2mm? /mm? pg mm® x pg %
1 rHBc-Standard | ----- |  ----- | oeee- 200 | e e
2 rHBc-Standard | ----- |  ----- | oeee- 100 | - | e
3 rHBc-Standard | ----- |  ----- | oeee- 50 | e e
4 5 1,271 33,44 0,24 52 0,0046 31
5 6 1,265 46,33 0,70 66 0,0106 72
6 7 1,261 53,99 0,97 93 0,0104 70
7 8 1,256 72,50 1,63 115 0,0142 96
8 9 1,251 81,61 1,95 132 0,0148 100
9 10 1,248 56,89 1,08 138 0,0078 53
10 11 1,246 41,04 0,51 149 0,0034 23
11 12 1,241 34,18 1,21 177 0,0015 10
12 13 1,238 28,30 1,01 167 0,0005 3
13 14 1,235 26,11 0,93 121 0,0000 0
14 15 1,231 26,10 0,94 87 0,0000 0
15 Background | | | meeee ] e | e e
Tabelle 18 Verlauf der Zweitstrangsyntheseaktivitédt iber den Dichtegradienten
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7.1.10 Verteilung der HBV-DNA-Gesamtsyntheseaktivitéit iiber den
Nycodenz-Dichtegradienten
parHBc Fraktion Mr.
0 O
SNEB 456 786810111213 14
Abbildung 24 Immunblot und Bioimagerscan von durch HBV-DNA-Gesamtsynthese markierten intra-
zelluldren Core-Partikeln nach Nycodenz-Dichtegradientensedimentation
Signal Fraktion Dichte Core Spezifische Spezif.
Radioaktivitdat | Radioakt.
PSL (PSL-bkg) PSL-bkg
NI NI g/ml | /28,2mm? /mm? pg mm® x pg %
1 rHBc-Standard | ----- |  --e-- | oeee- 200 | e e
2 rHBc-Standard | ----- |  ----- | oeee- 100 | - | e
3 rHBc-Standard | ----- |  ----- | oeee- 50 | e e
4 4 1,271 79,91 2,84 49 0,0386 36
5 5 1,268 136,07 4,83 52 0,0748 70
6 6 1,263 234,18 8,32 83 0,0888 84
7 7 1,262 376,29 13,36 117 0,1062 100
8 8 1,254 324,06 11,51 137 0,0771 73
9 9 1,251 209,14 7,43 125 0,0518 49
10 10 1,243 162,05 5,75 132 0,0364 32
11 11 1,240 112,03 3,98 131 0,0231 22
12 12 1,236 101,70 3,61 121 0,0221 21
13 13 1,231 66,69 2,37 50 0,0284 27
14 14 1,229 52,68 1,87 25 0,0372 35
15 Background | ----- N e e e
Tabelle 19 Verlauf der Gesamtsyntheseaktivitét iiber den Dichtegradienten
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7.1.11 Korrelation der viralen Enyzmaktivititen

Zur Berechnung des Korrelationskoeffizienten missen die jeweiligen Enzymaktivitaten
der genau gleichen Dichten verwendet werden. Da die Dichten der Fraktionen der ver-
schiedenen Gradienten aber nicht genau Ubereinstimmen, wurden die fehlenden Enzy-
maktivitaten Diagramm 20 entnommen und in Tabelle 20 Ubertragen.
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X 80 7 f N/
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1,236 1,241 1,246 1,251 1,256 1,261 1,266
Dichte [g/ml]

—e— Spezifische Endo. PKC-Aktivitat —e— Spezifische Endo. Pol.-Aktivité&t
—e— Gesamtsyntheseaktivitat —e— Erststrangsyntheseaktivitat
—e— Zweitstrangsyntheseaktivitat

Diagramm 20 Verteilung der viralen Enzymaktivitdten (ber den Dichtegradienten, Darstellung zum
Ablesen der fehlenden Enzymaktivitédten

Zur Berechnung des Korrelationskoeffizienten wurden die in Tabelle 20 in Fettdruck um-
rahmten Enzymaktivitdten verwendet, da lediglich fur diesen Dichtebereich Enzymaktivi-
taten entweder experimentell bestimmt (weild unterlegte Tabellenfelder) oder aus
Diagramm 20 abgelesen (grau unterlegte Tabellenfelder) werden konnten.

Tabelle 21 gibt die Matrix der Korrelationskoeffizienten wieder, wobei jede untersuchte

Enzymaktivitdit mit den anderen verbleibenden anderen Enzymaktivitaten Kkorreliert
wurde.
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Dichte Endo.-PKC- | Endo. Pol.- Gesamt- Erststrang- | Zweitstrang-
Aktivitat Aktivitat synthese- synthese synthese-
aktivitat Aktivitat aktivitat
[g/ml] [%] [%] [%6] [%] [%]
1,297 | ----- A I e T
1278 | @ ----- L e e
1274 | @ ----- 93 | @ - 89 | @ -
1271 | - 94 36 85 31
1270 | - 96 59 92 38
1,269 100 98 59 90 44
1,268 92 100 70 91 51
1,267 85 96 73 90 58
1,265 70 87 81 94 72
1,263 55 78 84 98 71
1,262 47 74 100 100 71
1,261 40 69 97 87 70
1,260 33 64 94 66 75
1,258 18 55 87 72 86
1,256 15 46 80 62 96
1,254 12 44 73 52 97
1,253 11 37 65 45 98
1,251 8 24 49 37 100
1,248 3 25 43 39 53
1,247 0 25 40 40 38
1,246 0 25 38 41 23
1,244 0 26 34 42 20
1,243 0 26 32 42 18
1,241 0 27 29 41 10
1,240 0 27 22 40 7
1,238 0 28 22 40 3
1,237 0 28 21 27 2
1,236 0 28 21 40 1
1,235 0 A e 0
1232 | @ - A e e

Tabelle 20 Ermittlung des Korrelationskoeffizienten zwischen den viralen Enzymaktivitdten
Korrelation von: Endo. Gesamt- Erststrang- | Zweitstrang-
Pol.- synthese- synthese synthese
mit: Aktivitat aktivitat aktivitat aktivitét
Endo. PKC-Aktivitat 0,99 0,6 0,9 0,3
Endo. Pol.-Aktivitat | - 0,6 0,9 0,3
Gesamtsyntheseaktivitdt | ----- | -eee- 0,8 0,8
Erststrangsyntheseaktivitdt =~ | ----- | eeeee | ees 0,4

Tabelle 21

Korrelationskoeffizienten zwischen den verschiedenen viralen Enzymaktivitdten
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