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Einletung SHte 1

1 Einleitung

1.1 Das Hepatitis B Virus

Das Hepditis B Virus (HBV) gehdrt ener Gruppe von Viren an, die aufgrund ihres
Lebertropismus (Nowodawski & d., 1972; Johnson & d., 1978, Mason & d., 1980) und ihres
DNA-Genoms ds Hepadnaviren bezeichne weden. Durch  &mnliche Mekmde in  der
Epidemiologie, des Infektionsverlasfes, der molekularen Struktur und der hohen Wirtspezifitét
werden diesr Familie wetere Viren zugeordnet (Robinson, 1980; Robinson & d., 1982, Gus et
d., 1986). So wurden ds Sauger-Hepadnaviren das Woodchuck Hepatitis Virus (WHV) des
nordamerikenischen  Wadmurmdtiers (Mamota monax; Summers & d., 1978) sowie das
Ground Squirrd Hepditis Virus (GSHV) des Erdhdrnchens der amerikanischen Westkiiste
(Spermophilus  beecheyi; Maion e d. 1980) idetifiziet. Zu den Avihepadnaviren, die be
anlicher Grofle, Genomorganistion und  Replikaionszyklus  kein - mittleres  Hullprotein
aufwesen (Schodd et d., 1989), gehdren das Duck Hepditis B Virus (DHBV) der Pekingente
(Anas Domedicus Mason et d., 1980) und das Heon Hepatitis B Virus (HHBV) des
Graurehers (Adrea cinereg; Sprengd et d., 1988). Neben diesen gut untersuchten Virusarten
wurden Hepadnaviren noch b Primaten bzw. anderen V ogdarten gefunden.

Da virde Hepditiden wdtwet zu den am haufigden beobachteten Infektionskrankheiten geht-
ren, ist das Interesse an der Erforschung des Hepatitis B Virus sehr gro3 Mit dem Hepatitis B
Virus and eéwa 350 Millionen Menschen chronisch infiziert, schwerpunktsmddg im  tropischen
Tell Afrikes und im odasdischen Raum (Szmuness & d., 1978). Das Virus zegt en bretes
Soektrum  klinischer  Symptome, die vom  ingpparenten  Krankheitsverlauf  mit - Ausheillung  Uber
ene dille Infektion ohne sxrologische HBV-Maker bis hin zur akuten bzw. fulminanten
Infektion mit Leberversagen reichen. Patienten mit perddtierender aktiver Hepatitis B weisen en
ehthtes Risko auf, ene Lebezirhose zu entwickdn. Auch die Entwicklung enes
hepatocdlul&ren Carcinoms (HCC), das mit ener geschéizten Inzidenz von 500000 bis 1 Million
pro Jar ene der haufigten Krebsaten der Wdt dargdlt (Popper, 1988), is be chronischen
HBV-Trggan 100- bis 200-fach héufiger ds in nicht infizieten Populationen (Beedey e 4.,
1981; Fattovich et d., 1988). Dabe gdlt HBV ene Haupturssche fir die Entstehung des HCCs
dar.

Das Wildyp-HBY sdbgst i nicht cytopathogen. Die ausgddste Hepditis wird ds
immunologische Antwort des Organismus verdanden (Chisxri & d., 1995). AntikOrper werden
gegen dle Virugroteine, das grole (LHBs), das mittlere (MHBS) und das kleine virde
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Oberfléchenprotein  (SHBs), sowie gegen das virde Nukleokapsd (HBCAgQ), das e-Antigen
(HBeAg), das P-Protein und das X-Proten (HBx) gebildet. Die zdlulde Immunantwort be
akuter Hepatitis i for die Aushelung wichtig, wahrend se be chronischer Infektion nahezu
vollgéndig fehlt (Ferrari et d., 1990; Rehermann et dl., 1995).

Die animden Hepadnaviren haben eine dnliche Virussruktur (Abbildung 1.1). Das Virion ig
en gphdisch geformtes Patikd mit e@nem Durchmesser von 45 nm in der Negdtivkontras-
Elektronenmikroskopie (Dane e d., 1970). Die aul¥ere Virushllle (Hepatitis B surface Antigen,
HBsAQ) beseht hauptsichlich aus virden Proteinen und Glycoproteinen und rdativ wenig Lipid.
Innerhdb der Virushiile befindet sch der ca 30 nm grole ikosaedrische Innenkorper, auch Nuk-
leokapsd oder Core genannt (Almeida e d., 1971). Das Nukleokapsd besteht aus Core-Dimeren
(Safer e d., 1993) und enthdt bei refen Hepditis B Viren auler der partidl doppedrangigen
virden DNA (Robinson und Greenman, 1974) auch die virde Polymerae (Kgplan e d., 1973;
Robinson und Greenmean, 1974) und die zdlul&re Proteinkinase C (Kann et d., 1993).

HepatitisB Virus

-
K e

%0asd

Abbildung 1.1: Struktur des Hepatitis B Virus. Dagestelt snd die Oberflachenproteine
LHBs MHBs und SHBs mit ihren PraSl- und PraS2-Doménen, das HBCAgQ, die reverse
Transkriptase (RT) und das Terminde Protein (Pr) am 5-Ende der 32 kb (-)-Strang-DNA (aus
Gerlich, 1993).

PraS1
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Die Genomorganisation der Siuger-Hepadnaviren ig sghr dhnlich (Abbildung 1.2). Die 32 kb
lange DNA (Tidlas e d., 1981) liegt ds zrkuldes und patiel doppedrangiges Molekil vor
(Summers @ d., 1975). Die beiden DNA-Srrdnge snd nicht kovdent geschlossen. Der Plusstrang
ig unvollgandig, der Minusstrang bedtzt an ssnem 5-Ende en kovdent gebundenes termindes
Protein (Gerlich und Robinson, 1980), die virde Polymerase (Batenschlager und Schdler,
1988). Die zrkulge Konfiguraion des DNA-Molekils wird durch Basenpaarung zwischen dem
Minussrang und dem Plusstrang eméglicht (Chanay et d., 1979; Satler und Robinson, 1979;
Sddiqui e d., 1979; Dgean e d., 1984; Summers, 1984; Will et d., 1987).

Abbildung 1.2 Genomorganisation des Hepatitis B Virus. Dagestdlt ist des virde Genom
mit der virden Poymease und der Primase, die verschiedenen auf ihm lokdiserten offenen
Leserahmen und die von ihnen transkribierten Messenger-RNAS (aus Kann und Gerlich, 1998).
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Das Genom benhdtet vier offene Leserahmen (ORF), die dch tellwese Uberlappen und dle auf
dem Minusstrang kodiet snd. Der grolde offene Leserahmen kodiert fir die virde Polymerase,
deren unterschiedliche Domédnen ds termindes Protein (Primase), reverse Transkriptase bzw.
DNA-abhéngige DNA-Polymerase und Ribonuklesse H fungieren. Ein anderer Leserahmen mit
zwel  veschiedenen Satcodons dient fir die Kodierung des HBcAg und des HBeAg. Die
Virushillle besent aus den Obeflachenantigenen (HBSAgQ), weche von enem waeiteren
Leserahmen kodiert werden. Die Startcodons fur LHBs, MHBs und SHBs liegen im gleichen
Leseragter. Der letzte und klenge ORF der animaen Hepadnaviren kodiert fir das HBx (Meyers
et d., 1986). Die Rolle des HBx ig noch wetgehend ungeklat. Beschricben wurden ene
Vidzahl regulaorischer Funktionen in der  transkriptiondlen Aktivierung zdlulder und virder
Gene. Daba wirkt das X-Protein ds indirekter Transkriptionsaktivator, der zusammen mit
weteren  Transkriptionsfektoren  Uber  Protein-Protein-Wechsdwirkungen  interagiet  und  durch
die Pratenkinese C die zdluld&e Sgndtransduktion aktiviet (Twu und Schloemer, 1987, Zahm
et d., 1988, Colgrove & d. 1989, Koke & d. 1989, Kekulé e d. 1993). Veasuche mit
Mutationen im HBx-Bereich legen nahe, dd? das HBx-Protein nach dea  Trandektion
permanenter  Zdlkulturen in vitro entbehrlich fir die Virugoroduktion i (Blum e d., 1992).
Dagegen ruft jedoch die Trandektion von WHV-DNA ohne funktiondlen HBx-ORF in die Leber
von Wddmurmdtieren keine Infektion hervor, was somit zeigt, da3 HBx fir die Replikation in
vivo notwendig ig (Chen & 4d., 1993, Zoulim e d., 1994). Weterhin konnte nachgewiesen
werden, dal das HBx-Proten die Transkription vider Gene durch die Transaktivierung van
Promotoren  aktiviet (Ubersicht bei Rossner e d., 1992). HBx interagiet mit Proteinen im
Zdlken und Cytoplasma, die unter anderem in zdlul&e Prozesse wie Proteolyse, Transkription,
Regulation des Zdlzyklus und DNA-Reparatur eingebunden snd (Magure e d., 1991; Fetdson
e d., 1994; Tekada et d., 19%4; Fischer et d., 1995, Lee & d., 1995; Haviv & d., 1996, Huang
etd., 199, Linet d., 1997).

1.2 Transkriptionsprodukte und Promotoren des Hepatitis B Virus

In HBV-infizierten Hepatocyten lassen dch vier virde Haupttranskripte nachweisen (Abildung
1.2). Die Transkription diesr virden RNAs beginnt an verschiedenen Startpunkten auf der DNA,
de enden jedoch dle an @nem gemeinsam genutzten Polyadenylierungssgnd. Die Ubergeordnete
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Stewperung efolgt von vier verschiedenen Promotoren, diese Snd der PréC/Core-, der PraSl-,
der Pr&S2/S und der X-Promotor.

Die virden Transkripte werden in genomische und subgenomische RNAs engeelt. Die
genomischen RNAs besitzen mit 35 kb mehr ds eine Genomlénge (32 kb) und snd temind
redundant. Man unterscheidet aufgrund der heterogenen 5-Enden zwei Klassen. Die langere
pr&C-mRNA datet 29 Nukleotide vor dem Pr8C-Startcodon und welst gegeniber der kirzeren
en zusizliches Startcodon auf. Von diessr RNA wird das HBeProtein trandatiert. Die etwas
kirzere Core-mRNA beginnt 4 Nukleotide nach dem PraC-ATG und enthdt dadurch nur das
Core-Startcodon. Sie dient zum enen ds Matrize zur Synthese des HBc-Proteins und der virden
Polymerase, zum aderen ds CoremRNA fir die Synthese des genomischen Minus-DNA-
Stranges. Eine Ubersicht (ber die verschiedenen Elemete ig in Abbildung 1.3 ds auch im

Ergebnigel in Abhildung4.1 gegeben.

8-p-Ddetion
o PriCSat  CoreSat
| | # T ]
F—— Enhancer il ——— mMRNA
Basaler Core-Promotor
Alpha-Box I |
| L4 Core Promoter |
BIF RFX1 E4BP4 HNF4 HNF4

SP1 G/EBP HNF3 HNF3 SP1 8P1 COUP-TF TBP

o0 OOREE —H-00 B O >

Abbildung 1.3: Bindungsstellen fur Mitglieder der Kernrezeptorfamilie im Bereich des

PraC-Promotor s, des Core-Promotors und des Enhancer I1.

Der Core-Promator liegt 50 Nukleotide vor dem Stat des Core-Gens und is leberspezifisch. Er
umfald Bindungsstdlen fir ene Vidzahl von Transkriptionsfektoren der  Kernrezeptorfamilie,
wie den hepaonuklegren Faktor 4 (HNF4) und COUP-TFL (chicken ovabumin upstream
promoter transcription factor 1) (Raney et d., 1997, Yu und Mertz, 1997). In ihm kann der basde
Core-Promotor (BCP) von Pos 1744-1851 abgegrenzt werden. Er igt fir die |eberspeafische
Aktivitt des Core-Promotors (Zhang und MclLachlan, 1994) wichtig, der die Transkription der
PréaC- und CoreemRNA steuert.
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Die subgenomischen mRNAs codieren fur die virden Oberflachenprotene und das X-Protein.
Der fir das LHBs zugdndige SPI-Promotor it hoch leberspezifisch und gilt ds der schwéchde
im HBV-Genom. Er bendtigt zu saner Aktivierung den |eberspezifischen Transkriptionsfaktor
HNF1 (Courtois e d., 1988). Das MHBs und SHBs dehen unter der Kontrolle des PréS2/S
Promotors  (SPII-Promotor), der nicht leberspezifisch id. Die klende subgenomische mRNA
kodiert fir das X-Protein und wird vom X-Promotor aus reguliert.

Weterhin enthdlt das HBV-Genom zwei Enhancer: Der Enhancer | (Enhl), der vor dem X-Gen
liegt, versarkt die Expresson des X-Gens und vor dlem die des Core-Gens (Antonuccd und
Rutter, 1989). Der Enhancer II (Enhll) liegt sromaufwéarts vom Core-Promotor im Leseraster des
X-Proteins und wird auch ads stromaufwéarts gelegene regulaorische Sequenzen (URS (Yuh et
d., 1992) bezeichna. Ein wichtiger Bestandtell dieses Bereiches ig die AlphaBox (Pos.1646-
1668), die CCAAT/Enhancer-bindendes-Protein g (C/EBP a) oder mit diessm im Zusammen
hang sehende Transkriptionsfaktoren bindet (LopezCaborera e d., 1990; Yuh und Ting, 1993).
Der Enhll vergérkt die Expression des Core, S und X-Gens (Yee e d. 1989). Wéhrend
der Enhancer | nicht nur durch leberspezifische Transkriptionsfaktoren aktiviert wird, bindet der
Enhancer 1l nur Transkriptionsfaktoren, die fir die Leber spezifisch sand (Yuh et al., 1992). Fir
die lebergpezifische Expresson der HBV-Gene ig vemutlich die kombiniete Aktivitd der
beiden Enhancer verantwortlich.

Allgemen gnd Promotoren Bereiche, die ene Erkennungs- und Bindungsstelle fir RNA-
Polymerasen darddlen und die Transkription bestimmter mRNAs regulieren. Se befinden dch
dromaufwéarts in der Néhe des Stats der mRNAs. Der CorePromotor spezidl ig fur die
Transkription der Core- und PraC-mRNA verantwortlich. Dabei konnen der PraC- und Core
Promotor in ihrer Funktion nur atefizidl getrennt werden (Yu und Metz, 1996). Dagegen ig
die Funktion von Enhancarn weitrechender ds die von Promotoren. Se konnen bis zu mehreren
Kilobasenpaaren stromauf oder —abwarts enes Promotors liegen und auf mehrere Promotoren
Einflud nehmen. De Enhancer I im Bereich des X-Gans aktiviet die Expresson sowohl des
Core-Gensas auch des S und X-Gens.

1.3 Varianten des Hepaititis B Virus

Hepaitis B Virus-Trager konnen sowohl dak unterschiedliche Krankhdtshilder ds  auch
verschieden hohe HBV-DNA-Titer im Serum aufweisen. Dabel konnen hohe Titer ds auch
niedrige Titer mit diller Hepatitis ohne Krankheatserscheinungen einhergehen.
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In hochviramschen HBV-Trégern werden bis zu 1013 Viruspatikd am Tag produziert. Geht man
von dner Fehlarae der reversen Transkriptase von 1:10%-10° aus (Robets e d., 1988), <0
konnten tiglich 10° Genome mit ener neu alfgetretenen  Mutation gebildet  werden.
Punktmutationen werden héaufig wahrend der reversen Transkription beobachtet. Deetionen im
HBV-Genom entdehen zusitzlich bem Splefen dar CoreeRNA (Su et d., 1989, Suzuki & 4.,
1989), durch Topoisomerase | Spdtung oder Ligaion von HBV-DNA (Wang und Ragler, 1991).
Dies tritt auch wahrend nicht homologer Rekombination von lineerer HBV-DNA, die be
aberranter Genomreplikation entsteht (Y ang und Summers, 1995; Yang et d., 1996), auf.

Spontane  Verdnderungen an mehreren  Posdtionen des HBV-Genoms weden  héaufiger  be
glechzatiger Infektion enes Patienten mit sak verschiedenen HBV-Genomen, Genomtypen
und Subtypen beobachtet (Tran et d., 1991; Ginther e d., 1992, Kremsdorf et d., 1996, Bahn et
d., 1997; Gerner ¢ d., 1998) ds nach Neumutationen.

Die 30 entdandenen Vaianten konnen entweder eine sdbsandige Replikation aufweisen , auf die
Vebindung mit eénem Wildtyp-Virus oder patiel defekten Virus angewiesen sein oder komplett
defekt und somit unfahig zur Replikation sain.

HBV-Genome von Paienten, die durch nosokomide Hepatitis B Audbriiche infiziert wurden,
haben nahezu homologe Genome (Repp et d., 1993, [4]; Yusof et d., 1994; Asshina et d., 1996,
Hardieet d., 1996).

1.4 Varianten im Bereich des HBV Core-Promotors

Laskus e d. (1994, [b]) gelten fedt, da? natlrlich vorkommende HBV-Vaianten des PraC-
Promotors den HBx-ORF bednflussen und somit zu ener mdglichen Reduktion  der
Transkription fihren. Mutationen im  Core-Promotor  heben enen negaiven Effekt auf die
Expresson von HBeAg (Buckwold e d., 1996, Ginther et d., 1996; Scaglioni & d., 1997), das
mdglichewese notwendig is, um ene chronische Infektion durch HBV hervorzurufen (Milich
et d., 1990). HBx ist daba gehéauft von Mutationen betroffen (Kidd-Ljunggren et d., 1997).

Innerhdb des Core-Promotors kénnen verschiedenatige Mutaionen unterschieden werden, die
gch in drukturdler, funktiondler und epidemiologischer  Weise unterscheden. Der Grofdell
findet sch im Berech der Bindungsstdle des Core-Promotors, der klenere Tal beeinflud de
URS. Die haufigge Mutation im Core-Promotor i en A nach T Basenaustausch an Pos. 1762,
kombiniert mit enem Basenaugtausch von G nach A an Pos 1764
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Finf weltere, jedoch sdtener auftretende Mutationen im Bereich der Bindungsstdle des Core
Promotors  konnten isoliet werden: Die in der vorliegenden Arbet untersuchte Deetion der
Nukleotide 1763-1770 erzeugt eine schwache Bindungsstelle fiur HNF1 (Glnther et d., 1996).
Desveteren werden Insertionen und Deeionen, kombiniet mit Punktmutationen  gefunden
(Ginther e d., 1996, Pult e d. 1997), die dake HNF1-Bindungsstdlen dargelen,
Punktmutationen  oder  Insationen, die  Ahnlichket mit  HNF3-Bindungsstellen  zeigen,
Deletionen, die kenele Ahnlichkeit zu Bindungsstdlen fir Transkriptionsfaktoren aufweisen
und Punktmutationen an Pos. 1766 und 1768. Diese sdteneren Vaianten produzieren im
Veglech zum Wildtyp weniger PraC-mRNA und HBeAg in der Zdlkultur (Ginther et d., 1996;
Moriyama, 1997; Scaglioni & d. 1997), zegen jedoch erhdhte Transkription von Core-mRNA
(Baumert e d, 199; Gunther & d., 1996, Moriyama, 1997), was e@n Grund fir die geteigerte
Replikation ig (Baumet e d. 1996, Gunther & d., 1996, Moriyama, 1997; Pult e d., 1997,
Scaglioni e d., 1997). Ba Vorliegen ener HNF1-Bindungsstele snd sowohl Transkription as
auch Replikation erhtht (Ginther et d., 1996; Pult & d., 1997). Die Sdektion der dteneren
Core-Promator-Varianten i noch nicht geklat, se seit moglicheeweise im Zusammenhang mit
ihrer reduzierten HBeAg- Synthese.

Durch die Uberlappung des Core-Promotors mit dem X-Gen besinflussen die CorePromotor-
Vaianten héaufig die Sruktur und somit auch die Funktion des X-Proteins Nahezu dle
Deeionen und Insertionen im Core-Promotor verschieben den X-GenLeserahmen und fuhren
dann zu der Produktion von vekirzten X-Proteinen mit verandertem C-terminden Bereich, der
fir die Transktivierung und die Interaktion mit zeluld&en Proteinen wichtig it (Arii e d., 1992;
Runkd et d., 1993; Fischer et d., 1995, Huang e d., 1996). Dieses verkirzte X-Protein ist dann
jedoch nicht mehr in der Lage, Apoptose zu induzieren. In WHV ig diese Doméne notwendig fur
die Infektion in vivo (Chen et d., 1993), das gleiche mag fir HBV gdten. Dies liefert ene
Erklaung dafir, dad Core-Promotor-Vaianten in vivo normdewedse zusammen mit HBV-
Varianten auftreten, welche das gesamte X-Gen exprimieren.

Die in der vorliegenden Arbet untersuchte Deetion von 8 Basenpaaren Pos. 1763-1770 im
Bereich des Enhancer 11/Core- und PraC-Promotor (carboxytermind) des HBx wurde entweder
sooradisch  (KiddLjunggren e d., 1997) oder gehauft be Pdienten unter Immunsuppresson
(Ginther e d., 1996; Repp e d. 1992, Schidger & d., in Revison) beschrieben In der von
Repp e d. (1992) beschriebenen immunsupprimierten  Patientenpopulation, HBsAg-Subtyp
aw?2, Genotyp D, zeigte sch keine oder nur ene sehr schwache Immunantwort gegentiber dem



Einletung Sdte 9

Hepatitis B Virus. Es entwickdte dch kene oder nur e@ne minimde Hepaitis und die
Transaminasen lagen im Normbereich. Aul3er Antikorpern gegen HBCAg waren keine welteren
gegen HBV-Antigene gerichteten Antikorper nachweishar (Repp e d., 1992). Es fanden dch
jedoch sehr hohe HBV-DNA-Titer (bis Uber 10° Genoméquivaente/ml). Die 8bp-Deletion war
in5-24 % dler Genome nachwe shar.

1.5 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbet sollte untersucht werden, ob die HBV-Vaiante mit einer 8-Basenpaar-
Deetion (Pos.1763-1770) im X-Genbereich im Vegeach zum Wildyp ene verdnderte
Transkription  aufwels, und inwiewet hepatonukletre Transkriptionsfektoren hierauf  Einflufd
nehmen.

Um die Grundektivitt des Wildtyp-Enhancer 1l mit der 8-bp-Deeionsvariante zu vergleichen,
gllten diee in  Chloramphenical-Acetyl- Transferase  (CAT) exprimierende  Vektoren  kloniert
werden, um anschlief¥end in CAT-Versuchen die CAT-Expresson zu messen.

Des weteren sollten der Pr&C-Promotor und der Care-Promotor der 8-bp-Deetion und des
Wildtyps in Luciferase-Vektoren kloniet werden. Durch Zugabe der  Transkriptionsfaktoren
HNF1, HNF4 und COUP-TF1 <ollte deren Einflud auf die Expresson diesss Genomabschnittes
in Luciferase-Versuchen untersucht werden

Mittds Gdreadaionsandyse <ollte die Bindung von HNF1 an die Sequenz mit der 8-bp
Deletion dargesteIt und durch Kompetition die Stérke dieser Bindung bestimmt werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien, Puffer, Losungen, Medien, Verbrauchsmaterialien, Geréte

Die Chemikdien, sowat nicht andes im Text vemekt, wurden von der Hrma Sgma
(Deisnhofen) und Merck (Darmdadt) in der Qudité pro andys oder reing bezogen. Als
Radiochemikdien wurde [a®2P]-dCTP (3000 Ci/mM) von der Firma Amersham (Braunschweg)
und dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) von Pharmacia (Freiburg) erhdten. Das verwendete
Wassr dammte aus der Reingwasseranlage des Indituts fir Medizinische Virologie, Gief3en.
Puffer, LOosungen, Medien, Verbrauchamateridien und Gerde werden an entsprechender Stele
im Text aufgefiihrt.

2.2 Oligonukleotide fiir Gelretardationsanalysen
(Electrophoretic mobility shift assay, EMSA)

Als Wildtyp-Oligonukleotide wurden die HBV-Sequenzen von Pos.1756-78 verwendet:

Wildyp-s 5-CGGTTAAAGGTCTTTGTATTAGGAT-3

Wildtyp-as 5-CTAGATCCTAATACAAAGACCTTTAACCCCATGS
Das Varianten-Oligonuklectid unterscheidet sch nur in der 8-lgp-Deletion von Pos.1763-70:
Vaiante-s 5-CGGTTAAATATTAGGAT-3

Vaiante-as 5-CTAGATCCTAATATTTAACCGCATG-3

Als Nachwels der Bindungssdle fir HNF1 wurden die Oligonukleotide HNF1-consensus-s und
-as vawendet, die ds dsDNA die Bindungsstdle fir HNF1 aus dem Promotor des humanen
Albumingens bilden (Mendd und Crabtree, 1991).

HNF1-consensus-s 5-CGTAGATTATTAACT-3

HNF1-consensus-as 5-CTAGAGTTAATAATCTACGCATG-3

Die kursven Nukleotide dgdlen die Ubehdngenden Enden ds  Schnittselen  fir
Redtriktionsendonukleasen dar, die Sequenz CTAG i fur Xbal, CATG fur Sphl spezifisch.
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2.3 Primer fur Plasmidkonstruktionen

HBV-X-s(1)  (13741407) 5-CCCAAGCTTATGGCTGCTAGGCTGTGCTGC-3
HBV-X-as(l) (18331818 5-GGAATTCATGGCTGCTAGGCTGTG -3

LHBsks (2842-2861) 5 -CCTCCCATGGTGTAGCTCTT-3

LHBs2as (2699-268]) 5 -GGGGTACCGCCCTTTGACAAAGGAAT-3
HBV-X-5(2)  (1730-1750) 5-GAAGATCTGACTGGGAGGAGTTGGG3
HBV-X-as(23) (1822-1800 5 -GTTCCATGGTGCTGGTGCGCAGA-3

HBV-X-as(Z) (1907-1886 5 -ATGTCCATGGCCCAAAGCCAC-3

HBV-s 5-CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCTTTTTCACCTCTGCCTAATCA-3
HBV-&s 5-CCGGAAAGCTTGAGCTCTTCAAAAAGTTGCATGGTGCTGG-3

2.4 Antikorper

RAD1: Der Xenopus-HNF1-spezifische monoklonde Antikdrper RAD1 wurde von Herrn Prof.
Ryffd, Virologisches Inditut der Universté Essen, freundlicheeweise zur Verfigung
gestdlt. Er erkennt humanes HNF1 und igt fir EMSAS gesignet.

x-AKD: Der HBx-Peptid-goezifische  monoklonde Antikdrper  wurde  freundlicheweise  von
Herrn Prof. Schroder, Deutsches Krebsforschungszentrum Heldelberg, zur Verfligung
geddlt.

2.5 DNA-Langenstandards

DNA-Langendandard VIII, Grole der Banden in bp: 1114; 900; 692; 501/489; 404; 320; 242
190; 147; 124; 110; 67; 37/34/26/19

1 kb-DNA-Ladder, Grole der Banden in bp: 12216; 11198, 10180; 9162, 8144; 7126; 6108;
5090; 4072, 3054; 2036; 1636; 1018; 506/517; 396; 344; 298, 220/201/154/134/75

Bede Standards wurden von der Firma Boehringer Mannheim, bezogen.
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2.6 Zellinien

Die Veasuche wurden mit der Hepaoblastom-Zdline HepG2 durchgefiirt. Diese  Zelen
produzieren HNFlL. Se wurden aus dem Biopsemaeid enes prim&en humanen
Leberzdlkazinoms isoliet (Aden e d., 1979). Hiebe handdt es sch um hochdifferenzierte
Leberparenchymzellen, die keine HBV-DNA enthdten. Urspringlich wurden diese Zdlen von
Herrn Prof. D. Ganem (UCSF San Francisco, USA) bezogen und werden sat Jehren im Ingtitut
fur Medizinische Virologie, Gief¥en, kultiviert.

Des weteren wurden 3T3-Zdlen vewendet. Diee wurden aus murinen  embryonden
Fbroblasen gewonnen. Die Zdlen werden im Inditut fir Medizinische Virologie Giel¥en,
kultiviert.

2.7 Bakterienstamme

Epicurian Calia XL1-Blue MRF

Die Bakterien wurden von Strratagene (Heiddberg) bezogen, von Herrn Dr. S, Schaefer nach der
Mehode von Pebd (1988) kompetent gemecht (Inditut fir Medizinische Virologie) und zur
Verfigung gestdlit.

2.8 Plasmide

2.8.1 pcDNA3CAT

Dieses Plasmid enthdlit den Leserahmen fir die Chloramphenical-Acatyl-Transferase (CAT). Es
wird ds Pogdtivkontrolle in den CAT-Vesuchen benutzt. In die Notl Schnittstelle des
Expressonsvektors pcDNA3  (Invitrogen) wurde der CAT-Leserahmen kloniert. Dieses Plaamid
wurde be der Bestellung des Vektors pcDNA3 gratis von der Firma Invitrogen mitgdiefert.

2.8.2 pBLCAT2
Diesr Vektor enthdit Elemente des Vektors pucl9 und en Ampidllin-Ressenzgen. Waeiter
enthdlt er den CAT-Leserahmen. Er ig zur Promotorandyse geeignet und wurde von der FHrma
Promega bezogen.
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2.8.3 pGL2 Luciferase Control

Be diesam Expressonsvektor fir Luciferase (Luc) efolgt die Expresson vom stromaufwarts
gelegenen  SV40-Promotor und vom  SV40-Enhancer, welcher sromabwérts vom  Luciferasegen
lokdidert it Waeter enthdlt e en Ampidllin-Ressenzgen. Er wurde von der Frma Promega,
Madison, USA bezogen.

2.8.4 pSyn06TLuc

In den Vektor pT8lLuc wurden sechs Bindungssdlen fir den Transkriptionsfaktor HNF1
kloniert. Die Luciferase-Expresson wird somit durch Kotrandektion von HNF1-Expressons
vektoren gesteigert. Der Vektor wurde von Herrn Prof. Ryffd, Essen, zur Verfliigung gestdlt.

2.8.5 pH44TLuc
Es wurden vier Bindungssdlen fir den Transkriptiondaktor HNF4 in den Vektor pT8lLuc
kloniert. Der Vektor wurde von Herrn Prof. Ryffd, Essen, zur Verfligung gestdlt.

2.8.6 pBluescript SK 1+
Der Vektor pBluescript SK 11+ (Stratagene) i @n kleines E.coli Plaamid mit ener  hohen
Kopienzahl und wurde ds Klonierungsvektor mit multipler Klonierungsstele verwendet.

2.8.7 prcCMV
Diessr Expressionsvektor enthdt sowohl Enhancer- ds auch Promotor-Sequenzen  des
immmediaeearly-Gens des humanen Cytomegdievirus Der Vektor wurde von der Frma

Invitrogen bezogen.

2.8.8 prcCMV/HNF4
Be diesem Expressonsvektor fir HNF4 efolgt die Expresson ebenfdls vom CMYV -Enhancer
(Zapp et d., 1993). Der Vektor wurde von Herrn Prof. Ryffel, Essen, zur Verfligung gestdlt.

2.8.9 RVP16

Be diesem HNF1-Expressonsvektor wurde die native Aktivatordoméne von HNFL gegen die
wesentlich  dérkere  Aktivatordoméne des Hepes Smplex Virus-Proteins RVP16 ausgetauscht
(Denecke et d., 1993). Der Vektor wurde von Herrn Prof. Ryffd, Essen, zur Verfligung gestelt.
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2.8.10 COUP-TF1

Hierbe handdt es sch um enen Expressonsvektor fir COUP-TF1, wobe die Expresson vom
Rous Sarkom Virus-Enhancer efolgt (Wang e d., 1989). Der Vektor wurde von Herrn Prof.
Tsa, Houston (Texas), USA, zur Verfligung gestdlt.

2.8.11 Plasmid Moe86 und Moe102
In den Vektor pBluescript SK 11+ wurde Uber Hindlll und Kpnl @n komplettes HBV-Genom, mit

und ohne 8bp-Deetion, vom Genotyp D (Subtyp ayw2) kloniet (F. Schigger, unvercffentliche
Ergebnise). Die Genome (Genomsequenz in Repp e d., 1992) wurden aus dem Serum ener im
Verlauf ener Hepatitis B-Epidemie infizieten Paientin ioliet (Repp e d., 1993, [b]. Se
wurden von Herrn Dr. S. Schaefer zur Verfligung gestelt.

2.8.12 pKoex43 und pMoeX2/1

Aus dem Seaum von chronisch infizieten Patienten (Genotyp D, Subtyp ayw2, identisches
Genom wie in Plasmid Moe 86 und Moe 102) wurde der HBx-ORF (Pos 1354-18%4) in den
Vektor pucl9 kloniet (Repp e d., 1991). Beide Ausgangsplasmide wurden von Hern Dr. R.
Repp, Kindeklink Giellen, zur Vefigung gesdlt und snd in Repp e d. (1993, [h)
beschrieben.

2.8.13 pLuci3

Hierbe handdt es sSch um enen Vektor mit dem kompletten Luciferase-Leserahmen, vor
wechen die multiple Klonierungsstdle kloniet wurde. Er beinhdtet keinen Enhancer. Der
Vektor wurde von der Firma Promega bezogen.

2.8.14 pGL2
Be dem Vektor pGL2 handdt es sch um ein Reporterplasmid fir das Luciferasegen, dessen
Transkription durch den SV40-Enhancer reguliert wird.

2.8.15 pcX+
Diesr Vektor kodiert fir das komplette offene Leseraster des X-Gens unter Kontrolle des CMV-

Promotors. Dazu wurde die HBx-Sequenz mittds Pfu-Polymerase mit den Primern EcoHBX-s
und HBx-asXbal aus dem Pasmid pcl820 amplifizert, mit EcoRl und Xbal verdaut, Uber an
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Agarosegd  aufgereinigt und schlieldich das geschnittene Amplifikat in den ebenso geschnittenen
Vektor pcDNA3 ligiet. Der Vektor wurde von Herrn Dr. R, Schuger am  Inditut fur
Medizinische Virologie in Giel¥en kongruiert und zur Verfligung gestellt (Schugter et d., 2000).

2.8.16 pcX

Diesyr Vektor i in Heddlungsveg und Sequenz dem Vektor pcX+ bis af zwe
Basenaudausche identisch, die zwel Stoppkodons in den Lesrahmen des X-Proteins enfigen
und somit die Expresson des X-Gens vehindern. Be diesem Vektor diente das Plasmid
pcl820xx- ds Urgorungs-DNA fur die Amplifiketion. Der Vektor wurde von Hern Dr. R
Schuger am Inditut fir Medizinische Virologie in Giellen kondruiert und zur Verfigung gestdlt
(Schuster et d., 2000).
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3 Methoden
3.1 Zellkultur
3.1.1 Medien
Mixed-Medium: 19729 Ingamed Medium199 Eagle (Seromed, Berlin)
83209 Ingamed RPMI 1640 (Seromed, Berlin)
20009 NaHCO; (Merck, Berlin)
10000m  Non-Essentid Amino Acids (Gibco, Eggenstein)
10000m  Antibiotic/Antimycotic Solution (Giboo, Eggengten)
10000m 100 mM Natriumpyruvet (Seromed, Berlin)
mit 86 | H,0 aufflllen und deriliseren, mit CO, auf pH 7,5 engdlen, vor
Gebrauch mit FKS ad 10 % versetzen.
Einfriermedium: 70%  Mixed-Medium

20%  FKS (Foetdes Kdberserum) (PAA, Linz, Ogterreich)
10% DMSO (Dimethylsulfoxid)

PBS, pH 78: 137,0 mM NaCl
27mM KC
81mM NgHPO,” H,O
18mM KH,PO4

3.1.2 Auftauen

Zur Anzucht der Zdlinien wurden die ba —196 °C in flissgem Sticksoff geagerten Zdlen
durch Zugabe von 37 °C wamem Mixed-Medium (Peters e d., 1985) aufgetat. Um das im
Einfriermedium enthdtene zdlschddigende DMSO zu entfernen, wurden die Zdlen fir 5 Min.
be 1200 Upm und 4 °C pdleiet (JouanrZentrifuge CR422) und das Einfriermedium wurde
abgesaugt. Danech wurden die Zdlen in MixedMedium mit 10 % FKS resugpendiet und auf
ene 95 mm Zdlkulturschde (Greiner, Nurtingen) ausplattiert. Die wetere Kultivierung efolgte
af 95 mm und 145 mm Zdlkulturschden sowie 6Loch-Platen (35 mm Durchmesser pro Loch;
Renner, Damdadt) in jewels 10 ml, 30 m und 4 ml MixedMedium mit 10 % FKS im
Brutschrank ba 37 °C und 6 % CO;.
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3.1.3 Kultivierung und Passagieren

Die Zdlen wurden nach Errechen der Konfluenz, in der Regd dle 2-3 Tage, umgesetzt. Dazu
wurde das dte Medium abgesaugt, die Zdlen wurden eénmd mit gerilem PBS gewaschen und
510 Min. (bis zur Abldsung) mit ener 10 % Trypsnlésung (Gibco, Eggengein) in PBS be
37 °C inkubiert. Die abtrypdnierten Zdlen wurden in Mixed-Medium/10 % FKS aufgenommen
und im Vehdtnis 1.3 auf neven Zdlkulturschden ausplatiet. Die HepG2 Zdlen wurden
fortwahrend in Mixed-Medium mit 10 % FKS vermehit.

3.1.4 Konservierung

Zum Konsavigen in fliussgem Stickgoff wurden die Zdlen, wie oben bexthrieben, von ener
145 mm Schde addtrypsniet und 5 Min. ba 1200 Upm und RT (JouarZentrifuge)
abzentrifugiert. Das Zdlpdlet wurde in 8 ml Einfrieemedium aufgenommen und in 4 Portionen in
Einfrierrdhrchen  (Nagene, Hamburg) diquotiert. Das Einfrieren efolgte schrittweiss 1 h be
—-20 °C und anschlieRend bei —70 °C. Uber langere Zeit wurden die Zdlen bei —196 °C in
flissigem Stickstoff gelagert.

3.1.5 Zellzahlbesimmung
Fir ene typische Trandektion wurde ene addguae Anzahl Zdlkulturschaden trypsniert. Die

trypsnieten Zdlen wurden in MixedMediun/10 % FKS aufgenommen. Diee  Sugpension
wurde mehrere Mde mit Hilfe ener 10 ml Spritze durch ene Kanlle (18G11/2, 1,2 40 TW
PW) gezogen, um vorhandene Zdlaggregate aufzulésen. Die Zdlzahl wurde mit  der
verbesserten  Neubauer-Z&hlkammer (Spencero) im  Binokularmikroskop  (Letz, Wetza)
bestimmt.

3.2 Klonierung

3.2.1 Puffer und Medien

LB-Medium: 109 Trypton (Difco, Detroit, USA)
59 Hefeextrakt (Difco, Detroit, USA)
109 NaCl

ad 1000 ml H,O, autoklavieren
fur LB-Amp-Medium Zusatz von 200 ng/ml Ampidllin
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LB-Agarplatten: 109 Trypton
59 Hefeextrakt
109 NaCl
249 Bakterienagar (Difco, Detroit, USA)

ad 1000 ml H, O, autoklavieren, auf 55 °C abkihlen lassen,
Zusatz von 200 ng/ml Ampidillin, Platengiel3en

Agarose-Probenpuffer (6x): 600 ml Glycerin
01g Bromphenolblau
ad 100 ml TE-Puffer

Agarose Laufpuffer: 40 mM Tris-Acetat
(TAEpH 7.8 1 mM EDTA
TE-Puffer: 10mM Tris-HCl pH 80

1mM EDTA pH 80

TrissHCl pH 7,8: 20mM Tris
pH mit HCl af 7,8 eingellen

3.2.2 Restriktionsverdau

De Veadau mit Redriktionsanzymen wurde in diesr Arbat sowohl zum  andytischen
Uberprifen von Plasmid-DNA-Fragmenten auf ihre Sequenz und Augichtung ds auch zur
Hergtellung von geschnittenen Inserts und Vektoren zu Klonierungszwecken verwendet.

Zur Behandung der DNA mit Redriktionsenzymen wurden pro 1 pg DNA 2-3 Units ener
Redriktionsendonuklease, die ba —20 °C in 50 % Glycerin gdagert wurde, zugesetzt. Die
Regktion efolgte in dem von da Heddlefirma mitgeieferten 10x Puffer bel ener Temperatur
von 37 °C fur mehrere Stunden bzw. Uber Nacht. Manchen Resktionsansdizen wurde nach
Angaben des Heddles noch bovines Sgumdbumin (BSA) in ener Endkonzentration von
100 pg/ml hinzugefigt. Alle Redriktionsenzyme, 10x Puffer und 100x BSA wurden von der
FHrmaNew England Biolabs, Schwabach, bezogen.
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3.2.3 Agarosegelelektrophorese

Doppedrangige  DNA  wird in @nem homogenen dektrischen Fed, ezeugt durch en
Spannungsgerd  (Hoefer, Lindau), durch Agarose hindurch aufgetrennt. Die Auftrennung von
DNA-Fragmenten fand in 0,7-4 % (w/v) Agarosegeen datt. Dazu wurde die Agarose (Seskem,
FMC, Biozym, Hess Oldendorf) in 50 ml 1xTAE in der Mikrowdle aufgekocht, 1 pl Ethidium
bromididsung (10 mg/ml) pro Gd zugegeben und nach kurzem Abkihlen auf die rechteckigen
Gdtrager (Geddicke 05 om, Gdbrate 50 ocn und Gdlange 75 cm) ene horizontden
Elektrophoresskammer  gegossen. Die Proben wurden mit 1/6 Volumen 6x  Ladepuffer in die
durch einen Teflonkamm ausgespaten Taschen aufgetragen und bei 90-110 V in TAE-Puffer
aufgetrennt.  Fir ene Grolenbestimmung der  DNA-Banden wurden aulerdem 2 pl DNA-
Langenstandard aufgetragen.

Zur  Auswetung wurden die Gde af dnen Trandlluminaor  (Vilber-Lourmet, Torcy,
Frankreich) gdegt und mit UV-Licht (302 nm) bedrahlt. Aufgrund der fluoreszierenden
Eigenschaften des in der DNA interkdierenden Ethidiumbromids konnten die DNA-Banden 0
dargestdit und mit der Gelkamera C51, Drucker und Monitor (Cybertech, Mitsubishi, Hantarex)
dokumentiert werden.

3.2.4 Elution von DNA aus Agarose und Reinigung mit Geneclean®

Das Prinzip von Genedean® (Dianova, Hamburg) beruht af der Benutzung von ,Glasmilch’,
ener wa¥igen Sugpenson klengter Siliziiumpatikd, die DNA be hoher Sdzkonzentration
binden und be niedriger Sdzkonzentration wieder abgeben. Zur IsOlierung von  DNA-
Fragmenten aus Agarose nach préparativer Redtriktionsenzymbehandiung und
Agarosedekirophorese wurde die  gewinschte  DNA-Bande  ausgeschnitten, das  dreifache
Volumen Na (6M) zugesstzt und die Agarose durch 10 Min. Inkubation bei 55 °C geschmolzen.
Nach Zugabe der Glaamilch (1 pl/05 pg DNA) wurde der Ansatz fir 1 h unter Schitteln be RT
inkubiert, dreimad mit 500 pl New-Wash gewaschen, die DNA nach 10 Min. ba 55 °C wieder
von der Slizummatrix gdés und in énem der Ausgangsmenge der Glasmilch entsprechenden
Vodumen H,O aufgenommen. Nach Sedimentaion der Glasmilch befand sch die DNA im
Ubedand und konnte zB. in ener Ligaion eingesstzt werden. Mit der gleichen Methode,
dlerdings ohne die erde Inkubation ba 55 °C zum Schmdzen der Agarose, konnte DNA auch
zwischen zwel Redtriktionsendonuklease Behandlungen von stérenden Proteinen befreit werden.
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3.2.5 Dephosphorylierung von 5°-Enden

Um ene Sdbdligation gexchnittener Vektor-DNA zu verhindern, wurde diese mit adkaischer
Phosphatase behanddt. Hierbel werden die 5 -Phosphaigruppen, die Ligesen fir ihre Kadyse
benttigen, entfernt. Da die vewendete dkaische Phosphatase (New England Biolabs,
Schwabach) keinen spezidlen Puffer bendtigt, konnte die Reektion in e@nem beiebigen New
England Biolabs-Redtriktionspuffer durchgeftihrt werden. Hierfir wurde das Enzym (0,1 U/pmoal
DNA-Enden) mit der gewilnschten DNA gemischt und fir 1 h ba 37 °C inkubiett. Zur
Elimnierung des Enzyms und Konzentrieung der DNA wurde der Ansaiz mit Genedearf

aufgereinigt.

3.2.6 Ligation und Transformation

Durch den Einsaz von DNA-Ligase wird die Bildung von Phosphordiesterbindungen zwischen
den 3-Hydroxylenden und den 5'-Phosphatenden von DNA-Molekilen kadysiert. Dazu wurden
ca 100 ng Vektor-DNA mit einem ewa dreifachen molaren Uberschul Insart-DNA, 1 pl T4
DNA-Ligase (400U/ul) und 10x Ligasspuffer in @nem 20 pl Ansaz fir 1 h ba RT inkubiet. Fir
die Trandormation wurden davon 10 pl mit 100 pl kompetenten E. coli Bakterien (Epicurian
Cdi® XL1-Blue MRF) vorschtig vermischt und fir 30 Min. asf Eis inkubiet. Um die  Zdlen
fir die DNA durchléssger zu meachen, efolgte ein Hitzeschock fir 90 s ba 42 °C und ene
weltere Inkubation auf Eis fir 5 Min. Danech wurden die Bakterien mit 500 pl LB-Medium
vasazt, be 37 °C fir 1 h gexchittdt, 60 wl bzw. 300 pl auf ene LB-Amp-Platte ausgestrichen
und GN. be 37 °C inkubiet. Die aus der Trandormation hervorgegangenen Ampidillin-

ressenten Klone wurden weiter andysiert.

3.2.7 Analytische Plasmid-Praparation

Mit diesss Methode (modifiziet nach Birmboim und Doly, 1979) ist ene schnele Uberprifung
des in trandormierten Béakterien enthdtenen Plasmids moglich. Dazu wurde von jedem zu
untersuchenden Klon ene 2 m LB-Amp-Kultur (Hoechs AG, Frankfurt) GN. ba 37 °C
angezogen. Von diesr Kultur wurde 1 ml kurz abzentrifugiert, das Pdlg in 300 pl
Resuspensonspuffer aufgenommen, mit 300 pl Lysspuffer vorschtig vermischt und fur 5 Min.
be RT inkubiet. Danach wurden 300 pl ener 3 M Kdiumecetatldsung (pH 5,5) zugegeben, fir
waitere 10 Min. auf Eisinkubiert und dann fir 10 Min. bei 14000 Upm zentrifugiert.



Methoden Sate 21

Der Ubergtand wurde mit 20 pl Stratadeen™-Harz (Sratagene, Heideberg) versatzt und fir
5Min. bei RT utter dOfterem Vortexen inkubiert. Diesss Harz auf Sliziumbass bindet Proteine,
90 dal3 diese schndl und effizient von der zu reinigenden DNA getrennt werden kénnen.

Nach kurzer Zentrifugation wurde die DNA im Ubergtand in einem neuen ReektionsgefaR mit
dem O;7-fachen Volumen Isopropandl gefdlt, 15 Min. ba 4 °C und 14000 Upm peletiet, mit
70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 10 yl TE asfgenommen. Danech dand Se zur
weiteren Andyse mit Redtriktionsenzymen zur Verfligung.

3.2.8 Maxipraparation

Zum Aufranigen grolerer Mengen PasmidDNA aus Bakteriensuspensonen wurde das
FaamidMaxi-Kit der Frma Qiagen (Hilden) mit den dain enthdtenen Puffern  und
Anionenaustauschersaulen verwendet.

Hiefir wurde eine Ubernachtkultur (100 ml bei  High-copy-Plasmiden, 500 ml ba  Low-copy-
Plaamiden, maximale Dauer 16 h) aus Bakterien fir 15 Min. ba 4 °C und 4500 Upm zentrifugiert
(Jouan-Zentrifuge).

Anschlielend nimmt man das Bakterienpdlet in 10 ml Resuspensonspuffer auf, fugt 10 ml
Lysspuffer hinzu, mischt durch Inverson und inkubiert fir 5 Min. be RT. Dies bewirkt ene
Zdlyse und ene Freisstzung der Plaamid-DNA. Die Zugabe von 10 ml ener 3 M Kdiumeacetat-
losung (pH 55) bewirkt ein Auddlen von chromosomder DNA, denaurierten Protenen und
Zdltrimmen. Es wird 20 Min. auf Eis inkubiet und dann in der JouanZentrifuge fir 30 Min.
bei 4500 Upm und 4 °C zentrifugiert.

Zur vollsandigen Klaung wurde der Ubersand durch einen Pepierfilter gegeben und dann auf
gne mit 10 ml Aquilibierungspuffer  behanddte Anionenaustauschersiule  aufgetragen.  Zur
Renigung dar an das Saulenmaterid gebundenen Plasmid-DNA wurde zweimd mit je 30 ml
Waschpuffer gespiilt. Anschlie?end wurde die DNA mit 15 ml Elutionspuffer von der Saule
geod.

Zum Entsdzen und Konzentrieeen wurde die DNA mit dem O, 7-fachen Volumen (105 ml)
Isopropanol  gefdlt, ba 12000 Upm in ene CentrikonKihlzentrifuge peletiet, das Pdlet mit
70 % Ethanol gewaschen und die getrocknete DNA in 50-100 pl H,O aufgenommen.

3.2.9 Konzentrationsbestimmung von DNA
Die zu messende DNA-LOsung wird mit dedillietem Wassr im Vehdtnis 1:100 verdinnt. Die

Messung efolgt im Spektrophotometer DU-70 (Beckman, Pdo Alto, USA). Als Referenzwert
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dient dedtilliertes Wasser. Jewalls 100 pl werden gemessen. Die Extinktion multiplizert mit dem
Faktor 5 gibt die Konzentration der Sammlésung in pg/ul an.

3.3 Polymerase Chain Reaktion (PCR)

Die PCR (Polymerase Chan Reektion, modifizet nach Mullis e d., 1987) ig ene Methode zur
Veavidfdtigung von DNA-Fragmenten. Die Ausgangs-DNA (Template) wird im erden Schritt
denaturiert, in enem zweten Schritt efolgt die Anlagerung zweer spezifischer Primer (Sense
und Antisense), zwischen denen gch die zu amplifizerende Sequenz  befindet, an die nun
enzddrangige DNA. Die Primer werden dann in enem dritten Schritt durch ene thermodabile
Polymerase verldngert. Die enzenen Schritte snd durch unterschiedliche Resktionstemperaturen
gekennzeichnet. In den weateren Resktionszyklen wird diese Abfolge belbehdten, und da dabe
immer die zuvor gynthetiseten DNA-Strénge zusitzlich ds Marizen dienen, efolgt ene
exponentidle Vermehrung des betreffenden DNA-Fragments.

In enem Resktionsansatz fur die PCR waren enthalten:

- 01uM Sene-Primer

- 01uM Antisense-Primer

- 01puM dNTP-Mix (01 M)

- 15mM  MgCh

- 10x PCR-Puffer (Endkonzentration 1x)

- 50U/m  TagPolymerase bzw. Pfu-Polymerase

- TemplaeDNA

ad 50 pl bzw. 100 pl H,O

Nach Uberschichtung des Reektionsansatzes mit 2 Tropfen Minerdd wurde die PCR mit dem
Thermocyder Pekin-Elmer  (Perkin-Elmer, Uberlingen) ausgefihrt. Ein typisches Progranm  mit
20 Zyklen sah folgendermal®en aus:

- 1Min. 95°C (Dendurierung)

- 1Min. 56 °C (Anlagerung)

- 1Min. 74°C (Veldngerung)

Nach Beendigung der PCR wurden je 10 pl in ener Agarossgddektrophorese eingesetzt und
dadurch ausgewertet. TagtPolymerase, Pfu-Polymerase, 10x PCR-Puffer und MgCl, wurden von
Promega (Uber Serva Heddberg), der dNTP-Mix von Phamacda (Freburg) bezogen.
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3.4 Gelretardationsanalyse

3.4.1 Beschreibung der Methode

De Elektrophoretic Mobility Shift Asssy (EMSA) ig eine einfache, schndle und sehr sengtive
Methode, um sequenzspezifische DNA-bindende Proteine in kruden Zdlextrakten zu entdecken.
Er elaubt aulerdem ene quatitaive Betimmung der Affinitéd, Menge und Bindungspezifitét
der  DNA-bindenden Proteine. Spezifische, an makiete DNA-Fragmente bindende Proteine
vezogen die Wanderung der Fragmente wdrend der  Elektrophoree, was somit  zum
Veschieben der Banden der gebundenen ds-Oligonuklectide fihrt, die den individudlen Protein-
DNA-Komplexen  entsorechen.  Dadurch  kénnen  verschiedene  Proteine  aufgrund  ihrer
sezifischen Banden erkannt oder die Interektion mehrerer Proteine an eine einzelne DNA-
Sequenz aufgedeckt werden.

Durch die Zugabe von Antiktrpern konnen Protene, die in den Protein-DNA-Komplex involviert
and, entdeckt werden (Krigie und Roizman, 1986). Die Zugdbe eines spezifischen Antikorpers
zu e@ner Bindunggesktion kann medrere Effekte haben. Wenn das Protein, das von dem
Antikorper erkannt wird, nicht in die Bindungsregktion involviert i, so fuhrt dies zu keinem
zusitzlichen Effekt. 1s das erkannte Protein in den Komplex miteinbezogen, so kann die Protein-
DNA-Bindungsresktion dadurch verhindert werden, oder es hildet sch en  Antikorper-Protein-
DNA-Komplex, der somit zu ener weteren Verlangsamung der Wanderungsgeschwindigkeit des
Komplexes fuhrt. Es erscheint eine weitere Bande (Supershift). Als Negdivkontrolle dient ein
unspezifischer Antikdrper, durch welchen kein Supershift hervorgerufen wird.

3.4.2 EMSA-Puffer

EMSA-Puffer A: 100 mM HepespH 7,9 (Roth, Karlsruhe)
15mM MgCl,
100 mM KCl

05mM  DTT (Dithicthreitol)
ad 25 ml H,0
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EMSA-Puffer B: 200mM  HepespH 7,6 (Roth, Karlsruhe)
25% (vV) Glycerin
042 M KCl
150mM  MgClz

020mM  EDTA (Ethylendiamintetrasoeticacid)
050mM  PMSF (Pheny+Methyl-Sulforyl-Fluorid)

ad 25 ml H,O
Verdinnungspuffer C: 10mM  HepespH 7,9
60mM  KCl
ImM EDTA
1mM DTT
4% Heall (Pharma, Uppsda, Schweden)
TBE-Puffer (10x): 80mM  Tris (UBS?, Cleveland)

mv Borsaure
20m 1M EDTA (pH 8)

Bromphenolblau-Marker: 100 ml Glycarin
166 mg  Bromphenolblau
ad 100 ml TE-Puffer

3.4.3 Herstellung des Kernextraktes

Es weden sowohl unbehanddte HepG2-Zdlen ds auch mit dem Transkriptionsfaktor HNF1
trandiziete HepG2-Zelen verwendet. Der Versuchsaufbau der Trandfektion i dem unter 3.52
identisch. Die HepG2Zdlen werden auf insggesamt 30 Perischden (Durchmesser 10 cm)
augplattiet und zu einem konfluenten Zelrasen herangeziichtet. Zuers werden die Zdlen einmd
mit katem PBS gewaschen, 1 ml PBS wird auf die Plate gegeben und die Zdlen werden
daraufhin mit e@nem autoklavierten Gummischaber von der Schde gekrazt. Sie werden in ener
Ultrazentrifuge (Beckmann Modd L5 50) ba 1200 Upm, O °C, 5 Min. zetrifugiet. Der
Ubergtand wird vollstandig abgesaugt und das Zdlpdlet in 500 pl Puffer A resuspendiert. Darauf
fogt ene 10-minitige Inkubation auf Eis und ene wetere Ultrazentrifugation (2000 Upm,
0 °C, 5 Min). Der Ubergand wird verworfen. Zum Zdlpdlet weden 250 pl Puffer A
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hinzugefigt und die Suspenson mittds enes Dounce-Gerdtes homogenisert. Eine Probe hiervon
wird mit 04 % TrypanBlawLésung versstzt und unter dem Binokularmikroskop die Zerg6rung
der Zdlen gedchet. Nach ener wateren Ultrazentrifugation (10000 Upm, 0 °C, 10 Min)
varsetzt man das Sediment mit 50 pl Puffer C und mischt mittels enes Vortexers. Es wird 30
Min. auf Eis inkubiert. Eine Ultrazentrifugation (Airfuge, 20 Min,, 80000 Upm, 20 PS) folgt. Der
Ubergtand mit den Zdlbestandteilen wird vorsichtig abgezogen und bei —80 °C tiefgefroren. Die
Proteinmenge des Kernlysates wurde mit der in 3.5.4 beschriebenen Methode bestimmit.

3.4.4 Radioaktive Primermarkierung
Fur die radioaktive Markierung der Primer wurde folgender Ansatz verwendet:
- 1l des Doppe strang-Oligonukleatids (5 pMal/ul)
- 5l a*?P-dCTP (50 uCi)
- 1l Klenow Enzym (2 U/l)
- 4l Klenow-Puffer (5x)
- 1 dATP, dGTPund dTTP

ad 20 Wl O
Es fogt ene 30-minitige Inkubation bel Raumtemperaur. Die Reektion wird mit 01 M NaCl,
5mM EDTA (pH 8,0) und 1/80 des Volumens tRNA (10 mg/ml) gestoppt.
Die Aufrenigung des Oligonukleotids efolgt Uber Quick-Soin-Columns  Sephadex G50
(Boehringer, Mannhem), um Uberschilsige radiosktive Nukleotide aus dem Ubersand zu
entfernen. Das Eluat enthdt die gerenigte radiosktive DNA und wird be —20 °C engefroren.
Zur Bedimmung der Raediosktivitdé diet en b-gTLC-Liner Andysr Sysem (Bertholdt,
Cdmbach). Es wird vor und nach da Renigung jewels 1 pl der radiosktiv. makieten
Oligonuklentid-L 6sung abgenommen und die Markierungsrate bestimnt.

3.4.5 Giel3en des Polyacrylamidgeles
Acrylamidgd (10 %): 2529 Harnstoff
729 TBE (10 %)
60ml Long Ranger Acrylamidgemisch
ad 60 ml mit H,O auffullen, auf 50 °C erwarmen.
Direkt vor dem Gief¥en Zusaz von 30 il TEMED und 300 pl Ammoniumpersulfat (10 %)
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Pro Gd wird benétigt: oBm TBE (10')
400m Acrylamidliésung (Acrylamid:Bisacrylamid = 30:0,8)
25000 APS (10 %)
2500 TEMED
Vor der Zugabe von APS und TEMED entges men fur 15 Min.. Die
fetige Losung wird in ene EMSA-Gdkamme gegossen und das

Festwerden wird abgewartet.
3.4.6 Bindungsreaktion
Pro Ansatz wird bendtigt: 50 redioaktiv markiertes Cligonukleotid (10000 Upm)
yu Kernextrakt (15 pg Protein)
10u paydidC  (2mgiml)
10u Antikorper
oou Glycain
10 BSA
X U Verdinnungspuffer C (auf Endmenge von 23,0 i)

Man inkubiert Verdinnungspuffer, poly didC, Kernextrakt, Glycerin und BSA fir 15 Min. be
Raumtemperatur. Dann flgt man die Antikorper und das radiosktive Oligonukleotid hinzu und
inkubiet wetere 15 Min.. Die Losung l&dt men auf das Polyacrylamidgd. Zur Festsdlung der
Lauffront verwendet man einen Bromphenalblau-Marker.

3.4.7 Elektrophorese

Nach ener Vordektrophorese von 30 Min. ba 100 V efolgt nach der Applikation der
Resktionsansiize die Hauptelektrophorese Uber 90 Min. ebenfals bei 100 V. Als Laufpuffer wird
0,25x TBE benutzt. Anschlieffend wird des Gd Uber 2 h in @nem Vakuumtrockner be 80 °C
getrocknet.

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe des Phosphoimagers BAS 1000 (Fuji, Tokio, Jgpan) oder durch
die Expodtion auf enem Autoradiographiefilm Biomax MR (Kodek, Uber Integra Bioscience,
Ferwdd) ba —70 °C fir mindesens 12 h in ener Filmkassette mit oder ohne Versékefolie
Die Entwicklung erfolgte in einem automatischen Rontgenfilmentwickler.
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3.5 Transfektion von Reportergenen

3.5.1 Zellausplattierung
1-25x10° HepG2Zdlen wurden je Napf einer 6-LochPate augplatiet und mit 3 ml Mixed

Medium mit 10 % FKS versatzt.

3.5.2 Transfektion mit Lipofectamine™

Lipofectamine™ (Gibco BRL, Padey, Schottland) besteht aus einem polykaionischen Lipid und
enem neutrden Lipid im Vehdtnis 31 (ww) in H,O. Dieses Gemisch bildet Liposomen aus,
de sch mit DNA zu dabilen Komplexen zusammenlagern und diese durch Fuson mit der
ZdImembran in das Zdlinnere befordern konnen.

Die folgenden Angaben beziehen sich auf 6-Loch-Platten, auf die am Tag zuvor 125x10° Zdlen
pro Loch ausplattiert wurden. Bis zu 5 pg DNA wird 10 pl Lipofectamine™, a 5 pug DNA 20 pl
Lipofectamine™ eingesatzt.

24 h nech da Zdlausplatierung efolgt die Trandfektion. Das entprechende Plasmid wird in
100 w saumfréaem Mixed-Medium, wechem die auseichende Menge an Wachstumsfaktor
fenlt, afgenommen und mit 20 pl Lipofectamine™, das ebenfdls mit serumfrdem Mixed
Medium auf 100 pl aufgefillt i, gemischt. Es wird 20 Min. ba Raumtemperatur inkubiert. Die
Zdlen werden mit PBS gewaschen und 2 ml mediumfrdes Mixed-Medium wird je Nepf dazu
gegeben. Der vorbereitete  DNA-Liposomen-Komplex wird hinzugefiigt; nach 4 h efdgt en
Mediumwechsd mit serumhdtigem MixedtMedium mit 10 % FKS , e@n weterer nach 24 h. Die
Zdlernte erfolgt 40-44 h nach der Transfektion.

3.5.3 Zellernte

Fir die Zdlemte (Kinggon, 1987) wurden die Zellen @énmd mit 10 ml 4 °C kdtem PBS
gewaschen und dieses vollgtdndig abgesaugt. Danach wurde je 1 ml eskdtes PBS auf die
Schden gegeben. Die Zdlen wurden mit enem Zdlscheber (Kihnt+Bayer, Nidderau) abgekraizt
und mit ener Gilsonpipette in en 1,5 ml Resktionsgefdl? Uberfihrt. Die Zdlen wurden 5 Min. bel
14000 Upm in dner Tischzentrifuge (Eppendorf 5415 C, Hamburg) pelletiet. Der Uberstand
wurde entfernt und das Pdlet in 170 pl 4 °C kdtem 0,25 M Tris-HCl (pH 7,8) aufgenommen und
resuspendiert. Die Ansitize wurden in flissgem Stickdoff 5 Min. tiefgefroren und 5 Min. be
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37 °C aufgetaut. Diesr Vorgang wurde noch zweima wiederholt. Diese Zdlysate wurden fir
5 Min. ba 14000 Upm in ener Tischzentrifuge (Eppendorf 5415 C, Hamburg) herabzentrifugiert.
Der Ubergtand, der einem hauptsichlich zytosolischen Extrekt entspricht, wurde in ein neues
Resktionggefdd  Uberfuhrt. Die Zdlysste wurden nun, nachdem fir die Proteinbestimmung
jewells 10 pl abgenommen und in e@n neues Reektionggefdd pipetiert worden waren, zusammen
mit den Aliquotsbel —70 °C eingefroren.

Die in den Zdlysaen enthdtene Protenmenge wird nach der in 354 bexthriebenen Methode
bestimmt.

3.5.4 Bestimmung der in den Zellysaten enthaltenen Proteinmenge
Um die Ergebnisse der CAT-ELISA- und LuciferaseVersuche untereénander vergleichen zu

konnen, wurde die im Zdlysat enthdtene Menge der zytosolischen Protene mit dem BCA-
Protein-Assay (Pierce, Uber Paesd und Lord, Frankfurt/Main) bestimnt.

Der Protenassay wurde in Mikrotiterplatten  durchgefiihrt. Das Tedtprinzip berunt auf dem
Nachweis von Proteinen durch die Reduktion von Cu**- zu Cu'*-lonen (nach Lowry e 4.,
1951). Das dabel verwendete Resgenz BCA (bicinchoninic acid) reagiert spezifisch mit Cul*-
lonen zu einem Komplex, dessen Extinktion bel einer Wellenl&nge von 550 nm gemessen wird.

Um die Protenbestimmung auszuwerten, wurde pardld ene Standardreine mit bekannter BSA-
Konzentration mitgefiihrt.  Ausgehend von eng Stammlosung, die e@ne Konzentration wvon 2
Mg/l bestzt, wurden die Mengen 16 pg, 12 pg, 10 pg, 8 pg, 4 Mg, 2 pg und ds Nulwet 10 pl
H,O eingesetzt.

Es wurden jeweils 5 pl der zu messenden diquotierten Lysate pipettiert. Sowohl die Proben ds
auch die Sandards und der Nullwet wurden im Doppdansatiz angelegt. Die Resktion wurde
anchlieRend nach Anletung des Herddlers (Perce, Uber Paesd und Lord, Frankfur/Man) mit
je 200 ul Arbetdésung, bestehend aus 50 Telen Resgenz A und enem Tel Resgenz B,
gedtartet. Nach ener 30-miniiigen Inkubation ba 37 °C wurde die Extinktion bae 550 nm im
Mikrotiterplattenphotometer und einer Referenzwe lenlénge von 620 nm gemessen.
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3.6 Messung der CAT -Aktivitat

Die in den trandenten Trandektionen exprimiete CAT wurde quantitetiv durch enen CAT-
ELISA (Boehringer, Mannheim) bestimmt. Der Test beuht af dem Sandwich-Enzym
Immunoassay-Prinzip. Die Obefléche der Mikrotitermodule i€ vom Hegdler mit  enem
polyklonden Antikorper gegen das CAT-Protein beschichtet. Das in den Zdlysaen enthdtere
CAT-Protein bindet spezifisch an die Festphase-gebundenen  Anti-CAT-Antikorper. Nach dem
Auswaschen der ungebundenen Lysaanteile wurde en zweter, Digoxigenin  (DIG)-markierter
polyklonder Anti-CAT-Antikdrper hinzugegeben, der an das gebundene CAT hbindet. Nach dem
Auswvaschen der ungebundenen Antelle dieses Antikdrpers konnte der gebundene Antell durch
enen Anti-DIG-Antikorper, der Peroxidasemarkiert i, erkannt werden. Der Nachwels des
Antikrper-Enzym-Komplexes erfolgt tber den Umsaz des Substrates ABTSC bzw. BM blue
(Boehringer Mannheim) durch die gebundene Peroxidese. Dies fihrt zu enem fabigen Produkt,
dessen Extinktion dch im Photometer (Behringwerke, Marburg) be einer Wdlenldnge von 405
nm und ener Referenzwe lenldnge von 492 nm messen [&.

Der CAT-ELISA wurde nach Angaben des Herstdlers durchgefiihrt. In den Versuchen wurden
Proteanmengen von 50-100 pg engesetzt. Um den Vesuch auszuwerten, wurde padld ene
Relhe CAT-Protein-Standards nach Angeben des Hergdlers (0,125 ng/ml, 0,25 ng/ml, 05 ng/ml
und 10 ng/ml) mitgemessen. Das Reektionsvolumen betrug 200 pl; es wurden jewels
Doppd ansitze eingesetzt.

3.7 Messung der Luciferase-Aktivitat

3.7.1 Puffer
Ludferin-Resktionsgemisch: 47000 uM Ludferin
270,00 pM Koenzym A
530,00 UM ATP
3330 MM DTT
010mM EDTA
200mM Tricne
1,07 mM (MgCQ;5)4Mg(OH)2x5H0
267 mM MgSO,x7H,0
ad 100 ml mit H,O aufflillen; pH 7,8 eéngelen
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3.7.2 Testdurchfihrung

De LuciferaseVersuch elaubt ene quanttitative Andyse von Fektoren, weche die
Genexpresson eukaryontischer Zdlen beeinflussen. Dazu werden die Zdlen trandent mit enem
Reportergenkonstrukt  trandfiziert, das fir das Luciferasegen des Leuchtk&fers Photinus pyrdis
kodiet (de Wet et d., 1987). Diesss Enzym kadyset die ATP-abhéngige Oxidierung des
Subdras Lucferin, wodurch dieses aktiviert wird und Licht mit einem Emissonsmaximum be
562 nm ausdrahlt. Da die Expresson des Lucdferasegens von vorgeschdteten Promotor-/
Enhancerdementen kontrolliet wird, ig die gemessene Enzymektivitd en direktes Ma3 fur die
Beainflussung der Transkriptiongate diesr Elemente durch zu untersuchende Faktoren, wie z.B.
Proteine aus kotrandfizierten Expressonsvektoren.

Am Tag vor der Transfektion wurden 25x10P HepG2-Zdlen mit Mixed-MedunV10 % FKS pro
Napf ener 6-Loch-Schde ausplatiet und Uber Nacht im Brutschrank kultiviert. Am néchden
Tag wurden die Zdlen trandfiziert.

Nach 48 h wurden die Zdlen mit PBS gewaschen, mit 1 ml PBS Uberschichtet und 5 Min. auf
Eis inkubiet, um dan mit eénem Gummischaber von der Zdlkulturschae entfernt zu werden.
Die Zdlen wurden fir 5 Min. ba 20000 g (4 °C) azentrifugiert und in 150 yl TrissHCl (0,25 M)
resuspendiert. Der Zdlaufschlul efolgte durch dreimdiges Einfrieren der Zdlen in flissgem
Stickstoff und wieder Auftauen be 37 °C fir je 5 Min.. Die Zdltrimmer wurden abzentrifugiert
und Tele des Zdlyssts zur Bedimmung der Protenkonzentraion in enem BCA-Assay
eingesetzt. Fir den Luciferase-Versuch wurden aus dem Zdlysat jewels 50 pg Protein eingesetzt
und auf 50 pl mit Tris-HCI aufgefullt.

Um den Vesuch auszuwerten, wurde pardld ene Luciferase-Sandardrehe (1pg, 500fg, 250fg,
125fg, 63fg, 31fg, 15fg und 7fg) mitgemessen. Das Reektionsvolumen betrug 50 pl; es wurden
jewells Doppelansitze eingesetzt.

Die Lucferasesktivitdé wurde im Luminometer (Lumat LB9501, Berthold) unter automatischer
Zugabe des Luciferin-Resktionsgemisches in relativen Lichteinheiten (RLU) gemessen.
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4 Ergebnisse

4.1 Ubersicht Uiber die Elemente Enhancer Il , PraC- und Core-Promotor

Da die Auswirkung der 8-bp-Dedetion auff den Pr8C- und Core-Promotor untersucht werden
llte, mul¥e der songt in saner Funktion nicht trennbare Bereich des Pr8C- und Core-Promotors
atefizidl aufgetrennt werden. Dabe entdeht der Core-Promotor aus dem gesamten Core
Promotor ohne den Bereich des Enhancerll. Als Pr&C-Promotor werden die Sequenzen bis zum
PraC-Stat definiert. Als Enhancer 11 wurde hier en langerer Abschnitt bezeichnet, in welchem
moglichs  vide Bindungsstdlen fir Transkriptionsfaktoren liegen. Die kondruieten Plasmide
enthdten im folgenden diese Bereiche (Abbildung 4.1).

A)
| 1374 HBx 1835 |
| 16% I Core-Promotor | I 1902
1636 I Enhancer 11 I 1744
B)
1730 | PraC-Promotor | 1822
1730 ; Core-PromotoIr I 190
1374 | Enhancer|| | 1822

Abbildung 4.1: Schematische Darstdlung des Enhancer Il, Pr&C- und Core-Promotors. A)
Dagdlung der Nomenklatur in der Literatur. B) In der Arbet verwendete Nomenklatur fir die
klonierten Reporterkongtrukte.
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4.2 Konstruktion von Plasmiden

4.2.1 Klonierung des kompletten HBx-ORF

Um zu untersuchen, ob die Funktion des HBx-ORF durch die 8bp-Deetion (dd) verandert ig,
wurde der komplette HBXx-ORF aus den Pasmiden pKoexX43 (wt) und pMoeX2/1 (dd)
amplifiziet (die Hergdlung beider Pasmide ig unter 2.8.12 beschrieben) und in den eukaryonten
Expressonsvektor pcDNA3  kloniert (Abbildung 4.2). Es wurden somit die Kondrukte Wildtyp
pcDNA3-wt-HBx und Vaiante pcDNA3dd-HBx hergestdlt, wobe letzteres die  zu
untersuchende 8bp-Deetion enthdt. In spderen CAT- wnd Luciferase-Veasuchen sollte die
Aktivitét der Vektoren ds Transsktivator untersucht werden. Das X-Gen wurde mit den Primen
HBV-X-91) und HBV-X-a(1) mittels PCR im HBV-Berdich Postion 1374-1838 amplifiziert
(unter 3.3 beschrieben). Spéter wurde mit den Redtriktionsenzymen Hindlll und Xbal geschnitten
und die weatere Klonierung, wie unter 32 elautert, durchgefiihrt. Eine Sequenzierung des X-
Gen-Beraiches (Kinderklinik Gief3en) bestétigte die erwarteten Sequenzen.

Pos 1374 Wt-HBx Pos 1833

bzw. dd-HBx

Hindlll

Xbal

CMV -Promotor Pay-A-Sgnd

Ampidllin Neomyan

Abbildung 4.2: Schematische Dar stellung des Expressionsvektors fur wt -HBXx
bzw. de-HBXx.
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4.2.2 Klonierung des Enhll/Core-Promotors in ein CAT-Reportergen

Der Nachwels der Expresson des CAT-Reportergens durch den Enhancer 11/Core-Promotor mit
und ohne 8bp-Dddion llite zeigen, inwiewet diessr Beeich zu ener Bindungssdle fir die
Transkriptiondfaktoren HNFL und HNF4 wird und dadurch die Replikation beanfluld. Dazu
mu¥en die Kondrukte Wildtyp pBLCAT2-wt-Enhll, bestehend aus einem entsprechenden Isolat
aus Pdaientenserum, und die Vaiante pBLCAT2-dd-Enhll, die 9ch nur in der 8bp-Deeion von
Pos. 1763-1770 von egerem unterscheidet, erddlt werden (Abbildung 4.3). Fir die Expresson
gllte die HBV-DNA vor das bakteide Gen da Chloramphenico-Acetyl-Transferase (CAT)
gesetzt werden, um in den weter unten beschriebenen CAT-ELISA-Versuchen die Expresson
diesess HBV-regulaorischen Elements zu untersuchen. Als Vektor wurde daher pBLCAT2
gewdhit. Als Auggangandeid fir die Isoieeung der virden DNA diente fir des
Vaiantenkongrukt das unter 4.21 beschriebene Plaamid pcDNA3-dd-HBx. Der HBV-Antel
wurde mit dem Redriktionsenzym BamHI aus der multiplen Klonierungsstelle herausgeschnitten,
und die Uberhéngenden eanzdstrangigen Enden wurden mit  Mung-Bohnen-Nuklesse verdaut.
Daaufhin wurde mit Xba gexchnitten. Der Vektor pBLCAT2 wurde zundchs mit dem
Redriktionsenzym Hindlll  geschnitten, ebenfdls Mung-Bohnen-Nukleese verdat und zuletzt
mit Xba behanddt. Zur Klonierung des  Wildtypkondruktes wurde  mittds  der
Redriktionsenzyme Sacll und Xba das Insat aus dem unter 4.21 beschriebenen pcDNA3-wt-
HBx gewonnen. Dieses wurde in den ebenfdls mit Sacll und Xba geschnittenen Vektor
pPBLCAT?2 eingefugt. Die wetere Klonierung verlief identisch.

Pos 1374 wt-Enhl| Pos 1822

bzw. dd-Enhl|
Sacll (wt)
Hindlll (del)

Xbal

SV40-Promotor

Anyidllin CAT
Abbildung 4.3: Schematische Darstelung des Expressonsvektors fur wt-Enhll bzw. de-

Enhll. Im Bereich des Enhll ollte die Auswirkung der Bindung der Transkriptionsfaktoren
HNF1 und HNF4 untersucht werden.
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4.2.3 Klonierung des LHBs-Promotors als bekannte HNF1-Bindungsstelle

in ein CAT-Reportergen
Da untersucht werden <ollte ob durch die 8bp-Ddetion ene neue HNF1-Bindungssdle
entsteht, wurden Versuche mit der HNF1-Sequenz durchgefiihrt. Um hierfir eine Pogtivkontrolle
fur die Bindunggesktion zu haben, wurde der LHBsPromotor, wecher ene bekannte
Bindungsstelle fir HNF1 bestzt, in @nen CAT-Vektor kloniert (Abbildung 44). Be dem
neuentstandenen Kongrukt pCAT3Basic-LHBs wird der Stat des LHBs zum Stat des CAT-
Gens.
Zunéchg wurde mittels PCR der LHBs-Promotor aus dem HBV Isola 991 amplifiziert, wozu die
Primer LHBsL und LHBS2 vewendet wurden. Spédter fand en Redriktionsenzymverdau des
Amplifikats mit Kpnl und Ncol dat. Als Vektor diente pCAT3Basc, dar in der multiplen
Klonierungsstdle  gleichatig geschnitten  wurde  Die  wetere  Ligdion, Kontrolle und
Saquenzierung erfolgte wie tblich.

LHBs
Pos.2681 Pos.2857

Promotor

Ncol/Start-CAT

Armgidllin

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung des Expressionsvektors fur den LHBsPromator.
Dieser gdlt eine bekannte Bindungsstelle fir HNF1 dar.

4.2.4 Klonierung des PraC-Promotors in ein Luciferase-Reportergen
Um den Effekt da 8bp-Ddetion Pos1763-177/0 auf die Transkription der PraGRNA

aufzuzeigen, wurde der Enhancer I, der fir die Core- und PraC-RNA zudténdig is, zum Grofyel
dimniet. Fir die sdter durchgefihrten Luciferaseversuche wurden wiederumzwel Kongtrukte
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kloniert, der Wildtyp pLud-wt-Pr&C und die Variante pLuci-dd-Pr&C, welche sich lediglich in
der oben bexthriebenen Ddetion unterscheiden (Abbildung 4.5). Zur Isolierung der virden DNA
dienten die unter 421 beschribenen Vektoren pcDNA3wt-HBx und pcDNA3-dd-HBx. Se
wurden mit den Primern HBV-X-42) und HBV-X-a5(2a) mittels PCR anplifizet und spdter mit
den Redriktionsenzymen Bglll und Ncol geschnitten. Als Vektor diente pLud3, der glech
behanddt wurde. Somit wurde der PrédG-Promotor von Pos1730-1822 0 in den Vektor pLuci3
kloniert, dal3 das Startcodon von PraC zum Start des L uciferasegens wurde.

wt-PraC
Pos1730 Pos 1822
bzw. del-PraC
Bglll Ncol/Start-Luci

N\

Arrgidllin

Abbildung 4.5: Schematische Darstelung des Expressonsvektors fur den wt- bzw. de-
PraC-Promotor. Im Bereich des PraC-Promotors sollte die Auswirkung der Bindung von HNFL,
HNF4 und COUP-TF1 untersucht werden.

4.2.5 Klonierung des Core-Promotors in ein Luciferase-Reportergen

Um den CoePromotor zu klonieren, mule aus den Pasmiden Moe86 bzw. Moel02
(komplettes HBV Genom mit und ohne 8-bp-Deetion) zuerst das komplette HBV-Genom nach
der Methode von Ginther e d. (1995) mit den Primern HBV-s und HBV-as amplifiziet werden.
Das Amplifiket wurde mit dem Enzym Sgpl verdaut. Die goédter rezirkulariserte DNA wurde mit
den Primen HBV-X-92) und HBV-X-ag2b) amplifiziet. Das resultierende Amplifikat (Pos.
1730-1902) wurde nech Verdau mit Bglll und Ncol in den ebenso vorbereiteten Vektor pLuci3
kloniet und daraufhin sequenziet (Abbildung 4.6). In den Kondgrukten Wildtyp pLucd-wt-Core
bzw. Vaiante plLuci-dd-Core wurde somit das Statcodon von Core zum Stat des Lud-
ferasegens.
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wt-Core
Pos.1730 P0s.1902
bzw. del-Core
Bglll Ncol/Start-Luci

Arrgidllin

Abbildung 4.6: Schematische Darstelung des Expressonsvektors fur den wt- bzw. de-
Core-Promotor. Im Bereich des Core-Promators sollte die Auswirkung der Bindung von HNFL,
HNF4 und COUP-TF1 untersucht werden.

4.3 Auswirkung der 8-bp-Deletion auf die CAT-Expression

4.3.1 Austesten der Aktivitét der Vektoren pBLCAT2-wt-Enhll und pBLCAT2-del-Enhll

Um zu untersuchen, ob durch die 8bp-Deeion eine Bindungssedle fir HNF1 entsteht, wurden
Vesuche mit CAT ds Reportergen in HepG2-Zdlen durchgefiihrt. Hierbe wurden  Wildtyp-
Enhancer I (Wt-Enhll) und VariantenEnhancer 11 (de-Enhll) mit Expressonsvektoren fir
HNF1 kotrandfiziert.

Es wurde zuars ein Versuch durchgefihrt um festzugdlen, welche Konzentration der beiden
Enhancer |1-CAT-Vektoren eine gesignete CAT-Expresson ergibt.

In Drefechansitizen wurden jewells 1,0 pg, 20 pug und 40 pg des dd-Enhll und des wi-Enhll
durch 20 pl Lipofectamine™ trandiziet. Als Pogtivkontrolle dienten 20 pg des Vektors
pcDNA3CAT, zur Fedddlung der Hintergrundektivitdt wurde kein Plasmid engesstzt. Pro
Ansatz wurden 10° Zelen verwendet. Die weitere Transfektion, Zdlyse, Proteinbesimmung und
dar CAT-Vesuch wurden anschlieffend wie im Methodenteil unter 35 und 3.6 beschrieben
durchgefiihrt.

Veglecht man die Werte von dd-Enhll und wt-Enhll ba jewels gleichen eingesstzten Mengen,
0 ddit man ba de 8bp-Vaiaite im Vegech zum Wildtyp ene dékere Expresson fest
(Abbildung 4.7). Somit wurde in den weteren Versuchen @ne Menge von 4,0 pg des Wildtyp-X
und 20 pg des VaiantenX engesetzt. Diese Mengen bewirken eine geeignete Expression. Die
Pogtivkontrolle wurde mit 20 pg pcDNA3CAT durchgefihrt und ergab en Ergebnis des CAT-
ELISA Uber dem Siitigungsbereich. Die Negativkontrolle enthielt keinen Vektor.
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Abbildung 4.7: CAT-Versuch zur Austestung der Aktivitdt des de-Enhll und wt-Enhll in
pBLCAT2. Die Zdline HepG2 wurde mit den CAT-Kongrukten wt-Enhll und dd-Enhll in
pBLCAT2 in unterschiedlichen Mengen trandfiziet. Anschlilend wurde die Menge an
gebildetem CAT-Protein (CAT) der Drefachansédize besimmt und der Mittelwert gebildet.

4.3.2 Einflu? von HNF1 und HNF4 auf den Enhancer I

Es <ilite nun untersucht werden, ob der Wildtyp-Enhancer 1l (Wt-Enhll) und der Vaianten
Enhancer 1l (de-Enhll), jewells im Vektor pBLCAT2, be Kotrandektion von Expressonsvektoren
fir HNF1 und HNF4 ene dgnifikante Aktivierung und somit ene Zunahme der produzierten CAT-
Menge aufweisen. Hierzu wurde in Dreleransdizen 4,0 pg des wt-Enhll- bzw. 2,0 pug des dd-Enhll-
Vektors einmd mit 50 pg des Learvektors prcCMV  ds Negdivkontrolle, des weiteren mit 50 g
des Vektors RVP16 mit HNF1-Expresson und zuletzt mit 50 pg prcCMV/HNF4 ds HNF4
exprimierender  Vektor trandfiziet. Zusizlich wurden  ene  Pogtivkontrolle mit 20 g
pcDNA3CAT und ene Kontrolle ohne Vektor zur Besimmung der  Hintergrundaktivitét
mitgefiirt. Pro Ansatz wurden 2,5x10° Zellen und 20 pl Lipofectamine™ eingesetzt.

Es konnte gezeigt werden, da3 die Kotrandfektion des Expressonsvektors fir HNFL mit
pPBLCAT2-Vektoren, die wt-Enhll  und dd-Enhll  enthdten, keine Transsktivierung bewirkt
(Abbildung 4.8). Be der Kotrandektion mit dem Expressonsvektor fur HNF4 war be dd-Enhll
eine S&rkere Expresson im Verglech zum Wildtyp vorhanden.
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Abbildung 4.8: Transaktivierung des Varianterd/Wildtyp-Enhancer 11 in der Zdlinie HepG2.
A) Die Zdlinie HepG2 wurde mit den CAT-Kondrukten wt-Enhll bzw. dd-Enhll in pBLCAT2
trandfiziert. Zusitzlich wurde en Expressonsvektor fur HNFL und HNF4  kotrandfiziet. Als
Negativkontrolle  und  Pogdtivkontrolle  wurden  prcCMV und pcDNA3CAT  eingesetzt.
Anschlielend wurde durch e@nen CAT-Vesuch die Menge an gebildetem CAT-Protein  bestimnnt.
Aus den erechneten Werten der Drefachansdize wurde jeweils der Mittdwert gebildet. B) Dar-
sdlung der Rddivbeziehungen von A).
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4.4  Auswirkung der 8-bp-Deletion auf die Luciferase-Expression

4.4.1 Austesten der Aktivitat der Vektoren pSyn0O6TLuc und pH44TLuc
Der Vektor pSyn06TLuc wels sechs Bindungsstelen fir den Transkriptionsfaktor HNF1  auf;

pH44TLuc ha vier Bindungssedlen fir HNF4. Diese Vektoren sollten somit ds Pogtivkontrolle
fir die Transktivierung durch diese Transkriptionsfaktoren dienen. In diesem Vorversuch sollte
nun festgeselt werden, ob HNF1l- und HNF4-Vektoren unter diesen Bedingungen tatsachlich
transaktivieren.

Es wurde in Drefechansitzen je 10 pg des Vektors pSynO6TLuc mit den Bindungsstdlen fur
HNFL bzw. 15 pg des Vektors pH44TLuc mit den Bindungssdlen fir HNF4 zusammen mit
50 pg des Expressonsvektors RVP16 fir HNFL bzw. prcCMV/HNF4 fir HNF4 und ds
Learvektor prcCMV in die Zdlen trandiziet. Aullerdem wurde as Postivkontrolle 20 pg des
Vektors pcDNA3CAT und ds Negativkontrolle kein Vektor trandfiziert.

Ba pSyn06TLuc wurde wider Erwaten ene Represson durch HNFL um den Fektor 233
(Tebdle 4.1) fedgeddlt. Dagegen aktiviet HNF4  ewatungsggemd? die Expresson von
pHA44TLuc um den Faktor 2,98.

Tabelle 4.1: Austestung der Aktivitét der Reporterplasmide pSynO6TLuc und pH44TLuc.
HepG2-Zdlen wurden mit dem Reporterplasmid  pSynO6TLuc  bzw. pH44TLuc trandizient.
Zusizlich wurde der Expressonsvektor HNFL bzw. HNF4 und ds Leavektor prcCMV
kotrandfiziet. Anschlieffend wurden in einem Luciferase-Versuch die rdativen Lichtenheiten
(RLU) gemessen und aus den Dreifachansdizen der Mittelwert gebil det.

Reporterplasmid Expressonsvektor RLU
1,0 pg pSyn06TLuUC 50 pg prcCMV 3374
1,0 pg pSyn06TLuC 50 pg HNFL 1450
15 pg pH44TLuc 50 pg prcCMV 588
15 pg pH44TLuc 50 pg HNH4 1750
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4.4.2 Vergleich der Transaktivierung des SV40-Enhancers durch wt-HBx bzw. del-HBx

Die 8bp-Ddeion von Posl763-1770 fuhrt zu enem verkirzten X-Protein mit verdndertem
Caboxyterminus (Repp e d., 1992). Um zu untersuchen ob diesss verdndete HBXx ene
Defektmutante i oder  waeiterhin - Wildtyp-Aktivitéd  bestzt, wurde die Transsktivierungs
kompetenz von Wildtyp-HBx (wt-HBx) und VaiantenrHBx (dd-HBx) untersucht. Hierzu wurde
das Reporterplasmid pGL2 gewéhlt, welches den SV40-Enhancer enthdt. In dem Versuch wurde
in Drafachansitzen je 0,02 pg des Vektors pGL2 und 0,3 pg des Vektors pcDNA3-wt-HBx bzw.
pcDNA3-de-HBx in je 2x10P 3T3-Zelen mit je 10 pl Lipofectamine™ trandiziet. Als
Postivkontrolle wurden 03 pg pcX+, ds Negativkontrolle 03 pg des Vektors pcX- und 002 ug
pGL2 engesdtzt. Es konnte im Fal des Wildtyp-HBx eine Stegerung der Luciferase-Aktivitét
mit 3046 RLU im Veglech zur Negativkontrolle mit 681 RLU erzidt werden. Dies entspricht
eneg Zunshme um den Fektor 52. Dagegen gdlt man bem VaiantenHBXx ene geringere
Steigerung auf 1670 RLU fest, was einer Zunahme um das 2,74-fache entspricht (Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2. Aktivierung der Expresson durch Transaktivierung des SV40-Enhancers
mittels HBx. 3T3-Zdlen wurden mit dem Reporterplasmid fir das Lucferassgen pGL2 und den
Expressonsvektoren  fur Variantenr und Wildtyp-HBx kotrandfiziert. Als Negativkontrolle diente
pcX-, ds Pogtivkontrolle pcX+. Die Menge an gebildeter Luciferase wurde besimmt und aus den
errechneten Werten der Dreifachansétze jewells der Mittelwert bestimmt.

Reporterplasmid Expressonsvektor RLU Faktoren
0,02 ug pGL2 — 681 100
0,02 ug pGL2 0,3 pg de-HBx 1670 274
0,02 pg pGL2 0,3 pg wt-HBx 3046 520
0,02 ug pGL2 0,3 g pcX+ 1702 230
0,02 g pGL2 0,3 pg pcX- 497 068
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4.4.3 Messung der Grundaktivitat der Konstrukte des PraC-Promotors

Die Vektoren pLud3-dd-Pr&C und pLuc3-wt-PraC enthdten nur den Pr&C-Promotor (Pos1730-
1822). Das Startcodon von PraC wird in diesen Kongrukten Startcodon der Luciferase. Es wurde in
den Vektor pLud3 kloniert, mit welchem aufgrund des enklonieten Ludferassgens die
unterschiedlichen  Transaktivierungen in RLU  gemessen werden  konnen. Durch das  Einsstzen
verschiedener Mengen von 10 pg, 30 pg, 50 pg und 100 pg sollte festgesdlt werden, weche
Menge dar Vektoren ene gedgnete Expresson ezidt, die dann in den weteren Versuchen
vewendet wurde. Als Pogtivkontrolle dienten 20 pg des Vektors pGL2 Lucferase Control, zum
Messen der Hintergrundektivitt wurde kein Vektor eingesetzt. Pro Ansatz waren 2,5x10° HepG2-
Zdlen vewendet worden Es wurde mit je 25 pl Lipofectamine™ trandiziert, be Einsaz von
100 pg Pasmid mit 400 pl. Die weatee Trandektion, Zdlyse, Proteinbetimmung und die
L uciferase-Versuche wurden anschlief3end wie im Methodenteil beschrieben durchgefinrt.

Der PréC-Promotor mit der 8-bp-Deetion zegte mit Ausnehme der hdchgen Konzentration ene
deutlich g&kere Lucferaseexpresson ds das Wildtyp-Kongrukt (Tabelle 4.3). Als gedgnete
Werte fir wetere Versuche erschienen 50 pg des wi-PraC-Promotors und 30 pg des dd-PréC-

Promotors.

Tabelle 4.3: Expresson der Luciferase gesteuert durch den wt- bzw. de-PraC-Promotor.
HepG2-Zdlen wurden mit dem Expressonsvektor fir pLuc3-wt-PraC bzw. plLud3-de-PréC in
unterschiedlichen Mengen trandfiziert. In Luciferase-Versuchen wurden die RLU gemessen und
aus den Dreifachansitzen der Mittelwert gebildet.

Menge Wildtyp 8-bp-Deletion Vehdtnis
(RLU) (RLV) Wildtyp : 8-bp-Deletion
101g 165 815 1:49
309 1735 826,5 1:48
50 ug 4205 10455 1:25
100 g 3840 3285 1:09
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4.4.4 Einfluld der Transkriptionsfaktoren HNF1, HNF4 und COUP-TF1
auf die Aktivitat des Wildtyp und Varianten PraC-Promotors

Eine interessante Frage wa nun, ob der Pré&C-Promotor durch die verschiedenen
Transaktivatoren beanflul® wird. Wie sch im Versuch 44.3 herausgestdlt hat, delt der Einsaz
von 50 pg wt-PraC-Promotor und 30 pg dd-PraC-Promotor eine geeignete Menge dar. Es
wurden jewels 50 pg de Vektoren prcCMV  ds  Negativkontrolle COUP-TFL  und
prcCMV/HNFH4 ds Expressonsvektor fir HNF4 sowie 15 pg RVP16 ds Expressonsvektor fir
HNF1 kotrandfiziert.

Tabele 4.4. Effekt verschiedener Transkriptionsfaktoren auf die Aktivitét des PraC-
Promotors. A) HepG2-Zdlen wurden mit dem Luciferase-Kongrukt pLuc3-wt-PraC  bzw.
pLua3-dd-PraC und den Expressondaktoren fir HNF1, HNF4 und COUP-TF1 kotrandiziert.
B) Vergleich zwischen wt-PraC und de-PraC von A).

A)
Reporterplaamid Expressonsvektor RLU
30 pg pLud3-0d-PraC 50 g procCMV 54
30 Hg pLud3-dd-PraC 1,5 pg HNFL 1875
30 pg pLud3-dd-PraC 5,0 ug HNF4 g
30 Hg pLud3-dd-PraC 5,0 ug COUP-TFL %871
5,0 pg pLud3-wt-PraC 50 pg prcCMV 1722
50 Ug pLua3-wt-PraC 1,5 ug HNFL 371
5,0 pg pLud3-wt-PraC 50 ng HNH 1796
50 g pLua3-wt-PraC 5,0 ug COUP-TF1 17620
B)
Expressonsvektor del-PraC wt-PraC Verhdtnis
Wildtyp : Vaiante
prcCMV 100 1,00 1:100
HNF1 321 216 1:067
HNF4 052 104 1:200

COUP-TF1 1690 3017 1:179
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Abbildung 4.9: Transaktivierung des HBV-Varianten PradC-Promotors. Die in Tabdle
4.4 B) dargeddlten Beziehungen zwischen Variante und Wildtyp Snd hier graphisch dargestdlt.

Nimmt man die Trandektion mit prcCMV ds Referenzwet und bezieht die anderen Waerte
hierauf, s0 gdlt man fest (Tabele 4.4, Abbildung 4.9), da3 dch bem Vaianten Pr&C-Promaotor
ba Zugabe von HNF1l ene Aktivieung um den Faktor 321 ergibt. Durch HNF4 wird ene
Abnahme um den Faktor 052 hervorgerufen. COUP-TFL bewirkt mit der Seigerung um das
169fache die gékse Aktivierung. Der Wildtyp zeigte be Zugabe von HNF1 ebenfdls enen
Andieg um das 216fache im Veglech zur Vaianten ig dies jedoch nur das 0,67-fache. Die
Zugabe von HNF4 hate mit dem Wert 104 praktisch kenen Einflud auf die Transkription,
wéhrend COUP-TF1 mit enem Angdieg um den Fektor 30,17 auch im Veglech zur Vaiante
(1,79-faches) den grofden Effekt zeigte.

In enem weteren unabhdngigen Vesuch mit unterschiedlich eingesetzten  Konzentrationen  der
Expressionsvektoren konnten diese Ergebnisse prinzipidl bestétigt werden (Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: Effekt verschiedener Transkriptionsfaktoren auf die Aktivitdt des
Pr&aC- Promotors in Abhéngigkeit von der Konzentration der Expressonsvektoren. A)
HepG2-Zdlen wurden mit dem Luciferase-Konstrukt pLuci3-wt-PréaC bzw. pLuci3-del-PraC
und den Expressonsfaktoren fur HNF1, HNF4 und COUP-TF1l kotrandfiziert. ES wurden
verschiedene Konzentrationen der Expressonsvektoren eingesetzt. B) Vergleich zwischen
Vaiante und Wildtyp von Tal A). Als Negativkontrolle dient der Vektor prcCMV, ds
Positivkontrolle pGL2 Luciferase Control. Aus den Dreffachansdizen wurden die Mittdwerte
errechnet.
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4.4.5 Messung der Grundaktivitat der Konstrukte des Core-Promotors

Die Kondrukte pLuci3-wt-Core und pLuci3-dd-Core enthdten den Wildtyp und Vaianten Core
Promotor (Pos1730-1902). In diesen Kongrukten wird das Startcodon von Core zum Luciferase
dat. Durch das Einseizen verschiedener Konzentrationen von 1,0 pg, 30 pg, 50 pg und 10,0 pg
Fllte fedtgesdlt werden, wdche Konzentration gesignet is, um ene Aktivierung zu bewirken,
die dann in den weteren Versuchen eingesstzt werden olite Als Pogtivkontrolle dienten 20 pg
des Vektors pGL2 Lucferase Control; zum Messen der Hintergrundaktivitét wurde kein Vektor
gngesetizt. Pro Ansaz wurden 25x10° HepG2-Zelen vewendet. Es wurde mit je 25 pl
Lipofectamine™ trandfiziert, bal Einsatz von 10,0 pg Plasmid mit 40,0 pl.

Die 8bp-Ddeion zeigt durchgehend ene dékere Aktivierung ds der Wildtyp; dargesdlt in
Tabdle 45. Da die Werte inggesamt sehr hoch waren, wurde in den weiteren Versuchen ene
Konzentration von jeweils 0,5 pg verwendet.

Tabelle 4.5: Expresson der Luciferase gesteuert durch den wt- bzw. de-Core-Promotor.
HepG2-Zdlen wurden mit dem Expressonsvektor fur pLud3-wt-Core bzw. plLuci3-de-Core in
unterschiedlichen Mengen trandiziet. Es wurde en Wildtyp CorePromotor mit dem héufig
vorkommenden Audausch T1762- Al1764 engesetzt. In Luciferase-Versuchen wurden die RLU
gemessen und aus den Dreifachansétzen die Mittelwerte gebildet.

Menge Wildtyp 8-p-Deetion Vehdtnis
(RLU) (RLU) Wildtyp : 8-bp-Deetion
10pg 24027 46806 1:20
30ug 183344 447157 1:24
50ug 201052 1146152 1:39
100 g 216313 633610 1:29
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4.4.6 Einflul® der Transkriptionsfaktoren HNF1, HNF4 und COUP-TF1

auf die Expression von Wildtyp und Varianten Core-Promotor

In diesem Vesuch <ollte die Wirkung der Transkriptionsfektoren HNF1, HNF4 und COUP-TF1
auf den Core-Promotor untersucht werden. Wie gch in Versuch 445 ergeben hat, i der Einsaz
bzw. dd-Core-Promotor gedignet. Als Learvektor wurden 50 g
prcCMV, ds Expressonsvektor 5 pg precCMV/HNFA bzw. COUP-TFL und 15 pg RVPI6 fir

von jewels 05 pg wt-

HNF1 kotrandfiziert.

Tabelle 4.6. Effekt verschiedener Transkriptionsfaktoren auf die Aktivitaét des Core-
Promotors. A) HepG2-Zdlen werden mit dem Luciferase-Kondrukt plLud3-wt-Core bzw.
pLuc3-del-Core und den Expressondfektoren fir HNF1, HNF4 und COUP-TF1 kotrandfiziert.

B) Vergleich zwischen wt-Core-Promotor und dd-Core-Promotor von Tabelle A).

A)
Reporterplasmid Expressonsvektor RLU
05 ug pLua3-dd-Core 0,5 pg precCMV 28923
05 pg pLua3-de-Core 1,0 pg HNFL 61722
0,5 pg pLua3-del-Core 05 pg HNH 17205
05 pg pLua3-de-Core 05 pg COUP-TFL 890992
05 pg pLua3-wt-Core 0,5 pg precCMV 5660
05 pg pLuc3-wt-Core 1,0 pg HNFL 13470
05 pg pLua3-wt-Core 05 pg HNH 4644
05 pg pLud3-wt-Core 0,5 pg COUP-TFL 41883
B)
Expressonsvektor Varianten Wildtyp- Vehdtnis
Enhll Enhll Wildtyp : Variante
prcCMV 1,00 1,00 1:1,00
HNF1 213 238 1:089
HNF4 059 082 1:072
COUP-TF1 3081 740 1:416
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Abbildung 4.11: Transaktivierung des HBV-Varianten Core-Promotors. Die in Tabdle
4.6 B) dargestellten Beziehungen zwischen Variante und Wildtyp sind hier grgphisch dargestdlt.

Es egaben sch folgende Ergebnisse (Tabele 4.6, Abbildung 4.11): Bem Vaianten Core
Promotor  transsktiviete HNFL um das 213fache, HNF4 reprimiete um den Faktor 0,59.
COUP-TF1 war der dékge Transaktivator mit dem Faktor 30,81. Bem Wildtyp des Core
Promotors war eine ewas déakere Aktivierung um das 2,38-fache ba HNF1, be HNF4 ene
Abnahme nur um das 082-fache und be COUP-TFL nur d@ne Zunchme um das 74fache
festzugdlen.



Ergebnisse Sate 48
A)

rel. Lichteinheiten

300004 O wt-Core

del-Core
20000
10000

_COUPVTFl
P = = P g HNF4
= P P a=p ﬁg
0 = g <7 P g [—2 =
T T T f

B)

fache Aktivierung

160 —

140 1O wt-Core
—m del-Core
120—/

100 —

80 —

60 —

40 —

~ COUP-TF1
20 — [— HNF4

HNF1
=2 = = = prcCmMV

0 = =P =

10 ng 100 ng 500 ng 1000 ng

Abbildung 4.12: Effekt verschiedener Transkriptionsfaktoren auf die Aktivitat des Core-
Promotors in Abhéngigkeit von der Konzentration der Expressonsvektoren A) HepG2-
Zdlen wurden mit dem Ludferase-Kongdrukt pLuc3-wt-Core bzw. pLuci3-dd-Core und den
Expressondfektoren fir HNF1, HNF4 und COUP-TF1l kotrandfiziet. Es wurden verschiedene
Konzentrationen der Expressonsvektoren engesstzt. B) Vegleich zwischen Vaiate und
Wildtyp von A). Als Negdivkontrolle diente der Vektor prcCMV, ds Pogtivkontrolle pGL2
Luciferase Control. Aus den Dreifachansdtzen wurden die Mittelwerte errechnet.
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Um zu untersuchen, ob der Einflu der Transkriptionsfaktoren HNF1, HNF4 und COUP-TFL auf
die Expresson der Vektoren pLuci3-wt-Core und plLuc3-dd-Core dodsabhangig id, wurde mit
unterschiedlichen Mengen von Expressionsplasmiden kotrandfiziert (Abbildung 4.12).

Als Konzentrationen wurden 10 ng, 100 ng, 500 ng und 1000 ng eingesetzt. Pro Ansatz waren
25x10° HepG2-Zdlen und eine angepalte Menge an Lipofectamine™ notig: 10 ng DNA mit
25 pl Lipofectamine™, 100 ng mit 30 pl, 500 ng mit 50 yl und 1000 ng mit 75 yl. Be der
Pogtivkontrolle wurde 05 pl pGL2 Lucferase Control verwendet, weches dann mit 25 pl
Lipofectamine™ tradfiziert wurde.

Bem Vaianten CorePromotor transsktiviet HNFL mddg dak mit  zunehmender
Konzentration, HNF4 hat eine schwéchere Transaktivierung as HNF1, COUP-TFL ig en sehr
daker Transsktivator, vor dlem ba zunehmender Menge Der Wildtyp CorePromotor wird
sowohl von HNF1 schwécher aktiviert ds auch von HNF4 stérker reprimiert.

COUP-TFL aktiviert sowohl den Pr8C- ds auch den Core-Promotor sehr stark. Die 8-bp-Deetion
schwéacht den Effekt auf den Pr8C-Promotor &b, vergérkt jedoch noch den Effekt auf den Core

Promotor.

4.5 Bindung von HNF1 an die Oligonukleotide mit und ohne 8-bp-Deletion

Eines der Zide diesr Arbat war es zu untersuchen, ob durch die 8bp-Deetion eine neue HNF1-
Bindungsstdle entdeht. Der EMSA gdlt en gedgretes Vefaren dar, um diese Annahme direkt
zu untersuchen.

Das Kernextrakt wurde aus HepG2-Zdlen gewonnen, von wechen bekannt i, da3 de den
Transkriptiondfaktor HNF1  produzieren.  Aulerdem  wurden noch  zusdzlich  HepG2-Zdlen
vaerwendet, in weche HNFL hinentrandfiziet wurde. Dadurch ist eine grol¥re Menge an HNFL
vorhanden, und die Bande des DNA-Proten-Komplexes sollte noch deutlicher hervortreten. Bel
den jewells etwas abgednderten Versuchsbedingungen olite die Sequenz mit der 8-bp-Deletion,
der Wildtyp und zusdizlich ds Kontrolle ene HNF1-Konsensussequenz miteinander  verglichen
werden. Hiefir wurden die Oligonukleotide ,Vaiante® und ,Wildtyp* vewende, welche die
entgorechenden Sequenzen  beinhdten.  Als  Podtivkontrolle  diente  eine HNF1-Konsersus-
Ssequenz, die der Sequenz der HNF1-Bindungsstele im humanen Albumin-Promotor entspricht.
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Als spezifischer Antikorper gegen HNFL1 diente RAD1, der an den Transkriptionsfaktor HNF1
bindet. Durch seine Zugabe sollte en Supershift erreicht werden. Als Negativkontrolle wurde der
ungpezifische Antikorper x-AKD verwendet.

4.5.1 EMSAL mit den Oligonukleotiden Wildtyp P0s.1756-1778

und der 8-bp-Deletion Pos.1763-1770
Um zu untersuchen, ob im Beech de 8lp-Dddion maoglicheweise transkriptionsaktive
Faktoren binden, wurde én EMSA (Abbildung 4.13) durchgefiihrt. Hierzu wurden die mit a3?P-
dCTP radioaktiv markierten Oligonukleotide mit 20000 Counts pro Min. eingesstzt.
In Sour 1 bis 3 set men die dré verschiedenen Oligonukleotide im Vergleich zuenander ohne
den Zusaz von Kenextrekt: Die Vaiaite mit 17 Basenpaaren wandet schndler im
Polyacrylamidgel ds der Wildtyp mit 24 Basenpaaren, dagegen langsamer ds die HNFI-
Konsensussequenz mit 13 Basenpaaren. Auller den enzelnen Banden der Oligonukleotide snd
keine weteren Banden zu sehen. In Spur 4 bis 6 wurde nun Kernextrakt aus unbehanddten
HepG2-Zdlen  hinzugegeben. Spur 4 mit da Vaiate zegt kene vedndete
Wanderungsgeschwindigkeit  verglichen mit Spur 1. Demgegentber deit man in Spur 5,
veaglichen mit Spur 2, dne zusdziche sthwache Bande (Zusazbande). Die  HNFI-
Konsensussequenz in Spur 6 zeigt eine sarke Einzdbande (Geretardation), hervorgerufen durch
die Bindung von HNF1 an die HNF1-Konsensussequenz (HNF1-Bandshift). In den Spuren 7 bis
9 wurde nun Kernextrakt von mit HNF1 trandizierten Zdlen verwendet. Sie wurden zusizlich
mit dem Antikorper RAD1 inkubiet, wecher ein HNF1-spezifischer Antikorper ist. Die HBV-
sezifischen Oligonukledtide in den Spuren 7 und 8 zeigen kein verdndertes Bandenmuder durch
den HNFl-gpezifischen monoklonden Antikdrper. In Spr 9 mit der  HNF1-Konsensussequenz
ddit man nun neben der HNF1-DNA-Bande ds Shift noch ene wetere, jedoch schwéachere
Bande fed, die noch langsamer im Polyaorylamidgd wandet. Se ddlt die Bindung des
sezifiscchen HNF1-Antikorpers RAD1 an den HNF1-DNA-Komplex dar und wird ds Supershift
bezeichnet. Zum letzten Dregansatz in Spur 10 bis 12 wurde der ungpezifische Antikorper
x-AKD hinzugegeben. Hierbe zeigt sch keine Anderung des EMSA-Musters. Der Antikorper
x-AKD bindet dso keine Proteine, die enes der radioaktiv markierten Oligonuklectide binden.
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Abbildung 4.13: EM SA1 des Varianten-Oligos, Wildtyp-Oligos und des HNF1-
consensus-Oligos mit dem Kernextrakt von HepG2-Zellen. Die Oligonukleotide
wurden jeweils mit keinem Kernextrakt, mit HepG2-Kernextrakt und zusétzlich mit
HNF-1-spezifischem und - unspezifischem Antikorper inkubiert.
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4.5.2 EMSAZ2 als Kompetitionsversuch an radioaktiv markiertem HNF1-Oligo

durch nicht markiertes Varianten-, Wildtyp- und HNF1-consensus -Oligo
Da in dem EMSA aus 451 kein Hinwes auf ene erkennbare Bindung von HNF1 an Wildtyp
HBV Posl1756-1779 oder die 8-bp-Ddetionsvariante schtbar war, wurde nun untersucht, ob
diee Oligonuklectide eventudl die Bindung von HNF1 an das HNF1-consensus-Oligonukleotid
verhindern  konnen. Hiebe werden  verschiedene Mengen nicht  radioaktiv. - markierter
Oligonuklectide und ene kongante Menge radioaktiver HNF1-Konsensussequenz (50000 Counts
pro Min) vor da Zugabe des DNA-bindendenProteins mitenander gemischt. Greift das nicht
markierte Oligonukleotid in den Bindungsprozeld zwischen radiosktiv. markieter  Oligonukleotid-
DNA und DNA-bindendemProtein ein, so wird der Protein-DNA-Komplex in saner Aushildung
gehindert. 1s es dagegen an dar Resktion unbeteligt, so blebt die Menge des gebildeten Protein-
DNA-Komplexes unveréndert. Durch die verschiedenen Konzentrationen nicht markierter  DNA
kann anhand der Veranderung der Menge des Protein-DNA-Komplexes die reative Affinité des
Proteins zu jeder Kompetitions-DNA ermittdt werden (Abbildung 4.14).
In den Vesuchen wurden zu den unteschiediichen Verhditnissen der Oligonuklectide jewalls
150 pg Proten des HepG2-Kernextraktes, 10 yl didC, 07 w Glycerin und 10 pul BSA
hinzugefiigt und dies mit Verdinnungspuffer C auf die Endmenge von 23,0 pl gebracht.
In den Spuren 1 bis 4 wurde jewells radiosktiv markiertes HNF1-consensus-Oligonukleotid mit
nicht makietem Wildtyp-Oligonukleotid im Vehdtnis 1100, 1.50, 110 und 15 engesdzt.
Hiebe zeigen sch im Velaf de unteschiedich engesstzten Wildtypmengen  kenerle
Veranderungen in der Bandengtérke.
Die Spuren 5 bis 8 zeigen nun den Effekt des radioaktiven HNF1-Oligonukleotids be der Zugebe
von nicht markietem Vaianten-Oligonukleotid im Verhdtnis 1:100, 150, 110, 15. Hiebea
geit man eine Kompetition ebenfdls ers & enem Verhdtnis von 150, ewas S&ker noch be
1:100. Der Effekt igt jedoch insggesamt schwéacher als be der Zugabe von HNFI-consensus-
Oligonukleotid, was bedeudet, dd3 die Bindung des VaiatenOligos an die HNFI-
Konsensussequenz zwar vorhanden, aber relativ schwach ig.
In den Spuren 9 bis 12 wird die Zugabe von jewels radiosktivem zu katem HNFI-consensus
Oligonukleotid im Verhdtnis 1:100, 150, 1110 und 1.5 untersucht. Erg & dnem 50fachen
Uberschu des nicht markierten HNF1-Oligonukleotides it eine deutliche Kompetition zu sehen,
die be dnem Uberschul von 100 fast komplett ist. Die Kompetition von katem zu heifam
HNF1-Oligonukleotid it zu erwarten gewesen.
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Abbildung 4.14: EM SA2 als Kompetition der Bindung von HNF1 an das
radioaktiv markierte HNF1-consensus-Oligo durch nicht radioaktiv
markiertes Varianten-Oligo, Wildtyp-Oligo und HNF1-consensus-Oligo. Es
wurden aufsteigende Konzentrationen der nicht markierten Oligos verwendet.
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5 Diskussion

5.1 Funktion des HBx-offenen-Leserahmens

Die Ddetion der Basen Pos. 17631770 in ener haufig vorkommenden Vaiatte des HBV-
Gaoms wa Gegendand dieser Arbet. Se betrifft den Core-Promotor/Enhancer 11 und den
Caboxyterminus des HBx-Proteins. Durch die Deetion entseht eine Leseragterverschiebung, die
zum Wegfdl der Aminosturen (AS) 134-154 fihrt (Repp et d., 1992). Zusitzlich werden 5 AS
durch diese Leserasterverschiebung hinzugefiigt. Die LucferaseVersuche in Abschnitt 4.42
zeigen, da’ diesess VaiantenHBX, im Gegensstz zum Wildtyp-HBX, zwar ene geringere aber
immer noch deutliche Féhigkeit hat zu transaktivieren. Diese Funktionssbnahme entspricht den
Erwatungen von Kumar et d. (1996) nur telwese, namlich dal?3 eine carboxyterminde Deetion
von nur 15 AS (Ubearsicht in Yen e d., 1996) normdeweise die Transaktivierungsaktivitat von
HBx besdtigt. Be enem hohen Uberschul an VariantenHBXx zu Reporterplasmid, wie in
vorliegenden Vesuchen um das 15fache, wurde dlerdings dennoch ene  Transaktivierung
beobachtet (Kumar e d. 1996). Die FErgebnisse gorechen dafir, dad je nach
Transkriptionsdement unterschiedliche Talle von HBx wirksam werden.

In vitro wurden unter anderem noch zwe wetere Funktionen von HBX beschrieben: HBx wirkt
dlene unter Kontrolle seines natlrlichen Promotors, trandformierend (Sefer et d., 1991, [d)).
Zwor wurde schon von Shirskata et d. (1989) ein trandormierender Effekt in der Zdlkultur
gezeigt. Dies ddlte man auch in tranggenen Mausen (Lee et d., 1990; Teradillos et d., 1997)
fes. Desweteren induziet HBx Apoptose in vitro (Chirillo e d., 1997, Su et d., 1997; Schugter
et d., 2000). R Schuger (Dissertation, 1999) konnte zeigen, dal3 das Vaianten-HBx mit der
Deetion Pos 1763-1770 nicht nur die Fahigket zur Transsktivierung, sondern auch die
Fahigkeit zur Apoptosainduktion komplett verloren hat. Ob diese HBx-Vaiate onkogen i,
konnte noch nicht untersucht werden.

Feszuhdten ig, dad HBx in vitro fur die Virusproduktion nicht nétig i, fir das Hervorrufen
eéne Infektion in vivo an Begid des Wddmurmdtieres i es jedoch unentbehrlich. Nach
vorlaufigen Ergebnissen (Well3 und Hofschneider, pers. Mittellung) wird HBXx in vitro auch fir
die Infektion primé&rer humaner Hepatocyten durch HBV bendtigt. Somit i¢ anzunehmen, dal3
HBV-Genome mit dieser und &hnlichen Deetionen nicht mehr dlene infektics snd. Man kann
jedoch nicht ausxchliel}en, dad diese Vaiaten be gemeansamem Vorkommen mit dem
Wildtypvirus trotzdem ene Infektion hervorrufen kdnnen. Fir diese Annéhme Soricht, dal3 die
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untersuchte Ddetion im HBx (Pos17631770) nie enen goleren Antel ds 50 % an der
gesamten Virusmenge enes Individuums ausmacht (Ginther et d., 1996; Nishizono e d., 1997,
Schl&ger et d., in Revison).

5.2 Basisaktivitat von transkriptionellen Elementen des Wildtypgenoms

und der Deletionsvariante
Die Frage, auf weches der Uberlgppenden DNA-Sequenz-Hemente die Dedetion am déarksten

wirkt bzw. ob sch die Effekte unterscheiden lassen, zeigt Tebelle 5.1.

Tabelle 5.1: Expressonsaktivitdét von Wildtyp- und Varianten-Elementen in Reportergen-

konstruktenmit Luciferase

Wildtyp Wildtyp (T/A 1762/64) 8-bp-Deetion
Enhll 10 nd. 247
PraC-Promotor 10 nd. 328
Core-Promotor nd. 10 280

In Versuchen mit den Reportergenen CAT und Luciferase zeigte sch, da3 die 8-bp-Ddeion im
Enhancer Il um den Faktor 247 aktiver war. Des weteren wurde in Luciferase-Versuchen
deutlich, dal3 sowohl der Vaianten PraC-Promotor (Fektor 3,28) ds auch der Vaianten Core
Promotor (Faktor 2,80) jewells eine hthere Expresson aufwiesen.

Nach Ginther et d. (1996) produzieren Mutationen im Core-Promotor/Enhancer 1l hohere Titer
an intrazdluldren Replikationszwischenprodukten.  Waeiterhin i auch  die Zahl HBV-DNA-
hdtiger Patikd im Kulturmedium um 50400 % erhoht. Auch Baumert et d. (1996) konnten
gne ehthte Virugeplikaion infoge von Mutaionen im CorePromotor nachweisen. Diese
Ergebnisse konnen mit den hier dargestediten Beobachtungen in Zusammenhang gebracht
werden. Eine magliche Erklaung hiefir i, dad durch die 8p-Ddetion asfgrund neu
gechaffener Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren eine erhdhte Aktivitét entsteht.
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5.3 Effekte der Transkriptionsfaktoren HNF1 und HNF4 auf die Aktivitat

des Wildtyp- und VariantenrEnhancer I

Der gewebeypezifische Transkriptionsfaktor  HNF4  (Sadek e d., 1990) gehdort zu  der
Ubergeordneten  Kernrezeptorfamilie und benhdtet e@ne  Zinkfinger-Doméne und e@ne mogliche
ligondenbindende-Doméne.  HNF1  sidt ene entschedende Rolle in der Regulaion des
hepatocytischen  Phénotyps es wird angenommen, da3 e ene Ubergeordnete Rolle in der
Regulation der Expression anderer Transkriptionsfaktoren spielt (Mendd et d., 1991).

Man nimmt an, dad das Auftreten von Vaianten mit neuer HNF1-Bindungsstdle im Core
Promotor be einer schwachen Immunantwort begiingigt wird. Sie wurden aus Pdienten isdliert,
die unter Immunsuppression standen (Laskus et d., 1994, [d); Glnther et d., 1996; Pult et 4.,
1997) und, wie die in der vorliegenden Arbet, aus Kinden mit hémaologischen Erkrankungen
(Repp e d., 1992). HNFI1-Vaiaten scheinen enen Sdektionsvortell zu haben, wenn das
Immunsysem  unterdrickt  wird, und umgekehrt enen Nadhtal ba Simulation des
Immunsygems. Unter  Immunsuppresson konnen die Zdlen, die mit Virus infiziet dnd, nicht in
adaguater Weise diminiert werden, dabel haben die Vaianten gegeniiber dem Wildtyp durch ihre
gedeigate VirusDNA-Synthese enen Vortell, was dan zu enem ehohten Vaiantenantel
fihrt. Be Patienten unter Immunsuppresson schent die Akkumulation der HNF1-Vaiante, die
enen Antal von 90 % de Virugpopulaion ausmacht, mit einer schnelleren Leberdestruktion
vabunden zu sain (Glnther e d., 1996; Pult & d. 1997). Es ig denkbar, dad die HNFI1-
Varianten ba Anwendung von immunsuppressven Medikamenten (Lau e d., 1992, McMillan
d., 1995) dne ehothte Replikation und Genexpresson aufwesen, die zu e@ner Akkumulation von
Virusprotein in Zdlen fihren. Dies mag zu direkter Cytopathogenitét fihren (Roingeard & 4d.,
1990) oder fir Cytokine senshiliseren (Gilles et d., 1992; Nakamoto et d., 1997).

Gunther et d. (1996) konnten nun zeigen, dal3 Punktmutationen, Deletionen oder Insationen im
Core-Promotor neue Bindungsstelen fir den hepatonukledren Faktor HNFL im HBV-Genom
erzeugen. Dadurch ergab sich dne gesteigerte Sekretion von HBV-DNA in den Uberstand von
trandfizerten Zdlinien. Die Ddetion Posl1763-1770 (Gunther et d., 1996) hate folgenden
Effekt: Eine Zunahme der HBV-DNA-Expresson und ene Abnahme des HBeHBCcAg
Vehdtnisses. Die megen weteren Deetionen fanden sch im Core-Promotor in der Néhe der
Bindungsstdlen fir Transkriptionsfaktoren der Zdlkernrezeptorfamilie wie zum Bespid HNF4
und COUP-TFL (Yu und Metz, 1996; Yu und Metz, 1997). Modifiketionen dieser
Bindungsstdlen kdnnen die Regulaion des PraC-Promotors bednflussen (Yu und Mertz, 1996;
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Gunther e d., 1996). Eine Bindung von HNF4 in diessm Berech und somit eine Regulation des
PraC-Promotors konnte gezeigt werden (Raney et d., 1997).

Es sllte dar Mechanigmus der Regulation der Replikation von HBV im Zusammenhang mit der
8bp-Deetion Pos1763-1770 (Repp e d., 1992) im Hinblick af de Trankription von
Enhancer 1l, Pr&C- und Core-Promotor untersucht werden. Zuerst wurde der Effekt von HNF1
und HNF4 auf den VaiantenEnhancer 11 bzw. Wildtyp-Enhancer 1l untersucht. Bei der 8-bp
Ddetion zegten sowohl HNF1 ds auch HNF4 kene dgnifikante Zuneéhme der Aktivitdt. Bem
Wildtyp gdite man be HNF4 sogar e@ne gainge Represson fet. Somit wird deutlich, dal3 der
Enhancer 1l fUr die Bindung dea Transkriptiondaktoren HNF1 und HNF4 nur  eine
untergeordnete Rolle spidt. Anders verhdt es sch mit dem Pé&C- bzw. CorePromotor. Der
PraC-Promotor, kotrandfiziet mit HNF1, zeigt bem Wildtyp eéne Zunahme der Aktivitdd um den
Faktor 2,16, bei der Vaiante um den Faktor 321. Der Wildtyp &ndert dagegen durch HNF4 saine
Aktivitdt nicht, wahrend die Vaiante durch HNF4 um 50 % reprimiet wird. Auch der Einsaz
unterschiedlicher  Mengen an  Transkriptiondfaktoren fihrt zu  prinzipidl gleichen  Ergebnissen.
Be den Vesuchen mit dem CorePromotor verhélt es sch prinzipidl  dhnlich. Abschliel3end
ddlt man fedt, dal3 sowohl HNF1 ds auch HNF4 kenen wesentlichen Einflul3 auf die Expresson
von Enhancer [1/Core-Promotor sowohl beim Wildtyp as auch bel der Variante aufweisen.

5.4 Untersuchung einer HNF1-Bindungsstelle im EMSA

Frau Dr. T. Tdle (Virologie, Universté Essen) und Her Dr. H. Sumpf (Inditut fir Zdlbiologie,
Universtd Essen) entdeckten in bidang  unverdffentlichen  Vesuchen zwe HNFI-
Bindungssdlen im Enhancer 1l des WHV. An homologen Stdlen im HBV-Enhancer 11 fanden
ge die 5-Hdfte der HNF1-Bindungsstele Durch die 8-bp-Ddeion von Posl1763-1770 entgteht
gne Seguenz, die ene Homologie zu ene HNF1-Bindungssdle in 10 von 14 Basenpaaren
aufweis. HNF1 bindet an die Sequenz des Pdindroms GTTAATNATTAAC (Courtois et d.,
1988) ds Homodimer (Frain et d., 1989).

In den durchgefiihrten EMSAs konnte die HNF1-Bindungssele nicht nachgewiesen werden. Im
EMSAL wird dies deutlich (Sehe Abbildung 4.13). Die reativ schwache Zusazande die bem
Wildtyp-Oligonukleotid bel Inkubation mit Kernextrakt entsteht, wandet ggnifikent schndler as
die durch das HNFI1-consensus-Oligonukleotid beal  Inkubation mit Kernextrakt erzeugte Bande,
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die ds Komplex zwischen HNF1-consensus-Oligonukleotid und dem im Kernextrakt enthatenen
Transkriptiondfaktor HNFL zu sehen id. Somit mussen die Protene, wdche an den Wildtyp
binden, ein geringeres Molekulargewicht ads der Transkriptionsfaktor HNF1 haben. Da be der
Vaiante diese Bindung nicht zu sehen id, kann man annehmen, dal3 durch den Wegfdl dieser 8
Basenpaare im Bereich des Core-Promotors ene Bindungsstdle fur diee Proteine entfdlt, und
somit auch keine Bande ds Komplex zwischen DNA und Protein Schtber ist. Im EMSA2 (Sehe
Abbildung 4.14), angdegt ds Kompetitionsversuch zwischen radiosktiv. markietem  HNFI1-
consensus-Oligonukleotid und  nicht  markierten  Oligonukleotiden, konnte gezeigt werden, dal3
das VaiantenOligonukleotid mit der Bindung von HNF1 an das radiosktiv makiete HNFI1-
consensus-Oligonukleotid  kompetitiert. Dies jedoch et @b enem Uberschul von 1:50, was fir
gne eha schwache Bindung spricht. Dagegen zeigt sch bem Wildtyp keinerle Kompetition,
was nahdegt, dal3 die Wildtyp-Sequenz keine Bindung an die HNF1-K onsensussequenz aufweis.

5.5 EinfluR des Transkriptionsfaktors COUP-TF1

COUP-TF1 ig¢ en Transkriptiondfaktor, der zur Ubergeordneten Familie der Steroid-/Thyroid-
hormonrezeptoren gezéhlt wird (Wang e d., 1989). Mehrere COUP-Transkriptionsfaktoren
bilden @ne Familie aus funktiondl in Beziehung stehenden Transkriptionsfaktoren (Wang et d.,
1991). Se dehen auch mit wateren Mitgliedern der Ubergeordneten Familie wie zB. HNF4 in
Verbindung, mit wechen de unter Umgdnden um die Bindungssedle kompditieren (Qiu et
d.199). Eine Ubesicht (ber die Bindungsstelen verschiedener Transkriptionsfaktoren ist in
der Enldtung in  Abbildung 13 dagesdit. Innehdb der  Kemnrezeptorfamilie  gehen
verschiedene Patner gdegentlich eine Heterodimeriserung en, wobe die Funktion von COUP-
TF nicht beanflu@ wird, wohl gber die Aktivierung der Partner verringert werden kann (Leng et
d., 1996). COUP-TF gspiden ene bedeutende Rolle in der Regulaion der embryonden Organt
entwicklung, der neuronden Entwicklung und der zdluléren Differenzierung (Leng et d., 1996).
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Abbildung 5.1: Deletionen im Core-Promotor von Patienten (Nr. 1-15) mit chronischer
Hepatitis B. Bindungssdle der Transkriptiondfaktoren HNF1 und COUP-TFL zwischen den

gedrichdten Linien, modifiziert nach Kidd-Ljunggren & d. (1997). Dabe entsoricht die Deetion
Nr. 13 (dargestdlt dsKreise) der in dieser Arbeit untersuchten 8-bp-Deletion.

Die Dddion der Pos1763-1770, die Repp e d. 1992 erdmdig beschrieben haten, und die
sder unter anderem von Schldger e d. (in Revison) und Gunther e d. (1996) in viden
Petientenseren nachgewiesen wurde, hatte den Effekt ener Zunahme der HBV-DNA-Expresson
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und Abnahme des HBeHBcAgVerhdtnisses (Gunther et d., 1996). Interessanterweise befindet
gch de Ddedion im CoePromotor im Bedch da Bindungssdlen fir die
Transkriptionsfaktoren der Kernrezeptor-Familie (Yu und Mertz, 1996; Yu und Metz, 1997) wie
zum Baspid HNF4 und COUP-TFL, deren Bindung dies erklaren konnte.

Die Ddetionen in diessm Beech konnen in vier Gruppen engaelt werden (Abbildung 5.1):
Gruppe 1 zeg6rt die Bindungssdle vollgéndig, Gruppe 2 bewirkt eine Ddetion der 5-Hdfte
der  COUP-TFL-Bindungsstele, Gryppe 3 zedort die dromabwats geegene Hdfte der
Bindungsstdle und Gruppe 4 liegt aul¥erhab der COUP-TF1-Bindungsstelle,

In EMSAs (Buckwold et d., 1997; Raney e d., 1997) konnte gezeigt werden, da3 COUP-TFL an
de  Nukleotide Posl1755-1768  binde. COUP-TFL  reprimiet  normdewese  de
Transkriptioswirkung  zdlul&rer  Promotoren, obwohl auch ene sthwache Transsktivierung
beobachtet wurde (Leng e d. 1996). Die Represson durch COUP-TFL wird debe  durch
transkriptionelle  Korepressoren, Kernrezeptor-Korepressoren  und  Mediatoren des  Retinsaure
und ThyroidhormonRezeptors vermittdt (Shibata et d., 1997).

Dagegen konnte in den vorliegenden Untersuchungen nach Kotrandfektion mit COUP-TFL
sowohl bem Wildtyp ds auch be der Vaiatten ene dake Aktivierung des Core- und PraC
Promotors festgestelt werden. Der Enhancer [l dagegen wurde bei Kotrandfektion des Wildtyps
mit COUP-TF1 herunterreguliert. Dies i in Tabdle 52 dagesdlt. Yu und Metz (1997)
fanden, dal3 der Core und PréC-Promotor im Zusammenwirken mit dem Wildtyp-Enhancer 11 in
trangenten Luciferase-Versuchen durch COUP-TFL1 reprimiert wurden.

Tabele 5.2. Vergleich des Effekts von COUP-TF1 auf die Expresson von PraC-Promotor,

Core-Promotor und Enhancer |1

Wildtyp 8-bp-Ddetion Verhdtnis
Wildtyp : Vaiate
PraC-Promotor 30,17 16,90 1:0%4
Core-Promotor 7,40 3031 1:416
Enhancer |1 012 n.a n.a
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Abbildung 5.2: Auswirkung einer veranderten halben Bindungsstelle fir den Trans
kriptionsfaktor COUP-TF1 auf die Bildung von PraC- und Core-RNA. A) Dagtdlung bem
Wildtyp: COUP-TFL bindet an zwe hdbe Bindungssdlen. Die Bindung von TATA-Box-
bindendem-Protein (TBP) an die TATA-Box igd méglich und die Polymerase Il wirkt auf den
Bereich des Pr&C-Starts. B) Durch die 8-bpDeetion entdeht eine verdnderte Bindugsstele fir
COUP-TF1 (weil3er Kagten), wodurch TBP aus derischen Griinden nicht mehr an die TATA-Box
binden kann. C) Ein unbekannter Faktor X bindet nun an diesen Bereich und verschiebt die
Polymerase Il zum Core Gen
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Obwohl gch durch die 8bp-Dddion das sromabwats liegende Hemipdindrom, das fir die
Bindung von COUP-TF1 gebraucht wird, andert, wird die Variante des Core-Promotors durch
COUP-TF1 d&ker ds der Wildtyp aktiviet. Eine mdgliche Erkl&ung fir die gedeigerte Repli-
kation durch COUP-TFL i, dad der Transkriptionsfektor an zwel habe Bindungsselen bindet,
die 10 bis 20 bp vonenander entfent liegen. Durch die Ddeion wird die 3-Hdafte des Pdin-
droms, dasfir die COUP-TFL-Bindung notwendig i, entfernt (Abbildung 5.2).

COUP-TFL bindet ds Dimer bevorzugt an das Pdindrom mit der Sequenz GGTCA, getrennt
durch en Nukleotid (Cooney & d. 1992, Tsa and Tsa, 1997). Die Bindung kommt auch
zugande, wenn die Hemipdindrome bis zu 13 bp getrennt snd (Tsa and Tsa, 1997). Cooney et
d. (1992) konnten zeigen, da?3 COUP-TFL-Dimere auch an ene dar Sequenz GGTCA éahnliche
Sequerz binden konnen. Be Zudandekommen dieser Bindung wirde COUP-TF1 die Bindung
des TATA-Box-bindendenProteins (TBP) aus derischen Grinden blockieren. Wenn TBP nicht
binden kdnnte wére es moglich, dad en bis jeizt unbekannter Faktor X an diesen DNA-Bereich
ud COUP-TF1 bindt und durch saine réumliche Ausdehnung die Polymerase Il somit zum
Core-Gen <chiebt Da dies be der Vaiante mit der 8bp-Ddetion der Fdl san konnte, wéare
durch die fehlende Bindung von TBP und die veminderte Aktivitdt der TATA-Box der
Transkriptionsbeginn  von PY8C-RNA  herunterreguliert, was somit auch die verminderte Bildung
von PrdC-RNA im Verglech zum Wildtyp ekl&en wirde Die dazu im Vergech vermehrt
exprimierte Core-RNA wird moglicherweise durch einen anderen unbekannten Faktor vermittelt.

Im EMSA war kene Bindung enes nuklegren Faktors an das Varianten-Oligonukleotid, welches
reaiv kurz ig, zu sehen. Es beanhdtet aber nur die 5-gelegene Hafte nicht jedoch die etwa 20
bp stromabwarts gelegene hypothetische 3-Hdfte. Die Kernextrakte wurden aus HepG2-Zdlen
gewonnen, die COUP-TFL1 enthdten (M.Tsa, personliche Mittalung).

5.6 Effekt der 8-bp-Deletion auf die Transkription und Replikation

Mutationen und Deetionen im Enhancer [1/Core-Promotor verdndern immer ach die Sequenz
des HBx-ORF. R. Schuger (Dissartation, 1999) konnte zeigen, da® en HBx-ORF mit ener
Deetion der Basen 17631770 sene pro-gooptotische Aktivitdt komplett verloren hette. Die
vorliegenden Ergebnisse unter Vewendung des gleichen HBx-VaiantenVektors zeigten, dal3
die Déetion der Basen 17631770 auch den transkriptionsstimuliererden  Effekt  deutlich
reduzierte.
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Interessanterweise wird die Deletion der Basen 1763-17/0 gehéduft ba  immunsupprimierten
Personen beobachtet (Repp et d., 1993, [b; Gither e d., 1996). Dies konnte ds Hinwes
verganden werden, dal3 HBx zur Etablierung ener chronischen Infektion im immunkompetenten
Wirt  bendtigt wird, dessen hypothetische immunevasve Aktivitden in  immunsupprimierten
Virugtragern aber entbehrlich snd.

Mdglich erscheint aber auch, da? die 8bp-Dedetion zwar die Funktion des HBx beantréchtigt,
der prim&e Vortel fir das Virus wae jedoch eine vearsérkte Transkription der Core-RNA de
mittelbar zu ener versérkten Viramie (Ginther e d., 1996) fuhren konnte. Welterhin zegt sch
durch die 8bp-Deetion auch ene vermindete Expresson des HBeAg. Auch dies konnte zu
ene verdakten Viramie in betroffenen immunsupprimierten Patienten fihren, da in vitro HBV-
Mutanten, die kein HBe exprimierten, ewa 10fach d&ker replizieten ds die Wildtyp-Kontrollen
(Lamberts e d., 1998). Eine vermindete oder fehlende Expresson von HBeAg kodnnte jedoch
nur be immunsupprimierten Patienten toleriert werden, da HBe zur Eteblierung der chronischen
Infektion berttigt wird (Milichet d., 1997).
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6 Zusammenfassung

Der Core-Promotor/Enhancer |l des Hepatitis B Virus i gehéauft von Mutationen betroffen. Aus
Untersuchungen anderer Gruppen i bekannt, dal3 dadurch Bindungsstdlen fur Transkriptions
fektoren entsdehen oder wegfdlen konnen. Hierdurch wird die Expresson und Replikation des
virden Genoms beanflud. Die in de vorliegenden Arbat untersuchte Vaiante mit der
8Basenpaar-Ddetion der Nukleotide 1763-17/0 wird haufig ba immunddizienten  bzw.
immuntoleranten Virustrégern gefunden.

Durch diese Mutaion entseit ene Sequenz, die ene neuatige Bindungsstdle fir den
hepatischen nuklegren Faktor 1 (HNF1) dargedlen kdnnte Um dies néher zu untersuchen, wurde
in @nem Elektrophoretic-Mahility-Shift-Assay die Bindung von HNF1 an die Vaiante und den
Wildtyp untersucht. Dabel gdlte sch heraus, da3 in der Vaiante taisachlich eine neue, wenn
auch schwache HNF1-Bindungsstelle entsteht.

Um die transsktivierende Wirkung des ebenfdls betroffenen verkirzten X-Gens der Vaiante mit
der des WildypX zu vergleichen, wurden Kondrukte mit und ohne 8-bp-Deetion kondruiert.
Daraufhin wurde die transsktivierende Wirkung des X-Genprodukts auf den SV40-Promator in
Versuchen mit Luciferase ds Reportergen auf die Expresson gemessen. Dabel ergab dch ene
schwéchere Aktivitét der Variante.

Desweiteren wurde der Einflu® der Transkriptionsfaktoren HNF1, HNF4 und COUP-TFL auf die
Promotoren mit der 8bp-Ddetion untersucht. Hierzu wurden jewels fir den Wildtyp und die
Vaiante der Core- und Pr&C-Promotor in Luciferasevektoren kloniert. In Luciferase Versuchen
ergab sch, dad sowohl HNF1 ads auch HNF4 die Expresson des CorePromotor/Enhancer |1 nur
unwesentlich beainflussen.

Interessanterweise transaktiviete COUP-TFL sowohl den PréC- ds auch den Core-Promotor des
Wildtyps und der Vaiante sehr dark, solange der Enhancer 11 in den Kondrukten nicht vorlag.
Untersuchungen aus unserer Gruppe zeigten dagegen, dal3 die reinen Enhancer |I-Konstrukte
ohne Promotor durch COUP-TFL reprimiet wurden. Andere Gruppen haben die Wirkung von
COUP-TF1 nur auf solche Kongrukte untersucht, die sowohl den Enhancer 11 ds auch die PraC
und Core-Promotoren enthielten. Hierbei wurde nur Represson gefunden. In diessm Sysem
wirkt dso der Enhancer Il ds Silencer. In der natirlichen HBV-Infektion ist jedoch der Core
Promotor sehr aktiv, o dal die hier vorliegenden Befunde relevanter erscheinen.
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