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1. Zusammenfassung

Schatzungsweise jeder vierte Mensch zeigt serologische Hinweise auf Kontakt
mit dem Hepatitis-B-Virus (HBV), welches spezifisch Hepatozyten infiziert und
nur in diesen effizient replizieren kann. Rund 296 Millionen Menschen sind
chronisch mit HBV infiziert und die chronische HBV-Infektion ist eine der
haufigsten Ursachen fur leberassoziierte Todesféalle weltweit. Dem zugrunde
liegt eine langfristige, starke immunologische Aktivierung zur Eliminierung HBV-

positiver Hepatozyten.

Als Strukturproteine spielen die Oberflachenproteine des HBV (HBsAgQ) eine
zentrale Rolle in dessen Lebenszyklus, insbesondere bei der Sekretion
infektioser Virionen sowie bei der Vermittlung des Zelleintritts Uber Virus-

Rezeptor-Interaktionen.

In chronischen Tréagern werden haufig aufgrund immunologischen Drucks
Mutationen in antigenen Bereichen des HBsAg selektioniert. Innerhalb dieser
Arbeit wurde die Sequenzheterogenitat innerhalb der viralen Quasispezies an
einem Patientenserum mit zeitgleicher positiver HBV-DNA und hohem Anti-
HBs-Titer untersucht. Die Mehrheit der gewonnenen Sequenzen zeigte
Mutationen, die zusatzliche N-Glykosylierungsstellen alleine oder in
Kombination mit bekannten Immunescape-Mutationen in der grof3en
hydrophilen Region (MHR) des kleinen HBV-Oberflachenproteins beinhalteten.
Im besonderem Mal3e fiel eine zuvor unbeschriebene Sechs-Nukleotidinsertion
(6 nt) an Aminoséaure 125 auf. Experimentell konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die drei untersuchten, nicht-kanonischen N-Sequons auch N-
glykosyliert wurden und doppelt-glykosyliertes SHBs am effizientesten von
humanen Hepatomzellen sekretiert werden konnte. Detektierbarkeit subviraler
Partikel aus HBsAg der T131N/M133T- und der 6 nt-Variante durch
diagnostische HBsAg-Assay war um >90 % gesenkt und auch Reaktivitat dieser
HBsAg-Varianten mit Anti-HBs aus Seren nach HBV-Impfung bzw. -Genesung

um >90 % reduziert.

Die zentrale Rolle der viralen Oberflachenproteine (HBsAg) fur Sekretion,
Antigenitat und Infektiositat von Hepadnaviren wurden in dieser Arbeit auch bei

drei neuentdeckten Orthohepadnaviren aus Eseln und Zebras (Familie der
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Pferde, Equidae, EqQHBV) und Spitzmausen (CSHBV, MSHBYV) untersucht. Das
HBsAg der neuartigen Orthohepadnaviren zeigte keinerlei Kreuzreaktivitat mit
einem polyklonalen HBV-Impfstoff-Antiserum und nur bei zwei monoklonalen
Anti-HBs-Antikérpern (HBO1, H166) konnte eine Kreuzreaktivitat mit MSHBV,
nicht jedoch mit EqQHBV, festgestellt werden. EqHBs- und MSHBs-/CSHBs-
pseudotypisierte HDV (psHDV) konnten in menschlichen Zellen produziert
werden. Diesen psHDV war es nicht moglich, Uber das NTCP/Ntcp des
Menschen bzw. ihrer Wirtsspezies in vitro zu infizieren. Dementgegen konnten
Infektionsereignisse von psHDVegHsv-ze Nach Infektion von priméaren Pferde-
hepatozyten nachgewiesen werden. Eine Infektion von primaren humanen
Hepatozyten war durch psHDVEegusv nicht méglich. Auf Grundlage der hier
prasentierten Daten, scheint die Verwendung des NTCP/Ntcp fur den Zelleintritt
und ein zoonotisches Potential der neuartigen Orthohepadnaviren aus Equiden

und Spitzméausen demnach sehr unwahrscheinlich.

Aulerdem wurde die Konservierung der Antigenitdit des HBcAg und die
Prozessierung des sequentiell-verwandten HBeAg fuir diese drei neuentdeckten
Orthohepadnaviren untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass polyklonale
Anti-Core-Antikorper zum Teil eingeschréankte Kreuzreaktivitat mit Core-
Proteinen der neuartigen tierischen Orthohepadnaviren zeigten. Die
Prozessierung und Sekretion des HBeAg, welches fir die Etablierung
chronischer Infektionen von grofRer Bedeutung ist, wurde bioinformatisch und
experimentell untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass essentielle
Prozessierungsmerkmale des HBeAg im EqQHBYV konserviert waren und dieses
auch als sekretiertes Protein im diagnostischen Assay nachweisbar war. Die
untersuchten CSHBV- und MSHBV-Isolate hingegen scheinen kein funktionales
HBeAg zu kodieren, da wichtige Grundlagen fir eine erfolgreiche
Prozessierung des HBeAg-Vorlauferpolypeptids fehlten. Die Etablierung von
chronischen Verlaufen als wesentliches Kennzeichen von hepadnaviralen

Infektionen erscheint daher bei Spitzmausen zumindest fraglich.
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2. Abstract

One out of every four people is estimated to show serological signs of contact
with the hepatitis B virus (HBV), which can specifically infect and efficiently
replicate only in hepatocytes. About 296 million people are chronically infected
with HBV and chronic HBV infection is one of the leading global causes of liver-
associated death. This pathology is based on a long-term, strong immunological

activation in effort to eliminate HBV-positive hepatocytes.

As structural proteins, the surface proteins of HBV (HBsAQ) play a central role
in its life cycle, i.e. in the secretion of infectious viral particles as well as cell

entry mediation via virus-receptor-interactions.

During chronic infection, mutations in antigenic determinants of the HBsAg are
frequently selected for under immunological pressure. Within this thesis, the
sequence heterogeneity of the viral quasispecies of a patient serum positive for
HBV-DNA with simultaneously high anti-HBs was investigated. The majority of
extracted sequences contained mutations that introduced additional N-
glycosylation motifs either alone or in combination with known escape mutations
in the major hydrophilic region (MHR) of the surface proteins. In particular, a
previously undescribed six-nucleotide-insertion (6 nt) at amino acid 125 was
found. It could be shown within this thesis that all uncanonical N-sequons were
in fact N-glycosylated and that double-glycosylated SHBs was most efficiently
secreted by human hepatoma cells. Detectability of subviral particles containing
HBsAg of the T131N/M133T- and the 6 nt-mutant was reduced by >90 % and
reactivity of these variants with anti-HBs from human sera following vaccination

or recovery from infection was also reduced by >90 %.

The central role of viral surface proteins (HBsAg) regarding secretion,
antigenicity and infectivity of three novel orthohepadnaviruses of equids
(EgqHBV) and shrews (CSHBV, MSHBYV) were also investigated in this thesis.
HBsAg of these novel orthohepadnaviruses did not cross-react with a polyclonal
HBV-vaccine serum and only two monoclonal anti-HBs-antibodies (HBO1 and
H166) reacted with MSHBV, but none with EQHBV. EqHBs- and MSHBs-
/CSHBs-pseudotyped HDV (psHDV) could be produced in human hepatoma

cells. However, these psHDVs were unable to infect via human or host-species
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NTCP/Ntcp in vitro. Notably, psHDVEegHBv-ze could infect primary horse but not
primary human hepatocytes. Based on the data presented in this thesis, the use
of NTCP/Ntcp for cell entry and a zoonotic potential of these novel

hepadnaviruses of equids and shrews seems unlikely.

Furthermore, the antigenic conservation of HBcAg and processing of the
sequentially related HBeAg were investigated for these three novel
orthohepadnaviruses. It could be shown that polyclonal anti-core-antibodies
showed partially restricted cross-reactivitywit h t he novel orthohepac
core proteins. Processing and secretion of HBeAg, which is necessary for the
establishment of chronic infection in vivo, was examined bioinformatically and
experimentally. It could be demonstrated that essential processing features of
HBeAg were conserved in EQHBYV and secreted HBeAg could be detected in a
diagnostic assay. In contrast, the investigated isolates of CSHBV and MSHBV
do not seem to encode a functional HBeAg, since important features for
processing were lacking in the putative HBeAg-precursor polypeptide. The
establishment of chronicity as hallmark of hepadnaviral infection therefore

seems questionable in shrews.
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3. Einleitung

3.1 Das Hepatitis-B-Virus

Schon zum Ende des 19. Jahrhunderts wurde ein infektioses Agens als Ursache
fur mehrere Ausbriche der Gelbsucht (Ikterus) in Folge grol3angelegter
Kampagnen der Pockeni mpfung, die mit me n s
worden war, vermutet [1]. Den ersten serologischen Nachweis der Serum-
Hepatitis (auch Hepatitis Typ B genannt) konnte B. S. Blumberg im Jahre 1963
erbringen, als er in Blutproben mehrerer australischer Aborigines ein neues
Protein, welches er folglich als Australia antigen (AuAg; heute: HBsAQ)
bezeichnete, entdeckte [2]. Allerdings konnte erst funf Jahre nach der
Entdeckung dieses neuartigen Antigens, erneut durch Blumberg, eine
Verbindung zur Hepatitis hergestellt werden [2]. Im Jahre 1970 konnte D. S.
Dane dann unter dem Elektronenmikroskop das AuAg nicht nur in Form von
kleinen 17-25 nm spharischen oder filamentdsen Partikeln (subviralen
Partikeln), sondern auch auf groReren virusartigen 42-nm-Partikeln, mit
sichtbarem inneren Kapsid, nachweisen [3]. Im Folgejahr konnte durch J.
Almeida gezeigt werden, dass Hepatitis-B-positive Patienten auch Antikdrper
gegen dieses innere core antigen (HBCcAQ) gebildet hatten (Anti-HBc) [4]. 1973
und 1974 konnten dann schlief3lich durch W. S. Robinson auch die Polymerase
und die virale DNA als Bestandteile der HBV-Virionen nachgewiesen werden
[5]. Heutzutage ist bekannt, dass HBV nicht nur tber das Blut, sondern auch

sexuell Ubertragen werden kann [6, 7].

Aktuell zeigen geschéatzte zwei Milliarden Menschen serologische Hinweise auf
einen Kontakt mit dem Hepatitis-B-Virus und rund 296 Millionen Menschen sind
chronisch mit HBV infiziert [8, 9]. Eine chronische Hepatitis B (CHB) fuhrt bei
15-40 % der Infizierten zu der Entwicklung von hepatozellularen Karzinomen
(engl.: hepatocellular carcinoma (HCC)), denen zumeist eine Leberzirrhose
vorangeht [10, 11]. CHB fuhrte im Jahre 2013 in Folge dieser Komplikationen
zu knapp 1,5 Millionen Todesfallen und virale Hepatitis war insgesamt die

siebthaufigste Todesursache weltweit [12].
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3.1.1 Taxonomie und Epidemiologie der Orthohepadnaviren

Das Hepatitis-B-Virus ist der Prototyp der Familie der Hepadnaviren
(Hepadnaviridae). Die Hepadnaviren kennzeichnet ein starker Hepatotropismus
sowie ein durch reverse Transkription-replizierendes, partiell-doppelstrangiges,
zirkulares DNA-Genom [13]. Die Hepadnaviren lassen sich auf Grundlage ihrer
Wirte in vier Gattungen unterteilen: Meta-/Parahepadnaviren (Fische),
Herpetohepadnaviren (Frosche und Reptilien), Avihepadnaviren (Vogel) und
Orthohepadnaviren (Saugetiere) [14]. Alle diese Gattungen kodieren flr eine
Polymerase, das Core und Oberflachenproteine, wohingegen die Expression
eines X-Proteins als Alleinstellungsmerkmal der Orthohepadnaviren gilt [15].
Hepadnavirale Gattungen werden zusatzlich in Spezies unterteilt: Hierbei
stellen Vollgenomsequenzen eine eigene Art dar, wenn sie sich von allen
anderen bekannten Spezies um mehr als 20 % auf Nukleotidebene
unterscheiden. Eine Unterscheidung von Genotypen findet ab einer Divergenz
von mehr als 7,5 % statt, eine Trennung in Subgenotypen bei einer

Nukleotiddifferenz von mehr als 4 % auf Ganzgenomebene [16, 17].

Die Gattung der Orthohepadnaviren besteht bislang aus zwolf Spezies mit
strikter Wirtsspezifitat [16]. Das menschliche HBV ist global verbreitet und wird
in neun Genotypen (HBV-A bis HBV-I) und zahlreiche Subgenotypen unterteilt
[17]. HBV-Subgenotyp Al (HBV-A1) kommt vorrangig in Afrika und Subgenotyp
A2 (HBV-A2) in Europa und Nordamerika vor. HBV-B und HBV-C sind beide in
der indopazifischen Region verbreitet. HBV-D ist global verbreitet, wobei ein
Schwerpunkt in L&ndern des Mittelmeerraumes liegt. HBV-E kommt vorrangig
im westlichen und zentralen Afrika vor. Die phylogenetisch-divergentesten
HBV-Genotypen F und H sind in der neuen Welt verbreitet, wobei HBV-F in
Sudamerika und HBV-H in Mittelamerika gré3te Pravalenz zeigen [14]. Der
seltene HBV-G wurde erst im Jahre 2000 anerkannt und zeigt keine spezifische
geographische Verteilung [18]. Isolate des HBV-G zeigen auf3erdem eine
aulRergewohnlich hohe Sequenzidentitat von >99 % und wurden bislang nur in
Erwachsenen festgestellt [19, 20]. Infektionen mit HBV-I sind grof3tenteils auf
Laos, Vietnam, Indien und Teile Chinas beschrankt [14]. Das einzige Isolat des

vorgeschlagenen HBV-J stammt aus Borneo [21].



Einleitung

Neben HBV wurde bereits eine Vielzahl an anderen Orthohepadnavirus-

Spezies identifiziert, die in Tabelle 1 zusammengefasst sind.

Tabelle 1: Zusammenfassung aller bekannten Orthohepadnavirusspezies. In dieser Arbeit untersuchte

Spezies sind blau hinterlegt. Abkirzungen entsprechen der ICTV-Nomenklatur.

Ordnung des Name Genot Abkiirzun Wirtstier der Erstbe-
Wirtstiers yp 9 Erstbeschreibung schreibung
. HBV-A bis Mensch (Homo
A bis J . 1970 [3]
HBV-J sapiens)
Schim- Schimpanse (Pan
HBV-ch 1988 [22]
panse troglodytes)
Hepatitis-B- i i i _
i Gibbon | | HBV-gib I bis | Gibbon (Hylobates
Virus ) ) 1996 [23]
bis V HBV-gib V lar)
Orang- Orang-Utan (Pongo
HBV-ou 1999 [24]
Utan pygmaeus)
Primates Gorilla HBV-gor Gorilla (Gorilla gorilla) | 2000 [25]
Woolly
Monkey Brauner Wollaffe
N - WMHBV . . 1998 [26]
Hepatitis-B- (Lagotrix lagotricha)
Virus
Gelbbrust-
Cebus Monkey )
- Kapuzineraffe
Hepatitis-B- - CMHBV ) 2018 [27]
] (Sapajus
Virus
xanthosternos)
Horseshoe Bat Hufeisennasenfleder-
Hepatitis-B- - HSBHBV maus (Rhinolophus 2013 [28]
Virus alcyone)
Roundleaf Bat Rundblattnasenfleder
Hepatitis-B- - RLBHBV -maus (Hipposideros 2013 [28]
Virus cf. ruber)
, Ostliche
Long-fingered
. Bogenfledermaus
) Bat Hepatitis- - LFBHBV o 2013 [28]
Chiroptera ] (Miniopterus
B-Virus .
fuliginosus)
Tent-Making
B Gelbohr-Fledermaus
Bat Hepatitis- - TMBHBV ] 2013 [28]
) (Uroderma bilobatum)
B-Virus
Pomona-
Pomona Bat
- Rundblattnasenfleder
Hepatitis-B- - PBHBV ) . 2015 [29]
] -maus (Hipposideros
Virus
pomona)
) Woodchuck Waldmurmeltier
Rodentia - WHV 1978 [30]

Hepatitis-Virus

(Marmota monax)
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Ground Kalifornischer Ziesel
Squirrel - GSHV (Spermophilus 1980 [31]
Hepatitis-Virus beecheyi)
Arctic Ground ) ]
] Arktischer Ziesel
Squirrel - ASHV . | 1996 [32]
o (Spermophilus parryii)
Hepatitis-Virus
Domestic Cat )
N Hauskatze (Felis
Hepatitis-B- - DCHBV 2018 [33]
] catus)
) Virus
Carnivora i i —
Ringtail Nordamerikanisches
Hepatitis-B- - RtHBV Katzenfrett 2022 [34]
Virus (Bassariscus astutus)
Tai Forest Maxwell-Ducker
Artiodactyla Hepatitis-B- - TFoHBV (Philantomba 2019 [35]
Virus maxwellii)
Spitzmause
(Anourosorex
China MSHBVchN squamipes, Crocidura | 2019 [36]
Musk Shrew )
B attenuate, Crocidura
Hepatitis-B- .
. lasiura)
Virus ]
] Afrikanische
) Elfenbein ) _
Insectivora o MSHBVciv Riesenspitzmaus 2019 [37]
-kuste
(Crocidura olivieri)
Waldspitzmaus
Crowned
(Sorex araneus) &
Shrew CSHBV-A & i
» A&B Schabrackenspitz- 2019 [37]
Hepatitis-B- CSHBV-B
. maus (Sorex
Virus
coronatus)
Equid Esel (Equus asinus)
Perissodactyla | Hepatitis-B- - EqHBV & Zebra (Equus 2021 [38]
Virus quagga)

In der Ordnung Primates wurden neben den menschlichen HBV-Genotypen
aulBerdem Orthohepadnaviren in Altweltmenschenaffen identifiziert. Da die
Divergenz zwischen HBV aus Menschen und HBV aus Menschenaffen
zwischen 10-15 % betragt, werden letztere nicht als eigene phylogenetische
Spezies, sondern lediglich als weitere Genotypen des HBV gezéhlt [14]. Diese
nicht-menschlichen HBV-Genotypen wurden bislang in Schimpansen, Gorillas,
Gibbons und Orang-Utans identifiziert. Obwohl eine Ubertragung von
menschlichem HBV auf diese Menschenaffen mdglich ist [39-41], konnte
bislang keine solche artiibergreifende natiirliche Ubertragung vom Tier auf den

Menschen nachgewiesen werden [42]. AuRerdem konnten Hepadnaviren in
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zwei Affenspezies der Neuwelt gefunden werden: Das WMHBYV (engl.: woolly
monkey hepatitis B virus) des Wollaffen, sowie das CMHBV (engl.: cebus
monkey hepatitis B virus) des Kapuzineraffen. Das WMHBYV wurde erstmals
1998 in Wollaffen eines Zoos nachgewiesen und zeigte eine Nukleotiddifferenz
von rund 22 % zu HBV [26]. Zwanzig Jahre spater wurde dann das zweite
Neuweltaffenvirus CMHBV entdeckt, welches eine Divergenz von 20,4 % zu
HBV aufwies [27].

Auch in der Ordnung Chiroptera (Fledertiere) wurden bereits mehrere
hepadnavirale Spezies identifiziert. Hierzu zahlen HSBHBYV (engl.: horseshoe
bat hepatitis B virus), RLBHBYV (engl.: roundleaf bat hepatitis B virus), PBHBV
(engl.: pomona bat hepatitis B virus) und das LFBHBV (engl.: long-fingered bat
hepatitis B virus), die alle aus Fledermausspezies der Alten Welt isoliert wurden.
TMBHBYV (engl.: tent-making bat hepatitis B virus) stellt bislang das einzige
Hepadnavirus aus einer Neuweltfledermausspezies dar [28, 29].

Zudem wurden Orthohepadnaviren in Neuweltnagetieren der Ordnung
Rodentia (engl.: woodchuck hepatitis virus (WHYV), ground squirrel hepatitis
virus (GSHV) und arctic ground squirrel hepatitis virus (ASHV)) [30-32], sowie
in Hauskatzen (engl.: domestic cat hepatitis B virus (DCHBV); Ordnung
Carnivora) [33], dem nordamerikanischen Katzenfrett (engl.: ringtail hepatitis B
virus (RtHBV), Ordnung Carnivora) [34], einem Ducker (engl.: Tai forest
hepatitis B virus (TFoHBYV); Ordnung Artiodactyla) [35] und Spitzmausen (engl.:
musk shrew hepatitis B virus (MSHBVcun); Ordnung Insectivora) [36]

nachgewiesen.

3.1.2 Genomstruktur und Proteine des Hepatitis-B-Virus

Da sich die Genome aller bisher entdeckten Hepadnaviren nur sehr gering in
ihrem Aufbau unterscheiden, werden auch alle kodierten Proteine analog zum
HBV angenommen. Eine Zusammenfassung der Lange aller (vorhergesagten)
orthohepadnaviralen Proteine ist im Anhang dargestellt (Abbildung S3).
Aufgrund dieser hohen Similaritat wird im Folgenden die Genomstruktur des

HBV repréasentativ fur alle Orthohepadnaviren dargestellt.
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Das HBV-Genom liegt als eine entwundene, zirkulare, aber nicht kovalent
geschlossene, rund 3,2 kb-grof3e DNA (engl.: relaxed circular DNA (rcDNA)) im
Viruspartikel vor [13]. Diese rcDNA ist kovalent mit der viruseigenen
Polymerase verknlpft und besteht aus einem vollstandigen Minusstrang sowie
einem unvollstandigen Plusstrang mit variabler Lange. Nach Infektion einer
Leberzelle wird die rcDNA lber mehrere Schritte (siehe Abschnitt 3.1.4) zu
kovalent-geschlossener zirkularer DNA (engl.: covalently-closed circular DNA
(cccDNA)) modifiziert, von der die Expression aller viralen Proteine Uber
mehrere regulatorische Elemente gesteuert wird [13]. Eine Ubersicht des HBV-

Genoms (cccDNA) ist in Abbildung 1 dargestellt.

Abbildung 1: Genomaufbau des HBV. Neben den ORF fir die Polymerase (dunkelgriin) und das X-Protein
(lila), sind der S-ORF (PraS1 (gelb), PraS2 (orange), S (rot)) und der Core-ORF (PraC (dunkelgrau), Core
(schwarz)) dargestellt. Regulatorische Elemente sind farbig dargestellt: Promotor (hellgriin), Enhancer
(Schwarz), direkte Repeats (Grau), das negative regulatorische Element (NRE; braun) und das

gemeinsame PolyA-Signal aller mRNAs (blau).

Neben den vier Promotoren (PraS, S, X, C), denen die Transkription der sieben
viralen Proteine unterliegt, finden sich im HBV-Genom zwei Enhancer (Enhl und
Enhll): Wé&hrend Enhl die transkriptionelle Aktivitdt der C- und X-Promotoren
stimuliert, verstarkt Enhll die Transkription Gber den X-Promotor sowie beide
HBs-Promotoren [43, 44]. Das negative regulatorische Element (NRE)
hingegen unterdriickt teilweise die C-Promotoraktivitat [43]. Zusatzlich enthalt
das HBV-Genom zwei direkte Repeats (engl.: direct repeat (DR1/DR2)). DR1
10
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fungiert als Reiinitiationsstelle der Minusstrangsynthese wahrend der
Replikation (siehe Abschnitt 3.1.4), wohingegen DR2 der Plusstrangsynthese
dient [45].

3.1.2.1 Die Oberflachenproteine (HBS)

HBV kodiert fur drei Oberflachenproteine (HBs), die C-terminal redundant sind.
Das kleine Oberflachenprotein (engl.: small hepatitis B virus surface protein
(SHBs)) besteht aus 226 AS, wird von einer 2,1 kb-mRNA kodiert und ist in allen
drei Oberflachenproteinen enthalten [46]. Da bisher keine Kristallstruktur des
SHBs gelost werden konnte, wurde ein topologisches Modell mit vier
Transmembrandoménen (TMD I-1V) vorgeschlagen [47], welches in Abbildung

2 dargestellt ist.

226

ER/
PartikelauRenseite

Partikelinnenseite/
Zytosol

Abbildung 2: Topologiemodell der S-Doméne. Der N-Terminus der S-Doméne liegt auf der
PartikelauRenseite (entspricht ER-Lumen). Der ersten Transmembrandoméne (TMD |; AS 8-28) folgt eine
zytosolische Schleife (Partikelinnenseite). Hinter der TMD Il (AS 78-98) liegt die groRe hypdrophile Region
(engl.: major hydrophilic region (MHR); AS 99-169), die teilweise mit der TMD 1l Giberlappt (AS 160-184),
dessen N-terminaler Teil (ungleich der anderen TMD) hin zu der PartikelauBenseite verschoben ist. Eine
kurze zytosolische Schleife (AS 185-188) verbindet TMD Ill und TMD IV (AS 189-210). Der C-terminale
Teil der S-Doméane (AS 211-226) liegt auf der Partikelau3enseite. Disulfidbriicken sind in rot dargestellt.

Zwischen TMD Il und TMD Il befindet sich die sogenannte grof3e hydrophile
Region (engl.: major hydrophilic region (MHR)), welche die AS 99-169 umfasst
und auf der PartikelauR3enseite lokalisiert ist [48]. Die MHR beinhaltet unter
anderen die strukturell-k o mp | e sDetermiinariie (AS 124-147) (siehe auch
Abschnitt 3.1.3) [46], das Hauptziel neutralisierender Anti-HBs-Antikérper nach

Impfung und Infektion [46, 49]. Die infektionsrelevante Konfiguration [50] der
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A alfeterminante besteht aus mehreren Schleifen, die durch Disulfidbriicken
von acht Cysteinresten (C107, C121, C124, C137, C138, C139, C147, C149)
stabilisiert werden [51, 52]. Die S-Doméne besitzt aul3erdem eine fakultative N-
Gykosylierungsstelle an N146, die zu den zwei Glykoformen p24
(unglykosyliert) und gp27 (einfach-glykosyliert) des SHBs fuhrt, welche zu
gleichen Teilen sekretiert werden [53]. Es konnte allerdings gezeigt werden,
dass HBs-Mutanten ohne N-Glykosylierungsstelle an N146 in gleichem Mal3e
wie Wildtyp-SHBs sekretiert werden konnten und im HDV-Modell auf primaren

humanen Hepatozyten infektios waren [50, 54].

Auch das mittlere Oberflachenprotein (engl.: middle hepatitis B virus surface
protein (MHBSs)) wird Uber die S-Promotor-gesteuerte 2,1 kb-gro3e mRNA
exprimiert. Hierbei spielt jedoch die Transkriptioninitiationsstelle eine wichtige
Rolle: Manche S-mRNAs beinhalten das MHBs-Startcodon und erlauben somit
die Translation von MHBs, wobei andere dieses nicht enthalten und daher nur
SHBs-Translation erlauben [55]. MHBs besitzt zusatzlich zur S-Domane weitere
55 AS, die PraS2-Domane genannt werden. MHBs ist immer an Aminosaure
N4 der PraS2-Domane N-glykosyliert [56]. Fur die korrekte Faltung bendtigt
MHBs das Chaperone Calnexin, welches selektiv an dessen N-Glykosylierung
an N4 bindet [54]. Aufgrund der partiellen N-Glykosylierung der S-Domane
zeigen sich zwei MHBs-Spezies (gp33 und ggp36). AulRerdem ist MHBs bei
manchen HBV-Genotypen zusatzlich O-glykosyliert [56, 57]. Welche Funktion
MHBs im viralen Replikationszyklus einnimmt, ist weiterhin umstritten: Obwohl
MHBs und seine N-Glykosylierungsstelle in den meisten Orthohepadnaviren
konserviert ist, konnten Studien zeigen, dass MHBs fir Replikation, Sekretion
und Infektiositdt per se nicht notwendig ist [58, 59]. Trotzdem scheint
glykosyliertes MHBs die Sekretion von viralen Partikeln positiv zu beeinflussen
[60].

Das grof3e Oberflachenprotein (engl.: large hepatitis B virus surface protein
(LHBs); p39 und gp42) wird Uber eine eigene 2,4 kb-grole mRNA unter
Kontrolle des PraS1-Promotors exprimiert [61]. Es besitzt neben der S- und
PraS2- auch die PraS1-Doméne (108, 109 oder 118 AS) [17]. LHBs auf
Viruspartikeln zeigt zwei Ausrichtungen: Bei ungefahr der Halfte aller LHBs-
Molekile befindet sich die PraS1-PraS2-Domane im Partikelinneren (entspricht

Zytosol) und die andere Halfte auf der Partikelauf3enseite (entspricht ER-/Golgi-
12
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Lumen). Fir diese duale Topologie ist die Cytosolic Anchorange Domain (CAD;
AS 70-94) des LHBs verantwortlich, welche durch Bindung an Hsc70 (engl.:
Heat shock cognate protein 70) eine co-translationale Translokation in das ER-
Lumen verhindert [54]. Erst nach Sekretion der Virionen kommt es in einem
langsamen Prozess zur PraS-Translokation [62]. Beide Konformationen haben
distinkte Funktionen: Die N-terminale Regiondes A e x t e PraS# ist &ssentiell
fur die spezifische Bindung von Viruspartikeln an die Wirtszellmembran [63].
Hierbei spielen insbesondere die hochkonservierte essentielle Bindedoméne
(AS 9-15) sowie zwei, aneinander angrenzende akzessorische Domanen (AS
28-48) eine wichtige Rolle [64]. Aul3erdem ist LHBs am N-terminalen Glycin
(G2) post-translational mit einer Myristinsaure verknupft, welche fir Bindung
und Infektiositat des HBV notwendig ist [65, 66]. Der Ubergang der PraS1- zur
PraS2-Do m2 n e des Ai nt e(AS e108127) L bilBes die
Nukleokapsidbindestelle und ist fur die Verpackung von reifen Viruskapsiden
wichtig [67].

Experimentell dienen myristoylierte PraS1-Peptide der AS 2-48 zur
Untersuchung der Virus-Wirtspezifitat [68], sowie als Zelleintrittsinhibitoren bei
HBV-/HDV-Infektionen [64]. Seit kurzem kommt ein solches Peptid (genannt
Bulevirtid) als Inhibitor bei HDV-Infektionen klinisch zur Anwendung [69].

Die drei Oberflachenproteine befinden sich auf infektiosen Viruspartikeln und
nicht-infektiocsen subviralen Partikeln zu unterschiedlichen Anteilen: Auf
Virionen ist ein 1:1:4-Verhéltnis (LHBs:MHBs:SHBs) zu finden, wobei LHBs
rund 17 % ausmacht. Im Gegensatz dazu weisen subvirale Partikel substantiell

weniger LHBs auf (10 % in Filamenten und <1 % in Sphéaren) [70].

3.1.2.2 Das Core-Protein (HBc)

Das Core-Strukturprotein (HBc) wird tber die pragenomische RNA (pgRNA)
translatiert und besteht genotypabhéangig aus 183 oder 185 AS (siehe Abschnitt
3.1.2.6) [46, 71]. Die N-terminalen 144 AS bilden hierbei die Assemblierungs-
domane, wohingegen die C-terminale, argininreiche Doméane (C-terminale
34/36 AS) fur die Bindung an die pgRNA essentiell ist [72, 73]. Nach Translation
bilden sich zunachst Core-Dimere Uber einen konservierten Cysteinrest (C61)
[74], welche sich anschlieRend zu Core-Partikel mit T=3- oder T=4-Symmetrie

(90 bzw. 120 Dimere) zusammenfinden [75]. Wahrend der Reifung der Kapside
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(Fortschreiten der reversen Transkription) kommt es zu dynamischer
Dephosphorylierung an sechs Serin- und einem Threoninrest (S155, T160,
S162, S170, S176, S178) innerhalb der C-terminalen Domane [76].

Mehrere konservierte Anti-HBc-gerichtete B-Zell-Epitope konnten bisher mittels
monoklonaler Antikbrper bestimmt werden: Hierbei spielen insbesondere die
Ai mmundomi nahf engl: iBimunddeninane loop) der AS 74-84 und
ein konformationelles Epitop (AS20-22/25-29/126-132) eine Rolle [77].
Antikérper gegen das Core-Protein (Anti-HBc-IgM/-IgG) sind  nicht-
neutralisierend, dienen aber als diagnostische Marker einer HBV-Infektion [78].

3.1.2.3 Das e-Antigen (HBeAqQ)

Das sekretierte HBeAg wird Uber eine eigene, vom C-Promotor kontrollierte
PraC-mRNA translatiert. Das Translationsprodukt dieser mRNA (p25) besteht
aus dem 29-AS-langen PraC-Peptid gefolgt von der gesamten Core-
Proteinsequenz [46]. Dieses HBeAg-Vorlauferpolypeptid durchlauft zwei post-
translationale Prozessierungsschritte zum reifen HBeAg, die in Abbildung 3
dargestellt sind.

PraC Core
-29 10 1

HBeAg-Vorlduferpolypeptid (p25) _

154/159 183/185

+ Signalpeptidase

-10 1 154/159 183/185
HBeAg-Proprotein (p22) [ |
+ Furin
-10 1 154/159
reifes HBeAg (p17) [ |
C7 psg  C61

Abbildung 3: Post-translationale Prozessierung des HBeAg. Das HBeAg-Vorlauferpolypeptid (p25) wird
nach der Translation aufgrund eines Signalpeptids innerhalb der AS -29 bis -10 der Pr&C-Sequenz (griin)
in das endoplasmatische Retikulum (ER) transloziert. Im ER wird diese Signalsequenz durch die
Signalpeptidase abgetrennt und das entstehende HBeAg-Proprotein (p22) wird weiter in den Golgi-
Apparat transportiert. Dort wird durch die Proproteinkonvertase Furin die argininreiche C-terminale
Doméne (rot) abgetrennt. Hierbei schneidet Furin in HBV-A aufgrund einer Dipeptidinsertion und dadurch
veranderter Schnittstellen préferenziell nach R159 und bei allen anderen Genotypen nach R154. Das
daraus entstehende reife HBeAg wird sekretiert. Reifes HBeAg enthélt eine Disulfidbriicke (DSB) zwischen
C-7 (PraC) und C61 (Core), welche eine analoge Dimerisierung des HBc durch C61-C61-DSB verhindert.

Die N-terminalen 19 AS bilden ein Signalpeptid, welches das HBeAg-
Vorlauferpolypeptid (p25) zum ER lokalisiert. Dort werden diese AS durch die

Signalpeptidase abgetrennt und es verbleiben 10 AS der PraC-Sequenz im
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Proprotein p22 [79]. Anschliel3end wird die argininreiche C-terminale Doméne
im Golgi-Apparat durch Furin abgetrennt, wodurch das reife HBeAg (pl7)
entsteht. Die kanonische Furinschnittstelle befindet sich nach R154 [80], wobei
HBV-A eine Sonderrolle einnimmt: Durch eine Dipeptidinsertion wird die
kanonische Schnittstelle in HBV-A geschwacht und eine spatere Schnittstelle
nach R159 bevorzugt verwendet [81]. Im Gegensatz zum Core-Protein bildet
HBeAg keine kovalent-gebundenen Homodimere, da ein konservierter
Cysteinrest des verbleibenden PraC-Bereichs (C-7) anstelle der inter- eine
intramolekulare Disulfidbriicke mit C61 eingeht [82]. Zuséatzlich inhibiert ein
hydrophobes Tripeptid (WLW) im verbleibenden PrdC des HBeAg die
Partikelbildung [83]. Reifes HBeAg wird schliel3lich sekretiert und ist im Serum
Infizierter als Dimer nachweisbar [84], wo es als Marker fur den Verlauf einer
chronischen Infektion verwendet wird (siehe Abschnitt 3.1.5). Obwohl das
HBeAg nicht essentiell fur die HBV-Replikation ist, spielt es eine zentrale Rolle
bei dessen viraler Persistenz [78, 85]. So konnte im humanisierten Mausmodell
gezeigt werden, dass HBeAg HBV-positiver Muttertiere in den Nachkommen
die Differenzierung bestimmter Makrophagen zu einem Anti-inflammatorischen
Phéanotyp induzierte und damit eine robuste HBV-spezifische Immunantwort der
Nachkommen durch zytotoxische T-Zellen ausblieb [86].

Antikdrper gegen das HBe (Anti-HBe) sind ein entscheidender klinischer Marker
im Verlauf einer chronischen Hepatitis B (siehe Abschnitt 3.1.5). Trotz des
hohen Sequenziiberlapps mit dem Core-Protein, prasentiert HBeAg von HBc-
unterscheidbare B-Zellepitope und es besteht nur wenig Kreuzreaktivitat von
Anti-HBe-Antikdrpern gegen HBc [77, 78, 87].

3.1.2.4 Die Polymerase

Die Polymerase (842-845 AS) wird Uber die pgRNA mittels ribosomal leaky
scanning-Mechanismus translatiert [46]. Sie besteht aus drei funktionalen
Doméanen: Dem Terminalen Protein (TP), der reversen Transkriptase (RT),
sowie der RNase H [88]. Hierbei sind TP und RT durch eine nicht-essentielle
Spacer-Region getrennt, die auf Nukleotidebene mit der PraS-Region Uberlappt
[89]. Wahrend die reverse Transkriptase und die RNase H hohe Ahnlichkeit zu
homologen Domanen der Retroviren aufweisen, findet sich das terminale
Protein nur bei den Hepadnaviren [90, 91]. Das TP ist essentiell fur die Initiation

der reversen Transkription, indem es Uber einen Tyrosinrest als Proteinprimer
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fungiert [13, 92]. AnschlieBende RNA-abhéngige DNA-Synthese wird durch das
katalytische Zentrum der RT bestehend aus einem hochkonservierten YMDD-
Motiv vollzogen [88], die RNase H baut dabei die Template-RNA raumlich
versetzt ab [13].

3.1.2.5 Das X-Protein (HBXx)

Das 154-AS-lange X-Protein (HBX) ist als transkriptioneller Aktivator episomaler
DNA fur die HBV-Replikation essentiell [93]. In vitro konnte gezeigt werden,
dass HBx-defiziente HBV-Partikel keine Infektion etablieren konnten [94]. Der
molekulare Hintergrund dieser essentiellen Funktion des HBx war allerdings
lange nicht bekannt: Im Jahre 2018 konnte schlief3lich in zwei unabhangigen
Studien gezeigt werden, dass HBx Uber seine Interaktion mit der E3-Ubiquitin-
Ligase DDB1 (engl.: DNA damage-binding protein 1) den SMC5/6-Komplex
(engl.: structural maintenance of chromosomes protein 5/6) spezifisch abbauen
lasst [95, 96]. In Abwesenheit von HBx sorgt jener fir eine vollstandige
transkriptionelle Inaktivierung der cccDNA. Die Bindung an DDB1 erfolgt Uber
ein alphahelikales Motiv (H-Box), das auch in anderen viralen Proteinen
funktionell-, aber nicht sequentiell-hochkonserviert ist [97]. Dieser provirale
Mechanismus des HBx ist zudem in allen Orthohepadnaviren konserviert [98].

HBXx spielt aul3erdem bei der Entstehung von HCC eine Rolle [99].

3.1.2.6 Genetische Besonderheiten der HBV-Genotypen

Die Genomlange mancher HBV-Genotypen unterscheidet sich aufgrund
bestimmter Insertionen/Deletionen: HBV-D besitzt das kleinste Genom mit

3182nt . Genotypen B, C, F, H, I (325 nt)
Ende der PraS1-Region, welche LHBs um 11 AS N-terminal verlangern. Bisher

konnte nur ein benachteiligender Effekt dieser Insertion gezeigt werden: Die
Erzeugung eines verkirzten (HBV-D-ahnlichen) LHBs der HBV-B und HBV-C

durch Deletionen fiihrte in vitro zu einer verbesserten Replikation und

Infektiositat der resultierenden Viren [100].

An ahnlicher Stelle im PraS1 besitzt der HBV-E (3212 nt) zusatzliche 30 nt.
Auch fir diese Sequenz konnte bisher nur gezeigt werden, dass sie einen
negativen Effekt auf LHBs-Produktion und Sekretion hat [101].

Eine verwandte 30 nt-Sequenz findet sich auch in HBV-G (3248 nt), wobei
dieser aulRerdem eine einzigartige 36 nt-l ange | n s @BerdichadesaCorem 50
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ORF besitzt. Diese Insertion hat in vitro eine wesentlich verstarkte HBc-
Expression zur Folge, die fur eine effiziente Replikation des HBV-G notwendig
ist [102]. Aul3erdem besitzt Genotyp G immer zwei Nonsense-Mutationen in der
PraC-Region (Q-28* und W-1*), welche die Synthese des HBeAg verhindern
[85]. Da HBeAg flur die Chronifizierung von HBV insbesondere bei vertikaler
Ubertragung notwendig ist [85, 86], wird HBV-G fast ausschlieRlich in
Koinfektion mit einem HBeAg-positiven Genotyp nachgewiesen [103].

HBV-A (3221 nt) besitzt wie HBV-B/-C/-F/-H/-I (s.0.) eine 33 nt-Sequenz im
PraS1 und zusatzlich eine 6 nt-l ns er t i d&nde demCoBdRF. Diese
verandert zwei konservierte, sich Uberlappende Furin-Schnittstellen im HBeAg.
Daraus resultiert die Sekretion von zwei HBeAg-Spezies verschiedener Lange,

die auch im Serum Infizierter nachgewiesen werden kdénnen [81].

AulRerdem treten Rekombinanten aus verschiedenen HBV-Genotypen haufig
auf bzw. sind als eigenstandige (Sub-)Genotypen anerkannt [46]. So
entstanden Subgenotypen HBV-B2 bis HBV-B4 aus Rekombination von HBV-
B mit HBV-C [104] und das Isolat des HBV-J wahrscheinlich aus HBV-C und
HBV-gib [105]. Der HBV-Genotyp | ist eine Vierfach-Rekombinante aus HBV-
A/-C/-G und einem unbekannten Genotyp [17, 106-108].

3.1.3 Die HBV-Serotypen

Bereits kurz nach Entdeckung des HBsAg war bekannt, dass sich Anti-HBs-
Antikdrper infizierter Personen gegen bestimmte Hauptepitope richteten, die
nicht allen HBV-Isolaten gemein waren. Obwohl deren molekulare Grundlage
noch nicht geklart war, konnte HBV trotzdem Uuber Antikdrper-Antigen-
Reaktionen in neun spezifische Serotypen (urspringlich: Subtypen) klassifiziert
werden [109], die unterschiedliche globale Verteilung aufwiesen [110]. Die
Hauptdetermina n t e A asith irf allem HBVtIsolaten. Zuséatzlichz u Aafi kann
zwi schen- uwred dAepéternirthiite sowie d e r - And fder A ¥ fi
Determinante unterschieden werden [111, 112]. Spater wurde die Ayt
Determinante beschrieben, die nur in Serotyp adr vorkommt [113]. Heutzutage
wird eine solche Serotypisierung fast ausschlief3lich Uber Sequenzierungen der
antigenen Schleife (engl.: antigenic loop (AGL)) mit gleichzeitiger

Genotypisierung  durchgefiihrt, da die Determinanten-bestimmenden
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Aminosauren bekannt sind [114]. Bestimmte Genotypen sind haufiger mit

Serotypen assoziiert, welche in Tabelle 2 zusammengefasst sind.

Tabelle 2: Zusammenfassung der mit HBV-Subgenotypen am haufigsten assoziierten Serotypen. Tabelle

angepasst basierend auf Locarnini 2013 [105].

Genotyp Subgenotyp Assoziierte(r) Serotyp(en)
HBV-A1 adw2, adwl
HBV-A
HBV-A2 adw2, adwl
HBV-B1 adw2
HBV-B2 adw?2, adw3
HBV-B
HBV-B3 adw2, aywl
HBV-B4 aywl, adw2
HBV-C1 adrg+, ayr, adw2, aywl
HBV-C HBV-C2 adrg+, ayr
HBV-C3 adrqg-, adrg+
HBV-D1 ayw?2, adwl, aywl
HBV-D2 ayw3, aywl
HBV-D
HBV-D3 ayw3, ayw2, ayw4
HBV-D4 ayw2, ayw3
noch keine Subgenotypen
HBV-E ) ayw4, ayw?2
beschrieben
HBV-F HBV-F1 bis HBV-F4 adw4, ayw4
noch keine Subgenotypen
HBV-G . adw2
beschrieben
noch keine Subgenotypen
HBV-H . adw4
beschrieben
HBV-I HBV-11/-12 adw2

Eine konventionelle HBV-Impfung aus Hefe-exprimiertem SHBs des Serotyps
adw2 (HBV-Subgenotyp A2) ist seit 1982 erhaltlich [115] und bis heute weltweit
verbreitet. Die Impfung induziert in Abhangigkeit vom Status des
Immunsystems bei >90 % der Geimpften eine schitzende Anti-HBs-
Immunantwort [116, 117], die bis zu 30 Jahre anhalten kann [118].

3.1.4 Replikationszyklus des Hepatitis-B-Virus

Der erste Schritt des HBV-Eintritts in humane Hepatozyten erfolgt Uber eine
niederaffine Bindung der S-Domane mit dem zelloberflachenstandigen
Glypikan 5 (GPC5) und anderen Heparansulfatproteoglykanen (HSPG) [119].
Anschliel3end findet eine hochspezifische Interaktion der N-terminalen Doméane
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des PraS1 (siehe Abschnitt 3.1.2.1) mit dem Gallenséuretransporter NTCP
(engl.: Na*-taurocholate cotransporting polypeptide) statt [120], welche durch
eine Komplexierung des NTCP mit EGFR (engl.: epidermal growth factor
receptor) die Clathrin-abhangige Endozytose einleitet [121-123]. Nach
Freisetzung des  Nukleokapsids wird dieses aufgrund eines
Kernlokalisationssignals des HBc uber Mikrotubuli zum Zellkern transportiert
[124, 125]. Die enthaltene rcDNA wird nach Disassemblierung des
Nukleokapsids in den Zellkern entlassen [126]. Die partiell-doppelstrangige
rcDNA wird dort durch (mindestens) funf Wirtsfaktoren durch Entfernen der
kovalent-gebundenen Polymerase, des Plusstrand-RNA-Oligomers,
Vervollstdndigung des Plusstrangs und Schlie3en der offenen DNA-Enden zur
replikativen cccDNA komplementiert [127]. Die cccDNA liegt im Zellkern
epi somal als sogenanntes AMinichr cckhosomf v
[128-130]. Da die cccDNA keinen Replikationsursprung besitzt, wird sie bei
Zellteilung nicht amplifiziert [13]. Aufgrund ihrer Chromatin-ahnlichen Struktur
unterliegt die cccDNA zudem epigenetischen Einflissen. Hierbei spielt HBx
eine besondere Rolle: In vitro konnte gezeigt werden, dass HBx die
transkriptionelle Inaktivierung der cccDNA durch den SMC5/6-Komplex
verhindert, indem es diesen Komplex indirekt fir proteasomalen Abbau markiert
[95, 96]. Auf Grundlage der cccDNA werden von der zelleigenen RNA-
Polymerase Il finf MRNA-Spezies transkribiert: die 3,5 kb pragenomische RNA
(PgRNA), die 3,5 kb PraC-mRNA, die 2,4 kb PraS1-mRNA, die 2,1 kb S-mRNA
und die 0,7 kb X-mRNA [61]. Die reifen HBV -OapNAusnh db e3s6i t z
PolyA, sind aber vorrangig ungespliced [43, 46]. Die Expression des HBx mittels
X-mRNA scheint bereits sehr friih stattzufinden, sodass die transaktivierende
Funktion des HBx maximal genutzt werden kann [131]. Aus der PraC-mRNA
wird zunéchst ein PraC-Vorlauferpolypeptid synthetisiert, welches uber
Prozessierungsschritte zum sekretierten HBeAg reift (siehe Abschnitt 3.1.2.3).
Die drei Oberflachenproteine (LHBs, MHBs und SHBs; siehe Abschnitt 3.1.2.1)
werden Uber die 2,4 kb und 2,1 kb subgenomischen mRNAs kodiert und
kotranslational in die ER-Membran eingebracht [13, 132]. Sie konnen
anschlieBend in Form von infektiésen Virionen oder nicht-infektidsen subviralen
Partikeln sekretiert werden. Letztere kdnnen je nach HBs-Verhaltnis (siehe

Abschnitt 3.1.2.1) 20 nm-grol3e sphéarische oder filamentbése Morphologie
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annehmen [13]. Die Sekretion der Spharen geschieht Uber den konstitutiven
sekretorischen Weg, wahrend Filamente (wie Virionen) Uber multivesicular
bodies (MVB) exozytiert werden [133]. Subvirale Partikel werden in einem
Uberschuss von mehr als 1.000:1 zu Virionen sekretiert und fungieren vorrangig
als Koder zur Immunkomplexierung von Anti-HBs-Antikérpern [134]. Die
cbergenoml ange -punRdNAeBuadant [13%5 und dient als
Translationsgrundlage fir HBc und virale Polymerase, sowie als Template fur
die Generation von rcDNA via reverser Transkription [46]. Die Synthese der
viralen Polymerase erfolgt tGber einen ineffizienten ribosomal leaky scanning-
Mechanismus bzw. translationale Terminations-Reinitiation [136-138]. Da fur
die Assemblierung von Nukleokapsiden nur ein einziges Polymerase-Molekdl
aber 180-240 Core-Proteine bendtigt werden, scheint diese stark bevorzugte
Translation des Core-Proteins gegeniber der Polymerase als schlissig [46].
Nach Synthese der Polymerase bindet diese (bevorzugt) in cisan ei-ne 50
gelegene Stem-Loop-Struktur der pgRNA, genannt Epsilon (0) [139-141]. Die
Polymerase-Ulnteraktion induziert die Verpackung der pgRNA in unreife
Nukleokapside tUber die phosphorylierte C-terminale argininreiche Domane des
HBc [73, 76], innerhalb welcher die reverse Transkription beginnt. Epsilon dient
zunachst als Template fur die Synthese eines kurzen DNA-Oligonukleotids, das
durch Proteinpriming des Tyrosins an Position 63 der TP-Doméne der
Polymerase katalysiert wird [142, 143]. AnschlieBend transferiert die
Polymerase samt Oligonukleotid zu einer komplementaren Sequenz innerhalb
des DR1-Erender3pgRNA, wo die RNA-abhéangige DNA-Synthese des
Minusstrangs beginnt [144, 145]. Zeitgleich zur Synthese der Minusstrang-DNA
wird in einem Abstand von rund 18 nt die Template-pgRNA durch die RNase H-
Domane der Polymerase abgebaut [146]. Nach vollstdndiger Synthese des
Minusstrangs (in Ubergenomlange) verbleiben 18 nt der pgRNA, welche nach
Transfer der Podelpgamen BR2 @es Mimusstrdngs als RNA-
Primer fur die Synthese des Plusstrangs verwendet werden [146]. Der
Plusstrang ist unvollstandig und besitzt variable Lange. Dieses Phdnomen wird
mit der schwankenden Menge an freien dNTPs erklart, welche nach
Assemblierung des unreifen Nukleokapsids darin eingeschlossen sind [135,
147]. Aul3erdem verbleibt die Polymerase in rund 10 % der Nukleokapside nach

Minusstrangsynthese am DR1, wodurch nach Plusstrangsynthese
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doppelstrangige lineare HBV-DNA (dsIDNA) entsteht, welche ins Wirtsgenom
integrieren kann [146]. Nach Synthese des Plusstrangs liegt nun rcDNA in den
Nukleokapsiden vor, welche eine Anderung des Phosphorylierungszustandes
der Nukleokapside induziert [76, 148, 149]. Diese reifen Nukleokapside werden
anschlieBend mit den Oberflachenproteinen am ER verpackt und tber MVB
sekretiert [150, 151]. Die HBs-HBc-Interaktion wird tUber AS 103-127 des
Aierrtnen LHBs ( s B.2Al1¢ undh bes wdmig-charakterisierten
Matrix-Bindedomane des HBc vermittelt [67, 152]. Eine Zusammenfassung des

Replikationszyklus ist in Abbildung 4 dargestellt.

(1) | Zytoplasma ‘

(1 2) / Zellkern N\

(11 (3) \‘
p [ cpcDNA |I

Nukleokap5|d

Abbildung 4: Zusammenfassung des HBV-Replikationszyklus. HBV heftet sich zunéchst tber HSPGs an
die Zelloberflache von Hepatozyten an. Eine hochaffine Bindung an das NTCP leitet die Endozytose unter
Einfluss des epidermal growth factor-Rezeptors (EGFR) ein (1). Nach Transport des Nukleokapsids an
den Zellkern, wird dieses disassembliert und die rcDNA in den Zellkern freigegeben (2). Die
Vervollstandigung der rcDNA zu cccDNA erfolgt Uber Wirtsfaktoren (3). Die cccDNA liegt episomal im

Zell kern wvor und i st u. a. mi t Hi st onen ccNA dieitzuem AMi ni ch
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Transkription aller viralen mRNAs (5). Die PraC-mRNA und die subgenomischen mRNAs (PraS1, S und
X) werden im Zytoplasma translatiert (6). Die Synthese der Oberflachenproteine (HBs) geht mit einer
kotranslationalen Einlagung ins endoplasmatische Retikulum (ER) einher. Uberschiissiges HBs bildet
subvirale Partikel (SVP) in Form von Sphéren und Filamenten. Sphéarische SVP werden erst ins Golgi-
Netzwerk transportiert (7) und schlieRlich Gber den konstitutiven Sekretionsweg ausgeschleust (8). Aus
der pragenomische RNA (pgRNA) werden das Core-Protein (HBc) und die virale Polymerase translatiert
(9). Bindung der Polymerase an das Epsilon-Si gn al (0) der pgRNA induziert di
pgRNA-Komplexes mit HBc-Dimeren zu unreifen Nukleokapsiden (10). Innerhalb dieser Nukleokapside
findet die reverse Transkription der pgRNA zu rcDNA statt (11). Die nun reifen Nukleokapside werden
entweder zurlick zum Zellkern transportiert, um den cccDNA-Pool aufrecht zu erhalten (12) oder am ER
mit HBs verpackt (13). Die Sekretion von Virionen sowie filamentdsen SVP erfolgt tiber multivesicular
bodies (MVB). [Verandert nach Glebe & Bremer [13]. Erlaubnis zur veranderten Wiederverwendung durch

Thieme Medical Publishers erteilt.]

3.1.5 Klinischer Verlauf einer chronischen Hepatitis B (CHB)

Infektionen mit HBV kdnnen akut oder chronisch verlaufen: Der Nachweis einer
aktiven Replikation von HBV in einem Zeitraum von weniger als sechs Monaten
wird als akut oder selbst-limitierend bezeichnet, wohingegen man bei langerer
Infektion von einem chronischen Verlauf spricht. Die Chronifizierungsrate des
HBV ist mit dem Alter der Infektion invers Kkorreliert. So liegt sie bei
Neugeborenen bei >90 %, bei Kindern zwischen einem und funf Jahren bei
30 % und bei Erwachsenen nur noch bei rund 5 % [153]. Die chronische HBV-
Infektion kann in flinf serologisch-differenzierte Phasen unterschieden werden

[154], welche auch in Abbildung 5 dargestellt sind.

(1) HBeAg-positive chronische HBV-Infektion: Diese Phase ist durch hohen
Serumgehalt an HBV-DNA und HBsAg und HBeAg-Positivitat
gekennzeichnet. Serummarker der Lebergesundheit wie die Menge an
Alaninaminotransferase (ALT) sind in der Regel nicht erhéht und
Leberschaden sind minimal [61]. Zudem ist die HBV-Sequenzvariabilitat
gering, meist ist nur eine Hauptspezies nachweisbar [155]. Diese Phase
kann bei Infektion im jungen Alter zwischen 20-30 Jahre andauern [156].

(2) HBeAg-positive chronische Hepatitis B (CHB): Diese friher als immune
clearance-bezeichnete Phase ist generell mit einem aktivierten antiviralen
Immunstatus assoziiert und wird u.a. durch fluktuierende, jedoch dauerhaft
erhohte ALT-Level charakterisiert. Auch HBV-DNA-Level schwanken
aufgrund schubweiser antiviraler Immunaktivitdit. HBsAg-Werte sind

weiterhin hoch. Das Ende dieser Phase wird durch eine Serokonversion von
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HBeAg zu Anti-HBe markiert [61]. Aufgrund fehlender Immunkontrolle bei
und nach Anti-HBe-Serokonversion zeichnet sich diese Phase aufl3erdem
durch ein hohes MalR an Quasispeziesdivergenz aus und
Immunescapevarianten sind haufig [157-159].

(3) HBeAg-negative chronische HBV-Infektion: Nach erfolgter Serokonversion
zu Anti-HBe ist HBV-DNA im Serum sehr niedrig oder sogar nicht-
nachweisbar, HBsAg-Level gering und ALT-Level normalisieren sich [61].
Diese Phase kann bis zum Lebensende bestehen.

(4) HBeAg-negative CHB: Eine Reaktivierung der CHB kann spontan oder
durch Immunsuppression erfolgen. Diese Phase ist ahnlich der immune
clearance-Phase durch schwankende Level an HBV-DNA und ALT
gekennzeichnet. HBsAg-Mengen sind erneut erhéht und es kann zu einer
Rekonversion zu HBeAg-Positivitat kommen [61]. In dieser Phase ist die
Variabilitdt der Quasispezies sehr hoch, insbesondere HBsAg-Mutanten
sind charakteristisch [160].

(5) HBsAg-negative Phase/Okkulte HBV-Infektion: In dieser Phase sind bei bis
zu 20 % aller Patienten alle HBV-spezifischen Serummarker negativ und
ALT-Level sind auf normalem Niveau [154]. Bei okkultem HBV-Status kann
HBV-DNA im Serum in Abwesenheit von HBsAg in geringem Mal3e
nachweisbar sein [161, 162].

1 2 3 4 5
HBeAg-positive HBeAg-positive HBeAg-negative HBeAg-negative HBsAg-negativ/
Phase
chronische CHB chronische CHB Okkulte HBV-Infektion

HBV-Infektion HBV-Infektion

Friihere Immunologische . - . Natiirliche

Bezeichnung Immuntoleranz Beseitigung Inaktiver Trager Reaktivierung Immunitt
Anti-HBc’

Serologie HBeAg"

unteres Detektionslimit

HBV-DNA

= | obere Normalgrenze
| ’

<

Abbildung 5: Klinische Phasen einer chronischen Hepatitis-B-Infektion. Nach Etablierung einer
chronischen Hepatitis (CHB) beginnt die HBeAg-positive chronische HBV-Infektion (1), die durch hohe
Level an HBV-DNA und HBsAg im Serum sowie HBeAg-Positivitat charakterisiert ist. Lebermarker im

Serum wie Alaninaminotransferase (ALT) sind in dieser Phase nicht erhéht. Nach Jahren bis zu
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Jahrzehnten kommt es zu einer starken Aktivierung der antiviralen Immunantwort und die HBeAg-positive
CHB-Phase (frher immunologische Beseitigung) beginnt (2). Diese Phase ist besonders durch
fluktuierende Level an HBV-DNA und ALT gepragt. Den Ubergang von dieser Phase zur HBeAg-negativen
chronischen HBV-Infektion (3) bestimmt maRgeblich die Serokonversion von HBeAg zu Anti-HBe. Diese
Phase zeichnet sich auferdem durch sehr geringe oder nicht-nachweisbare Serum-HBV-DNA,
normalisierte ALT-Level und HBsAg-Positivitat aus. In manchen Féallen kommt es zu spontaner oder durch
Immunsuppression-hervorgerufener Reaktivierung (HBeAg-negative CHB) (4), welche durch erhdhte
HBsAg-Level, sowie erneut fluktuierende ALT- und HBV-DNA-Level charakterisiert ist. In einer letzten
Phase (HBsAg-negati ve, Aaus g(®)kanmiesz Berokanfersitntvan iBshg zu Anti-HBs
und HBV-DNA ist gar nicht bzw. in geringem Maf3e (okkulte HBV) nachweisbar und ALT-Level sind normal
[154].

Da die HBV-Quasispezies nach Anti-HBe-Serokonversion insbesondere bei
Reaktivierung z.B. nach Immunsuppression stark divergieren kann, treten
Mutationen in der S-Doméane der Oberflachenproteine, die der humoralen
Immunantwort ausweichen (Immunescape), vermehrt auf [163]. Hierzu zahlen
u.a. die Austausche T131l, K141l und die am h&aufigsten beschriebene G145R
[164], welche auch horizontal Gbertragen werden kann [165, 166]. Da diese
Mutanten heterolog zu den bereits vorhandenen Anti-HBs-Antikdrpern sind,
kommt es bei bis zu 20-30 % chronischer Patienten zu einer zeitgleichen
Nachweisbarkeit von HBsAg und Anti-HBs [167, 168]. Longitudinale Studien
konnten aul3erdem eine signifikante Korrelation zwischen HBsAg-/Anti-HBs-

Koexistenz und dem Auftreten von HCC zeigen [169-171].

Mit einer sehr geringen Rate von bis zu 1 % pro Jahr kann es bei chronischer
Hepatitis B auch spontan zu einem Verlust des HBsAg und zur Anti-HBs-
Serokonversion im Serum kommen [172]. Wahrend bei Anti-HBe-
Serokonversion HBV-DNA meist auf niedrigem Level weiterhin nachweisbar ist
(inaktive Trager), so ist Anti-HBs-Serokonversion mit vollstandiger HBV-DNA-
Negativitat im Serum verbunden [46]. Eine solche (dauerhafte) Abwesenheit
von nachweislichem HBsAg wird auch als funktionale Heilung (functional cure)

bezeichnet bzw. therapeutisch angestrebt [173].

3.1.6 Behandlung einer chronischen Hepatitis B (CHB)
Zur Behandlung der CHB werden Nukleo(s/t)idanaloga (NA) und/oder
PEGyliertes Interferon-U ( peg!l FNU) e i n g e-urdtNachteile

besitzen. So zeigte das erste jemals fur CHB zugelassene NA Lamivudine eine
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kumulative Resistenzrate von mehr als 70 % nach 5-6 Jahren [174].
Dementgegen zeigen die aktuellen Erstlinientherapeutika, Entecavir und
Tenofovir (bzw. dessen Prodrugs), ein wesentlich besseres Resistenz- und
Nebenwirkungsprofil [175]. NAs kdnnen zwar die aktive virale HBV-Replikation
sehr stark oder sogar vollstandig unterbinden [176], missen aber meist
lebenslang eingenommen werden, da sie nur sehr geringe Auswirkung auf
Serokonversionraten haben: In einer Meta-Analyse, die Daten von mehr als
40.000 CHB-Patienten verglich, konnte gezeigt werden, dass die Behandlung
mit pegl FNU h?auf imgHBsAg-Yedustdfunatignal sure) fiilete
(1,8 %) als solche mit Entecavir oder Lamivudine (0,8 % bzw. 0,65 %) [172].
Zudem ist die Anwendung von pegl FNU
Gefahr der Resistenzbildung, sie verursacht aber starkere Nebenwirkungen als
NAs [177].

3.2 Das Hepatitis-Delta-Virus

Im Jahre 1977 konnte erstmals ein neuartiges Antigen und dagegen reaktive
Antikdrper im Blut von HBsAg-positiven HBV-Tragern nachgewiesen werden,
welches als Deltaantigen bezeichnet wurde [178]. Wenige Jahre spater konnte
dann in Affenexperimenten gezeigt werden, dass es sich nicht wie zunachst
vermutet um einen weiteren HBV-Marker handelte, sondern dieses Antigen
einem eigenstandigen Erreger, dem Hepatitis-D-Virus (HDV), zugehérig war
[179, 180].

Heutzutage sind schatzungsweise rund 5 % aller Patienten mit chronischer
Hepatitis-B-Infektion zusatzlich mit dem HDV infiziert, wobei manche Studien
von einer weitaus héheren Préavalenz ausgehen [9, 181, 182]. Eine simultane
Infektion mit HBV und HDV fuhrt in nur rund 2 % aller Falle zu einer HDV-
Chronifizierung [183], wohingegen Superinfektionen einer bestehenden HBV-
Infektion mit HDV zu mehr als 80 % chronisch verlaufen [184]. Die chronische
Hepatitis-D-Infektion gilt als schwerwiegendste und am schnellsten
fortschreitende Form der viralen Hepatitis. So entwickeln mehr als 70 % der
chronischen HDV-Patienten innerhalb von 5-10 Jahren Leberzirrhose [185].
Auch das Leberkrebsrisiko ist in HBV/HDV-Koinfektionen signifikant héher als

bei HBV-Monoinfektion [186, 187].
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Die Behandlungsmadglichkeiten einer chronischen HDV-Infektion sind limitiert.

Neben dem seit 2020 in Europa zugelassenem Eintrittsinhibitor Bulevirtid (auch:
Hepcludex), findet vorrangig Therapie mit
pegl FNU zeigt allerdings -A00dertBehngndedtenzt e Wi r |
zeigen Senkung der HDV-RNA-Levels) [188, 189] und ist zudem mit hohen
Nebenwirkungen verbunden [177]. Eine Kombinationstherapie aus Bulevirtid

und pegl FNU zei gt-Studie eine Radukion dePIeransseHDV- |

RNA unter die Nachweisgrenze bei 80-87 % der Behandelten nach 48 Wochen,

wobei bereits 24 Wochen nach Therapieende nur noch 6,7-53,3 % HDV-RNA-

negativ waren [190].

HDV wird heutzutage in acht Genotypen (HDV-1 bis HDV-8) unterteilt, die sich
in >20 % ihrer Vollgenomnukleotidsequenz unterscheiden und ungleich
geographisch pravalent sind [191, 192]. HDV-1 ist der haufigste HDV-Genotyp
und weltweit verbreitet. HDV-2 und HDV-4 kommen vorrangig in Asien vor,
wohingegen HDV-3 spezifisch flur Sidamerika ist. Die verbleibenden
Genotypen HDV-5 bis HDV-8 sind in Afrika am préavalentesten [191].

3.2.1 Replikationszyklus des Hepatitis-D-Virus

Das Hepatitis-D-Virus (HDV) ist, bezogen auf seine Genomgréf3e, mit rund
1,7 kb das kleinste bekannte, humanpathogene RNA-Virus [180, 193]. Das
zirkulare Negativstrang-RNA-Genom liegt aufgrund des hohen GC-Gehalts des
Genoms von >70 % als quasi-doppelstréngig vor [194, 195]. HDV kodiert fur
nur ein Protein, das Hepatitis-D-Antigen (HDAQ), und ist deshalb fur seine
Replikation von Wirtszellfaktoren abhangig. Au3erdem bedarf es klinisch einer
HBV-Koinfektion, da HDV die Oberflachenproteine (HBs) des HBV zur
Umbhiillung seiner eigenen Virionen verwendet und somit als Satellitenvirus gilt.
Da HDV experimentell auch in verschiedensten nicht-Leber-Zelllinien
replizieren kann [196], wird der Lebertropismus des HDV demnach

entscheidend durch die Oberflachenproteine des HBV bestimmt.

Die sphéarischen HDV-Virionen haben eine GrofRe von 36-43 nm [197]. Das
Ribonukleoprotein im Inneren der Virionen besteht aus dem Negativstrang-
RNA-Genom sowie bis zu 200 HDAg-Molekllen [193]. Hierbei werden die zwei

Isoformen, das 24 kDa-schwere, kleine HDAg (engl.: small hepatitis-D-antigen
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(S-HDAQg)) und das um 19/20 AS-langere, grol3e HDAg (engl.: large hepatitis-
D-antigen (L-HDAQ)), unterschieden [185].

Da der Zelleintritt Uber die HBV-Oberflachenproteine vermittelt wird,
unterscheidet sich dieser Prozess bei HDV nicht vom Zelleintritt des HBV (siehe
Abschnitt 3.1.4). Nach erfolgter Endozytose und Entpackung des HDV-Virions
wird das Ribonukleoprotein aufgrund eines Kernlokalisationssignals im S-HDAg
in den Zellkern transportiert [198]. Dort beginnt die rolling circle-Replikation, bei
der zunachst antigenomische HDV-Multimere durch eine wirtseigene
(eigentlich) DNA-abhangige RNA-Polymerase erzeugt werden [199-201]. Diese
Multimere werden dann Uber ein viruseigenes Ribozym autokatalytisch in
Monomere gespalten [202], die sich schlielich Uber einen noch unklaren
Mechanismus zirkularisieren. Die Synthese neuer genomischer RNA auf
Grundlage der antigenomischen-RNA folgt einem &hnlichen Mechanismus
[201, 203].

Die Expression des HDAg erfolgt Uber die Synthese einer 0,8 kb-grol3en mRNA
durch die RNA-Polymerase Il unter Verwendung der genomischen RNA als
Template [204]. Zu Beginn des Replikationszyklus kodiert diese mRNA nur fur
das S-HDAg, welches die virale Replikation positiv verstarkt [205]. Spater wird
durch einen Editierungsschritt ein Teil der antigenomischen RNA-Kopien durch
die wirtseigene RNA-abhangige Adenosin-Deaminase 1 (engl.: cellular
adenosine deaminase acting on RNA 1 (ADAR1)) modifiziert, wodurch im
weiteren Replikationsverlauf mRNA synthetisiert wird, welche fir L-HDAg
kodiert [206]. Konkret wird durch ADAR1 der Adeninrest des Amber-
Stoppcodon (UAG) innerhalb der S-HDAg-kodierenden Sequenz auf der
antigenomi schen RNA zu I nosin deami

Guanin in der anschlieRenden genomischen-RNA-Synthese zur Folge hat und
so im weiteren Replikationsverlauf aus dem Stoppcodon der mRNA ein
Tryptophan-Codon wird. Diese Anderung erzeugt ein um 19/20 AS-langeres L-
HDAg, welches flr die Virusassemblierung notwendig ist [207]. Innerhalb dieser
Verlangerung des L-HDAg befindet sich auf’erdem ein konserviertes
Farnesylierungsmotiv am C211 [208]. S-HDAg und L-HDAg bilden Oktamere,
die durch die bereits beschriebene Kernlokalisationssequenz des S-HDAg nach
der Translation im Zytoplasma in den Zellkern wandern, um dort mit der

genomischen HDV-RNA Ribonukleoproteine zu bilden [209, 210]. Aufgrund des
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Kernexportsignals im L-HDAg [211] werden die RNP aus dem Zellkern ins
Zytoplasma gebracht. Die Farnesylierung des L-HDAg uber ein Cxxx-Motiv
verankert das RNP am ER [201] und ermdéglicht so eine Interaktion mit dem
SHBs (AS 196-201) [212]. HBs-umhiillte Virionen werden dann wahrscheinlich
Uber einen Weg ahnlich zu den subviralen HBV-Partikeln sekretiert [213].
Zudem konnte gezeigt werden, dass auch HBsAg aus Wirts-Genom-integrierten
HBV-Genomen (siehe Abschnitt 3.1.4) die Sekretion von HDV in vitro
ermdglichte [214].

3.3 NTCP als Eintrittsrezeptor des Hepatitis-B-

Virus

Die Solute Carrier Familie 10 (SLC10) beinhaltet sieben Natrium-Gallensalz-
Kotransporter, zu denen auch das NTCP (SLC10A1l) gehort. Gallenséuren
fungieren generell als Emulgatoren von Nahrungsfetten und tragen so zu deren
Resorption und Verdauung bei [215], wobei die physiologische Hauptfunktion
des NTCP die Aufnahme von konjugierten Gallensalzen aus dem Blut in
Leberzellen ist [216].

Die Funktion des NTCP als spezifischer Eintrittsrezeptor fur das Hepatitis-B-
Virus (und Hepatitis-D-Virus) konnte erst mehr als 60 Jahre nach Entdeckung
des HBYV identifiziert werden. Obwohl bereits seit den 1980ern bekannt war,
dass der N-terminale Bereich der PraS1-Domaéne fiir eine hochaffine Bindung
des HBV an die Zelloberflache von Leberzellen verantwortlich war [63, 217],
konnte erst 2012 durch die Arbeitsgruppe um Wenhui Li die zentrale Rolle des
NTCP im HBV-Zelleintritt entschlisselt werden [120]. Dieser Durchbruch
ermdglichte auch maf3geblich die Etablierung neuer Zellkultursysteme fur die in
vitro-Charakterisierung des hepadnaviralen Lebenszyklus.

Doch trotz seiner essentiellen Rolle scheint NTCP nicht der einzig notwendige

Zelloberflachenrezeptor fur HBV-Suszeptibilitdit zu sein. Es konnten bereits

mehrere Proteine als Kofaktoren im HBV-Zelleintritt entdeckt und charakterisiert

werden. So wurde der EGFR (engl.: epidermal growth factor receptor) als ein

solcher Korezeptor identifiziert, der durch direkte Bindung an NTCP die

Endozytose des HBV entscheidend bedingt [123, 218]. Zudem konnte IFITM3
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(engl.: interferon-induced transmembrane protein 3), ein Restriktionsfaktor beim
Zelleintritt anderer Viren [219] als positiver Kofaktor fur HBV-/HDV-Eintritt
festgestellt werden, wobei der zugrundeliegende Mechanismus noch unbekannt
ist [220].

3.3.1 Bedeutung des NTCP/Ntcp fur den hepadnaviralen
Zelleintritt

Zur Unterscheidung des humanen von den tierischen SCL10A1-Proteinen
besteht konventionell das humane NTCP vollstandig aus GroRRbuchstaben,
wohingegen bei dessen tierischen Orthologen nur der Anfangsbuchstabe

grof3geschrieben wird (Ntcp).

Fir das Modell-Avihepadnavirus der Ente (DHBV) konnte bereits Jahrzehnte
vor dem  menschlichen Rezeptor NTCP der Eintrittsrezeptor
Carboxypeptidase D identifiziert werden [221]. Die Avihepadnaviren infizieren
Hepatozyten demnach grundsatzlich nicht tUber das Ntcp, obwohl diese
homologe Proteine besitzen [222].

Fur die Orthohepadnaviren ist folgendes bekannt: Es konnte bereits gezeigt
werden, dass nicht nur NTCP den HBV-Zelleintritt erméglichen kann. So ist eine
Infektion mit HBV Uber das Ntcp zweier Menschenaffenspezies (Sumatra-
Orang-Utan (P. abelii) und gemeiner Schimpanse (P. troglodytes)) sowie Uber
das Ntcp des Murmeltiers (M. monax) ohne Mutagenese in Ntcp-
Uberexprimierenden Humanhepatomzellen méglich [68, 223]. Aul3erdem war
nur eine Aminosaure (R158) innerhalb des Ntcp verschiedener

Altweltaffenspezies fur eine fehlende Suszeptibilitat fir HBV verantwortlich [68].

Andersherum konnte bisher fiir das Fledermaushepadnavirus TMBHBYV und die
beiden Neuweltaffenhepadnaviren WMHBY und CMHBV ein Zelleintritt Gber
das humane NTCP im psHDV-Modell und ein damit einhergehendes
zoonotisches Potential nachgewiesen werden [27, 28]. Fur das CMHBYV konnte
zusatzlich gezeigt werden, dass dieses auch das Ntcp einer Wirts-
Kapuzineraffenspezies (S. apella) zum Zelleintritt nutzen kann [27]. Ob andere
Orthohepadnaviren das spezieseigene Ntcp zum Zelleintritt verwenden, ist

weitestgehend ungeklart.
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4. Fragestellungen

Die Oberflachenproteine (HBsAg) des HBV spielen eine entscheidende Rolle
bei der Sekretion viraler Partikel und der Virus-Rezeptor-Interaktion des HBV
und HDV. Mutationen innerhalb des HBsAg kdnnen deshalb maRgeblichen
Einfluss auf diese wichtigen Prozesse wahrend der Replikationszyklen dieser
beiden Viren haben. Auch die Untersuchung der HBsAg-Homologe neuartiger
tierischer Orthohepadnaviren ist fir den Menschen aufgrund eines maéglichen
zoonotischen Potentials durch Umgehung eines bestehenden Anti-HBs-
Impfschutzes von grofRer Bedeutung. In dieser Arbeit sollten deshalb relevante
Isolate des HBV und dreier tierischer Orthohepadnaviren aus Equiden und
Spitzméausen unter anderem bezuglich ihrer Oberflachenproteine charakterisiert

werden.

A. Eine Vielzahl an Viren zeichnet sich durch hohe Mutationsraten aus. Auch
HBYV ist, insbesondere bei chronischen Infektionen, anfallig fir Mutationen.
Im Rahmen des nationalen Referenzzentrums fur Hepatitis-B-Viren und
Hepatitis-D-Viren in Zusammenarbeit mit Dr. Schlevogt der Medizinischen
Klinik B des Universitatsklinikums Minster sollte in dieser Arbeit ein HBV-
positives Patientenserum mit Verdacht auf Immun- und/oder
diagnostischem Escape naher untersucht werden. Hierbei sollten folgende

Fragestellungen beantwortet werden:

Weist die Primarsequenz des viralen Oberflachenproteins (HBSAQ)
bereits beschriebene und/oder neue Mutationen auf, die die Antigenitat

und Nachweisbarkeit beeinflussen kdnnten?

Kann das HBsAg der Virusvarianten in Zellkultur exprimiert und

nachgewiesen werden?

Sind diese HBsAg-Isolate mit in-vitro-diagnostischen Assays

detektierbar?

Reagiert das mutierte HBsSAg mit Antikérpern nach Impfung bzw.
Genesung? Ware ein Impfschutz gegen diese Virusvarianten gegeben

bzw. eine Ubertragung trotz Impfschutz moglich?
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B. Zoonotische Ubertragungen von Viren durch Tiere auf den Menschen
beinhalten ein enormes pathogenes Potential, insbesondere wenn solch
zoonotische Viren bestehenden Impfschutz umgehen kénnen. Ob und in
welchem Ausmal’ Zoonosen auftreten, ist von vielen Faktoren wie zellularen
Restriktionsfaktoren aber auch essentiellen, vom Virus bendtigten
Wirtsfaktoren abhangig. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Felix Drexler am Institut fur Virologie der Charité Berlin wurden neuartige
Hepadnaviren in Spitzmausen und Equiden detektiert, die in dieser Arbeit
charakterisiert werden sollten. Es ergaben sich folgende Fragestellungen:

Wie unterscheiden sich die viralen Oberflachenproteine (HBsAg) der
neuartigen Hepadnaviren zum HBV des Menschen?

Besteht eine Kreuzreaktivitat mit heterologen Antikdrpern, die sich
gegen die viralen Oberflachenproteine (HBsAg) richten? Wenn ja, ware
ein Schutz gegen diese tierischen Viren durch die HBV-

Standardimpfung gegeben?

Vermitteln die Oberflachenproteine dieser Viren eine Infektion
menschlicher und tierischer Zellen und sind sie dabei auf die

Verwendung des NTCP/Ntcp angewiesen?

Besteht eine Kreuzreaktivitat mit heterologen Antikdrpern, die sich
gegen das Strukturprotein HBcAg richten? Sind immundominante
Antikdrperepitope zwischen den humanen und tierischen Core-

Proteinen konserviert?

Besitzen diese tierischen Hepadnaviren ein HBeAg? Wird dieses
HBeAg analog zu dem menschlichen HBeAg intrazellular prozessiert

und ist im in-vitro-diagnostischen Assay nachweisbar?

31



Materialien

5. Materialien

Alle Angaben zu Herstellern werden im folgenden Format gelistet:

Name des Herstellers (Standort, Land im ITU-Buchstabencode)

5.1 Bakterien

Zur Plasmidamplifikation sowie bei den verwendeten Klonierungsmethoden
wurden chemisch-kompetente Escherichia Coli-Zellen nach Angaben des

Herstellers verwendet.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Bakterienstamme.

Name Stamm Genotyp Hersteller

Fi, endAl, supE44, thi-1, recAl, relAl,

Stellar HSTO8 gyr A96, phoA, a80d | a
competent cells (| acaZrYgAF) U1 6hSdRMSp( mr r
mcr BC), ¢mcr A, o

Takara Bio
(Saint-Germain-
en-Laye, F)

5.2 Primare Zellen & Zelllinien

In dieser Arbeit wurden humane Zelllinien verwendet. Alle verwendeten
Zelllinien sind immortalisiert und adharent wachsend. Zuséatzlich wurden

kryopraservierte, priméare Hepatozyten verwendet.

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Zelllinien und priméren Zellen.

Name Herkunft Anmerkungen

Zelllinien

Enthalten ein Tetrazyklin-

induzierbares

HepG?2 tet-on Hepatoma [224]; Takara Bio (Saint- Transaktivatorsystem;

Advanced Germain-en-Laye, F) - L
Selektion Uber Geneticin;

Kat.No.: 631150

Stabile Transfektion eines
NTCP-Expressionsplasmids

unter tet-on-Promotor;

HepG2 tet-on-NTCP Basierend auf HepG2 tet-on Advanced

(HepG2-NTCP) Selektion tiber Geneticin (s.0.)
und Puromycin (pZFN-tight-
hNTCP)

Stabile Transfektion eines HBV-
D3 1.5mer-Plasmids unter tet-

HepG2 tet-on-3091 Basierend auf HepG2 tet-on Advanced on-Promotor;

Selektion Uber Geneticin (s.0.)
und Puromycin

HuH7 Hepatoma [225]
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Primarzellen

Primare humane
Hepatozyten (PHH)

Primacyt (Schwerin, D)

Chargen: HH190917;
BHuf16029-P

Primére
Pferdehepatozyten
(PEH)

Primacyt (Schwerin, D)

Charge: EH151217-2

5.3 Plasmide

Im Zuge dieser Arbeit wurden Expressionsplasmide viraler und zellularer

Proteine verwendet.

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Plasmide.

Name Vektor Insert Anmerkungen (Quelle)
NTCP/Ntcp-Expressionsplasmide

'eclegAS/FRT/TO_NTCP- _;IJ_CODNASIFRT/ NTCP-FLAG AG Geyer

PCDNA3.1(+)_SorexNtcp | pcDNA3.1(+) ‘;'Efé araneus (Waldspitzmaus) Nicp- | 5 gjepe [37]

pcDNAS3.1(+)_EselNtcp pcDNA3.1(+) Equus asinus (Hausesel) Ntcp-FLAG AG Glebe [38]

Hepadnavirale

subgenomische Expressionsplasm

de

3091_LHBs_3091EnhPR

HBsAg des HBV-D3 unter endogenen

3091 SHBs WT

EPolyA PCDNAS.1(+) Regulatoren AG Glebe

SCHs paa | PEDNASLE) | e cnen Requitoren | AC Clebe (37
THaePapa | PEONASIE) | Regulatoen | AC Glebe 37
G AP | oo | BRSNS MG |4 i e
Esel_LHBs_Hygro pCH9-200 :giﬁgedgeuslafggﬁv [MT134309] unter AG Glebe [38]
LT | psagy | LS EHOY ST | 4 e
BXHIS-FLAG- PCcDNA3.1(+) | FLAG-SHBs des HBV-D3 (AS 1-226) | AG Glebe

6xHIS-FLAG-
3091_SHBs_aal00-
226_Cluster-1

PcDNA3.1(+)

FLAG-SHBs des HBV-D3 (AS 1-99) +
Patientencluster 1 (AS 100-226)

AG Glebe; diese Arbeit

6XHIS-FLAG-
3091_SHBs_aal00-
226_Cluster-2

PcDNA3.1(+)

FLAG-SHBs des HBV-D3 (AS 1-99) +
Patientencluster 2 (AS 100-226)

AG Glebe, diese Arbeit

6XHIS-FLAG-
3091_SHBs_aal00-
226_Cluster-3

PcDNA3.1(+)

FLAG-SHBs des HBV-D3 (AS 1-99) +
Patientencluster 3 (AS 100-226)

AG Glebe, diese Arbeit
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6XHIS-FLAG-
3091_SHBs_aal00-
226_Cluster-4

pcDNA3.1(+)

FLAG-SHBs des HBV-D3 (AS 1-99) +
Patientencluster 4 (AS 100-226)

AG Glebe, diese Arbeit

Hepadnavirale Uberlangenplasmide

HBV-3091_1.5mer

PcDNA3.1(+)

1.5-faches Uberlangengenom des
humanen HBV-D3 unter endogenen
Regulatoren

AG Glebe

HBV-A2_1.5mer

PcDNA3.1(+)

1.5-faches Uberlangengenom des
humanen HBV-A2 unter endogenen
Regulatoren

AG Glebe

HBV-G_1.5mer

PcDNA3.1(+)

1.5-faches Uberlangengenom des
humanen HBV-G unter endogenen
Regulatoren

AG Glebe

MSHBV_1.5mer

PcDNA3.1(+)

1.5-faches Uberlangengenom des
MSHBYV [MK345462] unter endogenen
Regulatoren

AG Glebe; diese Arbeit

EqHBV_Esel_1.5mer

PcDNA3.1(+)

1.5-faches Uberlangengenom des
EqHBYV aus einem Esel [MT134309]
unter endogenen Regulatoren

AG Glebe; diese Arbeit [38]

EqHBV_Zebra _1.5mer

pcDNA3.1(+)

1.5-faches Uberlangengenom des
EqHBYV aus einem Zebra [MT134319]
unter endogenen Regulatoren

AG Glebe; diese Arbeit [38]

Andere

pSVL(D3)

pSVL

Genomisches Trimer des HDV-I

J. Taylor [205]

pcDNA3.1(+) (leer)

PcDNA3.1(+)

ThermoFisher Scientific
(Waltham, USA)

Genannte Arbeitsgruppen:

AG Glebe am Institut fir medizinische Virologie, Justus-Liebig-Universitat GieRen

AG Geyer am Institut fir Pharmakologie und Toxikologie, Justus-Liebig-Universitat GielRen

5.4

Kommerzielle Kits

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten kommerziell-erhéltlichen Kits.

Name

Verwendung

Hersteller

High Pure Viral Nucleic Acid Kit

Isolation viraler DNA/RNA aus
Zellkulturiberstanden und
Serum

Roche Diagnostics Deutschland
GmbH (Mannheim, D)

InFusion HD Cloning Kit

Klonierung

Takara Bio (Saint-Germain-en-
Laye, F)

Monarch DNA Gel Extraction Kit

DNA-Isolation nach
Gelelektrophorese

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt/Main, D)

Monarch PCR & DNA Cleanup
Kit

DNA-Isolation nach PCR

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt/Main, D)

Monarch Plasmid Miniprep Kit

Plasmid-DNA-Isolation aus
bakterieller Flussigkultur

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt/Main, D)
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Plasmid-DNA-Isolation aus

Plasmid Plus Midi Kit bakterieller Flissigkultur

Qiagen (Hilden, D)

5.5 AntikOrper

Tabelle 7: Verwendete Antikérper.

Monoklonale Antikérper

Name Epitop/Antigen Spezies Bezug WB IF

MA18/7 PraS1, D®PAF? [226] Maus AG Glebe - 1:200
PrasS2, N-terminale .

Q19/10 Glykosylierung [227] Maus AG Glebe - 1:200
Konformationelles

C20/02 Epitop der S-Doméne Maus AG Glebe - 1:200
[228]

1-9C1 S-Domane [229] Maus AG Glebe - 1:200
S-Domane, .

HBO1 GUIPCRTCTTIZ [230] Maus AG Glebe - 1:200
S-Doméne, C'RTC? Abbott GmbH .

H166 [231] Maus (Wiesbaden, D) ) 1:200

Merck KGaA (Sigma-
Anti-Tubulin Kukenhirn-Mikrotubuli Maus Aldrich) (Darmstadt, D); 1:1.000 -
Kat.No.: T9026

Polyklonale Primarantikdrper

Name Immunisierung Spezies Bezug wWB IF

Rabbit 4A HBVaxPro-Impfung Kaninchen AG Glebe - 1:200

DAKO Agilent (Santa

DAKO Anti-HBc HBc (E.coli) Kaninchen Clara, USA); Kat.No.: - 1:200
B0586

SY6964 HBc (E.coli) Kaninchen AG Glebe - 1:200

SYC953 HBc (E. coli) Meerschweinchen | AG Glebe - 1:200
Core-Protein des . . )

0974 CSHBV (CSHBC) Kaninchen AG Ulrich - 1:200
Core-Protein des WHV . . )

2833 (WHC) Kaninchen AG Ulrich - 1:200

Anti-HDV Naturliche HDV-Infektion | Mensch AG Glebe - 1:200

ThermoFisher Scientific
Anti-FLAG FLAG (DYKDDDDK) Kaninchen (Waltham, USA); 1:800 -
Kat.No.: F7425

35



Materialien
Sekundéarantikorper
Name Immunisierung Spezies Bezug WB IF
. ThermoFisher Scientific
ﬁ;zéhélaus-lgG- - Ziege (Invitrogen) (Waltham, - 1:400
USA); Kat.No.: A11029
Anti-Kaninchen- ThermoFisher Scientific
10G-Ax488 - Ziege (Invitrogen) (Waltham, - 1:400
9 USA): Kat.No.: A11034
Anti-Kaninchen- ThermoFisher Scientific
10G-Ax594 - Ziege (Invitrogen) (Waltham, - 1:400
9 USA); Kat.No.: A32740
Anti- ThermoFisher Scientific
Meerschweinchen- - Ziege Invitrogen altham, - 1:400
) g
1gG-AX568 USA); Kat.No.: A11075
. ThermoFisher Scientific
égft;-Human-lgG- - Ziege (Invitrogen) (Waltham, - 1:400
USA); Kat.No.: A21090
e i Cell Signaling
ﬁrI;tllaKamnchen - Ziege Technology (Leiden, 1:2.000 -
HOL)
Santa Cruz
Maus-IgG-BP-HRP | - Maus '(35‘;?;:”8'50/_9\)3’ .| 12000 | -
sc-516102

Genannte Arbeitsgruppen:
AG Glebe am Institut fir medizinische Virologie, Justus-Liebig-Universitat GieRen

AG Ulrich am Institut fir neue und neuartige Tierseuchenerreger (INNT), Friedrich-Loffler-Institut, Greifswald

5.6 Enzyme

Tabelle 8: Verwendete Enzyme.

Name Funktion Hersteller
BamHI DNA—Restrlktlon fr ThermoFisher Scientific (Waltham, USA); Kat.No.: FD0054
Klonierung
DNasel EglgVerdau (HDV-QRT- ThermoFisher Scientific (Waltham, USA); Kat.No.: EN0521
Verdau plasmidischer DNA New England Biolabs GmbH (Frankfurt/Main, D); Kat.No.:
Dpnl A ;
fur Klonierung R0O176
DNA-Restriktion fir . R . .
Miul Klonierung ThermoFisher Scientific (Waltham, USA); Kat.No.: FD0564
Phusion High Fidelity DNA-Amplifikation fiir New England Biolabs GmbH (Frankfurt/Main, D); Kat.No.:
DNA Polymerase Klonierung M0530
PNGase F Entfernung von N- ThermoFisher Scientific (Waltham, USA); Kat.No.: A39245
Glykosylierungen
Takyon No Rox Probe 2x . ) )
Master Mix dTTP Blue HBV-gPCR Eurogentec (Seraing, BEL); Kat.No.: UF-NPMT-B0701
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TagMan Fast Virus 1-
Step Master Mix

HDV-qRT-PCR

ThermoFisher Scientific (Waltham, USA); Kat.No.:
4444432

5.7
Medien

Chemikalien, Reagenzien & kaufliche

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien, Reagenzien und kaufliche Medien.

Name Funktion Hersteller

Agarose Agarosegelektrophorese Biozym Scientific, (Oldendorf, D)

Albumin Fraktion V HGM Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)
Ammoniumpersulfat (APS) SDS-PAGE Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)
Amphotericin B (Fungizone) Antimykotikum Kohlpharma GmbH (Merzig, D)

Bacto-Agar LB-Agar BD Biosciences (Heidelberg, D)
Bacto-Hefe-Extrakt LB-Medium BD Biosciences (Heidelberg, D)
Bacto-Trypton LB-Medium BD Biosciences (Heidelberg, D)

b-Mercaptoethanol

Reduktionsmittel

Promega GmbH (Walldorf, D)

Caspofungin

Antimykotikum

MSD Sharp & Dohme GmbH (Haar, D)

Clarity Max Western ECL
Substrate

Luminol/Enhancer fur
Western Blot-Entwicklung

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen, D); Kat.No.:
1705062

Dexamethason

HGM

Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)

4',6-Diamidino-2-phenylindol
(DAPI)

Zellkernfarbstoff

ThermoFisher Scientific (Waltham USA)

Dimethylsulfoxid (DMSQO) Zellkultur Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)
Dinatriumhydrogenphosphat

(Na;HPO,) PBS Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)

Dul beccods Mod . S .

Medium (DMEM) Zellkultur ThermoFisher Scientific (Gibco) (Waltham USA)
DMEM ohne Phenolrot Zellkultur ThermoFisher Scientific (Gibco) (Waltham USA)

Essigsaure (CH;COOH)

Coomassie-Entfarber

Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)

Ethanol (>99,8 %)

Lésungsmittel

Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)

Ethylendiamintetraessigsaure

(EDTA) Chelator Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)

Fotales Kalberserum (FKS) Zellkultur ThermoFisher Scientific (Gibco) (Waltham USA)
FUGENE HD Transfektion Promega GmbH (Walldorf, D)

Glycerin - Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)

Glycin SDS-PAGE Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)
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Halt Protease Inhibitor
Cocktail

Proteaseinhibitor

ThermoFisher Scientific (Waltham USA); Kat.No.:
78429

HEPES (N-2-
Hydroxyethyl)piperazin-N'-2-
ethansulfonsaure)

Zellkultur

ThermoFisher Scientific (Gibco) (Waltham USA)

HHMM Basalmedium

Primarzellkultur

Primacyt (Schwerin, D)

Hoechst 33342

Zellkernfarbstoff
(membranpermeabel)

ThermoFisher Scientific (Waltham USA)

HPM Cryo i Hepatocyte
Plating Medium

Primarzellkultur

Primacyt (Schwerin, D)

HTM 1 Hepatocyte Thawing
Medium

Primarzellkultur

Primacyt (Schwerin, D)

HWM i Hepatocyte Washing
Medium

Primarzellkultur

Primacyt (Schwerin, D)

Isopropanol

Western Blot

Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)

ITS Mix (Insulin-Transferrin-

Selenium) HGM ThermoFisher Scientific (Gibco) (Waltham USA)
Kaliumchlorid (KCI) Puffer Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)
Kaliumdihydrogenphosphat Puffer Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)

(KH2POg)

Laemmli Sample Buffer (4x)

Probenvorbereitung fur SDS-
PAGE

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen, D); Kat.No.:
1610747

L-Glutamin

Zellkultur

ThermoFisher Scientific (Gibco) (Waltham USA)

Magermilchpulver

Western Blot

Saliter (Obergunzburg, D)

Methanol

Western Blot

Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)

Natriumchlorid (NaCl)

Puffer

Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)

Natriumpyruvat (100 mM)

Zellkultur

ThermoFisher Scientific (Gibco) (Waltham USA)

Nitrobenzoxadiazol-
Taurocholat (NBD-TC)

Fluoreszierendes NTCP-
INtcp-Substrat

AG Geyer

Nonidet P-40 (NP-40) Puffer Calbiochem-Novabiochem Corp. (La Jolla, USA)
agtcij_g)lEM (Reduced Serum Transfektion ThermoFisher Scientific (Gibco) (Waltham USA)
Paraformaldehyd Zellfixierung Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)
Polyethylenglykol (PEG) (40 | 7 yitur Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)

%)

ROTIPHORESE Gel 30
(37,5:1)

(Bis-)Acrylamidldsung fur
SDS-PAGE-Gele

Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D); Kat.No.:
3029.1

SDS (Natriumdodecylsulfat)

SDS-PAGE; Puffer

Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

SDS-PAGE

Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)

TRIS

Puffer

Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)
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Triton X-100 Detergenz Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)
Trypsin-EDTA Zellkultur ThermoFisher Scientific (Gibco) (Waltham USA)
Tween-20 Detergenz Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)
William's E Medium, no Zellkultur ThermoFisher Scientific (Gibco) (Waltham USA)
phenol red

XtremeGeneHP Transfektion Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)

5.8

Eigens angesetzte Medien, Puffer &

LOsungen
Tabelle 10: Ubersicht der eingesetzten Medien, Puffer, Lésungen inklusiver inrer Zusammensetzung.
Name Zusammensetzung
Prokaryote Zellkultur
1 % Bacto-Trypton (w/v)
LB-Medium 0,5 % Bacto-Hefeextrakt (w/v)
1 % NaCl (w/v)
LB-Medium
LB-Agar

1,5 % Bacto-Agar (w/v)

TAE-Puffer (50x)

2 M TRIS-Base
1 M Essigsaure

0.05 M EDTA pH8,0

Eukaryote Ze

IlIkultur

PBS (50x)

1,37 M NaCl

27 mM KClI

80 mM Na;HPO4
18 mM KH;PO,

DMEM-Vollmedium

DMEM
10 % FKS
100 U/ml Penicillin

100 eg/ml Streptomycin

HDV-Produktionsmedium

Williamsé
2 % FKS

100 U/ml Penicillin

2 mM L-Glutamin
10 mM HEPES

Medi um E, ohne Phenolrot

100 eg/ml Streptomycin

Posttransfektions-Haltemedium

Williamsé

2 % FKS

Medi um E, ohne Phenolrot
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100 U/ml Penicillin

100 eg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin

10 mM HEPES

1 mM Natriumpyruvat

(+2 % DMSO bei 1.5mer-Plasmiden)

Hepatocyte Growth Medium (HGM)

Wi | | i ams &, ofvie Rhenolmot
0,2 % Albumin Fraktion V

1x Insulin-Transferrin-Selenium

2 mM L-Glutamin

10 nM Dexamethason

1 mM Natriumpyruvat

0,1 mg/ml Gentamycin

10 mM HEPES
50 &g/ ml

Caspofungin (frisch

zugeben

HHMM-Haltemedium

HHMM Basalmedium
Primacyt-Zusatze fur HHMM
1,5 % DMSO

Caspofungin/Fungizone

Western Blot

OPT-Lysispuffer [232]

20 mM EDTA

140 mM NaCl

5 % SDS (w/v)

100 mM TRIS pH8,0

1x Halt Protease Inhibitor Cocktail (frisch zugeben)

10x SDS-Laufpuffer

0,25 M TRIS pH8,3
1,92 M Glycin
1 % SDS (w/v)

10x Transferpuffer

450 mM TRIS pH8,3
390 mM Glycin
5mM EDTA

10x TBS (pH 7,6)

200 mM TRIS-Base
1,5 M NaCl

TBS-T

1x TBS
0,1 % Tween-20 (v/v)

WB-Block-Ldsung

1x TBS

5 % Magermilchpulver

Immunfluoreszenz

Fixierungs-/Permabilisierungslésung

3,8 % Paraformaldehyd
0,2 % Triton X-100

IF-Block-L6sung

1x PBS
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‘ ‘ 10 % FKS
5.9 Antibiotika
Tabelle 11: Verwendete Antibiotika.
Name Funktion Hersteller

Carbenicillin-Dinatriumsalz

Selektionsantibiotikum (100 pg/ml f.c.)

Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe,
D); Kat.No.: 6344.2

Doxyzyklin-Hyclate

Induktionsantibiotikum (6 pg/ml f.c.)

Merck KGaA (Sigma-Aldrich)
(Darmstadt, D); Kat.No.: D5207

Geneticin (G418) (100mg/ml)

Selektionsantibiotikum (200 pg/ml f.c.)

InvivoGen (San Diego, USA); Kat.No.:
ant-gn-1

Gentamycinsulfat (50 mg/ml)

HGM-Zusatz (0,1 mg/ml f.c.)

ThermoFisher Scientific (Gibco)
(Waltham, USA); Kat.No.: 15750-045

Penicillin / Streptomycin (100x)

(Ix f.c.)

Universelle Antibiotika in Zellkulturmedium

ThermoFisher Scientific (Gibco)
(Waltham, USA); Kat.No.: 15140-122

Puromycin-Dyhydrochlorid

Selektionsantibiotikum (1 pg/ml f.c.)

Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe,
D); Kat.No.: 0240.4

5.10 Oligonukleotide

Tabelle 12: Verwendete Oligonukleotide. Alle Oligonukleotide wurden von Integrated DNA technologies
(IDT; Leuven, BEL) synthetisiert.

Name Sequenzu (5d) Verwendung

cdbsl CAA CCTCTT GTC CTC CAACTT GT HBV-gPCR sense-Primer

cdbs2 AAC CTC CTG TCC TCC AAC TTG HBV-gPCR sense-Primer

cdbs3 CAA CCTGTT GTCCTC CAATTT GT HBV-gPCR sense-Primer

cdba GAT GAG GCA TAG CAG CAG GAT HBV-gPCR antisense-Primer
FAM-ATC GCT GGA TGT GTC TGC GGC

cdqg380 GTT-BMN-Q535 HBV-gPCR Sonde

HDV-F TGG CTC TCC CTT AGC CAT CCG HDV-gRT-PCR sense-Primer

HDV-R TTC CTCTTC GGG TCG GCA TG HDV-gRT-PCR antisense-Primer
FAM-CTC CTW CGG ATG CCC AGG TCG

HDV-P GAC -BHO1 HDV-qRT-PCR Sonde

S6s TGG ATG TGT CTG CGG C Amplifikation des SHBs-Fragments aus

Serum

S6as CKT TGA CAD ACT TTC CAA TCA ATA G é;“rg'r'nf'ka“on des SHBs-Fragments aus

PcDNA3.1+_S6- CTATTG ATT GGA AAG TTT GTC AAA Amplifikation des pcDNA3.1(+) (Backbone)

Overhang_fwd Gct gca gat atc cag cac agt g fur Klonierung von S6-Sequenzierplasmiden
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pcDNAS.1+_S6-
Overhang_rev

GCC GCA GAC ACA TCC Act gga cta gtg
gat ccg agc tc

Amplifikation des pcDNA3.1(+) (Backbone)
fur Klonierung von S6-Sequenzierplasmiden

SHBs-only_insert_fwd

GAG AACATCACATCAGGATTC

Amplifikation des SHBs-Fragments (Insert)
fur Klonierung

SHBs-only_insert_rev

TTA AAT GTA TAC CCA AAG ACA AAA G

Amplifikation des SHBs-Fragments (Insert)
fur Klonierung

pcDNA3-1_SHBs-
only_overhang_fwd

CTTTTG TCTTTG GGT ATACAT TTAA

Amplifikation des pcDNA3.1(+) (Backbone)
fur Klonierung

pcDNA3-1_SHBs-
only_overhang_rev

GAATCC TGATGT GAT GTT CTC

Amplifikation des pcDNA3.1(+) (Backbone)
fur Klonierung

CMV-F

GCAAAT GGG CGG TAGGCGT

Sequenzierung

pcDNA3.1-R

TAG AAG GCA CAG TCG AGG CT

Sequenzierung

5.11 Molekulargewichts- und Proteinmarker

Tabelle 13: Verwendete Molekulargewichts- und Proteinmarker.

Name

Funktion

Hersteller

(Broad Range)

Color Prestained Protein Standard

Protein-GréRenmarker

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt/Main, D); Kat.No.: P7719

Quick-Load 1 kb DNA Ladder DNA-GréRenmarker

New England Biolabs GmbH
(Frankfurt/Main, D); Kat.No.: NO468

5.12 Myr-PraS1-Peptide

Tabelle 14: Verwendete N-terminal myristoylierte, C-terminal Alexa633-gekoppelte PraS1-Peptide (AS 2-

48). Zusatzlich besitzen die Peptide einen Strep-Tag mit SA-Linker (kursiv). Alle Peptide wurden von Bio-

Synthesis, Inc. (Lewisville, USA) generiert.

Name

Sequenz

EqHBV-Do-2-48myr-Alexa633 (EqHBV-Do)

GQNQSVPNPL GFLPVHSIDT SGGGGWDHSI QKDPWPQAKL
PSPGNWG SA WSHPQFEK

HBV-2-48myr-Alexa633

GQNLSTSNPL GFFPDHQLDP AFRANTANPD WDFNPNKDTW
PDANKVG SA WSHPQFEK

SMHBV-CRO-2-48myr-Alexa633 (MSHBV)

GNFVDIM GSQLAVGT SYGAAEGETFNP LADLGYLFSK
INPHQPLENY SA WSHPQFEK

SMHBV-GF21-2-48myr-Alexa633 (CSHBV-A)

GNNWSPGANY GSMDSTPPGV ETLNWLFQKL HPAKEDWTLT
PQVGTNA SA WSHPQFEK

5.13 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 15: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Name

Hersteller
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Bakterienschalen

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

Einweg-Plastikpipetten (5, 10, 25, 50 ml)

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

GlasgefaRe (Kolben, Zylinder, Becherglaser etc.)

Schott AG (Mainz, D)

Immobilon-P PVDF-Membran

Merck KGaA (Sigma-Aldrich) (Darmstadt, D)

LightCycler 480 Multiwell Plate 96, white

Roche Diagnostics Deutschland GmbH (Mannheim, D)

MicroAmp Optical Adhesive Film (gPCR-Folie)

ThermoFisher Scientific (Applied Biosystems) (Waltham USA)

Multiwellplatten (6-, 12-, 24-, 48-, 96-well)

Sarstedt AG & Co. KG (NUmbrecht, D)

PCR-Reaktionsgefale (0,2 ml)

Biozym Scientific (Oldendorf, D)

Pipettenspitzen (ungestopft)

SARSTEDT AG & Co. KG (Nimbrecht, D)

Pipettenspitzen (gestopft)

Nerbe plus GmbH & Co. KG (Winsen/Luhe, D)

Reaktionsgefalie (0,5; 1,5; 2,0 ml)

Sarstedt AG & Co. KG (Nimbrecht, D)

Vivaspin 20 (300,000 MWCO)

Sartorius (Gottingen, D)

Zellkulturschalen 100 mm / 145 mm

Greiner Bio-One (Frickenhausen, D)

5.14 Gerate

Tabelle 16: Verwendete Gerate.

Name Funktion

Hersteller

Prokaryote Zellkultur

G24-Inkubator

Prokaryotische Zellkultur

New Brunswick Scientific (Edison, USA)

Vortemp 56 Transformation

Labnet International (Edison, USA)

Bakterieninkubator

Memmert (Schwabach, D)

Eukaryote Zellkultur

CO; Inkubator MCO-19AIC

Eukaryotische Zellkultur

Panasonic Healthcare/ pHchi/ PHC Europe B.V. (Etten-
Leur, HOL)

Herasafe KS

Eukaryotische Zellkultur

Fisher Scientific GmbH (Schwerte, D)

DMI6000 B (Inverses
Fluoreszenzmikroskop)

Fluoreszenzmikroskopie

Leica (Wetzlar, D)

SDS-PAGE und Western Blot

EV 231 Stromquelle Consort (Turnhout, BEL)

Mini-PROTEAN Tetra Cell-Set SDS-PAGE Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen, D); Kat.No.:
1658004

FastBlot B33 Elektroblotting Biometra (Géttingen, D)

Western Blot-

ChemoCam Imager ECL Dokumentation

Intas Science Imaging Instruments GmbH (Gottingen,
D)
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Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

ThermoFisher Scientific (Applied Biosystems)

MiniAmp Thermal Cycler PCR-Cycler (Waltham USA): Kat.No.: A37834

LightCycler 480 I gPCR-Cycler Roche Diagnostics Deutschland GmbH (Mannheim, D)
Sonstige

R-939 Mikrowelle Sharp (Kdéln, D)

ReagiergefaR-Heizblock

JLU-Werkstatt-Eigenbau

Tischzentrifuge 5417C

Eppendorf (Hamburg, D)

Elektrophorese-Kammer (MINI

/ MIDI)

Agarosegelelektrophorese

Carl Roth GmbH+Co.KG (Karlsruhe, D)

ELGA Purelab Chorus

Reinstwasseranlage

Veolia (Celle, D)

PicoDrop Photometer Biozym Scientific (Edison, USA)
VF2 Vortexer Janke & Kunkel (Staufen, D)
IKAMAG RET Magnetheizrihrer IKA (Staufen, D)
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6. Methoden

6.1 Prokaryoten

6.1.1 Transformation

Um plasmidische DNA zu amplifizieren, wurden 50 pl chemisch-kompetente E.
coli (Stellar) auf Eis aufgetaut und mit 1 pl des zu transformierenden Plasmids
fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir
45 Sekunden auf 42°C erhitzt (Hitzeschock) und fir zwei Minuten auf Eis
abgekunhlt. Den Zellen wurden 450 pl vorgewarmtes LB-Medium hinzugeflugt
und die LOsung fur eine Stunde bei 37°C schuittelnd (200 rpm) inkubiert. Die
Zellen wurden mittels Zentrifugation (2 min, 4.000 rpm) pelletiert und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 50 pl LB-Medium resuspendiert, auf
antibiotikahaltigen LB-Agarplatten ausplattiert und uber Nacht bei 37°C
inkubiert.

6.1.2 Flussigkultur

Fur Midi-Plasmidpraparationen wurden 50 ml antibiotikahaltiges LB-Medium in
einem Erlenmeyerkolben mit einer bakteriellen Einzelkolonie angeimpft. Der
Kolben wurde anschliel3end tber Nacht bei 37°C schittelnd (200 rpm) inkubiert.

Fur Mini-Plasmidpraparationen wurden 5 ml antibiotikahaltiges LB-Medium in
einem Reagenzglas mit einer bakteriellen Einzelkolonie angeimpft. Das
Reagenzglas wurde anschlie3end tber Nacht bei 37°C schuttelnd (200 rpm)
inkubiert.

6.1.3 Plasmidpréaparation

Plasmid-DNA aus Erlenmeyerkolben (50 ml) wurde mit dem Plasmid Plus Midi-
Kit nach Herstellerangaben isoliert. Die gereinigte Plasmid-DNA wurde in 200 pl
UltraPure DNase-/RNase-freiem Wasser eluiert und die DNA-Konzentration am

Picodrop gemessen.

Plasmid-DNA aus Reagenzglasern (5 ml) wurde mit dem Monarch Plasmid
Miniprap-Kit nach Herstellerangaben isoliert. Die gereinigte Plasmid-DNA
wurde in 50 pl UltraPure DNase-/RNase-freiem Wasser eluiert und die DNA-

Konzentration am Picodrop gemessen.
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6.2 Eukaryotische Zellkultur

6.2.1 Kultivierung und Passagierung von Hepatomzelllinien

Die humanen Hepatomzelllinien HepG2 und HuH7 wurden im
Zellkulturinkubator bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in
DMEM-Vollmedium kultiviert. Die Zellen wurden mindestens zweimal die
Woche passagiert. Hierfur wurde das Kulturmedium aspiriert und die Zellen mit
PBS gewaschen. AnschlielRend wurden die Zellen mit Trypsin-PBS bedeckt und
fur 5-10 min bei 37°C inkubiert. Nachdem die abgeltsten Zellen in DMEM-
Vollmedium resuspendiert wurden, wurde ein Teil der Losung auf eine neue,
kollagenisierte Zellkulturplatte Ubertragen und mit DMEM-Vollmedium

vollstandig bedeckt.

6.2.2 Aussaat und Kultivierung priméarer Hepatozyten

Primare humane und primére Pferdehepatozyten wurden von der Fa. Primacyt
bezogen und nach Herstellerangaben bei empfohlener Zelldichte in
kollagenisierte 24-Wellplatten ausgesat. Acht Stunden nach Aussaat wurde das
HPM-Cryo-Medium aspiriert und die Zellen mit vorgewarmten HHMM
gewaschen und anschlielend mit 300 pl HHMM-Haltemedium (Tabelle 10)
bedeckt. Die Kultivierung mit taglichem Medienwechsel erfolgte (soweit nicht

anders angegeben) in HHMM-Haltemedium.

6.2.3 Transiente Transfektion

Mindestens einen Tag vor Transfektion wurden die Zellen in den jeweiligen
Zellkulturschalen mit DMEM-Vollimedium so ausgesat, dass sie am Tag der
Transfektion eine Konfluenz von 80-90 % erreichten. Je nach Zelltyp wurde
XtremeGeneHP (HepG2) oder FugeneHD (HuH7) fir die Transfektion
verwendet. Hierfir wurden 250 ng Plasmid-DNA pro cm? Kulturflache in
OptiMEM verdinnt (5 min, RT) und anschlieend mit dem Transfektions-
reagenz in einem Verhaltnis von 3:1 (Reagenz:DNA) gemischt (15 min, RT). In
der Zwischenzeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit DMEM-
Vollmedium bedeckt. Nach der Inkubationszeit wurde der Transfektionsmix
tropfenweise auf die Zellen verteilt, die gesamte Platte mehrmals geschwenkt
und dann tber Nacht im Inkubator inkubiert. Am Folgetag wurde das Medium
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aspiriert, die Zellen mit PBS gewaschen und anschlie3end mit entsprechendem

Folgemedium bedeckt.

6.2.4 NBD-Taurocholat-Transportassay

Um die Oberflachenexpression und Funktionalitéat des Gallensauretransporters
NTCP/Ntcp vor Infektion zu Uberprifen, wurde 48 h nach Transfektion ein
Transportassay mit fluoreszenzmarkiertem Taurocholat (4-Nitrobenzo-2-oxa-
1,3-diazole-Taurocholat; NBD-TC) durchgefuhrt. Hierfir wurde das
Kulturmedium aspiriert und die Zellen mit PBS gewaschen. Anschlie3end
wurden die Zellen mit vorgewarmten DMEM ohne Phenolrot unter Zugabe von
NBD-TC (5 uM f.c.) und Hoechst 33342 (zur Zellkernfarbung; 0,5 pg/ml f.c.)
bedeckt und fir 15 min bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die
Zellen dreimal mit reinem DMEM ohne Phenolrot gewaschen und mit DMEM
ohne Phenolrot bedeckt. Eine qualitative Analyse der Gallensédureimports

wurde am Fluoreszenzmikroskop durchgefihrt.

6.2.5 Myr-PraS1-Peptidbindungsassay

Die spezifische Bindung der PraS1-Domaé&ne verschiedener Orthohepadnaviren
an NTCP/Ntcp wurde mittels fluoreszenzmarkierter, N-terminal myristoylierter
Peptide der Aminosauren 2 bis 48 der PraS1-Domane (Myr-PraS1-Peptide;
Tabelle 14) untersucht. Hierzu wurde zunachst das Kulturmedium aspiriert und
die Zellen mit PBS gewaschen. Die Peptide (100 nM f.c.) und der
Zellkernfarbstoff Hoechst 33342 (0,5 pg/ml f.c.) wurden in vorgewarmten DMEM
ohne Phenolrot verdinnt und die Zellen damit bedeckt. Nach 15 min bei 37°C
wurden die Zellen dreimal mit DMEM ohne Phenolrot gewaschen und
abschlieBend mit DMEM ohne Phenolrot bedeckt. Eine qualitative
Untersuchung der Bindespezifitat wurde am Fluoreszenzmikroskop
durchgefuhrt.

6.2.6 Produktion pseudotypisierter Deltaviren

Zur Produktion rekombinanter, pseudotypisierter Hepatitis-D-Viren (psHDV)
wurden je drei 10cm-Kulturschalen mit HuH7 ausgesat. Am Folgetag wurden
die Zellen mit zwei Expressionsplasmiden kotransfiziert (siehe Abschnitt 6.2.3):
Ein Plasmid kodiert ein replikationsfahiges HDV-cDNA-Genom (10 ug
DNA/Platte), wahrend das zweite Plasmid hepadnavirale Oberflachenproteine

unter endogenen oder HBV-spezifischen Regulatoren beinhaltet (5 pg
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DNA/Platte). Am Folgetag wurden die Zellen auf 150 mm-Zellkulturschalen
umgesetzt und mit Produktionsmedium (Tabelle 10) bedeckt. Ein weiterer
Medienwechsel erfolgte an Tag 3 nach Transfektion. Hierbei wurde das Medium
vollstandig verworfen und die Zellen erneut mit Produktionsmedium bedeckt.
Anschliel3end wurde alle 3 Tage ein Medienwechsel durchgefuhrt, das Medium
dabei gesammelt und die Uberstande aller Tage gepoolt. Die Zellen wurden
spatestens nach 15 Tagen verworfen. Die HDV-haltigen Uberstande wurden mit
Vivaspin Zentrifugalkonzentratoren nach Herstellerangaben (3.000 x g, 4°C)
eingeengt. Der Gehalt an HDV-RNA in den Konzentraten wurde in einer
guantitativen RT-PCR bestimmt (siehe Abschnitt 6.4.2.3).

6.2.7 In vitro Infektion mit pseudotypisierten Deltaviren
Die pseudotypisierten Hepatitis-Delta-Viren (psHDV) wurden verwendet, um zu
untersuchen, ob orthohepadnavirale Oberflachenproteine den Zelleintritt

vermitteln kénnen.

Hierfir wurden HepG2-Zellen verwendet, die zwei Tage zuvor mit NTCP-/Ntcp-
Expressionsplasmiden auf 24-Wellplatten transfiziert worden waren. Der
Medienwechsel am Folgetag der Transfektion erfolgte mit HGM + 2 % DMSO.
Am Tag der Infektion wurden die Zellen mit 1x108 HDV-Genomaquivalenten in
500 pl Infektionsmedium (Tabelle 10) pro Well infiziert. Am Tag 1 p.i. wurden
die Zellen zweimal mit reinem HGM gewaschen und anschlieRend unter
regelmaRigen Medienwechseln mit HGM + 2 % DMSO bis Tag 11 kultiviert und
dann mit 3,8 % Paraformaldehyd (PFA) fir die Immunfluoreszenz fixiert (30 min,
RT).

Aulerdem wurden kryopraservierte primare humane und Pferdehepatozyten
(Tabelle 4) mit psHDV infiziert. Acht Stunden nach Aussaat wurde das HPM-
Cryo-Medium aspiriert und durch HHMM-Haltemedium (Tabelle 10) ersetzt. Am
Tag nach Aussaat wurden die Zellen mit 1x108 Genomaquivalenten psHDV in
500 pl HHMM-Infektionsmedium (HHMM-Haltemedium + 4 % PEG) pro Well
infiziert. Ab Tag 1 p.i. wurde das Medium taglich bis Tag 11 p.i. durch HHMM-
Haltemedium ersetzt und anschliel3end fur die Immunfluoreszenz mit 3,8 % PFA
fixiert (30 min, RT).
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6.2.8 Produktion von rekombinantem HBV

Fur die Produktion von rekombinantem Hepatitis B Virus wurde eine stabile
Zelllinie verwendet (HeG2 tet-on Advanced-3091). Diese HepG2-tet-on-Linie
wurde stabil mit einem 1.1mer-Uberlangenkonstrukt des HBV Subgenotyp D3
unter Tetrazyklin-induzierbarem Promotor transfiziert. Nach Zugabe von
10 pg/ml f.c. Doxyzyklin in das Produktionsmedium (Tabelle 10) wurden die
Zellen fur mehrere Wochen unter regelméRiger Zugabe neuen Doxyzyklins
kultiviert und die Uberstande gesammelt. Nach Verwerfen der Zellen wurden
die gepoolten Uberstande mittels Vivaspin Zentrifugalkonzentratoren eingeengt
und der Gehalt an HBV-Genomen mit einer quantitativen PCR (siehe Abschnitt
6.4.2.2) bestimmt.

6.2.9 In vitro Infektion primarer Pferdehepatozyten mit
Orthohepadnaviren
Kryopraservierte primare Pferdehepatozyten (PEH) wurden, wie in Abschnitt
6.2.2 beschrieben, ausgesat. Acht Stunden nach Aussaat wurde das HPM-
Cryo-Medium aspiriert und durch HHMM-Haltemedium (Tabelle 10) ersetzt. Am
Tag nach Aussaat wurden die Zellen mit 1x10°> HBV-Kopien (Abschnitt 6.2.8)
oder mit EqHBV-haltigen Esel- und Zebraseren (6.8x10°-1.0x10% Kopien) in
500 yl HHMM-Infektionsmedium (HHMM-Haltemedium + 4 % PEG) pro Well
infiziert. Ab Tag 1 p.i. wurde das Medium téglich bis Tag 11 p.i. durch HHMM-
Haltemedium ersetzt, wobei das Medium jeden zweiten Tag gesammelt und bei
-20°C gelagert wurden. Sekretiertes HBeAg aus etablierter Infektion konnte in
den unverdiinnten Uberstanden mit dem HBeAg-Assay (Abbott Architect;
Abschnitt 6.3.1) nachgewiesen werden. Teilweise sollte eine HBV-Infektion
durch polyklonale Antikbrper aus Seren inhibiert werden. Hierzu wurden die
HBV-haltige Infektionslosung mit gleichen Volumina eines Kaninchenserums
nach konventioneller HBV-Impfung (HBVaxPro) oder eines EqQHBV-Antikdrper-

positiven Eselserums fiir 30 min bei 37°C prainkubiert.
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6.3 Immunologische Nachweisverfahren

6.3.1 Qualitative HBeAg-Bestimmung
Sekretiertes HBeAg nach Transfektion oder Infektion wurde mit dem
vollautomatisierten HBeAg-Assay des Abbott Architect bestimmt. Hierfar

wurden 150 pl Zellkulturiberstand unverdiinnt oder in PBS verdiinnt eingesetzt.

6.3.2 HBsAg-Bestimmung

Zur Messung des HBsAg wurden vier verschiedene diagnostische Assays

verwendet.

6.3.2.1 Quantitatives HBsAg (Architect)

Standardmaé&lilig wurde das quantitative HBsAg-Assay des Abbott Architect zur
Bestimmung der HBsAg-Konzentration in Zellkulturiberstdnden verwendet.
Hierfir wurden 150 pl Gesamtvolumen der Uberstande nach Transfektion

unverdinnt oder in PBS verdinnt in das vollautomatisierte Assay eingesetzt.

6.3.2.2 Qualitatives HBsAg (Liaison)
Der qualitative HBsAg-Assay des DiaSorin Liaison wurde verwendet, um eine

Nachweisbarkeit der HBs-Escape-Varianten zu untersuchen. Hierfir wurden

400 Ol Gesamtvolumen (Zellkultur¢berstande

2 % FKS) in das Assay eingesetzt.

6.3.2.3 HBsAg-Bestatigungstest (Architect)
Der Architect HBsAg-Bestatigungstest wurde zum Nachweis der HBs-Escape-
Varianten verwendet. Es wurden 300 pl Gesamtvolumen (Zellkulturiberstand

verdennt in Williamsd E Medium + 2 %

6.3.2.4 HBsAg-Bestatigungstest (Liaison)

Der Liaison HBsAg-Bestatigungstest wurde zum Nachweis der HBs-Escape-
Varianten verwendet. Fir den Test wurden je 330 pl Gesamtvolumen
Zell kul tur¢berst2ande (Verd¢gnnung i n
Verdinnungslosung oder 33 pl Anti-HBs (beides Teil des DiaSorin-Kits) far
1 bei RT prainkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Losungen direkt in
das Liaison-Assay eingesetzt. Die Auswertung der erhaltenen Rohdaten

erfolgte nach den Angaben des Herstellers.
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6.3.3 Anti-HBs-Bestimmung
Die Konzentration an Anti-HBs von Immunseren wurde mit dem
vollautomatisierten Anti-HBs-Assay des Abbott Architect gemessen. Hierfur

wurden 150 pl Serum unverdinnt oder 1:100 in PBS verdunnt eingesetzt.

Das Anti-HBs-Assay wurde zudem in einer kompetitiven Variante genutzt.
Hierfir wurden gleiche Mengen subviraler Partikel mit HBsAg (entsprachen
10 IU/ml f.c. des Referenz-HBsAg) mit Humanseren (50 1U/I f.c.) gemischt, mit
PBS auf 150 pl Gesamtvolumen eingestellt und fur 1 h bei 37°C rotierend
inkubiert. Die Lésung wurde im Anschluss direkt in das Anti-HBs-Assay

eingesetzt.

6.3.4 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz wurde sowohl fir Kreuzreaktivitatsstudien von Anti-HBc-
/Anti-HBs-Antikbrpern  mit  Core- und Oberflachenproteinen neuartiger
Hepadnaviren nach Transfektion als auch fur den Nachweis des HDAg nach

psHDV-Infektion verwendet.

Nach den im Ergebnisteil angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen mit
3,8 % PFA und 0,2 % Triton X-100 fixiert und permeabilisiert (30 min, RT).
AnschlieRend wurden die Zellen mit Blockldsung (Tabelle 3) inkubiert, um
unspezifische Antikdrperreaktionen zu minimieren. Nach einer Inkubation mit
angegebenen Primérantikdrpern in PBS (Tabelle 7) fur eine Stunde bei 37°C
wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorpern in PBS
(Tabelle 7) fur 30 min bei 37°C gefarbt. Zeitgleich wurden die Zellkerne mit dem
Farbstoff DAPI sichtbar gemacht. Zwischen dem Blockschritt und dem
Erstantikorper als auch zwischen Erst- und Zweitantikrper wurden die Zellen
jeweils viermal mit PBS gewaschen. Die Auswertung wurde mit einem

Fluoreszenzmikroskop durchgefihrt.

6.3.5 SDS-PAGE und Semi-Dry Western Blot

Um die HBsAg-Varianten und dessen Glykoformen nachzuweisen und semi-
quantitativ zu bestimmen, wurde eine SDS-Polyakrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) mit anschlieRendem Western Blot durchgefihrt. Hierfir wurden
HepG2-Zellen 4 Tage nach Transfektion mit subgenomischen HBs-

Expressionskonstrukten mit OPT-Lysispuffer (Tabelle 10; [232]) lysiert und tber
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Nacht bei 50°C schittelnd (200 rpm) inkubiert. Am Folgetag wurden die Lysate
entweder bei -20°C gelagert oder direkt fir die SDS-PAGE vorbereitet. Hierzu
wurden die Lysate mit 4xSDS-Probenbuffer + b-Mercaptoethanol (10 % f.c.)
gemischt, fir 5 min bei 95°C denaturiert und auf ein SDS-Gel aufgetragen und
mit 1xSDS-Laufpuffer vertikal getrennt. Nach einer 15-minttigen Einlaufphase
bei 100 V, wurde die Spannung auf 150-175 V erhoéht.

Tabelle 17: Zusammensetzung eines diskontinuierlichen 12 %igen SDS-Gels. Alle Angaben in pl.

SDS 1,5 M Tris- | Acrylamid/Bisacrylamid

Trenngel ddH20 [10%] | Cl (pH8,7) | (75,5:1)

TEMED | APS (10 %)

12% 3350 100 2500 4000 10 100

SDS 0,5 M Tris- | Acrylamid/Bisacrylamid

Sammelgel | ddH20 [10 %] Cl (pH6,8) | (75,5:1)

TEMED | APS (10 %)

4% 1590 25 630 330 10 100

Nach der Elektrophorese wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Die Membran wurde zunachst 10 min in reinem Methanol aktiviert.
Anschlieend wurden alle Blottingbestandteile nach kurzer Inkubation in
1xTransferpuffer wie folgt geschichtet: zwei Whatman-Papiere (Grade 3MM
Chr), PVDF-Membran, SDS-Gel, zwei Whatman-Papiere. Nach 60 min bei
2,5 mA/cm? Stromstarke wurde die Membran kurz in TBS-T gewaschen und
anschlieend in TBS-T mit 5 % Magermilchpulver fur eine Stunde bei RT unter
Schwenken geblockt. Die Erstantikdrper (Tabelle 7) wurden in TBS-T mit 1 %
Magermilchpulver verdinnt und die Membran darin Uber Nacht bei 4°C
schwenkend inkubiert. Nach dreimaligem, funf-minitigem Waschen mit TBS-T
wurde die Membran in der Sekundarantikorperlosung (Tabelle 7) fur zwei
Stunden bei RT inkubiert. Aufgrund der Kopplung der Sekundarantikorper an
die Meerrettich-Peroxidase (engl.: horseradish peroxisase (HRP)), konnten
gewinschte Proteine indirekt Uber eine Enzym-Substrat-Reaktion der HRP
nachgewiesen werden. Hierzu wurde die Membran mit Clarity Max Western
ECL (engl.: enhanced chemiluminescence)-Substrat nach Herstellerangaben
inkubiert und Proteine tber einen ECL-Imager visualisiert. Die densiometrische

Auswertung erfolgte mit der Software Image Studio Lite.
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6.4 Molekularbiologie

6.4.1 Isolierung viraler Nukleinsauren

Bevor virale Nukleinsduren (HBV-DNA und HDV-RNA) durch PCR amplifiziert
werden konnten, mussten diese aus den entsprechenden viralen Partikeln
isoliert werden. Hierfir wurden zum einen virushaltige Zellkulturkonzentrate als
auch humanes Serum verwendet. In beiden Fallen wurde das High Pure Viral
Nucleic Acid-Kit nach Herstellerangaben verwendet. Elution erfolgte in 50 pl
Ultrapure DNase-/RNase-freiem Wasser. Die gereinigten Nukleinsauren

wurden bei -80°C gelagert.

6.4.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde in dieser Arbeit verwendet, um

Klonierungen als auch Virusquantifizierungen durchzufuhren.

6.4.2.1 Phusion-PCR

Die Phusion-PCR wurde in dieser Arbeit zur Amplifikation von
Sequenzbereichen fur Klonierungen verwendet. Die jeweiligen verwendeten
Primer, Annealing-Temperaturen und Extension-Zeiten sind in den
entsprechenden Klonierungsschritten aufgefiihrt. Es wurde standardmalig

folgender PCR-Mix angesetzt:

Tabelle 18: Phusion-PCR-Ansatz.
5 ul dNTPs [25 mM]

1 pl forward Primer [0,2 mM f.c.]

1 pl reverse Primer [0,2 mM f.c.]
10 pl 5x HF-Puffer

0,5 ul Phusion DNA-Polymerase

32,5 ul Ultrapure Wasser
Zuletzt: 1 pl eluierte HBV-DNA bzw. 10 ng Plasmid-DNA

Die PCR Ansatze wurden folgendem PCR-Programm unterzogen:

Tabelle 19: Phusion-PCR-Programm.

Phase Temperatur [°C] Zeit [mm:ss] | Zyklen
Initiale Denaturierung 98 03:00 1x
Denaturierung 98 00:10 18x
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Annealing variabel [Ta] 00:30

Extension 72 variabel [te]

Finale Extension 72 05:00 1x
Abkuhlen 16 01:00 1x

6.4.2.2 Quantitative HBV-PCR

Zur Quantifizierung von HBV-Partikeln in Zellkulturkonzentraten wurde eine
quantitative HBV-spezifische PCR (qPCR) durchgefuhrt [233]. Als
Quantifizierungsstandard diente HBV-DNA aus rekombinant-produziertem HBV
(Abschnitt 6.2.8). In einer 96-Well-PCR-Platte wurde folgender Mix vereint:

Tabelle 20: HBV-gPCR-Ansatz.
1,2 pl cdbs1+2+3 Mix [10 pmol/pl]

1,2 pl cdba [10 pmol/ul]
0,8 ul cdq380 [10 pmol/pul]
10 pl 2x Takyon No Rox Probe Master Mix dTTP Blue

4,8 ul Wasser
Zuletzt: 2 pl eluierte HBV-DNA

Nach VerschlieRBen der Platte mit PCR-Folie und kurzer Zentrifugation wurde

folgendes PCR-Programm durchgefihrt:

Tabelle 21: PCR-Programm der HBV-gPCR. Diese Two-Step-PCR basiert auf einer Publikation von
Drosten et al. [233].

Zeit

Phase Temperatur [°C] Zyklen | Quantifizierung
[mm:ss]

Initiale

. 95 03:00 1x -

Denaturierung

Denaturierung | 95 00:10 -

Annealing/ 45x .

_ 60 00:40 Single
Extension
Abkuhlen 40 00:30 1x -

6.4.2.3 Quantitative HDV-RT-PCR
Zur Quantifizierung von HDV-Partikeln in Zellkulturkonzentraten aus psHDV-

Produktionen wurde eine quantitative HDV-spezifische reverse Transkriptase-
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PCR (gRT-PCR) durchgefihrt. Hierfir wurde HDV-RNA aus den Konzentraten
mit dem High Pure Viral Nucleic Acid-Kit nach Hestellerangaben isoliert. Elution
erfolgte in 50 pl Ultrapure DNase-/RNase-freiem Wasser. Vor der PCR wurden
zunachst mogliche HDV-Plasmidrickstande mittels DNasel-Verdau entfernt:
Auf einer 96-Well-PCR-Platte wurden gemischt:

Tabelle 22: DNasel-Verdau vor HDV-gRT-PCR.
2 pl DNasel

0,9 ul DNasel-Puffer
1,1 pl Wasser
Zuletzt: 5 pl eluierte HDV-RNA

Die Platte wurde mit einer hitzebestandigen PCR-Folie verschlossen, kurz
zentrifugiert und fur 1 h bei 37°C (Verdau) gefolgt von 1 min bei 95°C (DNase-
Inaktivierung) im LightCycler 480 Il inkubiert. Jedem Well wurde anschliel3end
folgender PCR-Mix hinzugefugt: 5 pl TagMan FastVirus 1-Step-Mastermix, 1 pl
HDV-F [500 nm f.c.], 1 pl HDV-R [500 nm f.c.], 0,5 pl HDV-P [250 nm f.c.] und
3,5 ul Wasser. Nach Verschlie3en der Platte mit PCR-Folie wurde folgendes
PCR-Programm durchgefuhrt:

Tabelle 23: PCR-Programm der HDV-qRT-PCR. Die PCR besteht aus einer reversen Transkription gefolgt

von einer Touchdown-PCR. Quantifizierung fand in jedem Zyklus der Amplifikation nach der
Elongationsphase statt (blau hinterlegt).

Temperatur . Temperaturéanderungs- | Temperaturanderun
Zyklen [°C] P Zeit [mm:ss] rate ?°C/s] 9 /ZykIFL)Js [°C] 9
Reverse Transkription
1x 53 105:00 14,4 |
Initiale Denaturierung/Inaktivierung der RT
1x |95 00:20 14,4 |
Amplifikation
95 00:20 4,4
45x 64 bis 60 00:30 2,2 0,5
72 00:10 4,4

Als Quantifizierungsstandard diente in vitro transkribierte HDV-RNA.

6.5 Klonierungen

6.5.1 Klonierung von SHBs-Expressionsplasmiden
Zur phanotypischen Analyse von HBs-Escapevarianten, wurden HBs-

Sequenzen amplifiziert und in pcDNA3.1(+) kloniert.
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Aufgrund der geringen Viruslast des untersuchten Serums wurde zunachst eine
Ultrazentrifugation durchgefihrt. Hierfir wurden 9ml Serum auf ein
Sucrosekissen (1 ml 10 % Sucrose/TNE + 2 ml 15 % Sucrose/TNE) gegeben
und in einem SW41-Rotor bei 25,000 rpm fur 16 h bei 4°C zentrifugiert. Das
Ausschwingen des Rotors nach dem Lauf erfolgte ohne Bremse. Das
entstandene Pellet wurde in 200 pl TNE resuspendiert und HBV-DNA daraus
isoliert (Abschnitt 6.4.1).

Zuerst wurden reine Sequenzierplasmide kloniert. Hierfir wurde aus Serum
isolierte HBV-DNA (Abschnitt 6.4.1) mittels Phusion-PCR amplifiziert (siehe
Abschnitt 6.4.2.1; Primer: S6s, S6as, Ta = 60°C, te = 20 s). Der Vektor
pPcDNA3.1(+) wurde iber Phusion-PCR linearisiert und Uberhdnge zum S6-
PCR-Produkt angehangen (Abschnitt 6.4.2.1; Primer: pcDNA3.1+ S6-
Overhang_fwd, pcDNA3.1+_S6-Overhang_rev, Ta = 67°C, te = 2 min). Zur
Klonierung wurde die FastCloning-Methode verwendet [234]. Nach den beiden
PCRs fur Insert und Vektor wurden je 10 pl miteinander gemischt und 1 pl Dpnl
zum Verdau der Template-DNA hinzugegeben und fir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Anschlieend wurden 2 pl in E. coli Stellar transformiert (siehe
Abschnitt 6.1.1). Einzelklone wurden fur Plasmidpraparationen angeimpft,

Plasmid-DNA gereinigt und Sanger-sequenziert (LGC Genomics).

Im folgenden Schritt wurden SHBs-Teilsequenzen (AS 100-226) ausgewahlter
Isolate in ein 6xHis-FLAG-SHBs-Expressionsplasmid umkloniert, das bereits
die gesamte SHBs-Sequenz des Referenzisolats HBV-D3 enthielt. Hierfur
wurden Insert und Vektor mittels Phusion-PCR amplifiziert (siehe Abschnitt
6.4.2.1), wodurch beidseitig 21 bp-Uberhange entstanden. Die Insert-PCR
wurde mit folgenden Bedingungen durchgefuhrt: Primer (SHBs-
only_insert_fwd, SHBs-only_insert_rev), Ta =59°C, te = 20 s. Der Vektor wurde
wie folgt amplifiziert: Primer (pcDNA3-1_SHBs-only_overhang_fwd, pcDNA3-
1 SHBs-only _overhang rev), Ta = 62°C, te = 2 min. Rekombination,
Transformation, Plasmidpraparation sowie Sequenzierung wurden wie fur die

Sequenzierplasmide beschrieben durchgefihrt.

Die finalen Expressionsplasmide kodierten fur (chiméres) SHBs mit N-
terminalem 6xHis- und FLAG-Tag unter konstitutivem CMV-Promotor mi t-
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gelegenem BGH-poly-Adenylierungssignal. Das SHBs besteht aus AS 1-99 des
Referenzgenoms HBV-D3 und AS 100-226 des jeweiligen Isolats.

6.5.2 Klonierung von hepadnaviralen 1.5mer-Plasmiden

Klone des HBV und anderer Hepadnaviren mussen aufgrund des zirkularen
Genoms als Uberlange in Plasmiden vorliegen, um replikationsfahig zu sein. In
dieser Arbeit wurden 1.5mer-Uberlangenkonstrukte kloniert, da diese
vollstdndig unter der Kontrolle endogener viraler Regulatoren stehen. Hierzu
wurden zwei DNA-Fragmente ( d s DN A ; )fegtdpleahendt der 1.5-fachen
zu Kklonierenden Hepadnavirus-Sequenz (HBV, EqgHBV-Do, EgHBV-Ze,
MSHBYV) bei Integrated DNA Technologies (IDT) synthetisieren lassen. Diese
DNA-Fragmente ent hi el ne-hizéefigte t80peUnertBirge
zum pcDNAS3.1(+)-Vektor. Fur die Klonierung wurde zunéchst der Vektor
pcDNA3.1(+) mittels Restriktionsverdau (BamHI, Mlul) nach Herstellerangaben
verdaut, sodass der CMV-Promotor entfernt wurde und das Plasmid linear
vorlag, und dann mit dem Monarch PCR & DNA Cleanup-Kit nach
Herstellerangaben gereinigt. Der Vektor wurde anschlieBend mit den DNA-
Fragmenten mittels InFusion-Kit wie folgt rekombiniert: 50-100 ng Vektor
wurden in einem molaren Verhaltnis von 3:3:1 (Fragmentl: Fragment2: Vektor)
gemischt, mit Wasser auf 10 ul aufgefillt und far 15 min bei 50°C inkubiert.
2,5 yl des Ansatzes wurden in E. coli Stellar transformiert (Abschnitt 6.1.1) und
am Folgetag Klone fur Mini-Praparationen angeimpft (Abschnitt 6.1.2).
Gereinigte Plasmid-DNA wurde mittels Sanger-Sequenzierung (LGC

Genomics) auf korrekte Insertion gepraft.

6.5.3 Klonierung hepadnaviraler HBs-Expressionsplasmide

Expressionsplasmide, die die Oberflachenproteine der Hepadnaviren HBV,
EqHBV, MSHBV und CSHBYV unter der Kontrolle eigener oder HBV-endogener
Promotoren und regulatorischen Elementen exprimieren, wurden zur
Klonierung bei BioCat in Auftrag gegeben. Korrekte Sequenzidentitat wurde
nach Plasmidpraparation mittels Sanger-Sequenzierung (LGC Genomics)
bestétigt. Alle HBs-Expressionsplasmide enthalten den vom HBs-ORF -
gelegenen PraS-Pr omot or -gelegeneeEnh3l/d, das PRE und die

abschlieRende kanonische Poly-Adenylierungsstelle.
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6.6 Bioinformatische Methoden

Fur Sequenzvergleiche wurde das Programm UGene (Version 39) verwendet.
Alignments wurden mit dem darin enthaltenen MUSCLE-Algorithmus erstellt.
Auf Grundlage der Alignments wurden Similaritditsmatrizes (unter Einbezug von
sequence gaps) mit UGene erstellt und als HTML-Datei exportiert.

Die angeglichenen Sequenzen und der Sequenzconsensus wurden aus UGene
exportiert und mittels BioEdit (Version 7.2.5) graphisch dargestellt.

Fur die Analyse der Signalpeptidschnittstelle wurde das Online-Prediction-Tool
PrediSi [235] verwendet. Die gesamte PraC-Sequenz wurde fur die Analyse
eingegeben.

Fur die Untersuchung der Furinschnittstellen des HBeAg-Propeptids wurden
zwei Programme verwendet: ProP und PiTou. ProP ist eine Online-
Vorhersagespftware [236], PiTou hingegen wird dber Command-Line
verwendet [237]. Zur Analyse der Furinschnittstellen wurde das gesamte Core-
Protein eingesetzt.

Die Berechnung der Signifikanz erfolgte durch Graphpad Prism (Version 9.3.0)
mittels des in den Abbildungen angegebenen Tests.

Die densiometrische Auswertung von Western Blots erfolgte mit der Software
Image Studio Lite (Version 5.2, LI-COR).
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Im Zuge dieser Arbeit sollten das humane Hepatitis-B-Virus und andere, neu
entdeckte, nicht-menschliche Orthohepadnaviren hinsichtlich der Antigenitét
und Infektiositat ihrer Oberflachenproteine (HBsAg) untersucht werden.
AulRerdem sollte die Konservierung essentieller hepadnaviraler Charakteristika
anhand des Strukturproteins HBcAg und des sekretierten HBeAg zweier
divergenter tierischer Orthohepadnaviren bioinformatisch und experimentell

analysiert werden.

7.1 Charakterisierung der Antigenitat hypergly-

kosylierter HBV-Escapevarianten

Unter der Leitung von Prof. Dr. Glebe (Leiter des Nationalen Referenzzentrums
fur Hepatitis-B-Viren und Hepatitis-D-Viren am Institut fir Medizinische
Virologie der Universitat Giel3en; Direktor: Prof. Dr. Ziebuhr) in Zusammenarbeit
mit Dr. Schlevogt (Medizinische Klinik B des Universitatsklinikums Munster;
Direktor Prof. Dr. Dr. Trebicka) wurde im Rahmen des Nationalen
Referenzzentrums  fur Hepatitis-B-Viren und  Hepatitis-D-Viren  ein
Patientenserum mit auffalliger serologischer Konstellation untersucht: Der HBV-
DNA positive Patient wurde positiv fur Anti-HBs bei uneindeutigem HBsSAgQ-
Status getestet (siehe 7.1.1). Hierbei konnten in dieser Arbeit mehrere
Virusvarianten, die zusatzliche Glykosylierungsmotive und bekannte
Immunescape-Mutationen in der antigenen Determinante des Kkleinen
Oberflachenproteins (SHBs) enthielten, experimentell nachgewiesen sowie

geno- und phanotypisch analysiert werden.

In dieser Arbeit wurde dafir HBV-DNA aus dem Serum des Patienten isoliert,
sequenziert und subgenomische Expressionsplasmide reprasentativer
Virusisolate kloniert. Durch Expression des SHBs in humanen Hepatomzellen
konnten Glykosylierungsmuster, Sekretionsverhalten, HBsAg-Nachweisbarkeit
in diagnostischen Assays und Reaktivitdt mit Anti-HBs-positiven Seren dieser

Virusvarianten charakterisiert werden.
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7.1.1 Klinische Ausgangslage

Es handelte sich um einen 52-jahrigen Mann aus Albanien, bei dem im Alter
von 23 Jahren eine chronische HBV-Infektion diagnostiziert worden war. Alle
Leberfunktionstests waren, mit Ausnahme eines erhdhten Bilirubin-Wertes
(2,4 mg/dl; Normalbereich <1,2 mg/dl) aufgrund eines Gilbert-Syndroms,
unauffallig. Eine aktuelle Leberbiopsie zeigte eine Fibrose (F2-Ishak-Score) mit

gleichzeitiger milder Steatohepatitis.

HBV-DNA konnte trotz heterogenem HBsAg-Ergebnis (positiv im qualitativen
Assay, aber negativ im quantitativen Assay) an drei Zeitpunkten tGber einen
Zeitraum von 14 Monaten nachgewiesen werden (64-397 1U/ml). Zeitgleich
waren hohe Konzentrationen an Anti-HBs vorhanden (151-235 I1U/l).
Serokonversion von HBeAg zu Anti-HBe war zu allen Zeitpunkten stabil und es
konnte keine HDV-Koinfektion festgestellt werden. Diese Markerkonstellation
lieR eine m° g | i ¢ h e okkilte HBVelife&tidon (nachweisbare hohe HBV-
DNA-Menge bei HBsAg-Negativitat) vermuten.

7.1.2 Gewinnung HBV-spezifischer Genomsequenzen und

genotypische Analyse
Da Escapemutationen im Bereich der antigenen Schleife des kleinen HBV-
Oberflachenproteins neben anderen Ausléser fur einen (falsch-)okkulten HBV-
Phanotyp sein kénnen [161, 162], sollte HBV-DNA aus dem Patientenserum
isoliert und der Bereich der grof3en hydrophilen Region (MHR) mittels PCR

(High-Fidelity Polymerase) amplifiziert und anschlieend sequenziert werden.

Aufgrund der geringen Viruslast wurde das Serum zunachst Uber ein
Sucrosekissen ultrazentrifugiert, um die darin enthaltenen HBV-Partikel zu
pelletieren und dadurch anzureichern (Abschnitt 6.5.1). Das Pellet wurde in TNE
resuspendiert und anschlieRend virale DNA mit einem kommerziellen Kit
extrahiert. Da weiterhin geringe Mengen an HBV-DNA zu erwarten waren,
wurde eine nested PCR durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren werden zwei PCRs
hintereinander durchgeftihrt, wobei die erste (aul3ere) als Voramplifilkation dient
und das gewinschte PCR-Produkt auf Grundlage dieser aul3eren PCR mittels
weiter innen liegender Primer amplifiziert wird (innere PCR). Nach der zweiten
(inneren) PCR konnten DNA-Amplifikate hachgewiesen werden (Abbildung 6

links), von denen das kleinste Produkt die zu erwartende GréfRe (~600 bp)
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besal3. Diese DNA-Bande wurde nach Agarosegelelektrophorese aus dem Gel
isoliert und Sanger-sequenziert (Abbildung 6 rechts). Zusatzlich wurden zwei
hoéhermolekulare, unspezifische Banden (~800 bp und ~2.000 bp) festgestellt.

S
& o
> o
A\
4 &
3000 bp - Sanger-Sequenzierung mit S6s-Primer
o Mol
AL .A‘. AAA O\ A C‘AAAA A AAX A
1500 bp - CCAGGATCCTCAACACCGCACGGGACCATGCCG
80 85 90 95 100 105 110
1000 bp — “ ‘ ‘ ‘ , ‘
| b
L‘J;‘A A‘. K “ AA‘A ‘».sAAUXWA\IAJAA" A .A.
AACCTGCATGACTCTTGCTGACGGAATCTCTATG
15 120 125 130 135 140 145
500 bp S

Abbildung 6: Amplifikation der HBV-DNA des Patientenserums. Links: Ethidiumbromid-gefarbtes
Agarosegel nach Gelelektrophorese der nested HBV-PCR-Ansétze. Die aus dem Gel ausgeschnittene
und anschlieBend sequenzierte Bande ist mit einem Kasten markiert. Rechts: Sanger-Sequenzierung des
spezifischen HBV-Amplikats nach nested PCR. Der Bereich hoher Heterogenitat der Sequenzierung nach
dem Codon-Triplet fiir Aminoséure C124 des SHBs ist gelb markiert.

Die Sanger-Sequenzierung zeigt ein geringes Ma ¢ an Het er ogenit?t
Bereich des Amplifikats. Ab Nukleotid 123 (korrespondierend mit AS 125 des
SHBs) des sequenzierten Bereichs zeigten sich hingegen vermehrt stark
Uberlappende Sequenzierungsmuster. Eine Mutationsanalyse auf Basis der
direkten Sequenzierung erwies sich daher als nicht durchfiihrbar. Deshalb
wurde das PCR-Produkt via FastCloning-Rekombination in den pcDNA3.1(+)-
Vektor kloniert und am Folgetag Einzelklone in Flussigkultur fir eine
Plasmidisolation vermehrt. Auf Grundlage der Sequenzierung von zwolf der
daraus entstandenen Klone ergaben sich vier Sequenzcluster: Ein HBV des
Subgenotyp D3, jedoch mit ungewthnlichem Serotyp ayw4 (Cluster 1) und drei

verwandte Virusvarianten (Cluster 2-4) (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Sequenzvergleich der groRen hydrophilen Region (MHR) des SHBs der isolierten HBV-
Varianten. Das Sequenzalignment wurde mit dem MUSCLE-Algorithmus in UGENE erstellt. Die
kanonische N-Glykosylierungssequenz an N146 ist grin hinterlegt. Bekannte Immunescape-Mutationen
sind gelb dargestellt. Die 2-AS-Insertion des Clusters 4 st orange gezeigt. Zuséatzliche
Glykosylierungsmotive sind mit gestrichelten Kasten angezeigt. Rechts ist der Score der N-Glykosylierung-
Vorhersagesoftware NetNGlyc angegeben. Dieser Score kann einen Wert zwischen 0 (sehr
unwahrscheinlich) und 1 (sehr wahrscheinlich) annehmen. Je hoher der Score, desto groRer ist das
Konfidenzniveau einer tatsachlichen N-Glykosylierung.

Nur drei der zwdlf HBV-Isolate zeigten eine Sequenz des Cluster 1. Funf Klone
(Cluster 2) hatten eine G130N-Mutation, die ein potentielles N-Glykosylierungs-
motiv (N1301S132) einfiihrt, in Kombination mit einer T131l-Mutation. Ein Isolat
(Cluster 3) zeigte eine T131N/M133T-Doppelmutation (N-Glykosylierungs-
motiv) sowie die Escapemutationen G130R und K141I. Die drei verbliebenen
Klone (Cluster 4) besal3en eine zuvor unbeschriebene 6 nt-Insertion zwischen
AS 124 und 125 (C'?*NCT'?%), die eine zusatzliche mdogliche N-

Glykosylierungsstelle erzeugte.

Zur bioinformatischen Analyse der Wahrscheinlichkeit einer N-Glykosylierung
wurde die Vorhersagesoftware NetNGlyc verwendet. Der ausgegebene Score
kann einen Wert zwischen 0 (sehr unwahrscheinlich) und 1 (sehr
wahrscheinlich) annehmen. Der NetNGlyc-Score ist bei allen betrachteten
Isolaten fur die kanonische N-Glykosylierungsstelle sehr &hnlich (0.702-0.726).
Bei den drei Clustern mit neuen N-Glykosylierungsmotiven sind diese Werte
niedriger, aber dennoch wird eine N-Glykosylierung als wahrscheinlich
angenommen (0.547-0.608).

Die Analyse des Polymerase-ORF, der mit dem S-ORF vollstandig Uberlappt,
zeigte keine Mutationen, die eine vorzeitige Terminierung des
Polymeraseproteins herbeifiihren oder das katalytische YMDD-Motiv verandern
(Abbildung S1 (Anhang)).
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7.1.3 Untersuchung des Glykosylierungsmusters

Nach der genotypischen Analyse wurde je ein reprasentatives Isolat der vier
Sequenzcluster in ein SHBs-Expressionsplasmid, das N-terminal einen FLAG-
Tag besal3, subkloniert (Abbildung 8A). Mittels dieser Vektoren sollte nun das
N-Glykosylierungsmuster der Virusvarianten intra- und extrazellular untersucht
werden. Hierfir wurden HepG2-Zellen mit den generierten Plasmiden
transfiziert und Uberstande nach vier Tagen gesammelt, sowie die Zellen lysiert.
Proteine in Uberstanden bzw. Zelllysaten wurden anschlieRend mittels SDS-
PAGE elektrophoretisch getrennt und auf eine PVDF-Membran tbertragen. Das
SHBs konnte abschlieBend mit einem Anti-FLAG-Antikérper und einem
Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikérper tiber ECL nachgewiesen werden
(Abbildung 8B und C). Als Positivkontrolle wurde das SHBs-Expressions-
plasmid eines HBV-D3-Re f er e n z g e ;nSerotg aywa) Rérwendet. Als
Negativkontrolle diente der leere pcDNA3.1(+)-Vektor ( AN.C i)
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Abbildung 8: N-Glykosylierungsmuster der Virusvarianten-Cluster. (A) Darstellung des Aufbaus der FLAG-

>

SHBs-Expressionskonstrukte. Die relevanten Mutationen der antigenen Determinante sind farblich
dargestellt. Western Blot von Zelllysaten (B) bzw. Zellkulturiiberstanden (C) nach Transfektion mit FLAG-
SHBs-Expressionsplasmiden. HepG2-Zellen wurden mit FLAG-SHBs-Expressionsplasmiden transfiziert
und vier Tage nach Transfektion wurden Uberstiande gesammelt bzw. die Zellen lysiert. Zum SHBs-
Nachweis wurde ein Anti-FLAG-Antikdrper verwendet. Tubulin diente als Ladekontrolle. Die Benennungen
der verwendeten Konstrukte korrespondieren mit Abbildungsteil A. Eine densitometrische Analyse der
Zelllysate aus (B) sind in Abbildung S2 (Anhang) dargestellt. (D) Western Blot identischer Uberstande zu
Abbildungsteil (C), jedoch nach PNGase F-Behandlung zur spezifischen Entfernung von N-
Glykosylierungen. Darunter densitometrische Quantifizierung von drei unabhangigen Experimenten.
Hierfiir wurde von allen Werten der Bandenintensitaten das unspezifische Hintergrundsignal abgezogen.
Die relativen Bandenintensitaten wurden anhand dieser hintergrundkorrigierten Werte berechnet. R T

HBV-D3-SHBs-Referenz; NC i Negativkontrolle (Zellen transfiziert mit leerem pcDNA3.1(+)).
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Intrazellular zeigten sowohl Cluster 1 als auch die Positivkontrolle ( A Reivel
SHBs-spezifische Banden, die dem unglykosylierten p24 und dem einfach-N-
glykosylierten gp27 (AS N146) zugeordnet werden konnten. Fur Cluster 2-4
zeigte sich zusatzlich zu p24 und gp27 eine dritte Bande bei einem
Molekulargewicht von rund 30 kDa (ggp 30) (Abbildung 8B). Diese zusétzliche
Bande konnte auch in den Zellkulturiiberstanden nach Transfektion mit Cluster
2-4 nachgewiesen werden (Abbildung 8C). Um zu zeigen, dass die
Verschiebung des Molekulargewichts tatsachlich durch eine zusatzliche N-
Glykosylierung hervorgerufen wurde, wurden die Zellkulturiberstande
transfizierter Zellen mit PNGase F behandelt. Die Amidase PNGase F entfernt
spezifisch Oligosaccharide von N-glykosylierten Proteinen. Nach PNGase F-
Behandlung zeigte sich bei allen Clustern sowie der Positivkontrolle nur noch
eine einzige spezifische Bande (Abbildung 8D), die dem unglykosylierten p24

zugeordnet werden konnte.

Intrazellular konnte bei der Referenz und dem Cluster 1 eine etwas hohere
Menge an gp27 im Vergleich zu p24 nachgewiesen werden (Abbildung S2A
(Anhang)). Extrazellular ist auch bei Cluster 1 die gp27-Bande starker
ausgepragt, wohingegen die p24- und gp27-Banden der Referenz eher &hnliche
Intensitat aufweisen. Aufféallig ist, dass insgesamt weniger SHBs durch die
Referenz als durch das Cluster 1-SHBs sekretiert wurde (Vergleich Abbildung
8B und C). Bei den drei hyperglykosylierten Varianten konnten intrazellular am
meisten SHBs des Cluster 3 und &ahnliche Mengen der Cluster 2 und 4
nachgewiesen werden (Abbildung S2A (Anhang)), wobei die ggp30-Bande bei
allen die hochste Intensitat besal? (Abbildung S2B (Anhang)). Die beiden
niedrigeren Banden (p24 und gp27) waren weniger stark als ggp30, aber
zueinander &hnlich intensiv ausgepragt (Abbildung S2B (Anhang)).
Extrazellular zeigten sich groRe Unterschiede zwischen den Clustern mit
zusatzlicher Glykosylierungsstelle: Wahrend Cluster 2 vergleichbare Mengen
an p24 und gp27 im Vergleich zu Cluster 1 sekretierte, konnte auch eine grof3e
Menge an ggp30 im Uberstand nachgewiesen werden (Abbildung 8C). Cluster
3 zeigte dahingegen wesentlich geringere totale Mengen an sekretiertem SHBs,
wobei hier die ggp30-Bande am starksten, die gp27 nur noch schwach und die

p24-Bande gar nicht mehr nachweisbar war. Das Sekretionsverhalten von
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Cluster 4 war ahnlich zu Cluster 3, wobei bei Cluster 4 auch geringe Mengen

an p24 im Uberstand detektiert werden konnten.

Durch Deglykosylierung konnten alle Glykoformen des SHBs zu einer einzigen
Bande im Western Blot vereint werden (Abbildung 8D). Dies ermoglichte eine
genauere densitometrische Analyse. Die Quantifizierung der resultierenden
p24-Bande konnte zeigen, dass Cluster 1 und 2 ahnliche totale Mengen an
SHBs sekretierten (100 % zu 114 %), wohingegen durch die Referenz (R)
geringere Mengen sekretiert wurden (37 %). Cluster 3 zeigte eine deutliche
Reduktion in der SHBs-Sekretion (20,5 %), und auch Cluster 4 sekretierte
vergleichsweise wenig SHBs (60,2 %). Die densitometrische Quantifizierung
diente im Anschluss zur Angleichung der HBsAg-Konzentration fir die
Experimente beziglich der Nachweisbarkeit durch diagnostische HBsAg-
Assays (Abbildung 9) und Reaktivitat mit Anti-HBs-Antikérpern (Abbildung 11).

7.1.4 Detektierbarkeit der Virusvarianten durch diagnostische

Assays
Da diagnostische HBsAg-Nachweissysteme priméar auf Antikorperreaktionen
mit der antigenen Determinante des HBsAg basieren, sollte untersucht werden,
ob die hyperglykosylierten Virusvarianten durch gangige HBsAg-Assays

nachgewiesen werden kdnnen.

Hierfir wurden HepG2-Zellen mit den bereits beschriebenen FLAG-SHBs-
Expressionsplasmiden transfiziert und der Zellkulturiiberstand nach vier Tagen
gesammelt. Die Menge an sekretiertem SHBs wurde mittels Western Blot (Anti-
FLAG) nach vollstandiger Deglykosylierung durch PNGase F quantifiziert
(Abbildung 8D) und anschlieRend unbehandeltes HBsAg durch Verdinnung mit
Zellkulturmedium auf eine gleiche Konzentration eingestellt, um
Vergleichbarkeit zwischen den SHBs-Varianten zu gewahrleisten.
Anschliel3end wurden die Proben in zwei diagnostischen HBsAg-Assays sowie
zwei HBsAg-Bestatigungstests des Abbott Architects und DiaSorin Liaisons
getestet (Abbildung 9).

66



Ergebnisse

Liaison

* %k %k

¥k kK
* %

ns

—

T

Architect

>

% %%k %k 150
I H Ak I

[ ns I

-

200,

1501
100

100

50
50

5

qualitative HBsAg-Detektion
[% im Vergleich zu Referenz]

quantitative HBsAg-Detektion
[% im Vergleich zu Referenz]

10
—_

51 2.54
cut-off
0

0000w ©®O06 dw
LAORURORORT

cut-off

Bestatigungstests:

. Neutralisation
Architect [%)] (x0) | (x0) |(x0,5)| (x4)
— Neutralisation| 100 100 99 78
Liaison ™ ;" | (£0,0) [(£0,4) |(£0,1) [z 09| NR | NR

Abbildung 9: Nachweis der Virusvarianten in diagnostischen Assays. HepG2-Zellen wurden mit FLAG-
SHBs-Expressionsplasmiden transfiziert und Zellkulturiiberstdénde nach vier Tagen gesammelt. HBsAg-
Mengen wurden mittels Western Blot quantifiziert (Abbildung 8D) und gleiche Mengen HBsAg aller Isolate
wurden in das jeweilige Testsystem eingesetzt. (A) HBsAg-Nachweis mit dem quantitativen HBsAg-Assay
des Abbott Architects (links) und dem qualitativen HBsAg-Assay des DiaSorin Liaisons (rechts). (B)
HBsAg-Nachweis durch HBsAg-Bestatigungstests des Abbott Architects und des DiaSorin Liaisons. Die
Daten beider Abbildungsteile stammen aus drei unabh&ngigen Experimenten. Zur Berechnung der
Signifikanz wurde ein gepaarter t-Test (integriert in GraphPad Prism Version 9.3.0) durchgefihrt. Ein p-
Wert (0,05 galt als statistisch signifikant. R i HBV-D3-SHBs-Referenz; NC i Negativkontrolle (Zellen
transfiziert mit leerem pcDNA3.1(+)); NR i nicht-reaktiv.

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Erkennung zwischen der
Referenz (HBV-D3;  JuRdidem Cluster 1 in beiden HBsAg-Assays festgestellt
werden (Abbildung 9A), allerdings konnte Cluster 1 durch das Architect Assay
(17,4 % Steigerung z alsdBrehfdenrLiaisoa-Tegt RS %
Reduktonzu Ref er enz ARMfA) Clstet 2Hingegen zdigte wie
geringeres Signal in beiden Assays (Architect: 23,1 %, Liaison: 52,9 %
Reduktion), wobei der Unterschied nur im Liaison-Test signifikant war.
Deutliche Reduktion der Nachweisbarkeit konnte beim Cluster 3 beobachtet
werden: Hier war die Erkennung um 93,7 % im Architect und um 98,1 % im
Liaison schlechter. Am Auffalligsten war ein volliger Verlust der Detektierbarkeit
von Cluster 4 SHBs (Architect: 99,9 %, Liaison: 99,7 % Reduktion) (Abbildung

9A).
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Wahrend beide HBsAg-Bestatigungstests Cluster 1 bis 3 als richtig-positiv
erkennen konnten, wurde Cluster 4 falsch-negativ bewertet (nicht-reaktiv; NR)
(Abbildung 9B). Es ist auRerdem anzumerken, dass sich bei Cluster 3 in den
Bestatigungstests eine reduzierte Neutralisationskapazitat zeigte (Architect:
61 %, Liaison: 78 %).

7.1.5 Reaktivitat der Virusvarianten mit humanem Anti-HBs

Da sich neutralisierende Antikbrper vorrangig gegen di e -Det@rininante der
Oberflachenproteine von HBV richten [46, 49], sollte untersucht werden, ob
Anti-HBs-Antikérper aus humanen Seren an die hyperglykosylierten
Escapevarianten binden kodnnen. Hierfir wurden humane Seren nach
erfolgreicher Impfung, nach Genesung einer akuten HBV-Infektion und solche
negativ fur HBV-spezifische serologische Marker (naiv) verwendet.

Zunachst wurden HBsAg-haltige Uberstande wie in Abschnitt 7.1.4 beschrieben
auf gleiche HBs-Konzentrationen angeglichen (entsprach 10 1U/ml HBsAg der
HBV-D3-Referenz) und mit Anti-HBs (50 1U/I) prainkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Proben in den Anti-HBs-Assay des Abbott Architect eingesetzt.
Diesem experimentellen Aufbau lagen folgende Annahmen zugrunde, die in
Abbildung 10 dargestellt sind:

A Diagnostisches Anti-HBs-Assay (ohne externes HBsAg) Signal
Anti-HBs aus%lnanserum Magme(t:(eusgﬁlg:)HBsAg %
= }Q Waschen & 4 "{
64 4 . % s{ Detekllon Positiv
Durchfilhrung des
}4 diagnostischen V & Y ;&
Anti-HBs-Tests
B Prainkubation mit durch Anti-HBs-erkanntem externen HBsAg
— —
Inkubation Waschen &
} J( (1h.37°C) }QF aj‘ §‘ ,& Detektion = Reduziert
= Durchfuhrung des )
J‘ \ } diagnostischen % 8 \4 J{ 5&
SVP mit HBsAg Anti-HBs-Tests "
(Zellkultur) }g = ;ﬁ :3: =S
C Prainkubation mit durch Anti-HBs-unerkanntem externen HBsAg (Escape)
af Inkubation =§ ﬁé 9{ Waschen & 41 }e
(1h, 37°C) Detektion "{ Uneingeschrankt
;‘ Q }EQ« Durchfuhrung des Y _x Positiv
diagnostischen - O Y 5&
SVP mit HBsAg Anti-HBs-Tests
(Zellkultur)

Abbildung 10: Graphik zur Veranschaulichung des kompetitiven Anti-HBs-Assays. (A) In dem Anti-HBs-
Assay (Architect) werden Humanseren (mit Anti-HBs-1gG) mit auf Magnetkugeln-immobilisiertem HBsAg

inkubiert und Uber einen Sekundarantikdrper detektiert. (B) Bei einer Prainkubation von Anti-HBs-
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Antikdrpern mit sekretierten subviralen Partikeln (SVP) aus HBsAg der zu untersuchenden Varianten, das
von Anti-HBs gebunden werden kann, werden diese Antikdrper bereits teilweise gesattigt. Wird nach der
Prainkubation das Anti-HBs-Assay durchgefihrt, ist nun weniger Anti-HBs-IgG nachweisbar und das
detektierte Signal ist reduziert. Indirekt lasst sich daraus schlieRen, dass das untersuchte HBsAg mit dem
Anti-HBs reagieren konnte. (C) Findet bei der Prainkubation (aufgrund von z.B. Escape) keine Bindung
zwischen externem HBsAg und Anti-HBs statt, so wird im nachfolgenden Assay ein uneingeschrankt
positives Signal gemessen. Indirekt kann also die Bindungsunfahigkeit von Anti-HBs an externes

Varianten-HBsAg nachgewiesen werden.

Der Anti-HBs-Assay basiert auf einer Antikérper-Reaktion mit auf
Magnetkugeln-immobilisiertem HBsAg. Daher konnen nur ungebundene
( Af r Anti-EBs-Antikérper durch den Test nachgewiesen werden. Sofern
Anti-HBs-Antikérper aus den Seren wahrend der Préainkubation an das
rekombinante HBsAg in den Zellkulturiberstdnden binden konnten, so sind
diese im dann durchgefuhrten Anti-HBs-Assay bereits immunkomplexiert und
kénnen nicht mehr nachgewiesen werden. Folglich ware die gemessene Menge
an Af rAetiiHBswéduziert. Im Gegenschluss wird keine Reduktion in der
Anti-HBs-Menge festgestellt, wenn keine Bindung von Anti-HBs an

rekombinantes HBsAg wahrend der Prainkubation stattgefunden hat.

Die Ergebnisse des kompetitiven Anti-HBs-Assay sind in Abbildung 11
dargestellt (Originaldaten siehe Tabelle S1 (Anhang)).
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Abbildung 11: Reaktivitat von Anti-HBs-positiven Seren mit rekombinantem HBsAg der Virusvarianten. Auf
Grundlage der Western Blot-Quantifizierung (Abbildung 8D) wurde HBsAg in Zellkulturiberstdnden nach
Transfektion mittels Verdiinnung auf gleiche Levels angeglichen (entsprach 10 |U/ml HBsAg des
Referenzkonstrukts A R @ind mit Anti-HBs-haltigen Seren (50 U/l f.c.) fur eine Stunde bei 37°C prainkubiert
und anschlieBend in den Abbott Architect Anti-HBs-Assay eingesetzt. Auf Grundlage der Rohdaten
(Tabelle S1 (Anhang)) konnten relative Reaktivitdten zum HBV-D3-Referenz-HBsAg in Prozent (%)
errechnet werden. Zur Prainkubation wurden Seren nach Impfung (A), nach Genesung (B) oder (als
Negativkontrolle) HBV-naive (C) verwendet. Zur Berechnung der Signifikanz wurde ein ungepaarter t-Test
(integriert in GraphPad Prism) durchgefiihrt. Ein p-Wert 0,05 galt als statistisch signifikant. R i HBV-D3-

SHBs-Referenz; NC i Negativkontrolle (Zellen transfiziert mit leerem pcDNA3.1(+)).

Nach Inkubation des rekombinanten HBsAg der Virusvarianten mit Anti-HBs
aus Impfseren (Abbildung 11A) konnte eine leicht erhdhte Bindung an Cluster
1-HBsAg im Vergleich zum Referenz-HBsAg (ARf) beobachtet werden (117 %
relative Reaktivitat). Bei allen drei anderen Clustern konnte eine signifikante
Reduktion der Bindungsfahigkeit nachgewiesen werden. Cluster 2 zeigte eine
Reduzierung um 37 % im Vergleich zur Referenz. Anti-HBs-Antikorper aus der
HBV-Impfung reagierten fast gar nicht mit HBsAg der Cluster 3 und 4 (91 %
bzw. 93 % Reduktion der Bindung).
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Auch bei Seren nach Genesung (Abbildung 11B) konnte eine etwas starkere
Bindung an das Cluster 1-HBsAg verglichen mit der Referenz festgestellt
werden (125 %), wobei auch hier keine statistische Signifikanz erreicht wurde.
Ahnlich zu den Impfseren, konnte auch eine Bindungsreduktion um 31 % von
Anti-HBs-Antikérpern  von genesenen Patienten an Cluster 2-SHBs
nachgewiesen werden. Cluster 3-HBsAg konnte gar nicht und Cluster 4-HBsAg
erneut nur kaum von Anti-HBs aus Konvaleszenzseren erkannt werden (100 %
bzw. 98 % Bindungsreduktion).

Es konnte kein Anti-HBs (0 IU/l) nach Inkubation von HBsAg mit HBV-naiven
Seren (Abbildung 11C) nachgewiesen werden.

7.2 Charakterisierung der Antigentitat und
Infektiositat des neuartigen Hepadnavirus
der Equiden (EQHBV)

Unter der Leitung von Prof. Dr. Drexler (Arbeitsgruppe Virusepidemiologie am
Institut flr Virologie an der Charité Berlin; Direktor: Prof. Dr. Drosten) in
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Glebe (Leiter des Nationalen Referenzzentrums
fur Hepatitis-B-Viren und Hepatitis-D-Viren am Institut fir medizinische
Virologie der Universitat Giel3en; Direktor: Prof. Dr. Ziebuhr) konnte in einer
internationalen Studie eine neue hepadnavirale Spezies in Serum und Organen
von Hauseseln (Equus asinus) und freilebenden Zebras (Equus quagga)
identifiziert werden, welche als Hepatitis-B-Virus der Equiden (EqHBV)
bezeichnet wurde [38]. Mehrere Gesamtgenomsequenzen, die Ooffentlich
zuganglich gemacht wurden, konnten durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Drexler ermittelt werden (GenBank-Zugriffsnummern: MT134279, MT134282-
MT134284, MT134294, MT134306-MT134321). Bei Sequenzunterschieden
von >20 % auf Ganzgenomebene werden Orthohepadnaviren einer neuen
Spezies zugeordnet [16]. Aufgrund der hohen Sequenzdivergenz zu anderen
bekannten Hepadnaviren (030.4 %) stellt da
Orthohepadnaviren dar.
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Eine Zusammenfassung der wahrscheinlichen EQHBV-ORFs ist in Abbildung
S3 (Anhang) dargestellt. Das EqQHBV-Genom umfasst 3131 nt und ist damit
kleiner als die Genome aller (bekannten) humanen HBV-Genotypen (3182-
3248 nt), aber ahnlich grol3 wie andere Orthohepadnaviren (3089-3368 nt). Das
EqHBV besitzt eine PraC-Sequenz (28 AS) gefolgt von einer Core-Sequenz
(190 AS), die ahnliche Langen zu anderen Orthohepadnaviren haben (28-30
AS und 182-195 AS). Der Polymerase-ORF der Orthohepadnaviren umfasst
812-899 AS, wobei der EqHBYV fir 823 AS kodiert. Auch die Lange des X-ORF
des EqHBV (141 AS) entspricht der anderer Orthohepadnaviren (131-155 AS).
Das vermutete S-Protein des EqHBV besitzt 227 AS und ist damit anderen
Orthohepadnaviren &hnlich (222-228 AS). In der PraS-Sequenz zeigt sich
allerdings eine Besonderheit: Es ist kein PraS2-Startcodon vorhanden, Uber das
ein MHBs exprimiert werden konnte. Der gesamte PraS-Bereich (140 AS) ist

insgesamt auch kirzer als der anderer Orthohepadnaviren (142-221 AS).

In dieser Arbeit sollten Uberlangengenomsequenzen von EqHBV-Isolaten aus
jeweils einem Esel und einem Zebra kloniert und verwendet werden, um die
Expression und Antikorperreaktivitdat des Core-Proteins (HBc), des HBeAg
sowie der Oberflachenproteine (HBs) genauer zu untersuchen. Auf3erdem
wurden die Oberflachenproteine verwendet, um die mogliche Virus-Rezeptor-

Interaktion zu charakterisieren.

7.2.1 Analyse des Core-Proteins

Im folgenden Abschnitt wurde das Core-Protein (HBc) des EqHBYV hinsichtlich
Sequenzkonservierung und Expression untersucht. Zunachst wurde ein
Alignment des Core-ORF des HBV, EqQHBYV und WHV angefertigt und analysiert
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Sequenzvergleich des gesamten Core-Proteins humaner HBV-Genotypen und EqHBV. (A)

Das Sequenzalignment wurde mit dem MUSCLE-Algorithmus in UGENE erstellt. Das fur die HBc-
Dimerisierung des humanen HBV notwendige Cystein [74] ist orange hinterlegt. Die drei essentiellen
Phosphorylierungsstellen sind in gelb, die vier weiteren in griin dargestellt [76]. (B) Distanzmatrix des
MUSCLE-Alignments der Core-Proteinsequenzen. Die Ahnlichkeit zwischen zwei Core-Sequenzen ist in
Prozent (%) Similaritdt angegeben. Die Similaritét ist au3erdem farblich untergliedert: 100 % (weil3), 91-
99 % (rot), 71-90 % (orange), 51-70 % (grin). HBV-Sequenzen entstammen der NRZ-Datenbank
(unpubliziert). HBV-A2 i HBV-Subgenotyp A2; EqHBV-Do i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus aus
einem Esel (GenBank-Zugriffsnummer: MT134309); EqHBV-Ze i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus aus
einem Zebra (GenBank-Zugriffsnummer: MT134319); WHV i Woodchuck Hepatitisvirus (GenBank-

Zugriffsnummer: AY628096).
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Es zeigt sich eine hohe Sequenzsimilaritat auf Aminosaureebene innerhalb der
HBV-Genotypen (87-100 %). Den groldten intergenotypischen Unterschied
weist HBV-G auf, der aufgrund einer N-terminalen 12-Aminoséureinsertion
zustande kommt (87-89 % Similaritdt zu anderen HBV-Genotypen). Das HBc
des EgHBV besitzt eine Sequenzsimilaritdit von 61-67 % mit den HBV-
Genotypen und 70 % mit dem Nagetierhepadnavirus WHV. Das Core-Protein
der beiden EqHBV-Isolate unterscheidet sich in nur zwei C-terminal gelegenen

Aminosauren (99 % Sequenzsimilaritat) (Abbildung 12A).

Das hochkonservierte C61 des HBV (orange), welches eine intermolekulare
Disulfidbindung bei der Kapsidbildung eingeht [74], ist im EqHBV erhalten.
AuRerdem befinden sich im HBc sieben konservierte Serin-/Threoninreste
(gelb/grin), die wahrend der Reifung der Kapside dynamisch
(de-)phosphoryliert werden konnen [76]. Die drei essentiellen SP-
Phosphomotive (gelb) sind auch in EqQHBV erhalten. Die vier restlichen
Phosphorylierungsstellen (grin) sind bis auf einen T160S-Austausch
konserviert (Abbildung 12A).

Um das EqHBV im Folgenden auch experimentell charakterisieren zu kénnen,
wurden zunachst zwei Isolate des EgHBV, EgHBV-Do (Genbank-
Zugriffsnummer: MT134309) und EQqHBV-Ze (Genbank-Zugriffsnummer:
MT134319), mittels Rekombination als 1.5mer-Uberlangenkonstrukte in den
eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1(+) kloniert. Das Vorgehen bei der

Klonierung ist in Abbildung 13 dargestellit.
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Abbildung 13: Klonierungsstrategie zur Erzeugung der EqHBV 1.5mer-Uberlangenkonstrukte. Zunachst
wurde pcDNA3.1(+) mit den Restriktionsenzymen MIlul und BamHI verdaut, um pcDNA3.1(+) zu
linearisieren und zeitgleich den CMV-Promotor zu entfernen. Anschliefend wurde mittels InFusion-
Rekombination aus dem linearisierten Vektor und zwei synthetisch-hergestellten DNA-Fragmenten
(dsDNA), die zusammen eine 1,5-fache UberlangedesEqHBVkodi ert en und an-uden 3j6ewei | i g
Enden komplementére 18 Basenpaare (bp) zum Vektor bzw. zu einander besaf3en, das gewiinschte
1.5mer-Uberlangenkonstrukt generiert. Nach Transformation des Rekombinationsansatzes wurden am
Folgetag Einzelkolonien fur DNA-Praparation angeimpft und gereinigte DNA auf korrekte Insertion Sanger-

sequenziert.

Die korrekte Insertion der jeweils beiden synthetischen DNA-Fragmente in den
linearisierten pcDNAS3.1(+)-Vektor konnte mittels Sanger-Sequenzierung

authentifiziert werden.

Um die Konservierung wichtiger HBc-Epitope zwischen EqHBV und anderen
Hepadnaviren nun experimentell zu untersuchen, wurden HepG2-Zellen mit
den neuklonierten 1.5mer-Uberlangenkonstrukten von HBV und EqHBV
transfiziert. Die Expression viraler Proteine geschah demnach unter
Verwendung endogener Regulatoren. Funf Tage nach Transfektion wurden die
Zellen fixiert und mit verschiedenen polyklonalen Anti-Core-Antikérpern und
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrpern fur die Immunfluoreszenz geféarbt
(Abbildung 14). Aufgrund der fast vollstandigen HBc-Sequenzidentitat
(Abbildung 12B) der beiden EqHBV-Isolate wurde in den folgenden
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Experimenten nur das aus einem Esel stammende Isolat (EqHBV-Do)

verwendet.
EqHBV HBV HBV NC
-Do -A2
anti-HBc
(Fa. DAKO)
anti-HBc

(ID: SYC953)

anti-HBc
(ID: SY6964)

anti-CSHBc
(ID: 0974)

anti-WHc
(ID: 2833)

w

Abbildung 14: Immunfluoreszenz von HBV und EqHBV nach Férbung mit polyklonalen Anti-Core-
Immunseren. HepG2-Zellen wurden mit Uberlangenkonstrukten von HBV bzw. EqHBYV transfiziert, fiir finf
Tage kultiviert und schlieBlich fixiert, permeabilisiert und geblockt. Zellen wurden anschlieBend mit
verschiedenen Anti-Core-Antikérpern inkubiert und mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten
Sekundérantikdrpern (rot) fur die Immunfluoreszenzauswertung geféarbt. Zellkerne wurden mit DAPI
sichtbar gemacht (blau). Die Immunisierung erfolgte mit dem Core-Protein des HBV (Anti-HBc), des
CSHBYV (Anti-CSHBc) bzw. des WHYV (Anti-WHc). HBV-A2 i HBV-Subgenotyp A2; EQHBV-Do i Isolat des
Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Esel; NC i Negativkontrolle (mit leerem pcDNA3.1(+)-transfizierte

Zellen).

Alle Anti-HBc-Antiseren (DAKO, SYC953, SY6964) reagierten mit beiden
verwendeten humanen HBV-Isolaten (HBV-A2 und HBV-D3). Der kommerziell
erhéltliche polyklonale Anti-HBc-Antikorper (DAKO) reagierte nicht mit dem
EqHBc (Core-Protein des EqHBYV). Auch bei den polyklonalen Seren eines HBc-
immunisierten Meerschweinchens (SYC953) und eines HBc-immunisierten
Kaninchens (SY6964) konnte keine Bindung an das EqQHBc beobachtet werden.
Im Gegensatz dazu konnte das EqHBc durch Kaninchenseren, die mit CSHBc
(Core-Protein des CSHBV; 0974) und des WHc (Core-Protein des WHYV; 2833)
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immunisiert worden waren, nachgewiesen werden. Diese Seren (Anti-CSHBc
und Anti-WHCc) reagierten aul3erdem mit beiden verwendeten humanen HBV-
Genotypen (HBV-A2 und HBV-D3). Die Farbung des menschlichen HBc ist
hierbei aber deutlich starker als die des EqHBc ausgepragt. Die EqHBV-
Farbung ist sehr punktuell, wohingegen die des humanen HBc das gesamte

Zytoplasma anfarbte.

7.2.2 Analyse des HBeAg und relevanter Bereiche des
PraC/Core-ORF

HBeAg spielt eine zentrale Rolle bei der Chronifizierung des humanen HBV und
stellt zudem einen wichtigen diagnostischen Marker im Verlauf chronischer
Hepatitis-B-Infektionen dar [78]. In diesem Abschnitt wurde der PraC/Core-
Bereich, der fur erfolgreiche Reifung des HBeAg notwendig ist, des EQHBYV auf
Konservierung zum humanem HBV hin analysiert und die Expression des

HBeAg experimentell untersucht.

Da das PraC/Core-Vorlauferpolypeptid des humanen HBV zwei
Prozessierungsschritte durchlauft, bevor es als ausgereiftes HBeAg sekretiert
werden kann, sollten zun&chst die relevanten Primarsequenzen des EqQHBV mit
denen der humanen HBV-Genotypen verglichen werden. Der erste
Prozessierungsschritt des HBeAg-Vorlaufers des menschlichen HBV ist das
Entfernen des Signalpeptids (AS -29 bis -11). Die Wahrscheinlichkeit des
Vorhandenseins eines Signalpeptids im EgHBV-PraC wurde mittels einer
Signalpeptid-Vorhersagesoftware (PrediSi) untersucht (Abbildung 15). Das
verwendete Programm PrediSi gibt sowohl Wahrscheinlichkeit als auch
Schnittstelle des Signalpeptids an. Der PrediSi-Score wird von 0 (sehr

unwahrscheinlich) bis 1 (sehr wahrscheinlich) angegeben.
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o% Signalpeptid-

-29 -10 -1 schnittstelle

o

-2
....|....|....|....|....|....|(PrediSi-Score)

Consensus MQLFHLCL I I SCSCPTVQA|SKLCLGWLWGM

HBV-A2 MQLFHLCLIISCTCPTVQA|SKLCLGWLWGM 0,8142
HBV-B2 MQLFHLCLII1SCSCPTVQA|SKLCLGWLWGM 0,8245
HBV-C2 MQLFHLCLIISCSCPTVQA|SKLCLGWLWGM 0,8245
HBV-D3 MQLFHLCLIISCSCPTVQA|SKLCLGWLWGM 0,8245
HBV-E MQLFHLCLII1SCSCPTVQA|SKLCLGWLWGM 0,8245
HBV-F4 MQLFHLCLIIFCSCPTVQA|SKLCLGWLWGM 0,8674
HBV-G M*LFHLCLII1SCSCPTVQA|SKLCLGWL *GM 0,8245
HBV-H MQLFHLCLIIFCSCPTVQA|SKLCLGWLWGM 0,8674
HBV-I MQIFHLCLIISCSCPTVQA|SKLCLGWLWGM 0,8245
EqHBV-Do MHLFHLCLIF-CSIPTFQA|SELCLQWLWGM 0,7152

Abbildung 15: Sequenzvergleich des PraC humaner HBV-Genotypen sowie des EqHBV. Das konservierte
Cystein innerhalb des N-terminalen PraC-Dekamers ist orange hinterlegt und das konservierte
hydrophobe WLW-Motiv ist griin hinterlegt [85]. Rechts ist der Vorhersage-Score der Signalpeptid-
Vorhersagesoftware PrediSi angegeben. Dieser Score kann einen Wert zwischen 0 (sehr
unwahrscheinlich) und 1 (sehr wahrscheinlich) annehmen. Je héher der Score, desto groRer ist das
Konfidenzniveau einer tatséchlichen Spaltung. Zusétzlich gibt das Programm PrediSi die vorhergesagte
Spaltstelle an (symbolisch mit einer Schere dargestellt). HBV-G stellt eine Besonderheit dar: Aufgrund
zweier Stoppcodons (*) im PraC wird dieses nicht translatiert und kein HBeAg produziert. HBV-Sequenzen
entstammen der NRZ-Datenbank (unpubliziert). HBV-A2 i HBV-Subgenotyp A2; EQHBV-Do i Isolat des
Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Esel (GenBank-Zugriffsnummer: MT134309); * i Stoppcodon.

Die PraC-Sequenz ist im menschlichen HBV hochkonserviert und unterscheidet
sich nur an einer Position innerhalb aller hier betrachteten HBeAg-positiven
HBV-Genotypen (S-19F bei HBV-F und HBV-H). Eine generelle Ausnahme
stellt HBV-G dar, der zwei Stoppcodons (*) an Positionen -28/-2 aufweist
(Abbildung 15) und daher kein HBeAg produziert. Keine solchen Stoppcodons,
die die Expression des PraC/Core-Polypeptids verhindern wiirden, sind im PraC
des EqHBV zu finden.

Fur alle humanen HBV-Genotypen wurde ein Signalpeptid detektiert (Score:
0,8142-0,8674) und auch die Schnittstelle korrekt vorhergesagt (nach AS -11)
[85]. Auch bei EqHBV wurde ein Signalpeptid identifiziert (Score: 0,7152) und
die Schnittstelle analog zu HBV nach AS -11 angegeben.

Nach Entfernen der Signalpeptidsequenz (AS -29 bis -11), bleiben 10
Aminosauren des PraC-Peptids zurtick, die im humanen HBV hochkonserviert
sind (SKLCLGWLWG). Insbesondere das Cystein an Position -7 spielt eine
wichtige Rolle, indem es intermolekulare Homodimerisierung (wie bei HBCc)
durch eine intramolekulare Disulfidbindung verhindert [82]. Auch im EqHBV ist

dieser Cysteinrest konserviert. Das hydrophobe Tripeptid WLW (AS -4 bis -2)
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ist auBerdem hochkonserviert, da es die Partikelbildung unterbindet [83]. Auch
dieses WLW-Motiv ist im EqHBV erhalten. Insgesamt sind allerdings zwei
Aminosaureaustausche in dieser Region des EqHBV verglichen mit HBV
vorhanden (K-9E und G-5Q).

Im zweiten Schritt der Reifung des HBeAg wird die argininreiche C-terminale
Domane, die im HBc zur Bindung an die pgRNA notwendig ist, durch Furin
abgetrennt [80, 81]. Auch zur Analyse moglicher Furin-Schnittstellen im EQHBV-
PraC-Propeptid wurden zwei bioinformatische Vorhersagesoftwares verwendet
(Abbildung 16). Das verwendete Programm ProP gibt die Wahrscheinlichkeit
einer Furin-Schnittstelle auf einer Skala von 0 (sehr unwahrscheinlich) bis 1
(sehr wahrscheinlich) an. Pitou differenziert von <0 (unwahrscheinlich) und >0

(wahrscheinlich), wobei héhere Werte auch hohere Wahrscheinlichkeiten

angeben.
Propeptid-Schnittstelle
o A e Coo oA ProP-Score A  PiTou-Score
HBV-A2 ETTVVR-RRDRG- - - -RSPRRRTPSPRRRRs s PRRRRs QsSRE- - s ac[ijaod 0,319 0,656 0,647 3,13 1,37 10,32 10,32
HBVB2 ETTVVR-RR--0----RSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRE- -sQcC 0,346 0,396 0,656 0,647 540 1,37 10,32 10,32
HBVC2Z ETTVVR-RR--0----RSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRE- -s5QC 0,346 0,396 0,656 0,647 540 1,37 10,32 10,32
HBVD3 ETTVVR-RR--' --- -RSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSRE- -sQC 0,346 0,396 0,656 0,647 540 1,37 10,32 10,32
HBV-E ENTVVR-RR--0----RSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRISQSPA - -sQC 0,346 0,396 0,656 0,692 552 1,37 10,32 10,18
HBVF4 ETTVVR-RR--0 ----RSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSQSPA--sSQC 0,346 0,396 0,656 0,692 540 1,37 10,3210,18
HBV.G ETTVVR-RR--0----RSPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRSASPA- -sQC 0,346 0,396 0,656 0,790 540 1,37 10,32 13,01
HBVH ETTVVR-QR--G----RAPRRRTPSPRRRRSQSPRRRRsSQSPA- -sacC 0,295 0,656 0,692 -0,91 10,32 10,18
HBV ETTVVR- RREEEEEEERS PRRRTPSPRRRRS Qs PRRRRIS SRE - - sQC 0,346 0,396 0,656 0,692 540 1,37 10,32 10,32
EqHBV-Do EH TV I[fIRR - = RGP TRSPRRRSPSPRRRRSQSP GGRRS PSP S AGS RC[HE0#0,395 0,278 0,773 8N 3.43 -0,33 10,15
B 1 2 B 4 B 7 2 34 B1 2 3 &4

Abbildung 16: Sequenzvergleich des C-terminalen Core-Bereichs humaner HBV-Genotypen sowie des
EqHBV. Das Alignment wurde mittels MUSCLE in UGENE erstellt. Alle méglichen Furinspaltstellen wurden
farbig hinterlegt. Die in den meisten HBV-Genotypen konservierten Motive 1 (grin; RRGR), 2 (gelb;
R(S/A)PR), 3 (hellgrau; RRRR) sowie 4 (dunkelgrau; RRRR) sind farbig dargestellt. Zusatzlich sind das
fur HBV-A charakteristische, veranderte N-terminale Motiv (A; braun; RRDR) und das zusétzliche Motiv
des EqHBV (B; orange; RGRR) markiert. Rechts ist der Vorhersage-Score zweier
Furinspaltstellenvorhersageprogramme (ProP und PiTou) angegeben. Bei ProP kann dieser Score einen
Wert zwischen 0 (sehr unwahrscheinlich) und 1 (sehr wahrscheinlich) annehmen. Bei PiTou kann dieser
Score Werte zwischen <0 (unwahrscheinlich) und >0 (wahrscheinlich) annehmen. Fur beide Programme
gilt: Je héher der Score, desto groRer ist das Konfidenzniveau einer tatsdchlichen Spaltung. Die Scores
sind jeweils in der Farbe der dazugehdrigen mdglichen Spaltstelle hinterlegt. HBV-Sequenzen
entstammen der NRZ-Datenbank (unpubliziert). HBV-A2 i HBV-Subgenotyp A2; EQHBV-Do i Isolat des
Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Esel (GenBank-Zugriffsnummer: MT134309).

Bei allen HBV-Genotypen (mit Ausnahme HBV-A und HBV-H) kbénnen vier
konservierte Furin-Spaltstelle festgestellt werden (RRGR (griin), RSPR (gelb),
RRRR (hellgrau), RRRR (dunkelgrau)), wobei die ersten beiden Motive

Uberlappen. Experimentell belegt ist die ausschliel3liche Verwendung der ersten

Spaltstelle (1; RRGR). Durch einen Austausch von Arginin durch Glutamin
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existiert dieses erste Spaltungsmotiv bei HBV-H nicht mehr (QRGR) und das
zweite Motiv unterscheidet sich (2; RAPR). AufRerdem spielt HBV-A eine
Sonderrolle: Hier findet sich eine Dipeptidinsertion (DR), die die zwei
Uberlappenden Furinspaltstellen trennt (RRDR (A; braun) und RSPR (2; gelb)).

Die non-A/H-Genotypen von HBV zeigen Vorhersage-Scores fur die
experimentell bestatigte [81] Furinschnittstelle (1; RRGR) von 0,346 (ProP) und
5,40-5,52 (PiTou). Auch das zweite Motiv (R(S/A)PR) wird bei diesen
Genotypen durch ProP als @hnlich wahrscheinlich angegeben (Score: 0,396),
wohingegen PiTou die Verwendung als unwahrscheinlicher einschéatzt (Score:
1,37). Die Spaltung des zweiten Motivs in HBV-H (RAPR) wird durch ProP als
unwahrscheinlicher als bei den anderen HBV-Genotypen eingeschéatzt (Score:
0,295 vs. 0,396) und durch PiTou sogar deutlich niedriger (Score: -0,91 vs.
1,37). Dass das besondere erste Motiv des HBV-A (A; RRDR) als
Furinspaltstelle dient, wird durch PiTou als sehr unwahrscheinlich eingeschétzt
(Score: -3,13), wohingegen die experimentell-belegte bevorzugte Schnittstelle
am zweiten Motiv (RSPR) [80, 81] als wahrscheinlich vorhergesagt wird (Score:
1,37).

Die Spaltung der beiden C-terminalen Motive (3; RRRR bzw. 4; RRRR) wird
durch beide Programme bei allen HBV-Genotypen als sehr wahrscheinlich
eingeschatzt (ProP: 0,656 bzw. 0,647-0,790; PiTou: 10,32 bzw. 10,18-13,01).

Die C-terminale Core-Sequenz des EgHBV weist vier mdgliche
Furinschnittstellen auf: ein in HBV nicht vorkommendes RGRR-Motiv (B;
orange), das mit dem ersten Motivim HBV (RRGR) uberlappt, sowie die beiden
auch im HBV-konservierten Motive 2 (RSPR) und 3 (RRRR).

Das zusatzliche N-terminale Motiv (B; RGRR) innerhalb der EQHBV-Sequenz
wird durch ProP als sehr wahrscheinlich (0,501) und PiTou als maRig
wahrscheinlich (1,16) eingestuft. Eine Furinspaltstelle im Motiv 1 (RRGR) wird
durch beide Programme als wahrscheinlich dargestellt (ProP: 0,395 und Pitou:
3,43). Die Verwendung des dritten Motivs (RRRR) ist ahnlich zu HBV als
wahrscheinlichste Schnittstelle vorhergesagt (ProP: 0,773 bzw. PiTou: 10,15).

Nach der bioinformatischen Analyse sollte auch experimentell untersucht

werden, ob reifes HBeAg des EqHBV sekretiert werden kann und Antikorper-
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Epitope, die in der Diagnostik des menschlichen HBV Anwendung finden, auch
im  EgHBV  konserviert sind. Hierzu wurden HepG2-Zellen mit
Uberlangengenomen von HBV und EqHBV transfiziert. Funf Tage nach
Transfektion wurden die Zellkulturiberstdnde gesammelt und im qualitativen

Abbott Architect HBeAg-Assay gemessen (Abbildung 17).

10004

100+
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sekretiertes HBeAg [S/CO]
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Q
*
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Abbildung 17: HBeAg-Messung nach Transfektion mit HBV und EqHBV. HepG2-Zellen wurden mit
Uberlangenkonstrukten von HBV und EqHBYV transfiziert und fir fiinf Tage kultiviert. AnschlieRend wurden
die Zellkulturiberstdnde gesammelt und unverdinnt in den qualitativen HBeAg-Assay des Abbott
Architects eingesetzt. S/ICO i Signal-to-Cut-off-Ratio. HBV-A2 i HBV-Subgenotyp A2; EqQHBV-Do i Isolat
des Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Esel; NC i Negativkontrolle (mit leerem pcDNA3.1(+)-

transifizierte Zellen).

Beide verwendeten HBV-Genotypen wurden durch den Assay erkannt und
hohe Mengen an HBeAg wurden sekretiert (HBV-A2: 360,05 S/CO und HBV-
D3: 458,55 S/CO). Trotz der bestehenden Sequenzunterschiede konnte auch

das HBeAg des EgHBV nachgewiesen werden, jedoch zu einem etwas
geringeren Mal3e (EqQHBV-Do: 55,10 S/CO).

7.2.3 Analyse der EqHBV-Oberflachenproteine und Reaktivitat
mit Anti-HBs-Antikdrpern

Die Oberflachenproteine der Hepadnaviren vermitteln den spezifischen
Zelleintritt in Hepatozyten und sind Bestandteil aller Impfstoffe gegen HBV.
Mutationen in den antigenen Determinanten des kleinen Oberflachenproteins

kénnen zu Impfdurchbrtichen fihren [238].
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Wie auch fur HBc wurde zunéachst eine Analyse der HBs-Primarsequenzen von
HBV und EqHBV vorgenommen (Abbildung 18).

A

Pras1 Pras2 SHBs " » TMD | " @ &
Consensus PDHQL RANSN QAMQWNSTTFHQALQD MENITSCFLGPLLVLQAGFFLLTKILTIPQSLDSWWTSLNFLGGXFVCLFQNSQS
HBV-AZ |, . ... G....| |- [ - . [ . . . . . . .| . . . . . .. ..........5..N.......
HBV-BZ |..... K...E[ |.. I PN T ..........
HBV-C1 | . ... ISP B cccoso0ccoso Lo B . ccococooccooo D A_TRP......
HBV.D3 |. . ... ... TA[ | . . B - [ .. .. . . . T TT-@. ... ..
HBV-E  |..... .. .TR[ |. .| . . B 0000 A..fR......
HBV-F4 | .. .. -...8 | .. Q..... L. cWcoaooo La S 6eaa00s T - . . . e L.GRP......
HBV.G  |. .. .. ccovo M- AR U @ RO . . . ... ... ... V..@P.L....
HBVH | .. .. ... .8 .. ®scooo Lol cocoooo Lococoaooos L . . . . e VP.GEP......
HBVA | G. ... |- . . [ . . . . . . . | . . . . . . . .- ... ool [beocoao
EqHBV-Do | .V .S | --T.G HLFPTKTPQL--- - - - GSMF . . L MW oo coooo A....wW. ool s0cly |ococ LPY
EqHBV-Ze |.V .S | --T.G HLFPTKAPQL- - - - - - GSMF. . L e oo oo oo ecaoUoooca S.P..1.KN. ... LPY
MA18/7 Q19/10
OU 'm u M TMD I 100 MHR 110 130

[ | 1 ! I 1 s
Consensus PTSNHSF’TSCPPTCP(‘YRWMCLRRFI IFLFILLLCLIFLLVLLDYQGMLFV PLIPGSSTT-ST PAQGTSMFPS TKPSD
HBV-A2 S e aans BT
HBV-B2 ~...-.. U ... BT
HBV-C1 L..T...-. . ... ..... . B .. ..
HBV-D3 Scovoo Boooc
HBV-E 000
HBV-F4 L7 .
HBV-G N..Y
HBV-H L. .T. Y
HBV-| IR c 0o . 6o0able ovio o
EqHBV.Do . .cDf....H.v.@T...... BV EE AWK . Y. . .l . FP. .PE.SG. . S .LEDAWP . YN . . . . .
EqHBvZe . .cDH....H.v.H7T...... SR Y.LV.V...F....A. . WK.Y...B.FP. .PEESS.. S . LEDAWP . YN . . . . .

H166
1?0 170 1TI;rMD " 170 : m .I:MD v Fall 2‘20

Consensus G @ T IPIPSSWAFGKYLWEWASVRFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSVIWHMWYWGPSLYSILSPFIPLLPIFFCLWVYI
wev-az .. NN ... ... A...vooo .. o[ - . . . [ o S 8580000000 00000
wevez . N.N........ A.avoo. .. [N . . . . [ N.....M.
HBvclt . @R ARF........ SR A ... A..oaoa... [N . ... T
HBvD3 . . WM. N........... Foccooo M- -ccococooscos MM ccooocod 0 bocoooofis Lococoscecoaono
HBvE .. N N........... Foccooo I -cccooooooo0oalf A........... ... .. "~ lpocccoococoscocanos
HBV-F4 . . N N........ Locoocccsoo A . PSR Q c. L ol o B . . ... ... cy s
HBve . . N NH......... A.......... SIS . - - - P A . [ BN . . ... .. ... ... ...
LA - | [o| foccocasccnaoccoas W cccoooo Q c. L 1 . . ... ... CY..AS
Hevi . N R {docaccooa I cccoocooaocoaMMMM:cccooood $ focaos " |lpecccocosaccocacas
EqHBV-Do sl Bw. ool REF-cOlscoo SNSRI . 5 . | [ L 1 F .. . .. ... FA Y..A.
EqHBV-Ze S . B . BW. ... ... .. RF..GL. .. . EES. EIINSUNIR . 5 . | [ LL . . L P, FA Y..A.

.G.
HDV-Bmdemolw

[SHBs  |HBV-A2|[HBV-B2|[HBV-C1][HBV-D3|[HBV-E
Bv-A2 | ro | JSE0 S200 NSs S |675e) [EuaN [67% | (8638 [ 65| [ 653
rov-52 | NSGI 100% |

HBV-C1
HBV-F4
HBV-G

EqHBV-Do
EqHBV-Ze

Abbildung 18: Sequenzvergleich relevanter PraS1/PraS2-Epitope und der gesamten S-Doméne von HBV
und EqHBV. (A) Das Sequenzalignment wurde mit dem MUSCLE-Algorithmus in UGENE erstellt.
Antikorperepitope (MA18/7, Q19/10, HBO1, H166) sind in Grintdnen hinterlegt [226, 227, 230, 239]. Die
vorgeschlagenen Transmembrandoméanen (TMD) I-IV (siehe Abbildung 2; [47]) sind dunkelgrau hinterlegt.

Acht strukturgebende Cysteinreste der MHR (engl.: major hydrophilic region; gelb) sind rot hervorgehoben
[51]. Weitere konservierte, sekretionsrelevante Cysteine und ein Histidin zwischen TMD | und Il sind in
blau dargestellt [51]. Das Motiv, mit dem die S-Doméane mit dem HDAg interagiert (HDV-Bindemotiv), ist
in rosa dargestellt [212]. (B) Distanzmatrix des MUSCLE-Alignments der SHBs-Proteinsequenzen. Die
Ahnlichkeit zwischen zwei Sequenzen ist in Prozent (%) Similaritit angegeben. Die Similaritat ist
aulRerdem farblich untergliedert: 100 % (weil3), 91-99 % (rot), 71-90 % (orange), 51-70 % (grun). HBV-
Sequenzen entstammen der NRZ-Datenbank (unpubliziert). HBV-A2 i HBV-Subgenotyp A2; EqHBV-Do
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i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Esel (GenBank-Zugriffsnummer: MT134309); EqHBV-
Ze i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Zebra (GenBank-Zugriffsnummer: MT134319).

Die acht Cysteinreste (Abbildung 18A, rote Kasten), die die strukturelle Integritat
der HBV Oberflachenproteine durch intra-/intermolekulare Disulfidbriicken
gewabhrleisten [51], sind auch im EqHBV konserviert. Aul3erdem sind keine
Austédusche bei den sekretionsrelevanten Cystein-/Histidinresten (blau; [51])
vorhanden. Es konnten keine weiteren moglichen N-Glykosylierungsstellen im
kleinen  EqHBV-Oberflachenprotein  neben dem  kanonischen  N-
Glykosylierungssequon an N146 festgestellt werden. Weder das MA18/7- noch
das Q19/10-Epitop (grin hinterlegt) sind in EQHBV konserviert. Das HBO1-
Epitop (GPC(K/R)TCTT) unterscheidet sich zu der EQHBV-Sequenz in vier
Aminosauren (TSCKACTQ); konservierte AS unterstrichen). Das H166-Epitop
(C(K/R)TC), das mit dem HBO1-Epitop Uberlappt, ist im EQHBV ebenfalls leicht
verandert (CKAC; identische AS unterstrichen).

Die Distanzmatrix zeigt, dass die S-Domane innerhalb der HBV-Genotypen
relativ konserviert ist (86-96 % Similaritat). HBV-Genotypen F und H sind am
divergentesten zu den anderen Genotypen (85-88 %), doch zueinander &hnlich
(96 % Similaritat). Das Alignment des S-ORF zeigt eine hohe Divergenz
zwischen EqHBV und HBV (65-67 % Similaritat). Die beiden EqHBV-Isolate aus
Esel und Zebra unterscheiden sich dagegen zueinander in nur drei
Aminosauren (99 % Similaritat).

Nun sollte auch experimentell untersucht werden, ob wichtige HBs-
Antikorperepitope des humanen HBV im EqHBV konserviert sind. Dafur wurden
HepG2-Zellen mit Uberlangenkonstrukten des HBV und zweier EqHBV-Isolate
(aus Esel und Zebra; Abbildung 13) transfiziert. Nach finf Tagen wurden die
Zellen fixiert und fur die Immunfluoreszenz vorbereitet. Hierbei wurden
verschiedene monoklonale Anti-HBs-Antikdrper und fluoreszenzmarkierte
Sekundéarantikorper verwendet (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Immunfluoreszenz von HBV und EqHBV nach Farbung mit monoklonalen Anti-HBs-
Antikdrpern. HepG2-Zellen wurden mit Uberlangenkonstrukten von HBV bzw. EqHBV transfiziert, fiir funf
Tage kultiviert und schlieBlich fixiert, permeabilisiert und geblockt. Zellen wurden anschlielend mit
verschiedenen Anti-HBs-Antikdrpern inkubiert und mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten
Sekundérantikdrpern (grin) fir die Immunfluoreszenzauswertung geférbt. Zellkerne wurden mit DAPI
sichtbar gemacht (blau). Die monoklonalen Antikdrper MA18/7, Q19/10, HB01, 1-9C1 und C20/02
stammen aus Maushybridomazellen. Der monoklonale Mausantikdrper H166 war dagegen kommerziell
erhéltlich. AulRerdem wurde das polyklonale Antiserum eines Kaninchens nach Immunisierung mit dem
konventionellen Impftstoff HBVAXRBVé&ubgenatywa2nEYEBY-DO
i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Esel; EQHBV-Ze i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus

aus einem Zebra; NC 1 Negativkontrolle (mit leerem pcDNA3.1(+)-transifizierte Zellen).

Der PraS1-spezifische Antikorper MA18/7 reagierte mit beiden HBV-Genotypen
(HBV-A2, HBV-D3), jedoch nicht mit den beiden EqHBV-Isolaten. Auch der Anti-
PraS2-monoklonale Antikorper Q19/10 zeigte keine Bindung an die
Oberflachenproteine des EqHBV. Der monoklonale Anti-S-Antikérper HBO1

reagierte nur mit HBV-A2, aber weder mit HBV-D3 noch EqHBV-Do/-Ze. Der
kommerziell-erhaltliche H166 (Anti-S) reagierte mit beiden HBV-Konstrukten,
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aber mit keinem der EqHBV-Isolaten. Der monoklonale 1-9C1-Antikérper
erkannte HBV-D3 und mit geringerer Starke auch HBV-A2. Es konnte keine
Reaktivitat des 1-9C1 mit EQHBV-Do/-Ze nachgewiesen werden. Wéahrend der
konformationelle Antikorper C20/02 die Oberflachenproteine von HBV binden
konnte, wurde bei den beiden EgHBV-Isolaten keine Bindung beobachtet.
AulRerdem konnte lediglich das HBsAg des HBV-A2/-D3, nicht aber des EqHBV-
Do/-Ze, durch das polyklonale Serum eines Kaninchens nach Immunisierung
mit einer konventionellen HBV-Impfung ( A r a b briagchgewigsén)werden.

Zusatzlich zu den mono-/polyklonalen Antikérpern sollte untersucht werden, ob
die sekretierten Oberflachenproteine des EqHBV diagnostisch nachgewiesen
werden konnen. Hierzu wurden Zellkulturiiberstédnde von transient transfizierten
HepG2-Zellen von Tag 1-5 nach Transfektion gesammelt und im quantitativen

Architect HBsAg-Assay gemessen (Abbildung 20).

10004

1004

-
(=]
1

sekretiertes HBsAg [IU/ml]

0.15
Cut-off: 0.051

0.015

Abbildung 20: HBsAg-Messung nach Transfektion mit HBV und EqHBV. HepG2-Zellen wurden mit
Uberlangenkonstrukten von HBV und EqHBYV transfiziert und fiir fiinf Tage kultiviert. AnschlieRend wurden
die Zellkulturiiberstande gesammelt und unverdunnt in den quantitativen HBsAg-Assay des Abbott
Architects eingesetzt. IU 1 international unit(s); HBV-A2 i HBV-Subgenotyp A2; EqHBV-Do i Isolat des
Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Esel; EQHBV-Ze i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem
Zebra; NC i Negativkontrolle (mit leerem pcDNA3.1(+)-transifizierte Zellen).

Beide HBV-Genotypen sekretierten eine hohe Menge an HBsSAg (HBV-A2:
257,5 IU/ml und HBV-D3: 155,7 1U/ml). Bei beiden Isolaten des EQHBYV konnte
kein HBsAg im Uberstand nachgewiesen werden (untere Nachweisgrenze: 0,05

1U/ml).
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7.2.4 Untersuchung der Oberflachenprotein-Rezeptor-

Interaktion
Im folgenden Abschnitt wurden die Oberflachenproteine des neuartigen
Hepadnavirus der Equiden auf ihre Interaktion mit NTCP/Ntcp und der virale

Eintrittsmechanismus untersucht.

Nach einer niederspezifischen Bindung der S-Doméane der HBV-
Oberflachenproteine an die Zelloberflache findet eine hochaffine Interaktion der
PraS1-Doméane mit dem NTCP statt, die die Internalisierung initiiert [120]. Far
diese Interaktion sind zum einen zwei Sequenzbereich innerhalb des PraSl
wichtig: Eine essentielle und hochkonservierte Bindedoméane (AS 9-15) und
zweli variablere, einander angrenzende akzessorische Domanen (AS 28-48),
die die Bindung und Infektion verstarken [64]. Zudem ist eine Myristoylierung
des Glycin an Position 2 fur eine HBV-Infektion notwendig [65, 66]. Zunachst
wurde deshalb eine vergleichende Analyse der N-terminalen PraS-Region von
HBV und EqQHBV durchgefihrt (Abbildung 21).

essentielle NTCP- akzessorische NTCP-
Bindedomane Bindedomaéanen
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EqQHBV-Ze - - - - - - - - - - - . N~ T L.V.Sl.«---- T HSLQ..P..Q.KLPSP .NW

Abbildung 21: Sequenzvergleich der N-terminalen PraS(1)-Region der Oberflachenproteine des HBV und
EqHBV. Das Alignment wurde mittels MUSCLE in UGENE erstellt. Das Startcodon des PraS1/PraS-
Bereichs ist tirkis hinterlegt. Aminosaurereste, die die Interaktion mit NTCP/Ntcp vermitteln, sind gelb
hervorgehoben [64]. HBV-Sequenzen entstammen der NRZ-Datenbank (unpubliziert). HBV-A2 i HBV-
Subgenotyp A2; EqHBV-Do i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Esel (GenBank-
Zugriffsnummer: MT134309). EqHBV-Ze i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Zebra
(GenBank-Zugriffsnummer: MT134319).

Die akzessorischen Domanen, die auch innerhalb der HBV-Genotypen eine
hohere Variabilitat zeigen, unterscheiden sich stark zwischen HBV und EqHBV.
Die essentielle NTCP-Bindedomé&ne des PraS1 (AS 9-15: NPLGF(F/L)P)
hingegen ist auch im EqHBV vollstandig konserviert. Auch ein Glycin an
Position 2 der PraS-Domaéne, das fiur die essentielle Myristoylierung verwendet

werden kdnnte, ist im EQHBYV vorhanden.
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Die Fahigkeit der EqQHBV-Oberflachenproteine, an NTCP/Ntcp zu binden und
eine Infektion zu vermitteln, sollte deshalb untersucht werden. Da der HBV-
Zelleintritt durch die Bindung der PraS1-Doméne an das NTCP initiiert wird,
wurden HepG2-Zellen transient mit NTCP/Ntcp transfiziert und
Peptidbindungsassays durchgefuhrt. Um sicherzustellen, dass NTCP bzw. das
Esel-Ntcp-Ortholog an der Zelloberflache vorhanden und funktional waren,
wurden zudem Transportexperimente mit fluoreszenzmarkiertem Taurocholat
(NBD-TC) durchgefuhrt (Abbildung 22). Die Funktionalitat des NTCP als auch
des Esel-Ntcp konnte durch intrazellulares NBD-TC aufgrund von NTCP-/Ntcp-
Import bestatigt werden. Als zuséatzliche Kontrolle dienten die HepG2-NTCP,
die den humanen NTCP stabil exprimieren.

Fur den experimentellen Nachweis der Interaktion zwischen hepadnaviralen
Oberflachenproteinen und NTCP/Ntcp wurden synthetische N-terminal-
myristoylierte und C-terminal-fluoreszenzmarkierte Peptide der AS 2-48 der
PraS1-Doméane (Myr-PraS1-Peptide) verwendet, die eine PraS1-Bindung an
das NTCP/Ntcp fluoreszenzmikroskopisch sichtbar machten. Das humane
Peptid konnte sowohl an das humane NTCP (transiente und stabile Expression)
als auch an das Esel-Ntcp binden, wohingegen umgekehrt keine Bindung des
EqHBV-Peptids an humanes NTCP/Esel-Ntcp nachweisbar war (Abbildung 22).

HepG2 transfiziert mit

HepG2-NTCP

NTCP Esel-Ntcp

NBD-TC
Aufnahme

Myr-PraS1-Peptid
HBV-D3

EqHBV

50 um

Abbildung 22: Funktionalitdtsnachweis und Peptidbindung an das NTCP und Esel-Ntcp. HepG2-Zellen
wurden mit Expressionskonstrukten des humanen NTCP bzw. des Esel-Ntcp-Orthologs transfiziert.
Zusatzlich wurden stabil-NTCP-tberexprimierende Zellen (HepG2-NTCP) verwendet. Zwei Tage nach

transienter Transfektion wurden die Zellen fur 15 min mit 5 pM des NBD-markierten Taurocholat (NBD-

87



Ergebnisse

TC; griin) oder in einem parallelen Versuch mit 100 nM eines synthetischen, fluoreszenzmarkierten und
myristoylierten PraS1-Peptids (Myr-PraS1-Peptid; rot) inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die
Zellen mikroskopisch untersucht. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 gefarbt (blau).

Da der Zelleintritt des neuartigen Hepadnavirus maoglicherweise auch durch
eine andere Region der Oberflachenproteine vermittelt werden kénnte, wurden
Experimente mit pseudotypisierten Hepatitis-Delta-Viren (psHDV) durchgefuhrt.
Eine Umhullung von deltaviralen Genomen mit diversen hepadnaviralen
Oberflachenproteinen ermdoglicht die Untersuchung der Rezeptorspezifitat
neuartiger Hepadnaviren unabhangig von der hepadnaviralen Replikation. Fur
eine solche Umhiillung ist ein tryptophanreiches Motiv innerhalb des SHBs
notwendig, welches in EQHBV konserviert ist (Abbildung 18A und Abbildung
23A) [212].

Zunachst wurden EqHBs- und HBs-pseudotypisierte HDV mittels transienter
Kotransfektion eines subgenomischen HBs-Expressionsplasmids und eines
HDV-Plasmids in HuH7-Zellen erzeugt (siehe auch Abschnitt 6.2.6). Hierfur
wurden Zellkulturiiberstdnde nach Transfektion fur bis zu zwei Wochen
gesammelt und Uber Ultrafiltration eingeengt. Die Menge an HDV-RNA in den
Konzentraten wurde anschlielend tber eine HDV-spezifische quantitative RT-
PCR bestimmt (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Produktion EgHBs- und HBs-pseudotypisierter HDV. (A) Aminosaurevergleich des
essentiellen tryptophanreichen HDV-Bindemotivs innerhalb der S-Doméane der HBV-Genotypen und der
EqHBV-Isolate aus Esel (EqHBV-Do) und Zebra (EgHBV-Ze) [212]. (B) Quantitativer Nachweis
sekretierter psHDV-RNA in Zellkulturiiberstdnden nach Ultrafiltration ermittelt Uber gRT-PCR. HuH7-
Zellen wurden transient mit HDV- und EqHBs- bzw. HBs-Expressionsplasmiden kotransifiziert.

Uberstande nach Transfektion wurden fiir bis zu zwei Wochen gesammelt und schlieRlich (iber
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Ultrafiltration eingeengt. HDV-RNA aus Viruspartikeln dieser Konzentrate wurde gereinigt und in eine
HDV-spezifische quantitative RT-PCR eingesetzt.

Das tryptophanreiche Interaktionsmotiv zwischen den Oberflachenproteinen
und dem HDV-Deltaantigen (HBV: WM(M/I)WYW) ist in einer abgewandelten
Form (WM(M/)WEW) im EqHBV erhalten. Humanes HDV konnte durch die
Oberflachenproteine des EqHBV verpackt und sekretiert werden
(pSHDVEgHBV-Do: 1,22x10° GEg/ml bzw. psHDVEgHBV-ze: 2,32x10° GEg/ml), wenn
auch um eine Logio-Stufe geringer als durch humanes HBsAg sekretiert wurde
(psHDVHBv-p3: 2,94x10%° GEg/ml).

Anschliel3end wurden transient NTCP-/Esel-Ntcp-Uberexprimierende HepG2-
Zellen mit diesen psHDV infiziert und neu-exprimiertes HDAg nach Infektion

mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Infektion von transient NTCP-/Esel-Ntcp-exprimierenden HepG2-Zellen mit HDV-Partikeln
pseudotypisiert mit HBV- und EqQHBV-Oberflachenproteinen. HepG2-Zellen wurden in 24-Wellplatten mit
humanem NTCP- bzw. Esel-Ntcp-kodierenden Plasmiden transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion
wurden die Zellen mit 1x108 Genoméaquivalenten pseudotypisiertem HDV (psHDVHav, psHDVEgHBv-Do,
psHDVegHsv-ze) flir 24 h inkubiert. EIf Tage nach Infektion wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert, geblockt
und das nach erfolgreicher HDV-Infektion neu-produzierte HDAg (rot) mittels eines Anti-HDV-positiven
Humanserums und  entsprechendem  fluoreszenzmarkierten  Sekundéarantikbrper  fur  die
Immunfluoreszenzanalyse vorbereitet. DAPI wurde fur die Zellkernfarbung verwendet (blau). psHDVhsv 1
pseudotypisiertes HDV mit Oberlachenproteinen des HBV-D3; EqQHBV-Do i Isolat des Equiden Hepatitis-
B-Virus aus einem Esel. EQHBV-Ze i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Zebra. [Gedndert
nach Rasche et al. (2021) [38]. Erlaubnis zur geédnderten Wiederverwendung durch PNAS erteilt. PNAS

ist nicht verantwortlich fiir die Korrektheit der Ubersetzung.]

Wahrend psHDVHgv (&hnlich den Peptidbindungsassays, Abbildung 22) sowohl
NTCP als auch Esel-Ntcp fur die Infektion nutzen konnte, konnte keine Infektion
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uber NTCP/Esel-Ntcp durch psHDVegHsv-Do noch psHDVEegHev-ze vermittelt

werden.

Da EqHBV moglicherweise nicht das NTCP/Ntcp als Eintrittsrezeptor nutzt oder
ein weiterer Spezies-spezifischer Korezeptor fur eine erfolgreiche Infektion in
humanen HepG2-Zellen fehlte, wurden zusatzlich priméare humane und primére
Pferdehepatozyten mit psHDV infiziert und auch hier das neu-produzierte HDAg

nach Infektion in der Immunfluoreszenz geféarbt (Abbildung 25).

Infektion mit

HDVHBV-D3 HDVEgHBV-Do  HDVEqQHBV-Ze Serum-HDV

PHHs

PEHs

Abbildung 25: Infektion von primdren humanen Hepatozyten (PHH) und priméren Pferdehepatozyten
(PEH) mit HDV-Partikeln pseudotypisiert mit HBV- und EqHBV-Oberflachenproteinen. Primére humane
Hepatozyten (PHH) bzw. priméare Pferdehepatozyten (PEH) wurden in 24-Wellplatten ausgesat. Zwei Tage
nach Aussaat wurden die Zellen mit 1x108 Genomaquivalenten pseudotypisiertem HDV (psHDVHav,
psHDVegHBv-Do, PSHDVEqHev-ze) flr 24 h infiziert. EIf Tage nach Infektion wurden die Zellen fixiert,
permeabilisiert, geblockt und das nach erfolgreicher HDV-Infektion neu-produzierte HDAg (rot) mittels
eines Anti-HDV-positiven Humanserums und entsprechendem fluoreszenzmarkierten Sekundérantikorper
fur die Immunfluoreszenzanalyse vorbereitet. DAPI wurde fir die Zellkernfarbung verwendet (blau).
psHDVHsy i pseudotypisiertes HDV mit Oberflachenproteinen des HBV; EQHBV-Do i Isolat des Equiden
Hepatitis-B-Virus aus einem Esel. EQHBV-Ze i Isolat des Equiden Hepatitis-B-Virus aus einem Zebra.
[Geandert nach Rasche et al. (2021) [38]. Erlaubnis zur gednderten Wiederverwendung durch PNAS

erteilt. PNAS ist nicht verantwortlich fiir die Korrektheit der Ubersetzung.]

Lediglich psHDVHsv konnte PHHs infizieren, wobei keine Infektion von PHHs
durch psHDVEegHev-Do 0der psHDVEegHev-ze Nachgewiesen werden konnte. In
PEHs konnten dagegen Infektionsereignisse durch psHDVEegHsv-ze nicht aber
durch psHDVegHsv-Do beobachtet werden. Daneben konnten ebenfalls
Infektionen von PEHs durch HBV-Oberflachenproteine vermittelt werden

(psHDVHBy). Die primaren Pferdehepatozyten wurden zusatzlich mit einem
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HDV-positiven Patientenserum infiziert und auch hier konnten HDV-positive

Zellen nachgewiesen werden.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass HBV-Oberflachenproteine eine Infektion
von PEHs vermitteln kénnen, wurden PEHs aufRerdem mit HBV infiziert. Die
Zellkulturtiberstande der infizierten Zellen wurden taglich gewechselt und jeden
zweiten Tag gesammelt. Aus gesammelten Uberstanden wurde das nach
erfolgreicher Infektion sekretierte HBeAg mittels diagnostischem Assay
gemessen (Abbildung 26A). Ein gradueller Anstieg des sekretierten HBeAg von
Tag 3 bis Tag 9 nach Infektion, an dem ein Plateau erreicht wird, konnte

beobachtet werden.

Schlief3lich wurden PEHs mit EQHBV-positiven Seren aus je zwei Eseln und
Zebras infiziert (Abbildung 26B). Auch hier wurden die Uberstande nach
Infektion gesammelt und HBeAg gemessen, da equines HBeAg (wie in

Abbildung 17 gezeigt) durch den Architect-Assay detektiert werden konnte.
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Abbildung 26: HBeAg-Messungen nach Infektion von primaren Pferdehepatozyten (PEH) mit HBV und
EqHBV. Priméare Pferdehepatozyten (PEH) wurden in 24-Wellplatten ausgesat und zwei Tage nach
Aussaat infiziert. Uberstéande nach Infektion wurden taglich gewechselt und jeden zweiten Tag von 1 bis
Tag 11 gesammelt. HBeAg-Gehalt wurde mittels Abbott Architect bestimmt. (A) Zeitabh&ngige HBeAg-
Sekretion nach HBV-Infektion. Es wurden 1x10° HBV-Kopien/Well fir die Infektion eingesetzt. Daten
entsprechen zwei unabh&ngigen Experimenten. (B) Sekretiertes HBeAg an Tag 3 und 11 nach Infektion
mit HBV und EqHBV. Fur die HBV-Infektion wurden 1x10° HBV-Kopien/Well eingesetzt. In zwei Ansatzen
wurde HBV vor Infektion zuséatzlich fir 30 Minuten mit Immunseren prainkubiert (Anti-HBs- bzw. Anti-
EqHBV-Prainkubation), um eine moégliche Antikdrperinhibition der HBV-Infektion zu untersuchen. PEH
wurden auRRerdem mit EqQHBV-positiven Seren (6.8x10°% -1.0x10°% Kopien/Well) aus je zwei Eseln und
Zebras infiziert. [Ge&dndert aus Rasche et al. (2021) [38]. Erlaubnis zur geanderten Wiederverwendung
durch PNAS erteilt. PNAS ist nicht verantwortlich fiir die Korrektheit der Ubersetzung.]

Es konnten keine Infektionen von PEHs durch EqHBV aus Esel- bzw.
Zebraseren nachgewiesen werden. Aul3erdem wurden PEHs mit HBV infiziert,

das zuvor mit Anti-HBs bzw. Anti-EqHBV-positiven Seren prainkubiert wurde.
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Hier konnte beobachtet werden, dass Anti-HBs, aber nicht Antikbrper gegen

EqHBV, eine Infektion durch HBV verhindern konnten.

7.3 Charakterisierung der Antigentitat und
Infektiositat der neuartigen Hepadnaviren
der Spitzmause (CSHBV/MSHBYV)

Unter der Leitung von Prof. Dr. Drexler (Arbeitsgruppe Virusepidemiologie am
Institut far Virologie der Charité Berlin; Direktor: Prof. Dr. Drosten) in
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Glebe (Leiter des Nationalen Referenzzentrums
fur Hepatitis-B-Viren und Hepatitis-D-Viren am Institut fir medizinische
Virologie der Universitat Giel3en; Direktor: Prof. Dr. Ziebuhr) konnten in einer
internationalen Studie zwei neue hepadnavirale Spezies in Lebergeweben
verschiedener Spitzmause (Gattungen Sorex und Crocidura) identifiziert
werden, welche aufgrund ihrer Wirtstiere als Musk Shrew Hepatitis-B-Virus der
Elfenbeinkiste (MSHBVciv; im Folgenden zur besseren Lesbarkeit als MSHBV
bezeichnet) bzw. Crowned Shrew Hepatitis-B-Virus (CSHBV) bezeichnet
wurden [37]. Zehn Gesamtgenomsequenzen, die 6ffentlich zuganglich gemacht
wurden, konnten durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Drexler ermittelt werden
(GenBank-Zugriffsnummern: MK345460-MK345467, MK345470, MK345474, und
MK345475). Bei Sequenzunterschieden von >20 % auf Ganzgenomebene
werden Orthohepadnaviren einer neuen Spezies zugeordnet [16]. Aufgrund der
hohen Sequenzdivergenz zu anderen bekannt er
MSHBV und CSHBV zwei eigene Spezies der Orthohepadnaviren dar.
Innerhalb der charakterisierten CSHBV-Sequenzen wurden zwei Gruppen
festgestellt, die sich zueinander in 11,6-12,0 % unterschieden, und analog zum
HBV-Genotypenabrenzungskriterium von >8 % Nukleotiddivergenz [17] als
zwei eigenstandige Genotypen betrachtet wurden (CSHBV-A und CSHBV-B).

Eine Zusammenfassung der wahrscheinlichen CSHBV- und MSHBV-ORFs ist
in Abbildung S3 (Anhang) dargestellt. Die Genome der beiden CSHBV-
Genotypen (3089 nt) sind die kirzesten unter den Orthohepadnaviren (3131-
3368 nt). Das MSHBV-Genom hingegen zeigt ahnliche Lange (3172 nt). Der

Polymerase-ORF des CSHBV (A: 812 AS; B: 823 AS) ist kirzer als der des
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MSHBV (835 AS), insgesamt aber von vergleichbarer Lange zu anderen
Orthohepadnaviren (827-899 AS). Auch die X-ORFs von MSHBV (141 AS) und
CSHBYV (A: 131 AS; B: 135 AS) ahneln denen der restlichen Orthohepadnaviren
(135-155 AS). Das S-Protein des CSHBV und MSHBV besteht aus jeweils 225
AS und liegt damit im Rahmen der anderen Spezies (222-228 AS). Der Pras-
Bereich der beiden Spitzmaushepadnaviren ist allerdings auf3ergewohnlich.
Sowohl CSHBYV als auch MSHBYV besitzen mdgliche PraS2-Startcodons, die fur
die Expression eines MHBs verwendet werden konnten. Der PraS2-Bereich des
CSHBV entsprache dann rund 65 AS, vergleichbar mit anderen
Orthohepadnaviren (47-60 AS), im Gegensatz zu dem deutlich langeren
MSHBV-PraS2 (104 AS). Der theoretische PraS1-Bereich ist sowohl bei
CSHBYV (77 AS) als auch bei MSHBYV (66 AS) wesentlich kirzer als der anderer
Orthohepadnaviren (104-174 AS). Die Core-Sequenz von CSHBV/MSHBYV st
mit 181 AS ahnlich den anderen (182-195 AS), doch im PraC zeigen sich
bedeutende Unterschiede: Beide CSHBV-Genotypen besitzen kein PracC-
St ar t c-tedninal des Gore-Startcodons. Das MSHBYV hingegen enthélt ein
PraC-Startcodon, aber ahnlich dem HBV-G zudem ein Stoppcodon an Position

-2 innerhalb der PraC-Sequenz.

In dieser Arbeit sollte die Uberlangengenomsequenz eines MSHBV-Isolates
kloniert werden, um die Expression und Antikdrperreaktivitat des Core-Proteins
(HBc), des HBeAg sowie der Oberflachenproteine (HBs) genauer zu
untersuchen. Auf3erdem wurden die Oberflachenproteine des MSHBV, CSHBV-
A und CSHBV-B verwendet, um die Virus-Rezeptor-Interaktion zu

charakterisieren.

7.3.1 Analyse des Core-Proteins

Das Core-Protein als Grundbaustein der Core-Partikel ist fir den
hepadnaviralen Replikationszyklus essentiell. Im folgenden Abschnitt wurden
die Core-Proteine (HBc) der Spitzmaushepadnaviren hinsichtlich
Sequenzkonservierung und anschlieend das MSHBV auch experimentell
untersucht. Zunachst wurde ein Alignment des Core-ORF des HBV, MSHBYV,
CSHBV und WHYV angefertigt und analysiert (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Sequenzvergleich des gesamten Core-Proteins humaner HBV-Genotypen, MSHBV und
CSHBV-Genotypen. (A) Das Sequenzalignment wurde mit dem MUSCLE-Algorithmus in UGENE erstellt.

Das fiir die HBc-Dimerisierung des humanen HBV notwendige Cystein [74] ist orange hinterlegt. Die drei

essentiellen Phosphorylierungsstellen sind in gelb, die vier weiteren in griin dargestellt [76]. (B)

Distanzmatrix des MUSCLE-Alignments der Core-Proteinsequenzen. Die Ahnlichkeit zwischen zwei Core-

Sequenzen ist in Prozent (%) Similaritat angegeben. Die Similaritat ist aulRerdem farblich untergliedert:
100 % (weil3), 91-99 % (rot), 71-90 % (orange), 51-70 % (griin). HBV-Sequenzen entstammen der NRZ-
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Datenbank (unpubliziert). HBV-A2 i HBV-Subgenotyp A2; Musk Shrew Hepatitis B Virus (GenBank-
Zugriffsnummer: MK345462); CSHBV-A/-B i Crowned Shrew Hepatitis-B-Virus Genotyp A (GenBank-
Zugriffsnummer: MK345465) bzw. Genotyp B (GenBank-Zugriffsnummer: MK345467).

Eine detaillierte Beschreibung der HBV-Genotypen wurde bereits in Abschnitt
7.2.1 durchgefuhrt. Die Core-Proteine der Spitzmaushepadnaviren
unterscheiden sich stark zu HBV (53-58 % Similaritat) und WHV (53 %
Similaritat). Die beiden CSHBV-Genotypen sind auf Proteinebene zu 100 %
ahnlich und unterscheiden sich zu MSHBV in 12-13 %.

Das fur die Kapsidbildung essentielle Cystein an Position 61 des humanen HBc
[74] ist auch in CSHBV und MSHBYV konserviert. Au3erdem befinden sich im
HBc sieben konservierte Serin-/Threoninreste (Abbildung 27A, griin/gelb), die
wahrend der Reifung der Kapside dynamisch (de-)phosphoryliert werden
kénnen [76]. Nur eines der drei essentiellen SP-Phosphomotive (gelb) ist auch
in MSHBV erhalten (S170). Die anderen beiden Serine sind durch Alanin
ausgetauscht (S155A, S162A). Der S170-Rest ist auch in den beiden CSHBV-
Genotypen konserviert. Ahnlich zu MSHBYV besitzt auch CSHBYV einen S162A-
Austausch. Es findet sich au3erdem ein S155T-Austausch bei CSHBV. Von den
vier restlichen Phosphorylierungsstellen (griin) sind drei sowohl in MSHBV als
auch CSHBV konserviert (S168, S176, S178). Die vierte Stelle weist einen
T160S-Austausch bei MSHBV und CSHBYV auf.

Analog zu der Klonierung der EqQHBV 1.5mer-Konstrukte, wurden fur das
MSHBV-Isolat (Genbank-Zugriffsnummer: MK345462) ein Uberlangen-
konstrukt in pcDNA3.1(+) generiert (Abbildung 13). Mit diesem Plasmid sollte
experimentell untersucht werden, ob polyklonale Antikrper gegen
verschiedene hepadnavirale Core-Proteine auch mit MSHBV kreuzreagieren.
Hierzu wurden HepG2-Zellen transient mit Uberlangenkonstrukten von HBV
und MSHBYV transfiziert. Eine Expression viraler Proteine erfolgt hierbei unter
endogenen Regulatoren. Fiunf Tage nach Transfektion wurden die Zellen fixiert
und mit polyklonalen tierischen Anti-Core-Antiseren und anschlieRenden
fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpern fir die Immunfluoreszenz
vorbereitet (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Immunfluoreszenz von HBV und MSHBV nach Farbung mit polyklonalen Anti-Core-
Immunseren. HepG2-Zellen wurden mit Uberlangenkonstrukten von HBV bzw. MSHBYV transfiziert, fir finf
Tage kultiviert und schlieRlich fixiert, permeabilisiert und geblockt. Zellen wurden anschlieRend mit
verschiedenen Anti-Core-Antikdrpern inkubiert und mit entsprechenden fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikérpern (rot) fir die Immunfluoreszenzauswertung gefarbt. Zellkerne wurden mit DAPI
sichtbar gemacht (blau). Die Immunisierung erfolgte mit dem Core-Protein des HBV (Anti-HBc), des
CSHBYV (Anti-CSHBc) bzw. des WHYV (Anti-WHc). HBV-A2 i HBV-Subgenotyp A2; Musk Shrew Hepatitis
B Virus; NC i Negativkontrolle (mit leerem pcDNA3.1(+)-transifizierte Zellen).

Alle drei Anti-HBc-Antiseren (DAKO, SYC953, SY6964) reagierten mit den
beiden humanen HBV-Genotypen (HBV-A2 und HBV-D3). Eine ahnlich starke
Farbung des MSHBc (Core-Protein des MSHBV) konnte auch bei dem
Kaninchenserum SY6964 beobachtet werden. Ein sehr schwaches, aber
dennoch positives Signal wurde beim DAKO-Serum mit MSHBV festgestellt.
Das Impfserum eines Meerschweinchens (SYC953) kreuzreagierte nicht mit
dem MSHBc. Das Kaninchenserum, das mit CSHBc immunisiert wurde (0974),
reagierte stark mit MSHBc. Auch eine Bindung an das humane HBc (HBV-A2,
HBV-D3) konnte beobachtet werden, wenn auch zu einem geringeren Mal3e als

96



Ergebnisse

bei MSHBc. Auch das Anti-WHc-Immunserum (2833) reagierte stark mit

MSHBc und deutlich schwacher mit humanem HBc.

7.3.2 Analyse des HBeAg und relevanter Bereiche des
PraC/Core-ORF

HBeAg spielt eine zentrale Rolle bei der Chronifizierung des humanen HBV und
stellt zudem einen wichtigen diagnostischen Marker im Verlauf chronischer
Hepatitis-B-Infektionen dar [78]. Da das PraC-Polypeptid zwei
Prozessierungsschritte durchlaufen muss, bevor es als reifes HBeAg sekretiert
werden kann, sollten zunachst Alignments der dafir wichtigen
Sequenzbereiche von HBV, MSHBV und CSHBV verglichen und mit Hilfe

verschiedener bioinformatischer Programme analysiert werden.

Nach Translation und Translokation in das ER wird in einem ersten
Prozessierungsschritt das N-terminale Signalpeptid durch die Signalpeptidase
entfernt [79]. Die Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins eines Signalpeptids
im  MSHBV- und CSHBV-PraC wurde mittels einer Signalpeptid-
Vorhersagesoftware untersucht (Abbildung 29). Das verwendete Programm
PrediSi gibt sowohl Wahrscheinlichkeit als auch Schnittstelle des Signalpeptids
an. Der PrediSi-Score wird von 0 (sehr unwahrscheinlich) bis 1 (sehr

wahrscheinlich) angegeben.

Abbildung 29: Sequenzvergleich des PrdC humaner HBV-Genotypen sowie der Hepadnaviren aus
Spitzmausen (MSHBV und CSHBYV). Das Alignment wurde mittels MUSCLE in UGENE durchgefiihrt. Das
konservierte Cystein innerhalb des N-terminalen PraC-Dekamers ist orange hinterlegt und das
konservierte hydrophobe WLW-Motiv ist grin dargestellt [85]. Rechts ist der Vorhersage-Score der
Signalpeptid-Vorhersagesoftware PrediSi angegeben. Dieser Score kann einen Wert zwischen 0 (sehr
unwahrscheinlich) und 1 (sehr wahrscheinlich) annehmen. Je hdher der Score, desto groRer ist das
Konfidenzniveau einer tatséchlichen Spaltung. Zuséatzlich gibt das Programm PrediSi die vorhergesagte

Spaltstelle an (symbolisch mit einer Schere dargestellt). HBV-Sequenzen entstammen der NRZ-
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