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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 DasHepatitis B Virus
1.1.1 Prolog

Trotz weltweiter Impfkampagnen stellen Hepatitis Bugi (HBV)-Infektionen immer noch
ein groRes Gesundheitsproblem der Menschheit BV -Infektionen kdnnen akute und
chronische Leberentziindungen (Hepatitiden) auslésen, die Ubefihedse und Zirrhose zu
totalemLeberversagen odeinem hepatozellulardtarzinom(HCC) fihren kbnnen. Mehr als
240Mio. Menschen weltweifOtt et al., 212) sind chronische und damit lebenslange HBV
Trager und mehr als 620.000 sterben jahrlich an den Spatfdigavanchy, 2012)
Insbesondere Menschen aus Entwicklungslandern sind auftghleshdenimpfschutzes und
mangelnderMedikamentenversorgung immer noch stark gefdhrdet. HBV ist ca.biSO
100fach infektioser al das menschliche Immundefiziedzus (HIV). Ein Heilmittel gegen
HBV existiert bisher noch nicht und aufgrund von Reesigbildungen gegen Medikamente
bzw. Unvertraglichkeite stellt eine Impfung gegen HBMen z.Zt. besten Schutz dar.
Hauptrisikofaktorerfur chronische Infektionen sind die perinatale MuKard-Ubertragung
und Personen mit einer nur inefénten Immunantwort gegemHBV. Eine weitere
Verbesserung von Impfstoffen und Medikamenten durch Forschung und Entwicklung ist daher

winschenswert

1.1.2 Taxonomie

Das Hepatitis B Virus (HBV) ist der Prototyp aus der Familie der hepatotropen\DigA
(Hepadnaviren). Hepadnaviren sind kleine umhilite, Figigche Viren, deren
Erbinformation im Gegensatz zu Hepati®dlA-Viren (z.B. Hepatitis A und C) al®DNA
vorliegt. Sie besign einen ausgepragten Lebertsopus, sind verhaltnismafig artspezifisch
und kénnen akute und chronische Infektionen im Wirt hervorrufen. Sie werden in zwei Genera
eingeteilt: Die Avihepadnaviren infizieren Vogel wie Enten, Storcimel Reiher. Der
bekannteste Vertreter ist hier das Hepatitis B Virus der Pekingente (DKH\BAgonet al.,

1980) welches aufgrund eines einfach verfigbanenvitro Infektionssytems schon vor
Jahrzehnterauch sehr wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der Molekularbiologie ded
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Lebenszyklus des &hnlichen HBV lieferte. Daneben sindHdasn HepatitisB Virus (HHBV)

des GraureiherESprengel et al., 19883asStorkHepatitis B Virus (STHBV) der Weisstorchs
(Pult et al., 2001)und andere bekannt. Im Vergleich zu den Orthohepaégtat den
Avihepadnaviren das Xsen sowie eine dem mittleren Oberflacphmtein (MHBS)
entsprechendes Geem zweiten Genus werden die Orthohepadnaviren zugeordnet, die
Saugetiere infizieren und zuerst in Menschen entdeckt wurden (KIBM)e et al., 1970)
Ahnliche Viren aus dieser Art findet man auch in Primaten wie Gorillas (GoHB8¥&the et

al., 2000) OrangUtans (OuHBV)(Warren et al., 1999)Schimpansen (ChHBMVaudin et

al., 1988) Gibbons (GiHBV)(Norder et al., 1996)Wollaffen (WMHBV) (Lanford et al.,
1998) sowie in verschiedenen Nagetieren wie z.B. nordamerikanischen Waldmurmeltieren
(WHV) (Summers et al.,, 1978)nd einigen Erdhdrnchenarten (Familgeiuridag. Erst
kirzlich wurden aucldem HBV verwandte Virenn bestimmten Fledermausarten entdeckt
(Drexler et al., 2013)Das HBV des Menschen wird unterteilt in z.Z9. Genotypen (Ais J),

die sich in mehr als% der Nukleotide ihres Genoms unterscheiflen and Kao, 2013)Eine
weitere Unterteilung in mehr als 20 Subgenotypen weiNukleotidunterschiedevon mehr

als #6 vorgenommen. Daneben wird HBV in vier verschiedene H3apdtypen (adr, adw,

ayr und ayw) eingeteilt, die sich durch bestimmte Aminosauren (AS) in der immunologisch
sehr wichtigen Determinante A des kleinen Oberflachenproteins (SHBs) definieren. Die
HauptSerotypen werden weiter in S#erotypen eingeteilt, die man bestimmten

geograpischen Regionen zuordnen kann.

1.1.3 Epidemiologie undUbertragung

Das HBV ist weltweit verbreitet. Hochrechnungen zufolge haben Eilkarden Menschen
serologische Anzeichen einer durchgemachten bzw. noch bestehendeimfidBB\wn (EASL
International Consensus Conference on Hepatiti@3) Die verschiedenen Genotypen
treten in bestimmten geografischen Regionen gehauft auf. So ist z.B. Genotyp A Uberwiegend
in Mitteleuropa, Genotyp D in Sédind Osteuropa sowie in Ruf3land, Indien iNatdafrika,
Genotyp E in Westafrika, Genotyp F in Sidamerika und die Genotypen B und C bevorzugt in
China, Sudostasien und Australien zu finden. Trotz eines seit etwa 30 Jahren verfiigbaren
effizienten HB\Impfstoffs (McAleer et al.,, 1984)und weltweiter Impfkampagnen sind
immer noch mehr als 240 Mio. Mensch@it et al., 2012¢hranische und damit lebenslange
HBV-Trager und mehals 620.000(Lavanchy, 2012)sterben jahrlich an den Spétfolgen.
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Chronische HBVInfektionen sind mit mehr als% der Bevoilkerung besonders hoch in
Regionen wie Sudostasien und Zentrald Westafrikg Ganem and Prince, 2004 eltweit

die meisten chronischen HBMfektionen verursacht die perinatale Mutkind-Ubertragung

des Virus. Insbesalere bei Mittern di e f ¢r da-Antigene(HBeAg) posity B/
sind, liegt die Ubertragungsta bei durchschnittlich Gber 98 wahrend sie bei BeAg
negativen Muttern €% betragt. Insbesondere Frauen der Genotypen B und C Ostasiens
bleiben bis ingyebarfahige Alter HBeAgositiv, daher ist die Ubertragung hier vorwiegend
vertikal. Das HBeAg ist plazentagédngig und erzeugt eine Immuntoleranz gegen das HBV
(Chisair and Ferrari, 1995) Dagegen findet die Ubertragung in Afrika und dem
Mittelmeerraum Uberwiegend horizontal im Kindesalter stithidziyannis, 2011)In den
Industrielandern tsdie chronische HB\Rate von < 1% hauptséachlich durch parenterale und
sexuelle Ubertragung des Virus bedifigtarcellin, 2009)

HBV wird Uberwiegend durch Blut und bei Sexualkontakten udbertragen. Reiner
Schleimhautkontakt als Eintrittspforte ist allerdings 100 bis 1000 Mal ineffizienter als echte
Hautverletzungen, da Speichel, Sperma und Vaginalsekret nur ca. ein Tausendstel der
Virusmenge des Blutserums enthalten. Die Ubertragungsgefahr ist weiterhin stark von der
Virenkonzentration im Blut abhangig, die memem HB\,Trager je nach der Krankheitsphase,

in der er sich befindetsehr unterschiedlich ist. So kénnen sich in einer akute
hochviramischen Phase bis zu °1ifektiose Viren/ml Blut befinden, wahrend bei
medikamentdser Behandlung bzw. voller Immunkontrolle u.U. kaum infektiose Viren
nachweisbar sind. DdasVirus Eintrocknen gut vertragt und auch relativ hitzestabil ist, sind
insb. Nadelstichverletzungen und Mehrfachverwendung von Injektionsnadeln bei
medizinischen Personal und Drogenabhingigen mit einem hohen Ubertragungsrisiko
verbunden. Infektionen Uber HBVWkontaminierte Blutprodukte oder durch Organ
transplantationen singuch in Deutschland aus der Vergangenheit bekannt, aber in den letzten
Jahren durch routinemaRige und ausgedehnte Kontrollen bis auf wenige Ausnahmen reduziert
worden. In Landern mit wenigen hohen Gesundheited Hygienestandards ist das
Ubertragungsrisi@ aber weit hoher einzustufen. Ein weiterer méglicher Ubertragungsweg von
HBV, insb. in tropischen Endemiegebieten, ist der Uber blutsaugende In§éhkeg et al.,

1995) In bis zu einevon 200 Stechmicken bzw. auch in Bettwanzen wukdepatitis B

Viren gefunder{(Wills et al., 1976; Wills et al., 1977)

Ein nicht zu unterschatzendes Risiko stellt die wie bei Retroviren ahnlieéhMaotationsrate

bei HBV dar, die es den Viren ermdglichen kann, einen vorhandenen Impfschutz zu

unterlaufen (sogEscape Mutanten). Trotzdem gehort eine Impfung gegen HBV mit zum
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besten Schutz gegen eine Infektion. Es gibt allerdings Risikofaktoren ingiesehwache
Immunantwort bewirken konnen. Dazu gehort z.B. Ubergewicht, fortgesciadt Alter,
Rauchen, DiabetesHIV-Infektion (Gerlich et al, 2012)Auch gibt es Personen, deren

| mmunant wort per s e s ¢ hwa dowii ooddmerrregidledei e n d
bezeichnet werden.

Ein eingeschréanktes Immunsystem ist daher ein bedeutender Risikofaktor fur eine HBV

Infektion undfiir weitere Ubertragungen.

1.1.4 Pathogenese
1.1.4.1 Akute Hepatitis B

Das HBV gelangt nach Eintritt in den Kérper mit dem Blut in die Lebwet infiziert die dort
ansassigen Hepatozyten. Es ist nieimmittelbar zytopathogen. Die Pathogenese und
Bekampfung der Viren ist bei einer akuten Hepa#ti®auptsachlich durch die zellularen
AbwehrmalRnahmen des adaptiven Immunsystems bedingt. Diésdeilen sich in eine
zytopathische Wirkung, die zum Untergang von infizierten Hepatozyten fuhrt und einer nicht
zytopathischen Wirkung, bei der die Zellen nicht geschadigt wef@erdotti and Chisari,

2006) Eine starke, polyklonale und multispezifische Aktivierung veHélferzellen (CD2)

und zytotoxischen (CD8 T-Zellen ig fir eineeffiziente Eliminierung der Hepatitis-Biren
notwendig(Chisari et al., 2010)Die zytotxischen FZellen erkennen Uber ihren spezifischen
T-Zellrezeptor die mit MHEKIlasse tMolekilen im Komplexprasentierten HBVWPeptide auf

der Zelloberflache von infizierten Hepatozyten und induzieren in ihnen tber die Ausschuttung
von Perforinen und Granzyen (Proteasen aus intrazellularen Granukg)optose. Eine
Freisetzung von antiviralen und pirdlammatorischen Zytokinen wie z.Bterferon gamma
(INF-2), Tumor-Nekrosefaktor alphaT(NF-U), Interleukin 1 betal(-1R) und Interleukin 6

(IL-6) wird daraufhinausgelos{Guidotti and Chisari, 2001)NF-0 bewi r kt u. a.
zytopathische Hemmung der viralen Replikation und Expression in benachbarten Hepatozyten
(Guidotti et al.,, 1996) Der Erkennung durch das angeborene Immunsystem kann sich das
HBV wirkungsvoll entziehenWieland et al., 2004)Folgende Besonderheiten des HBV
tragen dazu bei: episomale Fodes HB\VVGenoms (cccDNA) im Zellkern der Wirtszelle; 5
gekappte und pol yadenylierte wvirale MR NA,

NukleokapsidPartikel (Seeger and Mason, 200@padurch unterbleibt eine Induktion von
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IFN-U/ b und einer V i -ieduzeeehden Gerem mitl weiteeem &naviraten
Wirkungen. In etwa 9% der Falle heilt eine Akute HepatitisiBnerhalb von zwei bis drei
Wochen vollstandig aus und bewirkt eitebenslange Immunitat gegen HBV. Geringe HBV
DNA-Mengen im Serum und in mononukledren Blutzellen kénnen jedoch oft noch Jahre
spater mit empfindlichen Methoden, wie z.B. PCR nachgewiesen w@rgdrermann et al.,
1996) und kennzeichnen den Begriff deklalten HBV-Infektion (Raimondo et al., 2007)

Eine Reaktivierung von HBV kann in einigen Fallen bei Immunsuppreswie z.B. nach

Transplantationen whbei Chemotherapien auftreten.

1.1.4.2 Chronische Hepatitis B

Von einer chronischen HepasitB (CHB) spricht man, wenmBV-Oberflacenproteine
(HBsAgQ) langer als sechilonate im Blutserum nachweisbar sin8ie tritt auf,wenn das
Immunsystem die Virusinfektion nichollstandigbeherrschen kann. Verantwortlich hierfar
ist eine zu schwache und nur oligoklonale antigpezifische Aktivierung von-Helferzellen
(CD4") und zytotoxischen (CDO$ T-Zellen (Chisari et al., 2010)Dies fiihrt zusatzlich zu
einer eingeschrankten-Bell-Aktivierung und humoralen Immunantwort. Aueine zu spate
Aktivierung von THelferzellen, die durch eine zu geringe Infektionsdosis verursacht sein
kann, tragt zur HBWersistenz bdjAsabe et al., 2009Melrere Studien zeigten weiter, dass
das Fehlen einer frihen-HelferzellerAktivierung zu einer Inaktivierung, Toleranz und
Apoptose von zytotoxchen TFZellen fuhre (Bertolino et al., 2002; Crispe, 2003; Isogawa et
al., 2005)Weiterhin kénnen ISuppresseiZellen (Treg), die man haufig im Blut oder in der
Leber chronisch HBMnfizierter findet,eine Inhibierung der CD8 Funktionenbewirken(Fu

et al., 2007)

Bei chronisch nfizierten werdenoftmals zu geringe Konzentrationen an neutralisierenden
Antikorpern gegen dasdpatitis BVirus gefunden. Diese spielen jedoch eine wichtige Rolle
bei der Virenbekdmpfung. Sie komplexieren mit freien Viren, machen alarch besser
erkembar fur Freszellen und blockieren die Bindung und Aufnahme von infektiosen Viren
bei Hepatozyten. Dadurch unterbleibéi chronisch Infizierterauch eine wirkungsvolle
Beseitigung von subviralen Partikeln, denen eine tolerogene Rolle bei hohen- Serum
Konzentrationen nachgesagt wird und neutralisierende Antikorper gegen - HBV
Oberflachenproteine abfangen kénnen. Die sehr hohe MutatiodlesitBY erzeugtzudem

fortlaufend Virusvarianten, von denen einige durch Veranderung vamd T-Zell-Epitopen
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der Immumbwehr entgehen kdnnen und einen Selektionsvorteil gegentber dem Wildtyp
Virus besitzen. Dies fordert die Virusausbreitung im Infizierten und haufig auch die HBV
Persistenz(Guidotti and Chisari, 2006; Wieland and Chisari, 2008)ch einige HBV
Proteine tragen hieu bei. Am haufigsteretablieen Neugeborene von HBeAmpsitiven
HBV-infizierten Muttern eine CHB. HBeAg ist plazentagangig und fuhrt beim Neugeborenen
zu einer immunologischen Toleranz gegen das HBeAg undHdpstitis B Core Antigen
(HBcAg) von HBV (Chisari and Ferrari, 1995%rundsatzlich fordert eine perinatale Infektion
bzw. eine Infektionim Kleinkindalter éne Immuntoleranz gegen das HBSOotritt Chronizitat

bei bis zu 9% der irfizierten Neugeborenen auf, 20 bis¥8®ei Kindern zwischen 1 und 5
Jahren, & bei Kindern zwischen 5 $i15 Jahren und nur bei 1 bi%5ei Erwachsenen
(Lavanchy, 2004) Mdglicherweise tragt auch das-Pfotein von HBV (HBx) zu einem
chronischen Infektionsverlauf bei. Es wurde berichtet, das HBx die zellulare
Proteasomaktivitat hemmen kann und somit zu eiaaingerten Antigenprozessierung und
prasentierung bei infizierten Hepatozyten fuhren ko(idteet al., 1999)

Eine CHB verlauft je nach Alter bei Infektion, Aktivitat der HBREplikation und der
Immunabwehr individuell sehr unterschiedliahdun verschiedenen Phasénutimer andYe,

2011) Durch kontinuierliche Zyklen aus Schadigung und Zerstérung von Hepatozyten, daraus
entstehenden Entziindurgsnd einsetzenden Regenerationsprozessen &amach Jahren
oder Jahrzehnten zur Entstehung Mogberfibrose, Zirrhoseaund einemhepatozellularen
Karzinom (HCC)beim chronisch Infiziertelkommen(Chisari et al., 2010; Stauffer et al.,
2012) Etwa 3 bis8% von ihnenentwickeln ein HCQEI-Serag and Rudolph, 2007; Fattovich,
2003)

Zahlreiche Studien konnten h&ufige Insertionen von Teilen der-BBR¥X in das zellulare
Genom bei Hepatozyten und Leberkrebszellen von chronididielten beobachten; teilweise

in Genen, die in Signaltransduktionswegen, fur die Zellteilung oder Apoptose (wie z.B. p53,
[3-Catenin) eine Rolle spieldirerber et al., 2003; Matsubara and Tokino, 1990; Minami et al.,
2005; Murakami et al., 2005; Pdter-Brechot et al., 2003; Saigo et al., 2008; Shafritz et al.,
1981; Su et al., 2008; Yaginuma et al., 198ntegrationen von HBMDNA kdnnen zur
Instabilitdt der WirtszellChromosomerfuhren (Hsieh et al., 2011b)in dessen Folge es zu
inverten Duplikationen, Deletionen und chromosomalen Translokationen kommefiTieamn
2011) Auch der HBVGenotyp ud mutierte HB\/Varianten sind mit der Pathogenese eines
progressiven Krankheitsverlaufs und HCC assoz{iean et al., 2011; Fang et al., 2008Db;
Fang et al., 2008a; Kuang et al., 2004; Kusakabe et al., 2011;arahak, 2006; Yang et al.,
2008; Yuan et al., 2009Epigenetische Modifikationen, wie Hypond Hypermethylierungen
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von TumorSuppressefGenen wurden in Leberkrebszellen von HB¥tienten vermehrt
gefunden(Li et al., 2004; Su et al., 2008)em HBx-Protein scheint hierbeucheineRolle
zuzukommer(Park et al., 2007Zudem sindlie transkriptionellen Transaktivatéktivitaten
desHBX, der Gterminal verkirzten PraSRoméanedes MHBs und der Pr&®omanedes
LHBs mit der HCGEntstehung assoziiers.(Kapitel 1.1.8 und 1.1)9Eine ldhere HCGRate
bei Mannern wirdmit der starkeren Stimulierung der HBsE&gxpression, bedingt durch die
Bindung der aktivierten Glukokortikoidrezeptoren an die GR&lucocorticoidresponse
element Sequenzen im HB\Genom,in Verbindung gebrachiVeiterhinwurde in chronisch
HBV-Infizierten und HCGPatienten ein héheres Mal3 an oxidativem Stress und verringerte
Konzentrationen an antioxidativen Faktoren gefund®mnygu et al., 2012; Marra et al., 2011;
Tasdelen et al., 2012was zur Verstarkung der Fibrose und auch zur HEDGtehung
beitragt(Aravalli et al., 2013; Mormone et al., 2011)

1.1.5 Genomaufbauund Transkripte
1.1.5.1 Genomaufbau

Das HBVbesitzt im Vergleich zu anderen DNWiren (z.B. Adeno und Herpesvirengin sehr
kleines Genom. Durch die Nutzung von teilweise uberlappenden offenen Leserahmen (ORF)
und Expression verschiedener Proteine innerhalbse®RF's (Uber mehrere StKddons)
besitzt es jedoch eine sehr hohe Informationsdichte.

Die zirkulare DNA liegt teilweise doppelstrangig vor. Der komplette sog. Negativstrang (ca.
3,171 3,3 kb, abhangig vom Genotyp) ist vollstandig proteinkodie(&uinmers et al., 1975)

Das 5° und 3“Ende dieses Stranges weist eine terminale Redundanz aor810
Nukleotiden auf. Mit dem 5Ende ist die PrimeDomane der HBWolymerase kovalent
verbunden(Gerlich and Robinson, 1980per nichtkodierende und unvollstandige Plusstrang
ist Uber kompleme#te Basenpaarung mit dem Negativstrang verbunden. Typisch fir ihn ist
ein in der La&nge variables-Ende (ca. 1,7 2,8 kb), mit dem nichtkovalent ein weiteres
Molekdl der viralen Polymerase assoziiert ist. SewBde tragt eine 17 bis 19 bp lange 5°
gea@ppte RNAPrimersequenz aus der pragenomischen RNARNE) (Seeger et al., 1986)
Negativ und Plusstrang weisen mit sich und untereinander keine kovalente
Nukleotidverbinding auf. Die Zirkularitdt des Genoms ergibt sich durch kohésive

Basenpaarung von ca. 240 bp zwischen dekndlen beider Strange. In diesem Bereich
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befindet sich die 0.g. terminale Redundanzsequenz, wodurch sich an dieser Stelle eine sehr
kurze Dreistrangjkeit des Genoms ausbild@will et al., 1987) Weiterhin befinden sich in
diesem Bereich zwei 11 bp lange direkte Wiederholungssequédizect repeatys DR1 und
DR2, die eine sehr wichtige Rolle @r Virusreplikation einnehmekVeitere Sequenzen wie
die Polyadenylierungssequenz sowie-aisive Sequenzen wie z.B. das fur die Replikation
essent i el |-SignaEhesteéhdnoDer Nddgsirang beinhaltet vier ORF’s, die fir
folgende HBVProteine kodieren: 1) Kaps#rotein (HBc)oder auch HBcAg genanmind
seine sezernierte Form das HBmtein bzw. HBeAg 2) Polymerase ({Protein) mit den
verschiedenen Doméanen / Funktionen (Primer)(TSpacer, Reverse TranskriptaSiNA-
PolymerasékNaseH);3) Oberflachenproteine (HBs) und 4)Ptotein (HBx). Die Expression
der Proteine wird durch mind. vier Promotoren, zwei Enhaif€ang et al., 2001)ein
Glucocorticoid responsive elemelfGRE) und dasNegative regulating elemenNRE)
reguliert. Diese bewirken uber die Bindung von ubiquitaren (alglear factor 1(NF1),
specificity protein 1 (Spl), activator protein 1 (AP1) und leberspezifischen
Transkriptionsfaktoren (z.B. CCAAT/EnhanceiBinding-Proteine (C/EBP), hepatocyte
nuclear factor (HNF) 1, 3, 4 und 6) eine hepatozytennd differenzierungsspezifische

Transkription und Replikatio(Moolla et al., 2002)
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Abbildung 1: GenomStrukt ur des Hepatitis B Virus (HBV)

Die doppelstrangige HBV cccDNA enthalt Promotoren (blawnskriptionsverstarker (E |, E ldjjlucocorticoid
responseslement (GRE), orange) zur Expression der vier offenen Leserahmen (ORF). Die spezifischen
Transkripte (schwarze Kreise) sind-@ge€cappt und haben ein gemeinsames polyadenyliertes Ende (poly A).
Wahrend der GenotReplikation werden BoteRNAs (mRNA) mit Uberlange gebildet (praRNA), die in
Nukleokapside verpackt und in DNA umgeschrieben oder in Kapsidprot€ioes, (schwarz) und HBY
Polymerase (grun) translatiert werden. Eine andere Uberlsm@NA wird zur Translation depreC/Core

Proteins verwendet, das im weiteren Verlauf in das sekretierte HBMigen (HBeAg) umgewandelt wird. Die
HBV-Oberflachenproteine LHBs, MHBs und SHBs und das #Batein werden von subgenomischen mRNAs

t r ans | &nkapsidietungssignal in der praRNA; PRE (Posttranskriptionelles Regulatorelement). Weitere
Details im FlieRtextModifiziertausAThe Mol ecul ar Vi r o |(Glegbg and Bremdre20E8Y i t i s

1.1.5.2 Transkripte

Die o0.g. vier offenen Leserahmen (ORF) werden durch die zelleigeneMRIN#nerase 1l zur
Transkription in verschiedenen Leserastern abgelesen. Die Transkripte haben ein
unterschiedliche§’-, aber das gleich®& - Ende. Sie besitzen wie zellulare RNA alle eine 5°
CapStruktur und sind am &Ende polyadenylier{Ganem and Varmus, 1987%plicing

Stellen sind zwar vorhanden, werden aber nicht zur Produktion infektioser Viren benétigt. Das
posttranslatorische regulatorische Element (PRE) reduziert dasSphNéing und fordert Gber
zellulare Transportfaktoren den mRNAransport ins Zytoplasm@gHuang and Liang, 1993)

Mit etwa 3,5 kb ist die prKapsidRNA das langste Transkript und dient der Translation des
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HBeAg. Die pragenomische mRNA (pgRNA) ist mit. &3 kp etwas kleiner und umfasias
gesamte Genom plus einer terminalen Redundanz von ca. 120 bp-Ende3” welche
zusatzliche Sequenzelemente enthalt, die wichtig fur die ReplikationBau#k andNassal,
2007) Die pgRNA hatzwei wichtige Funktionen: Zumirgeen dient sie der Translati des
HBV-Core-Proteins HBcAg) und der viralen Polymerase, zumderen als Vorlage bei der
reversen Transkription wahrend der Replikation. Fur Letzteres spieltndi®’-&nde der
PgRNA befindliche Haarnadelschleif&gsilon signal als Verpackungssignal eine wichtige
Rolle. Die Expression der Oberflachenigioe und des HB®roteinserfolgt ankleineren
Transkripten Das grof3e Oberflachenprotein (LHBs) winbn einer 2,4 kb langen
subgenomischen RNA translatiert, das mittlere (MHBs) und kleine (SHBSs)
Oberflachenprotein von zwei etwa 2,1 kb groRen RNA"s und dasPi@einvon einer RNA
mit 0,7 kb Lange.

1.1.6 Virusmorphologie

Das Hepatitis B Virusgehort zu derumhilten Viren. Es erscheint inKryo-Elektronen
Mikroskop unter nativen Bedingungen als spharisches Partikel mit einem Durchmesser von 52
nm (Dryden et al., 2006)Im wasserfreien Zustand ist es mit ca.i427 nm etwas kleiner
(Dane et al.,, 1970)Die Virushille besteht aus den drei Oberflachenproteinen, die in
unterschiedlichen Anteilen in eine von der Wirtszelle abstammmehgsddoppelschicht
eingebettet sindHeermann et al., 1984; Seitz et al.,, 200@as SHBs ist am starksten
vertreten. Das MHBs machthur ca. 5% und das LHBs nur ca%d der Oberflachenpratee

aus.

Die Virushulle umgibt das ikosaedrische Kapsid, das einen Durchmesser von ca. 36 nm
besitzt. Es besteht aus 120 HBoneren mit einer T8ymmetrie. Teilweise existieren auch
Kapside mit 90 HBdimeren mit einer TSymmetrie, die mit 32 nm kleinesind. Die
Kapsidproteine assemblieren eigenstandig zu Nukleokapsiden Uber ihreassegnbly
Domaéane (Nterminale 1 151 AS). Die ProtamiDoméane (Cterminale 34 AS), die reich an
Arginin-Resten ist, ist essentiell fur das Verpacken der pgRNA und dernviPalmerase
(Gallina et al., 1989; Zlotnick et al., 1997)

Innerhalb des Kapsids befindet sich das partiell doppelstrangige ®&wm zusammen mit

der Polymerase sowie der zellularen Proteinkinase C und Chapel®t®ssn den infektiosen

Viren werden nichtinfektibse subvirale Partikel exprimiert, die nur aus den in die
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Lipiddoppelschicht eingebetteten Oberflachenproteinen bestehen und in einem bi$ zu 10
fachen Uberschuss gebildet werden. Die rundlichen sphérischeikePdaben einen
Durchmesser von ca. 22 nm und enthalten als Virusproteine hauptsachlich SHBs und in
geringen Mengen MHBs. Die filamentaren Partikel besitzen bei etwa gleichem Durchmesser
eine unterschiedliche Lange und bestehen fast ausschliefliciHBssu8d MHBs. In beiden
Partikelformen ist LHBs nur irgeringenMengen (Filamentg bis sehr geringen Mengen

(Spharenyertreten.

A

Virion

Polymerase (Pol),

DNA-Genom Reverse Transkriptase

Kapsid-Protein-Dimer
SHBs Dimere

Spacer (Pol) MHBs

RNase H (Pol)
Terminales Protein (Pol)

pras2

Protein-Kinase \ 4 ;

prasi (intern) —/ A
B LHBs I / \

prasl (extern)

/

>

Antigene Schleife

Subvirale 4
Partikel

Sphére
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Hepatitis B Vius und der subviralen Partikel

(A) Das Virion enthélt das partiell doppelstrangige DS&nom assoziiert mit der viralen Polymerase und
seinen drei katalytischen Doméanen (grun). Innerhalb des Nukleokapsids, bestehend aus 12Bréimpsid
Dimeren, befindet sich auch eine Imélre Proteinkinase (lila). Die Virushille besteht aus den drei HBV
Oberflachenproteinen SHBs, MHBs und LHBs, die in eine vom ER stammende Lipidschicht (braun) eingelagert
sind. Die SDoméne (rot) befindet sich in allen Oberflachenproteinen, die pRifs@ne (orange) im MHBs und

LHBs und die praSDomane (gelb) nur im LHBs(B) Die nichtinfektiosen subviralen Partikel (rundliche
Spharen, langliche Filamente) enthalten kein Nukleokapsid und unterscheiden sich in ihrerArieiBs
Weitere Details im Flie@it. Modifiziert ausAThe Mol ecul ar Virol o@lkbearfd Hepe
Bremer, 2013)
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1.1.7 Viraler Lebenszyklus des Hepatitis B Virus
1.1.7.1 Zellulare Bindung, Aufnahme und Transport von HBV und cccDNABIldung

Die initiale Bindung und Anreicherung des HBV erfolgt mit nigdri Affinitdt an
HeparansulfaProteoglykane auf der Zellmembran der Hepatozyiesistner et al., 2008;
Schulze et al., 2007; Sureau and Salisse, 20Ai&) Anheftung wird mdglicherweise durch
zusatzliche, aber nicht essentielle Faktoren wBe aumanes Serumalbumin, Fibrektin und
Transferrin untersttutaiBudkowska et al., 1995; Gagliardi et al., 1994; Machida et al., 1984)
Die hochaffine Bindung erfolgt danach durch die extern ausgerichtete-pGiSdane des
LHBs mit hoher Affinitdit an den spezifischen Rezeptor QRT sodium taurocholate
cotransporting polypeptidg(Yan et al., 2012)Die ersten 75 AS und die Myristgrung an

Gly2 von praS1 sind fur die Rezeptorbindung esser{iédinchet and Sureau, 200Bruss et

al., 1996b; Gripon et al., 1995pie TM1-Doméne sowie die antigene Haarnadelschleife
zwischen TM2 und TMS3 sind ebenfalls entscheidend fur die initialen Infektionsschritte
(LepereDouard et al., 2009; Sureau and Salisse, 2(AiB) den Eintritt in die Zelle wa fur

HBV wie bei HCV eine Clathrirvermittelte Endozytose in die Zelle maRezeptoBindung
angenommeiBlanchard et al., 2006; Cooper and Shaul, 2006; Huang et al.,. Z0&é2)M1-
Domaéne, die allgmeinen viralen Fusionsdoméanen dhnelt, kdnnte danach dimgibhangige
Freisetzung des Nukleokapsids in das Zytoplasma durch eine Fusion mit der
Endosomenmembran bewirk@erting et al., 1995; Lepeiieouard et al., 2009Ppie genauen
Mechanismen sind allerdis weitestgehend noch unverstanden. Das Nukleokapsid wird
danach tber Mikrotubuli aktiv zum Zellkern transportigRabe et al., 2006)Uber die im
phosphorylierten @erminalen Bereich deBIBcAg liegende exponierte Kernlokalisietgs
sequenz (NLS) wird in einer Importld /-vermittelten Weise der Weitertransport in die
Kernporen bewerkstelligtkann et al., 1999)Nach der Destabilisierung des Nukleokapsids
findet die Freisetzung des viralen Genoms in das KaryoplasmdRshie et al., 2003Nach
Abspaltung des am Negativstrang kovalent gebundend?roteins und des RNA
Oligonukleotids am Plusstrang wandelt die zellulare DRé&lymerase mit Hilfe von
zellularen Faktoren die partiell doppelstrangige, nicht ligiestaxed circularDNA (rcDNA)

des HBV in eine zirkulare, kovalent geschlossene cccDdv&dlentlyclosedcircular DNA)

um (Kock and Schlicht, 1993; Kock et al., 201@iese wird mit Histonen und anderen
Proteinen komplexiert und liegt anschlieRend episomal im Zellkern in einer stabilen

Minichromosoméhnlichen Struktur vofBock et al., 1994)Eine Integration der viralen DNA
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in die Wirtschromosomen ist im Gegensatz zu den Retroviren fur denlgB¥nszyklus

nicht notwendig. Zufallige Integtionen von subgenomischeraler DNA sind jedoch haufig.
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Abbildung 3: Replikationszyklus des Hepatitis B Vius (HBV)

Nach Rezeptorbindung (NTCRpn HBV an einen Hepatozyterermutlich endozytotischer Aufnahme und
Entfernung der HBWOberflachenproteine wird das Nukleokapsid Uber Mikrotubuli an den Zellkern transportiert.
In der Kernpore zerfallt die KapsidhlUlled setzt das HBMGenom frei. Nach Entfernung der viralen Polymerase
wird es durch zellulare Faktoren in eine kovalent geschlossene zirkuldre cccDNA umgewandelt und mit
zellularen Histon und anderen Proteinen als eine Arisemales Minichromosom umhtillDie zelluléare
Polymerase |l transkribiert davon die pt#End subgenomischen mRNApgRNA und HBsmRNAs), die ins
Zytoplasma transportiert werden. Von letzteren werden am Endoplasmatischen Retikulunie(Bf) 8BV
Oberflachenproteineur Umhullung vorreifen Nukleokapsiden bzw. zur Bildung und Sekretion von subviralen
Partikeln translatiert. Zur viralen Replikatiorerdenvon derpgRNA die Kapsidproteine und virale Polymerase
translatiert, die danach zusammen die pgRNA und zellulare Proteine verpeakein unrées Nukleokapsid
bilden. Nach everser Transkription und Genomreifung wird das meife Nukleokapsid entwedeum Kern
zurlickgeleitet und fullt den cccDNA Pool alieImport) oderwird mit den Oberflachenproteinemhllt und

Uber multivesikilare Partikelsekretiert Die subviralen Partikel und das HBeotein(HBe nicht eingezeichnet)
verlassen dagegen uber den normalen Sekretionswe@GdR die Zelle. Das virale Regulatorprotein HBx wird
nur geringflgig expringrt und verbleibt intrazellar (nicht eingezeichnet)Weitere Details im FlieRRtext.
Modifiziert nachSchéfer S, Glebe D, Gerlich WH, 2010
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1.1.7.2 Replikation

Die im Zellkern persistierende cccDNA besitzt keinen Replikationsstartpunkt und wird daher
ausschlie3lich Uberreverse Tanskripton und intrazellularenRelmport vervielfaltigt
(Tuttleman et al., 1986)

Der Negativstrang der cccDNA dient als Matrize fir die Transkription aller viralen mRNA"s
durch die zellulare RNA?olymerase Il im Zellker(Rall et al., 1983)die anschlieRend in das
Zytoplasma exportiert werden. E8plicingerfolgt bei bis zu 1% der Transkripte, ist aber fur

die Translation der viralen Proteine nicht notwen(Rgeiss et al., 2008; Rosntluc et al.,
1995) Die Translation von den Oberflachenproteinen LHBs, MHBs und SHBs sowie dem
HBe-Protein findet an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) statt, die des
HBc-Proteins, Polymerase und -Ptoteins (HBx) dagegen arfreien Ribosomenim
Zytoplasma.

Von der pragenomischen RNA (pgRNA) werden die Kapsidproteine und die virale
Polymerase translatierfWill et al.,, 1987) Daneben dientpgRNA als Matrize furdie
Replikation des HBWGenoms (Abb. 4). Die pgRNA enthalt am B5Ende eine
Sekund?rstrukt ur ;SignlaBie Psimefpomare mer ivitalennPolymérpse
lagert sich daran mit Hilfe von Chaperonen (Hsp90, Hsp23) an und synthedisietie
Hydroxylgruppe seines Tyrosins 63 etwadrei bis vier komplementare DNANukleotide
mittels Reverser TranskriptiofBartenschlager et al., 1990; Wang and Seeger, 1992; Wang
and Seeger, 1993pie Bildung des pgRNA/Polymeraskomplexes induziert wahrenddessen
den Zusammenbau der Kapsidproteine zu einem Nukleokapsid, in dessen der Komplex
verpackt wird (Bartenschlager and Schaller, 199P)as Verpacken und die nachfolgende
DNA-Synthese ist abhangig von Phosphorylierungen der Kapsidproteine an bestimmten Serin
Resten(Gazina et al., 2000; Megari et al., 2005)Die Polymerase mit dem kurzen DNA
Primer wird an die am &Ende der pgRNA liegende komplementdre BR1
Wiederholungssequenz verschoben und synthetisiert vollstandig derNel&tivstrang tber
Reverse Transkription mit der pgRNA als \agé (Nassal and Rieger, 1996; Wang and
Seeger, 1993Dabei wird die pgRNA Uber die RNAseFunktion der viralen Polymerase bis

auf ein ca. 18 bp langes RNaligonukleotid an ihrem 5Ende abgebautLoeb et al., 1991;
Radziwill et al., 199Q) Dieses enthalt die DR%equenz und wird zusammen mit der
Polymerase an die am-Ende des Negativstraeg)befindliche komplementare DR&quenz
verschoben, wo es als Primer fur die anschlieRende-BNastrangsynthese digiwill et al.,

1987). Die partielle Doppelstrangigkeit des HB¥enoms ergibt sich hierbei aus der DNA
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Synthese von der DR2equenz zum BEnde des Negativstrangs. Daraufhin wird dakide
des Plusstrangs uber eine ca. 8 bp lange komplementéare Nukleotidsequenz géindasdg’s
Negativstrangs verlagert(Will et al., 1987) Von dort erfolgt die zum Negativstrang
komplementare, aber unvollstandige SyntraesePlusstrangtanders et al., 1977)

A) B) Q) pAA

ofd
DR2 DRI DR1 DR2 &’
UUCA UUCA
| 1 Py yr:r o :
AAGT
DR ) ‘I’CIA UCA DR1
ar o

A D)
DR2 DR2
116 AMMGT AAGTGGAGACG @ AAGTGGAGACG @
|||||||||||||| IIIIIIIIII
AR cap s TUUCACCUCUGC | UU(‘ACCUCUGC
cap
TI'G [AAGTGGAGACG | AAGTGGAGACG
3 r o
|| "
Negativstrang Negativstrang Negativstrang

cap

RC Plusstrang DL Plusstrang

Abbildung 4: Reverse Transkription desHepatits B Virus

(A) Initiierung der NegativstranPNA-Synthese. Anlagerung der Pririeomane der viralen Polymerase (Pol)
an dSigmlstidktur der pgRNA und Synthese von ca. vier DNékleotiden iiber reverse TranskriptiqB)
Verlagerung des Tetiddukleotids und viralen Polymerase an einen komplementéaren Bereich deB&R&nz
am 3-Ende der pgRNA und Start der NegativstrdddA-Synthese (dickerote Linie). (C) Elongation der
NegativstrangDNA und Degradation der pgRNA durch RNaseAKtivitat der Pol.(D) Vervollstandigung der
NegativstraneDNA und Verbleib eines ca. 18 bp langes gecapptes ®RNgonukleotids am 3-Ende. (E)
Verlagerung des Oligonukleotids von der DRiler NegativstrandpNA an die komplementare DR2equenz
und Startder PlusstrangDNA-Synthese driine Doppellinie), (F) bis zum 5°Ende der NegativstrarigNA. (G)
Zirkularisierung Durch Anlagerung der DR$equenz der NegastrangDNA an das komplementére Ende der
PlusstraneDNA, (H) Vervollstandigung der PlusstrasigNA zu einer relaxen zirkularenForm (RC) des
Genoms (I) Bei keinerOligonukleotidVerlagerung(siehe D) zu E))wird eine doppelstrangigdineare Form
(DL) des Genoms synthetisieodifiziert nach ficis-Acting sequences that contribute to the synthesis of
relaxedcircular DNA of human hepatitis B viragLiu et al., 2004)
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Nach cer Replikation des virale@enomsnnerhalb der Nukleokapside, werden diese mit den
viralen Oberflachenproteinen umhullt und die fertigen Viren Gber Multivesikulare Korperchen
(multivesicular bodigsvon der Wirtszelle freigesetdlLambert et al., 2007)Nicht umhiillte
Nukleokapside werden dagegen intrazellular zu den Kernporen zuréitggelnd fullen
unabhangig einer erneuten Infektion den Pool an cccDNA (ca.500Genome) aufLevrero

et al., 2009) Die subviralen Partikel werdeiiberden konstitutiven Sekretionsweg Golgi-
Apparat bzw. ERGolgi-Intermedidarkompannent (ERGIC) sekretie(tambert et al., 2007)

1.1.8 HBV-Oberflachenproteine

Sowohldas Hepatitis B Viriorals auch die subviralen Partikel bestehen aus den drei HBV
Oberflachenproteinen. Das kleinste von ihnen wird als SE8s,mittelgro3e als MHBs und

das groRRe als LHBs bezeichnet. Sie werden ausgehend von drei verschiedenen Startkodons
innerhalb eines Leserahmens (ORF) im gleichen Leseraster kodiert. Da s@neimgames
Stoppkodon verwendebgsitzen sie alle das gleieiGterminale Ende. Somit ergibt sich ihre
unterschiedliche Lange nur aus den gkrsden langen Nerminalen Proteindomé&nen. Nach
ihrer Translation am rauhen Endoplasmatischen Retikulum (ER) der Wirt&eltes, 2007)
erfolgt eine teilweise unterschiedliche Proteinmodifizierung. Sie sind integrale Multipass
Membranproteine, da sie Uber ihre gemeinsani2zo®ane mehrfach in der ERembran
verankert sindEble et al., 1987JAbb. 5). Das Immunsystem ist in der Lage gegen jedes
Oberflachenprotein neutralisierende Antikdrper zu bilden. Nachfolgend werden sie detailliert

beschrieben.
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Abbild ung 5: Membran-Topologie derHBV -Oberflachenproteine (HBs)

(A) Das groR3e HBs Protein (LHBs), bestehend aus vermutlich vier TransmembraDfhvinen (i 1V) und

die duale Topologie seiner praind praSZDomanen itpraS: Intern zytosolisch;-grdS: Extern zytosolisch).

Die SDoméne enthélt die externe antigene Schleife mit dreidimeadgioKonformation durch Disulfigrticken
Bindungen von acht konservierten Cysteinresten (C; gelb). Die serologischen-Belgymiranten K/R (d/y) an
Position 122 und K/R (w/r) an Position 160 innerhalb der antigenen Schleife sowie positiv geladene AS an
Position 122 (R) und 141 (K) sind eingezeichnet. DieMi8ation an Position 145 (G145R) stellt eine der
haufigsten ImmusFluchtmutaten dar. Die Nerminale GlykosylierungPosition an AS 146 innerhalb der S
Domaéne sowie Eell-Epitope fir neutralisierende Antikdrper innerhalb der antigenen Schleife und der praS1
Doméne sind angezeidB) Die praS2Domane des MHBs wird im ERumen Nglykosyliert an AS 4 und O
glykosyliert an T37 (auRer bei Genotyp A). Weitere Details im FlieBtext. ModifiziertAalish e Mo | ec u |
Virology of HeeketandBierser, BO13)Yi r us fi
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1.1.8.1 Das kleine Oberflachenprotein (SHBS)

Das SHBs ist das Hauptoberflachenprotemajor surface proteijnund ist sowohl im Virus als

auch in den subviralen Partikeln im Vergleich zum MHBs und LHBs am stéarksten vertreten.
Eine Besonderheit von SHBs ist, dass ohne weitere virale Produkte in der Lage ist, aus
mehreren seiner Molekille im ERGKbmpariment subvirale Partikel zu bilden, die von
Zellen sekretiert werde(Huovila et al., 1992; Persing et al., 198Biese Eigenschaft wird

seit den frhen 1980er Jahren fur die industrielle Produktion eines effizienten und sicheren
HBV-Impfstoffes in Hefezellen genutddubois et al., 1980; McAleer et al., 1984)

SHBs wird von einer ca. 2,1 kb langetRNA transkribiert und umfasst 226 Aminoséauren
(AS) (Abb. 6 A). Die Transkription wird vomPraS2/SPromoter gesteuert, der nicht
leberspezifisch is{Pourcel et al., 1982Ftwa jedes zweite SHBgolekul ist zur Halfte an
einem Asparaginrest (Asn146)}dlykosyliert(Peterson et al., 1982)odurch sich Molekular
gewichte von 24 bzw. 27 kDa ergeben. SHBs wird wahrend der Translation Gber mind. zweli
Transmembran (TMPomaren in die ERMembran integriertComputerbasierte Analysen
sagen vier TMDomanen voraus, die Uber zwei zytosolische und eine imbLlEReN gelegene
hydrophile Schleife miteinander verbunden s{Berting et al., 1995fAbb. 5 B). Fir einen
Bereich (AS 561 80) in der zytosolischen Schleife (AS32 79) wurde eine effiziente
Bindung an das HB\Kapsid nachgewiesefPoisson et al., 1997)n der externen Schleife
zwischen TM2 und TM3 (AS 9D 161) liegt die antigene Determinante A (~ AS 12147),

die das Hauptepitop fur neutralisierende Antikorper darstellt. Sie ragt im Vimdisnuden
subviralen Partikeln nach aul3en. Die externe Schleife hat acht konservierte-Bgsteindie

Uber inta- und intermolekulare Disulfiskiicken miteinander verbunden sind und eine
dreidimensionale Struktur bewirken. Die verschiedenen SerotyperHBd werden durch

den Austausch von AS Lys/Arg an Position 122 (d/y) und an AS 160 Lys/Arg (w/r) innerhalb
der externen Schleife festgelegt. Die positiv geladenen AS Arg (122) und Lys (141) tragen
wahrend der Infektion hauptsachlich zur Interaktion mit negativ geladenen Heparinsuifat
Proteoglykanen auf der Plasmamembran von Hepatozytefi distner et al., 2008; Sureau

and Salisse, 2013Ein AS-Austausch an Position 145 (Gly/Arg) stellt eines der haufigsten

Mutationen dar, die einen sagimune escapees Virus bewirken.
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1.1.8.2 Das mittlere Oberflachenprotein (MHBS)

Die Funktion des MHBs ist noch nicht bekannt. Obwohl es in HBV und den anderen
Orthohepadnaviren hoch konserviert ist, scheint es weder fur die Virensekretion, Bildung von
subviralen Partikeln noch fir die Infektidsitat von HBV oddd\Hnotig (Glebe and Urban,
2007) Zudem fehlt MHBs in Avihepadnaviren vollstandig. Als Bestandteil von LHBs spielt
die praS2ZDomane jedoch eine wichtige Relbeim NukleokapsiZusammenbauesHBV

(Ni et al., 2010) Weiterhin wude eine Bindung der praS2omane an polymeres humanes
Albumin gezeigtwasmaoglicherweise di@itiale VirenrAnheftung an Hepatozytamterstitzt
(Machida et al., 1984; Persing et al., 1985)

Fur Gterminal verkirzte MHB$-ormen (MHBs(t)), die durch Deletionen infolge von Virus
DNA-Integrationen in das zellulare Genom entstehen kénnen (insb. bei HCC), wurden
transkriptionelle Aktivatorfunktionen nachgewies@@aselmann et al., 1990; Kekule et al.,
1990) Die Aktivatorfunktionen basieren auf der zytosolischen Orientierung der praS2
Doméane(Hildt et al., 2002)MHBs(t) l6st eine Proteinkinase C (PK@phéngige Aktivierung

des eRaf1/Erk2 Signalwegs aus, das wiederum eine Voraussetzung furMigH8s(t)-
abhangige Aktivieingvon ARlandNFe B und t u mo(Hildtetrald2002nh d 1 st
Das MHBs wird ebenso wie das SHBs von einer ca. 2,1 kb langen mRNA transkribiert und
umfasst 281 AS. Seine Transkription wird wie beim SHBs von einem nicht leberspezifischen
PraS2/SPromoter regulig (Pourcel et al., 1982MHBs besteht aus d&8HBsSequenz (S
Doméne) und einer giteren 55 AS langen praS2omane am Nerminalen Ende (Ablb B

und 6 A). Die Topologie der ®omane ist dendes SHBs identisch(Abb. 5). Die praS2
Domaéane wird bei der Translation in das-E&men transloziert und ist immer an Asn4 N
glykosyliert sowie auch teveise an Thr37 &lykosyliert (auf3er bei Genotyp Apchmitt et

al., 1999; Schmitt et al., 2004)Veiterhin ist es wie SBHs an defD®mane (hier Asn201)
teilweise glykosyliert. Daher ergeben sich je nach Glykosylierungsgrad unterschiedliche
Molekulargewichte von etwa 30, 33 und 36 kDa.

1.1.8.3 Dasgrol3e Oberflachenprotein (LHBS)

Das LHBs wird von einer 2,4 kb mRNA transkribiert und besteht je nach Genotyp aus 389 bis
401 Aminosauren (AS). Seine Transkription wird vom PrBEImoter gesteuert, der im

Vergleich zum PraS2/8romoter zwar schwach, abboch leberspezifisch igWill et al.,
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1987) LHBs besteht aus der,praS2 und der Nterminalen praSDomane, wobei letztere je
nachGenotyp aus 108, 118 oder 119 AS bestighseiner unglykosylierten Form betragt das
Molekulargewicht 3%Da und 42 kDa beginer Glykosylierung am Asparagin wie in def S
DoméanedesSHBs. Weitere LHBdsoformen mit 48 und 51 kDa, bedingt durch zusételich
N-Glykosylierungen, sind bekan(itambert and’range, 2007)Optional kann es noch, an der
gleichen Stelle wie das MHB, teieise QOglykosyliert sein (Abb. 6 A Eine fur die
Infektiositat essentielle Modifizierungtellt die Nterminale Myrisylierung an Gly2 dar
(Bruss et al., 1996b; Gripon et al., 1998)dem istsiean derRetention des LHBs in der Zelle
beteiligt (Prange et al., 1991Jedoch auch ohneymstylierung wird LHBsbei gleichzeitiger
Abwesenheitinderer fusproteine im ERKuroki et al., 1989pzw. in einer Zwischenregion
von ER und GolgApparat(ERGIC) (Xu et al., 1997axuriickgehalten.

Eine Besonderheit von LHBs liegt in der dualen Topologie der préa@tl praSZDomane im
ER als auch im spéateren Viry$range and Streeck, 199%Abb 5 A). Wahrend der
Translation liegen diese Doménen zunachst vollstandig auf der zytosolischeni-peat® (
Topologie). Dies ist notwendig fir den Zmmenbau der Kapsidproteine, Replikation und
Umbhillung der Viren[Bruss and Vieluf, 1995; Bruss, 1997; Dyson and Murray, 1996
BindungdesChaperos Hsc70 an eine zytosslthe Ankerdomane (CAD) (s. Abb. § Ber
praStDomane ist fur die zytosolische Ausrichtung verantwortlitambert and Prange,
2003; Prange et al., 199%ine Domane (AS 92 108, Genotyp D) am Ubergang von praS1
zu praS2 ist essentiell fur die Umhulludgr reifen NukleokapsidéBruss, 1997) Etwa die
Halfte der LHBsProteine nimmt posttranslational diepreSTopologie ein. Es wird
angenommen, dastas ERChaperon B? zusammen mit einer TMRegionder SDomane
des LHBs an der Translokation der pfa8maéanen in das ElRumen beteiligtst (Awe et al.,
2008; Lambert and Prange, 2001; Lambert et2@l04) Diese Topologie ist unabuibar fur
die Infektiositat der Viren, da dadurch die praSiDomane, welche die spezifischen
Rezeptorbindungsstellen enthélt, auf den Viren nach agé&htetvorliegt Erst 2012 wurde
der spezifische HB\Rezeptor NTCP Na'/taurocholate cotransporting polypeptideuf
Hepatozyten identifizierfYan et al., 2012)

Durch Mutationsarigsen wurde festgestellt, dadie N-terminalen 75 ASlerpraStDomane
fur die Infektion essentiell sin@Blanchet and Sureau, 200Den ersten 48 AS (essentiell AS
9171 18, akzessorisch 2848) wird eine Rezeptorbindungsaktivitdt zugewiesen, wahrend die
AS 4975 bei der Infektion unterstitzend wirkeibp. 6 B, AS-Nummerierung fur Genotyp
D). Synthetische myristylierte pra$lkeptide (AS 2i 48) sind bereits bei einstelligen

nanomolaren Konzérationen in der Lagesinein vitro HBV-Infektion effektiv zu verhindern
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(Glebe et al., 2005) Fur LHBs wurden ebenso wie fur MHBs(t) transkriptionelle
Aktivatorfunktionen nachgewiesen, da etwa die Halfte der praéB2anen im Zytosol
liegen Damit kommt es wie beim MHBs(t) zu einek@-abhangigen Aktivierung desRaf
1/Erk2-Signalwegs mit nachfolgender Aktivierung von -AP and NFa B, wel ch
tumorfordernd sindHildt et al., 1996; Hildt et al., 2002Durch Deletionen innerhalb der
praS1/2Doméne des LHBs wurde oxidativer und BSRess sowie DNASchadigungen in
Hepatozyten induziertHsieh et al., 2004; Wang et al., 2003)

Im Gegensatz zu SHBs und MHBs, kann LHBs alleine keine subviralen Partikel (SVP) bilden
und wird ohne SHBs und MHBs nicht sekreti@duovila et al., 1992; Ueda et al., 1991)
Stattdesen wrd es innerhalb des ER’s bzw. ERGIC Form von intraluminalen Partikeln
zurlckgehalterfChisari et al., 1987; Molnakimber et al., 1988; Nemeckova et al., 1994; Ou
and Rutter, 1987; Persing et al., 1986; Xu et al., 1997a)

LHBs interagiert mit SHBs und Nukleokapsiden und kann dadurch disesabhangige
Inhibierung der Partikelund Virensekretion bewirke(Bruss and Ganem, 1991; Bruss et al.,
1996a; Clayton et al., 2001; Persing et al., 1986)fiihrte é& Uberprodukbn von LHBs in

fur HBs-Proteine transgenen Mausen zu einer verminderten Sekretion von hidsAgrum

und somitzu einer toxischen Akkumulierung von HBsAg und LHBs im ER der Hepatozyten
(Chisari et al., 1986)Die Folge waren schwere Leberschadigungen (auch Zelltod von
einzelnen Hepatozyten), sekundare Entztiindungsprozesse und Hepatokarzin@jesaset

al., 1987 Churin et al., 2014 Andererseits steigerteine intrazellulare Akkumulierung von
LHBs die Expression von SHBs und MHBs Uber die Aktivierung ihres PraS2i8otors

und konné somit Uber SVMBildung eine vermehrte LHBSekretion bewirkern(Xu et al.,
1997b)

Zusatzlich zu der o.g. Interaktimon LHBsmit Hsc70 und SHBist auch eine Interaktion mit

dem Chaperon Calnexin beschriel§¥n et al., 1997a)
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Abbildung 6: HBV -Oberflachenproteine (HBS)

(A) Die drei HBsProteine sind aus drei Domanen aufgebaut, S (rot), praS2 (orange), praS1 (gelb). PraS1 kodiert
je nach Genotyp fir 108 bis 119 Aminosauren (AS). Es irhinal am Gly2 myristyliert unddmmt nur in

LHBs vor. Die praSzDoméane ist 55 AS lang und beim MHBst&minal acetyliert (Ac). Die ®omane (S)

kodiert fur 226 AS. N und OGlykosylierungen w.o. angegebe(B) Schematische Struktur der fir die
Virusbildung undi infektiositat essentiellepraS?t und praS2Doméanen von LHBs. Essentiell fur die Umhdllung

der reifen Nukleokapside ist eine Doméane am Ubergang von praS1 (AS@® und praS2 (AS 1 5) (lila).

Die potentiell hochaffine Rezeptorbindungsstelle innerhalb der InfekDomséane vorpraS1 wird unterteilt in

eine essentielle (AS ©18) und akzessorische (AS R&8) Doméane (rot, orange; Numerierung fur Genotyp D).
Infektionsinterferierende myristylierte praSieptide Uberlappen mit der vermeintlichen Rezeptorbindungs
Doméne. Die Sigaldoméane (AS 2 8) zur Myristylierung von Gly2 von praS1 ist eingezeichnet (griin). Ebenso
B-Zell-Epitope und Bindungsstellen fiir neutralisierende Antikdrper in praS1. Die-Qdane ist fur die
zytosolische Ausrichtung der pri®méanen von LHBs verantwitich (blau). Weitere Details im Fliel3text.
ModifiziertausAThe Mol ecul ar Vi r ol (Glgbg and Bremdre20E8Y i t i s B Vi r usi
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1.1.9 Das X-Protein desHepatitis B Virus

DasX-Protein(HBx) von HBV ist das kleinste HBWProtein (17 kDal54 AS). HBxist kein
Struktur, sondern ein Regulatorprotein mit multifunktionalen Eigenschaften. Es wirkt als
Transaktivatorvon HBcAg (Reifenberg et al., 1999 SHBs (Rossner et al., 1990HBV-
Enhancer(Spandau and Lee, 1988nhd HBV-Promotaen (Nakatake et al., 1993Yudem
transaktiviert es eineVielzahl von zellularen Promotoren, die nRarzinogenese im
Zusammenhang steherxJun(Twu et al., 1993)Yesassociated proteifYAP) (Zhang et al.,
2012) Heat shock protein 90 (HSP9@) (Li et al., 2010) human telomerase reverse
transcriptase(hTERT) (Liu et al., 2010) Cyclin D1 (Park et al., 2006und inducible nitric
oxide synthase(iNOS) (Majano et al.,, 2001) Weiterhin aktiviert HBx zahlreiche
Signaltransdukanswege wie z.B. Extracellularsignal Regulated Kinasg ERK) und
Phosphatidylinositide &inases(PI-3K)/Akt (Chung et al., 2004)Stressactivated phospho
kinase /c-Jun Nterminal kinasg SAPK/INK) (Diao et al., 2001)p42/p44 mitogeactivated
protein kinase$MAPKS) (Yoo, Oh, 2003); WntACatenin(Hsieh et al., 2011a)

In mehreren Studienvurde gezeigt, dass HBx die HBManskription und-Replikation
verstarkt(Keasler et al., 2007; Leupin et al., 2005; Lucifora et al., 2011; Nakatake &%d;, 1
Tang et al., 2005; Xu et al., 200@hd somit die Pathogenese hin zu Leberfibrose, Zirrhose
und HCC forder{Benhenda et al., 2009; Bouchard and NaMastin, 2011; Jin et al., 2001;
Kim et al., 1991)

HBx aktiviert eine Vielzahl vorfranskriptionsfaktoremnd Signalmolekulewie z.B.Nuclear
factor-kappa B(NF-aB) (Lucito and Schneider, 1992; Su and Schneider, 198&)vator
protein 1/2(AP-1/2) (Kekule & al., 1993) Activating transcriptionfactor 3 (ATF-3) (Tarn et

al., 1999) Transforming growth factor beta @TGFb1l) (Yoo et al, 1996) HBx induziert
Stress des Endoplasmatischen Retikulums-$&Rss)(Cho et al., 2011; Li et al., 20Q7)
anormale epigenetische Modifikationen der zellularen DPddrisani, 2013; Park et al.,
2007; Tian et al., 2013)nd stimuliert die ZellteilungJung et al., @Q07). Das HBx-Protein
assoziiert mit Mitochondrien und Il6st Uber den Rickgang des mitochondrialen
Membranpotentials und CalciuRreisetzung den Zelltod ay&eng et al.,, 2012)Zudem
wurde berichtet, dassas HBxProtein die zellulare Proteasomaktivitgmmen kanrfHu et

al., 1999)

HBx bindet an das Tumorsuppressorprotein p53 und hemmt dessen Funktionen als Regulator
des Zellzyklus, der Apoptose und DNReparatur(Becker et al., 1998; Lee and Rho, 2000)
Hinsichtlich Apoptose gibt es kontroverse Ergebnisse zu HBx. Es wurdestimetierende
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(Chirillo et al., 1997; Kim and Seong, 2003; Terradillos et al., 2008)inhibitorischgDiao
et al., 2001; Gottb et al., 1998; Shih et al., 200&ffekte in verschiedenen zellularen
Zusammenhangen gesehen.

Die Expression der primflammatorischen Zytokine TNE  u n-6l wetdén durch das HBx
Protein verstarkfLaraPezzi et al., 1998; Lee et al., 1998)

1.2 DasZytoskelett eukaryontischer Zellen

Das Zytoskelett eukaryontisch&ellen wird aus den Mikrofilamenten (MF), Mikrotubuli
(MT), Intermediarfilamenten (IF) und den ihnen assoziierten Proteinen gebildet. Es ist ein
filamentares, dynamisches Proteinnetwenerhalb der Zelle und hat eine Vielzahl von
essentiellen Zellfunktionen. Es verleiht u.a. der Zelle ihre &uf3ere Form, intrazellulare Struktur
und mechanische Stabilitdt und spielt eine wichtige Rolle bei der ZellteHmggation, -
adhasion undeim intrazellularen Transport von Proteinen undy@hellen. Daneben ist es
auch a Signaltransduktionsprozessen beteiligt. Diese Funktionen werden von den o.g.
Komponenten auf unterschiedliche Art, Weise und Ausmaf} wahrgenommen, teileise
Interaktion untezinanderDie Proteine, aus denéviF, MT und IFaufgebaut sindzahlenzu

den haufigsteZellproteinen.Nachfolgend werden sie detaillierter beschrieben.

1.2.1 Mikrofilamente (Aktin)

Mikrofilamente (MF) oder auch Aktirilamente bestehen aus einer Helix voonomeren
Aktin-Molekilen (globuléres oderAktin), die jeweils 42 kDa grof3 sind. Sielden bei einem
Durchmesser von ~7 nm eine Lange v@&® bis 100 uM. MF kommen in allen Eukaryonten
Arten vor und Aktin ist in den meisten Zellestlas haufigste Protein mica. 36 der
Gesamtproteinmenge. In Skelettmugkéen ist Aktinsogar zu etwa 2@ vertreten. MF sind

am haufigsten unterhalb d&ellplasmamembramnzutreffen Sie besitzen eine Polaritata

am PlusEnde AktinMonomere polymerisieren und am MinEsde epolymerisieren. In
Saugerzellen findet man mind. sechs verschiedene Akfien, die in drei Klassegingeteilt

we r d g n-1bn JAktn. Diese unterscheiden sich nur geringfiigig in ihren Eigenschaften.
MF liegen meistens miteinander gebiindelt oder quervernetzt vor. Die Polymerisierung von
MF erfolgt unter ATPHydrolyse. Wie bei den MT ist sie nicht fiiie Filamentbildung
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erforderlich, sondern schwacht die Bindungen in den MF ab und férdert so deren
Depolymerisierung. Die Geschwindigkeit der Filamentbildung ist proportionait
Konzentration an freien Untereinheiten. Eine Besonderheit der MF ist denauge
TretmihtMechanismus. Dabei werden Akintereinheiten am PleSnde angefiigt und
gleichzeitig welche am MinuEnde entfernt, sodass die Gesamtlange des MF etwa gleich
bleibt. Eine Vielzahl von Aktirbindenden Proteinen (ABP) regulieren den -Aufd Abbau

der MF bzw. deren Erhalt. Das Protein Profilin z.B. fordert den Einbau von-Mdimomeren

an das Plug€nde der MF. Das Protein Cofilin und ADF (Akfilepolymerisierender Faktor)
binden dagegen an das Mirbade der MF und férdern die Depolymerisieg. Weitere ABP
verknupfen die MF untereinanddrz . B . Fil ami n, -kActinmp mit der Spe
Plasmamembran (z.B. Calmodulin, Fodrin) und mit Intermediarfilamenten (Fo@as)
Remedios et al., 2003Xusatzliche Regulatoren der Polymerisierung und Verastelung sind
u.a. Capping Proteine (z.B. CapZ, Tropomodulin) und der ArpKafBplex (Amann and
Pollard, 2001; dos Remedios et al., 2003; Bataal., 2002) Das Protein Tropomyosin lagert
sich an FAktin an und tragt zur Stabilisierung bei.

Posttranslationale Modifikationen von-Aktin wie z.B. Arginylierung regulieren den
normalen MFAufbau und fordern die ZellmigratiaKarakozova et al., 2006)

MF tragen hauptsachlich durch die Verknipfung mit Adhéarenzverbindungen (Z&td#e)

und Fokalkontakten (Zellé Extrazellulare Matrix) zumechanischen Stabilitat, Formgebung
und Adhasion der Zelle béEmall et al., 2002)Weitherhin dienen sie dem intrazellularen
Transport z.B. von Vesikel(Evans and Bridgman, 1995pwie der Verankerung von z.B.
Rezeptoren in der Plasmamembran. Durch Verldngerung der Aktinfilamente bilden sich
bewegliche und dynamische Zelfatiilpungen (spitze Filopodien, flachige Lamellipodien),
die Zellmigration bzw. Stoffaustausch (Mikrovilli) ermdglichen. Wechselwirkungen zwischen
Aktin und Myosin sind entscheidend fiur die Muskelkontraktion.

Wie bei den MT gibt es chemische Substanzea,di® Polymerisierung, den Erhalt und die
Depolymerisierung fordern. Phalloidine (aus Knollenblatterpilz) binden an die Seiten der MF
und wirken der Depolymerisierung entgegen. Dagegen hefterCgicbhalasine (aus Pilzen)

an das Plug€nde von Aktinfilamaten, blockieren eine weitere Polymerisierung und fordern
somit die Depolymerisierun@/Vodnicka et al., 1992Beide Wirkstoffe sind zytoxisch und

kénnen bei hoheren Konzentrationen und Einwirkdauer zur Apoptose fihren.
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1.2.2 Mikrotubuli

Mikrotubuli (MT) sind langliche Hohlzylinder mit einem &auf3eren Durchmesser von ca. 25 nm
und einer Lage bis zu mehreren Mikrometern (Abb. Bie sind ausmeist 13 lateral
zusammengelagerten Protofilamenten aufgebaut. Diese bestehen wiederum aus einer
Anei nander r-ernd®Tubugn-Heteradimden. In der Regel findet die Nukleation
der MT am Mikrotubulorganisierenden Zentrum (MTOC) bzw. Centrosotatts das
perinukl e?r gel egen i-FSubulin, iekches furbde fKeimbddeirtg s i
verantwortlich ist. Um den Zellkern besitzen die MT auch ihre gr63te Dichte. Das-Einues

der MT befindet sich am MTOC, wo es stabilisiert wird und relatakiiv vorliegt. Das Plus

Ende befindet sich am anderen Ende des MT und kann schnell wachsen. MT sind héchst
dynamische Strukturegekennzeichnet durch einen raschen-A#folymerisierung), Umund

Abbau (Depolymerisierung). Dies wird auch mit dem Begiléi dynamischen Instabilitat
bezeichnet(Mitchison and Kirschner, 1984)hre Halbwertszeit in der Zelle betragt ca.

10 min. Sie kénnen vom MTOC bis an die Zellperipherie reichen. Bei der Polymerisierung der
MT bindet die RTubulin-Unterenheit des TubulirHeterodimers an das Pl&hde an und
hydrolysiert danach GTP zu GDP. Die Hydrolyse schwacht die Bindung. Erfolgt eine schnelle
Anlagerung weiterer Tubulihleterodimere wachst der MT. Anderenfalls wird er instabil und
kann schnell zerfalle Sogenannte Mikrotubuéissoziierte Proteine (MAP) kdnnen die MT
gegen den Zerfall stabilisieren bzw. auch die Polymerisierung beschleunigen. Weitere
Funktionen sind Bindelung und Quervernetzung von MT untereinander sowie Verbindung mit
anderen Zellbestalteilen, z.B. den Intermedi&und Mikrofilamenten(Akhshi et al., 2014;

Liao and Gundersen, 1998; Liem, 2013; Walczak and Shaw, .2B&®@piele fur MAPsind
MAP-1, MAP-2, tau sowie die MotorproteinéBhat and Setaluri, 2007; Dehmelt and Halpain,
2005; Halpain and Dehmelt, 200@®)etztere bewegen sich AT@hangig an den MT entlang.

Die Kinesine wandern meist in Richtung plasde, die Dyneine dagegen zum Miriuisde.

Dies dient dem intrazellularen Transport von Proteinen, Vesikeln und Organellen (z.B. Golgi,
ER) (de et al., 2012; Goldstein and Yang, 2000; Hirokawa, 1% Nukleokapsid des HBV

wird nach der Infektion Uber Mikrotukuhktiv zum Zellkern transportiert (Rabe et al., 2006).
Neben der mechanischen Stiutzfunktion bilden MT Teilungsspindeln bei der Mitose aus und
wirken mit beim Aufbau der Zellpolaritat und der Zellmigrati@tienneManneville, 2013;

Inoue and Salmon, 1995; Siegrist and Doe, 2007 Bewegung von Cilien und Flagelle
beruht ebenfalls auf MT und deren MAP im Axonéviohri et al., 2012) MT weisenin vivo

posttranslationale Modifikatiomewie z.B. Polyglutaminierungn undPolyglycylierungn auf
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(Janke and Bulinski, 2011pie Polymerisierung, Stabilisierung und Depolymerisierung von
MT kann mit chemischen Substanzen beeinflusst erefdimos, 2011) Dies wird u.a. in der
Krebsmedizin angewandt (z.B. Mitosehemmer Tastdbilisiert MT). Dagegen fuhren
Substanzen wie Colchicin und Nocodazol in hoheren Konzentrationen zu einer
Depolymerisierung von MT, wahrend sie in niedrigen Konzentrationeneimar MT-
Stabilisierung fuhren und einen Miteserest induzieren kdnnef@ordan et al., 1992)

aB-Heterodimere Protofilamente Mikrotubuli
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Abbildung 7: Aufbau und Bildung von Mikrotubuli

Het er odi mer e -TubalinProtdineruagern skch in einer Kopfzu SchwanzAnordnung zu
Protofilamenten zusammen. Ca. 13 Protofilamente bilden durch laterale Anlagerung den réhrenférmigen
Mikrotubuli. Modifiziert nachfi P etrartslational modification r egul at e mi Westermanmuane f un
Weber, 2003)

1.2.3 Intermediarfilamente

Intermediarfilamente H) liegen mit einem Durchmesser von ca. 10 nm zwischen den
kleinerenMF und gréRereMT. Im Gegensatz zu diesen sind die IF eine heterogene, aus mehr
als 70 verschiedenen Mitgliedern aufgebaute Proteinfamilie, die in sechs Subgruppen weiter
unterteilt ist(Kim and Coulombe, 2007q)rab. 1). Die Einteilung basiert auf Genstruktur und
Sequenzhomologie innerhalb der zentralen Stabdoméne. Zytokeratine oder kurz Keratine
stellen die grofdte Untergruppe der IF dar. IF besitzen eine unpolare Struktur und haben
deshalb keine assoziierten Mqgiaoteine, die sich an ihnen entlang bewegen kox&&elkov

et al., 2003) Sie bendtigen keine Nukleotide um aus kleineren Grundeinheiten Filamente zu
bilden (Zackroff and Goldman, 1979)hre Molekllmassen reichen von 40 kDa (CK19) bis
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240 kDa (Nestin). IF sind biochemisch sehr stabil und besitzen im Vergleich zu den MF und
MT eine hohere Dehnbarkeit und Reil3festigk®itagner et al., 2007)Sie bilden seilartige
Proteinfasern, die mehrere 100 nm lang werden kdnnen und erstrecken sich tberwiegend
durch dasgesamte Zytoplasma, wobei sie ihre grote Dichte i.d.R. um den Zellkern
aufweisen. Eine Ausnahme bilden die Lamine, die die Innenseite der inneren Kernmembran
auskleiden. Die zytoplasmatischen IF stellen tber Desmosomeéele\ferbindungen und

Uber Hemilesmosomen ZeMatrix-Kontakte her(Green et al., 2005; Kowalczyk and Green,
2013) Uber IFassoziierte Proteine (IFAP) sind sie untereinander und mit den MF und MT
verknupft (Chang and Goldman, 2004; Green et al.,, 20@5¢s bewirkt eine verstarkte
Zelladhasion, Ausbildung der Zellmorphologie, Zusammenhalt von Geweben und Organen
und Schutzyegen mechanischen Stress.

Eine besonders hohe -Expression findet man in Zellen, die mechanischen Belastungen
ausgesetzt sind. So z.B. die mehrschichtigen Keratine der Epidermis und Desmine der
Muskelzellen. Daneben sind weitere bekannte IF die-Blanente der Astrozyten und
SchwannrZellen sowie die Vimentifilamente der Fibroblasten. Tatsachlich aber kommen IF

in allen Zelltypen vor. Jedoch exprimieren verschiedene Gewebe und Zelltypen verschiedene
IF-Mitglieder bzw. unterschiedliche Kombinationennvihnen(Omary et al., 2004)Da das
typische Expressionsmuster auch i.d.R. in Tumorzellen erhalten bleibt, werdenZéllals
Gewebe und Tumormarker z.B. in der Histopathologie verwendet.

Die Vielzahl von IFMitgliedern und demit ihnen assoziierten IFAP sowie ihr Vorkommen
auch in Zellen, die keinen oder wenig mechanischen Belastungen ausgesetzt sind, weist auf
weitere vielfaltige Funktionen hin. Obwohl vielfach noch unerforscht, zeigen sie ihre
Bedeutung in den ca. 80 humanen Krankheiten, die z.B. durch Mutationeikadi#fenden
Genen bedingsind (Eriksson et al., 2009; Omary, 2009; Paulin et al., 2011; Perrot and Eyer,
2009) (Tab. 1). So sind IF u.a. auch beteiligt in Prozessen wie Proteinsynthese und
Zellwachstum(Kim et al., 2006; Ku et al., 2002b; Reichelt and Magin, 208®pptose und
Schutz vor zytotoxischen Einfliss¢@aulin et al., 2000; Inada et al., 2001; Sahlgren et al.,
2006) Positionierung von Organellen (Mitochondrien, Gédigiparat, Endosomen,
Lysosomen, Zellkern) und Proteinlokalisierung (z.B. Membranprotéirmyola et al., 2005)

Analog den MF und MT sind die IF fur ihren Zusammenbau, Organisation, Funktion und
Regulierung von einer Vielzahl von interagierenden Proteinen abhangig. Insbesdreer
Plakin-Proteinfamilie mit Plektin und Wloses Pemphigoidntigen 1 (BPAG1) als
bekannteste Vertreter, spielt bei der Vernetzung und Verankerung von IF mit MF und MT

sowie mit Hemidesmosomen und Desmosomen eine wichtige Refferson et al., 2004)
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Trotz Diversitat besitzen die IF einen gemeinsamen monomeren Grundaufbau. Er besteht aus
einer zentralen, | i-helikaten Stabdomdne, dedne Doppelwendele r t e |
Struktur €oiled coi) mit ca. 310 AS ausbildet. Sie ist aus sieben TardAederholungs
Sequenzabschnitten (Heptaedéfiederholungen) einer bestimmten Aminosatkdriolge
aufgebaut. Flankiert wird sie durch eine in Grof3e und Sequenzlieanahthelikale N
terminale Kopf und Gterminale Schwanboméne, die i.d.R. aus der Oberflache des
Filaments herausragt. Posttranslationale Modifikationen und Interaktionen mit anderen
Proteinen finden bevorzugt an diesen flankierenden BereichenRtatphorylierungen an
SerinResten von IF spielen z.B. bei der Mitose eine wichtige Rolle, da sie einen
vorubergehenden Zerfall der Kernlamine und Umstrukturierungen zytoplasmatischer IF
bewirken.

In vitro bilden zwei Monomere durch parallele Anordnung golares Dimer aus, welches mit
einem weiteren Dimer in lateral versetzter, quaialleler Ausrichtung ein apolares Tetramer
bildet (Herrmann and Aebi, 2004; Kirmse et al., 200@)ese assoziieren weiter lateral zu
Protofilamenten und sognit length filamentULF) von 17 nm Durchmesser und 60 nm
Lange. Duch longitudinale Anlagerungen der ULF entstehen lose gepackte Filamente von
mehreren 100 nm L&ange, die in weiteren Schritten zu einem Durchmesser von ca. 10 nm
kompakt prozessiert werde(Colakoglu and Brown, 2009; Herrmann and Aebi, 2004;
Winheim et al., 2011)in vivowird eine dhnliche Filamentbildung veutet. Im Gegensatz zu

MF und MT wird zur Bildung von IF kein ATP oder GTP bendfigerrmann et al., 2007)

Das IFNetzwerk von Zellen ist nicht statisch, sondern einer standigen Reorganisadion u
Umbau unterworfen, welche insbesondere bei der Mitose sehr deutlich(@odi et al.,

2007; Kolsch et al., 2010; Leube et al., 2011; Windoffer et al., 2011)
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Tabelle 1: Ubersicht der Intermediarfilament -Proteinfamilie

Die IF-Proteinfamilie wird in sechs verschiedene Typklassen (TypVvl) eingeteilt. Ihre ungeféahren Grol3en
(kDa), hauptsachliches Vorkommen in Zelltypend Geweben sowie Beispiele von mit ihr assoziierten
Erkrankungen sind dargesteMltodifiziert nactfHerrmann and Aebi, 2000; Hertel, 2011; Kim and Coulombe,
2007; Omary et al., 2006)

Typ Proteine GroRRe Vorkommen Vorkommen Assoziierte Erkrankungen
(kDa) Zelltyp Gewebe (Bsp.)
saure Keratine: Epithelzellen, Mukosa, Epidermis, Blasenbildende
| CK9 - CK28 40 - 64 Keratinozyten Haare, Nagel, Erkrankungen der Haut
CK31- CK40
Basisch/neutrale Kerating: Epithelzellen, Mukosa, Epidermis, erhohtes Risiko/Schweregrad
1 CK1- 8, CK71-80 52- 68 Keratinozyten Haare, Nagel, von Lebererkrankungen
CK81 - 86
Vimentin 54 Fibroblasten, Endothel- Bindegewebe, Blutgefalie, unbekannt
Peripherin 54 und Hamatopoitische Zellen Nervensystem Amyotrophe Lateralsklerose
] GFAP 52 Astrozyten, Nerven- und Gliazellgn Nervensystem Alexander Krankheit
Syncoilin 64 Muskelzellen Muskeln unbekannt
Desmin 53 Muskelzellen Muskeln Kardiomyopathie
hnLydSNY $E b6y Nervenzellen Nervensystem unbekannt
v NeurofilamentH, L, M | 61- 110 Nervenzellen Nervensystem Charcot-Marie-Tooth Krankheit]
Nestin 240 Nervenzellen Nervensystem unbekannt
{eySYAymh 3| {48,¥5B|YA Yy mi Muskelzellen Muskeln unbekannt
Hutchinson-Gilford Progerie
\ Lamin A, B1, B2, C1,CR 62-78 ubiquitar Kernlamina Emery-Dreifuss-Muskeldystroph
Vi Phakinin (CP49) 47 Augenlinsen-Zellen Augenlinsen Grauer Star
Filensin (CP115) 94 unbekannt

1.2.4 Keratine

1.2.4.1 Allgemeines

Keratine oder auch Zytokeratif€K) sind die Intermediarfilamente dé&pithelzellen. Mit
insgesamt 54 Mitgliedern stellen sie die grof3te Untergruppe der IPaaon gehdren 28 zu

den sauren Keratinen des Typs | und 26 zu den neutralen / basischen Keratinen des Typs Il
(Tab.1). Anders als die Ubrigen IF, die aus Homodimeaiafgebaut sind, bilden die Keratine

aus je einem Typ | und-Keratin ein obligates Heterodim&aar augFuchs and Weber,

1994) Keratine kdnnen in drei verschiedenen funktionellen Gruppen eingeteilt werden: 1)
einfache Keratine, exprimiert in embryonalem Gewebe und einschichtigen Epithelgewebe wie
Leber, Darm und Drusenzellen, 2) mehrschichtige Keratine, exprimiert von Epithelzellen der

Epidermis der Haut und 3) harte Keratine, die von Epithelzellen in Haaren und N&geln
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exprimiert werden(Haines and Lane, 2012)n einschichtigemEpithelgewebe werden
normalerweise nur die Keratin€K7, CK8, CK18, CK19 und CK20 exprimiert. Dabeli
exprimieren Epithelzellen je nach Zelltyp und Differenzierungsstatus ein bis funf verschiedene
KeratinPaare(Moll et al., 1982) Bestimmte Paarbildungen werden bevorzugt eingegangen;
z.B. CK8 mit CK18 (einschichtige Ephelzellen wie z.B. HepatozytenK5 mit CK14
(mehrschichtige Epithelzellen wie z.B. Kernmzyten)(Fuchs and Weber, 1994)

Die Keratine CK8 und CK18 sind die ersten Keratingene, die in Saugdimbryonen
exprimiert werder(Lehtonen et al., 1983und auch die einzigen Keratine, die von humanen
und murinen Hepatgzen, Pankreasazinuszellen und Nierentubuli gebildet werlen.
Epithelgewebe oder eine bestimmt&pithelzelltyp ist daher durch einspezifisches
Expressionsmuster von Keirsgn charakterisieiiMoll et al., 1982)

Ein charakteristisches Kennzeicharon chronischen Leberkrankheiten, wie z.B. der
Alkoholischen (ASH) und Nichtalkoholischen (NASH) Form der Steatohepatitis, sind die sog.
Mallory-Denk-Korperchen (MDB) innerhalb von Hepatozyten, digerwiegend aus
aggregerten CK8/18Proteinen bestehd®trnad et al., 2008)

CK8/18Proteine liegen nidmur intrazelluléar in Hepatozyten vor, sondern lassen sich auch im
menschlichen Blut nachweiseimsbesonderém Blut von Patienten mit Lebererkrankungen,
die zu Nekrose und Apoptose von Hepatozyten fuhl@ssen siclerhdhte Konzentrationen
von CK8/18Proteinen und CK1&ragmenta nachweiser{Strnad et al., 2012)

1.2.4.2 Biologische Funktionen von Keratinen

Keratine weisen eine Vielzahl von Funktionen dngbesondere im Verbund mit anderen IF,
MF und MT sind sie fir die Formgebung und mechanische Stabilitdt der Zelle bzw. eines
Gewebes mitverantwortlich. Dies wird weiter verstarkt durch ihre intrazellulare Bindung an
Desmosomen und Hemidesmosomen, wodeinhKontakt mit benachbarten Zellen bzw. mit
der Extrazellularen Matrix (ECM) hergestellt wird. Die Stabilisierungsfunktion von Keratinen
(CK) wird augenscheinlich in genetisch bedingten Hautkrankheiten wie Epidermolysis bullosa
und der Epidermolytischenyiperkeratose, denen MutationenGK5/CK14 bzw.CK1/CK10
zugrundeliegerfOmary et al., 2004)Daneben sin&eratinewichtig fur die normale Gewebe
Architektur als auch fur die Ausbildung und Aufrechterhaltung der Zellpolaritat von
Epithelzellen(Ameen et al., 2001; Oriolo et al., 2007; Toivola et al., 20D&s ProteinFas
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binding fador 1 (Albatross)reguliert dieZellpolaritat bei Epithelzellendurch Bindung mit
CK8 undCK18 (Sugimoto et al., 2008)

Weiterhin kénnerKeratineeinenEinfluss auf die Zellmigration und invasion insbesondere
durch Modulierung der Aktivitat von Proteinkinase C, Tyrosinkinase Src und der Fokalen
Adhasionsknase FAK nehme(Bordeleau et al., 2010; Long et al., 2006; Osmankhyiers

and Wiche, 2004; Pan et al., 20Rtty and Coulombe, 2012)

Keratine besitzen bereits durch ihre Fahigkeit, Phosphatgruppen bei Phosphorylierungs
reaktionen abzufangen, einen indirekiinfluss bei Signaltransduktionen (sofphosphate

S ponge ) (Kwahe Oniary, 2006 Durch Interaktionen voiKeratinenmit Kinasen wie
z.B. ProteinrKinaseB und G c-Jun Nterminale Kinase (JNK) und anderen zytoplasmatischen
Proteinen wie z.B. 18-3-Proteinen erriiglicht es ihnen auch einen direktEmflussauf die
Signalubertragung zu nehméHde et al., 2002; Ku et al., 1998a; Ku et al., 2002b; Liao and
Omary, 1996; Omary et al., 1992; Paramio et al., 20@rch ihre o0.g. Phosphat
Pufferfunktion kdnnen sie vor Apoptose durch Sti@gsvierte Kinasen schitzen, indem sie
die Phosphorylierung von prapoptotischen Substraten verhindern bzw. verringern.
Desweitera konnenCK8/18eine TNF und FasvermittelteApoptoseabschwachefCaulin et

al., 2000; Gilbert et al., 2001; Inada et al., 20@igse Eigaschaften vorCK8/18 kénnten
auch ihre zytoprotektive Rolle bei Hepatozyten gegenuber zytotoxischen Substanzen wie
Alkohol, Drogen, etc. erklarefzatloukal et al., 2000)Eine zellprotektive Rolle vo@€K8/18

bei Hepatozyten konnte jedoch nicht in Pankreaszellen beobachtet wé&adeola et al.,
2000a; Toivola et al., 2000blpies spricht fir die Moglichkeit, dass identische Keratine in
verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Funktionen wahrnehmen.

Weiterhin ist von Keratinen beRat, dass sie einen Einflusauf die Proteinexpression,
Zellwachstum und proliferation aufweiseriDepianto et al., 2010; Kim et al., 2006; Kim and
Coulombe, 2010; Paramio et al., 1999; Vijayaraj et al., 200@pesondere die Protein
Kinasen B und C, mTORmammalian target of rapamyqiund 143-3-Proteine sind hierin
involviert (Pan et al., 2013)

Daneben nemen Keratine auch eine wichtige Rolldei der korrekten Lokalisierung von
Membranassoziierten Proteinen (z.B. Haszeptor, Desmoplak FAktin) sowie der
Lokalisierung und Organisation von Organellen wie z.B. Mitochondrien und des- Golgi
Apparats eirfKumemura et al., 2004; Kumemura et al., 2008; Toivola et al., 2005)
Insbesondere die Keratine 8, 18 undsp@len auch eine wichtige Rolle lwkr embryonalen

Entwicklung. So isteine protektive Funktion vorCK8 in der Aufrechterhaltung der
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Plazentaschranke beschrieddaquemar et al., 2003FK18 und CK19 tragenessentiell zur
Stabilitat und Funktionen der Trophoblasten (btesse et al., 2000)
Mehrere Studierzeigen zudemdass Keratine, insi&K8/18, einerkinflussauf das Invasions

und Wachstumverhalten von Tumoren hapaienget al., 2012)

1.2.4.3 Keratin -assoziierte Proteine

Zu den Keratimassoziierten Proteinen (KAP) z&hlen alle Proteine, die mit Keratinen
interagieren und eineBinflussauf deren Organisation und Funktion haben. Sie gehoren zu
Gruppe der Intermediarfilameassoziierten Proteine (IFAP). Durch dizunehmende
Identifizierung vonKeratinFunktionen in den letzten Jahren, stieg auch die Anzahl der
entdecktenKAP an. Als bekannteste Vertreter sind hier die Mitglieder aus der Plakin
Genfamilie zu nennen. Die KAP Dmesplakin, Plakoglobin und Plakophilin vernetzen
Keratinfilamente mit Desmosoméhofmann et al., 2000; Kouklis et al., 1994; Kowalczyk et
al.,, 1994; Smith and Fuchs, 1998Wwahrenddessen BPAG1l sie malgeblich mit
Hemidesmosomen verknigfuchs and Yang, 1999; Fuchs and Karakesisoglou, 20@ik)

KAP Plektin dagegen spielt eine wichtige Rolle bei der Verknipfung von Keratinfilamenten
mit Aktinfilamenten und Mikrotubul{Coulombe and Omary, 2002; Jefferson et al., 2064)
weisen Plektirdefiziente Zellen weniger Kreuzvernetzungen zwischen den drei Zytoskelett
Mitgliedem auf, was in einer groReren Anfalligkeit gegentiber Sireiszierter Zerstérung
des IFZytoskeletts sowie veranderter Signaltransduktion und Zellmigration resultiert
(OsmanagieMyers et al., 2006) Die beiden KAP Filaggrin(Dale et al.,, 1985)und
Trichohyalin(Lee et al., 19933ind an der Bindelung von Keratinfilamenten in Keratinozyten
beteiligt. Keratin 8 bzw. 18 kdnnen an die zytoplasmatische Domane des -Tumor
NekrosefaktoiRezeptor 2 TNFR2) binden und die JNKermittelte Signalkaskade und

N F a-Aktivierung hemmen(Caulin et al., 2000) CK18 kann auf3erdem spezifisch die
TNFRI-assoziierte ®desdoméan®rotein (TRADD) binden. Dadurch bindet TRADD nicht
mehr an aktivierten TNFR1, wodurch Thifduzierte Apoptose abgeschwacht wihdada et

al., 2001) CK18 interagiert phgshorylierungsabhéngig mit 133 Proteinen und moduliert
den MitoseVorgang in Hepatozgn (Ku et al., 2002b; Liao and Omary, 1998)s weitere
Bindungspartner von Keratin 8 bzw. 18 sind das Hitzesgirotéin Hsp/c7Q(Liao et al.,
1995a) Hsp 27(Kayser et al., 2013; PPeg et al., 1999)dasDnaJ/Hsp4€Hitzeschockprotein


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Omary%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11917136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Omary%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11917136
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Mrj (Izawa et al., 2000)Chaperon BiP/GRP7@iao et al., 1997und Fasbinding factor 1
(Albatross)(Sugimoto et al., 200&)ekannt.

1.2.4.4 Keratin i Pathogeninteraktionen

Bei einer Reihe von Bakterienfiren und Parasiten sind Interaktionémrer Proteinemit
Zytokeratinen der Wirtszelle bekannBo sind Interaktinen von bakteriespezifischen
Proteinen wie z.B. des Pefloxinsvon Enterobakterien mit CK@\avaAcosia and Navarro
Garcia, 2013)einer Proteasgon Chlamydophila pneumoniamit CK8 und CK18(Dong et
al., 2004; Savijoki et al., 2008)nd eines porenbildenden PriotevonStaphylococcus aureus
mit CK8 und CK1Q(Haim et al., 2010; O'Brien et al., 200®&kannt. hteressanterweise flihrte
die Interaktion von CK6 und CK14 mit Membranproteinen des BakteriBiaasonella
henselaezu einer verstarkten Expression und Depolymerisierung dieser Kevatibharden
mit einererhéhten Infektionsrate in Hektzellen (Zhu et al., 2013)Auch bei Proteinen von
Protozoen sind Interaktionen mit Keratinen in der Literatur beschri@fdagdesian et al.,
2001; Vilela and Benchimol, 2011)

Die Mehrzahlvon beschriebean Keratininteraktionenist jedoch bei Viren zu finderSo
fuhrte die poteolytische Spaltung von CK7 und CKdl8rch eine AdenoviruBroteinasezur
Zerstorung des Keratinnetzwerks in HeZellen zu einer Forderung der Zellyse und
Freisetzung von ViremMNachkommen (Chen et al., 1993; Zhang and Schneider, 1994)
Dagegen war die Interaktion des Nukleoproteins loymphoztischen Choriomeningitis
Virus (LCMV) mit CK1 mit einer S$abilisierung des Keratitletzwerks verbundefLabudova
et al., 2009) Uber eine proteolytische Spaltung von CK8 durch eine virenspezifische
Proteinase des humanen Rhinovirus und Coxsackievirus wird ebenfalladi¢Belpelt etl.,
2000) Desweiteren sind Interaktionen ddS2Proteirs von Herpes Simplex Virus Typ 2 mit
CK18 (Goshima et al., 2001und des hosphorylierten E# Proteins des humanen
Papillomvirus Typ 16 mit intrazellularen KeratingfWang et al., 2009)beschrieben.
Interessanterweise verstarkte ei@K8-Uberexpression die HBYReplikation in einer
HepatomaZzelllinie, wahrenddessen eine Hetamegulation von CK8 sie abschwacli#ong

et al., 2014)Eine gesteigerte CKBxpression wurde in einer Hepatitis C Virus (HERINA-
transfizierten HepatomZelllinie beobachte(Sun et al., 2013aEine CK8/18Expression in
der humanen Mastz&hie HMC-1 konnte die Replikation deRespiratorischeisynzytiat
Virus (RSV) erhdhen, wéhrendie durch Herunterregulierung von CK18 A549Zellen
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reduziert wurde(Shirato et al.,, 2012)Eine RSVInfektion induzierte eine stark€K17-
Expressionin HEp-2 (humane Epitheliomzellen Typ 2 eines LarynxkarzineAed)en und
anschlieBender Synzytidildung (Domachowske et al., 20Q0)

Zusammenfassend zeigen einige der o0.g. KeRdiimogerinteraktionen einen direkten
Einflussvon Keratinerauf die Infeltion, Replikationoder Freisetzung der Pathogene aus den
Wirtszellen. Interaktionen von Viren mit CK8 und CK18 sind haufig beschriedieige auch

bei Hepatitis Viren. Jedoch sind die zugrundeliegenden Mechaniseiggehend ubekannt.

1.2.4.5 Dynamik des Keratinfilament-Netzwerks

Das KeratinflameniNetzwerk (KFN) ist kein statisches Gebilde, sondern besitzt eine hohe
Dynamik (Chou et al., 2007; Sivaramakrishnan et al., 2009; Windoffer et al., 2011; Yoon et
al., 2001) die hauptsachlich tber Keratithosphorylierungen gesteuert wi(du et al.,
2002a; Menon et al., 2010; Omary et al., 2006; Woll et al., 2@i&) Restrukturierung des
KFN kann grundsatzlich entweder durhbauund Neusynthese woKeratinen erfolgen oder
durch Auseinandemund erneuterZusammenbau von Keratldntereinheiten des bestehenden
KFN (Abb. 8). Dies wird als KeratirZyklus bezeichneiLeube et al., 2011)Die erste
Moglichkeit wird durch Studien gestitzt, die eine Kerddiniquitinylierung und nachfolgende
Degradation zeigen konntéu and Omary, 2000; Rogel et al., 2010; Srikanth et al., 2010)
Dieser Mechanismus erfolgt hauptsachliohi erhohtem Zellstress oder bei fehlgefalteten
Keratinen(Jaitovich et al., 2008; Loffek et al., 2010; Na et al., 20D@&jgegen ist der Keratin
Zyklus des Auseinander und Zusammenbauunabhangig einer ProteMeusynthese und
Degrad#&ion (Kolsch et al., 2010)Er ist grumisatzlich permanent aktiv, wird aber z.B. bei der
Zellmigration und Mitose hochreguliefKolsch et al., 2009; Ku et al., 1998a; Liao and
Omary, 1996; Rolli et al., 2010Mit fluoreszenzamarkierten Keratinen konnte dieser Zyklus
intrazellular aufgeklart werden. Er beginnt mit der Nukleation von Ketatitereinheiten in

der N&he von Fokaladhasionen der Zellperipherie. Von dort erfolgt diel&ttgation und der
vorwiegend Aktn-abh&ngige Transport und anschlielendeb&l in das periphere KFN
(Kolsch & al., 2009; Werner et al., 2004jon einem Mikrotubuhabhangigem fiansport von
Keratinpartikeln wid jedoch auch berichtéLiovic et al., 2003; Windoffer and Leube, 1999;
Yoon et al., 2001)Inwieweit der Trasport vonAktin-Motorproteine wie z.B. Myosin bzw.
Mikrotubuli-Motorproteine (Kinesin und Dyneih abhangig ist, ist bisher noch nicht
abschlieBend gekla(Chang and Goldman, 2004; Helfand et al., 2003; Helfand et al., 2004;
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Liovic et al., 2003; Rao et al., 200Die KF bindeln sich innerhalb des KFN und wandern
weiter in Richtung Zellken. Teilweise werden sie wieder zu l6slichen Keratimtereinheiten
demontiert und liegen dann diffus im Zytoplasma vor. Nach einer Riuckfiihrung zur
Zellperipherie werden sie fir einen neueeratinZyklus recycelt. Alternativ bilden sie eine
stabile Umhiiling des Zellkerns aus oder werden an Desmosomen und Hemidesmosomen
verankert(Windoffer et al., 2011)Eine weitere, jedoch indirekte Dynamik der Keratine (als
auch IF) ergibt sich durch der&ferkntipfung mit dem MFund MT-Zytoskelett durch sog.
Linkerproteine wie z.BPlektin oder BPAGL1.
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Abbildung 8: Zusammenbau, Organisation und Rgulierung von Keratin-Filamenten (KF)

Die Nukleation und Zusammenbau der KF wird an der Zellperipherie in der Nahe von Fokalen Adhasionen
initiiert. lhre Elongation, Bundelung und Reifunindet in einer zentripedal gerichteten, kontinuierlichen
Bewegung statt. Eine Demontage und Reorganisation von reifen KF, vorwiegend in Zellkernnéhe, fuhrt die
KeratinfilamentVorlaufer (KFP) Uber eine zentrifugale Bewegung zuriick bis hin zur Zellperphed ein
erneuter KFZyklus beginnt. Dieser Zyklus ist abhangig von Interaktionen von KF mikiin, weiteren
Proteinen und posttranslationalen Modifikationen wie Phosphorylierungen, Ubiquitinierungen, Sumoylierungen
und OGlykosylierungen. KF sind teileise an der Zellkerhlllle via Plektin/Nesprir8-Komplex, an
Desmosomen via Desmoplakin (DP), Plakophilin (PKP) und Plakoglobin (PG) und an Hemidesmosomen via
Plektin und BPAGle gebunden. Nicht gezeigt sind die Interaktionen von KF mit Mikrotubuli. PM:
Plasmamembran, ECM: Extrazellulare Matrix. Modifiziert né&#m et al., 2013
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1.2.4.6 Posttranslationale Modifikationen von Keratinen

Die Kopf- und Schwanzregion der Keratine wird im Gegensatz zur zentralen Stabdoméane
durch ihre freiere Zuganglichkehaufig durch Phosphorylierungen und Glykosylierungen
posttranslational modifiziefHeins and Aebi, 1994; Omary et al., 200dehrere spezifische
Phosphorylierungstellenan SerinRestenz.B. bei CK8 (Ser23, Ser73, Ser431 urtK18
(Ser33, Ser52) sind in diesen flankierenden Regionen bef@nmdry et al., 1998; Owens and
Lane, 2003) Diese regulieren ihre Assoziierung mit zellularen Protei(i&n et al., 1998a;
Omary etal., 2006) ihre Ubiquitinierung und Degradierur{daitovich et al., 2008; Ku and
Omary, 2000)sowie ihr Zusammenbau und Organisat{@maryet al., 2006) p38 MAPK,
ProteinKinase C und MAPKARKIinasen wurden als beteiligte Kinasen beschriglddenon

et al., 2010; Sivaramakrishnan et al., 2009; Woll et al., 2007)

KeratinPhosphorylierungen spielen die zentrale Rollembelynamischen Austausch von
l6slichen  KeratilUntereinheiten (z.B. Tetrameren) mit bereits polymerisierten
Keratinfilamenter(Flitney et al., 2009; Ku et al2002a; Liao et al., 1995b; Sivaramakrishnan
et al., 2009; Windoffer et al.,, 2004; Woll et al., 200Bine KeratiRPhosphorylierung
verhindert die Filamentbildungn vitro und erhéht den Anteil I6slicher Keratifinheiten
(Strnad et al., 2001; Yano et al., 199Auch beim Mitose/organg,korreliert eine verstarkte
KeratinPhosphorylieung mit vermehrtem Auftreten von l6slichen Kerdtintereinheiten
(Klymkowsky et al., 1991; K et al., 2002b)Diese dynamische Reorganisation von Keratinen
ist auch bedeutend fir ihre Widerstandsfahigkeit gegeniber mechanisdieay et al.,
2009; Ridge et al., 2005; Sivaramakrishnan et al., 2086)nichtmechanischen Stre¢ku

and Omary, 2006) So wurde m transgenen Mausen mit eingeschréankter Keratin
Phosphorylierung eine erhohte Apoptose von Hepatozyten nach Einsatz von Apoptose
induzierenden Substanzen im Vergleich zu WildWausen festgestelfKu et al., 1998h)
Dies spricht fur eine ApmoseSchutzfunktion von Keratinen durch Wegfangen von
Phosphorylieungen, die eigentlich von Streaktivierten Kinasen fir prapoptotische
Substrate vorgesehen sind (sog. PhospohtvammModell) (Ku and Omary, 2006)
Ubermassig erhohte Keratinplpbsrylierungen filhren jedoch zu einer 4&€organisation
und KFGranulatbildung (s. audkapitel 1.2.5.

Aus Kklinischer Sicht kénnen permanente Veradnderungen in der Org@amisan Keratinen
ihre Funktionen im Patienten beeintrachtigen. So treten z.B. Hyperphosphorydieuwmd)
Mutationen vonCK8/18 gehauft bei diversen Lebererkrankungen auf und korrelieren mit

einem schwereren KrankheitsverlaBeispiele sind hier die cbnische Hepatitis B und C,
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Primare biliare Zirrhose undkates Leberversager{Toivola et al., 2004; Zatloukal et al.,
2004)

Durch diehohe Dynamik von Glykosyliergen dirch Glykosyltransferasen werdatigemein
zahlreiche Funktionen wie Proteithosphorylierungen, subzellulare Lokalisierung, Pretein
Proteirinteraktionen, GeiTranskription und Proteindegradierurrgguliert (Zachara and
Hart, 2006) Glykosylierungen N-Acetylglucosamin)von Keratinen an verschieden&erin
Resten sind ebenfalls bekannt; z.B. B&18 an Ser29, Ser30, and Serd81 and Omary,
1995) Insbesondera derPhase de&2/M-Arrests wurde eine vistarkte Glykosylierung von
CK8/18 beobachtefChou and Omary, 1993)die mit ihrer erhohten Loslichkeit und
nachfolgenden Degradierung durch das Proteasom einhe(@nkanth et al., 2010)
Weiterhin wird der Glykosylierung vonCK18 eine zytoprotektie Rolle zugewiesen da
Hypoglykosylierungen von CK18 zu vermehrter Apoptose in Mauselebern durch
Inaktivierung von AktiKinase und Protein Kinase C fuh(t€u et al., 2010)

Weiter sind Transglutamylierungen von einigen Typ |l Keratinen in mehrschichtigen
Epithelzellen beschrieben, die Verknupfungen zu anderen Proteinen wie z.B. Loricrin,
Involucrin und Envoplakin in der intrazellularen Seite der Plasmamembran herstellen und
damit zur Zellstabilisierung beitragé@andi et al., 1998; Omary et al., 1998)
Disulfidbrickenbildungen werdebei einigen Keratinen zu ihreBtabiisierung (mangels
CysteinResten nicht beCK8/18) ausgebildefWang et al., 2000)

Acetylierungen wurden bei manchen Keratinen (ZJB8) ebenfalls nachgewiesen, wobei
dessen Funktion noch unbekannt ist. Jedoch ist eine Ubermallige Acetylierung wie bei einer
Hyperphosphorylierung mit einem Zusamrbarch des Zytoskeletts assoziiéitrake et al.,
2009)

Eine Ubiquitinierung undSumoylierungvon Keratinen und nachfolgende Degradation
Proteasonwurde ebenfalls gezeigdaitovich et al., 2008; Ku and Omary, 2000; Snider et al.,
2011)

Weiterhin ist eine Caspasermittelte Degradation von Typ | Keratinen, z@&K18, CK19
beschrieben. Typ Il Keratine scheinen aus bislang unbekannten Griinden davon ausgenomme
(Ku et al., 1997)
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1.2.5 Der Phosphatasdnhibitor Okada inséure

Die Okadansaure (OA) wurde erstmalig aus dem marinen Schwadtatichondria okadai
isoliert, dem sie auch ihren Namen verdankt. Urspringlich wird OA jedoch von marinen
Algen wie z.B.Dinophysis oder ProrocentrumArten produziert undkann sich in Muscheln

und Sefischen soweit anreichern, dass beim Verzehr zu einer Nahrungsmittelvergiftung
beim Menschen kommt. OAst eine wasserunlosliche Fettsdure mit tumorférdernden
Eigenschafter{Fujiki et al., 1992) Sie zahlt wie z.B. Orthovanadat und Calyculin A zu den
sog. Phosphatadehibitoren (Deery, 1993; Haystead et al., 1989)A inhibiert sehr
spezifisch die Serthund ThreoniAProteirPhosphatasen PP1 (IC50 =26 nM; vollstandig

1 uM) und PP2A (IC50 = 0,1 nM; vollstandigZL nM) (Cohen et al., 1989Wwahrenddessen
PP2C, saure und basische Phosphatasen sowie Phosphed®yaisinphospatasenkaum
beeinflusswerden(Bialojan and Takai, 1988; Ishihara et al., 1989)

OA flhrte zu einer verstarkten Phosphorylierung von Seund ThreonirResten etlicher
intrazellularer Proteina vitro (Haystead et al., 1989; Reaven et al., 1988ch eine erhdhte
Phosmorylierung von Keratiner{Kasahara et al., 1993; Paramio, 1999; Yatsunami et al.,
1993; Yuan et al., 1998)Jnduzierung von Kinas@ktiviaten (z.B. Proteinkinase C (PKC),
p38, extrazelluldsignalregulierte Protekinase 1, 2 (ERK),-un Nterminale Kinase (JNK),
stressaktivierte Proteinkinase (SAPK), doppelstrangige fahl#angige Proteinkinase (PKR))
(Chen et al., 2000; Chen, 2011; Gopalakrishna et al., 1992; Westermarck et al., 1998; Yoon et
al., 2006)und desNF-aB und Caspas8ignalweggqChen, 2011wurde beschriebemekannt

ist auch seing38-vermittelte Phosphorylierung von IF and IFA@hen et al., 2000; Cheng
and Lai, 1998; Ku et al., 2002&Bei Untersuchungen von OA auf die Reorganisation von
Keratinen, kam egonzentrationsund zeitabhédngig zum Anstieg ihres l6slichen Anteils, zu
einer Reorganisierung des ¥etzwerks, Verdichtung von KF um den Zellkern und Bildung
von zytoplasmatischen drperinuklearen Keratingranu(@lankson et al., 1995; Kasahara et
al., 1993; Strnad et al., 2001; Yatsunami et al., 1988)e Uberexpression bzw. Steigerung
derp38Kinaseaktivitat fihrte in einer transgenen humanen epidermalen Tuhoiz&d-431

zu ahnlichen ErgebnisséiVvoll et al., 2007) Umgekehrt konnte id KeratinReorganisation,
ausgelostdurch den Pbsphataselnhibitor Orthovanadatdurch pharmakologische als auch
trankriptionelle Inhibierung der p3RinaseAktivitat verhindert werder{Strnad et al., 2003;
Woll et al., 2007)

Dartberhinaus bewirkt OA eine Destabilisierung von Desmosomen und Fokalen Adhasionen
(Pasdar et al., 1995; Romashko and Young, 2004; Serres et al., 1997; Young et al., 2002)


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Dinophysis_sp.&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Prorocentrum_sp.&action=edit&redlink=1
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fuhrt zur ZellabrundungRomas$ko and Young, 2004; Strnad et al., 200hy beeinflul3t die
Zellmotilitat (Harisi et al., 2009; Ruzsnavszky et al., 2013; Young et al., 2002)

Verschiedene Studien konnten auch eigarflussvon OA auf die @ganisation von anderen

IF (Cheng et al., 2000; Eriksson et al., 1992; Lee et al., 1992; Sacher et al., 1992; Shea et al.,
1993) als auch MF und MT(Fiorentini et al., 198; Gliksman et al., 1992; Gurland and
Gundersen, 1993)zeigen. Bei niedrigen O#&Konzentrationen waren jedoch keine
signifikanten Veranderungen bei MF und MT feststellfiankson et al., 1995; Strnad et al.,
2001)

In OA behandelten Zellen wurde zunachst ein Riickgang von KF in der Zellperipherie und erst
spaterin der perinukledren Region geseh@&itrnad et al., 20010A erh6ht die Menge an
l6slichen KeratirEinheiten in der Zelle, welche zusatzlich mit dem Ldslichk€agaktor 14
3-3-Proteinen kolokalisiert sin@Liao and Omary, 1996; Strnad et al., 2001; Strnad et al.,
2002)

OA bewirkt eine konzentrationsund inkubationsze#abhéngige reversible Fragmentierung
des GolgiApparats und dadurch eine verminderte extrazellulare Sekretion von Proteinen
(Lucocq, 1992; Lucocq et al., 1995; Reaven et al., 1993; Sato et al., 1998; Tamaki and
Yamashina, 2002; Waschulewski et al., 19¥R-Golgi-Transportlinhibierung(Davidson et

al., 1992; Lucocq et al., 1991; Pryde et al., 1968) Reduzierung der Prote8ynthese
(Lucocq et al., 1991; Redpath and Proud, 198®Yyeinzelt ist jedoch auch eine durch OA
verstarkte Sekretion voRroteinen beschriebdda Cruz e Silva EF et al., 1995; Pshenichkin
and Wise, 1995)

Eine konzentrationsund zeitabhangige Reduzierung der Zellproliferation und Induzgerun
von Apoptose in OAehandelten Zellen wurde ebenfalls beobac(fetber et al., 2012;
Hanana et al., 2012; Haneji et al., 2013; Opsahl et al., 2013)
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Pathogenese einer Hepatitis B Virus (HBWfektion beruht hauptsachlich auf den Faig

der Immunantwort des Wirtes gegen H¥izierte Hepatozyten. In friheren Studien mit
transgenen Mausen wurde jedoch gezeigt, dash die HBV-Oberflachenproteine direkt
schwere Leberschadigungen (auch Zelltod von einzelnen Hepatozyten), sekundare
Entzindungsprozesse und Hepatokarzinogenese induzieren k{@hesari et al., 1987;
Chisari et al., 1989)Die Expression dieser Proteine fihrte zu einer intrazellularen toxischen
Akkumulierung und Aggregatbildung von LHBs und HBsAg iEndoplasmatischen
Retikulum (ER) der Maushepatozyté@hisari et al., 1986)Diese LHBs und HBsAg
Aggregate finden sich aucdimnerhalb von humanen Hepatozytbai chronisch mit HBV
infizierten Patienten(lwai et al.,, 1988) Ein charakteristisches Kennzeichen anderer
chronischer Leberkrankungen, wie z.B. die der alkoholischen (ASH) uistitalkoholischen

Form der Steatohepatit(ttNASH), sind MalloryDenkKdrperchen (MDB), die intrazellulare

und Uberwiegend hyperphosphorylierte Aggregate aus Zytokeratinen (CK) in Hepatozyten
darstellen (Strnad et al., 2008ei der chronischen Hepatitis Bnd auch bei anderen
LebererkrankungeRorreliet eine vermehrte CK&Phosphorylierungnit einem schwereren
Krankheitsverlauf(Shi et al., 2010; Toivola et al., 2004)a diezytoprotektiven und anti
apoptotischen Funktionater Zytokeratine eingeschrénkt sif®trnad et al., 2032

Vor diesem Hintergrund sollte ein fir HBXoteine transgesein-vitro Zellkulturmodell
geschaffen werden. Damit sollte u.a. die Frage beantwortet werden, ob die intrazellulare
Verteilung der HBsProkine, insbesondere des LHBs, durch CK sowie andgteskelett
Komponenten wie MikrofilamentéVF) und Mikrotubuli MT) beeinflusst wird. Dazu sollten

die DNA-Sequenzen von SHBs und LHBs sowie des LHBsA{BRstrukts, welches auch in

0.9. HBstransgenen Mausen vorliegt, in lentivirale Vektoren separat voneinander kloniert
werden. Nach Herstellung infektioser Lentivirgpilten mit diesen die Hepatozyt@elllinien

Huh7 und AML:12 sowie die Fibroblastefelllinie NIH3T3 stabil transduziert werden. Das
verwendete lentivirale System (T@n) sollte eine mit Doxyzyklin (Dox) feinregulierbare
Expression der HBPRroteine erlaben, um etwaige toxische Effekte der Proteine zu
kontrollieren. Mit ImmunfluoreszenEarbungen sollte die subzellulare Lokalisierung und
Verteilung der HB<Proteine analysiert werden. Ein méglicher Einfluss der CK, MF und MT
hierauf sollte mit auf diese Kaponenten selektiv depolymerisierewttkenden Substanzen

wie Okadainsaure (OA), Cytochalasin D (CytoD) und Nocodazol (Noc) getestet werden.
Etwaige Kolokalisationen und Interaktionen der HB®teine mit dem Zytoskelett sollten
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durch verschiedene Verfalrevie z.B. KonfokalMikroskopie undProximity Ligation Assay
bestéigt bzw. ausgeschlossen werden.

Zytokeratine weisen vielfaltige Funktionen und Eigenschaften auf. Hier sind z.B. die
Beteiligung an Signaltransduktionen, Ausbildung und Aufrechterhaltungelpolaritéat von
Epithelzellen, die eine wichtige Rolkei der HB\ Infektion einnimmt(Schulze et al., 2012)

die Dynamik von Keratinfilamenten (sog. Keratinzyklus) und die Verknipfung mit MF und
MT zu nennen. MT sind z.B. aniransport der HBWukleokaspide zum Zkdern der
Wirtszelle beteiligt (Rabe et al., 2006)Zudem sind eine Reihe voKeratinPathogen
Interaktionen, wie auch bei Hepatiéren beschrieben, die einen direkten Einfluss von CK
auf die Infektion, Replikation oder Freisetzung der Pathogene aus den Wirtszellen zeigen
(Kapitel 1.2.4.4).CK8/18-Proteine liegen nicht nur intrazellular in Hepatozyten vor, sondern
lassen sich auch im menschlichen Blut nachweisen. Erhdhte Konzentratioden $§iich
insbesondere in Patienten mit verschiedenen Lebererkrankugenzu Nekrose und
Apoptose von Hepatozytdithren(Strnad et al., 2012)

Vor diesem Hintergrund sollte der Einfluss von extrazellularen und intrazellularen CK8 und
CK18 auf die HBV-Infektion und HBsAgSekretion durch in vitro HBV-
Infektionsexperimente untersucht werden. Dazu sollte das in der-FtiBa¢chung etablierte
HBV-Infektionssysem mit primdren Hepatozyten, isoliert aus sudostasiatischen
SpitzhdrnchenTupaia belangeji eingesetzt werden. Falls moglich, sollten diese Ergebnisse
Uber eine spezifische Herunterregulierung von CK18 bzw. CK8 in z.B.-idBxierbaren

HepatozyterZelllinien mittels RNAInterferenz bestétigt werden.
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2 Materialien

2.1 Gerate und technische Hilfsmittel

Elektrophorese
AgaroseGelelektrophores&ammer
CCD-Kamera Infinity2
ElektrophoreséNetzgerat Consort EV243

Mikrowelle
UV-Translluminator LAMAG Reprostar 3

ELISA

Fa.CarlRoth, Karlsruhe
Fa.Lumenera, Canada

Fa AlphaMetrix Biotech
Rodermark

Fa. Severin, Sundern

Fa. Omicron, England

ELISA-Reader EL808 + Software Gen5 (Vers.1.05.11fa. BioTek, Bad Friedrichshall

ELISA-Reader Fusion

PCR-Gerate
Thermocycler T3000
Mastercycler gradient

Fa. Packard Biosciergc USA

Fa. Biometra, Gottingen
Fa. Eppendorf, Hamburg

Realtime PCR, StepOnePlus (StepOne Software v2.2R23. Applied Biosystems, USA

Mikroskopie
Phasenkontrastmikroskop DMIL
FluoreszenzmikroskoPMRB + UV (ebg 100)

Digitalkamera

UV-Spektroskopie
Fotometer NanoDrop(D0
Fotometer Picoadrp

Waagen
Analysenwaage A200S
Tischwaage FAL5002

Fa. Leica, Wetzlar
Fa. Leica, Wetzlar

Fa. Nikon, Japan

Fa. Thermo Scientific, USA
Fa. Biozym Scietific, Oldendorf

Fa.Sartorius, Gttingen

Fa.Faust, Schaffhausen
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Western Blotting

Elektrophores&Kammer Multigel
RontgenfiimEntwicklungsGerat AGFA CP1000
SemiDry-Fastblot B44

Zellkultur gerate Feinrichtungen
Kryo-Einfrierbehalter

Zentrifuge GS6KR

Zell-Inkubator IG 150
Zellkultur-Sterilwerkbank HBB 2448

Sonstiges
Autoklav 75S

Bakterienschuttler SBOOR
Homogenisierer Ultrd urrax T8
KonfokalMikroskopTCS SP5X
Kuhl-Tischzentrifuge Mikro 200R
Magnetrtihre

pH-Mel3geréat 632

Pipetten

Pipettierhilfe

ProteOnE XPR36
Reinstwasseranlage M#) Biocel und Bx 3
Ruttler Vibrax VXR basic

Thermomixer 5436

Ultra-Zentrifuge + SW 41 FRotor

Vortexer (Kat. Nr. 72020)

Wippschuttler (Kat. Nr.44-0142)

Zentrifuge CR422

Protein

Fa. BiometraGottingen
Fa. AGFA, Mortsel (Belgien)

Fa. Whatman, Biometra

Fa.neclab, Heidelberg
Fa. Beckman, USA
Fa.JOUAN, Unterhachingen

Fa.Heraeus Instruments, Hanau

Fa. HP
Oberschleifheim

Fa. Lab.Companion / Jeio Tech
Fa. IKA-Werke, Staufen

Fa. Leica, Wetzlar

Medzintechnik,

Fa. Hettich, Tuttlingen

Fa. IKA-Werke, Staufen
Fa.Metrohm, Schweiz

Fa.Gilson, Middleton/USA

Fa. Integra Biosciences, Fernwald
FatBerad USAI o n
Fa. Merck Millipore, Darmstadt
Fa. IKA-Werke, Staufen
Fa.Eppendorf, Hamburg

Fa. Beckman, USA

Fa. neeLab, Heidelberg

Fa. VWR, Darmstadt

Fa. JOUAN, Unterhachingen

Arr ay

Sy
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2.2 Verbrauchsmaterial:

Western Blotting

Blotting-Membran ImmobilorP
Entwicklungsfilme ClXposure (5x7 inches)
Filmkassette Sezial200 (18 x 24 cm)
Gel-Blotting Papier

Zellkultur

Deckglaser, rund, ¥ mm

Kryoréhrchen 2 ml

Multiwellplatten 6, 12, 24 und 96Well
Petrischalen, @ 10cm und 15cm
StandareObjekttrage

Stripetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
UltrazentrifugationsR6hrchen(Polypropylen)
Zellschaber

ZentrifugenRohrchen, 15 und 50 ml

Sonstige Verbrauchsmaterialien
Glasbehalter (Becherglaser, Mef3zylinder)
Nunc MaxiSorp (9éVultiwell -Platten)
Petrischalen (Bakteriologie)
Pipettenspitzen 10 pul, 200 pl und 1000 pl
ProteOn Sample Vials

ProteOn GLM Sensor Chip
ReaktionsgefalRe®ml, 1,5 ml und 2,0 ml

2.3 Chemikalien und Reagenzien

2-Propanol p.A.
4'.6-Diamidino-2-phenylindotDihydrochlorid (DAPI)

Fa. Millipore, Wiesbaden
Fa. Thermo ScientifidJSA
Fa. RegoX-ray, Augsburg
Fa. VWR, Darmstadt

Fa. Langenbrinck, Emmendingen

Fa.Greiner bicone,Frickenhausen
Fa.Greirer bic-one,Frickenhausen
Fa.Greiner bieone,Frickenhausen
Fa. Langenbrinck, Emmendingen

Fa. Greiner bieone, Frickenhausen
Fa. Beckman, USA

Fa. Sarstedt, Nurnbrecht

Fa. BD Biosciences, Heidelberg

Fa. Schott, Mainz

Fa.Thermo ScientificUSA
Fa.Greiner bieone,Frickenhausen
Fa.Sarstedt, Nurnbrecht

Fa. Biorad, USA

Fa. Biorad, USA

Fa.Eppendorf, Hamburg

Fa. SigmaAldrich (33539)
Fa. Appichem(A1001,0010)
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Agarose(Broad Range
Albumin (bovine), Fraktion V (ELISAgrade
Ampicillin

Complete Mini,EDTA-free Praease Inhibitor
Cocktail Tabletten

Dithiothreitol

DNA-Langenmarkefiir AgaroseGele
Einbdatmedium fur Immunfluoreszenz
Essigsaure (100%), p.A.

Ethanol 99,%, vergallt

Ethanol 99,% p.A.

Gel Auftragspuffer, blau (6X)

LB-Agar

LB-Medium

Methanol p.A.
Methylammoniumchlorid

Methylenblau

MgClzLdsung (1 M)
Proteinlangemarker fur Wesern Blotting
PhosSTOP Phosphatasdibitor Tabletten
Spectinomycin

Strepavidin-HRP (high sensitivity)
TAE-PufferKonzentra (50x)
TMB-Substrat fur ELISA

Tween20

Xfect Transfection Reagent

Fa.Carl Roth(T846.3)

Fa Merck(126593)
Fa.Carl Roth(HP62.))
Fa.Roche(11836170001)

Fa. CarlRoth(6908.3)

Fa. Fermatas(SM1293

Fa. Dako(S3023)

Fa. Merck(1.00063.1011)

Fa. Berkel AHK(2522P)

Th. Geyer(2246.2500)

New England Biolab$B87021S)
Fa.Cal-Roth(X969.1)
Fa.CarlRoth (X968.1)

Fa. SigmaAldrich (32213)

Fa. Merck(8.06020.0000)

Fa. Merck 159270)

Fa. SigmaAldrich (M1028)
Fa.Thermo FScientific (26620)
Fa. Roch€04906845001)
Fa.AppliChem(A3834,0001)
Fa.ThermoF. Scientific (21130)
Fa. GIBCO (2471@30)
Fa.RnD SystemgDY999)

Fa. SigmaAldrich (P7949)

Fa. Clontech (631317)

Falls nicht aufgelistetstammten di€€C h e mi kal i en / Reagenzian (Q
Af ¢r di e Mol ekul ar bRothlKarlgruhe; 3. Merck, Darmdstadt bzWw.ader C a
Fa. SigmaAldrich, Taufkirchen.
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2.4 Medien und Zusatze fur Zellkultur

Capsofungin (Acetat)

Collagenl (rat tail)

Cytochalasin D

DMEM

DMEM @ Phenolrot

DMEM/F-12 (1:1)

Doxyzyklin

Fotales Kalberserum (Tetrazykdirei)
Geneticindisulfat (G418)
Hepatozyen-Wachstumsmedium (HGM)
Nocodazol

Okadansaure
Okadansaure(InSolution)

Penicillin / Streptomycin100x
Puromycin

RPMI 1640

Trypsin / EDTA, @ Ca/Mg (10x)

2.5 Rekombinante Proteine (human)und Peptide

Keratin 8, 100 ug
Keratin 18, 100 pg

praStPeptid -terminalmyristyliert)
AminosaureSequenz: MWGQNLSTSNPL
WDFNPNKDTW PDANKVG SA WSHPQFEK

Fa. Cancidas / MSD SHARP &
DOHME, Haar

Fa. Coning (354236)

Fa. SigmaAldrich (C8273)

Fa. PANBiotech(P043609)
Fa. PANBiotech(P0403588)
Fa. PANBiotech(P0441252)
Fa. Clontech (631311)
Fa.PAN-Biotech(P303-3602)
Fa.CarlRoth(0239.3)

Med. Virologie, Giel3en, AG Glebe
Fa. Merck(487928)

Fa. Santa Cruzs¢-3513)
Fa.Merck (495609)

Fa. PANBiotech(P0607100)
Fa. CarfRoth(0240.3)

Fa. SigmaAldrich (R8758)

Fa. PANBiotech(P16023100)

Fa PROGEN, Heidelberg (62213)
Fa. PROGEN, Heidelberg (62217)

Fa. Biosynthesis, USA

GFFPDHQLDP AFRANTANPD

DasN-terminale Glycinist wie die praSiDomane des LHBs myristyliert (MyrpPie letzten
zehn C-terminalen Aminoséauren sind ein Spacer (SA) sowie ein Siagp(WSHPQFEK)
Das praS4Peptid wurde von freundlicherweise von d&G Glebe (Med. Virologie, JLU

Giel3en zur Verfliigung gestk.
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2.6 shRNA fur RNA-Interferenz

KRT18 SureSilencing shRNA Plasmaid

2.7 Enzyme

Phusion HigkFidelity DNA Polymeras
Platinum SYBR Green qPCR SuperMiDG
Restriktionsenzym M

Restriktionsenzym Nek

Shrimp Alkaline Phosphatase
T4-DNA-Ligase

2.8 Kits

Endofree Plasmid Maxi Kit
Enzygnost 6.0
EnzygnostZusatzreagenzien
iScript cDNA Synthese Kit

Lenti-X Tet-On Advanced Inducible Expression Syst.

QIAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAamp Viral RNA Mini Kit
RNeasy Mini Kit

Proximity Ligation Assay (PLA)

DUOLInk InSitu PLA Probd}Mouse Plus
DUOLInk InSitu PLA Probd}Rabbit Minus
DUOLInk InSitu Wash Puffers, Fluorescence
DUOLInk InSitu Mounting Med with DAPI
DUOLInk InSitu Detection Reagent green

Fa. Qiagen (KH00452P)

Fa. Thermd-. Scientific (F530s)
Fa. Life Technologie§11733046)
Fa.NEB (R0198S)

Fa.NEB (R0189S)

Fa.Thermo FScientific(EF0511)
Fa.Thermo F.Scientific(EL0011)

Fa.Qiagen(12362)

Fa. Siemens Heathcare (OPFMO035)
Fa. Siemens Heathcare (OUVP17)
Fa. Biorad, (L70-8890)

Fa. Clontech (632162)
Fa.Qiagen(28704)
Fa.Qiagen(28104)
Fa.Qiagen(27109

Fa.Qiagen(52909

Fa. Qiage (74104)

Fa.SigmaAldrich
(DUO92001)
(DUO92005)
(DUO82049
(DUO8204Q
(DUO92014)


http://www.qiagen.com/Products/Catalog/Assay-Technologies/RNAi/SureSilencing-shRNA-Plasmids?catno=KH00452
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2.9 Antikorper
Tabelle 2: Primare Anti kérper
Bezeichnung Herkunft

3-Aktin (Kaninchen)

Fa. Cell Signaling (4970)

BiP/GRP 78 (R0) (polyklonal Ziege)

Fa. Santa Cruz (4650)

HBsbiotinyliert (monoklonal Maus)

Fa. Siemens Heathcare (Enzygno8j 6

HBsAg (monoklonal Maus), Klon HB5

Fa. EXBIO (1329-C025)

HBsAg (polyklonal Ziege)

Fa. IMGENEX (IM&®013)

HBsAg (polyklonal Kaninchen)

Fa. Fitzgerald (2BIR20)

HBsAg (monoklonal Maus), C20/02*

Med. Virologie AG GlebeJLUGiel3en

LHBs (monoklond&flaus), MA18/07**

Med. Virologie AG Glebe]LUGiel3en

Keratin K8 (polyklonal Meerschweinchen)

Fa. PROGEN (®B)

Keratin K18 (monoklonal Maus)

Fa. PROGEN (61028)

PANKeratin (polyklonal Kaninchen)

Fa. Dako (Z20622a2)

Sec613 (polyklonal Kaninchen)

Prdf. Zimmermann, Homberg

h-Tubulin (Maus)

Fa. Santa Cruz (5286)

h-Tubulin (Kaninchen)

Fa. Cell Signaling (2144)

* erkennt konformationsabhangig diaterminante von SHBs

**erkennt konforméionsunabhangig AS 334 von prdS1(Heermann et al., 1984)

Tabelle 3: Sekundare Antikorper

Bezeichnung

Herkunft

Alexa Fluor 555 godatguinea pig 1gG (H+L)

Molecular probes/Invitrogen (R21435)

Alexa Fluor godt mouse 1gG, 488

Molecular probes/Invitrogen (A11017)

Alexa Fluor godt mouse IgG, 568

Molecular probes/Invitrogen (A11019)

Alexa Fluor godt rabbit IgG, 488

Molecular probes/Invitrogen (A11008)

Alexa Fluor godt rabbit IgG, 568

Molecular probes/Invitrogen (A21069)

Alexa Fluor donkey goat IgG, 488

Molecular probes/Invitrogen (A11055)

Alexa Fluor donkely goat IgG, 568

Molecular probes/Invitrogen (A11057)

Anti Rabbit IgG HRP

Cell Signalind7074)

Anti mouse 1gG HRP

Cell Signaling (7076)

goath guinea pig IgG HRP

Santa Cruz (sc2438)
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2.10 Plasmide

pLVX Tight -Puro

In die Multiple Cloning SitgMCS) diesedentivirale Transferplasnas (Bestandteils ddsits

A L e-K Teit-On Advanced Inducibe E x pr e s s FaoGiont&ly wurdemuie DNA
Sequenzen demCherryProteinsbzw. der HBV-Oberflachenproteineinkloniert. Vor der
MCS sitzt das Tetrazykli#ResponsdElement (TRE), das aus der TetrazykKbDperator
Sequenz (te®) und einem modifiziken CMV-Promotor besteht. Die Expression dieser
Sequenzen wird Uber den Tetrazykdibhangigen transkriptionellen Transaktivator (tTA),
kodiert von dem RegulatorplasmpmlLVX Tet-On Advanced(s.u.), und Doxyzyklin(Dox)
gesteuert. Dies erlaubt eine regthigre Expression der Transgene durch verschieDeme
Konzentr at i eOn égsterfi)sNelen lendiviralen Sequenzen (RBv responsive
element(RRE), central polypurine tract(cPPT), woodchuck posttranscriptional regulatory
element(WRPE) besitzteszudem ein bakterielles und ein eukaryontisches Resistenzgen zur

Selektion mit den Antibiotika Ampicillin und Puromycin.

pLVX Tet-On Advanced

Diesedlentivirale Regulatorplasmid stammt ebenfallsl s d e m -K Tet-OnA\tdvanced i
Inducible Expressi n S y suhde exgrimiert konstitutiv einen Tetrazyklabh&ngigen
transkriptionellen Transaktivator (tTA). Dieser bindet nur in Anwesenheit von Dox an die
TetrazyklinOperatorSequenz (te©) aus dem PlasmigLVX Tight-Puro (s.0.) und flhrt
daraufhin zurExpression des danach geschalteten Transgens. In Abwesenheit von Dox
unterbleibt die Expression des Transgens. Neben lentiviralen Sequenzen (z.BcHRRE,
WPRE enthélt eszur Selektion Resistenzgene geg&mpicillin-, Geneticin (G418) und
Hygromycin

Lenti-X-HTX -Verpackungsplasmide

Dieser PlasmigMix ist Bestandteil deKits A L e-X Tet-On Advanced Inducible Expression
Systenii, Fa. Clonteclund besteht aus sechs verschiedenen Plasmiden, deren genauer Aufbau,
Sequenz und Mengenverhéltnis dem Kundes kammerziellen Griinden niclzuganglich
gemachtwerden Die Plasmide enthalten u.airale regulatorischeSequenzensowie fur
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Strukturproteine, reverse Transkriptase, Integrasend fur das Hillproteindes Virus
(Glykoprotein des Vesikularen Stomatitis ¥sr (VSV-G)).

pCH9-3091

Dieses Plasmid isein pBR322Derivat mit CMV-Promoter und enthalt ein 1,1faches
Uberlangenkonstrukt deskompletten HBV-Genoms vom Genotyp D (Serotyp aywl,

GenBankID: DQ464168.1, Junkeiepmann et al. 1990). Das Plasmid wurde

freundlicherweise von dekG Glebe (Med. Virologie JLU GielRen zur Verfigung gestellt.

Aus diesem Plasmid stammen die HBWberflacherSequenzen, die in das lentivirale
TransferplasmighLVX Tight-Puroeinkloniert wurden.

pCH9-3091 ohne_ CMV

Dieses Plasmi@5146 bp) ist ein Derivat des Plasmids pCB®1. Im Gegensatz zu diesem
besitzt es keinen CMNEnhancer und CM\Promotor. Auf3erdem fehlt die pc@re Sequenz.

Die Expression der HB\Dberflachenproteine und HBx wird damit ausschlie3lich durch den
HBV-Promobr(en) bewirkt. Dies fuhrt zu einer Expression dieser Proteine im natirlichen

Verhéltnis personliche Mitteilung voRD Dr.Glebe et al.).

pCH-9-HBV -LHBS(XXS)

Dieses Plasmid ist bis aj¢ eine Basemutation in den Startcodons daédSt und praS2
Domaére des LHBs mit dem Plasmid pCFHE91 ohne_CMYV identisch. Dadurch exprimieren
transfizierte Zellen nur das SHBsaber mcht das MHBs und LHBsProtein (persénliche
Mitteilung vonPD Dr.Glebe et al.).

pcZ mCherry

Es handelt sich um das Plasmid pcDNA3.dl&as den mCherr@RF in der MCS enthélt. Es
besitzt eine ZeomyciResistenz. Das Plasmid wurde freundlicherweise vonAderGlebe

(Med. Virologie, JLU GielRen)zur Verfigung gestellt und wurde zur Etablierung der
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lentiviralen Transduktionen auf 293T Zellemgesetzt. Die mChen$equenz kodiert fur ein
monomeres retluoreszierendes Protein mit einer max. Absorption bei 587unch max.
Emission bei 610 nm. Es wird sehr schnell nach Transkriggtan gelldet und istsehr
photostabilShaner et al., 2004)

pPEGFP-Golgi

Hierbei handdles sich um eine modifizierte Form desginalvektos pEYFR-Golgi von der
Fa. Clontech (6909), bei dem die EYFPgegen die EGHSequenz aus dem pEGHP
Vektor (Kat. Nr. 60861, Fa. Clontech) uUber die Restriktionsschnittstellen Agend Not |
ausgetauscht wurde (durdAD Dr. Martin Roderfeld eigene AG. Es kodiert firein
Fusionsprotein aus dem EGIPPotein (max. Absorption/Emission: 484/510 nm) und der N
terminalen Region A S) der 1 4 Guakiasyitransferase (GT). Diese Region der
GT enthalt ein MemlamverankerungSignalpeptid, dassdas Fusionsprotein zu der
transnedialen Region des Goléipparats leitet und somit als Gollarker dient(Teasdale et
al., 1994)

pCMV BIiP -Myc-KDEL -wt

Dieses Plasmid wurde von der Fa. Addgdfat. Nr.27164) bezogen. Es handelt sich um ein
p-CMV-Plasmid (high copy), das dienumane Sequenz des Proteins BIiP Binding
immunoglobulin proteinn z us amme n mi t Eyctagim usfag. deA
Lokalisationssequenz KDEL am carboxyterminallgrde enthaltEs besitzt ein Resistenzgen

fur Ampicillin, aber keines zur Selektion in Saugetierzellen.

Keratin 18 (pcDNAS3)

Dieses Plasmid wurdeon der Fa. Addgend&@t. Nr. 18064) bezogen. Es handelt sich um ein
Derivat des Plasmids pcDNA3 (Fa. Invitrogen), in deshumane Sequenz des Prote@is18
einkloniert wurde. In Saugetierzellen fiihrt es konstitutiv zur Expression von CK18. Neben
einem bakteriellen Resistenzgei\rapicillin) besitzt es zu Selektion in Eukaryonten ein

weiteresfir Neomycin(G418).
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SureSilencing shRNA Plasmide gegen CK18

Dieses Produktvon der Fa. Qiagehestand aus insg. funf verschiedenen Plasmiden: Vier mit
einershort hairpin(shyRNA-Sequenz gegen CK18 und einem Neg#tontrollplasmid(NC)
mit einer shRNASequenz, die keine Zielsequeim humanen Genom aufwidsur eine der
Plasmide gegen CK18 (Nr. 2) wurde im Vorversuch als effektiv fur einen Bkdb8kdown
in Huh7-Zellen getestet. Alld’lasmide waren ausgestattet mit einem Ampieillind einem
PuromycinResistenzgen.

shRNASequenz N . 1 U -fcichadtactgtgdadad’

shRNASequenNr . 2 B-¢giastdgRtcagcagattgd”

shRNA-Sequenz Nr. 8ICK18: 5- cagagactggagccattae®’

shRNA-Sequenz Nr. /CK18: 5- cgacctggactccatgagada

shRNA-Sequenz NC 5’- ggaatctattcgatgcatae3”

2.11 Primer

Tabelle 4: Klonierungsprimer

Name Anhang (5> 3")* Genspezifische Sequenz {5'3")
Cherrytight fw | gtcgacgcggccgce cctacgtctcatcagcatgg
Cherrytight rev | gctagcacgcgt ccactgtgctggatattgc

GalibertL-fw gtcgacgcggcecgce agcatggggcagaatctttc
GalibertX-rev gctagcacgcgt cttggaggcttgaacagtagg

GalibertL-fw gtcgacgcggcecgce agcatggggcagaatctttc
GalibertSkrev | gctagcacgcgt ccccatctctttgttttgttagg

GalibertSfw gtcgagcggccgce caatcttctcgaggattggg
GalibertSkrev | gctagcacgcgt ccccatctctttgttttgttagg

* enthalten Restriktionsschnittstellen fir Ndizw. Mlu-I1
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Tabelle 5: Sequenzierprimer

Name Sequenz (5> 3) Lokalisaton

Lenti seq fw |gaacgtatgtcgaggtaggc | vor der MCS des pLWMxght Puro Plasmids
Lenti seq rev |acttgtgtagcgccaagtgc | nach der MCS des pL\ight Puro Plasmids
S6sense tggatgtgtctgcggce im SORF

GaliSegrev |gaattagaggacaaacgggc Ende SORF

GaliSegfw ttctcgccaacttacaaggc | vor XORF

Tabelle 6: Primer fir Echtzeit-PCR

Name Sequenz (5> 3)

RRE for gttcttgggagcagcaggaa

RRE rev |aggtatctttccacagccagga
CK18 for |ggaagatggcgaggactttaatcttgg
CK18 rev |gtctcagacaccadifccatccac
GAPDH for| aaaaacctgccaaatadtp
GAPDH re\ gtagccaaattcgttgtcata

2.12 Primare Zellen

Primare Tupaia Hepatozyten (PTH)

Fur die durchgefihrtenrHBV-Infektionsversuche wurden PTH verwendéie freundlicher
weise von der AG Glebe (Med. VirologidLU GielRen zur Verfligung gestellt wurden. Die
PTH wurden aus den Lebern veildstasiatischen Spitzhérnchehupaia belangeliisoliert,

die aus der Tupaiazucht ddrU Giel3en stammten.

2.13 Zelllinien

AML -12

Diese differenzierte, aber nicht transfornée Zellinie stammt aus Hepatozyten einer
Transforminggrowth-factor-alpha (TGFU Xransgenen (humane Sequemajinnlichen Mwus
(CD1-Stamm, MT42Linie). Die Zellen weisen typische Eigenschaften von Hepatozyten auf
wie z.B. Peroxisomen, Gallengadbnliche Strukturen und produzieren leberspezifische
Proteine ( z.-BntTrypsinp Gramsferrin). Nehen niedrigen murinen TGF
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Mengen, produzieren sie hohe Mengen an humanen0JGF Ei ne Besonder he
Produktion leberspezificher Proteine zwar mit der Zeit in Kultur zurtickgeht, sich aber wieder

durch Haltung in serumfren Medium reaktivieren las@tVu et al., 1994)

Huh7

Diese immortal wachsende Hele wurde aus einem differenzierten hepatozellularen
Karzinom eines 5jahrigen mannlichen Japaners gewmven (Nakabayashi et al., 82). Sie

produziertebenfalls gewisse Mengen an leberspezifischen Proteinen.

NIH3T3

Diese immortale, aber nicht transformierte Stand@bdoblasterZelllinie stammt aus
embryonalen Mauki br obl ast en. NIH steht f ¢ rstehAdsat i o
Abkiirzung fiir die Aussaatbedingungeéralle 3 Tage PassagierefT fansfer) mit3 x 10° /
20cn?), unter denen die damals noch priméren Fibroblasten nach 20 bis 30 Generationen
spontan zu einer unsterblich wachsendenllided mit stabiler Wachstusrate etabliert

wurden.

2.14 Bakterienstamme

One ShotE MawmhlE T1

Diese chemischkompetenten Bakterienzellearspriinglich von der Fa. Invitrogg@8620
03), wurdenvon der AG Glebéfiur die dort stattgefundendflonierungen freundlicherweise

zur Vafliigung gestellt. Sie zeichnen sich durch eine sehr hohe Teilungsrate (ca. 50 min) aus.

NEB 5-alpha kompetente E. coli

Diese chemischkompetenten Bakterienzelleron der Fa. New England Biolal{&at. Nr.

C2988 Jwurden in deeigenen Arbeitsgruppe (ARoeb)fir die Klonierungen verwendet.
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2.15 Puffer, Lésungen und Medien

Das verwendete Wasser (ddbd) fur die Puffer und LOsungenwurde von einer
Reinstwasseranlage (Millipore) mit 0,2 uM Sterilfilter entnommen. Wenn noétig, wurden die

Puffer und Losungen aaklaviert bzw. sterilfiltriert.

2.15.1 Allgemeine Puffer und Losungen

DAPI-L6sung
10 mM in ddHO.

Fur Immunfluoreszengarbungen: 5mindtige Inkubation mit 10 uM DAPI in 1xPBS.

10x PBS

80 gNaCl (=1,37 M)

2 gKCl (=27 mM)

2,45 gKH,PO, (=18 mM)

11,5 gNaHPQ, (=81 mM)

In ca. 900 mddH,O auflésenad 1LddHO. pH-Wertauf 7,4 einstellen mit 1 M HCI.

1x PBS

100 ml 10xPBS + 900 ml ddi9.
Fur Immunfluoreszenz: Zugabe vonljenM C&*/Mg?
Fur Antikorperinkubation und Waschen zusatzlich plus 0,1% TW20 (=-FPBS

ELISA -Beschichtungspuffer (NaPP)

77,4 ml 1 M NaHPQO,
22,6 ml 1 MNaH,POy
ad 1 L ddHO (= pHWert 7,4)
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Methylenblauldsung

0,02% in1lx TAE-Puffer

1x Zell-Lysis-Puffer (ELISA)

1% Triton-X-100 in 1x PBS

2.15.2 Protein-Gelelektrophorese

1x Zell-Lysis-Puffer (Western Blotting)

1% SDS
Je eineT a b e CdmpletefiMini EDTAfree Protease Inhibito€Eoc kt ai | 6 und Al
Phosphatasihibitoro per 10 ml

10x Elektrophorese Laufpuffer (SDSPAGE)

10 g SDS=1% w/v bzw. 35 mM)

30,3 g Trisbase (=0,25 M)

1449 Glycin (=1,92 M)

adl L ddHO (pH 8,3;keine pHWert-Einstellung noétig)

4x Tris-Cl / SDS, pH 6.3 SDSPAGE)

6,05 g Trisbase(=0,5 M)in 40 ml ddHO lésen
mit 1 N HCI auf pH 6,8 bringen

ad 100 ml ddKO

Lésundfiltrieren (0,45 um)

0,4 g SDY=0,4%)zufligen

(4°C-Lagerung
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6x SDS / ProteinprobenPuffer (SDSPAGE)

7 ml 4x TrisHCI / SDS, pH 6,8 (s. vor)
3,8 g (~ 3 ml) Glyzerin

1 g SDS(=10%)

0,93 g DTT (=0,6 M)

1,2 mgBromphenolblau

ad 10 ml ddHO

(aliquotiertbei-70 °C lagern)

SDSPAGE Trenngel-Losung (12% PAA)

8 ml Polyacrylamid (PAA}LOsung

5 ml 4x Trenngelpuffer

7 mlddH,O

Direkt vor dem Gie&n 200 pl Ammoniumpersulfat (¥%6 APS) und 20 ul TEMED zufiigen.

SDSPAGE SammelgelLosung (5,7% PAA)

1,32 ml Blyacrylamid (PAA}LAsung

1,66 ml 4xSammelgplffer

4 ml ddH,O

Direkt vor dem GiB8en 80 pl Ammoniumpersulfat (¥ APS) und 8 pl TEMED zufuigen.

4x Trenngelpuffer; pH 8,8 (SDSPAGE)

375 ml 2 M Tris/HCL; pH 8,8 (=1,5 M)
10 ml 20% SDS (=0%)

ad 500 mddH,O

(4°C-Lagerung
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4x Sammelgelpuffer; pH 68 (SDSPAGE)

125 ml 2M Tris/HCL, pH 6,8 (=0,5 M)
10 ml 20% SDS (=0%)

ad 500 middH,O

(4°C-Lagerung)

2.15.3 Western Blotting

Anode 1-Puffer (SemiDry Blotting)

75 ml 2 M Tris Base50,3 M)

100 ml Methanol (=20%)

ad 500 middH,O (pH 10,4; keine pHEinskllung notig)
(4°C-Lagerung

Anode 2-Puffer (Semi-Dry Blotting)

6,25 ml 2 M Tris Base=25 mM)

100 ml Methanol (=20%)

ad 500 mddH,O (pH 10,4; keine pHEinstellung notig)
(4°C-Lagerung

Kathoden-Puffer (Semi-Dry Blotting)

2,63g -Althino-Capronsauré&40 mM)
100 ml MeOH £20%)
250 pl 20% SDS (=0,01%)

ad 500 middH;O (pH 7,6 keine pHWert-Einstellung nétig)

(4°C-Lagerung
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ECL -Entwicklungslosung A

200 ml 0,1 M TrisHCI (pH 8,6)
50 mg Luminol (Sigma A4685)
(4°C-Lagerung

ECL -Entwicklungslosung B

11 mg paraHydroxycoumarinsaure (Sigma C9008)
in 10 ml DMSO ldsen
(Lagerung bei RT im Dunke)n

Medium stripping buffer

15 g Glycin

1 g SDS (=0,1%)

10 ml Tween 20

auf pH 2,2 einstellen (37% HCI)
ad 1L ddHO

(4°C-Lagerung

2.15.4 Medien

HepatozytenWachstumanedium (HGM)

500 ml DMEM ohne PhenolrgGibco, 21063029)

5 ml ITSMix (Gibco, 41400045)

1 g BSA Albumin Fraktion V, endotoxinarm (Roth, CP77.1)

5 ml Glutamax (Gibco, 25036024)

1 ml Gentamycir{Gibco, 15756045)

107 M Dexamethason (Sigma, D4902)

Vor Gebrauch noch Caspafgin (1:210000 verdinnen) hinzufigena(FCancidas, 50 mg
AcetatForm)
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3 Methoden

3.1 Zellkultur
3.1.1 Kulturbedingungen der Zellen

Alle verwendeten Zellen (293T, AMIL2, Huh7, NIH3T3, Primére Hepatozytgon Tupaia
(PTH) wurden bei 3TC, 26 CG, und 9%6 Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die 293T Zellen
wurden in DMEMMedium, die anderen Zéhien in DMEM/F12- bzw. RPMI 1640
Medium, jewels supplementiert mit 1% FCS,gehalten. Zur Vermeidung von bakteriellen
Kontaminationen wurdéiesenMedien prophylaktisch1001.E./ml Penicillin und 100 panl
Streptomycin zugegebemem Medium von éntiviral transduzierte bzw. mit lentiviralen
Konstruktentransfizierte Zellen wurde zusatzlich 6Q8g/ml Geneticin (G418) und 2 pg/ml
Puromycin als Selektionsantilika zugeflgt Zur Expression der HBXDberflachenproteine
(oder mCherry bei 293T Zellen) wurdesatzlich fur mind. zwelage500 ng/ml Doxygklin

in das Medium gegebenNahrend der Transfektionen wurde auf die Verwendung von
Antibiotika verzichtet. PTH widen in HepatozytelVachstumsmedium (HGM) kultiviert.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Von noch nicht vollstandig konfluent gewachsenen Zellen wurde das Medium abgesaugt,
einmal mit sterilem 1x PBS vorsichtig nachgespilt und danach die Zellen mit 1x
Trypsin/EDTA in PBSPuffer von der Petrischale abgelést. Nach Zugabe von gleichem
Volumen an Medium erfolgte eine Zentrifugation bei 300xg fur 5 min. Das Zellpellet von
einer T75 Zellkulturflasche wurde in einem vorgekihltem Gemisch aus 90% FCS/10% DMSO
resuuspendiert und die Zellsuspension in drei Kryorohrchen zu je 1,5 ml pipettiert. Die
Rohrchen wurden sofort danach in einemyd<Einfrierbehalter U/N beii 80°C langsam
eingefroren (1°C/min). Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen danach in flissigem@tickst
uberfuhrt.

Nach maximal 15 Subkultivierungen wurden die Zellen verworfen und eingefrorene Zellen
aus dem Stickstofftank entnommen. Diey&rdhrchen wurden sofort in ein 37°C warmes
Wasserbad unter Schwenken gehalten, bis gerade noch ein Eisstickebdralin der

Zellsuspension zu sehen war. Die Suspension wurde in ein Ha@dmechen mit Medium
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pipettiert und beietwa 500 rpmfir 5 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands
wurden die Zellen in Medium resuspendiert und in-Eefkulturflaschen asgesat. Bevor sie
fur Versuche verwendet wurden erfolgte eine Adaption an die Zellkulturbedingungen fir

mind. zwei Tage.

3.2 Klonierungender lentiviralen Plasmide
3.2.1 Amplifikationen zu klonierender Gensequenzen

Aus demPlasmid pCH9_3091dassdas gesamteiBV-Genom vom Genotyp D, Subtyp ayw
(GenBanklD DQ464168.1¢nthalt, wurden die Gensequenzen (s. Anhang) fur das kleine
(SHBs), das grof3e (LHBs) und das grdaff8V-Oberflachenproteirrzusammen mit dem X
Protein (LHBs/HBx) des HBV mit sequenzspezifischen PrinpgnPCR herausamplifiziert
(Tab.4, 7, 8, 9. Analog wurde vorgegangen fir die mChes8gquenz aus dem Plasmid pcZ
mCherry. Die Primer besalBen am -Egide zusatzlich kurze angehangte
RestriktionsschnittstelleBequenen fir die EnzymeNot-l und MIul fir die spéateren

Klonierungen in das lentivirale Transferplasmick. 4.

Tabelle 7: PCR-Mastermix

ul / Reaktion
Wasser (PCRyrade) 29
5x Phusion HFPuffer 10
dNTPs (10nM) 1
Primer forw (10pmol/ul) 3
Primerrev (10pmol/ul) 3
DMSO 1,5
DNA 2
Phusion DNA Polymerase 0,5
total: 50 pl
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Tabelle 8: PCR-Programm

Zyklen-
Zyklus-Schritt Temperatu Zeit Anzahl
Initiale Denaturierung 98°C 30s 1
Denaturierung 98°C 10s
Annealing X°C 30s 35
Synthese 72°C Xs
Finale Synthese 72°C 10 min 1
Tabelle 9: Sequenzspezifische PCiBedingungen
Primer 1 Primer 2 Produkt | Annealing (°C) | Syntheseg(s)
Cherrytight forw Cherrytight rev | Cherry 65 20
GalibertS-forw GalibertSL-rev | S-ORF 65 20
GalibertL-forw GalibertSL-rev | L-ORF 65 30
GalibertL-forw GalibertX-rev | Lund X 64 45

Nach der PCR wurden je 8 der Amplifikate mit je 1ul DNA-Probenpuffer vermischt und
zusammen mit einem DNAangenmarkerauf ein Agarosegel (1% + Ethidiumbromid)

aufgetragenPerGelelektrophorese (78) wurden sieauf Grol3e und Menge Uberpriift.

3.2.2 Restriktionsenzym-Behandlungen und Aufreinigungen
Vektor

4 pg des lentiviralen Transfervek® pLVX TightPuro wurde mit je 1pl der
Restriktionsenzym Mlul und Notl und 2ul Fast DigestPuffer in einem Volumen von 20l

fur 1 h bei 37°C restringiert. Danach erfolgte eine Endgaktivierung fur 15 min bei 80°C.
Zur Verhinderung einer Religatiodes Vektors wurde eine Dephosphorylierung der 5
PhosphaEnden fur 1h bei 37°C mit je 2,5l Shrimp Alkalischer Phosphatase (SAP) und
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10xSARPuffer im AnschluR vorgenommen. Danach erfolgte wieder eine Enzym
Inaktivierung fur 20 min bei 80°C zusaremmitGel-Auftragspuffer (6x).

PCR-Produkte

Die PCRProdukte wurden mit dem gesamten restlichen Volumen pl7mittels des
QiaQuick PCR Purification Kits nach Herstellerangaben aufgereinigtmibge 30 pl EB-
Puffer eluiert. Danach erfolgte eiDoppelRestiktionsverdau vom gesamten Eluatvolumen
mit je 2l Mlul und Notl sowie4 pl NEB-Puffer 3.1 fur zh bei 37°C. Die Bzyme wurden im

Anschlusgir 20min bei 80°C zusammen mit GAlftragspuffer (6x) inaktiviert.

Isolierung und Aufreinigung von restringiertem Vektor und PCR-Produkten

Die gesamten Volumina an restringiertem Vektor und FCédukten wurden auf einem 0,8%
Agarosegel ohne EtBr aufgetragen wiel DNA bei 50V (PCRProdukte) bzw. 7% (Vektor)
per Gelelektrophorese in TABuffer fur ca. 45nin aufgetrennt. Daran schlosich eine
Anfarbung fur 15 min in 0,02% Methylenblauldsung AnschlieRend wurdeas Gel solange
in bidest. Wasser unter leichtem Schutteln entfarbt, bis die-BB#den deutlich zu erkennen
waren. Diese wurden mit einem Skalpallsgeschnitterdie Gelstiicke mit dem dfachen
Volumen an Puffer QGQIAquick Gel Extraktion Kit)versetzt und ca. 10 min bei 50°C
schittelnd im Thermomixer bis zur Auflésung inkubi®&tach Zufiigen und Vermischen eines
einfachenGelVolumers an Isopropnolwurde die DNA mit denQiaQuick PCR Purification
Kit aufgereinigt. Die Elution erfolgte in je 3@l EB-Puffer. Daran schlof3 sich zur
Mengenabschatzung von Vektor und RERdukteneine Gelelektrophores€1% Agarose

an.

3.2.3 Ligation und Transformation

Zur Ligation wurden Vektor und PGRrodukte in einem Mengenverhaltiimol/mol) von ca.
1 zu 3(Vektor zu PCRProdukt) zu einem Volumen von 10 pl pipettiert, mjildigasepuffer
(10x) und 1ul T4 DNA Ligase versetzt und auf 20 ul Endvolumen ddtH,0 aufgefillt. Die
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Ligation erfolgte fur 20 min bei RT. Ein Ligationsansatz ohne MHZedukt wurde Ia
Negativkontrolle mitgefuhrt.

Anschliel3end wurden je 2 ul der Ligationsansétze in je 45 pl kompetente NBagtdrien
transformiert.Einer Inkubation auf Eis fuBO min schloss sich eifditzeschock fiir 40 s bei
42°C an Nachweiteren2 min auf Eis wurden die Ansge mit je 250 pl vorgewarmted B-
Medium ohne Ampicillinversetztund fur 75 min schittelnd bei 37°C inkubieleweils20 pl

und 200 pl pro Ansatwvurdenauf LB-Agar-Platten (+ Ampicillin) ausplattiert und U/N bei
37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden Einzelkolonien gepickt und immel3B-Medium
(+Ampicillin) im Reagenzglas unter Schitteln bei 37°C ca. 5 h inkubiert bis die Losungen trib
waren. Es foltg eine Isolierung der Plasmi2NA mit demQIAprep Spin Miniprep Kit

3.2.4 Verifizierung der Bakterienklone

Die isolierte PlasmidDNA der Bakterienklone wurden mit den Restriktionsenzymen Mlul und
Notl wie in Kapitel 3.2.2beschreben restringiert und aufrmAgarosege(1%) aufgetrennt.

Die PlasmidDNA von je zwei Klonen der einzelnen Versuchsansétiee sowohl Vektor als
auch einkloniertes PCGRrodukt in der richtigen Lange zeigten, wurden zur Sequenzierung (je
30 pl mit 100 ng/ul)zu derFa. GATC Bioteb (Konstanz) geschickt. Die Sequenzierprimer
(Tab. 5)wurden dortebenfallszur Synthese in Auftrag gegebeBequenzierte Sequenzen
(mCherry, SHBs, LHBs|LHBs/HBx) wurden auf ihre Richtig und Vollstandigkeitmit den
APaier wSsquence Al i ginmteert n bifipodeshivstiiieac. dRET ools/psi/
(Stand September 201dberprift.

3.3 Herstdlung von lentiviralen Vektoren

Hierzu wurde dasA L e-X Té-On Advanced | nduci bKitederBFa.pr es
Clontech nach Produktanweisungerwendet. Dieses generiert infektibsereplikations
inkompeteng Lentiviren, diebei Transduktion das Transgen stabil ins Wirtsgenom der Zelle
integrieren und danaclkeine mit Doxyzyklin induzierbareund regulierbareTransgen
Expressionerlaubt (sog. TeOn System).Eine Selektiontransduzierter Zellen ismit
Puromycin und @18 moglich (Abb. 9).


http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/
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Dafur wurden der lentivirale RegulatorVektor (Tet-On) und die TransferVektoren
hergestelltDer RegulatoiVektor wurden mittels Caotainsfektion de®lasmid pLVX Tet-On
Advanced undd er Ver pac k went$ HTXaPackeigingeMixifauf 293T Zellen
hergestellt (Abb. 9)Analog wurden die Transférektoren(PlasmidpLVX Tight-Puro plus
einklonierte TransgnSequenzen fur mCherry, 84, LHBs und LHBs/HBX erzeugt Zur
Cotransfektion wurde das im Kit mitgelieferteTransfektionsreagenzXfect bei 80%
konfluenten 293T-Zellen, ausgesat in Petrischalen (dch), verwendetNach ca. 7 h erfolgte
ein Mediumwechsel. Am Tag 2 und 3 der Cotranséekwurden die infektibsen Lentiviren
(TetOn Regulator und TransfeiVektoren) durch Abnahme des Zellkulturiiberstandes
geerntet. Dieser wurde bei 500xg fur 10 min zentrifugied anschlieend durch einen
0,45um Spritzenfilter filtriert, um Zellen undelltrimmer zu entfernen. Danach erfolgte eine
vierstiindigeUltrazentrifugation in einem Beckman SW41Rotor bei 15.000 rpn#°C unter
Vakuum, Uberschichtet a8 ml einer 20%igen Saccharetésung. Nach Entfernen des
Uberstandes wurden die pelletierteNiren in ca. einem hundertsten Teil des
Ausgangsvolumens mRMEM-Medium ohne Zusatzeersetzt. Die Resuspendierung erfolgte
durch mehrmaliges Aufund Abpipettierenauf Eis der sich eine Aliquotierung in 10 ul
Volumina und -80°C Lagerung anschlosssofen sie nicht gleich fur Transduktionen
verwendet wurdenlnsbesondere die UltrazentrifugatieBedingungen und anschlieRende
Resuspendierunder Virenwurden zun&chst mdemmcCherry und RegulatorLentivirus fur

eine nachfolgende Transduktion auf 2984dllen optimiert.

3.4 Lentivirale Transduktionen

Die Transduktionen fanden Multi-Well-Zellkultur-Platten (24wWell-Format)statt, in denen
am Vortag 2937, Huh7 bzw. NIH3T3Zellen mit einer Konfluenz von ca. 75% ausgesét
wurden. Zu 300 ul DMEM (0.5% FCS, oarPen/Strep) pro Well wurden je ca. 25 pl an
Regulator und TransferVirus hinzupipettiert und bei 1600xg fir 30 min (hach Optimierung)
zentrifugiert. Im Einzelnen wurden folgende transgene Zellen erzeugt:-288h mit
mCherrySequenz, Huh7 und NIH3T3Zellen jeweils separat mit SHBs, LHBand
LHBs/HBx-Sequenz. Nach UMhkubation im Inkubator wurden die Zellen mit DMEM
Medium (+ 10% FCS)gewaschen und unter Zugabe von Puromycipg{l) und G418
(600ug/ml) ins Medium auf transduzierte Zellen selekigst. Zur Optimierung der
Transduktion wurden zunachst 29Z€&llen verwendetdie mit mCherry und Regulator
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Lentiviren transduziertwurden. Um die Transduktionsind Expressionsrate abzuschatzen,
wurden die transduzierten Zellen auf Collagmmschichtete Glasplattchen ilMulti-Well-
Zellkultur-Plattenausgesat und die Transgenexpression mit 500 ng/ml Doxyzyklin induziert.
Nach zwei bis drei Tagen wurden die Zellen fixiert und die Expressdien HBV-
Oberflachenproteine mittels Fluoreszeyekoppelter Antikbrpefarbungen im
Fluoreszenzmikroskop dargdtite Die mCherryExpression entsprechendtransduzierter
Zellen konntedirekt ohne zusatzliche Antikdrperfarbung im Fluoreszmikroskop betrachtet

werden.

Regulator- Verpackungs- Transferplasmid(e)

__Puro®

. 4(\ b\jf")@(“\ g, W
LVX- Q@ Neo® - \ o’
.’Et-On : ( p) ( ﬁ'—‘“" Transgen

\Advanced Lenti-X HTX \ Tight-Puro
packaging Mix _

+
1. Co-Transfektionen zur \ / Xfect \ /

7%

~

AY

separaten Herstellung
von Regulator- und
Transfer-Lentiviren

2. Ernte der Viren aus 293T-Zellen
Zellkulturiberstanden
nach48—-72h
3. Co-Transduktion der .
Zielzellen

Zielzellen mit Regulator-
und Transferviren

4. Inkubation der Zellen
+ Dox zur Regulation
der Transgen-Expression

Zielzellen mit
induzierbarem
Transgen-System

Transgen-Expression
AUS AN

Abbildung 9: Schematscher Ablauf der lentiviralen Herstellung, Transfektion und Transduktion

Separate Herstellung der Regulatand Transferviren Uber Coransfektionen von Verpackungsplasphitix
mit Regulator bzw. Transferplasmid in 293T Verpackungszellen. Ernte der Viaeh zwei bis drei Tagen nach
Cotransfektion aus den Zellkulturiberstanden. -T€ansduktionen der Zielzellen mit Regulatound
Transferviren fur ca. 8 h. Induktion und Regulation der Tran&gemession durch DeXugabe in das Medium
+ vorherige Antibiotka-Selektion mit Puromycin und Geneticin (G418)eitere Detailszur lentiviralen
Herstellung, Transfektion und Transduktiomm Text. Abkirzungen: tTA Tetrazyklinabhangiger
transkriptioneller Transaktivatpr Ned® (Neomycin (G418Resistenzgen), Pufo (PuromycinResistenz
gen)Modifiziert aus Produktanweisung déenti-X Tet-On Advarced Inducible Expression Syst&mFa.
Clontech(AProtocol No. PT5144, Version No. PROY374y.
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3.5 Selektion transduzierter/ transfizierter Zellen (Klonpicking)

Zur Erhdéhung ds Anteils HBsexprimierender Zellen, wurden die bereits mit Puromycin und
G418selektierten Huh7 NIH3T3- und AML-12-Zellen, einem sog. Klonpicking unterworfen.
Dabei wurden die Zellen stark verdinnt auf Petrischalen (@ 15cm) ausgesat,sitéimit
einzelre Zellklone bilden konnten.Diese wurdemmittels Pipette unteZuhilfenahme eines
Mikroskops von der Schaleabgenommen und ieinzelneWells einer 24MIWP pipettiert
Nach ca. zweiwdchiger Zellvermehrung wurde die einzelnen Zellklone mittels
Immunfluoreszen aufdie jeweilige HBsProteirExpressiorniberpruft. Klonemit einer hohen
Expressionsrate unestarkewurden weitervermehrtund bis zur Vengndung in flissigen

Stickstoff gelagert.

3.6 Echtzeit-PCR
3.6.1 Prufung auf lentivirale RNA

Vor einer Uberfiihrundentiviral-transduzierteZellen aus dem Labor miBicherheitsstufe S2
in ein SkLabor wurden Zellkultur-Uberstande bereits mehrfach gesplittefsllen auf
lentivirale RNA untersucht. Dazu wurd®NA ausdrei Tage alterZellkultur-Uberstandergje
140 ul / Probgmittels desQlAamp Viral RNA Mini-Kits nach Herstellerangaben isoliert. Zur
Vermeidung von RNAVerlusten wurde die beiliegend€arrier-RNA eingesetzt. Im
Anschlusswurden 15 pl RNA-Eluat/ Probemittels des iScript cDNA Synthese Kits nach
Produktanweisug in cDNA umgeschriebenDie cDNA-Proben wurdemit dem QIAquick
PCR Purification Kitaufgereinigt undnit je 30 pl EB-Puffer eluiert. In einerEchtzeitPCR

( A R-ErmdPCRi Wwurdenje 4 pl / Probe auf ditentivirale RRE Rev Responsive Elempent
Sequenznit spezifischen Primer(irab. 6)untersuchtAmplifikationsprogramm95°C 5min

(1 Zyklus), 95°C 10 s, BC D s, 72°C 15 (45 Zyklen).SchmelzkurverAnalyse: 95°C 1
min, 55°C 30s, +3C/s bis 95°C 3. Als EchtzeitPCRReaktionsmixwurde der Platinum
SYBR Green gPCR SuperMidDG mit 500 nM Rox nach Herstellerangabe mit je 0,2 uM
forward- und reversePrimerin einem 12,5 pl Reaktiorsansatz pro Probe verwend&ox
diente als RefereRre ar bst of f zum Nor mal i si eren -dafefri FI
Grenze wurde bei einem Schwellenwggtklus (CT-Wert) von 30 festgesetzt. @Werte>30
wurden als negativer Nachwgevon lentiviraler RNA gewertet und die Zellen durften in das

Si-Labor Uberfihrt werden.
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3.6.2 Relative Quantifizierung von CK18-RNA

Die relative Quantifizierung von CKL1&RNA in Huh7Zellen die mit shRNAPlasmiden
gegen CKl8ransfiziert warenKapitel 3.14.4) wurde mittels EchtzeHPCR vorgenommen.
Dazu wurde die GesamtRNA aus den Zellenmittels des RNeasWlini-Kits nach
Herstellerangaben isolierZur restlosen Beseitigung von DNA wurde ein DN&szdau
direkt auf den Saulen durchgefihBie RNA wurde mit 40ul RNasefreiem Wasser pro
Saule eluiert und die Konzentration und Reinheit am NanoEBpektrometer nach der
260/280Methode ermittelt. ImAnschlusswvurde je 1 pug deRNA zu cDNA mittels des iScript
cDNA Synthese Kits nacRroduktanweisung umgeschriebém einer EchtzefPCR wurden
je 2 ul der cDNAProben mit sequenzspezifischen Primern geG&il8 und gegen das
Referengen Glycerinaldehye3-phosphatDehydrogenas€ GAPDH) (beide humanTab. 6)
untersucht. Ausser deifemperatur fii das -MrPméareirngh wur den
Bedingungen und dageiche Programm fir didmplikation und die SchmelzkurverAnalyse
im vorherigen Kapitel 3.6.1 verwdne t . De & | {FeAgseraturen betrugen &3 fir
CK18 und 55°C fur GAPDH Die relative cDNAMenge anCK18 der Proben im Vergleich
zur Kontrollewu r de mi t HMédthode ernhigett: 2%{GtOvert (CK18) - Ct-Wert
(GAPDH) Probe)- (Ct-Wert (CK18) - Ct-Wert (GAPDH) Kontrolle)).

3.7 CollagenBeschichtungen

Fur Immunfluoreszen&arbungen wurdersterile Glasplattchenvor der Zellaussaamit
Collagent| (aus Rattenschwana)s Anheftungshilfe beschichtet. Dazwrden diese mit einer
0,3mg/ml Collagenlésungir ca. 10min bei RTin 24MWP inkubiert. NachEntfernender

Lésungerfolgte darauf die Zellaussaat.

3.8 Immunfluoreszenzgekoppelte Antikérper-Farbungen und Mikroskopie

Auf Collagenl-beschichteten Glasplattchen wurden die jeweiligen Zellen + zu testende
Substanzen ausgesat und inkubiert. Nach Versuchsende wdiedgellen1x mit PBS (+ je

1 mM C&*/Mg? gewaschen undhit eiskaltem Methanol fiit0 min bei-20°C fixiert. Nad
zweimaligem Waschen mit PBB erfolgte die Zugabeder Primérantikdrper gegen die

nachzuweisenden Proteine in geeigneten Verdinnumg&BST. Die Inkubation erfolgte
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entweder U/N bei 4°C oder fir mind. eine Stumee 37°C.Nach dreimaligen Waschen mit
PBST fur je ca. 5min wurden geeignete FluoreszegekoppelteSekundarantikorper in
1:1000 Verdunnungen unter den gleichen Inkubationsbedingungen wie die Primarantikdrper
zu den Zellen gegeben. Bdboppelfirbungen wurden diePrimarantikbrper getrennt
voneinander inkubiert, dagegen die SekundarantikOrperstens gemeinsam. Nach 1x
Waschemmit PBST erfolgte eine Zellkernfarbung mit DAPI furrdin in PBST, der weitere

drei Waschschritte folgtenBevor die Féarbungen mitluorezenzEinbettmedium auf
Glasobjekttrageringebettetwurden, erfolgte ein letzter Waschschritt in PBS ohne TW20.
Nach TrocknundJ/N wurden die Objekttrager gésbert und Aufnahmen mittels Fluoreszenz
Mikroskopie angefertigt.

3.9 SelektiveDepolymerisierungenvon ZytoskelettKomponenten

Zur Analyse von potentiellen Interaktionen von LHBs rRitamenten von Zytokeratinen
(CKF), Mikrotubuli (MT) und Mikrofilamenten (MF) wurden diese selektivmit
depolymerisierenderSubstanzen zerstortFiur CKF wurde Okadasaure (OA), fur MT
Nocodazol (Noc) und fur MF Cytochalasin DyGD) eingesetzt.

Dazu wurdenAML-12, Huh7 und NIH3T3 Zellen (LHBexprimierend)mit folgenden
Substanz&nzentrationen und Inkubationszeiten versé&ziM OA (Fa. Santa Cruz) fit6 h
2.5 uM Noc fur 16 h undl pg/ml CytoD fur 2 h Fur HBV-Infektionsexperimente wurde

Okadanséure (InSolution) der Fa. Merck in verschiedenen Konzentrationen verwendet.

3.10 Western-Blotting
3.10.1 Herstellung von Zellysaten fur SDSPAGE

Die zu analysierenden Zellen wurden it PBS gewaschen und dann mit 1% SDS
Lysepuffer direkt in der MWP oder Petrischale lysiert. Fir eine Vertiefung einefVI2t
wurden z.B. 20Qul Puffer unter Zuhilfenahme eines Zmlhabers verwendeDie Lysate
wurdenbei -20°C eingefrorerund nach demfuftauenmit dem Ultra TurraxHomogenisator
homogenisiertim Anschlusswvurden die relativen Proteinmengen an einem Nanoegt

nach der 28dm-Methode bestimmt und die Proben mitS®XSProteinprobenpuffer versetzt.
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Danach wurden die Proben im Thermoarikei 95°C fir 10 min unter Ruttetlenaturierund
bis zur Verwendungei-80°C gelagert.

3.10.2 Protein-Gelelektrophorese (SDSPAGE)

Hierzu wurden zur Herstellung eines Gels zwei Glasplatten, die durch einen Abstandshalter
(I mm) und einem Silikonband zurb#lichuing getrennt waren, aufeinangesetz Der
Zwischenraum wurde mikrenngeiLosung(12% Polyacrylamidpis ca. 1,5 cm unterhalb der
oberen Glaskantepefillt. Zur Glattungder Flussigkeitsoberflache wurde tropfenweise etwas
Isopropanol darauf pipettit. Nach Polymerisationdes Gels(ca. 15 min) wurde das
Isopropanol mit ddkD weggespult und die Sammeldgisung(5,7% Polyacrylamidauf das
Trenngel gegosserkin Gelkammwurde zur Ausbildung von Probentascheftblasenfrei
eingesetztNach vollstandier Polymerisierundca. 30 min) wurde eifarbigerProteinlangen
Marker sowie ca. 40 ug Gesamtprotein/Prabedie Probentaschemles SDSPAGE-Gels
pipettiert Die Proteinauftrennunip der Gelelektrophoresépparatur war nach ca. 80 min bei
130V abgeschbssen. Direkt im Anschlugsfolgte ein SemDry Blotting.

3.10.3 SemiDry Blotting

Der Transfer der im SDBAGE-Gel aufgetrennten Proteine auf eine PYRIEmMbran wurde
mittels SemiDry Blotting durchgefuihrtDazu wurde zunachst Folgendescheinander auf die
Metallplatte des Senbry-Gerats aufgeschichtet: zwei Biofg-Papiere (getrankt in Anoden
Losung 1), ein Blding-Papier (getrankt in Anodelndsung 2), eine in Methanol hydratisierte
PVDFMembran, das SD&el und abschliel3end drei Blioig-Papiere (getrankn Kathodenr
L6ésung). Beim Zusammenbau war es wichtlguftblasen zwischen den Schichten zu
vermeiden bzw. diese vorsichtig herauszudriicken. Nach Aufsetzen des Deckels erfolgte das
Blotten der Proteine auf die Membran fiir 1 h bei 1 mA/ddach Waschen deMembran in

PBST wurden unspezifische Bindungsstellém ca. 1 h in 5% Magerrahpulver in PBST
geblockt.Die Inkubation mit dem Primé&kntikérper erfolgte flreinige Stunden bei RT oder

U/N bei 4°C unter leichter Schwenkbewegunjach dreimaligem Waben mit PBST
erfolgte die Inkubation mit einem gegen die Spezies des Primérantikorpers gerichteten HRP

gekoppelten Sekundarantikorper fih bei RT.Nach drei Waschschrittemit PBST wurde
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die Membran in eine Rontgenfilmkassette gelegt und mit 4 ml-Ef3ung fur 5 min
lichtgeschutzt inkubiert. Dazu wurden 4 ml E€btwicklungslosung A mit 1,2 pl 0O,
(30%) und 0,4 ml ECiEntwicklungslésung B vermischt. Nach Abgie3en der Losung wurde
sofort eine transparente Folie luftblasenfrei aufgelégtder Dunkellkmmer erfolgte die
Belichtung von Rontgenfilme& mit je nach Signalstarke unterschiedlichen Zeiténe
Entwicklung der belichteten Filme erfolgte danach automatisch in  einer

Entwicklungsmaschine.

3.11 Konfokale Mikroskopie

Zur Analyse von ProtetiKolokalisatonen wurden Immunfluoreszenz (HE)oppelfarbungen

u.a. mittels konfokaler FluoreszeMikroskopie untersucht. Diese Untersuchungen wurden
von Herrn Dr. Oleg Pak aus der AG Weissmann, GieRen an einem UeZ& SP5X
konfokalem Fluoreszenrlglikroskop durchgiiihrt. Im Gegensatz zur herkdmmlichen
Mikroskopie, die nur zweidimensionale Betrachtungen erlaubt, lassen sich mit konfokaler
Mikroskopie Préparate und Zellen auch dreidimensional in der Tiefeclige) untersuchen.

Die fokussierte Darstellung von einzein8chichtebenen wird durch die Verwendung einer im
Durchmesser variablen Lochblende ermdglicht. Dariherd darunterliegende Ebenen
kénnen so ausgeblendet werden. Dies ermoglicht es, RKoRkalisationen zu detektieren,

da hier keine Signale aus anglerTiefenschichten miterfasst werden. Falgobitive Befunde

wie bei normaler Mikroskopie lassen sich so verringern. Die minimale Schichtdicke lag bei
Verwendung des 63er Objektivs mit-8énutzung bei 350 bis 400 nm (tel. Auskunft Fa.
Leica). Fluoreszersignale von immungefarbten Proteinen, bei sonst gleicher
zweidimensionaler Lage, wurden innerhalb dieser Tiefenebene gemeinsam erfasst und als

kolokalisiert ausgegeben.

3.12 Proximity Ligation Assay

Der Proximity Ligation AssayPLA) ist eine biochemische Nteode zum Nachweis einer
Kolokalisation zwischen zwei Proteinen. Daflr wurden zun&tiestu untersuchendezellen
3 d+ Dox bei Standar@ellkulturbedingungerauf Deckglaschemkubiert, mit 786 Ethanol
bei -20 °C fur 10 min fixiert und DoppelAntikdrperfarbungen durchgefihrt. Die
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Konzentrationen der Primarantikbrper wurdenVergleich zu normalen Immunfarbungeei
diesem Assay zur Reduzierungon unspezifischen Signalemalbiert. Die weitere
Vorgehensweise erfolgte nach der Produktanleitung (Duolink-de SigmaAldrich). Dazu
wurden die Zellen fur 2énin mit derim Kit enthaltenerBlockierungslosung geblockt und fur
eine Stunde mit den Sonden Arabbit MI NUSH
erfolgte eine 30mindtige LigatiorRReaktion mit anscig@3endem Amplikationsschritt fur
100min. Wiederum nach einem Waschschritt und Trocknung der Zellen wurden die
Deckglaschen auf Glasobjekttragait DAPI-enthaltenden Einbettmedium eingebettet. Nach
15min konnten Aufnahmenmit 400facher Vergro&ung am Rloreszenzmikroskop
angefertigt werdenEine ProteirKolokalisation wurde durchgrunfluoreszierende Signale
argezeigt Diese entstehen nur, wenn die Epitope der auf Kolokalisation getesteten Proteine
nicht weiter als 4Gim voneinander entfernt liegen (sfiche Mitteilung, Fa. Sigma
Aldrich).

Amplifizierte DNA
+

/ DNA-Fluoreszenz-
Sonden

e

Sekundir-Ak 1 Sekundér-Ak 2
+ DNA-Linker + DNA-Linker
Primar-Ak 1 \ Primar-Ak 2
Protein 1 Protein 2

Abbildung 10: Schematische Abbildung desProximity Ligation Assayszur Detektion einer Protein
Kolokalisation

Die auf Kolokalisation zu testenden zweadrschiedeng Proteine werden mit Bnar-Antikérpern unterschied
licher Spezies markiert, welche wiederum von speziesspezifischen Seldmtidd@rpern mit DNALinker
gebunden werden. Nur wenn sich die DiNiker in enger raumlicher Nahe befinden, kann eine Ligase
Reaktion diese verknipfen diriiber eineRolling-Circle-Amplifikation die DNA vervielféltigen. Die Detektion
erfolgt Uber fluoreszenmarkierte DNASonden, die Uber komplementare Basenbindung die amplifizierte DNA
markieren. Eine ProteiKolokalisaion wird durch punktuelle,fluoreszerende Signale angezeigt. Eine
Anwendung des Assayst bei fixierten Zellen und Geweben mdglidfiodifiziert nachFa. Olink Bioscience,
Uppsala, Sweden.
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3.13 Oberflachen-PlasmonresonanzSpektroskopie

Die OberflacherPlasmonresonar@pektroskopie (SPR) ist einspektroskopisches
Analyseverfahren, welches zur Messung der Absorption von Stoffen bzw. Wechselwirkungen
zwischen Biomolekulen verwendet wird. Dazu wird ein Bindungspartner an die Oberflache
der Detektionseinheit gebunden. Fallt polarisiertes Licht iereibestimmten Winkel darauf,
kommt es durch Resonanz zu einer Anregung der delokalisierten Elektronen (Plasmon) und
einer Abschwéachung der Totalreflektion. Die Bindung des zweiten Bindungspartners an den
ersten fuhrt durch die Massenzunahme zu einer Andedes Brechungsindex, der zu einer
Veranderung der Plasmonresonanz flihrt. Gemessen wird dies i.d.R. als Veranderung des
Winkels, bei dem die Absorption stattfindet.

Die Untersuchungen zumBindung der myristylierten pr&S1 Doméane von LHBs mit
Zytokeratin 8und 18 erfolgte mittels de8PRMethode. Sie wurden in der AG véimauProf.
Mazurek, Institut fur VeerinarPhysiologie undBiochemie, JLU GielReanter Anleitung von

Frau Dr. Monika Burg-Roderfeld auf einerPr ot e OnE XPR36 Protein
Systemder Fa. BieRaddurchgefiihrt. Zur Auswertung wurde deftware ProeOn Manager,
Version 3.1 verwendet.

Zunachswurdedasmyristylierte praS1-Peptid (bereitgestellt von AG Glelded. Virologie,

JLU Giel3en und als Negativkontrolle BSRELISA gradg mit einem NaAcetatpuffer (pH

3,5) Uber eine konvalentePeptidbindung auf den ProteOn GLM Sensor Chip gekoppelt
(Ligandenbindung). Rekombinantes humanes Zytokeratin 8 und 18 und eine Mischung von
beiden dienten als Analyten. Die Zytokeratilagen vor der Mesungin einem 9,5 M
Harnstoff und 2mM DTT-haltigenPuffer gelds vor. Um ihre Ausféallung bei der Messung zu
verhindern, wurden sierstunmittelbar vor MelRbeginn in verschiedenen Konzentrationen in
den Laufpuffer (0,5 M Harnstofbzw. PBS unter Vortexempipettiert. Folgende Messungen
erfolgten: Zytokeratin 8 und 18 einzeln mit je 0,1 und 1 puM; Zytokeratin-Blis8hung mit

je 1uM (= 2 uM gesamt).

3.14 Transfektionen und Transformationen
3.14.1 Herstellung von LHBs/HBx -transgenenAML -12-Zellen

LHBs/HBx-transgene AML -12-Zellen wurden mittels Cotransfektion desklonierten

lentiviralen TransferPlasmid pLVX Tight-Puro plus LHBs/HBxXTransgensequenznd des
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lentiviralen RegulatorPlasmic pLVX Tet-On Advanced erzeugt. Dazu wurde das
Transfektionsreagenzf&ct nach Hestellerangaben eingesetzt. Nach zwei Tagjdolgte eine
Selektionauf mit beiden PlasmidemansfiziertenZellen mittels der Antibiotika Puromycin
und GA4.8 Uber drei Wochen. Im Anschlussirde einKlonpicking durchgefihrt um einen

hoheren Anteil LHBsexprimierender Zellen zu erhalten.

3.14.2 Transfektion zur Expression eines GolgMarkers

AML -12, Huh7 und NIH3T3 Zellen (LHBs/HBxvurdentransient mitdem PlasmicdpEGFR

Golgi und demTransfektionsreagenzféct nachHerstellerangaben transfiziert.

3.14.3 Expressionvon CK18 und BiP in NIH3T3 Zellen
Transformation

Zur Expression von humanen CK18nd humanen BHPraein wurden die Plasmide
pcDNA3-CK18 und pCMV BiRMyc-KDEL-wt bei 42°C fur 3Gsec in kompetente-alpha E.
coli Zellen transformiert. Nach Zugabe von {MBdium wurden die Bakterien bei 37°C fur
1 h inkubiert und anschlieRend auf Ampiciraltigen LBAgar-Platten ausgestrichen. Nach
U/N-Inkubation wurden Einzelkolonien gepickt und in je 100 Ampicillin-haltigem LB
Medium im Inkubator U/N bei 150/min und 37°C vermehrt. Am nachsten Tag wurden die
Bakterien durch Zentrifugation bei 35@0m, 4°C pelletiert und die Plasmi@NA mit einem

Endo Free Plasmid Maxi Kit nach Herstellerangaben isoliert.

Transfektion

NIH3T3-Zellen (LHBYHBXx) wurden auf Collagebeschichteten Glasplattchen ausgesat und
am darauffolgenden Tampittels des TransfektionsreagenXfect nach Herstellerangaben mit
demisolierten CK18 bzw. BiR-Plasmidtransfiziert. Einen Tag spéater erfolgime zweitagige
Induktion der LHBsExpression dich Zugabe von Doxyzyklin zum Mediuminschlie3end
erfolgtenimmunfluoreszendoppelfarbungerflC-1F) auf CK18 und LHBs bzw.auf BiP und
LHBs.
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3.14.4 RNA-Interferenz gegen CK18

Hierzu wurdendie SureSilencing shRNA Plasmide gegen CK18 @&gen) wieim Kapitel
3.16.3 beschrieberunéchst transformiert und isoliert. Die Transfektion der shi&Smide
in Huh7-Zellen erfolgte mit dem Xfe€transfektionsreagenz nach Herstellerangaben. Bei
bereits lentiviraitransduzierten HuhZellen erfolgte keine PuromyeciBelekion, bei Huh?

Wildtyp-Zellenfur zwei Tage.

3.15 In-vitro HBV -Infektion envon primaren Hepatozytenaus Tupaia

Primare Tupaiddepatoyten (PTH) wurden fir diesexperimene freundlicherweise von der
AG Glebe (JLU GielRen, Med. Virologiezur Verfugung gestdll Die PTH wurden von
Mitarbeitern der AGaus den Lebernsudstasiatischer Spitzhérncheifupaia belangeji
isoliert undauf Matrigetbeschichteten Glasplattchem Multi-Well-Zellkultur-Platten (24er
Format) nahezu konfluent ausplattieAls Medium dien¢ HepatozytetWachstumsmedium
(HGM), das zur Vermeidung von Pilzinfektionen Caspofungipgsnl) enthielt. Am Tag 4
der Isolierung erfolgten die HBYhfektionen der PTHoei StandaréZellkultur-Bedingungen
U/N mit ca. 16 infektidsen Hepatitis BViren (aus Patienteisolat, von AG Glebe Med.
Virologie, JLU Giel3enbereitgesteljt und 350 pl HGM / WellAm Tag 1, 4, 7 und 11 der
Infektion wurda Zellkultur-Uberstandebgenommen und bis zur Durchfiihrung des ELISA’s
auf sekretiertes HBsAgund des HarnstofAssas bei -20°C gelagert. Nach den
Probennahmen wurden die Zellen mit HGM einmal vorsichtig gewascheeinnd/echsel
mit frischem HGM durchgefiihrt. Ab Tag 1 der HBRfektion wurden dem HGM zusatzlich
300 nM myristyliertes praSPeptid zur Vermeidung vogegenseitigenfektionender Zellen

durch produziertéiepatitis BViren und somit Nivellierungen der Effekte zugefugt.

3.15.1 Einfluss von extrazellularem Zytokeratin 8 und 18

Folgende Versuchsansatze wurden hinsichtlich ihres Einflusses auf die rH&Aafion
getestet: NegativKontrolle (& Viren), Positikontrolle (+ Viren), Positive Inhibitor
Kontrolle (Viren + MA18/07-Antikdrper, 5ug/ml), Viren + CK8 (1 pg/L und 1 mg/L)Viren
+ CK18 (1 pg/L und 1 mg/L)Viren + CK8+CK18 (e 1 pg/L undje 1 mg/L) undViren +
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BSA (1 pg/L und 1 mg/L). Alle Ansatze wurdezine Stundeunter leichtem Schutteln in
silikonisierten Reaktionsgefaf3en bei RT vorinkubiert und dann zu den PTH pipettiert.

3.15.2 Einfluss von Okadansaure (OA)

Der Einfluss von OA auf die HBsA§ekretion undinfektion wurde in zwei getrennten
Versuchsansétzeruntersucht. In einem Vorversuch wurden zunachst geeignete OA
Konzentrationen (0, 10, 20, 30, 40 und 50 nM) fir beide Versuche ermittelt.

1) Einfluss auf dieHBV-Infektion: PTH-Zellen wurden zunachst fi8 h mit o.a. OA
Konzentrationen in HGM vorinkubiert und dann mit HBV infiziert.

2) Einfluss auf die HBsAg&retion: PTH-Zellen wurden mit HBV infiziert. Am Tag 4 der
HBV-Infektion wurden die Zellen mit 0.a. GKRonzentrationen in HGM fur @ inkubiert.

3.16 ELISA

Zur quantitativen Erfassungon HBsAgKonzentrationen augellkultur-Uberstandenund
Zell-Lysaten von HBsgransgenen ZHinien sowie aus ZellkulturUberstandenHBV-
infizierter priméarer Tupakdepatozyterwurden ELISAAnalysendurchgefihrt. Dazu wden

die Wells einer MaxiSorgO6-MWP (Flachboden) mitje 100ul des HBs-spezifischen
Antikdrpers C20/02 (FangerAntikorper) in einer Konzentration von fdg/ml in ELISA-
Beschichtungspffer U/N bei 4°C beschichtet. Am nachsten Tag wurden unspezifische
Bindungsstellen mit einer Losung von 1% BSA (ELISfade in PBST fir 2 h bei RT
geblockt. Nach dreimaligenwaschen mit PBS wurden die Probenund die HBsAg
StandareVerdiinnungen (gereinigtes HBsAgProtein  mit  bekannter Konzentration
bereitgestellt von AG Glee) mit je 100ul/Well als Doppelbestimmungen pipettietell-
Lysate wurden immer mitxPBS 1:2 verdiinnt eingesetiktach U/NInkubation bei 4°C und
Waschen erfolgte die Zugabe vorje 50 pl/Well eines 1:20 in PBS verdinntem

bi ot i n yHBsAntikbrgers ausl dem Enzygnost 6.0 KdetektionsAntikérper) fur 1 h

bei 37°C.NachWaschen erfolgte eine 30minutige Inkubation mit je 50 pl/Well einer 1:8000
Verdiinnung von StreptavidiiRP (igh sensitivity in PBST. Nach Waschen folgte die
Zugabe von Losung Aund B aus dem ELISAMB-Substraktit. Nach einigen Minuten
EntwicklungaufeinemRuttler wurde die Reaktion mit je 50 pl/Well einer 1 M3D,-Losung
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abgestoppt. Danach erfolgtedie AbsorptiondMessungenbei 450 nm im ELISAReader
gegen die Referenzwellgmige bei630 nm.Absorptionswerte bei 450 nm wurden mit den
Werten aus dem Harnstefissay korrigiert, falls erforderlichHBsAg-Konzentrationen in

ng/ml wurden Uber die Berechnungsformel der Standardkurve bestimmt.

3.17 Harnstoff-Assay

Je 50pl von ZK-Ubest @ nden aus dle witro BRVplefaktiomeon PTH A
Zytokeratin 8 wund 18nd w\WWPdmpettieri. Danadh erfolgie | | s
nacheinander die Zugabe von je|#30-Phthalaldehyd und NaphthfathylenDiamin (NED)

und Inkubation fur ca. 1Bnin auf demELISA-RUttler. Der gebildete Farbkomplex wurde
anschlieBend im ELISAReader bei 490 nm als Melwellenlange gegen 620 nm als
Referenzwellenlange gemessen. Die relativen Harnsteffwerte sind proportional zur
Zellanzahl bzw. metabolischen Akiti&t der Zellen und wdenzur Korrektur der im ELISA

gemessenen HBsAgonzentrationen aus 0.g. Experimemtverwendet
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4 Ergebnisse

4.1 Klonierung der lentiviralen Vektoren, Herstellung von infektiosen Lentiviren und
Transduktionen

4.1.1 mCherry

Zur Optimierungder LentivireaHerstellung unalernachfolgende Transduktionen wurde die
Sequenz des mChefBroteins in den lentiviralen TransfervekiprL V X T i gkiohiertPur o
und anschlielend per Sequenzierung verifizidita ¢ h der Herstellung
Lenteinvimur den diese aufkonzentriert. Hi er be
Bedi ngungen (GeschwinHigken), abDaget estNetSuk
folgende Bedingungen hinsichtl i cahy tdeetrlo«rniatc?ht
29 Te | | e a e atgnnh é&m000rpm, 4 h bei 4°C unter Vakum, 200iges Saccharose

Kissen Weiterhin konnte die Transduktionsrate durch den Einbau eines Zentrifugations
schritts (160 g, 30 min) wahrend dérfransduktion gesteigert werdéda c hD@x dz y k | i 1
(Dolxpduktion ko % der eide¢lsl em ei ne-PrBxpres
sichtbar als rote HMMikkroess denzktiimilfE|] wermraesne

Abbildung 11: Expression von mCherly in lentiviral transduzierten 293T Zellen

293T-Zellen wurden mit infekisen Lentiviren (mCherry + T€n) in einer 24dMWP bei 1600 x g fir 30 min
transduziert und fur weitere 8 h inkubiert. Nach Mediumwechsel wurde die metbgrrgssion mit Dox
(500ng/ml) fur 2 d induziert. Degestellt sind 100fache Vergréfuingerder transduzierten 293T Zellen: (a) unter
Normallicht (VIS) (b) unter Fluoreszenzlicht590 nm; (c) Uberlagerung von(a) und (b). Mesdbalken
reprasentativ fur all8ilder, 200 pm



Ergebnisse 80

4.1.2 HBV-Oberflachenprotein-Sequenzen SHBs, LHBs und LHBs/HBXx

Die OberflachenprotaiSequenzen SHBs, LHBs und LHBs zusammen mit delfrofein von

HBV (HBXx) wurden separat voneinander in den lentiviralen TransfervegktoV X Ti ght P
kl oni ert. Di e ®Rnichrtti grk eT it d wsydegneiee mvigdi redreu ng v
Die Herstellung der niarcthd lofigeematukeno-nuamr ano
NI H3Z28l ¢ efhol gt en wamttiemB edeitne goD.ingg.e Her st el-l ung

l1Zell emMdomiutzi er bEEBseh-K8nstwwrkde THrmuarchf ekt i on
l entiviralen Transferpl asgmdlels-Ohieaetg ull HaB so/r HB xa
vorgenoimmesduzierte bzw. transfizierte Zell
stabi l sEsektfohpgeet eium Kled n Kilga keie ncgmimek(ze gn s

HBEXxpreswsieomhalten

4.2 Zeitverlauf der LHBs-Expression in lentiviral transduzierten Huh7- und NIH3T3-
Zellen

Der Zeitverlauf und die Expressionstarke dastels Dox induzierte LHBs-Proteinswurden
durchWestern Bldting-Analysen untersucht. Dazu wurden lentiviral transduzierte Humdl
NIH3T3-Zellen (LHBs/HBxKonstrukt) unterschiedlich lange mit verschiedenen -Dox
Konzernrationen behandelt. Wie in Abbildunt? gezeigt kam esohne Dox zu keiner
sichtbaren LHB<€EXpression in den Zellen. Dagegen war eine schwache {EiBsession
bereits nach einen Tag mit 18§/ml Dox zu sehen. Mit 500 ng/ml Dox wurde LHBs bereits
sehr deutlich am Tag 1 in beiden Zieilen exprimiert, wohingegemit 1000 ng/ml Dox keine
nennenswerte Steigerung zu verzeichnen war. Am Tag 3 kam es jedoch in NAEIBFBzu
einem weiteren Anstieg bei 500 und 1000 ng/ml. Dies wurde nicht in-Aalén beobachtet.
Weiterhin zeigten die NIH3T3 mehr glykosyliest LHBs (42 kDaBande), wahrendHuh7
mehr unglykosyliertes LHBs (3@a-Bande) aufwiesen.
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Abbildung 12: Zeitverlauf der Dox-induzierten LHBs-Expression in Huh7 (A) und NIH3T3 (B) Zellen

Die Zellen wurden mit vier verschiedenen Bidgnzentrationen (0, 100, 500 und 1000 ng/ml) 1, 3 und 5 Tage in
6-MWP behandelt und anschlieRend die Bshte mittels WesterBlotting-Methode untersucht. Gefarbt wurden
jeweils LHBs (39 kDaBande unglykosyliertes LHBs, 42 kDa glykosyliertes LHBs; MA18AK/)  uTuldulinU
(57 kDa, Cell Signaling k ) -Tubulin zeigt als Kontrolle eine dquivalente GesamtpreBaitadung der Proben
auf das Gel.

4.3 Intrazellulare Verteilung von SHBs und LHBs in HBs-transgenen Zellinien

Fluoreszenbasierte immunzytochemischetikorperfarbungen (1GF) zeigten mit allen drei
verschiedenen Hepatitis -Bberflachenprotein (HBgonstrukten (SHBs, LHBs und
LHBs/HBX) eine zybplasmatische Feinverteilung d&#iBs und LHBsProteinsin Huh7-
Zellen. Dagegen wiesen NIH33Z:llen nur mit SHBsTransgen eine solche Feinverteilung
auf. Beim LHBs und LHBs/HBxKonstrukt kam es hingegen in diesen Zellen zu einer
AggregatBildung des LHBs-Proteins Bei AML-12-Zellen mit SHBsKonstrukt wurde
ebenfalls eine Feinverteilurdes SHBgProteinsfesgestellt, wahrend es mit dem LHBs/HBx
Konstrukt sowohl zu einer Feinverteilung als auch zur Aggregatbildung von LHBesend
Zellen kam Abb. 13).
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Abbildung 13: Intrazellulére Verteilung von SHBs und LHBs in transgenen Zdlinien

Zur Expression der verschiedenen HBWerflachenproteniKonstrukte(LHBs/HBx, LHBs und SHBs) wurden
lentiviral transduziertéluh7- und NIH3T3Zellenfir 3 d mit Dox induziert. Zur Expression des LHBSANIL -
12-Zellen (stabil transfiziert mit lentivelem LHBs/HBxPlasmid und TeOn Regulatorplasmidyvurde analog
verfahren. Die SHB&xpression in AML12-Zellen erfolgte Uber transiente Transfektiétiasmid pCHI-HBV -
LHBs(XXS) ohne DoxInduktion. AML-12-Zellen mitLHBs-Konstrukt wurden nichgeneriert Dargestellt sind
1000fachevergroRerunge vonimmurfluoreszenfrbungen (IGIF) fur LHBs (MA18/07-Antikorper) und SHBs
(HBsAg-Antikorper (Fitzgeraldjn griin ZellkernFarbung mit DAPI (blau)Mesdalken reprasentativ fur alle
Bilder, 20 pm

4.4 HBsAg-Verteilung in Lebern von HBV-Patienten und HBstransgener Mause

Leberschnittehumaner HBVPatientenwiesen bei Immunfarbungen gegen HBsAg ein sehr
ahnliches Bild wie LHBsexprimierené NIH3T3 und AML-12-Zellen (Abb. 13 mit u.a.

gro3en intrazellularen.HBs-Aggregaten inHepatozytenauf (Abb. 14 a). Ein analoges
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Ergebnisergab sich bei Farbungen mit derHBs-spezifischenAntikorper MA18/07 (Daten
nicht gezeigt). Danebelag auchfeinverteiltes LHBs bzw. HBsAghnlich wie in AML-12-
Zellen vor (Abb. 14 a)HBs-trarsgene Mausaviesen ebenfalleine Vielzahl von grof3en
LHBs-Aggregaten in deflepatozyten aufAbb. 14b). Diese Mause exprimierten das gleiche
LHBs/HBx-Konstrukt als Transgen wie o0.g. 4elien, jedoch gesteuert von einem Albumin
Promotor(Chisari et al., 1987Churin et al. 2014

Abbildung 14: HBsAg-Verteilung in Paraffinschnitten humaner und muriner Leber

Leberschnitte eineklBV-Patienten((a); freundlicheweise von HerrrProf. H.P. Dieneslnstitut fir Pathologie
desUniversitatsklinikums KIn, zur Verfiigung geste)litund einer 12 w alter HB#ransgenen Black/aus (b),
gefarbt mit einenHBsAg-spezifischen Antikorper (Fa. Fitzgeralie Farbungen wurden von Herrn Dr. Churin
aus der Arbeitsgruppe durchgefiihrt und zur Verfigung gefdealigestellt ist die HBsAgund LHBsVerteilung
Farbungen mit Reagenzien von Fa. Vector durchgeftifitP-basiert(a); Alkalische Phosphatase (b), 1000fache
VergréRerungen, Mebalken 20um.

4.5 Subzellulare Lokalisierung von LHBs

Kolokalisationen des groReHBV-Hullproteins (LHBs) mit dem ER (LHBs/ER) und dem
Golgi-Apparat (LHBs/Golgi) wurden mittels Konfokaler Mikroskopie (AG Wei3magid)
GieRen) untersucht. Uberpriift wurden HyhYIH3T3- und AML-12-Zellen, jeweilstransgen
fur das LHBs/HBx-Konstrukt. We in Abhldung 15 gezeigt war LHBs in NIH3T3Zellen
vollstandig mit dem ER kolokalisiert, in HufZellen Uberwiegend und in AMIL2-Zellen
teilweise. Dagegen war LHBs in allen drei Halen nicht mit &m GolgtApparat

kolokalisiert.


http://www.sanego.de/Institut/Nordrhein-Westfalen/4531-Koeln/178340-Universitaetsklinikum-Koeln-AoeR-Institut-fuer-Pathologie/
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NIH3T3
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Abbildung 15: Analysen zur Kolokalisation von LHBs mit dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) und
Golgi-Apparat

Huh7-, NIH3T3- und AML-12-Zellen (eweils mit LHBs/HBxKonstrukt) wurden 3 d mit Dox zur LHBs
Expression induzierDanach erfolgte ImmunfuoreszenzfarbungefC-IF) von LHBs (MA18/07Ak) und dem

ER (Sec61fAk) (linke Bilder) bzw. eine IGIF von LHBs (MA18/07Ak) nach Transfektion mit einem Golgi
Markerplasmid (1,4alactosyltransferasejechte Bildey. Zwecks einheitlicher Farbgebg fur LHBs in griiner
Farbe, wurde die Originalfarbe fiir LHBs (rot) und Golgi (grin) mit der Software Adobe Photoshop CS5 in griin
bzw. rot umgewandeltBereiche mitKolokalisationen sind an einer gethangen Mischfarbe erkennbar.
ZellkernFarbung mit DAPKblau). Mesbalken 10 bzw. 20 pm



Ergebnisse 85

4.6 Untersuchungzur Glykosylierung von LHBs und intrazellulare LHBs -Verteilung

Bei der Analyse des Zeitverlaufs der Bioxluzierten LHBsExpression (Abb. I2wurde eine
starkere Glykosylierung des LHB¥oteins bei NIH3T3im Vergleich zu Huh7Zellen (beide
LHBs/HBx) beobachtet. Bei AMI12-Zellen lag ein etwa gleiches Verhéltnis zwischen
glykosyliertem und unglykosyliertem LHBs vor (Daten nicht gezeigt). Um festzustellen, ob
der unterschiedliche Glykosylierungsgrad von [HBie intrazellulare LHBerteilung
(Feinverteilung vs Aggregate) beeinflut, wurde die Substanz Tunicamycin (TM) bei
NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) eingesetzt. TM ist ein Inhibitor von-®lykosylierungen. Es
wurden zwei Versuchsansétze durchgefihrt: 1) Belk¢i8s-exprimierende Zellen erhielten

2d TM unter weiterer DoxZugabe. 2) Die LHBd8nduktion (+ Dox) und TMZugabe erfolgte
zeitgleich fur 2d. Da TM konzentrationsund zeitabhangig zytotoxisch wirkt, wurden
zunachst fur das Experiment geeignete -Kbhzerrationen fur NIH3T3Zellen im
Vorversuch unter der Vorgabe einer Versuchsdauer von 2 d ermittelt (Daten nicht gezeigt).
Dabei erwiesenish 62,5 und 31,25 ng/ml TM amegignetsten. Hohere Konzentrationen
waren stark zytotoxisch und fihrten bis zu einerfisténdigen Verlust der Zellen (Daten
nicht gezeigt). Die getesteten TKbnzentrationen hatten bei beiden Versuchsansatzen (s.o.)
keinen signifikanten Einflusauf die LHBsVerteilung (Abb.16 A zeigt reprasentativ 62,5
ng/ml TM). Paralleldazu wurde miteiner WesterBlotting-Analyse die Inhibierung der
LHBs-Glykosylierung mit o.a. TMKonzentrationen bestatigt (Abb. Bozeigt reprasentativ +
62,5 ng/ml TM. Zudem wurde durch TMBehandlungdie SHBsEXxpression stark induziert,
welchein unbehandelten Zah kaumdetektierbar wafAbb. 16 B).Die Induktion fiel mit
etwasgeringeren TMKonzentrationerf< 62,5 ng/mlnoch sté&er aus (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 16: Inhibierung der N-Glykosylierung von LHBs und intrazellulare LHBs-Verteilung

NIH3T3 (LHBs/HBx)-Zellen wurdent 62,5 ng/ml Tunicamycin undleichzeitigmit Dox fir 2 d zur LHBs

Induktion behandelt.Die LHBs-Detektion erfolgte mit dem LHBspezifischen MAL18/0-Antikdrper (A)
Immunfluoreszen#Farbungvon LHBs (griin). Linkes Bild: Zellen 0 ng/ml TM; rechtes Bild: 62,5 ng/ml TM.
ZellkernFarbung mit DAPI (blau). Mebslken 20 um(B) WestermBlotting-Anal yse von LHBs un
Tubulin diente als Ladekontrolle der applizierten Gesamtproteinmenge.

4.7 Quantifizierung von sekretierten und intrazellularen HBs-Proteinen

In Zelllysaten derdrei mit dem LHBs/HBxKonstrukttransgenen Zdihien konnte Uber
WesternBlotting-Analysen zwar eine starke LHEpression, aber nur eine sehr schwache
SHBsExpressiondeektiert werden (Daten exemplarisch fur NIH3Egllen in Abb.16 B
gezeigt). Eine quantitative Erfassumgn sekretierten und intrazellularen HBsoteinen
wurde daher mittels ELISMessungen vorgenommen. Abbildung7 zeigt HBs
Proteinlonzentrationen in Zkultur-Uberstanden und Zéjsaten von Huh7und NIH3T3
Zellen mit LHBs/HBx und vergkichend mit dem SHRBRKonstrukt. AML-12-Zellen
(LHBs/HBx bzw. SHBs) ergaben analoge Ergebnisse und werden daher nicht gezeigt. In
Uberstanden von Zellen mit LHBs/HBgonstrukt + Dox konnten keine signifikanten HBs
Proteinlonzentrationen ermittelt werden, wahrend_ysaten von mit DoxnduziertenZellen
hohe HBsKonzentrationen vorlagen (Abh7 A). Dagegerwaren sowohl in Uberstanden als
auch in Lysaten Doinduzierter £llen mit SHBsKonstrukt deutlicheSHBs-Konzentrationen
mesdar (Abb.17 B). Diese Ergebnisssowie dieder WestersBlotting-Analysen (s.o.)Jassen
schlusfolgern, dass die Zaihien mit LHBs/HBxKonstrukt nur geringfligige Mengen an
SHBs exprimieten.
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Abbildung 17: Quantifizierung von sekretierten und intrazellularen HBs-Proteinen

Huh7- und NIH3T3-Zellen mitLHBs/HBx- (A) bzw. SHBsKonstrukt(B) wurden 3 d mitDox zur HBs bzw.
SHBsExpressiorbehandelt.Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolzanach wurden Zellkultatberstande
abgeommen. Die Zellen wurden mied Triton-X-100-Puffer aufgenommen und homogenisi&it zur ELISA

Messung wurden die Proben b&0°C gelagert. Die ZHysate wurén im ELISA mit PBS 1:2 verdiinnt, die
Uberstande unverdiinnt eingesetzt. Die sonstige Vorgehensweise ist im Methodenteil beschrieben. Dargestellt
sind HBs-Proteinr (A) bzw. SHBsKonzentrationer(B) in ng/ml+ Standardabweichungen (n=3ignifikanzen

(p-Werte, zweiseitig Uber FTest fir unabhéngige Stichproben mit Software SPSS Statistics, Vers. 22, ermittelt.
*** npO0, 001 hochsignifikant.
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4.8 Untersuchungenzur Interaktion von LHBs mit Zytoskelett-Komponenten

Um den Einfluss verschiedener Zytoskelkttmponenen wie Mikrofilamente (MF),
Mikrotubuli (MT) und Zytokeratine (CK) auf die intrazellulare LHB®rteilung in den drei
LHBs/HBx-transgenen Zdlhien zu untersuchen, wurdedie jeweiligen Filamente mit
folgenden Substanzemepolymerisiert Fir CK wurde Okaansaure (OA), fur MF
CytochalasirD (CytoD) und fur MT Nocodazol (Noc) verwendet. Nach den Substanz
behandlungen wurden die Zellen fixiert umdmunfluoreszendDoppefarbungen(IC-1F) auf
LHBs mit PAN-Zytokeratin (PANCK) bzw. mit BA k t i n -Tubolid dut¢hgefiihrtDie
Ergebnisse der Farbungen von LHBs und PBKl waren denen von HBsAg mit CK18 und
LHBs mit CK8 analog (Daten nur teilweise gezeiddje Ergebnisse der AM{12-Zellen
(LHBs/HBXx) entsprachemlem der Huh#Zellen (LHBs/HBXY und werderder Vollstandigkeit
halber im AnhangAbb. 37 und 38gezeigt.

4.8.1 Einfluss von Okadainsaure auf die intrazellulare Verteilung von Zytokeratinen
und LHBs

Eine Immunfarbungauf PAN-CK ergab eine sehstarke Farbung in Huh7und AML-12-
Zellen (Abb. 18A, Abb. 37A), wahrend NIH3T3ellenkaumeine Farbung aufwiesen (Abb.
18 B). Der U/N-Zusatz von OA ins Medium fiihrte in den Huhihd AML-12-Zellen zu
einem gemeinsamen punktuellen ZusammenbruchP4i%-CK und LHBs in ZellkerANahe

wahrend keine Vénderung ilfNIH3T3-Zellen feststellbar war
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Abbildung 18: Einfluss von Okadainsaure auf die intrazellulare Verteilung von Zytokeratinen und LHBs

(A) Huh7-und (B) NIH3T3-Zellen (beide LHBs/HR) wurden zur LHBsExpression 3 mit Dox (500 ng/ml)

und danach + 5 nM OAir 16 hzur Depolymerisierung vorCKF behandelt. Von fixierten Zellen erfolgten
Immun-Doppelfarbungen (1dF) auf LHBs (linke Bilder; grin) und PAXCK (rechte Bilder; rot). Zellker
Farbungen mit DAPI (blau). Dargestellt sind 1000fache VergréRerungen von fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen.Pfeile in (A) zeigenden punktuellen und perinukledren-Zosammensturz von LHBs und PAN

CK. Mesdalken repasentativ fur alle Bilder 20 pm
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4.8.2 Einfluss von Cytochalasin D auf die intrazellulare Verteilung von BAktin und
LHBs

Alle drei Zellinien zeigten unbehandelt eine flachige, teils auch filamentare Farbung auf
[3-Aktin, die i.d.R. im Bereich & Zelkortex amstéarksten war (Abb. 19, Abb. 3). Durch

die Behandlung mit @oD (1 ug/ml) wurden die AktiAFilamente bereits innerhalb von zwei

bis drei Stunden vollstandig zerstort. Insbesondere bei Huihd@ AML-12-Zellen kam es
dadurch zu punktférmigen-Bktin-Aggregaten innerhalb des Zytoplasmaghvend sich 3
Aktin bei NIH3T3Zellen Uberwiegend perinukledr verdichtete. Hinsichtlich der LHBs
Verteilung wurden in NIH3TZellen keine Veranderungen beobachtet, jedoch hateDdn

Huh7- und AML-12-Zellen ein leicht verandertes Verteilungsmuster f@nverteilem LHBs

zur Folge (Abb. 19 A, Abb. 3B).
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Abbildung 19: Einfluss von Cytochalasin D auf die intrazellulare Verteilung von RAktin und LHBs

(A) Huh7-und (B) NIH3T3-Zellen (beideLHBs/HBx) wurden zur LHB€EXxpression 3l mit Dox (500 ng/ml)
und danach A pg/ml Cytochalasin D fir 2 kur Depolymerisierung von MF behandelt. Von fixierten Zellen
erfolgten ImmurDoppelféarbungen (IGF) auf LHBs (linke Bilder; grun)und -Aktin (rechte Bilder; rot).
ZellkernFarbungen mit DAPI (blau). Dargestellt sind 1000x Vergrd3erungen von fluomsii@oskopischen
Aufnahmen. Medzalken reprasentativ fur alle Bilder 2@nu

4.8.3 Einfluss von Nocodazol auf die intrazellulare Verteilung von Mikrotubuli und
LHBs

Unbehandelt zeigten Huhlund AML-12-Zellen eine filamentare Farburauf U-Tubulin

(Abb. 20 A, Abb. 38, die bei NIH3T3Zellenjedoch mehr feinverteilt als filamentar ausfiel

(Abb. 20B). Durch die Behandl uTuglinmlianenteNio allenwreir d e n
Zelllinien komplett zerstort, was in einer im gesamten Zytoplasonkegenden feinverteilen
UTubulin-Farbung resultierte. Die LHB¥erteilung wurde dadurctin keiner der drei

Zelllinien verandert.
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Abbildung 20: Einfluss von Nocodazol auf die intrazellulare Verteilug von Mikrotubuli und LHBs

(A) Huh7-und (B) NIH3T3-Zellen (beide LHBs/HBx) wurden zur LHBSxpression 3 mit Dox (500 ng/ml)

und danach #£.5 pM Nocodazolfur 16 h zur Depolymerisierung von Mikrotubdkilamentenbehandelt.
Dargestellt sind ImmunfluoresaeDoppelfarbungen (1€ F) auf LHBs (1 i nkTebuliBi | der
(rechte Bilder; rot). Zellkerfrarbungen mit DAPI (blau). Dargestellt sind 1000fache VergréRerungen von
fluoreszezmikroskopischen Aufnahmen. Mésdken repasentativ fur alle Bilder 2Qm.
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4.9 Einfluss von Cytochalasin D auf die ZytokeratinStruktur

In Kapitel 4.82 wurde festgestellt dass @toD das LHBsVerteilungsmuster in Huh7und
AML -12-Zellen leicht verandert@Abb 19A, Abb. 37 B). EineImmunDoppelfarbung (IGF)
auf LHBsS/PAN-CK in Huh7 (LHBs/HBx)Zellen + CytoD ergalh dass die Behandlung mit
CytoD die ZytokeratinStruktur veranderte und mit ihn &hnlicher Weiseauch die LHBs
Verteilung (Abb. 21 a+bh. CK und LHBs lagen danadm Zytoplasmaeilweise punktférmig
verteilt vor, andog dem depolymerisierten&ktin (Abb. 21, d). Deutlichist eine weitgehende
Uberlagerung der &bungvon LHBs mitCK zu erkennen, die eine evtl. Kolokalisation der
beiden Proteingermuten lasstdingegen kam es beinerLHBs / 3-Aktin-Doppelfarbung zu
keiner nennenswerten Gelbfarbung, wasf eine weitgehend fehlende Kolokalisation
zwischen LHBs und{aktin hindeutet (Abb. 2t +d).
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Abbildung 21: Einfluss von Cytochalasin D auf die ZytokeratinStruktur

Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurden 3d mit Dox (500 ng/ml) zur LHB&xpression und danach 1 pg/ml
Cytochalasin D fur 2 heur Depolymerisierung von Mbehandelt. Von fixierten Zellen erfolgten Immun
Doppefarbungen (IGIF) auf LHBs (griin)und PAN-CK (rot; a, b) bzwLHBs (griin)und R-Aktin (rot; c, d).
ZellkernFarbungen  mit  DAPI  (blau). Dargestell sind 1000fache  VergrdfRerungenvon
fluoreszemzmikroskopischen Aufnahmen; Mésdken repasentativ fir alle Bilder 20 um
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4.10 Einfluss von Okadainsaure auf die Morphologie des Endoplasmatischen
Retikulums

Durch OABehandlungkam esin Huh7Zellen zu einem punktuellen, perinukle&reiko-
Zusammensturz von LHBs uRAN-CK (Kapitel 4.81). Da LHBs Uberwiegend mit dem ER
kolokalisiert war Kapitel 4.9, galt es auszuschlie3en, dass dieser Efthkich einen
Zusammensturz des ERbedingt ist. Wie in Abbildung 22 dargestellt blieb die ER-
Morphologie durch OABehandlung weitestgehend unbeeintrachtigie kompaktere ER
Farbung wartiiberwiegencauf die OAbedingte Zellabrundung zurtickzufihyetie amEnde
des Versuchs im Normallicht zu beobachten war (Daten nicht gedeig. 30 % deOA-
behandelterZellen wurde jedoclaucheine perinuklear&omprimierung von einem Teil des
ER’sim Bereich der fokalen LHBs/CK18ggregatebeobachtefsiehePfeile n Abb. 23, die

im néachsten Kapitelheiter untersucht wurde.
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Abbildung 22: OA induziert einen LHBs-, jedoch keinen ER-Zusammensturz

Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurden & mit Dox (500 ng/ml) zur LHBExpression und deach + 5 nM OA fiir 16

h behandelt (obere Bilder: ohne OA; untere Bilder: + OA). Es erfolgten Immundoppelfarbungen gegen den ER
Marker Sec61R (linke Seite) und LHBs (rechte Seite). Zellkernfarbungen mit DAPI. Dargestellt sind 1000fache
VergroRerungen vonudbreszazmikroskopischen Aufnahmen. Mésdken repasentativ fur alle Bilder 20 um
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4.11 Untersuchungen zur partiellen ERKomprimierung nach OA-Behandlung

Im Kapitel 4.10wurde in ca. eiam Drittel der OAbehandelten HuhkZellen eine perinukleare
Komprimierungvon einem Teil des ERBeobachtetDurch konfokaleMikroskopie konnte
eine eindeutige Kolokalisatiamer perinuklearen LHBsund CK18Aggregae mit diesen ER
Verdichtungerfestgestellt werde(Abb. 23.
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Abbildung 23: Partielle ER-Komprimierung und Kolokalisation mit fokalen LHBs/CK18-Aggregaten nach
OA-Behandlung

Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurden zur LHB&Xxpression 21 mit Dox (500 ng/mlpehandelt und danach weitere
16 h mit Dox +5 nM OA inkubiert. Danach éolgten Immundoppelfarbungeauf LHBs und ERMarker Sec61i
(linke Bilder) sowie CK18 und Sec61R (rechte Bilder). Zellkernfarbungen mit DABlau). Dargestellt sind
630fache VergroRerungen von fluoreszenzmikopsichen KonfokaAufnahmen. Medzalken 20 pm
(reprasentativ fir alle Bilder).
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4.12 Zytokeratin -Profil von LHBs/HBXx -transgenen Zellinien

Durch eineWesternBlotting-Analyse wurde die Expression von CK8 und CK18 bei Huh7
NIH3T3- und AML-12-Zellen (alle LHBs/HBXx) vergleichend untersucht (Abb. R4Bei
NIH3T3-Zellen war keine CK8/1-&Expression detektierbar. AML2- Zellen exprimierten
insgesamt mehr I8 und CKL8 als Huh7Zellen, was weitgehend auf die viel gro3ere Menge
an CK8 zurtckzufihren war. Das Mengenverhéltnis von CK18 zu CK8 war in Heim7
Vielfaches grol3er als in AML2-Zellen. Die LHBsExpression hatte keinen sichtbaren
Einfluss auf die Expressionsstanken CK8 und CK18

AML-12 Huh? NIH3T3
+ Dox

= + = + =
- “ S LHBs (39-42kpa)

&‘ CK8/18
“—— —— CKS8 (52,5 kDa)

AR ey, i CK18 (45,5 kDa)

e O-Tubulin (57 kpa)

Abbildung 24: Zytokeratin -Profil von Huh7-, NIH3T3- und AML -12-Zellen + LHBs-Expressim

Huh7-, NIH3T3- und AML-12-Zellen @lle mitLHBs/HBx-Konstruk) wurden zur LHBsExpression 3 mit Dox
(500 ng/ml)behandelt.Zelllysate wurden durchWesterrBlotting-Analyse und Immunfarbungeauf CK8/18
(52,5/45,5 kDa) zusammen urauf CK8, CK18, LHBs § 9/ 4 2 k D-Ybulinu(67d kDd) getrennt

voneinander untersuchitTubulin zeigt als Kontrolle eine dquivalente GesaotiginBeladung der Proben auf
demGel.
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4.13 Untersuchungen zurKolokalisation von LHBs mit Zytokeratin 8 und 18

4.13.1 Konfokale Mikros kopie

Den bisherigen Ergebnissen zufolge, war eine KolokalisatimachenLHBs und CK8/18 als
wahrscheinlich anzunehmedum Nachweiserfolgten Immunfluoreszergarbungen(IC-1F)
dieser Proteine in Huh7und AML-12-Zellen (beide mit LHBs/HBx-Konstrukt) und
anschlieRenderAnalyse mit konfokale Mikroskopie In Uberlagerungsaufnahmen der
Einzelfarbungen wurde in beiden Helien eine Kolokalisation von LHBs mit PARK als
auch mit CK8 und CK18 gehen (Abb. 26 NIH3T3-Zellen wurden mangelsiner CK8/18
Expression nicht untersucht.
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Abbildung 25: Konfokale Mikroskopie zeigt Kolokalisationenvon LHBs/HBs mit Zytokeratinen

Huh7- und AML-12-Zellen (LHBs/HBx) wurden zur LHB<Expression 3 mit Dox (500 ng/ml)behandelt.

Danach erfolgtetmmurfluoreszenzFarbungen(IC-1F) aufLHBs (MA18/07-Ak) und PANCK bzw. CK8 sowie

auf HBs (HBsAgAk) und CK18 Zellkernfarbungen mit DAP{blau). Dargestellt sinckonfokalmikroskopische

Aufnahmen(630fache VergroRerungener verschiedean Fluoreszenzfarbungeaus jeweils einer Zellebene.

Zur Sichtbarmachung von Kolokalisationen (geltange Farbung) wurden die Eilizibder Ubereinander gelegt.
Mesdalken 20 pm
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4.13.2 Proximity Ligation Assay

Der Proximity Ligation Assay(PLA) wurde zur Bestitigung der in der konfokalen
Mikroskopie festgestellten Kolokaktionenund anderer Proteiolokalisationen beHuh7-,
NIH3T3- und AML-12-Zellen (alle LHBs/HBx)angewandt(Abb. 26 27 und 3). Eine
Kolokalisationwird durch grunfluoreszierendepunktudle Signale in derZellen dargestellt
Die Ergebnisse der AMi12- waren dem der HuhZellen analogBilder der AML -12-Zellen,
s.Anhang, Abb39.
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Abbildung 26: Proximity ligation assay(PLA) zur Analyse von Piotein-Kolokalisationen in Huh7-Zellen

Fixierte Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurdenmit PrimarAntikdrpern gegen die zu testenden Proteine inkubiert und
danach der PLAAssay durchgefilhrtCK18 und HBs (a+b); RAktin und LHBs ( ¢ + d-TubulinUnd LHBs

(e+f). Dargestellt sind 400fache VergréRerungen von mikroskopischen Fluoreszenzaufnahmen: Linke Bildseite
ohne LHBsExpression{Dox); rechte Bildseite mit LHB&xpression+ Dox). Reprasentativ&inzelzllensind

jeweils im Bildausschnitt rechts unterrgréRert abgebildeKernfarbung mit DAPI; Medbalken 50um.
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Abbildung 27: Proximity ligation assay(PLA) zur Analyse von ProteinKolokalisationen

Fixierte NIH3T3- und Huh?Zellen (beide LHBs/HBx)wurdenzundchst mit PrimaAntikérpern gegen die auf
Kolokalisation zu testenden Proteine inkubiert und danach derA&sAy durchgefihri{A) NIH3T3-Zellen: 3
Aktin und LHBs (a+b) -TUbulin und LHBs (b+c). (B) Huh7-Zellen: CK18und R-Aktin (a+b) Dargestellt sind
400fache VergréRerungen von mikroskopischen Fluoreszenzaufnahmen: Linke Bildseite ohrexpkHBsion
(-Dox); rechte Bildseite mit LHB&xpression (+ Dox). Reprdsentatie Einzelzllen sind jeweils im
Bildausschnitt rechts unterergrof3ert abgebildeKernfarbung mit DAPI; Medmalken 50um.
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CK18 zeigte bei LHBexprimierenden (+Dox) Huh7und AML-12-Zellen eine sehr starke
Kolokalisation mit HBs an (Abb. 26Abb. 3, a+h. Im Gegensathierzukonnte bei allen drei
Zelllinien nur eine schwache Kolokalisation von LHBs miAlin und einesehr schwache
v o n L HBFubulinidétektidriwerden (Abb. 2&-f, 27 A und 3%-f).

Eine schwache bis moderate Kolokalisation wurde ebenfalls zwischen CK18Aktth (bei
Huh7 (HBs/HBx)-Zellen beobehtet (Abb. 27 B Da die Expression von LHBs hierauf
keinen Einfliss zeigte, ist von keiner Adaptorfunktion von LHBs zwischen CK18 uAkitiid

auszugehen.

4.14 Oberflachen-PlasmonresonanzSpektroskopie(SPR)

Zur Prufung einer moglichen Bindung / Interaktion von rekombinanten humanen @8
CK18-Protein an die fur die HBNhfektion essentielle myristylierte gg&-Domane vorLHBs
wurde eine SPRessung vorgenomme(Abb. 28. Fir beide CK konnte eineindeutige
Bindung/ Interaktionfestgestellt werden, wobei CK8 starkals CK18 an das mypraSkt
Peptid bindete Die Bindung erfolgte in beiden Fallen schnell und pendelte sich nach
Erreichen eines Maximums auf ein etwas niedrigeres Niveau ein und warteethtiv
konstantgehalten. BSA als Ligand diente als Negativkontrolle und zeigte keine Bindung an
CK8 und CK18 (nicht gezgt). Bindungs und Dissoziationskonstanten wurden nicht

ermittelt.
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Abbildung 28: Quantitative Oberflachen-PlasmonresonanzSpektroskopie zeigt ene Bindung/Interaktion
der myr-praS1-Doméane von LHBs mit CK8 und (K18

Synthetisch hergestelltes myristyliertes it#eptid (LHBsDomane) bzw. BSA als Negativkontrolle (nicht
abgebildet) wurde als Liganden auseparateMatrixbereichen eines Proteom GLM Sensor Chip immobilisiert.
CK8 und CK18 wurden als Analyte in eitzen Ansatzen in zwei verschiedenen Konzentrationen (0,1 und
1 uM) und zusammen in einem Ansatz (2 uMjttels OberflacheriPlasmonresonar@pektroskopiauntersucht.
Dargestellt ist die Starke der Bindung uBissoziationdes Analyten vom Liganden Uber dieit in sog.
response units

4.15 Expression von CK18 und BiP in NIH3T3 (LHBYHBXx)-Zellen

4.15.1 CK18-Expressionund LHBs-Verteilung in NIH3T3-Zellen

Um festzustellen, ob eine CKEBpression in NIH3TZellen (LHBs/HBX) in der Lage ist
die Bildung von LHBsAggregaten zu verhindern, wurdesie mit einem CK18 (human)
exprimierenden Plasmid traesit transfiziert und danach die LHBxpression mit D

induziert. Wie in Abbildung 2%u erkennen, lag LHBs in transfizierten Zelletrazellular
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fein verteilt und kolokksiert mit CK18 vor. CK18 konnte wegen des Fehlers seines
natirlichen Bindungspartners CK8ine CK8/18Filamente ausbilden

NIH3T3 (LHBs/CK18)

LHBs / CK18

Abbildung 29: Pravention der LHBs-Aggregatbildung durch CK18-Expression inNIH3T 3-Zellen

NIH3T3-Zellen (LHBYHBX) wurden transient mit einem CK18 (huma¥primierenden Plasmid transfiziert
und danach die LHBExpression mit Dox fir 2 d induzierDanach erfolgte eine tBoppelfarbung(IC-IF)
gegen LHBs (grin) und CK18 (rot). Dargdhtesind fluoreszenzmikroskopisch&onfokale Aufnahmen
(630fache VergroRerungen):-¢x Einzelbilder; (d) UberlagerungsbilKernfarbung mit DAPI. Mesdsalken
jeweils 20 pm.

4.15.2 BiP-Expressionund LHBs-Verteilung in NIH3T3-Zellen

Eine WestersBlotting-Analyse zeigte eine starke Expression des ChaperongHiféing
immunoglobulin proteinin Huh7, jedoch nur eine schwache in NIH3Zgllen (Daten nicht
gezeigt). Da BiP an korrekten intrazellularen Proteinfaltungen und auch arERier

Translokation der praBomane von LHBs in Hepatozyten beteiligt ist, wurde sein Einfluss
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auf die LHBsAggregate durch Uberexpression in NIH3Z&llen untersucht. InGegensatz
zur CK18-Expressionzeigten sich jedoch keinesichtbarenVeranderungn bei denLHBs-
Aggregden (Abb. 30).

bLI o¢Co At[u . ak

Abbildung 30: Uberexpressiondes BiRProteins in NIH3T3-Zellen

NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) wurden transient mit einem BiProtein (humanjexprimierenden Plasmid
transfiziert und 24 h spater die LHExpression nti Dox fur 2 d induziert. Danach erfolgte eine {F
Doppelfarbung (IC-IF) gegen LHBs (grin) und BiP (rot). Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische

Aufnahmen(1000fache VergroRerungen): (a) Einzelbilder; (c) Uberlagerungsbil&ernfarbung mit DAPI.
Messalkenreprasentativ fur alle Bilde20 pm.
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4.16 RNA-Interferenz gegen CK18

4.16.1 Uberprufung des CK18Knockdown auf RNA- und Protein-Ebene

Fur weitere Untersuchungen (LHB&rteilung, Aufklarung derfunktionellen Bedeutung von

CK18) wurde CK18 durch RNAnterferenz herunterreguliert. Dazu wurden verschiedene
shRNA-Sequenzen gegen CK18 zunachst auf iWkrksamkeit getestet, CK18 auf
transkriptioneller Ebene zu reduzieren. Eine shRNA ohne bekannte Zielsequenz im humanen
Genom diente als NegativkontrolishRNA NQ und die CK18-Transkriptionin diesen
transfizierten Zellen wurden auf 100§ésetzt. Wahrend die shRN&equenzen Nr. 1, 3 und 4

die CK18-Transkription nicht unter 8@ reduzieren konnten, erwies sich shRNA Nr. 2 als sehr
effektiv und reduzierte di€K18-mRNA um 84% auf nur noch 1% des Wertes deshRNA

NC (Abb. 31).

RNAInterferenz vonCK18 irHuh7-Zellen

1.2

< 1.0 - m shRNA NC

x

g 0.8 - m shRNA Nr. 1

O

g 0.6 - = ShRNA Nr. 2

S

T 04 -

2 v m shRNA Nr. 3

@

x 0.2 - = ShRNA Nr. 4
0.0 -

Tag 4 der Transfektion

Abbildung 31: Herunterregulierung von CK18-mRNA in Huh7-Zellen durch RNA-Interferenz

Huh7-Zellen wurden mitverschiedenen shRN@&xprimierenden Plasmésh gegen CK18 (Nr.-4) und einem
shRNA-Plasmidohne bekannte Zielsequenz als Negativ Kontri@eRNA NC)transfiziert.Aus lysierten Zellen
wurde die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und CKitels Realtime PCR (SYBR Greenjelativ

quantifiziert Dargestellt ist die relative Menge an CK&RNA am Tag 4 der Transfektiorach 2 d Puromycin
Behandlung $Standardabweichungen (n=3).
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Die verschiedenen shRN8equenzen wurden auch daraufhin untersucht, inwieweit sie die
Proteinexpression von CK18 und CHKerunterregulieren kinen. Auch hier zeigte sich
shRNA Nr. 2 den anderen shRNA’s Uberlegen. Die Proteinexpression von CK18, aber auch

von CK8 wurde deutliclund in etwagleichem Mal3e reduziert (Abb. 32
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Abbildung 32: Herunterregulierung von CK8/18-Protein in Huh7-Zellen durch RNA-Interferenz

Huh7-Zellen wurden mitverschiedenen shRN&xprimierenden Plasmiden gegen CK18 (N#)lund einem
shRNA-Plasmidohne bekannte Zielsequenz als Negativ Kontrolesfiziert. Zellysate von WT und shRNA
transfizierter Huh7Zellen (Tag 4 der Transfektiomach 2 d PuromyciBehandlung)wurdendurch Western
Blotting-Analyseauf ihre CK8 und CK18Proteingehalte untersuchtAktin zeigt als Kontrolle eine &quivalente
GesamtproteiBeladung der Proben auf de@el.

4.16.2 CK18-Knockdown und LHBs-Verteilung in Huh7-Zellen

Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurden mitdem shRNA-exprimierenden Plasmid gegen CK18
(shRNA Nr. 3 transientiransfiziertund danach die LHBEXxpression mit Dox induzierhNach

einer dreitaggen LHBsExpression zeigten erfolgreich transfizierte 1@l sowohl eine
schwache CK8 als auch CI8-Expressionin der Immunfarbung (Abb. 33A+B). Nicht
erfolgreich transfizierte Zellen im gleichen Ansatz wiesen dagegen weiterhin eine starke
CK18- und CKB-Expression aufHinsichtlich der Verteilung und Epressionvon LHBs war

kein Unterschied zwischemrrfolgreich transfiziertenZellen und welchen mit normaler
CK&8/18-Expression sichtbaBeide wiesen feinvégiltesLHBs im Zytoplasma aufn pardlel
untransfizierten und mitlem shRNANC-PlasmidtransfiziertenHuh7-Zellen (LHBs/HBX)

wurde ebenfalls eine LHBBeinverteilung gesehdaten nicht gezeigt).
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Abbildung 33: CK18-Knockdown und LHBs-Verteilung in Huh7-Zellen

Huh7-Zellen (LHBs/HBx)wurden mit einem shRNA&lasmid gegei€K18 transientransfiziert und danactie
LHBs-Expressior83 d mit Dox induziert.Es folgtenlF-Farbungen (IGF) auf (A) LHBs (grin) und CHKS8 (rot)
und auf(B) LHBs (grin) und CK8 (rot). Deutlich sind erfolgreich transfizierte von nighansfizierten Zellen

durch ihre unterschiedliche CK8zw. CKL8-Expression zu unterscheiddternfarbung mit DAPI. Medalken
reprasentativ fur alle BildeR0 pum.
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4.17 Untersuchungen zur funktionellen Bedeutung der CK8/18i LHBs-Interaktion
4.17.1 Einfluss von extrazellularem CK8/18Protein auf die HBV-Infektion in vitro

In diesem Experiment wurde der Einfluss vertrazellularemCK8- und CK18Protein
(human) auf dien vitro HBV-Infektion von Pimaren TupaigHepatozyten (PTH) untersucht.

Die Menge an sekretiertem HBsAgurde als Mal} fir die Infektionsrate genommen. Hierbei
wurden an allen Tagen der Probenahme (Tag 4, 7 und 11 der Infektion) keine signifikante
Veranderungen von sekretiertem HBsAgi Inkubation von HBV mitCK8 und CK18 im
Vergleich zur Positiskontrolle (+ Viren) festgestellt (Abb.43zeigt exemplarisch Tag 7 der
Infektion). Auch bovines Serumalbum(BSA) hatte alsnegative InhibitofKontrolle keinen
Einfluss auf die HBsAgsekreton. Eine Inkubation von HBV mit dem praSpezifischerund
neutralisierenden Antikbrper MA18/07 pdsitive Inhibierungskontrolle) inhibierte die
Infektion und somit HBsAgsekretion jedoch vollstandig.

Einfluss von extrazellularen Zytokeratinen auf die HB¥ektion

20

mJ Viren
I | u+ Viren
m + Viren + MA18/07 (1mg/L)
H + Viren + CK8 (1Img/L)
m + Viren + CK8 (1pg/L)
m + Viren + CK18 (1mg/L)
— + Viren + CK18 (1pg/L)
— + Viren + CK8/18 (1mg/L)
+ Viren + CK8/18 (1ug/L)
+ Viren + BSA (1Img/L)
+ Viren + BSA (1pg/L)

18

16

14

12
10

Sekretiertes HBsAg (ng/ml)

8
6
4
2
0

Tag7 der Infektion

Abbildung 34: Einfluss von extrazellularen Zytokeratinen auf die HBV-Infektion

PTH wurden am Tag 4 der Isolierung mit aufgereinigtpatitis BViren (Patienterdsolat) + verschiedene
Konzentrationen (1 mg/L und 1 pg/L) an Zytokeratin 8, 18 (einzeln und in Kombination) und bovinem
Saumalbumin (BSA)fur 16 hinkubiert. PTH chne Viren diente alsollstindigeNegativKontrolle, Viren +
praSitspezifischer Antikérper MA 18/07 afmsitivelnhibitor-Kontrolle und Viren + BSA alsegativelnhibitor-
Kontrolle der Infektion.Dargestellt sindHarnstoffAssaykorrigierte Konzentrationen (ng/ml) an sekretiertem
HBsAg ausZellkultur-Uberstande von Tag Ter Infektion+ Standardabweichungén=3).
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4.17.2 Einfluss von Okadanséaure auf die HB\AInfektion

Okadanséaure (OA) zeigte in Vorexperimenten bei h@meKonzentrationen (> 50 nM) einen
zeit und konzentrationsabhangigen zytotoxischen Effekt auf die in dieser Arbeit getesteten
Zelllinien und PTH (Daten nicht gezeigt). Daher wurden fir dieses Experiment nur OA
Konzentrationen bis max. 50 nM verwendetn EAusammensturder CK8- und CK18-
Filamentemit LHBs konntemit diesen Konzentrationeim den PTH via Immunfluoreszenz
nicht gesehen werden. Jedoch waveneinzelndZytokeratinGranulasichtbar Daten nicht
gezeigt).

Eine Behandlung von PTH mitO nM OA lkewirkte an Tag 4 der Infektion eine max.
Steigerung der HBsA&ekretion um das 5,6fache vs. infizierte Zelehne OABehandlung
(Tab. 10 A). Eine Sekretionssteigerung war auch mit den andererK@#entrationen
erzielbar, jedoch fiel diese mit zunehmen@#-Konzentration ab. Etwa das gleiche Bild war
am Tag 7 zu beolsaten mit einer max. Sekretionssteigerwog 1,9fach bei 10 nM OA. Am
Tag 11 der Infektion pendelte sich die HBs8gkretion bei allen getesteten OA
Konzentrationen, aul3er bei 50 nM, auf @tdas Doppelte der von Gdnbehandelten Zellen
ein. Die Unterschiede warem Tag 4 und 1Xder HBV-Infektion gré3tenteils sehr signifikant
bis hochsignifikant, wahrend an Taglétiglich eine Behandlung mit0 und 20 nM OA
Signifikanzenergab(Abb. 35, Tab. 10B).
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Einflussvon Okadainsaure auf die HBMfektion

nM OA
m0

m10

m 20

m 30

m40
=50

Sekretiertes HBsAg (ng/ml)

Tag 4 Tag 7 Tag 11 der Infektion

Abbildung 35: Einfluss von Okadansaure auf die HB\+Infektion

PTH wurden am Tag 4 der Isolierung mit verschiedenen Konzentrationen anif@kade (OA)fur 6 h
vorbehandelt und dann mit aufgereinigtéepatitis BViren (Patientersolat) unter weiterer OABehandlung fur

16 hinkubiert. ZellkulturUberstande von Tag 4, 7 und dér HBV-Infektion wurden im ELISA auf sekretiertes
HBsAg untersucht, welches proportional zur stattgefundenen Infektionsrate gebildetDangkesellt sind
HarnstoftAssaykorrigierte HBsAgKonzentrationen (ng/ml) von Tag 4, ©nd 11 der Infektion+
Standardabweichungén=3). Signifikanzen p-Werte zweiseitig Uber TFTest fir unabhangige Stichproben mit
Software SPSS Statistics, Vers. 22, errhittetp O0, 05 signi fi kant, * * pO0, 01
hochsignifikant.
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Tabelle 10: Vergleiche der HBsAgSekretionssteigerungen durch OABehandlungen und zugehdrige

Signifikanzen

(A) Steigerungen defdBsAg-Sekretionerbei verschiedene OA-Konzentrationen vs. ohne GBehandlung als
x-fache Vergleiche der HBsAWittelwerte (MW) an den Tage#, 7 und 11 der Probennahm¢R) p-Werteder
HBsAg-Konzentrationen(OA-Behaxdlungenim Vergleich zuOA-unbehandéén Zellen)an den Tagen der
Probennahmern(n=3). p-Werte (zweiseitig) Uber TTest fur unabhangige Stichproben mit Software SPSS
Statistics, Vers. 22, ermittelsignifkante Werte sinéh Rothervorgehobertp O0, 05 si gni fi kant ,

signifika

nt; *** poO0, 001

hochsignifikant.

A
: B
Tage der Infektion /
Oka-Konz}  x-fache HBsAg-MW Oka-Konz. | Tage der Infektion / p-Werte
(nM) d4 d7 dll 0 nM Oka zu d4 d7 d11l

0 1,0 1,0 1,0 10 nM 0,000 | 0,019 | 0,000
10 5,6 1,9 2,0 20 nM 0,001 | 0,017 | 0,001
20 51 16 2,0 30 nM 0,001 0,189 | 0,001
30 3,8 13 1.9 40 nM 0,009 | 0,125 | 0,006
40 3,6 14 | 20 50 NM 0,026 | 0,706 | 0,130
50 2,6 1,1 1,4

4.17.3 Einfluss von Okadansaure auf dieHBsAg-Sekretion

Parallel zur Untersuchung des Einflusses von OA auf die Infektion wurde ein

Sekretionsexperiment durchgefihHierbei wurden bereits infizierte PTiAm Tag 4 der

Infektion drei Tage mit den gleichen @fonzentrationen wie im 0.g. Infektionsexperiment

behandelt und die HBsA8ekretionam Tag 7 der Infektion untersucht. Es konnten keine

signifkanten Effekte auf die e&retion bei verschiedenen @fonzentratimen festgestellt

werden (Abb. 8).
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Einflussvon Okadainséure auf die HBs/Agkretion
bereits infizierter PTFZellen

16
= nM OA
14
£
(@)
E 1 )
(@)
m10
< 10
m =20
T 4.
8 m 30
g 6 -
Q m 40
+—
[¢)] 4 -
% =50
7)) 2 -
0 i

Tag 7 der Infektion, 3 d + OA

Abbildung 36: Einfluss von Okadadnsaure auf die HBsAgSekretion bereits infizierter PTH-Zellen

PTH wurden am Tag 4 der Isolierung mit aufgeigien Hepatitis BViren (Patienterisolat) fir 16 hinfiziert.
Am Tag 4 der Infektion erfolgte der Zusatz der verschiedeneiK@#xentrationen (0, 10, 20, 30, 40, 50 nM) fur
drei Tage. ZellkultwUberstande von Tag 4 und 7 der Infektion wurden im ELISA sekretiertes HBsAg
untersucht. Dargestellt sind Harnsto#issaykorrigierte HBsAgKonzentrationen (ng/ml) vom Tag 7 der
Infektion = Standardabweichungén=3).
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunadchst ein fur PBsteine transgenes vitro
Zellkulturmodell geschaffen Damit sollte u.a. die Frage beantwortet werdesb die
intrazellulare Akkumulierung von LHBsnd HBsAg innerhalb des ER von Hepatozyjevie
man sie in Hepatozyten von chronisch mit HBV infizierter Patienten sowie in Hefatozy
von HBsProteinerexprimierenden Mausen sie{Chisari et al., 1986; Churin et al., 2014;
Iwai et al.,, 1988)von Zytokerainen (CK) bzw. andererZytoskelettKkomponenten wie
Mikrofilamenten (MF) und Mikrotubuli (MT) beeinflusst wird.Desweiteren sollte ein
maoglicher Einfluss von CK auf die HBlhfektion und HBsAg-Sekretion priméarer
Hepatozyten, isoliert aus stdostasiten SpitzhdrnchenT(paia belangedi untersucht
werden.

Die wichtigstenErgebnisedieser Arbeitsind:

1) Der Nachweis einer bisher unbekannten Kolokalisation und Irtierakon LHBs mit
CK8 und CK18, dagegen kaum mit Mikrofilamenten und Mikrotubuli.

2) Eine CK18Expression bewirkte eine Feinverteilung von LHBs in NIHZElen,
wahrend eine Uberexpression des Chaperons BiP und eine Inhibierung-der N
Glykosylierung keinen Einfluss auf die Verteilung von LHBs hatten.

3) Okadainsaure bewirkte eine Verdopplung deBV-Infektionsrate bei priméren
Hepatozyten au$upaia belangeriaberhatteselbstkeinen Einfluss auf die Sekretion
von HBsAg.

5.1 Expression und Verteilung vonLHBs und SHBs

Bereits Mitte der 80iger Jahre konnte in Hepatozyten HigMierter Patientersowie auch in

fur HBV-Oberflachenproteine (HBs) transgenen Mausen efékumulierung und
Aggregatbildung von LHBsind HBsAgfestgestellt werde(Chisari et al., 1986; Thung et al.,
1986) Die Uberproduktion von LHBs in 0.g. Mausen filhrte auch zu einer verminderten
Sekretion vorHBsAg ins Serumund somitzu einer toxischen Akkumulierung von HBsAg
und LHBs im ER der Hepatozyte(Chisari et al., 1986)Die Folge waren schwere
Leberschdigungen  (auch  Zelltod von einzelnen  Hepatozyten), sekundéare

Entztindungsprozesse und Hepatokarzinogeft&sisari et al., 1987; Chisari et al., 1989)
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Eine Aggregatbildung des LHBs konrgbenfallsin den in dieser Arbeit erzeugt&iH3T3-
und AML-12-Zellen transgen fir LHBs oder LHBs/HBX, festgestellt werdere AML-12
wiesenauchfeinverteiltes LHBs auf. Dagegen traten keine LHRgregate in LHBs bzw.
LHBs/HBx-transgenen HuhZellen auf.Im Gegensatz dazu flihrte die alleiniggpression
von SHBs in allen drei ZBinien zu einer Feinverteilung des SHBs im Zytoplasma der Zellen.
Desweitererwurde die subzellulare Lokalisation des LHBs in den dreiliden untersucht.
Analysen mittels konfokaler Mikroskopie ergaben, dass LHiBalen drei Zdlinien mit dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) kolokalisierte, jedoch nicht mit dem -@ploarat.
Demnach war das unterschiedliche Verteilungsmuster des LHBs zwischen diemeBaticht
durch die Lokalisation des LHBs im ER bzw. Gelgparat bedingt. Verschiedene Studien
unterstitzen dme Befunde. Demnach wird LHBs im ER bzw. einem -G&gi-
IntermediarkompartimentERGIC) zurlckgehalten und wird nur sekretiert, allerdings auf
niedrigem Niveau, in der Gegenwart von SHBs oder MKE®eng et al., 1986; Chisari et al.,
1987; MolnarKimber et al., 1988; Nemeckova et al., 1994; Ou and Rutter, 1987; Persing et
al., 1986) Es wird angenommen, dass die LHBskretion durch Bildung von Diffid-
Komplexen zwischen den drei HBsoteinerzustandekomm(Bruss et al., 1996a; Clayton et
al., 2001) In Zelllysaten dedrei erzeugten Z4kinien, transgen fir LHBs bzw. LHBs/HBX,
wurde zwar im WesternBlot eine sehr starke LHBsaler nur eine sehr schwache SHBs
Expressiordetektiert(Daten exemplarisch flBHBsbei NIH3T3Zellen gezeigt,Abb. 16 B).
Mittels ELISA-Messungen wurde dahaine quantitative Erfassung deekretierten und
intrazellularen HB<Proteine in den Zellinien vorgenommen. Wahrend deutlict8HBs
Mengenvon denZelllinien mit SHBsKonstruktsekretiert wurdenwaren keine HB$roteine

in Zellkultur-Uberstanden von jenemit dem LHBs/HBxKonstrukt messbar In den
Zelllysaten der Zdlinien beider Konstrukte wan hingegen HBs-Proteine eindeutig
nachweisbar. Diese Ergebnisse und die zuvor genannten WBEiing Ergebnisse lassen
den Schluszu, dass die Zdlinien mit LHBs/HBxKonstrukt nur geringfigige Mengen an
SHBs exprimieten. Dagegen exprimiéen und sekretigen transgene Mause mit dgleichen
LHBs/HBx-Sequenzdeutliche HBsAgMengen(Chisari et al., 1986Churin et al., 2014 Die
LHBs-Expression standiier allerdings unter der Kontrolle eines Albumstatt eines CMVY
Promdors.

Eine Studie zeigte, dass die Induktion von-&fRess den SHBBromotor aktivieri{Xu et al.,
1997b) Analog konnte die SHBsExpressionin NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) durch
TunicamycinBehandlung stark induziert werdgKapitel 4.6) Die Fahigkeit zur SHBs
Expressiorist somit durch dagerwendetd HBs/HBx-Kongrukt grundsétzlich gegeben.
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Moderate HBsAgKonzentrationen wurden von HulZgllen sekretiert, die transient mit
einem HBsKonstrukt ohneCMV-Promotor transfiziert waren. In diesen Zellen wurde die
HBs-Expressiomur durchdie nattirlichen HBVYPromotoen gesteuert wodurch die HBSm
physiologischen Verhaltnexprimiert werderfDaten nicht gezeigt).

Die sehrschwache SHB&xpressionin den Zellinien mit LHBs/HBxKonstruki gesteuert
durch den internen praSZomotor,kdnntedaher durctden starken CMWPronotor, dervor
der praSiSequendiegt, und /oder durchdem im Gegensatz zum vivo Situation in Mausen
fehlenderER-Stress in Zellkulturverursacht sein

Bei der Untersuchung des Zeitverlaufs der LHB®ression in Huh7und NIH3T3Zellen
(beide LHBs/HBY wurde eine starkere Glykosylierung des LHB= NIH3T3-Zellen in der
WesternBlotting-AnalysegesehenLiteraturdaten zeigen, dasasdLHBsProteinim Hepatitis
B Virus obligat N-glykosyliert vorliegt. Daneben kann es auch fakultativgykosyliert sein
(Schmitt et al., 2004)Da jedoch LHBs in den untersuchten |[Helen nicht mit dem Golgi
Apparat kolokalisiert war, ist nur von einer-®lykosylierung des LHBs auszugehen: N
Glykosylierungensind fur viele Proteineu.a. wichtig fir ihre korrektd-altung Degradé&on
und Sekretion(Helenius and Aebi, 2004)Um den Einfluss der ¥Elykosylierung auf die
intrazellulare LHBsVerteilung zu untersuchen, wurden NIH3Z8llen (LHBs/HBx) mit
Tunicamycin, einemnhibitor von NGlykosylierungen, behandelt. Jedoch hatte weder eine
Behandlung der Zellen vooder nach der LHBsExpression eine Anderung der LHBs
Verteilung zu Folge. In analogerErganzung zu diesen Ergebnissearden in einer Studie
keine Veranderurgn im Zusammenbawnd Freisetzungvon Hepatitis B Virendurch

Inhibierung der NGlykosylierung des LHBs festgestdlltambert and Prange, 2007)

5.2 Untersuchungen zur Interaktion von LHBs mit dem Zytoskelett

Eine chronische Hepatitis B (CHB) Virusinfektion (HBV) fuhrt zur Akkumulierung und
Aggregatbildungvon HBsAg und LHBs im ER der Hepatozytddies wurde auch in HBs
transgenen Mausen beobachtet. Hepatozyten exprimieren gro3e Mengen an GKgL8nd
die bei einer CHBvermehrt hyperphosphoryliertsind was mit einem schwereren
Krankheitsverlauf korreliert Ein Kennzeichen verschiedener Lebererkrankungen sind
Mallory-Denk-Koérperchen (MDB), die Gberwiegend hyperphosphorylierte CK&{@gregate

in Hepatozyten darstelle(Strnad et al., 2008)Zudem sind eine Reihe von Zytratin
Pathogerinteraktionen, wie ach bei Hepatitid/iren bekannt, die einen direkten Einfluss von
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CK auf die Infektion, Replikation oder Freisetzung der Pg¢he aus den Wirtszellen zeigen
(Kapitel 1.2.4.4).Die Abhangigkeit der LHB&/erteilung insbesondereyon Zytokeratinen,
aber auctvon andera ZytoskelettKomponenten wie MikrofilamentefMF) und Mikrotubuli
(MT) wurde daher untersucht.

Zunachst erfolgten ImmunfluoreszeRarbungenauf PAN-CK und LHBs in LHBs/HBx-
transgenen HuhR7und NIH3T3Zellen Wéhrend NIH3TZZellenLHBs-Aggregag, aber kaum
eine PANCK-Farbung aufwiesen, zeigten HuHBéllen eine starke PAMCK-Farbung und
feinverteiltes LHBs im Zytoplasma. Dies war ein Hinweis, das Zytokeratine Einénssauf
die intrazellulare LHB9/erteilung haben kdonnteAnaloge Ergebnisseurdenbei Farbungen
auf HBs und CK18 sowie LHBs und CK8 erzielE-Farbungen aufindereZytoskelett
Komponenten wie UTubulin und RAktin zeigten dagegen keinesignifikanten
Expressionsuaterschied zwischen den Zdinien. Um maogliche Interaktionen zgghen LHBs
mit Filamenten von ZytoskeleKomponenten wie Mikrofilamente (MF), Mikrotubuli (MT)
und Zytokeratine (CK)sichtbar zu machen, wurden Substanzen zu deren spezifischen
Depolymerisierungeingesetzt. Von Okadsaure (OA) ist bekannt, s& es u.a. ar
Hyperphosphorylierung unishfolgedessen zu einer erhdhten Loslichkeit @rdnulabildung
von Zytokeratinen fuhr{Blankson et al., 1995; Kasahara et al., 1993; Strnad et al., 2001;
Yatsunami et al., 1993)n HuhZ und AML-12-Zellen (beide LHBs/HBx) kam es durch ©A
Behandlung zu einempunktuellenZusammensturz von feinverteiltem LHBs und R&K in
einem gemeinsaen perinukledren Bereichwas auf eine Interaktion zwischen beiden
ProteinenschlieBenliel3. Literaturdaten zeigen, das OA zeiind konzentrationsabhéngig zu
einer reversiblen Fragmentierung des Gdlgparats fuhr{Lucocq et al., 198, Reaven et al.,
1993; Tamaki and Yamashina, 2002; Waschulewski et al., 1886)den in den eigenen
Experimenten eingesetzten e¥onzentrationen wurden jedoch nur geringflgiféekte auf
den Golg-rApparat der drei verwendeten Helien gesehen (Datenicht gezeigt)Zudem war
LHBs zwar mit dem ER, abericht mit dem GolgiApparat kolokalisiert, sodass kein Effekt
auf die LHBsVerteilung hinsichtlich einer evtl. Golgiragmentierung zu erwarten war.
Obwohl solche Effekte nicht fir das ER beschriebed,sivurde ein moéglicheEinflussvon
OA auf das ER mitteldC-IF Uberprift. Dabei kam es in HuhZellen (LHBs/HBX)
ungeachtet eineZusammehruchs von LHBs und Zytokeratifrilamenten zu kener
wesentlichenVeranderung der ERlorphologie bei den eingeseten OA-Konzentrationen.
Lediglich wurde in ca. eem Drittel der Zellen eine Verdichtung des ER"s im Bereich der
LHBs- und ZytokeratirAggregate mitderengleichzeitiger KolokalisatiolbeobachtetDiese

Ergebnisse sind schliissig, da die HBWerflachenpraine als Transmembrd?roteine des
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ER's translatiert werden und LHBs weitgehend im ER bzw. der ERGIG-Region
zurtckgehalten wirdDa Zytokeratine und andere dFHlamente sowie MF und MT mit
diversen Organellen ER, Golgi, Mitochondrieh interagieren undflr ihre richtige
Positionierungn der Zellesorgen(Bola and Allan, 2009; Gurel et al., 2014; Toivola et al.,
2005)ist @ne teilweise gegenseitige BeeinflussungerwartenEine teilweise Kolokasation
von Zytokeratinen mit dem ER wurde durch eigene konfokalmikroskopische Analysen in
Huh7- und AML-12-Zellen festgestellt (Daten nicht gezeigt).

Desweiteren wurde Nocodazol (Noc) zur Depolymerisierung von Tubulin und Cytochalasin D
(CytoD) zur Depolynerisierung von Aktin eingesetzt. Wahrem$ mit Noc zu keiner
sichtbareriveranderung der LHB¥erteilungin drei Zellinien kam, veranderteCytaoD leicht
die LHBsVerteilung in Huh7 und AML-12-Zellen. Obwohles durch eine weitgehend
fehlendeUberlagerungsfrbungkeinen Hinweis auf eine direkte Interaktion von LHBs mit B
Aktin durchCytoD-Behandlunggab (Abb. 21 d), war eine solche zwischen LHBs und PAN
CK deutlich sichtbar (Abb. 21 b). Hier kam es durclCytoD zu einernahezu identischen
Veranderung der Vestlung von LHBs und CKFilamenten, wobei letztere teilweise
punktférmig, wie RAkKtin nach CytoDBehandlung, vorlagenGrundsatzlich sind zwei
Erklarungsansatze denkbdtntweder wirke CytoD leicht unspezifisch und beeintrachégt
auch direkt Zytokeratineoder was eher anzunehmen i8Aktin lag mit Zytokeratinen
teilweise assoziiergor und eskam zu einer indirekten Beeinflussung von LHBSIr letztere
Annahme sprichauchdasErgebnis de®roximity Ligation Assay@LA) zwischen CK18 und
[3-Aktin (s. nadster Abschnitt)Literaturdaten zeigen, dass die Zytoskelitglieder durch
Linkerproteine wie z.B. Plektin oddiulléses Pemphigoidntigen 1 teilweise miteinander
verknupft sindChang and Goldman, 280Jefferson et al., 2004)

5.3 Zytokeratinprofil und Untersuchungen zur Kolokalisation und Interaktion von
LHBs und Zytokeratin 8 und 18

Die bisherigen Ergebnisse zur LHB®rteilung und ZytokeratiExpression in Huh7und
NIH3T3-Zellen legten nahe, dassHBs mit Zytokeratinen interagiert. Dies sollte mit
zusatzlichen Methoden im Detail untersught bestatigt werden.

Zunachst wurde der Frage nachgegangen, warum -ARAFellen trotz starker PAMNCK-
Farbung auch LHB#&ggregate aufwiesen. Aus der Literatur iekannt, dass Mallofpenk
Korperchen (MDB) in Hepatozyten U(Uberwiegend aus ubiquitinierten CK8/18
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Proteinaggregaten bestehen undsdzia Uberschuss von CK8 im Verhaltnis zu CK18 ihre
Entstehung fordert bzw. umgekehrt verhinddliakamichi et al., 2005; Zatloukal et al., 2000)
Da Hepatozyten und meist auch davon abstammendliniéel als Zytokeratine einzig CK8
und CK18 exprimiereifFuchs and Weber, 1994)urde einProfil dieser beiden Zytokeratine
bei dendrei LHBs/HBxtransgenen ZHinien erstellt. Wahrend kein CK8/18 in NIH3T3
Zellen detektiert werden konnte, wiesen AMNIP- im Vergleich zu Huh7Zellen ein weit
groReres CK8 zu CKZ18erhaltnis auf. Diese Ergebnissdie Verhinderung von LHBs
Aggregaten inNIH3T3 durch CK18Expression (s.u., Kapitel 5.4)nd o0.g. Literaturdaten
lassen vermutendass das CR/erhaltnis verantwortlich fir didHBs-Verteilung in den
AML -12- und Huh?Zellensein konnteDie LHBs-Expression selbst hatte keinen Einfluss auf
die ZytokeratirExpression bzw. das CK8/A8erhéltnis in den drei ZdInien.

Im Anschluss erfolgten Kolokalisationsanalysen mittels konfokaler MikroskopiePluAd
Assay Beide Methoden kdnnen bei unmittelbarer Nahe von zwaelen (PLA < 40 nm,
Konfokale Mikroskopie ca. 350 400 nm;Mitteilung der Fa. Sigm&ldrich bzw. der Fa.
Leica) deren Kolokalisation auf versiedene Art und Weise anzeigen.

In Huh7 und AML-12-Zellen (beide LHBs/HBxWwurde eindeutig eine Kolokalisation von
LHBs mit PANCK und CK8 bzw. ach HBs mit CK18 uber konfokale Mikroskopie
nachgewiesen. Wegen Speziesgleichheit (beide von Maus) konnte CK18 nicht zusammen mit
dem spezifischen LHBAntikorper MA18/07 untersucht werden. Daher wurde CK18
zusammemmit einem fur alle HBYOberflachenproteie (HBs) spezifischen Antikérper (von
Kaninchen) in den ImmunfluoreszeBoppelfarbungen eingesetzt. Da in den getesteteten
Zellen jedoch fast nur LHBs und nur sehr wenig SiHBE MHBsexprimiert wurde, ist davon
auszugehen, dass dieser Antikorfeest auschlie3lichLHBs detektierte Jedoch war LHBs
bzw. HBsnicht vollstandigmit Zytokeratinen kolokalisiert. Insbesondere traf dies fur LHBs
Aggregate in AML12-Zellen zu. Der Grund hierfir kénnte sein, dass diese Aggregate
bevorzugt in Bereiche der Zelle getagert werden, die kein oder nur sehr wenig Zytokeratin
enthalten. Insgesamt war df@lokalisation von LHBs mit CKdie LHBsFeinverteilung und
das CK18 zu CK8/erhaltnisin Huh7- grésserals in AML-12-Zellen. Das grof3ere CK18 zu
CK8-Verhaltnis konnte &hnlich wie bei der Bildung von Mallory-Denk-Kérperchen die
Feinverteilng fordern und zu der grosseren LHBK-Kolokalisation in Huh7-Zellen
beitragen. Kleinere LHB®artikel sind im Vergleich zu gré3eren Aggregaten beweglicher und
besitzen zudem eine im evhéltnis zum Volumen gréfiere Oberflache und somit mehr
potentielle Bindungsstellen fur Interaktionen mit z.B. Zytokeratinen. Die EP&sikel

konnten so haufiger und leichter an Keratinproteine binden iomd&ytoplasma verteilt
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werden. DemKeratin-Zyklus kdnnte hierbei die entscheidende Rolle zukommerKép.
1.2.4.5).Dies kbénnte aucteinen Mechanismus darstellen, derBs-exprimierende Huh7
Zellen in die Lage versetztim ER oderin der ERGIGRegion akkumuliertes LHBs zu
entfernen.Die nicht detektierare CK8/18Expressionund LHBsAggregatein NIH3T3-
Zellen sprecherebenso fur diese Hypotheddangels CK8/18 konnten lei NIH3T3-Zellen
(LHBs/HBXx) keine Kolokalisationg\nalysenzwischenzZytokeratinenund anderen Proteinen
mit konfokaler Mikroskopie uth PLA -Assay vorgenommen werden.

Mittels PLA-Assay konnte die bereits mit konfokaler Mikroskopie gesehene Kolokalisation
von HBs mit CK18 bzw. LHBs mit CK8 bei Huhtind AML-12-Zellen (beide LHBs/HBX)
bestatigt werden. Die PL-®aten von LHBs mit CK8 waren dem&on HBs mit CK18 analog
und wurden daher nicht gezeidber Grad der Kolokalisation war mibeiden Antikérper
Kombinationen und beiden LHB=xprimierenden Zé#inien (+ DoxZugabe) im Vergleich zu
den gleichen Zellen, die nicht LHBs exprimierten (ohnex)Dsehr hoch. Der PLAssay
bietet durch einen DNAmplifikationsschritt bei vorliegender Kolokalisation, eine sehr hohe
Empfindlichkeit der Signaldetektion Uber ufireszenzgekoppelte DNBonden. Dies
ermoglicht es, im Vergleich zukonfokalenMikroskopie, auch schwache Kolokalisationen
empfindlich zu detektiereim Gegenzug erhoht sicimsbesonderéei der Verwendung von
auch unspezifisch reagierenden Antikorpetas Grundrauschen. Fir diesen Assay wurden
daher nur sehr spezifisch reagierende Antikonpé&oher Verdiinnung eingesetzt. Ein weiterer
Vorteil des Assays besteht in der im Vergleich zur konfokalen Mikroskopie leichteren
semiquantitativen Erfassung des Kolokalisationsgrads, der proportional zur spezifischen
Signalfluoreszenz ist. Dagegen mubsi konfokaler Mikroskopie dieUberlagerungund
Intensitatvon zwei verschiedenen FluoreszenzsignalemehrererZell-Schichtebenerrfasst

und summiert werden. Dadurch kommt es insb. bei schwacheren Signalen zu nicht
unerheblicherSignalverlustn durchnsg. APhot obl eachi nghf.

Alle drei Zellinien wurden zudem auf eine Kolokalisation von LHBs mil&in b z w- U
Tubulin mittels PLA-Assay untersucht. Hierbei konnte eine schwache Kolokalisation von
LHBs mit RAktin und eine nur sehr schwache ntTubulin detektiert werden. Eine
weitgehend fehlend&berlagerungsfarbungwischen LHBsund R-Aktin wurde bereitsin
einer ImmunfluoreszerBoppelfarbungbei Huh7Zellen + CytoD gesehen (Kapitel 4)9
Zudem bewirkte CytochalasirD eine leichte Anderung der keratin und LHBs
Verteilung die wahrscheinlichmit der teilweisen Verkniipfung von Zytokeratinmit Aktin-
Filamentererklarbar ist(s. voriger Abschnitt)Eine moderate Kolokalisation vorAktin und

CK18 in Huh7-Zellen konnte mittelsdesPLA-Assaysbeobachtet werden. Deren Starke war
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unabhéngig einer LHBEXxpression, was darauf hindeutet, dass LHBs keine Adaptdion
zwischen diesen Proteinen einnimmt.

Der direkteNachweiseiner Interaktion der myrigtlierten praSiDoméane von LHBs (myr
praS1) mit humanen rekombinanten CGK8nd CKI18Protein wurde schlieflich mit
OberflacherPlasmonresonar3pektroskopie  (SPR) erbracht. Wahrend BSA als
Kontrollprotein nicht an immobilisiertes myraStPeptid bindete, interagierten sowohl CK8
und CK18 im Einzel wie im Doppelansatzmit dem Peptidund fihrten zu einem

konzentrationsabhangigen Signal.

5.4 Untersuchungen zur LHBsAggregatbildung

Die bisherigen Ergebnisse legten den Schluss nahe, dass CK18 an der intrazellularen
Feinverteilung von LHBs verantwortlich ist. Daher wurde humanes @¥b&in
(Proteinsequenientitat bzw. -Ahnlichkeit zu murinen CK18: 86,3% bzw. 929 in
NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) exprimiert und anschlieRend die LHBspression induziert.
Transfizierte Zellen wiesen danach nur feinverteiltes LHBs auf, das kolokalisiert mit CK18
vorlag. Eine LHBsAggregatbildung wurde damit durch CK18 effektiv verhinderts @&18

lag allerdings mangels seines Partners CK8 nicht in Filamentform vor, sondern als- Protein
Ansammlung innerhalb des Zytoplasmas. Aus der Literatur ist bekannt, das Zytokeratine zur
Filamentbildung ihren natlrlichen Bindepartner bendtidgaribault et al., 1993; Hatzfeld and
Franke, 1985)

In einem analogen Experimemturde das ChaperoBiP in NIH3T3-Zellen (LHBs/HBX)
transiem exprimiert. Jedoch kam ewederzu eing Praventionnoch eine Reduzierung der
Anzahl von LHBs-Aggregate (Letzteres nicht gezeigt). HBSpezifische Literaturdaten
zeigen, dass BiP an der Translokation der {paganen des LHBs in das HRimen beteiligt

ist (Awe et al., 2008; Lambert and Prange, 2001; Lambert et al., 2B{)gehoért zu der
Hitzeschockprotek¥0 Familie (HSP70) und ist im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) ansassiges ist an der korrekten Faltung von Proteinen und deren Translokation in und
aus dem ER.umen mitbeteiligt(Kassenbrock et al., 1988pafiir bindet BiP an fehlgefaltete
Proteine und Proteinaggregate, verhindert ihre Sekretion und sorgt flr deren Abbau, in dem es
sie zum Proteasom transloziéxi and Lee, 2007)BiP ist nur eines von vielen verschiedenen
Chaperonen, zu denen ciu Roteirdisulfidisomerase (PDI)Glucoseregulated protein94
(GRP94), Calreticulin, Calnexin und andere Hitzesthproteine gehdren. Sgnd mit auf
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teils unterschiedlicher Art und Weise afer korrekten ProteinfaltungPravention und
Auflésungvon Poteinaggregaten beteiligt. Im Versuch wurde die humane Sequenz von BiP in
murinen NIH3T3Zellen eingesetzt. Obwohl die humane und muRnateinsequenz von BiP

zu 98,6% identisch und zu 99@2ahnlich ist, ist eine Funktionsveranderung von humanem
BiP in den NIH3T3-Zellen insbesondere vor dem Hintergrund des Zusammenwirkens von
verschiedenen Chaperonen und Hilfsproteinen bei der korrekten Proteinfaltung bzw.
Aggregatsabbaus nicht ganzlich auszuschlie3en. Eine Expression der murir@eqBénz
ware hier ausgyekraftiger gewesen, war aber zu diesem Zeitpunkt nicht verfigbar. Ein
spateres Experiment, bei dem die zelleigeneBipression durch die ERtress auslosenden
Substanzen Thapsigargin und Tunicamycin in NIH3T3 (LHBs/H&=yk induziert wurde,
fuhrte jedoch auch zu keindPraventionbzw. Auflosung von LHBsAggregaten (Dateffiir

TM und LHBsAggregate gezeig). Interessant wére, ob ein&berexpression bzw.
Herunterregulation der Expressioon Calnexinund Hsc70in Huh7 bzw. NIH3T3-Zellen
(beide LHBs/HBXx) die LHBs-Verteilung beeinflusst da eine Interaktion von Calneximd
Hsc70mit LHBs bekannt is(Prange et al., 1999; Xu et al., 1997a)

Mittels CK18Expression konnte die LHB&ggregatbildung in NIH3TZellen verhindert
werden. Den umgekehrten Weg, namlich tber eing@8XKnockdown in Huh7Zellen eine
LHBs-Aggregatbildung zu generieren, wurde mittels RM#erferaenz begangen. Dazu wurde

in Huh7Zellen (LHBs/HBXx) eine effektiveshorthairpin RNA (shRNA) gegen CK18 uber
PlasmidTransfektion zur Expression gebracht. Immuofeszenzen dieser Zellen zeigten
sowohl eine starke Reduzierung der CKa& auchder CK8-Proteinexpression. Das LHBs
lag jedoch in diesen Zellen weiterhin wie bei nithainsfizierten Zellen im gleichen Ansatz
fein verteilt vor. Auch eine WesteiBlotting-Analyse konnte in Zdlysaten vorHuh7-Zellen
(ohne LHBs/HBX), deren CK18 durch shRNA herunterreguliert wire etwa gleich starke
Reduzierung der Ck®roteinexpression nachweisen. In mehreren Studien zu CK18 und CK8
wurde beobachtet, dasss bei Heunterregukerung eines der Keratinpartnezu einer
Proteinreduzierung demdera naturlichen Keratinbindungspartnsin der Zellekam, jedoch

nicht von andera Keratinen (Alam et al., 2011; Baribault et al., 1993; Fortier ef 2013)
(personl. schriftliche Mitteilung von Dr. Fortigr Als Grund wird eine verringerte
Proteinstabilitat desiicht herunterregulierterKeratinpartners angenommeg/ilam et al.,
2011) Ein Erklarungsansatzwieso es durch einen CKagéhockdown zu keiner LHBs
Aggregatbildung in den Zellegekommen wakdnnte dieetwa gleich stark®eduzierung des
CK8-Proteinssein Dadurch blieb da¥erhéaltnis vonCK8- zu CK18Proteiren gleich. Wie
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bereitsweiter oben diskutiertvurde ist fur die Entstehungyon MDB ein grof3eres CK8 zu
CK18-Verhaltnis ndig.

5.5 Untersuchungen zum Einfluss von Zytokeratinen auf die HBMnfektion und
Sekretion

5.5.1 Einfluss von extrazellularem Zytokeratin 8 und 18

Die myristylierte praSiDoméane des LHBs ist fur die HB\:Infektion von Priméaren
Hepatozyten essentigBruss et al., 1996b; Gripon et al., 1995 eine Bindung von Ck8

und CKL8-Protein daranmit einer SPRAnNalyse nachgewesenwerden konntewurden in
einem HB\tInfektionsexperiment bei pimaren Hepatozytendes sldstasiatischen
Spitzhdrnchens Tupaia belanger)i (PTH) die Effekte von extrazellular vorliegenden
Zytokeratinen auf @ Infektion naher untersucht (Kapitel 4.1). Diese lassen sich im Blut
von Gesunden als auch in hoheren Konzentrationen im Blut von Patienten mit
Leberschadigungen nachweisen (s.D3fur wurde humanes rekombinantes Ckifd CK18
Protein mit HBViren zunachst vorinkubiert. Dies soll&honvor Infektionsbeginn eine
Interaktion von CKProteinen mit den Viren ermoglichen. Die eingesetzte niedrigere CK
Konzentration von 1 pg/L wurde anhand von Literaturdaten zu €E&r@mkonzentrationen
festgelegt(Feldstein et al., 2009)Gesunde Probanden ohne Leberschadigung wiesen hier
einen Medianwert von 144 U/L (= 8,6 pug/L), Patienten mit Nichtalkoholischer
Fettlebererkrankung (NAFLD) von 244 U/L (= 14,6 pg/L) und Patienten mit
Nichtalkoholischer Steatohepatitis (NASH) v885 U/L (= 20,0 pg/L) aufDie Molekilmasse

von CK18 betragt 4201 g 1 U entspricht1,24 pmol CK18 (Kramer et al., 2004)Die
eingesetd hohere CKKonzentration von Ing/L entsprach somit calem50 - 100facha der
physiologischen Serumkonzentration beim Gesunden oder Patienten. Selbst mihahese
CK-Konzentration konnté&ein inhibitorischer oder fordernder Effekt auf die HEfektion
gesehen werden. Dagegen wurde théektion komplett durch den pra&pezifischen
Antikorper MA18/07 inhibiert. Dieser ist ein neutralisierender Antikdrper der Hiiggktion

bei primaren Hepatozyten vivienscherundvon Tupaia belanger{Glebe et al., 2003)

Eine Erklarung, warum mit extrazellular applizierten -koteinen keine Effekte auf die
HBV-Infektion gesehen werden konnte, kénnte an der sehr schlechten Loslichkeit der CK
Proteine in wassrigen Losungen liegen, was ihre effektive Interaktionsfahigkeit im

Reaktionsansatz stark verringert. Normalerweise liegenP@HKeine nur in gesattigter
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HarnstoffLosung (ca. 9,5 M) vollstandig gelost, aber in denaturierter Forn(Hadzfeld and
Franke, 1985)Daraus lassesich Filamente durch stufenweise Dialyse aquimolarer Mengen
von je einem Keratin Typ | und Tygl (z.B. CK8 und CK18), in einemiedrigkonzentrierten
Salzpuffer (z.B. PBS) renaturieréhlatzfeld and Franke, 1985Hierbei kam egedoch im
eigenen Experiment zu makroskopisch sichtbaren Proteinausfallungen. Daher wurden die
entsprechenden Volumina an denaturiei@®Proteinen gelost in9,5 M HarnstoffPuffer,

direkt in den HBVInkubationsansatz (HGMIledium + HBV) pipettiertund sofort ausgiebig
vermischt. Dies entsprach grundsatzlich der gleichen Vorgehensweise wie bei der SPR
Messung, bei der die GRroteine in BS-Puffer direkt eingebracht gemixt und sofort
gemessn wurden. Somit lie3 sich zwam Kombinationsansatz von CK8/18 keine
Filamentbildung erwarten, jedoch kam es hier wie auch in den EisZdf®n zu einer
Interaktion der CKProteinemit dermyristyliertenpraStDomanedesLHBs. Grundsatzlich ist
somit davon auszugehen, dass im HB\Kubationsansatz potentiell interagierende -CK
Proteine vorlagen. Falls deren Interaktionsfahigkeit durch die schlechtéchké#
herabgesetzt wakonnte der eingesetzteberschuss an Viren zu Hepatozyten (ca. 30fach)
einen motichen Effekt nivelliert haben.

Eine weitere mogliche Erklarung fur das Ausbleiben von detektierbaren Effekten durch
extrazellular applizierte CiRroteine konnte an der fehlenden Zuganglichkeit der
Interaktionsstellen der praSloméane des LHBs im Virus mit den CKProteinen sein.
Denkbar ist, dasdie praSiDomane im Virus eine Konformation annimmt, die den-CK
Proteinen eine Bindunglaran, im Gegensatz zu der bei der SWEssung vorliegenden
Konformatian, nicht erlaubt. Hier lag die praSlomane Uberkovalente Peptidbindung
zweidimensional und konformatiamsabhangig auf der Chigatrix gespottet vor. Mdglich

ist auch eine sterische Hinderung der pr@®inéne durch andere benachbarte Virusproteine
im Virion. Mdglicherweise kénnen nur GRilamenteoder kleinere KerathEinheitenwie

z.B. Caspas@espaltene CK1&ragmente, wie sie vor allem im Serum von Patienten mit
Leberschadiguren gefunden werden, an die praBbmane im Virus binden. Dies kénnte bei
der Annahme, das dadurch die Infektion unterbunden wird, einen Selbstregulations
Mechanismus von HBV darstellen. Eine zu starkbéerschadigungdie die Gefahr einer zu
starkenAktivierung von Abwehrmal3hahmen des Immunsystems mit sich bringt, wirde so
vermiaden. Dies hatte den Vorteil, dass der Wirt und letztlich auch HBV an sich, nicht tber
alle MalRe geschadigt wird. Bekanntermal3en ist HBV nicht unmittelbar zytogesthund

versucht durch verschiedene Mechanisméer Erkennung durch das Immunsystem zu
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entgden §. Einleitung, Kajel. 1.1.4). Das Hepatitis B Virus wird daher auch &sedth
Virus bezeichnefWieland and Chisari, 2005)

5.5.2 Einfluss von Okadansaure

Der Phosphaselnhibitor Okadansaure (OA) zeigte in LHBsxprimierenden Huh7und
AML -12-Zellen einen KeZusammensturz von CK8/18 und LHB&bp. 18 A, Abb. 37A).
Literaturdaten zeigen zudem, dass eine Behanditorg Zellen mit OA konzentrations
abhangig zu einererstarkten Phghorylierung von ZytokeratinefKasahara et al., 1993;
Paramio, 1999; Yatsunami et al., 1993; Yuan et al., 1988)daraus resultierend zu deren
erbbhterLoslichkeit fuhrt(Liao and Omary, 1996; Strnad et al., 2001; Strnad et al., 2002)
der Immunfluoreszenz zeigt sich dies durch eine diffuse Zytokdfétipung im Zytoplasma
der Zelle(Strnad et al., 2001Es wird angenommen, dass sich hidsei um l6sliche Keratin
Einheiten handelt. Bei langerer Einwirkung von OA bzw. héheren Konzentrationen kammt e
zur Bildung von zytoplasmatischen Zytokera@manula, einer Reorganisatiotes KF
Netzwerksund perinuklearen Zytokerati\ggregatenBlankson et al., 1995; Kasahara et al.,
1993; Strnad et al., 2001; Yatsunami et al., 199&) OA zeit und konzentrationsabhangig
zytotoxische Effekte aufweist, wurde zunachst OA BEH austitriert (von 10 bis 500 nM).
Dabei zegte sich, dass OA ab 10M deutliche zytotoxische Effekte (Zellabrundung,
Adharenzverlust, Verlust der Zellmembranintegritat (Trypanblatbung) verursachte
(Daten nicht gezeigt). Daher wurde OA im HBMektions und Sekretionsexperiment bei
PTH in nigrigeren Konzentrationen (0 bis BM; in 10 nMAbstufungen) eingesetzt. Bereits
mit 10nM OA konnte eine maximale Steigerung der HBgfanzentration im Zellkultur
Uberstandlesinfektionsexperimestgesehen werden. Hohere @@nzentrationen fiihrten an
Tag 4 und 7 der Infektion konzentrationsabh&ngig zu niedrigeren HERAigerungen vs
OA-unbehandelten ZelleM.ermutlichsind diesedurchweitere Effekte von OA bedingt, Gber
die in der Literatur berichtet werdenU.a. wurde haufig eine verminderte extrazkite
Sekretion von Proteinedurch OA-Behandlungbeobachtet(Lucocq, 1992; Lucocq et al.,
1995; Reaven et al., 89; Sato et al., 1998; Tamaki and Yamashina, 2002; Waschulewski et
al., 1996) Auch uber eine Induzierung von Apoptose in -Oéhandelten Zellen wurde
berichtet(Fieber et al., 2012; Hanana et al., 2012; Haneji et al., 2013; Opsahl et al.,18013)

den meisten Fallen wurdémerbeisehr hoh®A-Konzentationen (> 200 nM) eingesetzt.
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Beim Sekretionsexperimeiapitel 4.17.3)waren mit den eingesetzt€mA-Konzentrationen

(0 bis 50 nM) keinesignifikantenUnterschiedédei der HBsAgSekretion festsilbar. Daraus
lasst sich schisgolgern, dass die im Infektionsexperiment du@A-Behandlungletektierten
HBsAg-Steigerungen durch eine Steigerung der Infektion, aber nicht durch eine verstarkte
Sekretionoder Replikation bedingt sind

Da der Phosphatasdnhibitor OA indirekt zu eirr verstarkten Phosphorylierung von Serin
und ThreonirRestenvon Zytokeratinen, aber auafon einer unbekannten Anzabhlreicher
anderer intrazellularer Proteine wie z.B. Intermediarfilamenten (IF) unds$Bziierten
Proteinen (IFAP)fuhrt (Haystead et al., 1989; Reaven et al., 19934 sich die
Infektionssteigerung nicht ohne weiteres einer spezifischen Wirkun@»@oauf Zytokeratine
zuschreiben Auch eine Induzierung vonverschiedenen Kinasiktivitaten ist durch OA
Behandlungekannt (Details s. Einleitungap. 1.2.5.

Beschrieben istu.a. die Translokéion der Protein Kinase C (PKC) vom Zytosol zur
Plasmamembraxurch OA-Behandlung was eine wichtige Voraussetzung zuktigierung

von PKC durch extrazellulare Stimuli darstéBopalakrishnaet al., 1992) Das PKC an der
CK-Phoghorylierung beteiligt ist, zeigt eine andere Stu@f@sahara et al., 1993Hier
konnteStaurosporin, ein Inhibitor von PKC, den duf@A verursachten Zusammensturz von
Zytokeratinen verhindern. Die PKEamilie, die mehr als zwo6lf Isoformen im Menschen
umfasst, besitzt eine zentrale Rolle bei der zellularen Signalweiterleitung, indem sie
Phasphatgruppen auf Serinnd ThreonirReste von Enzymen und anderen Signalmolektlen
Ubertragt(Lipp and Reither, 2011PKC selbst besitztnehrere Phagahorylierungsstellen und
ihre intrazellulare Lokalisierung (Plasmand subzellulare Membranen) und Aktivitat wird
u.a. Uber ihren Risphorylierungsstatus reguli€éNewton, 1997; Parekh et al., 2000KC ist
beteiligtan der Regulation einer Vielzahl von zellularen Prozessen wie z.B. Zellproliferation,
Uberleben, Apoptose, Zelladhasion undgration(Griner and Kazanietz, 20Q7)
Interessanterweise filhrte die Akérung von PKC in einer Reihe von Studien zu einer
erhohten Infektion bzw. Replikation bei diverséinen (Filone et al., 2010; SajluanVergara

et al., 2004; Slobbean Drunen et al., 1997; Twket al., 2013) Umgekehrt bewirkte eine
spezifische PK@naktivierung eine Inhibierung der Virdafektion bzw. -replikation
(Contreras et al.,, 2012; Hoffmann et al., 2008; Kucic et al.,, 2088) konnte z.B. bei
InfluenzaViren der Viruseintritt in die Zelle und somit die Infektion durch hochspezifische
PKC-Inhibitoren inhibiert werdeifRoot et al., 2000; Sieczkarski et al., 2003as Influenza
Virus gelangt wie HBV durch Endozytose in die Wirtszelle, im GegensatBziHerpesund

vielen Retroviren, die durch Fusion mit der Plasmamembran in die Wirtszelle gelangen
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(Marsh and Heleius, 1989) In zwei Studien zu HCV und HBV konnte durch PKC
Inhibitoren zwar eine deutliche Reduzierung der Replikation, aber nur eine leichte
Abschwachung der Infektion gesehen werfMarakami et al., 2009; von et al., 2011)

Bekannt ist, dss verschiedene Pk@&oformen mit den Zytokeratinen 8 und 18 interagieren,
diese phosphorylieren und zu einer Reorganisation des ké&latmwerks fliihren kénnen
(Omary et al., 1992; Ridge et al., 2005; Sivaraméakias et al., 2009; Sun et al., 2013b; Yano
et al., 1991)Unter der Annahme, daske HBV-Rezeptorbindung an die Wirtszelle uddr
nachfolgende Viruseintrit zu einer PKGEAktivierung fuhren koénnte Uber die
Phosphorylierung von Zytokeratinen deren intth#are Loslichkeit erhoht werden. Die Folge
ware eine grossere Anzahl von kleinamd I6slicherKeratin-Einheiten, die im intrazellularen
Keratinzyklus quasi ein Transportmittel fur HBV darstellen kdnnten, falls diese z.B. in der
Lage sind an LHBs im Viron z u b i n d énduziereBde nrkurig Ki@dh &a
Freisetzungwurde erst kurzlichfiir das Protein pUL37x1 des humanen Zytomegalovirus
gezeigt(SharonFriling and Shenk, 2014)

Vorstellbar ist auch, dass durch eine PRKRlvierung die kortikale AktinBarriere
destabilisiert wird. Literaturdaten zeigen, dass PKC auch an der Regulierung des Aktin
Zytoskeletts beteiligt ist und seine Aktivierungr ZDestabilisierung des kortikalen Aktins
fuhrte (Larsson, 2006; Yang et al., 2013pa Zytokeratine Uber IFAP teilweise mit
Aktinfilamenten verknupft sindCoulombe and Omary, 2002; Jefferson et al., 200st)
zusatzlich zur o.g. direkten Wirkung von PKC auch eine indirekte Veranderung der kortikalen
ZytokeratinOrganisation zu erwarten. Insbesondere A&tn-Zytoskelett und assoziierte
Proteine spielen allgemein eine wichtige Rolle bei der EndozyGs@o et al., 2008;
McPherson, 2002; Qualmann and Kessels, 2002; &c2302) Bei HBV wird wie bei HCV

eine Clathriavermittelte Endozytose in die Zelle nach Reze@mdung angenommen
(Blanchard et al., 2006; Cooper and Shaul, 2006; Huang et al., .2&l2¢ lokale
Verdnderung des kortikalen Zytoskeletts konnte die Aufnahme der -étihaltenen
Endosomen in die Zelle erleichtern. Anschlieend findet Uber Mikrotubuli der weitere
gerichtete Tansport der frihen Endosomen s{&tldati and Schliwa, 2006)

Auch andere Kinasen sind in der Literatur hinsichtiloter Beeinflussung der Infektion und
Replikation bei verschiedenen Viren beschrieben. So wurde z.B. bei Inflvérera ein
verminderter Viruseintritt und Replikation durch Inhibierung der -KktaseAktivitat
beobachtet(Hirata et al., 2014)Von Bedeutung, speziell fir dem@ozytoseabhangigen
Viruseintritt von InfluenzaViren, sind RheKinase, PhosphatidylinositolBhosphat &inase
(PIP5K) and Phospholipase C (PLEujioka et al., 2013)Bei HCV sinddie Aktivierung von
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Protein Kinase A (PKA), Phosphatidylinosi#®lKinase (PI3K), RezeptefyrosinKinasen
(RTK) und MAPK interagierende Serin/Threoriimase 1 (MKNK1) als wichtig fur den
Viruseintritt beshrieben(Zhu et al., 2014) Zusatzlich scheint u.aPhosphatidylinositol 4
Kinase Typlll (PI4KIIl) und Rho-Kinase eine Bedeutundoei der Membranund Aktin
Remodellierung sowie dewmirus-Transpot wahrend des HCAEintritts zuzukommeiiBerger

et al., 2009; Brazzoli et al.,, 2008; Trotard et al., 20 ist wahrscheinlich, dass der
Phosphatasihibitor OA die Phosphorylierung und Aktivitat von verschiedenen Kinasen
verstarkt, was wiedam die Aktivierung von Signaltransduktionswegen (z.b. PAGK
Ras/MEK/ERK) zur Folge hat. Zuvor genannte sipereits als fordend auf die HCV
Infektion beschriebe(Kim et al., 2013; Liu et al., 2012)

Die Infektionssteigerung durch GBehandlung koénnte auch durch eine verstarkte
Phosphorylierung der HBWukleokapsidPartikel bedingt sein. Deren Phosphorylierung ist
fur ihre Bindung an den Kernporéfomplex und weiteren Transport des viralen Genoms in
den Zellkern notwendigKann et al., 1999)Naturlicherweise erfolgt eine Phosphorylierung
der NukleokapsidPartikel durch die wirtseigene PK®&ann et al., 1999)Dies ist wichtig fur

die Verpackung der pgRNA von HBV in die Virusparti{€azina et al., 2000; Melegari et
al., 2005) Die PKC wird dabei in die Virionen mitverpackt und ist somit ein Bestandteil
infektioser Viruspartikel(Kann et al., 1999)Inwieweit PKCeine Rolle bei einede novo
HBV-Infektion spelt, ist bis dato nicht &kannt.

Im Sekretionsexperiment wurde eine dreitdgige Behandlung mit verschiedenen OA
Konzentrationen bei PTH durchgefuhrt. Es konnte keine Steigerung des sekretierten HBsAg
gesehen werden. Dies spricht gegen die These, dass es durch vepsiaskieorykerungvon
HBV-Nukleokapsida zu der Infektionssteigerunign Infektionseexperimentgekommen sein
konnte. Der Grund ist, daHBV durch einen intrazellulareSelbstinfektionszyklus (sog.
nuklearer HBVVReimport) die Zahl seiner cccDNA im Zellkern erhéht. Dueahe verstarkte
Phosphorylierung (OMehandlung) wére eine Erhdhung derazellularerSelbstinfektion zu
erwarten, was sich in einer gesteigerten HBsAghd HBe\g-Sekretion auch im
Sekretionsexperimenwiderspiegeln mug$s. Beide Parameter waren jedoch Gegensatz
zum Infektionsexperiment durch GBehandlung nicht erhoht (HBg-Werte nicht gezeigt).
Nicht ausgeschlossen ist aber, dass die dreitatigén®@4bationsdauezu kurz bzw. Tag 7 der

Infektion zu frihist, um hier entsprechende Steigerungenrseliekénnen.
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5.6 Limitationen der Arbeit

Das zentrale Ergebnis dieser Arbeit ist die Entdeckung einer bisher noch nicht bekannten
Interaktion zwischen LHBs und CK8/18. Diese wurde in LAHBx-transgenen Huh7und

AML -12-Zelllinien nachgewieserDiese Zellen enthieltennur einen Teil des HB\Genoms.
Gesteuert wurde die Expression Uber einen GRf¥motor, wahrend die natirliche
Expression des LHBs Uber den pra&bmotor erfolgt. Wie in Kapitel 5.1 beschrieb&am

es in allen drei Zellliniermit dem LHBs/HBxKonstrukt zwarzu einersehr starke LHBs-
Expression aber zu einer Beeintrachtigung der SHBaund MHBsEXxpression. Eine
Verifizierung der LHBYJCK8/18Interaktion in primdren humanen Hepatozyten bamw.
Leberschnitten von HB\nfizierten anderer Genotypewirde ihreAussagekraft verstarken.
Dies gilt noch mehr fur die nachgewiesene HB¥ektionssteigerung bei PTidurch OA
Behandlung da diese Uber die Phosphatasémhibierung nicht nur zu einer erhdhten
Phosphorylierung vonZytokeratine, sondern auch eitn unbekannte Anzahl anderer
Protene in der Zellefiihrt. Eine spezifische Herunterregulierung von CK8/18 durch RNA
Inteferenz in z.B. NTCRransgenen Huh7und/oder HepGZellen konnte hier einen
spezifischen Effekt von K8/18 auf die Infektion zeigen.

Bei der Untersuchung zum Einflsisvon extrazellulamapplizierten CK8/18 auf die HBV
Infektion bei PTHist die Aussagekraft wegen der schlechten Ldslichkeit der eingesetzten
Zytokeratine limitiert. Einen Einsatz von l6slichen CKR&agmenten bzw. CK18
KeratinfilamentVorlaufempeptidenwirde der naturlichen Situationin vivo entsprechenbei

der diese im Blut nachweislich zirkulieren.

5.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen zum ersten Mal eine direkte Interaktion der
Zytokeratine 8 und 18 mit dem grof3en Oberflachenprotein des Hepatitis B Kingssehr
schwache bzw. schwache Kolokalisation und Interaktionwar mit Mikrotubuli bzw.
Mikrofilamenten feststellbaDie Ergebniss deuten darauf hindas Letztere indirekt Ubelie
teilweise Verknupfung von Mikrofilamenten mit Zytokeratinen bedingt ist. Die intrazellulare
Verteilung von LHBskdnnteabhé&ngigvom CK18 zu CK8Proteinverhéltnis in der Zelkein.
Huh7-Zellen wiesen eingrosseresCK18 zu CK8Verhdltnis als AML-12-Zellen auf bei
gleichzatiger LHBsFeinverteilung. AML12-Zellen zeigten LHBs-Aggregate und
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feinverteiltesLHBs. Da zudemeine CK18Expression zu einer Feinverteilung von LHBs in
NIH3T3 fuhrte aber eind’roteinreduzierungon CK18 uml CK8 im gleichen Verhétis nicht
eine LHBs-Aggregatbildungin Huh7-Zellen bewirkte ist es vorstellbgr dassdas CK18
Protein die Feinverteilungund dasCK8-Protein die Aggregatbildungon LHBs férdert.
Verschiedenan vitro und in vivo Studienzu CK8 und CK18 zeigen gleiche Ekte bei
anderen Proteinaggregaten (sog. MalbDgnk-Koérperchen)und stiitzerunsereThese.Eine
Uberexpressionon CK8in Huh7-ZellenmiiRte vor diesem Hintergrund zu einer Bildung von
LHBs-Aggregaten fuhren. Dies ware mit einer transienten Transfektioes elCK8
exprimierenderPlasmids in Folgearbeiten zu Uberprifen.

Welche genau€&unktiondie Zytokeratine 8 unti8 im HBV-Lebenszyklus einnehmgkonnte

bis dato nicht eindeutigieklart werden. Zwar fihrte eine OGBehandlung beder HBV-
Infektion von primarenHepatozyten aus Tupaia (PTH) zu einer Verdoppelung der
Infektionsrate, jedoctwirkt OA als Phosphatadehibitor zu unspezifischEine verstarkte
Phosphorylierung von Zytokeratinearhohtihre Loslichkeit und dieAnzahl von kleineren
Keratineinheitenm ZytoplasmaAus der Literatur ist auRerdem bekaradss dies&inheiten
standig und dynamisch durch den intrazellularen Keratinzyklus vom Zellkern zur
Plasmamembran und wieder zuriick durch die Zelle transportiert werden. Dies, verbunden mit
der in dieser Abeit nachgewiesenen Interaktion von CK8/h@t LHBs kénnte eine
Transportfunktiorfir dasHepatitis B Virusund /oder seinéDberflachenproteine in der Zelle
darstellen.nteressant ware, ob CK8/18 auch @HBs und MHBs interagierHierfur ware

die ObeflachenPlasmorResonansSpektroskopieaufgrund ihrer sehr hohen Spezifitat
bestengeeignet

Inwieweit CK8 undCK18 eine Rolle bei der HBVhfektion spielen, soll spezgtch tber eine
Herunterregulierungon CK18 mittels RNAInterferenz in NTCRexprimieenden Huh7bzw.
HepG2Zellen ermittelt werden. Diese Experimente sind derzeit noch in Vorbereitung.

Auch der extrazellulare Einsatz von kleineren und l6slichen CK8 und @ki&iten
erscheint vielversprechend, da diesehweislichm menschlichen Blutigkulieren.

Sollte sichbei diesen Untersuchungesn deutlicher Einfluss auf die HBWhfektion zeigen,

konnte dies bedeutsam filinovativetherapeutische Optionen in der HBWerapie sein.
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6 Zusammenfassung

Eine chronische Hepatitis B (CHB) Virusinfedti (HBV) kann zu Leberfibrose unairrhose,

bis hin zu einem hepatozellularem Karzinom fuhren. Die Pathogenese beruht hauptsachlich
auf den Folgen der adaptiven, zellularen Immunantwort des Wirtes gegen infizierte
Hepatozyten. Jedoch tragen auch direktetoxische Effekte von viralen Komponenten, wie
z.B. die Akkumulierung und Aggregatbildung der Hepatiti©Berflachenproteine (HBs) im
Endoplasmatischen Retikulum (ER), hierzu bei. Hepatozyten exprimieren grof3e Mengen an
Zytokeratin 8 und 18 (CK®8/18), eli zytoprotektive und anéipoptotische Eigenschaften
aufweisen. Bei einer CHB finden sigehauft Hyperphosphorylierungemd Mutationen von
CK®8/18, die mit einem schwereren Krankheitsverlauf korrelieren. Zudem sind eine Reihe von
ZytokeratinPathogerinteraktionen, wie auch bei Hepatiidren bekannt, die einen direkten
Einfluss von CK auf die Infektion, Replikation oder Freisetzung der Pathogene aus den

Wirtszellen zeigen.

Die vorliegende Arbeit untersuchte zunachst die Fragestellung, ob Zytosd@ighonenten

wie CK, Mikrofilamente (MF) und Mikrotubuli (MT) an der intrazellularen Verteilung des
groRen HBsProteins (LHBS) beteiligt sind. Dazu wurde ein fir HB®teine transgends-

vitro Zellkulturmodell geschaffen, das eine separate Analyse diesdeirferoin den
HepatozyterZelllinien Huh7 und AMLE12 sowie der Fibroblastezelllinie NIH3T3
ermoglicht.

Durch ImmunfluoreszenkEarbungen wurde zunachst die subzellulare Lokalisierung und
Verteilung der HBsProteine untersucht. Ein Einfluss o.a. Zytoskef@tnponenta auf die
LHBs-Verteilung wurde mitselektivauf diese Komponentedepolymerisierenavirkenden
Substanzen wie Okadainsaure (OA), Cytochalasin D und Nocodazol getestet. Zudem wurden
Analysen zur Kolokalisation von LHBs mit CK, MF und MT mitt&loximity Ligation Assay

und KonfokaiMikroskopie vorgenommen. Eine Interaktion von LHBs mit CK8/18 wurde mit
OberflacherAPlasmonresonar3pektroskopidestétigt

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist der Nachweis einer bisher unbekannten
Kolokalisaton und Interaktion von LHBs mit CK8 und CK18. Dagegen waren MF und MT
kaum mit LHBs kolokalisiert. Zudenkdnnte moglicherweisealie intrazellulare LHBs
Verteilung in den getesteten Zalien, wie bei MalloryDenk-Kdrperchen, die hauptséachlich
hyperphosphatierte CK-Aggregate darstellen, vom CK18 zu CGK@&rhéltnis abhangig sein.
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CK18 fordert demnach die Verteilung von LHBs, wahrend CK8 die Aggregatbildung
unterstutzt

Da LHBs mit der piStDoméane von LHBs interagiertwurde auch der Fragestellung
nachgegangn, ob CK8 und CK18 einen Einfluss auf die HBWektion und Sekretion von
Hepatitis B Oberflachenproteiintigen (HBsAgQ) haben. Dazu wurde das in der HBV
Forschung etablierte HBYhfektionssystem mit aus stdostasiatischen Spitzhdrndhgraia
belanger) isolierten primaren Hepatozyten (PTH), eingesetzt.

CK8/18Proteine liegen nicht nur intrazellular in Hepatozyten vor, sondern lassen sich auch im
menschlichen Blut nachweisen. Erhohte Konzentrationen finden sich insbesondere in
Patienten mit verschiedenémbererkrankungen, die zu Leberschadigungen fuhren. Deshalb
wurden zunachst mdogliche Effekte von extrazellular applizierten CKBfa&inen
untersucht. Jedoch konnte hierkein Einfluss auf die HBsA&ekretion und sominfektion
nachgewiesen werden.

Ein mdglicher Einfluss von intrazellularen CK auf die Infektion und HBSkdretion wurde
durch Inkubation der PTH mit dem Phosphatigbitor OA analysiert, der u.a. zur
Depolymerisierung von CK fuhrt. Hierbei kam es bei-Béhandlung von PTH wéhrend der
HBV-Infektion zu einer Verdopplung der HBMfektionsrate. Eine Verifizierung dieser
Ergebnisse, z.B. Uber eine spezifische Herunterregulierung von CK18 bzw. CK8 in HBV
infizierbaren Hepatozytegdelllinien, ist afgrund der unspezifischen Wirkung von OA
erforderlich

Die Zytokeratine 8 und 18 sind verantwortlich fur die intrazellulare Verteilung von LHBs und
konnten einen Einfluss auf die HBMfektiositat haben. Diese neuen Erkenntnisse kdnnten
bedeutsam flinnovativetherapeutische Optionen in der HBWerapie sein.
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7 Summary

Chronic hepatitis B (CHB) virus infections (HBV) can lead to fibrosis and cirrhosis of the
human liver and even to development of hepatocellular carcinoma. The pathogenesis is mainly
due to theresponsesof the host’s adapte cellular immunesystem against infected
hepatocytes. However, also direct cytotoxic effects of viral components, such as the
accumulation and aggregation of hepatitis B surface proteins (HBs) in the endoplasmic
reticulum (ER) contribute to liver injuryHepatocytes express large amounts of cytokeratins
(CKs) 8 and 18 (CK8 / CK18), which are known to have cytoprotective and@opiotic
functions. In patients with CHB, hyperphosphorylated and / or mutated forms of CK8 and
CK18 are often found, that cetate with a more severe disease course. In addition, a number
of cytokeratinpathogen interactions as with hepatitis viruses are known to show direcs effect
of CKs to the infection, replication and release of pathogens from the host cells.

The presenttady first examined the question whether cytoskeletal components such as CKs,
microfilaments (MF) and microtubule (MT) are involved on the intracellular distribution of
the large HBs protein (LHBs). For this purpose,ranitro cell culture model, transge for

HBs proteins was generated. This allowed the separate analyses of these proteins in the
hepatocyte cell lines Huh7 and AMI2 as well as the fibroblast cell line NIH3T3. The
subcellular localization and distribution of HBs proteins was examinedinbyuno
fluorescence. The effects of the aforementioned cytoskeletal components on the LHBs
distribution were further analyzed by depolymerizing them with okadaic acid (OA),
cytochalasin D and nocodazole. Moreoverlamalization analyses of LHBs with CKBF

and MT by proximity ligation assay and confocal microscopy were performed. An interaction
of LHBs with CK8/18 was examined by surface plasmon resonance spectroscopy. An
important result of this work is the detection of a previously unknowloaaizaton and
interaction of LHBs with CK8 and CK18. In contrast, MF and MT were hardly colocalized
with LHBs.

In addition, the intracellular LHBs distribution in the cell lines testedid be dependent on

the CK18 to CK8 ratio, as seen with MalleDenkbodies, which are mainly composed of
hyperphosphorylated CK aggregates. Thus CK18 promotes the distribution of LHBs, whereas
CKS8 the formation of LHBs aggregates.

Since LHBs interacted with the preS1 domain of LHBs, the question raised whether CK8 and
CK18 hae an effect on HBV infection and secretion of hepatitis B surface protein antigen
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(HBsAgQ). For this purposehe established HBV infection system with primary hepatocytes
from Southeast siantreeshrews Tupaia belange)i(PTH) were used.

CKs are not onlyfound intracellularly in hepatocytes, but also extracellularly in the human
blood. This is particularly the case in patients suffering from various liver diseases, which lead
to liver injury. Therefore the effects of extracellularly applied CK8/18 preteiere analyzed.
However, no influence on HBsAg secretion and thus infectias detected A possible
influence of intracellular CKs on the infection and HBsAg secretion was analyzed by
incubation of PTH with the phosphatase inhibitor OA, which leadset@&polymerization of
CKs. A treatment of PTH with OA during the HBV infection resulted in a doubling of the
HBV infection rate. However, because of rgpecific effects of OA, a verification of these
results is necessary. This could be achieved by afgpgoivnregulation of CK8 and CK18 in

HBYV infectable hepatocyte cell lines, e.g. by means of RNA interference.

CK8 and 18 are responsible for intracellular distribution of LHBs and could have an impact on
HBV infectivity. These new findings might be reteu for rovel therapeutic options in HBV
therapy.
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10.3 Plasmidkarten

Plasmidkarten fur folgende Plasmide befinden sich auf den nachsten Seiten:

A Lentivirales TrarsfeplasmidpLVX Tight-Puro

A LentiviralesRegulatofPlasmidpLVX -Tet-On Advanced
A pcH93091Plasmid (mit HBVInsert)

A

pcZ mCherry Rasmid










































