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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Hepatitis B Virus
1.1.1 Prolog

Trotz weltweiter Impfkampagnen stellen Hepatitis B Virus (HBV)-Infektionen immer noch
ein grofles Gesundheitsproblem der Menschheit dar. HBV-Infektionen konnen akute und
chronische Leberentziindungen (Hepatitiden) auslosen, die iiber Leberfibrose und Zirrhose zu
totalem Leberversagen oder einem hepatozelluldren Karzinom (HCC) fithren kdnnen. Mehr als
240 Mio. Menschen weltweit (Ott et al., 2012) sind chronische und damit lebenslange HBV-
Trager und mehr als 620.000 sterben jéhrlich an den Spétfolgen (Lavanchy, 2012).
Insbesondere Menschen aus Entwicklungsldndern sind aufgrund fehlenden Impfschutzes und
mangelnder Medikamentenversorgung immer noch stark gefdhrdet. HBV ist ca. 50- bis
100fach infektioser als das menschliche Immundefizienz-Virus (HIV). Ein Heilmittel gegen
HBV existiert bisher noch nicht und aufgrund von Resistenzbildungen gegen Medikamente
bzw. Unvertrdglichkeiten stellt eine Impfung gegen HBV den z.Zt. besten Schutz dar.
Hauptrisikofaktoren fiir chronische Infektionen sind die perinatale Mutter-Kind-Ubertragung
und Personen mit einer nur ineffizienten Immunantwort gegen HBV. Eine weitere
Verbesserung von Impfstoffen und Medikamenten durch Forschung und Entwicklung ist daher

wiinschenswert.

1.1.2 Taxonomie

Das Hepatitis B Virus (HBV) ist der Prototyp aus der Familie der hepatotropen DNA-Viren
(Hepadnaviren). Hepadnaviren sind kleine umbhiillte, nicht-lytische Viren, deren
Erbinformation im Gegensatz zu Hepatitis-RNA-Viren (z.B. Hepatitis A und C) als DNA
vorliegt. Sie besitzen einen ausgeprigten Lebertropismus, sind verhdltnisméBig artspezifisch
und konnen akute und chronische Infektionen im Wirt hervorrufen. Sie werden in zwei Genera
eingeteilt: Die Avihepadnaviren infizieren Vogel wie Enten, Stérche und Reiher. Der
bekannteste Vertreter ist hier das Hepatitis B Virus der Pekingente (DHBV) (Mason et al.,
1980), welches aufgrund eines einfach verfiigbaren in vitro Infektionssystems schon vor

Jahrzehnten auch sehr wichtige Erkenntnisse hinsichtlich der Molekularbiologie und des
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Lebenszyklus des dhnlichen HBV lieferte. Daneben sind das Heron Hepatitis B Virus (HHBV)
des Graureihers (Sprengel et al., 1988), das Stork Hepatitis B Virus (STHBV) der Weisstorchs
(Pult et al., 2001) und andere bekannt. Im Vergleich zu den Orthohepadna- fehlt den
Avihepadnaviren das X-Gen sowie eine dem mittleren Oberflichenprotein (MHBsS)
entsprechendes Gen. Dem zweiten Genus werden die Orthohepadnaviren zugeordnet, die
Sdugetiere infizieren und zuerst in Menschen entdeckt wurden (HBV) (Dane et al., 1970).
Ahnliche Viren aus dieser Art findet man auch in Primaten wie Gorillas (GoHBV) (Grethe et
al., 2000), Orang-Utans (OuHBV) (Warren et al., 1999), Schimpansen (ChHBV) (Vaudin et
al., 1988), Gibbons (GiHBV) (Norder et al., 1996), Wollaffen (WMHBYV) (Lanford et al.,
1998) sowie in verschiedenen Nagetieren wie z.B. nordamerikanischen Waldmurmeltieren
(WHV) (Summers et al., 1978) und einigen Erdhornchenarten (Familie Sciuridae). Erst
kiirzlich wurden auch dem HBV verwandte Viren in bestimmten Fledermausarten entdeckt
(Drexler et al., 2013). Das HBV des Menschen wird unterteilt in z.Zt. 10 Genotypen (A bis J),
die sich in mehr als 8% der Nukleotide ihres Genoms unterscheiden (Liu and Kao, 2013). Eine
weitere Unterteilung in mehr als 20 Subgenotypen wird bei Nukleotidunterschieden von mehr
als 4% vorgenommen. Daneben wird HBV in vier verschiedene Haupt-Serotypen (adr, adw,
ayr und ayw) eingeteilt, die sich durch bestimmte Aminosduren (AS) in der immunologisch
sehr wichtigen Determinante A des kleinen Oberfldchenproteins (SHBs) definieren. Die
Haupt-Serotypen werden weiter in Sub-Serotypen eingeteilt, die man bestimmten

geographischen Regionen zuordnen kann.

1.1.3 Epidemiologie und Ubertragung

Das HBV ist weltweit verbreitet. Hochrechnungen zufolge haben zwei Milliarden Menschen
serologische Anzeichen einer durchgemachten bzw. noch bestehenden HBV-Infektion (EASL
International Consensus Conference on Hepatitis B, 2003). Die verschiedenen Genotypen
treten in bestimmten geografischen Regionen gehéuft auf. So ist z.B. Genotyp A iiberwiegend
in Mitteleuropa, Genotyp D in Siid- und Osteuropa sowie in Ruflland, Indien und Nordafrika,
Genotyp E in Westafrika, Genotyp F in Siidamerika und die Genotypen B und C bevorzugt in
China, Siidostasien und Australien zu finden. Trotz eines seit etwa 30 Jahren verfiigbaren
effizienten HBV-Impfstoffs (McAleer et al., 1984) und weltweiter Impfkampagnen sind
immer noch mehr als 240 Mio. Menschen (Ott et al., 2012) chronische und damit lebenslange

HBV-Triger und mehr als 620.000 (Lavanchy, 2012) sterben jdhrlich an den Spéatfolgen.
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Chronische HBV-Infektionen sind mit mehr als 8% der Bevdlkerung besonders hoch in
Regionen wie Siidostasien und Zentral- und Westafrika (Ganem and Prince, 2004). Weltweit
die meisten chronischen HBV-Infektionen verursacht die perinatale Mutter-Kind-Ubertragung
des Virus. Insbesondere bei Miittern, die fiir das Hepatitis B ,,e“-Antigen (HBeAg) positiv
sind, liegt die Ubertragungsrate bei durchschnittlich iiber 90%, wihrend sie bei HBeAg-
negativen Miittern < 5% betrdgt. Insbesondere Frauen der Genotypen B und C Ostasiens
bleiben bis ins gebérfihige Alter HBeAg-positiv, daher ist die Ubertragung hier vorwiegend
vertikal. Das HBeAg ist plazentagingig und erzeugt eine Immuntoleranz gegen das HBV
(Chisari and Ferrari, 1995). Dagegen findet die Ubertragung in Afrika und dem
Mittelmeerraum {iberwiegend horizontal im Kindesalter statt (Hadziyannis, 2011). In den
Industrieldndern ist die chronische HBV-Rate von < 1% hauptsédchlich durch parenterale und
sexuelle Ubertragung des Virus bedingt (Marcellin, 2009).

HBV wird iiberwiegend durch Blut und bei Sexualkontakten iibertragen. Reiner
Schleimhautkontakt als Eintrittspforte ist allerdings 100 bis 1000 Mal ineffizienter als echte
Hautverletzungen, da Speichel, Sperma und Vaginalsekret nur ca. ein Tausendstel der
Virusmenge des Blutserums enthalten. Die Ubertragungsgefahr ist weiterhin stark von der
Virenkonzentration im Blut abhingig, die bei einem HBV-Tréger je nach der Krankheitsphase,
in der er sich befindet, sehr unterschiedlich ist. So konnen sich in einer akuten
hochvirimischen Phase bis zu 10° infektidse Viren/ml Blut befinden, wéihrend bei
medikamentdser Behandlung bzw. voller Immunkontrolle u.U. kaum infektiose Viren
nachweisbar sind. Da das Virus Eintrocknen gut vertrdgt und auch relativ hitzestabil ist, sind
insb. Nadelstichverletzungen und Mehrfachverwendung von Injektionsnadeln bei
medizinischen Personal und Drogenabhiingigen mit einem hohen Ubertragungsrisiko
verbunden. Infektionen {iber HBV-kontaminierte Blutprodukte oder durch Organ-
transplantationen sind auch in Deutschland aus der Vergangenheit bekannt, aber in den letzten
Jahren durch routinemifige und ausgedehnte Kontrollen bis auf wenige Ausnahmen reduziert
worden. In Landern mit wenigen hohen Gesundheits- und Hygienestandards ist das
Ubertragungsrisiko aber weit hoher einzustufen. Ein weiterer moglicher Ubertragungsweg von
HBYV, insb. in tropischen Endemiegebieten, ist der iiber blutsaugende Insekten (Zheng et al.,
1995). In bis zu einer von 200 Stechmiicken bzw. auch in Bettwanzen wurden Hepatitis B-
Viren gefunden (Wills et al., 1976; Wills et al., 1977).

Ein nicht zu unterschétzendes Risiko stellt die wie bei Retroviren dhnlich hohe Mutationsrate
bei HBV dar, die es den Viren ermdglichen kann, einen vorhandenen Impfschutz zu

unterlaufen (sog. Escape- Mutanten). Trotzdem gehdrt eine Impfung gegen HBV mit zum
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besten Schutz gegen eine Infektion. Es gibt allerdings Risikofaktoren, die eine schwache
Immunantwort bewirken konnen. Dazu gehdrt z.B. Ubergewicht, fortgeschrittenes Alter,
Rauchen, Diabetes, HIV-Infektion (Gerlich et al, 2012). Auch gibt es Personen, deren
Immunantwort per se schwach oder fehlend ist, und als ,,/ow* oder ,non-responder
bezeichnet werden.

Ein eingeschrinktes Immunsystem ist daher ein bedeutender Risikofaktor fiir eine HBV-

Infektion und fiir weitere Ubertragungen.

1.1.4 Pathogenese
1.1.4.1 Akute Hepatitis B

Das HBV gelangt nach Eintritt in den Korper mit dem Blut in die Leber und infiziert die dort
ansdssigen Hepatozyten. Es ist nicht unmittelbar zytopathogen. Die Pathogenese und
Bekdmpfung der Viren ist bei einer akuten Hepatitis-B hauptsdchlich durch die zelluldren
AbwehrmafBnahmen des adaptiven Immunsystems bedingt. Diese unterteilen sich in eine
zytopathische Wirkung, die zum Untergang von infizierten Hepatozyten fiihrt und einer nicht-
zytopathischen Wirkung, bei der die Zellen nicht geschidigt werden (Guidotti and Chisari,
2006). Eine starke, polyklonale und multispezifische Aktivierung von T-Helferzellen (CD4")
und zytotoxischen (CD8") T-Zellen ist fiir eine effiziente Eliminierung der Hepatitis B-Viren
notwendig (Chisari et al., 2010). Die zytotoxischen T-Zellen erkennen {iber ihren spezifischen
T-Zellrezeptor die mit MHC-Klasse [-Molekiilen im Komplex prisentierten HBV-Peptide auf
der Zelloberfldche von infizierten Hepatozyten und induzieren in ihnen {liber die Ausschiittung
von Perforinen und Granzymen (Proteasen aus intrazelluliren Granula) Apoptose. Eine
Freisetzung von antiviralen und pro-inflammatorischen Zytokinen wie z.B. Interferon gamma
(INF-y), Tumor-Nekrosefaktor alpha (TNF-a), Interleukin 1 beta (IL-18) und Interleukin 6
(IL-6) wird daraufhin ausgel6st (Guidotti and Chisari, 2001). INF-y bewirkt u.a. eine nicht-
zytopathische Hemmung der viralen Replikation und Expression in benachbarten Hepatozyten
(Guidotti et al., 1996). Der Erkennung durch das angeborene Immunsystem kann sich das
HBV wirkungsvoll entziehen (Wieland et al., 2004). Folgende Besonderheiten des HBV
tragen dazu bei: episomale Form des HBV-Genoms (cccDNA) im Zellkern der Wirtszelle, 5'-
gekappte und polyadenylierte virale mRNA, ,,verborgene* Replikation innerhalb viraler

Nukleokapsid-Partikel (Seeger and Mason, 2000). Dadurch unterbleibt eine Induktion von
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IFN-o/f und einer Vielzahl von Interferon-induzierenden Genen mit weiteren antiviralen
Wirkungen. In etwa 95% der Félle heilt eine Akute Hepatitis B innerhalb von zwei bis drei
Wochen vollstindig aus und bewirkt eine lebenslange Immunitit gegen HBV. Geringe HBV-
DNA-Mengen im Serum und in mononukledren Blutzellen konnen jedoch oft noch Jahre
spéiter mit empfindlichen Methoden, wie z.B. PCR nachgewiesen werden (Rehermann et al.,
1996) und kennzeichnen den Begriff der okkulten HBV-Infektion (Raimondo et al., 2007).
Eine Reaktivierung von HBV kann in einigen Fillen bei Immunsuppression wie z.B. nach

Transplantationen und bei Chemotherapien auftreten.

1.1.4.2 Chronische Hepatitis B

Von einer chronischen Hepatitis B (CHB) spricht man, wenn HBV-Oberflichenproteine
(HBsAg) lianger als sechs Monate im Blutserum nachweisbar sind. Sie tritt auf, wenn das
Immunsystem die Virusinfektion nicht vollstindig beherrschen kann. Verantwortlich hierfiir
ist eine zu schwache und nur oligoklonale antigen-spezifische Aktivierung von T-Helferzellen
(CD4") und zytotoxischen (CD8") T-Zellen (Chisari et al., 2010). Dies fiihrt zusitzlich zu
einer eingeschrankten B-Zell-Aktivierung und humoralen Immunantwort. Auch eine zu spéte
Aktivierung von T-Helferzellen, die durch eine zu geringe Infektionsdosis verursacht sein
kann, tragt zur HBV-Persistenz bei (Asabe et al., 2009). Mehrere Studien zeigten weiter, dass
das Fehlen einer friihen T-Helferzellen-Aktivierung zu einer Inaktivierung, Toleranz und
Apoptose von zytotoxischen T-Zellen flihrte (Bertolino et al., 2002; Crispe, 2003; Isogawa et
al., 2005) Weiterhin kénnen T-Suppressor-Zellen (Treg), die man hiufig im Blut oder in der
Leber chronisch HBV-Infizierter findet, eine Inhibierung der CD8" Funktionen bewirken (Fu
et al., 2007).

Bei chronisch Infizierten werden oftmals zu geringe Konzentrationen an neutralisierenden
Antikorpern gegen das Hepatitis B Virus gefunden. Diese spielen jedoch eine wichtige Rolle
bei der Virenbekdmpfung. Sie komplexieren mit freien Viren, machen sie dadurch besser
erkennbar fiir Fresszellen und blockieren die Bindung und Aufnahme von infektiosen Viren
bei Hepatozyten. Dadurch unterbleibt bei chronisch Infizierten auch eine wirkungsvolle
Beseitigung von subviralen Partikeln, denen eine tolerogene Rolle bei hohen Serum-
Konzentrationen nachgesagt wird und neutralisierende Antikorper gegen HBV-
Oberfldchenproteine abfangen konnen. Die sehr hohe Mutationsrate des HBV erzeugt zudem

fortlaufend Virusvarianten, von denen einige durch Verdnderung von B- und T-Zell-Epitopen
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der Immunabwehr entgehen konnen und einen Selektionsvorteil gegeniiber dem Wildtyp-
Virus besitzen. Dies fordert die Virusausbreitung im Infizierten und hiufig auch die HBV-
Persistenz (Guidotti and Chisari, 2006; Wieland and Chisari, 2005). Auch einige HBV-
Proteine tragen hierzu bei. Am héufigsten etablieren Neugeborene von HBeAg-positiven
HBV-infizierten Miittern eine CHB. HBeAg ist plazentagéingig und fiihrt beim Neugeborenen
zu einer immunologischen Toleranz gegen das HBeAg und das Hepatitis B Core Antigen
(HBcAg) von HBV (Chisari and Ferrari, 1995). Grundsitzlich fordert eine perinatale Infektion
bzw. eine Infektion im Kleinkindalter eine Immuntoleranz gegen das HBV. So tritt Chronizitit
bei bis zu 90% der infizierten Neugeborenen auf, 20 bis 30% bei Kindern zwischen 1 und 5
Jahren, 6% bei Kindern zwischen 5 bis 15 Jahren und nur bei 1 bis 5% bei Erwachsenen
(Lavanchy, 2004). Mdglicherweise trdgt auch das X-Protein von HBV (HBx) zu einem
chronischen Infektionsverlauf bei. Es wurde Dberichtet, das HBx die zelluldre
Proteasomaktivitdt hemmen kann und somit zu einer verringerten Antigenprozessierung und —
préasentierung bei infizierten Hepatozyten fithren kdnnte (Hu et al., 1999).

Eine CHB verlduft je nach Alter bei Infektion, Aktivitit der HBV-Replikation und der
Immunabwehr individuell sehr unterschiedlich und in verschiedenen Phasen (Mutimer and Ye,
2011). Durch kontinuierliche Zyklen aus Schiadigung und Zerstorung von Hepatozyten, daraus
entstehenden Entziindungs- und einsetzenden Regenerationsprozessen kann es nach Jahren
oder Jahrzehnten zur Entstehung von Leberfibrose, Zirrhose und einem hepatozelluldren
Karzinom (HCC) beim chronisch Infizierten kommen (Chisari et al., 2010; Stauffer et al.,
2012). Etwa 3 bis 8% von ihnen entwickeln ein HCC (El-Serag and Rudolph, 2007; Fattovich,
2003).

Zahlreiche Studien konnten hdufige Insertionen von Teilen der HBV-DNA in das zelluldre
Genom bei Hepatozyten und Leberkrebszellen von chronisch Infizierten beobachten; teilweise
in Genen, die in Signaltransduktionswegen, fiir die Zellteilung oder Apoptose (wie z.B. p53,
3-Catenin) eine Rolle spielen (Ferber et al., 2003; Matsubara and Tokino, 1990; Minami et al.,
2005; Murakami et al., 2005; Paterlini-Brechot et al., 2003; Saigo et al., 2008; Shafritz et al.,
1981; Su et al., 2008; Yaginuma et al., 1987). Integrationen von HBV-DNA konnen zur
Instabilitidt der Wirtszell-Chromosomen fiithren (Hsieh et al., 2011b), in dessen Folge es zu
inverten Duplikationen, Deletionen und chromosomalen Translokationen kommen kann (Tan,
2011). Auch der HBV-Genotyp und mutierte HBV-Varianten sind mit der Pathogenese eines
progressiven Krankheitsverlaufs und HCC assoziiert (Fan et al., 2011; Fang et al., 2008b;
Fang et al., 2008a; Kuang et al., 2004; Kusakabe et al., 2011; Tanaka et al., 2006; Yang et al.,
2008; Yuan et al., 2009). Epigenetische Modifikationen, wie Hypo- und Hypermethylierungen
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von Tumor-Suppressor-Genen wurden in Leberkrebszellen von HBV-Patienten vermehrt
gefunden (Li et al., 2004; Su et al., 2008). Dem HBx-Protein scheint hierbei auch eine Rolle
zuzukommen (Park et al., 2007). Zudem sind die transkriptionellen Transaktivator-Aktivititen
des HBx, der C-terminal verkiirzten PraS2-Doméine des MHBs und der PraS-Doméne des
LHBs mit der HCC-Entstehung assoziiert (s. Kapitel 1.1.8 und 1.1.9). Eine hohere HCC-Rate
bei Ménnern wird mit der stidrkeren Stimulierung der HBsAg-Expression, bedingt durch die
Bindung der aktivierten Glukokortikoidrezeptoren an die GRE- (Glucocorticoid-response-
element) Sequenzen im HBV-Genom, in Verbindung gebracht. Weiterhin wurde in chronisch
HBV-Infizierten und HCC-Patienten ein hoheres Mall an oxidativem Stress und verringerte
Konzentrationen an antioxidativen Faktoren gefunden (Duygu et al., 2012; Marra et al., 2011;
Tasdelen et al., 2012), was zur Verstirkung der Fibrose und auch zur HCC-Entstehung
beitrigt (Aravalli et al., 2013; Mormone et al., 2011).

1.1.5 Genomaufbau und Transkripte
1.1.5.1 Genomaufbau

Das HBV besitzt im Vergleich zu anderen DNA-Viren (z.B. Adeno- und Herpesviren) ein sehr
kleines Genom. Durch die Nutzung von teilweise liberlappenden offenen Leserahmen (ORF)
und Expression verschiedener Proteine innerhalb eines ORF’s (iiber mehrere Start-Kodons)
besitzt es jedoch eine sehr hohe Informationsdichte.

Die zirkuldire DNA liegt teilweise doppelstriangig vor. Der komplette sog. Negativstrang (ca.
3,1 — 3,3 kb, abhédngig vom Genotyp) ist vollstindig proteinkodierend (Summers et al., 1975).
Das 5°- und 3’-Ende dieses Stranges weist eine terminale Redundanz von ca. 8-10
Nukleotiden auf. Mit dem 5°-Ende ist die Primer-Doméne der HBV-Polymerase kovalent
verbunden (Gerlich and Robinson, 1980). Der nichtkodierende und unvollstindige Plusstrang
ist iiber komplementidre Basenpaarung mit dem Negativstrang verbunden. Typisch fiir ihn ist
ein in der Lange variables 3'-Ende (ca. 1,7 — 2,8 kb), mit dem nichtkovalent ein weiteres
Molekiil der viralen Polymerase assoziiert ist. Sein 5'-Ende trigt eine 17 bis 19 bp lange 5'-
gecappte RNA-Primersequenz aus der prigenomischen RNA (pg-RNA) (Seeger et al., 1986).
Negativ- und Plusstrang weisen mit sich und untereinander keine kovalente
Nukleotidverbindung auf. Die Zirkularitit des Genoms ergibt sich durch kohisive

Basenpaarung von ca. 240 bp zwischen den 5'-Enden beider Strange. In diesem Bereich
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befindet sich die o.g. terminale Redundanzsequenz, wodurch sich an dieser Stelle eine sehr
kurze Dreistrangigkeit des Genoms ausbildet (Will et al., 1987). Weiterhin befinden sich in
diesem Bereich zwei 11 bp lange direkte Wiederholungssequenzen (direct repeats) DR1 und
DR2, die eine sehr wichtige Rolle bei der Virusreplikation einnehmen. Weitere Sequenzen wie
die Polyadenylierungssequenz sowie cis-aktive Sequenzen wie z.B. das fiir die Replikation
essentielle Epsilon (g)-Signal bestehen. Der Negativstrang beinhaltet vier ORF’s, die fiir
folgende HBV-Proteine kodieren: 1) Kapsid-Protein (HBc) oder auch HBcAg genannt und
seine sezernierte Form das HBe-Protein bzw. HBeAg; 2) Polymerase (P-Protein) mit den
verschiedenen Doménen / Funktionen (Primer (TP), Spacer, Reverse Transkriptase, DNA-
Polymerase/RNaseH); 3) Oberflichenproteine (HBs) und 4) X-Protein (HBx). Die Expression
der Proteine wird durch mind. vier Promotoren, zwei Enhancer (Tang et al., 2001), ein
Glucocorticoid responsive element (GRE) und das Negative regulating element (NRE)
reguliert. Diese bewirken iiber die Bindung von ubiquitiren (z.B. nuclear factor 1 (NF1),
specificity protein 1 (Spl), activator protein 1 (AP1) wund leberspezifischen
Transkriptionsfaktoren (z.B. CCAAT/Enhancer-Binding-Proteine (C/EBP), hepatocyte
nuclear factor (HNF) 1, 3, 4 und 6) eine hepatozyten- und differenzierungsspezifische
Transkription und Replikation (Moolla et al., 2002).
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Abbildung 1: Genom-Struktur des Hepatitis B Virus (HBV)

Die doppelstringige HBV cccDNA enthilt Promotoren (blau), Transkriptionsverstirker (E I, E II; glucocorticoid-
response-element (GRE), orange) zur Expression der vier offenen Leserahmen (ORF). Die spezifischen
Transkripte (schwarze Kreise) sind 5'-gecappt und haben ein gemeinsames polyadenyliertes Ende (poly A).
Wihrend der Genom-Replikation werden Boten-RNAs (mRNA) mit Uberlinge gebildet (priRNA), die in
Nukleokapside verpackt und in DNA umgeschrieben oder in Kapsidproteine (Core, schwarz) und HBV-
Polymerase (griin) translatiert werden. Eine andere Uberlingen-mRNA wird zur Translation des preC/Core
Proteins verwendet, das im weiteren Verlauf in das sekretierte HBV e-Antigen (HBeAg) umgewandelt wird. Die
HBV-Oberflachenproteine LHBs, MHBs und SHBs und das HBx-Protein werden von subgenomischen mRNAs
translatiert. € (Enkapsidierungssignal) in der praiRNA; PRE (Posttranskriptionelles Regulatorelement). Weitere
Details im FlieBtext. Modifiziert aus ,,The Molecular Virology of Hepatitis B Virus®, (Glebe and Bremer, 2013).

1.1.5.2 Transkripte

Die o.g. vier offenen Leserahmen (ORF) werden durch die zelleigene RNA-Polymerase II zur
Transkription in verschiedenen Leserastern abgelesen. Die Transkripte haben ein
unterschiedliches 5°-, aber das gleiche 3’- Ende. Sie besitzen wie zelluldre RNA alle eine 5°-
Cap-Struktur und sind am 3’-Ende polyadenyliert (Ganem and Varmus, 1987). Splicing-
Stellen sind zwar vorhanden, werden aber nicht zur Produktion infektioser Viren bendtigt. Das
posttranslatorische regulatorische Element (PRE) reduziert das RNA-Splicing und fordert tiber
zelluldre Transportfaktoren den mRNA-Transport ins Zytoplasma (Huang and Liang, 1993).
Mit etwa 3,5 kb ist die prd-Kapsid-RNA das ldngste Transkript und dient der Translation des
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HBeAg. Die pragenomische mRNA (pgRNA) ist mit ca. 3,3 kp etwas kleiner und umfasst das
gesamte Genom plus einer terminalen Redundanz von ca. 120 bp am 3’-Ende, welche
zusitzliche Sequenzelemente enthilt, die wichtig flir die Replikation sind (Beck and Nassal,
2007). Die pgRNA hat zwei wichtige Funktionen: Zum einen dient sie der Translation des
HBV-Core-Proteins (HBcAg) und der viralen Polymerase, zum anderen als Vorlage bei der
reversen Transkription wihrend der Replikation. Fiir Letzteres spielt die am 5'-Ende der
pgRNA befindliche Haarnadelschleife (Epsilon signal) als Verpackungssignal eine wichtige
Rolle. Die Expression der Oberflichenproteine und des HBx-Proteins erfolgt an kleineren
Transkripten. Das groBe Oberflichenprotein (LHBs) wird von einer 2,4 kb langen
subgenomischen RNA translatiert, das mittlere (MHBs) und kleine (SHBs)
Oberflachenprotein von zwei etwa 2,1 kb grolen RNA’s und das HBx-Protein von einer RNA
mit 0,7 kb Lange.

1.1.6 Virusmorphologie

Das Hepatitis B Virus gehort zu den umbhiillten Viren. Es erscheint im Kryo-Elektronen-
Mikroskop unter nativen Bedingungen als sphérisches Partikel mit einem Durchmesser von 52
nm (Dryden et al., 2006). Im wasserfreien Zustand ist es mit ca. 42 — 47 nm etwas kleiner
(Dane et al., 1970). Die Virushiille besteht aus den drei Oberflichenproteinen, die in
unterschiedlichen Anteilen in eine von der Wirtszelle abstammenden Lipiddoppelschicht
eingebettet sind (Heermann et al., 1984; Seitz et al., 2007). Das SHBs ist am stdrksten
vertreten. Das MHBs macht nur ca. 5% und das LHBs nur ca. 1% der Oberfldchenproteine
aus.

Die Virushiille umgibt das ikosaedrische Kapsid, das einen Durchmesser von ca. 36 nm
besitzt. Es besteht aus 120 HBc-Dimeren mit einer T4-Symmetrie. Teilweise existieren auch
Kapside mit 90 HBc-Dimeren mit einer T3-Symmetrie, die mit 32 nm kleiner sind. Die
Kapsidproteine assemblieren eigenstindig zu Nukleokapsiden iiber ihre sog. assembly-
Doméne (N-terminale 1- 151 AS). Die Protamin-Doméne (C-terminale 34 AS), die reich an
Arginin-Resten ist, ist essentiell fiir das Verpacken der pgRNA und der viralen Polymerase
(Gallina et al., 1989; Zlotnick et al., 1997).

Innerhalb des Kapsids befindet sich das partiell doppelstringige DNA-Genom zusammen mit
der Polymerase sowie der zelluldren Proteinkinase C und Chaperonen. Neben den infektiosen

Viren werden nichtinfektiose subvirale Partikel exprimiert, die nur aus den in die
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Lipiddoppelschicht eingebetteten Oberflichenproteinen bestehen und in einem bis zu 10*
fachen Uberschuss gebildet werden. Die rundlichen sphirischen Partikel haben einen
Durchmesser von ca. 22 nm und enthalten als Virusproteine hauptsdchlich SHBs und in
geringen Mengen MHBs. Die filamentédren Partikel besitzen bei etwa gleichem Durchmesser
eine unterschiedliche Lange und bestehen fast ausschlieBlich aus SHBs und MHBs. In beiden
Partikelformen ist LHBs nur in geringen Mengen (Filamente) bis sehr geringen Mengen

(Sphéren) vertreten.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Hepatitis B Virus und der subviralen Partikel

(A) Das Virion enthélt das partiell doppelstrangige DNA-Genom assoziiert mit der viralen Polymerase und
seinen drei katalytischen Doménen (griin). Innerhalb des Nukleokapsids, bestehend aus 120 Kapsid-Protein-
Dimeren, befindet sich auch eine zelluldre Proteinkinase (lila). Die Virushiille besteht aus den drei HBV-
Oberflachenproteinen SHBs, MHBs und LHBs, die in eine vom ER stammende Lipidschicht (braun) eingelagert
sind. Die S-Domine (rot) befindet sich in allen Oberfldchenproteinen, die prdS2-Doméne (orange) im MHBs und
LHBs und die prdS1-Doméne (gelb) nur im LHBs. (B) Die nicht-infektiosen subviralen Partikel (rundliche
Sphéren, lingliche Filamente) enthalten kein Nukleokapsid und unterscheiden sich in ihrem LHBs-Anteil.
Weitere Details im FlieBtext. Modifiziert aus ,,The Molecular Virology of Hepatitis B Virus®, (Glebe and
Bremer, 2013).
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1.1.7 Viraler Lebenszyklus des Hepatitis B Virus
1.1.7.1 Zellulire Bindung, Aufnahme und Transport von HBV und cccDNA-Bildung

Die initiale Bindung und Anreicherung des HBV erfolgt mit niedriger Affinitit an
Heparansulfat-Proteoglykane auf der Zellmembran der Hepatozyten (Leistner et al., 2008;
Schulze et al., 2007; Sureau and Salisse, 2013). Die Anheftung wird moglicherweise durch
zusitzliche, aber nicht essenticlle Faktoren wie z.B. humanes Serumalbumin, Fibronektin und
Transferrin unterstiitzt (Budkowska et al., 1995; Gagliardi et al., 1994; Machida et al., 1984).
Die hochaffine Bindung erfolgt danach durch die extern ausgerichtete praS1-Domédne des
LHBs mit hoher Affinitit an den spezifischen Rezeptor NTCP (sodium taurocholate
cotransporting polypeptide) (Yan et al., 2012). Die ersten 75 AS und die Myristylierung an
Gly2 von priS1 sind fiir die Rezeptorbindung essentiell (Blanchet and Sureau, 2007; Bruss et
al., 1996b; Gripon et al., 1995). Die TM1-Doméne sowie die antigene Haarnadelschleife
zwischen TM2 und TM3 sind ebenfalls entscheidend fiir die initialen Infektionsschritte
(Lepere-Douard et al., 2009; Sureau and Salisse, 2013). Fiir den Eintritt in die Zelle wird fiir
HBV wie bei HCV eine Clathrin-vermittelte Endozytose in die Zelle nach Rezeptor-Bindung
angenommen (Blanchard et al., 2006; Cooper and Shaul, 2006; Huang et al., 2012). Die TM1-
Doméne, die allgemeinen viralen Fusionsdoménen &hnelt, konnte danach die pH-unabhingige
Freisetzung des Nukleokapsids in das Zytoplasma durch eine Fusion mit der
Endosomenmembran bewirken (Berting et al., 1995; Lepere-Douard et al., 2009). Die genauen
Mechanismen sind allerdings weitestgehend noch unverstanden. Das Nukleokapsid wird
danach iiber Mikrotubuli aktiv zum Zellkern transportiert (Rabe et al., 2006). Uber die im
phosphorylierten C-terminalen Bereich des HBcAg liegende exponierte Kernlokalisierungs-
sequenz (NLS) wird in einer Importin-o/B-vermittelten Weise der Weitertransport in die
Kernporen bewerkstelligt (Kann et al., 1999). Nach der Destabilisierung des Nukleokapsids
findet die Freisetzung des viralen Genoms in das Karyoplasma statt (Rabe et al., 2003). Nach
Abspaltung des am Negativstrang kovalent gebundenen P-Proteins und des RNA-
Oligonukleotids am Plusstrang wandelt die zellulire DNA-Polymerase mit Hilfe von
zelluldren Faktoren die partiell doppelstriangige, nicht ligierte relaxed circular DNA (rcDNA)
des HBV in eine zirkuldre, kovalent geschlossene cccDNA (covalently closed circular DNA)
um (Kock and Schlicht, 1993; Kock et al., 2010). Diese wird mit Histonen und anderen
Proteinen komplexiert und liegt anschlieBend episomal im Zellkern in einer stabilen

Minichromosom-dhnlichen Struktur vor (Bock et al., 1994). Eine Integration der viralen DNA
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in die Wirtschromosomen ist im Gegensatz zu den Retroviren fiir den HBV-Lebenszyklus

nicht notwendig. Zufillige Integrationen von subgenomischer viraler DNA sind jedoch haufig.
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Abbildung 3: Replikationszyklus des Hepatitis B Virus (HBV)

Nach Rezeptorbindung (NTCP) von HBV an einen Hepatozyten, vermutlich endozytotischer Aufnahme und
Entfernung der HBV-Oberflachenproteine wird das Nukleokapsid iiber Mikrotubuli an den Zellkern transportiert.
In der Kernpore zerfillt die Kapsidhiille und setzt das HBV-Genom frei. Nach Entfernung der viralen Polymerase
wird es durch zelluldre Faktoren in eine kovalent geschlossene zirkuldre cccDNA umgewandelt und mit
zelluldren Histon- und anderen Proteinen als eine Art episomales Minichromosom umhiillt. Die zelluldre
Polymerase II transkribiert davon die prid- und subgenomischen mRNAs (pgRNA und HBs-mRNAs), die ins
Zytoplasma transportiert werden. Von letzteren werden am Endoplasmatischen Retikulum (ER) die drei HBV-
Oberfliachenproteine zur Umbhiillung von reifen Nukleokapsiden bzw. zur Bildung und Sekretion von subviralen
Partikeln translatiert. Zur viralen Replikation werden von der pgRNA die Kapsidproteine und virale Polymerase
translatiert, die danach zusammen die pgRNA und zellulére Proteine verpacken und ein unreifes Nukleokapsid
bilden. Nach reverser Transkription und Genomreifung wird das nun reife Nukleokapsid entweder zum Kern
zurilickgeleitet und fiillt den cccDNA Pool auf (Re-Import) oder wird mit den Oberfldchenproteinen umhiillt und
iiber multivesikuldre Partikel sekretiert. Die subviralen Partikel und das HBe-Protein (HBe nicht eingezeichnet)
verlassen dagegen iiber den normalen Sekretionsweg (ER-Golgi) die Zelle. Das virale Regulatorprotein HBx wird
nur geringfiigig exprimiert und verbleibt intrazelluldr (nicht eingezeichnet). Weitere Details im Flieftext.
Modifiziert nach Schifer S, Glebe D, Gerlich WH, 2010.
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1.1.7.2 Replikation

Die im Zellkern persistierende cccDNA besitzt keinen Replikationsstartpunkt und wird daher
ausschlieflich iiber reverse Transkription und intrazelluliren Re-Import vervielfaltigt
(Tuttleman et al., 1986).

Der Negativstrang der cccDNA dient als Matrize fiir die Transkription aller viralen mRNA’s
durch die zellulire RNA-Polymerase II im Zellkern (Rall et al., 1983), die anschlieBend in das
Zytoplasma exportiert werden. Ein Splicing erfolgt bei bis zu 10% der Transkripte, ist aber fiir
die Translation der viralen Proteine nicht notwendig (Preiss et al., 2008; Rosmorduc et al.,
1995). Die Translation von den Oberflichenproteinen LHBs, MHBs und SHBs sowie dem
HBe-Protein findet an der Membran des Endoplasmatischen Retikulums (ER) statt, die des
HBc-Proteins, Polymerase und X-Proteins (HBx) dagegen an freien Ribosomen im
Zytoplasma.

Von der priagenomischen RNA (pgRNA) werden die Kapsidproteine und die virale
Polymerase translatiert (Will et al., 1987). Daneben dient pgRNA als Matrize fiir die
Replikation des HBV-Genoms (Abb. 4). Die pgRNA enthilt am 5'-Ende eine
Sekundérstruktur, das sog. Epsilon (g)-Signal. Die Primer-Doméne der viralen Polymerase
lagert sich daran mit Hilfe von Chaperonen (Hsp90, Hsp23) an und synthetisiert an die
Hydroxylgruppe seines Tyrosins 63 etwa drei bis vier komplementire DNA-Nukleotide
mittels Reverser Transkription (Bartenschlager et al., 1990; Wang and Seeger, 1992; Wang
and Seeger, 1993). Die Bildung des pgRNA/Polymerase -Komplexes induziert wihrenddessen
den Zusammenbau der Kapsidproteine zu einem Nukleokapsid, in dessen der Komplex
verpackt wird (Bartenschlager and Schaller, 1992). Das Verpacken und die nachfolgende
DNA-Synthese ist abhdngig von Phosphorylierungen der Kapsidproteine an bestimmten Serin-
Resten (Gazina et al., 2000; Melegari et al., 2005). Die Polymerase mit dem kurzen DNA-
Primer wird an die am 3’-Ende der pgRNA liegende komplementire DRI1-
Wiederholungssequenz verschoben und synthetisiert vollstindig den DNA-Negativstrang {iber
Reverse Transkription mit der pgRNA als Vorlage (Nassal and Rieger, 1996; Wang and
Seeger, 1993). Dabei wird die pgRNA iiber die RNAseH-Funktion der viralen Polymerase bis
auf ein ca. 18 bp langes RNA-Oligonukleotid an ihrem 5'-Ende abgebaut (Loeb et al., 1991;
Radziwill et al., 1990). Dieses enthidlt die DRI1-Sequenz und wird zusammen mit der
Polymerase an die am 5'-Ende des Negativstranges befindliche komplementire DR2-Sequenz
verschoben, wo es als Primer fiir die anschliefende DNA-Plusstrangsynthese dient (Will et al.,

1987). Die partielle Doppelstrangigkeit des HBV-Genoms ergibt sich hierbei aus der DNA-
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Synthese von der DR2-Sequenz zum 5°-Ende des Negativstrangs. Darauthin wird das 3'-Ende
des Plusstrangs iiber eine ca. 8 bp lange komplementédre Nukleotidsequenz an das 3’-Ende des
Negativstranges verlagert (Will et al., 1987). Von dort erfolgt die zum Negativstrang

komplementire, aber unvollstandige Synthese des Plusstrangs (Landers et al., 1977).

A) B) 9 P
DR2 DR1 DR1 DR2 &’
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Abbildung 4: Reverse Transkription des Hepatits B Virus

(A) Initiierung der Negativstrang-DNA-Synthese. Anlagerung der Primer-Doméne der viralen Polymerase (Pol)
an die e-Signalstruktur der pgRNA und Synthese von ca. vier DNA-Nukleotiden iiber reverse Transkription. (B)
Verlagerung des Tetra-Nukleotids und viralen Polymerase an einen komplementiren Bereich der DR1-Sequenz
am 3’-Ende der pgRNA und Start der Negativstrang-DNA-Synthese (dicke rote Linie). (C) Elongation der
Negativstrang-DNA und Degradation der pgRNA durch RNase H-Aktivitit der Pol. (D) Vervollstindigung der
Negativstrang-DNA und Verbleib eines ca. 18 bp langes gecapptes RNA-Oligonukleotids am 3’-Ende. (E)
Verlagerung des Oligonukleotids von der DR1- der Negativstrang-DNA an die komplementire DR2-Sequenz
und Start der Plusstrang-DNA-Synthese (griine Doppellinie), (F) bis zum 5'-Ende der Negativstrang-DNA. (G)
Zirkularisierung: Durch Anlagerung der DR1-Sequenz der Negativstrang-DNA an das komplementére Ende der
Plusstrang-DNA, (H) Vervollstindigung der Plusstrang-DNA zu einer relaxten zirkuliren Form (RC) des
Genoms. (I) Bei keiner Oligonukleotid-Verlagerung (sieche D) zu E)), wird eine doppelstrangige lineare Form
(DL) des Genoms synthetisiert. Modifiziert nach “cis-Acting sequences that contribute to the synthesis of
relaxed-circular DNA of human hepatitis B virus” (Liu et al., 2004).
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Nach der Replikation des viralen Genoms innerhalb der Nukleokapside, werden diese mit den
viralen Oberflichenproteinen umbhiillt und die fertigen Viren tiber Multivesikuldre Korperchen
(multivesicular bodies) von der Wirtszelle freigesetzt (Lambert et al., 2007). Nicht umbhiillte
Nukleokapside werden dagegen intrazelluldr zu den Kernporen zuriickgeleitet und fiillen
unabhingig einer erneuten Infektion den Pool an cccDNA (ca. 10 — 50 Genome) auf (Levrero
et al., 2009). Die subviralen Partikel werden {iber den konstitutiven Sekretionsweg via Golgi-

Apparat bzw. ER-Golgi-Intermedidrkompartiment (ERGIC) sekretiert (Lambert et al., 2007).

1.1.8 HBV-Oberflichenproteine

Sowohl das Hepatitis B Virion als auch die subviralen Partikel bestehen aus den drei HBV-
Oberflachenproteinen. Das kleinste von ihnen wird als SHBs, das mittelgrof3e als MHBs und
das grofle als LHBs bezeichnet. Sie werden ausgehend von drei verschiedenen Startkodons
innerhalb eines Leserahmens (ORF) im gleichen Leseraster kodiert. Da sie ein gemeinsames
Stoppkodon verwenden, besitzen sie alle das gleiche C-terminale Ende. Somit ergibt sich ihre
unterschiedliche Lange nur aus den verschieden langen N-terminalen Proteindomédnen. Nach
ithrer Translation am rauhen Endoplasmatischen Retikulum (ER) der Wirtszelle (Bruss, 2007)
erfolgt eine teilweise unterschiedliche Proteinmodifizierung. Sie sind integrale Multipass-
Membranproteine, da sie iiber ihre gemeinsame S-Domidne mehrfach in der ER-Membran
verankert sind (Eble et al., 1987) (Abb. 5). Das Immunsystem ist in der Lage gegen jedes
Oberfldchenprotein neutralisierende Antikorper zu bilden. Nachfolgend werden sie detailliert

beschrieben.
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Abbildung 5: Membran-Topologie der HBV-Oberflichenproteine (HBs)

(A) Das grofie HBs Protein (LHBs), bestehend aus vermutlich vier Transmembran (TM)-Doménen (I — IV) und
die duale Topologie seiner praS1- und prdS2-Doménen (i-praS: Intern zytosolisch; e-prdS: Extern zytosolisch).
Die S-Doméne enthélt die externe antigene Schleife mit dreidimensionaler Konformation durch Disulfidbriicken-
Bindungen von acht konservierten Cysteinresten (C; gelb). Die serologischen Subtyp-Determinanten K/R (d/y) an
Position 122 und K/R (w/r) an Position 160 innerhalb der antigenen Schleife sowie positiv geladene AS an
Position 122 (R) und 141 (K) sind eingezeichnet. Die AS-Mutation an Position 145 (G145R) stellt eine der
héufigsten Immun-Fluchtmutanten dar. Die N-terminale Glykosylierungs-Position an AS 146 innerhalb der S-
Doméne sowie B-Zell-Epitope fiir neutralisierende Antikdrper innerhalb der antigenen Schleife und der praS1-
Doméne sind angezeigt. (B) Die praS2-Domine des MHBs wird im ER-Lumen N-glykosyliert an AS 4 und O-
glykosyliert an T37 (auBer bei Genotyp A). Weitere Details im Flietext. Modifiziert aus ,,The Molecular
Virology of Hepatitis B Virus®, (Glebe and Bremer, 2013).
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1.1.8.1 Das kleine Oberflichenprotein (SHBs)

Das SHBs ist das Hauptoberflachenprotein (major surface protein) und ist sowohl im Virus als
auch in den subviralen Partikeln im Vergleich zum MHBs und LHBs am stérksten vertreten.
Eine Besonderheit von SHBs ist, dass es ohne weitere virale Produkte in der Lage ist, aus
mehreren seiner Molekiile im ERGIC-Kompartiment subvirale Partikel zu bilden, die von
Zellen sekretiert werden (Huovila et al., 1992; Persing et al., 1985). Diese Eigenschaft wird
seit den frithen 1980er Jahren fiir die industrielle Produktion eines effizienten und sicheren
HBV-Impfstoffes in Hefezellen genutzt (Dubois et al., 1980; McAleer et al., 1984).

SHBs wird von einer ca. 2,1 kb langen mRNA transkribiert und umfasst 226 Aminoséuren
(AS) (Abb. 6 A). Die Transkription wird vom PrdS2/S-Promoter gesteuert, der nicht
leberspezifisch ist (Pourcel et al., 1982). Etwa jedes zweite SHBs-Molekiil ist zur Hélfte an
einem Asparaginrest (Asn146) N-glykosyliert (Peterson et al., 1982), wodurch sich Molekular-
gewichte von 24 bzw. 27 kDa ergeben. SHBs wird wihrend der Translation tiber mind. zwei
Transmembran (TM)-Doménen in die ER-Membran integriert. Computerbasierte Analysen
sagen vier TM-Doménen voraus, die {iber zwei zytosolische und eine im ER-Lumen gelegene
hydrophile Schleife miteinander verbunden sind (Berting et al., 1995) (Abb. 5 B). Fiir einen
Bereich (AS 56 — 80) in der zytosolischen Schleife (AS 23 — 79) wurde eine effiziente
Bindung an das HBV-Kapsid nachgewiesen (Poisson et al., 1997). In der externen Schleife
zwischen TM2 und TM3 (AS 99 — 161) liegt die antigene Determinante A (~ AS 121 — 147),
die das Hauptepitop fiir neutralisierende Antikorper darstellt. Sie ragt im Virus und in den
subviralen Partikeln nach aullen. Die externe Schleife hat acht konservierte Cystein-Reste, die
iiber intra- und intermolekulare Disulfidbriicken miteinander verbunden sind und eine
dreidimensionale Struktur bewirken. Die verschiedenen Serotypen von HBV werden durch
den Austausch von AS Lys/Arg an Position 122 (d/y) und an AS 160 Lys/Arg (w/r) innerhalb
der externen Schleife festgelegt. Die positiv geladenen AS Arg (122) und Lys (141) tragen
wihrend der Infektion hauptsdchlich zur Interaktion mit den negativ geladenen Heparinsulfat-
Proteoglykanen auf der Plasmamembran von Hepatozyten bei (Leistner et al., 2008; Sureau
and Salisse, 2013). Ein AS-Austausch an Position 145 (Gly/Arg) stellt eines der hiufigsten

Mutationen dar, die einen sog. immune escape des Virus bewirken.
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1.1.8.2 Das mittlere Oberflichenprotein (MHBs)

Die Funktion des MHBs ist noch nicht bekannt. Obwohl es in HBV und den anderen
Orthohepadnaviren hoch konserviert ist, scheint es weder fiir die Virensekretion, Bildung von
subviralen Partikeln noch fiir die Infektiositdt von HBV oder HDV nétig (Glebe and Urban,
2007). Zudem fehlt MHBs in Avihepadnaviren vollstindig. Als Bestandteil von LHBs spielt
die prdS2-Doméne jedoch eine wichtige Rolle beim Nukleokapsid-Zusammenbau des HBV
(Ni et al., 2010). Weiterhin wurde eine Bindung der prdS2-Domine an polymeres humanes
Albumin gezeigt, was moglicherweise die initiale Viren-Anheftung an Hepatozyten unterstiitzt
(Machida et al., 1984; Persing et al., 1985).

Fiir C-terminal verkiirzte MHBs-Formen (MHBs(t)), die durch Deletionen infolge von Virus-
DNA-Integrationen in das zellulire Genom entstehen konnen (insb. bei HCC), wurden
transkriptionelle Aktivatorfunktionen nachgewiesen (Caselmann et al., 1990; Kekule et al.,
1990). Die Aktivatorfunktionen basieren auf der zytosolischen Orientierung der praS2-
Doméne (Hildt et al., 2002). MHBs(t) 16st eine Proteinkinase C (PKC)-abhéngige Aktivierung
des c-Raf-1/Erk2 Signalwegs aus, das wiederum eine Voraussetzung fiir die MHBs(t)-
abhingige Aktivierung von AP-1 and NF-kB und tumorfordernd ist (Hildt et al., 2002).

Das MHBs wird ebenso wie das SHBs von einer ca. 2,1 kb langen mRNA transkribiert und
umfasst 281 AS. Seine Transkription wird wie beim SHBs von einem nicht leberspezifischen
PraS2/S-Promoter reguliert (Pourcel et al., 1982). MHBs besteht aus der SHBs-Sequenz (S-
Doméne) und einer weiteren 55 AS langen prdS2-Doméne am N-terminalen Ende (Abb. 5 B
und 6 A). Die Topologie der S-Doméne ist dem des SHBs identisch (Abb. 5). Die praS2-
Doméne wird bei der Translation in das ER-Lumen transloziert und ist immer an Asn4 N-
glykosyliert sowie auch teilweise an Thr37 O-glykosyliert (auBBer bei Genotyp A) (Schmitt et
al., 1999; Schmitt et al., 2004). Weiterhin ist es wie SBHs an der S-Doméne (hier Asn201)
teilweise glykosyliert. Daher ergeben sich je nach Glykosylierungsgrad unterschiedliche
Molekulargewichte von etwa 30, 33 und 36 kDa.

1.1.8.3 Das grofie Oberflichenprotein (LHBs)

Das LHBs wird von einer 2,4 kb mRNA transkribiert und besteht je nach Genotyp aus 389 bis
401 Aminosduren (AS). Seine Transkription wird vom PraS1-Promoter gesteuert, der im

Vergleich zum PraS2/S-Promoter zwar schwach, aber hoch leberspezifisch ist (Will et al.,
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1987). LHBs besteht aus der S-, praS2- und der N-terminalen prdS1-Domine, wobei letztere je
nach Genotyp aus 108, 118 oder 119 AS besteht. In seiner unglykosylierten Form betridgt das
Molekulargewicht 39 kDa und 42 kDa bei einer Glykosylierung am Asparagin wie in der S-
Domine des SHBs. Weitere LHBs-Isoformen mit 48 und 51 kDa, bedingt durch zusétzliche
N-Glykosylierungen, sind bekannt (Lambert and Prange, 2007). Optional kann es noch, an der
gleichen Stelle wie das MHB, teilweise O-glykosyliert sein (Abb. 6 A). Eine fiir die
Infektiositit essentielle Modifizierung stellt die N-terminale Myristylierung an Gly2 dar
(Bruss et al., 1996b; Gripon et al., 1995). Zudem ist sie an der Retention des LHBs in der Zelle
beteiligt (Prange et al., 1991). Jedoch auch ohne Myristylierung wird LHBs bei gleichzeitiger
Abwesenheit anderer Virusproteine im ER (Kuroki et al., 1989) bzw. in einer Zwischenregion
von ER und Golgi-Apparat (ERGIC) (Xu et al., 1997a) zuriickgehalten.

Eine Besonderheit von LHBs liegt in der dualen Topologie der prdS1- und praS2-Doméne im
ER als auch im spéteren Virus (Prange and Streeck, 1995) (Abb 5 A). Wihrend der
Translation liegen diese Doménen zunichst vollstindig auf der zytosolischen Seite (i-preS-
Topologie). Dies ist notwendig fiir den Zusammenbau der Kapsidproteine, Replikation und
Umbhiillung der Viren (Bruss and Vieluf, 1995; Bruss, 1997; Dyson and Murray, 1995). Eine
Bindung des Chaperons Hsc70 an eine zytosolische Ankerdomine (CAD) (s. Abb. 6 B) der
praS1-Doméne ist fiir die zytosolische Ausrichtung verantwortlich (Lambert and Prange,
2003; Prange et al., 1999). Eine Domine (AS 92 — 108, Genotyp D) am Ubergang von priaS1
zu praS2 ist essentiell fiir die Umhiillung der reifen Nukleokapside (Bruss, 1997). Etwa die
Hilfte der LHBs-Proteine nimmt posttranslational die e-preS-Topologie ein. Es wird
angenommen, dass das ER-Chaperon BiP zusammen mit einer TM2-Region der S-Doméne
des LHBs an der Translokation der praS-Doménen in das ER-Lumen beteiligt ist (Awe et al.,
2008; Lambert and Prange, 2001; Lambert et al., 2004). Diese Topologie ist unabdingbar fiir
die Infektiositdt der Viren, da dadurch die prdS1-Doméne, welche die spezifischen
Rezeptorbindungsstellen enthélt, auf den Viren nach auBBen gerichtet vorliegt. Erst 2012 wurde
der spezifische HBV-Rezeptor NTCP (Na'/taurocholate cotransporting polypeptide) auf
Hepatozyten identifiziert (Yan et al., 2012).

Durch Mutationsanalysen wurde festgestellt, dass die N-terminalen 75 AS der praS1-Doméne
fiir die Infektion essentiell sind (Blanchet and Sureau, 2007). Den ersten 48 AS (essentiell AS
9 — 18, akzessorisch 28 - 48) wird eine Rezeptorbindungsaktivitit zugewiesen, wihrend die
AS 49-75 bei der Infektion unterstiitzend wirken (Abb. 6 B, AS-Nummerierung fiir Genotyp
D). Synthetische myristylierte praS1-Peptide (AS 2 — 48) sind bereits bei einstelligen

nanomolaren Konzentrationen in der Lage, eine in vitro HBV-Infektion effektiv zu verhindern
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(Glebe et al., 2005). Fir LHBs wurden ebenso wie fliir MHBs(t) transkriptionelle
Aktivatorfunktionen nachgewiesen, da etwa die Hilfte der prdS1/S2-Dominen im Zytosol
liegen. Damit kommt es wie beim MHBs(t) zu einer PKC-abhidngigen Aktivierung des c-Raf-
1/Erk2-Signalwegs mit nachfolgender Aktivierung von AP-1 and NF-xB, welche
tumorfordernd sind (Hildt et al., 1996; Hildt et al., 2002). Durch Deletionen innerhalb der
praS1/2-Doméne des LHBs wurde oxidativer und ER-Stress sowie DNA-Schédigungen in
Hepatozyten induziert (Hsieh et al., 2004; Wang et al., 2003).

Im Gegensatz zu SHBs und MHBs, kann LHBs alleine keine subviralen Partikel (SVP) bilden
und wird ohne SHBs und MHBs nicht sekretiert (Huovila et al., 1992; Ueda et al., 1991).
Stattdessen wird es innerhalb des ER’s bzw. ERGIC in Form von intraluminalen Partikeln
zuriickgehalten (Chisari et al., 1987; Molnar-Kimber et al., 1988; Nemeckova et al., 1994; Ou
and Rutter, 1987; Persing et al., 1986; Xu et al., 1997a).

LHBs interagiert mit SHBs und Nukleokapsiden und kann dadurch eine dosisabhidngige
Inhibierung der Partikel- und Virensekretion bewirken (Bruss and Ganem, 1991; Bruss et al.,
1996a; Clayton et al., 2001; Persing et al., 1986). So fiihrte die Uberproduktion von LHBs in
fiir HBs-Proteine transgenen Méusen zu einer verminderten Sekretion von HBsAg ins Serum
und somit zu einer toxischen Akkumulierung von HBsAg und LHBs im ER der Hepatozyten
(Chisari et al., 1986). Die Folge waren schwere Leberschdadigungen (auch Zelltod von
einzelnen Hepatozyten), sekundire Entziindungsprozesse und Hepatokarzinogenese (Chisari et
al., 1987, Churin et al., 2014). Andererseits steigerte eine intrazellulire Akkumulierung von
LHBs die Expression von SHBs und MHBs {iiber die Aktivierung ihres PraS2/S-Promotors
und konnte somit iiber SVP-Bildung eine vermehrte LHBs-Sekretion bewirken (Xu et al.,
1997b).

Zusitzlich zu der o.g. Interaktion von LHBs mit Hsc70 und SHBs ist auch eine Interaktion mit

dem Chaperon Calnexin beschrieben (Xu et al., 1997a).
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Abbildung 6: HBV-Oberflichenproteine (HBs)

(A) Die drei HBs-Proteine sind aus drei Doménen aufgebaut, S (rot), praS2 (orange), praS1 (gelb). PraS1 kodiert
je nach Genotyp fiir 108 bis 119 Aminoséuren (AS). Es ist N-terminal am Gly2 myristyliert und kommt nur in
LHBs vor. Die praS2-Domine ist 55 AS lang und beim MHBs N-terminal acetyliert (Ac). Die S-Doméne (S)
kodiert fiir 226 AS. N- und O-Glykosylierungen w.o. angegeben. (B) Schematische Struktur der fiir die
Virusbildung und —infektiositét essentiellen praS1- und praS2-Doménen von LHBs. Essentiell fiir die Umhiillung
der reifen Nukleokapside ist eine Domine am Ubergang von praS1 (AS 92 — 108) und praS2 (AS 1 — 5) (lila).
Die potentiell hochaffine Rezeptorbindungsstelle innerhalb der Infektions-Doméne von praS1 wird unterteilt in
eine essentielle (AS 9 — 18) und akzessorische (AS 28 — 48) Doméne (rot, orange; Numerierung fiir Genotyp D).
Infektions-interferierende myristylierte praS1-Peptide iiberlappen mit der vermeintlichen Rezeptorbindungs-
Doméne. Die Signaldoméne (AS 2 — 8) zur Myristylierung von Gly2 von praS1 ist eingezeichnet (griin). Ebenso
B-Zell-Epitope und Bindungsstellen fiir neutralisierende Antikorper in prdS1. Die CAD-Domaéne ist flir die
zytosolische Ausrichtung der praS-Doménen von LHBs verantwortlich (blau). Weitere Details im FlieBtext.
Modifiziert aus ,,The Molecular Virology of Hepatitis B Virus®, (Glebe and Bremer, 2013).
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1.1.9 Das X-Protein des Hepatitis B Virus

Das X-Protein (HBx) von HBV ist das kleinste HBV-Protein (17 kDa, 154 AS). HBx ist kein
Struktur-, sondern ein Regulatorprotein mit multifunktionalen Eigenschaften. Es wirkt als
Transaktivator von HBcAg (Reifenberg et al., 1999), SHBs (Rossner et al., 1990), HBV-
Enhancer (Spandau and Lee, 1988) und HBV-Promotoren (Nakatake et al., 1993). Zudem
transaktiviert es eine Vielzahl von =zelluliren Promotoren, die mit Karzinogenese im
Zusammenhang stehen: c-Jun (Twu et al., 1993), Yes-associated protein (Y AP) (Zhang et al.,
2012), Heat shock protein 90a (HSP90a) (Li et al., 2010), human telomerase reverse
transcriptase (WTERT) (Liu et al., 2010), Cyclin D1 (Park et al., 2006) und inducible nitric
oxide synthase (iNOS) (Majano et al., 2001). Weiterhin aktiviert HBx zahlreiche
Signaltransduktionswege wie z.B. Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK) und
Phosphatidylinositide 3-kinases (PI-3K)/Akt (Chung et al., 2004), Stress-activated phospho-
kinase / c-Jun N-terminal kinase (SAPK/JNK) (Diao et al., 2001), p42/p44 mitogen-activated
protein kinases (MAPKs) (Yoo, Oh, 2003); Wnt/B-Catenin (Hsieh et al., 2011a).

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass HBx die HBV-Transkription und -Replikation
verstirkt (Keasler et al., 2007; Leupin et al., 2005; Lucifora et al., 2011; Nakatake et al., 1993;
Tang et al., 2005; Xu et al., 2002) und somit die Pathogenese hin zu Leberfibrose, Zirrhose
und HCC fordert (Benhenda et al., 2009; Bouchard and Navas-Martin, 2011; Jin et al., 2001;
Kim et al., 1991).

HBx aktiviert eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren und Signalmolekiilen wie z.B. Nuclear
factor-kappa B (NF-xB) (Lucito and Schneider, 1992; Su and Schneider, 1996), Activator
protein 1/2 (AP-1/2) (Kekule et al., 1993), Activating transcription factor 3 (ATF-3) (Tarn et
al., 1999), Transforming growth factor beta I (TGF-B1) (Yoo et al., 1996). HBx induziert
Stress des Endoplasmatischen Retikulums (ER-Stress) (Cho et al., 2011; Li et al., 2007),
anormale epigenetische Modifikationen der zelluliren DNA (Andrisani, 2013; Park et al.,
2007; Tian et al., 2013) und stimuliert die Zellteilung (Jung et al., 2007). Das HBx-Protein
assoziiert mit Mitochondrien und 16st iiber den Riickgang des mitochondrialen
Membranpotentials und Calcium-Freisetzung den Zelltod aus (Geng et al., 2012). Zudem
wurde berichtet, dass das HBx-Protein die zellulire Proteasomaktivitdt hemmen kann (Hu et
al., 1999).

HBx bindet an das Tumorsuppressorprotein p53 und hemmt dessen Funktionen als Regulator
des Zellzyklus, der Apoptose und DNA-Reparatur (Becker et al., 1998; Lee and Rho, 2000).

Hinsichtlich Apoptose gibt es kontroverse Ergebnisse zu HBx. Es wurden hier stimulierende
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(Chirillo et al., 1997; Kim and Seong, 2003; Terradillos et al., 2002) und inhibitorische (Diao
et al., 2001; Gottlob et al., 1998; Shih et al., 2000) Effekte in verschiedenen zelluldaren
Zusammenhéngen gesehen.

Die Expression der pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-6 werden durch das HBx-

Protein verstirkt (Lara-Pezzi et al., 1998; Lee et al., 1998).

1.2 Das Zytoskelett eukaryontischer Zellen

Das Zytoskelett eukaryontischer Zellen wird aus den Mikrofilamenten (MF), Mikrotubuli
(MT), Intermediérfilamenten (IF) und den ihnen assoziierten Proteinen gebildet. Es ist ein
filamentéres, dynamisches Proteinnetzwerk innerhalb der Zelle und hat eine Vielzahl von
essentiellen Zellfunktionen. Es verleiht u.a. der Zelle ihre duflere Form, intrazelluldre Struktur
und mechanische Stabilitdt und spielt eine wichtige Rolle bei der Zellteilung, -migration, -
adhédsion und beim intrazelluldren Transport von Proteinen und Organellen. Daneben ist es
auch an Signaltransduktionsprozessen beteiligt. Diese Funktionen werden von den o.g.
Komponenten auf unterschiedliche Art, Weise und AusmalBl wahrgenommen, teilweise in
Interaktion untereinander. Die Proteine, aus denen MF, MT und IF aufgebaut sind, zidhlen zu

den hiufigsten Zellproteinen. Nachfolgend werden sie detaillierter beschrieben.

1.2.1 Mikrofilamente (Aktin)

Mikrofilamente (MF) oder auch Aktin-Filamente bestehen aus einer Helix von monomeren
Aktin-Molekiilen (globuléres oder g-Aktin), die jeweils 42 kDa grof3 sind. Sie haben bei einem
Durchmesser von ~7 nm eine Lénge von ~30 bis 100 uM. MF kommen in allen Eukaryonten-
Arten vor und Aktin ist in den meisten Zellen das héufigste Protein mit ca. 5% der
Gesamtproteinmenge. In Skelettmuskelzellen ist Aktin sogar zu etwa 20% vertreten. MF sind
am héufigsten unterhalb der Zellplasmamembran anzutreffen. Sie besitzen eine Polaritét, da
am Plus-Ende Aktin-Monomere polymerisieren und am Minus-Ende depolymerisieren. In
Sdugerzellen findet man mind. sechs verschiedene Aktin-Typen, die in drei Klassen eingeteilt
werden: a-, B- und y-Aktin. Diese unterscheiden sich nur geringfiigig in ihren Eigenschaften.
MF liegen meistens miteinander gebiindelt oder quervernetzt vor. Die Polymerisierung von

MF erfolgt unter ATP-Hydrolyse. Wie bei den MT ist sie nicht fiir die Filamentbildung
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erforderlich, sondern schwicht die Bindungen in den MF ab und fordert so deren
Depolymerisierung. Die Geschwindigkeit der Filamentbildung ist proportional zur
Konzentration an freien Untereinheiten. Eine Besonderheit der MF ist der sogenannte
Tretmiihl-Mechanismus. Dabei werden Aktin-Untereinheiten am Plus-Ende angefiigt und
gleichzeitig welche am Minus-Ende entfernt, sodass die Gesamtlinge des MF etwa gleich
bleibt. Eine Vielzahl von Aktin-bindenden Proteinen (ABP) regulieren den Auf- und Abbau
der MF bzw. deren Erhalt. Das Protein Profilin z.B. fordert den Einbau von Aktin-Monomeren
an das Plus-Ende der MF. Das Protein Cofilin und ADF (Aktin-depolymerisierender Faktor)
binden dagegen an das Minus-Ende der MF und fordern die Depolymerisierung. Weitere ABP
verkniipfen die MF untereinander (z.B. Filamin, Fimbrin, Spectrin, a-Actinin), mit der
Plasmamembran (z.B. Calmodulin, Fodrin) und mit Intermedidrfilamenten (Fodrin) (dos
Remedios et al., 2003). Zusitzliche Regulatoren der Polymerisierung und Veréstelung sind
u.a. Capping Proteine (z.B. CapZ, Tropomodulin) und der Arp 2/3-Komplex (Amann and
Pollard, 2001; dos Remedios et al., 2003; Small et al., 2002). Das Protein Tropomyosin lagert
sich an F-Aktin an und trégt zur Stabilisierung bei.

Posttranslationale Modifikationen von B-Aktin wie z.B. Arginylierung regulieren den
normalen MF-Aufbau und fordern die Zellmigration (Karakozova et al., 2006).

MF tragen hauptsidchlich durch die Verkniipfung mit Adhdrenzverbindungen (Zelle — Zelle)
und Fokalkontakten (Zelle — Extrazelluldre Matrix) zur mechanischen Stabilitit, Formgebung
und Adhésion der Zelle bei (Small et al., 2002). Weitherhin dienen sie dem intrazelluldren
Transport z.B. von Vesikeln (Evans and Bridgman, 1995) sowie der Verankerung von z.B.
Rezeptoren in der Plasmamembran. Durch Verldngerung der Aktinfilamente bilden sich
bewegliche und dynamische Zellausstiilpungen (spitze Filopodien, flichige Lamellipodien),
die Zellmigration bzw. Stoffaustausch (Mikrovilli) ermdglichen. Wechselwirkungen zwischen
Aktin und Myosin sind entscheidend fiir die Muskelkontraktion.

Wie bei den MT gibt es chemische Substanzen, die die Polymerisierung, den Erhalt und die
Depolymerisierung fordern. Phalloidine (aus Knollenblatterpilz) binden an die Seiten der MF
und wirken der Depolymerisierung entgegen. Dagegen heften sich Cytochalasine (aus Pilzen)
an das Plus-Ende von Aktinfilamenten, blockieren eine weitere Polymerisierung und fordern
somit die Depolymerisierung (Wodnicka et al., 1992). Beide Wirkstoffe sind zytotoxisch und

konnen bei hoheren Konzentrationen und Einwirkdauer zur Apoptose flihren.
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1.2.2 Mikrotubuli

Mikrotubuli (MT) sind ldngliche Hohlzylinder mit einem dufleren Durchmesser von ca. 25 nm
und einer Linge bis zu mehreren Mikrometern (Abb. 7). Sie sind aus meist 13 lateral
zusammengelagerten Protofilamenten aufgebaut. Diese bestehen wiederum aus einer
Aneinanderreihung von a- und B-Tubulin-Heterodimeren. In der Regel findet die Nukleation
der MT am Mikrotubuli-organisierenden Zentrum (MTOC) bzw. Centrosom statt, das
perinukledr gelegen ist. Dort befindet sich das y-Tubulin, welches fiir die Keimbildung
verantwortlich ist. Um den Zellkern besitzen die MT auch ihre grofte Dichte. Das Minus-Ende
der MT befindet sich am MTOC, wo es stabilisiert wird und relativ inaktiv vorliegt. Das Plus-
Ende befindet sich am anderen Ende des MT und kann schnell wachsen. MT sind hochst
dynamische Strukturen, gekennzeichnet durch einen raschen Auf- (Polymerisierung), Um- und
Abbau (Depolymerisierung). Dies wird auch mit dem Begriff der dynamischen Instabilitét
bezeichnet (Mitchison and Kirschner, 1984). Thre Halbwertszeit in der Zelle betrigt ca.
10 min. Sie konnen vom MTOC bis an die Zellperipherie reichen. Bei der Polymerisierung der
MT bindet die B-Tubulin-Untereinheit des Tubulin-Heterodimers an das Plus-Ende an und
hydrolysiert danach GTP zu GDP. Die Hydrolyse schwicht die Bindung. Erfolgt eine schnelle
Anlagerung weiterer Tubulin-Heterodimere wéchst der MT. Anderenfalls wird er instabil und
kann schnell zerfallen. Sogenannte Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAP) konnen die MT
gegen den Zerfall stabilisieren bzw. auch die Polymerisierung beschleunigen. Weitere
Funktionen sind Biindelung und Quervernetzung von MT untereinander sowie Verbindung mit
anderen Zellbestandteilen, z.B. den Intermedidr- und Mikrofilamenten (Akhshi et al., 2014;
Liao and Gundersen, 1998; Liem, 2013; Walczak and Shaw, 2010). Beispiele fiir MAP sind
MAP-1, MAP-2, tau- sowie die Motorproteine (Bhat and Setaluri, 2007; Dehmelt and Halpain,
2005; Halpain and Dehmelt, 2006). Letztere bewegen sich ATP-abhéngig an den MT entlang.
Die Kinesine wandern meist in Richtung plus-Ende, die Dyneine dagegen zum Minus-Ende.
Dies dient dem intrazelluldren Transport von Proteinen, Vesikeln und Organellen (z.B. Golgi,
ER) (de et al., 2012; Goldstein and Yang, 2000; Hirokawa, 1998). Das Nukleokapsid des HBV
wird nach der Infektion iiber Mikrotubuli aktiv zum Zellkern transportiert (Rabe et al., 2006).
Neben der mechanischen Stiitzfunktion bilden MT Teilungsspindeln bei der Mitose aus und
wirken mit beim Aufbau der Zellpolaritit und der Zellmigration (Etienne-Manneville, 2013;
Inoue and Salmon, 1995; Siegrist and Doe, 2007). Die Bewegung von Cilien und Flagellen
beruht ebenfalls auf MT und deren MAP im Axonem (Mohri et al., 2012). MT weisen in vivo

posttranslationale Modifikationen wie z.B. Polyglutaminierungen und Polyglycylierungen auf
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(Janke and Bulinski, 2011). Die Polymerisierung, Stabilisierung und Depolymerisierung von
MT kann mit chemischen Substanzen beeinflusst werden (Amos, 2011). Dies wird u.a. in der
Krebsmedizin angewandt (z.B. Mitosehemmer Taxol stabilisiert MT). Dagegen fiihren
Substanzen wie Colchicin und Nocodazol in hoéheren Konzentrationen zu einer
Depolymerisierung von MT, wihrend sie in niedrigen Konzentrationen zu einer MT-

Stabilisierung fithren und einen Mitose-Arrest induzieren kdnnen (Jordan et al., 1992).

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

Heterodimere von o und [-Tubulin-Proteinen lagern sich in einer Kopf- zu Schwanz-Anordnung zu
Protofilamenten zusammen. Ca. 13 Protofilamente bilden durch laterale Anlagerung den rohrenférmigen
Mikrotubuli. Modifiziert nach “Post-translational modifications regulate microtubule function” (Westermann and
Weber, 2003).

1.2.3 Intermediarfilamente

Intermedidrfilamente (IF) liegen mit einem Durchmesser von ca. 10 nm zwischen den
kleineren MF und groBeren MT. Im Gegensatz zu diesen sind die IF eine heterogene, aus mehr
als 70 verschiedenen Mitgliedern aufgebaute Proteinfamilie, die in sechs Subgruppen weiter
unterteilt ist (Kim and Coulombe, 2007) (Tab. 1). Die Einteilung basiert auf Genstruktur und
Sequenzhomologie innerhalb der zentralen Stabdoméne. Zytokeratine oder kurz Keratine
stellen die groffte Untergruppe der IF dar. IF besitzen eine unpolare Struktur und haben
deshalb keine assoziierten Motorproteine, die sich an ihnen entlang bewegen konnen (Strelkov
et al., 2003). Sie bendtigen keine Nukleotide um aus kleineren Grundeinheiten Filamente zu

bilden (Zackroff and Goldman, 1979). Ihre Molekiilmassen reichen von 40 kDa (CK19) bis
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240 kDa (Nestin). IF sind biochemisch sehr stabil und besitzen im Vergleich zu den MF und
MT eine hohere Dehnbarkeit und Reil3festigkeit (Wagner et al., 2007). Sie bilden seilartige
Proteinfasern, die mehrere 100 nm lang werden koénnen und erstrecken sich {iberwiegend
durch das gesamte Zytoplasma, wobei sie ihre groBte Dichte i.d.R. um den Zellkern
aufweisen. Eine Ausnahme bilden die Lamine, die die Innenseite der inneren Kernmembran
auskleiden. Die zytoplasmatischen IF stellen {iber Desmosomen Zell-Zell-Verbindungen und
iiber Hemidesmosomen Zell-Matrix-Kontakte her (Green et al., 2005; Kowalczyk and Green,
2013). Uber IF-assoziierte Proteine (IFAP) sind sie untereinander und mit den MF und MT
verkniipft (Chang and Goldman, 2004; Green et al., 2005). Dies bewirkt eine verstirkte
Zelladhdsion, Ausbildung der Zellmorphologie, Zusammenhalt von Geweben und Organen
und Schutz gegen mechanischen Stress.

Eine besonders hohe IF-Expression findet man in Zellen, die mechanischen Belastungen
ausgesetzt sind. So z.B. die mehrschichtigen Keratine der Epidermis und Desmine der
Muskelzellen. Daneben sind weitere bekannte IF die Glia-Filamente der Astrozyten und
Schwann-Zellen sowie die Vimentin-Filamente der Fibroblasten. Tatséchlich aber kommen IF
in allen Zelltypen vor. Jedoch exprimieren verschiedene Gewebe und Zelltypen verschiedene
IF-Mitglieder bzw. unterschiedliche Kombinationen von ihnen (Omary et al., 2004). Da das
typische Expressionsmuster auch i.d.R. in Tumorzellen erhalten bleibt, werden IF als Zell-,
Gewebe- und Tumormarker z.B. in der Histopathologie verwendet.

Die Vielzahl von IF-Mitgliedern und der mit ihnen assoziierten IFAP sowie ihr Vorkommen
auch in Zellen, die keinen oder wenig mechanischen Belastungen ausgesetzt sind, weist auf
weitere vielféltige Funktionen hin. Obwohl vielfach noch unerforscht, zeigen sie ihre
Bedeutung in den ca. 80 humanen Krankheiten, die z.B. durch Mutationen in IF-kodierenden
Genen bedingt sind (Eriksson et al., 2009; Omary, 2009; Paulin et al., 2011; Perrot and Eyer,
2009) (Tab. 1). So sind IF u.a. auch beteiligt in Prozessen wie Proteinsynthese und
Zellwachstum (Kim et al., 2006; Ku et al., 2002b; Reichelt and Magin, 2002), Apoptose und
Schutz vor zytotoxischen Einfliissen (Caulin et al., 2000; Inada et al., 2001; Sahlgren et al.,
2006), Positionierung von Organellen (Mitochondrien, Golgi-Apparat, Endosomen,
Lysosomen, Zellkern) und Proteinlokalisierung (z.B. Membranproteine) (Toivola et al., 2005).
Analog den MF und MT sind die IF fiir ithren Zusammenbau, Organisation, Funktion und
Regulierung von einer Vielzahl von interagierenden Proteinen abhédngig. Insbesondere die
Plakin-Proteinfamilie mit Plektin und bulldses Pemphigoid-Antigen 1 (BPAG1) als
bekannteste Vertreter, spielt bei der Vernetzung und Verankerung von IF mit MF und MT

sowie mit Hemidesmosomen und Desmosomen eine wichtige Rolle (Jefferson et al., 2004).
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Trotz Diversitdt besitzen die IF einen gemeinsamen monomeren Grundaufbau. Er besteht aus
einer zentralen, linearen und konservierten o-helikalen Stabdomine, die eine Doppelwendel-
Struktur (coiled coil) mit ca. 310 AS ausbildet. Sie ist aus sieben Tandem-Wiederholungs-
Sequenzabschnitten (Heptaden-Wiederholungen) einer bestimmten Aminosduren-Abfolge
aufgebaut. Flankiert wird sie durch eine in Grofe und Sequenz variable nicht-helikale N-
terminale Kopf- und C-terminale Schwanz-Domine, die i.d.R. aus der Oberfliche des
Filaments herausragt. Posttranslationale Modifikationen und Interaktionen mit anderen
Proteinen finden bevorzugt an diesen flankierenden Bereichen statt. Phosphorylierungen an
Serin-Resten von IF spielen z.B. bei der Mitose eine wichtige Rolle, da sie einen
voriibergehenden Zerfall der Kernlamine und Umstrukturierungen zytoplasmatischer IF
bewirken.

In vitro bilden zwei Monomere durch parallele Anordnung ein polares Dimer aus, welches mit
einem weiteren Dimer in lateral versetzter, anti-paralleler Ausrichtung ein apolares Tetramer
bildet (Herrmann and Aebi, 2004; Kirmse et al., 2007). Diese assoziieren weiter lateral zu
Protofilamenten und sog. unit length filaments (ULF) von 17 nm Durchmesser und 60 nm
Lénge. Durch longitudinale Anlagerungen der ULF entstehen lose gepackte Filamente von
mehreren 100 nm Lénge, die in weiteren Schritten zu einem Durchmesser von ca. 10 nm
kompakt prozessiert werden (Colakoglu and Brown, 2009; Herrmann and Aebi, 2004;
Winheim et al., 2011). /n vivo wird eine dhnliche Filamentbildung vermutet. Im Gegensatz zu
MF und MT wird zur Bildung von IF kein ATP oder GTP benétigt (Herrmann et al., 2007).
Das IF-Netzwerk von Zellen ist nicht statisch, sondern einer stindigen Reorganisation und
Umbau unterworfen, welche insbesondere bei der Mitose sehr deutlich wird (Chou et al.,

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

Die IF-Proteinfamilie wird in sechs verschiedene Typklassen (Typ I — VI) eingeteilt. Thre ungefahren Grofien
(kDa), hauptsdchliches Vorkommen in Zelltypen und Geweben sowie Beispiele von mit ihr assoziierten
Erkrankungen sind dargestellt.Modifiziert nach(Herrmann and Aebi, 2000; Hertel, 2011; Kim and Coulombe,

2007; Omary et al., 2006).

Typ Proteine GroRe Vorkommen Vorkommen Assoziierte Erkrankungen
(kDa) Zelltyp Gewebe (Bsp.)
saure Keratine: Epithelzellen, Mukosa, Epidermis, Blasenbildende
| CK9- CK28 40- 64 Keratinozyten Haare, Nagel, Erkrankungen der Haut
CK31 - CK40
Basisch/neutrale Keratine: Epithelzellen, Mukosa, Epidermis, erhéhtes Risiko/Schweregrad
I} CK1-8,CK71-80 52- 68 Keratinozyten Haare, Nagel, von Lebererkrankungen
CK81- 86
Vimentin 54 Fibroblasten, Endothel- Bindegewebe, Blutgefale, unbekannt
Peripherin 54 und Hamatopoitische Zellen Nervensystem Amyotrophe Lateralsklerose
1 GFAP 52 Astrozyten, Nerven- und Gliazellen Nervensystem Alexander Krankheit
Syncoilin 64 Muskelzellen Muskeln unbekannt
Desmin 53 Muskelzellen Muskeln Kardiomyopathie
a-Internexin 66 Nervenzellen Nervensystem unbekannt
\% Neurofilament H, L, M 61-110 Nervenzellen Nervensystem Charcot-Marie-Tooth Krankheit
Nestin 240 Nervenzellen Nervensystem unbekannt
Synemin-a, Synemin-f 180, 150 Muskelzellen Muskeln unbekannt
Hutchinson-Gilford Progerie
\Y Lamin A, B1, B2, C1, C2 62-78 ubiquitar Kernlamina Emery-Dreifuss-Muskeldystrophie
Y Phakinin (CP49) 47 Augenlinsen-Zellen Augenlinsen Grauer Star
Filensin (CP115) 94 unbekannt

1.2.4 Keratine

1.2.4.1 Aligemeines

Keratine oder auch Zytokeratine (CK) sind die Intermediérfilamente der Epithelzellen. Mit
insgesamt 54 Mitgliedern stellen sie die groBte Untergruppe der IF dar. Davon gehdren 28 zu
den sauren Keratinen des Typs I und 26 zu den neutralen / basischen Keratinen des Typs II
(Tab. 1). Anders als die iibrigen IF, die aus Homodimeren aufgebaut sind, bilden die Keratine
aus je einem Typ I und II-Keratin ein obligates Heterodimer-Paar aus (Fuchs and Weber,
1994). Keratine konnen in drei verschiedenen funktionellen Gruppen eingeteilt werden: 1)
einfache Keratine, exprimiert in embryonalem Gewebe und einschichtigen Epithelgewebe wie
Leber, Darm und Driisenzellen, 2) mehrschichtige Keratine, exprimiert von Epithelzellen der

Epidermis der Haut und 3) harte Keratine, die von Epithelzellen in Haaren und Nigeln
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exprimiert werden (Haines and Lane, 2012). In einschichtigem Epithelgewebe werden
normalerweise nur die Keratine CK7, CK8, CKI18, CK19 und CK20 exprimiert. Dabei
exprimieren Epithelzellen je nach Zelltyp und Differenzierungsstatus ein bis fiinf verschiedene
Keratin-Paare (Moll et al., 1982). Bestimmte Paarbildungen werden bevorzugt eingegangen;
z.B. CK8 mit CKI18 (einschichtige Epithelzellen wie z.B. Hepatozyten), CK5 mit CK14
(mehrschichtige Epithelzellen wie z.B. Keratinozyten) (Fuchs and Weber, 1994).

Die Keratine CK8 und CKI18 sind die ersten Keratingene, die in Sédugetier-Embryonen
exprimiert werden (Lehtonen et al., 1983), und auch die einzigen Keratine, die von humanen
und murinen Hepatozyten, Pankreasazinuszellen und Nierentubuli gebildet werden. Ein
Epithelgewebe oder eine bestimmter Epithelzelltyp ist daher durch ein spezifisches
Expressionsmuster von Keratinen charakterisiert (Moll et al., 1982).

Ein charakteristisches Kennzeichen von chronischen Leberkrankheiten, wie z.B. der
Alkoholischen (ASH) und Nichtalkoholischen (NASH) Form der Steatohepatitis, sind die sog.
Mallory-Denk-Korperchen (MDB) innerhalb von Hepatozyten, die iiberwiegend aus
aggregierten CK8/18-Proteinen bestehen (Strnad et al., 2008).

CKS8/18-Proteine liegen nicht nur intrazelluldr in Hepatozyten vor, sondern lassen sich auch im
menschlichen Blut nachweisen. Insbesondere im Blut von Patienten mit Lebererkrankungen,
die zu Nekrose und Apoptose von Hepatozyten fiihren, lassen sich erhdhte Konzentrationen

von CK8/18-Proteinen und CK18-Fragmenten nachweisen (Strnad et al., 2012).

1.2.4.2 Biologische Funktionen von Keratinen

Keratine weisen eine Vielzahl von Funktionen auf. Insbesondere im Verbund mit anderen IF,
MF und MT sind sie fiir die Formgebung und mechanische Stabilitit der Zelle bzw. eines
Gewebes mitverantwortlich. Dies wird weiter verstdrkt durch ihre intrazelluldre Bindung an
Desmosomen und Hemidesmosomen, wodurch ein Kontakt mit benachbarten Zellen bzw. mit
der Extrazelluldren Matrix (ECM) hergestellt wird. Die Stabilisierungsfunktion von Keratinen
(CK) wird augenscheinlich in genetisch bedingten Hautkrankheiten wie Epidermolysis bullosa
und der Epidermolytischen Hyperkeratose, denen Mutationen in CK5/CK14 bzw. CK1/CK10
zugrundeliegen (Omary et al., 2004). Daneben sind Keratine wichtig fiir die normale Gewebe-
Architektur als auch fiir die Ausbildung und Aufrechterhaltung der Zellpolaritit von
Epithelzellen (Ameen et al., 2001; Oriolo et al., 2007; Toivola et al., 2001). Das Protein Fas-
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binding factor 1 (Albatross) reguliert die Zellpolaritit bei Epithelzellen durch Bindung mit
CKS8 und CK18 (Sugimoto et al., 2008).

Weiterhin konnen Keratine einen Einfluss auf die Zellmigration und —invasion insbesondere
durch Modulierung der Aktivitdt von Proteinkinase C, Tyrosinkinase Src und der Fokalen
Adhésionskinase FAK nehmen (Bordeleau et al., 2010; Long et al., 2006; Osmanagic-Myers
and Wiche, 2004; Pan et al., 2013; Rotty and Coulombe, 2012).

Keratine besitzen bereits durch ihre Fiahigkeit, Phosphatgruppen bei Phosphorylierungs-
reaktionen abzufangen, einen indirekten Einfluss bei Signaltransduktionen (sog. ,.,phosphate
sponge model ) (Ku and Omary, 2006). Durch Interaktionen von Keratinen mit Kinasen wie
z.B. Protein-Kinase B und C, c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und anderen zytoplasmatischen
Proteinen wie z.B. 14-3-3-Proteinen ermdglicht es thnen auch einen direkten Einfluss auf die
Signaliibertragung zu nehmen (He et al., 2002; Ku et al., 1998a; Ku et al., 2002b; Liao and
Omary, 1996; Omary et al., 1992; Paramio et al.,, 2001). Durch ihre o.g. Phosphat-
Pufferfunktion konnen sie vor Apoptose durch Stress-aktivierte Kinasen schiitzen, indem sie
die Phosphorylierung von pro-apoptotischen Substraten verhindern bzw. verringern.
Desweiteren konnen CK8/18 eine TNF- und Fas-vermittelte Apoptose abschwéchen (Caulin et
al., 2000; Gilbert et al., 2001; Inada et al., 2001). Diese Eigenschaften von CK8/18 kdnnten
auch ihre zytoprotektive Rolle bei Hepatozyten gegeniiber zytotoxischen Substanzen wie
Alkohol, Drogen, etc. erkldren (Zatloukal et al., 2000). Eine zellprotektive Rolle von CK8/18
bei Hepatozyten konnte jedoch nicht in Pankreaszellen beobachtet werden (Toivola et al.,
2000a; Toivola et al., 2000b). Dies spricht fiir die Mdoglichkeit, dass identische Keratine in
verschiedenen Zelltypen unterschiedliche Funktionen wahrnehmen.

Weiterhin ist von Keratinen bekannt, dass sie einen Einfluss auf die Proteinexpression,
Zellwachstum und —proliferation aufweisen (Depianto et al., 2010; Kim et al., 2006; Kim and
Coulombe, 2010; Paramio et al., 1999; Vijayaraj et al., 2009). Insbesondere die Protein-
Kinasen B und C, mTOR (mammalian target of rapamycin) und 14-3-3-Proteine sind hierin
involviert (Pan et al., 2013).

Daneben nehmen Keratine auch eine wichtige Rolle bei der korrekten Lokalisierung von
Membran-assoziierten Proteinen (z.B. Fas-Rezeptor, Desmoplakin, F-Aktin) sowie der
Lokalisierung und Organisation von Organellen wie z.B. Mitochondrien und des Golgi-
Apparats ein (Kumemura et al., 2004; Kumemura et al., 2008; Toivola et al., 2005).
Insbesondere die Keratine 8, 18 und 19 spielen auch eine wichtige Rolle bei der embryonalen

Entwicklung. So ist eine protektive Funktion von CKS8 in der Aufrechterhaltung der
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Plazentaschranke beschrieben (Jaquemar et al., 2003). CK18 und CK19 tragen essentiell zur
Stabilitit und Funktionen der Trophoblasten bei (Hesse et al., 2000).
Mehrere Studien zeigen zudem, dass Keratine, insb. CK8/18, einen Einfluss auf das Invasions-

und Wachstumverhalten von Tumoren haben (Weng et al., 2012).

1.2.4.3 Keratin-assoziierte Proteine

Zu den Keratin-assoziierten Proteinen (KAP) zdhlen alle Proteine, die mit Keratinen
interagieren und einen Einfluss auf deren Organisation und Funktion haben. Sie gehdren zur
Gruppe der Intermedidrfilament-assoziierten Proteine (IFAP). Durch die zunehmende
Identifizierung von Keratin-Funktionen in den letzten Jahren, stieg auch die Anzahl der
entdeckten KAP an. Als bekannteste Vertreter sind hier die Mitglieder aus der Plakin-
Genfamilie zu nennen. Die KAP Desmoplakin, Plakoglobin und Plakophilin vernetzen
Keratinfilamente mit Desmosomen (Hofmann et al., 2000; Kouklis et al., 1994; Kowalczyk et
al., 1994; Smith and Fuchs, 1998), widhrenddessen BPAGI1 sie malgeblich mit
Hemidesmosomen verkniipft (Fuchs and Yang, 1999; Fuchs and Karakesisoglou, 2001). Das
KAP Plektin dagegen spielt eine wichtige Rolle bei der Verkniipfung von Keratinfilamenten
mit Aktinfilamenten und Mikrotubuli (Coulombe and Omary, 2002; Jefferson et al., 2004). So
weisen Plektin-defiziente Zellen weniger Kreuzvernetzungen zwischen den drei Zytoskelett-
Mitgliedern auf, was in einer grofleren Anfdlligkeit gegeniiber Stress-induzierter Zerstdrung
des IF-Zytoskeletts sowie verdnderter Signaltransduktion und Zellmigration resultiert
(Osmanagic-Myers et al., 2006). Die beiden KAP Filaggrin (Dale et al., 1985) und
Trichohyalin (Lee et al., 1993) sind an der Biindelung von Keratinfilamenten in Keratinozyten
beteiligt. Keratin 8 bzw. 18 konnen an die zytoplasmatische Doméne des Tumor-
Nekrosefaktor-Rezeptor 2 (TNFR2) binden und die JNK-vermittelte Signalkaskade und
NF«xB-Aktivierung hemmen (Caulin et al., 2000). CK18 kann auBerdem spezifisch die
TNFR1-assoziierte Todesdoméne-Protein (TRADD) binden. Dadurch bindet TRADD nicht
mehr an aktivierten TNFR1, wodurch TNF-induzierte Apoptose abgeschwicht wird (Inada et
al., 2001). CK18 interagiert phosphorylierungsabhiangig mit 14-3-3 Proteinen und moduliert
den Mitose-Vorgang in Hepatozyten (Ku et al., 2002b; Liao and Omary, 1996). Als weitere
Bindungspartner von Keratin 8 bzw. 18 sind das Hitzeschockprotein Hsp/c70 (Liao et al.,
1995a), Hsp 27 (Kayser et al., 2013; Perng et al., 1999), das DnaJ/Hsp40-Hitzeschockprotein
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Myj (Izawa et al., 2000), Chaperon BiP/GRP78 (Liao et al., 1997) und Fas-binding factor 1
(Albatross) (Sugimoto et al., 2008) bekannt.

1.2.4.4 Keratin —Pathogen-Interaktionen

Bei einer Reihe von Bakterien, Viren und Parasiten sind Interaktionen ihrer Proteine mit
Zytokeratinen der Wirtszelle bekannt. So sind Interaktionen von bakterien-spezifischen
Proteinen, wie z.B. des Pet-Toxins von Enterobakterien mit CK8 (Nava-Acosta and Navarro-
Garcia, 2013), einer Protease von Chlamydophila pneumoniae mit CK8 und CK18 (Dong et
al., 2004; Savijoki et al., 2008) und eines porenbildenden Proteins von Staphylococcus aureus
mit CK8 und CK10 (Haim et al., 2010; O'Brien et al., 2002) bekannt. Interessanterweise fiihrte
die Interaktion von CK6 und CKI14 mit Membranproteinen des Bakteriums Bartonella
henselae zu einer verstiarkten Expression und Depolymerisierung dieser Keratine verbunden
mit einer erhohten Infektionsrate in HeLa-Zellen (Zhu et al., 2013). Auch bei Proteinen von
Protozoen sind Interaktionen mit Keratinen in der Literatur beschrieben (Magdesian et al.,
2001; Vilela and Benchimol, 2011).

Die Mehrzahl von beschriebenen Keratin-Interaktionen ist jedoch bei Viren zu finden. So
fiihrte die proteolytische Spaltung von CK7 und CK18 durch eine Adenovirus-Proteinase zur
Zerstorung des Keratinnetzwerks in HelLa-Zellen, zu einer Forderung der Zellyse und
Freisetzung von Viren-Nachkommen (Chen et al., 1993; Zhang and Schneider, 1994).
Dagegen war die Interaktion des Nukleoproteins vom Lymphozytischen Choriomeningitis
Virus (LCMV) mit CK1 mit einer Stabilisierung des Keratin-Netzwerks verbunden (Labudova
et al., 2009). Uber eine proteolytische Spaltung von CKS8 durch eine virenspezifische
Proteinase des humanen Rhinovirus und Coxsackievirus wird ebenfalls berichtet (Seipelt et al.,
2000). Desweiteren sind Interaktionen des US2-Proteins von Herpes Simplex Virus Typ 2 mit
CK18 (Goshima et al., 2001) und des phosphorylierten E1/4 Proteins des humanen
Papillomvirus Typ 16 mit intrazelluliren Keratinen (Wang et al., 2009) beschrieben.
Interessanterweise verstirkte eine CKS8-Uberexpression die HBV-Replikation in einer
Hepatoma-Zelllinie, wihrenddessen eine Herunterregulation von CK8 sie abschwéchte (Zhong
et al., 2014). Eine gesteigerte CK8-Expression wurde in einer Hepatitis C Virus (HCV)-RNA-
transfizierten Hepatoma-Zelllinie beobachtet (Sun et al., 2013a). Eine CK8/18-Expression in
der humanen Mastzelllinie HMC-1 konnte die Replikation des Respiratorischen-Synzytial-
Virus (RSV) erhohen, wihrend sie durch Herunterregulierung von CKI18 in A549-Zellen
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reduziert wurde (Shirato et al., 2012). Eine RSV-Infektion induzierte eine starke CK17-
Expression in HEp-2 (humane Epitheliomzellen Typ 2 eines Larynxkarzinoms)-Zellen und
anschliefender Synzytien-Bildung (Domachowske et al., 2000).

Zusammenfassend zeigen einige der o.g. Keratin-Pathogen-Interaktionen einen direkten
Einfluss von Keratinen auf die Infektion, Replikation oder Freisetzung der Pathogene aus den
Wirtszellen. Interaktionen von Viren mit CK8 und CK18 sind héiufig beschrieben, einige auch

bei Hepatitis Viren. Jedoch sind die zugrundeliegenden Mechanismen weitgehend unbekannt.

1.2.4.5 Dynamik des Keratinfilament-Netzwerks

Das Keratinfilament-Netzwerk (KFN) ist kein statisches Gebilde, sondern besitzt eine hohe
Dynamik (Chou et al., 2007; Sivaramakrishnan et al., 2009; Windoffer et al., 2011; Yoon et
al., 2001), die hauptsichlich {iber Keratin-Phosphorylierungen gesteuert wird (Ku et al.,
2002a; Menon et al., 2010; Omary et al., 2006; Woll et al., 2007). Die Restrukturierung des
KFN kann grundsitzlich entweder durch Abbau und Neusynthese von Keratinen erfolgen oder
durch Auseinander- und erneuten Zusammenbau von Keratin-Untereinheiten des bestehenden
KFN (Abb. 8). Dies wird als Keratin-Zyklus bezeichnet (Leube et al., 2011). Die erste
Moglichkeit wird durch Studien gestiitzt, die eine Keratin-Ubiquitinylierung und nachfolgende
Degradation zeigen konnten (Ku and Omary, 2000; Rogel et al., 2010; Srikanth et al., 2010).
Dieser Mechanismus erfolgt hauptséchlich bei erhohtem Zellstress oder bei fehlgefalteten
Keratinen (Jaitovich et al., 2008; Loffek et al., 2010; Na et al., 2010). Dagegen ist der Keratin-
Zyklus des Auseinander- und Zusammenbaus unabhingig einer Protein-Neusynthese und
Degradation (Kolsch et al., 2010). Er ist grundsitzlich permanent aktiv, wird aber z.B. bei der
Zellmigration und Mitose hochreguliert (Kolsch et al., 2009; Ku et al., 1998a; Liao and
Omary, 1996; Rolli et al., 2010). Mit fluoreszenz-markierten Keratinen konnte dieser Zyklus
intrazellular aufgekldrt werden. Er beginnt mit der Nukleation von Keratin-Untereinheiten in
der Ndhe von Fokaladhésionen der Zellperipherie. Von dort erfolgt die KF-Elongation und der
vorwiegend Aktin-abhingige Transport und anschlieBende Einbau in das periphere KFN
(Kolsch et al., 2009; Werner et al., 2004). Von einem Mikrotubuli-abhidngigem Transport von
Keratinpartikeln wird jedoch auch berichtet (Liovic et al., 2003; Windoffer and Leube, 1999;
Yoon et al., 2001). Inwieweit der Transport von Aktin-Motorproteinen wie z.B. Myosin bzw.
Mikrotubuli-Motorproteinen (Kinesin und Dynein) abhédngig ist, ist bisher noch nicht
abschliefend geklédrt (Chang and Goldman, 2004; Helfand et al., 2003; Helfand et al., 2004;
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Liovic et al., 2003; Rao et al., 2002). Die KF biindeln sich innerhalb des KFN und wandern
weiter in Richtung Zellkern. Teilweise werden sie wieder zu lslichen Keratin-Untereinheiten
demontiert und liegen dann diffus im Zytoplasma vor. Nach einer Riickfithrung zur
Zellperipherie werden sie fiir einen neuen Keratin-Zyklus recycelt. Alternativ bilden sie eine
stabile Umhiillung des Zellkerns aus oder werden an Desmosomen und Hemidesmosomen
verankert (Windoffer et al., 2011). Eine weitere, jedoch indirekte Dynamik der Keratine (als
auch IF) ergibt sich durch deren Verkniipfung mit dem MF- und MT-Zytoskelett durch sog.
Linkerproteine wie z.B. Plektin oder BPAGI.
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Abbildung 8: Zusammenbau, Organisation und Regulierung von Keratin-Filamenten (KF)

Die Nukleation und Zusammenbau der KF wird an der Zellperipherie in der Ndhe von Fokalen Adhédsionen
initiiert. Thre Elongation, Biindelung und Reifung findet in einer zentripedal gerichteten, kontinuierlichen
Bewegung statt. Eine Demontage und Reorganisation von reifen KF, vorwiegend in Zellkernnéhe, fiihrt die
Keratinfilament-Vorldufer (KFP) iiber eine zentrifugale Bewegung zuriick bis hin zur Zellperipherie, wo ein
erneuter KF-Zyklus beginnt. Dieser Zyklus ist abhéngig von Interaktionen von KF mit F-Aktin, weiteren
Proteinen und posttranslationalen Modifikationen wie Phosphorylierungen, Ubiquitinierungen, Sumoylierungen
und O-Glykosylierungen. KF sind teilweise an der Zellkern-Hiille via Plektin/Nesprin-3-Komplex, an
Desmosomen via Desmoplakin (DP), Plakophilin (PKP) und Plakoglobin (PG) und an Hemidesmosomen via
Plektin und BPAGle gebunden. Nicht gezeigt sind die Interaktionen von KF mit Mikrotubuli. PM:
Plasmamembran, ECM: Extrazelluldre Matrix. Modifiziert nach Pan et al., 2013.
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1.2.4.6 Posttranslationale Modifikationen von Keratinen

Die Kopf- und Schwanzregion der Keratine wird im Gegensatz zur zentralen Stabdoméne
durch ihre freiere Zuginglichkeit hiufig durch Phosphorylierungen und Glykosylierungen
posttranslational modifiziert (Heins and Aebi, 1994; Omary et al., 2006). Mehrere spezifische
Phosphorylierungsstellen an Serin-Resten z.B. bei CK8 (Ser23, Ser73, Ser431 und CK18
(Ser33, Ser52) sind in diesen flankierenden Regionen bekannt (Omary et al., 1998; Owens and
Lane, 2003). Diese regulieren ihre Assoziierung mit zelluliren Proteinen (Ku et al., 1998a;
Omary et al., 2006), ihre Ubiquitinierung und Degradierung (Jaitovich et al., 2008; Ku and
Omary, 2000) sowie ihr Zusammenbau und Organisation (Omary et al., 2006). p38 MAPK,
Protein-Kinase C und MAPKAP-Kinasen wurden als beteiligte Kinasen beschrieben (Menon
et al., 2010; Sivaramakrishnan et al., 2009; Woll et al., 2007).

Keratin-Phosphorylierungen spielen die zentrale Rolle beim dynamischen Austausch von
l6slichen  Keratin-Untereinheiten  (z.B. Tetrameren) mit bereits polymerisierten
Keratinfilamenten (Flitney et al., 2009; Ku et al., 2002a; Liao et al., 1995b; Sivaramakrishnan
et al.,, 2009; Windoffer et al., 2004; Woll et al., 2007). Eine Keratin-Phosphorylierung
verhindert die Filamentbildung in vitro und erhoht den Anteil 16slicher Keratin-Einheiten
(Strnad et al., 2001; Yano et al., 1991). Auch beim Mitose-Vorgang, korreliert eine verstirkte
Keratin-Phosphorylierung mit vermehrtem Auftreten von 16slichen Keratin-Untereinheiten
(Klymkowsky et al., 1991; Ku et al., 2002b). Diese dynamische Reorganisation von Keratinen
ist auch bedeutend fiir ihre Widerstandsfahigkeit gegeniiber mechanischen (Flitney et al.,
2009; Ridge et al., 2005; Sivaramakrishnan et al., 2009) und nicht-mechanischen Stress (Ku
and Omary, 2006). So wurde in transgenen Maiusen mit eingeschriankter Keratin-
Phosphorylierung eine erhohte Apoptose von Hepatozyten nach Einsatz von Apoptose-
induzierenden Substanzen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen festgestellt (Ku et al., 1998b).
Dies spricht fiir eine Apoptose-Schutzfunktion von Keratinen durch Wegfangen von
Phosphorylierungen, die eigentlich von Stress-aktivierten Kinasen fiir pro-apoptotische
Substrate vorgesehen sind (sog. Phosphat-Schwamm-Modell) (Ku and Omary, 2006).
Ubermissig erhdhte Keratinphosphorylierungen fiihren jedoch zu einer KF-Reorganisation
und KF-Granulatbildung (s. auch Kapitel 1.2.5).

Aus klinischer Sicht konnen permanente Verdnderungen in der Organisation von Keratinen
ihre Funktionen im Patienten beeintrdchtigen. So treten z.B. Hyperphosphorylierungen und
Mutationen von CK&8/18 gehduft bei diversen Lebererkrankungen auf und korrelieren mit

einem schwereren Krankheitsverlauf. Beispiele sind hier die chronische Hepatitis B und C,
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Primire bilidre Zirrhose und akutes Leberversagen (Toivola et al., 2004; Zatloukal et al.,
2004).

Durch die hohe Dynamik von Glykosylierungen durch Glykosyltransferasen werden allgemein
zahlreiche Funktionen wie Protein-Phosphorylierungen, subzellulare Lokalisierung, Protein-
Protein-Interaktionen, Gen-Transkription und Proteindegradierung reguliert (Zachara and
Hart, 2006). Glykosylierungen (N-Acetylglucosamin) von Keratinen an verschiedenen Serin-
Resten sind ebenfalls bekannt; z.B. bei CK18 an Ser29, Ser30, and Ser48 (Ku and Omary,
1995). Insbesondere in der Phase des G2/M-Arrests wurde eine verstirkte Glykosylierung von
CK&8/18 beobachtet (Chou and Omary, 1993), die mit ihrer erhohten Loslichkeit und
nachfolgenden Degradierung durch das Proteasom einherging (Srikanth et al., 2010).
Weiterhin wird der Glykosylierung von CKI18 eine zytoprotektive Rolle zugewiesen, da
Hypoglykosylierungen von CKI18 zu vermehrter Apoptose in Maduselebern durch
Inaktivierung von Aktl-Kinase und Protein Kinase C fiihrte (Ku et al., 2010).

Weiter sind Transglutamylierungen von einigen Typ II Keratinen in mehrschichtigen
Epithelzellen beschrieben, die Verkniipfungen zu anderen Proteinen wie z.B. Loricrin,
Involucrin und Envoplakin in der intrazelluldren Seite der Plasmamembran herstellen und
damit zur Zellstabilisierung beitragen (Candi et al., 1998; Omary et al., 1998).
Disulfidbriickenbildungen werden bei einigen Keratinen zu ihrer Stabilisierung (mangels
Cystein-Resten nicht bei CK8/18) ausgebildet (Wang et al., 2000).

Acetylierungen wurden bei manchen Keratinen (z.B. CK8) ebenfalls nachgewiesen, wobei
dessen Funktion noch unbekannt ist. Jedoch ist eine libermaBige Acetylierung wie bei einer
Hyperphosphorylierung mit einem Zusammenbruch des Zytoskeletts assoziiert (Drake et al.,
2009).

Eine Ubiquitinierung und Sumoylierung von Keratinen und nachfolgende Degradation im
Proteasom wurde ebenfalls gezeigt (Jaitovich et al., 2008; Ku and Omary, 2000; Snider et al.,
2011).

Weiterhin ist eine Caspase-vermittelte Degradation von Typ I Keratinen, z.B. CK18, CK19
beschrieben. Typ II Keratine scheinen aus bislang unbekannten Griinden davon ausgenommen

(Ku et al., 1997).
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1.2.5 Der Phosphatase-Inhibitor Okadainsiure

Die Okadainsdure (OA) wurde erstmalig aus dem marinen Schwamm Halichondria okadai
isoliert, dem sie auch ihren Namen verdankt. Urspriinglich wird OA jedoch von marinen
Algen wie z.B. Dinophysis- oder Prorocentrum-Arten produziert und kann sich in Muscheln
und Seefischen soweit anreichern, dass es beim Verzehr zu einer Nahrungsmittelvergiftung
beim Menschen kommt. OA ist eine wasserunldsliche Fettsdure mit tumorfordernden
Eigenschaften (Fujiki et al., 1992). Sie zihlt wie z.B. Orthovanadat und Calyculin A zu den
sog. Phosphatase-Inhibitoren (Deery, 1993; Haystead et al., 1989). OA inhibiert sehr
spezifisch die Serin- und Threonin-Protein-Phosphatasen PP1 (IC50 = 15-20 nM; vollsténdig
1 uM) und PP2A (IC50 = 0,1 nM; vollstdndig 1-2 nM) (Cohen et al., 1989), wihrenddessen
PP2C, saure und basische Phosphatasen sowie Phosphotyrosin-Proteinphosphatasen kaum
beeinflusst werden (Bialojan and Takai, 1988; Ishihara et al., 1989).

OA fiihrte zu einer verstirkten Phosphorylierung von Serin- und Threonin-Resten etlicher
intrazelluldrer Proteine in vitro (Haystead et al., 1989; Reaven et al., 1993). Auch eine erhdhte
Phosphorylierung von Keratinen (Kasahara et al., 1993; Paramio, 1999; Yatsunami et al.,
1993; Yuan et al., 1998), Induzierung von Kinase-Aktividten (z.B. Proteinkinase C (PKC),
p38, extrazellular-signalregulierte Proteinkinase 1, 2 (ERK), c-Jun N-terminale Kinase (JNK),
stressaktivierte Proteinkinase (SAPK), doppelstringige RNA-abhingige Proteinkinase (PKR))
(Chen et al., 2000; Chen, 2011; Gopalakrishna et al., 1992; Westermarck et al., 1998; Yoon et
al., 2006) und des NF-kB und Caspase-Signalwegs (Chen, 2011) wurde beschrieben. Bekannt
ist auch seine p38-vermittelte Phosphorylierung von IF and IFAP (Chen et al., 2000; Cheng
and Lai, 1998; Ku et al., 2002a). Bei Untersuchungen von OA auf die Reorganisation von
Keratinen, kam es konzentrations- und zeitabhidngig zum Anstieg ihres 16slichen Anteils, zu
einer Reorganisierung des KF-Netzwerks, Verdichtung von KF um den Zellkern und Bildung
von zytoplasmatischen und perinukledren Keratingranula (Blankson et al., 1995; Kasahara et
al., 1993; Strnad et al., 2001; Yatsunami et al., 1993). Eine Uberexpression bzw. Steigerung
der p38-Kinaseaktivitit fiihrte in einer transgenen humanen epidermalen Tumorzelllinie A-431
zu dhnlichen Ergebnissen (Woll et al., 2007). Umgekehrt konnte die Keratin-Reorganisation,
ausgelost durch den Phosphatase-Inhibitor Orthovanadat, durch pharmakologische als auch
trankriptionelle Inhibierung der p38-Kinase-Aktivitdt verhindert werden (Strnad et al., 2003;
Woll et al., 2007).

Dariiberhinaus bewirkt OA eine Destabilisierung von Desmosomen und Fokalen Adhésionen

(Pasdar et al., 1995; Romashko and Young, 2004; Serres et al., 1997; Young et al., 2002),
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fiihrt zur Zellabrundung (Romashko and Young, 2004; Strnad et al., 2001) und beeinfluf3t die
Zellmotilitit (Harisi et al., 2009; Ruzsnavszky et al., 2013; Young et al., 2002).

Verschiedene Studien konnten auch einen Einfluss von OA auf die Organisation von anderen
IF (Cheng et al., 2000; Eriksson et al., 1992; Lee et al., 1992; Sacher et al., 1992; Shea et al.,
1993) als auch MF und MT (Fiorentini et al., 1996; Gliksman et al., 1992; Gurland and
Gundersen, 1993) zeigen. Bei niedrigen OA-Konzentrationen waren jedoch keine
signifikanten Verdanderungen bei MF und MT feststellbar (Blankson et al., 1995; Strnad et al.,
2001).

In OA behandelten Zellen wurde zunéchst ein Riickgang von KF in der Zellperipherie und erst
spater in der perinukledren Region gesehen (Strnad et al., 2001). OA erhoht die Menge an
16slichen Keratin-Einheiten in der Zelle, welche zuséitzlich mit dem Loslichkeits-Kofaktor 14-
3-3-Proteinen kolokalisiert sind (Liao and Omary, 1996; Strnad et al., 2001; Strnad et al.,
2002).

OA bewirkt eine konzentrations- und inkubationszeit-abhingige reversible Fragmentierung
des Golgi-Apparats und dadurch eine verminderte extrazellulire Sekretion von Proteinen
(Lucocq, 1992; Lucocq et al., 1995; Reaven et al., 1993; Sato et al., 1998; Tamaki and
Yamashina, 2002; Waschulewski et al., 1996), ER-Golgi-Transport-Inhibierung (Davidson et
al.,, 1992; Lucocq et al., 1991; Pryde et al., 1998) und Reduzierung der Protein-Synthese
(Lucocq et al., 1991; Redpath and Proud, 1989). Vereinzelt ist jedoch auch eine durch OA
verstarkte Sekretion von Proteinen beschrieben (da Cruz e Silva EF et al., 1995; Pshenichkin
and Wise, 1995).

Eine konzentrations- und zeitabhdngige Reduzierung der Zellproliferation und Induzierung
von Apoptose in OA-behandelten Zellen wurde ebenfalls beobachtet (Fieber et al., 2012;
Hanana et al., 2012; Haneji et al., 2013; Opsahl et al., 2013).



Einleitung 41

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Pathogenese einer Hepatitis B Virus (HBV)-Infektion beruht hauptséachlich auf den Folgen
der Immunantwort des Wirtes gegen HBV-infizierte Hepatozyten. In fritheren Studien mit
transgenen Méusen wurde jedoch gezeigt, dass auch die HBV-Oberflichenproteine direkt
schwere Leberschddigungen (auch Zelltod von einzelnen Hepatozyten), sekunddre
Entziindungsprozesse und Hepatokarzinogenese induzieren konnen (Chisari et al., 1987,
Chisari et al., 1989). Die Expression dieser Proteine fiihrte zu einer intrazelluldren toxischen
Akkumulierung und Aggregatbildung von LHBs und HBsAg im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) der Maushepatozyten (Chisari et al., 1986). Diese LHBs- und HBsAg-
Aggregate finden sich auch innerhalb von humanen Hepatozyten bei chronisch mit HBV
infizierten Patienten (Iwai et al., 1988). Ein charakteristisches Kennzeichen anderer
chronischer Lebererkrankungen, wie z.B. die der alkoholischen (ASH) und nichtalkoholischen
Form der Steatohepatitis (NASH), sind Mallory-Denk-Korperchen (MDB), die intrazelluldre
und iliberwiegend hyperphosphorylierte Aggregate aus Zytokeratinen (CK) in Hepatozyten
darstellen (Strnad et al., 2008). Bei der chronischen Hepatitis B und auch bei anderen
Lebererkrankungen korreliert eine vermehrte CK18-Phosphorylierung mit einem schwereren
Krankheitsverlauf (Shi et al., 2010; Toivola et al., 2004), da die zytoprotektiven und anti-
apoptotischen Funktionen der Zytokeratine eingeschrinkt sind (Strnad et al., 2012).

Vor diesem Hintergrund sollte ein fiir HBs-Proteine transgenes in-vitro Zellkulturmodell
geschaffen werden. Damit sollte u.a. die Frage beantwortet werden, ob die intrazelluldre
Verteilung der HBs-Proteine, insbesondere des LHBs, durch CK sowie andere Zytoskelett-
Komponenten wie Mikrofilamente (MF) und Mikrotubuli (MT) beeinflusst wird. Dazu sollten
die DNA-Sequenzen von SHBs und LHBs sowie des LHBs/HBx-Konstrukts, welches auch in
0.g. HBs-transgenen Madusen vorliegt, in lentivirale Vektoren separat voneinander kloniert
werden. Nach Herstellung infektidser Lentiviren sollten mit diesen die Hepatozyten-Zelllinien
Huh7 und AML-12 sowie die Fibroblasten-Zelllinie NIH3T3 stabil transduziert werden. Das
verwendete lentivirale System (Tet-On) sollte eine mit Doxyzyklin (Dox) feinregulierbare
Expression der HBs-Proteine erlauben, um etwaige toxische Effekte der Proteine zu
kontrollieren. Mit Immunfluoreszenz-Fiarbungen sollte die subzelluldre Lokalisierung und
Verteilung der HBs-Proteine analysiert werden. Ein moglicher Einfluss der CK, MF und MT
hierauf sollte mit auf diese Komponenten selektiv depolymerisierend-wirkenden Substanzen
wie Okadainsidure (OA), Cytochalasin D (CytoD) und Nocodazol (Noc) getestet werden.

Etwaige Kolokalisationen und Interaktionen der HBs-Proteine mit dem Zytoskelett sollten
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durch verschiedene Verfahren wie z.B. Konfokal-Mikroskopie und Proximity Ligation Assay
bestdtigt bzw. ausgeschlossen werden.

Zytokeratine weisen vielfdltige Funktionen und Eigenschaften auf. Hier sind z.B. die
Beteiligung an Signaltransduktionen, Ausbildung und Aufrechterhaltung der Zellpolaritit von
Epithelzellen, die eine wichtige Rolle bei der HBV-Infektion einnimmt (Schulze et al., 2012),
die Dynamik von Keratinfilamenten (sog. Keratinzyklus) und die Verkniipfung mit MF und
MT zu nennen. MT sind z.B. am Transport der HBV-Nukleokaspide zum Zellkern der
Wirtszelle beteiligt (Rabe et al., 2006). Zudem sind eine Reihe von Keratin-Pathogen-
Interaktionen, wie auch bei Hepatitis-Viren beschrieben, die einen direkten Einfluss von CK
auf die Infektion, Replikation oder Freisetzung der Pathogene aus den Wirtszellen zeigen
(Kapitel 1.2.4.4). CK8/18-Proteine liegen nicht nur intrazelluldr in Hepatozyten vor, sondern
lassen sich auch im menschlichen Blut nachweisen. Erhohte Konzentrationen finden sich
insbesondere in Patienten mit verschiedenen Lebererkrankungen, die zu Nekrose und
Apoptose von Hepatozyten fithren (Strnad et al., 2012).

Vor diesem Hintergrund sollte der Einfluss von extrazelluldren und intrazelluldren CK8 und
CK18 auf die HBV-Infektion und HBsAg-Sekretion durch in vitro HBV-
Infektionsexperimente untersucht werden. Dazu sollte das in der HBV-Forschung etablierte
HBV-Infektionssystem mit primidren Hepatozyten, isoliert aus silidostasiatischen
Spitzhornchen (Tupaia belangeri), eingesetzt werden. Falls moglich, sollten diese Ergebnisse
iiber eine spezifische Herunterregulierung von CK18 bzw. CKS8 in z.B. HBV-infizierbaren

Hepatozyten-Zelllinien mittels RNA-Interferenz bestétigt werden.
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2 Materialien

2.1 Gerite und technische Hilfsmittel

Elektrophorese
Agarose-Gelelektrophorese-Kammer
CCD-Kamera Infinity2
Elektrophorese-Netzgerdt Consort EV243

Mikrowelle
UV-Transilluminator LAMAG Reprostar 3

ELISA
ELISA-Reader EL808 + Software Gen5 (Vers.1.05.11)
ELISA-Reader Fusion

PCR-Geriite
Thermocycler T3000
Mastercycler gradient

Real-time PCR, StepOnePlus (StepOne Software v2.2.2)

Mikroskopie
Phasenkontrastmikroskop DMIL
Fluoreszenzmikroskop DMRB + UV (ebq 100)

Digitalkamera

UV-Spektroskopie
Fotometer NanoDrop 2000

Fotometer Picodrop

Waagen
Analysenwaage A200S
Tischwaage FA-1500-2

Fa. Carl-Roth, Karlsruhe
Fa. Lumenera, Canada

Fa. AlphaMetrix Biotech,
Rodermark

Fa. Severin, Sundern

Fa. Omicron, England

Fa. BioTek, Bad Friedrichshall
Fa. Packard Bioscience, USA

Fa. Biometra, Gottingen
Fa. Eppendorf, Hamburg
Fa. Applied Biosystems, USA

Fa. Leica, Wetzlar
Fa. Leica, Wetzlar

Fa. Nikon, Japan

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

Fa. Sartorius, Gottingen

Fa. Faust, Schafthausen
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Western Blotting

Elektrophorese-Kammer Multigel
Rontgenfilm-Entwicklungs-Gerdt AGFA CP1000
Semi-Dry-Fastblot B44

Zellkulturgeriite /-einrichtungen
Kryo-Einfrierbehélter

Zentrifuge GS-6KR

Zell-Inkubator IG 150
Zellkultur-Sterilwerkbank HBB 2448

Sonstiges

Autoklav 75S

Bakterienschiittler SI-300R

Homogenisierer Ultra-Turrax T8
Konfokal-Mikroskop TCS SP5 X
Kiihl-Tischzentrifuge Mikro 200R
Magnetriihrer

pH-MeBgerit 632

Pipetten

Pipettierhilfe

ProteOn™ XPR36 Protein Interaction Array System
Reinstwasseranlage Milli-Q Biocel und Elix 3
Riittler Vibrax VXR basic

Thermomixer 5436

Ultra-Zentrifuge + SW 41 Ti-Rotor

Vortexer (Kat. Nr. 7-2020)

Wippschiittler (Kat. Nr.444-0142)

Zentrifuge CR422

Fa
Fa
Fa

Fa
Fa
Fa
Fa

. Biometra, Gottingen
. AGFA, Mortsel (Belgien)

. Whatman, Biometra

. neo-lab, Heidelberg
. Beckman, USA
. JOUAN, Unterhachingen

. Heraeus Instruments, Hanau

Fa. HP Medizintechnik,
OberschleiBheim
Fa. Lab.Companion / Jeio Tech

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

IKA-Werke, Staufen

Leica, Wetzlar

Hettich, Tuttlingen
IKA-Werke, Staufen
Metrohm, Schweiz

Gilson, Middleton/USA
Integra Biosciences, Fernwald
Bio-rad, USA

Merck Millipore, Darmstadt
IKA-Werke, Staufen
Eppendorf, Hamburg
Beckman, USA

neo-Lab, Heidelberg

VWR, Darmstadt

JOUAN, Unterhachingen
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2.2 Verbrauchsmaterial:

Western Blotting

Blotting-Membran Immobilon-P
Entwicklungsfilme CL-Xposure (5x7 inches)
Filmkassette Spezial 200 (18 x 24 cm)
Gel-Blotting Papier

Zellkultur

Deckgldser, rund, @12 mm

Kryoréhrchen 2 ml

Multiwellplatten 6-, 12-, 24- und 96-Well
Petrischalen, @ 10cm und 15cm
Standard-Objekttrager

Stripetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Ultrazentrifugations-Rohrchen (Polypropylen)
Zellschaber
Zentrifugen-Rohrchen, 15 und 50 ml
Sonstige Verbrauchsmaterialien
Glasbehilter (Bechergldser, Mef3zylinder)
Nunc MaxiSorp (96-Multiwell-Platten)
Petrischalen (Bakteriologie)
Pipettenspitzen 10 pl, 200 pl und 1000 pl
ProteOn Sample Vials

ProteOn GLM Sensor Chip
ReaktionsgefiaBe 0,5 ml, 1,5 ml und 2,0 ml

2.3 Chemikalien und Reagenzien

2-Propanol p.A.

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

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.

Millipore, Wiesbaden
Thermo Scientific, USA
Rego X-ray, Augsburg
VWR, Darmstadt

Langenbrinck, Emmendingen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Langenbrinck, Emmendingen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Beckman, USA

Sarstedt, Niirnbrecht

BD Biosciences, Heidelberg

Schott, Mainz

Thermo Scientific, USA
Greiner bio-one, Frickenhausen
Sarstedt, Niirnbrecht

Bio-rad, USA

Bio-rad, USA

Eppendorf, Hamburg

Sigma-Aldrich (33539)
. Applichem (A1001,0010)
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Agarose (Broad Range) Fa. Carl Roth (T846.3)
Albumin (bovine), Fraktion V (ELISA grade) Fa. Merck (126593)

Ampicillin Fa. Carl Roth (HP62.1)
Complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Fa. Roche (11836170001)
Cocktail Tabletten

Dithiothreitol Fa. Carl-Roth (6908.3)
DNA-Léangenmarker fiir Agarose-Gele Fa. Fermentas (SM1293
Einbettmedium fiir Immunfluoreszenz Fa. Dako (S3023)

Essigsédure (100%), p.A. Fa. Merck (1.00063.1011)
Ethanol 99,9%, vergéllt Fa. Berkel AHK (2522P)
Ethanol 99,9% p.A. Th. Geyer (2246.2500)

Gel Auftragspuffer, blau (6X) New England Biolabs (B7021S)
LB-Agar Fa. Carl-Roth (X969.1)
LB-Medium Fa. Carl-Roth (X968.1)
Methanol p.A. Fa. Sigma-Aldrich (32213)
Methylammoniumchlorid Fa. Merck (8.06020.0000)
Methylenblau Fa. Merck (159270)

MgClz Losung (1 M) Fa. Sigma-Aldrich (M1028)
Proteinldngenmarker fiir Western Blotting Fa.Thermo F. Scientific (26620)
PhosSTOP Phosphatase-Inhibitor Tabletten Fa. Roche (04906845001)
Spectinomycin Fa. AppliChem (A3834,0001)
Streptavidin-HRP (high sensitivity) Fa. Thermo F. Scientific (21130)
TAE-Puffer-Konzentrat (50x) Fa. GIBCO (24710-030)
TMB-Substrat fiir ELISA Fa. RnD Systems (DY 999)
Tween20 Fa. Sigma-Aldrich (P7949)
Xfect Transfection Reagent Fa. Clontech (631317)

Falls nicht aufgelistet, stammten die Chemikalien / Reagenzien (Qualitdt mind. “reinst™ oder
,fur die Molekularbiologie*) von der Fa. Carl-Roth, Karlsruhe; Fa. Merck, Darmstadt bzw. der
Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen.
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2.4 Medien und Zusitze fiir Zellkultur

Capsofungin (Acetat)

Collagen-I (rat tail)

Cytochalasin D

DMEM

DMEM O Phenolrot

DMEM/F-12 (1:1)

Doxyzyklin

Fotales Kilberserum (Tetrazyklin-frei)
Geneticin-disulfat (G418)
Hepatozyten-Wachstumsmedium (HGM)
Nocodazol

Okadainsdure

Okadainsdure (InSolution)

Penicillin / Streptomycin, 100x
Puromycin

RPMI 1640

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

2.5 Rekombinante Proteine (human) und Peptide

Keratin 8, 100 pg
Keratin 18, 100 ug

praS1-Peptid (N-terminal myristyliert)
Aminosédure-Sequenz: Myr-GQNLSTSNPL
WDFNPNKDTW PDANKVG SA WSHPQFEK

Fa

. Cancidas / MSD SHARP &

DOHME, Haar

Fa
Fa
Fa
Fa
Fa
Fa
Fa
Fa

. Corning (354236)

. Sigma-Aldrich (C8273)

. PAN-Biotech (P04-3609)

. PAN-Biotech (P04-03588)
. PAN-Biotech (P04-41252)
. Clontech (631311)

. PAN-Biotech (P30-3602)

. Carl-Roth (0239.3)

Med. Virologie, Gielen, AG Glebe

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.

Fa

Merck (487928)

Santa Cruz (sc-3513)
Merck (495609)
PAN-Biotech (P06-07100)
Carl-Roth (0240.3)
Sigma-Aldrich (R8758)
PAN-Biotech (P10-023100)

PROGEN, Heidelberg (62213)
PROGEN, Heidelberg (62217)

. Biosynthesis, USA

GFFPDHQLDP AFRANTANPD

Das N-terminale Glycin ist wie die prdS1-Doméne des LHBs myristyliert (Myr). Die letzten

zehn C-terminalen Aminosduren sind ein Spacer (SA) sowie ein Strep-Tag (WSHPQFEK).

Das prdS1-Peptid wurde von freundlicherweise von der AG Glebe (Med. Virologie, JLU

GieBen) zur Verfligung gestellt.
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2.6 shRNA fiir RNA-Interferenz

KRT18 SureSilencing shRNA Plasmide

2.7 Enzyme

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG
Restriktionsenzym Mlu-I

Restriktionsenzym Not-I

Shrimp Alkaline Phosphatase
T4-DNA-Ligase

2.8 Kits

Endo-free Plasmid Maxi Kit

Enzygnost 6.0

Enzygnost, Zusatzreagenzien

iScript cDNA Synthese Kit

Lenti-X Tet-On Advanced Inducible Expression Syst.
QIAquick Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAamp Viral RNA Mini Kit

RNeasy Mini Kit

Proximity Ligation Assay (PLA):

DUOLink InSitu PLA Probe a-Mouse Plus
DUOLink InSitu PLA Probe a-Rabbit Minus
DUOLInk InSitu Wash Puffers, Fluorescence
DUOLIink InSitu Mounting Med with DAPI
DUOLink InSitu Detection Reagent green

Fa

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.

Qiagen (KH00452P)

Thermo F. Scientific (F530s)
Life Technologies (11733-046)
NEB (R0198S)

NEB (R0189S)

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

Qiagen (12362)

Siemens Heathcare (OPFMO035)
Siemens Heathcare (OUVP17)
Bio-rad, (170-8890)

Clontech (632162)

Qiagen (28704)

Qiagen (28104)

Qiagen (27104)

Qiagen (52904)

Qiagen (74104)

Sigma-Aldrich

(DU092001)
(DU092005)
(DUO82049)
(DUO82040)
(DU092014)


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

B-Aktin (Kaninchen)

Fa. Cell Signaling (4970)

BiP/GRP 78 (N-20) (polyklonal Ziege)

Fa. Santa Cruz (sc-1050)

HBs-biotinyliert (monoklonal Maus)

Fa. Siemens Heathcare (Enzygnost 6.0)

HBsAg (monoklonal Maus), Klon HB5

Fa. EXBIO (11-329-C025)

HBsAg (polyklonal Ziege)

Fa. IMGENEX (IMG-80013)

HBsAg (polyklonal Kaninchen)

Fa. Fitzgerald (20-HR20)

HBsAg (monoklonal Maus), C20/02*

Med. Virologie, AG Glebe, JLU GielRen

LHBs (monoklonal Maus), MA18/07**

Med. Virologie, AG Glebe, JLU Giel3en

Keratin K8 (polyklonal Meerschweinchen)

Fa. PROGEN (GP-K8)

Keratin K18 (monoklonal Maus)

Fa. PROGEN (61028)

PAN-Keratin (polyklonal Kaninchen)

Fa. Dako (2062201-2)

Sec61R (polyklonal Kaninchen)

Prof. Zimmermann, Homberg

a-Tubulin (Maus)

Fa. Santa Cruz (sc-5286)

a-Tubulin (Kaninchen)

Fa. Cell Signaling (2144)

* erkennt konformationsabhédngig die a-Determinante von SHBs

**erkennt konformationsunabhingig AS 31-34 von prd-S1 (Heermann et al., 1984)

Tabelle 3: Sekundiire Antikorper

Bezeichnung

Herkunft

Alexa Fluor 555 goat a guinea pig 1gG (H+L)

Molecular probes/Invitrogen (A-21435)

Alexa Fluor goat a mouse IgG, 488

Molecular probes/Invitrogen (A11017)

Alexa Fluor goat a mouse IgG, 568

Molecular probes/Invitrogen (A11019)

Alexa Fluor goat a rabbit I1gG, 488

Molecular probes/Invitrogen (A11008)

Alexa Fluor goat a rabbit IgG, 568

Molecular probes/Invitrogen (A21069)

Alexa Fluor donkey a goat IgG, 488

Molecular probes/Invitrogen (A11055)

Alexa Fluor donkey a goat IgG, 568

Molecular probes/Invitrogen (A11057)

Anti Rabbit IgG HRP

Cell Signaling, (7074)

Anti mouse IgG HRP

Cell Signaling (7076)

goat a guinea pig IgG HRP

Santa Cruz (sc2438)
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2.10 Plasmide

pLVX Tight-Puro

In die Multiple Cloning Site (MCS) dieses lentivirale Transferplasmids (Bestandteils des Kits
,Lenti-X Tet-On Advanced Inducible Expression System®, Fa. Clontech), wurden die DNA-
Sequenzen des mCherry-Proteins bzw. der HBV-Oberflichenproteine einkloniert. Vor der
MCS sitzt das Tetrazyklin-Response-Element (TRE), das aus der Tetrazyklin-Operator-
Sequenz (tet-O) und einem modifizierten CMV-Promotor besteht. Die Expression dieser
Sequenzen wird iiber den Tetrazyklin-abhéngigen transkriptionellen Transaktivator (tTA),
kodiert von dem Regulatorplasmid pLVX Tet-On Advanced (s.u.), und Doxyzyklin (Dox)
gesteuert. Dies erlaubt eine regulierbare Expression der Transgene durch verschiedene Dox-
Konzentrationen (sog. ,,Tet-On*“-System). Neben lentiviralen Sequenzen (z.B. Rev responsive
element (RRE), central polypurine tract (cPPT), woodchuck posttranscriptional regulatory
element (WRPE)) besitzt es zudem ein bakterielles und ein eukaryontisches Resistenzgen zur

Selektion mit den Antibiotika Ampicillin und Puromycin.

pLVX Tet-On Advanced

Dieses lentivirale Regulatorplasmid stammt ebenfalls aus dem Kit ,,Lenti-X Tet-On Advanced
Inducible Expression System* und exprimiert konstitutiv einen Tetrazyklin-abhingigen
transkriptionellen Transaktivator (tTA). Dieser bindet nur in Anwesenheit von Dox an die
Tetrazyklin-Operator-Sequenz (tet-O) aus dem Plasmid pLVX Tight-Puro (s.0.) und fiihrt
darauthin zur Expression des danach geschalteten Transgens. In Abwesenheit von Dox
unterbleibt die Expression des Transgens. Neben lentiviralen Sequenzen (z.B. RRE, cPPT,
WPRE) enthilt es zur Selektion Resistenzgene gegen Ampicillin-, Geneticin (G418) und
Hygromycin.

Lenti-X-HTX-Verpackungsplasmide

Dieser Plasmid-Mix ist Bestandteil des Kits ,,Lenti-X Tet-On Advanced Inducible Expression
System®, Fa. Clontech und besteht aus sechs verschiedenen Plasmiden, deren genauer Aufbau,
Sequenz und Mengenverhiltnis dem Kunden aus kommerziellen Griinden nicht zugénglich

gemacht werden. Die Plasmide enthalten u.a. virale regulatorische Sequenzen sowie fiir
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Strukturproteine, reverse Transkriptase, Integrase und fiir das Hillprotein des Virus

(Glykoprotein des Vesikularen Stomatitis Virus (VSV-Q)).

pCH9-3091

Dieses Plasmid ist ein pBR322-Derivat mit CMV-Promoter und enthélt ein 1,1faches
Uberlingenkonstrukt des kompletten HBV-Genoms vom Genotyp D (Serotyp aywl,
GenBankID: DQ464168.1, Junker-Niepmann et al., 1990). Das Plasmid wurde
freundlicherweise von der AG Glebe (Med. Virologie, JLU Gieflen) zur Verfligung gestellt.
Aus diesem Plasmid stammen die HBV-Oberflichen-Sequenzen, die in das lentivirale

Transferplasmid pLVX Tight-Puro einkloniert wurden.

pCH9-3091_ohne_CMV

Dieses Plasmid (5146 bp) ist ein Derivat des Plasmids pCH9-3091. Im Gegensatz zu diesem
besitzt es keinen CMV-Enhancer und CMV-Promotor. AuBlerdem fehlt die pri-core-Sequenz.
Die Expression der HBV-Oberflachenproteine und HBx wird damit ausschlieBlich durch den
HBV-Promotor(en) bewirkt. Dies fiihrt zu einer Expression dieser Proteine im natiirlichen

Verhiltnis (personliche Mitteilung von PD Dr. Glebe et al.).

pCH-9-HBV-LHBs(XXS)

Dieses Plasmid ist bis auf je eine Basenmutation in den Startcodons der praS1- und praS2-
Doméne des LHBs mit dem Plasmid pCH9-3091 ohne CMV identisch. Dadurch exprimieren
transfizierte Zellen nur das SHBs-, aber nicht das MHBs- und LHBs-Protein (personliche
Mitteilung von PD Dr. Glebe et al.).

pcZ mCherry

Es handelt sich um das Plasmid pcDNA3.1+, das den mCherry-ORF in der MCS enthilt. Es
besitzt eine Zeomycin-Resistenz. Das Plasmid wurde freundlicherweise von der AG Glebe

(Med. Virologie, JLU GieBlen) zur Verfiigung gestellt und wurde zur Etablierung der
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lentiviralen Transduktionen auf 293T Zellen eingesetzt. Die mCherry-Sequenz kodiert fiir ein
monomeres rot-fluoreszierendes Protein mit einer max. Absorption bei 587 nm und max.
Emission bei 610 nm. Es wird sehr schnell nach Transkriptionsstart gebildet und ist sehr

photostabil (Shaner et al., 2004).

pEGFP-Golgi

Hierbei handelt es sich um eine modifizierte Form des Originalvektors pEYFP-Golgi von der
Fa. Clontech (6909-1), bei dem die EYFP- gegen die EGFP-Sequenz aus dem pEGFP-1-
Vektor (Kat. Nr. 6086-1, Fa. Clontech) iiber die Restriktionsschnittstellen Age I und Not |
ausgetauscht wurde (durch PD Dr. Martin Roderfeld; eigene AG). Es kodiert fiir ein
Fusionsprotein aus dem EGFP-Protein (max. Absorption/Emission: 484/510 nm) und der N-
terminalen Region (81 AS) der humanen B-1,4-Galaktosyltransferase (GT). Diese Region der
GT enthdlt ein Membranverankerungs-Signalpeptid, dass das Fusionsprotein zu der
transmedialen Region des Golgi-Apparats leitet und somit als Golgi-Marker dient (Teasdale et

al., 1994).

pCMYV BiP-Myc-KDEL-wt

Dieses Plasmid wurde von der Fa. Addgene (Kat. Nr. 27164) bezogen. Es handelt sich um ein
p-CMV-Plasmid (high copy), das die humane Sequenz des Proteins BiP (Binding
immunoglobulin  protein) zusammen mit einem sog. ,Myc-tag® und der ER-
Lokalisationssequenz KDEL am carboxyterminalen Ende enthilt. Es besitzt ein Resistenzgen

fiir Ampicillin, aber keines zur Selektion in Sdugetierzellen.

Keratin 18 (pcDNA3)

Dieses Plasmid wurde von der Fa. Addgene (Kat. Nr. 18064) bezogen. Es handelt sich um ein
Derivat des Plasmids pcDNA3 (Fa. Invitrogen), in das die humane Sequenz des Proteins CK18
einkloniert wurde. In Sdugetierzellen fiihrt es konstitutiv zur Expression von CK18. Neben
einem bakteriellen Resistenzgen (Ampicillin) besitzt es zur Selektion in Eukaryonten ein

weiteres fiir Neomycin (G418).
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SureSilencing shRNA Plasmide gegen CK18

Dieses Produkt von der Fa. Qiagen bestand aus insg. fiinf verschiedenen Plasmiden: Vier mit
einer short hairpin (sh)-RNA-Sequenz gegen CK18 und einem Negativ-Kontrollplasmid (NC)
mit einer sShRNA-Sequenz, die keine Zielsequenz im humanen Genom aufwies. Nur eine der
Plasmide gegen CK18 (Nr. 2) wurde im Vorversuch als effektiv fiir einen CK18-Knockdown
in Huh7-Zellen getestet. Alle Plasmide waren ausgestattet mit einem Ampicillin- und einem
Puromycin-Resistenzgen.

shRNA-Sequenz Nr. 1 o CK18: 5'- ttcgcaaatactgtggacaat -3’

shRNA-Sequenz Nr. 2 a CK18: 5'- gtactggtctcagcagattga -3°

shRNA-Sequenz Nr. 3 a CK18: 5'- cagagactggagccattactt -3”

shRNA-Sequenz Nr. 4 a CK18: 5'- cgacctggactccatgagaaa-3”

shRNA-Sequenz NC: 5’- ggaatctcattcgatgcatac -3°

2.11 Primer

Tabelle 4: Klonierungsprimer

Name Anhang (5"-> 3')* Genspezifische Sequenz (5°-> 3°)
Cherry-tight fw | gtcgacgcggccgce cctacgtctcatcagcatgg
Cherry-tight rev | gctagcacgcgt ccactgtgctggatatctge
Galibert-L-fw gtcgacgeggeegce agcatggggcagaatctttc
Galibert-X-rev gctagcacgegt cttggaggcttgaacagtagg
Galibert-L-fw gtcgacgeggeegce agcatggggcagaatctttc
Galibert-SL-rev gctagcacgegt ccccatctetttgttttgttagg
Galibert-S-fw gtcgacgeggecge caatcttctcgaggattggg
Galibert-SL-rev gctagcacgegt ccccatctetttgttttgttagg

* enthalten Restriktionsschnittstellen fiir Not-I1 bzw. Mlu-1I
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Tabelle 5: Sequenzierprimer

Name Sequenz (5°-> 3") Lokalisation
Lenti seq fw |gaacgtatgtcgaggtaggc vor der MCS des pLVX-Tight Puro Plasmids
Lenti seqrev |acttgtgtagcgccaagtgc nach der MCS des pLVX-Tight Puro Plasmids

S6-sense tggatgtgtctgcggce im S-ORF
Gali-Seq-rev | gaattagaggacaaacgggc |Ende S-ORF
Gali-Seqg-fw ttctcgccaacttacaagge vor X-ORF

Tabelle 6: Primer fiir Echtzeit-PCR

Name Sequenz (5°-> 3")

RRE for gttcttgggagcagcaggaa

RRE rev aggtatctttccacagccagga
CK18 for ggaagatggcgaggactttaatcttgg
CK18 rev gtctcagacaccactttgecatccac
GAPDH for |aaaaacctgccaaatatgatg
GAPDH rev | gtagccaaattcgttgtcatac

2.12 Primiire Zellen

Priméare Tupaia Hepatozyten (PTH)

Fiir die durchgefiihrten HBV-Infektionsversuche wurden PTH verwendet, die freundlicher-
weise von der AG Glebe (Med. Virologie, JLU Gieflen) zur Verfiigung gestellt wurden. Die
PTH wurden aus den Lebern von siidostasiatischen Spitzhdrnchen (Tupaia belangeri) isoliert,

die aus der Tupaiazucht der JLU GieBBen stammten.

2.13 Zelllinien

AML-12

Diese differenzierte, aber nicht transformierte Zelllinie stammt aus Hepatozyten einer
Transforming-growth-factor-alpha (TGF-a)-transgenen (humane Sequenz), ménnlichen Maus
(CD1-Stamm, MT42-Linie). Die Zellen weisen typische Eigenschaften von Hepatozyten auf
wie z.B. Peroxisomen, Gallengang-dhnliche Strukturen und produzieren leberspezifische

Proteine (z.B. Albumin, al- anti-Trypsin, Transferrin). Neben niedrigen murinen TGF-a
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Mengen, produzieren sie hohe Mengen an humanen TGF-a. Eine Besonderheit ist, dass die
Produktion leberspezificher Proteine zwar mit der Zeit in Kultur zuriickgeht, sich aber wieder

durch Haltung in serumfreien Medium reaktivieren lasst (Wu et al., 1994).

Huh?7

Diese immortal wachsende Zellline wurde aus einem differenzierten hepatozelluldren
Karzinom eines 57-jdhrigen ménnlichen Japaners gewonnen (Nakabayashi et al., 1982). Sie

produziert ebenfalls gewisse Mengen an leberspezifischen Proteinen.

NIH3T3

Diese immortale, aber nicht transformierte Standard-Fibroblasten-Zelllinie stammt aus
embryonalen Maus-Fibroblasten. NIH steht fiir ,,National Institute for Health*, 3T3 steht als
Abkiirzung fiir die Aussaatbedingungen — alle 3 Tage Passagieren (Transfer) mit 3 x 10° /
20 cm?), unter denen die damals noch primiren Fibroblasten nach 20 bis 30 Generationen
spontan zu einer unsterblich wachsenden Zelllinie mit stabiler Wachstumsrate etabliert

wurden.

2.14 Bakterienstimme

One Shot® Mach1™ T1 E. coli

Diese chemisch kompetenten Bakterienzellen, urspriinglich von der Fa. Invitrogen (C8620-
03), wurden von der AG Glebe fiir die dort stattgefundenen Klonierungen freundlicherweise

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

NEB 5-alpha kompetente E. coli

Diese chemisch kompetenten Bakterienzellen von der Fa. New England Biolabs (Kat. Nr.

(2988 J) wurden in der eigenen Arbeitsgruppe (AG Roeb) fiir die Klonierungen verwendet.



Materialien 56

2.15 Puffer, Losungen und Medien

Das verwendete Wasser (ddH,O) fiir die Puffer und LoOsungen wurde von einer
Reinstwasseranlage (Millipore) mit 0,2 uM Sterilfilter entnommen. Wenn nétig, wurden die

Puffer und Losungen autoklaviert bzw. sterilfiltriert.

2.15.1 Allgemeine Puffer und Losungen

DAPI-Losung

10 mM in ddH,O.
Fiir Immunfluoreszenz-Féarbungen: Sminiitige Inkubation mit 10 uM DAPI in 1xPBS.

10x PBS

80 g NaCl (=1,37 M)

2 g KCI (=27 mM)

2,45 g KH,PO4 (=18 mM)

11,5 g Na,HPO4 (=81 mM)

In ca. 900 ml ddH,0O auflésen, ad 1L ddH,0. pH-Wert auf 7,4 einstellen mit 1 M HCI.

1x PBS

100 ml 10xPBS + 900 ml ddH,O0.
Fiir Inmunfluoreszenz: Zugabe von je 1 mM Ca>/Mg?

Fiir Antikorper-Inkubation und Waschen zusétzlich plus 0,1% TW20 (= PBS-T)

ELISA-Beschichtungspuffer (NaPP)

77,4 ml 1 M Na,HPO4
22,6 ml 1 M NaH,PO4
ad 1 L ddH,0 (= pH-Wert 7,4)
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Methylenblaulésung

0,02% in 1x TAE-Pufter

1x Zell-Lysis-Puffer (ELISA)

1% Triton-X-100 in 1x PBS

2.15.2 Protein-Gelelektrophorese

1x Zell-Lysis-Puffer (Western Blotting)

1% SDS
Je eine Tabelle “Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail” und “PhosSTOP
Phosphatase-Inhibitor” per 10 ml

10x Elektrophorese Laufpuffer (SDS-PAGE)

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

30,3 g Tris-base (=0,25 M)

144 g Glycin (=1,92 M)

ad 1 L ddH,O (pH 8,3; keine pH-Wert-Einstellung notig)

4x Tris-Cl/ SDS, pH 6.8 (SDS-PAGE)

6,05 g Tris-base (=0,5 M) in 40 ml ddH,O losen
mit 1 N HCI auf pH 6,8 bringen

ad 100 ml ddH,O

Losung filtrieren (0,45 um)

0,4 g SDS (=0,4%) zufiigen

(4°C-Lagerung)
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6x SDS / Proteinproben-Puffer (SDS-PAGE)

7 ml 4x Tris-HC1/ SDS, pH 6,8 (s. vor)
3,8 g (~ 3 ml) Glyzerin

1 g SDS (=10%)

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

1,2 mg Bromphenolblau

ad 10 ml ddH,O

(aliquotiert bei -70 °C lagern)

SDS-PAGE Trenngel-Losung (12% PAA)

8 ml Polyacrylamid (PAA)-Ldsung
5 ml 4x Trenngelpuffer
7 ml ddH,O

Direkt vor dem GieBBen 200 pl Ammoniumpersulfat (15% APS) und 20 ul TEMED zufiigen.

SDS-PAGE Sammelgel-Losung (5.7% PAA)

1,32 ml Polyacrylamid (PAA)-L&sung
1,66 ml 4xSammelgelpuffer
4 ml ddH,O

Direkt vor dem GieBen 80 pl Ammoniumpersulfat (15% APS) und 8 ul TEMED zufiigen.

4x Trenngelpuffer: pH 8.8 (SDS-PAGE)

375 ml 2 M Tris/HCL; pH 8,8 (=1,5 M)
10 ml 20% SDS (=0,4%)

ad 500 ml ddH,O

(4°C-Lagerung)
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4x Sammelgelpuffer:; pH 6.8 (SDS-PAGE)

125 ml 2 M Tris/HCL, pH 6,8 (=0,5 M)
10 ml 20% SDS (=0,4%)

ad 500 ml ddH,O

(4°C-Lagerung)

2.15.3 Western Blotting

Anode 1-Puffer (Semi-Dry Blotting)

75 ml 2 M Tris Base (=0,3 M)

100 ml Methanol (=20%)

ad 500 ml ddH,O (pH 10,4; keine pH-Einstellung nétig)
(4°C-Lagerung)

Anode 2-Puffer (Semi-Dry Blotting)

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

100 ml Methanol (=20%)

ad 500 ml ddH,O (pH 10,4; keine pH-Einstellung nétig)
(4°C-Lagerung)

Kathoden-Puffer (Semi-Dry Blotting)

2,63 g e-Amino-Capronsédure (=40 mM)
100 ml MeOH (=20%)
250 pl 20% SDS (=0,01%)

ad 500 ml ddH,O (pH 7,6; keine pH-Wert-Einstellung notig)

(4°C-Lagerung)
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ECL-Entwicklungslosung A

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

ECL-Entwicklungslosung B

11 mg para-Hydroxycoumarinsdure (Sigma C9008)
in 10 ml DMSO [6sen
(Lagerung bei RT im Dunkeln)

Medium stripping buffer

15 g Glycin

1 g SDS (=0,1%)

10 ml Tween 20

auf pH 2,2 einstellen (37% HCI)
ad 1L ddH»0

(4°C-Lagerung)

2.15.4 Medien

Hepatozyten-Wachstumsmedium (HGM)

500 ml DMEM ohne Phenolrot (Gibco, 21063-029)

5 ml ITS-Mix (Gibco, 41400-045)

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

5 ml Glutamax I (Gibco, 25030-024)

I ml Gentamycin (Gibco, 15750-045)

10”7 M Dexamethason (Sigma, D4902)

Vor Gebrauch noch Caspofungin (1:10000 verdiinnen) hinzufiigen (Fa. Cancidas, 50 mg
Acetat-Form)



Methoden 61

3 Methoden

3.1 Zellkultur
3.1.1 Kulturbedingungen der Zellen

Alle verwendeten Zellen (293T, AML-12, Huh7, NIH3T3, Primire Hepatozyten von Tupaia
(PTH) wurden bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die 293T Zellen
wurden in DMEM-Medium, die anderen Zelllinien in DMEM/F-12- bzw. RPMI 1640-
Medium, jeweils supplementiert mit 10% FCS, gehalten. Zur Vermeidung von bakteriellen
Kontaminationen wurde diesen Medien prophylaktisch 100 .LE./ml Penicillin und 100 pg/ml
Streptomycin zugegeben. Dem Medium von lentiviral transduzierten bzw. mit lentiviralen
Konstrukten transfizierten Zellen wurde zusitzlich 600 pg/ml Geneticin (G418) und 2 pg/ml
Puromycin als Selektionsantibiotika zugefiigt. Zur Expression der HBV-Oberfldchenproteine
(oder mCherry bei 293T Zellen) wurde zusitzlich fiir mind. zwei Tage 500 ng/ml Doxyzyklin
in das Medium gegeben. Wihrend der Transfektionen wurde auf die Verwendung von

Antibiotika verzichtet. PTH wurden in Hepatozyten-Wachstumsmedium (HGM) kultiviert.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Von noch nicht vollstindig konfluent gewachsenen Zellen wurde das Medium abgesaugt,
einmal mit sterilem 1x PBS vorsichtig nachgespiilt und danach die Zellen mit 1x
Trypsin/EDTA in PBS-Puffer von der Petrischale abgelost. Nach Zugabe von gleichem
Volumen an Medium erfolgte eine Zentrifugation bei 300xg fiir 5 min. Das Zellpellet von
einer T75 Zellkulturflasche wurde in einem vorgekiihltem Gemisch aus 90% FCS/10% DMSO
resuspendiert und die Zellsuspension in drei Kryordhrchen zu je 1,5 ml pipettiert. Die
Roéhrchen wurden sofort danach in einem Kryo-Einfrierbehilter U/N bei —80°C langsam
eingefroren (1°C/min). Zur Langzeitlagerung wurden die Zellen danach in fliissigem Stickstoff
tiberfiihrt.

Nach maximal 15 Subkultivierungen wurden die Zellen verworfen und eingefrorene Zellen
aus dem Stickstofftank entnommen. Die KryorShrchen wurden sofort in ein 37°C warmes
Wasserbad unter Schwenken gehalten, bis gerade noch ein Eisstiickchen innerhalb der

Zellsuspension zu sehen war. Die Suspension wurde in ein Falcon-Rohrchen mit Medium
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pipettiert und bei etwa 500 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstands
wurden die Zellen in Medium resuspendiert und in T75-Zellkulturflaschen ausgesit. Bevor sie
fir Versuche verwendet wurden erfolgte eine Adaption an die Zellkulturbedingungen fiir

mind. zwei Tage.

3.2 Klonierungen der lentiviralen Plasmide
3.2.1 Amplifikationen zu klonierender Gensequenzen

Aus dem Plasmid pCH9 3091, dass das gesamte HBV-Genom vom Genotyp D, Subtyp ayw
(GenBankID DQ464168.1) enthilt, wurden die Gensequenzen (s. Anhang) fiir das kleine
(SHBs), das grofle (LHBs) und das groBe HBV-Oberflichenprotein zusammen mit dem X-
Protein (LHBs/HBx) des HBV mit sequenzspezifischen Primern per PCR herausamplifiziert
(Tab. 4, 7, 8, 9). Analog wurde vorgegangen fiir die mCherry-Sequenz aus dem Plasmid pcZ
mCherry. Die  Primer besaBen am 5°-Ende  zusétzlich kurze angehingte
Restriktionsschnittstellen-Sequenzen fiir die Enzyme Not-I und Mlu-I fiir die spéteren

Klonierungen in das lentivirale Transferplasmid (Tab. 4).

Tabelle 7: PCR-Mastermix

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

Zyklen-
Zyklus-Schritt Temperatur Zeit Anzahl
Initiale Denaturierung 98°C 30s 1
Denaturierung 98°C 10s
Annealing X°C 30s 35
Synthese 72°C Xs
Finale Synthese 72°C 10 min 1
Tabelle 9: Sequenzspezifische PCR-Bedingungen
Primer 1 Primer 2 Produkt | Annealing (°C) | Synthese (s)
Cherry-tight forw Cherry-tight rev Cherry 65 20
Galibert-S-forw Galibert-SL-rev S-ORF 65 20
Galibert-L-forw Galibert-SL-rev L-ORF 65 30
Galibert-L-forw Galibert-X-rev | Lund X 64 45

Nach der PCR wurden je 3 pl der Amplifikate mit je 1 pl DNA-Probenpuffer vermischt und
zusammen mit einem DNA-Léngenmarker auf ein Agarosegel (1% + Ethidiumbromid)

aufgetragen. Per Gelelektrophorese (75 V) wurden sie auf Gro3e und Menge tiberpriift.

3.2.2 Restriktionsenzym-Behandlungen und Aufreinigungen
Vektor

4 upg des lentiviralen Transfervektors pLVX Tight-Puro wurde mit je 1 pl der
Restriktionsenzyme Mlul und Notl und 2 pl Fast Digest Puffer in einem Volumen von 20 pl
fiir 1 h bei 37°C restringiert. Danach erfolgte eine Enzym-Inaktivierung fiir 15 min bei 80°C.
Zur Verhinderung einer Religation des Vektors wurde eine Dephosphorylierung der 5'-

Phosphat-Enden fiir 1 h bei 37°C mit je 2,5 ul Shrimp Alkalischer Phosphatase (SAP) und
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10xSAP-Puffer im AnschluB vorgenommen. Danach erfolgte wieder eine Enzym-

Inaktivierung fiir 20 min bei 80°C zusammen mit Gel-Auftragspuffer (6x).

PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden mit dem gesamten restlichen Volumen (47 pl) mittels des
QiaQuick PCR Purification Kits nach Herstellerangaben aufgereinigt und mit je 30 ul EB-
Puffer eluiert. Danach erfolgte ein Doppel-Restriktionsverdau vom gesamten Eluatvolumen
mit je 2 pl Mlul und Notl sowie 4 pl NEB-Puffer 3.1 fiir 2 h bei 37°C. Die Enzyme wurden im

Anschluss fiir 20 min bei 80°C zusammen mit Gel-Auftragspuffer (6x) inaktiviert.

Isolierung und Aufreinigung von restringiertem Vektor und PCR-Produkten

Die gesamten Volumina an restringiertem Vektor und PCR-Produkten wurden auf einem 0,8%
Agarosegel ohne EtBr aufgetragen und die DNA bei 50 V (PCR-Produkte) bzw. 75 V (Vektor)
per Gelelektrophorese in TAE-Puffer fiir ca. 45 min aufgetrennt. Daran schloss sich eine
Anfarbung fiir 15 min in 0,02% Methylenblaulsung an. AnschlieBend wurde das Gel solange
in bidest. Wasser unter leichtem Schiitteln entfarbt, bis die DNA-Banden deutlich zu erkennen
waren. Diese wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten, die Gelstiicke mit dem dreifachen
Volumen an Puffer QG (QIAquick Gel Extraktion Kit) versetzt und ca. 10 min bei 50°C
schiittelnd im Thermomixer bis zur Aufldsung inkubiert. Nach Zufiigen und Vermischen eines
einfachen Gel-Volumens an Isopropanol wurde die DNA mit dem QiaQuick PCR Purification
Kit aufgereinigt. Die Elution erfolgte in je 30 pl EB-Puffer. Daran schloB sich zur
Mengenabschétzung von Vektor und PCR-Produkten eine Gelelektrophorese (1% Agarose)

an.

3.2.3 Ligation und Transformation

Zur Ligation wurden Vektor und PCR-Produkte in einem Mengenverhéltnis (mol/mol) von ca.
1 zu 3 (Vektor zu PCR-Produkt) zu einem Volumen von 10 ul pipettiert, mit 2 pl Ligasepuffer
(10x) und 1 pul T4 DNA Ligase versetzt und auf 20 pl Endvolumen mit ddH,0 aufgefiillt. Die
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Ligation erfolgte fiir 20 min bei RT. Ein Ligationsansatz ohne PCR-Produkt wurde als
Negativkontrolle mitgefiihrt.

Anschlieend wurden je 2 ul der Ligationsansétze in je 45 ul kompetente Mach1-Bakterien
transformiert. Einer Inkubation auf Eis fiir 30 min schloss sich ein Hitzeschock fiir 40 s bei
42°C an. Nach weiteren 2 min auf Eis wurden die Ansétze mit je 250 ul vorgewédrmtes LB-
Medium ohne Ampicillin versetzt und fiir 75 min schiittelnd bei 37°C inkubiert. Jeweils 20 ul
und 200 pl pro Ansatz wurden auf LB-Agar-Platten (+ Ampicillin) ausplattiert und U/N bei
37°C inkubiert. Am nichsten Tag wurden Einzelkolonien gepickt und in je 5 ml LB-Medium
(+Ampicillin) im Reagenzglas unter Schiitteln bei 37°C ca. 5 h inkubiert bis die Losungen triib
waren. Es folgte eine Isolierung der Plasmid-DNA mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit.

3.2.4 Verifizierung der Bakterienklone

Die isolierte Plasmid-DNA der Bakterienklone wurden mit den Restriktionsenzymen Mlul und
Notl wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben restringiert und auf einem Agarosegel (1%) aufgetrennt.
Die Plasmid-DNA von je zwei Klonen der einzelnen Versuchsansétze, die sowohl Vektor als
auch einkloniertes PCR-Produkt in der richtigen Linge zeigten, wurden zur Sequenzierung (je
30 pl mit 100 ng/pl) zu der Fa. GATC Biotech (Konstanz) geschickt. Die Sequenzierprimer
(Tab. 5) wurden dort ebenfalls zur Synthese in Auftrag gegeben. Sequenzierte Sequenzen
(mCherry, SHBs, LHBs, LHBs/HBx) wurden auf ihre Richtig- und Vollstindigkeit mit den

»Pairwise Sequence Alignment Tools* der Internetseite ,,http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/*

(Stand September 2011) iiberpriift.

3.3 Herstellung von lentiviralen Vektoren

Hierzu wurde das ,,Lenti-X Tet-On Advanced Inducible Expression System* Kit der Fa.
Clontech nach Produktanweisung verwendet. Dieses generiert infektiose, replikations-
inkompetente Lentiviren, die bei Transduktion das Transgen stabil ins Wirtsgenom der Zelle
integrieren und danach eine mit Doxyzyklin induzierbare und regulierbare Transgen-
Expression erlaubt (sog. Tet-On System). Eine Selektion transduzierter Zellen ist mit

Puromycin und G418 moglich (Abb. 9).


http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/
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Dafiir wurden der lentivirale Regulator-Vektor (Tet-On) und die Transfer-Vektoren
hergestellt. Der Regulator-Vektor wurden mittels Cotransfektion des Plasmids pLVX Tet-On
Advanced und der Verpackungsplasmide ,,Lenti-X HTX Packaging Mix“ auf 293T Zellen
hergestellt (Abb. 9). Analog wurden die Transfer-Vektoren (Plasmid pLVX Tight-Puro plus
einklonierte Transgen-Sequenzen fiir mCherry, SHBs, LHBs und LHBs/HBx) erzeugt. Zur
Cotransfektion wurde das im Kit mitgelieferte Transfektionsreagenz Xfect bei 80%
konfluenten 293T-Zellen, ausgesit in Petrischalen (@ 10 cm), verwendet. Nach ca. 7 h erfolgte
ein Mediumwechsel. Am Tag 2 und 3 der Cotransfektion wurden die infektiosen Lentiviren
(Tet-On Regulator- und Transfer-Vektoren) durch Abnahme des Zellkulturiiberstandes
geerntet. Dieser wurde bei 500xg fiir 10 min zentrifugiert und anschlieBend durch einen
0,45 pm Spritzenfilter filtriert, um Zellen und Zelltriimmer zu entfernen. Danach erfolgte eine
vierstiindige Ultrazentrifugation in einem Beckman SW41 Ti-Rotor bei 15.000 rpm, 4°C unter
Vakuum, tberschichtet auf 3 ml einer 20%igen Saccharose-Losung. Nach Entfernen des
Uberstandes wurden die pelletierten Viren in ca. einem hundertsten Teil des
Ausgangsvolumens mit DMEM-Medium ohne Zusétze versetzt. Die Resuspendierung erfolgte
durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren auf Eis, der sich eine Aliquotierung in 10 pl-
Volumina und -80°C Lagerung anschloss, sofern sie nicht gleich fiir Transduktionen
verwendet wurden. Insbesondere die Ultrazentrifugations-Bedingungen und anschlielende
Resuspendierung der Viren wurden zunédchst mit dem mCherry- und Regulator-Lentivirus fiir

eine nachfolgende Transduktion auf 293T-Zellen optimiert.

3.4 Lentivirale Transduktionen

Die Transduktionen fanden in Multi-Well-Zellkultur-Platten (24-Well-Format) statt, in denen
am Vortag 293T-, Huh7- bzw. NIH3T3-Zellen mit einer Konfluenz von ca. 75% ausgesit
wurden. Zu 300 ul DMEM (0.5% FCS, ohne Pen/Strep) pro Well wurden je ca. 25 pl an
Regulator- und Transfer-Virus hinzupipettiert und bei 1600xg fiir 30 min (nach Optimierung)
zentrifugiert. Im Einzelnen wurden folgende transgene Zellen erzeugt: 293T-Zellen mit
mCherry-Sequenz, Huh7- und NIH3T3-Zellen jeweils separat mit SHBs, LHBs- und
LHBs/HBx-Sequenz. Nach U/N-Inkubation im Inkubator wurden die Zellen mit DMEM-
Medium (+ 10% FCS) gewaschen und unter Zugabe von Puromycin (2 pg/ml) und G418
(600 pg/ml) ins Medium auf transduzierte Zellen selektioniert. Zur Optimierung der

Transduktion wurden zundchst 293T-Zellen verwendet, die mit mCherry- und Regulator-
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Lentiviren transduziert wurden. Um die Transduktions- und Expressionsrate abzuschétzen,
wurden die transduzierten Zellen auf Collagen-beschichteten Glasplittchen in Multi-Well-
Zellkultur-Platten ausgesit und die Transgenexpression mit 500 ng/ml Doxyzyklin induziert.
Nach zwei bis drei Tagen wurden die Zellen fixiert und die Expression der HBV-
Oberflachenproteine mittels Fluoreszenz-gekoppelter Antikorperfarbungen im
Fluoreszenzmikroskop dargestellt. Die mCherry-Expression entsprechend transduzierter
Zellen konnte direkt ohne zusétzliche Antikorperfarbung im Fluoreszenzmikroskop betrachtet

werden.

Regulator- Verpackungs- Transferplasmid(e)

@ ( :?_ _Puro®
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pLVX- eo ¢
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Abbildung 9: Schematischer Ablauf der lentiviralen Herstellung, Transfektion und Transduktion

Separate Herstellung der Regulator- und Transferviren iiber Co-Transfektionen von Verpackungsplasmid-Mix
mit Regulator- bzw. Transferplasmid in 293T Verpackungszellen. Ernte der Viren nach zwei bis drei Tagen nach
Cotransfektion aus den Zellkulturiiberstinden. Co-Transduktionen der Zielzellen mit Regulator- und
Transferviren fiir ca. 8 h. Induktion und Regulation der Transgen-Expression durch Dox-Zugabe in das Medium
+ vorherige Antibiotika-Selektion mit Puromycin und Geneticin (G418). Weitere Details zur lentiviralen
Herstellung, Transfektion und Transduktion im Text. Abkiirzungen: tTA (Tetrazyklin-abhidngiger
transkriptioneller Transaktivator), Neo® (Neomycin (G418)-Resistenzgen), Puro® (Puromycin-Resistenz-
gen).Modifiziert aus Produktanweisung des ,,Lenti-X Tet-On Advanced Inducible Expression System®, Fa.
Clontech (,,Protocol No. PT5144-1, Version No. PROY3747).
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3.5 Selektion transduzierter / transfizierter Zellen (Klonpicking)

Zur Erhohung des Anteils HBs-exprimierender Zellen, wurden die bereits mit Puromycin und
G418 selektierten Huh7-, NIH3T3- und AML-12-Zellen, einem sog. Klonpicking unterworfen.
Dabei wurden die Zellen stark verdiinnt auf Petrischalen (@ 15cm) ausgesit, damit sich
einzelne Zellklone bilden konnten. Diese wurden mittels Pipette unter Zuhilfenahme eines
Mikroskops von der Schale abgenommen und in einzelne Wells einer 24-MWP pipettiert.
Nach ca. zweiwdchiger Zellvermehrung wurde die einzelnen Zellklone mittels
Immunfluoreszenz auf die jeweilige HBs-Protein-Expression iiberpriift. Klone mit einer hohen
Expressionsrate und -stirke wurden weiter vermehrt und bis zur Verwendung in fliissigen

Stickstoff gelagert.

3.6 Echtzeit-PCR
3.6.1 Priifung auf lentivirale RNA

Vor einer Uberfiihrung lentiviral-transduzierter Zellen aus dem Labor mit Sicherheitsstufe S2
in ein Sl-Labor wurden Zellkultur-Uberstinde bereits mehrfach gesplitteter Zellen auf
lentivirale RNA untersucht. Dazu wurde RNA aus drei Tage alten Zellkultur-Uberstinden (je
140 pl / Probe) mittels des QIAamp Viral RNA Mini-Kits nach Herstellerangaben isoliert. Zur
Vermeidung von RNA-Verlusten wurde die beiliegende Carrier-RNA eingesetzt. Im
Anschluss wurden 15 pl RNA-Eluat / Probe mittels des iScript cDNA Synthese Kits nach
Produktanweisung in cDNA umgeschrieben. Die cDNA-Proben wurden mit dem QIAquick
PCR Purification Kit aufgereinigt und mit je 30 ul EB-Puffer eluiert. In einer Echtzeit-PCR
(,,Real-Time PCR*) wurden je 4 ul / Probe auf die lentivirale RRE (Rev Responsive Element)-
Sequenz mit spezifischen Primern (Tab. 6) untersucht: Amplifikationsprogramm: 95°C 5 min
(1 Zyklus), 95°C 10 s, 62°C 20 s, 72°C 15 s (45 Zyklen). Schmelzkurven-Analyse: 95°C 1
min, 55°C 30s, +3°C/s bis 95°C 30 s. Als Echtzeit-PCR-Reaktionsmix wurde der Platinum
SYBR Green qPCR SuperMix-UDG mit 500 nM Rox nach Herstellerangabe mit je 0,2 uM
forward- und reverse-Primer in einem 12,5 pl Reaktionsansatz pro Probe verwendet. Rox
diente als Referenz-Farbstoff zum Normalisieren der Fluoreszenzsignale. Die sog. ,,Cut-off*-
Grenze wurde bei einem Schwellenwert-Zyklus (CT-Wert) von 30 festgesetzt. CT-Werte >30
wurden als negativer Nachweis von lentiviraler RNA gewertet und die Zellen durften in das

S1-Labor tiberfuhrt werden.
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3.6.2 Relative Quantifizierung von CK18-RNA

Die relative Quantifizierung von CK18-RNA in Huh7-Zellen, die mit shRNA-Plasmiden
gegen CK18 transfiziert waren (Kapitel 3.14.4), wurde mittels Echtzeit-PCR vorgenommen.
Dazu wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen mittels des RNeasy-Mini-Kits nach
Herstellerangaben isoliert. Zur restlosen Beseitigung von DNA wurde ein DNase-Verdau
direkt auf den Séulen durchgefiihrt. Die RNA wurde mit 40 pl RNase-freiem Wasser pro
Séule eluiert und die Konzentration und Reinheit am NanoDrop-Spektrometer nach der
260/280-Methode ermittelt. Im Anschluss wurde je 1 pg der RNA zu cDNA mittels des iScript
cDNA Synthese Kits nach Produktanweisung umgeschrieben. In einer Echtzeit-PCR wurden
je 2 ul der cDNA-Proben mit sequenzspezifischen Primern gegen CKI18 und gegen das
Referenzgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) (beide human; Tab. 6)
untersucht. Ausser der Temperatur fiir das ,Primer-Annealing” wurden die gleichen
Bedingungen und das gleiche Programm fiir die Amplikation und die Schmelzkurven-Analyse
im vorherigen Kapitel 3.6.1 verwendet. Die ,,Annealing““-Temperaturen betrugen 63°C fiir
CK18 und 55°C fir GAPDH. Die relative cDNA-Menge an CK18 der Proben im Vergleich
zur Kontrolle wurde mit Hilfe der AACt-Methode ermittelt: 2 -((Ct-Wert (CK18) - Ct-Wert
(GAPDH) Probe) - (Ct-Wert (CK18) - Ct-Wert (GAPDH) Kontrolle)).

3.7 Collagen-Beschichtungen

Fir Immunfluoreszenz-Férbungen wurden sterile Glasplattchen vor der Zellaussaat mit
Collagen-I (aus Rattenschwanz) als Anheftungshilfe beschichtet. Dazu wurden diese mit einer
0,3 mg/ml Collagenlésung fiir ca. 10 min bei RT in 24-MWP inkubiert. Nach Entfernen der

Losung erfolgte darauf die Zellaussaat.

3.8 Immunfluoreszenz-gekoppelte Antikorper-Firbungen und Mikroskopie

Auf Collagen-I-beschichteten Glasplattchen wurden die jeweiligen Zellen £ zu testende
Substanzen ausgesdt und inkubiert. Nach Versuchsende wurden die Zellen 1x mit PBS (+ je
1 mM Ca’*/Mg?) gewaschen und mit eiskaltem Methanol fiir 10 min bei -20°C fixiert. Nach
zweimaligem Waschen mit PBS-T erfolgte die Zugabe der Primérantikorper gegen die

nachzuweisenden Proteine in geeigneten Verdiinnungen in PBS-T. Die Inkubation erfolgte
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entweder U/N bei 4°C oder fiir mind. eine Stunde bei 37°C. Nach dreimaligen Waschen mit
PBS-T fiir je ca. 5 min wurden geeignete Fluoreszenz-gekoppelte Sekundirantikdrper in
1:1000 Verdiinnungen unter den gleichen Inkubationsbedingungen wie die Primarantikérper
zu den Zellen gegeben. Bei Doppelfirbungen wurden die Primidrantikérper getrennt
voneinander inkubiert, dagegen die Sekundirantikorper meistens gemeinsam. Nach 1x
Waschen mit PBS-T erfolgte eine Zellkernfarbung mit DAPI fiir 5 min in PBS-T, der weitere
drei Waschschritte folgten. Bevor die Farbungen mit Fluoreszenz-Einbettmedium auf
Glasobjekttrager eingebettet wurden, erfolgte ein letzter Waschschritt in PBS ohne TW20.
Nach Trocknung U/N wurden die Objekttriger gesdubert und Aufnahmen mittels Fluoreszenz-

Mikroskopie angefertigt.

3.9 Selektive Depolymerisierungen von Zytoskelett-Komponenten

Zur Analyse von potentiellen Interaktionen von LHBs mit Filamenten von Zytokeratinen
(CKF), Mikrotubuli (MT) und Mikrofilamenten (MF) wurden diese selektiv mit
depolymerisierenden Substanzen zerstort. Fiir CKF wurde Okadainsdure (OA), fir MT
Nocodazol (Noc) und fiir MF Cytochalasin D (CytoD) eingesetzt.

Dazu wurden AML-12, Huh7 und NIH3T3 Zellen (LHBs-exprimierend) mit folgenden
Substanzkonzentrationen und Inkubationszeiten versetzt: 5 nM OA (Fa. Santa Cruz) fiir 16 h,
2.5 pM Noc fiir 16 h und 1 pg/ml CytoD fiir 2 h. Fiir HBV-Infektionsexperimente wurde

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

3.10 Western-Blotting
3.10.1 Herstellung von Zelllysaten fiir SDS-PAGE

Die zu analysierenden Zellen wurden 1x mit PBS gewaschen und dann mit 1% SDS-
Lysepuffer direkt in der MWP oder Petrischale lysiert. Fiir eine Vertiefung einer 12er-MWP
wurden z.B. 200 pl Puffer unter Zuhilfenahme eines Zellschabers verwendet. Die Lysate
wurden bei -20°C eingefroren und nach dem Auftauen mit dem Ultra Turrax-Homogenisator
homogenisiert. Im Anschluss wurden die relativen Proteinmengen an einem NanoDrop-Gerit

nach der 280 nm-Methode bestimmt und die Proben mit 6xSDS-Proteinprobenpuffer versetzt.
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Danach wurden die Proben im Thermomixer bei 95°C fiir 10 min unter Ritteln denaturiert und

bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

3.10.2 Protein-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Hierzu wurden zur Herstellung eines Gels zwei Glasplatten, die durch einen Abstandshalter
(1 mm) und einem Silikonband zur Abdichtung getrennt waren, aufeinandergesetzt. Der
Zwischenraum wurde mit Trenngel-Losung (12% Polyacrylamid) bis ca. 1,5 cm unterhalb der
oberen Glaskanten befiillt. Zur Glattung der Fliissigkeitsoberflache wurde tropfenweise etwas
Isopropanol darauf pipettiert. Nach Polymerisation des Gels (ca. 15 min) wurde das
Isopropanol mit ddH,O weggespiilt und die Sammelgel-Losung (5,7% Polyacrylamid) auf das
Trenngel gegossen. Ein Gelkamm wurde zur Ausbildung von Probentaschen luftblasenfrei
eingesetzt. Nach vollstdndiger Polymerisierung (ca. 30 min) wurde ein farbiger Proteinléngen-
Marker sowie ca. 40 pg Gesamtprotein/Probe in die Probentaschen des SDS-PAGE-Gels
pipettiert. Die Proteinauftrennung in der Gelelektrophorese-Apparatur war nach ca. 80 min bei

130 V abgeschlossen. Direkt im Anschluss erfolgte ein Semi-Dry Blotting.

3.10.3 Semi-Dry Blotting

Der Transfer der im SDS-PAGE-Gel aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran wurde
mittels Semi-Dry Blotting durchgefiihrt. Dazu wurde zunichst Folgendes nacheinander auf die
Metallplatte des Semi-Dry-Gerits aufgeschichtet: zwei Blotting-Papiere (getrankt in Anoden-
Losung 1), ein Blotting-Papier (getrdnkt in Anoden-Losung 2), eine in Methanol hydratisierte
PVDF-Membran, das SDS-Gel und abschlieend drei Blotting-Papiere (getrdankt in Kathoden-
Losung). Beim Zusammenbau war es wichtig, Luftblasen zwischen den Schichten zu
vermeiden bzw. diese vorsichtig herauszudriicken. Nach Aufsetzen des Deckels erfolgte das
Blotten der Proteine auf die Membran fiir 1 h bei 1 mA/cm®. Nach Waschen der Membran in
PBS-T wurden unspezifische Bindungsstellen fiir ca. 1 h in 5% Magermilchpulver in PBS-T
geblockt. Die Inkubation mit dem Primédr-Antikorper erfolgte fiir einige Stunden bei RT oder
U/N bei 4°C unter leichter Schwenkbewegung. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T
erfolgte die Inkubation mit einem gegen die Spezies des Primarantikérpers gerichteten HRP-

gekoppelten Sekundérantikorper flir 1 h bei RT. Nach drei Waschschritten mit PBS-T wurde
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die Membran in eine Rontgenfilmkassette gelegt und mit 4 ml ECL-Losung fiir 5 min
lichtgeschiitzt inkubiert. Dazu wurden 4 ml ECL-Entwicklungslésung A mit 1,2 pl HyO,
(30%) und 0,4 ml ECL-Entwicklungslosung B vermischt. Nach AbgieBen der Losung wurde
sofort eine transparente Folie luftblasenfrei aufgelegt. In der Dunkelkammer erfolgte die
Belichtung von Rontgenfilmen mit je nach Signalstirke unterschiedlichen Zeiten. Die
Entwicklung der belichteten Filme erfolgte danach automatisch in einer

Entwicklungsmaschine.

3.11 Konfokale Mikroskopie

Zur Analyse von Protein-Kolokalisationen wurden Immunfluoreszenz (IF)-Doppelfarbungen
u.a. mittels konfokaler Fluoreszenz-Mikroskopie untersucht. Diese Untersuchungen wurden
von Herrn Dr. Oleg Pak aus der AG Weissmann, Gielen an einem Leica TCS SP5 X
konfokalem Fluoreszenz-Mikroskop durchgefiihrt. Im Gegensatz zur herkdmmlichen
Mikroskopie, die nur zweidimensionale Betrachtungen erlaubt, lassen sich mit konfokaler
Mikroskopie Préparate und Zellen auch dreidimensional in der Tiefe (Z-Achse) untersuchen.
Die fokussierte Darstellung von einzelnen Schichtebenen wird durch die Verwendung einer im
Durchmesser variablen Lochblende ermdglicht. Dariiber- und darunterliegende Ebenen
konnen so ausgeblendet werden. Dies ermdglicht es, Protein-Kolokalisationen zu detektieren,
da hier keine Signale aus anderen Tiefenschichten miterfasst werden. Falsch-positive Befunde
wie bei normaler Mikroskopie lassen sich so verringern. Die minimale Schichtdicke lag bei
Verwendung des 63er Objektivs mit Ol-Benutzung bei 350 bis 400 nm (tel. Auskunft Fa.
Leica). Fluoreszenzsignale von immungefirbten Proteinen, bei sonst gleicher
zweidimensionaler Lage, wurden innerhalb dieser Tiefenebene gemeinsam erfasst und als

kolokalisiert ausgegeben.

3.12 Proximity Ligation Assay

Der Proximity Ligation Assay (PLA) ist eine biochemische Methode zum Nachweis einer
Kolokalisation zwischen zwei Proteinen. Dafiir wurden zunéchst die zu untersuchenden Zellen
3 d = Dox bei Standard-Zellkulturbedingungen auf Deckgldschen inkubiert, mit 70% Ethanol
bei -20 °C fir 10 min fixiert und Doppel-Antikorperfirbungen durchgefiihrt. Die
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Konzentrationen der Primérantikorper wurden im Vergleich zu normalen Immunférbungen bei
diesem Assay zur Reduzierung von unspezifischen Signalen halbiert. Die weitere
Vorgehensweise erfolgte nach der Produktanleitung (Duolink der Fa. Sigma-Aldrich). Dazu
wurden die Zellen fiir 20 min mit der im Kit enthaltenen Blockierungslosung geblockt und fiir
eine Stunde mit den Sonden ,,rabbit MINUS* und ,,mouse PLUS* inkubiert. Nach Waschen
erfolgte eine 30miniitige Ligations-Reaktion mit anschlieBendem Amplikationsschritt fiir
100 min. Wiederum nach einem Waschschritt und Trocknung der Zellen wurden die
Deckglaschen auf Glasobjekttrager mit DAPI-enthaltenden Einbettmedium eingebettet. Nach
15 min konnten Aufnahmen mit 400facher VergroBerung am Fluoreszenzmikroskop
angefertigt werden. Eine Protein-Kolokalisation wurde durch griin-fluoreszierende Signale
angezeigt. Diese entstehen nur, wenn die Epitope der auf Kolokalisation getesteten Proteine
nicht weiter als 40 nm voneinander entfernt liegen (schriftliche Mitteilung, Fa. Sigma-

Aldrich).

Amplifizierte DNA
+

/ DNA-Fluoreszenz-
Sonden

e

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

Abbildung 10: Schematische Abbildung des Proximity Ligation Assays zur Detektion einer Protein-
Kolokalisation

Die auf Kolokalisation zu testenden zwei verschiedenen Proteine werden mit Primér-Antikorpern unterschied-
licher Spezies markiert, welche wiederum von speziesspezifischen Sekundér-Antikdrpern mit DNA-Linker
gebunden werden. Nur wenn sich die DNA-Linker in enger rdumlicher Ndhe befinden, kann eine Ligase-
Reaktion diese verkniipfen und iiber eine Rolling-Circle-Amplifikation die DNA vervielfdltigen. Die Detektion
erfolgt {iber fluoreszenz-markierte DNA-Sonden, die tiber komplementéire Basenbindung die amplifizierte DNA
markieren. Eine Protein-Kolokalisation wird durch punktuelle, fluoreszierende Signale angezeigt. Eine
Anwendung des Assays ist bei fixierten Zellen und Geweben moglich. Modifiziert nach Fa. Olink Bioscience,
Uppsala, Sweden.
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3.13 Oberflichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie

Die Oberflichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie  (SPR) ist ein  spektroskopisches
Analyseverfahren, welches zur Messung der Absorption von Stoffen bzw. Wechselwirkungen
zwischen Biomolekiilen verwendet wird. Dazu wird ein Bindungspartner an die Oberflache
der Detektionseinheit gebunden. Fillt polarisiertes Licht in einem bestimmten Winkel darauf,
kommt es durch Resonanz zu einer Anregung der delokalisierten Elektronen (Plasmon) und
einer Abschwiéchung der Totalreflektion. Die Bindung des zweiten Bindungspartners an den
ersten fiihrt durch die Massenzunahme zu einer Anderung des Brechungsindex, der zu einer
Verdnderung der Plasmonresonanz fiihrt. Gemessen wird dies i.d.R. als Verdnderung des
Winkels, bei dem die Absorption stattfindet.

Die Untersuchungen zur Bindung der myristylierten prda-S1 Domine von LHBs mit
Zytokeratin 8 und 18 erfolgte mittels der SPR-Methode. Sie wurden in der AG von Frau Prof.
Mazurek, Institut fiir Veterindr-Physiologie und Biochemie, JLU Giefen unter Anleitung von
Frau Dr. Monika Burg-Roderfeld auf einem ProteOn™ XPR36 Protein Interaction Array
System der Fa. Bio-Rad durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde die Software ProteOn Manager,
Version 3.1 verwendet.

Zunichst wurde das myristylierte pra-S1-Peptid (bereitgestellt von AG Glebe, Med. Virologie,
JLU GieBen) und als Negativkontrolle BSA (ELISA grade) mit einem Na-Acetatpuffer (pH
3,5) iiber eine konvalente Peptidbindung auf den ProteOn GLM Sensor Chip gekoppelt
(Ligandenbindung). Rekombinantes humanes Zytokeratin 8 und 18 und eine Mischung von
beiden dienten als Analyten. Die Zytokeratine lagen vor der Messung in einem 9,5 M
Harnstoff- und 2 mM DTT-haltigen Puffer gelost vor. Um ihre Ausféllung bei der Messung zu
verhindern, wurden sie erst unmittelbar vor Mef3beginn in verschiedenen Konzentrationen in
den Laufpuffer (0,5 M Harnstoff bzw. PBS) unter Vortexen pipettiert. Folgende Messungen
erfolgten: Zytokeratin 8 und 18 einzeln mit je 0,1 und 1 uM; Zytokeratin 8/18-Mischung mit
je 1 uM (=2 pM gesamt).

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

LHBs/HBx-transgene AML-12-Zellen wurden mittels Cotransfektion des klonierten
lentiviralen Transfer-Plasmids pLVX Tight-Puro plus LHBs/HBx-Transgensequenz und des
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lentiviralen Regulator-Plasmids pLVX Tet-On Advanced erzeugt. Dazu wurde das
Transfektionsreagenz Xfect nach Herstellerangaben eingesetzt. Nach zwei Tagen erfolgte eine
Selektion auf mit beiden Plasmiden transfizierten Zellen mittels der Antibiotika Puromycin
und G418 tber drei Wochen. Im Anschluss wurde ein Klonpicking durchgefiihrt, um einen

hoheren Anteil LHBs-exprimierender Zellen zu erhalten.

3.14.2 Transfektion zur Expression eines Golgi-Markers

AML-12, Huh7 und NIH3T3 Zellen (LHBs/HBx) wurden transient mit dem Plasmid pEGFP-

Golgi und dem Transfektionsreagenz Xfect nach Herstellerangaben transfiziert.

3.14.3 Expression von CK18 und BiP in NIH3T3 Zellen
Transformation

Zur Expression von humanen CKI18- und humanen BiP-Protein wurden die Plasmide
pcDNA3-CK18 und pCMV BiP-Myc-KDEL-wt bei 42°C fiir 30 sec in kompetente 5-alpha E.
coli Zellen transformiert. Nach Zugabe von LB-Medium wurden die Bakterien bei 37°C fiir
1 h inkubiert und anschlieend auf Ampicillin-haltigen LB-Agar-Platten ausgestrichen. Nach
U/N-Inkubation wurden Einzelkolonien gepickt und in je 100 ml Ampicillin-haltigem LB-
Medium im Inkubator U/N bei 150 U/min und 37°C vermehrt. Am niichsten Tag wurden die
Bakterien durch Zentrifugation bei 3500 rpm, 4°C pelletiert und die Plasmid-DNA mit einem

Endo Free Plasmid Maxi Kit nach Herstellerangaben isoliert.

Transfektion

NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) wurden auf Collagen-beschichteten Glasplittchen ausgesit und
am darauffolgenden Tag mittels des Transfektionsreagenz Xfect nach Herstellerangaben mit
dem isolierten CK18- bzw. BiP-Plasmid transfiziert. Einen Tag spiter erfolgte eine zweitégige
Induktion der LHBs-Expression durch Zugabe von Doxyzyklin zum Medium. AnschlieBend
erfolgten Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen (IC-IF) auf CK18 und LHBs bzw. auf BiP und
LHB:s.
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3.14.4 RNA-Interferenz gegen CK18

Hierzu wurden die SureSilencing shRNA Plasmide gegen CK18 (Fa. Qiagen) wie im Kapitel
3.16.3 beschrieben zunéchst transformiert und isoliert. Die Transfektion der ShRNA-Plasmide
in Huh7-Zellen erfolgte mit dem Xfect-Transfektionsreagenz nach Herstellerangaben. Bei
bereits lentiviral-transduzierten Huh7-Zellen erfolgte keine Puromycin-Selektion, bei Huh7-

Wildtyp-Zellen fiir zwei Tage.

3.15 In-vitro HBV-Infektionen von primiren Hepatozyten aus Tupaia

Primére Tupaia-Hepatozyten (PTH) wurden fiir diese Experimente freundlicherweise von der
AG Glebe (JLU GieBlen, Med. Virologie) zur Verfligung gestellt. Die PTH wurden von
Mitarbeitern der AG aus den Lebern siidostasiatischer Spitzhornchen (Tupaia belangeri)
isoliert und auf Matrigel-beschichteten Glasplittchen in Multi-Well-Zellkultur-Platten (24er
Format) nahezu konfluent ausplattiert. Als Medium diente Hepatozyten-Wachstumsmedium
(HGM), das zur Vermeidung von Pilzinfektionen Caspofungin (5 pg/ml) enthielt. Am Tag 4
der Isolierung erfolgten die HBV-Infektionen der PTH bei Standard-Zellkultur-Bedingungen
U/N mit ca. 10® infektiosen Hepatitis B-Viren (aus Patientenisolat, von AG Glebe, Med.
Virologie, JLU GieBBen bereitgestellt) und 350 ul HGM / Well. Am Tag 1, 4, 7 und 11 der
Infektion wurden Zellkultur-Uberstinde abgenommen und bis zur Durchfiihrung des ELISA s
auf sekretiertes HBsAg und des Harnstoff-Assays bei -20°C gelagert. Nach den
Probennahmen wurden die Zellen mit HGM einmal vorsichtig gewaschen und ein Wechsel
mit frischem HGM durchgefiihrt. Ab Tag 1 der HBV-Infektion wurden dem HGM zusitzlich
300 nM myristyliertes praS1-Peptid zur Vermeidung von gegenseitigen Infektionen der Zellen
durch produzierte Hepatitis B-Viren und somit Nivellierungen der Effekte zugefiigt.

3.15.1 Einfluss von extrazellulirem Zytokeratin 8 und 18

Folgende Versuchsansdtze wurden hinsichtlich ihres Einflusses auf die HBsAg-Sekretion
getestet: Negativ-Kontrolle (@ Viren), Positiv-Kontrolle (+ Viren), Positive Inhibitor-
Kontrolle (Viren + MA18/07-Antikorper, 5 pg/ml), Viren + CK8 (1 pg/L und 1 mg/L), Viren
+ CKI18 (1 pg/L und 1 mg/L), Viren + CK8+CK18 (je 1 pg/L und je 1 mg/L) und Viren +
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BSA (1 pg/L und 1 mg/L). Alle Ansédtze wurden eine Stunde unter leichtem Schiitteln in
silikonisierten ReaktionsgefdBen bei RT vorinkubiert und dann zu den PTH pipettiert.

3.15.2 Einfluss von Okadainsaure (OA)

Der Einfluss von OA auf die HBsAg-Sekretion und Infektion wurde in zwei getrennten
Versuchsansdtzen untersucht. In einem Vorversuch wurden zundchst geeignete OA-
Konzentrationen (0, 10, 20, 30, 40 und 50 nM) fiir beide Versuche ermittelt.

1) Einfluss auf die HBV-Infektion: PTH-Zellen wurden zunichst fiir 8 h mit o.a. OA-
Konzentrationen in HGM vorinkubiert und dann mit HBV infiziert.

2) Einfluss auf die HBsAg-Sekretion: PTH-Zellen wurden mit HBV infiziert. Am Tag 4 der
HBV-Infektion wurden die Zellen mit o.a. OA-Konzentrationen in HGM fiir 3 d inkubiert.

3.16 ELISA

Zur quantitativen Erfassung von HBsAg-Konzentrationen aus Zellkultur-Uberstinden und
Zell-Lysaten von HBs-transgenen Zelllinien sowie aus Zellkultur-Uberstinden HBV-
infizierter primdrer Tupaia-Hepatozyten wurden ELISA-Analysen durchgefiihrt. Dazu wurden
die Wells einer MaxiSorp-96-MWP (Flachboden) mit je 100 ul des HBs-spezifischen
Antikorpers C20/02 (Fénger-Antikorper) in einer Konzentration von 1 pg/ml in ELISA-
Beschichtungspuffer U/N bei 4°C beschichtet. Am niichsten Tag wurden unspezifische
Bindungsstellen mit einer Losung von 1% BSA (ELISA grade) in PBS-T fiir 2 h bei RT
geblockt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T wurden die Proben und die HBsAg-
Standard-Verdiinnungen (gereinigtes HBsAg-Protein mit bekannter Konzentration,
bereitgestellt von AG Glebe) mit je 100 ul/Well als Doppelbestimmungen pipettiert. Zell-
Lysate wurden immer mit 1xPBS 1:2 verdiinnt eingesetzt. Nach U/N-Inkubation bei 4°C und
Waschen erfolgte die Zugabe von je 50 pl/Well eines 1:20 in PBS-T verdiinntem
biotinylierten a-HBs-Antikorpers aus dem Enzygnost 6.0 Kit (Detektions-Antikorper) fiir 1 h
bei 37°C. Nach Waschen erfolgte eine 30miniitige Inkubation mit je 50 pul/Well einer 1:8000
Verdiinnung von Streptavidin-HRP (high sensitivity) in PBS-T. Nach Waschen folgte die
Zugabe von Losung A und B aus dem ELISA-TMB-Substratkit. Nach einigen Minuten
Entwicklung auf einem Riittler wurde die Reaktion mit je 50 ul/Well einer 1 M H>SO4-Losung
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abgestoppt. Danach erfolgten die Absorptions-Messungen bei 450 nm im ELISA-Reader
gegen die Referenzwellenldnge bei 630 nm. Absorptionswerte bei 450 nm wurden mit den
Werten aus dem Harnstoff-Assay korrigiert, falls erforderlich. HBsAg-Konzentrationen in

ng/ml wurden iiber die Berechnungsformel der Standardkurve bestimmt.

3.17 Harnstoff-Assay

Je 50 ul von ZK-Uberstinden aus dem Experiment ,./n vitro HBV-Infektion von PTH +
Zytokeratin 8 und 18“ wurden in die Wells einer 96-MWP pipettiert. Danach erfolgte
nacheinander die Zugabe von je 25 pl O-Phthalaldehyd und Naphthyl-Ethylen-Diamin (NED)
und Inkubation fiir ca. 15 min auf dem ELISA-Riittler. Der gebildete Farbkomplex wurde
anschlieBend im ELISA-Reader bei 490 nm als MeBwellenldnge gegen 620 nm als
Referenzwellenldnge gemessen. Die relativen Harnstoff-MeBwerte sind proportional zur
Zellanzahl bzw. metabolischen Aktivitit der Zellen und wurden zur Korrektur der im ELISA

gemessenen HBsAg-Konzentrationen aus o.g. Experimenten verwendet.
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4 FErgebnisse

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

4.1.1 mCherry

Zur Optimierung der Lentiviren-Herstellung und der nachfolgenden Transduktionen wurde die
Sequenz des mCherry-Proteins in den lentiviralen Transfervektor pLVX Tight Puro kloniert
und anschlieBend per Sequenzierung verifiziert. Nach der Herstellung der infektidsen
Lentiviren wurden diese aufkonzentriert. Hierbei wurden verschiedene Ultrazentrifugations-
Bedingungen (Geschwindigkeit, Dauer, = Sukrose-Kissen) ausgetestet. Dabei erwiesen sich
folgende Bedingungen hinsichtlich der nachfolgenden Transduktionsrate und Zytotoxitit bei
293T-Zellen am geeignetsten: 15.000 rpm, 4 h bei 4°C unter Vakuum, 20%iges Saccharose-
Kissen. Weiterhin konnte die Transduktionsrate durch den Einbau eines Zentrifugations-
schritts (1600 x g, 30 min) wéhrend der Transduktion gesteigert werden. Nach 2 d Doxyzyklin
(Dox)-Induktion konnte bereits in ca. 90% der Zellen eine Expression von mCherry-Protein,

sichtbar als rote Fluoreszenz, im Fluoreszenz-Mikroskop detektiert werden (Abb. 11).

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

293T-Zellen wurden mit infektidsen Lentiviren (mCherry + Tet-On) in einer 24-MWP bei 1600 x g fiir 30 min
transduziert und fiir weitere 8 h inkubiert. Nach Mediumwechsel wurde die mCherry-Expression mit Dox
(500 ng/ml) fiir 2 d induziert. Dargestellt sind 100fache VergroBerungen der transduzierten 293T Zellen: (a) unter
Normallicht (VIS); (b) unter Fluoreszenzlicht, 590 nm; (c) Uberlagerung von (a) und (b). Messbalken
repréasentativ fiir alle Bilder, 200 um.
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4.1.2 HBV-Oberflichenprotein-Sequenzen SHBs, LHBs und LHBs/HBx

Die Oberflachenprotein-Sequenzen SHBs, LHBs und LHBs zusammen mit dem X-Protein von
HBV (HBx) wurden separat voneinander in den lentiviralen Transfervektor pLVX Tight Puro
kloniert. Die Richtigkeit der einklonierten Transgene wurde durch Sequenzierung verifiziert.
Die Herstellung der infektiosen Lentiviren und nachfolgende Transduktionen auf Huh7- und
NIH3T3-Zellen erfolgten unter den o.g. optimierten Bedingungen. Die Herstellung von AML-
12-Zellen mit Dox-induzierbaren LHBs/HBx-Konstrukt wurde durch Transfektion des
lentiviralen Transferplasmids mit LHBs/HBx als Transgen und des Tet-On Regulatorplasmids
vorgenommen. Transduzierte bzw. transfizierte Zellen wurden mittels Puromycin und G418
stabil selektioniert. Es erfolgte ein Klonpicking, um Zellklone mit einer gleichméBig starken

HBs-Expression zu erhalten.

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

Der Zeitverlauf und die Expressionstiarke des mittels Dox induzierten LHBs-Proteins wurden
durch Western Blotting-Analysen untersucht. Dazu wurden lentiviral transduzierte Huh7- und
NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx-Konstrukt) unterschiedlich lange mit verschiedenen Dox-
Konzentrationen behandelt. Wie in Abbildung 12 gezeigt, kam es ohne Dox zu keiner
sichtbaren LHBs-Expression in den Zellen. Dagegen war eine schwache LHBs-Expression
bereits nach einen Tag mit 100 ng/ml Dox zu sehen. Mit 500 ng/ml Dox wurde LHBs bereits
sehr deutlich am Tag 1 in beiden Zelllinien exprimiert, wohingegen mit 1000 ng/ml Dox keine
nennenswerte Steigerung zu verzeichnen war. Am Tag 3 kam es jedoch in NIH3T3-Zellen zu
einem weiteren Anstieg bei 500 und 1000 ng/ml. Dies wurde nicht in Huh7-Zellen beobachtet.
Weiterhin zeigten die NIH3T3 mehr glykosyliertes LHBs (42 kDa-Bande), wihrend Huh7
mehr unglykosyliertes LHBs (39 kDa-Bande) aufwiesen.
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Abbildung 12: Zeitverlauf der Dox-induzierten LHBs-Expression in Huh7 (A) und NIH3T3 (B) Zellen

Die Zellen wurden mit vier verschiedenen Dox-Konzentrationen (0, 100, 500 und 1000 ng/ml) 1, 3 und 5 Tage in
6-MWP behandelt und anschlieBend die Zelllysate mittels Western-Blotting-Methode untersucht. Gefarbt wurden
jeweils LHBs (39 kDa-Bande unglykosyliertes LHBs, 42 kDa glykosyliertes LHBs; MA18/07-Ak) und a-Tubulin
(57 kDa, Cell Signaling-Ak). a-Tubulin zeigt als Kontrolle eine dquivalente Gesamtprotein-Beladung der Proben
auf das Gel.

4.3 Intrazellulire Verteilung von SHBs und LHBs in HBs-transgenen Zelllinien

Fluoreszenz-basierte immunzytochemische Antikorperfarbungen (IC-IF) zeigten mit allen drei
verschiedenen Hepatitis B-Oberflichenprotein (HBs)-Konstrukten (SHBs, LHBs und
LHBs/HBx) eine zytoplasmatische Feinverteilung des SHBs- und LHBs-Proteins in Huh7-
Zellen. Dagegen wiesen NIH3T3-Zellen nur mit SHBs-Transgen eine solche Feinverteilung
auf. Beim LHBs- und LHBs/HBx-Konstrukt kam es hingegen in diesen Zellen zu einer
Aggregat-Bildung des LHBs-Proteins. Bei AML-12-Zellen mit SHBs-Konstrukt wurde
ebenfalls eine Feinverteilung des SHBs-Proteins festgestellt, wahrend es mit dem LHBs/HBx-

Konstrukt sowohl zu einer Feinverteilung als auch zur Aggregatbildung von LHBs in diesen

Zellen kam (Abb. 13).
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Abbildung 13: Intrazellulire Verteilung von SHBs und LHBs in transgenen Zelllinien

Zur Expression der verschiedenen HBV-Oberflachenprotein-Konstrukte (LHBs/HBx, LHBs und SHBs) wurden
lentiviral transduzierte Huh7- und NIH3T3-Zellen fiir 3 d mit Dox induziert. Zur Expression des LHBs in AML-
12-Zellen (stabil transfiziert mit lentiviralem LHBs/HBx-Plasmid und Tet-On Regulatorplasmid) wurde analog
verfahren. Die SHBs-Expression in AML-12-Zellen erfolgte iiber transiente Transfektion (Plasmid pCH-9-HBV-
LHBs(XXS) ohne Dox-Induktion. AML-12-Zellen mit LHBs-Konstrukt wurden nicht generiert. Dargestellt sind
1000fache VergroBerungen von Immunfluoreszenzfarbungen (IC-IF) fiir LHBs (MA18/07-Antikorper) und SHBs
(HBsAg-Antikorper (Fitzgerald) in griin. Zellkern-Farbung mit DAPI (blau). Messbalken reprisentativ fiir alle
Bilder, 20 um.

4.4 HBsAg-Verteilung in Lebern von HBV-Patienten und HBs-transgener Miause

Leberschnitte humaner HBV-Patienten wiesen bei Immunfirbungen gegen HBsAg ein sehr
dhnliches Bild wie LHBs-exprimierende NIH3T3- und AML-12-Zellen (Abb. 13) mit u.a.
groflen intrazelluliren LHBs-Aggregaten in Hepatozyten auf (Abb. 14 a). Ein analoges
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Ergebnis ergab sich bei Fiarbungen mit dem LHBs-spezifischen Antikdrper MA18/07 (Daten
nicht gezeigt). Daneben lag auch feinverteiltes LHBs bzw. HBsAg &hnlich wie in AML-12-
Zellen vor (Abb. 14 a). HBs-transgene Miuse wiesen ebenfalls eine Vielzahl von grof3en
LHBs-Aggregaten in den Hepatozyten auf (Abb. 14 b). Diese Méduse exprimierten das gleiche
LHBs/HBx-Konstrukt als Transgen wie o.g. Zelllinien, jedoch gesteuert von einem Albumin-

Promotor (Chisari et al., 1987; Churin et al. 2014).

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

Leberschnitte eines HBV-Patienten ((a); freundlicherweise von Herrn Prof. H.P. Dienes, Institut fiir Pathologie
des Universititsklinikums Koln, zur Verfiigung gestellt) und einer 12 w alter HBs-transgenen Black/6-Maus (b),
gefiarbt mit einem HBsAg-spezifischen Antikorper (Fa. Fitzgerald). Die Farbungen wurden von Herrn Dr. Churin
aus der Arbeitsgruppe durchgefiihrt und zur Verfiigung gestellt. Dargestellt ist die HBsAg- und LHBs-Verteilung.
Féarbungen mit Reagenzien von Fa. Vector durchgefiihrt. HRP-basiert (a); Alkalische Phosphatase (b), 1000fache
Vergroferungen, Messbalken 20 pm.

4.5 Subzellulire Lokalisierung von LHBs

Kolokalisationen des groBen HBV-Hiillproteins (LHBs) mit dem ER (LHBs/ER) und dem
Golgi-Apparat (LHBs/Golgi) wurden mittels Konfokaler Mikroskopie (AG Weillmann, JLU
GieBen) untersucht. Uberpriift wurden Huh7-, NIH3T3- und AML-12-Zellen, jeweils transgen
fiir das LHBs/HBx-Konstrukt. Wie in Abbildung 15 gezeigt, war LHBs in NIH3T3-Zellen
vollstindig mit dem ER kolokalisiert, in Huh7-Zellen iiberwiegend und in AML-12-Zellen
teilweise. Dagegen war LHBs in allen drei Zelllinien nicht mit dem Golgi-Apparat

kolokalisiert.


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

Huh7-, NIH3T3- und AML-12-Zellen (jeweils mit LHBs/HBx-Konstrukt) wurden 3 d mit Dox zur LHBs-
Expression induziert. Danach erfolgten Immunfluoreszenzfirbungen (IC-IF) von LHBs (MA18/07-Ak) und dem
ER (Sec61B-Ak) (linke Bilder) bzw. eine IC-IF von LHBs (MA18/07-Ak) nach Transfektion mit einem Golgi-
Markerplasmid (1,4-galactosyltransferase) (rechte Bilder). Zwecks einheitlicher Farbgebung fiir LHBs in griiner
Farbe, wurde die Originalfarbe fiir LHBs (rot) und Golgi (griin) mit der Software Adobe Photoshop CS5 in griin
bzw. rot umgewandelt. Bereiche mit Kolokalisationen sind an einer gelb-orangen Mischfarbe erkennbar.
Zellkern-Farbung mit DAPI (blau). Messbalken 10 bzw. 20 um.
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4.6 Untersuchung zur Glykosylierung von LHBs und intrazellulire LHBs-Verteilung

Bei der Analyse des Zeitverlaufs der Dox-induzierten LHBs-Expression (Abb. 12) wurde eine
stiarkere Glykosylierung des LHBs-Proteins bei NIH3T3- im Vergleich zu Huh7-Zellen (beide
LHBs/HBx) beobachtet. Bei AML-12-Zellen lag ein etwa gleiches Verhiltnis zwischen
glykosyliertem und unglykosyliertem LHBs vor (Daten nicht gezeigt). Um festzustellen, ob
der unterschiedliche Glykosylierungsgrad von LHBs die intrazellulire LHBs-Verteilung
(Feinverteilung vs Aggregate) beeinfluit, wurde die Substanz Tunicamycin (TM) bei
NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) eingesetzt. TM ist ein Inhibitor von N-Glykosylierungen. Es
wurden zwei Versuchsansétze durchgefiihrt: 1) Bereits LHBs-exprimierende Zellen erhielten
2 d TM unter weiterer Dox-Zugabe. 2) Die LHBs-Induktion (+ Dox) und TM-Zugabe erfolgte
zeitgleich fiir 2d. Da TM konzentrations- und zeitabhidngig zytotoxisch wirkt, wurden
zundchst fiir das Experiment geeignete TM-Konzentrationen fiir NIH3T3-Zellen im
Vorversuch unter der Vorgabe einer Versuchsdauer von 2 d ermittelt (Daten nicht gezeigt).
Dabei erwiesen sich 62,5 und 31,25 ng/ml TM am geeignetsten. Hohere Konzentrationen
waren stark zytotoxisch und fiihrten bis zu einem vollstindigen Verlust der Zellen (Daten
nicht gezeigt). Die getesteten TM-Konzentrationen hatten bei beiden Versuchsansitzen (s.0.)
keinen signifikanten Einfluss auf die LHBs-Verteilung (Abb. 16 A zeigt reprédsentativ + 62,5
ng/ml TM). Parallel dazu wurde mit einer Western-Blotting-Analyse die Inhibierung der
LHBs-Glykosylierung mit o.a. TM-Konzentrationen bestdtigt (Abb. 16 B zeigt repridsentativ +
62,5 ng/ml TM). Zudem wurde durch TM-Behandlung die SHBs-Expression stark induziert,
welche in unbehandelten Zellen kaum detektierbar war (Abb. 16 B). Die Induktion fiel mit

etwas geringeren TM-Konzentrationen (< 62,5 ng/ml) noch starker aus (Daten nicht gezeigt).

A

- Tunicamycin +

LHBs / DAPI
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Abbildung 16: Inhibierung der N-Glykosylierung von LHBs und intrazellulire LHBs-Verteilung

NIH3T3 (LHBs/HBx)-Zellen wurden + 62,5 ng/ml Tunicamycin und gleichzeitig mit Dox fiir 2 d zur LHBs-
Induktion behandelt. Die LHBs-Detektion erfolgte mit dem LHBs-spezifischen MA18/07-Antikorper (A)
Immunfluoreszenz-Farbung von LHBs (griin). Linkes Bild: Zellen 0 ng/ml TM; rechtes Bild: 62,5 ng/ml TM.
Zellkern-Farbung mit DAPI (blau). Messbalken 20 pm. (B) Western-Blotting-Analyse von LHBs und SHBs. o-
Tubulin diente als Ladekontrolle der applizierten Gesamtproteinmenge.

4.7 Quantifizierung von sekretierten und intrazelluliren HBs-Proteinen

In Zelllysaten der drei mit dem LHBs/HBx-Konstrukt-transgenen Zelllinien konnte iiber
Western-Blotting-Analysen zwar eine starke LHBs-Expression, aber nur eine sehr schwache
SHBs-Expression detektiert werden (Daten exemplarisch fiir NIH3T3-Zellen in Abb. 16 B
gezeigt). Eine quantitative Erfassung von sekretierten und intrazelluliren HBs-Proteinen
wurde daher mittels ELISA-Messungen vorgenommen. Abbildung 17 zeigt HBs-
Proteinkonzentrationen in Zellkultur-Uberstinden und Zelllysaten von Huh7- und NIH3T3-
Zellen mit LHBs/HBx- und vergleichend mit dem SHBs-Konstrukt. AML-12-Zellen
(LHBs/HBx bzw. SHBs) ergaben analoge Ergebnisse und werden daher nicht gezeigt. In
Uberstéinden von Zellen mit LHBs/HBx-Konstrukt + Dox konnten keine signifikanten HBs-
Proteinkonzentrationen ermittelt werden, wéihrend in Lysaten von mit Dox-induzierten Zellen
hohe HBs-Konzentrationen vorlagen (Abb. 17 A). Dagegen waren sowohl in Uberstinden als
auch in Lysaten Dox-induzierter Zellen mit SHBs-Konstrukt deutliche SHBs-Konzentrationen
messbar (Abb. 17 B). Diese Ergebnisse sowie die der Western-Blotting-Analysen (s.0.) lassen
schlussfolgern, dass die Zelllinien mit LHBs/HBx-Konstrukt nur geringfligige Mengen an

SHBs exprimierten.
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Abbildung 17: Quantifizierung von sekretierten und intrazelluliren HBs-Proteinen

Huh7- und NIH3T3-Zellen mit LHBs/HBx- (A) bzw. SHBs-Konstrukt (B) wurden 3 d mit Dox zur HBs- bzw.
SHBs-Expression behandelt. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Danach wurden Zellkultur-Uberstinde
abgenommen. Die Zellen wurden mit 1% Triton-X-100-Puffer aufgenommen und homogenisiert. Bis zur ELISA-
Messung wurden die Proben bei -20°C gelagert. Die Zelllysate wurden im ELISA mit PBS 1:2 verdiinnt, die
Uberstéinde unverdiinnt eingesetzt. Die sonstige Vorgehensweise ist im Methodenteil beschrieben. Dargestellt
sind HBs-Protein- (A) bzw. SHBs-Konzentrationen (B) in ng/ml + Standardabweichungen (n=3). Signifikanzen
(p-Werte, zweiseitig) iiber T-Test fiir unabhingige Stichproben mit Software SPSS Statistics, Vers. 22, ermittelt.
*** p<0,001 hochsignifikant.
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4.8 Untersuchungen zur Interaktion von LHBs mit Zytoskelett-Komponenten

Um den Einfluss verschiedener Zytoskelett-Komponenten wie Mikrofilamente (MF),
Mikrotubuli (MT) und Zytokeratine (CK) auf die intrazellulire LHBs-Verteilung in den drei
LHBs/HBx-transgenen Zelllinien zu untersuchen, wurden die jeweiligen Filamente mit
folgenden Substanzen depolymerisiert: Fiir CK wurde Okadainsdure (OA), fiir MF
Cytochalasin D (CytoD) und fiir MT Nocodazol (Noc) verwendet. Nach den Substanz-
behandlungen wurden die Zellen fixiert und Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen (IC-IF) auf
LHBs mit PAN-Zytokeratin (PAN-CK) bzw. mit B-Aktin und o-Tubulin durchgefiihrt. Die
Ergebnisse der Farbungen von LHBs und PAN-CK waren denen von HBsAg mit CK18 und
LHBs mit CK8 analog (Daten nur teilweise gezeigt). Die Ergebnisse der AML-12-Zellen
(LHBs/HBx) entsprachen dem der Huh7-Zellen (LHBs/HBx) und werden der Vollstindigkeit
halber im Anhang (Abb. 37 und 38) gezeigt.

4.8.1 Einfluss von Okadainsiure auf die intrazelluliire Verteilung von Zytokeratinen
und LHBs

Eine Immunfarbung auf PAN-CK ergab eine sehr starke Férbung in Huh7- und AML-12-
Zellen (Abb. 18 A, Abb. 37 A), wihrend NIH3T3-Zellen kaum eine Farbung aufwiesen (Abb.
18 B). Der U/N-Zusatz von OA ins Medium fiihrte in den Huh7- und AML-12-Zellen zu
einem gemeinsamen punktuellen Zusammenbruch von PAN-CK und LHBs in Zellkern-Néhe

wihrend keine Verdanderung in NIH3T3-Zellen feststellbar war.
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Abbildung 18: Einfluss von Okadainséure auf die intrazelluliire Verteilung von Zytokeratinen und LHBs

(A) Huh7-und (B) NIH3T3-Zellen (beide LHBs/HBx) wurden zur LHBs-Expression 3 d mit Dox (500 ng/ml)
und danach + 5 nM OA fiir 16 h zur Depolymerisierung von CKF behandelt. Von fixierten Zellen erfolgten
Immun-Doppelfarbungen (IC-IF) auf LHBs (linke Bilder; griin) und PAN-CK (rechte Bilder; rot). Zellkern-
Féarbungen mit DAPI (blau). Dargestellt sind 1000fache VergroBerungen von fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen. Pfeile in (A) zeigen den punktuellen und perinukledren Co-Zusammensturz von LHBs und PAN-
CK. Messbalken reprisentativ fiir alle Bilder 20 um.
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4.8.2 Einfluss von Cytochalasin D auf die intrazellulire Verteilung von B-Aktin und
LHBs

Alle drei Zelllinien zeigten unbehandelt eine fldchige, teils auch filamentdre Férbung auf
3-Aktin, die i.d.R. im Bereich des Zellkortex am stdrksten war (Abb. 19, Abb. 37 B). Durch
die Behandlung mit CytoD (1 pg/ml) wurden die Aktin-Filamente bereits innerhalb von zwei
bis drei Stunden vollstindig zerstort. Insbesondere bei Huh7- und AML-12-Zellen kam es
dadurch zu punktformigen B-Aktin-Aggregaten innerhalb des Zytoplasmas, wihrend sich B-
Aktin bei NIH3T3-Zellen tliberwiegend perinukledr verdichtete. Hinsichtlich der LHBs-
Verteilung wurden in NIH3T3-Zellen keine Verdnderungen beobachtet, jedoch hatte CytoD in
Huh7- und AML-12-Zellen ein leicht verdndertes Verteilungsmuster von feinverteiltem LHBs
zur Folge (Abb. 19 A, Abb. 37 B).
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Abbildung 19: Einfluss von Cytochalasin D auf die intrazelluliire Verteilung von 3-Aktin und LHBs

(A) Huh7-und (B) NIH3T3-Zellen (beide LHBs/HBx) wurden zur LHBs-Expression 3 d mit Dox (500 ng/ml)
und danach £ 1 pg/ml Cytochalasin D flir 2 h zur Depolymerisierung von MF behandelt. Von fixierten Zellen
erfolgten Immun-Doppelfarbungen (IC-IF) auf LHBs (linke Bilder; griin) und B-Aktin (rechte Bilder; rot).
Zellkern-Farbungen mit DAPI (blau). Dargestellt sind 1000x Vergroerungen von fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen. Messbalken reprasentativ fiir alle Bilder 20 um.

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

Unbehandelt zeigten Huh7- und AML-12-Zellen eine filamentire Firbung auf o-Tubulin
(Abb. 20 A, Abb. 38), die bei NIH3T3-Zellen jedoch mehr feinverteilt als filamentér ausfiel
(Abb. 20 B). Durch die Behandlung mit Noc wurden die a-Tubulin-Filamente in allen drei
Zelllinien komplett zerstort, was in einer im gesamten Zytoplasma vorliegenden feinverteilen
a-Tubulin-Farbung resultierte. Die LHBs-Verteilung wurde dadurch in keiner der drei

Zelllinien verandert.
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Abbildung 20: Einfluss von Nocodazol auf die intrazellulire Verteilung von Mikrotubuli und LHBs

(A) Huh7-und (B) NIH3T3-Zellen (beide LHBs/HBx) wurden zur LHBs-Expression 3 d mit Dox (500 ng/ml)
und danach + 2.5 pM Nocodazol fiir 16 h zur Depolymerisierung von Mikrotubuli-Filamenten behandelt.
Dargestellt sind Immunfluoreszenz-Doppelfdarbungen (IC-IF) auf LHBs (linke Bilder; griin) und a-Tubulin
(rechte Bilder; rot). Zellkern-Férbungen mit DAPI (blau). Dargestellt sind 1000fache Vergroferungen von
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Messbalken repréisentativ fiir alle Bilder 20 um.
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4.9 Einfluss von Cytochalasin D auf die Zytokeratin-Struktur

In Kapitel 4.8.2 wurde festgestellt, dass CytoD das LHBs-Verteilungsmuster in Huh7- und
AML-12-Zellen leicht verdnderte (Abb 19 A, Abb. 37 B). Eine Immun-Doppelfarbung (IC-IF)
auf LHBs/PAN-CK in Huh7 (LHBs/HBx)-Zellen + CytoD ergab, dass die Behandlung mit
CytoD die Zytokeratin-Struktur verdnderte und mit ihr in dhnlicher Weise auch die LHBs-
Verteilung (Abb. 21, a+b). CK und LHBs lagen danach im Zytoplasma teilweise punktformig
verteilt vor, analog dem depolymerisierten B-Aktin (Abb. 21, d). Deutlich ist eine weitgehende
Uberlagerung der Firbung von LHBs mit CK zu erkennen, die eine evtl. Kolokalisation der
beiden Proteine vermuten lésst. Hingegen kam es bei einer LHBs / 3-Aktin-Doppelfiarbung zu
keiner nennenswerten Gelbfarbung, was auf eine weitgehend fehlende Kolokalisation

zwischen LHBs und B-Aktin hindeutet (Abb. 21 c+d).

Huh7 (LHBs/HBx)

Cytochalasin D

+

LHBs / PAN-CK LHBs / B-Aktin

Abbildung 21: Einfluss von Cytochalasin D auf die Zytokeratin-Struktur

Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurden 3 d mit Dox (500 ng/ml) zur LHBs-Expression und danach + 1 pg/ml
Cytochalasin D fiir 2 h zur Depolymerisierung von MF behandelt. Von fixierten Zellen erfolgten Immun-
Doppelfarbungen (IC-IF) auf LHBs (griin) und PAN-CK (rot; a, b) bzw. LHBs (griin) und B-Aktin (rot; c, d).
Zellkern-Farbungen  mit  DAPI  (blau).  Dargestellt sind  1000fache  VergroBerungen  von
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen; Messbalken reprasentativ fiir alle Bilder 20 pm.
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4.10 Einfluss von Okadainsiure auf die Morphologie des Endoplasmatischen
Retikulums

Durch OA-Behandlung kam es in Huh7-Zellen zu einem punktuellen, perinukledren Ko-
Zusammensturz von LHBs und PAN-CK (Kapitel 4.8.1). Da LHBs {iberwiegend mit dem ER
kolokalisiert war (Kapitel 4.5), galt es auszuschlieBen, dass dieser Effekt durch einen
Zusammensturz des ER’s bedingt ist. Wie in Abbildung 22 dargestellt, blieb die ER-
Morphologie durch OA-Behandlung weitestgehend unbeeintridchtigt. Die kompaktere ER-
Féarbung war iiberwiegend auf die OA-bedingte Zellabrundung zuriickzufiihren, die am Ende
des Versuchs im Normallicht zu beobachten war (Daten nicht gezeigt). In ca. 30 % der OA-
behandelten Zellen wurde jedoch auch eine perinukledre Komprimierung von einem Teil des
ER’s im Bereich der fokalen LHBs/CK18-Aggregate beobachtet (siche Pfeile in Abb. 22), die

im néchsten Kapitel weiter untersucht wurde.

Huh7 (LHBs/HBx)

insaure

Okada

+

Sec61R LHBs

Abbildung 22: OA induziert einen LHBs-, jedoch keinen ER-Zusammensturz

Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurden 3 d mit Dox (500 ng/ml) zur LHBs-Expression und danach + 5 nM OA fiir 16
h behandelt (obere Bilder: ohne OA; untere Bilder: + OA). Es erfolgten Immundoppelfarbungen gegen den ER-
Marker Sec618 (linke Seite) und LHBs (rechte Seite). Zellkernfarbungen mit DAPI. Dargestellt sind 1000fache
VergroBerungen von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen. Messbalken reprasentativ fiir alle Bilder 20 pm.
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4.11 Untersuchungen zur partiellen ER-Komprimierung nach OA-Behandlung

Im Kapitel 4.10 wurde in ca. einem Drittel der OA-behandelten Huh7-Zellen eine perinukleédre
Komprimierung von einem Teil des ER’s beobachtet. Durch konfokale Mikroskopie konnte
eine eindeutige Kolokalisation der perinukledren LHBs- und CK18-Aggregate mit diesen ER-
Verdichtungen festgestellt werden (Abb. 23).

Huh7 (LHBs/HBx) + Oka

LHBs / Sec61R CK18 / Sec61R

Abbildung 23: Partielle ER-Komprimierung und Kolokalisation mit fokalen LHBs/CK18-Aggregaten nach
OA-Behandlung

Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurden zur LHBs-Expression 2 d mit Dox (500 ng/ml) behandelt und danach weitere
16 h mit Dox + 5 nM OA inkubiert. Danach erfolgten Immundoppelfirbungen auf LHBs und ER-Marker Sec613
(linke Bilder) sowie CK18 und Sec618 (rechte Bilder). Zellkernfarbungen mit DAPI (blau). Dargestellt sind
630fache VergroBerungen von fluoreszenzmikroskopischen Konfokal-Aufnahmen. Messbalken 20 pm
(représentativ fiir alle Bilder).
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4.12 Zytokeratin-Profil von LHBs/HBx-transgenen Zelllinien

Durch eine Western-Blotting-Analyse wurde die Expression von CK8 und CK18 bei Huh7-,
NIH3T3- und AML-12-Zellen (alle LHBs/HBx) vergleichend untersucht (Abb. 24). Bei
NIH3T3-Zellen war keine CK8/18-Expression detektierbar. AML-12- Zellen exprimierten
insgesamt mehr CK8 und CK18 als Huh7-Zellen, was weitgehend auf die viel groere Menge
an CKS8 zuriickzufiihren war. Das Mengenverhéltnis von CK18 zu CK8 war in Huh7- ein
Vielfaches groBer als in AML-12-Zellen. Die LHBs-Expression hatte keinen sichtbaren
Einfluss auf die Expressionsstdrke von CK8 und CK18.

AML-12 Huh? NIH3T3
+ Dox

= + = + =
- u S LHBs (39-42kpa)

&.- CK8/18
”T___‘ o CKS8 (52,5 kpa)

AR ey, i CK18 (45,5 kpa)

e -Tubulin (57 kpa)

Abbildung 24: Zytokeratin-Profil von Huh7-, NIH3T3- und AML-12-Zellen = LHBs-Expression

Huh7-, NIH3T3- und AML-12-Zellen (alle mit LHBs/HBx-Konstrukt) wurden zur LHBs-Expression 3 d mit Dox
(500 ng/ml) behandelt. Zelllysate wurden durch Western-Blotting-Analyse und Immunfirbungen auf CK8/18
(52,5/45,5 kDa) zusammen und auf CKS8, CK18, LHBs (39/42 kDa) und o-Tubulin (57 kDa) getrennt
voneinander untersucht. a-Tubulin zeigt als Kontrolle eine dquivalente Gesamtprotein-Beladung der Proben auf
dem Gel.
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4.13 Untersuchungen zur Kolokalisation von LHBs mit Zytokeratin 8 und 18

4.13.1 Konfokale Mikroskopie

Den bisherigen Ergebnissen zufolge, war eine Kolokalisation zwischen LHBs und CK8/18 als
wahrscheinlich anzunehmen. Zum Nachweis erfolgten Immunfluoreszenz-Fiarbungen (IC-IF)
dieser Proteine in Huh7- und AML-12-Zellen (beide mit LHBs/HBx-Konstrukt) und
anschlieBender Analyse mit konfokaler Mikroskopie. In Uberlagerungsaufnahmen der
Einzelfdrbungen wurde in beiden Zelllinien eine Kolokalisation von LHBs mit PAN-CK als
auch mit CK8 und CK18 gesehen (Abb. 25). NIH3T3-Zellen wurden mangels einer CK8/18-

Expression nicht untersucht.

Huh?

AML-12

LHBs / PAN-CK HBs / CK18 LHBs / CK8

Abbildung 25: Konfokale Mikroskopie zeigt Kolokalisationen von LHBs/HBs mit Zytokeratinen

Huh7- und AML-12-Zellen (LHBs/HBx) wurden zur LHBs-Expression 3 d mit Dox (500 ng/ml) behandelt.
Danach erfolgten Immunfluoreszenz-Farbungen (IC-IF) auf LHBs (MA18/07-Ak) und PAN-CK bzw. CK8 sowie
auf HBs (HBsAg-Ak) und CK18. Zellkernfarbungen mit DAPI (blau). Dargestellt sind konfokal-mikroskopische
Aufnahmen (630fache Vergroferungen) der verschiedenen Fluoreszenzfirbungen aus jeweils einer Zellebene.
Zur Sichtbarmachung von Kolokalisationen (gelb-orange Féarbung) wurden die Einzelbilder iibereinander gelegt.
Messbalken 20 pm.



Ergebnisse 98

4.13.2 Proximity Ligation Assay

Der Proximity Ligation Assay (PLA) wurde zur Bestdtigung der in der konfokalen
Mikroskopie festgestellten Kolokalisationen und anderer Protein-Kolokalisationen bei Huh7-,
NIH3T3- und AML-12-Zellen (alle LHBs/HBx) angewandt (Abb. 26, 27 und 39). Eine
Kolokalisation wird durch griin-fluoreszierende, punktuelle Signale in den Zellen dargestellt.
Die Ergebnisse der AML-12- waren dem der Huh7-Zellen analog. Bilder der AML-12-Zellen,
s. Anhang, Abb. 39.

Huh7 (LHBs/HBx)

R-Aktin + LHBs CK18 + HBs

a-Tubulin + LHBs

- Dox +

Abbildung 26: Proximity ligation assay (PLA) zur Analyse von Protein-Kolokalisationen in Huh7-Zellen

Fixierte Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurden mit Primér-Antikorpern gegen die zu testenden Proteine inkubiert und
danach der PLA-Assay durchgefiihrt. CK18 und HBs (at+b); B-Aktin und LHBs (c+d); o-Tubulin und LHBs
(e+f). Dargestellt sind 400fache Vergroflerungen von mikroskopischen Fluoreszenzaufnahmen: Linke Bildseite
ohne LHBs-Expression (- Dox); rechte Bildseite mit LHBs-Expression (+ Dox). Reprisentative Einzelzellen sind
jeweils im Bildausschnitt rechts unten vergroert abgebildet. Kernfarbung mit DAPI; Messbalken 50 um.
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Abbildung 27: Proximity ligation assay (PLA) zur Analyse von Protein-Kolokalisationen

Fixierte NIH3T3- und Huh7-Zellen (beide LHBs/HBx) wurden zunichst mit Primir-Antikérpern gegen die auf
Kolokalisation zu testenden Proteine inkubiert und danach der PLA-Assay durchgefiihrt. (A) NIH3T3-Zellen: 8-
Aktin und LHBs (a+b); a-Tubulin und LHBs (b+c). (B) Huh7-Zellen: CK18 und B-Aktin (a+b). Dargestellt sind
400fache Vergroflerungen von mikroskopischen Fluoreszenzaufnahmen: Linke Bildseite ohne LHBs-Expression
(-Dox); rechte Bildseite mit LHBs-Expression (+ Dox). Reprisentative FEinzelzellen sind jeweils im
Bildausschnitt rechts unten vergrofert abgebildet. Kernfarbung mit DAPI; Messbalken 50 um.
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CK18 zeigte bei LHBs-exprimierenden (+Dox) Huh7- und AML-12-Zellen eine sehr starke
Kolokalisation mit HBs an (Abb. 26, Abb. 39, a+b). Im Gegensatz hierzu konnte bei allen drei
Zelllinien nur eine schwache Kolokalisation von LHBs mit 3-Aktin und eine sehr schwache
von LHBs mit a-Tubulin detektiert werden (Abb. 26 c-f, 27 A und 39 c-f).

Eine schwache bis moderate Kolokalisation wurde ebenfalls zwischen CK18 und B-Aktin bei
Huh7 (LHBs/HBx)-Zellen beobachtet (Abb. 27 B). Da die Expression von LHBs hierauf
keinen Einfluss zeigte, ist von keiner Adaptorfunktion von LHBs zwischen CK 18 und B-Aktin

auszugehen.

4.14 Oberflichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie (SPR)

Zur Priifung einer mdglichen Bindung / Interaktion von rekombinanten humanen CKS8- und
CK18-Protein an die fiir die HBV-Infektion essentielle myristylierte praS1-Domine von LHBs
wurde eine SPR-Messung vorgenommen (Abb. 28). Fiir beide CK konnte eine eindeutige
Bindung / Interaktion festgestellt werden, wobei CKS8 stéirker als CK18 an das myr-praS1-
Peptid bindete. Die Bindung erfolgte in beiden Féllen schnell und pendelte sich nach
Erreichen eines Maximums auf ein etwas niedrigeres Niveau ein und wurde dort relativ
konstant gehalten. BSA als Ligand diente als Negativkontrolle und zeigte keine Bindung an
CKS8 und CKI18 (nicht gezeigt). Bindungs- und Dissoziationskonstanten wurden nicht

ermittelt.
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Abbildung 28: Quantitative Oberfliichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie zeigt eine Bindung/Interaktion
der myr-priaS1-Doméne von LHBs mit CK8 und CK18

Synthetisch hergestelltes myristyliertes praS1-Peptid (LHBs-Doméne) bzw. BSA als Negativkontrolle (nicht
abgebildet) wurden als Liganden auf separaten Matrixbereichen eines Proteom GLM Sensor Chip immobilisiert.
CKS8 und CK18 wurden als Analyte in einzelnen Ansétzen in zwei verschiedenen Konzentrationen (0,1 und
1 uM) und zusammen in einem Ansatz (2 pM) mittels Oberflichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie untersucht.
Dargestellt ist die Stirke der Bindung und Dissoziation des Analyten vom Liganden iiber die Zeit in sog.
response units.

4.15 Expression von CK18 und BiP in NIH3T3 (LHBs/HBx)-Zellen

4.15.1 CK18-Expression und LHBs-Verteilung in NIH3T3-Zellen

Um festzustellen, ob eine CK18-Expression in NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) in der Lage ist
die Bildung von LHBs-Aggregaten zu verhindern, wurden sie mit einem CKI18 (human)-
exprimierenden Plasmid transient transfiziert und danach die LHBs-Expression mit Dox

induziert. Wie in Abbildung 29 zu erkennen, lag LHBs in transfizierten Zellen intrazellulér
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fein verteilt und kolokalisiert mit CK18 vor. CKI18 konnte wegen des Fehlens seines

natiirlichen Bindungspartners CK8 keine CK8/18-Filamente ausbilden.

NIH3T3 (LHBs/CK18)

LHBs / CK18

Abbildung 29: Privention der LHBs-Aggregatbildung durch CK18-Expression in NIH3T3-Zellen

NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) wurden transient mit einem CK18 (human)-exprimierenden Plasmid transfiziert
und danach die LHBs-Expression mit Dox fiir 2 d induziert. Danach erfolgte eine IF-Doppelfirbung (IC-IF)
gegen LHBs (griin) und CKI18 (rot). Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische konfokale Aufnahmen
(630fache VergroBerungen): (a-c) Einzelbilder; (d) Uberlagerungsbild. Kernfirbung mit DAPI. Messbalken
jeweils 20 pm.

4.15.2 BiP-Expression und LHBs-Verteilung in NIH3T3-Zellen

Eine Western-Blotting-Analyse zeigte eine starke Expression des Chaperons BiP (Binding
immunoglobulin protein) in Huh7-, jedoch nur eine schwache in NIH3T3-Zellen (Daten nicht
gezeigt). Da BiP an korrekten intrazelluliren Proteinfaltungen und auch an der ER-

Translokation der praS-Domine von LHBs in Hepatozyten beteiligt ist, wurde sein Einfluss
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auf die LHBs-Aggregate durch Uberexpression in NIH3T3-Zellen untersucht. Im Gegensatz
zur CK18-Expression zeigten sich jedoch keine sichtbaren Verdnderungen bei den LHBs-

Aggregaten (Abb. 30).

NIH3T3 (LHBs/BiP)

BiP

Abbildung 30: Uberexpression des BiP-Proteins in NTH3T3-Zellen

NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) wurden transient mit einem BiP-Protein (human)-exprimierenden Plasmid
transfiziert und 24 h spiter die LHBs-Expression mit Dox fiir 2 d induziert. Danach erfolgte eine IF-
Doppelfarbung (IC-IF) gegen LHBs (griin) und BiP (rot). Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen (1000fache VergroBerungen): (a, b) Einzelbilder; (c) Uberlagerungsbild. Kernfirbung mit DAPI.
Messbalken représentativ fiir alle Bilder, 20 pm.
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4.16 RNA-Interferenz gegen CK18

4.16.1 Uberpriifung des CK18-Knockdown auf RNA- und Protein-Ebene

Fiir weitere Untersuchungen (LHBs-Verteilung, Aufkldrung der funktionellen Bedeutung von
CK18) wurde CKI18 durch RNA-Interferenz herunterreguliert. Dazu wurden verschiedene
shRNA-Sequenzen gegen CKI18 zundchst auf ihre Wirksamkeit getestet, CKI18 auf
transkriptioneller Ebene zu reduzieren. Eine shRNA ohne bekannte Zielsequenz im humanen
Genom diente als Negativkontrolle (shRNA NC) und die CKI18-Transkription in diesen
transfizierten Zellen wurden auf 100% gesetzt. Wihrend die sShRNA-Sequenzen Nr. 1, 3 und 4
die CK18-Transkription nicht unter 60% reduzieren konnten, erwies sich ShRNA Nr. 2 als sehr
effektiv und reduzierte die CK18-mRNA um 84% auf nur noch 16% des Wertes der shRNA
NC (Abb. 31).

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

Huh7-Zellen wurden mit verschiedenen shRNA-exprimierenden Plasmiden gegen CK18 (Nr. 1-4) und einem
shRNA-Plasmid ohne bekannte Zielsequenz als Negativ Kontrolle (shRNA NC) transfiziert. Aus lysierten Zellen
wurde die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und CK18 mittels Real-time PCR (SYBR Green) relativ
quantifiziert. Dargestellt ist die relative Menge an CK18-mRNA am Tag 4 der Transfektion nach 2 d Puromycin-
Behandlung + Standardabweichungen (n=3).
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Die verschiedenen shRNA-Sequenzen wurden auch daraufhin untersucht, inwieweit sie die
Proteinexpression von CK18 und CKS8 herunterregulieren konnen. Auch hier zeigte sich
shRNA Nr. 2 den anderen shRNA's {iberlegen. Die Proteinexpression von CK18, aber auch
von CK8 wurde deutlich und in etwa gleichem Maf3e reduziert (Abb. 32).

shRNA-transfiziert

A

WT NC Nrl Nr.2 Nr.3 Nr4

T CK18

Rl D r—————— N (¥ Y ']

Abbildung 32: Herunterregulierung von CK8/18-Protein in Huh7-Zellen durch RNA-Interferenz

Huh7-Zellen wurden mit verschiedenen shRNA-exprimierenden Plasmiden gegen CKI18 (Nr. 1-4) und einem
shRNA-Plasmid ohne bekannte Zielsequenz als Negativ Kontrolle transfiziert. Zelllysate von WT- und shRNA-
transfizierter Huh7-Zellen (Tag 4 der Transfektion nach 2 d Puromycin-Behandlung) wurden durch Western-
Blotting-Analyse auf ihre CK8- und CK18-Proteingehalte untersucht. 3-Aktin zeigt als Kontrolle eine dquivalente
Gesamtprotein-Beladung der Proben auf dem Gel.

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

Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurden mit dem shRNA-exprimierenden Plasmid gegen CKI18
(shRNA Nr. 2) transient transfiziert und danach die LHBs-Expression mit Dox induziert. Nach
einer dreitdgigen LHBs-Expression zeigten erfolgreich transfizierte Zellen sowohl eine
schwache CK18- als auch CK8-Expression in der Immunfiarbung (Abb. 33, A+B). Nicht
erfolgreich transfizierte Zellen im gleichen Ansatz wiesen dagegen weiterhin eine starke
CK18- und CK8-Expression auf. Hinsichtlich der Verteilung und Expression von LHBs war
kein Unterschied zwischen erfolgreich transfizierten Zellen und welchen mit normaler
CK&8/18-Expression sichtbar. Beide wiesen feinverteiltes LHBs im Zytoplasma auf. In parallel
untransfizierten und mit dem shRNA-NC-Plasmid-transfizierten Huh7-Zellen (LHBs/HBx)

wurde ebenfalls eine LHBs-Feinverteilung gesehen (Daten nicht gezeigt).
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Huh?7 (LHBs/HBXx) + CK18-Knockdown

CK18 LHBs

Huh7 (LHBs/HBx) + CK18-Knockdown

CK8

Abbildung 33: CK18-Knockdown und LHBs-Verteilung in Huh7-Zellen

Huh7-Zellen (LHBs/HBx) wurden mit einem shRNA-Plasmid gegen CK18 transient transfiziert und danach die
LHBs-Expression 3 d mit Dox induziert. Es folgten IF-Farbungen (IC-IF) auf (A) LHBs (griin) und CK18 (rot)
und auf (B) LHBs (griin) und CKS8 (rot). Deutlich sind erfolgreich transfizierte von nicht-transfizierten Zellen
durch ihre unterschiedliche CK8- bzw. CK18-Expression zu unterscheiden. Kernfarbung mit DAPI. Messbalken
représentativ fiir alle Bilder, 20 pm.
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4.17 Untersuchungen zur funktionellen Bedeutung der CK8/18 — LHBs-Interaktion
4.17.1 Einfluss von extrazellulirem CK8/18-Protein auf die HBV-Infektion in vitro

In diesem Experiment wurde der Einfluss von extrazellulirem CKS8- und CKI18-Protein
(human) auf die in vitro HBV-Infektion von Primdren Tupaia-Hepatozyten (PTH) untersucht.
Die Menge an sekretiertem HBsAg wurde als MaB fiir die Infektionsrate genommen. Hierbei
wurden an allen Tagen der Probenahme (Tag 4, 7 und 11 der Infektion) keine signifikante
Verianderungen von sekretiertem HBsAg bei Inkubation von HBV mit CK8 und CK18 im
Vergleich zur Positiv-Kontrolle (+ Viren) festgestellt (Abb. 34 zeigt exemplarisch Tag 7 der
Infektion). Auch bovines Serumalbumin (BSA) hatte als negative Inhibitor-Kontrolle keinen
Einfluss auf die HBsAg-Sekretion. Eine Inkubation von HBV mit dem praS1-spezifischen und
neutralisierenden Antikdrper MA18/07 (positive Inhibierungskontrolle) inhibierte die
Infektion und somit HBsAg-Sekretion jedoch vollstandig.

Einfluss von extrazelluldren Zytokeratinen auf die HBV-Infektion
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Abbildung 34: Einfluss von extrazelluliiren Zytokeratinen auf die HBV-Infektion

PTH wurden am Tag 4 der Isolierung mit aufgereinigten Hepatitis B-Viren (Patienten-Isolat) = verschiedene
Konzentrationen (1 mg/L und 1 pg/L) an Zytokeratin 8, 18 (einzeln und in Kombination) und bovinem
Serumalbumin (BSA) fiir 16 h inkubiert. PTH ohne Viren diente als vollstdndige Negativ-Kontrolle, Viren +
praS1-spezifischer Antikdrper MA 18/07 als positive Inhibitor-Kontrolle und Viren + BSA als negative Inhibitor-
Kontrolle der Infektion. Dargestellt sind Harnstoff-Assay-korrigierte Konzentrationen (ng/ml) an sekretiertem
HBsAg aus Zellkultur-Uberstéinden von Tag 7 der Infektion + Standardabweichungen (n=3).



Ergebnisse 108

4.17.2 Einfluss von Okadainsiure auf die HBV-Infektion

Okadainsdure (OA) zeigte in Vorexperimenten bei hoheren Konzentrationen (> 50 nM) einen
zeit- und konzentrationsabhédngigen zytotoxischen Effekt auf die in dieser Arbeit getesteten
Zelllinien und PTH (Daten nicht gezeigt). Daher wurden fiir dieses Experiment nur OA-
Konzentrationen bis max. 50 nM verwendet. Ein Zusammensturz der CK8- und CK18-
Filamente mit LHBs konnte mit diesen Konzentrationen in den PTH via Immunfluoreszenz
nicht gesehen werden. Jedoch waren vereinzelnd Zytokeratin-Granula sichtbar (Daten nicht
gezeigt).

Eine Behandlung von PTH mit 10 nM OA bewirkte an Tag 4 der Infektion eine max.
Steigerung der HBsAg-Sekretion um das 5,6fache vs. infizierte Zellen ohne OA-Behandlung
(Tab. 10 A). Eine Sekretionssteigerung war auch mit den anderen OA-Konzentrationen
erzielbar, jedoch fiel diese mit zunehmender OA-Konzentration ab. Etwa das gleiche Bild war
am Tag 7 zu beobachten mit einer max. Sekretionssteigerung von 1,9fach bei 10 nM OA. Am
Tag 11 der Infektion pendelte sich die HBsAg-Sekretion bei allen getesteten OA-
Konzentrationen, auler bei 50 nM, auf etwa das Doppelte der von OA-unbehandelten Zellen
ein. Die Unterschiede waren an Tag 4 und 11 der HBV-Infektion groBtenteils sehr signifikant
bis hochsignifikant, wihrend an Tag 7 lediglich eine Behandlung mit 10 und 20 nM OA
Signifikanzen ergab (Abb. 35; Tab. 10 B).
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Einfluss von Okadainsaure auf die HBV-Infektion

nM OA
mo

m10

m20

m 30

m40

m 50

Sekretiertes HBsAg (ng/ml)

Tag4 Tag 7 Tag 11l der Infektion

Abbildung 35: Einfluss von Okadainsiure auf die HBV-Infektion

PTH wurden am Tag 4 der Isolierung mit verschiedenen Konzentrationen an Okadainsdure (OA) fiir 6 h
vorbehandelt und dann mit aufgereinigten Hepatitis B-Viren (Patienten-Isolat) unter weiterer OA-Behandlung fiir
16 h inkubiert. Zellkultur-Uberstéinde von Tag 4, 7 und 11 der HBV-Infektion wurden im ELISA auf sekretiertes
HBsAg untersucht, welches proportional zur stattgefundenen Infektionsrate gebildet wird. Dargestellt sind
Harnstoff-Assay-korrigierte HBsAg-Konzentrationen (ng/ml) von Tag 4, 7 und 11 der Infektion =+
Standardabweichungen (n=3). Signifikanzen (p-Werte, zweiseitig) tiber T-Test fiir unabhidngige Stichproben mit
Software SPSS Statistics, Vers. 22, ermittelt. * p<0,05 signifikant, ** p<0,01 sehr signifikant; *** p<0,001
hochsignifikant.
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Tabelle 10: Vergleiche der HBsAg-Sekretionssteigerungen durch OA-Behandlungen und zugehorige
Signifikanzen

(A) Steigerungen der HBsAg-Sekretionen bei verschiedenen OA-Konzentrationen vs. ohne OA-Behandlung als
x-fache Vergleiche der HBsAg-Mittelwerte (MW) an den Tagen 4, 7 und 11 der Probennahmen. (B) p-Werte der
HBsAg-Konzentrationen (OA-Behandlungen im Vergleich zu OA-unbehandelten Zellen) an den Tagen der
Probennahmen (n=3). p-Werte (zweiseitig) tiber T-Test fiir unabhéngige Stichproben mit Software SPSS
Statistics, Vers. 22, ermittelt. Signifkante Werte sind in Rot hervorgehoben. * p<0,05 signifikant, ** p<0,01 sehr
signifikant; *** p<0,001 hochsignifikant.

A
B

Tage der Infektion /

Oka-Konz. x-fache HBsAg-MW Oka-Konz. | Tage der Infektion / p-Werte
(nM) da d7 d11 0 nM Oka zu da d7 di1

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

50 2,6 1,1 1,4

4.17.3 Einfluss von Okadainsédure auf die HBsAg-Sekretion

Parallel zur Untersuchung des FEinflusses von OA auf die Infektion wurde ein
Sekretionsexperiment durchgefiihrt. Hierbei wurden bereits infizierte PTH am Tag 4 der
Infektion drei Tage mit den gleichen OA-Konzentrationen wie im o.g. Infektionsexperiment
behandelt und die HBsAg-Sekretion am Tag 7 der Infektion untersucht. Es konnten keine
signifkanten Effekte auf die Sekretion bei verschiedenen OA-Konzentrationen festgestellt

werden (Abb. 36).
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Abbildung 36: Einfluss von Okadainsiure auf die HBsAg-Sekretion bereits infizierter PTH-Zellen

PTH wurden am Tag 4 der Isolierung mit aufgereinigten Hepatitis B-Viren (Patienten-Isolat) fiir 16 h infiziert.
Am Tag 4 der Infektion erfolgte der Zusatz der verschiedenen OA-Konzentrationen (0, 10, 20, 30, 40, 50 nM) fiir
drei Tage. Zellkultur-Uberstinde von Tag 4 und 7 der Infektion wurden im ELISA auf sekretiertes HBsAg
untersucht. Dargestellt sind Harnstoff-Assay-korrigierte HBsAg-Konzentrationen (ng/ml) vom Tag 7 der
Infektion + Standardabweichungen (n=3).
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zundchst ein fiir HBs-Proteine transgenes in vitro
Zellkulturmodell geschaffen. Damit sollte u.a. die Frage beantwortet werden, ob die
intrazellulire Akkumulierung von LHBs und HBsAg innerhalb des ER von Hepatozyten, wie
man sie in Hepatozyten von chronisch mit HBV infizierter Patienten sowie in Hepatozyten
von HBs-Proteinen-exprimierenden Mausen sieht (Chisari et al., 1986; Churin et al., 2014;
Iwai et al., 1988) von Zytokeratinen (CK) bzw. anderen Zytoskelett-Komponenten wie
Mikrofilamenten (MF) und Mikrotubuli (MT) beeinflusst wird. Desweiteren sollte ein
moglicher Einfluss von CK auf die HBV-Infektion und HBsAg-Sekretion primaérer
Hepatozyten, isoliert aus siidostasiatischen Spitzhérnchen (Tupaia belangeri), untersucht
werden.

Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit sind:

1) Der Nachweis einer bisher unbekannten Kolokalisation und Interaktion von LHBs mit
CKS8 und CK18, dagegen kaum mit Mikrofilamenten und Mikrotubuli.

2) Eine CKI18-Expression bewirkte eine Feinverteilung von LHBs in NIH3T3-Zellen,
wihrend eine Uberexpression des Chaperons BiP und eine Inhibierung der N-
Glykosylierung keinen Einfluss auf die Verteilung von LHBs hatten.

3) Okadainsdure bewirkte eine Verdopplung der HBV-Infektionsrate bei priméren
Hepatozyten aus Tupaia belangeri, aber hatte selbst keinen Einfluss auf die Sekretion

von HBsAg.

5.1 Expression und Verteilung von LHBs und SHBs

Bereits Mitte der 80iger Jahre konnte in Hepatozyten HBV-infizierter Patienten sowie auch in
fiir HBV-Oberflichenproteine (HBs) transgenen Maéusen eine Akkumulierung und
Aggregatbildung von LHBs und HBsAg festgestellt werden (Chisari et al., 1986; Thung et al.,
1986). Die Uberproduktion von LHBs in o.g. Miusen fiihrte auch zu einer verminderten
Sekretion von HBsAg ins Serum und somit zu einer toxischen Akkumulierung von HBsAg
und LHBs im ER der Hepatozyten (Chisari et al., 1986). Die Folge waren schwere
Leberschiddigungen  (auch  Zelltod  von  einzelnen  Hepatozyten),  sekundire

Entziindungsprozesse und Hepatokarzinogenese (Chisari et al., 1987; Chisari et al., 1989).
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Eine Aggregatbildung des LHBs konnte ebenfalls in den in dieser Arbeit erzeugten NIH3T3-
und AML-12-Zellen, transgen fiir LHBs oder LHBs/HBx, festgestellt werden. Die AML-12
wiesen auch feinverteiltes LHBs auf. Dagegen traten keine LHBs-Aggregate in LHBs- bzw.
LHBs/HBx-transgenen Huh7-Zellen auf. Im Gegensatz dazu flihrte die alleinige Expression
von SHBs in allen drei Zelllinien zu einer Feinverteilung des SHBs im Zytoplasma der Zellen.
Desweiteren wurde die subzellulidre Lokalisation des LHBs in den drei Zelllinien untersucht.
Analysen mittels konfokaler Mikroskopie ergaben, dass LHBs in allen drei Zelllinien mit dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER) kolokalisierte, jedoch nicht mit dem Golgi-Apparat.
Demnach war das unterschiedliche Verteilungsmuster des LHBs zwischen den Zelllinien nicht
durch die Lokalisation des LHBs im ER bzw. Golgi-Apparat bedingt. Verschiedene Studien
unterstiitzen diese Befunde. Demnach wird LHBs im ER bzw. einem ER-Golgi-
Intermedidrkompartiment (ERGIC) zuriickgehalten und wird nur sekretiert, allerdings auf
niedrigem Niveau, in der Gegenwart von SHBs oder MHBs (Cheng et al., 1986; Chisari et al.,
1987; Molnar-Kimber et al., 1988; Nemeckova et al., 1994; Ou and Rutter, 1987; Persing et
al., 1986). Es wird angenommen, dass die LHBs-Sekretion durch Bildung von Disulfid-
Komplexen zwischen den drei HBs-Proteinen zustandekommt (Bruss et al., 1996a; Clayton et
al., 2001). In Zelllysaten der drei erzeugten Zelllinien, transgen fiir LHBs bzw. LHBs/HBx,
wurde zwar im Western-Blot eine sehr starke LHBs-, aber nur eine sehr schwache SHBs-
Expression detektiert (Daten exemplarisch fiir SHBs bei NIH3T3-Zellen gezeigt, Abb. 16 B).
Mittels ELISA-Messungen wurde daher eine quantitative Erfassung der sekretierten und
intrazelluldren HBs-Proteine in den Zelllinien vorgenommen. Wéhrend deutliche SHBs-
Mengen von den Zelllinien mit SHBs-Konstrukt sekretiert wurden, waren keine HBs-Proteine
in Zellkultur-Uberstinden von jenen mit dem LHBs/HBx-Konstrukt messbar. In den
Zelllysaten der Zelllinien beider Konstrukte waren hingegen HBs-Proteine eindeutig
nachweisbar. Diese Ergebnisse und die zuvor genannten Western-Blotting Ergebnisse lassen
den Schluss zu, dass die Zelllinien mit LHBs/HBx-Konstrukt nur geringfiigige Mengen an
SHBs exprimierten. Dagegen exprimierten und sekretierten transgene Méuse mit der gleichen
LHBs/HBx-Sequenz, deutliche HBsAg-Mengen (Chisari et al., 1986; Churin et al., 2014). Die
LHBs-Expression stand hier allerdings unter der Kontrolle eines Albumin- statt eines CMV-
Promotors.

Eine Studie zeigte, dass die Induktion von ER-Stress den SHBs-Promotor aktiviert (Xu et al.,
1997b). Analog konnte die SHBs-Expression in NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) durch
Tunicamycin-Behandlung stark induziert werden (Kapitel 4.6). Die Fihigkeit zur SHBs-

Expression ist somit durch das verwendete LHBs/HBx-Konstrukt grundsétzlich gegeben.
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Moderate HBsAg-Konzentrationen wurden von Huh7-Zellen sekretiert, die transient mit
einem HBs-Konstrukt ohne CMV-Promotor transfiziert waren. In diesen Zellen wurde die
HBs-Expression nur durch die natiirlichen HBV-Promotoren gesteuert, wodurch die HBs im
physiologischen Verhéltnis exprimiert werden (Daten nicht gezeigt).

Die sehr schwache SHBs-Expression in den Zelllinien mit LHBs/HBx-Konstrukt, gesteuert
durch den internen praS2-Promotor, konnte daher durch den starken CMV-Promotor, der vor
der praS1-Sequenz liegt, und / oder durch dem im Gegensatz zur in vivo Situation in Mdusen
fehlenden ER-Stress in Zellkultur verursacht sein.

Bei der Untersuchung des Zeitverlaufs der LHBs-Expression in Huh7- und NIH3T3-Zellen
(beide LHBs/HBx) wurde eine stirkere Glykosylierung des LHBs bei NIH3T3-Zellen in der
Western-Blotting-Analyse gesehen. Literaturdaten zeigen, dass das LHBs-Protein im Hepatitis
B Virus obligat N-glykosyliert vorliegt. Daneben kann es auch fakultativ O-glykosyliert sein
(Schmitt et al., 2004). Da jedoch LHBs in den untersuchten Zelllinien nicht mit dem Golgi-
Apparat kolokalisiert war, ist nur von einer N-Glykosylierung des LHBs auszugehen. N-
Glykosylierungen sind fiir viele Proteine u.a. wichtig fiir ihre korrekte Faltung, Degradation
und Sekretion (Helenius and Aebi, 2004). Um den Einfluss der N-Glykosylierung auf die
intrazellulire LHBs-Verteilung zu untersuchen, wurden NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) mit
Tunicamycin, einem Inhibitor von N-Glykosylierungen, behandelt. Jedoch hatte weder eine
Behandlung der Zellen vor oder nach der LHBs-Expression eine Anderung der LHBs-
Verteilung zur Folge. In analoger Ergiinzung zu diesen Ergebnissen wurden in einer Studie
keine Verdnderungen im Zusammenbau und Freisetzung von Hepatitis B Viren durch

Inhibierung der N-Glykosylierung des LHBs festgestellt (Lambert and Prange, 2007).

5.2 Untersuchungen zur Interaktion von LHBs mit dem Zytoskelett

Eine chronische Hepatitis B (CHB) Virusinfektion (HBV) fiihrt zur Akkumulierung und
Aggregatbildung von HBsAg und LHBs im ER der Hepatozyten. Dies wurde auch in HBs-
transgenen Méusen beobachtet. Hepatozyten exprimieren grofle Mengen an CK8 und CK18,
die bei einer CHB vermehrt hyperphosphoryliert sind, was mit einem schwereren
Krankheitsverlauf korreliert. Ein Kennzeichen verschiedener Lebererkrankungen sind
Mallory-Denk-Kdrperchen (MDB), die iiberwiegend hyperphosphorylierte CK8/18-Aggregate
in Hepatozyten darstellen (Strnad et al., 2008). Zudem sind eine Reihe von Zytokeratin-

Pathogen-Interaktionen, wie auch bei Hepatitis-Viren bekannt, die einen direkten Einfluss von
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CK auf die Infektion, Replikation oder Freisetzung der Pathogene aus den Wirtszellen zeigen
(Kapitel 1.2.4.4). Die Abhingigkeit der LHBs-Verteilung, insbesondere von Zytokeratinen,
aber auch von anderen Zytoskelett-Komponenten wie Mikrofilamenten (MF) und Mikrotubuli
(MT) wurde daher untersucht.

Zunichst erfolgten Immunfluoreszenz-Farbungen auf PAN-CK und LHBs in LHBs/HBx-
transgenen Huh7- und NIH3T3-Zellen. Wahrend NIH3T3-Zellen LHBs-Aggregate, aber kaum
eine PAN-CK-Féarbung aufwiesen, zeigten Huh7-Zellen eine starke PAN-CK-Fiarbung und
feinverteiltes LHBs im Zytoplasma. Dies war ein Hinweis, das Zytokeratine einen Einfluss auf
die intrazelluldre LHBs-Verteilung haben konnten. Analoge Ergebnisse wurden bei Farbungen
auf HBs und CK18 sowie LHBs und CKS8 erzielt. IF-Farbungen auf andere Zytoskelett-
Komponenten wie o-Tubulin und B-Aktin zeigten dagegen keine signifikanten
Expressionsunterschiede zwischen den Zelllinien. Um mogliche Interaktionen zwischen LHBs
mit Filamenten von Zytoskelett-Komponenten wie Mikrofilamente (MF), Mikrotubuli (MT)
und Zytokeratine (CK) sichtbar zu machen, wurden Substanzen zu deren spezifischen
Depolymerisierung eingesetzt. Von Okadainsdure (OA) ist bekannt, dass es u.a. zur
Hyperphosphorylierung und infolgedessen zu einer erhdhten Loslichkeit und Granulabildung
von Zytokeratinen fiihrt (Blankson et al., 1995; Kasahara et al., 1993; Strnad et al., 2001,
Yatsunami et al., 1993). In Huh7- und AML-12-Zellen (beide LHBs/HBx) kam es durch OA-
Behandlung zu einem punktuellen Zusammensturz von feinverteiltem LHBs und PAN-CK in
einem gemeinsamen perinukledren Bereich, was auf eine Interaktion zwischen beiden
Proteinen schliefen lieB. Literaturdaten zeigen, das OA zeit- und konzentrationsabhéngig zu
einer reversiblen Fragmentierung des Golgi-Apparats fiihrt (Lucocq et al., 1991; Reaven et al.,
1993; Tamaki and Yamashina, 2002; Waschulewski et al., 1996). Mit den in den eigenen
Experimenten eingesetzten OA-Konzentrationen wurden jedoch nur geringfiigige Effekte auf
den Golgi-Apparat der drei verwendeten Zelllinien gesehen (Daten nicht gezeigt). Zudem war
LHBs zwar mit dem ER, aber nicht mit dem Golgi-Apparat kolokalisiert, sodass kein Effekt
auf die LHBs-Verteilung hinsichtlich einer evtl. Golgi-Fragmentierung zu erwarten war.
Obwohl solche Effekte nicht fiir das ER beschrieben sind, wurde ein moglicher Einfluss von
OA auf das ER mittels IC-IF iiberpriift. Dabei kam es in Huh7-Zellen (LHBs/HBXx),
ungeachtet eines Zusammenbruchs von LHBs und Zytokeratin-Filamenten, zu keiner
wesentlichen Verdnderung der ER-Morphologie bei den eingesetzten OA-Konzentrationen.
Lediglich wurde in ca. einem Drittel der Zellen eine Verdichtung des ER’s im Bereich der
LHBs- und Zytokeratin-Aggregate mit deren gleichzeitiger Kolokalisation beobachtet. Diese

Ergebnisse sind schliissig, da die HBV-Oberflachenproteine als Transmembran-Proteine des
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ER’s translatiert werden und LHBs weitgehend im ER bzw. in der ERGIC-Region
zuriickgehalten wird. Da Zytokeratine und andere IF-Filamente sowie MF und MT mit
diversen Organellen (ER, Golgi, Mitochondrien) interagieren und fiir ihre richtige
Positionierung in der Zelle sorgen (Bola and Allan, 2009; Gurel et al., 2014; Toivola et al.,
2005) ist eine teilweise gegenseitige Beeinflussung zu erwarten. Eine teilweise Kolokalisation
von Zytokeratinen mit dem ER wurde durch eigene konfokalmikroskopische Analysen in
Huh7- und AML-12-Zellen festgestellt (Daten nicht gezeigt).

Desweiteren wurde Nocodazol (Noc) zur Depolymerisierung von Tubulin und Cytochalasin D
(CytoD) zur Depolymerisierung von Aktin eingesetzt. Wahrend es mit Noc zu keiner
sichtbaren Verdnderung der LHBs-Verteilung in drei Zelllinien kam, verédnderte CytoD leicht
die LHBs-Verteilung in Huh7- und AML-12-Zellen. Obwohl es durch eine weitgehend
fehlende Uberlagerungsfirbung keinen Hinweis auf eine direkte Interaktion von LHBs mit B-
Aktin durch CytoD-Behandlung gab (Abb. 21 d), war eine solche zwischen LHBs und PAN-
CK deutlich sichtbar (Abb. 21 b). Hier kam es durch CytoD zu einer nahezu identischen
Verdnderung der Verteilung von LHBs und CK-Filamenten, wobei letztere teilweise
punktformig, wie B-Aktin nach CytoD-Behandlung, vorlagen. Grundsitzlich sind zwei
Erklarungsansétze denkbar: Entweder wirkte CytoD leicht unspezifisch und beeintrichtigte
auch direkt Zytokeratine oder was eher anzunehmen ist, B-Aktin lag mit Zytokeratinen
teilweise assoziiert vor und es kam zu einer indirekten Beeinflussung von LHBs. Fiir letztere
Annahme spricht auch das Ergebnis des Proximity Ligation Assays (PLA) zwischen CK18 und
3-Aktin (s. ndchster Abschnitt). Literaturdaten zeigen, dass die Zytoskelett-Mitglieder durch
Linkerproteine wie z.B. Plektin oder bulloses Pemphigoid-Antigen 1 teilweise miteinander

verkniipft sind (Chang and Goldman, 2004; Jefferson et al., 2004).

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

Die bisherigen Ergebnisse zur LHBs-Verteilung und Zytokeratin-Expression in Huh7- und
NIH3T3-Zellen legten nahe, dass LHBs mit Zytokeratinen interagiert. Dies sollte mit
zusitzlichen Methoden im Detail untersucht und bestétigt werden.

Zunichst wurde der Frage nachgegangen, warum AML-12-Zellen trotz starker PAN-CK-
Farbung auch LHBs-Aggregate aufwiesen. Aus der Literatur ist bekannt, dass Mallory-Denk
Korperchen (MDB) in Hepatozyten iiberwiegend aus ubiquitinierten CK8/18-
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Proteinaggregaten bestehen und dass ein Uberschuss von CKS8 im Verhiltnis zu CK18 ihre
Entstehung fordert bzw. umgekehrt verhindert (Nakamichi et al., 2005; Zatloukal et al., 2000).
Da Hepatozyten und meist auch davon abstammende Zelllinien als Zytokeratine einzig CK8
und CK18 exprimieren (Fuchs and Weber, 1994) wurde ein Profil dieser beiden Zytokeratine
bei den drei LHBs/HBx-transgenen Zelllinien erstellt. Wéhrend kein CK8/18 in NIH3T3-
Zellen detektiert werden konnte, wiesen AML-12- im Vergleich zu Huh7-Zellen ein weit
grofleres CK8 zu CKI18-Verhiltnis auf. Diese Ergebnisse, die Verhinderung von LHBs-
Aggregaten in NIH3T3 durch CK18-Expression (s.u., Kapitel 5.4) und o.g. Literaturdaten
lassen vermuten, dass das CK-Verhéltnis verantwortlich fiir die LHBs-Verteilung in den
AML-12- und Huh7-Zellen sein konnte. Die LHBs-Expression selbst hatte keinen Einfluss auf
die Zytokeratin-Expression bzw. das CK8/18-Verhiltnis in den drei Zelllinien.

Im Anschluss erfolgten Kolokalisationsanalysen mittels konfokaler Mikroskopie und PLA-
Assay. Beide Methoden konnen bei unmittelbarer Nidhe von zwei Proteinen (PLA < 40 nm,
Konfokale Mikroskopie ca. 350 — 400 nm; Mitteilung der Fa. Sigma-Aldrich bzw. der Fa.
Leica) deren Kolokalisation auf verschiedene Art und Weise anzeigen.

In Huh7- und AML-12-Zellen (beide LHBs/HBx) wurde eindeutig eine Kolokalisation von
LHBs mit PAN-CK und CK8 bzw. auch HBs mit CKI18 iiber konfokale Mikroskopie
nachgewiesen. Wegen Speziesgleichheit (beide von Maus) konnte CK18 nicht zusammen mit
dem spezifischen LHBs-Antikdrper MA18/07 untersucht werden. Daher wurde CKI18
zusammen mit einem fiir alle HBV-Oberflachenproteine (HBs) spezifischen Antikorper (von
Kaninchen) in den Immunfluoreszenz-Doppelfdarbungen eingesetzt. Da in den getesteteten
Zellen jedoch fast nur LHBs und nur sehr wenig SHBs und MHBs exprimiert wurde, ist davon
auszugehen, dass dieser Antikorper fast ausschlieBlich LHBs detektierte. Jedoch war LHBs
bzw. HBs nicht vollstindig mit Zytokeratinen kolokalisiert. Insbesondere traf dies fiir LHBs-
Aggregate in AML-12-Zellen zu. Der Grund hierfiir konnte sein, dass diese Aggregate
bevorzugt in Bereiche der Zelle ausgelagert werden, die kein oder nur sehr wenig Zytokeratin
enthalten. Insgesamt war die Kolokalisation von LHBs mit CK, die LHBs-Feinverteilung und
das CK18 zu CK8-Verhiltnis in Huh7- grosser als in AML-12-Zellen. Das grolere CK18 zu
CK8-Verhiltnis konnte &dhnlich wie bei der Bildung von Mallory-Denk-Koérperchen die
Feinverteilung fordern und zu der grosseren LHBs-CK-Kolokalisation in Huh7-Zellen
beitragen. Kleinere LHBs-Partikel sind im Vergleich zu groBeren Aggregaten beweglicher und
besitzen zudem eine im Verhdltnis zum Volumen gréfere Oberfliche und somit mehr
potentielle Bindungsstellen fiir Interaktionen mit z.B. Zytokeratinen. Die LHBs-Partikel

konnten so hdufiger und leichter an Keratinproteine binden und im Zytoplasma verteilt
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werden. Dem Keratin-Zyklus konnte hierbei die entscheidende Rolle zukommen (s. Kap.
1.2.4.5). Dies konnte auch einen Mechanismus darstellen, der LHBs-exprimierende Huh7-
Zellen in die Lage versetzt, im ER oder in der ERGIC-Region akkumuliertes LHBs zu
entfernen. Die nicht detektierbare CK8/18-Expression und LHBs-Aggregate in NIH3T3-
Zellen sprechen ebenso fiir diese Hypothese. Mangels CK8/18 konnten bei NIH3T3-Zellen
(LHBs/HBx) keine Kolokalisations-Analysen zwischen Zytokeratinen und anderen Proteinen
mit konfokaler Mikroskopie und PLA-Assay vorgenommen werden.

Mittels PLA-Assay konnte die bereits mit konfokaler Mikroskopie gesehene Kolokalisation
von HBs mit CK18 bzw. LHBs mit CK8 bei Huh7- und AML-12-Zellen (beide LHBs/HBx)
bestitigt werden. Die PLA-Daten von LHBs mit CK8 waren denen von HBs mit CK18 analog
und wurden daher nicht gezeigt. Der Grad der Kolokalisation war mit beiden AntikSrper-
Kombinationen und beiden LHBs-exprimierenden Zelllinien (+ Dox-Zugabe) im Vergleich zu
den gleichen Zellen, die nicht LHBs exprimierten (ohne Dox) sehr hoch. Der PLA-Assay
bietet durch einen DNA-Amplifikationsschritt bei vorliegender Kolokalisation, eine sehr hohe
Empfindlichkeit der Signaldetektion iiber fluoreszenzgekoppelte DNA-Sonden. Dies
ermoglicht es, im Vergleich zur konfokalen Mikroskopie, auch schwache Kolokalisationen
empfindlich zu detektieren. Im Gegenzug erhoht sich, insbesondere bei der Verwendung von
auch unspezifisch reagierenden Antikorpern, das Grundrauschen. Fiir diesen Assay wurden
daher nur sehr spezifisch reagierende Antikorper in hoher Verdiinnung eingesetzt. Ein weiterer
Vorteil des Assays besteht in der im Vergleich zur konfokalen Mikroskopie leichteren
semiquantitativen Erfassung des Kolokalisationsgrads, der proportional zur spezifischen
Signalfluoreszenz ist. Dagegen muss bei konfokaler Mikroskopie die Uberlagerung und
Intensitdt von zwei verschiedenen Fluoreszenzsignalen in mehreren Zell-Schichtebenen erfasst
und summiert werden. Dadurch kommt es insb. bei schwicheren Signalen zu nicht
unerheblichen Signalverlusten durch sog. ,,Photobleaching*.

Alle drei Zelllinien wurden zudem auf eine Kolokalisation von LHBs mit B-Aktin bzw. a-
Tubulin mittels PLA-Assay untersucht. Hierbei konnte eine schwache Kolokalisation von
LHBs mit B-Aktin und eine nur sehr schwache mit a-Tubulin detektiert werden. Eine
weitgehend fehlende Uberlagerungsfirbung zwischen LHBs und B-Aktin wurde bereits in
einer Immunfluoreszenz-Doppelfarbung bei Huh7-Zellen £ CytoD gesehen (Kapitel 4.9).
Zudem bewirkte Cytochalasin D eine leichte Anderung der Zytokeratin- und LHBs-
Verteilung, die wahrscheinlich mit der teilweisen Verkniipfung von Zytokeratin- mit Aktin-
Filamenten erklérbar ist (s. voriger Abschnitt). Eine moderate Kolokalisation von B-Aktin und

CK18 in Huh7-Zellen konnte mittels des PLA-Assays beobachtet werden. Deren Stirke war
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unabhéngig einer LHBs-Expression, was darauf hindeutet, dass LHBs keine Adaptorfunktion
zwischen diesen Proteinen einnimmt.

Der direkte Nachweis einer Interaktion der myristylierten praS1-Doméne von LHBs (myr-
praS1) mit humanen rekombinanten CKS8- und CKI18-Protein wurde schlieBlich mit
Oberflichen-Plasmonresonanz-Spektroskopie  (SPR)  erbracht. Wéhrend BSA  als
Kontrollprotein nicht an immobilisiertes myr-praS1-Peptid bindete, interagierten sowohl CK8
und CK18 im Einzel- wie im Doppelansatz mit dem Peptid und fiihrten zu einem

konzentrationsabhéngigen Signal.

5.4 Untersuchungen zur LHBs-Aggregatbildung

Die bisherigen Ergebnisse legten den Schluss nahe, dass CKI18 an der intrazelluldren
Feinverteilung von LHBs verantwortlich ist. Daher wurde humanes CK18-Protein
(Proteinsequenz-Identitit bzw. -Ahnlichkeit zu murinen CKI18: 86,3% bzw. 92,4%) in
NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx) exprimiert und anschlieBend die LHBs-Expression induziert.
Transfizierte Zellen wiesen danach nur feinverteiltes LHBs auf, das kolokalisiert mit CK18
vorlag. Eine LHBs-Aggregatbildung wurde damit durch CK18 effektiv verhindert. Das CK18
lag allerdings mangels seines Partners CK8 nicht in Filamentform vor, sondern als Protein-
Ansammlung innerhalb des Zytoplasmas. Aus der Literatur ist bekannt, das Zytokeratine zur
Filamentbildung ihren natiirlichen Bindepartner bendtigen (Baribault et al., 1993; Hatzfeld and
Franke, 1985).

In einem analogen Experiment wurde das Chaperon BiP in NIH3T3-Zellen (LHBs/HBx)
transient exprimiert. Jedoch kam es weder zu einer Privention noch einer Reduzierung der
Anzahl von LHBs-Aggregaten (Letzteres nicht gezeigt). HBV-spezifische Literaturdaten
zeigen, dass BiP an der Translokation der praS-Doménen des LHBs in das ER-Lumen beteiligt
ist (Awe et al., 2008; Lambert and Prange, 2001; Lambert et al., 2004). BiP gehort zu der
Hitzeschockprotein-70 Familie (HSP70) und ist im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) ansiéssig. Es ist an der korrekten Faltung von Proteinen und deren Translokation in und
aus dem ER-Lumen mitbeteiligt (Kassenbrock et al., 1988). Dafiir bindet BiP an fehlgefaltete
Proteine und Proteinaggregate, verhindert ihre Sekretion und sorgt fiir deren Abbau, in dem es
sie zum Proteasom transloziert (Ni and Lee, 2007). BiP ist nur eines von vielen verschiedenen
Chaperonen, zu denen auch Proteindisulfidisomerase (PDI), Glucose-regulated protein 94

(GRP-94), Calreticulin, Calnexin und andere Hitzeschockproteine gehoren. Sie sind mit auf
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teils unterschiedlicher Art und Weise an der korrekten Proteinfaltung, Prdvention und
Auflésung von Proteinaggregaten beteiligt. Im Versuch wurde die humane Sequenz von BiP in
murinen NIH3T3-Zellen eingesetzt. Obwohl die humane und murine Proteinsequenz von BiP
zu 98,6% identisch und zu 99,2% é&hnlich ist, ist eine Funktionsverdnderung von humanem
BiP in den NIH3T3-Zellen insbesondere vor dem Hintergrund des Zusammenwirkens von
verschiedenen Chaperonen und Hilfsproteinen bei der korrekten Proteinfaltung bzw.
Aggregatsabbaus nicht gidnzlich auszuschlieBen. Eine Expression der murinen BiP-Sequenz
wére hier aussagekriftiger gewesen, war aber zu diesem Zeitpunkt nicht verfligbar. Ein
spateres Experiment, bei dem die zelleigene BiP-Expression durch die ER-Stress auslosenden
Substanzen Thapsigargin und Tunicamycin in NIH3T3 (LHBs/HBx) stark induziert wurde,
fiihrte jedoch auch zu keiner Privention bzw. Aufldsung von LHBs-Aggregaten (Daten fiir
TM und LHBs-Aggregate gezeigt). Interessant wire, ob eine Uberexpression bzw.
Herunterregulation der Expression von Calnexin und Hsc70 in Huh7- bzw. NIH3T3-Zellen
(beide LHBs/HBx) die LHBs-Verteilung beeinflusst, da eine Interaktion von Calnexin und
Hsc70 mit LHBs bekannt ist (Prange et al., 1999; Xu et al., 1997a).

Mittels CK18-Expression konnte die LHBs-Aggregatbildung in NIH3T3-Zellen verhindert
werden. Den umgekehrten Weg, nimlich {iber einen CK18-Knockdown in Huh7-Zellen eine
LHBs-Aggregatbildung zu generieren, wurde mittels RNA-Interferenz begangen. Dazu wurde
in Huh7-Zellen (LHBs/HBx) eine effektive short-hairpin RNA (shRNA) gegen CK18 iiber
Plasmid-Transfektion zur Expression gebracht. Immunfluoreszenzen dieser Zellen zeigten
sowohl eine starke Reduzierung der CK18- als auch der CK8-Proteinexpression. Das LHBs
lag jedoch in diesen Zellen weiterhin wie bei nicht-transfizierten Zellen im gleichen Ansatz
fein verteilt vor. Auch eine Western-Blotting-Analyse konnte in Zelllysaten von Huh7-Zellen
(ohne LHBs/HBx), deren CK18 durch shRNA herunterreguliert war, eine etwa gleich starke
Reduzierung der CK8-Proteinexpression nachweisen. In mehreren Studien zu CK18 und CKS8
wurde beobachtet, dass es bei Herunterregulierung eines der Keratinpartner zu einer
Proteinreduzierung des anderen natiirlichen Keratinbindungspartners in der Zelle kam, jedoch
nicht von anderen Keratinen (Alam et al., 2011; Baribault et al., 1993; Fortier et al., 2013),
(personl. schriftliche Mitteilung von Dr. Fortier). Als Grund wird eine verringerte
Proteinstabilitdt des nicht herunterregulierten Keratinpartners angenommen (Alam et al.,
2011). Ein Erkldrungsansatz, wieso es durch einen CK18-Knockdown zu keiner LHBs-
Aggregatbildung in den Zellen gekommen war, kdnnte die etwa gleich starke Reduzierung des

CKS8-Proteins sein. Dadurch blieb das Verhéltnis von CK8- zu CK18-Proteinen gleich. Wie
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bereits weiter oben diskutiert wurde, ist fiir die Entstehung von MDB ein grofleres CK8 zu

CK18-Verhiltnis notig.

5.5 Untersuchungen zum Einfluss von Zytokeratinen auf die HBV-Infektion und
Sekretion

5.5.1 Einfluss von extrazellulirem Zytokeratin 8 und 18

Die myristylierte praS1-Domédne des LHBs ist fiir die HBV-Infektion von Priméren
Hepatozyten essentiell (Bruss et al., 1996b; Gripon et al., 1995). Da eine Bindung von CK8-
und CK18-Protein daran mit einer SPR-Analyse nachgewiesen werden konnte, wurden in
einem HBV-Infektionsexperiment bei primidren Hepatozyten des siidostasiatischen
Spitzhdrnchens (Tupaia belangerii) (PTH) die Effekte von extrazelluldir vorliegenden
Zytokeratinen auf die Infektion ndher untersucht (Kapitel 4.17.1). Diese lassen sich im Blut
von Gesunden als auch in hoéheren Konzentrationen im Blut von Patienten mit
Leberschidigungen nachweisen (s.u.). Dafilir wurde humanes rekombinantes CK8- und CK18-
Protein mit HB-Viren zunéchst vorinkubiert. Dies sollte schon vor Infektionsbeginn eine
Interaktion von CK-Proteinen mit den Viren ermdglichen. Die eingesetzte niedrigere CK-
Konzentration von 1 pg/L wurde anhand von Literaturdaten zu CK18-Serumkonzentrationen
festgelegt (Feldstein et al., 2009). Gesunde Probanden ohne Leberschddigung wiesen hier
einen Medianwert von 144 U/L (= 8,6 pg/L), Patienten mit Nichtalkoholischer
Fettlebererkrankung (NAFLD) von 244 U/L (= 14,6 pg/l) und Patienten mit
Nichtalkoholischer Steatohepatitis (NASH) von 335 U/L (= 20,0 ug/L) auf. Die Molekiilmasse
von CKI18 betragt 48.201 g. 1 U entspricht 1,24 pmol CK18 (Kramer et al., 2004). Die
eingesetzte hohere CK-Konzentration von 1 mg/L entsprach somit ca. dem 50 - 100fachen der
physiologischen Serumkonzentration beim Gesunden oder Patienten. Selbst mit dieser hohen
CK-Konzentration konnte kein inhibitorischer oder fordernder Effekt auf die HBV-Infektion
gesehen werden. Dagegen wurde die Infektion komplett durch den prdS1-spezifischen
Antikorper MA18/07 inhibiert. Dieser ist ein neutralisierender Antikdrper der HBV-Infektion
bei primédren Hepatozyten von Menschen und von Tupaia belangeri (Glebe et al., 2003).

Eine Erklarung, warum mit extrazelluldr applizierten CK-Proteinen keine Effekte auf die
HBV-Infektion gesehen werden konnte, kdnnte an der sehr schlechten Loslichkeit der CK-
Proteine in wiéssrigen Losungen liegen, was ihre effektive Interaktionsfdhigkeit im

Reaktionsansatz stark verringert. Normalerweise liegen CK-Proteine nur in geséittigter
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Harnstoff-Losung (ca. 9,5 M) vollstindig gelost, aber in denaturierter Form vor (Hatzfeld and
Franke, 1985). Daraus lassen sich Filamente durch stufenweise Dialyse dquimolarer Mengen
von je einem Keratin Typ I und Typ II (z.B. CK8 und CK18), in einem niedrigkonzentrierten
Salzpuffer (z.B. PBS) renaturieren (Hatzfeld and Franke, 1985). Hierbei kam es jedoch im
eigenen Experiment zu makroskopisch sichtbaren Proteinausfdllungen. Daher wurden die
entsprechenden Volumina an denaturierten CK-Proteinen, gelost in 9,5 M Harnstoft-Puffer,
direkt in den HBV-Inkubationsansatz (HGM-Medium + HBV) pipettiert und sofort ausgiebig
vermischt. Dies entsprach grundsétzlich der gleichen Vorgehensweise wie bei der SPR-
Messung, bei der die CK-Proteine in PBS-Puffer direkt eingebracht, gemixt und sofort
gemessen wurden. Somit lieB sich zwar im Kombinationsansatz von CK&8/18 keine
Filamentbildung erwarten, jedoch kam es hier wie auch in den Einzelansdtzen zu einer
Interaktion der CK-Proteine mit der myristylierten praS1-Doméine des LHBs. Grundsitzlich ist
somit davon auszugehen, dass im HBV-Inkubationsansatz potentiell interagierende CK-
Proteine vorlagen. Falls deren Interaktionsfdhigkeit durch die schlechte Ldslichkeit
herabgesetzt war, konnte der eingesetzte Uberschuss an Viren zu Hepatozyten (ca. 30fach)
einen moglichen Effekt nivelliert haben.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir das Ausbleiben von detektierbaren Effekten durch
extrazellular applizierte CK-Proteine konnte an der fehlenden Zugénglichkeit der
Interaktionsstellen der praS1-Doméne des LHBs im Virus mit den CK-Proteinen sein.
Denkbar ist, dass die prdSI-Domidne im Virus eine Konformation annimmt, die den CK-
Proteinen eine Bindung daran, im Gegensatz zu der bei der SPR-Messung vorliegenden
Konformation, nicht erlaubt. Hier lag die prdS1-Domine iiber kovalente Peptidbindung
zweidimensional und konformationsunabhédngig auf der Chip-Matrix gespottet vor. Mdglich
ist auch eine sterische Hinderung der prdS1-Doméne durch andere benachbarte Virusproteine
im Virion. Moglicherweise kénnen nur CK-Filamente oder kleinere Keratin-Einheiten wie
z.B. Caspase-gespaltene CK18-Fragmente, wie sie vor allem im Serum von Patienten mit
Leberschddigungen gefunden werden, an die prdS1-Doméne im Virus binden. Dies kdnnte bei
der Annahme, dass dadurch die Infektion unterbunden wird, einen Selbstregulations-
Mechanismus von HBV darstellen. Eine zu starke Leberschidigung, die die Gefahr einer zu
starken Aktivierung von Abwehrmafinahmen des Immunsystems mit sich bringt, wiirde so
vermieden. Dies hétte den Vorteil, dass der Wirt und letztlich auch HBV an sich, nicht tiber
alle MaBle geschiadigt wird. BekanntermalBlen ist HBV nicht unmittelbar zytopathogen und

versucht durch verschiedene Mechanismen, der Erkennung durch das Immunsystem zu
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entgehen (s. Einleitung, Kapitel. 1.1.4). Das Hepatitis B Virus wird daher auch als Stealth
Virus bezeichnet (Wieland and Chisari, 2005).

5.5.2 Einfluss von Okadainsiure

Der Phosphatase-Inhibitor Okadainsdure (OA) zeigte in LHBs-exprimierenden Huh7- und
AML-12-Zellen einen Ko-Zusammensturz von CK8/18 und LHBs (Abb. 18 A, Abb. 37 A).
Literaturdaten zeigen zudem, dass eine Behandlung von Zellen mit OA konzentrations-
abhingig zu einer verstirkten Phosphorylierung von Zytokeratinen (Kasahara et al., 1993;
Paramio, 1999; Yatsunami et al., 1993; Yuan et al., 1998) und daraus resultierend zu deren
erhohter Loslichkeit fithrt (Liao and Omary, 1996; Strnad et al., 2001; Strnad et al., 2002). In
der Immunfluoreszenz zeigt sich dies durch eine diffuse Zytokeratin-Férbung im Zytoplasma
der Zelle (Strnad et al., 2001). Es wird angenommen, dass es sich hierbei um 16sliche Keratin-
Einheiten handelt. Bei ldngerer Einwirkung von OA bzw. hoheren Konzentrationen kommt es
zur Bildung von zytoplasmatischen Zytokeratin-Granula, einer Reorganisation des KF-
Netzwerks und perinukledren Zytokeratin-Aggregaten (Blankson et al., 1995; Kasahara et al.,
1993; Strnad et al., 2001; Yatsunami et al., 1993). Da OA zeit- und konzentrationsabhingig
zytotoxische Effekte aufweist, wurde zunéchst OA bei PTH austitriert (von 10 bis 500 nM).
Dabei zeigte sich, dass OA ab 100 nM deutliche zytotoxische Effekte (Zellabrundung,
Adhirenzverlust, Verlust der Zellmembranintegritit (Trypanblau-Farbung)) verursachte
(Daten nicht gezeigt). Daher wurde OA im HBV-Infektions- und Sekretionsexperiment bei
PTH in niedrigeren Konzentrationen (0 bis 50 nM; in 10 nM-Abstufungen) eingesetzt. Bereits
mit 10 nM OA konnte eine maximale Steigerung der HBsAg-Konzentration im Zellkultur-
Uberstand des Infektionsexperiments gesehen werden. Hohere OA-Konzentrationen fiihrten an
Tag 4 und 7 der Infektion konzentrationsabhédngig zu niedrigeren HBsAg-Steigerungen vs
OA-unbehandelten Zellen. Vermutlich sind diese durch weitere Effekte von OA bedingt, tiber
die in der Literatur berichtet werden. U.a. wurde hdufig eine verminderte extrazelluldre
Sekretion von Proteinen durch OA-Behandlung beobachtet (Lucocq, 1992; Lucocq et al.,
1995; Reaven et al., 1993; Sato et al., 1998; Tamaki and Yamashina, 2002; Waschulewski et
al., 1996). Auch iiber eine Induzierung von Apoptose in OA-behandelten Zellen wurde
berichtet (Fieber et al., 2012; Hanana et al., 2012; Haneji et al., 2013; Opsahl et al., 2013). In

den meisten Féllen wurden hierbei sehr hohe OA-Konzentrationen (> 200 nM) eingesetzt.
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Beim Sekretionsexperiment (Kapitel 4.17.3) waren mit den eingesetzten OA-Konzentrationen
(0 bis 50 nM) keine signifikanten Unterschiede bei der HBsAg-Sekretion feststellbar. Daraus
lasst sich schlussfolgern, dass die im Infektionsexperiment durch OA-Behandlung detektierten
HBsAg-Steigerungen durch eine Steigerung der Infektion, aber nicht durch eine verstirkte
Sekretion oder Replikation bedingt sind.

Da der Phosphatasen-Inhibitor OA indirekt zu einer verstérkten Phosphorylierung von Serin-
und Threonin-Resten von Zytokeratinen, aber auch von einer unbekannten Anzahl zahlreicher
anderer intrazelluldrer Proteine wie z.B. Intermedidrfilamenten (IF) und IF-assoziierten
Proteinen (IFAP) fiihrt (Haystead et al., 1989; Reaven et al., 1993), ldsst sich die
Infektionssteigerung nicht ohne weiteres einer spezifischen Wirkung von OA auf Zytokeratine
zuschreiben. Auch eine Induzierung von verschiedenen Kinase-Aktivititen ist durch OA-
Behandlung bekannt (Details s. Einleitung, Kap. 1.2.5).

Beschrieben ist u.a. die Translokation der Protein Kinase C (PKC) vom Zytosol zur
Plasmamembran durch OA-Behandlung, was eine wichtige Voraussetzung zur Aktivierung
von PKC durch extrazelluldre Stimuli darstellt (Gopalakrishna et al., 1992). Dass PKC an der
CK-Phosphorylierung beteiligt ist, zeigt eine andere Studie (Kasahara et al., 1993). Hier
konnte Staurosporin, ein Inhibitor von PKC, den durch OA verursachten Zusammensturz von
Zytokeratinen verhindern. Die PKC-Familie, die mehr als zwolf Isoformen im Menschen
umfasst, besitzt eine zentrale Rolle bei der zelluldren Signalweiterleitung, indem sie
Phosphatgruppen auf Serin- und Threonin-Reste von Enzymen und anderen Signalmolekiilen
iibertriagt (Lipp and Reither, 2011). PKC selbst besitzt mehrere Phosphorylierungsstellen und
ithre intrazelluldre Lokalisierung (Plasma- und subzellulire Membranen) und Aktivitit wird
u.a. liber ithren Phosphorylierungsstatus reguliert (Newton, 1997; Parekh et al., 2000). PKC ist
beteiligt an der Regulation einer Vielzahl von zelluldren Prozessen wie z.B. Zellproliferation, -
iiberleben, Apoptose, Zelladhdsion und -migration (Griner and Kazanietz, 2007).
Interessanterweise fiihrte die Aktivierung von PKC in einer Reihe von Studien zu einer
erhohten Infektion bzw. Replikation bei diversen Viren (Filone et al., 2010; San-Juan-Vergara
et al., 2004; Slobbe-van Drunen et al., 1997; Turkki et al., 2013). Umgekehrt bewirkte eine
spezifische PKC-Inaktivierung eine Inhibierung der Virus-Infektion bzw. -replikation
(Contreras et al., 2012; Hoffmann et al., 2008; Kucic et al., 2005). So konnte z.B. bei
Influenza-Viren der Viruseintritt in die Zelle und somit die Infektion durch hochspezifische
PKC-Inhibitoren inhibiert werden (Root et al., 2000; Sieczkarski et al., 2003). Das Influenza-
Virus gelangt wie HBV durch Endozytose in die Wirtszelle, im Gegensatz zu z.B. Herpes- und

vielen Retroviren, die durch Fusion mit der Plasmamembran in die Wirtszelle gelangen
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(Marsh and Helenius, 1989). In zwei Studien zu HCV und HBV konnte durch PKC-
Inhibitoren zwar eine deutliche Reduzierung der Replikation, aber nur eine leichte
Abschwichung der Infektion gesehen werden (Murakami et al., 2009; von et al., 2011).
Bekannt ist, dass verschiedene PKC-Isoformen mit den Zytokeratinen 8 und 18 interagieren,
diese phosphorylieren und zu einer Reorganisation des Keratin-Netzwerks flihren konnen
(Omary et al., 1992; Ridge et al., 2005; Sivaramakrishnan et al., 2009; Sun et al., 2013b; Yano
et al., 1991). Unter der Annahme, dass die HBV-Rezeptorbindung an die Wirtszelle und der
nachfolgende Viruseintritt zu einer PKC-Aktivierung fiihren, konnte {iber die
Phosphorylierung von Zytokeratinen deren intrazelluldre Loslichkeit erhoht werden. Die Folge
wire eine grossere Anzahl von kleinen und loslichen Keratin-Einheiten, die im intrazelluldren
Keratinzyklus quasi ein Transportmittel fiir HBV darstellen konnten, falls diese z.B. in der
Lage sind an LHBs im Virion zu binden. Eine PKCa-induzierende Wirkung durch Ca®'-
Freisetzung wurde erst kiirzlich fiir das Protein pUL37x1 des humanen Zytomegalovirus
gezeigt (Sharon-Friling and Shenk, 2014).

Vorstellbar ist auch, dass durch eine PKC-Aktivierung die kortikale Aktin-Barriere
destabilisiert wird. Literaturdaten zeigen, dass PKC auch an der Regulierung des Aktin-
Zytoskeletts beteiligt ist und seine Aktivierung zur Destabilisierung des kortikalen Aktins
fiihrte (Larsson, 2006; Yang et al., 2013). Da Zytokeratine iiber IFAP teilweise mit
Aktinfilamenten verkniipft sind (Coulombe and Omary, 2002; Jefferson et al., 2004), ist
zusitzlich zur o.g. direkten Wirkung von PKC auch eine indirekte Verdnderung der kortikalen
Zytokeratin-Organisation zu erwarten. Insbesondere das Aktin-Zytoskelett und assoziierte
Proteine spielen allgemein eine wichtige Rolle bei der Endozytose (Girao et al., 2008;
McPherson, 2002; Qualmann and Kessels, 2002; Schafer, 2002). Bei HBV wird wie beit HCV
eine Clathrin-vermittelte Endozytose in die Zelle nach Rezeptor-Bindung angenommen
(Blanchard et al., 2006; Cooper and Shaul, 2006; Huang et al., 2012). Eine lokale
Verdanderung des kortikalen Zytoskeletts konnte die Aufnahme der HBV-enthaltenen
Endosomen in die Zelle erleichtern. Anschliefend findet liber Mikrotubuli der weitere
gerichtete Transport der friihen Endosomen statt (Soldati and Schliwa, 2006).

Auch andere Kinasen sind in der Literatur hinsichtlich ihrer Beeinflussung der Infektion und
Replikation bei verschiedenen Viren beschrieben. So wurde z.B. bei Influenza-Viren ein
verminderter Viruseintritt und Replikation durch Inhibierung der Akt-Kinase-Aktivitit
beobachtet (Hirata et al., 2014). Von Bedeutung, speziell fiir den Endozytose-abhingigen
Viruseintritt von Influenza-Viren, sind Rho-Kinase, Phosphatidylinositol 4-Phosphat 5-kinase

(PIP5K) and Phospholipase C (PLC) (Fujioka et al., 2013). Bei HCV sind die Aktivierung von
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Protein Kinase A (PKA), Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
(RTK) und MAPK interagierende Serin/Threonin-Kinase 1 (MKNK1) als wichtig fiir den
Viruseintritt beschrieben (Zhu et al., 2014). Zusitzlich scheint u.a. Phosphatidylinositol 4-
Kinase Typ III (PI4KIIl) und Rho-Kinase eine Bedeutung bei der Membran- und Aktin-
Remodellierung sowie dem Virus-Transport wihrend des HCV-Eintritts zuzukommen (Berger
et al., 2009; Brazzoli et al., 2008; Trotard et al., 2009). Es ist wahrscheinlich, dass der
Phosphatase-Inhibitor OA die Phosphorylierung und Aktivitit von verschiedenen Kinasen
verstarkt, was wiederum die Aktivierung von Signaltransduktionswegen (z.b. PI3K-Akt,
Ras/MEK/ERK) zur Folge hat. Zuvor genannte sind bereits als fordernd auf die HCV-
Infektion beschrieben (Kim et al., 2013; Liu et al., 2012).

Die Infektionssteigerung durch OA-Behandlung konnte auch durch eine verstirkte
Phosphorylierung der HBV-Nukleokapsid-Partikel bedingt sein. Deren Phosphorylierung ist
fiir ihre Bindung an den Kernporen-Komplex und weiteren Transport des viralen Genoms in
den Zellkern notwendig (Kann et al., 1999). Natiirlicherweise erfolgt eine Phosphorylierung
der Nukleokapsid-Partikel durch die wirtseigene PKC (Kann et al., 1999). Dies ist wichtig fiir
die Verpackung der pgRNA von HBV in die Viruspartikel (Gazina et al., 2000; Melegari et
al., 2005). Die PKC wird dabei in die Virionen mitverpackt und ist somit ein Bestandteil
infektioser Viruspartikel (Kann et al., 1999). Inwieweit PKC eine Rolle bei einer de novo
HBV-Infektion spielt, ist bis dato nicht bekannt.

Im Sekretionsexperiment wurde eine dreitdgige Behandlung mit verschiedenen OA-
Konzentrationen bei PTH durchgefiihrt. Es konnte keine Steigerung des sekretierten HBsAg
gesehen werden. Dies spricht gegen die These, dass es durch verstirkte Phosphorylierung von
HBV-Nukleokapsiden zu der Infektionssteigerung im Infektionsexperiment gekommen sein
konnte. Der Grund ist, dass HBV durch einen intrazelluldren Selbstinfektionszyklus (sog.
nukledrer HBV-Reimport) die Zahl seiner cccDNA im Zellkern erhoht. Durch eine verstérkte
Phosphorylierung (OA-Behandlung) wire eine Erhhung der intrazelluldren Selbstinfektion zu
erwarten, was sich in einer gesteigerten HBsAg- und HBeAg-Sekretion auch im
Sekretionsexperiment widerspiegeln miisste. Beide Parameter waren jedoch im Gegensatz
zum Infektionsexperiment durch OA-Behandlung nicht erhoht (HBeAg-Werte nicht gezeigt).
Nicht ausgeschlossen ist aber, dass die dreitdtige OA-Inkubationsdauer zu kurz bzw. Tag 7 der

Infektion zu friih ist, um hier entsprechende Steigerungen sehen zu kdnnen.
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5.6 Limitationen der Arbeit

Das zentrale Ergebnis dieser Arbeit ist die Entdeckung einer bisher noch nicht bekannten
Interaktion zwischen LHBs und CK&8/18. Diese wurde in LHBs/HBx-transgenen Huh7- und
AML-12-Zelllinien nachgewiesen. Diese Zellen enthielten nur einen Teil des HBV-Genoms.
Gesteuert wurde die Expression iliber einen CMV-Promotor, wihrend die natiirliche
Expression des LHBs iiber den praS1-Promotor erfolgt. Wie in Kapitel 5.1 beschrieben, kam
es in allen drei Zelllinien mit dem LHBs/HBx-Konstrukt zwar zu einer sehr starken LHBs-
Expression, aber zu einer Beeintrichtigung der SHBs- und MHBs-Expression. Eine
Verifizierung der LHBs/CKS8/18-Interaktion in primidren humanen Hepatozyten bzw. in
Leberschnitten von HBV-Infizierten anderer Genotypen wiirde ihre Aussagekraft verstarken.
Dies gilt noch mehr fiir die nachgewiesene HBV-Infektionssteigerung bei PTH durch OA-
Behandlung, da diese iiber die Phosphatasen-Inhibierung nicht nur zu einer erhohten
Phosphorylierung von Zytokeratinen, sondern auch einer unbekannten Anzahl anderer
Proteine in der Zelle fiihrt. Eine spezifische Herunterregulierung von CK8/18 durch RNA-
Interferenz in z.B. NTCP-transgenen Huh7- und/oder HepG2-Zellen, konnte hier einen
spezifischen Effekt von CK8/18 auf die Infektion zeigen.

Bei der Untersuchung zum Einfluss von extrazelluldr applizierten CK8/18 auf die HBV-
Infektion bei PTH ist die Aussagekraft wegen der schlechten Ldoslichkeit der eingesetzten
Zytokeratine limitiert. Einen Einsatz von 16slichen CKI18-Fragmenten bzw. CKI8-
Keratinfilament-Vorlduferpeptiden wiirde der natiirlichen Situation in vivo entsprechen, bei

der diese im Blut nachweislich zirkulieren.

5.7 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen zum ersten Mal eine direkte Interaktion der
Zytokeratine 8 und 18 mit dem groflen Oberflachenprotein des Hepatitis B Virus. Eine sehr
schwache bzw. schwache Kolokalisation und Interaktion war mit Mikrotubuli bzw.
Mikrofilamenten feststellbar. Die Ergebnisse deuten darauf hin, das Letztere indirekt iiber die
teilweise Verkniipfung von Mikrofilamenten mit Zytokeratinen bedingt ist. Die intrazelluldre
Verteilung von LHBs konnte abhingig vom CK18 zu CK8-Proteinverhéltnis in der Zelle sein.
Huh7-Zellen wiesen ein grosseres CK18 zu CKS8-Verhiltnis als AML-12-Zellen auf bei
gleichzeitiger ~LHBs-Feinverteilung. AML-12-Zellen zeigten LHBs-Aggregate und
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feinverteiltes LHBs. Da zudem eine CK18-Expression zu einer Feinverteilung von LHBs in
NIH3T3 fiihrte, aber eine Proteinreduzierung von CK 18 und CKS8 im gleichen Verhiltnis nicht
eine LHBs-Aggregatbildung in Huh7-Zellen bewirkte, ist es vorstellbar, dass das CK18-
Protein die Feinverteilung und das CKS8-Protein die Aggregatbildung von LHBs fordert.
Verschiedene in vitro und in vivo Studien zu CK8 und CK18 zeigen gleiche Effekte bei
anderen Proteinaggregaten (sog. Mallory-Denk-Korperchen) und stiitzen unsere These. Eine
Uberexpression von CK8 in Huh7-Zellen miifite vor diesem Hintergrund zu einer Bildung von
LHBs-Aggregaten flihren. Dies wire mit einer transienten Transfektion eines CKS8-
exprimierenden Plasmids in Folgearbeiten zu tiberpriifen.

Welche genaue Funktion die Zytokeratine 8 und18 im HBV-Lebenszyklus einnehmen, konnte
bis dato nicht eindeutig gekldrt werden. Zwar fiihrte eine OA-Behandlung bei der HBV-
Infektion von primdren Hepatozyten aus Tupaia (PTH) zu einer Verdoppelung der
Infektionsrate, jedoch wirkt OA als Phosphatase-Inhibitor zu unspezifisch. Eine verstérkte
Phosphorylierung von Zytokeratinen erhoht ihre Loslichkeit und die Anzahl von kleineren
Keratineinheiten im Zytoplasma. Aus der Literatur ist auBerdem bekannt, dass diese Einheiten
stindig und dynamisch durch den intrazelluliren Keratinzyklus vom Zellkern zur
Plasmamembran und wieder zuriick durch die Zelle transportiert werden. Dies, verbunden mit
der in dieser Arbeit nachgewiesenen Interaktion von CK&8/18 mit LHBs koénnte eine
Transportfunktion fiir das Hepatitis B Virus und / oder seine Oberflachenproteine in der Zelle
darstellen. Interessant wire, ob CK8/18 auch mit SHBs und MHBs interagiert. Hierfiir wire
die Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Spektroskopie aufgrund ihrer sehr hohen Spezifitit
bestens geeignet.

Inwieweit CK8 und CK18 eine Rolle bei der HBV-Infektion spielen, soll spezifisch iiber eine
Herunterregulierung von CK18 mittels RNA-Interferenz in NTCP-exprimierenden Huh7- bzw.
HepG2-Zellen ermittelt werden. Diese Experimente sind derzeit noch in Vorbereitung.

Auch der extrazelluldre Einsatz von kleineren und ldslichen CK8 und CKI18-Einheiten
erscheint vielversprechend, da diese nachweislich im menschlichen Blut zirkulieren.

Sollte sich bei diesen Untersuchungen ein deutlicher Einfluss auf die HBV-Infektion zeigen,

konnte dies bedeutsam fiir innovative therapeutische Optionen in der HBV-Therapie sein.
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6 Zusammenfassung

Eine chronische Hepatitis B (CHB) Virusinfektion (HBV) kann zu Leberfibrose und —zirrhose,
bis hin zu einem hepatozellulirem Karzinom fiihren. Die Pathogenese beruht hauptséichlich
auf den Folgen der adaptiven, zelluliren Immunantwort des Wirtes gegen infizierte
Hepatozyten. Jedoch tragen auch direkte zytotoxische Effekte von viralen Komponenten, wie
z.B. die Akkumulierung und Aggregatbildung der Hepatitis B-Oberflichenproteine (HBs) im
Endoplasmatischen Retikulum (ER), hierzu bei. Hepatozyten exprimieren grofle Mengen an
Zytokeratin 8 und 18 (CKS8/18), die zytoprotektive und anti-apoptotische Eigenschaften
aufweisen. Bei einer CHB finden sich gehéduft Hyperphosphorylierungen und Mutationen von
CKS8/18, die mit einem schwereren Krankheitsverlauf korrelieren. Zudem sind eine Reihe von
Zytokeratin-Pathogen-Interaktionen, wie auch bei Hepatitis-Viren bekannt, die einen direkten
Einfluss von CK auf die Infektion, Replikation oder Freisetzung der Pathogene aus den

Wirtszellen zeigen.

Die vorliegende Arbeit untersuchte zunichst die Fragestellung, ob Zytoskelett-Komponenten
wie CK, Mikrofilamente (MF) und Mikrotubuli (MT) an der intrazelluldren Verteilung des
groBBen HBs-Proteins (LHBs) beteiligt sind. Dazu wurde ein fiir HBs-Proteine transgenes in-
vitro Zellkulturmodell geschaffen, das eine separate Analyse dieser Proteine in den
Hepatozyten-Zelllinien Huh7 und AML-12 sowie der Fibroblasten-Zelllinie NIH3T3
ermdglicht.

Durch Immunfluoreszenz-Férbungen wurde zunéchst die subzellulire Lokalisierung und
Verteilung der HBs-Proteine untersucht. Ein Einfluss o.a. Zytoskelett-Komponenten auf die
LHBs-Verteilung wurde mit selektiv auf diese Komponenten depolymerisierend-wirkenden
Substanzen wie Okadainsdure (OA), Cytochalasin D und Nocodazol getestet. Zudem wurden
Analysen zur Kolokalisation von LHBs mit CK, MF und MT mittels Proximity Ligation Assay
und Konfokal-Mikroskopie vorgenommen. Eine Interaktion von LHBs mit CK8/18 wurde mit
Oberfldchen-Plasmonresonanz-Spektroskopie bestitigt.

Ein wesentliches Ergebnis dieser Arbeit ist der Nachweis einer bisher unbekannten
Kolokalisation und Interaktion von LHBs mit CK8 und CK18. Dagegen waren MF und MT
kaum mit LHBs kolokalisiert. Zudem konnte moglicherweise die intrazellulire LHBs-
Verteilung in den getesteten Zelllinien, wie bei Mallory-Denk-Kdorperchen, die hauptsichlich
hyperphosphorylierte CK-Aggregate darstellen, vom CK18 zu CK8-Verhiltnis abhidngig sein.
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CK18 fordert demnach die Verteilung von LHBs, wihrend CKS8 die Aggregatbildung
unterstutzt.

Da LHBs mit der prdS1-Domédne von LHBs interagiert, wurde auch der Fragestellung
nachgegangen, ob CK8 und CKI18 einen Einfluss auf die HBV-Infektion und Sekretion von
Hepatitis B Oberfldchenprotein-Antigen (HBsAg) haben. Dazu wurde das in der HBV-
Forschung etablierte HBV-Infektionssystem mit aus siidostasiatischen Spitzhdrnchen (Tupaia
belangeri) isolierten primédren Hepatozyten (PTH), eingesetzt.

CK&8/18-Proteine liegen nicht nur intrazelluldr in Hepatozyten vor, sondern lassen sich auch im
menschlichen Blut nachweisen. Erhohte Konzentrationen finden sich insbesondere in
Patienten mit verschiedenen Lebererkrankungen, die zu Leberschiddigungen fiihren. Deshalb
wurden zundchst mogliche Effekte von extrazelluldr applizierten CKG8/18-Proteinen
untersucht. Jedoch konnte hierbei kein Einfluss auf die HBsAg-Sekretion und somit Infektion
nachgewiesen werden.

Ein moglicher Einfluss von intrazelluliren CK auf die Infektion und HBsAg-Sekretion wurde
durch Inkubation der PTH mit dem Phosphatase-Inhibitor OA analysiert, der u.a. zur
Depolymerisierung von CK fiihrt. Hierbei kam es bei OA-Behandlung von PTH wihrend der
HBV-Infektion zu einer Verdopplung der HBV-Infektionsrate. Eine Verifizierung dieser
Ergebnisse, z.B. liber eine spezifische Herunterregulierung von CK18 bzw. CK8 in HBV-
infizierbaren Hepatozyten-Zelllinien, ist aufgrund der unspezifischen Wirkung von OA
erforderlich.

Die Zytokeratine 8 und 18 sind verantwortlich fiir die intrazelluldre Verteilung von LHBs und
konnten einen Einfluss auf die HBV-Infektiositdt haben. Diese neuen Erkenntnisse kdnnten

bedeutsam fiir innovative therapeutische Optionen in der HBV-Therapie sein.
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7 Summary

Chronic hepatitis B (CHB) virus infections (HBV) can lead to fibrosis and cirrhosis of the
human liver and even to development of hepatocellular carcinoma. The pathogenesis is mainly
due to the responses of the host’s adaptive cellular immune system against infected
hepatocytes. However, also direct cytotoxic effects of viral components, such as the
accumulation and aggregation of hepatitis B surface proteins (HBs) in the endoplasmic
reticulum (ER) contribute to liver injury. Hepatocytes express large amounts of cytokeratins
(CKs) 8 and 18 (CK8 / CK18), which are known to have cytoprotective and anti-apoptotic
functions. In patients with CHB, hyperphosphorylated and / or mutated forms of CKS8 and
CK18 are often found, that correlate with a more severe disease course. In addition, a number
of cytokeratin-pathogen interactions as with hepatitis viruses are known to show direct effects
of CKs to the infection, replication and release of pathogens from the host cells.

The present study first examined the question whether cytoskeletal components such as CKs,
microfilaments (MF) and microtubule (MT) are involved on the intracellular distribution of
the large HBs protein (LHBs). For this purpose, an in vitro cell culture model, transgenic for
HBs proteins was generated. This allowed the separate analyses of these proteins in the
hepatocyte cell lines Huh7 and AML-12 as well as the fibroblast cell line NIH3T3. The
subcellular localization and distribution of HBs proteins was examined by immuno-
fluorescence. The effects of the aforementioned cytoskeletal components on the LHBs
distribution were further analyzed by depolymerizing them with okadaic acid (OA),
cytochalasin D and nocodazole. Moreover, co-localization analyses of LHBs with CKs, MF
and MT by proximity ligation assay and confocal microscopy were performed. An interaction
of LHBs with CKS8/18 was examined by surface plasmon resonance spectroscopy. An
important result of this work is the detection of a previously unknown co-localization and
interaction of LHBs with CK8 and CK18. In contrast, MF and MT were hardly colocalized
with LHBs.

In addition, the intracellular LHBs distribution in the cell lines tested, could be dependent on
the CK18 to CKS ratio, as seen with Mallory-Denk-bodies, which are mainly composed of
hyperphosphorylated CK aggregates. Thus CK18 promotes the distribution of LHBs, whereas
CKS8 the formation of LHBs aggregates.

Since LHBs interacted with the preS1 domain of LHBs, the question raised whether CK8 and

CK18 have an effect on HBV infection and secretion of hepatitis B surface protein antigen
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(HBsAg). For this purpose, the established HBV infection system with primary hepatocytes
from Southeast Asian tree shrews (Tupaia belangeri) (PTH) were used.

CKs are not only found intracellularly in hepatocytes, but also extracellularly in the human
blood. This is particularly the case in patients suffering from various liver diseases, which lead
to liver injury. Therefore the effects of extracellularly applied CK8/18 proteins were analyzed.
However, no influence on HBsAg secretion and thus infection was detected. A possible
influence of intracellular CKs on the infection and HBsAg secretion was analyzed by
incubation of PTH with the phosphatase inhibitor OA, which leads to the depolymerization of
CKs. A treatment of PTH with OA during the HBV infection resulted in a doubling of the
HBV infection rate. However, because of non-specific effects of OA, a verification of these
results is necessary. This could be achieved by a specific downregulation of CK8 and CK18 in

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

CKS8 and 18 are responsible for intracellular distribution of LHBs and could have an impact on
HBYV infectivity. These new findings might be relevant for novel therapeutic options in HBV
therapy.
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9 Abkiirzungen
Amp Ampicillin
Ak Antikorper
AS Aminosdure(n)
BiP Binding immunoglobulin protein
BPAGI1 bulléses Pemphigoid-Antigen 1
BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
cccDNA covalently closed circular DNA
CD Differenzierungscluster (cluster of differenziation)
CHB Chronische Hepatitis B
CK Zytokeratin
CKF Zytokeratinfilamente
CMV Cytomegalie-Virus
C-terminal Carboxyterminales Ende
CytoD Cytochalasin D
DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol
ddH,O doppelt entionisiertes Wasser
Dox Doxyzyklin
DNA Desoxyribonukleinsdure
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DR Direkte Wiederholungssequenzen (direct repeats)
ECL Enhanced Chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraessigsiure
ELISA Enzyme linked immunosorbent assay
ER Endoplasmatisches Retikulum
ERGIC ER — Golgi Intermedidrkompartiment
FCS fotales Kélberserum (fetal calf serum)
GRP-78 Glucose-related protein 78
HBcAg Hepatitis B Kapsid-Antigen
HBeAg Hepatitis B early antigen
HBs HBV-Oberflachenproteine
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HBsAg
HBV
HBx
HCC
HCV
HGM
IC
LE.
IF
IFAP
KAP

KFN
LHBs
MCS
MDB
MAP
MF
MHBs
MHC-I
MT
NC
Noc
NTCP
N-terminal
OA
ORF
PBS
PBS-T
PCR
pgDNA
PKC
PLA
PTH

Hepatitis B surface antigen

Hepatitis B Virus

X-Protein von HBV

Hepatozelluldres Karzinom

Hepatitis C Virus
Hepatozyten-Wachstummedium
Immunzytochemie

Internationale Einheiten

Intermedidrfilamente bzw. Immunfluoreszenz
Intermediérfilament-assoziierte Proteine
Keratin-assoziierte Proteine

Keratinfilamente

Keratinfilament-Netzwerk

Grosses HBV-Oberfldachenprotein

Multiple cloning site
Mallory-Denk-Korperchen
Mikrotubuli-assoziierte Proteine
Mikrofilamente

Mittleres HBV-Oberflachenprotein
Haupthistokompabilititskomplex der Klasse I
Mikrotubuli

Negativkontrolle

Nocodazol

Na+-taurocholate cotransporting polypeptide
Aminoterminales Ende

Okadainsdure

Offener Leserahmen (open reading frame)
Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung

PBS + 0,1% Tween 20

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)

priagenomische DNA
Proteinkinase C
Proximity Ligation Assay

Primére Hepatozyten von Tupaia belangeri
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RRE

RNA

RPMI 1640
R10-Medium
SDS-PAGE
SHBs

SPR
shRNA
TAE
TGF-a

™

U/N

Us

ZK

Rev responsive element

Ribonukleinsédure (ribonucleic acid)

Roswell Park Memorial Institute Medium 1640
vollstdndiges Medium fiir DC (RPMI 1640 + Zusétze)
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Kleines HBV-Oberflachenprotein
Oberflachen-Plasmonresonanz

short hairpin RNA
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Acetat-EDTA
Transforming-growth-factor-alpha

Tunicamycin

Uber-Nacht-Inkubation

Uberstand

Zellkultur
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10.3 Plasmidkarten

Plasmidkarten fiir folgende Plasmide befinden sich auf den nidchsten Seiten:

Lentivirales Transferplasmid pLVX Tight-Puro

Lentivirales Regulator-Plasmid pLVX-Tet-On Advanced
=  pcH9-3091-Plasmid (mit HBV-Insert)
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pcH9-3091

6338 bp
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10.4 Einklonierte Sequenzen der HBV-Oberflichenproteine

Die Sequenzen der HBV-Oberflichenproteine wurden aus dem Plasmid pCH9 3091 mit
sequenzspezifischen Primern und angehéngten Restriktionsschnittstellen-Sequenzen (Not I
und Mlu I) herausamplifiziert und in das lentivirale Transferplasmid pLVX Tight-Puro

einkloniert.

10.4.1 LHBs/HBx-Insert

5 -
ggccgcAGCATGGGGCAGAATCTTTCCACCAGCAATCCTCTGGGATTCTTTCCCGACCACCAGTTGGATCCAGCCT
TCAGAGCAAACACCGCAAATCCAGATTGGGACTTCAATCCCAACAAGGACACCTGGCCAGACGCCAACAAGGTAGG
AGCTGGAGCATTCGGGCTGGGTTTCACCCCACCGCACGGAGGCCTTTTGGGGTGGAGCCCTCAGGCTCAGGGCATA
CTACAAACTTTGCCAGCAAATCCGCCTCCTGCCTCCACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTGTCTC
CACCTTTGAGAAACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGAATTCCACAACCTTCCACCAAACTCTGCAAGATCCCAG
AGTGAGAGGCCTGTATTTCCCTGCTGGTGGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCCTGTTCTGACTACTGCCTCTCCC
TTATCGTCAATCTTCTCGAGGATTGGGGACCCTGCGCTGAACATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCC
TTCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTCTTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGAC
TTCTCTCAATTTTCTAGGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCACTCACCA
ACCTCTTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATCTTCCTCTTCATCCTGC
TGCTATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTATCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATC
CTCAACAACCAGCACGGGACCATGCCGGACCTGCATGACTACTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGC
TGTACCAAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAATTCCTATGGG
AGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCCTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCAC
TGTTTGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGGTATTGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCTTGAGTCCCTTTTTACCG
CTGTTACCAATTTTCTTTTGTCTTTGGGTATACATTTAAACCCTAACAAAACAAAGAGATGGGGTTACTCTCTAAA
TTTTATGGGTTATGTCATTGGATGTTATGGGTCCTTGCCACAAGAACACATCATACAAAAAATCAAAGAATGTTTT
AGAAAACTTCCTATTAACAGGCCTATTGATTGGAAAGTATGTCAACGAATTGTGGGTCTTTTGGGTTTTGCTGCCC
CTTTTACACAATGTGGTTATCCTGCGTTGATGCCTTTGTATGCATGTATTCAATCTAAGCAGGCTTTCACTTTCTC
GCCAACTTACAAGGCCTTTCTGTGTAAACAATACCTGAACCTTTACCCCGTTGCCCGGCAACGGCCAGGTCTGTGC
CAAGTGTTTGCTGACGCAACCCCCACTGGCTGGGGCTTGGTCATGGGCCATCAGCGCATGCGTGGAACCTTTTCGG
CTCCTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCTTGTTTTGCTCGCAGCAGGTCTGGAGCAAACATTATCGG
GACTGATAACTCTGTTGTCCTATCCCGCAAATATACATCGTTTCCATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATC
CTGCGCGGGACGTCCTTTGTTTACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCTGCGGACGACCCTTCTCGGGGTCGCTTGGGAC
TCTCTCGTCCCCTTCTCCGTCTGCCGTTCCGACCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGT
GCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAGACCACCGTGAACGCCCACC
AAATATTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTT
CAAAGACTGTTTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTACTAGGAGGCTGT
AGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTTCATGTCCTAC
TGTTCAAGCCTCCAAGtgege - 3°

ggccge: Rest der Not [-Restriktionsschnittstellen-Sequenz
1. ATG: Startcodon LHBs-ORF

2. ATG: Startcodon SHBs-ORF

1. TAA: Stoppcodon SHBs-ORF

3. ATG: Startcodon HBx-ORF

2. TAA: Stoppcodon HBx-ORF

tgege : Rest der Mlu I-Restriktionsschnittstellen-Sequenz

Gesamtldnge restringiertes und einkloniertes PCR-Produkt fiir LHBs+HBx: 2225 bp
Reine LHBs/HBx-Lénge: 2170 bp
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10.4.2 LHBs-Insert

5 -
ggccgcAGCATGGGGCAGAATCTTTCCACCAGCAATCCTCTGGGATTCTTTCCCGACCACCAGTTGGATCCAGCCT
TCAGAGCAAACACCGCAAATCCAGATTGGGACTTCAATCCCAACAAGGACACCTGGCCAGACGCCAACAAGGTAGG
AGCTGGAGCATTCGGGCTGGGTTTCACCCCACCGCACGGAGGCCTTTTGGGGTGGAGCCCTCAGGCTCAGGGCATA
CTACAAACTTTGCCAGCAAATCCGCCTCCTGCCTCCACCAATCGCCAGTCAGGAAGGCAGCCTACCCCGCTGTCTC
CACCTTTGAGAAACACTCATCCTCAGGCCATGCAGTGGAATTCCACAACCTTCCACCAAACTCTGCAAGATCCCAG
AGTGAGAGGCCTGTATTTCCCTGCTGGTGGCTCCAGTTCAGGAACAGTAAACCCTGTTCTGACTACTGCCTCTCCC
TTATCGTCAATCTTCTCGAGGATTGGGGACCCTGCGCTGAACATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCC
TTCTCGTGTTACAGGCGGGGTTTTTCTTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGAC
TTCTCTCAATTTTCTAGGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCACTCACCA
ACCTCTTGTCCTCCAACTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATCTTCCTCTTCATCCTGC
TGCTATGCCTCATCTTCTTGTTGGTTCTTCTGGACTATCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATC
CTCAACAACCAGCACGGGACCATGCCGGACCTGCATGACTACTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGC
TGTACCAAACCTTCGGACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAATTCCTATGGG
AGTGGGCCTCAGCCCGTTTCTCCTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCAC
TGTTTGGCTTTCAGTTATATGGATGATGTGGTATTGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCTTGAGTCCCTTTTTACCG
CTGTTACCAATTTTCTTTTGTCTTTGGGTATACATTTAAACCCTAACAAAACAAAGAGATGGGGEgege — 37

ggecge: Rest der Not [-Restriktionsschnittstellen-Sequenz
1. ATG: Startcodon LHBs-ORF

2. ATG: Startcodon SHBs-ORF

TAA:  Stoppcodon SHBs-ORF

tgege : Rest der Mlu I-Restriktionsschnittstellen-Sequenz

Gesamtldnge restringiertes und einkloniertes PCR-Produkt fiir LHBs: 1209 bp
Reine LHBs-Lénge: 1167 bp

10.4.3 SHBs-Insert

5 -
ggccgcCAATCTTCTCGAGGATTGGGATGGAGAACATCACATCAGGATTCCTAGGACCCCTTCTCGTGTTACAGGC
GGGGTTTTTCTTGTTGACAAGAATCCTCACAATACCGCAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTCAATTTTCTA
GGGGGAACTACCGTGTGTCTTGGCCAAAATTCGCAGTCCCCAACCTCCAATCACTCACCAACCTCTTGTCCTCCAA
CTTGTCCTGGTTATCGCTGGATGTGTCTGCGGCGTTTTATCATCTTCCTCTTCATCCTGCTGCTATGCCTCATCTT
CTTGTTGGTTCTTCTGGACTATCAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTCCAGGATCCTCAACAACCAGCACG
GGACCATGCCGGACCTGCATGACTACTGCTCAAGGAACCTCTATGTATCCCTCCTGTTGCTGTACCAAACCTTCGG
ACGGAAATTGCACCTGTATTCCCATCCCATCATCCTGGGCTTTCGGAAAATTCCTATGGGAGTGGGCCTCAGCCCG
TTTCTCCTGGCTCAGTTTACTAGTGCCATTTGTTCAGTGGTTCGTAGGGCTTTCCCCCACTGTTTGGCTTTCAGTT
ATATGGATGATGTGGTATTGGGGGCCAAGTCTGTACAGCATCTTGAGTCCCTTTTTACCGCTGTTACCAATTTTCT
TTTGTCTTTGGGTATACATTTAAACCCTAACAAAACAAAGAGATGGGGtgege - 37

ggcege: Rest der Not [-Restriktionsschnittstellen-Sequenz
ATG: Startcodon SHBs-ORF

TAA: Stoppcodon SHBs-ORF

tgege : Rest der Mlu I-Restriktionsschnittstellen-Sequenz

Gesamtldnge restringiertes und einkloniertes PCR-Produkt fiir SHBs: 752 bp
Reine SHBs-Linge: 678 bp
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10.5 Einklonierte mCherry-Sequenz

Die mCherry-Sequenz wurde aus dem Plasmid pcZ mCherry mit sequenzspezifischen Primern
und angehdngten Restriktionsschnittstellen-Sequenzen (Not I und Mlu I) herausamplifiziert

und in das lentivirale Transferplasmid pLVX Tight-Puro einkloniert.

mCherry-Insert

22ccgcCCTACGTCTCATCAGCATGGGATCCCACGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGT
TCATGCGCTTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCG
CCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTG
TCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCT
TCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTC
CCTGCAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAG
AAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGC
AGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCA
GCTGCCCGGCGCCTACAACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAG
TACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGAGATCTACCGGTTGAATTCTGC

AGATATCCAGCACAGTGGtgege

ggecge: Rest der Not I-Restriktionsschnittstellen-Sequenz
ATG: Startcodon mCherry-ORF

TGA: Stoppcodon mCherry-ORF

tgege :  Rest der Mlu I-Restriktionsschnittstellen-Sequenz

Gesamtlénge restringiertes und einkloniertes PCR-Produkt fiir mCherry: 784 bp
Reine mCherry —Lange (ORF): 732 bp
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10.6 Interaktion von LHBs mit dem Zytoskelett bei AML-12-Zellen (LHBs/HBx)

Okadainsaure

+

Cytochalasin D

+

LHBs R-Aktin

Abbildung 37: Interaktion von LHBs mit Zytokeratinen und B-Aktin bei AML-12-Zellen

AML-12-Zellen (LHBs/HBx) wurden zur LHBs-Expression 3 d mit Dox (500 ng/ml) und danach mit (A) = 5 nM
OA fiir 16 h, (B) = 1 pg/ml Cytochalasin D fiir 2 h behandelt. Es folgten Immun-Doppelfirbungen (IC-IF) auf
LHBs (linke Bilder; griin) und (A) PAN-CK bzw. (B) B-Aktin (jeweils rechte Bilder; rot) Zellkerne mit DAPI
gefarbt (blau). Fluoreszenzbilder (1000x): Pfeile in (A) zeigen den punktuellen und perinukledren Co-
Zusammensturz von LHBs und PAN-CK. Messbalken représentativ fiir alle Bilder, 20 um.
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AML-12 (LHBs/HBx)

Nocodazol

+

LHBs a-Tubulin

Abbildung 38: Interaktion von LHBs mit a-Tubulin bei AML-12-Zellen

AML-12-Zellen (LHBs/HBx) wurden zur LHBs-Expression 3 d mit Dox (500 ng/ml) und danach + 2.5 uM
Nocodazol fiir 16 h zur Depolymerisierung von Mikrotubuli behandelt. Von fixierten Zellen erfolgten Immun-
Doppelfairbungen (IC-IF) auf LHBs (linke Bilder; griin) und a-Tubulin (rechte Bilder; rot). Zellkern-Farbungen
mit DAPI (blau). Dargestellt sind 1000fache VergroBerungen von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen.
Messbalken représentativ fiir alle Bilder, 20 pm.
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10.7 Proximity Ligation Assay

AML-12 (LHBs/HBx)

R-Aktin + LHBs CK18 + HBs

a-Tubulin + LHBs

Abbildung 39: PLA-Assay zur Analyse von Protein-Kolokalisationen bei AML-12-Zellen

Fixierte AML-12-Zellen (LHBs/HBx) wurden zunéchst mit Primédr-Antikérpern gegen die auf Kolokalisation zu
testenden Proteine inkubiert und danach der PLA-Assay durchgefiihrt: (a+b) CK18 und HBs; (c+d) 3-Aktin und
LHBs; (et+f) o-Tubulin und LHBs. Dargestellt sind 400fache Vergroferungen von mikroskopischen
Fluoreszenzaufnahmen: Linke Bildseite ohne LHBs-Expression (-Dox); rechte Bildseite mit LHBs-Expression (+
Dox). VergroBerungen von repriasentativen Einzelzellen sind jeweils im Bildausschnitt rechts unten zu sehen.
Kernféarbung mit DAPI; Messbalken 50 pm.
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