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1. Einleitung

Die Infektion mit dem HepatitisB-Virus (HBV) ist global eine der am weitesten
verbreiteten Infektionskrarntkeiten. Die hierdurchausgeldsteErkrankung, dievirale
Hepatitis B ist eine der haufigsten Hepatitassoziierten Todesursachen. Die
Weltgesundheitsorganisatiotengl.: World Health Organization, WHGschatzt, dass
im Jahre 2019 etwa 82000 Todesfalle eingfiBVInfektion zu Grunde laged]. Zum
selben Zeitpunkt lebten rund 296 Millionen Menschemit einer chronische HBV
Infektion, die positiv auf den viralen Marker HBsAg wafgh Die Transmissiodes
Viruskannsexuel| tiberdenKontakt mitHB\tkontaminiertemBlutund Blutprodukten
sowie perinatalvon eirer HBVpositiven Mutter auf ihrKind wahrend der Geburt
erfolgen Obwohl sowohlverschiedene praventivémpfstoffe (seit 1982)als auch
antivirale Therapierfseit den 1990er Jahrealr Verfliigung stehen, schatzt die WHO,
dasssich 1,5 Millionen &sonenim Jahre 201%eu mit HBVinfiziert haben[1].
Schatzungsweise 4% % aller chronisch HBMhfizierten Patienten sind mit dem
HepatitisDeltaVirus (HDV) koinfiziert, wobei weitere Analysen von einer weitaus
hoheren HDV\Pravalenz ausgehefi3-16,4 %) [1-6]. HDV kann nur in Anwesenheit
einer Koinfektion mit demHBV in derselben Zelle seinen Infekticnaund
Replikationszyklus abschlielen und wird daher auch als Satellitenvirus bezeizienet.
Krankheitsverlaufeon HDV/HBWKoinfizierten Patienten sind dabei vafeitpunktder
HDV\nfektion abhangy. Efolgt dieHDV Infektion bei bereitshronisch HBVhfizierten
Patienten (Superinfektion) fuhdiesin Gber 90%zu einer chronischehlD\Infektion
und ist wesentlich haufigemit einem fulminanten Krankheitsverlaufnd einem
hoheren Risiko zur Entstehung eindreberzirrhose assoziiert. @ zeitgleiche
Koinfektion mit HDV und HBV (auch Simultaninfekgenann) fuhrt in nur etwa 26
zur Chronifizierung[7]. Bedingt durch limitierte Therapiemdglichkeitersind
gegenwartig die Erfolgsraten einer Behandlwaley chronischen HDWfektionniedrig.
Neben Bulevirtigd einem im Jahr 2020fir die Behandlung einer HDBXfektion in
Europa zugelassengiDV(Aufnahmelnhibitor [8], ist pegyliertes Interferoralpha

6 t S A)z@#eit eine der wenigen Bandlungsmdglichkeiten einer HBNfektion.
Jedoch kénnen nur wenige Patienten mitS 3 L tebapiert werden Dies kann zum

einen daran liegen, dass eineS 3 L-Thérdpie zu kostenintensiv ist und zum anderen




daran, dass der Gesundheitszustand der Patiergge Therapie, aufgrund bereits
entwickelter Leberzirrhose, nicht zulasst. Erwahnenswert ist zudem, dass nur in etwa
25-40 % der mitt S 3 L @bahdeltenPatienten die virale ReplikatiotHDVRNA)
tatsachlich unterdrtckivird [9, 10}

1.1 Das Hepatitid-Virus

DasHDV besitzt dakleinste bisher identifizierte RN&enomaller bekannten RNA
Viren[11]. Es umfassttwa 1,7 b und enthalt nur einen einzigen offenen Leserahmen
(OIR), der fur das Hepatiti®-VirusAntigen (HDAQ) kodiert. Dieses HB8s0ziierte
Antigen wurde 1977 in HBpbsitiven Hepatozyten entdeckt, wurde aber zunéchst als
ein neuartiges Protein des HBV beseh&n, da es ausschlie3lich in HiBWzierten
Leberzellen zu finden wdf2]. Kurze Zeit spater konnten M. Rizzetto et al. durch
Infektionsversuche an Schimpansen zeigen, dass (&JDAgnit einer RNA assoziiert
ist, (b) HBV unabhéangig vohiDAgauftritt, und (c) das HDAgin der Leber eines
chronisch HBNNfizierten Tieredanger und in hdherem Mal3e nachweisbar vads in
der Leber eineguvor HBVhaivenTiereg[11, 13]

Das HDAg (oft auch Deltaantigen genannt) schien somit méneieigenstandige
Erreger assoziiert zu sein, der inzwischen als Béfi@patitisDelta oder HepatitisD-

Virus (HDV) bezeichnet wird. HDV besitzt keinen OLR flir die Expression eigener
Oberflachenproteine und ist auf die Anwesenheit von Oberflachenpretedes HBV

in HDV/HBWoinfizierten Zellen flur Umhuillung, Sekretion und Infektiositéat
angewiesen. Aufgrund dieser HBWhéangigkeit wird HDV auch als ein Satellitenvirus
bezeichne{14].

Die Virionen des HDV besitzen eine spharische Morphologie mit einem Durchmesser
von 3643 nm[15]. Die &ulRere Hiulle der Virionen besteht aus zelluldngiden und

allen drei Oberflachenproteinen des HBV, wobeuere Untersuchungen zeigen
konnten, dass HD¥Yumindest experimentelauch die Oberflachenproteine anderer
Viren fur die Umhullung vitroundin einemin-vivo-Tiermodellverwenden kani16].

Im Inneren der VirionenAbbildungl) befindet sich ein Ribonukleoproteiwas sich

aus etwa 3200 Kopien des HDAg und dem negatii®NAGenomzusammensetzt

[17-19]. Das RNA&enom besteht aus ein@inzelstrangigergirkularen RNAit quast
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doppelstrangige Struktur, charakterisiert durch ein hohes MalR (etwa 4 an
intramolekularerBasenpaarung0, 21] Das einzig bekannte Protein des HDV ist das
HDAg, welches in zwei Isoformerenda 3 N&L&ge HDAg (HDAg, ca. 27 kDa)
und dem a | f BIASYE&) HDAg ($IDAg, ca. 24 kDa) existig®?] (Abbildungl).
Beide HDAg sind ihrer Sequez identischwobei das {HDAgQ carboxyterminal ud®
Aminosaurenverlangert ist (sieheauch Kapitell.1.2. HDV ist bisher als einzige

Vertreter der Gattung der Deltaviren klassifizigr4].

HDV-Virion HDV-RNP

e

®© ¢ ow

L-HDAg S-HDAg HDV-RNA

HBYV Oberflachenproteine

b 66
SHBs MHBs LHBs
|~

Pras2 ¥
PraS1

Abbildung 1: Schematischdarstellungdes HDWirions. Die duRere Hiille bilden die Oberflachenproteine des

HepatitisB-Virus(HBV) Das HDMRNP besteht aus der quakippelstrangigen RN&chwarzund den beidefiD\V(Proteinen S
HDAg(griin)und -HDAg(violett), die Uber eine RNBindedomane mit der HBRNA interagiererSHDAg kleines (engl.Small)
HepatitisDeltaAntigen; EHDAg ¢ groRes (engl.: drge) HepatitisDeltaAntigen; RNP¢ Ribonukleoprotein; HBg HBV
Oberflachenproteirfengl: HBV surface protein); SHBEleines (engl.: rBall) HB\VOberflachenproteinMHBs¢ mittleres (engl.:
Middle) HB\fOberflachenproteinLHBS; groRes (engl.: drge) HB\ Oberflachenprotein[Verandert nachGlebe & Bremer, 2013
[23]].

1.1.1Epidemiologie deBIDV

Bis heute wurden insgesanacht verschiedeneHD\(Genotypen(Gt) und diverse
Subgenotypen beschrieben, die in unterschiedlichen Gebieten der Welt verbreitet sind
[14, 2426]. Der Gt 1 ist global verbreitet und spiegelt den Gt mit der hochsten
Pravalenz wider. Die Gt 2 und 4 sind in dsiatsschen Bevolkerung vorherrschend,
dabei ist der Gt 4 eher auf die ostasiatischen Lander beschrankt. Der Gt 3 ist vor allem

im Norden von Sudamerika verbreitet, die G& Sinddagegernin Afrika lokalisier{25].
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Zudem konnten Untersclede innerhalb der Gt auf den naturlichen HDV
Infektionsverlauf beobachtet werden Fir den Gt 1 wurden milde bis schwere
Infektionsverlaufe beobachtet, die jedoch haufig mikteberzirrhose und
hepatozellularem Karzinorfengl: hepatocellular carcinoma;CQ einhergelen [27,
28]. Eine Infektion mit dentt 2 scheint eher mild zu verlaufen, wéahreddr Gt 3
haufigeine fulminante Hepatitiwerursacht[25, 29] Auch Infektionen mit dentt 4
und 5verlaufen eher mildeine Ausnahme bilde¢ine bestimmteVariantedes Gt 4
(llb), die eher mit der Entwicklung einer Leberzirrhose assoziigf30st31] Fir die

afrikanischerGt6 bis 8 fehén solche Studien bislang.

1.1.2Die vrale ReplikatiordesHDV

Da HDV die Oberflachenproteine des HBVY Umhillung und Ausschleusung von
Virionenverwends, ist der Zelleintritt beider Viredurch die Eigenschaften der HBV
Oberflachenproteine definiertDabeischeint de Bindung an da#polipoprotein E
(ApoE)im Serum von infizierten Patientedie Virionen zu denextrazellularen
HeparansulfatProteoglykanen HSPGs) der Hepatozyteembranen zu lenkeri32,
33]. Dabei kommt szueiner niedrigffinen Interaktion mit KI5 PGsinsbesondere des
Glypkan 5 (GPCHAbbildung2). Nachfolgend erfolgt dispezifische Interaktion der
PraSiDomaéane des LHBAMbildungl) mit dem Gallensaur@ransporter NTCRgl.:

Na +-taurocholate cotransporting polypeptide, NT/G®4-38], der als hochaffiner
Bindungspartner fiir HDV/HBV charakterisiert wuri®®]. Uber denepidermalen
WachstumsfaktoiRezeptor (engl.: epidermal growth factor receptoEGFR wird
anschlielBendeine Clathrinabhéngige Endozytose initiieft0-42]. Aufgrund einer
Kernbkalisationssequenmnerhalb des $IDAg(Aminosaure(n)AS: 6675) [43] wird
das HDWRNPin den Zellkern der Hepatozyten translozigttt, 45](Abbildung2). Die
Replikationder genomischen RNA findet in einem Virgygdischen sogenannten
oRollingCircleé¢Mechanismus statf46, 47} Dieser Prozess ist noch nicht vollstandig
verstanden beinhaltet aber eine unidirektionale Replikation von Nukleinsauren zur
Bildung mehrerer Kopien des zirkularen Genamger Verwendung zellularer RNA
Polymerasen. Dabei werden zunachst mithilfe deigentlich DNAabhangigen
zellularen RNAPolymerase Il Multimere antigenomischdD\VRNA synthetisierf46,

48]. Diese werden anschlie3end Ubdie HDVeigenen Ribozyme autokatalytisch in




monomere, lineare RNMolekile gespaltej49, 50] Bisher ist nochunklar, wie die
linearen Monomere zirkularisieren/ligieren. Exheint jedoch, dassiel linearen
antigenomischen RNMolekilesich selbstdurch eine intramolekulare Ligation tber
die Ribozymaktivitatzirkularisieren[51] oder, dass dieser Prozes®n zellularen
Faktoren abhang{52, 53] Die zirkulareantigenomische RNAlient wiederum als
Matrize fur die Synthese genomischer RNAs durch eimeiteren oRollingCirclex
Mechanismug46, 54] Die genomische RNA dient zudem als Matrize fur die Synthese
einer 0,8 kb groRen mRNA mit antigenomischer Polaritat, die der TranslasotDog
dient[22]. Dabei istdasVorhandensein an SHDAg zwingend erforderlich. Da jedoch
nur geringe Mengen nétig sind, scheint dad3Ag, welches aus den Virionen stammit,
auszureichen, um die Transkrimti der mRNA aus der genomischen RiNAitiieren
[53, 55] Die beiden Isadrmen des HDAg, -8DAg und 1HDAg nehmen
unterschiedlichaegulatorischeRollen wahrend deHDV(Replikation ein. Das3DAg
trans-aktiviert die virale Replikatiofb6], wahrend das {HDAg einen inhibitorischen
Effekt auf die Replikation, inebondere auf die genomische RiSpnthese haf57-59].
Die Hauptfunktiordes l-HDAyist die Virusassemblierun@0]. Beide Proteingverden
von einem einzigen OLRbdiert, wobei vorerst nur das SHDAg gebildewird. Im
weiteren Verlauf der Replikatiowird an der Position des-l3DAg StopyCodonsdie
antigenomische RNdurch die zellular&NAabhangige AdenosiBeaminasd. (engl:
cellular adenosine deaminase acting on RNA 1, APpéditiert [61-63] (Abbildung2),
woraus das {HDAg resultiert Innerhalb des -5IDAgAmberStoppCodons wird das
Adenin (LAG) zu einem Inosin (@) deaminiert, das wiederum von der Polymerase als
Guanin (&G) erkannt wird Hieraus entstehtein um 19 bzw. 20 Aminoséure
verlangerte OLR, ausvelchemin den nachfolgendenReplikationsschrign das L

HDAg translatientvird.

SHDAg und {HDAg bilderHetero- und Homodimere anschlieend Oktamere und
binden das RN&enom[64-66] (Abbildung2), wodurch esunter anderem auch vor
intrazellularen Nukleasen geschitzt wir@e7]. Die Oligomerisierung basiert auf
Grundlage der Coile@oitDoméne innerhab des HDAg (AS 31-52) [66, 6870].
Aufgrund einer konservierten Ketrokalisationssequenz innerhalb de$iBAg (AS:
66-75) [43] werden dieHDAgMultimere in den Zellkern importiert und binden dort
aufgrund von RN#indedomanen die genomische HBWA (Abbildung2), dabei




scheintinsbesondere die Merminale Regiordes SHDAQ(AS:2-13) eine dominante
Rolle einznehmen[44, 7173]. Ein KerrExportsignal am carboxyterminalen Ende des
L-HDAg (AS: 19810) [74] fuhrt zu einer Anreichemg der RNPKomplexeim
Zytoplasma, was mit der Beobachtung einer Akkumulation genomischeiRM2Mm
Zytoplasma einhergeh75]. Uber éne Farnesylierung des Cysteian Position 211
kommt es zu einer Verankerung dB&NPan der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums(ER)[76-78]. In HBWkoinfizierten Hepatozyterkommt esdort zu einer
Interaktion desHDVVRNPund einer Tryptophaseichen manedes HBSAGAS 196
201: WMM(I/W)YW,) vermutlich Uber eine Prolireiche Domé&ne am-Terminus des
L-HDA(77, 79] Die Sekretioder mit HBsAgumhtilltenHD\¢Partikel erfolgt daraufimi
Clathrinvermittelt Uber dastansGolgiNetzwerk aufgrund der speziellen Architektur
der Hepatozyten in der Lebetirektin das Bluf80-82] (Abbildung2). Auch wenrHDV
fur dieAssemblierung und Sekretion infektioser Partikah einer Koinfektion mit HBV
abhéangt,kannHDVunabhangig von HBM verschiedenen Zelltypereplizieren[83-
85]. Zudemkann HDV in HBMninfizierten Zellen fir mindestensechsWochen

persistieren[86, 87]
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Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung defeplikationszyklus des HDWach der Bindungn HSPGsit
niedriger Affinitdt und der Bindung mit hoher Affinitdt an NTCP der basolateralen Hepatozytenmembran tritt eesidtDivi

das Zytoplasma ein und das Ribonukleoprotein (RNP) wird in den Zellkern transportiert. Im Zellkern beginnt die Tramskription
mRNA und antigenomischer HIRWA (agRNA) aus der genomischen RDM (gQRNA) des RNP. Uber ADARL1 wird das- Stopp
Codon innerhalb des-HDAg OLR einigekntigenomeeditiert. DieagRNA dient ihrerseits als Vorlage fir die Synthese und
Amplifikation der zirkiiren gRNA. Im Zytoplasma findet die Translation vbiD8g und {HDAg aus mRNA statt, die entweder
aus editierter oder uneditierter gRNA resultiert. Ei2Agbilden Multimere und werden in den Zellkern transportiert, wo sie mit
gRNA interagieren und nelNPbilden. DieRNPwerden aus dem Kern exportiedas tHDAg interagiert miHB#Ag am ER
woraufhindie RNR mit den Oberflachenproteinen des koinfizierenden HBWullt werden DieHD\AVirionen werden dann tber

das transGolgiNetzwerk in das sinusoidalBlut sezerniertDie Filamente werden Uber multivesikuldre Korperchen MVK

sekretiert.[verandert naclGlebe & Bremer, 20133].
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1.1.3HD\Vtahnliche Viren

Seit der Entdeckung dddDV 1980 [11, 13] galt HDV aufgrund der einzigartigen

Genomstruktur als alleiniger Vertreter der Gattung der Deltaviren.

Im Jahre 2018 wurden erstmals HBANhliche Viren in Transkriptomeraus
kombinierten Kloaken und Orophayngealproben diverser Entenentdeckt [88].
Ebenso wurden2019 verschedene Organe einer TimdéWasserpython und einer
Abgottschlangepositiv auf ein HD\&hnliches Virus getestef89]. Weitere HDV
ahnliche Viren wurden durch RM&q Studien in Darmund Leberprobeneines
Feuerbauchmolc$) in Lungenproben der asiatischiénite, in Termiten sowie in einem
Pool von Kiemenproben verschiedener Fische identifif@0} Im Jahr 2020 wurde
erstmals ein SaugetigiD\tahniches Virus iniaer Stachelratte identifizieryelches
innerhalb dieser Arbeit charakterisiertunde (sieheKapitel5.2) [91]. Es folgten HDV
ahnliche Viren ausWVeilRwedelhirscen und Waldmurmeltieen [92, 93] Zudem
wurden kirzlich zwei Genotypen HDVAahnlicher Viren in @mpirflederméusen
identifiziert sowiein Lebertranskriptomen eirreHundskopffledermauf93]. Weitere
HD\tahnliche Viren wurden irZebrafinlen und Bronzemannchergefunden [92].
Tabellel stellt eine Ubersicht der bisher identifizierten H@knlichen Viren daDie
Tatsache, dass HE&inlicheVirenin mehreren Taxa existiereweist darautin, dass

HDV weitaus alter sein kdnnte als bisher angenommen.

Tabellel: Chronologische Reihenfolge der Entdeckung WDV undHDMahnlichen VirenDas in dieser

Arbeit untersuchte HD#hnliche Virusus StachelrattenRDeV, ist in fett dargestellt.

Virus Wirt Entdeckungsjahr | Referenz
HDV Mensch 1980 [11-13]
AvianDV div. Enten Anas gracilis, Anas castanémas supercilioga | 2018 [88]

TimorWasserpython und Abgottschlan@aasis mackloti,

SnakeDV Boa constrictor sabogae 2019 (89]
NewtDV FeuerbauchmolchQynops oriental)s 2019 [90]
ToadDV asiatischeKrote (Bufo gargarizans 2019 [90]
TermiteDV Termite(Schedorhinotermes intermedjus 2019 [90]

div. FischeNlacroramphosus scolopax, Ophidion sp.,
Eptatretus burgeri, Okamejei acutispina, Proscyllium
FishDV habereri, Lophius litulon, Eleutheronema tetradactylum, | 2019 [90]
Zeus faber, Antennarius striatus, Halieutaea atall
Gonorynchus abbreviatys

RDeV Stachelratte Proechimys semispinosus 2020 [91]

OvirDV WeiwedelhirschéOdocoileus virginianjis 2021 [92, 93]




MmonDV Waldmurmeltiere flarmota Monay 2021 [92, 93]
DrDVA und DrDMB | VampirfledermaugDesmodus rotundgs 2021 [93]
PmacDV HundskopffledermausReropteryx macrotjs 2021 [93]
TgDV Zebrafink(Taeniopygia guttata 2021 [92]
LsDV BronzeméanncherLponchura striath 2021 [92]

All diese HDMahnlichen Viren sind isher noch nicht klassifizieund haben eine hohe
Divergenz innerhalb ihrer Primarsequenz. Trotzdetgilen sie besondere
Charakteristikamit dem humanen HDVund werden daher als Deltaviren oder HDV
ahnliche Viren zusammengefag9d]. Alle bishercharakterisierten Deltaviren haben
ein negativeRRNAGenom, mit einem hohen Anteil amramolekularer Basenpaarung
Diese bilden ebenso wie HD®he unveraveigte, stabchenformigeStruktur. Zudem
weisen die GenoméiD\itypische Ribozymeauf [88, 9193]. Ferner wurdenHDV
ahnliche Ribozyme kirzlich in d&equenzen von FishDV und NewtDV entdeckt,
wahrend innerhalb der Sequenzen von ToadhDkd TermiteDV Viroid und

Pflanzenvirugypische HammerkopRibozymStrukturenbeschrieberwurden[95].

Ein weiteres HDWlerkmalist ein OLR, der fir dasDAgkodiert. Alle HDMahnlichen
Virussequenzen scheinen solch einen OLR zu enthalten, der fur eamnPodiert. Die
Sequenzen variieren zwischen 180 und 225 Aminosauren in der Lange, dabei sind
funktionelle Doménen und podtanslationale Modifikationsstelleninnerhalb aller
tierischen Deltaantigene (DAg) und humaner HxAgserviert.Innerhalb de DAg

fehlt jedoch bei allen das fur HBypische Farnesylierungsmot{CxxQ. Diesgeht

einher mit einer Besonderheit aller neu identifizierten H&8\Alichen Viren: Die Viren

wurden alle unabhangig von einer Hepadnawvikimnfektion gefundefi88-93].

Wahrend fur die meisten HDB&hnlichen Virussequenzen ein Replikationsnachweis
fehlt, konnten In-vitro-Daten zeigen, dass das SnakeDV die Oberflachenproteine
verschiedener Arenaviren sowie eines Hantavirus, nicht aber HBV

Oberflachenproteingfiir die Assemblierung infektioser Partikel verwenden kEj.

1.2 DasHepatitisB-Virus

Die charakterisischen Symptomeeiner akuten HBWnfektion, wie de Gelbsucht
(Ikterus, wurden bereitsvon Hippocrates beschriebgf7]. Als h Bremerhaven sowie

in einer Anstalt im Saarland naemer Pockenimpfungdie zur Stabilisierung humane

9



a[ @ YLIKSa ey Aushrusti (d&r katarrhalischen Gelbsucltt o 9 A y' S
L 1 G S NYza SoedbdrieY wusdé, implizierteA. Lirman dass es sich um ain
Infektionskrankheit handel[98]. S.McDonald schlug908einen viralen Erreger als
Ausloser der infektiGen Gelbsucht vof98, 99] Weitere Beobachtungen konnten
spater Unterschiede in der Ubertragung démfektiosen Hepatis feststellen und
gaben Anlass, dass die Erreger in zwei Typen unterschieden wiigeabetraf vor
allem Kinder und wurde vorwiegerfdkaloral z. B.Uber mit Fékalien verunreinigte
Lebensmittel oder Trinkwasser Ubertragefyp B (auch Serumhepatitis genannt)
wurde vorwiegend durch medizinische Eingriffe, parenteral bzw. tber Blut und
Blutprodukte Ubertrager100]. Tatséachlich entdeckte devliedizinerB.S. Blumberg
und sein Mitarbeiter H. Alted963 ein neues Protein im Blut eines australischen
Ureinwohrers, dasT 2 NJi | Ayistralid Antigeri (AuAg)ezeichnet wurdg101, 102]

Auf der Suche nach dem Erreger entdeckter dVirologe [5. Dane im
Elektronenmikroskop neben einer hohen Anzahl a20 nm groRe AuAg (heute
bekannt als subvirale Partikel), 45 nm grof3e V{@islichg Partikel DanePartike),

die das AuAg auf ihrer Oberflache trug&03]. Kurze Zeit spater wurde die virale DNA
Polymerase und anschlieBend die virale DNA nachgewif®f106]. Die Dane
Partikelsind heute als HepatitiB-Virus (HBV) bekannvahrend dasiustralia Antigen

die Oberflachenproteine debiBV (engl.: HBV surface antigen, HBsAgzeichnet
(Abbildungg).

1.2.1Taxonomie deHepadnaviridae

Das Hepatitid3-Virus ist ein Mitglied der Familie delepadnaviridaeDiese umfassen
hepatotrope DNAViren mit partielldoppelstrangigem Genomielnfektionen kénnen
persistierenoder transientverlaufen.Alle Mitglieder teilen bestimmte Charakteristika
Dazu gehort neben dem DNAZenom, die Expression von drei Hauptproteinen: Das
PraCore/Cae, die Polymerase und das Pt&®Protein sowie die Replikation tber eine
reverse TranskriptionDie Familieder Hepadhaviridaesetzte sich zunachst aus zwei
Gattungen zusammen: Digvihepadnavirenwelche in Végeln vorkommen und die
Orthohepadnaviren welche S&augetieranfizieren Inzwischen sind drei weitere

Gattungen hinzugekommeiie Metahepadnavirerund Parahepadnaviremfizieren
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Fischaundwurdeninsbesondere durchimetagenomische Analysen entdeckbwie die

Herpetohepadnavirendie bei Reptilien und Fréschen vorkomnj&@7].

1.2.2Epidemiologie de©rthohepadnaviridae

Die Gattung deOrthohepadnavirenOrthohepadnaviridagsetzt sich aus insgesamt
12 Arten/Spezies zusammelie wohl bekannteste Speziest dasHBVdes Menschen
welches inzwischenin zahlreiche (Sud Genotypenunterteilt ist. Dazu gehorerdie
HBVGt A-J welche in verschiedenen Gebieten der Waeldpidemiologisch

unterschiedlich verbreitet sinfL08].

DerHBVGt Akommt primar in EuropgAfrika und Nordamerikaor. DieHBVVGtB und
C dominieren in sudostasiatischen Landern, wahrendHig¥Gt D n mediterranen
sowie in zentralasiatische@ebieten verbreitet istin Australien werden vorwiegend
die HBVGt C und D nachgewiesen. DEdBV Gt E ist vorherrschend in der wesind
zentralafrikanischen Bevolkerung. DiBVGt F und H sind die mit der hdchsten
Divergenz und werden primar in Simw. Mittelamerika gefunderber HBVGtGwird
nur vereinzelt nachgewiesenn Vietnam, Laos, Indien und China ist &B\VGt |
verbreitet. Dieser scheint jedoch eine Rekombinante @rA, C, G sowie eines
weiteren unbekanntenGt zu sein[108, 109] Der putative HBV(Gt J stellt eine
Ausnahme dardabisher nur ein Isolat ident#iert wurde. Dieses stammt von einem
88-jahrigen japanischen Patienten ntiCC der wahrend des Zweiten Weltkriegs auf
Borneo lebte Die hdchste Sequenzidentitat hat diesgmit den Isolaten aus Gibbons
und OrangUtan, was auf eine Rekombination dieser Stamme mit humadBWGt
hinweist[110].

Neben den Gt A-J werden zuséatzliclHBVStamme unterschiedenwelche in
(Menschen) Affen der Alten Welt entdeckt wurderDarunter zéhlerdas HBWes
Schimpanserpl11, 112] des Gorillag113], desOrangUtans[114] und des Gibbons
[115] (Tabelle2). Das Arabgrenzungskriterium der Gattung der Orthohepadnaviren
liegt bei einem Schwellenwert von >2% Divergenz der Nukleotidsequerdes
Genoms Eine NukleotigequenzDivergenz von 846gilt als Schwellenschwert fur die
Definition einzelner Genotypen[107], die Subgenotypen werden ab einer

NukleoticsequenzDivergenz von 4% unterschieden[108]. Innerhalb dieserHBV
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Isolate aus Altweltaffengibt es weniger als 206 Divergenz und die Isolate
unterscheiden sich nicht starker moHBVdes Menscherals die verschiedeneHBV
Gtvoneinander und werden dah@hylogendisch als HB\Gtbehandelt.Von seltenen
Ausnahmen abgesehefl10], wurden diese HBXstamme bisher noch nicht im
Menschennachgewiesen Allerdings wurden inSchimpansen und Gorillas bereits
Isolate identifiziert, die eine hohe Identitat zu deamanenHB\(Gthatten[116, 117]

Dies zeigt, dasdie HBVYGt scheinbar die Speziearriere innerhalb der Primaten
Uberschreitenkdnnen 1998 wurde erstmals eine HepatHiBsViruspezies in einer
Primatenart der Neuen Welt entdeckt: Das aus in Gefangenschaft lebenden Wollaffen
(Lagothrix lagotricha stammende WMHBWefgl.: Woolly MonkeyHepatitisB-Virus
(WMHBYV), welches eine Nukleotidsequevergenzles Genoms von 2% zu HBV
besitzt und eine enge genetische Verwandtschaft zu lkhemanenHBVGt F und H
zeigt [118] (Tabelle2). Studien konnten zeigen, dass die Oberflachenproteine des
WMHBVin der Lage sindhumane Hep#ozyten zu infizieren, was auf ein zoonotisches

Potential hindeuten kénnt¢l119].

Weitere Mitglieder derOrthohepadnavirerbilden Viren, die Fledermause infizieren.
Hierzu gehoren vier Spezies,die in Atwelt-Fledermausen identifizierwurden,
darunter das LFBHBYéngl.: Longingered bat Hepatiti3-Virug [120], das PBHBV
(engl.: Pomona bat HepatitiB-Virug [121] und das RBHBVengl.: Roundleaf bat
HepatitisB-Virug sowie dasxahverwandteHSBHBYengl.: Horseshoe bat HepatHis
Virug [122] (Tabelle2). Das zoonotischeTBHB\WYengl.: Terimaking bat HepatitisB-
Virug wurde hingegen in NeuweFledernmausen der GattungUroderma bilobatum

entdeckt[122] (Tabelle2).

Orthohepadnaviren der Neuen Welt wurdelanebenin Nagetieren, die in Gebieten
Nordamerikas endemisch sind, wie z. B. densthdrncherf123], dem arktischen Ziesel
[124] und dem Waldmurmeltie[125], identifiziert. Zudem wurden kirzlich bisher
unbekannte Orthohepadnanen indomestizierten Katze[126], einer Antilope127]

und einer chinesischen Spitzmaus entdgd28] (Tabelle2).

12



Tabelle 2: Chronologische Reihenfolge der Entdeckudey Orthohepadnaviridae in Klammern ist die

Wirtsspezies der Erstbeschreibung angegebenin dieser Arbeit untersuchteHB\Spezies sinith fett dargestellt

Virus Wirt Jahr Referenz
HBV
HepatitisB-Virus Mensch 1970 [103]
WHV Waldmurmeltier larmota monay 1978 [125]
Woodchuck Hepatitis Virus
GSHV i . )
Ground Squirrel Hepatitis Virus Erdhérncher(Spermophilubeechey)i 1980 [123]
ChHBV Schimpanse
Chimpanzee HepatitiB-Virus (Pan troglodytep 1988 [111]
GiHBV .
Gibbon Hepatitiss-Virus Gibbon(Hylobates lay 1996 [115]
ASHV
Arctic ground squirrel Hepatitis Arktischer ZieseSpermophiluparryii kennicott) 1996 [124]
Virus
WMHBV . )
Woolly Monkey Hepatiti€ Virus Wollaffe Lagothrix lagotricha 1998 [118]
OuHBV
OrangUtanHepatitisB-Virus OrangUtan (Pongo pygmaeys 1999 [114]
GoHBV Gorilla
Gorilla HepatitisB-Virus (Gorilla gorilla gorilla 2000 [113]
LBHBV . L -
Longfingered bat Hepatiti€-Virus LangflugeRedermaus Kiniopterus fuliginosus 2013 [120]
TBHBV .
Tentmaking bat Hepatiti®-Virus Zeltbauende Fledermaublfoderma bilobatu 2013 [122]
HBHBY Hufeisennasen Flederma(Rhinolophus alcyone | 2013 [122]
Horseshoe bat HepatitiB-Virus P 4
RBHBV Rundblattnasen Fledermauldipposideros cf. 2013 [122]
Roundleaf bat HepatitiB-Virus ruber)
PBHBV PomonaRundblattnasen Fledermaus 2015 [121]
Pomona bat Hepatiti8-Virus (Hipposideros pomona
TFoHBV . . .
TaiForest Hepatitie-Virus Antilope Philantomba maxwellii) 2019 [127]
DCHBV .
Domestic cat Hepatitig-Virus Hauskatz€Felis catus 2018 [126]
CMHBY Kapuzineraffe
Capuchin monkey Hepatitig- puz 2018 [129]
(Sapajus xanthosterngs
Virus
Spitznaus
CSHBMWISHB\EHN . .
Chinese shrew HepatitBVirus (Ano_urosorex_ squamipe€rocidura attenuate 2019 [128]
Crocidura lasiura
CSHB\(Gt A und Gt B) Spitzmaus 2019 [130]
Qrowned shrew HepatitisB-Virus (Sorex araneus, Sorex coronajus
MSHBVwv Spitzmaus
Musk shrew HepatitisB-Virus (Crocidura olivien 2019 [130]
EqHBV pferdeartige Tiere
EquidHepatitis-B-Virus (Equus asinus-quus quaggp 2021 [131]

1.2.3Morphologiedes HBV

Die Virionen desHBYV besitzen eine spharische Morphologie unkaben einen
Durchmesser von 425nm[103, 132] Sie werden umgeben vormeir Lipidmembran,

in welcherdie drei Oberflachenproteinantegriert sind (Abbildung3). Im Inneren
befindet sich in der Regel das 36 nm grol3e, ikosaeke Nukleokapsid, welches aus
etwa 240 CordJntereinheiten (120Dimere) besteht und da3,2 kb grol3e, partiell
doppektrangige, zirkulare DNGenom umschlie3[133, 134](Abbildung3). Neben

den infektidsen Virionen werden auch subvirale Part{Rdibildung3) von infizierten
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Zellen sekretierf135]. Diese sind nicht infektiosadsie nur aus HBsAg bestehen und
keine virale DNA enthalten. Sie sind im Durchschnitt kleiner als die Virionen und
besitzen eine filamentdse (ca. 20 nm) oder sphérische (ea5X6n) Morphologie. Sie
werden in einem Uberschuss veri000 :1 gegeniber derVirionensekretiert und

tragen zu viralen Antigedmie bei[23, 107, 136]

HBV-Virion Subvirale Partikel

HBV-DNA (+)

Polymerase

Sphéren

Proteinkinase

Filamente
i &

PrdS1 PrdS2  Core-Dimere

HBV-DNA (-)

Abbildung3: Schematische Darstellung des HB\fions und subviraler Partikebie auRere Hiille bildeine

Lipidhulle bestehend aus deinei OberflachenproteinerDasinnere Nukleokapsid besteht neben den Gé@reneren,aus einer
WirtszellentstammendenProteinkinasedem partiell doppelstrangigen DNBenom und einer Polymerase, die sich aus einer
reversen Transkriptase, einer RNAteeinem terminalen Proteimnd einer Spacdboméne zusammensetzt. Spharen und
Filamente sind leere Partikel, ohne NukleokapdiBsq HB\fOberflachenproteim (engl.: HBV surface protein); SHBdeines
(engl.: #nall) HBVVOberflachenproteinMHBsg mittleres (engl.: Ntdle) HB\(OberflachenproteinLHBs ¢ grofRes (engl.: drge)
HB\tOberflachenprotein[Verandert naclGlebe & Bremer, 20123]].

1.2.4Genomaufbau des HBV

Das Genom besteht aus einem kompletten Minusstrateg Plusstrangst dagegen
inkomplett undbesitztS Ay @ Nonde ®ér Mamustamy des DNAGenoms ist
dabei kovalent mit einer Primddoméne (freies Hydroxyl) der viralen Polymerase

verbunden[105, 137, 138und enthalt vier OLR

(1) Pol:ist mit 70%des Genoms der grof3te Leserahmen Wndiert fir ein Polyprotein
bestehend auRReverse Transkriptase viraler Polymeras®omane, einer RNase- H

Domane unceiner PrimingDomanedes terminalen Proteingl.04].

(2) S: kodiert fiir alle drei OberflachenproteindBsAy
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(3) X: DasX-Protein (HBXx)ist fur die virale Replikation essenzidlB9]. Es interagiert
mit vielen zellularen Proteinen undcheint insbesondere bealer epigenetischae
Regulierung der cccDNAN Bedeutung zu seid40, 141)] AuRerdem beeinflusst es

die HBVassoziierte Karzinogenef42].

(4) PraCore/Core: kodiert fur dadimerisierende CoreProtein (HBE Die Dimere
assemblieren spater zu einem Nukleokapsid Aufgrund einer p Y& AFYNJ Y S G
Verlangerung (PraCore) des G@ens wird neben dem HBc zudelassekretierte
nicht-strukturelle eProtein (HBe)translatiert, welches neben dem HBsAg und dem
viralenDNANachweis als diagnostischer MarkgtBeAgkiner Infektion dienf143,
144). Das HBe hat zudem eimamunmodulierende Funktion und nimmt damit grof3en

Einfluss auf die Chronifizierung einer HBY¥ktion[145-147].

1.2.4.1 Die Oberflachenproteine des NB

Die HBVfOberflachenproteinesetzen sich aus dem kleine(SHBs SDomansg,
mittleren (MHBs:PraS2+ SDomane)und grof3en(LHBs: PraS1 + PraS2-Boghane)
HB\tOberflachenprotein zusammen und werdkallektivals HBsgngl.: HBV surface
protein) bezeichnet In der Eigenschaft als diagnostischer Marker einer aktivernr HBV
Infektion hat sich die Bezeichnung HBs&gg(.: HBV surface antiggdurchgesetzt.
Alle drei viralen Proteineerden von einem einzelnen OLR dunaierne StartCodons
kodiert. Die Transkrippn wird durch zwei unterschiedliche Promotoren initiiert,
woraus zwei mMRNAs resultieren. Aus einer 2,4 kb langen mRNA wird folgend das LHBs
translatiert, eine 2,1 kb groRe mRNent danebenals Matrize fir das MHBs sowie
das SHB$23, 107, 148, 149]Die SDomane (226 AS) isin allen drei Proteinen
enthalten und istwahrscheinlichdurch vier Transmembrandoméanen (T mit der
Membran des ER verbundg¢h50]. Zwischen der TMD2 und TMD3 liegt,di#r das
HBsAg charakteristischantigene Regiomy | cdDeterminantegenannt welche durch
eine spezifische Konformation des Polypeptids der Antigenschieifgl.( antigenic
loop, AG). definiertist. Virusneutralisierende Antikdrpebinden bevorzugEpitope
innerhalb dieser Region, wodurch eine Infektion verhindert werden kdh&1].
Innerhalb der externen Schleife zwischen TMD2 und Th498udem eindakultative
N-Glykosylierungstelle (AS146) welche zwar keinen Einfluss auf die Sekretion
SVhhat, jedoch fudie Sekretion der HBVirionen unerlasslich i$152-154]. Trotz der
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Notwendigkeit dieseGlykosylierundtr die Assemblierung der Virionen (sowie der
Umhillung von HDRNRB scheint sie ebenfalldie Bindung an die HSPGs zu stéren und
dadurch den viralen Eintrithegativ zubeeinflussen[153, 155] Auf3erdem konnta
Studienzeigen dass die Antigenschleife des SHBs H8PGsuf der Zellmembran
elektrostatisch interagiert Diese Interaktion wirdmafRgeblichdurch die negativ
geladenen HSPGs undeipositivgeladene Aminosaen (Arginin 122 und Lysin 141)
vermittelt [34]. Die Virionen werden durch die HSPGs an der Zellmembran stabilisiert,

wodurch die NTGRermittelte Infektionermdglicht wird.

Das MHBs enthalt neben derD®mane weitere55 ASam NTerminus das PraS2
welches im Lumen ddsRs lokalisiert i$1.56]. Die PraS®omane besitzt neben einer
obligatorischen N-Glykosylierungstelle (AS 4) eine weitere fakultative O-
Glykosylierungstelle(AS 37)[157, 158] Es wird impliziert, dasseN-Glykosylierung
nicht aber die GGlykosylierungeine Interaktion des Chaperoneg3alnexin mit MHBs
vermittelt und dahereine Rolle wahrend deriralen Assemblierungeinnimmt [152,

159]. Daneben nimmt das MHBs keine essenzielle Rolle wahrend der viralen
Replikation ein, es scheint weder fur die Sekretion viraler Partikel, die Formation

subviraler Partikehoch fur die Infektiositat der Virionen von Bedeutung zu $&@0].

Das LHBs setzt sich aus ddbdgnéne, derPraS2ZDoméne sowie weitereGenotyp-
abhangigeN-terminaler 108, 118 oder 119 AS (Prd&imane) zusammeji08, 161]
Die PraSDomane istfir den NTCRbhangigenZellantritt erforderlich [39] und
kommt innerhalb der Virionenn zwei verschiedenen Topologien @tbbildung3)
[162]. Fur die Interaktion delkapsideum die Assemblierung zu gewahrleistesh gine
interne/zytosolischeAusrichtung der PraSomanenotwendig daneben vermittelt
eine externe Topologie die Interaktion mit de¥TCH39, 163] Die unterschiedlichen
Topologien kommen in der Virushille zu gleichermalRerfA@2]. Innerhalb der AS-2
9 des LHB%efindet sich ein Signal fur die-tdrminale Myristoylierung, welche
entscheidend fur die Bindung und Infektiositat der Virionenis4, 165] Daneben
sind insbesondere die AminosaurenlS fur die NTGBindung und Infektion
notwendig DieserBereich wird daher als essenzielle Doméne bezeic[8f&t 166,
167]. De weiter Gterminal liegendenBereiche der PraSlhboméne (A28-39 und 39

48) wuden als akzessorische Domargsfiniert, die den Effekt der Virusbindung und
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Infektion verstarker{39, 166] Eine Studie um lLLe Seyec et akonnte zudem durch
Deletionsmutanten zeigen, dase ersten 77(75) Aminosaurender Pré&S:tDomane
essenziellfir die Infektiositat von HBV(und HDY sind [168, 169] Myristoylierte

Peptide der Aminosauren-£28 konnen eine HBAfektion inhibieren und werden
daherin vitround klinischals kompetitive Inhibitorereiner (HBYund) HDWnfektion

eingesetztBulevirtid) [8, 166, 167]

1.2.5Replikation des HBV

Nach einer niedrigaffinen Bindung der Antigenschleife an H8RGaner hochaffinen
Interaktion der myristoyliertenPraS-Domaneund demNTCP der Hepatozyten wird
das HBWukleokapsid uber eine Clathrarermittelte Endozytos in das Zytoplasma
freigesetzt[36, 39, 42](Abbildung4). Innerhalbder Arginirreichen Domanales G
Terminus des HBdefindet sich eine Ketakalisationssequenz weshalb das
Nukleokapsid Uber Mikrotubukilamente an die Keporen transloziert wird[170,
171] Dort angekommen werden die reifen Nukleokapside innerhalb einer
Korbstruktur éngl.: nuclear baskgtdisassemblierund de entspannizirkulare DNA
(engl.: relaxed circular DNACDNA, die innerhalb desNukleolapsids an die
Polymerase gebunden jsh das Kernplasma freigese{1 2] (Abbildungd). Die rcDNA
0SAaGSKU RIFIOSA dza SAYySY 1 2YLEMekdaghtan Ay dza a i
die virale Polymerase gebunden ist und emanvollstandigen Plusstranderl Y - p W
Endeein RNAOIligonukleotidals Primer fur die Synthese des Plusstrangs gebunden hat
[173]. Uber Intemktion der rcDNA mitukledren Wirtsfaktoren wird die kovalent
geschlossene zirkulare DNéngl.: covalently closed circuld@NA,ccdNA gebildet

die als Transkriptionsvorlagédir alle HBWRNAsdient (Abbildung4). Diesumfass$
folgende Schritte: (1) Das Entfernen der kovalent mit dem viralen Minusstrang
gebundenen DNAPolymerase, (2)das mtfernen des RNAOIligonukleotids vom
Plusstrang (3) das Komplementieren des Plusstrangs und @& Ligation der
verbliebenen Nick4174-176]. Der Prozess ist noch nicht vollstandig verstanden,
jedochkonntenkurzlich die minimalen Wirtsfaktoren, die fur die Bildung der cccDNA
benotigt werden identifiziert werden[173, 177] Die cccDNAvird mit Wirtshistonen

und zellularen sowie vialen ¢. B.HBX) Proteinen zu einer stabilen/ KNB Y I G Ay 1

ahnlichen Struktuverpackt, die alsMinichromosonéiepisomal im Zellkern infizierter
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Hepatozyten verweil{178-180] (Abbildung4). Daraufhin folgt die Transkription der
pragenomische RNA (pgRNA)und vier weiterer viralermRNAs(HBe unddrei
subgenomische: HBx, SHBs/MHBs, LH&@€h die zellulare RNRolymerase [1181].

Es wird impliziert, dassuerstdie Synthese dekiBxals ersta erfolgt und dies die
Transkriptionder pgRM und der subgenomischen RNAgstiiert, indem es unter
anderem zellulare Transkriptionsfaktoren rekrutigkt0, 182184]. Alle RNA®esitzen
einS -@apStruktur sowie einPoly(d)-{ A 3y | f-Ende Wukleotitle 19161921:
UAUAAANd werden in das Zytoplasma exportidrn Zytoplasma wiréwus der HBe
MRNAzunachst das PraCore Polypeptid translatiert, di#sglshesanschliel3end zum
ER transloziertDort werden die Signalpeptide entfernt und das reife MBe&vird in
den Blutkreisladi freigesetzf{185] (Abbildung4). Aus der pgRNA werden das HBc und
die virale Polymerase translatieiDie virale Polymerase bindet wiederum die pgRNA,
dieser Komplex wirtn Zytosolvon HBeDimeren umschlossen urtle Enkapidierung
eingeleitet. Der Prozess wird Uber die Bindung der viralen Polymerase arCisn
aktives ElementEpsilonSignal) innerhalkiner pgRNAekundarstruktur initiierf186,
187] Inneralb der Kapside wird tber diee¥erse Transkriptasdéer Polymerase von
der pgRNA die rcDNA synthetisif¥88]. Dabei wird zunachst der Minusstrang revers
transkribiert, der wiederum als Matrizéir die PlusstrangSynthese dienf188]. Die
pgRNA wird wahrendler MinusstrangSynthese durch die RNse HDomaéane der
Polymerase degradiert, dabei bleibt ein kleines Fi§onukleotid als Primer
Domane zuruckAbbildung4). Nachdem digOberflachenproteineSHBs, MHBs und
LHBsam ERranslatiertwurden, interagiert ein Teil dereifen Nukledapside mitder
Region zwischen der PraS1 und der Psf@8mane derOberflachenproteingeworaus
infektiose Virionen entstehefil89]. Ein anderer Teil der reifen Nukleokapside wird
wiederum in den Nukleus transportierbis ausreichend HBsAg translatiert wurde
(Abbildung4). Die infektiosen Virionemnd die subviralen Filamentererden Uber
multivesikuldre Korpehen aus den Hepatozyten in die Blutbahn freigesdtiZ0,
191], wahrend die subviraleSphéareriber den GolgApparat aus den Zellen gelangen

[192] (Abbildungd).
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Abbildung 4: Vereinfachte Darstellung deReplikationvon HBV.Nach der Bindung an HSPGs mit niedriger

Affinitdt und der Bindung mit hoher Affinitait an NTCP der basolateralen Hepatozytenmembran tritt dagiridB\in das
Zytoplasma ein und das Nukleokapsid wird Uber Mikrotdfildmente zurKernpore des Nukleus transportiert. Nach einer
Disassemblierungvird die rcDNA in das Kernplasma freigesefats derrcDNAwird ber Interakiion mit Wirtsfaktoreneine
kovalent geschlossene zirkulare DNA (cccDNA). Diese wird zusammen mit WirtsfaktordralendProteinen zu einem
Minichromosom verpacktyelches episomal im Zellkern verweilt. Aus der cccDNA werden pragenomisgRNA)und
(subgenomiscHemRNAs tnskribiert. Eine mRNA dient der Translation eineslauferProteins(PraCore), dieses windeiter
prozessiertworauseinimmunmodulatorisches Protein (HBeAg) resultidi pdRNA dient als Matrize fiir die Polymerase und das
HBcAgdie subgenomischen mRNw&erdenfir die Translation der Oberflachenproteine (HBs/gl) das HBx bendétigt. Durch die
Assemblierung der pgRNA, der viralen Polymerase und der {#iwage kommt es zur Bildung unreifer Nukleokapsidghrend

der Reifung wird die rcDNA durdie Reverse Transkriptasgynthethisiert.Die reifen Nukleokapside ween entweder wieder
direkt in den Zellkern transportiert oder sie translozieren zum Endoplasmatischen Retikulum (ER) und interagieren dort mit de
Oberflachenproteinen. Die Virionen werden zusammen mit den Filamenten Uber multivesikularehéorfdd/K)aus den
Hepatozyten in die Blutbahn sezerniert, die Sphaegtassen die Hepatozytémer den GolgApparat.[Verandert naclGlebe &
Bremer, 201323]].
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1.3NTCP als Rezeptor fur HBV und HDV

Der NTCIPSLC10ADehort, neben weiteren Mitgliedernzu derSolute CarrieFamilie
10 (SLC10).uBammen mit demapikalen Natriumabhéngige Gallensalztransporter
ASBT(SLC10A2besteht de physiologische Funktiodieser Proteinedarin, ein
Gallensalzmolekil zusammen mit einem Natrnomdurch die Leber(NTCP) bzw.
Darmmembran(ASBTutransportieren wodurch der enterohepatische Kreislauf der
Gallensalzaind somit dieGallensdurehomdoostasaufrechterhalten wird[193, 194]
Gallensalze emulgieratie aufgenommenen Fettaus der Nahrungowie fettlosliche
Vitamine und erleichtern so die Resorption und Verdauug.ist Ublichdassdas
humane SLC10Alals "NTCP und nichthumane SLC10ADrthologe als "Ntcp"

bezeichnet verden

Obwonhl schorseit langerembekanntist, dass insbesondere die PraS@méane des
LHBs fur den Zelleintritt verantwortlich ist, war lange Zeit unbekannt, welchen
Wirtsfaktor HBV/HDV fur den Eintritt in Hepatozyten zen Im Jahe 2012 gelang es

der Arbeitsgruppe um H. Yaat al. den humanen Gallensaure Transporter NTCP als
HBV/HDV Rezeptor zu identifizieref39]. Innerhalb dieser Arbeiten wurden
Hepatomzelllinien, die nur eine sehr niedrige endogene Expression von NTCP
aufweisen, mit Expressionsplasian des NTCP transfiziert, wodurch sie fir eine-HBV
und eine HDVnfektion empfanglich wurdenDie Bindung der Virionen an NTCP ist
hochaffin und unter anderem fur die hohe Wirtsspezifitat sowie den Hepatotropismus

des HBV verantwortlicf195, 196]

Der Durchbruch der Identifizierung von NTCP als spezifischer Eintrittsrezeptor fir HBV
und HDV hat das Verstandnis desalen Eintritts von HBV und HDV erheblich
verbessert. So konnte gezeigt werden, dass HBV eher mit hochsulfatierten HSPGs, wie
das primér an Hepatozytemembranen exprimierte Glypén 5 interagier{35-37], was

den Hepatotropismus begtinstigt. Zudem konrdarch weitere Untersuchungeier

EGFR alsiraler Ko-Rezeptoridentifiziert werden EGFR scheint dabei die Clathrin
abhangige Endozytosdes NTCFHBVKomplexes zuden spaéen Endosoran zu
vermitteln [40-42]. Die Faktoren, dieeine Fusion derviralen mit der zellularen

Membranauslésensindaberbisher noch unbekannt.

20



2. Fragestellung

Mitunter eine grof3e Herausforderung molekularbiologischerstudien, diesich

mit der Replikation des HepatitBeltaVirus (HDV) befassen, st das Fehlen
replikativer cDNAlonedes HDV In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe fur
Virushepatitis unter der Leitungon Prof. Dr. Maura Dandri (Universitatsklinikum
HamburgEppendorf) solltezwei HDVWGt-1 Isolatekloniert und in Hinblick auf ihre
Replikation und Sekretion analysiert werden. Folgende Fragestellungen waren
dabei relevant:

Gibt esgenotypsche Unterschede in der Verpackngs und Infektionseffizienz

der HD\(Genotypen 1-4?

Ist die Aktivierung der HD\Replikation durch dawirale HDAg Isolaspezifisch

oder kann es durch heterologe HDAg anderer HD\solate in ofi NJ y & &
komplementiert werderf?

In Zusammenarbeinit den Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Drosten (Charité Berlin)
und Prof. Dr. Sommer (Universitat Ulm), wurde in Gewebwl Blutprobenvon
Stachelratten virale RNA detektiert, die eine hohe Homologiedem viralen
Genom vonHDV aufweistDaher sollte die HD%hnliche virale RNA auf ihre
Funktionalitat untersucht werden. Folgende Fragestellungen waren dabei relevant:

Kann die HDMhnliche RNASequenz aus Stachelratteneigenstandig eine
Replikationin vitro initiieren?

Wird analog zu HDVvon der HDMahnlichen RNASequenz ein grol3es
Deltaantigen exprimiert, welches die Fahigkeit zur Interaktion mit den
Oberflachenproteinen von HepadnaviretdBsAgy ermdglicht?

In Zusammenarbeimit der Arbeitsgruppe von ProDr. Drexler (Charité Berlin)
wurde in Gewebeund Blutproben von Kapuzineraffen, Spitzmausen und Equiden
virale DNA detektiert, die eine hohe Homologiedaim Genom des humanétBYV
aufweisen und neue HBSpezies darstellen. Aufgrund dessen sollte die Interaktion
dieser neu entdeckten Viremit inrem putativen, zellularen RezeptoNTCP/Ntcp
untersucht werden. Folgende Fragestellungen waren dabei relevant:

Sind die viralen Oberfichenproteine der Hepadnavien aus Kapuzineraffen,
Spitzmaus und Equiden in der Lage @en zellularenNTCP/Ntcp zu binden?
Koénnen NTC®rthologe eine Infektion von humanen Hepatomzelllinien Gber die
Oberflachenproteine dieser neuartigen Viren vermittelmd

Konnte hierdurch von diesen HepatitiB-Viren ein zoonotisches Risiko fir den
Menschen ausgehen?
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3. VerwendeteMaterialien

3.1 Plasmide

Tabelle3: Ubersicht aller verwendete Plasmidesowie neu erzeugte Expressionsvektoren

Name Vektor Insert Quelle
Ntcps/NTCP Expressionsvektoren
pcDNA5/FRT/TO_NTERAG pcDNA5/FRT/TO NTCH-LAG B. Ddéring
cDNA5/FRT/TO_PtroNtc cDNAS/FRT/TO Pan troglodytes
P - P P (Schimpanse) Ntcp
Macaca fascicularis
pcDNAS/FRT/TO_Mfiscp pcDNAS/FRT/TO
(Javaneraffe) Ntcp n
. Saimiri sciureus =
pcDNAS5/FRT/TO_SsciNtcp pcDNAS5/FRT/TO =
(gew.Totenkopfaffe) Ntcp 2
=
©
. Callihtrix jacchus s}
pcDNAS5/FRT/TO_CjacNtcp pcDNAS5/FRT/TO o
(WeiBbuschelaffe) Ntcp
Saguinus oedipus
pcDNAS5/FRT/TO_SoedNtcp pcDNAS5/FRT/TO ]
(Lisztaffe) Ntcp
Sapajus apella AG Glebe
PCDNAS.1(+)_SapNicp PCDNAS.1(+) (Haubenkapuziner) Ntcp [129]
Sorex araneus AG Glebe
pcDNA3.1(+)_SorexNtcp pcDNA3.1(+) (Waldspitzmaus) Ntcp [130]
Equus asinus (Hausesel) Nt
DCDNA3.1(+)_EselNtcp PCDNA3.1(+) q ( ) A([;lgl"]ebe
Deltavirale Expressionsvektoren
pSVL(D3) pSVL Trimer HDV Genom Gt 1 J. Taylof56]
pHDV2_pCR3.1_D2N1 pCR3.1 Dimer HDV Genom Gt 2 M[.lgg]ao
pHDV4_pCR3.1_D2llb pCR3.1 Dimer HDV Genom Gt 4 M. Chao
pHDVIIK) pCMV3 1.2mer HD\Genom Gt 3 J'[Ll'ggisey
WHO_HDV_Gt1_jpcDNA3.1(+)_WT_1.0mer Monomer HDV Genom Gt-1
pcDNA3.1(+) Sequenz des HBRNA WHO
(CHD_WHO) Standardg$200]
Taonr_HDV_th in pCDNA3.1(+) _WT_l.On Monomer HDV Genom Gt-1
pcDNA3.1(+) .
(PHDV_T) Sequenz siehpSVL(D3) >
. ®
Hamburg_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+) Monomer HDV Genom Gt-1 o)
_WT_1.0mer pcDNA3.1(+) Einzelsequenz einer o)
(CHD_HH) Klinischen Studi¢201] @

WHO_HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+)_1.0mer_noHDAg

(CHD_WHOPSHDAGg)

pcDNA3.1(+)

Monomer HDV Genom Gt-1
Sequenz des HEBRNA WHO
Standards mit $iDAg Start
Codon Mutation[200]
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Taylor_ HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+)_1.0mer_noHDAg

(pHDV_Tn {HDAQ)

pcDNA3.1(+)

Monomer HDV Genom Gt-1
mit SHDAg StarCodon
Mutation; Sequenzsiehe
pSVL(D3)

Hamburg_HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+)_1.0mer_noHDAg

pcDNA3.1(+)

Monomer HDV Genom Gt-1
Einzelsequenz einer

] klinischen Studie mit-BDAg >
6/ 1 5 yl-HDAG)N { StartCodon Mutatior[201] g
o

. Monomer HDV Genom Gt-1 o
Legfr—l'*gr\;g?tl—'” PCDNAS.1(+)-HH PCDNA3.1(+) mit HDAg OLR des ®

9+ Hamburger Isolats.
Monomer HDV Genom Gt-1
Hamburg_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_Taylor Einzelsequenz einer
HDAg_1.0mer PCDNA3.1(+) klinischen Studie mit HDAg
OLR des Taylor Isolats
Monomer des Genoms des AG Glebe /
RDeV (P.sem183DV)_1.0mer in pcDNA3.1(4 pcDNA3.1(+) HDV\ahnlichen Virus aus AG Muth
Stachelratter{91]
WHO_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_ WT_2.0m Dimer HDV Genom Gt-1
pcDNA3.1(+) Sequenz des HBRNA WHO
(CHD_WHO) Standard$200]
Taylor_HDV_Gt1 in pcDNA3.1(+) _WT_2.0n| CDNA3.1(+) Dimer HDV Genom Gt-1
(PHDV_T) P ' Sequenz siehpSVL(D3)
Hamburg_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+) Dimer HDV Genom Gt-1
_WT_2.0mer pcDNA3.1(+) Einzelsequenz einer
(CHD_HH) Klinischen Studi¢201]
WHO HDV Gtl in Dimer HDV Genom Gt-1
pcDNA3.1(+)_2.0mer_noHDAg pcDNA3.1(+) gfgnudez:rfjsd(;?itljfﬁ?gzgg\t/;to
(CHD_WHOPSHDAg) Codon Mutatior{200] .
. . 9)
Taylor_HDV_Gtl_in QE‘SAH';;;‘S;Z%T Gt-Init o
pcDNA3.1(+)_2.0mer_noHDAg pcDNA3.1(+) Mutatign' Sequensiehe %
0 LJ 5 + ¢HDpg) n { pSVL(Dé)
Hamburg_HDV_Gt1_in Dimer HDV Genom Gt-1
PeDNAS.1(+)_2.0mer_noHDAG PeDNAS.1(+) dinischen Studie mi80Ag
0/ 1 5yl-HDag)N { StartCodon Mutatior{201]

. Dimer HDV Genom Gtnit
Taylor_HDV_Gt1_in pcDNAS.1(+)-HH pcDNA3.1(+) HDAg OLR des Hamburger
HDAg_2.0mer Isolats

Dimer HDV Genom Gt-1
Hamburg_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_Taylo Einzelsequenz einer
HDAg_2.0mer PCDNAS.1(+) klinischen Studie mit HDAg
OLR des Taylor Isolats
. Dimer des Genoms des HD
RD;&/A(gfimlg3 HEg)_Z.Omer n pcDNA3.1(+) ahnlichen Virus aus A,SGGIJIe?ﬁ /
pc 1(+)_Klon 4. Stachelratter[91] u
SHDAg Expressionsvektoren
SHDA@HDV1-pSVLD3 in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) SHDAg aus pSVL(D3)
>
SHDA@HDV2 in pcDNA3.1(+) PCDNA3.1(+) g H%’?{%""lusD‘;':EV °
_p A %

SHDA@HDV3 in pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

SHDAg aus pHDVHI(
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SHDA@HDV4 in pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

SHDAg aus pHDV
4 _pCR3.1_D2llb

X60193_Gt 2_SHDAg in pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

SHDAg Gt 2, Genotypen

(9i) Panel von Annika Giese (gi) 5
. ®
AB037947_Gt 3_SHDAg in pcDNA3.1(+ o)
: _Gt3_ ginp () DCDNA3.1(+) SHDAg Gt & Genotypen o
(9i) Panel von Annika Giese (gi) o
AF018077_Gt 4 _SHDAg in pcDNA3.1(+
' _Gt4 _. ginp ™) DCDNA3.1(+) SHDAg Gt 4 Genotypen
(9i) Panel von Annika Giese (gi)
. SHDAg Gt § Genotypen
LT594482_Gt5_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) Panel von Annika Giese (gi)
. SHDAg Gt @ Genotypen
JX888102_Gt 6_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) Panel vornnika Giese (gi)
. SHDAg Gt ¢ Genotypen
LT604972_Gt 7_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) Panel von Annika Giese (gi)
. SHDAg Gt & Genotypen
AJ584849_Gt 8_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) Panel von Annika Giese (gi)
. SHDAg aus Taylor_HDV_G
Taylor_SHDAg_HH in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) in pcDNA3.1(+) WT_2.0mel
SHDAg aus
WHO_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) WHO_HDV_Gtl_in
pcDNA3.1(+)_WT_2.0mer
SHDAg aus
HH_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) Hamburg_HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+) _WT_2.0mer
Deltaantigen des HBV
AvianHDAgMHB824555 NFlag in pcDNA3.1(+| pcDNA3.1(+) ahnlichen Virus aus Vogeln g
[88] o
Deltaantigen des HDV %
FishHDAgMNO031240 NFlag in pcDNA3.1(+) | pcDNA3.1(+) ahnlichenVirus aus Fischen
[90]
Deltaantigen des HBV
Newt-HDAgMNO031239 NFlag in pcDNA3.1(+| pcDNA3.1(+) ahnlichen Virus aus Molcher
[90]
. . Deltaantigen des HDV
Termite HDAGMK962759 Flag in pcDNA3.1(+) ahnlichen Virus aus Termite
pcDNA3.1(+)
[90]
Deltaantigen des HDV
ToadHDAgMK962760 NFlag in pcDNA3.1(+)| pcDNA3.1(+) ahnlichen Virus aus Kroten
[90]
SnakeHDAgF185-MH988742.1 N-lag in Deltaantigen des HBV
PcDNA3.1(+) PcDNA3.1(+) ahnlichen Virus aus
Schlangeri89]
Deltaantigen des HDV
FlagTagSHDAGHDV183 in pcDNA3.1(+) ahnlichen Virus aus
PCDNAS.1(+) Stachelratten mit N
terminalen FLAG aq[91]
HB\tOberflachenproteire (HBsAQ) zur Erzeugung pseudotypisierter Deltaviren
i HBsAg des HBV Gt B1
Gt_B1_N4124_natProm_LHBs_PolyA in DCDNA3.1(+) g >
PcDNA3.1+ Subgenotyp adw?2 @)
@
o
3091_LHBs_3091EnhPREPOIyA in pcDNA3| pcDNA3.1(+) HBSAg des HBV Gt D3, g

Subgenotyp ayw3




pcDNA3.1_CMHBV_LMS_aus12Kol_LHBs_|
1EnhPREPPOIyA in pcDNA3.1+

HBsAg des HBV aus

PCONAS.1(+) Kapuzineraffen (CMHBV)

EqHBMVEselLMS mit 309EEnhPREPOoIyA in
pCH9200 (Hygro)

HBsAg des HBV aus Equide

PCHS200 (EqHBV[131]

>
. . ) HBsAg des Spitzmaus HBVY ®
Crocidura_natProm_LHBs_PolyA in pcDNA3 pcDNA3.1(+) o
(MSHBV}130] o
i HBsAg des Spitzmaus HBV ®
Sorex_K1263_natProm_LHBs_PolyA in DCDNA3.1(+) g P
PcDNA3.1+ (CSHBV Gt RF)30]

Sorex_GF2139_natProm_LHBs_PolyA in
pcDNA3.1+

HBsAg des Spitzmaus HBV

PCONAS.1(+) (CSHBV Gt 430]

B. Déring, Institut fir Pharmakologie und Toxikologie, JustusbigUniversitat Gie3en
S. Muller, Institut fuirPharmakologie und Toxikologie, JustugebigUniversitat GieRen
AG Glebe, Institut fir Medizinische Virologie, JustugbigUniversitat Giel3en

AG Muth, Institut fur Virologie Charitég Universitatsmedizin Berlin

M. Chao, Institut fur Mikrobiologie und Imunologie, Chang Gung Univétdt Taiwan

3.2 Hepadnavirale MyPraS1Peptide

Fur die Peptidbindungsanalysen wurdéepadnavirale MyPraSiPeptide der N
terminalen Aminosauren -48 des grof3en Oberflachenproteins (PraS1, LHBS)
verwendet. Alle Peptidedie furdie Peptidbindungsanalysen verwendet wurdemd
Gterminal kovalent an ein Fluorophor (Alexa) gebundé&iir die CMHBV/HBV
Inhibitionsversuche wurden zudem CMHBV und HBV-RigB1Peptide eingesetzt,
die Gterminal mit einem Streffag (WSHPQFEK) konjugiert siéwh Nterminalen
Glycinrest wurda alle Peptidezudemmit einer Myristinsaure (Myr)modifiziert Die
verwendeten Peptide wurden von ddfirma BieSynthesis (Texas, USA) mit einer
Reinheit von > 9@osynthetisiert.

CMHBV248myr-Alexa633 (CMHBV)
Myr ¢ GLNQSTINPL GFFPSHQLDP LFKANSPAAD WDQNPHKDPWG{SkEHENA3IC

CMHBV248myr-Strep (CMHBV)
Myr ¢ GINQSTINPL GFFPSHQLDP LFKANSPAAD WDQNPHKDPW RSAHENPSA

DOHBV218myr-Alexa633 (EqHBV)
Myr ¢ GQNQSVPNPL GFLPVHSIDT SGGGGWDHSI QKDPWPQAKL RSRENVA3]C

SMHBVGF212-48myr-Alexa633 (CSHBYV Gt A)
Myr ¢ GNNWSPGANY GSMDSTPPGV ETLNWLFQKL HPAKEDWTLT eQ\&3a681C

SMHBVCR®2-48myr-Alexa633 (MSHBV)
Myr ¢ GNFVDIM GSQLAVGT SYGAAEGETFNP LADLGYLFSK INRHQBXEBSE]C

HBV248myr-Alexa568 (HBV Gt D3)
Myr ¢ GQNLSTSNPL GFFPDHQLDP AFRANTANPD WDFNPNKDTW CBANEYWES]C

HBV248myr-Strep (HBV Gt D3)
Myr ¢ GQNLSTSNPL GFFPDHQLDP AFRANTANPD WDFNPNKDTW POANKYGSA
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3.3 Restriktionsendonukleasen und weitere Enzyme

Alle Restriktionsendonukleasen und Enzyme wurden imitgeliefertem
Inkubationspuffer eingesetzt oder wurden bereits als gebrauchsfertige ERznffar

Lésungen geliefert und nach Angaben des Herstellers verwendet.

Tabelle4: Uberscht aller verwendete Enzyme inklusive Restriktionsendonukleaserter Angabe des

Herstellers.

Name Hersteller

In vitro Transkription

T7 RNAPolymerase ‘ New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

PCR fur Klonierund<olonie PCR und gRPCR

Phusion Higliridelity (HF) DNA Polymerase | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

GoTag DNA Polymerase Promega GmbH, Walldorf, Deutschland
TagMan Fast Virus3tep Master Mix Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
DNase |, RNadece Thermo Fisher Scientifigyaltham, MA, USA

Restriktionsendonukleasen fiir die Sequenzierung klonierter RDeV und BiDMer-Expressionskonstrulet

Xagl (EcoNl) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Eco4711l (Afel) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
BoxI (PshAl) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Weitere Enzyme

Dpnl New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

RNase freie DNase | Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Kpnl Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
BamHI Thermo Fisher Scientifigyaltham, MA, USA

.Syl 2yl &S bdzOf S &S 6| Merck KGaA (Sigmsdrich), Darmstadt, Deutschland
T4 Polynucleotide Kinase Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
SuperScript |l Reverse Transcriptase Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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3.4 Verwendete GrofRenund Molekulargewichtsmarker

Alle verwendeten GroRerund Molekulargewichtsmarker wurden nach Angaben des

Herstellers verwendet.

Tabelle 5: Ubersicht aller GroRenund Molekulargewichtsmarkersowie deren Hersteller und der

Angabe der Verwendung

Name Hersteller Verwendung

QuickLoad® 1 kb DNA Ladder | New England Biolabs, Ipswich, MA, US| DNAGréRenmarker

Color Prestained Protein

Standard(Broad Range) New England Biolabs, Ipswich, MA, US

SeeBlue Plus2 Prestained Thermo Fisher Scientific (Invitrogen), | Protein
Standard Waltham, MA, USA Molekulargewichtsmarker

PageRuler Prestained Protein | Thermo Fisher Scientific (Invitrogen),
Ladder Waltham, MA, USA

3.5 Kommerzielle Kits und Reagenzien

Tabelle6: Ubersicht aller Reagenzien und Kitster Angabe der Verwendungowieder Bezugsquelle

Name Hersteller Verwendung

RNA und DNA Extraktion

HDVRNAEXtraktion aus

InnuPREP Virus DNA/RNA Kit Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland N
Zellkulturiiberstand

Thermo Fisher Scientific (Invitrogen),

Waltham, MA, USA RNAlsolation aus Zellen

TRIzol Reagent

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit | New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

DNAAufreinigung
Monarch DNA Gel Extraction Kit NewEngland Biolabs, Ipswich, MA, USA|

Plasmid Plus Midi Kit QIAGEN, Hilden, Deutschland PlasmidDNAAufreinigung

PCR und cDNA Synthese

Thermo Fisher Scientific (Invitrogen),

Waltham, MA, USA Primer fiir Rverse Transkriptase

Random Hexamers

ThermoFisher Scientific (Invitrogen), Deoxynukleosidtriphosphate fir di

dNTP Set Waltham, MA, USA Vervielféltigung der DNA (iber PCH

Northern Blot

Merck KGaA (Sigrddrich), Darmstadt, | Prahybridisierungsund

PerfectHyb Plus Hybridization Buffe Deutschland Hybridisierungspuffer

Ribonucleosidlriphosphate fir die
Ribonucleotide Solution Set New England Biolabs, Ipswich, MA, USA Vervielfaltigung von RNA tbigr
vitro Transkription

Schutz der RNwahrend IVT vor

RNase Inhibitor, Murine New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
RNasen
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Klonierung

In-Fusion HD Cloning Kit

Clontech Laboratories, Sai®ermainen-
Laye, Frankreich

Erzeugung der 1.0mer HBRDeV
Expressionskonstruét

HDAg ELISA

ETIDELTAR

DiaSorin, Saluggia, Italien

Quantifizierung der HDV
Infektionsrate

Western Blot

IFtdun tNRGSEFAS L

Thermo Fisher Scientific (Invitrogen),
Waltham, MA, USA

Schutz vor Proteasen wahrend de
Lagerung der Proteine und
Probenaufbereitung

ROTIPHORESE Gel 30 (37,5:1)

Carl Roth GmbH + Co. KG (ROTH
SELECTION), Karlsruhe, Deutschland

Acrylamid, Bisacrylamid
Stammldsung zur Herstellung von
SDSPAGE

4X Protein Sample Loading Buffer fd
Western Blots

LICOR BiosciencescmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Ladepuffer fir SDBAGE

Clarity Max Western EGubstrate

Bio-Rad Laboratories, Inc., Feldkirchen,
Deutschland

Luminol/Enhancer Reagenz

Radioaktive Nukleotide

@ "3%P] rUTP, 3000 Ci/mmol

 £32P] dATP, 3000 Ci/mmol

Hartmann Analyti&mbH, Braunschweig,
Deutschland

Radioaktive Nukleotide fir die
Erzeugung radioaktimnarkierter
RNA/DNASonden

3.6 Escherichia coli

Fir die Klonierungen sowie die Plasmidvermehrung wurden kompeter@iZellen

nach Angaben des Herstellersrwendet

Tabelle7: VerwendeteEscherichia cali

Name Stamm

Genotyp

Hersteller

{GSE 1 Nu

Cells HSTO08

Fg, endAl, supE44, ti recAl, relAl, gyrA96
t | QargF) U46a,p
NnoYHYARMSY ONJI / 0Z¢cpYONI =

LK2! s uvynR

‘| Takara Bio, USElontech
Laboratories, Inc.)
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3.7 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden insgesamt drei Zelllinien verwendet, die ausschlief3lich
humanen Ursprungs sind. Es handelte sich dabei um immortalisierte, adharente

Zelllinien, die in Wachstumsmediufhabelle10) gehalten wurden

Tabelle8: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

ZelllinienrName Herkunft Besonderheiten und Erstbeschreibung
Hepatomzellen
HuH7 [202]
M. Ocker
Zellkulturplatten und-Schalen wurden zur Kultivierung mit
HenG2 Hepatomzellen Collagen Typ | beschichtet.
e
P M. Ocker Im Vergleich zu anderen Hepatomzelllinien erfillen Hep(
Zellen viele differenzierte Leberfunktion§203].
Ursprungszelllinie: HepG2Zellen, die einen Tetracyclin regulierten
HepG2 TeDn (TO) Transaktivator exprimieren; unter Zaige von Doxycyclin
HepG2 TeDRhNTCP (HepG2| Advanced Takara Bio wird die Expression des stabil transfizierten hNTCP
hNTCP) (Clontech Laboratories, | induziert.
Inc.) USA Geneticin: Selektin des pTeOn Advanced Systems

Puromycin: Selektion des hNTZPNVektors

M. Ocker, Institut fir Chirurgische Forschung, Philigpsiversitat Marburg

3.8 Gerate

Tabelle9: Verwendete Geréatesowie Hersteller und Verwendung

Name Hersteller Verwendung

Western Blot

Bio-Rad Laboratories, Inc., Feldkirchen,

Mini-PROTEAN® Tetra C&kt Deutschland

SDSPAGE

Biometra Fastblot Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland Elektroblotting

Intas Science Imaging Instruments GmbH,

Géttingen, Deutschland ECLWesternBlot Dokumentation

ChemoCam Imager ECL

Northern Blot

Gibco BRL Horizon 114
Horizontal Gel Electrophoresis
System

LifeTechnologies Inc./ Gibd8RL, Carlsbad, CA

USA RNAGelkammer

Peristaltische Pumpe zum

Mini-Pump Variable Flow Slow Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschlan Umwalzen des MOPS Laufpuffers

VacuGene XL Vacutniotting

system Cytiva/ AmershamBuckinghamshire, England | Valkuumblotting der Nukleinséuren

Divac 2.4L Leybold GmbH, Kd&ln, Deutschland Vakuum Membranpumpe

Amersham Typhoon
Biomolecular Imager

Phosphorimaging der

Cytiva/ Amersham, Buckinghamshire, England Radioaktivblots

Autoradiographiefilm
(Phosphorschirmg Visualisierung
der RNA

FUJIFILM Europe GmbH, Disseldorf,

Fujifilm BAS castte2 2025 Deutschland

Stratalinker 2400 Stratagene, Bellingham, WA, USA UV Crosslinker
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Amersham Eraser

Cytiva/Amersham, Buckinghamshire, England

Loschervon
Autoradiographiefilmen
(Phosphorschirmen)

OV 2000

Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland

Mini-ShakingHybridisierungsofen

Zellkultur

CO2 Inkubator MCQ@9AIC

Panasonic Healthcare/ pHcbi/ PHC Europe B.
Etten-Leur, Niederlande

Kultivierung von Zellkturen

DMI6000 B inverted
fluorescent microscope

Leica, Wetzlar, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop

PolymeraseKettenreaktion (PCR)

LightCycler 480 Il

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Quantitative qRIPCR

MiniAmp Thermal Cycler

Thermo FisheBcientific (Applied Biosystems),
Waltham, MA, USA

Thermocycler fur semiquantitative
PCR

Sonstige Gerate

Consort EV231 Electrophoresi
Power Supply

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

ElektrophoreseNetzgerat

Herasafe KS

Fisher Scientific GmbH, Schweiigutschland

Biologische Sicherheitswerkbank/
Sterilbank

ElektrophoreseKammer (MINI
& MIDI)

Carl Roth GmbH + Co. KG (ROTH SELECTIO
Karlsruhe, Deutschland

Elektrophoresekammer fiir
Agarosegele

Durchlichtmikroskop Diavert

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Zellvisualisierung

Lab 845

S| Analytics GmbH, Mairizeutshland

pH-Messgerat

Reinstwasseranlage

Millipore, Eschborn, Deutschland

PicoFuge

Stratagene, Bellingham, WA, USA

Mini-Zentrifuge

Sprout

Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA

Mini-Zentrifuge

Centrifuge 5417R/ 5430

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,

Rotina 420R Deutschland Zentrifuge mit Kahlfunktion
Photometer zuBestimmung der
PicoDrop Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland PlasmidDNA Konzentration/

Proteinmenge und weitere

G24 environmental incubator

New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA

Bakterienschittler/

shaker/ Innova 44R Inkubationsschiittler
Vortemp56 Labnet, Edison, NJ, USA Thermoschdittler
MS2Minishaker IKA, Staufen, Deutschland Vortexer
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3.9 Puffer, Standardiésungeand Medien

Alle angesetzten Losungen und Reagenzien wurden mit Wasser angesetzt, welches
NOoSNJ SAYyS wSAyadsgl aaSNIytl 3S | apfadiddSA iSi &

aufweist.Die Loésungen wurden, falls nétig, autoklaviert und/oder filtriert.

Tabelle10: Ubersicht der verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung

Name Finale Konzentration Zusammensetzung

Western Blot

20 mM EDTA
. 140 mM NacCl
OPTLysispuffer
5% SDS [w/V]
[204]
100 mM TRIS pH 8
1x Halt Protease Inhibitor Cocktail (frisch zufligen)
10% i -Mercaptoethanol [v/V]
4x SD®robenpuffer . .
90 % Protein Loading Buffer [v/v]
0,25 M TRIS pH 8.3
10x SD&aufpuffer 1,92 M Glycin
1% SDS [wiV]
5mM EDTA
10x Transferpuffer 390 mM Glycin
450 mM TRIS pH 8,3
10x TBS 200 mM TRIS
pH 7,6 15M NaCl
1x TBS
TBST
0,1% Tween 20 [v/V]
. 1x TBS
Blockierlésung/NB .
5% Magermilchpulver [w/v]
. 1x TBST
AntikdrperldsungWB .
5% Magermilchpulver [w/v]

Northern Blotg alle Puffer und Lésungen wurden mit autoklavierten DER (0,9 ml/l) angesetzt

10x MOPS 0,2M MOPS
pH7 50 mM Natriumacetat
dunkel lagern 10 mM EDTA
20x SSC 3M NaCl
pH7 300 mM Tri-Natrium-Dihydrat
1,3x MOPS [v/v]
Denaturierungspuffer | 7,4% Gefiltertes Formaldehyd (3%) [v/v]
67% Deionisiertes Formamif/v]
50% Glycerin [v/v]
1mM EDTA
RNALadepuffer
0,4% Xylencyanol [w/v]
0,4% Bromphenolblau [w/v]
. 50 mM NaOH
Denaturierungspuffer Il
150 mM NaCl
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. 100 mM TRISpH 7,5
Neutralisierungspuffer
150 mM NacCl
Low Stringency 2x ssC
Wasclpuffer 0,1% SDS [wiv]
High Stringency 0,5x SsC
Wasctpuffer 0,1% SDS [wiv]
Ultra-High Stringency 0,1x ssc
Wasclpuffer 0,1% SDS [wiv]
HDAg ELISA
25 mM TRIS pH 8
1% NR40
Lysepuffer(A) 0,1% SDS
0,5% NaDeoxycholate
150 mM NaCl
25 mM TRIS pH 8
Benzonaséduffer (B) 25mM MgCt
0,025 U/pl Benzonase (frisch hinzuftigen)
Zellkultur
500 ml Dulbecco's Modified Eagdedium (DMEM)
. 10% Fetal Bovine Serum (FKS) [v/v]
Wachstumsmedium o
100 U/ml Penicillin
100 pg/mi Streptomycin
500 ml William's E Medium, no phenol red
2% Fetal Bovine Serum (FKS) [v/v]
. . 100 U/ml Penicillin
Produktionsmedium )
100 pg/mi Streptomycin
2mM L-Glutamine
10 mM HEPES
500 ml William's E Medium, no phenol red
0,2% Albumin Fraction V, very low endotoxin
1x InsulinTransferrinSelenium
2mM L-Glutamine
Hepatocytes Growth
Medium (HGM) 10 nM Dexamethason
1mM Natriumpyruvat
0,1 mg/ml Gentamicin
10 mM HEPES
50 pg/ml Caspofungin/ CANCID#&SBsch zufiigen)
Nach Gebrauch HGM
2% Dimethylsulfoxid
Infektionsmedium 6 pg/ml Doxycyclin
4% Polyethylenglykof PEG; Losung 4@%
100 ng/ml Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)
Immunfluoreszenz
Fixierungsund 3,8% Paraformaldehyd [wiv]
Permeabilisierungslosung | 0,1% Triton X100
. 1x TBS
BlockierlésungF
5% BSA [w/v]
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SEARAssay
H a 5ASSUKEY2f0F YAY 6mMnn
SEAFPuffer (2X) M Ya al 3y SaArdzyOKf 2NAR | SEI H
20 mM L-Homoarginin
SEARSubstrat 50 mM in ddHO pNitrophenolphosphat
Sonstige PufferLésungen
2M TRIS
50x TAE 1M Essigséaure
0.05 M EDTA pH 8.0
1,37 M NaCl
50x PBS 27 mM KClI
pH 7.4 80 mM NaHPQ
18 mM KHPO
10x TBS 200 mM TRIS
pH 7,6 15M NaCl
1% BacteTrypton [w/v]
) 0,5% BacteHefe-Extrakt [w/v]
LBMedium/Agar
1% NaClwi/v]
1,5% (BacteAgar) [wiv]

3.10Antibiotika

Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Antibiotikaunter Angabe der finalen Konzentration mit

Bezugsquelle.

Name

Eukaryotische Zellkultur

Bezugsquelle

Finale Konzentration

Gentamicin

Thermo Fisher Scientific (Gibco),
Waltham, MA, USA

Zusatz in HGM
f.c.: 0,1 mg/ml

Penicillin/ Streptomycin
(100x)

Thermo Fisher Scientific (Gibco),
Waltham, MA, USA

Zusatz in Zellkulturmedium (1x)

Penicillin f.c.: 100 U/nttreptomycin
f.c.: 100 pg/ml

Doxycyclinhyclate

Merck KGaA (Sign#ddrich), Darmstadt,
Deutschland

Induktion des humanen NT@®asmids
f.c.: 6 pg/ml

Purov @ OAY 5 A K& RWE

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Selektion des humanen NT-BRsmids
FoOPY M >3JkYf

Geniticin (G418)

Thermo Fisher Scientific (Life
technologies), Waltham, MA, USA

Selektion des Tedn Systems

FPOPY Hnn >3IkYE

Prokaryotische Zd&kultur

Carbenicillin Dinatriumsalz

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Selektion posititransformierterE.coli
f.c.: 100 pg/ml
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3.11Antikdrperund weitereMarker

Tabelle 12: Liste der verwendeten Primarund Sekundéarantikdrper. WB; Western Blot; IF¢

Immunfluoreszenzi.c. ¢ Finale Konzentration

Waltham, MA, USA

f.c.
Name Antigenitat Wirt Bezugsquelle
WB IF
Priméarantikorper
Anti-HDV Gereinigte IgGs eines HBV/HDV 1:5 000 .
Antiserum positiven Patienten Mensch AG Glebe 1:20 000 1:200
Anti-beta Monoklonaler Antikdrper gegen Betg . )
Actin Aktin (Aminosauren 1100 (N Maus Abcam, Berlin, 1j10 000
L . Deutschland 1:50 000
Antikdrper terminal))
. Merck KGaA (Sigma
. Monoklonaler Antikdrper gegen - .
Anti-Flag M2 FLAGSequenz: DYKDDDDK Maus Aldrich), Darmstadt, 1:200
Deutschland
Gereinigte 1gGs eines gegefRDeAg
. immunisierten Kaninchens (Peptid: . . .
Anti-L-RDeAg NFb -C+GNLEAKGEPPPTSRKIPE Kaninchen | AG Miiller 1:50
COHN)
Gereinigte 1gGs eines gegefRBeAg
immunisierten Kaninchens Peptide:
Anti-SRDeAg | NH -C+RGDGLSLRGEGEYRPWH Kaninchen | AG Miiller 1:1000 1:50
und NH -C+GGDGDVNPPEGTPRG
CONH
Sekundarantikdrper
. . . Santa Cruz 1:10 000
Anti-Maus Maus |lg&appaBindungsprotein (m . . hnol :
HRP L 3 D¢ - HRR konjugiert Ziege Biotechnology, Inc.. |, - 119
) Dallas, TX, USA :
) . Thermo Fisher
Anti-Maus
:\%Sug?fg faugl(i ;_Cz\gg rkeoﬁ'i tt(iegr?us Ziege Scientific (Invitrogen), 1:400
Alexa 488 g Waltham, MA, USA
Anti-Rabbit | |gG (leichte und schwere Kette) aus Thermo Fisher
IgG Kaninchen Alexa Fluor 488 Ziege Scientific (Invitrogen), 1:400
Alexa 488 konjugiert Waltham, MAUSA
Anti- IgG (leichte und schwere Kette) aus Abcam, Berlin
Meerschwein 9 . o Ziege . ’ 1:100
Meerschweinchen HRP konjugiert Deutschland
chen HRP
Anti-human Leichte und schwere Kette des . Th_erm.o‘Fishel_'
humanem IgG Alexa Fluor 568 Ziege Scientific (Invitrogen), 1:400
Alexa 568 konjugiert Waltham, MA, USA
Anti-human | Leichte und schwere Kette des Zieae NordicMUbio, 1:10 006
HRP humanem IgG- HRP konjugiert 9 Susteren, Niederlande| 1:20 000
Weitere Fluoreszenzfarbstoffe und Marker
NBDTC Fluorophorgekoppeltes Taurocholat AG Geyer 5uM
Thermo Fisher 051
DAPI Fluoreszenzfarbstoff Scientific (Invitrogen), ’ ml
Waltham, MA, USA Hg
Thermo Fisher
Hoechst S . 0,51
33342 Fluoreszenzfarbstoff Scientific (Invitrogen), ug/mi

AG Glebelnstitut fur Medizinische Virologie, JustdisiebigUniversitat Gie3en
AG Miller, Institut fur Virologie Charité- Universitatsmedizin Berlin
AG Geyer, Institut fir Pharmakologie und Toxikologie, JudtiebigUniversitéat Giel3en
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3.12Verwendete Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide (Primer) dieser Arbeit wurden von der Firma Integrated DNA
technologies, IDTBElgier) synthetisiert. Sie wurden als Sonde fir den Nachweis

antigenomischer RBDRMA sowie fur

und genomischer

Mutagenesen und ({@RT)}PCRs verwendet.

Tabelle13: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide/Primer

die Klonierungen,

Name Sequenz Verwendung Resultierende(s) Plasmid(e
Primer fir die Klonierung deHD\AExpressionskonstrule (Dimere)
pcDNA3.1 p YCAA GCTAA GTT TAA ACG C] 5 X
Hindrev GCco W Amplifikation des Plasmids: ot g
RDeV (P.sem183 HDV)_1.0me| g <
. >3
rodHDVfor p 8ATG GAA ACA CCT CCT GGA in pcDNA3.1(+) S
GAAGo V¥V w
>R 3
p §Phosphorylierung ATG GAA @ |‘+’ Pt
rodHDVIOr-P | A CA CCT CCT GGA Gaa @ N
A Amplifikation des RDeV cDNA g o
<
odhDvrevp | P &#Phosphorylierung CCABAG Klons She
AGC GAG GAC ¢ V¥ X5
o =
PcDNA3.1_  |p WGCG TTT AAACTT ANG TTG ‘é s
HDV_HH_Fwg GGC CAC TTC CGA 4o ® Amplifikation des HDV (HH) | £ 5] 3
> > I T
cDNA Klons w D ) S
HDV_HH_HDV p &#TTC GGA AGT GGC CCA AG( 23 w3 £3
_REV GAC TCG GGC G& W t c == W =
e | e | Re
| +
p ¥GTT CGG AAG TGG BA8G £z NI ~ I
PCONA3.1_ AGC TTAAGT TTA /CT AGCC |Amplifikation des Plasmids: e 2 g 2 'g 2
HDV_HH_REV|; y Hamburg_HDV_Gt1_in 40 2lg o
PCDNA3.1(+)_WT_1Omer/ | & & 5 F DF
HDV_HH_HDV p $CGC CGC CCG AGT CCG AG| noHDAg/ TayleHDAg g 5 g's 35
_FwD GGC CAC TTC CGA ACY E! ~ 2
QD
ﬂ?VNAV\?ch_) £ | P $GCG TTT AAA OFAG CTC ATd
WD ~ |AGCCATAGTTCC GaG W Amplifikation des HDV (WHO) k]
cDNA Klons 8 = s
HDV_WHO_ |p #CGG AAC TAT GGC TG& TCG g T >z
HDV_REV  |AAC TTG GGC GGEW s & i bl
I =g OFs]
E%DVNC?H:LC_) i P $CGG AAC TAT GGC TCA TGA Amplifikation des Plasmids: (g = |; lE |;
—TE-"ITAA GTT TAAACG CTAGCe | WHO_HDV_Gtl_in D o
\ pcDNA3.1(+)_WT_1.0mer / 3 N
noHDAg e > g>
HDV_WHO_ |p ¥CGC CGC CCA AGT TCG AG( =
HDV_FWD AGC CAT AGT TCC GAGY -
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Taylor_Backbo
ne_FWD_2

(Taylor_Insert
_FWD_2)

p ¥CGC CGC CCG AGC CCG AG
CTG AGC CAA GTT CCGAW

Amplifikation des HDV (Taylor)
cDNA Klons

Taylor_Insert_
2_REV

p ¥TTA GGT GAC ACT SRE TCG
GGC TCG GG 6 ¥

Taylor_
Backbone_F_2|

p §¥CGC CGC CCG AGCAIEICCTA
TAG TGT CAC CTA BATG CTCOo H

Amplifikation des Plasmids:

Taylor_Insert_
REV

(Taylor_Backb
one_REV)

p YCGG AAC TTG GCT CAG GCI1
CGG GCT CGGGLW

Taylor_HDV_Gtl in pcDNA3.1
_WT_1.0mer /noHDAg / HH
HDAg

—J0jAe |

ur T1Io AQH 10|

lswQ'z BvaH

HH-(+)T°'evNa@ad Ul TI9 AQH JojkeL
(+)T'evyN@od ul TI9” AQH JojAe L

ByaHoU JawQ 'z (+)T ev¥Naod

U0'Z LM

Primer fir die Mutagenese der HDV Expressionsko

nstrukte

WHO_noHDAg
_For

p YGAC CGG CTC AKIE ACA
AGA GGC GGC AT W

Site Directed Mutagenese des

PlasmidsWHO_HDV_Gt1_in

WHO_HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+)_1.0mer_noHDA

WHO_noHDA_|p §TCT TGT CGA GIAG CCG GT{pcDNA3.1(+)_ WT_1.0mer

_Rev CGAGTC GA® ¥

SDM_HDAg_ |p §¥GAC CGG CTC AAIS GCT AG

FWD GGC GG€Co ¥ Site Directed Mutagenese des .
PlasmidsTaylor HDV_Gt1 in DN-I:@/ I;)r:Hli\(/J_th_lnHD A

SDM_HDAg_ |p §TCT AGC CGA GIAG CCG GT|pcDNA3.1(+) WT_10mer | PCONAS.1(+)_1.0mer_no

REV CGA GTGo W

Hamburg_ P §GAG CGG CTC AT GCT | sjteDirected Mutagenese des

NoHDAg_Fwd | AGA GGC GGC AGT W Plasmids: Hamburg_HDV_Gt1_in

Hamburg_ p YCTC TAG CCG AGEA GCC GC| Hamburg_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_1.0mer_noHDA

NoHDAg_Rev | CCG AAT C@A W PCONAS.1(+) _WT_1.0mer

Primer fir den Nachweis antigenomischer und genomischer RIB&A

Probe_flr, P ¥TGA GGG GCC CEIL TCC AT
Antigenom AAC CTC CAT TTCGTC AAG GC{  Sonde Northern Blot (Nachweis antigenomischer RRBM)
RDeV TCTTTT CTT GGC Ca@&
prove [ CAG 5CC A4 s coc
Genom i i

GAT GGA GELG GGC CCC TCA Sonde Northern Blot (Nachweis genomischer RR&M)
(RDeV) y

Primer fur die KoloniePCR und Sequenzierung aller

pcDNAS3.1(+) Expressionsvektoren

BGH_REV

p YGCA TGC CTG CTATCG TG
ow

KoloniePCR und Sequenzierung

CMV_FOR

p YGTA CAT CAA TGG GGG

oy

KoloniePCR und Sequenzierung

Primer und Sonde fur die HDV giPCR

HDVF1378 p ¥KGG MWY TCC CTT WGC .

wobble CMG¢go W Forward Primer

HDVR p YTTC CTC TTC GGG TCG G Reverse Primer
TGco W

HDVP p YFAM-CTC CTW CGG ATG Hydroylsis Probe

CCC AGG TCG GAEQIco ¥
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3.13Chemikalien, Reagenzien, Medien

Tabelle14: Ubersicht aller verwendete Medien und Chemikalien sowie deren Bezugsquellen

Name Bezugsquelle

A-C

Acrylamid, Bisacrylamie

. Carl Roth GmbH + Co. KG (ROTH SELECTION), Karlsruhe, Deutschland
Stammldsung

Agarose, low melt Biozym Scientifi, Oldendorf, Deutschland

I YY 2y A dzY LIS NE d#b F| Merck KGaA (Signadrich), Darmstadt, Deutschland

i -Mercaptoethanol Promega GmbH, Walldorf, Deutschland
BacteAgar BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BactoHefe Extrakt BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Bacte Trypton BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Benzonase Merck KGaA (Sigmdrich), DarmstadtDeutschland

BSA (Albumin Fraction V, very lo Merck KGaA (Sigr#ddrich), Darmstadt, Deutschland

endotoxin)

Benzonase Merck KGaA (Sigr#ddrich), Darmstadt, Deutschland
Bromphenolblau-N&alz SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland
Chloroform/ Trichlormethan Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Caspofungin/ CANCIDAS MSD Sharp & Dohme GmbH, Haar, Deutschland

D-F

Diethyldicarbonat (DEPC) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl RotlfGmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

(NaHPQ)

5dz 6 SO02048 a2RA

Medium Thermo Fisher Scientific (Gibco), Waltham, MA, USA
(DMEM)

Dexamethason Merck KGaA (Sigmdrich),Darmstadt, Deutschland

Epidermaler Wachstumsfaktor Merck KGaA (Sigr#ddrich), Darmstadt, Deutschland

(EGF)

Essigséure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ethanobx b d8& y Merck KGaA (Sigmdrich), Darmstadt, Deutschland

Ethanol 70 vergallt SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn, Deutschland
EDTA Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Formamid- deionisiert Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Formaldehyd 3P4ige Losung Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Fotales Kalberserum (FKS/FBS) | Thermo Fisher Scientific (Gibco), Waltham, MA, USA

FUGENHED Promega GmbH, Walldorf, Deutschland

G

Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Glycerin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
HEPES\-2-

Hydroxyethyl)piperaziiN'-2- Thermo Fisher Scientific (Gibco), Waltham, MA, USA

ethansulfonséure)
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Isopropanol/2Propanol

Merck KGaA (Sigr#ddrich), Darmstadt, Deutschland

InsulinTransferrinSelenium

Thermo Fisher Scientific (Gibco), Waltham, MAAUS

JL

Kaliumdihydrogenphosphat
(KHPQ)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

LBMedium Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
L-Glutamine Thermo Fisher Scientific (Gibc@jaltham, MA, USA
M-O

Methanol Merck KGaA (Sigmdrich), Darmstadt, Deutschland

MOPS (§N-Morpholino}
propansulfonsaure)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid (Mgg)l

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Opti-MEM | Reduced Serum
Media

Thermo Fisher Scientific (Gibco), Waltham, MA, USA

N-P

Natriumpyruvat

Thermo Fisher Scientific (Gibco), Waltham, MA, USA

Natriumacetat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NaDeoxycholate

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Natronlauge (NaOH(aq))

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid NaCl)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

NR40

CalbiocherrNovabiochem Corporation, La JolG, USA

pNitrophenolphosphat

Merck KGaA (Sigmadrich), Darmstadt, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Polyethylenglykot PEG; Losung
40%

Merck KGaA (Sigrredrich), Darmstadt, Deutschland

SZ

Salzséure (HCI) 88rauchend

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

TEMED Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Tween 20 Merck KGaA (Sigmdrich),Darmstadt, Deutschland
Tri-Natrium-Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
TRIS Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
Triton %100 Merck KGaA (Sigr#ddrich), Darmstadt, Deutschland
TrypsinREDTA Thermo Fisher ScientifiGibco), Waltham, MA, USA

William's E Medium, no phenol
red

Thermo Fisher Scientific (Gibco), Waltham, MA, USA

X-tremeGENE HP

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Xylencyanol

Carl Roth GmbH + &G Karlsruhe, Deutschland
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3.14Verbrauclsmaterialen

Tabelle1l5: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Name Bezugsquelle

Bakterienschalen

Greiner BieOne, Frickenhausen, Deutschland

Einwegpipetten (5, 10, 25 und 50 ml)

Greiner BieOne, FrickenhauseBeutschland

Glasbehaltnisse (Glaskolben, Messzylinder,
Becherglaser, Schottflaschen)

Schott AG, Mainz, Deutschland

G-25 Saulen

Cytiva/ Amersham, Buckinghamshire, England

LightCycler 9&Vell-Platten

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

MaxiSorbMikrotiterplatten

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland

PCRTubes 0,2 ml

Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

Pipetten Gilson International B.V., Limbu@ffheim, Deutschland

Pipettenspitzen SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen, gestopft Nerbe plus GmbH & Co. KG, Winsen/Luhe, Deutschland

Thermo Fisher Scientific (Applied Biosystems), Waltham, MA

MicroAmp Optical Adhesive Film (RE®&tie) USA

PVDRMVembran (Transfer membrane Immobilé?) Merck KGaA (Sigmidrich), Darmstadt, Deutschland)

Positiv geladene Nylonmembran (HybeNd) Cytiva/ Amersham, Buckinghamshire, England

Reaktionsgefalle 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland

Reaktionsgefalie 15 und 50 ml Greiner BieOne,Frickenhausen, Deutschland

Vivaspin 20 (300 000 MWCO) Sartorius, Géttingen, Deutschland

Multiwell-Platten (96Well, 48Well, 6Well) SARSTEDT AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland

Greiner BieOne, FrickenhauseBeutschland

Zellkulturschalen (100/2MM und 145/20MM)

4.Methoden
4.1 Eukaryotische Zellkultur

4.1.1 Transiente Transfektion

Eiren Tag vorder Transfektion wurden die Zellen in den jeweiligen Zellkulturschalen
mit einer Konfluenz von etwa 4% ausgeséat und in Wachstumsmediuapelle10)
gehalten sodasssie am Tage der Transfektion eine Konfluenz von etw&07%
besalRen. Die PlasmiDNA (15ug / 10 cm Zellkulturschal® wurde in einem
angemessenem Volumen OPGEM Medium 850 pl/ 10 cm Zellkulturschale)
verdunnt, gevortext und abzentrifugiert. Fur dieansKomplementationsversuche
wurde ein molares Verhaltnis von 2:1 gewahlt (2.0mer_HDV Plasiti2Ag). Das
wurde in einem Verhaltnis von 31

jeweilige  Trangktionsreagenz

(TransfektionsagesilDNA) hinzugefugt und der Ansatz firl® Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden wahrenddessen mit PBS gewaschen
und frisches Wachstumsmedium hinzugeflgt. De€ransfektiosansatz wurde
tropfenweisegleichmalicqauf die Zellerverteilt. Nach einer Inkubationszeit von etwa

16 Stunden bei 37 °C und% CQ wurden die Zellen mit PBS gewaschen und das
Transfektionsmedium durch Produktionsmedium ersetzt. Abhangig von der
verwendeen Zelllinie erfolgte @& Transfektion mit unterschiedlichen
TransfektionsreagenzienFuGENE HD wurde dabei fur HuHZZellen verwendet,

wahrend fur HepGZellenX-tremeGENE H{®rwendet wurde.

4.1.2 Erzeugungpseudotypisierte HDV

Um pseudotypisierte HDV zu erzmn, wurde& am Tag vor der Transfektion je drei 10

cm Zellkulturschalen mit HuHZellen in Wachstumsmediurdbellel0) ausgesatAm
darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit drei Expressionsplasmiden kotransfiziert
(siehe Kapite#t.1.1). Ein Plasmid kodiert fur das gesamte deltavirale Genom (10 ug)
und ein zweites Plasmid kodiert fur die jeweiligen hepadnaviralen
Oberflachenproteine (5 ug). Als Transfektionskontrolle wurde zudem das Plasmid
pSEAP2ontrol (150 ng) kotransfiziert, das zu einer konstitutiven Sekretion einer
enzymatisch aktiven Phosphatase fuhrt. Am Tag nach der Transfektion wurden die
Zellen auf 145/20MM Zellkulturschalen (MaxPlatten) umgesetzt und das Medium
durch Produktionsmediunmr@bellel0) ersetzt. An Tag 3 nach Transfektion erfolgte ein
weiterer Mediumwechsel, dabei wurde das gesamte Produktionsmedium verworfen
und 20 ml frisches rmBduktionsmedium auf die Zellen gegeben. Die
Zellkulturiberstande wurden beginnend mit Tag 5 nach Transfektion an den Tagen 7
und 9 gesammelt und durch frisches Produktionsmedium ersetzt. An Tag 11 nach
Transfektion wurden die Zellen verworfen und die HRNA in den
Zellkulturtiberstanden durch eine gRCRsiehe Kapite4.4.34.4.3 bestimmt und auf

die SEAFSekretion normalisiert. Die gewonnenen Zellkulturiberstdnde wurden
daraufhin Uber Vivaspin Zentrifugalkonzentratoren nach Angaben des Herstellers
(3000 x g) eingeengt. Es folgte erneut eine &R und die gewonnenen

Viruskonzentrate wurden fir weitere Infektionsversuche 188 °C gelagert.
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4.1.3 In vitroInfektion mit pseudotypisierten HDV

Um die Infektiositat der erzeugten @sdotypisiertenHDV (psHDV)u untersuchen
wurden HepGZZellen verwendet, die den humanen NTCP unter Zugabe von 6 pg/ml
Doxycyclin stabil exprimieren (HepBRTCFZellen) oder zwei Tage zuvor mit den
entsprechenden NTCP/Ntdfxpressionsplasmiden transient transfiziert wurden. Die
Zellen wurden begits 24 h vor Infektion in HGM &belle10) mit 2% DMSO kultiviert.

Fur die Infektionsversuche wurden stets-Kiltiwell-Platten verwendet. Die Zellen
wurden entweder mit 1x1®oder 5x10 HD\V\Genomaquivalente pro Well infiziert.
Hierzu wurde ein Gesamtvolumen von 300 pl (Viruskonzentrat in Infektionsmedium)
verwendet.Fur Inhibitionsversuche wurden die Zellen fir 60 Minuten bei 37 °C und 5
% CQ mit den entsprechenden Mr-PaSiPeptidenin HGM (f.c. 1 puMpréinkubiert.
Zudem wurde diesen Ansatzen zusatzlich 1 uM der jeweiligenRvg®1Peptide
wahrend der Infektion hinzugefiigt. Die Zellen wurden 11 Tage in HGM%iRKSO
kultiviert, dabei wurde das Medim alle zwei Tage gewechselt. Nach 11 Tagen wurden
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend entweder 63,8
Paraformaldehyd und 0,% Triton X100 fir 30 Minuten bei Raumtemperatuxiert

und permeabilisiert (siehe Kapitél3.1) oder fir 5 Minuten bei Raumtemperatur in

LysepufferA (sieheTabellel0und Kapitel4.3.4) lysiert.

4.1.4 NBDTaurocholatAufnahme

Um die funktionelle Expression des Rezeptors NTCP/Ntcp vor einer Infektion zu
untersuchen, wurdé8 Stunden nach Transfektion der Transport fleeresziereden
Gallenslzes 4-Nitrobenze2-oxa1,3-diazoleTaurocholatuntersucht. Hierzu wurde

das Wachstumsmedium entfernt und die Zellemmal mit PBS gewaschen. Das
Substrat NBEXC (f.c. 5 uM) sowie der Zellkdrartstoff Hoechst 33342 (f.c. 0,b
pug/ml) wurden in 37 °C warmen DMEM ohne Phenolrot verdinnt (Gesamtvolumen
200 ul/48 Well) und auf die Zellen getropft. Nachrhmitiger Inkubation bei 37 °C
wurden die Zellen dreimal mit 37 °C warmem DMEM ohne Phenolrot gewascigen. D
Zellenwurden mit DMEM ohne Pheihot benetzt und die NTCP/Ntcp Expression tber
die Transportfunktion des NBDC an einem Fluoreszenzmikroskop qualitativ

ausgewertet.
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4.1.5 Myr-PraSiPeptidhindung

Mit Hilfe Fluorophommarkierter MyrPraSiPeptide (sieheKapitel 3.2) wurde die
spezifische Bindungsfahigkeibhepadnaviraler PraSDomé&nen an NTCP/Ntcp

untersucht.

Das Wachstumsmedium wurde entfernt und die Ze#dérmal mit PBS gewaschebie
Myr-PraSiPeptide (f.c. 100 nM) sowie der Zellkdrarbstoff Hoechst 33342 (f.c. 6,5

1 pg/ml) wurden in 37 °C warmen DMEM ohne Phenolrot verdiinnt (Gesamtvolumen
200 ul/48 Well) und auf die Zellgetropft. Nach 3@mindtiger Inkubation bei 37 °C im
Dunkeln wurdendie Zellen dreimal mit DMEM gewaschen und die Peptidbindung

qualitativ an einem Fluoreszenzmikroskop untersucht.

4.2 Prokaryoten

4.2.1 Transformation kompetentek.coli

Fur die Vervielfaltigung der PlasridNA wurden Aquote von 50 > fchemisch
kompetenten StellarE. coli auf Eis aufgetaut und-5 pl der zu transformierenden
PlasmidDNA hinzugefigt.Die Zellen wurden fuf5 Minuten auf Eisnkubiert und
anschlielend fur8Sekunden bei 42Cerhitzt. Nach zweiminutiger Inkubaticauf Eis
wurden dem Transformationsansa?50 pl vorgewarmtes undntibiotikafreies LB
Medium hinzugefugtDer Transformationsansatz wurél@ eine Stunde bei 37C bei
225 rpm inkubiert. Die Zellen wurden kuypelletiert, auf selektiverl.BAgamplatten
ausplattiet und Uber Nacht bei 37C inkubiert.

4.2.2 E. colFlussigkultur und Plasmidpraparation

In einemErlenmeyerkolberwurden 50 ml selektives EBedium mit je einer Kolonie
der jeweiligen Kultur aus Kapit#l2.1angeimpft. Ein einzelner Klon wurde durch eine
sterile Pipettenspitze von den Agarplatten entfernt und in @&denmeyerkolben
Uberfuhrt. Nach einer Inkubation tber Nacht bei 37 d@d 225 rpm wurde die
Aufreinigung derPlasmidDNA aus deE. coliFlussigkulturunter Verwendung des
Plasmid Plus Midi Ki{Qiager nachden Angaberdes Herstellerslurchgefiihrt Die
DNA wurde dabei stets in 200 RNase/DNase freiem Wassduiert und die DNA

Konzentration am PicoDrop gemessen.
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4.3 Immunologische Nachweismethoden

4.3.1 Immunfluoreszenz

Fur den Nachweis ddexpression dejeweiligen Deltaantigene wurden die Zellen,
abhangig von der Fragestellung, zu den in den Ergebnissen angegetmmigen
einmal mit PBS gewaschen und in &®araformaldehyd und 0,% Triton %100 flr
30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und permeabilisiert. Um unspezifische
Bindungen zu verhindern, wurdedie Zellen 60 Minuten bei Raumtemperatur
Blockierlosug-IF {Tabelle 10) inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin in der
entsprechenden Verdinnung mit den/dem jeweiligen Primarantikdrpefabgllel?2)

in BlockierlosungF {Tabelle10) fur 60 Minuten bei 37C inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen mit den/dem jeweiligen Aempugierten
Sekundarantikérper/n sowie dem Kernfarbstoff DARIellel12) in Blockierlosundf
fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Abschlie3end wurden die Zelteput zweimal

mit PBS gewaschen und an einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

4.3.2 Semidry Westan Blot

Um die Expression der Deltaantigene sowie ldienunantwort der RDeYpositiven
Stachelratten zu untersuchewurden die unter Kapitet.4.2aufgereinigten Proteine
einer Western Blot Analyse untaygen. Die elektrophoretische Auftrennung der
Proteine,nach ihrem Molekulargewichérfolgte mit Hilfe eineNatriumdodecylsulfat
Polyacrylamidgelelektrophorese (SPAGE)Etwa 10 pug der ProteiBluate wurden
hierzu mit 4SDSProbenpufferversetzt, furl0 Minuten bei 90 °C denaturiert und auf
das SD&el Tabellel6) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x-8&8puffer
fir 10 Minuten bei 100 Mg anschlieBend wurde dielektrische Spannunguf 150
Volt erhoht.
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Tabellel6: Zusammensetzung eines 24igen SDSGels

ddH,0 SDS 10 % 05 M TrisCl Acrylamid/Bisacrylamid TEMED |APS 10 %

Sammelgel -Stammldsung (37,5:1

9 [ [u] PHE8 ] [ ) 9 G751 m
P ——$—S—“7
4% 1590 25 630 330 10 100

ddH,0 SDS10% |15 M TrisCl Acrylamid/Bisacrylamid TEMED |APS 10 %

Trenngel -Stammlésung  (37,5:1

I —
14 % 1033 40 1000 1867 15 150

Die aufgetrenntenProteine wurden anschliel3end auf eine in Methanol aktivierte
PVDFRMembran transferiert. Hierzu wurde zunachst die P\WD#mbran fur 10
Minuten in 100%6Methanol aktiviert. Die Whatma#apiere (Grade 3MM Chr) und die
Membran wurden anschlieRend in 1x Tranpigfer (Tabellel0) fur etwa 5 Minuten
inkubiert und in folgender Reihenfolge geschichtet: 2 WhatrRapiere, PVDF
Membran, SD&el, 2 WhatmasPapiere. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich keine
Luftblasen zwdchen den einzelnen Schichten bilden. Der Transfer erfolgte in 1x
Transferpuffer mittels des Biometra Fastblot Systems fuMédtuten bei konstanter
Stromstarke (2,5 mA/c. Um eventuelle Gelreste zu entfernen, wurde die Membran
daraufhin mit 1x TB$ (Tabelle10) gewaschen. Durch eine ®8indtige Irkubation in
BlockierlosungVB {Tabelle 10) wurden anschlieRend freie ProteBindungsstellen
gesattigt. Die Inkubation des Primarantikdrpers erfolgte in @etsprechenden
Verdinnung Tabellel?) iberNacht bei 4 °C in AntikorperlosuigB Tabellel0). Am
Folgetag wurde die Membran funfmal mit FBSgewasche und mit dem
entsprechenden  HRKonjugierten  Sekundarantikbrper (Tabelle 12) in
AntikdrperlosungWB (Tabellel0) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem Waschen mit 1x TBSerfolgte die Detektion mittels Chemilumineszenz. Die
Membran wurde hierzu mit dem Clarity Max Western ECL Substrat nach Angaben des
Herstellers benetzt. Die Proteine wurden anschlieBend am Chemd@ager

visualisiert.
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4.3.3 Quantitaive Bestimmung der HBsA{pnzentration

Die Messung des HBsAg in den gesammelten Uberstanden (siehe Kapjedrfolgte
in der Virusdiagnostiker Medizinischen Virologie in Gief3en. Hierzu wuddes Kit
oHBsAg (Quant.Autodilutiod) XjUéantitativen TestsystemoArchitecth der Firma

Abbott nach Angaben des Herstellers verwendet.

4.3.4 Quantitative Bestimmung der HBEWfektion mittels eines
diagnostischerELISA

An Tag 11 nach Infektion (siehe Kap#el.3 wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und anschliel3end fur finf Minuten in 50 pl Lysep@#gTabellel0) bei
Raumtemperatur lysiert. Um die Nukleinsauren in den Zelllysaten zu verdauen
wurden anschlieBend 200 pl d&enzonasd’uffers (B) (Tabelle10) hinzugefiigt und

die Proben fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Fir den Nachweis des HDAg in den
infizierten Zellen wurden ein diagnostisches KHTADELTA), welches auf der

Technik eines ELI®Asiert, nach Angan des Herstellers verwendet.

4.4 MolekularbiologischéMethoden

4.4.1 Extraktion totaler RNA aus Zellen mittels TRIzol

Fir den Nachweis antigenomischer (und genomischer)-HDW RDeMRNA nach
transienter Transfektion wurden die Zellen einmal RBS gewaschen und die Gesamt
RNA mittelsTRIzol Reagemach Angaben des Herstellers isoliert. Hierzu wurden die
Zellen mit TRIzol Reagent (500 pl/6 Well) versetzt, finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und durch mehrmaliges Pipettieren resuspendibidchdendie Lysate in ein
sterlesReak A 2y a3STFNG NoO SNFNK NhlordfaaMIR@IgrmethdrdzNRSY ™.
hinzugefugt, die Proben fir 30 Sekunden invertiert. Nach dreimindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Proben bei 4 °C und 12 000 x gl3UMinuten

zentrifugiert. Die Interphasaund die untere organischePhase wurde fur die
Proteinextraktion(siehe Kapitek.4.2) bei 4 °C gelagerDie obere wassrige Phase

wurde in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt. Um die RNA auszyBltsNR Sy Hpn > f
2-Propanol hinzugefugt, die Proben mehrmals invertiert und fir 10 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Durch einen weiteren Zentrifugationsschiatt 12 000 x
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g fr 10 Minuten bei 4°C wurde die GesaRNA pelletiert. Das resultierende Pellet
wurde mit 500ul 75%igen Ethanol [v/v] gewaschen und anschlie3end getrocknet. Die
RNA wurdeh Y H 1 -Eb® elute, dié Konzentration am PicoDrop bestimmt

10 pg Aliquots beiB0 °C gelagert.

4.4.2 Extraktion von Gesamtprotein aus Zellen mittels TRIzol

Die aus Kapitetl.4.1 gewonnene Interphase sowie die organische Phéitdbroform
Phase wurden mit 150 yl 10%&igen Ethanol versetzt, invertiert und fir 3 Minuten
inkubiert. Die ausgefallte DNA wurde durch Zdaogation bei 2000 x g fur 5 Minuten
bei 4 °C pelletiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR uberfiihrt. Durch
Zugabe von 750 pl-Rropanol und einer Inkubation bei Raumtemperatur fir 10
Minuten wurde das Protein geféllt. Nach einer Zentrifugatim 12 000 x g fur 10
Minuten bei 4 °C wurde der Uberstand verworfen und das Prefeiliet dreimal fur

20 Minuten mit 1 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid, 2/85lycerin [v/v] in 986 Ethanol
gewaschen. Die Zentrifugation nach dem jeweiligen Waschschrittevoed 7500 x g
und 4 °C fur jeweils 5 Minuten durchgeftihrt. Nach dem letzten Waschschritt wurde
der Uberstand verworfen und das Protedellet erneut mit 1 ml 100%gem Ethanol

fur 20 Minuten inkubiert. AnschlieRenwurde die Probe erneut bei 7500 x g fair
Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das PrBiiet

fur 10 Minuten bei 50 °C getrocknet. Anschlie3end wurde das PrBteliet in 100 pl
OPTLysispuffer Tabelle10) bei 50 °C lUber Nathgelost. Fiur die Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden Ansatze mit einer 1:10 Verdinnung der Pré&kiate

angesetzt und die Konzentration photometrisch am PicoDrop bestimmt.

4.4.3 Quantfizierung pseudotypisierter HDV mittels gRTT

Um diesekretiertenHD\/Partikel zu quantifizierten, wurde eine Reverse Transkriptase
Real Time PCRRTFPCRYHurchgefuhrt.Hierzu wurde zunachst die HERNA aus den
Zellkulturtiberstandemit deminnuPRER/irus DNA/RNA Kvion Analytik Jena GmbH
nach Angabedes Herstellerssoliert. Die RNA wurde dabei stets in 50 ul RNase/DNase
freiem Wasser eluiertDie genomische HBRNA wurde, durch die in der giRCR
verwendeten, spezifiscimePrimer Tabellel3), amplifiziert. Die HDARNA wurde mit

Hilfe eines mitgefiihrtenin vitrotranskrbierten HDVVRNA Standards quantifiziert. Um
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mdgliche PlasmidDNA in den Ubetdnden zu entfernen, wurde zunachst ein DNase |
Verdau durchgefihrt. Hierzu wurden jeweils 5 pl der HENA auf einer 98VellPCR
Platte vorgelegt und mit 0,9 pl DNase Puffer, 1,1 dalkdnd 2 pl DNaseversetzt. e
Platte wurde mit einer PCRFolie luftdicht versiegelt bei 900 x g furl Minute
zentrifugiert und bei 37C fureine Stunde und anschlie3end bei 95 °C fur eine Minute
im LightCycler 480 ihkubiert. Zu jeden DNaseAnsatz wurde daraufhin folgender

Mastermix hinzugefugt:

1 pl HDWR [f.c. 500 nm

1 pl HDW1378wobble [f.c. 500nm]

0,5 pl HDWP [f.c. 250 nm]

5 ul TagMan Fast VirusStep Master Mix
3,5 yul DNase/RNase freies Wasser.

= =4 =4 -4 =

Die Platten wurden erneut mit einer P&Rlie luftdicht versiegeltAnschlie3end
erfolgte eine Zentrifugationdi 900 xg fur1 Minute. Die qRIPCR wurde unteaiten in
Tabellel7 angegeberBedingingen im LightCycler 480 Il durchgefihrt:

Tabellel7: PCRBedingungen fur die Quantifizierung von HERNA .Die quantitative PCR Insialtet im ersten

Schritt eine everse Transkription, daraufhin wird in einem zweiten SchritRelierse Transkriptase inaktiviert, woraufhin die
Amplifikation mittels einea (i 2 dzO KFCR begidnt.

1. Reverse Transkription

Zyklen:1 x | Analyse: keine

Temperatur Messun Inkubationszeit | Temperaturverdnderung
[°C] 9| (hh:mm:ss] [°Cls]

53 keine 00:05:00 4.4

2. Inaktivierung der Rversen Transkriptaséhitiale Denaturierung

Zyklen:1 x | Analyse: keine

Temperatur Messun Inkubationszeit | Temperaturverdnderung
[°C] 9| (hh:mm:ss] [°Cls]

95 keine 00:00:20 4.4

3. Amplifikation

Zyklen:45 x| Analyse: Quantifizierung

'I;emperatur Messung Inkl.Jbati.onszeit Tfmperaturverénderung Finale . Temperaturfenkung
[°C] [hh:mm:ss] [°C/s] Temperatur[°C] | pro Zyklus [°C]

95 Keine 00:00:20 4.4 Keine

64 Einmalig | 00:00:30 2.2 60 0.5

72 Keine 00:00:10 4.4 keine
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4.4.4 Bestimmung der Transfektionseffizienz (pSRARay)

Da neben den viraleBxpressionsvektoren auch das Plasmid pSEAR®ol, welches

zu einer konstitutiven Sekretion einer enzymatisch aktiven Phosphatase ,fuhrt
kotransfiziert wurde(siehe Kapitett.1.2), konnte die Transfektionseffizienz mit Hilfe
des SEAMests bestimmt werden. Uber die Enzymaktivitat der alkalischen
Phosphatase wird as farblose Substrat in alkalischen Lésungen zu einem gelben
Produkt gespalten. Um endege Phosphatasen zu inaktivieremurden zunachst 50

pl der jeweiligen Zellkulturiberstande fur 30 Minuten bei 65°C inkubiert. Die Proben
wurden anschlieRend in eine 9&elFMikrotiterplatte tGberfuhrt. Zusatzlich wurde
eine 1:2Verdinnungsreihe eines labmgenen SEABtandards sowie eine
Negativkontrolle (untransfizierter Zellkulturiberstand) aufgetragen. Jeder Probe
wurden 100 pl 2x SEARuffer und 50 pl frisch angesetztes SEABstrat zugeflgt.
Nach etwa 15 Minuten wurde die Optische Dichte (OD) beiraiellenlange von 450

nm mittels eines Photometers gemessen.

4.4.5 Northern Blot

Die aus Kapite#.4.1 extrahierte GesamRNA (10 pg) wurde mit je 3 Volume
Denaturierungspuffer ITabelle10) versetzt undfiir 15 min bei 65 °C denaturiert
Wahrenddessen wurde ein einprozentiges denaturierendes Agarosed#l [(i/v]
Agarose, 846[v/v] Formaldehyd, 1 x MOPRSorbereitet. Nach der Inkubation wurden
die Proben mit je 0,5 ul RNAadepuffer TabellelQ) versetztund kurz abzentrifugiert.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1x MGHR8fer Tabelle 10) bei
konstanten 100 V fur etwa 3Stunden. Br Laupuffer wurde wahrend der gesamten
Elektrophorese Uber eine peristaltische Pumpe, die von der Anode zur Kathode
pumpte, umgewalzt. Nach der Elektrophorese erfolgte einer@itige Inkubation
des Gels ienaturierungspuffer ITabellel0) und anschlielend ein Waschschritt in
NeutralisierungspuffefTabellel0) fir weitere 30 Minuten. Das Gel wurde zusammen
mit einer positiv geladenen Nylonmembran fir 10 min in 10x S%Gelle 10)
inkubiert. Der Transfer der RNAagmente auf die Nylonmembran erfolgte durch
Vakuumblotting fiir 2 h bei konstanten 0,2 bar in 10x SSC. Anschlie3end velRiK A

durch zweimaliges Crosslinking in einem-Chgsslinker(120 mJ x [100]auf der
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Membran fixert. Die Prahybridisierung denflonmembrarerfolgtefir 30 Minutenbei

68 °C inPerfectHyb Pluslykridisierungspuffer

Als Sonddur die RDeMRNAdienten einzelstrangige Oligonukleotiddgbelle13),
welche mittels einerT4-Polynukleotidkinasé Y -Endé mitw +32P] dATPradioaktiv
markiert wurden Hierzu wurden 3 pd £32PJATP(10 mCi/ml)mit 3 pl Oligonukleotid
(10pmol/ul), 2 pl ddbO, 1 pl T4Polynuleotidkinase Puffer (10x) und 1 pl-T4
Polynukleotidkinase versetzt und die Proldssi 37°C fur eine Stunde inkubielach
der Markierung wurden die freien Nukleotidéber G25 Saulengemald den
Anweisungen des Herstellers entferBiemarkierte Sondevurde der Nylonmembran

und dem Hybridisierungspuffer hinzugefligt und Gber Nacht béiClBybridisiert.

Als Sonde fur die HBRNA wurden radioaktimnarkierte,in vitro transkribierte RNAs
verwendet, die die gesamte Sequenz des HE¥vioms wiederspiegeln. Um diese zu
erzeugen, wurden die jeweiligehOmerExpressionskonstruktder HDWsolate mit
dem Restriktionsenzym d&nHlI linearisiert und mit Hilfe des Monarch PCR & DNA
Cleanup Kits nach Angaben des Herstellers gereinigt. Fiin digro Transkription

wurde folgender Reaktionsansatz in angegebener Reihenfolge angesetzt:

RNase/DNase freies Wasser: 20 pl finales Volumen

10x T#Polymerase Puffe pl

NTRMix (25 mM rATP, rCTP, rGT#mM. rUTPY H > f
RNase Inhibitor: 0,5 pl

Linearisierte DNA: 1 ug

@ h32P] rUTP3 pl

T7 RNAPolymerase: 2 pl

= =4 =4 a4 —a -a -a

Nach drei bis funfstindiger Inkubation bei 37 °C wurdieeie Nukleotideliber G25
Saulengemal den Agabendes Herstellers eférnt. Die markierte RNA wurdeum
Hybridisierungspuffer auf die Nylonmembran gegeben und Uber Nacht ®e€C6
hybridisiert

Nach derHybridisierungwurde die Membran zweimal mit demLow Stringency
Waschpuffer(Tabellel0) fur finf Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Danach
folgten zwei weitere Waschritte fur je 20 Minuten in High Stringency Waschpuffer
(Tabelle 10) sowie ein zwanzigminutiger Waschschritt in Ultigh Stringency

Waschpuffer(Tabellel0) bei Hybridisierungslemperatur. Der Blotwurde tiberNacht
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auf einen Autoradiographiefilngelegt anschlieBend wurde die virale RNA mittels
eines Phosphorimagers visualisiert. Die densiometrische Auswertung erfolgte mit der

Software Image Studio Lit¥¢'€rsion 5.2, ECOR Lincoln, NB, USA).

4.4.6 Klonierung deltaviraler Expressionskonstrukte

Eine schematische Darstellung der Klonierung deltaviraler Expressionskonstrukte ist in
Abbildung5, Kapitels.1.1dargestellt

4.4.6.1 Klonierung ded.OmerExpressionskonstrukte

S5ABD N g ENING & & A R YBIYNR/ S NYA ( CdANARY RSB/ ERyAy3
o8N EEYASNI® | ASNI dz 6dzZNRS RAS O5b! RS& RSH
 dzZF3SGSAt G RAS ta 3.t201a @2y . REHREYX NI
a8y UKSUGAAASNAIZNGRIEWR Sy/2p ENISAEAFIES R 2%6SAt & my
fFy3asS «Sa§NISNWA (R MIZNRBY B S WS yaliyNNSH/S HE Fad)

LIOS5 b ! RRMBANBIRSY 9YRS RSa 2S6S®SANI +bREmRBY CNJI
YAOG YLW L fAYSFENRAGASNI dzyR YAlGuUuSta RSa azyl
RS&a |1 SNaGSttSAN YESRPAGNHA D& ICRANFGERA A 8 ZNRSY H
OYyT®@WES pn y3 RSa £S102WKI A¥EVESRAYE B8y S&G
+ SNKNf G 80 PREB HY 12 ND 1 dzal YYSYy3ISFNEG dzy R |
I dZFASTNEf G bl OK a3y SWA LghdzoF 0 5 aZNRENNH Bp  « f
TNNI RAS ¢NEyRaSFRNvwh BN SyRSGd bl OK RSN ¢
SNF2ft30S BAYSNIYSNRRAS 3Sad§ySxraNYKEIS YRIAA (1S
nonee do

L YMOnig ENING a3 Ny BSNI Sdz3Sy>s RAS SAy adzil G
1 51 3 W{ARNJYa GNUzZASYyS $dzNRS SAyS T ASt 3ISNROKI
t NAYSNESI dzSy 1¢3y0o S VSif § & WRBIWRISY PRAS CSKE SNNI
YAYAYASNEBy=btgHINRSS NRIIASS t KdzaA2y | AIK CARSTE AL
BSNBSYRSG D

4.4.6.2 Klonierung de.0mer-Expressionskonstrukte
CNNJ RAS 9 NH &dz® ENIME REN2S/ a4 p ANR S NIRAIS a Sl K2R

Craid/tawAWe@ SAYSNI fSAOKG 06386l $RStGSY

50



I+

STU2NI YLIEAFALFGAZ2Y SNF2f30S RIFIOGSA NOSNI RAS
OELINBAAAZYA] 2Y al NHE aido65508S GtSNVR YRS Natil N8I 6 S A 3
«dSNKNy3ISsT 4SSt OKS 12YLIX SYSYGNNI Tdz RSy 9YyRS
DSYy2@08NIdA SERNI RAS BSYULIMDSGMAYE ALYzA RRSY az2y?
OLYASNII YLE AFALIF GA2Yy 0 ORNUESSVRIES SEHE okl a t A
« 0 SNKNyRAESy®@Sa5ASaS «oSNKNy3IS @OSNIRESTFSYy RI
S1G2WBY REIX A TAT MBMINGEA am @y 4E§ By a (INWHY] SINEIS Ij dzS y
11 YyYSYl @@ \Siy2YYSY CERNREGD ! YLIXE AFALFGAZ2Y R
LY&aSNIia ¢dz2NRS T2t A3SyRSNIWSI1dA2yalyalal 1 dz

I+

pEl @ dzF FSINIvk f

Rb¢ta OoHIp YaOyY p «xf

t NASENI omn Lla0d ™M xf

¢CSYLI | (i S9 OLUNAYaSANB y a1 2y A0 NHzZl GOoY wmn y 3
t KdzaA Ao gt 8 €SNIF aSY nzZp «xf

RRhY DSalyYa@g2tdzySy pn «xf

= =4 =4 -4 A -

5AS mtYRM Yy 3dzy3Sy HdzZNRSYy yIOK !y3IlIoSy RSa | ¢
gdzZNBRSYyS DSal Yl Kt @2y wmy %eilfSy 3ISgNKf o
+S1mAW LYaSNIFYLIEAFA{LIGS mMmYM 00k@B0 AYy SAyYyS
SAyS {GdzyRS ©6SA o1 <c/ Ay dzARBNT ! yoa IOKI SRS No
12YLISOSyABKRE yaTaaANSESIn bk d Yt Cc2¢ 3SGF 3 SNF?2
Y2f ay W& A SKSn aydebAD/ET St Yy SNI Y2 y[SN YNBSS NR W S5 SAS
| 5SSy 2YSo
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5. Ergebnisse

5.1 Klonierung und Charakterisierung humaner HBV

1-I1solate

5.1.1Klonierung huraner HDMGt 1-Isolate

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe fur Virushepatitis unter der Leitung von
Prof. Dr. Maura Dandri (Medizinische Klinik und Poliklinik des Universitatsklinikums
HamburgEppendorf)sollten neue HDV(Gt I-Isolate in der Zellkultucharakterisiert
werden. Hierfurwurde im Rahmerdieser Doktorarbeit eine Klonierungsmethode fur
Expressionsvektoren entwickelt, die ein Dimer d#dNA desHDVRNAGenoms
enthalten HDV repliziert sich mit einem zirkularen RG&hom in einem
Pflanzenvirug® LJA & OK S y-/ AdN@DE StaA y@S OKI y A aYdza = RI KSNJ
Orientierung in DN/Rlasmiden, UberlangeBxpressionskonstrukte der HDV Genome
fur die Replikationin vitro notwendig. Dies erforderte die Entwicklung einer
optimierten Klonierungsrategie: Herzu wurden verschiedene Methoden, wie B.
kommerzielle Kits von NEB und Takara oder unterschiedliche Ligationsprotokolle
miteinander verglichen. Die besten Ergebnisse wurden mit einem abgewandelten
Klonierungsprotokoll nach Li et al. erzigR05]. In dieser Publikation werden
doppelstrangige (dsPNAFragmente mitl5-17 Basenpaatberhangen mittels PCR
erzeugt, mit dem Restriktionsenzym Dpnl verdaut und ohne weitere
Reinigungsschritteirekt in kompetente Bakterien transformiert. Da disgerotokoll
zunachst jedochicht erfolgreich warkein Erscheinen von baktetien Kolonien auf

der antibiotikahaltigen AgarPlatte), wurden die Primer so abgewandelt, dass die
Uberh&nge nicht nur an eine@NAFragment angehangt wurden, sondern an beiden
Primerpaaren, welche in die jeweiligen Fragmente Ubergehen, sodass eine
Uberlapung derdsDNAFragmente um 3410 Basenpaare entstehsiéhe Kapitel
4.4.6.2und Abbildung5). Diese Anderung flihrte dazu, dass nach Transformation
zwischen 50 bis 8@ der erhaltenen bakteriellerKlone die richtige Gréf3e in der
KoloniePCR hatten. Auch nach Sequenzierung der Klone zeigte sich, dass dieses

Protokoll die bestmdglichen Ergebnisse erzielte. Eine weitere Herausforderung lag in
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der Uberpriifung der Sequender erhaltenen Dimere Da in dasPlasmid zwei
Volllangen der HDWYDNA kbniert wurden, musste flr die Sequenzierung eine
Moglichkeit der Diskriminierung zwischen den beiden cB{dpien entwickelt
werden. Daher wurde das Plasmid mittels Restriktionsverdau so geschnitten, dass zwei
Fragmente entstanden(siehe Kapitel4.4.6.4. Diese konnten folglich mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und im Anschluss gereinigt werden. Primer, die
innerhalb der HDMDNA binden, konnten nun genutzt werdemm die Sequenz der
Genome vollstéandig zu Uberprufen. Abbildungs ist eine schematische Darstellung

der gesarten Klonierung von 2.0mddDVExpressionskonstrukten dargestellt.

1. Erzeugung der 1.0mer HDV Konstrukte

HDV cDNA

1.7 kb A B Kolonie PCR
[ ]
~ =
¢ In-Fusion HD Cloning ( A - =
A l ‘./ pcDNA3.1(+) l\.‘ Transformation
——= 3 \ linear / R TLER Sequenzierung
dsDNA =——— — _,;/ )
Fragmente A und B T I\
2. Erzeugung der 2.0mer HDV Konstrukte l
Vektoramplifikation
N
\ —
HDV_1.0mer in pcDNA3.1(+) <« (¥ Hov 1.0mer
Kolonie PCR -_:: linear mit Uberhangen in pcDNA3.1(+)
= <] — I ‘ .
Sequenzierung m HDV_2.0mer in pcDNA3.1(+) Insertamplifikation
= ¥
ﬂ, Dpn1 Verdau \ —
2. Genom HDV_1.0mer < HDV_1.0mer
linear mit Uberﬁéngen in pcDNA3.1(+)
3. Sequenzierung der 2.0mer HDV Konstrukte
a. i Sequenzierung _ T HDV_2.0mer in pcDNA3.1(+) T
T HDV_2.0mer in pcDNA3.1(+) T ”
* Enzymverdau ﬁ Gelaufreinigung P
S - N

Sequenzierung

b. >
= HDV_2.0mer in pcDNA3.1(+)
HDV_2.0mer in pcDNA3.1(+)

Abbildung5: Schematische Darstellung der Klonierung von 2.0tHEA/Expressionskonstrulkn. 1. Die
Klonierung der Monomererfolgt mithilfe vonrdsDNAFragmenten (Integrated DNPechnologies, Leuven, Belgien), welche jeweils
17 bp Uberhange idie Sequenz degektois pcDNA3.1(+) (orange, pink) oder in das nachste Fragment (griin) aufweisen. Der
Vektor wird linearisiert und in einem molareerk@ltnis von 1:3 mit den dsDNAagmente zusammengefiigt. Die Rekombination
erfolgt mithilfe des IfFusion Cloning Kit (Takara Bio, S&ermainen-Laye, Frankreich). Nach Transformation des Ansatzes in
kompetente E. coli erfolgt eine Kolof€R, in der das gesamte Insert amplifiziert wirdnéIder richtigen Gro3e werden
anschlieBend Sangsequenziert (LGC Genomics, Berlin, DeutschlghdpCRAmplifikation von Vektor und Insert.Die

Vektoramplifikation erfolgt Uiber die gesamte Lange des HDV_1.0mer Plasmids (siehe Schritt 1). DabedigeBitreerpaare
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jeweils 1720 bp Uberhange, welche komplementér zu den Enden des Inserts (orange) sind. Firr die Insertamplifikation werden die
Primerpaare so gewéhlt, dass sieenfallgeweils 1720 bp Uberhange besitzen, die mit den Vektorenden (godliiberlappen.

In einem weiteren Schritt werden Vekiand Insertamplifikate 1:1 (v/v) in einem Ansatz mit Dpnl versetzt, um eventuell noch
vorhandene HDWrsprungsplasmide (aus Bakterien) spezifisch enzymatisch zu degradieren. Nach der Inkubatio? %eeten

Ansatzes in kompetente E. coli transformiert, woraufhin Uiber eine Ké?@ReKlone, Plasmide mit erwarteter GroR3e diskriminiert
werden.3. Sequenzierung der 2.0mer HDV Konstruliteeinem ersten Schritt werden die Primer so gesetzt, dass sieidan

Seiten aus dem Vektor heraus in das Insert sequenzieren (a). In einem zweiten Schritt wird das Plasmid mit eineméresimktions
verdaut, welches die cDNA des HDV an jeweils einer Position im Genom schneidet. Da zwei Volllangen vorliegetasnniidas

in zwei Teile geschnitten, die DNA des kleineren Fragments, welches auch den Ubergang von der ersten in die zweitezHDV Sequen

enthalt wird anschlieend aus einem Agarosegel aufgereinigt und Saegeenziert (LGC Genomics, Berlin, Deutschland).

5.1.2Replikation humaneHD\VGt 1-Isolate

Um nun zu untersuchen, ob die klonierten Expressionskonstrukte desGiMNsolate

zu replikativen HDYRNA Genomen fuhrte wurde die Synthese der antigenomischen
HDVRNA welche als Marker einer aktiven Replikatidirent (siehe Kapitell.1.2),
mittels Northern Blot Analysenachgewiesen(siehe Kapitek.4.5. Hierzu wurden
HuH7Zellen mit den jeweiligen 2.0mer Expressionsplasmiden transfiziert, die RNA
sechs Tage nach Transfektion mitt@kzol aufgereinigt, auf einem denaturierenden
Agarosegel der Grol3e nadcufgetrennt und auf eine positivgeladene Membran
geblottet. Nachfolgend konnten durch Hybridisierung mit @nool auso *2P] UTR
markiertenin vitrotranskribierten genomischeHDVV\RNAgspezifisch fir die jeweilige
antigenomische RNA), erfolgreich alle drei HDV Isolate nachgewiesen werden
(Abbildung6; A). Dabei konnte das starkste @agjftir das Isolat pHDV_T nachgewiesen
werden, wahrend die Signalstarke der Isolate CHD WHO und CHD_ldHvatw
gleicher Intensitat warenAbbildung6; A). Um zudem zu verdeutlichen, dass die
Synthese der antigenomischen RNA an die Replikation vorRNA/gebunden ist,
wurde ein replikationsinkompetente®.0merExpressionskonstruldes WHGsolats

o0/ | 52 |I-HDAHg) fransfiziert, welches eine St&wbdonMutation des SHDAg
tragt. Hier konntekeine antigenomische HBRNA nachgewiesen werdeAkbildung

6; A). Die Transfektion mit dem verwendeten Leervekt@cONA3.1) zeigte

erwartungsgemaln kein nachweisbares HRNA Signal

Da gezeigt wurde, dass HIRWNA in humanen Zellen wahrend der Mitose unspezifisch
an die Tochterzellen weitergegeben wirdsiérsch et al., 2039 wurde ein
Expansionsversuch derHDVKonstrukte als weiterer Replikationsnachweis

vorgenommen. Hierbei wurden HukZéllen mit den entsprechenden HDBV
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Konstrukten als Doppelansatz transfizieBin Ansatz wurdehierfir 4 Tage nach
Transfektion fixiert, der andere wurde mit dem Faktor 1:®ime geringere Zellzahl
gesplittet und weitere 6 Tage bis Tag 10 nach Transfektion in Wachstumsmedium
gehalten. Eine Immunfluoreszenzfarbung des HDAg diente als Marker deRNBV
positiven Zellen. Dabei konnten deutliche Zellcluster, positiv fir HiDsbgewiesen
werden, was auf eine Uber Zellteilung vermittelte HRMAAusbreitung hinweist

(Abbildung6; B).

A

AS-HDAg

CHD_HH CHD_WHO pHDV_T

agRNA
HDV
(?) i
agRNA __ o S
HDV 5 -
Monomer
: 50 pm 50 ym 50 ym

Abbildung 6: Replikationneu Kkloniertee HD\AGt l-Isolate in vitro. A) Nachweis antigenomischer HIRNA

CHD_HH
CHD_WHO
pHDV_T
CHD_WHO
pcDNA3.1(+)

28s —_ Q

rRNA

4d.p.t

REt

10 d.p.t

(agRNA HDV) 6 Tage nach Transfektion der HDV Uberlangen Expressionskonstrukté4iSHUHZS y  -#PRUT Bnfaukidrter h
genomischer RNA) Nachweis des HDAg nach klonaler ExpansiotH@&¢Gt I-Isolatein HuH7Zellennach Splitten der Zellen
1:5 an Tag 4 nach Transfektion (d.p.t). Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. agRiigenomische RNA; rRNAibosomale
RNA; $1DAgg Small Deltaantigen; CHchronische HD¥Yatientenisolate; CHD_WHSequenz des HERNA WHGStandards
[200]; CHD_HH Einzelsequenz einer klinischen $tf#01]; pHDV_T; neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Se{fbénz
206).

Fazit Northern Blot und Immunfluorespe bestatigen die autonome Replikatid

neu klonierter Expressionskonstrukte dreier Isolate des humanenGIiV

5.1.3Interaktion humaneHDVGt 1-4 mit HBsAg deidBVVGtB1
und D3

Die in Abschnitt 5.1.2 klonierten HEBXpressionskonstrukte, sowie drei weitere der
Gt 24, wurden nun in Hinblick auf ihre Umhullung und Sekretion mit HBsAg der HBV
Gt B und D untersucht. Hewr wurden die jeweiligen HDKonstrukte mit
Expressionsvektoren in HuH7%Zellen kotransfiziert, die alle drei HBV

Oberflachenproteine exprimieren (zusammengefasst als HBsAg bezeichnet) und der
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Zelkulturtberstand zwischen Tag 3 und Tag 11 nach Transfeggsammelt. Ein
Plasmid, welches fir eine sekretierbare Form einer alkalischen Phosph@tagetéd
Alkaline Phosphatase, SEAP) kodiert, wurde fir die Vergleichbarkeit der
Transfektionseffizienz kotransfiziersi¢he KapiteW.1.2). Sekretiertes HBsAg wurde
mittels eines quantitativen Test Kit der Firma Abbott gemesBabei werden sowohl
subvirale Partikel (SVP) als auch das HBsAg, welcheslDd#Partikel umhillt,
nachgewiesen. Parallel wurde die RNA der Uberstande extrahiert und die sekretierten
HDV/Partikel mittels einer qRPCR der HDRNA bestimmt. Sowohl das HBsAg als
auch die Konzentration an HERArtikeln wurden auf die SEAFekretion nomalisiert.

In der Gesamtheit wurde die hochste Konzentration an HBsAg in den Uberstanden der
Kotransfektionen mit HBsAg des HBYB1 nachgewieseibbildung7; A), hier lag

der niedrigste Wert bei 122,8nternationalen Einheiten pro Milliliter epgl.:
international units IU/ml) (HDVVGt 4)und der hochste Wert bei 561,4 1U/ml (HE3®

2). Dabei entspcht eine 1U etwa 0,88 Nanogramm HBsA807]. Der zweithdchste
Wert wurde fur dé Kotransfektion mit dem HD®t l-Isolate CHD HH gemessen,
welcher 483,8 IU/mlentsprach Im mittleren Bereich lagen die Werte der
Kotransfektionen mit dem HD®t 3 (238,6 1U/ml) und den beiden H¥ l-Isolaten
pSVL(D3) (290,1 1U/ml) und CHD_WHO (3401)WAbbildung7; A).

Innerhalb der Werte fir die Kotransfektionen mit HBsAg des-8BW3 wurde die
hochste Konzentration an HBsAg im Uberstand der-BDY Partikel nachgewiesen
(129 IU/ml). Die niedrigsteKonzentrationen an HBsAg wurda den Uberstanden
der pSVL(D3) (14,9 1U/ml) und der HGW2 (22,7 IU/ml) kotransfizierten Zellen
gemessen, wahrend CHD_WHO (80,1 1U/ml), CHD_HH (80,3 1U/ml) ur@tHv2
IU/ml) kotransfizierte Zellen HBsAg im mittleren Bereich sekretieAdbi{dung7; A).

Fir alle HD\Gt konnte HDMRNA im Uberstand der trangierten Zellen nachgewiesen
werden. Die meisten HDNartikel wurden von den CHD_HH transfizierten Zellen
sekretiert (HBsAg D3: 7xX0Genomaquivalente pro Milliliter efugl.: genome
equivalent GE/ml), HBsAg B1: 8&GE/ml). Auffallig ist zudem, dass die Zellen,
welche mit dem HBsAg des HBW Bl kotransfiziert wurdemmehr Partikel in den
Uberstand sekretierten, als solchdie mit HBsAg des HBM D3 kotransfiziert

wurden. Eine Ausnahme bildet hier der HBY 3. DieKonzentration an sekretierten
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HDV Partikeln umhllt mit HBsAg des Gt D3 lag bei"&EMI wahrend 5x10GE/ml

mit dem Oberflachenprotein des HEBM Bl sekretiert wurden. Auch die
Konzentrationen fir die HDWRartikel pseudotypisiert mit HBsAg der Gt Bt D3 des
Isolats CHD_HH lagen sehr eng aneinander, so wurderf @&/l mit HBsAg des Gt

B1 und 7x19GE/mI mit HBsAg des Gt D3 sekretiert. Am gréRten war der Unterschied
bei dem HDVGt 2. Hier wurden 1xEGGE/ml pseudotypisierter HD®artikel mit HBsAg

des Gt B1 und 3x2GE/mI mit HBsAg des Gt D3 sekretiert. Zellen transfiziert mit HDV
Gt 4 sekretierten 6x10GE/ml umhlite HDVPartikel mit Oberflachenprotein des HBV

Gt D3 und 2x10GE/ml mit Oberflachenprotein des H&t B1. Fur die Isolate des HDV
Gt1 lagen die Konzentrationen flr die Sekretion der HEavtikel pseudotypisiert mit
HBsAg des HB®t D3 bei 5x10GE/ml fur pSVL(D3), bei 5,8XIBE/mI fur das Isolat
pHDV_T und bei 2x GE/ml fur das Isolat CHD_WHO. Verglichen mit HBsAg des HBV
Gt B1 stig auch hier die Sekretion auf 5¥1BE/ml fir pSVL(D3) und auf 4REE/ml

fur das Isolat CHD_WH@hbildung7; B).
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HBsAg D3 HBsAg B1 HBsAg D3 HBsAg B1

Abbildung 7: Sekretiertes HBsAg und sekretierte HiPattikel aus HDW HBsAgKotransfektionen.
HDVExpressionskonstruktwurden zusammen mit Expressionsplasmiden fiir das HBsAtB¥3t B1 und D3 in HuHZellen
kotransfiziert. Der Uberstand wurde von Tag 3 bis Tag 11 gesanfih&kkretiertes HBsAg wurdla quantitativen Testsystem
(HBsAg (Quant.Autodilution)) Architect der Firma Abbott bestirBjitlach RNAExtraktion wurderdie HDV Genoéguivalente
pro Milliliter (GE/ml)Zellkulturiiberstand mittels gRAICR ermittelt. Alle Werte wurden auf die SiS&Rretion normalisiert. Gt
Genotyp CHDq chronische HDYatientenisolate; CHD_WHE Sequenz des HERNA WHO Standard200]; CHD_HH;
Einzelsequenz einer klinischen Sti#igd]; pHDV_T, neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Se{f@n206]

Fazit Im Vergleich ziotransfektionen der HD¥onstrukte mit HBsAg dé¢BV
Gt D3 konnten mehr HD¥artikel und HBsAg im Uberstand aus Kotransfektio

mit HBsAg deblB\VVGt B1 nachgewiesen werden.

Seiteb8



5.1.4Infektion umhullter HDVWPartikel derHDV(Gt 1-4 mit HBsAg
derHBVGtB1 und D3

Die pseudotypisierten HDWartikel wurden nun im Folgenden auf ihre Infektiositét

vitro untersucht. Hierzu wurde eine hNT€Rprimierende Hepatomzelllinie (HepG2
hNTCP) verwendeEswurden jeweils zwei Wells einer 48er Well Platte mit jeweils
identischen HD\MGenomaquivalenten (5xIP an pseudotypisierten HDNartikeln
infiziert. Jeweils ein Well wurde 11 Tage nach Infektion (d.p.i) lysiert und die Infektion
mittels eines diagnostischen ELi&#says auf zellulares HDAg nachgewiesen (ETI
Deltak, DiaSorin). Die Zellen des anderen Weligden fixiert und das intrazellulare
HDAg als Marker einer Infektion mittels 1gGs eines HDV/HBV Patientenantiserums in

der Immunfluoreszenzfarbung detektiert.

Alle in vitro produzierten HDWPartikel konnten die Hepatomzelllinie HepBRTCP
infizieren, déei waren jedoch deutliche Unterschiede in der Infektiositat ersichtlich.
Wahrend mittels des diagnostischen ELF$Aays Infektionen der IsolatesiGt1 und

des G4 eindeutig nachgewiesen werden konnten, lagen die Werte fir die Infektion
desGt 2 und 3nahe amQut-off (Abbildung8; B). Da mittels Immunfluoreszenz auch
einzelne Infektionsereignisse auf zellularer Ebene nachgewiesen werden kdnnen,
wurde dese zusatzlich zum ELISA durchgefihibbildung8; A). Innerhalb de&t 1
konnten fur die Isolate CHD_WHO und CHD_HH die meisten Infektionen mittels
Immunfluoreszenz und ELISA nachgewiesen werden-R#dtikel desGt 4 zeigten

eine anndhernd gleiche Infektionsrate, wie die Isolate @sl (Abbildung8; A).
Anhand der Immunfluoreszenz liel3en sich keine Unterschiede der Infektionseffizienz
zwischen den zwei verwendeten HBWerflachenproteinen feststellen. HERArtikel,

die mt Oberflachenproteinen debiBVVGt B1 umhillt wurden, zeigten eine ahnliche
Infektionsrate wie solche, die mit Oberflachenprotein t#8\/Gt D3 umhllt wurden
(Abbildung8; A). Anhand der ELISA Daten zegth eine leichte Tendenz, dass die
HDVtPartikel pseudotypisiert mit HBsAg de8\ Gt D3 eine erhdhte Infektionsrate
erzielten, dabei stellt deHDVGt 2 eine Ausnahme dar, die Werte fir die Infektion
waren mit HBsAg dedBV(GtB1 hoher als miHBsAg des B3 @Abbildung8; B).
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Abbildung8: Infektion pseudotypisierter HD¥Partikel derHD\ Gt 1-4 mit Oberflachenproteinen von

HBVGt D3 und HBVGt B1. HepG2hNTCFZellen wurden im Parallelansatz iiber 20 Stunden mit jeweils? Sy
Genomagquivalenten inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin faehmit HGM gewaschen und in HGM %RMSO gehalterh)
Nach 11 Tagen wurde bei einem Ansatz die Zellen fixiert, permeabilisiert und das DeltaantigenalsiDlagier einer Infektign
mittels anttHDAg IgGs eines humanen Patientenserums und eine68&kanjugierten anthuman IgGAntikorpers detektiert.

Die Zellkerne wrden parallel mit DAPI gefart®) Die Zellen desweiten Ansatzes wurden nach 11 Tagen lysiert und die Infektion

mittels eines diagnostischen ELS#says nachgewiesen (HJdltak, DaSorin).Der Cutoff wurde, nach Angaben des Herstellers
aus dem Mittelwert der internen Negativkontrolle (Negativserum, n.c.) und dem Nullwert + 0,1 errethoet interne

Negativkontrolle, HDAgegatives HumaiBerum/Plasma; p.cg interne Positivkonblle, rekombinantes HDAg, Human
Serum/Plasman.d. ¢ nicht durchgefiihrtGt ¢ Genotyp CHD; chronische HDYPatientenisolate; CHD_WH(Bequenz des HBV
RNA WHO Standar@200]; CHD_HH Einzelsequenz einer klinischen Stya@l]; pHDV_T; neu klorertes HDV Konstrukt der
pSVL(D3) Sequejts, 206]
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Fazit Rir alle HDWartikel konnten Infektionen mittels Immunfluoresze
nachgewiesen werden. Dabei ergaben sich Unterschiede in der Infektionseff
der HDVG und -Isolate sowie leichte Variationen betlen zwei zur HDV
Umhullung verwendeten Isolaten der HBWbeflachenproteine Die Isolate
CHD_WHO und CHD_HH déeb\VGt 1 und HDWGt 4 zeigten die hdchste
Infektionsrate. DieHDVGt 2 und 3 warenin der Immunfluoreszenzleutlich
weniger infektiosMittels ELISA konnten keine Infektionen des HEX\2 umhuillt

mit HBsAg des HBSt D3 nachgewiesen werden.

5.1.5TransKomplementation der HDYReplikation durch S
HDAglsolate detHDVGt 1

Das SHDAg des HDV hat eine besondere Bedeutung im Replikationszyklus des HDV
Genoms(siehe Kapitell.1.2). Es stellte sich die Frage, ob die Aktivierung der-HDV
Replikation durch das HDAg Isetqiezifischist oder ob es intrazellular durch
heterologes HDAg anderer HDdate in off NI ¢rsetzt werden kannz( B.im

Rahmen einer Koinfektion des Patienten mit unterschiedlichen-B@xhmen).

Im Folgenda wurde zunachst die trans-Aktivierung der HDWReplikation
verschiedeneHDV(Gt l-Isolate durch heterologes3DAguntersucht. Hierzu wurden
2.0mer HDMWEXpressionskonstrukte mit defektem HDAgR konstruiert. Dabei wurde

eine Transversion innerhalb der cDNA vorgenommen, indem das Adenin des HDAg
StartCodons AUG) durch ein ThymitdUG) ausgetauscht wurde. Es wurdeeskin
basenSubstitution verwendet, um mdgliche Auswirkungen auf die RNA
Sekundarstruktur des HB&enoms zu minimieren, die zu Replikationsstérungen
fuhren kdnnten. Die so entstandenen cDNfne der HDAGenome sind ohne die
Expression des HDAg nicht irr de@gen vitro zu replizieren (siehe auckbbildungb).

Dieser Defekt sollte durch Kotransfektion eines Plasmids, das furldB&\§, welches

unter einan CMV(Promoter konstitutiv Gberexprimiert wird, wieder aufgehoben
werden. Die Messung der HERgéplikation erfolgte durch Nachweis der
antigenomischerHDVRNAO | 3wb! 1 5+x03 ¢St OKS YRHGIST a

UTPRmarkierterin vitro transkribierter genmischerHDVVRNAnachgewiesen werden
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kann @Abbildung9; A). Die Radioaktivblots wurden mit Hilfe der Software Image Studio
Lite (Version 5.2, {COR Liran, NB, USA) densiometrisch ausgewertet.

Die Replikation des Isolats CHD_WHO wurde durch-#iBAy der Isolate CHD_ HH
und pHDV_T stéarker reaktiviert als durch Kotransfektion détD8g des Isolats
CHD_WHO, dessen Intensitat nur etwa%Z2es Wildtyps erichte. Dabeikonnten
maximal 67% der Signalstarke des Wildtyps durch Kotransfektion détD8g des
CHD_HH Isolats wiederhergesteliverden @bbildung 9; B). Wéahrend de
Kotransfektion des leeren Vektors pcDNA3.1(+) zu keinem deutlichen Signal flhrte,
konnte de Replikation aller HD@t l-Isolate durch Uberexpressiovon SHDAg

verschiedener B\-Gt l-Isolate intransreaktiviert werden.

Auch de Replikation des Isolats pHDV_T konnte unter konstitutiver Uberexpression
des SHDAg des pHDV_T Isolats ebenfalls reaktiviert werden, dabei erreichte die
Signalstarke etwa 78der der Wildtyp Intensitti Durch Uberexpression derHDAg

der Isolate CHD_HH und CHD_WHO konnten nur etwautftl 54%der Signalstarke

des Wildtyps gemessen werdeie Kotransfektion des leeren Vektors pcDNA3.1(+)
fuhrte erwartungsgemald in keinem Fall zu einer Wiederhersigllider HDVY
Replikation der HD'GenomMutanten (Abbildung9; B).

Die Replikation des Isolats CHD_HH wurde durch konstitutive Uberexpression des S
HDAg der Isolate pHDV_T und CHD_WHO im Vergleich zum Wildtyp deutlich verstarkt.
Die relativen RNAntenstaten Kotransfektionen auSHDAg der Isolate pHDV_T und
CHD_WHO stiegen im Vergleich zu der des Wildtyps um das3ye8das 2,49ache

an. Durch Kotransfektion desHbAg des Isolats CHD_HH konnten etwe/B&er
Replikation des Wildtyps reaktiviesterden (Abbildung9; B).
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Abbildung 9: Wiederherstellung der Replikation replikationsinkompetentétD\A Gt 1-cDNADimere

durchKoexpression von-BDAg verschiedener Isolate des HIBWY 1 in transA) Schema des experimentellen

Versuchsaufbaues. Es wurden replikationsinkompet2iimerExpressionskonstrukiderHD\(Gt 1-IsolateCHD_WHO, pHDV_T

und CHD_HH Kloniert, welche eine S@odon Mutation des-85! 3 Ay o0SARSyYy D-8pAg)Y Bigse (NI ISy on
Expressionsplasmide wurden zusammen mit Vektoren, die fihHIDAS der jeweiligeHDVGt J-Isolatekodieren kotransfiziert.

Als Kontrolle wurde der Leervektor pcDNA3.1(+) anstatt-##dAg Expressionsplasmide kotransfiziert. Nach 6 Tagen wurde die

GesamiRNA der Zellen mittelERIzoisoliert und die antigenomische HIRWA als Marker der Replikation in einem Northern Blot

nachgewiesen und quantifizie®) Nachweis antigenomischer HERWNA (agRNA HDV) 6 Tage nach Transfektion deP 9D\

Expressionskonstrukin HUH7: S £ Sy -PjUlrBnSatkidrter@énomischer RNA. Als Spezifititsnachweis der eingesetzten
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Sonden wurde RNA von nightNJ ya FAT ASNISYy %Sttt SginNloy2D$nbdxr2 a2wnss8Ngb & S 4 Siaf AYaSy
Expressionskonstrukte und des leeren Vektors pcDNA3.1(+) verwendet. Die Quantifizierung der Signalstarke wurde mithilfe der

Software Image Studio Lite 5.2-QOR Lincoln, NB, USA) durchgefiihrt. Hierzu wurde heindie jeweiligen allgemeinen

HintergrundSignale der Blotmembran von allen Werten abgezogen, danach wurden die spezifischen Signale der agRNA HDV auf

die Signale der zellularen 28s rRNA normalisiert. Die Berechnung der relativen Intensitaten derraisidgp@moRNA wurde mit

den normalisierten Werten durchgefuhr:HBAg¢ Small Deltaantigen; WT Wildtyp (keine $1DAg StarCodonMutation);

agRNA¢ antigenomische RNA; rRNAibosomale RNA; CH{xhronische HDYatientenisolate; CHD_WHbBequenz des HBV

RNA WHO Standard®00], CHD_HH Einzelsequenz einer klinien Studig201]; pHDV_T¢ neu kloniertes HDV Konstrukt der

pSVL(D3) Sequefss, 206]

5.1.6TransKomplementation der HDYReplikation durch S
HDAg deHDVGt 1-8

Da zuvor gezeigt wurde, dasHBAg deHDVGt 1 die Replikation verschiedener
Isolate desGt1 intranskomplementieren kann, wurde nun im Folgemdentersucht,

ob das $1DAg der phylogenetisch weiter entfernt verwandtdb\¢Gt 2, 3 und 4 die
Replikation dedHDVGt 1in trans reaktivieren konnen. Hierzu wurde zunachst das
replikationsinkompetente Expressionskonstrukt des Isolats CHD_WHO, welches eine
StartCodon Mutation des-8IDAg in beiden Genomen tragt, verwendet. Dieses wurde
mit SHDAg derHDVGt 1-4 in HuH7Zellen kotransfiziert, nach sechs Tagen die
Synthese der antigenomischen HBXA mittels Northern Blot nachgewiesen und die
Radioaktivblots dnsiometrischausgewertet Abbildung10; A). Die Repldtion des
Isolats CHD_WHO konnte durch Kotransfektion des eigettid/®) wieder reaktiviert
werden, erreichte dabei aber nur etwa Pédes Wildtypniveaus. DastfDAg des HDV

Gt 2 konnte die Replikation dagegen vollstandignskomplementieren Dabei
verstarktesichdie Replikationverglichen zu der des Wildtyp HIDimers um etwa 7
%und um etwa 4®6im Vergleictzu der des eigeneni3DAg (Gt 1, Isolat CHD_WHO).
Durch Kotransfektion der Expressionsplasmide f#HT8\g deiGt 3 und 4 konnte im
Northern Blot keine antigenomische HIRNA des HDGt 1 nachgewiesen werden
(Abbildung10; B) Trotz derExpression des-I8DAg der Gt 3 und 4 im Nukleus der
transfizierten ZellensieheAnhang:Abbildung37), konnte dieReplikation des HDGt

1 durch SHDAg deHDVtGt 3 und 4 nichtrans-komplementiert werden
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Abbildung 10: Wiederherstellung der Replikation des replikationsinkompetenteib\V Gt 1 cDNA

Klons CHD_WHO durch Zugabe voi[3Ag derHDMVGt 1-4 in trans. A) Schema des experimentellen
Versuchsaufbaues. Es wurde eine likgpionsinkompetente Mutante desHDVGt Il-Isolatess CHD_WHO al®.0mer
Expressionskonstruktloniert und zusammen mit Vektoren, kodierend fur dielD&\g derHDVGt 1 ¢ 4 in HuH?Zellen
kotransfiziert. Nach 6 Tagen wurde die Ges&NA der Zellen isoliend die antigenomische HERNA als Marker der Replikation
Y A G 8B &TRcarkierter genomischer RNA in einem Northern Blot nachgewi@&tachweis antigenomischer HIRNA
(agRNA HDV) 6 Tage nach Transfektion in Hui37 t Sy -¥PRUTEndkidrter @énomischer RNA. Die Quantifizierung der
Signalstéarke wurde mithilfe der Software Image Studio Lite 5QQR Lincoln, NB, USA) durchgefuhrt. Hierzu wurde zunachst der
Hintergrund von allen Werten abgezogen und die Signale der agRNA HD\é &ifyile der 28s rRNA normalisiert. Die
Berechnung der relativen Intensitaten der antigenomischen RNA wurde mit den normalisierten Werten durchgeiigg S
Small Deltaantigen; W@ Wildtyp (keine $1DAg StarCodonMutation); agRNA; antigenomische RA; rRNA ribosomale RNA;
Gt ¢ Genotyp CHDg chronische HDYPatientenisolate; CHD_WHQSequenz des HERNA WHO Standard200]; CHD_HH,
Einzelsequenz einer klinischen St{i2igd]; pHDV_T, neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Se{fo@n206]

Fazit Die Replikation des replikationsinkompetentenHDVVGt  1-
Expressionskonstrukt€CHD WHPkonnte durchheterologesSHDAg des G2
transreaktiviertwerden, nicht aber durch dasfiDAg der G3und 4. Dabei wurde
die Replikation unter -S5IDAg des G2 im Vergleich zur Replikation dg
CHD_WHO -BDAg starker reaktiert.
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Um zu Uberprifen, dass die oben gezeigten Efféitteind nicht Isolatspezifisch sind
wurden neue Isolatgderam Institut fur Virologie itiiel3en kloniertetdDV Gt 2-4 (gi)

mit SHDAg StarCodon Mutanten verschiedener Isolate ddBD\ Gt 1kotransfiziert

und die Synthese der antigenomischen RNA als Marker der eigenstandigen Replikation
mittels Northern Blot(siehe Kapite#.4.5 nachgewiesen und quantifiziefAbbildung

11; A). Umweiterhin festzustellen, ob auch-8DAg von anderen, phylogenetisch
entfernteren, HDV(Gt die Replikation des HDBSt 1 reaktiveren kdnnen wurden
gleichzeitig $1IDAg deHD\Y Gt 5-8 verwendet.

Analog zu den obigen Ergebnissérans-komplementierte das SHDAg der neuen
HDVsolate detHDV'Gt3 und 4 Abk.gi) die Replikation des CHD_WHO Isolats (Gt 1)
ebenfalls nich{Abbildungl1; B).Die Replikation des CHD_WHO lIsolats konnte unter
Expression desBDAg de$5t 2 im Vergleich zum-BDAg des CHD_WHO Isolats (100
%) circa 1,ffach (171%) verstarkt werden. DasSDAg deHDVGt5 und 6steigerte

die Replikation des CHD_WHO sogarden Faktor drei (316,% Gt 5 und 337,%

Gt 6). Das-8iIDAg deHD\VYGt 7 und 8 konnte die CHD_WHR®plikation im Vergleich
zum SHDAg de€HD_WHO um mehr als dag®19,4% Gt 7) bzw. #ache (722,24

Gt 8)erhdhen(Abbildungll; B).

I dzZOK RAS wSLJX A1} A HPAgRDEGE 1) kanaté mitiHife des-S g1 | n {
HDAg deHDVGt 2, 5, 6, 7 und 8 itransreaktiviert und gesteigert werden, wahrend

keine trans-Komplementation mit dem -8DAg derHD\V/Gt 3 und 4 beobachtet
werdenkonnte @Abbildungll; C). Die HDYReplikation unter $IDAg deHDVGt 2, 5

und 6 istetwa 40%stéarker als unter $IDAg des eigenen Isolats. Dasd[3Ag des HDV

Gt 7 verstarkt diesen Effekt nochmals. Dabei ist Hie\V/Replikation um mehr als

doppelt so stark reaktiviert (214,%) als unter Expression vorHPDAg des eigenen

Isolats CHD_HH (109. Das $1DAg des HD®t8 weist hingegen nur einen um etwa

15 % verstarkenden Effekt audie Replikation auf (114,99 und steigert damit die

Replikation im Vergleich zuHDAg des CHD_HH nur geringfugigb{ldungll; C).
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Abbildung11: Wiederherstellung der Replikation replikationsinkompetentelD\(Gt 1-cDNADimere

durch Zugabe von-8DAg derHD\AGt 1-8 in trans A) Schema ds experimentellen Versuchsaufbaues. Es wurden

replikationsinkompetente Mutanten der cDM#one derHDV(Gt I-Isolate CHD_WHO und CHD_HH zusammen mit Vektoren,
kodierend fiir die-$IDAg deHDV/Gt 1 ¢ 8 in HuH7Zellen kotransfiziert. B und C) Nachweis amtigeischer HDNRNA (agRNA

HDV) 6 Tage nach Transfektion in Hutéllen. Die gesarRNA der Zellen wurde mittelRRIzolsoliert und die antigenomische
HDVRNAF f & al NJ SNJ RS NJ 8 UTRrrdrkierieh ggnbmischetiRNS in &iner Northern Bémhgewiesen. Die
Quantifizierung der Signalstéarke wurde mithilfe der Software Image Studio Lite-6QRLLincoln, NB, USA) durchgefihrt. Hierzu
wurde zunachst der Hintergrund von allen Werten abgezogen und die Signale der agRNA HDV auf die SkfmalRNér
normalisiert. Die Berechnung der relativen RNA wurde mit den normalisierten Werten durchgefiihrt. Negative Werte wurden auf
null Prozent gesetz&EHDAgG Small Deltaantigen; W3 Wildtyp (keine $1DAg StaHCodoRMutation); agRNA; antigenomische

RNA; rRNA ribosomale RNAGt ¢ Genotyp CHD; chronische HDYPatientenisolate; CHD_WH(Sequenz des HERNA WHO

Standardg200]; CHD_HH Einzésequenz einer klinischen Stuf@®1]; pHDV_T¢ neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3)
Sequen56, 206]
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Fazit Die Replikation dereplikationsinkompetenten HD& 1-Isolats CHD_WH(
und des Isolats CHD_HH konnte dureHI3Ag des &2 undder Gt5-8 intrans
reaktiviert werden, nicht aber deh das S$1DAg der Gt 3 und. Dabei wurde dig
Replikation unter $IDAg der 65-8 und des G2 im Vergleich zur Replikation ig
Isolateigenen SHDAgverstarkt

5.1.7CisKomplementation derHDVReplikationdurch SHDAg
verschiedener Isolate des HEB3( 1

In den obigen Versuchsteilen konnte bereits gezeigt werden, dastDAR)
unterschiedlicherHDVAGt (mit Ausnahme deHDVGt 3 und 4) die Replikation des
HDVGt 1in trans komplementieren und teilweise sogareggern kdnnen. Nun sollte
untersucht werden, ob die HBReplikation nicht nur itrans, sondern auch durch die
Expression eines Isoltemden SHDAg innerhalb eines HEYS y 2 YAY §@A & &
beeirflusst wird. Hierzu wurden cDNAone derHDVGt llsolate pHDV T und
CHD_HH kloniert, welche den gesamten HDA& des jeweiligen anderen Isolats in
beidenHDVGenomen tragenAbbildungl2; A). Die chimaren Expressionskonstrukte
sowie die jeweiligen Wildtypen wurden in HuH@llen transfiziertund das
Gesamtprotein und dietotale RNA mittels REkol isoliert. Die Synthese der
antigenomischen RNAals Marker der Replikatinwurde mittels Northern Blot
analysiert und die -8-HDAg Expression mittels Western Blot untersuétiihjldung
12, A).

Wahrend fur die Wildtypen antigenomisch&DVRNA durch Northern Blot
nachweisbar war, konnte fir die jeweiligen Chimaren kein Signal der antigenomischen
RNA detektiert werdenAbbildungl2; B). Wahrend deHDV/Replikatiorwird in einem
Editierungsschritt die antigenomische HBWA durch die zellularBNAabhangige
AdenosinDeaminase ADAR1}o0 verandert, dass eine mRNA transkribiert wird, von
welcher ein um etwa 19 Aminosauren verlangertes HDAgO(Ag)translatiert wird
(sieheKapitel1.1.2). So kann neben der Synthese der antigenomischen RNA auch die
Expression desHDAg ein indirekter Hinweis auf autonome HR&plikation sein. Die
Wildtypen der HD\Gt l-Isolate zeigtenan Tag 2 nach Transfektion beredgfme
deutlicheExpression deSHDAg Die EHDAg Synthese war an T&gach Transfektion
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im Western Blot nachweisbar, damit einhergehemahm die SHDAg Synthese ab
(Abbildung 12; C). Die chimaren Expressionsvektoren ddbD\V(Gt Ilsolate
exprimierten ebenso an Tag 2 nach Transfektid#C#\gjedoch nahndiesean Tag 6

bereits ab, ohne dass dieHDAg Expression detektiert werden konnte.

A B

pHDV_T CHD_HH pHDV_T CHD_HH
HDAg-HH HDAg-T

L0100

2. Omer 2. Omer 2.0mer 2.0mer
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RNA Isolation Protein Isolation | - 28s
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WT WT HDAg_HH HDAg_T
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— L-HDAg
S | (SRS — S HDAg

100 656 100 50,5 100 449 100 46,7 S-HDAg [%]
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Abbildung 12: Replikation chimarerHD\ Gt l-Isolate. A) Schema des Versuchsaufbaus: ChimdBMVGt 1
Expressionskonstrukte wurden so kloniert, dass die HIMARs gegen die andetdD\(Gt I-Isolateausgetauscht wurden. Diese
Konstrukte wurden in HuHZellen transfiziertind die RNA sowie das Protein mitfEllzolsoliert. Der Nachweis der Synthese der
antigenomischen RNA erfolgte mittels Northern Blot, die ExpressiontdBa\gwurde mittels Western Blot nachgewiesd).
Nachweis antigenomischetDVVRNAder WildtypHD\(Gt 1-Isolatesowie chimareHDV/Gt 1-Konstrukte 6 Tage nach Transfektion
Y A (i (i $P|a8UTRaarkierter genomischer RNA) Nachweis der beiden HDAspformen (tHDAg/SHDAg) mittels eines
HDV/HBVAntiserums sowie Betaktin als Ladekontrolle 2d2) urd 6 (d6) Tage nach Transfektion de2.Omer
Expressionskonstrukt Die Quantifizierung der Signalstarke wurde mithilfe der Software Image Studio LiteC83R(LIncoln, NB,
USA) durchgefihrt, dargestellt ist jeweils die ExpressiondEAS 2 (entsprictit00%) und 6 Tage (%von d2) nach Transfektion.
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Die Expression desHDAg wurde auf die Betaktin Expression normalisiert:HDAgq Small Deltaantigen;-HDAg( Large
Deltaantigen; WT¢ Wildtyp; agRNA; antigenomische RNA; rRNAribosomale RNA; CHDchronische HD¥atientenisolate;
CHD_WHQ Sequenz des HERNA WHO Standar{00]; CHD_HH Einzelsequenz einer klinischen Stya@d]; pHDV_T, neu
kloniertes HD\onstrukt der pSVL(D3) Sequig®; 206]

Fazit HDV(Gt l-Expressionskonstrukt€2.0men, die in beiden Genomeden
HDAgGOLR anderer HD@t l-Isolate aufweisen,waren nicht fahig in vitro zu
replizieren. Dies konnte anhand der fehlenden Synthese der antigenomis

HDVRNA sowie fehlender Expression dd¢sAg gezeigt werden.

5.1.8TransKomplementation der HDVReplikation durch
Deltaantigene Hepatiti®eltaVirus &hnlicher Viren

Seit der Entdeckung der erstétepattis-DeltaViruséhnlichea (HD\fahnliche) RNA
Sequenz im Jahre 2018 wurden fortlaufend weitere Hibwliche Virus Sequenzen in
Transkriptomen unterschiedlicher Tiere gefundsieheKapitel1.1.3 [88-90, 92, 93]
Zudem konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit die HIDM eines HD¥ihnlichen
Virus aus StachelrattenP(oechimys semispinogusharakterisiertwerden (siehe
Kapitel 5.2) [91]. All diese neuartigen HB&hnlichen Viren scheinen bestimmte
Charakteristika des humanen HDV zu besitzen. Innerhalb humaner Hepatiis
Viren ist die Expression desHBAg essentiell fur die viraReplikation. Auch die
tierischen HDMahnlichen Viren scheinen einen OLR fur Bltaantigen(DAg)zu
besitzen. Daher wurden diese nun in Hinblick auf die Fahigkeit die Replikatibibdes
Gt IlIsolates CHD_HH zu reaktivieren untersu¢hbbildungl13; A). Hierzu wurden
Expressionsvektoren der putativen DAg mit einem FLAgverseherin HuH7Zellen
konstitutiv unter einem CM\Promoter Uberexprimiert und die erfolgreiche
Expression des DAg mittels Immunfluoreszenzfarbung tberphlbildung13; B).
Wahrend die DAg der HE&hnlichen Viren aus der Schlange, des Molches, der Végel,
der Fische und der Krote ahnlich zu HDAg des humané&himBDyesamterzellkern
sowie verstarkt in den Ndeoli des Nuleus exprimiert wurden, zeigte sich die
Expression des DAgs des StachelrBgdtavirus tiber den gesamteévukleusverteilt.
Auch das DAg des Termit@eltavirus wird im gesamteNukleusexprimiat, jedoch
scheintdie Expression auch im Cytoplasma der Zelle stattzufindbhildungl13; B).

Erstaunlicherweise zeigte die Immunfluoreszenzfarbung dardikHDAgQ 1gGs eines
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HBV/HDV positiven Patientenserurame Kreuzreaktivitdt gegeniber allen anderen
DAg Abbildungl3; B).

A

DAg HuH7

Transfektion anti-HDAg

—_— Q _—> anti-FLAG-Tag
- Immunfluoreszenz

DAPI

tierische
HDV-ahnliche
Viren

Deltaantigen Expression des HDV / HDV-ahnlicher Viren aus

Human Stachelratte Schlange Vogel Molch Fisch Krote Termite

Abbildung 13: Deltaantigenexpression von HDV / HEnlichen Viren in humanen Hepatomzellen.

anti-HDV

merge anti-Flag

DAPI

A) HuHZ7Zellen wurden mit Expressionsvektoren der tierischen DAg @einihalem FLA@ag) transfiziert. Nach 4 Tagen
wurden die Zellen fixiert und permeabilisi@}immunfluoreszenz der Deltaantigene (DAg) Hepéiit#aVirus (HDV) &hnlicher
Viren. D& Farbung des Deltaantigens erfolgte zum einen mit-ABAg IgGs eines HBV/HE¥infizierten Patienten und zum
anderen mittels eines arBLAG Antikorpers. Aled&88 und 594markierte antthuman und antmouse IgGs wurden als
Sekundérantikdrper verwentldie Zellkerne wurden mit DAPI gefaibAgg Deltaantigen

Im Folgenda wurde die trans-Aktivierung der HDV(Replikation der StartCodon
Mutante dea HDVGt ILlsolate CHD HH durch die jeweiligen DAg der tierischen
Deltaviren untersucht. Hierzu wurde daseptikationsinkompetente 2.0mer
Expressionskonstrukt des Isolat CHD _HH verwendet (ohne endogene Expression eines
L/SHDAg) und mit den Expressionsplasmiden der tierischen DAg in-Zalldi
kotransfiziert Abbildung14; A). Als Kontrolle diente ein Ansatz mit dem humanen
CHD_WHO-B8DAg. Durch Nachweis der antigenomisctd\VRNA(agRNA HDV),

St OKS YAGGSt a b-ZANITREadGErter.irf \2tro tradgifiBierted h
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genomischer HDVRNA nachgewiesen werden kann, wurde die Synthese der
antigenomischa HDVVRNAspezifisch detektiertTrotz der Bestatigung, dass diddp
der tierischen HDMhnlichen Viren ebenso wie dasmumane HDAg inlNukleus
exprimiert wuden, konnte die RNsReplikation des Isolats CHD_HH des humanen

HD\VGt 1durch tierisches DAg nicht aktiviert werdekbpildungl4; B)

A

HDV DAg HuH7 E _
Transfektion - ==
=
B —_— [ — | ——— |- -
- RNA Isolation - -

Gt 1_2.0mer tierische

= . Northern Blot
no HDAg  HDV-ahnliche

(AS-HDAg) Viren

HDV-2.0merAS-HDAg + DAg

E HDV-ahnlicher Viren aus

- HDV-2.0mer °

g AS-HDAg + =

N =) <((’) % o ag))

AN —_ =

S 5 358 5§ 8 § E 5 2 &

a ¥s I + & 8 o § @ L 5

I 22 v02 »w » > = F @ X o

— 28s
rRNA

g — agRNA
HDV

Abbildung14: Fahigkeit der Wiederherstellunder RNAReplikationeinerreplikationsinkompetenten
Mutante des HD\tGt 1 durch Deltaantigene tierischer HD¥hnlicher Isolate(DAQ) A) Es wurde ein

replikationsinkompetente&.0merExpressionskonstrukies Isolats CHD_HH zusammen mit den Deltaantigeneréhiii¢her
Virenin HuH7Zellen kotransfiziert. Nach 7 Tagen wurde die RNA isoliert und die Replikation mittels Northern Blot unBrsucht.
Nachweis antigenomischetDVRNAT ¢ 38 y I OK ¢ NJ y a-¥PpUTEmakigrtenygknibriiSied RNOHSAR NI oh
Small Deltaantigen; W@ Wildtyp (keine $1DAg StarCodonMutation); agRNA; antigenomische RNA; rRNAibosomale RNA.

Fazit Die Replikation des replikationsinkompetenten cOitherKlons des HDV|
Gt 1-Isolats CHD_HH konnte durch die vag HD\ahnlichen Viren nichirans-

komplementiert werden.
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5.2 (harakterisierung eines neuen tierischen Hepatitis
D-Virusahnlichen Virus aus der Stachelratte
oProechimys semispinosus

Im Rahmen einer internationalen Studie unter der Leitung von Prof. Dr. Drosten
(Direktor des Instituts fur Virologie der Charité Berlin), Prof. Dr. Sommer (Direktorin
des Instituts fur Evolutionsokologie und Naturschutzgenomik der Universitat Ulm) und
Prof. D. Glebe (Leiter des Nationalen Referenzzentrums fir Hep#&titind -D-Viren,
Institut fir Medizinische Virologie, Direktor: Prof. Dr. Ziebuhr), wurde im Jahr 2020
erstmalig einHD\tahnliches Virus in Saugetieren aul3erhalb des Menschen entdeckt.
Innerhalb einer Studie entlang des Parakamals, welche sich mit den Auswirkungen

von Habitatsstérungen auf die Infektionsrate des Hepacivirus der Nager beschaftigt

[208]z 6 dzZNRSY on . f dzi LIRBecinys seBidhindgsul | LERKASA GNT- Al G- Sdz:

das neuartige Deltavirusa(w2 RSy (i 5 St () lgetdstetizdas >gesameS +
Virusgenom wurdén Berlin durch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Drosten amplifiziert
und anschlieBend sequenziert (Rodent Deltavirus; GenBank accession numbers
MK598003MK598012). Dabei zeigte eine Sequenzanalgselenzehn Vollgenome,

dass dieseu 97,599,6 % identisch waren. Zudem konnte ein HD&ugnlicherOLR
sowie grundlegende HBWomanen in allen RDeSequenzen gefunden werdgal].

Die vergleichende Sequeanalyse zeigt, dass sich RDeV, bezogen auf das
Gesamtgenom, zu humanem HDV in 5827 % aller Nukleotide unterscheidet
(Abbildung15; grine Farbung)nnerhalb des putativen RDeV Deltaantig¢R®eAQ)

sind zwischen 52;86,9 %aller Aminosauren identisch zu denen dé®Aghumaner
HDVGt (Abbildung 15; blaue Farbung). Kirzlich wurden zw&enotypen HDV
ahnlicher Viren in Vampirfledermausdbdgsmodus rotundgentdeckt Gt DrDVA und

Gt DrDVB), die zusammen mit einem weiteren Haknlichen Virus, welches in
Lebertranskriptomen einer HundskopffledermauBefopteryx macrotis PmacDY
entdeckt wurde, die Gruppe der Deltaviren der Flederméuse bil§@3].
Interessanterweise sind di@enome vorPmacDV und RDeNi95,4%identisch. Auch
innerhalb desDAgweisen diese HD¥hnlichen Viren eine Aminosaureidentitat von

97,5%auf (Abbildungl5).
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Gt1

2 = 2

';|§|3| g%?%>@>>§§§>ég

8 /g (g |u|m = m e |5 e = E B E Q5|8 8|5 |85 |5 |F |5

s |U |U |6 |6 |6 |6 |6 |0 |6 |0 |2 |6 |a e |6 |- |4 |6 & |2 & |- |+
«— | PHOV_T 85,7 87,4 |73,9 |60,3 |73,3 |71,4 |70,5 71,5 |70,0 |58,0 |51,4 |53,3 |47,6 (47,2 |45,9 (42,6 |42,8 (42,5 |37,3 (32,0 |31,4 (26,4 |30,0
6 CHD_HH  |87,8 87,3 72,5 |59,3 71,9 |70,0 |70,3 |69,3 |69,7 57,1 [50,7 |52,6 |46,7 |46,7 46,8 |42,5 42,7 41,4 36,7 |32,5 30,6 |26,0 |30,6
CHD_WHO |33,3 85,2 72,8 |60,6 |73,1 |70,7 |71,7 |70,5 [69,0 |57,7 51,4 |53,3 |47,0 |47,0 |46,0 (42,6 |43,0 43,2 37,2 |33,0 30,8 |25,9 |29,7
Gt2 |79,2 76,6 |77,7 63,0 |77,0 |76,3 |74,2 71,9 |73,4 |60,1 (53,6 55,6 |47,6 |47,3 46,6 |42,9 43,0 41,2 38,0 |33,5 [30,5 |27,0 |29,7
Gt3 68,4 |63,8 |66,3 |68,9 62,8 |59,8 |63,1 |61,6 |61,2 |57,0 51,6 |52,0 |45,8 |45,5 45,6 44,6 |44,8 |40,3 35,9 |30,7 |28,8 |26,1 28,9
Gt4 73,5 |70,9 [74,0 |76,0 65,1 73,7 (74,1 |73,7 |74,5 |62,1 54,2 |56,2 |48,5 |48,8 47,8 (44,1 |44,3 |42,2 |37,1 (32,7 |31,2 |26,2 |29,8
Gt5 78,2 75,6 |76,1 |81,6 |66,8 74,5 73,7 72,4 |73,5 |59,7 53,6 |55,6 |47,7 [47,5 |47,6 (42,5 |42,6 42,0 |38,4 (33,9 |30,8 (26,8 |30,5
Gt6 70,9 |68,4 |71,4 |74,5 |65,6 [70,3 [70,9 72,3 |72,7 |59,4 |53,0 |56,0 |48,0 47,3 |47,5 42,5 |42,6 |41,8 |37,6 |33,1 |30,2 [26,0 [30,4
Gt7 70,9 |67,3 [71,4 |73,0 |67,2 69,7 74,5 |764 75,8 [60,4 |51,3 |54,6 |47,4 |47,2 46,5 |42,4 |42,5 |42,3 36,5 |33,7 |30,8 |25,1 29,7
Gt8 70,6 (72,1 |68,5 (74,5 |65,3 (71,4 [77,6 [71,9 74,5 59,4 |52,0 [54,6 |46,5 (45,9 |46,5 (43,1 |43,1 41,6 |37,1 |33,7 |30,7 |25,0 |29,1
OvirbV 64,3 61,2 |63,3 63,3 |63,6 66,2 |63,3 |64,6 63,1 65,8 55,7 |63,4 47,2 |47,3 |47,5 |43,2 43,3 |41,5 |35,3 |32,1 31,6 |25,2 |28,7
MmonDV  |59,2 |55,6 |55,1 58,2 |61,5 58,5 |55,1 [55,9 |56,4 (54,6 |67,2 58,2 |47,1 |46,7 |45,9 (43,2 |43,4 (43,0 |35,1 |32,2 30,2 |25,0 28,6
DrDV-A 65,3 |61,7 |66,3 |63,3 [60,5 |62,6 62,2 |61,0 59,0 [59,7 |74,9 70,3 46,8 |147,0 |48,0 (43,6 43,6 |41,6 36,0 32,2 |29,4 |24,1 27,9
PmacDV 56,1 |53,0 |55,1 |55,6 |53,3 (54,3 |55,1 (55,3 52,3 (54,0 57,9 (54,8 [56,3 95,4 69,7 (50,0 |49,7 (44,7 |35,7 (31,5 |30,8 |24,2 29,3
RDeV 56,6 (53,5 |55,6 |56,1 |54,3 (54,8 |55,6 |56,9 |52,8 (54,5 58,4 |54,8 |56,3 (97,5 70,4 |50,2 (49,8 |44,3 35,9 31,4 |30,6 |23,7 28,8
Drbv-B 54,5 |53,5 |53,0 |55,1 [56,3 |52,3 |53,5 |54,8 |50,3 (53,0 |57,9 (56,3 |57,9 (78,2 |80,2 52,1 |52,2 |44,1 |36,4 31,2 29,5 |24,8 |29,7
TgDeV 52,0 |52,0 |53,5 |52,5 |55,8 |51,8 |50,5 |52,3 |52,8 (53,5 |58,8 (55,8 |57,3 61,5 |62,5 |62,5 98,4 |46,0 34,6 (31,0 |28,6 (24,5 |26,9
LsDeV 51,5 (51,5 |53,0 (51,5 [55,3 (51,3 [50,5 |52,3 |52,8 |53,5 |58,3 |55,8 |56,8 |61,5 |62,5 62,5 |99,0 46,0 34,6 |30,9 28,6 [24,4 |27,2
|SnakeDV  |48,3 |47,8 [51,7 48,0 |48,5 [48,0 |45,0 |49,5 |46,5 |47,0 |51,5 |50,0 |51,0 (53,2 |54,7 |53,7 |52,9 |52,5 33,1 |30,1 |28,2 |22,5 |27,5
|AvianDV__ |40,5 |40,0 |40,5 37,4 |38,1 (38,6 |36,8 |36,5 |37,0 |36,3 |37,6 |39,2 38,1 (34,6 |35,1 |37,7 |37,3 |37,8 |35,1 26,8 28,5 (23,9 27,5
[NewtDV ~ |21,6 |22,4 |21,2 |21,2 |20,4 |21,3 |21,6 |20,8 |23,8 |24,5 |20,4 |21,7 20,8 (18,6 (18,6 |18,6 |19,8 |19,8 19,6 |20,1 25,6 |124,9 27,7
FishDV 22,0 (20,6 |21,5 (22,0 |20,2 (19,2 (21,5 (19,7 |20,2 |21,0 |22,5 |19,8 |21,6 |20,6 (20,6 |21,5 |20,8 |20,4 |18,8 |16,1 |13,9 22,2 24,6
|ToadDV 21,2 |120,7 |21,6 |123,6 (21,7 |21,7 |22,6 |22,7 |23,2 (20,7 |22,2 (22,8 |21,7 (20,2 |20,2 |19,7 |23,6 |23,6 |19,8 |17,1 |14,3 |14,8 20,6

TermiteDV |21,0 |22,0 22,0 |21,0 |19,3 |20,7 |21,5 (22,6 |20,7 (21,0 |21,1 (20,3 |22,1 |18,6 |21,0 |19,1 |18,5 |18,5 [19,7 |15,1 [13,5 |16,4 [13,2

Abbildung15: Prozentuale Nukleotidund Aminosaureidentitaten zwischen humanen HEBY 1-8 und

HD\tahnlichen Viren.Griin hinterlegt sind die prozentualen Nukleotididentitaten bezogen auf die Gesamtgeiiae.
hinterlegt sind die Aminosaureidentitdten bezogen auf das (kleine) Deltaantigeralitiithe Viren aus: Weilwedelhirsch
(Odocoileus virginianus Deltavirus, OvirDWaldmurmeltier (Marmota Monax Deltavirus, MmonDV), Vampirfledermaus
(Desmodus rotundus Deltavirus, DrBY Genbank accession number: MT649207; EBDWGenbank accession number:
MT649206), Stachelratte (Proechimys semispinosus, Rodent Deltavirus, RDeWtk@eakssion number: MK598004), kleine
Hundskopfledermaus (Peropteryx macrotis Deltavirus, PmacDV), Zebrafink (Taeniopygia guttata Deltavirus, TgDV),
Bronzeméannchen (Lonchura striata Deltavirus, LsDV, Genbank accession number: LC575944), SchlangenoiBoaatmgae;

Snake Deltavirus, SnakeDV, Genbank accession number: MH988742), Enten (Anas gracilis, Anas castanea, Anas superciliosa; Avian
Deltavirus, AvianDV, Genbank accession number: MH824555), Feuerbauchmolch (Cynops orientalis; Newt Reitalx(s,
Genbank accession number: MN031239), asiatisétiéte (Bufo gargarizans; Toad Deltavirus, ToadDV, Genbank accession
number: MK962760), Termite (Schedorhinotermes intermedius; Termite Deltavirus, TermiteDV, Genbank accession number:
MK962759) und iKkmenproben verschiedener Fische (Macroramphosus scolopax, Ophidion sp., Eptatretus burgeri, Okamejei
acutispina, Proscyllium habereri, Lophius litulon, Eleutheronema tetradactylum, Zeus faber, Antennarius striatus, Halieutaea
stellata, Gonorynchus abbretis; Fish Deltavirus, FishDV, GenBank accessiaber: MN031240). Deltavirt8quenzen von:
MmonDV, OvirDV, PmacDV und TgDV sind verfligbar unter: https://serratus.io/access-AligfH&Ent wurde mit der Software
Geneious Prime (Version 2021.1.1) durétige. Gt ¢ Genotyp HDV ¢ HepatitisDeltaVirus; CHD¢ chronische HDV
Patientenisolate; CHD_WHGequenz des HERNA WHO Standar{200]; CHD_HlIg Einzelsequenz einer klinischen St{@itd ],

pHDV_T neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Se{f®@n206]

Innerhalb humaneHDV bilden dig€5t 1, 2 und 48 eine gemeinsame Klade, wahrend
der Gt 3 am starksten divergent istAbbildung 16). Eine Schwesterklade zu den

humanen HD\Gt bilden die HDMhnlichen Viren aus dem Waldmurmeltier

(MmonDV), dem WeilRwedelhirsch (OvirDV) wed Vampirfledermaus (DrBX). Sie
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bilden momentan die nachsten Verwandten der humand®\ Gt DrDVB der
Vampirfledermaus und PmacDV der Hundskopffledermaus bilden zusammen mit RDeV
der Stachelratte eine phylogenetische Klade und stehen somit mit {ArDxd
MmonDV des Waldmurmeltiers in einer paraphyletischen Beziehung. Die HDV
ahnlichen Viren der Amphibien (ToadDV, NewtDV), der Fische (FishDV) und der
Termiten (TermiteDV) bilden die divergenteste Klade der -Hlichen Viren
(Abbildungl6).

66% CHD HH
ﬂgmo wHo | @
65% -
pHDV T
67% L Gt4
67% Gt2
66% Gts
66% Gt7
i o o HDV
—————Gt6
69% Gt3
OvirDV
66% MmonDV !
69% o6% DrDV-A l HDV-ahnliche Viren
6w DrDV-B aus Saugetieren
—LRDeV ~e
64%
- 66% — PmacDV "™
[ [ TaDV o ’
64% 67% L LsDV
SnakeDV w o _
Avl Dvi HDV-ahnliche Viren
ven '&'\ aus Vogeln, Amphibien,
2% NewtDV Reptilien
TermiteDV

o
69% Fishov W
- ToadDV Wi

Abbildung16: Phylogenetischer Stammbaum humaner HO¥ und HDVahnlicher Viren bezogen auf

das gesamte virale RN&enom.Die evoluive Beziehung wurde mit Hilfe der MaximiuikelihoodMethode und dem
HasegawaKishineYaneModell[209] abgeleitet (MEGA X Bware). Der Prozentsatz der Baume, in denen die zugehoérigen Taxa
zusammen geclustert wurden, wird neben den Zweigen angezeigt (Bootstrap: 1000). Die Astlangen geben die Anzahl der
bdzl £t S2GAR&dz0 & G A (dzii A 2 y S yahnlicheRViren gua: Mibwedelhirsah ¢CGuldcdilug virginiagu® DeltaSirtis,
OvirDV), Waldmurmeltier (Marmota Monax Deltavirus, MmonDV), Vampirfledermaus (Desmodus rotundus Deltavirds, DrDV
Genbank accession number: MT649207; BBD@enbank accession number: MT649206), Stattee(Proechimys semispinosus,

Rodent Deltavirus, RDeV; Genbank accession number: MK598004), kleine Hundskopfledermaus (Peropteryx macrotis Deltavirus,
PmacDV), Zebrafink (Taeniopygia guttata Deltavirus, TgDV), Bronzemannchen (Lonchura striata Dék®Ntusenbank

accession number: LC575944), Schlangen (Boa constrictor sabogae; Snake Deltavirus, SnakeDV, Genbank accession number:

MH988742), Enten (Anas gracilis, Anas castanea, Anas superciliosa; Avian Deltavirus, AvianDV, Genbank accession number:
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MH824555), Feuerbauchmolch (Cynops orientalis; Newt Deltavirus, NewtDV, Genbank accession number: MN031239), asiatische
Krote (Bufo gargarizans; Toad Deltavirus, ToadDV, Genbank accession number: MK962760), Termite (Schedorhinotermes
intermedius; Termite Delvirus, TermiteDV, Genbank accession number: MK962759) und Kiemenproben verschiedener Fische
(Macroramphosus scolopax, Ophidion sp., Eptatretus burgeri, Okamejei acutispina, Proscyllium habereri, Lophius litulon,
Eleutheronema tetradactylum, Zeus fabertekmarius striatus, Halieutaea stellata, Gonorynchus abbreviatus; Fish Deltavirus,
FishDV, GenBank accession number: MN031240). Delt®éguenzen von: MmonDV, OvirDV, PmacDV und TgDV sind verfugbar
unter: https://serratus.io/accessst ¢ Genotyp HDV¢ HepatitisDeltaVirus; CHIQ chronische HDYPatientenisolate; CHD_WHO

¢ Sequenz des HERNA WHO Standard800]; CHD_HH Einzelsequenz einer klinischen Stjg]; pHDV_T; neu kloniertes

HDV Konstrukt der pSVL(D3) Seqig8z206] Analysen wurden in MEGA X durchgef{2it0].

5.2.1Klonierung und Expression eines RiEeyressionsklons
vitro

Das humane HD besitzt zwei virale Proteil&HDAg und1HDAg) welche aus einem
einzigen OLR entstehen. Wahrend des Replikationszyklusii2dh (siehe&kapitel 4,
Abbildung2) kommtes zu einer Umwandlung der antigenomisch4D\V\RNAdurch

das zellulée Protein ADARIAn der Position des Ambe&Zodons wird UAG zu UIG
deaminiert. Wahrend der weiteren HBEReplikation wird Inosin als Guanosin
interpretiert. Die daraus resultierende Synthese der genomischen RNA und der damit
einhergehenden  mMRNA Synthese fiiheur Expression des carboxyterminal
verlangerten EHDAg, welches flr den nuklearen Export und der damit verbundenen
Interaktion mit dem HBsAg@ssenziellist (siehe Kapitell.1.2. Da auch das hier
beschriebene RDeV weitere 19 Aminosauren hinter dem SGgmon (UAG) desAg
aufweist Abbildung17), wurde untersucht, ob das RDeV &ahnlich zu HDV ein grol3es

DAgexprimiert.

humane HDV: Amber/W
pHDV_T EVPNLQGV IRGNQGFP*DILFPADPPFSPQS—-CRPO* pHDV_T
CHD_WHO .. .SM. .. . LVLLH LR —....* CHD_WHO
CHD_HH LML B —....* CHD_HH
Gt2 . .OMA. . ....*VSPS.PQORLPLLE-.T. .* Gt2
Gt3 S.. .. .Q. . *YGFT.PP.GYYWVPG.TQ.* Gt 3
Gt4 .SMHDI-- E..*VSPQ.PP.RLPLLE-.T..* Gt4
Gt5 ..OML. . QY . *VNPG.RP.RLPLLE-.T. .* Gt5
Gt6 .ITMLH., ——————————————————— ... .. ..V..T.QY.*GNTP.RP.RLPLLE-.T. .* Gt6
Gt7 N T P bt ..V....Q. .*EPSPTPP.RLPLLE-.T..* Gt7
Gt8 . RML .....D.Q..*GQORP.PP.RLPLLE-.T..* Gt8
RDeV B R e . . .EGEY . *GN .ERKGE . PPTSR-KI .E* RDeV
PmacDV ... .. .G... . e L. . . .EGEY . *GN .ERK PPTPR-KI .E* PmacDV
DrDV-A M ..P..DRH. . %
DrDV-B Y .SK..EGY..*
OvirDV. L e L K.D.---..T..D.Q..% humane HDV: Farnesylierungsmotiv
MmonDV S e ————————— Y..R —==.....K.E..*
TgDV DS, e L T.R.D.---.ST..EGM. .*
LsDV DS e L T.R.D.--=_.ST..EGM. .*
SnakeDV L ST, L e L. H...T.---..V..DKM. .X
AvianDV NASST. .L-=—————=———————————c WOK*
ToadDV ---.RED.ERLL---SLEDTTRRGRLDSESS. . T. .AP .KS—--%
NewtDV SD . GTREEEM==============———ux MV.V-QM.A.PPV.S...FESKDGY-============= NNG. *
TermiteDV =~ —————— e S..D.WEMN*
FishDV --. .LSPD.TGPYLLRWECKTRAER---EGRL. .L.DM. . *

Abbildung 17: Aminoséurealignment des Carboxierminus des Deltaantigens humaner HEBf

(HDAg) und HDMhnlicher Viren(DAQ).Es wurde ein Proteinsequenzalignment (MAFFT) mit Geneious Prime (Version
2021.1.1) durchgefiihrt. Die Sterne geben das jeweilige Stopipn an (humane HB&t: SHDAg und HDAg). HD\hnliche
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Viren aus: WeiRwedelhirsch (Odocoileus virginianus ieltg OvirDV), Waldmurmeltier (Marmota Monax Deltavirus, MmonDV),
Vampirfledermaus (Desmodus rotundus Deltavirus, BXP8enbank accession number: MT649207; EBD@enbank accession
number: MT649206), Stachelratte (Proechimys semispinosus, RodentrDg)tRDeV; Genbank accession number: MK598004),
kleine Hundskopfledermaus (Peropteryx macrotis Deltavirus, PmacDV), Zebrafink (Taeniopygia guttata Deltavirus, TgDV),
Bronzeméannchen (Lonchura striata Deltavirus, LsDV, Genbank accession number: LCBREO%En $Boa constrictor sabogae;

Snake Deltavirus, SnakeDV, Genbank accession number: MH988742), Enten (Anas gracilis, Anas castanea, Anas superciliosa; Avian
Deltavirus, AvianDV, Genbank accession number: MH824555), Feuerbauchmolch (Cynops orgevitéhisitaVirus, NewtDV,
Genbank accession number: MN031239), asiatiséttéte (Bufo gargarizans; Toad Deltavirus, ToadDV, Genbank accession
number: MK962760), Termite (Schedorhinotermes intermedius; Termite Deltavirus, TermiteDV, Genbank accession number:
MK962759) und Kiemenproben verschiedener Fische (Macroramphosus scolopax, Ophidion sp., Eptatretus burgeri, Okamejei
acutispina, Proscyllium habereri, Lophius litulon, Eleutheronema tetradactylum, Zeus faber, Antennarius striatus, Halieutaea
stellata, Goorynchus abbreviatus; Fish Deltavirus, FishDV, GenBank accession number: MN031240). {Seltpsnren von:
MmonDV, OvirDV, PmacDV und TgDV sind verfiigbar unter: https://serratus.io/access. Die Sequenzen der humanen HDV
Genotypen kénnen unter folgendeafdmer auf NCBI gefunden werden: Gt260193, Gt & AB037947, Gt 4 AF018077, Gt 5

¢ LT594482, Gt §JX888102, GtJLT604972 und Gt8AJI584849Gt ¢ Genotyp HDV HepatitisDelta-Virus; CHIQ chronische
HDVPatientenisolate; CHD_WHCBequenz des HERNA WHO Standar{200], CHD_Hld Einzelsequenz einer klinischen Studie

[201]; pHDV_T, neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Se{fb@&n206]

Hierzu wurde zunéchst das RDeV Genom (Isolat 0183; Genbank accession number:
MK598004) als 2.0mer cDNA in einen Expressionsvektor kloAiepildung18; A),
HuH?#Zellen transient transfiziert und die Expression des RDeAg mittels
Immunfluoreszenz analysiert Apbildung 18; B). Dabei wurden spezifische
Peptidantiseren verwendet, welche in immunisierten Kaninchen generiert wurden und
spezifisch gegen Epitope des putativeR[3eAg oder des putativd-RDeAg gerichtet

sind. Nach konstitutiver Uberexpression des kloniertéRDeAg und-8DeAg konnte

die  Expression der RDeAg mittels dieser Peptidantiseren  durch
Immunfluoreszenzfarbung spezifisch nachgewiesen werddabi{dungl18; B grin).

Die Immunfluoreszenzfarbung duradmti-HDAg IgGs eines HBV/HRNfizierten
Patientenserumszeigte zudem eine Kreuzreaktivitdt von Antikdrpern gegen das
humane HDAgzu RDeAdAbbildung18; B rot) wie bereits zuvor inPAbbildung13
gezeigt. Nach Transfektion des 2.0nRRDeVEXxpressionskonstrugtkonnte das S
RDeAg durch die Peptidantiseren und das kreuzreaktive Humanserum detektiert
werden, wahrend eine Expression deRDeAg aus defRDeVEXxpressionskonstrut

durch spezifisches anttRDeAg Peptidantiserum nicht bestéatigt werden konnte
(Abbildung 18; B gruin). Diese Ergaisse wurden durch Western Blot Analysen
bestatigt. Hierzu wurden HuHZellen mit 2.0meifExpressionskonstrukten flr das
humane HDV und das RDeV transfiziert und das Gesamtprotein mittizol

extrahiert. SHDAg sowie -BRDeAg konnten bereits zwei Tagach Transfektion
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detektiert werden,wobei die Expression desFDeAg bis Tag 10rmahm (Abbildung

18; C). Die Expression des humanehi[3Ag stieg ebewswie die Expression des
SRDeAg bis Tag 6 an, nahm jedoch mit Nachweis déBAg wieder leicht ab
(Abbildungl18; C). Wahrend HDAg ab Tag Bach Trasfektion konstantexprimiert
wurde, konnte kein{RDeAg mittels Western Blot detektiert werdexbpildungl§; C).

Um dies auch auf HBRNAGenomEbene zwbestétigen, wurde die totale RNA der
transfizierten Zellen sechs Tage nach Transfektion isokergufeine cDNASynthese
folgte, welche algViatrize fur eine PCRles Deltaantigers diente. Die PCRrodukte
wurden gereinigt und sequenziert (LGC, Bersutschland). Wahrend nach der
Sequenzierung fur das HBB&nom sowohl Sequenzen mit einem Adenin als auch
Sequenzen mit einem Guanin an der Position 587 im HDAg gefunden wurden, konnten
fur die RDeMRNA ausschlie3lich Sequenzen mit einem Adenin an PoS@BOnm
RDeAg nachgewiesen werden, woraus stets ein S@qmbon resultiert Abbildungls;

D).
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Abbildung 18. Analyse derRNAGenomEditierung von HDV und RDe&¥enomen.A) Schema des

Expressionskonstrukts RDeV_2.0mer. Die cDNA des RDeV wurde in genomischer Orientierung als 2.0mer hinter einen CMV
Promoter in pcDNA3.1(+) kloniert. Dabei liegt die Sequenz der Antigene de&RRBAY, blau) in antisense Richtung Var. den
RDeAg liegen jeweils die beiden Ribozyme (rot): das antigenomische RibggymdRas genomische Ribozyng)(RVeitere
Bereiche des Vektors, die fiir die eukaryotische oder prokaryotische GenexpwessiBedeutung sind, sind mit Zahlen
nummeriert: 1¢ CMV(Promoter; 2¢ T7-Promoter; 3¢ bGHPolyA Signal; 4 SV46Promoter; 5¢ Neomycin/Kanamycin
Restistenzgen (NeoR/KanR}; $V40PolyA Signal; @ AmpicillinResistenzgen (ampR)g&mpRPromoter.B) Immunfluoreszenz
des kleinen Deltaantigens-f®DeAg) und des hypothetischen grof3en DeltaantigeRDEAQ) des Nager DeltaviruRDeV. Die
Farbung des Deltaantigens erfolgte zum einen mit-AlAg IgGs eines HBV/HRANfizierten Patienten und zum andenevittels
spezifischer Antiseren gegefRBeAg und-RDeAg. Alexd88 und-594-markierte antthuman und antrabbit IgGs wurden als
Sekundarantikorper verwendet. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt. ImmunfluoregkdRBeAg mit aufgereinigten 19Gs
speifischer Antiseren gegenRDeAg und-RDeAg. Scale bgr30 um.C)Nachweis der Deltaantigene von HDV und RDeV (L
HDAg/SHDAg, SRDeAg) mittels eines HDV/HB¥tiserums sowie BetAktin als Ladekontrolle 2, 4, 6, 8 und 10 Tageh
Transfektion der UbegihgenExpressionskonstrukteD) SangefSequenzierung 6 Tage nach Transfektion der Volllangen
Expressionskonstrukt&élDV¢ HepatitisD-Virus; RDe\ Deltavirus der Stachelratte;FDAgC¢ Kleines (Small) Deltaantigeny; L
HDAg( Groles (Large) Deltaantigen; €y ¢ Deltaantigen des RDeferandert nach Paraskevopoulou et al., 2020].
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Fazit Anhand von Western Blot, Immunfluoreszenz und Sequenzierungtéd
gezeigt werden, dassad neu entdeckte Deltavirus der Stachelraite NB S Q
semispinosusim Gegensatz zu Hs Menschemur ein Deltaantigen (RDeAg¢

in humanen Hepatomzelllinierxprimiett.

5.2.2Nachweis von RDe&spezifischen Antikdrpern in
Serumproben vorProechimys semispinosus

Um nachzuweisen, dass die RDeV positiven Stachelratten auch spezifische Antikorper
gegen das-RDeAg besitzen (vergleichbar zur HBktion des Menschen) wurde das
SRDeAg in HuHZellen konstitutiv Gberexprimiert und zellulares Gesamtprotein
mittels TRIzolextrahiert. Die Reaktivitat der Antiseren wurde mittels Western Blot
Analysen nachgewiesen, wonach alle finf verwendeten Seren der Stachelratten
reaktiv gegenuber -8DeAg warenApbildungl19). Das Serum aus einem gegen S
RDeAg immunisierten Kaninchen wurde als Positivkontrolle verweAdhilflungl9;

anti-SRDeAQ).

o

3

(a]

P. semispinosus Serum ID 3;)

kDa] € & &8 8 F &
25 — o - -t ; ’ — S-RDeAg

Abbildung 19: Spezifische Reaktivitat RDERNA positiv getesteter Proechimys semispinosus Seren

gegen das kleine Antigedes RDeV (BDeAg).SRDeAg wurde in HuHZellen {iberexprimiert und totales Protein
mittels TRIzoExtraktion isoliert. Die Seren wurden 1:1000 verdiinnt, eirgaiiea pig horseradish peroxidase (HRP) gekoppelter
Antikdrper (1:100) diente als Sekund&ikérper. Als Positivkontrolle wurde Serum auBCRAg immunisierten Kaninchen

eingesetzt (antSRDeAy [veréndert nach Paraskevopoulou et al., 2(21].

Fazit Alle untersuchten RDepbsitiven Stachelratten besitzen Antikorper i

Serum, die spezifisch gegen RDeAg gerichtet sind.
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5.2.3Replikation des RDeV in humanen Zellen

Um nun zu zeigen, dass das neu entdedkie\fahnliche Virusder Stachelratte
oProechimyst S Y A & LYRD&Vjrejaikétionskompetent ist, wurde das Auftreten der
antigenomischen RNA des RDeV mittels Northern Blot Analyse als Nachweis einer
autonomen RDeVRNA Replikation verwendet. Nach Transfektion deBeV
Expressionskonstrugt Abbildung 18; A) sollte die RDeV cDNA des Plasmids in
genomische RDeRNA umgeschrieben werden, es folije Synthese der viralen
MRNA desRDeAg und antigaomischer RDeWb ! @ 5 dzZND K 9-Ayal ai
endmarkiertenOligonukleotiden mit{-3?P] ATP kann die antigenomische RD&NA
mittels Northern Blot strangspezifisch nachgewiesen werden. Hierzu wurde die totale
RNA 4, 6, 8 und 10 Tage nach Transfektion mitléidzolisoliert, auf einem
denaturierenden Gel der Grol3e nach aufgetrennt und auf eine positivgeladene
Membran geblottet. Nackiner StunddPrahybridisierung folgte die Hybridisierung mit
radioaktivmarkierten Oligonukleotidespezifisch fur antigenomisch@bbildung20;

A) bzw. genomischeApbildung20; B) RDeMRNA. Als Spezifititsmerkmal der Sonde
wurde asatzlich zu den zellularen Ri®Aoben auchin vitro transkribierte
antigenomische RNA aufgetint. In HuH7Zellen konnte ein konstantesighal an
antigenomischer und genomischer RERMA nachgewiesen werden. Da gezeigt
wurde, dass HDV in humanen Zellen wahrend der Mitose an die Tochterzellen
weitergegeben wird86] (Abbildung6), wurde zudem ein Expansionsversuch des RDeV
und HDV als weiterer Replikationsnachweis vorgenommen. Vergleichbaterzu
Versuchsdurchfiihrung in Kapitell.2wurden HuH?7Zellen mit den entsprechenden
Konstrukten als Doppelansatz transfizidin Ansatz wurde 4 Tage nach Transfektion
fixiert, der andere wurde 1:64 gesplittet und bis Tag dfich Transfektion in
Wachstumsmedium gehalten. Eine Immunfluoreszenzfarbung des RDeAg bzw. des
HDAg diente als Marker RDeWder HDVpositiver Zellen. Ebenfalls wurden als
Kontrolle HuH7Zellen mit dem RDeVWDimerExpressionskonstrukt transfiziert,
welchesin beiden cDNAKopien des Dimers eine Sta&fbdon Mutation des RDeAg
aufweist (RDeWutante). ZehnTage nachdem die Zellen gesplittet wurden, waren
deutliche Zellcluster zu erkennen, die positiv fir HDAg bzw. Rixafen Dabei
Uberstieg die AnzatiRDeAgpositiver Zellen die der HDAwpsitiver Zellen Abbildung

20; C).

81



A Tage nach Transfektion C
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Abbildung 20: Replikation des RDeV in humanen 2ellA) Nachweis antigenomischer RDBXA 4, 6, 8 und 10

Tage nach Transfektion des RDeV Uberlangenexpressionskonstrukts inai3uHT Sy Y A-8F ARmarRiaften ¢!
Oligonukleotid in genomischer OrientieruBjJNachweis genomischer RDBWA 4, 6, 8 und 10 Tage nach Transfektion des RDeV
Uberlangen Expressionskonstrukts Hi#¢fen.C) Nachweis des RDeAg / HDAg nach klonaler Expansion des HDV / RDeV
Uberlangenkonstrukt in HukZellen nach Splitten der Zellen 184 Tag 4 nach Transfekti¢h:0)[91]. agRNA; antigenomische

RNA; gRNA genomische RNA; RDeVHDVahnliches Virus der Stachelrattét ¢ Genotyp SHDAg ¢ kleines Deltaantigen.

[veréandert nach Paraskevopoulou et 2020[91]].

Fazit Die neu entdeckte HD&hnliche RNASequenz aus der Stachelrat
oProechimys semispinosubesitzt die Fahigkeit eine Replikation in human

Zellen zu initiieren.

5.3 Kreuzinfekibsitat neu entdeckter
Orthohepadnaviren

5.3.1Rezeptorinteraktion einer neuen Neuweltaffen Hepatitis
B-Virus Spezies

Im Rahmen einer internationaledtudie unter der Leitung von Prof. Dr. Drexler (Leiter
der Arbeitsgruppe Virusepidemiologie am Institut fir Virologie der Charité Berlin,
Direktor: Prof. Dr. Drosten) und Prof. Dr. Glebkeifer des Nationalen
Referenzzentrums fur Hepatit® und -D-Viren, Institut fir Medizinische Virologie,
Direktor: Prof. Dr. Ziebuhrinstitut fir Medizinische Virologie, Direktor: Prof. Dr.
Ziebuh) wurde eine neue HepatitB-Virus Spezies in Serum eines weiblichen
Kapuzineraffens der Spezies Gelbb#apuziner $apajis xanthosterngsentdeckt,
welches entsprechend der Taxonomie dégpadnaviridagnach dessen Wirtstier als
Capuchin MonkeyHepatitisB-Virus (CMHBV) benannt wurde. Das gesamte

Virusgenom wurde in Berlin durch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Drexler aus Ser
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amplifiziert und anschlieBend sequenziert (CMHBV; GenBank accession number
KY703886). Dabei zeigte eine Sequenzanalyse des Gesamtgenoms, dass CMHBV zu
allen anderen Primatenhepadnaviren, einschlief3lich WMHBYV, einen Sequenzabstand
von mindestens 20,46 aufweist. Das Artabgrenzungskriterium der Gattung der
Orthohepadnaviren liegt bei einem Schwellenwert von >20 Divergenz der
Nukleotidsequenz [107]. CMHBV bildet somit eine neue Spezies der
Orthohepadnaviren und ist damit die zweite HBJezies, welche aus nieht
menschlichen Primaten (NHP) der Neuen Welt (Amerika) isoliert werden kfri@&e

129]

Innerhalb dieser Arbeit wurden die vorliegenden Oberflachenproteine (HBsAg) des
CMHBV verwendet, um die frihen Phasen der Virusbindung an seinen putativen

Rezepgor Ntcp/NTCP zu untersuchen.

5.3.1.1 Analyse der Pragoméane und Ntcp/NTCBindung des
CMHBV

Einer der ersten Schritte wahrend der HepatBi%/irusInfektion des Menschen ist die
spezifische und hochaffine Bindung der Pr@®éne innerhalb des LHBs an den
Gallenséauretransporter NTCP von Leberzellen. Dabei wird die Bindung an @en NT
Rezeptor und den damit verbundenen Eintritt in die Wirtszelle durch ftwétionelle
Abschnitte derPraSiDomane vermittelt[39]. Zum einen sind insbesondere die
aminoterminalen Aminosauren-28 fur die Rezeptorinteraktion und Infektion nétig
[166]. Dabei ist eine Nerminale Myristoylierung des Glycing &osition zwei der
PraSiDomane fir eine erfolgreiche Infektiamerlasslich164, 165] Die weiter G
terminalen Bereiche der Pra®lomane (AS 2839 und 3948) wurden als
akzessorische Domanettefiniert, die den Effekt der Virusbindung und Infektion

verstarken [166].

Nach einem Sequenzvergleich der Pr@®inénen aller bekannten Primaté#BV
(Abbildung 21) wurde deutlich, dass der Bereich der essenziellen viralen NTCP
Bindedomane (AS-85: NPLGF(F/L)P) auch bei dem hier beschriebenen CMHBV hoch
konserviert ist. Daher wurde die Hypothese aufgdist dass CMHBV ebenfalls
NTCP/Ntcp als primaren zellularen Rezeptor fur Bindung und Aufnahme verwendet
(Abbildung21).
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In einem ersten Schritt wurdeunachst getestet, ob die PréSbbomane des LHBs des
CMHBVs myristoyliert werden kann, da sich dies bei HBV als eine der Voraussetzungen
fur eine effiziente Virusindung an den NTCP herausste]lté4, 165] Alle in Abbildung

17 gezeigten Sequenzen enthalten ein Glycin an Position 2 der-Baidned. h.an

der Aminosaure, an der auch eineNWristoylierung fur das HBV des Menschen
nachgewiesen werden konnte. Nun galt es herauszufinden, ob sich bei CMHBV in der
nachfolgenden Sequenz auch ein geeigneteteriinales Myristoylierungssignal
befindet. Hierfir wurde eine Software herangezogen, welche die mdgliche N
GSNXYAYIFES a@NRadbGz2ef ASNYzy3 @2Storét NI SR JziSH S NAA
(Abbildung21; (1)).Ein Wert nahe 1 weist auf eine hohe Wahrscheinlichkeit fir N
terminale Myristoylierung hin, wahrend ein Wert beli auf das Fehlen einer-N
terminalen Myristoylierung hindeutet. Fur die Vorhersage wurden jeweils die
Aminosauren 118 verwendet. Innéhalb der humanen HBVGt variierte der
vorhergesagte Score zwischeh88 und 0,99, da die Werte fir di¢BVGtE und G
unterhalb von 0 lagen und somit gegen eine Myristoylierung sprechen, wurde eine
zweite Softwarehinzugezogen, welche eine potentielleNNristoylierung vorhersagt
(Abbildung21; (2)). Wahrend der Wert fur die frminale Myristoylierung degiB\

Gt G €0,21) auch mit der zweiten Softwamenerhalb ener Grauzone liegt, wurde fur
denHBVGLE (1,25) eine zuverlassige Myristoylierungsstelle an Position 2 vorhersagt.
Da CMHBYV mit einem Wert ved,13 ebenfalls unterhalb von 0 liegt wurdech hier

eine zweite Myristoylierungsvorhersage vorgenommemobei eine zuverlassige
Myristoylierungsstelle an Position(8:0,24) vorhersagtwvurde. Eine NMyristoylierung

der CMHBV Pralomane des LHBs an Position 2 erzieltder bei den beiden
verwendeten Vorhersageprogrammen keine tbereinstimmenden Vorhersageer Dah
kann keine eindeutige Aussage Uber eine mdgliche Myristoylierung der-B@8ane

des CMHBYV gegeben werden.
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essenzielle Domdne akzessorische Doménen S S

fiir NTCP-Bindung fiir NTCP-Bindung 1) (2)
Consensus --——---—---| MGONLSTSNPLGFFPDHQLDPAFRANSNN PDWDFNPNKDNWPEANKVCVCAFGPGFTP
GtA  MCGCWSSKPRKG. .T...VP............. e T, I..H..Q..Q............ 094 156
| GtB  MGGWSSKPRKG..T...VP............. V.K...E..... T e e ooo D..........5.... 094 156
| GtC  MECWSSKPRQG. .T...VE............. I T H.....Q. ceeo.. 097 116 2=
=| GtD - N AU R I - T..D.... S.L.... 099 263 33
E| GtE MG-LSWIVPLEW.K.H.....................TR.....H. ... .H.T................ 033 125 53
5| GtF  MGAPLSTTRRG......VP............. L.....S8...... KT..T..M.......cYy...... 099 -018 2o
€| GtG  MC-LSWTVPLEW.K.......... . [ S K..P....... L..¥...... 088 021 Zw
GtH MGAPLSTARRG......VP............. L.....SS...... T M.... .G ...... 09 03 <2
» | ChHBV ——————mm - B.... DB KT KoY., co..... 099 281 ZQ
@ | GOHBY ———-———--m— L E..... L K..E.........L.. 099 281 &~
ET | OuHBV -——-—-—---- eV E.....L....T.S.......H..T....T.... ....... 09 133 F4
£% | GIHBY ——————-———- HUVT. ... .. E..... L...... R T............. 098 010 =g
g.g WMHBV - —————————~ L.Q..F. ..S.....L.K..AGSA...K.....P..Q.HDTA.......Lv. 021 015 &
S 8| CMHBV ———————---- L.Q..I. ..S.....L.K...PAA...Q..H..P..S.HE.P.......IV. -0,13 0,24

Abbildung21: Sequenzvergleich destdrminalen Bereichs der Pradlomanen des HBsAg humaner

sowie nichthumanerPrimaten HBVSGriin hinterlegte Aminosauren deuten auf (mégliche) Myristoylierungsstellen hin.

Grau hinterlegte Aminoséauren heben mit NTCP/Ntcp interagierende Doméanen der humanré héBXor: Essenzielle Doméne
(AS9-15) und Akzessorische Doméne 1 8S39) und 2 (AS89- 48).Rechts Vorhersage Score flrtirminale Myristoylierung.

Je hoher ein Wert iber 0 liegt, desto héher istiasfidenzniveau figine Myristoylierung Score [S] 8,0 keine Myristoylieing,

> 0,0 MyristoylierungFir die Vorhersage der-Myristoylierung wurden jeweils die ersten A8ninosauren verwende(l):
https://web.expasy.org/myristoylator/myristoylatedoc.html. (2): https://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.ht@t.q
Gendyp; ChHB\g ChimpanzeeHepatitisB-Virus (Genbank accession number: AB0324330HB\, Gorilla HepatitisB-Virus
(Genbank accession number: AJ131567); OuHB¥ngUtan HepatitisB-Virus(Genbank accession numberEU155824); GHBV
Gibbon HepatitisB-Virus (Genbank accession number: HQ603061); WMIigBNoolly MonkeyHepatitisB-Virus (Genbank
accession number: AY226578); CMigBapuchin Monkey HepatitBVirus (Genbank accession number: NC043528).

Da dieessenziellINTCFbindende Domane im PraS1 zwischen CMHBV und dem HBV
des Menschen hoch konserviert ist, wurde im Folgenden untersucht, ob die
Oberflachenproteine des CMHBV an NTG&s verschiedener Primaten binden
konnen. Als Arbeitshypothese wurde vermutet, dass @MHBYV nicht nur an den Ntcp
der eigenen GattungSapaju¥ binden kann, und diesen Rezeptor fur den viralen
Eintritt in die Zelle benutzt, sondern dass dies auch fiUNdgp anderer Primaten gilt,
inklusivedem NTCP des Menschen. Dies wirde bedeutgas CMHBV Uber ein
zoonotisches Potentiafiir eine mogliche Ubertragung des Virus auf den Mensghen

verflgt.

Zur Uberpriifung der Hypothese wurde zunéchst das Bindungsverhalten der isolierten
PraSiDoméane an NTCG®rthologe unterschiedlicher Spezies analysieHierzu
wurden synthetische Nerminal myristoylierte PraSPeptide (AS2-48; Myr-PraS1
Peptide) verwendet, die -@rminal mit einem Alexa633 Fluorophor konjugiert sind
und deren Bindung an NT@Rprimierende Zellen in vitro mittels
Fluoreszenzmikroskag direkt detektiert werden konnen. Vorab wurden HepG2
Zellen, die mit Expressionsvektoren verschiedener Primaten NI€P{ransient

transfiziert wurden, auf die Expression von funktionaMRCPNtcp Uberprift. Das
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NTCFHomolog des Kapuzineraffch&apajs xanthosternosvar zur Zeit dieser Studie
unbekannt und LebeGewebeproben zur Isolierung der Ntcp mRNA fir die
nachfolgende Klonierung und Charakterisierung nicht verfigbar. Da auch Tiere der
nahe verwandten SpezieSapajus apellgoositiv auf CMHBMnNtikorper getestet
wurden, wurde innerhalb dieser Studie der Ntcp dgapajus apelleharakterisiert
[129]. Die korr&te Zelloberflachenexpression und Transportfunktion der jeweiligen
NTCPNtcp konnte durch die Aufnahme des NTCP/NtEjoreszenzmarkierten
Taurocholat (NBEC) Substrates bestatigt werdehbpildung2?2).

humane Hepatomzelllinie transient transfiziert mit NTCP/Ntcp von

AItweItaffen
Hominidae Neuweltaffen ”’r
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Abbildung22: Transportfunktion unterschiedlicher primaten NTARtpin humanen Hepatomzellen.

HepG2Zellen wurden mit Expressionsplasmiden der genannten Primaten NIEERAnsfiziert. Nach 48 h wurde die NBD
Taurocholat (NBEFC)Aufnahme durch.5-mindtige Inkubation mit 5 uM des Fluorophararkierten NTCP/Ntcp Substrat (griin)
und mehrmaligem Waschen am Fluoreszenzmikroskop untersucht. Zellkerne wurden mit Hoechgat dekti€gsewohnlicher

n.c. ¢ untransfizierte Zellen.

Die Bindung der Pragloméane des LHBs von CMHBV und HBV an NTCP/Ntcp und
somit die essenziellehochaffine Bindung an den viralen Rezeptor wurde mittels
synthetischen MwPraSiPeptiden (AS 2-48) untesucht. Die in Abbildung 23
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass CMHBYV undNHBYraSiPeptide an den
humanen NTCP sowie an Schimpansean(troglodytey Totenkopfaffen $aimiri
sciureu$, Weil3buschelafferQallithrk jacchusynd Haubenkapuzine{Sapajus apella
Ntcp binden. Im Gegensatz hierzu binden weder CMHBYV noch HBRr&&§iPeptide

an den Altweltaffen Ntcp des JavaneraffeMacaca fascicularis)und den

Neuweltaffen Ntcp dekisztaffen $aguinus oedipugibbildung23).
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Abbildung23: Bindung von CMHBY und HBV M3raS1Peptiden an NTCHtcp. HepG2zellen wurden mit
Expressionsplasmiden fiir verschiedene NNIt€pfransfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit h@0der jeweiligen MyPraS1
Peptide inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurde die Bindung der Peptide, wiomin@l mit einem Adxa633 Fluorophor
markiert sind, mit einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Zellkerne wurden mit Hoechst de@#vertGewohnlichern.c.q

untransfizierte Zellen.

Fazit Myr-PraS1Peptice der Oberflachenproteinevon CMHBWINnd HBVbinden

jeweils an ihre eigenen spezispezifischen NTCP, kénnen aber auch an den N
der jeweils anderen Spezies binden. Digr-PraS1Peptidebeider Viren binden
zudem selektivan die gleichen NTCPNtcp unterschiedlicherPrimaten. Eine
spezifische Mr-PraStPeptidbindung des CMHBYV sowie des HBV an den Ntcy
Altwelt-Javaneraffensind den Ntcp des Lisztaffen der neuen Waihnte nicht

detektiert werden

5.3.1.2 Untersuchung des Infektionsverhaltens von CMHBV und HBV
mit Hilfe vonpseudotypisiertem HDV

Da in den oben dargestellten Versuchen gezeigt werden konnte, dass die- PraS1
Doméane des CMHBVs an den humanen NTCP sowie an weitgreerschiedener

Affen binden kann, sollte im Folgendedas Infektionspotential des CMHBVs
insbesmdere die Interaktion der Oberflachen mitNTCP untersucht werden. Hierzu
wurden aus Grinden der biologischen Sicherheit pseudotypisierte HDV (psHDV) als
etabliertes Surrogatmodell fur die IrkBon von Hepadnaviren gewalHR11]. Zudem

hangt eine erfolgreichdnfektion neben der Virudkezeptosinteraktion auchvon

intrazellularen Prozesse, wie Freisetzung der viralen Nukleinsédure, Kerneintritt und
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cccDNABildungab. Dese Unsicherheiten kdnnen mit einem Ersatzmodell umgangen
werden [212]. Vorab wurde analysiert, ob die Oberflachenproteine von CMHBV
(vergleichbar zu HBV) in der Lage sind, ##@ktikel zu umhillen. Dazu wurde zunachst
der bekannte Sequenzbereich des SHBs untersucht, smm€terminalem Ende eine
Tryptophanreiche Doméne (AS6-201 WMM(I/W)YW) fir die Umhullung des HDV
mit HBsAg des humanem HBV entscheidend Agibildung 24; A) [79]. Dabei
interagiert diesem ER mit dem Terminus des -HHDAgdes HDV, wodurch es zur
Sekretion umhullter HDYPartikel kommt. Ebenso wie al#B\ Gt scheint auch HBsAg

des CMHBV eine Tryptophagsiche Domane im SHBs zu besitzen. Mit einem
Phenylalanin an Position 200¥200F)ahnelt sie der des WMHBV und besitzt
gleichzeitig die Aminosaure Isoleucin an Position 198, welche auch innerhalb der
Tryptophanreichen Domane des GiHBV und der humaH&VGtF und H vorkommt
(Abbildung24; A). Um die Verpackung nuim vitro zu untersuchen, wurden HuH7
Zellen mit Expressionsplasmiden fur die Oberflachenproteine des CMHBV oder HBV
zusammen mit Expressionsplasmiden fir das deltavirale Genom kotransfiziert. Fr die
Vergleichbarkeit der Transfektionseffizienz wurde zudem einnitb&otransfiziert,
welches fur eine alkalische Phosphatasgedreted AlkalindPhosphatase SEAP)
kodiert. Die sekretierten umhiillten HBRAartikel wurden im Uberstand gesammelt
und die HD\Genomaquivalent@ro Milliliter (GE/ml)mittels einer gRTPCRbestimmt.

Die Werte wurden anschlieRend auf die SES&Rretion normalisiert. ES wurden
sowohl pseudotypisierte HDWartikel mit HB\(Oberflachenproteien sowie mit
CVHB\Oberflachenproteien im Uberstand der transfizierten HutZgllen
gemessen, was auf eine einte Umhillung und Sekretion der Viruspartikel
hindeutet. Dabei wurden etwa 2x10 HDVGenomagquivalente mit HBV
Oberflachenprotein pro ml gemesse, dies ist entspricht etwa 2s&al der
Konzentratioran CMHBYV pseudotypisierter HiPdrtikel (7x10GE/ml) Abbildung24;

B).
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Abbildung24: Vergleich der fur die Sekretion von HDV essenziellen-HiaraktionssDoméne im SHBs

unterschiedlicher Hepadnaviremnd Sekretion pseudotypisierter HDVSA) Sequenzvergleich des SHBs
(Aminoséauren195-204) humaner HBGt sowie nichhumaner Primaten HBVs. Grau hinterlegt ist die Tryptogkahe Doméane,
welche fiir die Interaktion mit demHiDAg des HDV und der damit verbundenen Verpackung und Sekretion infektiostarbkzV
essenziell istB) Pseudotypisierte HD¥Yartikel mit Oberflachenproteinen von CMHBV und-BB®3. HuHZellen wurden mit
Expressionsplasmiden fir das deltavirale Genom sowie mit Expressionsplasmiden fir HB\HBROI@MI&chenproteian
kotransfiziert. Als Transfektionskoalle wurde zudem das Plasmid pSEAP (1:10) kotransfiziert, das zur konstitutiven Sekretion
einer enzymatisch aktiven Phosphatase fiihrt. Die in den Uberstand sekretierteRart®&! wurden ab Tag 3 bis Tag 11
gesammelt, die RNA extrahiert und die Genonidjante pro ml Zellkulturtiberstand mittels gRTR ermittelt. Die Werte wurden
anschlieRend auf die SESBkretion normalisiertGt ¢ Genotyp; ChHBV, ChimpanzeeHepatitisB-Virus (Genbank accession
number: AB032433 GoHBY\, GorillaHepatitisB-Virus(Genbank accession number: AJ131567); OutiBvangUtan Hepatitis
B-Virus (Genbank accession nhumberEU155824); GielBibbonHepatitisB-Virus (Genbank accession number: HQ603061);
WMHBV¢ Woolly MonkeyHepatitisB-Virus(Genbank accession number: AY2265Z8JHB\, Capuchin Monkey Hepatit
Virus (Genbank accession number: NC043528).

Fazit Es konnten pseudotypisierte HBPartikel mit Oberflachenproteinedes

HBVund CMHBYV im Uberstandon transfizierten HuHZellenin vergleichbaren

Konzentrationergemessen weren.

Um nun zu untersuchen, ob die sekretierten HPaftikel mit CMHBV untiBV
Oberflachenproteien in der Lage sind, mittels Bindung an den NTCP/Ntcp, 4ellen
vitro zu infizigen, wurden transient mit den jeweiligen NTCRZp transfizierte
HepG2Zellen mit je 1x1®HDVGenomen der jeweiligen psHDV infiziert. Als Marker
einer erfolgreichen psHDMfektion wurde 11 Tage nach Inkubation mit den psHDVs
das (im Fall einer Infektion) neusynthetisierte Deltaantigen in den Zellen mittels
Immunfluoreszenzfarbung detektiettim die Spezifitat der psHBENfektion Uber die

jeweiligen transfizierten NTCRtcpzu zeigen, wurden in einem Kontrollansatz vor und
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wéahrend der Inkubation der psHDVs, M3raS1Peptide hinzugegeben. Diese Peptide
haben nachweislich einen stark interferegden Effekt auf eine HBV/psHifektion,
indem sie die PraSTCP/Ntcgnteraktion des Virus effizient blockierg¢b66]. Die in
Abbildung25dargestellten Ergebnisse zeigen, dass psRBNkel pseudotypisiert mit
CMHBWOberflachenproteinen (psHDV/CMHBYV) spezifisch tber den humanen NTCP
sowie Uber dieNtcp des SchimpansenPén troglodytey Totenkopfaffen $aimiri
sciureu$ und desHaubenkapuzine(Sapajus apellainfizieren kann. Im Gegensatz
hierzu konnten psHDV/CMHB¥®¥doch nicht dieNtcp des AltweltaffenJavaneraffe
(Macacafasciculariy und die NeuweltaffenNtcp des Weil3biischelaffen Gallithrix
jacchu$ und deslLisztaffen(Saguinus oedipii$tr eine spezifische Infektion benutzen
(Abbildung25). Die gleichen Ergebnisse zeigten sich bei InfektionetdDitPartikel
pseudotypisiert mitHB\VOberflachenproteien (psHDV/HBV)Dass es sich bei den
gezeigten Infektionsereignissen in deruim spezifischiber NTCP/Ntcprermittelte
Infektionen handelt, konnte durch die Verwendung der jeweiligen-MSiPeptide
sichergestellt werden. In diesen Fallen konnte die pshiiPdktion durch (Prd

Inkubation der Peptide vollstandig inhibiert werdéhbbildung25).

90



humane Hepatomzelllinie transient transfiziert mit NTCP/Ntcp von

Altweltaffen

pe
]

Neuweltaffen

3

Hominidae

Homo Pan Macaca Saimiri Callithrix Saguinus Sapajus n.c
sapiens troglodytes fascicularis sciureus Jjacchus oedipus apella
I
=
o
2|z
213
% | 5z
o | g2
g0
5
=
+
>
>
o |:=
I &
7] &
Q|52
Lo
EI
é 50 ym
+ R
Mensch Schimpanse Javaneraffe Totenkopfaffe WeilRk- Lisztaffe Hauben-
(gew.) biischelaffe kapuziner

Abbildung25: Speziespezifische Infektion vorRiID\Partikeln pseudotypisiert mit CMHBdder HBY

Oberflachenproteinen in Abhangigkeit von der Anwesenheit spe&pszifischer NTCRtcp. HepG2

Zellen wurden in 48Vellplatten mit verschiedenen NTCP/Ntcp Expressionsplasmiden transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion
wurden die Zellen mit 1xt@Genoméaquivalenten psHRW:svbzw. psHDMvfur ca. 20 Stunden inkubiert. Als Kontrolle, dass die
Infektion tber den jeweiligen NTCP/Ntcp vermittelt wird, wurden parallel Anséatze mit den entsprechenden inhibitorischen Myr
PraS1Peptiden fiir eine Stunde prainkubiert. Nach 11 Tagen wurden die f3e#etnpermeabilisiert und das Deltaantigen (HDAgQ)

als Marker einer Infektion mittels aAtiDAg IgGs eines humanen Patientenserums und eines Alexa568 markierteumaani
IgGAntikdrpers detektiert (rot). Die Zellkerne wurden parallel mit DAPI (bl&&nbgeGew.¢ Gewdhnlicher Totenkopfaffe;c.q
uninfizierte Zellen; psHDMseudotypisierte HDWRartikel.

Fazit Dietiber humaneNTCRermittelte Infektiondes psHDV/CMHBYibt einen
Hinweis darauf, dass CMHBV ein zoonotisches Potenzial besitzt und hd
Hepatozyten infizieren konnte. Infektionsersuche mit psHDM und
psHDVwme\-Partikeh zeigten,dass CMHBVergleichbar ziHBV verschiedensts

NTCPNtcpflur eine Speziedibergreifendelnfektionin vitro verwenden kann.
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5.3.2Rezeptorinteraktion neuartiger HepatitisViren aus
Spitzmausen

Im Rahmen einer internationalen Studie unter der Leitung von Prof. Dr. Dregieer(

der Arbeitsgruppe Virusepidemiologie am Institut fir Virologie der Charité Berlin,
Direktor: Prof. Dr. Drosten) und Prof. Dr. Glebkeiter des Nationalen
Referenzzentrums fur Hepatit& und -D-Viren, Institut fir Medizinische Virologie,
Direktor. Prof. Dr. Ziebubr wurden neuartige HepatitiB-Viren in Leberproben
verschiedener Spitzmause der Gattung8orexund Crociduraentdeckt, welche
entsprechend der Taxonomie delepadnaviridagach deren Wirtstieren alsr@vned
ShrewHepatitisB-Virus (CSBV) undVlusk ShreviHepatitisB-Virus der Elfenbeinkuste

I OK T NI yI YMSHBH ) venar#tlwdrdeh. DBbei konnten insgesamt 10
Gesamtvirusgenome an der Charité in Berlin durch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr.
Drexler amplifiziert und anschlieReiséquenziert werden, wobei fur das CSHBV zwei
Genotypen (Gt A und Gt B) identifiziert wurden (GenBank accession numbers:
MK345460MK345467, MK345470, MK345474, und MK345475). Eine Sequenzanalyse
der Gesamtgenome zeigte dabei, dass die neuen HepBiNisen der Spitzmause
einen Sequenzabstand zu anderen Orthohepadnaviren, einschlie3lich CMHBV von
mindestens 3%6 aufwiesen.Wie bereits im Abschnitt zuvor beschrieben, liegt das
Artabgrenzungskriterium der Gattung der Orthohepadnavirenbei einem
Schwellenwertvon >20 % Divergenz der Nukleotidsequenz des Genofh87].
MSHBYvund CSHBYV bilden somit zwei neue Spezies der Regauinavirer{130].

Innerhalb dieser Arbeit wurden die vorliegenden Oberflachenproteine (HBsAg) des
CSHBYV ddbtA und B sowie des MSHBV verwendet, um eine mdgliche Beteiligung des

Ntcp an der viralen Bdung und Infektion dieser Viren zu untersuchen.

5.3.2.1 Analyse der PraSlhomane und NTCP/Ntdpindung des LHBs
von HBV, CSHBV und MSHBV
Die hochaffine Bindung der Pr&Bbmane an das hNTCP von Hepatozyten ist einer
der entscheidenden Schritte bei der Infektioles HepatitisB-Virus des Menschen.
Hierbei spielen insbesondere dietdrminale Myristoylierung an Position 2 sowie die
essenzielle (AS-15) und die akzessorischen DomaneA$:28-39) und Il AS:39-48)

der PraSIDomaéne eine entscheidende Rolle. Werdits inKapitel5.3.1.1ausgefuhrt,

92



sind diese Domanen innerhalb der humart¢éB\(Gt stark konserviert. Verglichen mit
den humanenHBVGt, sind die RaStDoméanen von MSHBW und CSHBV stark
heterogen was mit dem Fehlen einer konservierten essenziellend der
akzessorischen Doméane(ejnhergeht (Abbildung 26). Die beiden Gt des CSHBV
unterscheiden sich innerhalb der Aminosaurerd& nur in einer Aminosaure
(Abbildung26; Pfeil),weisenaber eine starke Heterogenitat gegentuber MSHBY
(Abbildung26).

essenzielle Domidne akzessorische Doménen

fiir NTCP-Bindung fiir NTCP-Bindung s
Consensus ~ —----—-—---- MGQNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFRANSNNPD---~--~ WDFN--PNKDHWPE------~---~ NKVCV P
GtA MGGWSSKPRKG. .T..... B« L e () e e Q... . 0,94 Z<
GtB MEGWSSKPRKG. .T. .. ...coovuunnnnnn V.K...E...-=-—=-- ..L.--.H..N..D--—==-—-——- B . 5094 F9
GtC MGGWSSKPROG. .T. .. ...vvivinrnannseaBuinissmm==== T ——— .Q. . 097 33
GtD e J- .- -TSEEREEE.. .. ... . . TR Ca T e seses L0%9 Za
GtE MG-LSWIVPLEW.K.H.TS............. . TR. . === LHo--L L T.—————————- B -033 &g
GtF MGAPLSTTRRG. .. ........ S......L..... SEEEEEEEE o 0TI I Eeseses e Se....GYLL 0,99 =,
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MSHBV,,  ----------- ..SQ.A.GTSY.AAEGETFN.LADLGYLFSKINPHQPLENYGT . ARLD . === —==——=————————————— D. 0,34 %E
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Abbildung 26: Sequenzvergleich destdrminalen Bereichs der PraSlomanen des HBsAg humaner

HBVs sowie nicht humameédBV aus SpitzmauséMSHBY und CSHPB&riin hinterlegte Aminosauren deuten

auf (mdgliche) Myristoylierungssdten hin. Grau hinterlegte Aminoséuren heben mit NTCP/Ntcp interagierende Domé&nen der
humanen HB\Gt hervor: Essenzielle Doméane :(835) und Akzessorische Domane 1: 2839) und 2 (AS39-48). Rechts:
Vorhersage Score fir-tdrminale MyristoylierungJe héher ein Wert tber 0 liegt, desto hoher ist Hasfidenzniveau fleine
Myristoylierung Score [S] 9,0 keine Myristoylierung, ,0 Myristoylierung Fir die Vorhersage derMyristoylierung wurden
jeweils die ersten 18 Aminosauren verwendet (httpeet).expasy.org/myristoylator/myristoylatatoc.html). Gt ¢ Genotyp
MSHBVY/v¢ Musk Shrew HepatitiB-Virus (Genbank accession number: MK345462); C&8RWned Shrew Hepatiti&Virus Gt

A (Genbank accession number: MK345465) und Gt B (Genbank acaassiber: MK345467). Pfeile: Unterschiede in
Aminosauresequenz zwischen CSIBBX und CSHB®! B.

Da sich die NTGRteragierenden Bereiche innerhalb der Pra3dméne der CSHBV
und MSHBUYv stark von denen der humanehB\VGt unterscheiden,wurde die
Hypothese aufgestellt, dass NTCthologe eine Infektion der Spitzmat#8Vs nicht
vermitteln und SpitzmaugiBVs daher Uber kein zoonotisches Potential verfigeis.
diesem Grundwurde experimentell untersucht, ob die Oberflachenproteine der
Spitzmaus HepatitiB-Viren den humanen NTCP und/oder Ntcp der SpitzmausXSore
Ntcp) Uber alternative Motivddboméanen binden und anschliel3end ihre Zielzellen
infizieren kdbnntenDurch Verwendung einer Vorhersagesoftware, welcHemhinale
Myristoylierungin silicopostuliert, wurde angenommen, dass diaSiDomane des
MSHBYvund des CSHBYV ebenso wie HB¥rwinal myristoyliert ist Abbildung26).
Dabei lagen beide berenkten Werte oberhalb von 0 (CSHBV A und B: 0,97; MSHBV
0,34) was auf eine f&rminale Myristoylierung hindeutetAbbildung26). Fir die
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folgendenUntersuchungen wurden daher synthetische myristoylierte Peptide ZAS
48) verwendetNach Uberexpression der NFORhologe in HuH7und HepG2Zellen
konnte de korrekte Zelloberflachenexpression und Transportfunktion der jeweiligen
NTCPNtcp durch die Athahme des NTCP/Ntdpuoreszenzmarkierten Taurocholat
(NBDTC) Substrates bestatigt werdeAbpildung 27; grin. Fur die Myr-PraS1
Peptidbindungn wurden HuH?und HepGZZellen mit Expressionsplasmiden des
jeweiligen hNTCP/Sorex Ntcp transfiziert und nach zwei Tagen ein
Peptidbindungsassay durchgefuhrinteressanterweise zeigen die aufgefiuhrten
Ergebnisse, dass das humane HBV-RaS1Peptid sowohl anen humanen Rezeptor
als auch an Sorex Ntcp binden komnvahrenddessen die Spitzmaus HBV #Mg@S1
Peptide des MSHBMsgund eines Vertreters des CSHB8s A)weder an den Ntcp der
Spitzmaus (Sorex Ntcp) noch an den humanen NTCP (hNTCP) Bibbedubg27;

rot).

Abbildung 27: NBDTaurocholat (NBBIC) Transport und MyPraS1Peptidbindung von hNTCP und

Sorex Ntcpransfizierten HepGaind HuH?7Zellen. Humane Zellkulturzelllinien wurden mit Expressionsplasmiden

fur ANTCP und Sorex Ntcp transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen entweder mit 5 uM des Flomdpéden NTCP/Ntcp
Substrats (griin) oder jeweils miOA@ nM eines Alexa633 Fluorophor markierten MRyaSiPeptids (rot) inkubiert. Nach
mehrmaligem Waschen wurde die NBD Aufnahme (griin) sowie die Peptidbindung (rot) an einem Immunfluoreszenzmikroskop
untersucht. Zellkerne wurden mit Hoechst detektiertHB®:. Musk Shrew HepatitiB-Virus; CSHBMCrowned Shrew Hepatitis
B-Virus Gt A; n.d; nicht durchgefihrt; n.¢ untransfizierte Zellen.
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