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NHS, welches die Aminogruppen blockiert, inhibiert ebenfalls dosisabhangig
eine HBV Infektion bis zu einer Konzentration von 0,02 mM. Eine Konzentration
von 0,002 mM hat keinen Effekt mehr (blaue Balken). Die grote inhibitorische
Wirkung hat eine Vorbehandlung des HBV mit TCEP. Eine Konzentration von
0,002 mM TCEP fuhrt noch zu einer 80 %-igen Inhibition der Infektion.

e R Tl R R

Diagr. 13: Einfluss einer Vorbehandlung von HBV Genotyp D mit Maleimid, Sulfo-
NHS und TCEP auf die Infektion.

Nachweis des HBsAg. Die gestrichelte Linie bezeichnet den cut off des Versuches.

415 Infektion mit in verschiedenen Konzentrationen biotinylierten und
reduzierten primadren Tupaia Hepatozyten

Als nachstes sollte getestet werden, wie sich eine Vorbehandlung der Zellen mit
Maleimid, Sulfo-NHS und TCEP auf eine Infektion von HBV auswirkt.

Dazu wurden primare Tupaia belangeri Hepatozyten isoliert und auf 12 well
Zellkulturplatten ausgesat. Nach 4 h wurde ein Mediumwechsel mit 600 yl HGM
durchgefuhrt und die Zellen im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Am dritten Tag
nach der Isolierung wurde der Infektionsversuch durchgefiihrt. Die verwendeten
Reagenzien waren reduziertes TCEP, Sulfo-NHS und Maleimid. Alle drei

wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt: 2 mM, 0,2 mM, 0,02 mM,
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0,002 mM. Die Stammldsungen wurden in PBS™ mit den fur die Reagenzien
entsprechenden pH-Werten angesetzt.

Das Medium wurde von den Zellen genommen, jeweils 300 pl der
entsprechenden Verdunnung auf die Hepatozyten gegeben und bei 16 °C
inkubiert (TCEP: 15 min, Sulfo-NHS: 30 min und Maleimid: 2 h). Anschlielend
wurden die Reagenzienverdinnungen abgenommen und die Zellen 1 x mit
Waschmedium gewaschen. Dann wurden 300 pyl PBS™ in die Vertiefungen
vorgelegt und 10 pl Virusverdinnung dazu pipettiert. Nun wurden die Platten
4 h bei 16 °C inkubiert, um eine Bindung, aber keine Aufnahme von HBV zu
erlauben Danach wurde das Inokulum abgenommen und die Zellen 1 x mit
Waschmedium gewaschen. Schliel3lich wurden 600 pyl HGM in die Platten
gegeben und die Zellen 4. N. bei 37 °C inkubiert, um eine Infektion zu erlauben.
Am nachsten Tag wurde das Medium erneut gewechselt sowie an den Tagen 4,
7, 11 und 15. Am letzten Tag wurden die Zellen wie beschrieben einem
Zellviabilitats Test unterzogen. In den gesammelten Uberstanden wurde das
HBsAg bestimmit.

Das Diagramm 14 zeigt das sekretierte HBsAg des Infektionsversuches. Eine
Biotinylierung der Sulfhydrylgruppen der Zelloberflache beeinflusst eine HBV
nicht (rote Balken). Eine Biotinylierung der Aminogruppen der Zelloberflache mit
Sulfo-NHS mit einer Konzentration von 2 mM inhibiert die HBV Infektion um
40 %. Niedrigere Konzentrationen haben keinen Effekt auf die HBV Infektion
(blaue Balken). Wird die Oberflache der Hepatozyten vorher mit TCEP
reduziert, zeigt sich kein Effekt auf die HBV Infektion (gelbe Balken).
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Diagr. 14:  Einfluss einer Vorbehandlung der Hepatozyten mit Maleimid, Sulfo-NHS und
TCEP auf die HBV Infektion.

Nachweis des HBsAg. Die gestrichelte Linie bezeichnet den cut off des Versuches.

416 Kinetik der HBV Infektion von biotinylierten primaren Tupaia
Hepatozyten

Der zuvor durchgefuhrte Infektionsversuch zeigte, dass eine Biotinylierung der
Aminogruppen der Hepatozytenoberflache mit Sulfo-NHS zu einer Inhibition der
HBV Infektion fihrt. Somit konnte man den HBV Rezeptor auf der
Zelloberflache markiert haben. Um genauer zu testen, ob der HBV Rezeptor auf
der Zelloberflache markiert und neusynthetisiert wird, wurde ein
Infektionsversuch durchgefuhrt, bei dem die gesamte Hepatozytenoberflache
mit Sulfo-NHS markiert bzw. der Rezeptor blockiert wurde. An bestimmten
Zeitpunkten nach der Biotinylierung wurden die Zellen mit HBV infiziert, um zu
sehen, ab welchem Zeitpunkt sich der der HBV Rezeptor neu gebildet hat. Eine
HBV Infektion kann nur an einem nicht biotinylierten Rezeptor stattfinden, der
erst wieder neu synthetisiert werden musste.

Dazu wurden primare Tupaia belangeri Hepatozyten isoliert und ausgesat. Am
dritten Tag nach der Isolierung wurde die Kinetik des Infektionsversuches an

biotinylierten Tupaia Hepatozyten durchgefuhrt. Das HGM wurde abgenommen
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und die Zellen 1 x mit PBS™ mit pH 8 gewaschen. Dann wurden die primaren
Hepatozyten mit 400 pyl 5 mM Sulfo-NHS biotinyliert. Die Inkubation erfolgte fur
2 h bei 16 °C, damit der biotinylierte Rezeptor nicht endozytiert werden konnte.
Anschlieend wurde die Lésung abgenommen und die Zellen auf Eis 1 x mit
PBS™ mit pH 8 gewaschen. Danach wurden 300 uyl HGM auf die Zellen
gegeben. Jetzt wurden an definierten Zeitpunkten die Zellen mit 20 pl
Virusverdunnung infiziert und 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach der zweistundigen
Inkubationszeit wurden 100 mM des Peptid 2 bis 48 myr zu den Ansatzen
pipettiert, um zu verhindern, dass noch nicht gebundene Hepatitis B Viren
infizieren konnten. Danach wurden die Ansatze 0. N. bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Inokulum abgenommen und durch
600 pl frisches HGM ersetzt. An den Tagen 3, 6, 10 und 14 wurde ebenfalls ein
Mediumwechsel mit 600 ul HGM durchgefihrt. Die Medienwechsel fanden
ebenfalls wie der Infektionsversuch zeitversetzt statt. Am letzten Tag wurden
die Zellen wie beschrieben einem Zellviabilitats Test unterzogen. In den
gesammelten Uberstanden wurde das HBsAg bestimmit.

Das Diagramm 15 zeigt das sekretierte HBsAg der mit HBV infizierten
Hepatozyten. Die mit Sulfo-NHS biotinylierten Hepatozyten (rote Balken), die an
den Zeitpunkten 0 min bis 270 min nach dem Biotinylieren infiziert wurden,
zeigen eine verminderte Infektion von mehr als 40 %. Bei einer HBV Infektion
300 min nach der Biotinylierung ist die Inhibition nicht mehr ganz so stark und
eine steigende Tendenz der Infektion ist zu erkennen. Bei 330 min betragt die
Infektionseffizienz fast 100 %, was bedeutet, dass zu diesem Zeitpunkt der HBV
Rezeptor wieder neusynthetisiert wurde und fur eine Bindung von HBV zur
Verfligung steht. Die blauen Balken stellen die negativ Kontrollen da. Es
wurden zu denselben Zeiten auch nicht biotinylierte Hepatozyten mit HBV
infiziert (blaue Balken). Diese zeigen auch eine geringe Inhibition der Infektion.
Diese kam vermutlich dadurch zustande, dass die Zellen es nicht so gut
vertragen haben, in den angegebenen Zeitabstanden standig aus dem
Brutschrank genommen und kurzfristig bei 4 °C fir die Infektion gelagert
worden zu sein. Dies fuhrte wahrscheinlich zu einem Verlust des HBV

Rezeptors.
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Diagr 15: Kinetik der HBV Infektion von biotinylierten primaren Tupaia Hepatozyten.
Nachweis des HBsAg. Die gestrichelte Linie bezeichnet den cut off des Versuches.
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5 Diskussion

5.1 Kinetik der Infektion von primaren Tupaia Hepatozyten mit HBV auf
unterschiedlichen Zellkulturbeschichtungen

Die Kinetik des Infektionsversuches zeigte erwartungsgemal}, dass die ersten
nachweisbaren Marker einer etablierten HBV Infektion die cccDNA und die
MRNA sind. Beide waren einen Tag nach der Infektion nachweisbar. An Tag 3
nach der Infektion ist das HBsAg und das HBeAg nachweisbar. Hepatozyten
auf Matrigel produzierten mehr cccDNA als Zellen auf Kollagen. Es gibt keine
signifikanten Unterschiede an der Menge von Gesamt- und pg-mRNA zwischen
Matrigel und Kollagen. Die pg-mRNA macht nur 1/10 des Gesamt-mRNA Pools
einer infizierten Zelle aus. Hepatozyten, die auf Kollagen ausplattiert wurden,
produzierten mehr HBsAg als Zellen auf Matrigel. Hepatozyten auf Matrigel
produzierten mehr HBeAg als Zellen auf Kollagen.

Matrigel ist eine ldsliche Basalmembran-Praparation, welche aus dem
Endelbreth-Holm-Swarm (EHS) Mause Sarkom extrahiert wurde. Matrigel
fordert die Anheftung von Zellen und unterdrickt das Wachstum von
Hepatozyten. Dies wurde durch die Abnahmen der fur das Wachstum
bendtigten Transkriptionsfaktoren wie c-jun, junB und c-myc gezeigt (Buchner
et al., 1990; Rana et al., 1994). Durch die Abnahme der Transkriptionsfaktoren
bleiben die Hepatozyten in der GO-Phase arretiert. Dadurch wird die
Differenzierung der Hepatozyten gefordert (Bissell et al., 1987; Ben-Ze've et al.,
1988; Di Persio et al., 1991; Schuetz et al., 1993; Block et al., 1996). Diese
Matrixldsung wurde als 20fache Verdlnnung eingesetzt. Die Bedingungen auf
Matrigel entsprechen daher denen einer gesunden Leber. Kollagen | wird von
parenchymalen Hepatozyten gebildet (Geerts et al., 1993) und bildet Fibrillen
aus. In vitro hat Kollagen | einen Effekt auf die Anheftung, Morphologie,
Wachstum und Differenzierung von Zellen (Kleinman et al., 1987). Die
Kulturbedingungen auf reiner Kollagen | Matrix entsprechen eher denen einer
zirrhotischen Leber. Das Hepatocyte Growth Media (HGM) enthalt als
Grundmedium DMEM und zusatzlich einen hohen Anteil an Spurenelementen
wie Kupfer, Zink und Mangan. HGM induziert bei dedifferenzierten Hepatozyten

phanotypische Eigenschaften von reifen Hepatozyten.
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In einer gesunden Leber sind alle Hepatozyten in der GO-Phase arretiert. Unter
diesen Bedingungen sind die Zellen hoch differenziert und kdénnen in vivo sehr
wahrscheinlich HBV sehr effizient aufnehmen und zeigen eine optimale
transkriptionelle Aktivitat zur Produktion von Nachkommenviren. Dadurch sind
in vivo hohe Virusmengen im Serum nachzuweisen. Bei Hepatom-Zelllinien, bei
denen das HBV Genom als Plasmid in die Zelle eingeschleust wurde, wird zwar
die Replikation von Hepatitis B Viren und subviralen Partikeln unterstutzt, diese
Zellen sind aber nicht soweit differenziert, dass sie mit HBV infizierbar waren.
Ein Beispiel daflr sind HepG2-Zellen (Sells et al., 1987). Das heif’t, dass der
Differenzierungszustand, der eine Replikation des Genoms erlaubt, noch nicht
ausreicht, dass eine Zelle auch infizierbar ist. Damit eine effiziente Infektion mit
HBV stattfinden kann, sind sehr wahrscheinlich andere Transkriptionsfaktoren
aktiv, die dazu fuhren, dass leberspezifische Rezeptoren und Corezeptoren
exprimiert werden, die flr eine HBV Infektion notwendig sind.

Hepatozyten auf Matrigel produzierten mehr cccDNA als Zellen auf Kollagen.
Geht man davon aus, dass die cccDNA Menge nur durch die Infektion von HBV
bedingt ist, so musste auf Matrigel auch eine erhdhte Transkriptionsaktivitat
vorliegen. Dies ist aber nicht der Fall, da der Gehalt an Gesamt- und
Pragenom-mRNA bei beiden Matrices gleich ist. Daraus kann geschlossen
werden, dass die Differenzierung, die durch das Matrigel in Verbindung mit dem
HGM moglicherweise eher zur Synthese von HBV spezifischen Rezeptoren und
Korezeptoren gefuhrt hat. Dadurch kam es zu einer héheren Suszeptibilitat und
somit zu einer gesteigerten Infektionsrate der Hepatozyten. Dies wiederum
fuhrte zu den erhdhten Mengen an cccDNA. Es erscheint plausibel, dass die
Kultivierung auf Kollagen eine Differenzierung ausgeldst hat, die eher zur
Induktion von leberspezifischen Transkriptionsfaktoren fihrte als zur Expression
von HBV Rezeptoren. Dadurch wurde eine verstarkte Transkription des HBV
Genoms induziert, die jedoch nicht die Suszeptibilitdt der Hepatozyten
gegenuber HBV verstarkte. Das wirde die signifikant hdheren Mengen von
HBsAg von Hepatozyten auf Kollagen erklaren. Die héheren Mengen von
HBeAg von Hepatozyten auf Matrigel konnten an der Induktion von
Transkriptionsfaktoren liegen, die den Core/Pragenom Promotor (Cp)
stimulieren, der die Expression von HBcAg, HBeAg- und die pragenomische-

MRNAs reguliert. Zusatzlich zu dem Cp wird die Expression dieser Transkripte
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von beiden Enhancern (E1 und E2) von HBV sowie von einem negativ
regulierenden Element (NRE) reguliert (Kosovsky et al., 1998). Es wird
angenommen, dass die Funktionen von Cp abhangig von den leberspezifischen
Eigenschaften der Enhancer 1 und 2 von HBV ist (Honigwachs et al., 1989;
Lopez-Cabrera et al., 1990; Su und Yee, 1992; Zhang et al., 1992; Yuh und
Ting, 1993; Zhang und McLachlan, 1994). Diese These wird durch die Analyse
an transgenen Mausen unterstutzt, die den in vivo Hinweis lieferte, dass die
leberspezifische Expression von Cp von den kombinierten Aktivitaten der
Enhancer 1 und 2 abhangig ist (Billet et al., 1995). Durch diese Aktivitat wird die
Transkription von HBeAg sowie pragenomischer-mRNA gesteigert. Allerdings
betragt die Menge der pg-mRNA nur 1/10 des Gesamt-mRNA Pools einer
infizierten Zelle, unabhangig von der Matrix. Dies kdonnte man dadurch erklaren,
dass bei der Synthese von neuen Hepatitis B Viren eine grol’e Menge an
Oberflachenproteinen bendtigt wird, welche die Hauptmasse der Gesamt-
mRNA ausmachen. Ebenso werden das HBeAg und das X-Protein gebildet.
Man darf auch nicht vergessen, dass bei der Gesamt-mRNA ebenfalls die pg-
mMmRNA mit nachgewiesen wurde.

Lamivudin ist ein Nukleosidanalogon, welches die reverse Transkription
inhibiert und somit den Reimport von HBV DNA in den Zellkern. Daher konnte
keine neu gebildete cccDNA bei den infizierten Hepatozyten nachgewiesen
werden. Lamivudin konnte die Sekretion von neusynthetisiertem HBV komplett
inhibieren, nicht aber die Sekretion der Virusproteine HBsAg und HBeAg.
Lamivudin und andere Inhibitoren der reversen Transkription kdnnen nicht die
Expression der viralen Proteine und der pg-mRNA inhibieren. Au3erdem kann

die existierende cccDNA nicht eliminiert werden.

5.2 Einfluss von Glycosaminglykanen auf die HBV Infektion

Glycosaminglykane sind lange unverzweigte Polysaccharide, die aus
polymeren Disaccharid-Einheiten eines Aminozuckers und einer Uronsaure
aufgebaut sind. Das Grundgerust der Heparan-Sulfate besteht aus
N-Acetylglucosamin und Glucuronsaure, wahrend das von Chondroitin-Sulfat
aus N-Acetylgalaktosamin und Glucuronsaure besteht (Esko und Selleck,
2002). Heparan-Sulfate werden vornehmlich auf Membran-Proteoglykanen wie

Glypikanen und Syndekanen gefunden. Heparin ist ein hoher-sulfatierter
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|6slicher Subtyp der Heparan-Sulfate. Diese sind auf jeder Zelle zu finden. Die
hoher-sulfatierten Heparansulfate sind Bindungspartner fur diverse Liganden
und Rezeptoren zur Regulation der Wachstumskontrolle, Fettstoffwechsel,
Hamostase, Signaltransduktion und Zelladhasion (Esko und Lindahl, 2001;
Kreuger et al., 2006).

Der Infektionsversuch zeigte eindeutig, dass Heparin ein weitaus starkerer
Inhibitor der HBV Infektion ist als Chondroitin-Sulfat. Bei Heparin lag eine
dosisabhangige Inhibition der Infektion fur HBV vor. Bei einer Konzentration von
1000 und 100 pug/ml Heparin konnte eine HBV Infektion vollstandig und bei
einer Konzentration von 10 ug/ml noch zu 80 % inhibiert werden. Die niedrigste
getestete Konzentration (1 pg/ml) konnte zu fast 40 % eine HBV Infektion
inhibieren. Bei Chondroitin-Sulfat konnte die hochste Konzentration von 1000
pug/ml nur zu 60 % eine Infektion inhibieren.

Heparinasen schneiden spezifisch  Heparan-Sulfat-Proteoglykane  von
Zelloberflachen und extrazellularen Matrices. PNGase F schneidet spezifisch
zwischen dem innersten N-Acetylglucosamin und dem Asparaginrest von
komplexen Oligosacchariden. Die Sialidase schneidet spezifisch terminale
Sialinsaure-Reste von komplexen Carbohydraten und Glycoproteinen.

Eine Vorbehandlung der Hepatozyten mit Heparinase fuhrte zu einer dosis-
abhangigen Inhibition der HBV Infektion. Dagegen hatte eine Vorbehandlung
mit PNGase F und Sialidase keinen signifikanten Effekt auf die HBV Infektion.
In der héchsten Konzentration kann die Heparinase komplett die HBV Infektion
verhindern. In den Konzentrationen 3 U/ml und 1,5 U/ml kann eine HBV
Infektion noch um 80 % inhibiert werden.

Bis heute sind die viralen und zelluldren Determinanten der HBV Bindung und
Aufnahme in Hepatozyten noch ungeklart (Glebe und Urban, 2007). Unter der
standig wachsenden Anzahl von potentiellen Bindungspartnern fir das HBV hat
sich bis heute noch keiner als funktioneller HBV Rezeptor herausgestellt (Glebe
und Urban, 2007). Die Arbeitsgruppe von Zahn und Allain konnte 2005 zeigen,
dass HBV an Heparin bindet und so durch eine Heparin-Chromatographie
aufgereinigt werden kann. Auferdem konnte gezeigt werden, dass
aufgereinigte subvirale Partikel von HBV mit sehr hoher Affinitat an Heparin
beschichtete wells binden. Diese spezifische Bindung konnte nur mit Heparin

komplett inhibiert werden (Leistner et al., 2008). Diese Ergebnisse bestatigen
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damit vorherige Veroffentlichungen von Einarsson et al., 1978, und Tajima et
al., 1992, in denen beschrieben wird, dass man fur die Aufreinigung von HBsAg
ebenfalls eine Heparin-Affinitats-Chromatographie benutzen kann. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Vorbehandlung des HBV
mit Heparin die Infektion inhibiert, nicht aber eine Vorbehandlung mit
Chondroitin-Sulfat. Dieses Ergebnis ging in die Veroffentlichung von Leistner et
al., 2008 ein, die zeigten, dass eine HBV Infektion durch hoher-sulfatierte
Polymere (z. B. Heparin), nicht aber durch niedrig-sulfatierte Glycosamin-
glykane (z. B. Chondroitin-Sulfat) inhibiert werden kann. Heparin kann auch die
HIV Infektion in vitro inhibieren (Mitsuya et al., 1988). Daher wurden Versuche
durchgefuhrt, hoher-sulfatierte Polymere und ahnliche Substanzen als
potentielle antivirale Therapie bei HIV infizierten Patienten einzusetzen
(McClure et al., 1992).

Ein anderes Ergebnis, welches fur die Wichtigkeit von Heparin fir die Bindung
von HBV an die Hepatozyten spricht, ist, dass eine Vorbehandlung der Zellen
mit Heparinase zu einer Inhibition der HBV Infektion fuhrte. Interessanterweise
haben hoher-sulfatierte Polymere keinen Effekt auf die DHBV Infektion in vivo
und in vitro (Offensperger et al.,, 1991). Obwohl HBV und DHBV viele
molekulare Gemeinsamkeiten haben, scheint das DHBV andere Rezeptoren als
Glycosaminglykane fur die primare Bindung zu benutzen. Daher steht das
DHBV auch im Gegensatz zum Dengue- und Herpes simplex Virus, die beide
Heparan-Sulfat-Proteoglykane auf der Wirtszelloberflache zur Bindung
bendtigen (Chen et al., 1997 und Spear et al., 1992).

Daher kann man zusammenfassend annehmen, dass HBV, nachdem es in den
Blutkreislauf gelangt ist, im Dissé’schen Raum an Heparan-Sulfat-
Proteoglykane bindet. Diese wirden als eine Art ,low-affinity“ Rezeptor dienen.
Anschlieend wurde HBV mit seiner PraS1 Bindungsseite und der N-terminalen
Myristinsaure an den ,high-affinity® Rezeptor wechseln. Dann wurde die

Aufnahme von HBV in ein noch nicht bekanntes Kompartiment erfolgen.

5.3 Einfluss unterschiedlicher Inhibitoren auf die HBV Infektion
Der genaue Eintrittsmechanismus von HBV in Hepatozyten ist immer noch
unbekannt. Bis jetzt sind funf Aufnahmechanismen in Heptozyten bekannt:

(1) Clathrin-abhangige Endozytose, (2) Caveolin-abhangige Endozytose,
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(3) Macropinozytose, (4) Clathrin- und Caveolin unabhangige Endozytose und
(5) Transzytose. Die Clathrin-abhangige Endozytose ist ein schneller und
effizienter Weg fur Viren in ihre Zielzelle (Marsh und Helenius, 2006). Das
eintretende Virus wird oft innerhalb von Minuten nach der Aufnahme dem
sauren Millieu des Endosoms ausgesetzt. Dort flhrt der niedrige pH-Wert des
Endosoms meist zu Konformationsanderungen in der Virushulle und somit zur
Freisetzung der Viren in das Cytoplasma. In der vorliegenden Arbeit wurden
Chlorpromazin und Bafilomycin eingesetzt, um den Eintrittsmechanismus von
HBV in die Hepatozyten zu untersuchen. Chlorpromazin verhindert die
Formierung von Clathrin-coated pits und inhibiert dadurch die Clathrin-
abhangige Endozytose (Wang et al., 1993; Subtil et al., 1994). Bafilomycin ist
ein spezifischer Inhibitor der vakuolaren H*-ATPase (V-ATPase) in Zellen. Wird
die V-ATPase blockiert, kann keine Ansauerung im Endosom entstehen und
kein Membranpotential aufgebaut werden (Funk et al., 2006). Die Versuche
zeigten, dass eine Inkubation mit Chlorpromazin und Bafilomycin wahrend und
nach der HBV Infektion keinen Einfluss auf diese hat. Es kam zu keiner
Inhibition der Infektion. Demnach benutzt HBV nicht die Clathrin-abhangige
Endozytose fur den Eintritt in die Hepatozyten. Eine anschlieliende Ansauerung
im Endosom ist ebenfalls nicht notwendig fur die Etablierung einer HBV
Infektion. Dies steht teilweise im Einklang mit den Ergebnissen von anderen
Autoren, die eine pH-unabhangige, aber trotzdem energieabhangige
Endozytose des HBV (Hagelstein et al., 1997) sowie des DHBV in die Zelle
(Rigg und Schaller, 1992; Kock et al., 1996; Breiner und Schaller, 2000; Funk et
al., 2006) nachweisen konnten. Allerdings fanden andere Autoren eine pH-
abhangige Aufnahme von DHBV in Hepatozyten (Offensperger et al., 1991;
Chojnacki et al., 2005). Da DHBV zu den Avihepadnaviren und HBV zu den
Orthohepadnaviren  gehort, konnten  beide  Viren  unterschiedliche
Eintrittsmechanismen in die Hepatozyten benutzen. Die Ergebnisse einer pH-
unabhangigen Aufnahme von HBV werden auch durch noch nicht veroéffentliche

Ergebnisse an der HepaRG Zelllinie bestatigt.

Der myristilierte Protein Kinase C Inhibitor ist zellgadngig und inhibiert die Protein
Kinase C (PKC). Sie gehort zur Familie der Serin/Threonin Protein Kinasen. Fur

das HBV wurde zum ersten Mal von Albin und Robinson (1980) eine
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Proteinkinaseaktivitat beschrieben. Zwei Jahre spater konnten Gerlich et al.
(1982) in Capsiden aus HBV infizierten Lebern eine Protein Kinase nachweisen.
Diese Protein Kinase phosphorylierte das HBV Core Protein an Serin 162.
Gazina et al. konnten 2000 zeigen, dass diese Phosphorylierung essentiell fur
die Verpackung der pragenomischen-mRNA und somit eng mit der
Genomreifung verknUpft ist. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine
Inkubation des HBV mit einem PKC Inhibitor vor, wahrend und nach der
Infektion keinen Einfluss auf die HBV Infektion hat. Die unveranderte Menge an
HBsAg im Uberstand der HBV infizierten Hepatozyten bestatigt, dass der
Sekretionspfad unbeeintrachtigt war. Dies spricht dafir, dass die
Proteinkinase C keinen Einfluss auf den Eintrittmechanismus des HBV hat.
Wittkop et al. (2008) konnten jedoch zeigen, dass in Hepatomzellen die Reifung

der Core- Partikel behindert war.

5.4 Charakterisierung des Antikorpers HB1

Der monoklonale Antikérper HB1 reagierte im ELISA nur mit HBsAg; nicht aber
mit WHsAg. Im Blot konnte man mit dem HB1 HBsAg Genotypen A2, C und D
detektieren.

Der Antikdrper HB1 aus Maus wurde von Herrn Prof. Dr. K. Sasnauskas und
Frau Dr. A. Zvirbliené (Institute for Biotechnology, Laboratory of Eukaryote
Genetic Engineering, Vilnius, Litauen) zur Verfugung gestellt. Er reagiert mit der
gruppenspezifischen HBs-Antigenschleife, AS 120 bis 125 (personliche
Mitteilung Dr. . Sominskaja, Riga).

Die Versuche zeigten, dass der monoklonale Antikérper HB1 seine Bindestelle
im nativen und denaturierten Zustand des HBsAg erkennt. Er bindet also
sequentiell an seine Bindestelle. Die Wichtigkeit des Epitops von HB1 zeigt sich
darin, dass dieser Antikorper die Infektiositat des HBV neutralisieren kann
(Untersuchung von C. Bremer, Institut fur Medizinische Virologie, Giel3en): Der
Grund, warum HB1 nicht mit WHsAg reagiert, konnte an den unterschiedlichen
Aminosauresequenzen der Bindungsstelle liegen. Die HBsAg Genotypen A2
und C haben an der Position 122 ein K und Genotyp D ein R. Es erfolgte also
nur ein Austausch von einer basischen Aminosaure gegen eine andere. Bei
WHsAg ist an Position 120 statt eines P ein N und an Position 123 ein Q
anstelle eines T zu finden. Das bedeutet jeweils einen Austausch innerhalb der
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Gruppe der neutralen Aminosauren. Anscheinend sind zwei Austausche

innerhalb der Bindestelle genug, damit der HB1 sie nicht mehr erkennen kann.

HB1 Bindestelle
aa 120-125

A2 (ID221): QGMLPVCPLIPGSTTTSTGPCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPTD
C (ID159): QGMLPVCPLLPGTSTTSTGPCKTCTIPAQGTSMFPSCCCTKPSD

D (ID326): QGMLPVCPLIPGSSTTSTGPCRTCTTPAHGTSMYPSCCCTKPSD

W (#5413): DWKGLIPVCPLQPTTETTVNCRQCTISAQDMYTPPYCCCLKPTA

5.5. Charakterisierung der inter- und intramolekularen Disulfidbriicken
der HBs-Antigenschleife von HBV

Das SHBs des HBV ist ein aus 226 Aminosauren aufgebautes Membranprotein.
Es enthalt 14 Cysteine, von denen sechs auf der zytosolischen Seite des HBV
liegen. Die restlichen acht Cysteine liegen auflerhalb des HBV in der HBs-
Antigenschleife. Die Anzahl und Position der Cysteinreste ist streng konserviert
und ebenfalls in den Antigenschleifen von WHsAg und GSHsAg zu finden. Bis
jetzt ist die VerknUpfung der acht Cysteine und die daraus resultierende
Tertiarstruktur der Antigenschleife nicht geklart.

In dieser Arbeit konnte eindeutig gezeigt werden, dass die native (unreduzierte)
HBs-Antigenschleife des HBV vier Maleimid-Biotin Molekule binden kann und
damit Uber vier freie Sulfthydrylgruppen verfigt. Die reduzierte HBs-
Antigenschleife des HBV kann acht Maleimid-Biotin Molekule binden. Das heil3t,
in einer nativen HBs-Antigenschleife kommen vier freie SH-Gruppen vor. Die
restlichen vier Sulfhydrylgruppen sind Uber Disulfidbricken verbunden.
Allerdings kann keine Aussage daruber getroffen werden, welche
Sulfhydrylgruppen frei und welche verbunden sind.

Die Ergebnisse stehen in einem erheblichen Gegensatz zu fruheren Berichten.
Mangold und Streeck (1993) fanden durch Mutationsanalyse, dass sowohl die
inneren Cysteine an Position 48, 65 und 69 als auch die externen Cysteine 107,
137, 138, 139, 147 und 149 flr die Bildung und Sekretion von HBsAg-Partikeln
notig waren. Dabei zeigte sich, dass die Partikel freie SH-Gruppen enthielten,
die mit lodacetamid reagierten. Spater berichteten Mangold et al. (1997), dass
nur die nicht essentiellen Cysteine 76, 90 und 221 freie SH-Gruppen enthielten.

Guerrero et al. (1988) fanden Uberhaupt keine freien SH-Gruppen. Mangold
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et al. berichteten aulerdem, dass C121 und C124 an der Ausbildung
intermolekularer Disulfidbricken beteiligt sind. Andererseits berichten Ohnuma
et al. (1990), dass ein konserviertes Epitop von AS 115 bis 128 nur mit dem
entsprechenden monoklonalen Antikorper reagierte, wenn C121 und C124
verknupft waren. Generell reagieren fast alle Anti-HBs-Antikérper nur mit nicht
reduziertem HBsAg. Dieser klare Befund schlie3t freie SH-Gruppen in C121
und C124 weitgehend aus, so dass C107, 137, 138, 139, 147 und 149 als
Trager der vier freien SH-Gruppen ubrig bleiben. Huovila et al. (1992)
berichteten, dass bei der Biosynthese des SHBs zunachst im Zytosol nur freie
SH-Gruppen vorliegen, aber nach Sprossung in ein Intermediarkompartiment
zwischen ER und Golgi Dimere und Oligomere entstehen. Stibbe und Gerlich
(1983) fanden in silbergefarbten SDS-Gelen ohne Reduktion nur Spuren von
monomeren HBs-Proteinen, was flr eine fast komplette Vernetzung der HBs-
Protein-Untereinheiten sprach. In dieser Arbeit wurde dagegen ein grof3er Anteil
nicht vernetzter Untereinheiten gefunden, was aber mit der Existenz freier SH-
Gruppen vereinbar ist. Moglicherweise war das in friheren Arbeiten verwendete
lodacetamid weniger geeignet, die freien SH-Gruppen zu blockieren als das
hier verwendete Maleimid-Biotin. Auch die hier angewandte Reinigungs-
methode mag schonender gewesen sein und somit unerwunschte SH-

Oxidationen und Proteinumfaltungen vermieden haben.

5.6 Einfluss der Disulfidbricken und freien Sulfhydrylgruppen der
HBs-Antigenschleife auf die HBV Infektion von primaren Tupaia
Hepatozyten

Glutathion ist die Grundlage vieler biologischer Redoxreaktionen in der Zelle.

Durch die Oxidation zweier GSH Molekule entsteht ein Molekll oxidiertes

Glutathion (GSSG). Das Verhaltnis der beiden Formen in lebenden Zellen ist

GSH:GSSG = 400:1. Daher besitzen alle Zellen ein hohes Reduktionspotential

in Form von reduziertem Glutathion.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HBV nicht mehr in der

Lage ist, eine Infektion zu etablieren, wenn man es vor der Bindung mit TCEP

reduziert, d. h., bestehende Disulfidbricken aufbricht. Wurde das HBV vor der

Bindung nur biotinyliert und damit die freien SH-Gruppen blockiert, so war die

Infektion um ca. 40 % reduziert. Eine Reduzierung und Biotinylierung der
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Hepatozyten vor der Bindung von HBV oder eine Reduzierung und
Biotinylierung von HBV nach der Bindung hatte keinen Effekt auf die Infektion.
Zusatzliche Versuche zeigten, dass, wenn man das HBV mit nicht
physiologischen  Konzentrationen von reduzietem GSH (10 mM)
vorbehandelte, es ebenfalls nicht in der Lage war, eine Infektion zu etablieren.
Wurde das HBV mit hohen Konzentrationen (10mM) GSSG vorbehandelt, so
steigerte dies die HBV Infektion um 20 %.

Zerstort man also das bestehende Disulfidnetzwerk des HBV durch eine
Reduktion, ist es nicht mehr in der Lage zu infizieren. Eine Blockierung der
freien Cysteine kann eine Infektion nicht komplett inhibieren. Das zeigt die
Bedeutung der Disulfidbriucken in der HBs-Antigenschleife fur den
Infektionsvorgang von HBV. Ein naturlicher Regulator des Reduktionspotentials
der Zellen wie das Glutathion kann eine HBV Infektion sogar steigern, aber nur
in der oxidierten Form.

Wie vorher schon beschrieben nimmt man an, dass HBV, nachdem es in den
Blutkreislauf gelangt ist, im Dissé’'schen Raum an Heparan-Sulfat-
Proteoglykane bindet, die als ,low-affinity“ Rezeptor dienen. Anschlief3end
wirde HBV mit seiner PraS1 Bindungsseite und der N-terminalen Myristinsaure
an den ,high-affinity“ Rezeptor wechseln. Dann wuirde die Aufnahme von HBV
in ein noch nicht bekanntes Kompartiment erfolgen. Dieser wichtige Schritt
konnte durch eine Interaktion zwischen HBs-Antigenschleife und Hepatozyten-
Membran stattfinden. Diese Annahme wird durch die Versuche von Jaoudé und
Sureau (2005) belegt. Sie konnten zeigen, dass die HBs-Antigenschleife ein
wichtiger Bestandteil des viralen Eintritts ist. Die durch die Disulfidbrucken
gebildete Struktur der HBs-Antigenschleife ist essentiell fir die Bindung und
Aufnahme des HBV. Dies wird durch die Tatsache belegt, dass der zurzeit
erhaltliche rekombinante Hepatitis B-Impfstoff HBsAg des Genotyps A2 enthalt
und ebenfalls gegen die anderen Genotypen von HBV schutzt. Aulierdem
zeigten Glebe et al. 2003, dass monoklonale Antikérper (z. B. C20/2), welche
die Konformation der Antigenschleife erkennen, eine Infektion vollig inhibieren
konnen. Antikorper, welche sequenzielle Epitope der Antigenschleife erkennen,
konnen die Infektion nicht so gut inhibieren. Andere Inhibitionsstudien belegten
ebenfalls, dass die S-Domane offensichtlich Elemente enthalt, welche am

Aufnahmemechanismus von HBV in die Hepatozyten beteiligt sind, da
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Antikdrper gegen die S-Domane eine HBV Infektion in vivo und in vitro
neutralisieren konnen (lwarson et al., 1985; Shearer et al., 1998; Ogata et al.,
1999). Antoni et al. konnten 1994 zeigen, dass die Struktur der S-Domane,
welche durch die Disulfidbriicken gebildet wird, verantwortlich flr die antigenen
Eigenschaften ist. Daher ist eine korrekt gefaltete Antigenschleife wichtig fur die
Aufnahme von HBV in die Hepatozyten und die Etablierung einer Infektion.
AuBerdem wird die Bedeutung der S-Doméane durch das Auftreten von
,Escape“-Mutanten in der Antigenschleife (Aminosauren 100 bis 170) des SHBs
von anti-HBs positiven HBV infizierten Patienten (Carman et al., 1990; Nainan
et al., 2002) deutlich.

Die Aminosauren 121 bis 124 (CRTC) der HBs-Antigenschleife bilden ein
CXXC Motiv und sind bei dber 100 HBV-Subtypen und HBsAg-Mutanten
konserviert (Qui et al., 1996). Dieses Motiv ist als aktives Zentrum der Protein-
Disulfid-lsomerase (PDI) und verwandter Proteine bekannt (Chivers et al.,
1997). Die PDI reduziert, isomerisiert und formiert Disulfidbindungen. Sie ist bei
allen lebenden Zellen zu finden, wo sie in den Zellen Disulfidbricken formiert
und auf der Zelloberflache Disulfidbricken bricht.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von HBV mit PDI
vor, wahrend oder nach der Bindung keinen Einflu® auf die Infektion hat. HIV
(Fenouillet et al., 2001; Markovic et al., 2004; Ryser et al., 2005; Barbouche et
al., 2005) und SV40 (Schelhaas et al., 2007) bendtigen die PDI auf der
Wirtszelloberflache, um eine Infektion zu etablieren. HBV bendtigt mutmallich
deswegen keine PDI fur eine Infektion, da es selbst ein CXXC Motiv hat,
welches als aktives Zentrum der PDI bekannt ist (Wallin et al., 2004). Dies ist
auch bei dem Mause-Leukamie Virus (MLV) der Fall. Das Envelope (Env)
Protein des MLV besitzt ebenfalls ein CXXC, welches nach der Bindung an den
Rezeptor eine Konformationsanderung und die damit verbundene Fusion mit
der Wirtzellmembran auslost (Wallin et al., 2005). Dies ist auch mit den
Ergebnissen aus Punkt 5.3 vereinbar. Demnach benutzt das HBV nicht die
Clathrin-abhangige Endozytose fir den Eintritt in die Hepatozyten und ist auch
nicht von einer anschliellfenden Ansauerung im Endosom fur die Etablierung
der Infektion abhangig. Da HBV ein eigenes CXXC Motiv in der HBs-
Antigenschleife tragt, konnte dies ebenfalls zu einer Fusion mit der

Wirtzellmembran und somit zur Aufnahme von HBV in die Hepatozyten fihren.
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Mehrere Arbeitsgruppen postulierten die Involvierung der C121 und C124 in
Disulfidbricken (Antoni, et al. 1994; Ohnuma et al., 1990). Die Bedeutung des
CXXC Motiv sowie die Konformation der S-Domane fur die Bindung und
Aufnahme des HBV wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit belegt. Es konnte
eindeutig gezeigt werden, dass eine Reduzierung des HBV vor der Bindung
eine Infektion komplett inhibieren kann. Durch das Reduzieren des HBV wird
die Konformation und somit auch das CXXC Motiv verandert. Damit ist eine
Bindung und spatere Konformationsanderung, welche vielleicht zur Fusion mit
der Hepatozytenmembran fuhren wirde, nicht mehr moglich und das HBV kann
nicht mehr infizieren.

Abschlie®end konnte man folgenden Ablauf der Infektion von Hepatozyten mit
HBV annehmen. Das HBV gelangt in den Blutkreislauf und bindet im
Dissé’schen Raum an Heparan-Sulfat-Proteoglykane, die als low-affinity®
Rezeptor dienen. AnschlieRend wirde HBV mit seiner PraS1 Bindungsseite
und der N-terminalen Myristinsaure an den ,high-affinity® Rezeptor wechseln.
Mit der Bindung an den ,high-affinity“ Rezeptor wirde die HBs-Antigenschleife
mit ihrem CXXC Motiv ebenfalls eine Bindung mit der Wirtzellmembran
eingehen. Dort wirde durch eine Konformationsanderung, welche durch ein
aktives CXXC Motiv zustandekommt, das HBV mit der Wirtzellmembran

fusionieren und ware somit im Zytoplasma der Hepatozyten.

5.7 Blockierung von Aminogruppen der HBsAg-Schleife

Die Markierung von HBsAg mit Sulfo-NHS-Biotin bestatigt, dass die
Aminogruppen der Lysine in der HBs-Antigenschleife zuganglich sind. Die
vollstandige Inhibition der Infektidsitat durch Sulfo-NHS-Biotin belegt aulierdem,
dass zumindest eine dieser Aminogruppen essentiell ist. Die Anzahl der Lysine
ist bei den verschiedenen Genotypen des HBV und bei WHV unterschiedlich.
Gemal Jaoudé und Sureau (2005) ist K122 als Teil des CXXC Motivs von 121
bis 124 essentiell, kann aber vollstandig durch R122 ersetzt werden. Genotyp
A2 und C enthalt K122, Genotyp D R122, welches durch Sulfo-NHS-Biotin nicht
modifiziert wird. Die hier beschriebenen Infektionsversuche wurden mit Genotyp
D durchgefuhrt, so dass das Sulfo-NHS-Biotin mit den Lysinen in Position 141
und / oder 160 reagiert haben muss. Nur K141 ist bei allen Genotypen und
WHV konserviert, wahrend K160 bei Genotyp C durch R ersetzt ist. Die

135



DISKUSSION

Sequenz 140 bis 146 qilt als Hauptepitop der Determinante a, so dass
mutmaldlich der inaktivierende Effekt des Sulfo-NHS-Biotins auf eine
Modifikation von K141 zurickzufuhren ist. Zusatzliche Versuche mit Genotyp C
konnten diese Vemutung beweisen, jedoch stand nicht genlgend

Ausgangsmaterial dieses hierzulande seltenen Genotyps zur Verfligung.

5.8 Biotinylierung und Neusynthese des HBV Rezeptors

Im Laufe der HBV Forschung wurden viele zellulare HBV Bindungspartner fir
alle drei Oberflachenproteine (SHBs, MHBs und LHBs) gefunden. Forscher
haben versucht, den potentiellen Rezeptoren direkt aus der Plasmamembran
von Hepatozyten und hepatischen Zelllinien zu isolieren. Allerdings konnte bis
heute noch kein publizierter Rezeptor als Uberzeugender HBV Bindungspartner
fur HBV verifiziert werden.

Eine Biotinylierung der Hepatozyten-Zelloberflache mit einer Sulfo-NHS
Konzentration von 2 mM inhibierte die HBV Infektion um 40 %. Sulfo-NHS
blockiert die Aminogruppen, was nahelegt, dass man den potentiellen HBV
Rezeptor biotinyliert bzw. blockiert hatte. Eine Kinetik, bei der die Oberflache
der Hepatozyten mit Sulfo-NHS biotinyliert und die Zellen an definierten
Zeitpunkten mit HBV infiziert wurden, zeigte, dass 300 min nach der
Biotinylierung eine steigende Tendenz der Infektion zu erkennen war. Bei 330
min betrug die Infektionseffizienz wieder 100 %. Das bedeutet, dass nach 5 h
und 30 min der HBV Rezeptor wieder neu synthetisiert wurde und fur eine
Bindung von HBV zur Verfligung stand.

Treichel et al. konnten 1994 zeigen, dass der Asialoglykoprotein-Rezeptor
(ASGPR) HBYV bindet. Die Bindung stellte sich als PraS1 abhangig heraus, da
sie nur durch monoklonale Antikorper, die gegen PraS1 und nicht gegen PraS2
gerichtet waren, inhibiert wurde. Aulerdem konnte rekombinantes SHBs ohne
PraS1 und PraS2 nicht an den ASGPR binden (Treichel et al., 1997). De Falco
et al. berichteten 2001 von einem HBV Bindeprotein (HBV-BP). Das HBV-BP
wurde aus der Plasmamembran von HepG2 Zellen gewonnen. CHO (chinese
hamster ovary) Zellen, die mit HBV-BP cDNA transfiziert wurden, entwickelten
Bindungsstellen fur HBV. Trotz der groen Anzahl an potentiellen
Bindungspartnern wurde noch kein Rezeptor identifiziert. AbschlieRend kann

man feststellen, dass HBV maoglicherweise an einen Bindungspartner auf der
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Oberflache von Hepatozyten bindet, der Aminogruppen enthalt. Die nur partielle
Inhibition legt aber nahe, dass der Effekt eher indirekt ist oder es alternative

Eintrittswege ohne Beteilung freier Aminogruppen gibt.
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