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1. Ziel der Dissertation

Zu Beginn der Arbeit bestand am Institut fiir Medizinische Virologie ein gro3es Interesse, die
Expression des Hepatitis-B-Virus (HBV) auf mRNA-Ebene moglichst empfindlich und
zugleich quantitativ darzustellen. Frither verwendete Methoden zum Nachweis der HBV
mRNAs wie Northern Blot oder Primer Extension sind umstédndlich, noch zu unempfindlich
und schwierig zu standardisieren. Eine bis dato verwendete Methode der comparativen PCR
fir HBV-mRNA war empfindlich, konnte aber nur vergleichende, jedoch keine absoluten
Mengenangaben machen (Stoll-Becker et al., 1997). Mit der Einfithrung der real time PCR
(rtPCR) mittels des LightCycler-Systems am Institut (Jursch et al., 2002, Chulanov et al.,
2003, Schaefer et al., 2003) ergab sich die Moglichkeit, diese Technik zur Messung der HBV
mRNA-Mengen in infizierten (Glebe et al., 2003) und transfizierten Leberzellkulturen (Glebe
et al., 2001, Schiittler et al., 2002) sowie in HBV-infizierten Leberbiopsien anzuwenden.
Hierzu sollten HBV RNA-Referenzpriparate mittels in vitro-Transkription erzeugt werden,
die Primer und Probes fiir die RT-PCR ausgewihlt und die Reaktionsbedingungen optimiert
werden. Es sollten Methoden zur Bestimmung der gesamten HBV mRNA aus der X-Region
sowie der prigenomischen (pg) mRNA etabliert und validiert werden. Die Menge der ex-
primierten HBV mRNA sollte mit der Menge des von den Zellen sezernierten HBsAg ver-
glichen werden.

Von Interesse war weiterhin die Analyse der Enhancer 1- und 2-Elemente in unterschied-
lichen Zelllinien mittels HBV-Plasmid-Konstrukten, die von den Doktorandinnen des Instituts
N.Fiedler, S.Fischer und K.Schmidt hergestellt wurden. Diese Konstrukte sind spéter in zwei
Publikationen (Fischer et al., 2007 und Fiedler et al., 2007) beschrieben worden. Hier war es
auch das Ziel, die Messung von HBV RNA-Mengen in den transfizierten Zellen in
Bezugnahme auf die Expression der Luciferase zu normieren. Mit Hilfe der erarbeiteten
Techniken sollte dann der Effekt von ko-transfizierten Hepatitis-C-Virus-Genen (HCV) auf
die HBV-Expression untersucht werden. Hier konnte auf Vorarbeiten von C.G.Schiittler et al.
(2002) zuriickgegriffen werden. SchlieBlich sollte die Technik zur quantitativen Messung der
beiden HBV mRNAs auch auf Leberbiopsien angewendet werden und mit den sonstigen
HBV-Parametern der Patienten verglichen werden. Die Ergebnisse sollten das Verstdndnis

der Transkriptionsregulation von HBV vertiefen.
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2.Einleitung

Im Mittelalter fand eine Pflanze namens ,,Hepatica nobilis** medizinische Anwendung. Wegen
der leberartigen Form der Laubblitter, wurde das Leberbliimchen, das auch im 1600 ge-
griindeten Botanischen Garten in Gielen zu finden ist, in der Signaturenlehre zur Leberheil-
pflanze erklédrt (Hieronymus Bock, Paracelsus). Der Aberglaube behauptet, dass man ein Jahr
nicht erkrankt, wenn man die ersten drei Bliiten dieser Pflanze isst.

Nicht nur im Mittelalter, sondern schon in den frihen Hochkulturen waren Leberer-
krankungen aufgrund ihrer augenfilligen Symptomatik bekannt. Hierbei spielt wohl das
fdkal-oral iibertragbare Hepatitis-A-Virus, moglicherweise auch das Hepatitis-E-Virus die
grofite Rolle. Das Hepatitis-A-Virus ist in den entwickelten Lindern meist nur noch als
typische Tourismuserkrankung von Bedeutung. Welchen Anteil an den viralen Leberer-
krankungen des Altertums das HBV und das HCV hatten, ldsst sich wohl kaum noch
nachvollziehen. Die beiden letztgenannten Viren, vor allem aber das HCV, werden parenteral
iibertragen, so dass insbesondere seit der Einfithrung von Blutprodukten und invasiven
Eingriffen deren Inzidenz bzw. Privalenz voriibergehend stark zugenommen hat.

Serologisch nachweisbar haben bzw. hatten derzeit rund zwei Milliarden Menschen Kontakt
mit dem HBV, was ungefihr einem Drittel der Weltbevolkerung entspricht. Davon wiederum
sind mit rund 400 Millionen Menschen chronisch infiziert (Fattovich et al., 2003). Jdhrlich
sterben rund eine Millionen Menschen an den Folgen einer chronischen HBV-Infektion (Alter
et al. 2003). Die Pravalenz der chronischen HBV-Infektion ist regional unterschiedlich. In den
westlichen Industrienationen liegt sie bei weniger als zwei Prozent, in Teilen von Afrika,
China und Siidostasien iiber 8% (Abb. 1).

Die Priavalenz des HCV ist geringer und liegt bei etwa 3% der Weltbevolkerung. Schétzungs-
weise 170 Millionen Menschen sind chronisch mit dem HCV infiziert (The Global Burden of
Hepatitis C Working Group, 2004 und CDC Yellow Book, 2008, Abb. 2).

Aufgrund der teilweise dhnlichen Ubertragungswege der beiden Viren (parenteral, sexuell und
perinatal) gibt es in den westlichen Industrienationen bestimmte Personengruppen, bei denen
mit einem erhdhten Ubertragungsrisiko zu rechnen ist. Hierzu zihlen unter anderem:

-1.v. Drogenabhiéngige

-Dialysepatienten

-Angehorige medizinischer Berufe
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Abb. 1 Weltweite Hepatits B Priavalenz (CDC, 2005), Hoch: Privalenz des Hepatitis B
Surface-Antigens (HBs) > 8%, Mittel: 2-7%, Niedrig: <2%
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Abb. 2 Weltweite Privalenz der Hepatitis C, WHO 2003
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Durch serologische Tests (z.B. ELISA) sowie durch Einfithrung der PCR auf HBV und HCV
konnte das Risiko einer iatrogenen Infektion deutlich gemindert werden. Das Restrisiko einer
Infektion durch Bluttransfusionen betrug Anfang des Jahrtausends bei HBV 1:200.000 und
bei HCV weit unter 1:1.000.000 (Offergeld et al., 2005). Das Risiko einer manifesten
Infektion nach Nadelstichverletzungen bei virdmischen Indexpatienten liegt bei 30% fiir HBV
und 5-10% fiir HCV. Die Infektionsrate beim HIV betrigt lediglich 0,3% bei HIV-positivem
Indexpatienten (Gerberding et al., 1994).

Neben der alleinigen Infektion mit dem HBV bzw. mit dem HCV finden sich auch Ko-
infektionen mit beiden Viren. Dies ldsst sich zum einen durch die dhnlichen Ubertragungs-
wege bzw. Risikogruppen, zum anderen durch die Moglichkeit der Chronifizierung beider

Viren erkliren.

3. Hepatitis B Virus

Das epidemische Auftreten von Gelbsucht war, wie oben schon erwihnt seit lingerem
bekannt. Bis in das 20. Jahrhundert jedoch blieb die Suche nach dem vermuteten Erreger
erfolglos. Erst 1963 fand Baruch S. Blumberg bei einer populationsgenetischen Untersuchung
von Aborigines das sogenannte ,,Australia-Antigen*. Wenige Jahre spiter konnte gezeigt wer-
den, dass das Australia-Antigen mit der Typ B Hepatitis assoziiert war (Prince et al., 1968).
Elektronenmikroskopisch konnte dieses Antigen in 45nm groBen Partikeln nachgewiesen
werden (Dane et al., 1970). Spiter wurde dann das Australia-Antigen als HBsAg und die
Dane-Partikel als HBV identifiziert. Die erste Klonierung des HBV-Genoms gelang Murray
et al. 1978.

3.1 Taxonomie

Das HBV zihlt zur Familie der Hepadnaviridae. Der Name leitet sich von deren DNA-Genom
und vom lateinischen ,,hepar* fiir Leber ab. Innerhalb dieser Familie finden sich zwei Genera:
Orthohepadnavirus bei den Saugetieren sowie Avihepadnavirus, das verschiedene Vogel-
spezies befillt. Innerhalb des Genus der Orthohepadnavirus bilden die Viren der Primates und
der Rodentia je einen eigenen Zweig. Zu den Nager-Hepadnaviren zihlen vor allem das
Ground Squirrel Hepatitis Virus und das Woodchuck Hepatitis Virus. Letzteres zdhlt zu-

sammen mit dem Duck Hepatits Virus aus dem Genus Avihepadnavirus zu den wichtigsten
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Modellsystemen fiir das HBV. Das HBV wird eingeteilt in insgesamt acht Genotypen A-H
sowie mehrere Virusstimme von Menschenaffen. Das Virus des Wollaffen bildet eine eigene
Art. Innerhalb der oben genannten Genotypen differiert die Genomsequenz um mindestens
8% bis maximal 15% (Abb. 3). Die Familie der Hepadnaviridae zeigt eine gewisse Ahnlich-
keit zur Familie der Retroviridae. Beide Virusfamilien replizieren ihr Genom mittels einer
RNA-abhidngigen DNA-Polymerase, das heiit durch reverse Transkription. Man bezeichnet
daher die Hepadnaviridae auch als Pararetroviren im Gegensatz zu den Orthoretroviridae mit

dem klassischen Vertreter, dem Rous-Sarkom-Virus.

HBV-B
HBV-C
HBWV-A
HBV-D
: HBV-E
HBV-G
Gorilla
Schimpanse
Gibbon
Primates Orang-Utan

Orthohepadna- HBV-F
virus L VA (9] | =)
Rodentia _I: Arktisches Hérnchen

(scluridae) Erdhdrnchen
Waldmurmeltier
Pekingente
{westliches Isolat)
L—— Pekingente
(chinesisches Isolat)
Avihepadnavirus Schneegans
Zwergschneegans
Graureiher

T T T

49,9 40 30 20 10

o

Abb.3 Phylogenetischer Stammbaum der HBV-Genotypen A-G des Menschen und der be-
kannten Hepadnaviren bei Tieren (Gerlich und Schaefer, 2002).

3.2 Morphologie

Das HBYV ist ein lipidumhiilltes Virus mit einem Durchmesser von 45 nm (Abb. 4). Innerhalb
der Lipidhiille findet sich das 34 nm groB3e in zwei verschiedenen Formen vorkommende
Kapsid in ikosaedrischer Anordnung bestehend aus 180 bzw. 240 identischen Core-Dimeren
(Zhou et al., 1992, Koschel et al., 1999). Innerhalb des Kapsids befindet sich das circa 3200

Basen lange Genom und die daran kovalent gebundene DN A-Polymerase.
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Abb.4 Struktur des HBV, elektronenmikrokopische Aufnahme (Stannard et al., 1995).

Eingelagert in die Lipidhiille sind die Oberfldchenproteine des HBV, die in drei Groéfen
vorliegen: L-(large), M-(middle) und S-(small) HBsAg. Die einzelnen Proteine sind unter-
schiedlich grofle Translationsprodukte des offenen Leserahmen fiir HBsAg. So enthilt das
SHBs nur die S-Domine, das MHBs die S- und die PriaS2-Domine und das LHBs-Protein
enthidlt zusétzlich noch die PraS1-Domine. Letztere weist die hepatozytenbindende Region
von Aminosdure 9-18 auf (Glebe und Urban, 2007). Die spezifischen HBV-Rezeptoren auf

der Hepatozytenoberfldche konnten bisher noch nicht identifiziert werden.

3.3 Lebenszyklus und Genomorganisation

Nachdem das HBV rezeptorvermittelt an die Hepatozytenoberfliche im Disse-Raum ge-
bunden hat, wird es per Endozytose in die Zellen aufgenommen. Im Endosom soll es zur
Demaskierung von Translokationsmotiven (TLM) durch Spaltung der HBV-Oberflichen-
proteine mittels endosomaler Proteasen kommen. Diese TLMs sollen den Durchtritt des
Kapsids durch die endosomale Membran in das Cytosol bewirken (Stoeckl et al., 2006).
Moglicherweise bewirkt aber ein Fusionspeptid im LHBs diesen Prozess (Chojnacki et al
2005 und Berting et al 2000). Das freigesetzte Kapsid wird nun entlang des Mikrotubulitrans-
portsystems zu den Kernporen transportiert (Rabe et al., 2006). Dort bindet es iliber das
phosphorylierte Core-Protein an den Kernporenkomplex und entldsst die partiell doppel-
stringige (pds) DNA in den Zellkern (Kann et al. 1999). Im Nukleus kommt es zur Bildung
der cccDNA (circular covalently closed DNA) aus der partiell doppelstringigen DNA des
Viruspartikels. Hierzu wird der Plus-Strang vervollstdndigt, die beiden Primer entfernt und

die 5’Enden mit den 3’Enden im Plus-Strang und Minus-Strang ligiert. Die Ausbildung der
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cccDNA wird als Marker fiir eine erfolgreiche Infektion angesehen (Beck und Nassal, 2007).

Anheftung

Freisetzung des Cores?

 Freisetzung des Genoms?.

Genomreifung
PNANANANNANNANANNNNNNNN—

LHBs m RNA

NNNANNNNN—
MHBs SHBs mRNA

nassembly

Poly- ‘
merase

COI’;%Q&

Protein

Translation

€ Pragenom RNA

Abb. 5 Intrazellulidrer Lebenszyklus des HBV (Gerlich und Schaefer, 2002).

Es ist davon auszugehen, dass bei einer hochreplikativen chronischen HBV-Infektion nahezu
alle Hepatozyten infiziert sind (Gerlich und Kann, 2005). Die gebildete cccDNA dient als
Matrize fiir die Transkription der viralen mRNAs. Zu beachten ist, dass das HBV mit 3200
Basen Liénge ein sehr kleines Genom besitzt. Allerdings nutzt das Virus dieses kleine Genom
durch iiberlappende Nukleotidsequenzen und alternative Verwendung von Startkodons sehr

intensiv (Abb. 6). Insgesamt finden sich vier konservative ORFs (open reading frame), fiinf
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mRNA-Gruppen mit vier Promotoren sowie zusétzlich zwei Enhancer (E1 und E2). Weiterhin
liegt nur ein einziges Polyadenylierungssignal vor, welches zu identischen 3°-RNA Enden
fiihrt. Verschiedene weitere Regulationselemente verstirken oder hemmen die Transkription

der einzelnen mRNA-Gruppen.

Abb. 6 Genomstruktur des HBV (Genotyp A, EMBL Access No. X51970). Von innen nach
auBen: pds-DNA, ORFs, mRNAs. DR= direkte Repetitionen von 11 Basen, E1 und E2= En-
hancerelemente, GRE= Glucocorticoid-Response-Elemente. Enkapsidationssignal €, PRE=

posttranskriptionelles Regulationselement (Kann und Gerlich, 2005).

Zu den oben genannten ORFs zidhlen das Core-Protein, die Viruspolymerase, die Ober-
flachenproteine sowie das X-Protein. Innerhalb dieser proteinkodierenden Regionen, die das
komplette HBV-Genom umfassen, liegen die HBV-Promotoren. Bis auf den SI1-Promotor
fehlt den anderen Promotoren (basal core-Promotor, S2-Promotor und X-Promotor) die
klassische TATA-Box als Startpunkt der Bildung des Transkriptionsinitiationskomplexes

(Moolla et al., 2002). Alle Promotoren aufler dem X-Promotor enthalten eine oder mehrere
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Spl-Bindungstellen (Moolla et al., 2002). Das Spl bindet dabei an folgende DNA-Sequenz:
GGGCGG. Dies ist deswegen bemerkenswert, da zum eukaryontischen BRE-Element
(transcription factor B recognition element) mit der Sequenz GGGCGCC eine deutliche
Homologie besteht. Da an das BRE-Element der Transkriptionsfaktor TFIIB bindet, kann
man vermuten, dass das Spl die Funktionen des Tatabox Binding Proteins (TBP) iibernimmt
(Molecular biology of the cell, Alberts und Bray, 2002). Des weiteren ist zu erwédhnen, dass
der X-Promotor weder eine TATA-Box noch eine Spl-Bindungsdomine besitzt. Die
Expressionsregulation erfolgt hier iiber das LSR-Element (Fukai et al., 1997).

Die Linge der gebildeten mRNAs liegt bei 3324 (pragenomische RNA), 2332 (LHBs-RNA),
1948 (MHBs- und SHBs-RNA) und 571 Basen fiir die X-RNA (jeweils ohne das Poly-A
Ende und bezogen auf den Genotyp A, Isolat 991, EMBL Access Nummer X51970, Koechel,
1990). Hinzu kommt die PraC-RNA, die nur 33 Basen lidnger ist als die prigenomische RNA
und wie selbige unter der Kontrolle des Core-Promotors steht. Diese PreC-RNA fiihrt zur
Bildung des HBeAg, welches ins Blutserum sezerniert wird und eine sekretorische Variante
des Core-Proteins mit immunomodulatorischer Funktion darstellt.

Die Regulation der Promotoren erfolgt vorwiegend durch leberspezifische Transkriptions-
faktoren. Diese Regulation ist sehr differenziert, was sich am Beispiel des Core-Promotor/
Enhancer 2-Komplexes zeigt (Abb. 7).

Der Core-Promotor beginnt bei 1636 B und endet bei 1851 B. Er setzt sich aus einem basal
core promotor (BCP) sowie zwei core upstream regulatory sequences (CURS A und B) zu-
sammen. Die CURS A wird in vier boxes d, [3, y und & eingeteilt, wobei o und [3 einen Teil
des Enhancers 2 bilden. Weiter aufwirts liegt zusitzlich ein negativ regulatorisches Element
(NRE), welches wiederum in drei Regionen o, B und y unterteilt wird. An bestimmten
Sequenzmotiven der cis-Elemente binden nun spezifisch verschiedene trans-Elemente wie
SP1, Coup-TF 1, HNF3, HNF4, PPAR-a, RXR usw.

Neben den vier Promotoren finden sich zwei Enhancer (E1 von 970 Bbis 1240 B/ E2 von
1636 B bis 1744 B), die zu einer Steigerung der mRNA-Transkription fiihren.

Der Enhancer 1 liegt zwischen dem S- und X-ORF und hat eine Linge von 270 Basen
(Abb.8). Er steigert stark die Transkription der pg/preC- und X-RNA. Der Enhancer 1 wird in
drei Domiénen eingeteilt, ein 5°-gelegenes modulatorisches Element, eine 3°-Doméne und eine
zentrale Core-Domine, welche den eigentlichen Enhancer darstellt. Hier binden HNF3,

RFX1, EF-C und NF1. Zusitzlich findet sich ein Retinoic Acid Response Element (RARE),
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welches neben HNF3, RXR0a/PPAR und Coup-TF bindet. Der letztgenannte Transkriptions-

faktor supprimiert dabei die Enhanceraktivitit.

1455 16 1%51

preC-RNA  pg-RNA

a |yl o B 1793 1818

v v
1646 1716 1741

Abb. 7 HBV-Enhancer 2 und Core Promotor, subtyp adw (Yuh et al. 1992).
CURS-Box a= 1646 B-1669 B, CURS-Box (3= 1705 B-1716 B

.:SPI (1623-1632/1733-1742/1744-1753) (Zhang et al., 1993)
NRE Lokalisation 1455 B-1636 B (Chen et al., 1995)

Der Enhancer 2 liegt aufwirts des BCP und {iiberlappt mit der CURS-Sequenz des Core-
Promoters. Seine Lange betrdgt 105 Basen und er wird unterteilt in zwei Regionen, 2A und
2B mit unterschiedlichen Transkriptionsfaktorbindungsstellen (FTF, HFL, E4BP4 und SP1).
Nur zusammen wirken die beiden Untereinheiten steigernd, und zwar vorwiegend auf die
Transkription der beiden HBs-RNAs sowie der X-RNA. Gleichzeitig steht der Enhancer unter
dem negativ regulierenden Einfluss des NRE (Moolla et al., 2003).
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Abb. 8 HBV Enhancer 1 (970 B-1240 B), Basenangaben bezogen auf Subtyp adw2, LSR-
Element von 989 B-1030 B (Fukai, 1997).

3.4 Klinik

Die Ubertragung von HBV erfolgt parenteral, sexuell und perinatal. Eine hohe Ubertragungs-
gefahr geht von Personen mit einer hohen Viruslast (>10° infektiose Einheiten/ ml) aus, die
meistens HBeAg-positiv sind. Bei sehr hoher Virdmie tritt Virus auch in Trédnenfliissigkeit,
Speichel, Sperma, Vaginalsekret iiber, nicht aber in Stuhl und Urin. Weltweit gesehen ist der
perinatale Ubertragungsweg der wichtigste, weil infizierte Neugeborene zu 90% eine
chronische HBV-Infektion entwickeln (WHO, 2002).

Neben dieser chronischen Verlaufsform, die durch eine Persistenz des HBsAg von mehr als
sechs Monaten definiert ist, kann die HBV-Infektion bei Erwachsenen subklinisch, akut oder
in seltenen Fillen fulminant verlaufen und dann ausheilen. Die chronische Hepatitis kann

persistierend oder aktiv verlaufen. Ubergiinge von der einen in die andere Form sind moglich.
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Vor allem die chronisch aktive Hepatitis fiihrt in der Regel zur Leberfibrose, dann zur Leber-
zirrthose (15% der chronisch Infizierten) und letztlich hdaufig zum hepatozelluldren Karzinom
(0,5% der chronisch Infizierten). Bei Erwachsenen nimmt dieser Verlauf ca. 30-50 Jahre in
Anspruch (Seeger et al., 2000). Bei infizierten Neugeborenen kann die Erkrankung gelegent-
lich auch schneller fortschreiten, so dass selbst unter 10jdhrige an HBV assoziiertem Leber-
krebs erkranken.

Die serologisch beweisenden Parameter einer akuten HBV-Infektion sind das positive anti-
HBc-IgM sowie das Vorhandensein von HBsAg. Weitere Zeichen einer akuten Infektion sind
der HBeAg- sowie der HBV-DNA-Nachweis mittels ELISA bzw. PCR. Je nach Form der
HBV-Infektion zeigen sich unterschiedliche Verlaufsformen der eben genannten Parameter

(Abb. 9 a-d).
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Abb.9 a-d Verlaufsformen und diagnostische Parameter der HBV-Infektion (Gerlich und
Schaefer, 2002)

Als Zeichen einer Genesung zeigt sich in aller Regel eine Serokonversion von HBeAg zu

Anti-HBe sowie das Verschwinden von HBsAg und das Auftreten von Anti-HBs. Das Vor-
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liegen von HBeAg wird als Zeichen erhohter Infektiositdt gesehen. Die Vermehrung des HBV
und die Produktion seiner Bestandteile HBsAg, HBeAg und HBV-DNA fiihrt nicht per se zur
Krankheit, sondern erst die virusspezifische zelluldre Immunantwort iiber CDS8 positive T-
Lymphozyten. Merkmale der HBV-induzierten Entziindung sind neben Krankheitsgefiihl,
Leberfunktionsausfillen und Gelbsucht das vermehrte Auftreten von Enzymen der Leber-
zellen im Serum (insbesondere GPT und GOT). Als langlebigster Hinweis auf eine chronisch
persistierende Infektion gilt der Nachweis von cccDNA in den Hepatozyten.

Klinisch verldauft die HBV-Infektion oft unspezifisch. Nach einer Inkubationszeit von sechs
Wochen bis sechs Monaten, an deren Ende es zu allgemeinem Krankheitsgefiihl, Ubelkeit und
Erbrechen kommt, entwickelt sich in 40% der Fille ein Ikterus mit erhdhten Bilirubinwerten
(20-40 mg/ 1, WHO, 2002). Auch anikterische Verldufe sind moglich. Die weiteren Verlaufs-
formen sind in Abb. 9 a-d dargestellt. Extrahepatische Manifestationen sind bei Kindern die
makulopapuldse Acrodermatitis (Gianotti-Crosti Syndrom), bei Erwachsenen, vorwiegend
durch Immunkomplexe ausgelost, die Panarteriitis nodosa, die membrandse Glomerulo-
nephritis sowie seltener die Kryoglobulindmie und das Guillain-Barré Syndrom. Seit 1982 ist
ein Impfstoff gegen das HBV verfiigbar, der frither aus gereinigten nicht infektiosen sub-
viralen HBsAg-Partikeln von HBV-Trédgern hergestellt wurde. Heute gewinnt man den Impf-
stoff vorwiegend aus rekombinanten Hefezellen, die nur SHBsAg produzieren (enthalten
unter anderem in Engerix®, Fa. GSK). Die drei Impfdosen werden intramuskulér im Abstand
von 0, 1 Monat und 6 Monaten verabreicht. Eine Titerkontrolle ist nur bei Personen mit er-
hohtem Risiko notwendig. Ein sicherer Schutz liegt bei einem Titer von 10-100 IE/ 1 anti-HBs

vor. Bei einem Titer von >1000 IE/ 1 ist eine Auffrischung alle 10 Jahre auseichend.

3.5 Pathologie und Immunpathologie

Das HBYV ist ein typisches nicht zytopathogenes Virus. Die Hepatitis im eigentlichen Sinn
wird durch das korpereigene Immunsystem hervorgerufen. Es finden sich verschiedene Me-
chanismen, die der Viruselemination dienen sollen. Die in der Leber angesiedelten
Kupffer’schen Sternzellen dienen als Teil des monozytiren-phagozytierenden Systems (MPS)
zusitzlich als antigenprisentierende Zellen (APC). Intrazelluldr synthetisierte Virusproteine
werden hier im Proteasom degradiert und nach Transport in das Lumen des endoplasma-
tischen Retikulums an MHC1 gebunden. AnschlieBend erfolgt der Transport iiber den Golgi-

Apparat an die Zelloberfliche. Weiterhin werden Antigene rezeptorvermittelt endozytiert und
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lysosomal zu Peptiden fragmentiert. Es erfolgt Fusionierung mit MHC2-tragenden Vesikeln
aus dem Golgi-Apparat mit Bindung der HBV-Peptide an MHC2 und Transport an die
Zelloberflache. Die Kupffer’schen Sternzellen préisentieren damit sowohl HBV-Peptid/
MHC1- als auch HBV-Peptid/ MHC2-Komplexe. Uber Peptid/ MHC2-Molekiile erfolgt eine
Stimulation von naiven CD4-positiven ThO-Zellen, die in Thl- oder Th2-Helferzellen
differenzieren. Durch die Sekretion einer ganzen Reihe von Zytokinen wird die B-Zell-
Proliferation gesteigert, was zur Bildung von Antikérpern gegen HBV-Bestandteile fiihrt (v.a.
anti-HBs, anti-HBe und anti-HBc, aber auch anti-HBx und anti-HBpol). Die Antikorper
gegen die Oberflichenproteine verhindern das Attachment des Virus auf den Hepatozyten.
Uber spezifische Bindung von CDS8-positiven T-Lymphozyten an Peptid/ MHC2-Molekiile
der Kupffer’schen Sternzelle kommt es zur Differenzierung in zytotoxische T-Zellen, die
HBV-infizierte Zellen iiber den antigenpridsentierenden MHC1-Komplex erkennen konnen.
Zum einen wird durch Bindung an den Fas-Liganden der Hepatozyten die Apoptose induziert,
zum anderen kann durch Sekretion von Membranporen-bildenden Perforinen eine

zytotoxische Wirkung erreicht werden.
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4. Das Hepatitis C Virus

4.1 Einfiihrung

Vor der eigentlichen Entdeckung des Hepatitis C Virus (HCV) im Jahre 1989 kannte man
dieses Virus lediglich unter der Bezeichnung ,Erreger der parenteralen NonA-NonB-
Hepatitis*.

Die Identifizierung des HCV durch Choo et al. stellt auf eindrucksvolle Weise die Moglich-
keiten der Molekularbiologie dar. Es wurden auf gut Gliick cDNA-Fragmente des Virus
erzeugt, welches zuerst aus infizierten Schimpansen gewonnen wurde, in E. coli-Bakterien
kloniert und als Fusionsproteine exprimiert. Die entstandenen Genprodukte wurden mit
Antikorpern von Patienten detektiert, die mit dem mutmaBlichen Erreger der NonA-NonB-
Hepatitis infiziert waren. Mit diesem Verfahren gelang die Identifizierung eines kleinen
cDNA-Fragments, welches letztlich zur Detektierung des circa 9600 Basen langen RNA-
Genoms des HCV fiihrte.

4.2 Taxonomie

Das HCV zihlt zur Familie der Flaviviridae. In dieser Familie finden sich drei Genera, nim-
lich die Pestiviren, die Flaviviren und die Hepaciviren, zu denen auch das HCV zihlt. Zur
Gruppe der Flaviviren gehoren unter anderem das Gelbfiebervirus und das Denguevirus, um
nur zwei bekannte Beispiele zu nennen. Dem HCV am dhnlichsten und damit als Modell am
geeignetsten sind die Pestiviren mit dem BVDV als typischem Vertreter. Einen hohen Ver-
wandschaftsgrad zeigen auch die drei GB-Viren des Typs A, B und C. Nur GBV-C kommt
beim Menschen vor, ist aber nicht pathogen und auch nicht hepatotrop, obwohl es filschlich
auch als Hepatitis G Virus (HGV) bezeichnet wurde (Abraham et al., 2007, Kumar et al.,
2007). Nach einer nach Simmonds et al. 1993 vorgenommenen Einteilung unterscheidet man
sechs HCV-Genotypen und innerhalb der Genotypen eine ganze Reihe von Subtypen bzw.
Isolaten. Die Isolate eines Subgenotyps zeigen dabei eine Sequenzhomologie von 90,8-99%,
die Subtypen eine Homologie von 76,9-80,1% und die Genotypen eine von 65,7-68,9%. Die
am hochsten konservierte Region ist die 5°-UTR (untranslated region), die variabelste die
HVRI1 (hypervariable region) des E2-Proteins. In Deutschland hat der Genotyp 1b die grofite
Bedeutung, bei Drogenabhiingigen dominiert der Subtyp 3a. Genotyp 4 findet sich vorwie-
gend in Afrika, Genotyp 6 in Siidostasien. Ahnlich wie beim HIV bildet sich bei einer In-
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fektion mit dem HCV innerhalb eines Patienten eine Gruppe von Viren mit differierenden Ge-
nomen. Man spricht von Quasispezies. Die Ausbildung der Quasispezies wird durch die
Irrtumsrate der RNA-abhingigen RNA-Polymerase, die auf ca. 1x10™ geschitzt wird,
ermoglicht. Selbst in der eigentlich hochkonservierten 5°-UTR Region finden sich neben den
sogenannten ,,master sequences mit hoher Konservierung seriell angeordnete Regionen mit

deutlichen Sequenzabweichungen.

4.3 Morphologie

Bei der Familie der Flaviviridae handelt es sich um lipidumhiillte Plusstrang-RNA-Viren. Der
Durchmesser des HCV betrigt circa 50 nm. Eine iiberzeugende elektronenmikroskopische
Darstellung des Virus ist bisher, unter anderem aufgrund von Verbindungen mit korper-
eigenen Proteinen, noch nicht gelungen. Man geht davon aus, dass das Core-Protein mit der
RNA das Nukleokapsid des Virus bildet und die EI- und E2-Proteine als Hiillproteine

fungieren, jedoch gibt es fiir das Vorliegen eines Kapsids keine Beweise.

4.4 Genomorganisation und Molekularbiologie
Das Genom des HCV besteht aus einem circa 9,6 kB langen ss-(+) RNA-Strang. Dieser
enthdlt einen ORF (open reading frame), der nach der Translation zu einem einzigen Poly-

protein von ca. 3100 aa Linge fiihrt.

Virion Nicht-Strukturproteine

aa: 191 192 427 216 631 4 261 448 591
IRES
¥ [aug) UAG
§ | 37
nt-341 1 373 1149 2430 3078 4971 3916 7260 9033 9250
—— 5133 —
UTR UTR

Abb. 10 Aufbau des HCV-Genoms, Grafik iibernommen aus Christian Schiittler, Dissertation
2000, Fachbereich Humanmedizin, Gieflen
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Flankiert wird der ORF von der 5-UTR und der 3-UTR (untranslated region). Die 5-UTR
tibernimmt dabei die Funktion einer IRES (internal ribosomal entry site), die einen cap-un-
abhédngigen Translationsinitiationsmechanismus ermoglicht (Wang et al., 1993). Die IRES-
Region liegt zwischen Base 40 und 355 und besteht aus vier Doménen. Im Bereich der
Domiine 4 (Base 342) liegt das Startcodon des ORF, welches ohne zusitzliche Initiations-
faktoren an die 40S-Untereinheit der Ribosomen bindet (Bartenschlager und Lohmann, 2000).
Eine IRES findet sich auch bei Picornaviridae, zu denen auch das Hepatitis A Virus zdhlt. Zur
Translationsinitiation werden hier aber zusitzliche Initiationsfaktoren benotigt. Aber auch bei
der eigentlich faktorunabhingigen HCV-IRES finden sich verschiedene Proteine, die die
Translation steigern (La-Antigen, Ali und Siddiqui, 1997) bzw. senken (HCV-Core, Gowans,
2003). Nach Translation des ORF entsteht ein Polyprotein, welches durch zellulédre und virale
Proteinasen in zehn verschiedene Proteine gespalten wird. Durch zelluldare Proteasen werden
das RNA-bindende Core-Protein, die beiden Oberflichenproteine E1 und E2 sowie das Poren-
bildende p7-Protein freigesetzt. Bei diesen Proteinen handelt es sich um die Strukturproteine
des HCV. Die verschiedenen Nicht-Struktur Proteine werden durch virale Proteasen
freigesetzt. Hierbei fungiert die NS2-3-Protease als Zn’*-abhingige Autoprotease. Alle
weiteren Spaltungen werden durch die NS3-Protease alleine vorgenommen. Lediglich NS4A
spielt als Cofaktor des NS3 eine groere Rolle.

Neben dem NS5B, welches als RARP (RNA abhingige RNA-Polymerase) fungiert, spielt
auch die 3"-UTR eine bedeutende Rolle in der Genomreplikation. Die 3"-UTR ist in drei Teile
gegliedert. Sie besteht aus einer variablen Sequenz, die auf das Stopcodon des ORF folgt,
einem Poly-U Trakt sowie einem 98 Basen langen, hochkonservierten Bereich am 3°-Ende,

welches essentiell fiir die Replikation ist (Yanagi et al., 1999, Kolyhalov et al., 2000).

4.5 Funktion der einzelnen HCV-Proteine und deren Wirtszellinteraktion

4.5.1 Core-Protein

Man findet das Core-Protein in drei unterschiedlichen Groflen: p21 (191aa lang), p19 und
pl6. Die ersten beiden finden sich im Zytoplasma, das pl6 im Nukleus. Letzteres konnte
lediglich beim Genotyp 1a detektiert werden.

Es handelt sich bei dem Core-Protein um ein lysin- und argininreiches und damit stark

basisches Protein mit einer hohen Nukleinsdurebindungsaffinitit. Die basischen Aminosiduren
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befinden sich hierbei vor allem am N-Terminus. Das C-Ende ist demgegeniiber hydrophob
und enthélt vermutlich zwei a-Helix-Strukturen, mit der es Verbindungen zum Endoplasma-
tischen Retikulum eingeht (Schiittler, Dissertation, Fachbereich Humanmedizin, 2000). Des
weiteren findet sich eine bZIP (basische Leucin-Zipper Struktur) innerhalb des Proteins,
welches eine Heterodimerisierung mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren ermoglicht. Das
Core-Protein ist damit ein multifunktionelles Protein, welches verschiedene Funktionen
erfiillt. Seine Hauptaufgabe liegt vermutlich in der Bildung eines HCV-Nukleokapsids (Yasui
et al., 1998). Weiterhin finden sich zahlreiche Interaktionen mit Zellsignalwegen, z.B. mit
NF-kB (Kato et al., 2000), STAT3, p53, SRF, Lzip, Elkl, Protein 14-3-3 (Yoshida et al.,
2002) und Sp110b (Watashi et al., 2003). Auch eine Interaktion mit den Proteinkinasen A und
C sind beschrieben. Erstere phosphoryliert das Core-Protein u.a. an Ser 116, letztere u.a. an
Ser 99 (Shih et al., 1993). Die Interaktion mit dem oben erwihnten STAT3 fiihrt indirekt zu
einer Hochregulation von Cyclin D1 und Bcl-XL. Diese Faktoren spielen eine besondere

Rolle in der Zellzyklusregulation und in der Zelltransformation.

4.5.2 E1 und E2-Protein

Die glykosylierten E1- und E2-Proteine bilden ein Heterodimer, verbunden iiber nicht-
kovalente Krifte. Innerhalb des E2 finden sich zwei hypervariable Regionen ( HVR 1 und 2),
die das Ziel fiir neutralisierende Antikorper darstellen. Auch bei der Bindung des Virus an die
Hepatozytenoberfliche spielt das E2 eine groB8e Rolle. Es bindet spezifisch das Oberflichen-
protein CD81 (Pileri et al., 1998, Cocquerel et al., 2006) sowie den scavenger receptor B1
(SR-B1) (Scarselli et al., 2002). Weiterhin bindet es an Glykosaminoglykane (Villanueva et
al., 2005), den LDL-Rezeptor (Wiinschmann et al., 2000) und verschiedene Lektine (Pohl-
mann et al., 2003). Neuerdings wurde noch eine essentielle Interaktion mit dem

Membranprotein Claudin erkannt (Evans et al, 2007).

4.5.3 NS2-Protein

Es handelt sich um ein hydrophobes Transmembranprotein mit autoproteolytischer Wirkung
zur Erzeugung der NS2/3 Spaltung. Vermutlich dient es als Anker fiir die HCV-Proteine und
ist an der Bildung der Replikationskomplexe am Endoplasmatischen Retikulum beteiligt

(Bartenschlager et al., 2000).
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4.5.4 NS3-Protein

Das NS3-Protein besitzt klar unterschiedliche Doménen. Zum einen liegt eine Zn** abhiéngige
Protease am N-terminalen Ende (Cofaktor ist das NS4A), zum anderen findet sich eine
NTPase- und Helicase-Aktivitit am C-terminalen Ende des 70kDa-Proteins. Das C-Ende ist
damit essentiell fiir die HCV-Replikation. In Ubereinstimmung hiermit findet sich eine starke
Interaktion zwischen NS3 und NS5B. NS3/NS4A spaltet nicht nur den NS-Anteil des
Polyproteins, sondern auch zwei Signalmolekiile, die iiber den Interferon regulierenden
Faktor 3 (IRF3) die Produktion von Interferon induzieren (Sumpter et al., 2005). Damit wird

der wichtigste Abwehrmechanismus der angeborenen Immunreaktion geschwicht.

4.5.5 NS4A- und NS4B-Protein
NS4A fungiert als Cofaktor fiir NS3 und bindet gleichzeitig am ER und tragt somit wie das
NS2-Protein zur Bildung der Replikationskomplexe bei. Eine d@hnliche Funktion spricht man

dem hydrophoben NS4B zu.

4.5.6 NSSA- und NS5B-Protein

Das NS5A-Protein findet sich in zwei GroBen, als pS56 und daraus hervorgehend das
hyperphosphorylierte p58. Die Funktion des NS5A ist noch groBtenteils unklar. Durch Ca**-
Freisetzung kann es zu oxidativem Stress fithren, was mit der Aktivierung von STAT und NF-
KB einhergeht (Gong et al., 2001). Auch eine ganze Reihe transaktivierender Eigenschaften
sind beschrieben, ebenso wie Regulationsmechanismen zum nukledren Transport (Kato et al.,
1997). Das NS5B ist perinukledr mit dem ER assoziert und erfiillt die Aufgaben einer RNA-
abhingigen RNA Polymerase (RdRP). Es interagiert mit NS3 und NS4A im Replikations-
komplex. Das NS5A spielt hierbei offensichtlich eine Rolle in der Steuerung der Replikation
respektive der Translation und Assembly. Dies legen RNA-Bindungseigenschaften des NS5A
nahe (Appel et al., 2006).

4.6 Replikation

Die Produktionsrate neuer Viren ist beim HCV gering. Hinzu kommt, dass nur ca. 10% der
Leberhepatozyten infiziert sind, woraus auf ca. 50 Partikel pro Zelle und Tag zu schliefen ist
(Neumann et al., 1998). Dies erklirt die experimentellen Schwierigkeiten bei der Untersuch-

ung der HCV-Replikation. Zur Zeit geht man von folgenden Mechanismen aus: Das NS5B
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dient als RARP und synthetisiert aus dem viralen Plusstranggenom einen Minusstrang als
Matrizenvorlage. Das Verhiltnis von Minusstrang zu Plusstrang liegt bei ca. 1:5-1:10
(Roggendorf, 2002). Zur Elongation bendtigt das NS5B das NS3 als Helicase und NTPase
sowie weitere zellulire Faktoren wie NF90/NFAR (Isken et al., 2007). Wie bei allen
Plusstrang-RNA-Viren findet auch beim HCV die Replikation ausschlieBlich im Zytoplasma
an vesikuldren Membranstrukturen statt. Es finden sich hier Replikationskomplexe, die
typisch fiir Plusstrang-Viren sind. Sie bestehen aus Nichtstrukturproteinen (in diesem Fall
NS3-NS5B), RNA und zelluldren Proteinen. Diese Komplexe finden sich auch in Huh7-
Zellen mit subgenomischer HCV-RNA (Moradpour et al, 2003).
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4.7. Klinik und Therapie

Die Ubertragung erfolgt parenteral, seltener sexuell oder perinatal. Die mittlere Inkubations-
zeit betrédgt 7-8 Wochen. In der Mehrzahl der Fille kommt es zu grippedhnlichen Symptomen
mit hiufig anikterischem Verlauf (ca. 80% der Fille). Mit 1% sind fulminante Verldufe
selten. In ca.75-80% der Fille kommt es zur Chronifizierung mit sich im Verlauf (ca. 10-30
Jahre) entwickelnder Leberzirrhose (20%) und HCC (hepatozelluldres Karzinom, 5-10%).
Therapie der Wahl ist die Kombinationstherapie aus peg-Interferon o und dem Nukleosidana-
logen Ribavirin iiber 48 Wochen (Erfolgsrate 50-70%). V.a. die Genotypen 1 und 4 zeigen

eine hohe Therapieresistenz, insbesondere im Vergleich zu Genotyp 2 und 3.

5. HBV-HCV-Koinfektion
Eine Koinfektion mit HBV und HCV ist wegen der dhnlichen bzw. gleichen Ubertrag-

ungswege hiufig. Dabei ergeben sich folgende Moglichkeiten einer Koinfektion:
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- Simultaninfektion mit HBV und HCV

- Superinfektion mit HBV bei chronischer HCV

- Superinfektion mit HCV bei chronischer HBV

Die Haufigkeit der Koinfektion ist von Personengruppe zu Personengruppe verschieden. So
schiitzt Fong et al. (1991), dass etwa 10% der HBV-Infizierten auch HCV-positiv sind; bei
Drogenabhingigen fand man eine Koinfektionsrate von 42,5%.

Es ist zu beachten, dass noch weitere Viren an einer Koinfektion beteiligt sein konnen. So
z.B. das HIV oder das HDV sowie andere. Dies ist bei klinischen Untersuchungen zu beriick-
sichtigen (Srinivas et al., 1996). Die HBV-HCV-Koinfektion ist ein hdufiger Inhalt von viro-
logischen Untersuchungen. Shih et al. wiesen 1993, 1995 und 2003 eine Hemmwirkung des
HCV-Core Proteins auf das HBV-Gesamtgenom, die HBsAg Syntheserate, auf das HBx-
Protein und auf die HBV-Polymerase nach. Schiittler et al. beschrieben 2002 ebenfalls einen
spezifischen inhibitorischen Effekt des HCV-Core Proteins auf die Enhancer 1 und 2 des
HBYV. Allerdings finden sich auch klinische Studien, die nachweisen, dass eine HBV-Super-
infektion zu einer HCV-Suppression fiihren kann (Sagnelli et al., 2001, Wietzke et al., 1999),
ebenso wie Literaturangaben, die das Gegenteil propagieren (Romano et al., 1995, Liaw et al.,
2002). Neben der inhibitorischen Wirkung des HCV-Core Proteins, die von Shih sogar als
Therapeutikum vorgeschlagen wurde (2003), wurden auch andere Proteine des HCV-Genoms
wie das NS2 auf eine Hemmwirkung untersucht (Dumoulin et al., 2003). Selbst die Aus-
wirkung der viralen Proteine auf die zelluldre Genexpression wurde nidher beleuchtet (Aizaki
et al., 2002).

Ganz anders aber lautet z.B. das Ergebnis einer klinischen Studie von Chulanov et al. von
2003. Hier konnte mit quantitativen MeBmethoden kein Effekt der HCV-Koinfektion auf die
HBV-Dynamik festgestellt werden.

Als einzig sicherer Punkt kann wohl festgehalten werden, dass eine HBV-HCV Koinfektion
hiufiger zu einer fulminanten Hepatitis fiihrt, als jeweils eine Einzelinfektion (Chu et al.,
1994) und dass bei chronischen Koinfektionen héufig ein Virus dominant ist. Meist handelt es
sich dabei um das HCV. Des weiteren leidet ein groBBerer Teil der Patienten mit HBV-HCV
Koinfektion an einer Leberzirrhose. Infolgedessen ist auch die Rate des HCC deutlich hoher
als bei Monoinfektionen (Fong et al., 1991). Ein weiterer Aspekt in Bezug auf die Prognose
ist die erhohte Therapieresistenz der HBV-HCV Koinfizierten gegeniiber einer Ifn a-

Therapie.
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6. Materialien

6.1 Chemikalien

Name Firma Verwendungszweck
6M Ammonium-Acetat  [Merck Féllung von RNA
Ampicillin Roth Antibiotikum fiir Sektionierung
Anti-HBs-POD fiir Enzy- |Behring bindet an SHBs-Ag und trigt Peroxidase fiir ELISA
gnost HBs-Ag mcl II
Antikorper C20/2 bindet SHBs-Ag
beta-Mercaptoethanol Sigma verhindert Disulfidbriickenbildung
Casein 1% Pierce
Chloroform Sigma RNA-Aufreinigung
Collagen, Typ I, rat tail ~ |Fa. BD Bio- |Zellkultur
sciences

Diethylpyrocarbonat Aldrich modifiziert Histidinreste, inaktiviert damit v.a. RNasen
Dimethylsulfoxid, DMSO |Sigma hilt Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus
DNase,RNase frei Roche DNA-Verdau
Dithreithiol, DTT Sigma verhindert Disulfidbriickenbildung, RNase

Inaktivierung
Ethylendiamintetraessig- |Sigma bindet Calcium und inaktiviert damit versch. Enzyme
saure, EDTA
Ethanol Riedel-DE  |Waschen von DNA, mit Salz: Fillen von

Hain Nukleinsduren

Formamid deionisiert Sigma destabilisiert Nukleinsdure-Sekundirstrukturen
G418-Sulfat Gibco Antibiotikum, Gentamycin-dhnlich
Guanidiumisothiocyanat |Roth chaotropes Salz, denaturiert Proteine und lysiert Zellen
1IN H,SOq4 Merck ELISA, stoppt Peroxidasereaktion
Hefeextrakt Difco Néhrmedium
H>0O, Merck ELISA
Isopropanol Sigma Nukleinsdure-Fillung
Insulin, Transferrin, Selen |Gibco Ergianzung Zellkulturmedium, siehe Zellzusitze

(ITS)
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Li-Cl Dynal Fiéllen von RNA
Li-SDS Dynal siehe SDS, Anwendung bei RNA Aufreinigung
NaCl Roth
MgCl, Roche Mg** ist Kofaktor zahlreicher Enzyme
Morpholinopropansulfon- (Roth Puffersubstanz fiir MEN Puffer, pH=6,5-7,9
saure, MOPS
Natriumacetat Merck mit Ethanol Fillen von Nukleinsduren
o-Phenylendiamin Abbot Substrat fiir ELISA mit Anti-HBs-POD
Dihydrochlorid-Tabletten
Phenol Sigma RNA-Aufreinigung
RNasin Ambion inaktiviert RNasen
Sodium Dodecylsulfat Merck denaturiert Proteine und negativiert sie
Seakem LE Agarose 2% |Cambrex fiir Gelelektrophoresen
Spermidin Sigma bindet und fillt DNA, in vitro Transkription
T7-Polymerase Stratagene |zur in vitro Transkription
TRIS Roth Puffersubstanz, pH=7,1-9,0
Trypsin Pierce Protease, Zellkultur (Herstellung von Trypton)
Tween20 Merck Polyoxyethylen(20)-sorbitanmonolaurat, Emulgator
6.2 Puffer
Puffer und Losungen Zusammensetzung
1xPBS; pH=7.4 137 mM NaCl
(phosphate buffered saline) 3,4 mM KCI
10,0 mM Na;HPOy4
1,8 mM KH,POg4
IXTAE 40 mM TrisAcetat
1 mM EDTA pH=8,0
IXTNE 20 mM TrisHCI pH=7,4

140 mM NaCl
I mM EDTA
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10xMEN

200 mM MOPS

10 mM EDTA

50 mM Natriumacetat

mit NaOH auf pH=6,6 einstellen, autoklavieren,

der Puffer verfarbt sich hierbei gelb, lichtempfindlich

1xTE

10 mM Tris HCI pH=8,0
1,0 mM EDTA pH=8,0

10xTRX
Transkriptionspuffer

400 mM Tris HCI pH=8,0
100 mM DTT

60 mM MgCl,

20 mM Spermidin

Beschichtungspuffer ELISA

183 mM NaCl

8,6 mM Na,HPO,
2,2 mM KH,PO4
pH=74

Substratpuffer fiir OPD (=o-
Phenylendiamin Dihydro-
chlorid), ELISA

100 mM Na,Citrat
200 mM Na,HPO,
frisch zugesetzt: 10 ul 30% H,0; auf 100 ml

6x AgaroseLoading Puffer I

60 ml Glycerin
0,1 g Bromphenolblau
ad 100 ml TE-Puffer

6x AgaroselLoading Puffer II 50 g Saccharose
1,0 g SDS

250 mg Xylenblau

ad 100 ml TE-Puffer

Diethylpyrocarbonat (DEPC)- 100 ml H20

Wasser 100 pl 1% DEPC
.N. bei 37°C inkubieren

zweimal autoklavieren

RNasen Inhibitor 0,1 M NaOH
1 mM EDTA

in DEPC-Wasser
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Puffer zur DNA Maxi-

priparation aus Bakterien

Suspensionspuffer 50 mM Tris HC1 pH=8,0
10 mM EDTA

100 pg/ ml RNase A

Lysispuffer 200 mM NaOH
1% SDS

Neutralisationspuffer

3,0 M Kaliumacetat pH=5,5
bindet SDS und prézipitiert es

Waschpuffer 1,0 M NaCl
50 mM MOPS pH=7,0
15% Isopropanol
Elutionspuffer 1,6 M NaCl
50 mM MOPS pH=7,0
15% Isopropanol

6.3 Nihrmedien
Néahrmedium Zusammensetzung
LB-Medium (Luria Broth) 10,0 g Trypton

5,0 g Hefeextrakt
10,0 g NaCl
ad 1000 ml Aqua bidest, autoklavieren

LB-Ampicillin Medium
LB-Ampicillin Platten

LB-Medium plus 1 pg/ ul Ampicillin
500 ml LB-Medium +7,5 g BactoAgar
in Mikrowelle aufkochen

auf 40°C abkiihlen und

200 pug/ ml Ampicillin hinzufiigen

6.4 DNA-Lingenstandards fiir die Agarosegelektrophorese

pucMix8
1kB DNA-Ladder

Fa. MBI Fermentas, Vilnius

Fa. LifeTechnologies, Basel
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6.5 Kits
Name Firma Verwendung
Dual Luciferase Assay Promega Enhancer Aktivititsbestimmung

Dynabeads mRNA Direct Micro Kit  [DynalBiotech |RNA Isolation aus Hepatozyten

EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen Plasmid DNA Isolation aus E.coli

LightCycler ColorCompensation Kit  [Roche Kalibrierung LightCycler

LightCycler RNA Amplifikation Kit, |Roche quantitative mRNA Bestimmung

Hybridization Probes

Metafectene Biontex Transfektion von HepG2 und HepG2-
2.15

peqGOLD Trifast Peqlab Bio- DNA-Extraktion aus humaner Leber

technologie

Qiaquick DNA Gel Extraction Qiagen Aufreinigung von DNA aus Agarosegel

RenillaLuciferase Assay Promega Zellaktivitdtsmessung

RiboGreen RNA Quantification Molecular Konzentrationsbestimmung der RNA

Reagent and Kit Probes

RNeasyMini Kit Qiagen RNA Reinigung nach Transkription

Superfect Transfection Reagent Qiagen Transfektion von Huh7- und 1b-BB-
Zellen

6.6 Bakterienstimme

Epicurian®XL1 Blue MRF” Fa. Stratagene, Heidelberg

Genotyp: A(mcrA)183A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173endA1 supE44thi-1recAl gyr A96 rel Al
lac [F proAB lacl"ZAM15TN10(Tet")]

6.7 Animale Zellkultur

Zellmedium und Zusétze Zusammensetzung Firma Anmerkung

Insulin-Transferrin-Selen-Mix |0,5 pg/ ml Na-Selen Gibco BRL [-verhindert Apoptose
0,5 mg/ ml Transferrin —erhoht Fe**-Aufnahme
0,5 mg/ ml Insulin -Aktivierung

GRB2/MAPK-Weg
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Fotales Kilberserum (FKS) PAN Wachstumsfaktoren

DMEM-Medium Gibco BRL [Dulbecco’s modified Eagle
Medium fiir HepG2 und
HepG2-2.15

Williams E- Medium Invitrogen |fiir Huh7- und

1b-BB-Zellen

Gefriermedium 6 ml DMEM
2 ml FKS
2 ml DMSO
6.8 Zellinien

HepG2-Zellinie
ATCC HB-8065

Es handelt sich hierbei um eine humane Leberkarzinomzelllinie von einem 15jidhrigen

ethnisch als , kaukasisch* bezeichnetem Jungen (Aden DP et al., 1979).

HepG2.2.15-Zellinie

Diese Zelllinie ist abgeleitet aus der HepG2-Zellinie. Sie enthilt nach Transfektion u.a. zwei

stabil als Dimer in das Zellgenom integrierte HBV-Genome vom Genotyp D (Subtyp ayw,
EMBL No. U95551, 3"3"Anordnung der beiden Dimere, initiale Selektion iiber G418).

Huh7-Zellinie

[JCRB0403], Zellbank OUCI [JCRB]

Die Huh7-Zellinie ist eine differenzierte humane Leberzelllinie von einem 57jdhrigen

japanischen Mann mit Leberkarzinom (Nakabayashi und Sato, 1982). Ein Zellwachstum ist

auch im serumfreien Medium moglich. Ein besseres Wachstum ist in selen- bzw. insulin-

haltigen Nidhrmedien beschrieben.

1b-BB Zelllinie

Diese Zelllinie ist aus den Huh7-Zellen abgeleitet. Sie enthilt selbstreplizierende sub-

genomische HCV-RNA Molekiile.
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Die hier verwendete 1b-BB Zelllinie wurde uns von Klaus Grassmann und Sven-Erik Behrens
freundlicherweise iiberlassen. Die stabile Transfektion mit dem HCV-Replikon wurde wie
folgt durchgefiihrt:

Ausgangsvektor war das Plasmid pHCVrep 1b/BBVII[SG-Neo-(S22041)] (Blight und Rice,
2000). Dieses enthilt den Genotyp HCV 1b con 1 (consensus full length cDNA, Acc. No.
2j238799 (Lohmann et al., 1999)). Das HCV-Fragment wurde mit Xbal und Clal ausge-
schnitten und in das puc19-Plasmid einkloniert. Dieses Plasmid wurde in vitro transkriptiert,
DNase verdaut, gereinigt und per Elektroporation in Huh7-Zellen stabil transfiziert (Selektion
iiber G418). Die Zellen erhielten den Namen 1b-BB-Zellen (fiir den Genotyp 1b und die
Blazing Blight Mutation). Das Replikon besitzt eine Linge von 8,1kB und trigt die soge-
nannte Blazing Blight Mutation S22041. Die Transkription des Neomycin-Gens ist unter
Kontrolle der HCV-IRES, die der NS-Proteine unter Kontrolle der EMCV-IRES. Damit
ergibt sich das Bild eines Bicistrons (Abb. 12).

1-36bpCore  EMCV-IRES

Abb. 12 Replikon der 1b-BB Zellen

+ = Position der $22041 Mutation (Blazing Blight Mutation), 1b-BB= Genotyp 1b mit
Blazing Blight Mutation, Lange Replikon= 8,1 kB, 5°-UTR= bildet u.a. HCV-IRES, NS=
Nichtstrukturprotein, Neo= Neomycin Resistenz Gen, EMCV= Enzephalomyocarditisvirus,
IRES= internal ribosomal entry site, UTR= untranslated region, Ausgangsplasmid:
pHCVreplb/BBVII [SG-Neo (S22041)] (Blight/Rice, 2000), einkloniert in puc19 iiber Xbal
und Clal, Genotyp: HCV 1b conl (consensus full length cDNA, Acc.No. aj238799),
Mutation: S22041, Replikationseffizienz: 10% (Blight/Rice, 2002), Sequenz: Bicistron
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Die 1b-BB Zellen wurden dauerhaft unter Selektionsdruck von G418 gehalten, da das Fehlen
zu einer Verringerung der Replikonmenge und damit von HCV-Proteinen fiihrt (Pietschmann

et al., 2001).
6.9 Vektoren

pcDNA 3.1+
Dieser Vektor stammt von der Fa. Invitrogen (Cat. No. V790-20). Es handelt sich um einen
5428 Basen groBen Plasmidvektor mit dem immediate early CMV-Promotor und einem Re-

sistenzgen gegen Neomycin bzw. Ampicillin.

(+),

pcDNA3.1 (+/-)
1 5428/3427 bp

Abb. 13 Plasmidvektor pcDNA3.1+, Fa Invitrogen

pcX

Dieser Vektor enthilt das komplette X-Fragment des HBV (Lidnge 464 nt, Genotyp A,
Serotyp adw2, Isolat 991, EMBL-Nr.: X51970) von Base 1374 bis Base 1838, einkloniert in
pcDNA3.1+ iiber EcoRI und Xbal (kloniert von Ralph Schuster, Institut fiir Medizinische
Virologie, GieB3en).

pHC 2-5/1b

Dieser Vektor enthilt ein HCV-Core Insert (aa 1-191) des Genotyps 1b, Subtyp M58335,
ebenfalls einkloniert in pcDNA3.1+ mittels HindIIl und Xbal (kloniert von Christian
Schiittler, Institut fiir Medizinische Virologie, Giel3en).



40

pc1820-0-1984

Es wurde ein 1,2 mer des HBV-Genoms (Genotyp A2, Serotyp adw?2, Isolat 991, EMBL-Nr.:
X51970) iiber Kpnl und Notl von 1820 iiber 3221/1 bis 1984 in pcDNA3.1+ einkloniert. Das
Startcodon ATG der priagenomischen RNA liegt bei Base 1852 bis Base 1854, das der preC
RNA bei Base 1816 bis Base 1818. Eine Bildung von HBeAg ist also nur iiber den Zwischen-
schritt der cccDNA Bildung moglich (kloniert von Ralph Schuster, Institut fiir Medizinische
Virologie, Giellen).

pluci EII

Dieses enthilt die gesamte Enhancer2/Core Promotor Sequenz aus HBV (Base 1381 bis Base
1903, Genotyp A2, Serotyp adw2, Isolat 991, EMBL-Nr.: X51970), einkloniert iiber BglII
und Ncol vor das Luciferase-Gen von pLuci3. Das Plasmid pLuci3 leitet sich von dem Vektor
pCAT-3 Basic (Fa. Promega) ab und enthilt das Gen fiir die Firefly-Luciferase von Photinus
pyralis aus pGL-2 Basic (ebenfalls Fa. Promega) (kloniert von Nicola Fiedler, Institut fiir
Medizinische Virologie, Gieflen). Damit enthilt pLuci EII keine Regulationselemente zur

eukaryontischen Expression au3er dem einklonierten Enhancer-Element.

Kpnl Sacl Miul Mhzl Smal Xhol

pLuci3

5040 bp

ColE1ari

Abb. 14 Luciferasevektor pLuci3, Diplomarbeit Nicola Fiedler, Institut fiir Medizinische

Virologie Giellen
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pLuci EI

Dieser Vektor entstand wie pLuci EIl durch Einklonierung der Enhancer I/X-Promotor-
Sequenz (Base 1040 bis Base 1372, Genotyp A2, Serotyp adw2, Isolat 991, EMBL-Nr.:
X51970) vor den Luciferase-ORF in pLuci3 (kloniert von Nicola Fiedler, Institut fiir Medi-

zinische Virologie, Gieflen).

pBlueSkript II SK+
Dieser Vektor stammt von der Fa. Stratagene (Cat. No. 212205). Es handelt sich um ein
3,0kB groBen Phagemid-Vektor mit Ampicillinresistenzgen zur Expression in E. coli XL1-

Blue MRF’ bzw. zur in vitro Transkription iiber die T3/T7-Polymerase.

\

RN

pBluescript Il SK (+/-) MCS

3.0kb

Abb. 15 Basisvektor pBluescript I SK +, Fa. Stratagene

pBs 991 Dimer T7

Bei diesem Vektor wurde ein HBV EcoRI-Dimer (Genotyp A2, Serotyp adw?2, Isolat 991,
EMBL-Nr.: X51970) in pBlueScript II SK+ in Leserichtung des T7-Promotors einkloniert.
Die HBV-Elemente stehen unter Kontrolle ihrer eigenen Promotor- und Enhancerelemente

(kloniert von Ralph Schuster, Institut fiir Medizinische Virologie, Gie3en).
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ph-Renilla TK mp

Dieser ca. 4,0 kB grofe Vektor leitet sich vom ph Renilla TK Vektor der Fa. Promega ab und

enthélt das Gen fiir die Renilla-Luciferase der Renilla reniformis, welches wie bei der Firefly-

Luciferase des pLuci3 als Kontrollreporterenzym verwendet wurde. Das Gen steht unter

Kontrolle des HSV-TK Promotors, Terminations- und Polyadenylierungssignal stammen von
dem SV40-Virus. Im Gegensatz zu ph Renilla TK fehlen dem ph Renilla TK mp-Vektor die
Schnittstellen fiir EcoRI und BglII.

2223 BamH |

SV4D late {5
poly(A)

1971 Xba |

Abb. 16 ph Renilla TK, Fa. Promega

phRL-TK

{4045bp)

Veclor Byl

HEV-TK
Promaoter

Hind 11l 7&0

hife | 1024

6.10 Primer und Hybridisierungssonden

X rtPCR
Primer Name Sequenz
X-sense HBV x2s |57- gac gtc ctt tgt yta cgt ccc gte-37
x-antisense  [HBV x2as |57- tgc aga ggt gaa gcg aag tgc aca-3~
Hybprobes [Name Sequenz
Fluorescein  [3FL-X 57- acg ggg cgc acc tct ctt tac gcg g--FL
LCRed 640 [SLC-X 57- LC Red 640- ctc ccc gte tgt gec tte tca tct gc PH
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PG rtPCR
Primer Name Sequenz
pg sense pg2s 57- acc ata ccg cac tca ggc aag c-3°
pg antisense [pg2as 57- ctg cga ggc gag gga gtt ct-37
Hybprobes |Name Sequenz
Fluorescein  [pg3fl 57- ccc cta tct tat caa cac ttc cg --FL
LC Red 640 [pg3lc640 |5°- LCRed640- gac tac tgt tgt tag acg acg agg PH

samtl. Primer stammen von der Fa. MWG Biotech, sdamtl. Hybprobes von der Fa. TIB-Molbiol

6.11 Geriite

Zentrifuge Jouan CR 422 Fa. Firstenberg Machinery
Zentrifuge Centrikon H-401B water cooled Fa. KontronInstruments
Thermomixer HLC PRO GR Fa. Dynal
Agarosegelkammer Horizon 1114 Fa. GibcoBRL
Voltmeter Modul 200 Fa. GibcoBRL
UV-Illuminator TFX 20M Fa. Vilber Gourmat
Spektrophotometer Dual DU-70 Fa. Beckmann
Lichtmikroskop Diavert Fa. Leitz
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 35 Fa. Zeiss

mit GFP- Filter 450-490 nm, FT 510/ LP 520

realtime PCR Gerit Fa. Roche

LightCycler 1.0 Software Version 3.5

HybaidCycler Combi Thermal Reactor TR-2 Fa. MWG Biotech
ELISA Shaker Fa. Amershan

LMax™ microplate ELISA reader Fa. Molecular Devices

Software Soft Max Pro for LMax 1.1L
Typhoon 9200 Variable Mode Imager
Lamin Air HB 2448 Arbeitsbank
LP-400 ELISA-Reader

ELISA Washer

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Molecular Dynamics
Heraeus
Pasteur

Tecan SLT
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7. Methoden

7.1 Zelltransformation

Die Einschleusung von Plasmid-DNA erfolgte in kompetente E. coli XL 1 Blue MRF-
Bakterien. Transformationskompetenz wurde durch die CaCl,-Methode erreicht. Die kompe-
tenten Bakterien wurden freundlicherweise von Dipl. biol. Katja Schmidt zur Verfiigung ge-
stellt. Die eigentliche Transformation wurde wie folgt durchgefiihrt: 100 pul kompetente
Bakterien (gelagert bei —70°C) wurden auf Eis aufgetaut. Anschlieend wurde 1 ng Plasmid-
DNA zugesetzt und dieser Ansatz 10 Minuten auf Eis gelagert. Danach wurde diese Losung
im Sinne eines Hitzeschockes fiir 2 Minuten auf 41°C erhitzt. Nun wurde 1 ml LB-Medium
zugesetzt und fiir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die Bakterien wurden anschlieBend
entsprechend dem enthaltenen Resistenzgen auf LB-Antibiotikaplatten ausplattiert und fiir ca.
12 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach erfolgreicher Transformation konnen einzelne Klone

leicht abgegrenzt werden.

7.2 Plasmid-DNA Priaparation

Die Préparation erfolgt mit Hilfe des EndoFree Plasmid Maxi Kits der Firma Qiagen.
Zunichst wurde eine transformierte Bakterienkolonie einer Antibiotikaplatte mit einer
Pipettenspitze aufgenommen und mit der Spitze in 200 ml LB-Medium in einen grof3en
Erlenmeyerkolben gegeben. Weiterhin wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von 100
pg/ ml zugefiihrt. Es erfolgte Inkubation bei 37°C iiber Nacht auf einem Riittler. Am
folgenden Tag wurden die gewachsenen Bakterien bei 4°C und 4500 g 30 Minuten abzentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in Resuspensionspuffer
aufgenommen. Grundlage der nun folgenden Plasmid-DNA Isolation ist die alkalische Lyse.
Hierbei wird den resuspendierten Bakterien ein Lysispuffer mit 200 mM NaOH und 1% SDS
zugefithrt. Das SDS lysiert dabei die Bakterienmembran, das NaOH denaturiert sowohl
Proteine, als auch Plasmid-DNA und chromosomale DNA. Nach Zufuhr des Lysispuffers
wurde die entstandene viskose Losung 4-5 mal geschwenkt, aber nicht geschiittelt, um die
chromosomale DNA, die an der Zellwand gebunden ist, nicht zu mobilisieren. Durch die
entstandene Perforation der Bakterienwand kann die denaturierte Plasmid-DNA, nicht aber
die chromosomale DNA, in den Uberstand entweichen. Austretende RNA wird durch die im

Resuspensionspuffer enthaltene RNaseA abgebaut. Durch Zufuhr des Neutralisationspuffers
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und ca. 4-5 maligem Schwenken wurde nach vier Minuten die Bakterienlyse gestoppt. Die
saure Kaliumacetatlosung bildet mit dem alkalischen Lysispuffer unldsliches Kalium-
Dodecylsulfat, welches mit dem Zelldebris prizipitiert. AnschlieBend wurde das
Bakterienlysat ca. eine halbe Stunde mit einem Filter filtriert, dessen Poren aufgrund ihrer
Abmessung zwar den Zelldebris einschlieBlich der chromosomalen DNA, nicht aber die
Plasmid-DNA auffing. Das Sammelgefd3 stand hierbei auf Eis. Im Anschluss wurde das
Filtrat tiber den dquilibrierten Qiagenfilter gefiltert, welche die Plasmid-DNA bindet, zweimal
mit 30 ml Waschpuffer gewaschen (mittlere Salzkonzentration) und schlie8lich mit 15 ml
Elutionspuffer (hohe Salzkonzentration) in ein Spezialrohrchen eluiert. Es wurde 10,5 ml
Isopropanol zur DNA-Fillung hinzugefiigt und 60 Minuten bei 4500 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das DNA-Pellet in ca. 1 ml 70%igen Ethanol
aufgenommen und fiir 5 Minuten bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Ethanoliiberstand
wurde verworfen und das somit gewaschene DNA Pellet in TE-Puffer aufgenommen.
AnschlieBend erfolgte die Konzentrationsbestimmung der DNA im UV-Photometer. Hierzu
wurde die DNA-Losung 1:100 mit TE-Puffer verdiinnt und 100 ul hiervon in eine
Quarzkiivette gefiillt. Nach Einstellung des Nullwertes mit TE-Puffer erfolgte die Messung
bei einer Wellenlinge von 260 nm (ODyep). Die gemessene ODyg wird mit dem
Verdiinnungstfaktor und einem nukleinsédurespezifischen Faktor (fiir DNA= 50, fir RNA= 40)
multipliziert. Es ergibt sich die Konzentration in pg/ ml. Gleichzeitig wurde der Reinheitsgrad
der isolierten DNA iiber den OD5g80-Quotient bestimmt. Es kamen nur Plasmide mit einem

Reinheitsgrad von 1,5 bis 2,0 zum Einsatz.

7.3 Restriktionsverdau

Zur Bestitigung der Isolation des korrekten Plasmids wurde dieses einem analytischem Re-
striktionsverdau unterzogen. Fiir die jeweiligen Plasmide wurden folgende Restriktionsen-
zyme verwendet (Fa. New England Biolabs, Schwalbach). Die resultierenden Fragmente sind

in ihrer jeweiligen Groe angegeben.

1. pHC2-5/1b und HindIII und Xbal: 5907B, 573B

2. pcl1820-0-1984 und HindIII: 9228B

3. pBs991T7 und Aatll: 6221B, 3221B

4. pcX und Fspl und Ndel: 2364, 1426, 1185, 830B
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5. pLuciEl und Xhol: 4560B
6. pLuciEIl und Kpnl: 4760B
7. ph Renilla TK mp + Fspl: 3396B
8. pcDNA3.1+ und Kpnl: 5428B

Es wurde auf 1 pg der Plasmid-DNA 1 pl Restriktionsenzym und 1 pl des passenden Puffers
gegeben und auf 10 pl mit Wasser aufgefiillt (ca. 1 U/ ug DNA). Das Gemisch wird an-
schlieBend 1-2 Stunden bei 37°C inkubiert und in der darauffolgenden Agarose-
gelelektrophorese aufgetrennt (Abb. 17)

12.216bp——

6.108bp —
5.090bp
4.072bp ——

3.054bp —

2.036bp ——
1.636bp ——

pLuciel + Fspl
PLUCIEN +Kpnl

]
o
gs|
g
>
a
2

pPHCZ2-5/1b +Hindlll + Xbal
Pc1820-0-1984 +Hind Il
pBs?91 T7 Dimer+Agtll
pcX +Fspl +Ndel
pcDNAJ.T(+] +Kpnl
phRenila TK mp +Fspl

Abb. 17 Analytischer Verdau aller verwendeten Vektoren, 1%iges Agarosegel
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7.4 Agarosegeleletrophorese

Hierfiir ist zunéchst ein 1%iges Agarosegel herzustellen. Je nach Fragmentgrofle wurden auch
hohere Agarosekonzentrationen gewihlt. Man gibt auf 495 ml 1fach TAE-Puffer 5 g
Agarosepulver und kocht dies in der Mikrowelle auf, bis sich die Agarose vollstindig gelost
hat. AnschlieBend ldsst man das Agarosegel auf ca. 60°C abkiihlen und giefit mit Hilfe eines
Plastikkammes ein Gel mit Taschen. Dieses Gel lidsst man aushérten. AnschlieBend wurde die
Gelkammer mit 1fach TAE-Puffer aufgefiillt, bis das Gel vollstindig vom Puffer bedeckt ist.
Nun erst wurde der Kamm entfernt. Damit werden Luftblasen in den Geltaschen verhindert.
Anschlieend wurden die Proben wie folgt eingefiillt: Die 10 pul aus dem Restiktionsverdau
werden mit 2 pl 6fach Agarose Loadingpuffer versehen. Nach vorsichtigem Einfiillen der
Proben wurde eine Spannung von ca. 50-100 V angelegt. Nach Auftrennung der Banden
erfolgte die Farbung im Ethidiumbromidbad (1fach TAE-Puffer plus EtBr in einer End-
konzentration von 2 ug/ ml) fiir ca. 15 bis 20 Minuten. Die Banden wurden im UV-Illumi-
nator sichtbar gemacht und photographiert. Zur Gréenbestimmung der einzelnen Fragmente

dienten parallel laufende GroBenmarker (1 kB-Ladder und pucMix8).

7.5 In Vitro Transkription

7.5.1 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau zur in vitro Transkription verlduft prinzipiell wie der oben be-
schriebene analytische Verdau. Lediglich die DNA-Menge (ca. 5-7,5 ug) und die Menge der
Enzyme wurde deutlich erhoht. Der Ansatz wurde ca. 4-5 Stunden inkubiert. Die Auftrennung
der Fragmente erfolgte anschlieend in einem niedrigprozentigen, meist 1%igen Agarosegel.
Unter dem UV-Illuminator wurde die gewiinschte Bande mit T7-Promotor und gewiinschten

Fragment detektiert und ausgeschnitten.

7.5.2 DNA-Isolation aus AgaroseGel

Mit Hilfe des Qiaquick Gel Extraction Kits von Qiagen wurde die DNA aus der ausge-
schnittenen Bande isoliert. Die Aufreinigung erfolgte hierbei nach der Glasmilchmethode
iber einen Silica-Filter in Anwesenheit chaotroper Salze. AnschlieBend erfolgte die Konzen-

trationsbestimmung im UV-Photometer wie oben beschrieben.
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7.5.3 In-vitro Transkription

Die in-vitro Transkription erfolgte mit folgendem Ansatz:

6 ul DTT

6 ul NTPs (10 mM jeweils)

6 ul 10fach TRX- Puffer

1,5 pl Rnasin

3 ul T7-Polymerase

1 ug Template

ad 60 ul DEPC-H,0

Je nach zu bildender RNA-Grofle wurde 2-4 Stunden bei 37°C inkubiert. Bet RNA-Bildung

wird der Ansatz trib.

7.5.4 DNase-Verdau

Der DNase-Verdau erfolgte mit Hilfe einer RNase freien DNase I. Dem obigen Ansatz
wurden 3 pl DNase I hinzugesetzt (470 U/ ml) und fiir 30 Minuten bei 37°C inkubiert. MgCl,
muss nicht zugesetzt werden. Es ist schon im TRX-Puffer enthalten und liegt dann in einer

Konzentration von 5,7 mM vor.

7.5.5 RNA-Reinigung

Die RNA-Reinigung erfolgte mittels der Phenol/Chloroform-Methode bzw. mit Hilfe des
RNeasy Mini Kits der Firma Qiagen. Bei letzterem wurde nach gegebenen Protokoll vorge-
gangen. Die Reinigung erfolgt iiber ein Silica-Gel, an das die RNA (>200 bp) bindet. Bei
dieser Aufreinigungsmethode wurden sehr gute Reinheitsgrade der RNA erzielt.

Bei der Phenol/Chloroform- Methode wurde wie folgt vorgegangen: Der 63 ul messende
obige in vitro Ansatz wurde mit 137 ul DEPC-H,O auf 200 ul aufgefiillt. Anschlieend
wurden 200 pl Phenol/Chloroform 1:1 hinzugegeben, gevortext und 2 Minuten bei 10.000
rpm zentrifugiert. Die obere, wissrige Phase wurde unter Vermeidung der Interphase abge-
zogen und in ein neues Eppendorfgefil} iiberfiihrt. 200 ul Chloroform wurden hinzugefiigt, es
wurde 1-2 Minuten gevortext und 5 Minuten bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand
wurde wiederum abgezogen. Zur RNA-Fillung wurden 36 ul 6 M Ammoniumacetat sowie
472 ul Ethanol reinst zugefiihrt. Zur Erhohung der Ausbeute wurde der Ansatz 12 Stunden
auf —70°C gelagert. Nach Auftauen auf Eis erfolgte die Zentrifugation fiir 20 Minuten bei
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14.000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 500 ul Ethanol gewaschen. Das
restliche Ethanol ldsst man verdampfen und 16st das Pellet in einer adiquaten Menge RNase

freien Wassers. Die RNA wurde bei —70°C gelagert.

7.5.6 RNA-Gelelektrophorese

Die Agarose wurde mit einem Anteil von 1,4% in 1fach MEN-Puffer gelost. Vor Gielen des
Gels wurde die Gelkammer mit 5%iger SDS-Losung ausgespriiht und anschlieBend mit Aqua
bidest. gespiilt. Als Laufpuffer wird ebenfalls 1fach MEN-Puffer verwendet. Die RNA-
Proben wurden wie folgt vorbereitet:

2 ul der RNA-Probe wurden mit 6 ul H,O und 2 pl deionisiertem Formamid gemischt und fiir
5 Minuten bei 65°C inkubiert, was die RNA denaturierte. AnschlieBend wurden sofort 2 ul
6fach Agaroseprobenpuffer II hinzugegeben und der Ansatz in die Geltaschen gefiillt. Bei der
Gelelektrophorese wurde eine Spannung von 50 V angelegt. AnschlieBend erfolgte die

Féarbung im EtBr-Bad.

7.5.7 RNA-Konzentrationsbestimmung

Die gewonnen RNA sollte u.a. als Standard bei verschiedenen quantitativen RT-PCRs dienen.
Entsprechend waren die Konzentrationen moglichst genau zu bestimmen.

Als sensitivste Methode zur Konzentrationsbestimmung fand die Fluoreszenzmessung mittels
eines RNA-bindenden Farbstoffes Anwendung. Die Messung wurde mit Hilfe des
,RiboGreen RNA Quantitation Reagent* der Firma Molecular Devices durchgefiihrt. Es
wurde nach Protokoll ein low range assay (Konzentrationsbereich von 2,5-50 ng/ ml RNA)
angefertigt. Als Standard diente eine HBV X-RNA, deren Konzentration im Photometer mit
0,07 ng/ ul gemessen wurde. Diese wurde mit TE-Puffer auf eine Zielkonzentration von 1 ng/
ul eingestellt. Aus dieser RNA-Stammlosung wurde mit TE-Puffer und 1:2000 verdiinntem
RiboGreen Farbstoff eine Verdiinnungsreihe von 0,25 ng/ ul bis 0,01 ng/ ul erstellt. Alle zu
messenden Proben wurden insgesamt 1:1000 verdiinnt. Die Proben wurden in eine spezielle
Mikrotiterplatte (nunc F16 immuno modules) pipettiert und lichtgeschiitzt auf Eis zwischen-
gelagert. Die Fluoreszenzmessung erfolgte am Typhoon 8600 Imaging System mit dem
Emissionsfilter 526SP/Green 532 nm. Der Farbstoff RiboGreen zeigt eine Exzitations-
maximum von 500 nm und ein Emissionsmaximum von 525 nm. Aus der angegebenen Ge-

radengleichung ergaben sich dann die Konzentrationen fiir die unbekannten RNA-Proben.
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Aus diesen Konzentrationsangaben wiederum wurde die Anzahl der RNA-Kopien pro
Reaktionsansatz berechnet. Grundlage hierfiir war das mittlere Gewicht pro RNA Base, das
340 Dalton betriigt. Eine Base ss-RNA wiegt damit 5,64x107* g (1 D= 1,66x10** g). Dieses
Gewicht wurde mit der Basenldnge der gebildeten RNA multipliziert und ergab das Gewicht
der RNA. Die gewonnene Konzentration fiir die RNA wurde durch das Gewicht der einzelnen
RNA dividiert, womit sich die Anzahl der RNA- Kopien pro pl ergab. AnschlieBend wurde
die Anzahl der RNA-Kopien pro Reaktionsansatz ermittelt.

7.6 Kultivierung von Hepatozyten

7.6.1 HepG2/HepG2.2.15 Zellen

HepG2 und HepG2.2.15 Zellen wurden identisch behandelt. Als Zellmedium diente DMEM
unter Zusatz von 10% FKS. Die Zellen wurden auf 24 cm groBen Platten gehalten
(unbehandelte Multiwell-Zellkulturplatten, Fa. Nunc, Wiesbaden, Cat. Nr. 144530), regel-
miBig separiert und dauerhaft auf Integritit iiberpriift. Zur Passagierung wurde das
Zellmedium abgesaugt, die Zellen mit 1fach PBS gewaschen und durch Zugabe von 5-10 ml
Trypsin/PBS 1:5 abgelost. Anschliefend wurden die gelosten Zellen in frischem Medium
aufgenommen und neu ausplattiert. Nach ca. 2 Stunden wurde das Medium nochmals
gewechselt.

Zur mRNA-Isolation wurden die Zellen 12-18 Stunden vor der Transfektion mit 60-70%iger
Konfluenz auf 24 well Platten ausgesit. Die Kulturbedingungen sind im Kapitel ,,Ergebnisse*
dargestellt. Pro well wurden 2 ml DMEM hinzugefiigt, welches alle drei Tage gewechselt
wurde. Die Zelliiberstinde wurden bei —20°C aufbewahrt und spiter der HBsAg-Bestimmung
zugefiihrt.

7.6.2 Huh7- und 1b-BB-Zellen

Beide Zelllinien wurden auf 24 cm messende Platten in Williams E-Medium plus 1fach ITS
(Insulin, Transferrin und Selen) kultiviert. Aufgrund der hohen Zellteilungsrate wurde dem
Medium nur 1% FKS plus zugesetzt. Vor dem eigentlichen Versuchsbeginn wurden die 1b-
BB-Zellen iiber 2 Wochen relativ hohen G418-Konzentrationen ausgesetzt (600 pg/ ml), um
eine suffiziente Selektion zu gewdhrleisten. Im weiteren Verlauf wurde dem 1b-BB-

Zellmedium G418 in einer Konzentration von 100 pg/ ml zugefiihrt. Nach Umsetzen in 24
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well Platten zur mRNA-Isolation wurde kein G418 mehr zugesetzt. Beide Zelltypen wurden
in 24 well Platten relativ diinn mit einer Zelldichte von 30-40% ausgesiit.

12-18 Stunden nach Aussaat wurde die Transfektion (s.u.) durchgefiihrt. Da die Zellen bis zu
8 Tage in den 24 well Platten gehalten wurden, wurde der FKS-Zusatz bei 1% gehalten. Nach
6-7 Tagen wurde damit eine vollstindige Konfluenz erreicht. Insgesamt war es moglich, die
Zellen unter diesen Bedingungen maximal 13 Tage in gutem Zustand in 24 well Platten zu
ziichten. Das Zellmedium wurde alle 2 Tage gewechselt und auf —20°C zur HBsAg

Bestimmung aufbewahrt.

7.7 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, anschlieend mit Trypsin/PBS 1:5 abgel6st und in
DMEM aufgenommen. Man zentrifugiert die Zellen bei 1500 rpm 10 Minuten ab. Der
Uberstand wird verworfen, das Pellet in einem kleinen Volumen DMEM aufgenommen und
10 Minuten auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde 1-1,5 ml Gefriermedium langsam zugefiihrt,
die Zellen nochmals 10 Minuten auf Eis gestellt und wiederum 1-1,5 ml Gefriermedium
zugegeben. Die Zellen wurden in einer —70°C Kiihltruhe langsam eingefroren und bei —70°C

gelagert.

7.8 Aufreinigung chromosomaler DNA

Die Aufreinigung chromosomaler DNA aus Gewebsproben erfolgte mit Hilfe einer modi-
fizierten Phenol/Chloroformextraktion (PeqlLab, preGold Trifast). Nach Zelllyse und RNA-
Extraktion wie unter 7.10 beschrieben erfolgte die weitere Aufreinigung nach Angaben des

Herstellers.

7.9 DNA-Transfektion
Alle HepG2-Zellen wurden mit Metafectene (Fa. Biontex, Martinsried ), alle Huh7- und 1b-
BB-Zellen nach der Superfect-Methode (Fa. Qiagen, Hilden) transfiziert.

7.9.1 Metafectene
Metafectene ist ein polykationisches Transfektionsreagenz in Kombination mit einem neu-
tralen Kolipid. Der erste Faktor bindet aufgrund seiner kationischen Eigenschaften das

negativ geladene Phosphatriickgrat der DNA, der zweite Faktor sorgt aufgrund seiner
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Lipophilie fiir den Durchtritt durch die Lipidmembran der Zelle. Die DNA wird im Zyto-
plasma vollstindig freigesetzt. Sich teilende Zellen fordern den Ubertritt der DNA in den
Nukleus zur Transkription.

Die HepG2-Zellen wurden 12-18 Stunden vor Transfektion in 24 well Platten mit einer
Zelldichte von ca. 60-70% ausgesit. Die DNA- und Metafectene-Losungen wurden auf
Raumtemperatur gebracht und vor Gebrauch leicht gevortext. Pro well wurden insgesamt 0,5
pg DNA transfiziert. Es wurde wie folgt vorgegangen: 0,5 ug DNA-Losung wurde mit
DMEM auf 50 pl aufgefiillt. 1,5 ul Metafectene wurde mit 48,5 ul serumfreiem DMEM in
einem zweiten Eppendorfgefi3 angesetzt. Das Volumenverhiltnis DNA zu Metafectene lag
damit bei 1:3. Hiermit zeigte sich eine optimale Transfektionseffizienz. Die Losungen wurden
zusammengegeben und 2-3 mal auf- und abpipettiert. AnschlieBend wurden die 100 ul
Endl6sung fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, und zu 1,5 ml FKS-haltigem
DMEM in das entsprechende well pipettiert. Die Inkubation der Zellen mit dem DNA-Lipid-

Komplex erfolgte fiir 4-6 Stunden, dann wurde das Zellmedium gewechselt.

7.9.2 Superfect- Methode

Das Superfect-Reagenz ist ein verzweigter Komplex mit globuldrer Form (ein sog. Den-
drimer). Die einzelnen Aste enden in positiv geladenen Aminosiuren, an die die DNA-Mole-
kiile binden und komplexiert werden. Der Superfect-DNA Komplex bindet an negativ
geladene Sialoglykoproteine eukaryontischer Zellmembranen. Die Aufnahme erfolgt pino-
zytotisch. Wie die Freisetzung aus dem sich bildendem sekundidrem Lysosom erfolgt ist noch
nicht geklirt. Die eigentliche Transfektion wurde wie folgt durchgefiihrt: Pro well einer 24
well Platte wurden 0,5 pg DNA transfiziert. Zu dieser DNA-Losung wurde das Superfect
Reagenz in einem DNA-Superfect-Verhiltnis von 1:5 gegeben sowie 60 ul serumfreies
WilliamsE-Medium. AnschlieBend wurde fiir 10 Sekunden gevortext und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Es wurden nun 350 pl WilliamsE-Medium mit 1,0% FKS und ITS
zugegeben. Die gesamte Transfektionslosung wurde dann auf die frisch gewaschenen, vor 12
Stunden mit einer Zelldichte von 30-40% ausgesiten Zellen gegeben, welche anschliefend fiir
2,5 Stunden bei 37°C inkubiert wurden. Hiernach erfolgte ein normaler Mediumwechsel. Es
wurden nach Waschen mit PBS 500 pl WilliamsE-Medium zugefiihrt, dem 1% FKS und ITS

zugegeben wurde.
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7.10 RNA-Isolierung

Die mRNA-Isolierung aus Hepatozyten erfolgte mit Hilfe des ,,0ligo(dT),s mRNA direct
Micro Kit* der Firma Dynal Biotech. Grundlage der Aufreinigung ist die Basenbindung der
poly A-Enden der mRNA-Molekiile an die Oligo(dT),s. Es handelt sich bei diesen Oligo-
partikeln um sphérische biomagnetische Partikel mit einem Durchmesser von 2,8 pm, an
deren Oberflidche kovalent Oligo(dT),s-Sequenzen gebunden sind. Zur Aufreinigung wurden
separate Eppendorfgefdfe und separate gestopfte Pipettenspitzen verwendet, um Kontami-
nationen mit RNasen zu minimieren.

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Vor Lyse der Zellen
wurden diese in der Neubauer-Zihlkammer gezdhlt. Es wurden grundsitzlich in jeder Probe
das maximale Fassungsvermogen der Oligo(dT),s-Partikel knapp iiberschritten, um stan-
dardisierte Bedingungen zu erreichen. Die Zelllyse erfolgte mit 1%iger LiDS-Losung, der
zusitzlich DTT als Schutz vor RNasen zugesetzt war. Am Ende der Isolation wurden die
mRNAs eluiert und die Oligo(dT)s verworfen. Um DNA-Kontaminationen komplett auszu-
schlieen, erfolgte nach der Aufreinigung durch Zugabe von 5 ul 25 mM MgCl, und 1 pl
DNasel/ RNase frei sowie Inkubation bei 37°C iiber 45 Minuten ein DNase-Verdau. Die
Proben wurden entweder direkt in die RT-PCR eingesetzt oder in fliissigem Stickstoff schock-
gefroren und bei —70°C zwischengelagert. Nach Angaben des Herstellers kann man mit 20 pl
Oligo(dT)s die mRNA von 1x10* kultivierten Zellen isolieren. Aufgrund der verwendeten
Volumina im Reaktionsansatz des externen Annealings und der LightCycler Reaktion (Seite

45, Abschnitt 7.11) bezieht sich die isolierte mRNA Menge auf circa 2000 lysierte Zellen.

7.11 RT-PCR und LightCycler Instrument

Die RT-PCRs wurden mit dem LightCycler Instrument der Firma Roche durchgefiihrt.
Zunichst soll die Quantifizierungs- und Mel3methode dargestellt werden. Zur Quantifizierung
wurde eine externe Referenzlosung hergestellt (s.0.). Nach genauer Konzentrationsbestimm-
ung wurde die Anzahl der RNA-Kopien pro LightCycler-Reaktionsansatz berechnet (s.0.). Es
wurde eine Verdiinnungsreihe erstellt, indem die Referenzlosung 1:10, 1:100 usw. verdiinnt
wurde. Auf dem Boden der bekannten Konzentrationen der Standardkurve errechneten sich
die Werte der einzelnen Probe. Grundlage der LightCycler-Messmethode ist die Auswertung
von Fluoreszenzdaten der amplifizierten Proben. Diese Fluoreszenz wird durch zwei

sogenannte hybridization probes, kurz ,,Hybprobes®, vermittelt. Es handelt sich hierbei um
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kurze Oligonukleotide (20-30 mer), an deren 5°- bzw. 3"-Enden chemische Verdnderungen
vorgenommen wurden. Beide Hybprobes wurden mit dem LC Probe Design Programm der
Firma Roche entwickelt. Die Sequenz der beiden Hybprobes ist dem Amplikon komplementér
und ermoglicht die Hybridisierung mit dem gesuchten DNA-Fragment. Die Hybprobes
erlauben aufgrund ihrer Komplementaritit eine hohe Spezifitdt hinsichtlich der Amplikon-
detektion. Die beiden Hybprobes werden dabei so gewdhlt, dass sie auf dem Amplikon
vorzugsweise 1-5 Basen voneinander entfernt hybridisieren. Dies bringt das 3°-Ende der
ersten mit dem 5°-Ende der zweiten Hybprobe in engen Kontakt. An das 3°-Ende der ersten
Hybprobe wurde der Donorfarbstoff Fluoreszein gebunden, an das 5°-Ende der zweiten
Hybprobe der Akzeptorfarbstoff LC-640. Die LC-640 Hybprobe ist zusitzlich am 3°-Ende
phosphoryliert, um eine Sequenzverlingerung der DNA durch DNA-Polymerase zu ver-
hindern. Nach Anregung des Fluoreszenz durch blaues Licht kann die Energie ohne Lichtaus-
strahlung aufgrund der engen rdumlichen Anordnung auf dem Amplikon auf den Akzeptor-
farbstoff LC-640 iibergehen und diesen zur Emission von Licht der Wellenlinge 640nm
veranlassen. Der Energietransfer zwischen den Hybprobes wird auch FRET genannt
(fluorescence resonance energy transfer). Das Licht wird im F2-Kanal des LightCycler
Gerites detektiert und auf die Hintergrundstrahlung im F1-Kanal bezogen. Es besteht
innerhalb gewisser Grenzen eine proportionale Beziehung zwischen der Stirke der Fluor-
eszenz und der Menge an amplifizierter DNA. Im Verlauf der PCR ergibt sich eine bestimmte
Kurvencharakeristik mit anndhernd sigmoidalem Verlauf (s.u. ). Eine anndhernde Verdoppl-
ung der Amplikonmenge pro Zyklus liegt nur im linearen Anteil der Fluoreszenzkurve vor
(auch log-Phase genannt). Diese log-Phase wird durch eine Niherungsgerade beschrieben,
welche die Nulllinie (gemittelte Hintergrundstrahlung) an einem gewissen Punkt schneidet.
Diesen Punkt nennt man crossing point. Anhand der crossing points der Standardkurve wird
eine Regressionsgerade, die in Bezug zur Zyklusanzahl steht, abgeleitet. Anhand dieser
Regressionsgerade werden die RNA-Konzentrationen aller unbekannten Proben bestimmt.
Eine Kalibrierung der Messkanile erfolgte mittels des ColorCompensation Kits der Firma
Roche. Zur Bestimmung der HBV-Gesamt-RNA-Menge wurde die X-RT-PCR entwickelt,
zur Bestimmung der preC- und prigenomischen-RNA die PG-RT-PCR. Bei beiden RT-PCRs
wurde zunéchst die reverse Transkription von 12 Minuten bei 55°C durchgefiihrt. Beide PCRs
durchlaufen wihrend der Amplifikationsphase 45 Zyklen und zeigen den gleichen

Temperatur- und Zeitverlauf der Schmelzkurven- und Kiihlphase. Im Anschluss an die RT-
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PCR wurde jeweils eine DNA-Gelelektrophorese in 2%iger Agarose durchgefiihrt. Beide RT-
PCRs wurden mit Hilfe des ,LightCycler RNA Amplification Kits* der Firma Roche
durchgefiihrt. Der MasterMix setzt sich wie folgt zusammen:

4,5 ul H,O

3,0 ul MgCl,

1 ul Sense Primer (10 pmol/ ul)

1 ul Antisense Primer (10 pmol/ ul)

0,5 ul FL-Hybprobe (8 pmol/ ul)

0,5 ul LC-640-Hybprobe (8 pmol/ ul)

0,5 pl Tag-Polymerase

4 ul ReactionMix (enthélt Puffer, AINTPs und AMV-DNA-Polymerase)

Um die cDNA-Bildung durch die AMV-Polymerase zu erhdhen, wurden alle Proben vor der
PCR einem externen Annealing unterzogen, was die Bindung von AS-Primer erhoht und
damit auch die Effizienz der reversen Transkription. Extern bedeutet hier, dass ein
eigenstdndiger Reaktionsansatz zunidchst unabhingig von der eigentlichen RT-PCR
vorbereitet wurde. Hierzu wurden 8 ul Template mit 2 pl AS-Primer (10 pmol/ pl) versetzt

und folgendem Temperaturverlauf im HybaidCycler unterzogen:

Schritt Temperatur |Zeit

1 95°C 60sec
2 56°C 60sec
3 4°C 120sec

Aus dem Ansatz des externen Annealings wurden 5 ul als Template zu 15 ul des Master
Mixes gegeben. In einem ersten gemeinsamen Reaktionsschritt erfolgte bei 42°C iiber 10
Minuten eine reverse Transkription mit 0.g. AMV-Polymerase (avian myoblastosis virus).
Diese stellt eine RNA-abhidngige DNA-Polymerase mit RNaseH-Aktivit dar. Sie elongiert
unter Degradation des RNA-Templates den im exterenen Annealing gebundenen AS-Primer.
Im Sinne einer ,,one tube Reaktion* erfolgte im gleichen Ansatz im direkten Anschluf3 die
eigentliche Amplifikation der entstanden cDNA. Im Folgenden seien nochmals kurz die

Temperaturverldufe der einzelnen RT-PCRs dargestellt.
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7.11.1 X-RT-PCR
Die Linge des Amplikon betrdgt 188 B. Es wurden folgende Primer und Hyprobes eingesetzt:
HBV X2s-Primer, HBV X2as-Primer, 3FL-X-Hybprobe, SLC-X-Hybprobe. Der Temperatur-

verlauf des Amplifikationszyklus sei kurz aufgelistet:

Step Denaturation Primer-annealing |Hyprobe-annealing [Extension
Target Temperature 95°C 64°C 64°C 72°C
Incubation time 10~ 157 1’ 13~
Temp. Transition rate 20°C 20°C 5°C 5°C

Sec. Target Temperature 52°C

Step Size 1,0

Step Delay 1

Acquisition Mode none none single none

7.11.2 Priagenomische-RT-PCR
Die Amplikonldnge betrigt 348 Basen. Es wurden folgende Primer und Hybprobes ver-
wendet: pg2s-Primer, pg2as-Primer, pg3fl-Hybprobe, pg31c640-Hybprobe. Der Temperatur-

verlauf des Amplifikationszyklus gestaltete sich wie folgt:

Step Denaturation Primer-annealing |Hyprobe-annealing |Extension
Target Temperature 95°C 59°C 59°C 72°C
Incubation time 10~ 127 1’ 137
Temp. Transition rate 20°C 20°C 5°C 5°C

Sec. Target Temperature 50°C

Step Size 1

Step Delay 1

Acquisition Mode none none single none

7.12 Luciferase-Assay
Die Luciferase Assays dienten zur Quantifizierung der eukaryontischen Genexpression. Sie
wurden verwendet, um die Aktivitit der Enhancerelemente des HBV zu bestimmen. Es

kamen zwei unterschiedliche Luciferase-Enzyme zum Einsatz: zum einen die Firefly-
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Luciferase aus Photinus pyralis (amerikanische Feuerfliege), die in Anwesenheit von ATP
und O, Luciferin in ein lumineszierendes Endprodukt (Oxy-Luciferin) umwandelt, zum
anderen die Renilla-Luciferase aus Renilla reniformis (gemeine Seefeder), die aus Coelentera-
zin unter O, ebenfalls einen lumineszierenden Stoff bildet (Oxy-Coelenterazin). Die Lumines-
zenz wurde im Ly,c-Luminometer gemessen und gilt als Mal} fiir die Genexpression des
jeweiligen Plasmids. Wurden beide Luciferasen eingesetzt, erfolgte die Messung sequentiell.
Es wurden die Plasmide pLuciEIl, pLuciEIl (beide Firefly-Luciferase) und ph Renilla TK mp

(Renilla-Luciferase) eingesetzt.

7.12.1 Renilla-Luciferase-Assay

Dieser Assay diente der Bestimmung der unterschiedlichen Transkriptionseffizienz von
Huh7- und 1b-BB-Zellen. Vor der eigentlichen Messung wurden die zu untersuchenden
Zellen in der Neubauer-Zahlkammer gezédhlt. Pro Messung wurden so immer gleiche Zell-
zahlen lysiert, so dass alle Werte beliebig untereinander vergleichbar waren. Dies sollte even-
tuelle Wachstumsunterschiede zwischen Huh7- und 1b-BB-Zellen aufdecken. Es wurde die
Aktivitat der Renilla-Luciferase mit Hilfe des ,,Renilla Luciferase Assay Kits* der Firma
Promega gemessen. Die ermittelnden Werte von Huh7- und 1b-BB-Zellen wurden als 1b-
BB/Huh7-Renillaquotient in Beziehung gesetzt. Parallel hierzu wurden aus der gleichen
Versuchsreihe die mRNAs und die HBsAg-Produktion des HBV in Huh7- und 1b-BB-Zellen
quantifiziert. Alle gemessenen RNA- und HBsAg-Konzentrationen der 1b-BB-Zellen wurden
durch den oben genannten Quotienten dividiert, um eventuelle transaktivierende Eigen-

schaften des stabil transfizierten Replikons auszugleichen.

7.12.2 Dual Luciferase Assay

Die duale Messung der beiden Luciferase Enzymaktivititen erlaubt eine direkte Standardisier-
ung. Wihrend die Aktivitit des Luciferasegens der pLuciEl-und pLuciEIl-Plasmide unter
dem experimentellen Einfluss der HBV-Enhancerelemente stand, stellt die Enzymaktivitét der
Renilla-Luciferase eine interne Kontrolle dar, die frei von einer Einflussnahme durch HBV-
Regulationselemente sind. Die Messung erfolgte im L.x-Luminometer mit Hilfe des
,DualLuciferase Kits* der Firma Promega. Es wurde nach gegebenem Protokoll vorgegangen.
Die Ergebnisangabe erfolgte in Form eines Luciferase/Renillaquotienten, das heiflt, die

Biolumineszenz des Luciferase Endproduktes wurde in Beziehung zur Biolumineszenz des
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Renilla Endproduktes gesetzt. Die Messung erfolgte mit einem Untersuchungsvolumen von
100 pl und einem Delay von 2 Sekunden. Jede Messung erfolgte dreimal. Es wurde der

arithmetische Mittelwert gebildet.

7.13 ELISA

Bei dem ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) handelt es sich um ein Verfahren zur
Detektion von Proteinen, das sich die Spezifitiat von Antikorpern zu nutze macht. An einen fiir
das gesuchte Protein spezifischen Antikorper wird zur Quantifizierung ein Enzym konjugiert,
welches einen Farbstoff produziert, der wiederum kolorimetrisch erfasst werden kann. Die
hier durchgefiihrten ELISAs erfolgten im ,,Sandwichverfahren® auf 96 well nunc Maxisorb
Platten. Zur Detektion von SHBs-Ag aus Zelliiberstinden wurde der Antikorper C20/2
verwendet. Als Standard wurde ein gereinigter laborinterner Standard HBs-Ag verwendet
(Ausgangskonzentration 100 ng/50 pl). Es ergaben sich hieraus 1:1-Verdiinnungsreihen von
3,1 ng/50 ul bis 0,34 ng/50 ul bzw. 0,024 ng/50 pl. Der C20/2-Antikorper (gelagert in einer
Konzentration von 1 mg/ ml in Glycerin 60% bei —20°C) wurde in Beschichtungspuffer
gelost. Es kam ein 1:1.000 Verdiinnung des Antikorpers zum Einsatz. Zur Antikorper-
beschichtung wurden 50 pl dieser Losung pro well der Mikrotiterplatte pipettiert und 12
Stunden bei 4°C inkubiert. Die Mikrotiterplatte wurde anschlieBend zweimal mit 0,5%
Tween20/ 1fach PBS und zweimal mit PBS gewaschen (ELISA Washer, TECAN SLT). Nun
wurden 100 pl 10 %FKS in TNE-Puffer pro well eingefiillt und fiir zwei Stunden bei 37°C
auf einem Schwenker inkubiert. Es erfolgte ein weiterer Waschschritt wie oben beschrieben.
Nun wurden 50 pl der Proben aufgetragen und fiir 12 Stunden bei 4°C inkubiert. An-
schlieBend wurde die 96 well Platte wieder gewaschen. Es erfolgte die Zugabe von 50 ul
antiHBs/POD Konjugat (1:100 verdiinnt, also 55 pl antiHBs/POD-Konjugat auf 5 ml PBS
und 0,5 ml Casein 1%). Es wurde fiir zwei Stunden bei 37°C auf einer Schiittelplattform
inkubiert. Nun wurde die 96 well Platte nochmals gewaschen und das OPD-Substrat fiir die
Peroxidase zugegeben. Hiervon wurden 50 ul pro well einpipettiert. Das Substrat wurde frisch
angesetzt, indem eine Tablette in 5 ml einer Substratpufferlosung gelost wurde. Das Substrat
und die Probenplatte wurden zum Lichtschutz in Alufolie eingewickelt. Es erfolgte eine
Inkubation itiber 10 Minuten bei 37°C auf einer Schiittelplattform. Mit 100 ul H,SO4-Losung
wurde die Peroxidasereaktion gestoppt. Die sich anschlieBende Messung erfolgte bei einer

Wellenldnge von 492 nm (Referenzwellenlangenbereich 620 nm) im LP-400-Messgeriit.
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8. Ergebnisse

Fiir die Medizinische Virologie Giessen war es Ziel, die Expression des HBV-Genoms mo-
glichst empfindlich und zugleich quantitativ darzustellen. Es wurden deshalb zur Unter-
suchung der HBV-Transkriptionsrate in Zellsystemen verschiedene quantitative RT-PCRs zur
mRNA Konzentrationsbestimmung entwickelt. Hier war sowohl die Bestimmung der Gesamt-
mRNA Konzentration, als auch die Konzentration pragenomischer mRNA von Relevanz. Die
Gesamt-mRNA Konzentration erlaubt eine generelle Aussage zur Genexpression des HBV.
Die prigenomische RNA spielt aufgrund des Enkapsidationssignals € und des dadurch
ausgelosten ,,assemblies in der Bildung neuer Viruspartikel und damit im Lebenszyklus des
HBV eine wichtige Rolle. Die quantitative Bestimmung von HBV-mRNA sollte v.a. in

transfizierten Leberzellkulturen und Leberbiopsien angewendet werden.

8.1 Herstellung von in vitro transkribierter HBV-RNA fiir Eichzwecke

Zur Bestimmung der mRNA-Konzentration mittels RT-PCR wurden folgende RNA-Molekiile
in vitro transkribiert:

X-RNA zur Bestimmung der Gesamt-RNA Konzentration

pg-RNA zur Bestimmung der prigenomischen und priC-mRNA Konzentration

Die X-RNA wurde aus dem pcX-Plasmid (siehe Materialien, Seite 29, Abschnitt 6.9) wie
folgt erzeugt: das pcX-Plasmid wurde mit den Restriktionsenzymen Fspl (schneidet das ein-
klonierte HBV-Fragment bei Base 1802 sowie das pcDNA 3.1+ bei Base 2382 und 4746) und
Ndel (schneidet pcDNA 3.1+ bei Base 485) verdaut. Es ergaben sich damit vier Fragmente
mit einer Linge von 2364, 1426, 1185 und 830 Basen, wobei letzteres das benotigte Fragment
darstellt (enthilt die T7-Polymerase und das HBV-X-Gen). Das weitere Procedere ist unter
Methoden dargestellt (Seite 37, Abschnitt 7.5).

Die Bildung der pg-RNA verlief prinzipiell gleich, jedoch wurde ein anderes Ausgangs-
plasmid sowie ein anderes Restriktionsenzym verwendet. Das Plasmid, welches zur Tran-
skription aller anderen gebildeten RNAs benutzt wurde, ist pc1820-0-1984 (siehe Materialien,
Seite 30, Abschnitt 6.9). Fiir die Bildung von pg-RNA wurde es mit BstEII linearisiert (Abb.
18)
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BstEII (bp 2821)

Fspl (bp 1802)

Primer Name Lokalisation

Blau X-sense HBV x2s bp 1413-1436
x-antisense HBYV x2as bp 1579-1601

Fluorescein 3FL-X bp 1519-1543

LC Red 640 SLC-X bp 1545-1570

pg sense pg2s bp 2052-2073

Rot pg antisense pgas bp 2380-2400
Fluorescein pg3fl bp 2309-2332

LC Red 640 pg31c640 bp 2335-2358

Abb. 18 Ubersicht der verwendeten PCR Primer und Restriktionsenzyme. Diinne Pfeile

markieren die Restriktionsenzymschnittstellen. Kleine Quadrate zeigen Primerlokalisation an.
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Die so entstandenen RNAs hatten folgende Liangen und Massen (Abb. 19).
1. X-RNA 536B (3x10™" g)
2.pg-RNA  1070B (6x10™" g)

12.218bp—

4.0720p —

2.036bp —
1.636bp —

1.018bp—

517bp—

#ANA
XA
DoRNA
DGRNA

3
s
3
ES
2

Abb. 19 RNA-Gelelektrophorese mit Darstellung der Eich-RNA. Auftragung aus unterschied-

lichen Transkriptionsansitzen.

Um die Konzentration der einzelnen RNAs zu bestimmen, wurde eine fluorometrische
Quantifizierung der gefirbten RNA-Banden im Typhoon 9200 Variable Mode Imager
vorgenommen (sieche Methoden Seite 39, Abschnitt 7.7). Als Ausgangskonzentration zur
Erstellung einer Standardkurve wurde die photometrisch bestimmte Konzentration einer
hochreinen X-RNA verwendet (OD260/0D280 betrug 1,797). Die gewonnene Standardkurve
ist in Abb. 20 dargestellt.

Aus den so gewonnenen Werten wurde die RNA-Kopienzahl pro pl durch Division der Kon-
zentration (in g/ pl) durch die entsprechende RNA-Masse (in g) ermittelt. Anschlieend
wurde exakt berechnet, welche RNA-Molekiil-Konzentration letztendlich pro LightCycler
Reaktion enthalten war (siche Methoden Seite 39-40, Abschnitt 7.5.7).
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Abb. 20 Standardkurve zur Eich-RNA Quantifizierung am Typhoon9200 Variable Mode
Imager.

8.2. Quantitative RT-PCR zum Nachweis von HBV-RNA

Die quantitative Messung von HBV-mRNA erfolgte am realtime PCR-Gerit LightCycler der
Fa. Roche. Das Vorgehen ist auf Seite 43-45 im Detail dargestellt. Ziel war es, moglichst ge-
naue Aussagen iiber die HBV-Produktion von Gesamt- und priagenomischer RNA zu erhalten.
Das LightCycler Instrument berechnet anhand der vorgegebenen Konzentrationen des Eich-
standards eine Regressionsgerade, mit deren Hilfe die Konzentration unbekannter Proben er-
rechnet werden kann. In den Abb. 21 und 22 sind die Ergebnisse fiir die X-RT-PCR, in den
Abb. 23 und 24 die Ergebnisse fiir die PG-RT-PCR dargestellt.
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1.534E+03 2331

e N e

Abb. 21 Ergebnis der X RT-PCR am LightCycler Gerdt. Sample 1-7 stellen die Proben der
Eichkurve dar. Sample 8 ist eine Negativ-, Sample 9 eine Positivprobe. Im rechten oberen
Feld ist der Fluorenzverlauf in Abhingigkeit der Zykluszahl dargestellt, im rechten unteren

Feld die errechnete Regressionsgerade.
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Im Anschluss an die X-RT-PCR wurde das PCR-Produkt im Agarosegel zur Analyse elektro-
phoretisch aufgetrennt und anschlieend mittels EtBr-Firbung sichtbar gemacht (Abb. 22).

1.1Mébp —

501/489 bp —

242 bp —

190 bp Spezif. Amplif.

Unspezif. Amplif.

Puc Mix 8
leere Tasche
Somple 1
Sample 2
Sample 3
Sample 4
Sample 5
Sample &
Sample 7
Negafivprobe
Positivprobe

Abb. 22. 2%iges Agarosegel der oben aufgefiihrten X RT-PCR (Abb. 21), Amplikonlédnge
188 bp

1.116 bp—

501/489 bp—

242 bp —

Spezif. Amplif.
24 bp— pezif. Ampli

Unpezif. Amplif.

Puc Mix 8
Sample 1
Sample 2
Sample 3
Sample 4
Sample 5
Sample 6

Negativprobe

Unbekannte Probe §

3
O
&
o
€
c
8
2
c
=

Unbekannte Probe
Unbekannte Probe
Unbekannte Probe
Unbekannte Probe
Unbekannte Probe

Abb. 23 2%iges Agarosegel der unten aufgefiihrten PG RT-PCR (Abb. 24)
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1.374E+04 2163
1445601 3946
17136404 21,29
7.993E+02 26.06

—— 4 Slandard 2940E+04 1200E+04 2184

Abb. 24 Ergebnis der PG RT-PCR am LightCycler Gerit. Sample 1-6 stellen die Proben der
Eichkurve dar. Sample 4 wurde als Messfehler aus der Bewertung genommen. Sample 7 ist

eine Negativ-, Sample 8-14 Messwerte unbekannter Proben.
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8.3 Quantifizierung von HBV-Oberflichenproteinen aus Zelliiberstinden

Neben der Quantifizierung der HBV-mRNA war auch die exakte Bestimmung der Produktion
von HBV-Oberflichenproteinen aus Zelliiberstinden Ziel dieser Arbeit. Als Bestimmungs-
methode fand der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) Anwendung. Das experi-
mentelle Vorgehen wird unter Methoden, Seite 48, Abschnitt 7.13 ausfiihrlich beschrieben.
Als Standard diente laboreigenes gereinigtes HBsAg in einer Ausgangskonzentration von 100
ng/50 pl. Es wurde hieraus eine 1:1-Verdiinnungsreihe hergestellt, die zur Erstellung einer
Eichkurve diente. Die Messung erfolgte bei einer Wellenldnge von 492 nm (Referenzwellen-
lingenbereich 620 nm) im LP-400-Messgeridt. Abb. 25 zeigt die Standardkurve zur

Berechnung der HBsAg Konzentration aus Zelliiberstinden.

3,5

3

2,5

2

1,5

0,5

Abb. 25 Eichkurve aus HBsAg Standard zur Konzentrationsbestimmung von HBV-Ober-

flichenproteinbestimmung. Y-Achse: Konzentration in ng/50 ul, X-Achse: Messwerte in

ODg¢o, Geradengleichung: y=1,1968x-0,0784
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8.4 Vergleich der mRNA-Konzentration zwischen stabil und transient transfizierten

Zelllinien unter unterschiedlichen Zellkulturbedingungen

Ziel dieses Teiles der Arbeit war es, die Unterschiede beziiglich der HBV-mRNA Konzen-
tration zwischen stabil und transient transfizierten Zellen darzustellen. Es sollten auerdem
die unterschiedlichen Auswirkungen verschiedener Zellkulturbedingungen auf die HBV-
mRNA Konzentration dargestellt werden. Beide Aspekte sollen verdeutlichen, in welchem
Ausmal die HBV-mRNA Konzentration von verschiedensten im Experiment vorgegebenen
Bedingungen abhiéngig ist.

Als klassischer Vertreter einer mit HBV stabil transfizierten Zelllinie wurde die HepG2.2.15-
Zelle gewihlt. Das Pendant waren transient transfizierte HepG2-Zellen. Zwischen beiden
Zellsystemen bestehen folgende Unterschiede:

Die HepG2.2.15-Zellen enthalten ein iiber retrovirale LTR (aus Moloney Mouse Leukaemia
Virus) integriertes HBV-Tetramer, welches unter Kontrolle zelluldrer Promotoren steht. In
den transfizierten HepG2-Zellen findet sich wie bei einer natiirlichen Infektion das
transfizierte Plasmid pBs991 T7-Dimer episomal und die Transkription steht unter Kontrolle
HBV-eigener Promotoren. Damit entspricht letzteres Versuchssystem eher einer natiirlichen
Infektion. Beide Zellsysteme wurden mit unterschiedlichen Genotypen transfiziert. Die RNA-
Produktion des in den HepG2.2.15-Zellen enthaltenen Genotyps D Dimers (Subtyp ayw;
U95551) wurde mit dem Genotyp A2 Dimer (Subtyp adw2; X51970) des transfizierten
pBs991Dimer T7-Plasmids verglichen. Die transiente Transfektion der HepG2-Zellen erfolgte
wie unter Methoden (Seite 41, Abschnitt7.9.1) beschrieben.

Um vergleichbare Untersuchungsbedingungen zu schaffen, wurde folgende Uberlegung ange-
stellt. Da sich im Vergleich zu den stabil infizierten HepG2.2.15 Zellen bei der transienten
Infektion nur ein Teil der Zellen transfizieren lie, wurde die Transfektionseffizienz be-
rechnet. Hierzu wurden HepG2-Zellen mit dem peGFP2-Plasmid transfiziert, welches ein
fluoreszierendes Protein kodiert. Durch Auszdhlen mehrerer Gesichtsfelder unter dem
Axiovert Fluoreszenz-Mikroskop wurde ein gemittelter Quotient zwischen transfizierter
Zellzahl und Gesamtzellzahl gebildet. Die Auszédhlung erfolgte 48 Stunden nach Transfektion.
Es ergab sich fiir die HepG2-Zellen eine Transfektionseffizienz von 40%. Unter der An-
nahme, dass 100% der HepG2.2.15-Zellen HBV-DNA integriert haben, wurden alle
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Originalmesswerte der mRNA und HBs-Ag Produktion in HepG2.2.15-Zellen mit einem
Faktor von 0,4 multipliziert.

Unter Medium mit 10 % FKS und auf kollagenisierten wells ergaben sich folgende Ergeb-
nisse drei Tage nach Transfektion (sieche Abb. 26).

14
12
10
8 Blau: gesamte
HBV-RNA
6 Rot: HBV pg-
und preC-RNA

Hep G2-Zellen HepG2.2.15-Zellen

Abb. 26 Vergleich der mRNA-Konzentration zwischen stabil und transient transfizierten

Zellen. 10% FKS, Kollagen. Y-Achse: HBV mRNA in 10° / 2000 Zellen

Es zeigte sich hinsichtlich der Gesamtmenge an HBV-mRNA zwischen HepG2.2.15- und
HepG2-Zellen kein signifikanter Unterschied. Allerdings war die relativ hohere Transkription
von priagenomischer RNA bei den transient transfizierten Zellen auffillig. Hinsichtlich des
pg/Gesamt RNA-Verhiltnisses fand sich ein Unterschied von Faktor 4,5 gegeniiber den stabil
transfizierten HepG2.2.15-Zellen (Abb. 27). HepG2- und HepG2.2.15-Zellen exprimierten
also ungefdhr gleiche Mengen an Gesamt-HBV-mRNA, jedoch fiel bei den transient

transfizierten Zellen ein hoherer Anteil an prigenomischer HBV-mRNA auf.
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10

Hep G2-Zellen HepG2.2.15-Zellen
Abb. 27 pg/Gesamt-mRNA Verhiltnis des HBV im Vergleich zwischen stabil und transient
transfizierten Zellen. Y-Achse: prozentualer Anteil der pg-mRNA an Gesamt-mRNA

Die oben gemachten Angaben beziehen sich auf Zellen, die auf Kollagen und unter dem Ein-
fluss von FKS wuchsen. Im folgenden wurde der Einfluss verschiedener Zellkulturbeding-
ungen auf die HBV-Transkription stabil und transient transfizierter Zellen nédher beleuchtet.

In Abb. 28 ist die HBV-Gesamt-mRNA Produktion, in Abb. 29 die HBV-pg-RNA Produktion
drei Tage nach Transfektion aufgefiihrt. Zu diesem Zeitpunkt waren die Zellen konfluent und
wiesen kein Zellwachstum mehr auf. Hinsichtlich der HBV-Gesamt-mRNA Produktion
zeigten sich bei den stabil transfizierten HepG2.2.15-Zellen unter unterschiedlichen
Zellkulturbedingungen Schwankungen von bis zu Faktor 2,0. Bei den transient transfizierten
HepG2-Zellen war diese Schwankungsbreite wesentlich hoher. Sie lag bei einem Faktor von
bis zu 18,6. Die transient transfizierten Zellen sind durch verschiedene Zellkulturbedingungen
wesentlich stirker beeinflussbar als die stabil transfizierten Zellen.

Alle folgenden Unterschiede beziehen sich auf den Vergleich mit der Leerprobe ohne

Zusitze.
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Abb. 28 Vergleich der HBV-Gesamt-mRNA Produktion unter unterschiedlichen Zellkulturbe-
dingungen bei stabil und transient transfizierten Zellen. Y-Achse: HBV mRNA in 10° / 2000
Zellen, X-Achse: Zellkulturparameter

Das DMSO wies einen suppressiven Effekt auf die HBV-Gesamt-mRNA Produktion in
transient transfizierten Zellen auf. Es fand sich ein Unterschied von Faktor 2,9 unter 1%
DMSO bzw. von Faktor 5,5 unter 1% DMSO und Kollagen. Interessanterweise fand man
diesen Effekt nicht unter gleichzeitigem Einfluss von 10% FKS/1% DMSO. Hier zeigte sich
sogar eine Steigerung der HBV-Gesamt-mRNA Produktion von Faktor 3,3. Man kann aber
zumindest folgern, dass unter gleichzeitigem Einfluss von 10% FKS und 1% DMSO der
inhibitorische Effekt des DMSO auf die HBV-Gesamt-mRNA Produktion aufgehoben wurde.
Bei transient transfizierten Zellen fiel zudem auf, dass unter FKS die hochsten HBV-Gesamt-

mRNA Konzentrationen erreicht werden. Ohne fotales Kélberserum fiel die RNA-Produktion
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deutlich ab. In den stabil transfizierten HepG2.2.15-Zellen fand sich eine Steigerung der
HBV-Gesamt-mRNA Produktion unter 1% DMSO-Einfluss gegeniiber den transient trans-
fizierten HepG2-Zellen. Wihrend bei letzteren das DMSO suppressiv auf die HBV-Gesamt-
mRNA Produktion wirkte, fiihrte es bei den stabil transfizierten Zellen zu einer vergleichs-

weise starken Transkriptionssteigerung.

3.5
3
25
Blau: transient
2 transfizierie Zellen
Rot: stabil transhziere
Zellen
15
1
0,5
0

W
o
2

10%FKS/Kollagen
Kollagen

Ohne Zusitze
1%DM B0

10%FES/1%DMSO
1% DMSO/Kollagen

Abb. 29 Vergleich der HBV-pg-RNA Produktion unter unterschiedlichen Zellkulturbeding-
ungen bei stabil und transient transfizierten Zellen. Y-Achse: HBV mRNA in 10° / 2000
Zellen , X-Achse: Zellkulturparameter

Hinsichtlich der HBV-pg-RNA Produktion in transient transfizierten Zellen fiel der ausge-
pragte Effekt von 10% FKS ins Auge. Es fanden sich Steigerungen der HBV-pg-RNA Kon-
zentration von 1,9 unter 10% FKS bis 3,8 unter 10% FKS/1% DMSO, jeweils verglichen mit
dem Ansatz ohne Mediumzusitze. In Abwesenheit von FKS wies DMSO einen suppressiven

Effekt auf die HBV-pg-RNA Produktion in transient transfizierten Zellen auf (Faktor 1,9
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unter 1% DMSO, Faktor 1,5 unter 1% DMSO/Kollagen). Unter 10% FKS fand sich wie bei
der HBV-Gesamt-mRNA Produktion ein starker Anstieg der HBV-pg-RNA Transkription,
obwohl 1% DMSO ohne 10% FKS den oben genannten suppressiven Effekt auf die HBV-pg-
RNA Transkription zeigte. In stabil transfizierten Zellen zeigten eine weitestgehende
Konstanz der HBV-pg-RNA Produktion unter unterschiedlichen Zellkulturbedingungen. Die

Werte unterschieden sich um maximal Faktor 1,7.
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Abb. 30 Prozentualer Anteil von HBV-pg-RNA an HBV-Gesamt-mRNA unter unterschied-

Kollagen
10%FKS

1%DMSO

Ohne Zellzusatze
10%FKS/1%DMSO
10%FKS/Kollagen

1%DMSO/Kollagen

lichen Zellkulturbedingungen in stabil transfizierten Zellen. Y-Achse: HBV-pg/Gesamt-
mRNA Anteil in Prozent

Die Abbildungen 30 und 31 zeigen den prozentualen Anteil der HBV-pg-RNA Produktion an
der HBV-Gesamt-mRNA Produktion in stabil bzw. transient transfizierten Zellen unter unter-

schiedlichen Zellkulturbedingungen.
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Bezogen auf das HBV-pg/Gesamt-mRNA Verhiltnis fiel der viel groBere prozentuale Anteil
an HBV-pg-RNA Produktion der transient transfizierten Zellen auf. Gegeniiber den stabil
transfizierten Zellen war er um bis zu Faktor 5,5 groBer. Auch absolut gesehen zeigten die
transient transfizierten Zellen eine hohere HBV-pg-RNA-Produktion zumindest unter 10%
FKS-Einfluss (Unterschiede von bis zu Faktor 1,75). Hinsichtlich des HBV-pg/Gesamt-
mRNA Verhiltnisses war offensichtlich, dass dieses bei den HepG2-2.15 Zellen weniger vari-
ierte (Unterschiede von maximal Faktor 1,2 im Gegensatz zu Faktor 2 bei den transient trans-

fizierten HepG2-Zellen).
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Abb. 31 Prozentualer Anteil von HBV-pg-RNA an HBV-Gesamt-mRNA unter unterschied-
lichen Zellkulturbedingungen in transient transfizierten Zellen. Y-Achse: HBV-pg/Gesamt-
mRNA Anteil in Prozent, X-Achse: Zellkulturparameter
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Bei transienter Transfektion fanden sich unter Einfluss von 1% DMSO die prozentual grof3ten
Mengen an HBV-pg-RNA. Der Effekt von 1% DMSO wurde sowohl in stabil als auch in

transient transfizierten Zellen durch 10% FKS wieder aufgehoben.

8.5 Vergleich der HBsAg-Konzentration aus Zelliiberstinden zwischen stabil und

transient transfizierten Zelllinien unter unterschiedlichen Zellkulturbedingungen

Neben der Quantifizierung der HBV-Gesamt-mRNA und prigenomischer RNA erfolgte eine
Konzentrationsbestimmung der sekretierten Oberfldchenproteine des HBV als subvirale Par-
tikel und Viren aus den jeweiligen Zelliiberstanden mittels ELISA. Hierbei wurde der Anti-
korper C20/2 verwendet, der die a-Determinante aller drei Oberflichenproteine detektiert.
Ziel war es, neben den oben aufgefiihrten Effekten auf Transkriptionsebene auch Auswirk-
ungen auf Ebene der HBV-Translation zu untersuchen.

Es ergaben sich folgende Unterschiede zwischen den stabil transfizierten HepG2.2.15 und den
transient transfizierten HepG2 (sieche Abb. 32 und 33). Die Konzentrationen des HBsAg in
den Zelliiberstinden der stabil transfizierten Zellen schwankten um den Faktor 2,6. Im Mittel
wurde etwas weniger HBsAg produziert als bei den transient transfizierten Zellen (Faktor
1,7). Unter 10% FKS/1% DMSO fand man in stabil transfizierten Zellen die niedrigsten
HBsAg-Konzentrationen, unter Kollagen die hochsten. 1%iges DMSO zeigte in stabil
transfizierten Zellen keinen Effekt auf die HBsAg Produktion. In transient transfizierten
Zellen wirkte es suppressiv (maximal Faktor 2,8). Ausnahme hiervon war allerdings die
Kombination von 10% FKS und 1% DMSO. Sie senkte in stabil transfizierten Zellen die
HBsAg-Produktion um Faktor 2,2 gegeniiber der Probe ohne Zusitze. Das HBV-pg/Gesamt-
mRNA Verhiltnis der Kombination 10% FKS/1% DMSO war demgegeniiber mit der Probe
ohne Zusitze identisch. Die HBsAg Produktion in stabil transfizierten Zellen unter 10% FKS
stellte sich wiederum gegensitzlich zu den transient transfizierten Zellen dar. In stabil trans-
fizierten Zellen wies 10% FKS einen tendenziell suppressiven Effekt auf die HBsAg-
Produktion auf (Faktor 1,4). Die HBsAg-Konzentrationen der transient transfizierten HepG2
Zellen wiesen mit Faktor 4,9 eine stirkere Schwankungsbreite auf. Hier fanden sich wie
schon erwéhnt unter 10% FKS die hochsten HBsAg-Konzentrationen und unter 1% DMSO

die niedrigsten.
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Abb. 32 Einfluss von Zellkulturbedingungen auf die HBsAg-Produktion in stabil transfi-

10%FKS
Kollagen
1% DMSO

10%FKS/Kollagen
Ohne Zellzusitze
10%FKS/1%DMSO

1% DMSO/Kollagen

zierten Zellen unter unterschiedlichen Zellkulturbedingungen. Y-Achse: HBsAg-Konzentra-

tion in ng/ ml im Zelliiberstand.

Die stirkere Variation der HBsAg-Konzentration der transient transfizierten Zellen unter
verschiedenen Zellkulturbedingungen korrelierte mit den ebenso variablen HBV-mRNA-
Konzentrationen und insbesondere mit den HBV-pg/Gesamt-mRNA Verhiltnissen. Hierbei
fiel auf, dass die transient transfizierten Zellen unter Einfluss von 1% DMSO einen sehr
hohen prozentualen Anteil von HBV-pg-RNA aufwiesen und gleichzeitig eine relativ geringe
HBsAg-Produktion. Auch unter gleichzeitigem Einfluss von 10% FKS war dies der Fall.
Gegeniiber der Leerprobe zeigte 10% FKS eine Steigerung der HBsAg-Produktion in
transient transfizierten Zellen von maximal Faktor 1,7. Gleichzeitig steigerte der Zusatz von
10% FKS das HBV-pg/Gesamt-mRNA-Verhiltnis um maximal Faktor 1,6. In der HBsAg-

Produktion unter verschiedenen Bedingungen verhielten sich also die stabil und transient
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transfizierten Zellen oft gegensitzlich. Ausnahme war der gleichsinnige Effekt von 10% FKS

und 1% DMSO, welches in beiden Fillen inhibitorisch wirkte.
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Abb. 33 Einfluss von Zellkulturbedingungen auf die HBsAg-Produktion in transient transfi-
zierten Zellen unter unterschiedlichen Zellkulturbedingungen. Y-Achse: HBsAg-Konzentra-

tion in ng/ ml bezogen auf Zelliiberstand.

8.6 HBY mRNA-Produktion in humaner Leber

Im folgenden soll die HBV mRNA-Produktion in humanem Lebergewebe untersucht werden.
Hierzu standen insgesamt sieben Leberbiopsien zur Verfiigung. Es handelte sich dabei teils
um laparoskopische Zangenbiopsien, teils um Leberstanzbiopsien (jeweils ca. 1mm?3). Die
Proben wurden von Prof. Bocher, Mainz bereitgestellt. Die Patientendaten zu den Leber-

proben sind in Abb. 34 niher dargestellt.
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Proben-Nr.| HBeAg | HBsAg | GPT | Serum-PCR ccc-DNA Histologie
1 pos. pos. | unbek. 4,0x10’ 2,29x10° CAH
2 neg. pos. 45 2,4x10° Negativ ASC
3 neg poS. 166 1,3x10° 2,5x10° CAH
4 neg. neg. 42 Negativ Negativ HCV-Infektion
5 pos. pos. 198 1,3x10° 5x10" CAH
6 pos. pos. 294 7,7x10° 2,45x10" CAH
7 neg. pos. unbek. 4,9x105 1,3)(102 CAH

Abb. 34 Tabellarische Darstellung der untersuchten Leberproben. CAH= chronische aktive
Hepatitis, ASC= asymptomatischer carrier, GPT in U/ 1, Serum-PCR als Angabe von Kopien
pro ml, ccc-DNA-Bestimmung in Kopien pro mg Lebergewebe durch M. Aliakbari,

Inauguraldissertation, Fachbereich Humanmedizin, 2007, GieB3en

Zur Probe 7 (Genotyp D) zu bemerken, dass hier eine typische Lamivudinresistenz (L180M
sowie M204V im YMDD-Motiv) vorlag . Hinzu kommen auferdem die Mutationen Q101R,
S167L, T189I, 1195M, L205V, Y206H, 1208T, V214A, so dass eine Resistenz auch gegen
Tenofovir und Entecavir vorliegt. Aus den Leberbiopsien wurde die HBV-Gesamt- sowie
priagenomische mRNA-Konzentration bestimmt. Hieraus wurde wiederum das HBV-
pg/Gesamt RNA-Verhiltnis gebildet. Da verschieden grofe Gewebsproben vorlagen und
anzunehmen ist, dass je nach Gewebezustand unterschiedlich viele Zellen lysiert wurden, ist
eine Standardisierung wie folgt durchgefiihrt worden. Nach Zelllyse wurde die mRNA mit
Oligo(dT) Dynabeads isoliert. Aus dem restlichen Lysat wurde die Gesamt-DNA Menge, also
auch die chromosomale DNA der Leberzellen, photometrisch bestimmt. Die Isolation erfolgte
mittels einer modifizierten Phenol/ Chloroform-Extraktion (siche Methoden Seite 41,
Abschnitt 7.8). Es fanden sich dabei unterschiedliche DNA-Konzentrationen in den

verschiedenen Leberproben. Die Ergebnisse sind in Abb. 35 aufgefiihrt.



Proben |Ges.-DNA| Ges.-RNA | Ges.-RNA | pg-RNA | pg-RNA pg/Gesamt
-Nr. in ug (unkorr.) (korr.) | (unkorr.)| (korr.) RNA-Ratio
1 1,76 2,94x10° | 1,67x10° | 7,18x10” | 4,08x10 0,24
2 5,09 Negativ Negativ Negativ Negativ
3 4,70 598x10* | 1,27x10* | 1,37x10" | 2,91x10° 0,23
4 8,90 Negativ Negativ Negativ Negativ
5 2,59 Negativ Negativ Negativ Negativ
6 4,61 6,73x10" | 1,46x10" | 1,71x10* | 3,71x10’ 0,25
7 2,14 1,67x10° | 7,79x10* | 7,98x10° | 3,72x10° 0,005

Abb. 35 Darstellung der HBV-Gesamt-mRNA (=Ges.-RNA) und der prigenomischen HBV-
RNA (=pg-RNA) in Abhingigkeit von der isolierten Gesamt-DNA aus den Leberproben
(=Ges.-DNA). Um nun die in der RT-PCR gewonnenen mRNA-Konzentrationen zu stan-
dardisieren, wurden die ermittelten Werte durch die Gesamt-DNA Menge (in pug) der jeweili-

gen Leberbiopsie dividiert.

Betrachtet man die Ergebnisse niher, so stellt man zunichst fest, dass die Probe 4, die im
Serum keine HBV-Parameter zeigte, auch keinen positiven HBV-mRNA-Nachweis aus
Leberzellen erbrachte und somit als Negativkontrolle zu betrachten ist. Eine mogliche Fehl-
messung konnte bei Probe 5 vorliegen. Trotz des Nachweises von 1,3x10° Kopien HBV-DNA
pro ml im Serum blieb die RT-PCR auf HBV-mRNA in der Leber negativ. Dies konnte bei
der Hohe der Viruslast auf einen Verlust der mRNA wihrend Préparation zuriickfithren oder
durch die begrenzte Nachweisempfindlichkeit verursacht sein. In Probe zwei fand sich bei
einer Viruslast von 2,4)(103 zwar ein erkennbarer Anstieg der Fluoreszenz im Verlauf der RT-
PCR, jedoch blieb dieser unter der Nachweisgrenze und musste daher aus der Bewertung aus-

geschlossen werden. Verwertbare Ergebnisse lieferten also die Proben 1, 3, 4, 6 und 7.

8.7 Auswirkungen von HCV-Core und NS3-NS5B auf die Aktivitit der HBV-Enhancer

Elemente

Bei Koinfektionen mit HBV und HCV koénnen Wechselwirkungen zwischen diesen beiden

Viren auftreten. Um diese viralen Interaktionen nidher zu beschreiben, sollen hier die
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Auswirkungen des HCV-Core und der NS3-NS5B Proteine auf die Transkriptionsregulations-
elemente des HBV, die Enhancer 1 und 2 untersucht werden.

Der Versuch war wie folgt aufgebaut:

Als Ausgangszelllinie diente die Huh7-Zelllinie bzw. deren Derivat, die 1b-BB-Zelllinie, die
alle Nicht-Struktur Proteine des HCV bis auf NS2, als RNA-Replikon kodiert, enthilt (sieche
Abb. 12, Seite 28, Abschnitt 6.8). Die Zellen wurden in Williams E-Medium mit 1% FKS und

1x ITS geziichtet. Abb.36 zeigt tabellarisch, wie diese beiden Zelllinien transfiziert wurden.

Zelllinie HBV- |Exprimierte HCV- transfizierte Plasmide (insg. 0,5ug)
Enhancer Proteine

Huh7 1 0] pLuciEIl+ phTK Renilla mp+ pcDNA3
1 Core pLuciEI+ phTK Renilla mp+ pHc2-5/1b
2 (0] pLuciEll+ phTK Renilla mp+ pcDNA3
2 Core pLuciEIl+ phTK Renilla mp+ pHc2-5/1b

1b-BB 1 NS3-NS5B pLuciEI+ phTK Renilla mp+ pcDNA3
1 NS3-NS5B+Core pLuciEl+ phTK Renilla mp+ pHc2-5/1b
2 NS3-NS5B pLuciEIl+ phTK Renilla mp+ pcDNA3
2 NS3-NS5B+Core pLuciEll+ phTK Renilla mp+ pHc2-5/1b

Abb. 36 Transfektionsschema zur Untersuchung der Auswirkungen von HCV-Proteinen auf

die beiden HBV-Enhancer Elemente

Die Zellen wurden mittels der Superfectmethode (Fa. Qiagen, Heiden) transfiziert, da sich
dieses Transfektionsagens als am wenigsten zytopathogen erwiesen hat (Nidheres siehe
Methoden, Seite 42, Abschnitt 7.9.2). Die Transfektion erfolgte im dreifachen Ansatz. Die
Enhanceraktivitit wurde am 2., 4., 6. und 8. Tag nach Transfektion anhand der Aktivitit der
Firefly Luciferase im LMax-Luminometer photometrisch bestimmt. Aus den beiden
gemessenen RLU-Werten (Relative Light Units) fiir die Firefly-Luciferase sowie fiir die
Renilla-Luciferase als Kontrolle wurde ein Quotient gebildet. Mit Berechnung dieses
Quotienten werden eventuelle Unterschiede bei der Transfektion, bei der Zelllyse bzw. bei der
zellspezifischen Transkription und Translation ausgeglichen. Vor Darstellung der Ergebnisse

sei noch auf Folgendes hingewiesen. Es zeigte sich eine generell niedrigere Aktivitit des
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pLuciEIl- gegeniiber dem pLuciEll-Plasmid. Diese liegt sogar niedriger als die der ph TK-

Renilla mp. Man muss dies wohl auf besondere Eigenschaften des Plasmids pLuciEI selbst

zuriickzufiihren. In Abb. 37 sind die arithmetischen Mittelwerte tabellarisch dargestellt. Die

Abb. 38 zeigt eine graphische Darstellung der Enhancer 1-Aktivitit unter dem Einfluss der

einzelnen HCV-Proteine. Die Abb. 39 zeigt die Aktivitit des Enhancer 2.

Tag HCV-Protein Enhancerl Enhancer2
2 %) 0,036 1,49
2 Core 0,035 1,105
2 NS3-NS5B 0,038 2,24
2 NS3-NS5B+Core 0,045 1,9
4 %) 0,0986 0,1038
4 Core 0,1055 0,1107
4 NS3-NS5B 0,1041 0,1049
4 NS3-NS5B+Core 0,1041 0,1089
6 %) 0,104 7,314
6 Core 0,09 6,861
6 NS3-NS5B 0,158 12,172
6 NS3-NS5B+Core 0,15 8,819
8 %) 0,187 24,69
8 Core 0,238 21,182
8 NS3-NS5B 0,386 14,88
8 NS3-NS5B+Core 0,43 17,5

Abb. 37 Messung der Quotienten aus Firefly- zu Renilla Luciferase am Lmax Luminometer

zur Bestimmung der HBV-Enhancer Aktivitit unter dem Einfluss von HCV-Proteinen am

Tag 2-8 nach Transfektion. Angegeben sind die Mittelwerte dreier Messungen. Auf die Be-

rechnung von Standardabweichungen wurde verzichtet.

Es werden zunichst die Messungen fiir die Aktivitit des HBV-Enhancer 1 vorgestellt.
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Abb. 38 Aktivitit des HBV-Enhancer 1 in Abhédngigkeit von verschiedenen HCV-Proteinen.

Y-Achse: Quotient aus Firefly-Luciferase/Renilla-Luciferase Aktivitit. X-Achse: Tag nach

Transfektion

Wihrend am Tag 2 nach Transfektion noch keine Unterschiede in der HBV-Enhancer 1-
Aktivitit auffielen, so zeigte sich am Tag 8 nach Transfektion eine leichte Steigerung durch
HCV-Core Protein sowie eine deutliche Steigerung durch die HCV-Nicht-Strukturproteine.
HCV-Core Protein steigerte die HBV-Enhancer 1-Aktivitit gegeniiber der Leerprobe um
Faktor 1,3, die HCV-Nicht-Strukturproteine um Faktor 2,0.

Im folgenden werden die Ergebnisse fiir die Aktivitidt des HBV-Enhancer 2 vorgestellt.
Es liegt eine offensichtliche Fehlmessung am Tag 4 vor. Diese Ergebnisse werden daher aus

der Beurteilung ausgegrenzt.
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Abb. 39 Aktivitidt des HBV-Enhancer 2 in Abhéngigkeit von verschiedenen HCV-Proteinen.
Y-Achse: Quotient aus Firefly-Luciferase/Renilla-Luciferase Aktivitdt. X-Achse: Tag nach

Transfektion

Wihrend am Tag 2 nach Transfektion noch keine Unterschiede in der HBV-Enhancer 2-
Aktivitit auffielen, so zeigten sich am Tag 8 nach Transfektion nur geringfiigige Anderungen
der HBV-Enhancer 2-Aktivitit. Am Tag 8 nach Transfektion hemmt das HCV-Core Protein
die HBV-Enhancer 2 Aktivitdat um Faktor 1,1, und die HCV-Nicht-Strukturproteine die HBV-
Enhancer 2 Aktivitdt um Faktor 1,6. Zusammen wirken das HCV-Core Protein und die HCV-
Nicht-Strukturproteine mit einem Faktor von 1,4 ebenfalls inhibitorisch auf die HBV-
Enhancer 2-Aktivitit.

8.8 Auswirkung von HCV-Proteinen auf die HBV-Transkription

Wihrend im vorherigen Abschnitt die Effekte der HCV Proteine auf die beiden Enhancer des
HBYV untersucht wurden, sollte nun die mRNA-Produktion von HBV unter dem Einfluss von
HCV-Core sowie NS3-NS5B mittels real time RT-PCR quantitativ bestimmt werden. Es

wurden hierfiir wieder die beiden Zellsysteme Huh7 sowie 1b-BB verwendet. Als Zell-
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medium diente Williams E, 1% FKS plus und ITS (Insulin, Transferrin, Selen). Die Zellen

wurden jeweils im dreifachen Ansatz transfiziert (Abb. 40).

transfizierte Vektoren

Huh?7 pcDNA3+phTK Renilla mp+ pBs991T7
Huh7 pHc2-5/1b+phTK Renilla mp+ pBs991T7
1b-BB pcDNA3+phTK Renilla mp+ pBs991T7
1b-BB pHc2-5/1b+phTK Renilla mp+ pBs991T7

Abb. 40 Transfektionsschema zur Untersuchung der HBV-mRNA-Produktion unter dem
Einfluss von HCV-Proteinen (Vektoren siche Materialien Seite 29-31, Abschnitt 6.9)

Die Zellen wurden nach der SuperFect-Methode (Fa. Qiagen) transfiziert (Methoden Seite 42,
Abschnitt 7.9.2). Mit dem oben genannten Transfektionsschema ldsst sich der Effekt von
HCV-Core (pHc2-5/1b), der HCV NS3-NS5B (Replikon der 1b-BB Zellen) sowie der ge-
meinsame Effekt aller eben genannter Proteine gegeniiber der Leerprobe (pcDNA3.1+) dar-
stellen.

Zum Ausschluss eventueller Zellaktivitdtsunterschiede zwischen den Huh7- und 1b-BB-Zell-
linien, wurden die beiden Zellsysteme in dieser Hinsicht ndher untersucht. Neben der Trans-
fektion mit pBs991T7 sowie pcDNA3.1+ wurde sowohl die Huh7-Zelllinie, als auch die 1b-
BB-Zelllinie mit phTK Renilla mp in einem zusétzlichen Ansatz kotransfiziert. Das phTK-
Renilla mp Plasmid exprimiert in Abhidngigkeit vom Transfektionserfolg und der Zell-
integritit die Renilla-Luciferase, ein Enzym, dessen Aktivitdt nach Lyse und Substratzugabe
luminometrisch bestimmt werden kann. Des weiteren wurden die Zellen vor der
Enzymaktivitdtsbestimmung mit der Neubauerzihlkammer ausgezéhlt. Die hier aufgefiihrten
Enzymaktivitdtswerte gelten rechnerisch fiir jeweils 2000 Zellen. Damit sind die Messwerte
untereinander vergleichbar. Die gemessene Enzymaktivitit dient dabei als genereller Marker
der Expressionsaktivitit. Die Abbildungen 41-42 bieten eine Ubersicht iiber die Unterschiede

der Expressionsaktivitit.
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Abb. 41 Expressionsaktivitit der Huh7- und 1b-BB-Zelllinie in Abhingigkeit vom Tag der

Transfektion. Y-Achse Expressionsaktivitdat in RLU (relative light units). X-Achse: Tag der

Aktivitdtsbestimmung nach Transfektion

Wie man erkennen kann, liegt die Expressionsaktivitiat ([RLU]=relative light units) der 1b-
BB-Zellen deutlich iiber derjenigen der Huh7-Zellen. Im Mittel zeigte sich ein Unterschied
von Faktor 3. Das Verhiltnis von 1b-BB zu Huh7 betridgt maximal 6,0 am Tag 8 (Abb. 42).
Ab Tag 6 kommt es zu einer starken Zellaktivitéitssteigerung der 1b-BB-Zellen gegeniiber den
Huh7-Zellen. Am gleichen Tag zeigte sich in der Zellkulturschale eine 100%ige Konfluenz
im Zellwachstum beider Zelllinien. Um generelle aktivierende Eigenschaften der HCV Nicht-
Struktur Proteine auszuschlieBen und die Effekte der Nicht-Struktur Proteine auf die HBV-
Transkription im speziellen zu untersuchen, wurde der 1b-BB/Huh7-Renillaquotient folgen-
dermallen eingerechnet. Die Zellaktivitit der Huh7-Zellen wurde mit 1,0 gleichgesetzt. Die
Messwerte der 1b-BB-Zelllinie wurden zur Angleichung der unterschiedlichen Expressions-
aktivitit durch den 1b-BB/Huh7-Renillaquotienten dividiert. Unter Beriicksichtigung des
obigen Transfektionsschemas sind in den Abbildungen 43-45 die gewonnenen Werte fiir die
Gesamt mRNA-Bildung des HBV unter HCV-Einfluss aufgefiihrt. Es ist jeweils der arith-

metische Mittelwert der Messwerte sowie deren zweifache Standardabweichung angegeben.
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Abb. 42 Quotient aus Expressionsaktivitit der 1b-BB-Zelllinie/Huh7-Zelllinie in Abhingig-
keit vom Tag der Transfektion. Y-Achse Relative Expressionsaktivitit. X-Achse: Tag der

Aktivititsbestimmung nach Transfektion
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Abb. 43 HBV-Gesamt mRNA Gehalt in 10 Kopien/ 2000 Zellen unter dem Einfluss von
HCV-Core Protein.
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Abb. 44 HBV-Gesamt mRNA Gehalt in 10 Kopien/ 2000 Zellen unter dem Einfluss von
HCV-NS Protein.
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Abb. 45 HBV-Gesamt mRNA Gehalt in 10 Kopien/ 2000 Zellen unter dem Einfluss von
HCV-Core und HCV-NS Protein.
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Es zeigte sich ein Anstieg der Gesamt mRNA-Produktion von Tag 2 bis Tag 8 um den Faktor
3,2 (Leerprobe). Ahnlich hoch ist der Anstieg unter Einfluss des HCV-Core Proteins (Faktor
2,71). Unter den HCV-Nicht-Struktur Proteinen liegt der Anstieg bei 1,88, unter den HCV-
Nicht-Struktur Proteinen und dem Core-Protein bei Faktor 2,18. Weder HCV-Core-Protein,
noch die HCV-Nicht-Struktur Proteine, noch die Kombination aus Struktur- und Nicht-
Struktur-Proteinen des HCV zeigte eine signifikante Anderung der Gesamt mRNA-Pro-
duktion des HBV.

In den Abbildungen 46-48 wird die HBV-pgRNA Produktion unter dem Einfluss verschie-
dener HCV-Proteine dargestellt.

Auch bei der HBV-pgRNA-Produktion findet sich ein Anstieg von Tag 2 bis Tag 8. Dieser ist
mit Faktor 2,7 in der Leerprobe etwas niedriger als der HBV-Gesamt-mRNA Anstieg. Unter
dem HCV-Core-Protein steigt die HBV-pg-mRNA-Produktion um Faktor 2,46, unter den
HCV-Nicht-Struktur Proteinen um 1,84 und unter den Nicht-Struktur Proteinen und dem
Core-Protein des HCV um Faktor 2,2.
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Abb. 46 HBV-pgRNA Gehalt in 10* Kopien/ 2000 Zellen unter dem Einfluss von HCV-Core-

Protein.
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Abb. 47 HBV-pgRNA Gehalt in 10* Kopien/ 2000 Zellen unter dem Einfluss von HCV-NS-

Protein.
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Abb. 48 HBV-pgRNA Gehalt in 10" Kopien/ 2000 Zellen unter dem Einfluss von HCV-Core-
und HCV-NS-Protein.
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Wie bei der HBV-Gesamt RNA-Produktion finden sich auch bei der HBV-pgRNA-Pro-
duktion keine signifikanten Unterschiede unter dem Einfluss von HCV-Proteinen.

Betrachtet man das Verhiltnis von HBV pg- zu Gesamt-mRNA (Abb. 49), so finden sich
Werte zwischen 0,104 und 0,174. Das Verhéltnis aus HBV pg- zu HBV Gesamt-RNA unter-

scheidet sich nicht signifikant.
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Abb. 49 Verhiltnis von HBV pgRNA zu HBV-Gesamt mRNA Produktion unter dem Einfluss

von HCV-Proteinen

8.9 Effekte des HCV-Core Protein und der HCV Nicht-Struktur Proteine NS3 bis NS5B
auf die HBsAg Produktion des HBY

Neben der Quantifizierung der HBV-mRNA Menge im letzten Versuch wurden auch die Zell-
tiberstinde im 2 Tage-Abstand konserviert und die HBsAg-Konzentration in ng/ ml mittels
ELISA bestimmt (Methoden, Seite 48, Abschnitt 7.13 sowie Ergebnisse, Seite 56, Abschnitt
8.3). In den folgenden Diagrammen (Abb. 50-52) sind die entsprechenden Ergebnisse aufge-

fiihrt. Die Messwerte der HBsAg-Konzentration sind mit dem im letzten Abschnitt vorge-
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stellten Korrekturfaktor, der mittels Expressionsaktivitdtsmessung iiber die Renilla-Luciferase

berechnet wurde, korrigiert (siche Abb. 41 und 42).
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Abb. 50 HBsAg-Produktion in ng/ ml in Abhéngigkeit des HCV-Core-Proteins.
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Abb. 51 HBsAg-Produktion in ng/ ml in Abhéngigkeit der HCV-NS3-NS5B-Proteine.
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Abb. 52 HBsAg-Produktion in ng/ ml in Abhingigkeit der HCV-Core und NS3-NS5B-

Proteine.

Es zeigt sich ohne Einfluss von HCV-Proteinen eine Zunahme der HBsAg-Konzentration im
Zelliiberstand zwischen Tag 2 und Tag 8 von Faktor 29. Auch unter HCV-Core zeigt sich ein
starker und kontinuierlicher Zuwachs von Faktor 51. Betrachtet man die HBsAg-Konzen-
trationen an den einzelnen Tagen separat, so erkennt man leicht, dass das HCV-Core Protein
keinen bzw. einen nur sehr geringen Effekt auf die HBsAg-Produktion hat (Abb. 50). Abb. 51
zeigt eine auffillige Inhibition der HBsAg-Konzentration im Zelliiberstand unter Einfluss von
HCV NS3-NS5B. Dieser Effekt ist am Tag 8 mit Faktor 5,4 am deutlichsten ausgeprigt. Aber
auch am Tag 2 (Faktor 1,6), am Tag 4 (Faktor 1,7) und am Tag 6 (Faktor 1,7) ist er zu
erkennen. Der inhibitorische Effekt der HCV-Nicht-Struktur Proteine bleibt auch unter
zusitzlicher Transfektion von HCV-Core Protein produzierendem pHc2-5/1b erhalten (Faktor

2,2 Tag 2, Faktor 3,5 Tag 4, Faktor 2,7 Tag 6 und Faktor 5,04 Tag 8).
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9. Diskussion

9.1 Einflussnahme von Transfektionsart und verschiedener Zellkulturparameter auf die

mRNA- und Oberflichenproteinproduktion des HBV

Zusammenfassend seien die Ergebnisse der HBV-mRNA Produktion und der HBsAg-Ex-
pression und Sekretion von transient und stabil transfizierten Zellen unter unterschiedlichen

Zellkulturbedingungen nochmals tabellarisch dargestellt (Abb. 53 und 54).

FKS/Koll. | FKS/DMSO | FKS Koll |DMSO |Kol/DMSO |O
Gesamt- 12,7 11,7 6,7 6,7 10,2 11,4 6,7
mRNA
pg-mRNA [6,5 6,6 4,0 3.8 6,4 7,0 3.8
Anteil pg-|5,1 5,6 5.9 5,6 6,2 6,1 5,6
RNA
HBsAg- 0,106 0,057 0,090 0,152 10,139 0,142 0,127
Produktion

Abb. 53 HBV-mRNA und HBsAg Expression in stabil transfizierten Zellen in Abhingigkeit
von Zellkulturbedingungen (Messwerte Gesamt RNA in 10°/2000 Zellen, pg-RNA in
10%/2000 Zellen, Anteil an pragenomischer RNA in %, HBsAg in ng/ ml, [0 =Leerprobe)

FKS/Koll. | FKS/DMSO | FKS Koll |DMSO |Koll/DMSO |O
Gesamt- 12,3 20,5 8,3 5.9 2,1 1,1 6,1
mRNA
pg-mRNA |27,8 33,2 16,5 104 |49 5,8 8,7
Anteil pg-|21,5 16,8 19,8 17,6 23,1 27,9 14,1
RNA
HBsAg- 0,302 0,167 0,323 0,239 (0,119 0,066 0,19
Produktion

Abb. 54 HBV-mRNA und HBsAg Expression in transient transfizierten Zellen in Ab-
hiingigkeit von Zellkulturbedingungen (Messwerte Gesamt RNA in 10°/2000 Zellen, pg-RNA
in 10*/2000 Zellen, Anteil an prigenomischer RNA in %, HBsAg in ng/ ml, O =Leerprobe)
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Vergleicht man zunichst die unterschiedlichen Transfektionswege, so zeigt sich eine groBere
Variation der HBV mRNA-Expression in der transient transfizierten HepG2-Zelllinie im Ver-
gleich zu der stabil transfizierten HepG2.2.15-Zelllinie. Dies mag mit der Tatsache zu be-
griinden sein, dass das HBV-Genom der HepG2.2.15-Zelllinie iiber die LTR (long terminal
repeats) des MMLV (moloney murine leukemia virus) in die chromosomale zellulire DNA
integriert ist und damit auch zelluldren bzw. fremdviralen Regulationsmechanismen unter-
liegt, wohingegen die nicht integrierte Plasmid-DNA der transient transfizierten Zellen unter
Kontrolle der HBV-Promotoren steht. Moglicherweise binden an die zelluliren Promotoren
andere Transkriptionsfaktoren als an die HBV-Promotoren des pBs991T7-Dimer Plasmids
oder gleiche Transkriptionsfaktoren haben an den zelluldren bzw. viralen Promotoren unter-
schiedliche Effekte. Des weiteren konnten diese Unterschiede auch in den verschiedenen
Genotypen der beiden Transfektionsschemata begriindet sein (Genotyp A bei transienter
Transfektion, Genotyp D bei stabiler Transfektion). Es bestehen Sequenzunterschiede
zwischen Genotyp A und D von bis zu 9,2%.

Zunachst unabhidngig vom Einfluss von verschiedenen Zellkulturparametern zeigen die tran-
sient transfizierten Zellen im Vergleich zu den stabil transfizierten HepG2.2.15 Zellen grund-
satzlich eine hohere absolute pg-RNA Produktion bzw. einen hoheren prozentualen Anteil an
pg-RNA im Verhiltnis zur Gesamt-mRNA Produktion des HBV. Parallel hierzu liegen
hohere HBsAg-Konzentrationen vor. Die Gesamt mRNA-Expression des HBV bel transienter
Transfektion unterscheidet sich signifikant unter dem Einfluss von DMSO bzw.
DMSO/Kollagen. Hier zeigt sich eine 4,8- bzw. 10,3-fach niedrigere Gesamt mRNA
Produktion.

Da der Differenzierungsstatus der Zelle Einfluss auf die Aktivitiat verschiedener Trans-
kriptionsfaktoren hat (Cereghini et al., 1996 sowie Kyrmizi et al., 2006), erfolgte die differen-
zierte Untersuchung hinsichtlich der Auswirkungen verschiedener Zellkulturparameter auf die
HBV-mRNA- und HBsAg-Produktion. Mit dem Einfluss von foétalem Kélberserum als Zell-
kulturparameter zeigt sich zum einen ausgeprigtes Zellwachstum, zum anderen bleibt die
Differenzierung der Zelle aus. Zu den Zellparametern, die die Differenzierung fordern, zéhlen
DMSO, Kollagen und der Entzug von fotalem Kélberserum als Wachstumsstimulus. Eine
gesteigerte Zelldifferenzierung fiithrt nach Ozer et al. (1996) zu einer hoheren Produktionsrate

an HBV-DNA und HBV-mRNA.
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Hier zeigte sich in stabil transfizierten Zellen durch den Zusatz oder die alleinige Verwendung
von Zelldifferenzierung fordernden Faktoren keine signifikanten Unterschiede in der HBV-
Gesamt-mRNA-, pg-mRNA- und HBsAg-Produktion im Vergleich zum Standardzellmedium
mit 10% FKS. In stabil transfizierten Zellen stellte sich der prozentuale Anteil an
pragenomischer HBV-mRNA als fast unabhingig von verschiedenen Zellkulturparametern
dar. In transient transfizierten Zellen zeigte sich eine signifikante Suppression der HBsAg-
Produktion unter Zellparametern, die die Zelldifferenzierung fordern (Faktor maximal 4,9). In
transient transfizierten Zellen &dnderte sich weiterhin der prozentuale Anteil von pra-
genomischer HBV-RNA in Abhiéngigkeit von DMSO signifikant. Es zeigte sich eine
Suppression um maximal Faktor 3,4. Dies kann moglicherweise Folge einer indirekten oder
direkten Inhibition der preS1-, preS2- und X-Promotoren sein. So zeigt sich unter DMSO
bzw. DMSO/Kollagen eine deutliche Suppression der Gesamt mRNA-Produktion bei
gleichzeitig hohem prozentualen Anteil an prigenomischer mRNA. Dies kann man als
selektive Suppression der Bildung von LHBs-, MHBs/SHBs- und X-mRNA interpretieren.
Diese Hypothese wird durch die geringere Syntheserate von HBsAg im Zelliiberstand
untermauert.

In einem 2001 veroffentlichen Artikel untersuchten Glebe et al. u.a. den Einfluss von DMSO,
FKS und Kollagen auf die intrazelluldre HBV-Virusproduktion in der stabil mit HBV trans-
fizierten HepG2.2.15 Zelllinie sowie in der transient transfizierten HepG2-Zelllinie. Es wurde
ebenfalls der Vektor pBs991T7-Dimer transfiziert, so dass grundsétzlich sehr dhnliche Ver-
suchsbedingungen bestanden. Sowohl in stabil als auch in transient transfizierten Zellen
konnten im Zelliiberstand unter 10% FKS nach sieben Tagen Inkubation 1-5x10° GE/ ml
HBV DNA nachgewiesen werden. In den hier dargestellten Ergebnissen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der HBV-Gesamt mRNA-Produktion zwischen stabil
und transient transfizierten Zellen. Allerdings zeigten sich wie oben schon erwihnt deutliche
Unterschiede beziiglich des prozentualen Anteils an prigenomischer HBV-mRNA zwischen
transient und stabil transfizierten Zellen. Unabhéngig von den verschiedenen Zellkulturpara-
metern fand sich ein mittlerer Unterschied von Faktor 3,6. Glebe et al. fanden eine Steigerung
der HBV-Virusproduktion unter Kollagen, unter DMSO und in serumfreiem Zellmedium. Die
untersuchten Faktoren wiesen bei Glebe et al. einen additiven Effekt auf. Mit steigendem Dif-
ferenzierungsstatus der Zellen durch Kollagenisierung der Zellplatten und DMSO-Zugabe

zum Zellmedium konnte eine gesteigerte HBV-Virusproduktion nachgewiesen werden. Hier
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konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des prozentualen Anteils an pri-
genomischer mRNA in der Hep(G2.2.15- und transient transfizierten HepG2-Zelllinie unter
Einfluss von unterschiedlichen Zellkulturparametern nachgewiesen werden. Stattdessen stellte
sich das Verhéltnis von priagenomischer- und Gesamt-mRNA des HBV v.a. in stabil trans-
fizierten Zellen mit Schwankungen von maximal 1,1 % als sehr konstant dar. Bei einer
Schwankungsbreite von 9% in transient transfizierten Zellen zeigte sich unter DMSO eine
signifikante, unter Entzug von Kélberserum eine tendenzielle Zunahme der pg-mRNA Pro-
duktion. Gleichzeitig zeigt sich unter DMSO ein tendenzielle Abnahme der HBsAg Produk-
tion des HBV (Faktor 2,7).

Glebe et al. verglichen in diesem Zusammenhang auch die HBV-Virusproduktion bei trans-
ienter Transfektion zwischen einen HBV-Dimer und einem Prigenom-Kontrukt (1,1 mer,
Genotyp A2, EMBL Access No. AJ012207, bp 1820-3221/1-1984). Die HBV-Viruspro-
duktion war nach Transfektion mit dem Priagenomkontrukt um den Faktor 3-5 niedriger als
bei Transfektion des HBV-Dimers pBs991T7 (EcoR1 Dimer, Genotyp A1, EMBL Access No
X51970). So scheint ein hoherer relativer Anteil an prigenomischer-mRNA nicht unmittelbar
mit einer hoheren HBV-Virusproduktion einherzugehen. Vielmehr scheint ein addquates
Verhiiltnis von priagenomischer-RNA, HBcAg und HBsAg notwendig zu sein, um eine hdhere
HBV-Virusproduktion zu gewéhrleisten.

Huang et al. untersuchten 2004 den Einfluss des Zellzyklus auf die HBV-Replikation in stabil
transfizierten HepG2.2.15-Zellen. Ahnlich wie bei Glebe et al. versuchte man, eine Differen-
zierung bzw. ein Arrest in der G1/GO-Phase des Zellzyklus unter anderem durch Zugabe von
DMSO zum Zellmedium sowie durch Kultivierung der Hepatozyten ohne Zusatz von
Kilberserum zu erreichen. Nach Zugabe von DMSO lag der prozentuale Anteil an Hepato-
zyten in der G1/G0-Phase bei 71,9% bzw. bei 65,2% in serumfreiem Medium. Unter 10%
FKS zeigte sich ein Anteil von 43,1%. Der Menge an produzierter HBV-DNA lag unter
DMSO bei 4,8)(106 Kopien/ ml Zelliiberstand, unter serumfreien Medium bei 5,1X106, unter
10% FKS bei 1,2x106. Die HBsAg-Produktion lag unter 10% FKS bei 1,3 P/N, unter DMSO
und unter serumfreiem Medium jeweils bei 3,7 P/N. Wie bei Glebe et al. konnte auch hier
gezeigt werden, dass die Virusproduktion des HBV sowie seiner Oberflichenproteine unter
groBBerer Zelldifferenzierung zunimmt. In dem hier durchgefiihrten Versuch zeigte sich gegen-
tiber dem Standardzellmedium mit 10%igem FKS-Zusatz in stabil transfizierten Zellen eine

Steigerung der HBsAg-Produktion unter DMSO von Faktor 1,5. Die HBV-Gesamt mRNA
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Produktion stieg ebenfalls um Faktor 1,5, die Produktion von prigenomischer HBV-mRNA
um Faktor 1,6. Hier zeigt sich erneut, dass die Bildung von prigenomischer HBV-mRNA
(Steigerung von Faktor 1,6 unter DMSO) nicht direkt mit der HBV-Produktion (Steigerung
von Faktor 4 unter DMSO, Gong et al., 2004) korreliert. Bei Huang et al. zeigte sich mit
einem Faktor von 2,8 eine hohere Steigerungsrate der HBsAg-Produktion unter DMSO. Dies
mag mit dem unterschiedlichen Vorgehen bei der Zellkultivierung zusammenhingen. In
diesem Versuchsaufbau wurden die HepG2.2.15 Zellen direkt nach Aussden den unter-
schiedlichen Zellparametern ausgesetzt, wihrend bei Huang et al. erst nach Erreichen einer
fast vollstindigen Konfluenz unter 10% FKS die entsprechenden Zellparameter durch
Mediumwechsel Anwendung fanden. Ohne Zusatz von Kilberserum zum Medium konnten
hier keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der HBV-mRNA Produktion und HBsAg-
Produktion im Vergleich zum Standardmedium in stabil transfizierten Zellen nachgewiesen
werden. Es fand sich keine unmittelbare Erkldrung fiir die letztgenannten Differenzen
zwischen den Ergebnissen von Huang et al. und den hier gewonnenen Befunden.

Bei Huang et al. fand eine Differenzierung zwischen stabil und transient transfizierten Zellen
nur insofern statt, als dass die Rate der Telomerase-Inhibition zwischen der HepG2.2.15-
Zelllinie und der untransfizierten HepG2-Zelllinie unter o.g. Zellparametern verglichen
wurden. Hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen stabil und transient
transfizierten Zellen. Die Hohe der Telomeraseinhibition korrelierte dabei mit der Hohe der
HBV-DNA Produktion im Zelliiberstand. Dies legt zunédchst nahe, dass transient transfizierte
Zellen eine dhnliche HBV-DNA-Produktion unter den verschiedenen Zellkulturparametern
zeigen wie die stabil transfizierten Zellen. Hier konnte jedoch gezeigt werden, dass die von
Huang et al. nachgewiesene Telomeraseinhibition im Gegensatz zu stabil transfizierten Zellen
nicht mit einer Steigerung der HBV-mRNA Produktion und HBsAg-Produktion in transient
transfizierten Zellen einhergeht. Stattdessen zeigt sich unter DMSO eine Inhibition der
Gesamt-mRNA-Produktion um Faktor 3,9, der prigenomischen mRNA-Produktion um
Faktor 3,3 und der HBsAg-Produktion um Faktor 2,7. Unter Entzug von Kélberserum zeigten
sich im Vergleich zum Standardmedium mit 10% FKS keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der HBV-mRNA Produktion bzw. HBsAg-Produktion.

Eine mogliche Erkldrung fiir die verdnderte Aktivitit der HBV-Replikation, -Transkription
und -Produktion sind am ehesten unterschiedliche Expressionsmuster verschiedener Trans-

kriptionsfaktoren. Kyrmizi et al. untersuchten 2006 die mRNA-Raten verschiedener Trans-
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kriptionsfaktoren in Abhéngigkeit von dem Differenzierungsgrad der Zelle. Es fanden sich bei
zunehmender Ausdifferenzierung der Zellen unter anderem hohere Raten an mRNA von
HNF-1, HNF-3, HNF-4, HNF-6, C/EBP und COUP-TFII. Wie in der Einleitung dargestellt
binden diese Faktoren in unterschiedlicher Weise an die beiden Enhancerelemente des HBV
(Abb. 7, Seite 10 und Abb. 8, Seite 11), was die Einflussnahme der verschiedenen Zellkultur-

parameter auf die HBV-Regulationselemente aufzeigt.
9.2 HBV-mRNA Produktion in infizierten Leber-Biopsien

Die unter 8.6 in Abb. 34 und 35 aufgefiihrten Proben 1, 5 und 6 stammten von HBeAg
positiven Patienten und zeigen histopathologisch allesamt das Bild einer chronisch aktiven
Hepatitis mit den hochsten GPT-Serumspiegeln. Vergleicht man die Viruslast im
Patientenserum mit dem HBV-RNA Gehalt in der Leber, so fillt auf, dass offensichtlich keine
Korrelation besteht. Wihrend in Probe 1 bei einer Viruslast von 4x10” Kopien/ ml nur ein
Gesamt RNA-Gehalt von 1,67)(103 zu finden war, stellt sich dies bei den Proben 3, 6 und 7
anders dar. Hier findet sich eine Viruslast von ca. 3x10° und eine Gesamt RNA-Menge von
ca. 3x10*. Einer hohen Viruslast liegt also nicht immer eine hohe mRNA-Synthese innerhalb
der infizierten Leberzellen zugrunde.

Untersucht man das Verhiltnis zwischen aufgereinigter pragenomischer- und Gesamt-RNA
des HBV, so fallen deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Proben auf. Wihrend die
Proben 1, 3 und 6 eine hohere pg/Gesamt-RNA Ratio zeigen, findet sich im Gegensatz hierzu
bei Probe 7 ein sehr niedriges Verhiltnis (0,005). Im Gegensatz zur Probe 1 und 6 ist Probe 7
zudem HBeAg negativ. Dies kann die gesteigerte Produktion der prigenomischen mRNA
erklaren. Man muss also in Probe 1 und 6 von einer hoheren Aktivitit des Core-Promotors
ausgehen. Warum in Probe 3 ein fast ebenso hoher prozentualer Anteil an prigenomischer
RNA vorliegt, kann nicht erkldrt werden. Auffdllig ist in Probe 3 eine relativ hohe
Konzentration an ccc-DNA in der Leber trotz fehlendem HBeAg Nachweis im Serum.
Demgegeniiber steht Probe 5 mit HBeAg-Nachweis im Serum und einer ccc-DNA
Konzentration am unteren Bereich der Nachweisgrenze. Ausgehend von den vorliegenden
Proben kann man also nicht von einem positivem HBeAg-Nachweis im Serum auf hohe ccc-
DNA Konzentrationen in den Hepatozyten schlieBen. Vergleicht man aber den prozentualen

Anteil an pragenomischer mRNA mit den gemessenen ccc-DNA Werten in den Leberproben
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(M. Aliakbari, Dissertation im Fachbereich Humanmedizin, GieB3en, 2006), so fillt eine gute
Korrelation zwischen detektierter pg-RNA und ccc-DNA auf.

Insgesamt kann man also sagen, dass sowohl der Nachweis von ccc-DNA als auch der
prozentuale Anteil an prigenomischer mRNA in infizierten Leberproben besser mit dem Vor-
handensein einer chronisch aktiven Hepatitis korreliert, als der HBeAg-Nachweis im
Patientenserum. Leider ist die histopathologische Befundung und der Nachweis von ccc-DNA
und prigenomischer RNA jeweils nur mit einer Leberbiopsie moglich und damit fiir den
Patienten ungleich belastender und risikobehafteter als die perkutane Blutentnahme.
Vergleicht man die in den Leberproben 1, 3 und 6 detektierten prozentualen Anteile von pra-
genomischer mRNA am Gesamt-HBV mRNA-Gehalt mit den Messwerten der stabil bzw.
transient transfizierten Zellen (Ergebnisse Seite 62 und 63, Abb. 30 und 31) so fillt auf, dass
die Messwerte der transient transifizierten Zellen den o.g. Proben am dhnlichsten waren. Fiir
Probe 7 fand sich kein vergleichbares experimentelles Modell. Es bestehen ausgeprigte inter-
individuelle Unterschiede beziiglich Genexpression und Oberflichenproteinproduktion. In

vitro Modelle konnen also nicht ohne weiteres auf in vivo Proben iibertragen werden.

9.3 HBV-Enhanceraktivitit unter dem Einfluss von HCV-Proteinen

Insgesamt dhnelt der Versuchsaufbau zur Wirkung der HCV-Proteine auf die HBV-Enhancer-
elemente dem von Schiittler et al. (2002). Diese fanden unter dem Einfluss des HCV-Core
eine Suppression des HBV Enhancers 1 von Faktor 11, sowie eine 3-4fache Suppression von
Enhancer 2. Es wurden dabei die gleichen Plasmide wie in diesem Versuchsaufbau
verwendet. In der vorliegenden Arbeit wurde jedoch kein Effekt des HCV-Core Proteins auf
die HBV-Enhanceraktivitit festgestellt. Es bestanden jedoch einige Unterschiede. Schiittler et
al. arbeiteten mit murinen AML 12- und humanen HepG2-Zellen, die Enhanceraktivitéts-
messung erfolgte nur am Tag 2 nach Transfektion. In dieser Arbeit wurden die Effekte der
HCV-Proteine in humanen Huh7-Zellen untersucht und die Enhanceraktivititen im Verlauf
von 2, 4, 6 und 8 Tagen gemessen. Auch die Methode der Standardisierung war eine andere.
Wihrend Schiittler et al. die Luciferase-Messwerte auf die Gesamtproteinmenge nach Zelllyse
bezogen, erfolgte hier die Normierung iiber das Renilla-Plasmid, welches zum einen die
Transkriptions- und Translationseffizienz, zum anderen die Lysatmenge angleichen soll. Die

in der vorliegenden Arbeit verwendete Normierung ist vorzuziehen. Wihrend Schiittler et al.
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die Suppressionswirkung des HCV-Core auf die HBV-Enhanceraktivitit in AML 12- und
HepG2- Zellen untersuchten, benutzte die Arbeitsgruppe um Shih die auch hier verwendete
Huh7-Zelllinie. Sie untersuchten die Auswirkungen des HCV-Core Proteins auf die HBV-
Expression (Northern Blot von 3,5kb und 2,1kb-RNA/ Suppression um Faktor 2-4), sowie die
Sekretion von HBs-, HBe- und HBcAg (Suppression um Faktor 2-4) und die Bildung reifer
Virionen (Suppression um Faktor 20). Es wurde auch eine Inhibition von kapsidverpackter
pragenomischer RNA um Faktor 14 nachgewiesen. Diese Effekte des HCV-Core traten
allerdings erst am Tag 6 post transfectionem auf, nachdem das HCV-Core-Protein in den
Nukleus transloziert war (Shih et al, 1993). In einer Folgearbeit dieser Gruppe im Jahr 1995
konnten am HCV-Core-Protein spezifische von den Proteinkinasen A und C phosphorylierte
Serinreste nachgewiesen werden, die diesen inhibitorischen Effekt des Core-Proteins re-
gulieren. Dabei sind die phosphorylierten Serine 99 (PKC) und 116 (PKA) essenziell fiir die
trans-Suppression des Core-Proteins. Aufgrund der Nukleinsidurebindungsfihigkeit des Core-
Proteins (Santolini et al., 1994) sowie der im Core-Protein vorhandenen NLS (nuclear locali-
zation site, Shih et al., 1993), geht diese Arbeitsgruppe von einer genregulatorischen Funktion
des HCV Core-Proteins aus.

Die genannte genregulatorische Funktion des Cores-Proteins postulieren auch Schiittler et al..
Sie fanden eine bZIP-Domine im HCV-Core Protein, iiber die eine direkte Bindung an
nukledre Rezeptoren moglich sein soll. Dafiir spricht z.B. die HBV-Suppression durch
E4BP4, welches ebenfalls ein Leucin-Zipper Doméne aufweist und als Dimer aktiv ist (Lai et
al., 1998). Das E4BP4 bindet dabei an die a-Box des HBV-CURS bzw. Enhancers 2 von ca.
1646B bis 1668B. An genau der gleichen Stelle wie E4BP4 bindet auch HLF (human
leukemia factor), ebenfalls ein Transkriptionsfaktor vom bZIP-Typ, welcher die Expression
von priagenomischer RNA in HepG2-und Huh7-Zellen steigert (Ishida 2000). Schiittler et al.
postulieren eine Bindung des HCV-Core an 1684B bis 1704B und 1755B bis 1768B im
Enhancer 2. Inwieweit diese von Schiittler et al. postulierten Bindungsstellen fiir das Core-
Protein der Realitit entsprechen, lédsst sich nicht eindeutig kldren. In der hier durchgefiihrten
Wiederholung des Experiments, allerdings in abgewandelter Form, konnte kein suppressiver
Effekt von HCV-Core Protein im zeitlichen Verlauf von 8 Tagen auf Enhancer 1 oder 2
nachgewiesen werden.

Neben den transaktivierenden bzw. supprimierenden Eigenschaften des HCV-Core Proteins

sind noch weitere Eigenschaften in diesem Zusammenhang zu diskutieren. Es gibt ver-
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schiedene Berichte iiber eine suppressive aber auch aktivierende Wirkung des HCV-Cores auf
den NF-kB-Signaltransduktionsweg (Yoshida et al., 2001), wobei das NF-kB auf Stimulation
durch TNFa, I1-1 und LPS in den Nukleus transloziert und durch Bindung an DNA die Trans-
kription verschiedener Gene, v.a. die der zelluldren Immunantwort sowie der Suppression der
Apoptose moduliert (Baldwin et al., 2001). Ebenfalls aktivierend auf das NF-kB wirkt das
HBxAg (Siddiqui et al., 2001) und das HCV-NS5A (s.u.).

Das NF-kB erhoht u.a. die Menge des Cyclin D1 (Baldwin et al., 2001). Die Cyclin D1
Menge wird ebenso durch STAT3 erhoht, welches wiederum von HCV-Core Protein
(Yoshida et al., 2002), aber auch von NS5A hochreguliert wird (Gong et al., 2001).

Neben diesen mannigfaltigen Effekten des HCV-Core Proteins spielen auch die Nicht-
Struktur Proteine des HCV, v. a. das NS3 und das NS5A eine grofe Rolle hinsichtlich ver-
schiedenster virozelluldrer Wechselwirkungen. So inhibiert das NS3 die Proteinkinasen A und
C (Borowski et al., 1997 und 1999) und verhindert somit prinzipiell die Phosphorylierung von
HCV-Core, die fiir dessen Inhibitoreffekt notwendig sein soll (Shih et al., 1995). In dieser
Arbeit konnte weder auf Enhancer 1 noch auf Enhancer 2 ein solcher Effekt des NS3 bzw. des
HCV-Core nachgewiesen werden. Allerdings steigerte NS3 bis NS5B und HCV-Core die
Enhancer 1 Aktivitit am Tag 8 post transfectionem um Faktor 2,3 gegeniiber der Leerprobe.
Dieser Effekt ist wohl nur auf NS3-NS5B zuriickzufithren, da die Nicht-Struktur-Proteine
schon alleine eine Aktivierung der Enhancer 1 Aktivitit von Faktor 2,0 bewirken. Interes-
santerweise fithrt NS3-NS5B zu einer 1,6fachen Repression der Enhancer 2 Aktivitidt am Tag
8, die auch unter zusitzlichem Einfluss von HCV-Core mit einem Faktor von 1,4 noch
teilweise erhalten bleibt. Offensichtlich besteht ein differenzierter Effekt der Nicht-Struktur-
Proteine auf die verschiedenenen Enhancer Elemente des HBV. Die von Shih et al. (1993 und
1995), Schiittler et al. (1999) bzw. Borowski et al. (1997 und 1999) gefundenen Ergebnisse
konnten nicht bestitigt werden. Eine bedeutende Rolle unter den HCV-Nicht-Struktur-Pro-
teinen spielt wohl NS5A, welches vielfiltige Wechselwirkungen mit zelluldren Proteinen und

Signalkaskaden aufweist. Als Zusammenfassung soll die folgende Tabelle dienen.

Inhibition von Aktivierung von | Effekt

STAT3 Transkriptionssteigerung

NF-kB Transkriptionssteigerung

CDK 1 und 2 verhindert Ubergang in S-Phase
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Inhibition von Aktivierung von | Effekt

CyclinD 1 verhindert Ubergang in S-Phase

Ifn 20 ind. PKR Translationssteigerung

Abb. 55 Einflussnahme von NS5A auf zelleigene Regulationsfaktoren

Inwieweit und in welchem Ausmal sich die dargestellten Einflussmoglichkeiten des NS5A
tatsdchlich auf die Enhancer-Aktivitit auswirken, kann nur vermutet werden. Unter Vernach-
lassigung einer moglichen Einflussnahme der anderen HCV-Nicht-Struktur Proteine, ist nach
den Ergebnissen der obigen Versuche von einer noch feststellbaren geringen trans-
aktivierenden Wirkung der NS auf den Enhancer 1 auszugehen (Faktor 2,1 am Tag 8) sowie
einem grenzwertigem inhibitorischen Effekt auf Enhancer 2 (Faktor 1,7 am Tag 8). Ob dieser
Effekt allein durch das NS5A erkliart werden kann, ist aus den Versuchen nicht ableitbar.
Allerdings ist davon auszugehen, dass aufgrund der vielféltigen Wechselwirkungen mit
zelluldren Proteinen das NS5A zumindest hieran beteiligt ist.

Im folgenden sei noch auf einige Eigenschaften des NS5A in Bezug auf die hier durchge-
fiilhrten Versuche gesondert eingegangen. NS5A steigert wie oben dargestellt die STAT 3
Konzentration in der Zelle (Reyes et al., 2002). Den Grund fiir diesen Anstieg lieferte Waris
et al. 2003. Durch Bildung von O,-Radikalen als Folge von oxidativem Stress steigt die Kon-
zentration von STAT 3 und NF-kB an. Als Folge des erhohten STAT 3 zeigte sich eine
gesteigerte Aktivitit des HBV-Enhancers 1, die durch eine Bindung von STAT 3 an den
Enhancer 1 begriindet wird (Waris et al., 2002). Ein weiteres Erkldrungsmodell fiir die
Aktivitatssteigerung von STAT 3 liefert MacDonald und Harris 2003. Sie wiesen nach, dass
STAT 3 die Menge an Cyclin D1 erhoht, welches wiederum die Zellen in der G1-Phase des
Zellzyklus arretiert. Wie schon oben erwidhnt kann dieser steady state Zustand mit einer
hoheren Syntheserate von viralen Partikeln einhergehen, dem die gesteigerte Enhancer 1
Aktivitat Rechnung trigt (Glebe et al., 2001). Neben den indirekten Effekten des NS5A iiber
Mediatoren gibt es auch Diskussionen iiber eine eventuelle Transaktivatoreigenschaft von
NS5A aufgrund einer NLS (nuclear localisation site) (Reyes et al., 2002). Beim Dengue
Virus, ebenfalls aus der Familie der Flaviviridae, transloziert das entsprechende NS5A
Korrelat in den Nukleus (Kato et al., 1997). Einem gekiirztem NS5A spricht man eine Trans-

aktivator-Rolle zu (Tanimoto et al., 1997). Reyes et al. fanden 2002 allerdings heraus, dass
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das Volllingen-NS5A nicht in den Nukleus transloziert. Somit bleibt eine direkte Wirkung
von NS5A auf die im Nukleus lokalisierten Enhancer-Elemente des HBV fraglich.

9.4 HBV-mRNA-Produktion unter dem Einfluss von HCV-Proteinen

Die HCV-Struktur- und Nicht-Struktur-Proteine (hier Core-Protein und NS3-NS5B) zeigen
keinen Effekt auf die HBV-mRNA Produktion. Weder die Gesamt-RNA- noch priaC/pg
mRNA-Konzentration zeigen signifikante Anderungen. Man findet einen allenfalls leichten
Anstieg des pg/Gesamt mRNA-Quotienten unter Einfluss der HCV-Nicht-Struktur Proteine
verglichen zur Leerprobe.

Dies deckt sich mit Ergebnissen von Chulanov und Gerlich (2003). In deren Arbeit wurden
u.a. die Effekte einer HCV-Koinfektion auf die HBV-DNA und HBsAg-Kinetiken bei sieben
Patienten mit einer akuten Hepatitis B untersucht. Hier zeigte sich keine Einflussnahme des
HCV auf die akute HBV-Infektion. Ahnliche Ergebnisse lieferten Shkurko/ Cheshik (2000).
Demgegentiiber ist das HCV in chronisch HBV-HCV Koinfizierten meist dominant gegeniiber
dem HBV (Sagnelli et al., 2000, Jardi et al., 2001). 2003 stellten Sagnelli et al. drei klinische
Fille mit akuter HBV-HCV Koinfektion vor, bei denen jeweils nach ca. 10 Tagen die HBV-
Infektion abgeklungen war (HBsAg neg., HBV-DNA erniedrigt, HBs-AK erhoht) und gleich-
zeitig die HCV-Viruslast anstieg.

Die von Shih et al. 1993 beschriebene Suppression prigenomischer mRNA um Faktor 2-4
durch das HCV-Core Protein wire mit den hier verwendeten Techniken nachweisbar
gewesen, konnte aber nicht gefunden werden.

Unter Beriicksichtung der oben beschriebenen Ergebnisse zeigen sich keine Auswirkungen
der gednderten Enhanceraktivitit unter den HCV-Proteinen auf die HBV-Transkription. Ins-
besondere die Transaktivierung von Enhancer 1 durch die HCV-Nicht-Struktur Proteine

spiegelt sich nicht in einer gesteigerten praC/pg mRNA-Produktion wider.
9.5 HBsAg-Produktion unter dem Einfluss von HCV-Proteinen
Uber die Effekte des HCV-Core Proteins auf die HBV-Transkription und Translation wurde

schon oben eingegangen. So sprechen Shih et al. 1993 dem HCV-Core-Protein eine Hemm-

ung der HBsAg Produktion um Faktor 2-4 zu. In den hier aufgefiihrten Versuchen konnte
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dieser Effekt widerlegt werden. Das Core-Protein hat keine Auswirkung auf die HBsAg-Pro-
duktion.

In der schon oben angesprochen Arbeit von Chulanov und Gerlich (2003) konnte ebenfalls
kein Effekt des HCV auf die HBsAg-Verlaufe bei akut HBV-Infizierten nachgewiesen
werden. Neben dem grundsitzlichen Unterschied in vivo und in vitro, ldsst sich feststellen,
dass die von Chulanov und Gerlich dargestellten HBsAg-Konzentrationen frithestens am Tag
5 nach dem ersten Krankheitstag erstmals bestimmt wurden und die HBsAg-Elimination im
Verlauf als Basis fiir die oben gemachte Feststellung diente.

Wie oben nachgewiesen fithren die HCV-NS3-NS5B zu einer Steigerung der Enhancer 1- und
einer Inhbition der Enhancer 2-Aktivitit. Dem steht gegeniiber, dass die mRNA-Produktion
unter Einwirkung der HCV-NS3-NS5B unbeeinflusst bleibt. Somit liegt ein Effekt der HCV
Nicht-Struktur Proteine auf Ebene der Translation nahe.

Im folgenden sei eine mogliche Erkldrung fiir den suppressiven Effekt der NS3-NS5B auf die
HBsAg-Produktion dargestellt. Uberlebensstrategie des HCV ist die Viruspersistenz in der
Wirtszelle bei einer gleichzeitig moglichst hohen Replikationsrate. Wie schon in der Ein-
leitung dargestellt, besitzt das HCV besondere Eigenschaften hinsichtlich der Initiation der
Translation seiner RNA-Molekiile. Dabei spielt die IRES (internal ribosomal entry site) des
HCV eine Schliisselrolle. Es handelt sich hierbei um einen cap- und Translationsfaktor
unabhédngigen Mechanismus der Translationsinitiation. In der Abb.56 ist die Struktur der
HCV-IRES dargestellt. Das Startcodon AUG liegt in der Domine IV. Fiir die Translations-
initiation wird lediglich das elF-2, elF-3 und elF-5 benotigt (Kieft et al., 2001). Das elF-4,
welches die cap-Gruppe der zelluliren mRNA bindet, ist nicht notwendig fiir eine erfolg-
reiche Translationsinitiation. Das elF-3 bindet dabei iiber die Doménen III b, III a und J III
abc an die IRES. Die 40S Ribosomen-Untereinheit bindet von III a, III ¢, J III abc, III d bis 111
e. Es liegt also eine Uberschneidung in der Doméne III a und J III abc vor. Dieser Komplex
ist offensichtlich fiir die korrekte Positionierung des Startcodons an den Ribosomen verant-
wortlich. Das elF-2 transferiert die Starter-tRNA auf die kleine ribosomale Untereinheit, das
elF-5B ist fiir die Assoziation des 48 S Komplexes und der 60 S Ribosomen Untereinheit ver-
antwortlich. Vor dem Hintergrund dieser speziellen Molekularbiologie supprimiert NS5A die
Produktion von elF-4 iiber Hemmung des p38 Signalweges (He et al., 2001) und stimuliert
iiber Hemmung der PKR (Proteinkinase R) die Bildung von eIF-2 (Reyes et al., 2002). Dies

fiihrt somit zu einer Herabregulation der cap-abhédngigen Translation und erlaubt gleichzeitig
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die effiziente IRES abhingige Translation. Dies wire ein sinnvoller Mechanismus im
Lebenszyklus des HCV und liefert eine mogliche Erklidrung fiir den inhibierenden Effekt der
NS3-NS5B auf die HBsAg-Produktion des HBV, da hier die Initation der Translation cap-
abhéngig ist.

Alternativ konnten die HCV-NS-Proteine ko- oder posttranslational die HBsAg-Morpho-
genese und Sekretion hemmen. Die Translation findet am rauhen endoplasmatischen Retiku-
lum statt, wo auch HBsAg synthetisiert wird. Die HCV-Replikation findet an einem von HCV
induzierten ,,membranous web* statt, das sich wohl indirekt vom endoplasmatischem Retiku-
lum ableitet. Damit wire der starke Effekt auf die HBsAg-Produktion zu erkldren, obwohl die

mRNA-Menge nur wenig verringert ist.

Abb. 56 Schematische Darstellung der HCV-IRES nach Kieft et al., 2001.
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10 Zusammenfassung

Als bedeutendes humanpathogenes Agens ist das Hepatitis B Virus Gegenstand zahlreicher
aktueller experimenteller Untersuchungen. Dabei unterscheiden sich hédufig die angewendeten
Rahmenbedingungen des Versuches. Dazu zihlen héufig verschiedene Zellsysteme sowie
unterschiedliche und nicht standardisierte Kulturbedingungen. Hier zeigten sich je nach Zell-
system und Zellzusatz grofle Unterschiede in der HBV-Expression. Insbesondere die transient
transfizierte HepG2-Zelllinie mit dem episomal gelegenen HBV-Plasmid zeigte in Abhéngig-
keit der Kulturbedingung eine stidrkere Varianz in der HBV-Expression als die stabil trans-
fizierte Hep(G2.2.15 Zelllinie. Es konnte damit gezeigt werden, dass die Darstellung der ange-
wendeten Untersuchungsbedingungen zur Einordnung der Ergebnisse von HBV-Trans-
fektionsuntersuchungen in Zellsystemen essenziell ist.

Die Untersuchung der HBV-Expression in Leberproben sollte zusitzlich einen Vergleich zu
in vitro Daten ermdoglichen. Es zeigte sich, dass insbesondere die transient transfizierten
HepG2-Zellen hinsichtlich der HBV-Expression eher Parallelen zur natiirlichen HBV-Infek-
tion aufweisen als stabil transfizierte HepG2.2.15-Zellen. Weiterhin liegen grof3e interindivi-
duelle Unterschiede in der HBV-Expression bei verschiedenen Patienten vor, so dass das in
vitro Model trotz aller Ahnlichkeiten zum transient transfizierten HepG2-Zellsystem nicht
kritiklos auf eine natiirliche Infektion iibertragen werden sollte.

Im Rahmen der natiirlichen HBV-Infektion ist zudem an Koinfektionen mit anderen hepato-
tropen Viren zu denken. Diese konnen die HBV-Expression in unterschiedlicher Weise be-
einflussen. Hier wurde der Effekt des HCV-Core Proteins sowie der HCV-NS3-NS5B unter-
sucht. Letztere wiesen einen deutlich inbitorischen Effekt auf die HBs-Ag Produktion auf,
ohne jedoch die mRNA-Produktion des HBV zu beeinflussen. Stattdessen zeigten sie sogar
transaktivierende Effekt auf den HBV-Enhancer 1. Aufgrund der Nutzung einer gemeinsamen
Zelle als Wirt sind bei jedem koinfizierten Virus gegenseitige Wechselwirkungen anzu-
nehmen bzw. zu vermuten. Da héufig eines der infizierten Viren hinsichtlich seiner Aktivitit
dominat ist, hat dies auch eine unmittelbare Konsequenz in der Behandlung von koinfizierten

Patienten.
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Wiesbaden, Med. Klinik I, Kardiologie, Prof. Dr.
Sigmund

Assistenzarzt im Stidtischen Klinikum Ludwigs-

hafen, Med. Klinik B, Herzzentrum, Prof. Dr.

Senges
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2001 Erstes Staatsexamen

2000 Arztliche Vorpriifung

1998 — 2005
Famulaturen

2002

2002

2001

2001

Zivildienst

1997 — 1998

Schulische Ausbildung

Gesamtnote Abitur

1988 — 1997

1984-1988

Endnote 2.0

Endnote 2.0

Justus Liebig Universitidt Gielen

Klinik fiir Neurologie, Weilmiinster

Thorax- und Abdominalchirurgie, Florence
Nightingale Krankenhaus, Diisseldorf
Schwerpunktpraxis Kardiologie, Gieflen
Institut fiir Pathologie, Justus Liebig Universitét

Giellen

Caritas Sozialstation Limburg

Alten- und Krankenpflege

1.5

Gymnasium Tilemannschule Limburg

Grundschule Beselich
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