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1. Einleitung

Die Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus (HBV) ist global eine der am weitesten
verbreiteten Infektionskrankheiten. Die hierdurch ausgeldste Erkrankung, die virale
Hepatitis B, ist eine der haufigsten Hepatitis-assoziierten Todesursachen. Die
Weltgesundheitsorganisation (engl.: World Health Organization, WHO) schatzt, dass
im Jahre 2019 etwa 820.000 Todesfalle einer HBV-Infektion zu Grunde lagen [1]. Zum
selben Zeitpunkt lebten rund 296 Millionen Menschen mit einer chronischen HBV-
Infektion, die positiv auf den viralen Marker HBsAg waren [1]. Die Transmission des
Virus kann sexuell, Giber den Kontakt mit HBV-kontaminiertem Blut und Blutprodukten
sowie perinatal von einer HBV-positiven Mutter auf ihr Kind wahrend der Geburt
erfolgen. Obwohl sowohl verschiedene praventive Impfstoffe (seit 1982) als auch
antivirale Therapien (seit den 1990er Jahren) zur Verfligung stehen, schatzt die WHO,
dass sich 1,5 Millionen Personen im Jahre 2019 neu mit HBV infiziert haben [1].

Schatzungsweise 4,5-5 % aller chronisch HBV-infizierten Patienten sind mit dem
Hepatitis-Delta-Virus (HDV) koinfiziert, wobei weitere Analysen von einer weitaus
hoheren HDV-Pravalenz ausgehen (13-16,4 %) [1-6]. HDV kann nur in Anwesenheit
einer Koinfektion mit dem HBV in derselben Zelle seinen Infektions- und
Replikationszyklus abschliefen und wird daher auch als Satellitenvirus bezeichnet. Die
Krankheitsverlaufe von HDV/HBV-koinfizierten Patienten sind dabei vom Zeitpunkt der
HDV-Infektion abhangig. Erfolgt die HDV Infektion bei bereits chronisch HBV-infizierten
Patienten (Superinfektion) flhrt dies in Gber 90 % zu einer chronischen HDV-Infektion
und ist wesentlich haufiger mit einem fulminanten Krankheitsverlauf und einem
hoheren Risiko zur Entstehung einer Leberzirrhose assoziiert. Die zeitgleiche
Koinfektion mit HDV und HBV (auch Simultaninfektion genannt) fihrt in nur etwa 2 %
zur Chronifizierung [7]. Bedingt durch limitierte Therapiemoglichkeiten sind
gegenwartig die Erfolgsraten einer Behandlung der chronischen HDV-Infektion niedrig.
Neben Bulevirtid, einem im Jahr 2020 fir die Behandlung einer HDV-Infektion in
Europa zugelassener HDV-Aufnahme-Inhibitor [8], ist pegyliertes Interferon-alpha
(PeglFNa) zurzeit eine der wenigen Behandlungsmoglichkeiten einer HDV-Infektion.
Jedoch kénnen nur wenige Patienten mit PeglFNa therapiert werden. Dies kann zum

einen daran liegen, dass eine PeglFNa-Therapie zu kostenintensiv ist und zum anderen




daran, dass der Gesundheitszustand der Patienten eine Therapie, aufgrund bereits
entwickelter Leberzirrhose, nicht zuldsst. Erwdahnenswert ist zudem, dass nur in etwa
25-40 % der mit PeglFNa behandelten Patienten die virale Replikation (HDV-RNA)

tatsachlich unterdriickt wird [9, 10].

1.1 Das Hepatitis-D-Virus

Das HDV besitzt das kleinste bisher identifizierte RNA-Genom aller bekannten RNA-
Viren [11]. Es umfasst etwa 1,7 kb und enthalt nur einen einzigen offenen Leserahmen
(OLR), der fiir das Hepatitis-D-Virus-Antigen (HDAg) kodiert. Dieses HDV-assoziierte
Antigen wurde 1977 in HBV-positiven Hepatozyten entdeckt, wurde aber zunachst als
ein neuartiges Protein des HBV beschrieben, da es ausschlieBlich in HBV-infizierten
Leberzellen zu finden war [12]. Kurze Zeit spater konnten M. Rizzetto et al. durch
Infektionsversuche an Schimpansen zeigen, dass (a) das HDAg mit einer RNA assoziiert
ist, (b) HBV unabhangig vom HDAg auftritt, und (c) das HDAg in der Leber eines
chronisch HBV-infizierten Tieres langer und in hoherem MalSe nachweisbar war als in

der Leber eines zuvor HBV-naiven Tieres [11, 13].

Das HDAg (oft auch Deltaantigen genannt) schien somit mit einem eigenstandigen
Erreger assoziiert zu sein, der inzwischen als Delta-, Hepatitis-Delta- oder Hepatitis-D-
Virus (HDV) bezeichnet wird. HDV besitzt keinen OLR fir die Expression eigener
Oberflachenproteine und ist auf die Anwesenheit von Oberflachenproteinen des HBV
in HDV/HBV-koinfizierten Zellen fur Umhillung, Sekretion und Infektiositat
angewiesen. Aufgrund dieser HBV-Abhangigkeit wird HDV auch als ein Satellitenvirus

bezeichnet [14].

Die Virionen des HDV besitzen eine sphéarische Morphologie mit einem Durchmesser
von 36-43 nm [15]. Die duBere Hiille der Virionen besteht aus zelluldren Lipiden und
allen drei Oberflaichenproteinen des HBV, wobei neuere Untersuchungen zeigen
konnten, dass HDV zumindest experimentell auch die Oberflachenproteine anderer
Viren fir die Umhdllung in vitro und in einem In-vivo-Tiermodell verwenden kann [16].
Im Inneren der Virionen (Abbildung 1) befindet sich ein Ribonukleoprotein, was sich
aus etwa 30-200 Kopien des HDAg und dem negativen RNA-Genom zusammensetzt

[17-19]. Das RNA-Genom besteht aus einer einzelstrangigen, zirkuldaren RNA mit quasi-
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doppelstrangiger Struktur, charakterisiert durch ein hohes MaR (etwa 74 %) an
intramolekularer Basenpaarung [20, 21]. Das einzig bekannte Protein des HDV ist das
HDAg, welches in zwei Isoformen, dem ,grolen” (Large) HDAg (L-HDAg, ca. 27 kDa)
und dem ,kleinen” (Small) HDAg (S-HDAg, ca. 24 kDa) existiert [22] (Abbildung 1).
Beide HDAg sind in ihrer Sequenz identisch, wobei das L-HDAg carboxyterminal um 19
Aminosauren verlangert ist (siehe auch Kapitel 1.1.2). HDV ist bisher als einziger

Vertreter der Gattung der Deltaviren klassifiziert [14].

HDV-Virion HDV-RNP

®© ¢ ow

L-HDAg S-HDAg HDV-RNA

HBYV Oberflachenproteine

SHBs MHBs LHBs

e
Pras2 ¥
PraS1

Abbildung 1: Schematische Darstellung des HDV-Virions. Die dufere Hiille bilden die Oberfldchenproteine des

Hepatitis-B-Virus (HBV). Das HDV-RNP besteht aus der quasi-doppelstringigen RNA (schwarz) und den beiden HDV-Proteinen, S-
HDAg (griin) und L-HDAg (violett), die (iber eine RNA-Bindedom¢dne mit der HDV-RNA interagieren. S-HDAg — kleines (engl.: Small)
Hepatitis-Delta-Antigen; L-HDAg — grofes (engl.: Large) Hepatitis-Delta-Antigen; RNP — Ribonukleoprotein; HBs — HBV-
Oberfldchenprotein (engl.: HBV surface protein); SHBs — kleines (engl.: Small) HBV-Oberflidchenprotein; MHBs — mittleres (engl.:
Middle) HBV-Oberflichenprotein; LHBs — grofies (engl.: Large) HBV-Oberfldchenprotein. [Verdndert nach Glebe & Bremer, 2013
[23]].

1.1.1 Epidemiologie des HDV

Bis heute wurden insgesamt acht verschiedene HDV-Genotypen (Gt) und diverse
Subgenotypen beschrieben, die in unterschiedlichen Gebieten der Welt verbreitet sind
[14, 24-26]. Der Gt 1 ist global verbreitet und spiegelt den Gt mit der hochsten
Pravalenz wider. Die Gt 2 und 4 sind in der asiatischen Bevdlkerung vorherrschend,
dabei ist der Gt 4 eher auf die ostasiatischen Lander beschrankt. Der Gt 3 ist vor allem

im Norden von Siidamerika verbreitet, die Gt 5-8 sind dagegen in Afrika lokalisiert [25].

Seite 3



Zudem konnten Unterschiede innerhalb der Gt auf den natirlichen HDV-
Infektionsverlauf beobachtet werden. Fir den Gt 1 wurden milde bis schwere
Infektionsverldufe beobachtet, die jedoch haufig mit Leberzirrhose und
hepatozellularem Karzinom (engl.: hepatocellular carcinoma, HCC) einhergehen [27,
28]. Eine Infektion mit dem Gt 2 scheint eher mild zu verlaufen, wahrend der Gt 3
haufig eine fulminante Hepatitis verursacht [25, 29]. Auch Infektionen mit dem Gt 4
und 5 verlaufen eher mild, eine Ausnahme bildet eine bestimmte Variante des Gt 4
(Ilb), die eher mit der Entwicklung einer Leberzirrhose assoziiert ist [30, 31]. Fir die

afrikanischen Gt 6 bis 8 fehlen solche Studien bislang.

1.1.2 Die virale Replikation des HDV

Da HDV die Oberflachenproteine des HBV zur Umhillung und Ausschleusung von
Virionen verwendet, ist der Zelleintritt beider Viren durch die Eigenschaften der HBV-
Oberflachenproteine definiert. Dabei scheint die Bindung an das Apolipoprotein E
(ApoE) im Serum von infizierten Patienten die Virionen zu den extrazelluldren
Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPGs) der Hepatozytenmembranen zu lenken [32,
33]. Dabei kommt es zu einer niedrigaffinen Interaktion mit HSPGs, insbesondere des
Glypikan 5 (GPC5) (Abbildung 2). Nachfolgend erfolgt die spezifische Interaktion der
PraS1-Domane des LHBs (Abbildung 1) mit dem Gallensdure Transporter NTCP (engl.:
Na + -taurocholate cotransporting polypeptide, NTCP) [34-38], der als hochaffiner
Bindungspartner fiir HDV/HBV charakterisiert wurde [39]. Uber den epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptor (engl.: epidermal growth factor receptor, EGFR) wird
anschlielend eine Clathrin-abhangige Endozytose initiiert [40-42]. Aufgrund einer
Kernlokalisationssequenz innerhalb des S-HDAg (Aminosaure(n), AS: 66-75) [43] wird
das HDV-RNP in den Zellkern der Hepatozyten transloziert [44, 45] (Abbildung 2). Die
Replikation der genomischen RNA findet in einem Viroid-typischen sogenannten
»Rolling-Circle“-Mechanismus statt [46, 47]. Dieser Prozess ist noch nicht vollstandig
verstanden, beinhaltet aber eine unidirektionale Replikation von Nukleinsdauren zur
Bildung mehrerer Kopien des zirkularen Genoms unter Verwendung zellularer RNA-
Polymerasen. Dabei werden zunachst mithilfe der eigentlich DNA-abhangigen
zelluldren RNA-Polymerase Il Multimere antigenomischer HDV-RNA synthetisiert [46,

48]. Diese werden anschlieBend (iber die HDV-eigenen Ribozyme autokatalytisch in




monomere, lineare RNA-Molekiile gespalten [49, 50]. Bisher ist noch unklar, wie die
linearen Monomere zirkularisieren/ligieren. Es scheint jedoch, dass die linearen,
antigenomischen RNA-Molekdle sich selbst, durch eine intramolekulare Ligation tber
die Ribozymaktivitat zirkularisieren [51] oder, dass dieser Prozess von zelluldren
Faktoren abhangt [52, 53]. Die zirkuldare antigenomische RNA dient wiederum als
Matrize fir die Synthese genomischer RNAs durch einen weiteren ,Rolling-Circle”-
Mechanismus [46, 54]. Die genomische RNA dient zudem als Matrize fir die Synthese
einer 0,8 kb grolen mRNA mit antigenomischer Polaritat, die der Translation des HDAg
dient [22]. Dabei ist das Vorhandensein von S-HDAg zwingend erforderlich. Da jedoch
nur geringe Mengen notig sind, scheint das S-HDAg, welches aus den Virionen stammt,
auszureichen, um die Transkription der mRNA aus der genomischen RNA zu initiieren
[53, 55]. Die beiden Isoformen des HDAg, S-HDAg und L-HDAg, nehmen
unterschiedliche regulatorische Rollen wahrend der HDV-Replikation ein. Das S-HDAg
trans-aktiviert die virale Replikation [56], wahrend das L-HDAg einen inhibitorischen
Effekt auf die Replikation, insbesondere auf die genomische RNA-Synthese hat [57-59].
Die Hauptfunktion des L-HDAg ist die Virusassemblierung [60]. Beide Proteine werden
von einem einzigen OLR kodiert, wobei vorerst nur das S-HDAg gebildet wird. Im
weiteren Verlauf der Replikation wird an der Position des S-HDAg Stopp-Codons die
antigenomische RNA durch die zellulare RNA-abhadngige Adenosin-Deaminase 1 (engl.:
cellular adenosine deaminase acting on RNA 1, ADAR1) editiert [61-63] (Abbildung 2),
woraus das L-HDAg resultiert. Innerhalb des S-HDAg Amber-Stopp-Codons wird das
Adenin (UAG) zu einem Inosin (UIG) deaminiert, das wiederum von der Polymerase als
Guanin (UGG) erkannt wird. Hieraus entsteht ein um 19 bzw. 20 Aminosauren
verlangerter OLR, aus welchem in den nachfolgenden Replikationsschritten das L-

HDAg translatiert wird.

S-HDAg und L-HDAg bilden Hetero- und Homodimere, anschlieBend Oktamere und
binden das RNA-Genom [64-66] (Abbildung 2), wodurch es unter anderem auch vor
intrazellularen Nukleasen geschiitzt wird [67]. Die Oligomerisierung basiert auf
Grundlage der Coiled-Coil-Domane innerhalb des HDAg (AS: 31-52) [66, 68-70].
Aufgrund einer konservierten Kern-Lokalisationssequenz innerhalb des S-HDAg (AS:
66-75) [43] werden die HDAg-Multimere in den Zellkern importiert und binden dort
aufgrund von RNA-Bindedomanen die genomische HDV-RNA (Abbildung 2), dabei




scheint insbesondere die N-terminale Region des S-HDAg (AS: 2-13) eine dominante
Rolle einzunehmen [44, 71-73]. Ein Kern-Exportsignal am carboxyterminalen Ende des
L-HDAg (AS: 198-210) [74] fuhrt zu einer Anreicherung der RNP-Komplexe im
Zytoplasma, was mit der Beobachtung einer Akkumulation genomischer HDV-RNA im
Zytoplasma einhergeht [75]. Uber eine Farnesylierung des Cysteins an Position 211
kommt es zu einer Verankerung des RNP an der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) [76-78]. In HBV-koinfizierten Hepatozyten kommt es dort zu einer
Interaktion des HDV-RNP und einer Tryptophan-reichen Domane des HBsAg (AS 196-
201: WMM(I/W)YW), vermutlich (iber eine Prolin-reiche Doméane am C-Terminus des
L-HDAg [77, 79]. Die Sekretion der mit HBsAg umhiillten HDV-Partikel erfolgt daraufhin
Clathrin-vermittelt Uber das trans-Golgi-Netzwerk, aufgrund der speziellen Architektur
der Hepatozyten in der Leber, direkt in das Blut [80-82] (Abbildung 2). Auch wenn HDV
fiir die Assemblierung und Sekretion infektioser Partikel von einer Koinfektion mit HBV
abhangt, kann HDV unabhangig von HBV in verschiedenen Zelltypen replizieren [83-
85]. Zudem kann HDV in HBV-uninfizierten Zellen fir mindestens sechs Wochen

persistieren [86, 87].
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Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung des Replikationszyklus des HDV. Nach der Bindung an HSPGs mit
niedriger Affinitdt und der Bindung mit hoher Affinitit an NTCP der basolateralen Hepatozytenmembran tritt das HDV-Virion in
das Zytoplasma ein und das Ribonukleoprotein (RNP) wird in den Zellkern transportiert. Im Zellkern beginnt die Transkription von
MRNA und antigenomischer HDV-RNA (agRNA) aus der genomischen HDV-RNA (gRNA) des RNP. Uber ADAR1 wird das Stopp-
Codon innerhalb des S-HDAg OLR einiger Antigenome editiert. Die agRNA dient ihrerseits als Vorlage fiir die Synthese und
Amplifikation der zirkuldren gRNA. Im Zytoplasma findet die Translation von S-HDAg und L-HDAg aus mRNA statt, die entweder
aus editierter oder uneditierter gRNA resultiert. Die HDAg bilden Multimere und werden in den Zellkern transportiert, wo sie mit
gRNA interagieren und neue RNP bilden. Die RNP werden aus dem Kern exportiert, das L-HDAg interagiert mit HBsAg am ER,
woraufhin die RNPs mit den Oberfldchenproteinen des koinfizierenden HBV umbhiillt werden. Die HDV-Virionen werden dann iiber
das trans-Golgi-Netzwerk in das sinusoidale Blut sezerniert. Die Filamente werden (ber multivesikuldre Kérperchen (MVK)

sekretiert. [verdndert nach Glebe & Bremer, 2013 [23].
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1.1.3 HDV-ahnliche Viren

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

Genomstruktur als alleiniger Vertreter der Gattung der Deltaviren.

Im Jahre 2018 wurden erstmals HDV-ahnliche Viren in Transkriptomen aus
kombinierten Kloaken- und Oropharyngealproben diverser Enten entdeckt [88].
Ebenso wurden 2019 verschiedene Organe einer Timor-Wasserpython und einer
Abgottschlange positiv auf ein HDV-dhnliches Virus getestet [89]. Weitere HDV-
dhnliche Viren wurden durch RNA-seq Studien in Darm- und Leberproben eines
Feuerbauchmolchs, in Lungenproben der asiatischen Krote, in Termiten sowie in einem
Pool von Kiemenproben verschiedener Fische identifiziert [90]. Im Jahr 2020 wurde
erstmals ein Sdugetier-HDV-ahnliches Virus in einer Stachelratte identifiziert, welches
innerhalb dieser Arbeit charakterisiert wurde (siehe Kapitel 5.2) [91]. Es folgten HDV-
dhnliche Viren aus WeilRwedelhirschen und Waldmurmeltieren [92, 93]. Zudem
wurden kirzlich zwei Genotypen HDV-dhnlicher Viren in Vampirfledermdusen
identifiziert sowie in Lebertranskriptomen einer Hundskopffledermaus [93]. Weitere
HDV-adhnliche Viren wurden in Zebrafinken und Bronzemannchen gefunden [92].
Tabelle 1 stellt eine Ubersicht der bisher identifizierten HDV-dhnlichen Viren dar. Die
Tatsache, dass HDV-dhnliche Viren in mehreren Taxa existieren, weist darauf hin, dass

HDV weitaus alter sein kdnnte als bisher angenommen.

Tabelle 1: Chronologische Reihenfolge der Entdeckung von HDV und HDV-éhnlichen Viren. Das in dieser

Arbeit untersuchte HDV-éhnliche Virus aus Stachelratten, RDeV, ist in fett dargestellt.

Virus Wirt Entdeckungsjahr Referenz
HDV Mensch 1980 [11-13]
AvianDV div. Enten (Anas gracilis, Anas castanea, Anas superciliosa) 2018 [88]
SnakeDV T|mor—Was'serpython und Abgottschlange (Liasis mackloti, 2019 (89]
Boa constrictor sabogae)

NewtDV Feuerbauchmolch (Cynops orientalis) 2019 [90]
ToadDV asiatische Krote (Bufo gargarizans) 2019 [90]
TermiteDV Termite (Schedorhinotermes intermedius) 2019 [90]

div. Fische (Macroramphosus scolopax, Ophidion sp.,
Eptatretus burgeri, Okamejei acutispina, Proscyllium
FishDV habereri, Lophius litulon, Eleutheronema tetradactylum, 2019 [90]
Zeus faber, Antennarius striatus, Halieutaea stellata,
Gonorynchus abbreviatus)

RDeV Stachelratte (Proechimys semispinosus) 2020 [91]

OvirbDV WeiRwedelhirsche (Odocoileus virginianus) 2021 [92, 93]




MmonDV Waldmurmeltiere (Marmota Monax) 2021 [92, 93]
DrDV-A und DrDV-B | Vampirfledermaus (Desmodus rotundus) 2021 [93]
PmacDV Hundskopffledermaus (Peropteryx macrotis) 2021 [93]
TgbV Zebrafink (Taeniopygia guttata) 2021 [92]
LsDV Bronzemannchen (Lonchura striata) 2021 [92]

All diese HDV-ahnlichen Viren sind bisher noch nicht klassifiziert und haben eine hohe
Divergenz innerhalb ihrer Primarsequenz. Trotzdem teilen sie besondere
Charakteristika mit dem humanen HDV und werden daher als Deltaviren oder HDV-
dhnliche Viren zusammengefasst [94]. Alle bisher charakterisierten Deltaviren haben
ein negatives RNA-Genom, mit einem hohen Anteil an intramolekularer Basenpaarung.
Diese bilden ebenso wie HDV eine unverzweigte, stabchenférmige Struktur. Zudem
weisen die Genome HDV-typische Ribozyme auf [88, 91-93]. Ferner wurden HDV-
dhnliche Ribozyme kirzlich in den Sequenzen von FishDV und NewtDV entdeckt,
wahrend innerhalb der Sequenzen von ToadDV und TermiteDV Viroid- und

Pflanzenvirus-typische Hammerkopf-Ribozym-Strukturen beschrieben wurden [95].

Ein weiteres HDV-Merkmal ist ein OLR, der fiir das HDAg kodiert. Alle HDV-ahnlichen
Virussequenzen scheinen solch einen OLR zu enthalten, der fir ein Protein kodiert. Die
Sequenzen variieren zwischen 180 und 225 Aminosauren in der Lange, dabei sind
funktionelle Domanen und post-translationale Modifikationsstellen innerhalb aller
tierischen Deltaantigene (DAg) und humaner HDAg konserviert. Innerhalb des DAg
fehlt jedoch bei allen das fir HDV-typische Farnesylierungsmotiv (CxxQ). Dies geht
einher mit einer Besonderheit aller neu identifizierten HDV-dhnlichen Viren: Die Viren

wurden alle unabhangig von einer Hepadnavirus-Koinfektion gefunden [88-93].

Wahrend fiir die meisten HDV-dhnlichen Virussequenzen ein Replikationsnachweis
fehlt, konnten In-vitro-Daten zeigen, dass das SnakeDV die Oberflachenproteine
verschiedener Arenaviren sowie eines Hantavirus, nicht aber HBV-

Oberflachenproteine, fiir die Assemblierung infektioser Partikel verwenden kann [96].

1.2 Das Hepatitis-B-Virus

Die charakteristischen Symptome einer akuten HBV-Infektion, wie die Gelbsucht
(Ikterus), wurden bereits von Hippocrates beschrieben [97]. Als in Bremerhaven sowie

in einer Anstalt im Saarland nach einer Pockenimpfung, die zur Stabilisierung humane




,Lymphe” enthielt, ein Ausbruch der katarrhalischen Gelbsucht — ,Eine
Ikterusepidemie” beobachtet wurde, implizierte A. Lirman, dass es sich um eine
Infektionskrankheit handele [98]. S. McDonald schlug 1908 einen viralen Erreger als
Ausloser der infektiosen Gelbsucht vor [98, 99]. Weitere Beobachtungen konnten
spater Unterschiede in der Ubertragung der infektidsen Hepatitis feststellen und
gaben Anlass, dass die Erreger in zwei Typen unterschieden wurden. Typ A betraf vor
allem Kinder und wurde vorwiegend fakal-oral z. B. Gber mit Fakalien verunreinigte
Lebensmittel oder Trinkwasser lbertragen. Typ B (auch Serumhepatitis genannt)
wurde vorwiegend durch medizinische Eingriffe, parenteral bzw. (ber Blut und
Blutprodukte Ubertragen [100]. Tatsachlich entdeckte der Mediziner B.S. Blumberg
und sein Mitarbeiter H. Alter 1963 ein neues Protein im Blut eines australischen
Ureinwohners, das fortan als , Australia Antigen” (AuAg) bezeichnet wurde [101, 102].
Auf der Suche nach dem Erreger entdeckte der Virologe D.S. Dane im
Elektronenmikroskop, neben einer hohen Anzahl an 20 nm groRen AuAg (heute
bekannt als subvirale Partikel), 45 nm grol3e Virus-(ahnliche) Partikel (Dane-Partikel),
die das AuAg auf ihrer Oberflache trugen [103]. Kurze Zeit spater wurde die virale DNA-
Polymerase und anschlieRend die virale DNA nachgewiesen [104-106]. Die Dane-
Partikel sind heute als Hepatitis-B-Virus (HBV) bekannt, wahrend das Australia Antigen
die Oberflachenproteine des HBV (engl.: HBV surface antigen, HBsAg) bezeichnet
(Abbildung 3).

1.2.1 Taxonomie der Hepadnaviridae

Das Hepatitis-B-Virus ist ein Mitglied der Familie der Hepadnaviridae. Diese umfassen
hepatotrope DNA-Viren mit partiell doppelstrangigem Genom. Die Infektionen kénnen
persistieren oder transient verlaufen. Alle Mitglieder teilen bestimmte Charakteristika:
Dazu gehort neben dem DNA-Genom, die Expression von drei Hauptproteinen: Das
PraCore/Core, die Polymerase und das PraS/S-Protein sowie die Replikation Uber eine
reverse Transkription. Die Familie der Hepadnaviridae setzte sich zunachst aus zwei
Gattungen zusammen: Die Avihepadnaviren, welche in Végeln vorkommen und die
Orthohepadnaviren, welche Saugetiere infizieren. Inzwischen sind drei weitere

Gattungen hinzugekommen: Die Metahepadnaviren und Parahepadnaviren infizieren
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Fische und wurden insbesondere durch metagenomische Analysen entdeckt, sowie die

Herpetohepadnaviren, die bei Reptilien und Froschen vorkommen [107].

1.2.2 Epidemiologie der Orthohepadnaviridae

Die Gattung der Orthohepadnaviren (Orthohepadnaviridae) setzt sich aus insgesamt
12 Arten/Spezies zusammen. Die wohl bekannteste Spezies ist das HBV des Menschen,
welches inzwischen in zahlreiche (Sub-) Genotypen unterteilt ist. Dazu gehdren die
HBV-Gt A-J, welche in verschiedenen Gebieten der Welt epidemiologisch

unterschiedlich verbreitet sind [108].

Der HBV-Gt A kommt primar in Europa, Afrika und Nordamerika vor. Die HBV-Gt B und
C dominieren in siidostasiatischen Landern, wahrend der HBV-Gt D in mediterranen
sowie in zentralasiatischen Gebieten verbreitet ist. In Australien werden vorwiegend
die HBV-Gt C und D nachgewiesen. Der HBV-Gt E ist vorherrschend in der west- und
zentralafrikanischen Bevolkerung. Die HBV-Gt F und H sind die mit der hdchsten
Divergenz und werden primar in Sid- bzw. Mittelamerika gefunden. Der HBV-Gt G wird
nur vereinzelt nachgewiesen. In Vietnam, Laos, Indien und China ist der HBV-Gt |
verbreitet. Dieser scheint jedoch eine Rekombinante der Gt A, C, G sowie eines
weiteren unbekannten Gt zu sein [108, 109]. Der putative HBV-Gt J stellt eine
Ausnahme dar, da bisher nur ein Isolat identifiziert wurde. Dieses stammt von einem
88-jahrigen japanischen Patienten mit HCC, der wahrend des Zweiten Weltkriegs auf
Borneo lebte. Die hochste Sequenzidentitat hat dieser Gt mit den Isolaten aus Gibbons
und Orang-Utan, was auf eine Rekombination dieser Stdmme mit humanen HBV-Gt

hinweist [110].

Neben den Gt A-J werden zusatzlich HBV-Stamme unterschieden, welche in
(Menschen-) Affen der Alten Welt entdeckt wurden. Darunter zdhlen das HBV des
Schimpansen [111, 112], des Gorillas [113], des Orang-Utans [114] und des Gibbons
[115] (Tabelle 2). Das Artabgrenzungskriterium der Gattung der Orthohepadnaviren
liegt bei einem Schwellenwert von >20 % Divergenz der Nukleotidsequenz des
Genoms. Eine Nukleotidsequenz-Divergenz von 8 % gilt als Schwellenschwert fir die
Definition einzelner Genotypen [107], die Subgenotypen werden ab einer

Nukleotidsequenz-Divergenz von 4 % unterschieden [108]. Innerhalb dieser HBV-
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Isolate aus Altweltaffen gibt es weniger als 20 % Divergenz und die Isolate
unterscheiden sich nicht starker vom HBV des Menschen als die verschiedenen HBV-
Gt voneinander und werden daher phylogenetisch als HBV-Gt behandelt. Von seltenen
Ausnahmen abgesehen [110], wurden diese HBV-Stamme bisher noch nicht im
Menschen nachgewiesen. Allerdings wurden in Schimpansen und Gorillas bereits
Isolate identifiziert, die eine hohe Identitdt zu den humanen HBV-Gt hatten [116, 117].
Dies zeigt, dass die HBV-Gt scheinbar die Speziesbarriere innerhalb der Primaten
Uberschreiten konnen. 1998 wurde erstmals eine Hepatitis-B-Virusspezies in einer
Primatenart der Neuen Welt entdeckt: Das aus in Gefangenschaft lebenden Wollaffen
(Lagothrix lagotricha) stammende WMHBV (engl.: Woolly Monkey Hepatitis-B-Virus
(WMHBYV)), welches eine Nukleotidsequenz-Divergenz des Genoms von 22 % zu HBV
besitzt und eine enge genetische Verwandtschaft zu den humanen HBV-Gt F und H
zeigt [118] (Tabelle 2). Studien konnten zeigen, dass die Oberflachenproteine des
WMHBYV in der Lage sind, humane Hepatozyten zu infizieren, was auf ein zoonotisches

Potential hindeuten kdnnte [119].

Weitere Mitglieder der Orthohepadnaviren bilden Viren, die Fledermause infizieren.
Hierzu gehoéren vier Spezies, die in Altwelt-Fledermausen identifiziert wurden,
darunter das LFBHBV (engl.: Long-fingered bat Hepatitis-B-Virus) [120], das PBHBV
(engl.: Pomona bat Hepatitis-B-Virus) [121] und das RBHBV (engl.: Roundleaf bat
Hepatitis-B-Virus) sowie das nahverwandte HSBHBV (engl.: Horseshoe bat Hepatitis-B-
Virus) [122] (Tabelle 2). Das zoonotische TBHBV (engl.: Tent-making bat Hepatitis-B-
Virus) wurde hingegen in Neuwelt-Fledermausen der Gattung Uroderma bilobatum

entdeckt [122] (Tabelle 2).

Orthohepadnaviren der Neuen Welt wurden daneben in Nagetieren, die in Gebieten
Nordamerikas endemisch sind, wie z. B. dem Erdhérnchen [123], dem arktischen Ziesel
[124] und dem Waldmurmeltier [125], identifiziert. Zudem wurden kirzlich bisher
unbekannte Orthohepadnaviren in domestizierten Katzen [126], einer Antilope [127]

und einer chinesischen Spitzmaus entdeckt [128] (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Chronologische Reihenfolge der Entdeckung der Orthohepadnaviridae. in Klammern ist die

Wirtsspezies der Erstbeschreibung angegeben. Die in dieser Arbeit untersuchten HBV-Spezies sind in fett dargestellt.

Virus Wirt Jahr Referenz
HBV
Hepatitis-B-Virus Mensch 1970 [103]
WHV Waldmurmeltier (Marmota monax) 1978 [125]
Woodchuck Hepatitis Virus
GSHV Erdhornchen (Spermophilus beecheyi) 1980 [123]
Ground Squirrel Hepatitis Virus p p y
ChHBV Schimpanse
Chimpanzee Hepatitis-B-Virus (Pan troglodytes) 1988 (111)
GiHBV .
Gibbon Hepatitis-B-Virus Gibbon (Hylobates lar) 1996 [115]
ASHV
Arctic ground squirrel Hepatitis Arktischer Ziesel (Spermophilus parryii kennicotti) 1996 [124]
Virus
WMHBV . .
Woolly Monkey Hepatitis-B-Virus Wollaffe (Lagothrix lagotricha) 1998 [118]
OuHBV
Orang-Utan Hepatitis-B-Virus Orang-Utan (Pongo pygmaeus) 1999 [114]
GoHBV Gorilla
Gorilla Hepatitis-B-Virus (Gorilla gorilla gorilla) 2000 (113]
LBHBV . . -
Long-fingered bat Hepatitis-B-Virus Langfliigel Fledermaus (Miniopterus fuliginosus) 2013 [120]
TBHBY Zeltbauende Fledermaus (Uroderma bilobatum) 2013 [122]
Tent-making bat Hepatitis-B-Virus
HSBHBY Hufeisennasen Fledermaus (Rhinolophus alcyone) 2013 [122]
Horseshoe bat Hepatitis-B-Virus p y
RBHBV Rundblattnasen Fledermaus (Hipposideros cf. 2013 (122]
Roundleaf bat Hepatitis-B-Virus ruber)
PBHBV Pomona-Rundblattnasen Fledermaus 2015 [121]
Pomona bat Hepatitis-B-Virus (Hipposideros pomona)
TFoHBV . . "
Tai Forest Hepatitis-B-Virus Antilope (Philantomba maxwellii) 2019 [127]
DCHBV .
Domestic cat Hepatitis-B-Virus Hauskatze (Felis catus) 2018 [126]
CMHBV Kapuzineraffe
Capuchin monkey Hepatitis-B- P , 2018 [129]
. (Sapajus xanthosternos)

Virus

Spitzmaus
CSHBV/MSHBVCHN . . (Anourosorex squamipes, Crocidura attenuate, 2019 [128]
Chinese shrew Hepatitis-B-Virus , .

Crocidura lasiura)
CSHBV (Gt A und Gt B) Spitzmaus 2019 [130]
Crowned shrew Hepatitis-B-Virus (Sorex araneus, Sorex coronatus)
MSHBVav Spitzmaus
Musk shrew Hepatitis-B-Virus (Crocidura olivieri) 2019 [130]
EqHBV pferdeartige Tiere
Equid Hepatitis-B-Virus (Equus asinus, Equus quagga) 2021 (131]

1.2.3 Morphologie des HBV

Die Virionen des HBV besitzen eine sphéarische Morphologie und haben einen
Durchmesser von 42-45 nm [103, 132]. Sie werden umgeben von einer Lipidmembran,
in welcher die drei Oberflachenproteine integriert sind (Abbildung 3). Im Inneren
befindet sich in der Regel das 36 nm groRe, ikosaedrische Nukleokapsid, welches aus
etwa 240 Core-Untereinheiten (120 Dimere) besteht und das 3,2 kb groRe, partiell
doppelstrangige, zirkulare DNA-Genom umschlieSt [133, 134] (Abbildung 3). Neben

den infektiosen Virionen werden auch subvirale Partikel (Abbildung 3) von infizierten
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EINLEITUNG

Zellen sekretiert [135]. Diese sind nicht infektios, da sie nur aus HBsAg bestehen und
keine virale DNA enthalten. Sie sind im Durchschnitt kleiner als die Virionen und
besitzen eine filamentodse (ca. 20 nm) oder spharische (ca. 16-25 nm) Morphologie. Sie
werden in einem Uberschuss von >1000 : 1 gegeniiber den Virionen sekretiert und

tragen zur viralen Antigenamie bei [23, 107, 136].

HBV-Virion Subvirale Partikel
HBV-DNA (+)

Polymerase

Sphéren

Proteinkinase

Filamente
i &

PrdS1 PrdS2  Core-Dimere

HBV-DNA (-)

Abbildung 3: Schematische Darstellung des HBV-Virions und subviraler Partikel. Die iufere Hiille bildet eine

Lipidhiille bestehend aus den drei Oberfldchenproteinen. Das innere Nukleokapsid besteht neben den Core-Dimeren, aus einer
Wirtszell-entstammenden Proteinkinase, dem partiell doppelstrdngigen DNA-Genom und einer Polymerase, die sich aus einer
reversen Transkriptase, einer RNAse-H, einem terminalen Protein und einer Spacer-Doméne zusammensetzt. Sphdren und
Filamente sind leere Partikel, ohne Nukleokapsid. HBs — HBV-Oberfldchenproteinv (engl.: HBV surface protein); SHBs — kleines
(engl.: Small) HBV-Oberfldchenprotein; MHBs — mittleres (engl.: Middle) HBV-Oberflichenprotein; LHBs — grofSes (engl.: Large)
HBV-Oberfldchenprotein. [Verdndert nach Glebe & Bremer, 2013 [23]].

1.2.4 Genomaufbau des HBV

Das Genom besteht aus einem kompletten Minusstrang, der Plusstrang ist dagegen
inkomplett und besitzt ein variables 3’-Ende. Der Minusstrang des DNA-Genoms ist
dabei kovalent mit einer Primer-Domane (freies Hydroxyl) der viralen Polymerase

verbunden [105, 137, 138] und enthalt vier OLR:

(1) Pol: ist mit 70 % des Genoms der groRte Leserahmen und kodiert fiir ein Polyprotein
bestehend aus Reverser Transkriptase, viraler Polymerase-Domaéne, einer RNase H-

Domane und einer Priming-Domane des terminalen Proteins [104].

(2) S: kodiert fur alle drei Oberflachenproteine (HBsAg).
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(3) X: Das X-Protein (HBXx) ist fiir die virale Replikation essenziell [139]. Es interagiert
mit vielen zelluldaren Proteinen und scheint insbesondere bei der epigenetischen
Regulierung der cccDNA von Bedeutung zu sein [140, 141]. AuBerdem beeinflusst es

die HBV-assoziierte Karzinogenese [142].

(4) PraCore/Core: kodiert fiir das dimerisierende Core-Protein (HBc). Die Dimere
assemblieren spater zu einem Nukleokapsid. Aufgrund einer 5 ,in-frame”-
Verlangerung (PraCore) des Core-Gens wird neben dem HBc zudem das sekretierte,
nicht-strukturelle e-Protein (HBe) translatiert, welches neben dem HBsAg und dem
viralen DNA-Nachweis als diagnostischer Marker (HBeAg) einer Infektion dient [143,
144]. Das HBe hat zudem eine immunmodulierende Funktion und nimmt damit grofRen

Einfluss auf die Chronifizierung einer HBV-Infektion [145-147].

1.2.4.1 Die Oberflachenproteine des HBV

Die HBV-Oberflachenproteine setzen sich aus dem kleinen (SHBs: S-Doméne),
mittleren (MHBs: PraS2 + S-Domane) und grofRen (LHBs: PraS1 + PraS2 + S-Domaéne)
HBV-Oberflachenprotein zusammen und werden kollektiv als HBs (engl.: HBV surface
protein) bezeichnet. In der Eigenschaft als diagnostischer Marker einer aktiven HBV-
Infektion hat sich die Bezeichnung HBsAg (engl.: HBV surface antigen) durchgesetzt.
Alle drei viralen Proteine werden von einem einzelnen OLR durch interne Start-Codons
kodiert. Die Transkription wird durch zwei unterschiedliche Promotoren initiiert,
woraus zwei mRNAs resultieren. Aus einer 2,4 kb langen mRNA wird folgend das LHBs
translatiert, eine 2,1 kb groBe mRNA dient daneben als Matrize fiir das MHBs sowie
das SHBs [23, 107, 148, 149]. Die S-Domadne (226 AS) ist in allen drei Proteinen
enthalten und ist wahrscheinlich durch vier Transmembrandoméanen (TMD) mit der
Membran des ER verbunden [150]. Zwischen der TMD2 und TMD3 liegt die, flir das
HBsAg charakteristische, antigene Region, ,,a“ — Determinante genannt, welche durch
eine spezifische Konformation des Polypeptids der Antigenschleife (engl.: antigenic
loop, AGL) definiert ist. Virus-neutralisierende Antikdrper binden bevorzugt Epitope
innerhalb dieser Region, wodurch eine Infektion verhindert werden kann [151].
Innerhalb der externen Schleife zwischen TMD2 und TMD3 liegt zudem eine fakultative
N-Glykosylierungsstelle (AS: 146), welche zwar keinen Einfluss auf die Sekretion von

SVP hat, jedoch fiir die Sekretion der HBV-Virionen unerlasslich ist [152-154]. Trotz der
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Notwendigkeit dieser Glykosylierung fiir die Assemblierung der Virionen (sowie der
Umhillung von HDV RNP) scheint sie ebenfalls die Bindung an die HSPGs zu stéren und
dadurch den viralen Eintritt negativ zu beeinflussen [153, 155]. AuBerdem konnten
Studien zeigen, dass die Antigenschleife des SHBs mit HSPGs auf der Zellmembran
elektrostatisch interagiert. Diese Interaktion wird maligeblich durch die negativ
geladenen HSPGs und zwei positiv geladene Aminosduren (Arginin 122 und Lysin 141)
vermittelt [34]. Die Virionen werden durch die HSPGs an der Zellmembran stabilisiert,

wodurch die NTCP-vermittelte Infektion ermdoglicht wird.

Das MHBs enthélt neben der S-Domane weitere 55 AS am N-Terminus, das PraS2,
welches im Lumen des ERs lokalisiert ist [156]. Die PraS2-Domaéane besitzt neben einer
obligatorischen N-Glykosylierungsstelle (AS: 4) eine weitere fakultative O-
Glykosylierungsstelle (AS: 37) [157, 158]. Es wird impliziert, dass die N-Glykosylierung,
nicht aber die O-Glykosylierung, eine Interaktion des Chaperones Calnexin mit MHBs
vermittelt und daher eine Rolle wahrend der viralen Assemblierung einnimmt [152,
159]. Daneben nimmt das MHBs keine essenzielle Rolle wihrend der viralen
Replikation ein, es scheint weder fir die Sekretion viraler Partikel, die Formation

subviraler Partikel noch fir die Infektiositdt der Virionen von Bedeutung zu sein [160].

Das LHBs setzt sich aus der S-Domane, der PraS2-Doméane sowie weiterer Genotyp-
abhangiger N-terminaler 108, 118 oder 119 AS (PraS1-Domaéane) zusammen [108, 161].
Die PraS1-Domane ist flir den NTCP-abhangigen Zelleintritt erforderlich [39] und
kommt innerhalb der Virionen in zwei verschiedenen Topologien vor (Abbildung 3)
[162]. Fir die Interaktion der Kapside, um die Assemblierung zu gewahrleisten, ist eine
interne/zytosolische Ausrichtung der PraS1-Doméane notwendig, daneben vermittelt
eine externe Topologie die Interaktion mit dem NTCP [39, 163]. Die unterschiedlichen
Topologien kommen in der Virushiille zu gleichermaBen vor [162]. Innerhalb der AS 2-
9 des LHBs befindet sich ein Signal fir die N-terminale Myristoylierung, welche
entscheidend fiir die Bindung und Infektiositat der Virionen ist [164, 165]. Daneben
sind insbesondere die Aminosduren 9-15 fiir die NTCP-Bindung und Infektion
notwendig. Dieser Bereich wird daher als essenzielle Doméane bezeichnet [39, 166,
167]. Die weiter C-terminal liegenden Bereiche der PraS1-Domaéne (AS: 28-39 und 39-

48) wurden als akzessorische Doméanen definiert, die den Effekt der Virusbindung und
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Infektion verstarken [39, 166]. Eine Studie um J. Le Seyec et al. konnte zudem durch
Deletionsmutanten zeigen, dass die ersten 77 (75) Aminosauren der PraS1-Domane
essenziell fur die Infektiositdt von HBV (und HDV) sind [168, 169]. Myristoylierte
Peptide der Aminosduren 2-48 kdonnen eine HBV-Infektion inhibieren und werden
daher in vitro und klinisch als kompetitive Inhibitoren einer (HBV- und) HDV-Infektion

eingesetzt (Bulevirtid) [8, 166, 167].

1.2.5 Replikation des HBV

Nach einer niedrigaffinen Bindung der Antigenschleife an HSPGs und einer hochaffinen
Interaktion der myristoylierten PraS1-Domane und dem NTCP der Hepatozyten wird
das HBV-Nukleokapsid Uber eine Clathrin-vermittelte Endozytose in das Zytoplasma
freigesetzt [36, 39, 42] (Abbildung 4). Innerhalb der Arginin-reichen Domane des C-
Terminus des HBc befindet sich eine Kernlokalisationssequenz, weshalb das
Nukleokapsid Uber Mikrotubuli-Filamente an die Kernporen transloziert wird [170,
171]. Dort angekommen, werden die reifen Nukleokapside innerhalb einer
Korbstruktur (engl.: nuclear basket) disassembliert und die entspannt-zirkulare DNA
(engl.: relaxed circular DNA, rcDNA), die innerhalb des Nukleokapsids an die
Polymerase gebunden ist, in das Kernplasma freigesetzt [172] (Abbildung 4). Die rcDNA
besteht dabei aus einem kompletten Minusstrang, der mit seinem 5‘-Ende kovalent an
die virale Polymerase gebunden ist und einem unvollstandigen Plusstrang, der am 5'-
Ende ein RNA-Oligonukleotid als Primer flr die Synthese des Plusstrangs gebunden hat
[173]. Uber Interaktion der rcDNA mit nukledren Wirtsfaktoren wird die kovalent
geschlossene zirkuldare DNA (engl.: covalently closed circular DNA, cccDNA) gebildet,
die als Transkriptionsvorlage fiir alle HBV-RNAs dient (Abbildung 4). Dies umfasst
folgende Schritte: (1) Das Entfernen der kovalent mit dem viralen Minusstrang
gebundenen DNA-Polymerase, (2) das Entfernen des RNA-Oligonukleotids vom
Plusstrang, (3) das Komplementieren des Plusstrangs und (4) die Ligation der
verbliebenen Nicks [174-176]. Der Prozess ist noch nicht vollstindig verstanden,
jedoch konnten kiirzlich die minimalen Wirtsfaktoren, die fir die Bildung der cccDNA
bendtigt werden, identifiziert werden [173, 177]. Die cccDNA wird mit Wirtshistonen
und zelluldren sowie viralen (z. B. HBx) Proteinen zu einer stabilen Chromatin-

dhnlichen Struktur verpackt, die als ,Minichromosom* episomal im Zellkern infizierter
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Hepatozyten verweilt [178-180] (Abbildung 4). Daraufhin folgt die Transkription der
pragenomischen RNA (pgRNA) und vier weiterer viraler mRNAs (HBe und drei
subgenomische: HBx, SHBs/MHBs, LHBs) durch die zellulare RNA-Polymerase Il [181].
Es wird impliziert, dass zuerst die Synthese des HBx als erstes erfolgt und dies die
Transkription der pgRNA und der subgenomischen RNAs initiiert, indem es unter
anderem zellulare Transkriptionsfaktoren rekrutiert [140, 182-184]. Alle RNAs besitzen
eine 5’-Cap-Struktur sowie ein Poly(A)-Signal am 3‘-Ende (Nukleotide 1916-1921:
UAUAAA) und werden in das Zytoplasma exportiert. Im Zytoplasma wird aus der HBe
mMRNA zunéchst das PrdaCore Polypeptid translatiert, dieses welches anschlieBend zum
ER transloziert. Dort werden die Signalpeptide entfernt und das reife HBeAg wird in
den Blutkreislauf freigesetzt [185] (Abbildung 4). Aus der pgRNA werden das HBc und
die virale Polymerase translatiert. Die virale Polymerase bindet wiederum die pgRNA,
dieser Komplex wird im Zytosol von HBc-Dimeren umschlossen und die Enkapsidierung
eingeleitet. Der Prozess wird Uber die Bindung der viralen Polymerase an ein Cis-
aktives Element (Epsilon-Signal) innerhalb einer pgRNA Sekundarstruktur initiiert [186,
187]. Innerhalb der Kapside wird Gber die Reverse Transkriptase der Polymerase von
der pgRNA die rcDNA synthetisiert [138]. Dabei wird zunachst der Minusstrang revers
transkribiert, der wiederum als Matrize fir die Plusstrang-Synthese dient [188]. Die
pgRNA wird wahrend der Minusstrang-Synthese durch die RNase H-Domane der
Polymerase degradiert, dabei bleibt ein kleines RNA-Oligonukleotid als Primer-
Domane zurlick (Abbildung 4). Nachdem die Oberflachenproteine SHBs, MHBs und
LHBs am ER translatiert wurden, interagiert ein Teil der reifen Nukleokapside mit der
Region zwischen der PraS1 und der PraS2-Domane der Oberflachenproteine, woraus
infektidse Virionen entstehen [189]. Ein anderer Teil der reifen Nukleokapside wird
wiederum in den Nukleus transportiert, bis ausreichend HBsAg translatiert wurde
(Abbildung 4). Die infektidsen Virionen und die subviralen Filamente werden lber
multivesikuldare Korperchen aus den Hepatozyten in die Blutbahn freigesetzt [190,
191], wahrend die subviralen Spharen lGber den Golgi-Apparat aus den Zellen gelangen

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

Affinitdt und der Bindung mit hoher Affinitdt an NTCP der basolateralen Hepatozytenmembran tritt das HBV-Virion in das
Zytoplasma ein und das Nukleokapsid wird (iber Mikrotubuli-Filamente zur Kernpore des Nukleus transportiert. Nach einer
Disassemblierung wird die rcDNA in das Kernplasma freigesetzt. Aus der rcDNA wird (iber Interaktion mit Wirtsfaktoren eine
kovalent geschlossene zirkuldre DNA (cccDNA). Diese wird zusammen mit Wirtsfaktoren und viralen Proteinen zu einem
Minichromosom verpackt, welches episomal im Zellkern verweilt. Aus der cccDNA werden prdgenomische (pgRNA) und
(subgenomische) mRNAs transkribiert. Eine mRNA dient der Translation eines Vorldufer-Proteins (PrdCore), dieses wird weiter
prozessiert, woraus ein immunmodulatorisches Protein (HBeAg) resultiert. Die pgRNA dient als Matrize fiir die Polymerase und das
HBcAg, die subgenomischen mRNAs werden fiir die Translation der Oberfldchenproteine (HBsAg) und das HBx benétigt. Durch die
Assemblierung der pgRNA, der viralen Polymerase und der HBcAg-Dimere kommt es zur Bildung unreifer Nukleokapside. Wéhrend
der Reifung wird die rcDNA durch die Reverse Transkriptase synthethisiert. Die reifen Nukleokapside werden entweder wieder
direkt in den Zellkern transportiert oder sie translozieren zum Endoplasmatischen Retikulum (ER) und interagieren dort mit den
Oberflidchenproteinen. Die Virionen werden zusammen mit den Filamenten lber multivesikuldre Kérperchen (MVK) aus den
Hepatozyten in die Blutbahn sezerniert, die Sphéren verlassen die Hepatozyten liber den Golgi-Apparat. [Verdndert nach Glebe &

Bremer, 2013 [23]].
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1.3 NTCP als Rezeptor fiir HBV und HDV

Der NTCP (SLC10A1) gehort, neben weiteren Mitgliedern, zu der Solute Carrier Familie
10 (SLC10). Zusammen mit dem apikalen Natrium-abhdngigen Gallensalztransporter
ASBT (SLC10A2) besteht die physiologische Funktion dieser Proteine darin, ein
Gallensalzmolekil zusammen mit einem Natriumion durch die Leber- (NTCP) bzw.
Darmmembran (ASBT) zu transportieren, wodurch der enterohepatische Kreislauf der
Gallensalze und somit die Gallensdurehomoostase aufrechterhalten wird [193, 194].
Gallensalze emulgieren die aufgenommenen Fette aus der Nahrung sowie fettlsliche
Vitamine und erleichtern so die Resorption und Verdauung. Es ist Ublich, dass das
humane SLC10A1 als "NTCP" und nicht-humane SLC10A1-Orthologe als "Ntcp"

bezeichnet werden.

Obwohl schon seit langerem bekannt ist, dass insbesondere die PraS1-Domane des
LHBs fir den Zelleintritt verantwortlich ist, war lange Zeit unbekannt, welchen
Wirtsfaktor HBV/HDV fiir den Eintritt in Hepatozyten nutzen. Im Jahre 2012 gelang es
der Arbeitsgruppe um H. Yan et al. den humanen Gallensaure Transporter NTCP als
HBV/HDV Rezeptor zu identifizieren [39]. Innerhalb dieser Arbeiten wurden
Hepatomzelllinien, die nur eine sehr niedrige endogene Expression von NTCP
aufweisen, mit Expressionsplasmiden des NTCP transfiziert, wodurch sie fir eine HBV-
und eine HDV-Infektion empfanglich wurden. Die Bindung der Virionen an NTCP ist
hochaffin und unter anderem fiir die hohe Wirtsspezifitat sowie den Hepatotropismus

des HBV verantwortlich [195, 196].

Der Durchbruch der Identifizierung von NTCP als spezifischer Eintrittsrezeptor fiir HBV
und HDV hat das Verstandnis des viralen Eintritts von HBV und HDV erheblich
verbessert. So konnte gezeigt werden, dass HBV eher mit hochsulfatierten HSPGs, wie
das primar an Hepatozytenmembranen exprimierte Glypikan 5 interagiert [35-37], was
den Hepatotropismus begiinstigt. Zudem konnte durch weitere Untersuchungen der
EGFR als viraler Ko-Rezeptor identifiziert werden. EGFR scheint dabei die Clathrin-
abhangige Endozytose des NTCP-HBV-Komplexes zu den spaten Endosomen zu
vermitteln [40-42]. Die Faktoren, die eine Fusion der viralen mit der zellularen

Membran auslosen, sind aber bisher noch unbekannt.
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2. Fragestellung

Mitunter eine groRe Herausforderung in molekularbiologischen Studien, die sich
mit der Replikation des Hepatitis-Delta-Virus (HDV) befassen, ist das Fehlen
replikativer cDNA-Klone des HDV. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe fiir
Virushepatitis unter der Leitung von Prof. Dr. Maura Dandri (Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf) sollten zwei HDV-Gt-1 Isolate kloniert und in Hinblick auf ihre
Replikation und Sekretion analysiert werden. Folgende Fragestellungen waren

dabei relevant:

Gibt es genotypische Unterschiede in der Verpackungs- und Infektionseffizienz
der HDV-Genotypen 1-4?
Ist die Aktivierung der HDV-Replikation durch das virale HDAg Isolat-spezifisch
oder kann es durch heterologes HDAg anderer HDV-Isolate in ,trans”
komplementiert werden?

In Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen von Prof. Dr. Drosten (Charité Berlin)
und Prof. Dr. Sommer (Universitdt Ulm), wurde in Gewebe- und Blutproben von
Stachelratten virale RNA detektiert, die eine hohe Homologie zu dem viralen
Genom von HDV aufweist. Daher sollte die HDV-dhnliche virale RNA auf ihre

Funktionalitat untersucht werden. Folgende Fragestellungen waren dabei relevant:

Kann die HDV-dhnliche RNA-Sequenz aus Stachelratten eigenstindig eine
Replikation in vitro initiieren?

Wird analog zu HDV von der HDV-dhnlichen RNA-Sequenz ein groBes
Deltaantigen exprimiert, welches die Fahigkeit zur Interaktion mit den
Oberflachenproteinen von Hepadnaviren (HBsAg) ermaoglicht?

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Drexler (Charité Berlin)
wurde in Gewebe- und Blutproben von Kapuzineraffen, Spitzmausen und Equiden
virale DNA detektiert, die eine hohe Homologie zu dem Genom des humanen HBV
aufweisen und neue HBV-Spezies darstellen. Aufgrund dessen sollte die Interaktion
dieser neu entdeckten Viren mit ihrem putativen, zelluldren Rezeptor NTCP/Ntcp

untersucht werden. Folgende Fragestellungen waren dabei relevant:

Sind die viralen Oberflachenproteine der Hepadnaviren aus Kapuzineraffen,
Spitzmaus und Equiden in der Lage an den zelluldren NTCP/Ntcp zu binden?
Kénnen NTCP-Orthologe eine Infektion von humanen Hepatomzelllinien iiber die
Oberflachenproteine dieser neuartigen Viren vermitteln und

Koénnte hierdurch von diesen Hepatitis-B-Viren ein zoonotisches Risiko fiir den
Menschen ausgehen?
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3. Verwendete Materialien

3.1 Plasmide

Tabelle 3: Ubersicht aller verwendeten Plasmide sowie neu erzeugter Expressionsvektoren.

Name Vektor Insert Quelle
Ntcps/NTCP Expressionsvektoren
pcDNA5/FRT/TO_NTCP-FLAG pcDNAS/FRT/TO NTCP-FLAG B. Doring
Pan troglodytes
pcDNAS/FRT/TO_PtroNtcp pcDNAS/FRT/TO (schimpanse) Ntcp
Macaca fascicularis
pcDNAS/FRT/TO_MfasNtcp pcDNAS/FRT/TO
(Javaneraffe) Ntcp )
L <
Saimiri sciureus c:
pcDNAS/FRT/TO_SsciNtcp pcDNAS/FRT/TO z
(gew.Totenkopfaffe) Ntcp =,
=
(o)
Callihtrix jacchus =
pcDNAS/FRT/TO_CjacNtcp pcDNAS/FRT/TO .
(WeiRbuschelaffe) Ntcp
Saguinus oedipus
pcDNAS/FRT/TO_SoedNtcp pcDNAS/FRT/TO .
(Lisztaffe) Ntcp
Sapajus apella AG Glebe
pcDNA3.1(+)_SapNtcp pPcDNA3.1(+) (Haubenkapuziner) Ntcp [129]
Sorex araneus AG Glebe
pcDNA3.1(+)_SorexNtcp pcDNA3.1(+) (Waldspitzmaus) Ntcp [130]
Equus asinus (Hausesel) Ntc
pcDNA3.1(+)_EselNtcp PcDNA3.1(+) g ( ) Necp AG[ li'f]be

Deltavirale Expressionsvektoren

WHO_HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+)_1.0mer_noHDAg

(CHD_WHO_ AS-HDAg)

pcDNA3.1(+)

Monomer HDV Genom Gt 1 -
Sequenz des HDV-RNA WHO
Standards mit S-HDAg Start-

Codon Mutation [200]

pSVL(D3) pSVL Trimer HDV Genom Gt 1 J. Taylor [56]
pHDV-2_pCR3.1_D2N1 pCR3.1 Dimer HDV Genom Gt 2 M[.l(;l;?o
pHDV-4_pCR3.1_D2llb pCR3.1 Dimer HDV Genom Gt 4 M. Chao
pHDVIII(-) pCMV3 1.2mer HDV Genom Gt 3 J'L[f;;]ey
WHO_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_WT_1.0mer Monomer HDV Genom Gt 1 -
pcDNA3.1(+) Sequenz des HDV-RNA WHO
(CHD_WHO) Standards [200]
Taylor_HDV_Gt1 in pcDNA3.1(+) _WT_1.0mer Monomer HDV Genom Gt 1 -
pcDNA3.1(+) .
(pHDV_T) Sequenz siehe pSVL(D3) >
®
Hamburg_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+) Monomer HDV Genom Gt 1 - ]
(0]
_WT_1.0mer pcDNA3.1(+) Einzelsequenz einer =3
(CHD_HH) klinischen Studie [201]
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Taylor_HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+)_1.0mer_noHDAg

(PHDV_T_ AS-HDAg)

pcDNA3.1(+)

Monomer HDV Genom Gt 1 -
mit S-HDAg Start-Codon
Mutation; Sequenz siehe
pSVL(D3)

Hamburg_HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+)_1.0mer_noHDAg

pcDNA3.1(+)

Monomer HDV Genom Gt 1 -
Einzelsequenz einer

klinischen Studie mit S-HDAg 5
(CHD_HH_ AS-HDAg) Start-Codon Mutation [201] o
(0]
o
. Monomer HDV Genom Gt 1 - o
Taylor_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_HH- pcDNA3.1(+) mit HDAg OLR des
HDAg_1.0mer
Hamburger Isolats.
Monomer HDV Genom Gt 1 -
Hamburg_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_Taylor- Einzelsequenz einer
HDAg_1.0mer PCONA3.1(+) klinischen Studie mit HDAg
OLR des Taylor Isolats
Monomer des Genoms des AG Glebe /
RDeV (P.sem183 HDV)_1.0mer in pcDNA3.1(+) | pcDNA3.1(+) HDV-ahnlichen Virus aus
AG Muth
Stachelratten [91]
WHO_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_WT_2.0mer Dimer HDV Genom Gt 1 -
pcDNA3.1(+) Sequenz des HDV-RNA WHO
(CHD_WHO) Standards [200]
Taylor_HDV_Gt1 in pcDNA3.1(+) _WT_2.0mer Dimer HDV Genom Gt 1 -
pcDNA3.1(+) .
(pHDV_T) Sequenz siehe pSVL(D3)
Hamburg_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+) Dimer HDV Genom Gt 1 -
_WT_2.0mer pcDNA3.1(+) Einzelsequenz einer
(CHD_HH) klinischen Studie [201]
cDNA3.1(+)_2.0mer_noHDA equenz des RV
P - - 8 PCONA3.1(+) Standards mit S-HDAg Start-
(CHD_WHO_ AS-HDAg) Codon Mutation [200] >
. 4 o
Taylor HDV_Gt1_in Dimer HDV Genom Gt 1 - mit %
PCDNA3.1(+)_2.0mer_noHDAg pCDNA3.1(+) S-HDAg Start-Codon. o
Mutation; Sequenz siehe
(pHDV_T_ AS-HDAg) pSVL(D3)
Hamburg_HDV_Gt1_in E.imelr HDV Genf)m Gtl-
cDNA3.1(+)_2.0mer_noHDA Inzelsequenz einer
P () - 8 PCONA3.1(+) Klinischen Studie mit S-HDAg
(CHD_HH_ AS-HDAg) Start-Codon Mutation [201]
Dimer HDV Genom Gt 1 - mit
Taylor_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_HH-
HDAg_2.0mer pcDNA3.1(+) HDAg OLR des Hamburger
Isolats.
Dimer HDV Genom Gt 1 -
Hamburg_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_Taylor- Einzelsequenz einer
HDAg_2.0mer PCONA3.1(+) Klinischen Studie mit HDAg
OLR des Taylor Isolats
RDeV (P.sem183 HDV)_2.0mer in CONA3.1(+) ;'::ﬁcrh‘iis\if:':;?;des HOV- 1 AG Glebe /
pcDNA3.1(+)_Klon 4.8 P : AG Muth
Stachelratten [91]
S-HDAg Expressionsvektoren
SHDAg-pHDV-1-pSVLD3 in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) S-HDAg aus pSVL(D3)
>
. S-HDAg aus pHDV- ®
SHDAg-pHDV-2 in pcDNA3.1(+) PcDNA3.1(+) 2 pCR3.1_D2N1 %
o
o

SHDAg-pHDV-3 in pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

S-HDAg aus pHDVIII(-)
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SHDAg-pHDV-4 in pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

S-HDAg aus pHDV-
4_pCR3.1_D2llb

X60193_Gt 2_SHDAg in pcDNA3.1(+)

pcDNA3.1(+)

S-HDAg Gt 2 — Genotypen

(gi) Panel von Annika Giese (gi) a
o)
AB037947_Gt 3_SHDAg in pcDNA3.1(+) - - o
_Gts_ g inp pCDNA3.1(+) S-HDAg Gt 3 .Genc?typen. 3
(gi) Panel von Annika Giese (gi)
AF018077_Gt 4 _SHDAg in pcDNA3.1(+) . _
_ _ ginp pCDNA3.1(+) S-HDAg Gt 4 .Genc?typen.
(gi) Panel von Annika Giese (gi)
. S-HDAg Gt 5 — Genotypen
LT594482_Gt 5_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) Panel von Annika Giese (gi)
. S-HDAg Gt 6 — Genotypen
JX888102_Gt 6_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) Panel von Annika Giese (gi)
. S-HDAg Gt 7 — Genotypen
LT604972_Gt 7_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) Panel von Annika Giese (gi)
. S-HDAg Gt 8 — Genotypen
AJ584849_Gt 8_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) Panel von Annika Giese (gi)
. S-HDAg aus Taylor_HDV_Gt1
Taylor_SHDAg_HH in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) in pcDNA3.1(+) _WT 2.0mer
S-HDAg aus
WHO_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) WHO_HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+)_WT_2.0mer
S-HDAg aus
HH_SHDAg in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) Hamburg_HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+) _WT_2.0mer
Deltaantigen des HDV-
Avian-HDAg-MH824555 N-Flag in pcDNA3.1(+) | pcDNA3.1(+) dhnlichen Virus aus Vogeln B
[88] o
&
Deltaantigen des HDV- o
Fish-HDAg-MN031240 N-Flag in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) dhnlichen Virus aus Fischen
[90]
Deltaantigen des HDV-
Newt-HDAg-MN031239 N-Flag in pcDNA3.1(+) | pcDNA3.1(+) dhnlichen Virus aus Molchen
[90]
Termite-HDAg-MK962759 N-Flag in Injeltéantlger\ des HDV- .
pcDNA3.1(+) dhnlichen Virus aus Termiten
PcDNA3.1(+)
[90]
Deltaantigen des HDV-
Toad-HDAg-MK962760 N-Flag in pcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) dhnlichen Virus aus Kroten
[90]
Snake-HDAg-F18-5-MH988742.1 N-Flag in Deltaantigen des HDV-
PcDNA3.1(+) pcDNA3.1(+) ahnlichen Virus aus
Schlangen [89]
Deltaantigen des HDV-
Flag-Tag-SHDAg-HDV183 in pcDNA3.1(+ shnli i
g-lag g p (+) pCDNA3.1(+) dhnlichen Virus faus
Stachelratten mit N-
terminalen FLAG-Taq [91]
HBV-Oberfldchenproteine (HBsAg) zur Erzeugung pseudotypisierter Deltaviren
i HBsAg des HBV Gt B1
Gt_B1_N4124 natProm_LHBs_PolyA in pcDNA3.1(+) g »
pcDNA3.1+ Subgenotyp adw2 2
o
HBsAg des HBV Gt D3, g

3091_LHBs_3091EnhPREPoIyA in pcDNA3.1+

pcDNA3.1(+)

Subgenotyp ayw3
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pcDNA3.1_CMHBV_LMS_aus12Kol_LHBs_309
1EnhPREPPolyA in pcDNA3.1+

HBsAg des HBV aus

PCDNA3.1(+) Kapuzineraffen (CMHBV)

EqHBV-Esel-LMS mit 3091-EnhPREPoIyA in
pCH9-200 (Hygro)

HBsAg des HBV aus Equiden

PCH9-200 (EqHBV) [131]

>
) ) HBsAg des Spitzmaus HBVs 2
. . [}
Crocidura_natProm_LHBs_PolyA in pcDNA3.1+ | pcDNA3.1(+) (MSHBV) [130] g
o
i HBsAg des Spitzmaus HBV
Sorex_K1263_natProm_LHBs_PolyA in pCDNA3.1(+) g p
pcDNA3.1+ (CSHBV Gt B) [130]
Sorex_GF2139_natProm_LHBs_PolyA in HBsAg des Spitzmaus HBV
pcDNA3.1+ PCDNA3.1(+) (CSHBV Gt A) [130]

B. Doring, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Justus-Liebig-Universitdt GieRen
S. Miiller, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Justus-Liebig-Universitdt GieBen
AG Glebe, Institut fiir Medizinische Virologie, Justus-Liebig-Universitat GieBen

AG Muth, Institut fiir Virologie, Charité — Universitdtsmedizin Berlin

M. Chao, Institut fiir Mikrobiologie und Immunologie, Chang Gung Universitdt Taiwan

3.2 Hepadnavirale Myr-PraS1-Peptide

Fiir die Peptidbindungsanalysen wurden hepadnavirale Myr-PraS1-Peptide der N-
terminalen Aminosduren 2-48 des groflen Oberflaichenproteins (PraS1, LHBs)
verwendet. Alle Peptide, die fiir die Peptidbindungsanalysen verwendet wurden, sind
C-terminal kovalent an ein Fluorophor (Alexa) gebunden. Fir die CMHBV/HBV
Inhibitionsversuche wurden zudem CMHBV und HBV Myr-PrdaS1-Peptide eingesetzt,
die C-terminal mit einem Strep-Tag (WSHPQFEK) konjugiert sind. Am N-terminalen
Glycinrest wurden alle Peptide zudem mit einer Myristinsdure (Myr) modifiziert. Die
verwendeten Peptide wurden von der Firma Bio-Synthesis (Texas, USA) mit einer
Reinheit von > 90 % synthetisiert.

CMHBV2-48myr-Alexa633 (CMHBV)
Myr — GLNQSTINPL GFFPSHQLDP LFKANSPAAD WDQNPHKDPW PSAHEVP C — [Alexa633]

CMHBV2-48myr-Strep (CMHBYV)
Myr — GLNQSTINPL GFFPSHQLDP LFKANSPAAD WDQNPHKDPW PSAHEVP SA — [Strep-Tag]

DOHBV2-48myr-Alexa633 (EqHBV)
Myr — GQNQSVPNPL GFLPVHSIDT SGGGGWDHSI QKDPWPQAKL PSPGNWG C — [Alexa633]

SMHBV-GF21-2-48myr-Alexa633 (CSHBV Gt A)
Myr — GNNWSPGANY GSMDSTPPGV ETLNWLFQKL HPAKEDWTLT PQVGTNA C — [Alexa633]

SMHBV-CRO-2-48myr-Alexa633 (MSHBV)
Myr — GNFVDIM GSQLAVGT SYGAAEGETFNP LADLGYLFSK INPHQPLENY C — [Alexa633]

HBV2-48myr-Alexa568 (HBV Gt D3)
Myr — GQNLSTSNPL GFFPDHQLDP AFRANTANPD WDFNPNKDTW PDANKVG C— [Alexa568]

HBV2-48myr-Strep (HBV Gt D3)
Myr — GQNLSTSNPL GFFPDHQLDP AFRANTANPD WDFNPNKDTW PDANKVG SA — [Strep-Tag]
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3.3 Restriktionsendonukleasen und weitere Enzyme

Alle Restriktionsendonukleasen und Enzyme wurden im mitgeliefertem

Inkubationspuffer eingesetzt oder wurden bereits als gebrauchsfertige Enzym-Puffer-

Losungen geliefert und nach Angaben des Herstellers verwendet.

Tabelle 4: Ubersicht aller verwendeten Enzyme inklusive Restriktionsendonukleasen unter Angabe des

Herstellers.

Name Hersteller

In vitro Transkription

T7 RNA-Polymerase

‘ New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

PCR fiir Klonierung, Kolonie-PCR und qRT-PCR

Phusion High Fidelity (HF) DNA Polymerase

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

GoTaqg DNA Polymerase

Promega GmbH, Walldorf, Deutschland

TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

DNase |, RNase-free

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Restriktionsendonukleasen fiir die Sequenzieru

Xagl (EcoNlI)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Eco47lll (Afel)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

BoxI (PshAl)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Weitere Enzyme

Dpnl

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

RNase freie DNase |

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Kpn |

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

BamHI

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Benzonase Nuclease (250U/pl)

T4 Polynucleotide Kinase

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

SuperScript lll Reverse Transcriptase

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
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3.4 Verwendete GroRen- und Molekulargewichtsmarker

Alle verwendeten GrofRen- und Molekulargewichtsmarker wurden nach Angaben des

Herstellers verwendet.

Tabelle 5: Ubersicht aller Gréflen- und Molekulargewichtsmarker sowie deren Hersteller und der

Angabe der Verwendung.

Name

Quick-Load® 1 kb DNA Ladder

Hersteller

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Verwendung

DNA-GroRenmarker

Color Prestained Protein
Standard(Broad Range)

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

SeeBlue Plus2 Prestained
Standard

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

Protein-
Molekulargewichtsmarker

PageRuler Prestained Protein
Ladder

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

3.5 Kommerzielle Kits und Reagenzien

Tabelle 6: Ubersicht aller Reagenzien und Kits unter Angabe der Verwendung sowie der Bezugsquelle.

Name

RNA und DNA Extraktion

Hersteller

Verwendung

InnuPREP Virus DNA/RNA Kit

Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland

HDV-RNA Extraktion aus
Zellkulturtberstand

TRIzol Reagent

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

RNA-Isolation aus Zellen

Monarch PCR & DNA Cleanup Kit

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Monarch DNA Gel Extraction Kit

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

DNA-Aufreinigung

Plasmid Plus Midi Kit

QIAGEN, Hilden, Deutschland

Plasmid-DNA-Aufreinigung

PCR und cDNA Synthese

Random Hexamers

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

Primer fiir Reverse Transkriptase

dNTP Set

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

Deoxynukleosidtriphosphate fir die
Vervielfaltigung der DNA Uber PCR

Northern Blot

PerfectHyb Plus Hybridization Buffer

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt,
Deutschland

Prahybridisierungs- und
Hybridisierungspuffer

Ribonucleotide Solution Set

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Ribonucleosid-Triphosphate fiir die
Vervielfaltigung von RNA Uber in
vitro Transkription

RNase Inhibitor, Murine

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Schutz der RNA wahrend IVT vor
RNasen
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Klonierung

In-Fusion HD Cloning Kit

Clontech Laboratories, Saint-Germain-en-
Laye, Frankreich

Erzeugung der 1.0mer HDV-/RDeV-
Expressionskonstrukte

HDAg ELISA

ETI-DELTAK-2

DiaSorin, Saluggia, Italien

Quantifizierung der HDV
Infektionsrate

Western Blot

Halt™ Protease Inhibitor Cocktail

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

Schutz vor Proteasen wahrend der
Lagerung der Proteine und
Probenaufbereitung

ROTIPHORESE Gel 30 (37,5:1)

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

Acrylamid-, Bisacrylamid-
Stammlosung zur Herstellung von
SDS-PAGE

4X Protein Sample Loading Buffer for
Western Blots

LI-COR Biosciences — GmbH, Bad
Homburg, Deutschland

Ladepuffer fiir SDS-PAGE

Clarity Max Western ECL Substrate

Bio-Rad Laboratories, Inc., Feldkirchen,
Deutschland

Luminol/Enhancer Reagenz

Radioaktive Nukleotide

[a -32P] rUTP, 3000 Ci/mmol

[y -32P] dATP, 3000 Ci/mmol

Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Radioaktive Nukleotide fiir die
Erzeugung radioaktiv-markierter
RNA/DNA-Sonden

3.6 Escherichia coli

Fir die Klonierungen sowie die Plasmidvermehrung wurden kompetente E.coli Zellen

nach Angaben des Herstellers verwendet.

Tabelle 7: Verwendete Escherichia coli.

Name Stamm

Genotyp

Hersteller

Stellar™ Competent

Cells HSTO8

F—, endA1, supE44, thi-1, recAl, relAl, gyrA96,
phoA, ®80d lacZA M15, A(lacZYA-argF) U168,

A(mrr-hsdRMS-mcrBC), AmcrA, A—

Takara Bio, USA (Clontech
Laboratories, Inc.)
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3.7 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden insgesamt drei Zelllinien verwendet, die ausschlieRlich
humanen Ursprungs sind. Es handelte sich dabei um immortalisierte, adharente
Zelllinien, die in Wachstumsmedium (Tabelle 10) gehalten wurden.

Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Zelllinien.
Herkunft

Zelllinien-Name Besonderheiten und Erstbeschreibung

Hepatomzellen

M. Ocker

HuH7 [202]
M. Ocker
Zellkulturplatten und -Schalen wurden zur Kultivierung mit
Hepatomzellen Collagen Typ | beschichtet.
HepG2

Im Vergleich zu anderen Hepatomzelllinien erfiillen HepG2-
Zellen viele differenzierte Leberfunktionen [203].

HepG2 Tet-On-hNTCP (HepG2-
hNTCP)

Ursprungszelllinie:
HepG2 Tet-On (TO)
Advanced Takara Bio
(Clontech Laboratories,
Inc.), USA

induziert.

HepG2-Zellen, die einen Tetracyclin regulierten
Transaktivator exprimieren; unter Zugabe von Doxycyclin
wird die Expression des stabil transfizierten hANTCP

Geneticin: Selektion des pTet-On Advanced Systems
Puromycin: Selektion des hNTCP-ZFN-Vektors

M. Ocker, Institut fiir Chirurgische Forschung, Philipps-Universitdt Marburg

3.8 Gerate

Tabelle 9: Verwendete Gerdte sowie Hersteller und Verwendung.

Name Hersteller Verwendung
Western Blot
Mini-PROTEAN® Tetra Cell - Set Bio-Rad Laboratories, Inc., Feldkirchen, SDS-PAGE

Deutschland

Biometra Fastblot

Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland

Elektroblotting

ChemoCam Imager ECL

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen, Deutschland

ECL Western Blot Dokumentation

Northern Blot

Gibco BRL Horizon 11-14
Horizontal Gel Electrophoresis
System

Life Technologies Inc./ Gibco-BRL, Carlsbad, CA,
USA

RNA-Gelkammer

Mini-Pump Variable Flow Slow

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland

Peristaltische Pumpe zum
Umwalzen des MOPS Laufpuffers

VacuGene XL Vacuum-blotting
system

Cytiva/ Amersham, Buckinghamshire, England

Vakuumblotting der Nukleinsauren

Divac 2.4L

Leybold GmbH, Kdln, Deutschland

Vakuum Membranpumpe

Amersham Typhoon
Biomolecular Imager

Cytiva/ Amersham, Buckinghamshire, England

Phosphorimaging der
Radioaktivblots

Fujifilm BAS cassette2 2025

FUJIFILM Europe GmbH, Disseldorf,
Deutschland

Autoradiographiefilm
(Phosphorschirm) — Visualisierung
der RNA

Stratalinker 2400

Stratagene, Bellingham, WA, USA

UV-Crosslinker
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Amersham Eraser

Cytiva/Amersham, Buckinghamshire, England

Loschen von
Autoradiographiefilmen
(Phosphorschirmen)

0OV 2000

Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland

Mini-Shaking-Hybridisierungsofen

Zellkultur

CO2 Inkubator MCO-19AIC

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

Kultivierung von Zellkulturen

DMI6000 B inverted
fluorescent microscope

Leica, Wetzlar, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

LightCycler 480 Il

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Quantitative qRT-PCR

MiniAmp Thermal Cycler

Thermo Fisher Scientific (Applied Biosystems),
Waltham, MA, USA

Thermocycler fiir semiquantitative
PCR

Sonstige Gerdte

Consort EV231 Electrophoresis
Power Supply

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Elektrophorese-Netzgerat

Herasafe KS

Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland

Biologische Sicherheitswerkbank/
Sterilbank

Elektrophorese-Kammer (MINI
& MIDI)

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

Elektrophoresekammer flr
Agarosegele

Durchlichtmikroskop Diavert

Leitz, Wetzlar, Deutschland

Zellvisualisierung

Lab 845

SI Analytics GmbH, Mainz, Deutschland

pH-Messgerat

Reinstwasseranlage

Millipore, Eschborn, Deutschland

PicoFuge

Stratagene, Bellingham, WA, USA

Mini-Zentrifuge

Sprout

Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, USA

Mini-Zentrifuge

Centrifuge 5417R/ 5430

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge

Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen,

Rotina 420R Deutschland Zentrifuge mit Kiihlfunktion
Photometer zur Bestimmung der
PicoDrop Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland Plasmid-DNA Konzentration/

Proteinmenge und weitere

G24 environmental incubator
shaker/ Innova 44R

New Brunswick Scientific, Edison, NJ, USA

Bakterienschuttler/
Inkubationsschuttler

Vortemp56

Labnet, Edison, NJ, USA

Thermoschittler

MS2 Minishaker

IKA, Staufen, Deutschland

Vortexer
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3.9 Puffer, Standardlésungen und Medien

Alle angesetzten Losungen und Reagenzien wurden mit Wasser angesetzt, welches
Uber eine Reinstwasseranlage aufbereitet wurde und den Qualitatsgrad ,, aqua bidest”

aufweist. Die Losungen wurden, falls notig, autoklaviert und/oder filtriert.

Tabelle 10: Ubersicht der verwendeten Puffer und deren Zusammensetzung.

Name Finale Konzentration - Zusammensetzung

Western Blot

20 mM EDTA
140 mM NaCl
OPT-Lysispuffer
5% SDS [w/v]
[204]
100 mM TRIS pH 8
1x Halt Protease Inhibitor Cocktail (frisch zufligen)
10% B-Mercaptoethanol [v/v]
4x SDS-Probenpuffer
90 % Protein Loading Buffer [v/v]
0,25 M TRIS pH 8.3
10x SDS-Laufpuffer 1,92 M Glycin
1% SDS [w/v]
5mM EDTA
10x Transferpuffer 390 mM Glycin
450 mM TRIS pH 8,3
10x TBS 200 mM TRIS
pH 7,6 15M NaCl
1x TBS
TBS-T
0,1% Tween 20 [v/v]
1x TBS
Blockierlésung-WB
5% Magermilchpulver [w/v]
1x TBS-T
Antikorperlosung-WB
5% Magermilchpulver [w/v]

Northern Blot — alle Puffer und Losungen wurden mit autoklavierten DEPC-H.0 (0,9 ml/I) angesetzt

10x MOPS 0,2M MOPS
pH7 50 mM Natriumacetat
dunkel lagern 10 mM EDTA
20x SSC 3M Nacl
pH7 300 mM Tri-Natrium-Dihydrat
1,3x MOPS [v/v]
Denaturierungspuffer | 74 % Gefiltertes Formaldehyd (37 %) [v/v]
67 % Deionisiertes Formamid [v/v]
50 % Glycerin [v/v]
1mM EDTA
RNA-Ladepuffer
0,4% Xylencyanol [w/v]
0,4% Bromphenolblau [w/v]
50 mM NaOH
Denaturierungspuffer Il
150 mM NaCl
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100 mM TRISpH 7,5
Neutralisierungspuffer
150 mM NaCl
Low Stringency 2x RNe
Waschpuffer 0,1% SDS [w/v]
High Stringency 0,5x SSC
Waschpuffer 0,1% SDS [w/v]
Ultra-High Stringency 0,1x SSC
Waschpuffer 0,1% SDS [w/v]
HDAg ELISA
25 mM TRIS pH 8
1% NP-40
Lysepuffer (A) 0,1% SDS
0,5% Na-Deoxycholate
150 mM NaCl
25 mM TRIS pH 8
Benzonase-Puffer (B) 2,5mM MgCl,
0,025 U/l Benzonase (frisch hinzufiigen)
Zellkultur
500 ml Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
) 10% Fetal Bovine Serum (FKS) [v/v]
Wachstumsmedium
100 U/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
500 ml William's E Medium, no phenol red
2% Fetal Bovine Serum (FKS) [v/v]
. 100 U/ml Penicillin
Produktionsmedium ]
100 pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamine
10 mM HEPES
500 ml William's E Medium, no phenol red
0,2% Albumin Fraction V, very low endotoxin
1x Insulin-Transferrin-Selenium
2 mM L-Glutamine
Hepatocytes Growth
Medium (HGM) 10 nM Dexamethason
1mM Natriumpyruvat
0,1 mg/ml Gentamicin
10 mM HEPES
50 pg/ml Caspofungin/ CANCIDAS (frisch zufligen)

Nach Gebrauch
2%

HGM
Dimethylsulfoxid

Infektionsmedium 6 pg/ml Doxycyclin
4% Polyethylenglykol — PEG — Losung 40 %
100 ng/ml Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)
Immunfluoreszenz
Fixierungs- und 3,8% Paraformaldehyd [w/v]
Permeabilisierungslosung 0,1% Triton X-100
1x TBS
Blockierlésung-IF
5% BSA [w/V]
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SEAP-Assay
2M Dieethanolamin (100 %)
SEAP-Puffer (2X) 1mMm Magnesiumchlorid Hexahydrat
20 mM L-Homoarginin
SEAP-Substrat 50 mM in ddH.0 pNitrophenolphosphat
Sonstige Puffer/ Lésungen
2M TRIS
50x TAE 1M Essigsaure
0.05M EDTA pH 8.0
1,37M NacCl
50x PBS 27 mM KCl
pH 7,4 80 mM NazHPO4
18 mM KH2PO4
10x TBS 200 mM TRIS
pH 7,6 1,5M NaCl
1% Bacto-Trypton [w/v]
0,5% Bacto-Hefe-Extrakt [w/v]
LB-Medium/Agar
1% NaCl [w/v]
(1,5 %) (Bacto-Agar) [w/v]

3.10 Antibiotika

Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Antibiotika unter Angabe der finalen Konzentration mit

Bezugsquellen.

Name Bezugsquelle Finale Konzentration

Eukaryotische Zellkultur

. Thermo Fisher Scientific (Gibco), Zusatz in HGM
Gentamicin
Waltham, MA, USA f.c.: 0,1 mg/ml
I~ . Zusatz in Zellkulturmedium (1x)
Penicillin/ Streptomycin Thermo Fisher Scientific (Gibco), . .
(100x) Waltham, MA, USA Penicillin f.c.: 100 U/ml Streptomycin
f.c.: 100 pg/ml

. Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Induktion des humanen NTCP-Plasmids
Doxycyclin -hyclate

Deutschland f.c.: 6 pg/ml
| Roth H . KG, Karlsruh Selektion des humanen NTCP-Plasmids

Puromycin Dihydrochlorid 298 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland f.c.:1 pg/ml

i ientific (Li Selektion des Tet-on Systems

Geniticin (G418) Thermo F|.sher Scientific (Life \

technologies), Waltham, MA, USA f.c.: 200 pg/ml
Prokaryotische Zellkultur

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe Selektion positiv-transformierter E. coli
Carbenicillin Dinatriumsalz ! !

Deutschland f.c.: 100 pg/ml
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3.11 Antikorper und weitere Marker

Tabelle 12: Liste der verwendeten Primdr- und Sekunddrantikérper. WB — Western Blot; IF —

Immunfluoreszenz. f.c. — Finale Konzentration

f.c.
Name Antigenitat Wirt Bezugsquelle
WB IF
Prim@rantikorper
Ant!—HDV— Ger.m.mgte IgFSs eines HBV/HDV Mensch AG Glebe 1:5 000- 1:200
Antiserum positiven Patienten 1:20 000
Ant.l-beta Mopoklon.aler.f’-\ntlkorper gegen Beta- Abcam, Berlin, 1:10 000-
Actin Aktin (Aminosduren 1-100 (N- Maus
L . Deutschland 1:50 000
Antikorper terminal))
- Merck KGaA (Sigma-
. Monoklonaler Antikorper gegen . .
Anti-Flag M2 FLAG-Sequenz: DYKDDDDK Maus Aldrich), Darmstadt, 1:200
Deutschland
Gereinigte 1gGs eines gegen L-RDeAg
. immunisierten Kaninchens (Peptid: . N .
Anti-L-RDeAg NH, -C+GNLEAKGEPPPTSRKIPE- Kaninchen AG Miiller 1:50
COHN_)
Gereinigte 1gGs eines gegen S-RDeAg
immunisierten Kaninchens Peptide:
Anti-S-RDeAg NH2 -C+RGDGLSLRGEGEYPW-COOH Kaninchen AG Miller 1:1000 1:50
und NH; -C+GGDGDVNPPEGTPRG-
CONH2
Sekundarantikorper
. . . Santa Cruz 1:1 _
Anti-Maus- Maus IgG Kappa Bindungsprotein (m- ) ; :10 000
HRP IgGK BP) - HRP konjugiert Ziege Biotechnology, Inc.,
& o Dallas, TX, USA 1:50 000
; Th Fish
Anti-Maus IgG (leichte und schwere Kette) aus : ermo Fisher
Maus - Alexa Fluor 488 konjugiert Ziege Scientific (Invitrogen), 1:400
Alexa 483 Waltham, MA, USA
Anti-Rabbit- IgG (leichte und schwere Kette) aus Thermo Fisher
18G Kaninchen - Alexa Fluor 488 Ziege Scientific (Invitrogen), 1:400
Alexa 488 konjugiert Waltham, MA, USA
Anti- . .
. 18G (leichte und schwere Kette) aus . Abcam, Berlin,
Meerschwein . S Ziege 1:100
Meerschweinchen - HRP konjugiert Deutschland
chen- HRP
Anti-human Leichte und schwere Kette des Thermo Fisher
humanem IgG - Alexa Fluor 568 Ziege Scientific (Invitrogen), 1:400
Alexa 568 konjugiert Waltham, MA, USA
Anti-human- Leichte und schwere Kette des Ziege Nordic-MUbio, 1:10 000-
HRP humanem IgG -- HRP konjugiert g Susteren, Niederlande | 1:20 000
Weitere Fluoreszenzfarbstoffe und Marker
NBD-TC Fluorophor gekoppeltes Taurocholat AG Geyer 5uM
Thermo Fisher 051
DAPI Fluoreszenzfarbstoff Scientific (Invitrogen), ! Jml
Waltham, MA, USA He
Hoechst Thierm.o. Flshe.r 0,5-1
33342 Fluoreszenzfarbstoff Scientific (Invitrogen), Jml
Waltham, MA, USA He
AG Glebe, Institut fir Medizinische Virologie, Justus-Liebig-Universitdt GieBen
AG Miiller, Institut fiir Virologie, Charité - Universitatsmedizin Berlin
AG Geyer, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie, Justus-Liebig-Universitit GieBen
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3.12 Verwendete Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide (Primer) dieser Arbeit wurden von der Firma Integrated DNA
technologies, IDT (Belgien) synthetisiert. Sie wurden als Sonde fiir den Nachweis
antigenomischer und genomischer RDeV-RNA sowie fiir die Klonierungen,

Mutagenesen und (g-RT) -PCRs verwendet.

Tabelle 13: Ubersicht der verwendeten Oligonukleotide/Primer.

Name Sequenz Verwendung Resultierende(s) Plasmid(e)
Primer fiir die Klonierung der HDV-Expressionskonstrukte (Dimere)
pcDNA3.1- 5‘— CAA GCT TAA GTT TAA ACG CTA 5 g
Hind-rev GC-3' Amplifikation des Plasmids: T T
RDeV (P.sem183 HDV)_1.0mer g =
rodHDV-for 5'-ATG G,AA ACA CCT CCT GGA in pcDNA3.1(+) .a i
GAAG-3 =3
>+
o~ W
5‘—Phosphorylierung — ATG GAA N T
rodHDV-for-P . o g
ACACCT CCT GGAGAAG -3 Amplifikation des RDeV cDNA ?D IS
rodHDV-rev-p 5‘—Phosphorylierung — CCG GAG Klons I;z §
AGC GAG GACCG - 3* 50
PcDNA3.1_ 5=~ GCG TTT AAA CTT AAG CTC TTG ’“é s
HDV_HH_FWD | GGC CACTTC CGA ACG -3 Amplifikation des HDV (HH) £ S. | 3.
, cDNA Klons " 3 Z3 2 3
HDV_HH_HDV |5‘—TTC GGA AGT GGC CCA AGC TCG =3 >3 >3
_REV GAC TCG GGC GG - 3* I: q% =x q% P 0%
< II o II * II
5‘—GTT CGG AAG TGG CCC AAG 2 T =] (]
pcDNA3.1_ N . T 3 < =
AGC TTA AGT TTA AAC GCTAGC C— | Amplifikation des Plasmids: =N CEN g
HDV_HH_REV |3 Hamburg_HDV_Gt1_in g oo N &
@ = 3 ol
pcDNA3.1(+) _WT_1.0mer/ o5 I s 3 5
HDV_HH_HDV |5‘—CGC CGC CCG AGT CCGAGCTTG |noH DAg/ Taylor-HDAg o g e
_FWD GGC CAC TTC CGA AC—3° g @
ECDDVNC\‘;’H% ¢ |5'—GCG TTT AAA CTT AAG CTC ATG
WD B AGC CAT AGT TCC GAG C -3 Amplifikation des HDV (WHO) 3
cDNA Klons % = S =
HDV_WHO_ 5‘— CGG AAC TAT GGC TCA TGC TCG JZ> g B %
HDV_REV AAC TTG GGC GGC - 3° L B2
2 23 |i'~ 5]
S < <
. . s e, | |
ECDDVN’C\‘;’H% ep |5~ CGG AACTAT GGCTCATGA GCT | Amplifikation des Plasmids: & v |§‘ Q
=R TAA GTT TAA ACG CTA GCC - 3° WHO_HDV_Gt1_in g =
v pcDNA3.1(+)_ WT_1.0mer / 25 gs
HDA °
HDV_WHO_  |5‘—CGC CGC CCA AGT TCG AGCATG |"0"-"8
HDV_FWD AGC CAT AGT TCC GAG — 3'
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Taylor_Backbo
ne_FWD_2

(Taylor_Insert
_FWD_2)

5~ CGC CGC CCG AGC CCG AGC
CTG AGC CAA GTT CCG AG - 3'

Taylor_Insert_
2_REV

5—TTA GGT GAC ACT ATA GAC TCG
GGCTCG GGCG -3

Amplifikation des HDV (Taylor)
cDNA Klons

Taylor_
Backbone_F_2

5~ CGC CGC CCG AGC CCG AGT CTA
TAG TGT CAC CTA AAT GAG CTC - 3*

Taylor_Insert_
REV

(Taylor_Backb
one_REV)

5~ CGG AAC TTG GCT CAG GCT
CGG GCT CGG GC -3

Amplifikation des Plasmids:
Taylor_HDV_Gt1 in pcDNA3.1(+)
_WT_1.0mer /noHDAg / HH-
HDAg

-
g
5! o
i)
= -
°
2§ e
S | 25| 5
< w o 9
Tl == [
oQ + 8 5
> I g
g |_. [N &
'Nz N g o
! o<
oT 3 £
(o]
39 2 Q W
e =z DR =
> s _, ¥
w ?E:: =
=
=z 9 =
X > 5
| Ga |
T g
I [=)
3
o
=

Primer fiir die Mutagenese der HDV Expressionskonstrukte

WHO_noHDAg
_For

5~ GAC CGG CTC AAC TCG ACA
AGA GGC GGC AGT -3*

Site-Directed Mutagenese des
Plasmids: WHO_HDV_Gt1_in

WHO_HDV_Gt1_in
pcDNA3.1(+)_1.0mer_noHDAg

WHO_noHDA_ |5‘~TCT TGT CGA GTT GAG CCG GTC | pcDNA3.1(+)_WT_1.0mer

_Rev CGA GTC GAG - 3°

SDM_HDAg_ 5‘— GAC CGG CTC AAC TCG GCT AGA

FWD GGC GGC - 3° Site-Directed Mutagenese des .
Plasmids: Taylor_HDV_Gt1 in DN;a?’yllo:_HlDz)/_th_lnH DA

SDM_HDAg_ |5~ TCT AGC CGA GTT GAG CCG GTC | pcDNA3.1(+) WT_1.0mer PCDNA3.1(+)_1.0mer_noHDAg

REV CGA GTC -3¢

Hamburg_ 5— GAG CGG CTC AACITCG GCT Site-Directed Mutagenese des

NoHDAg_Fwd | AGA GGC GGCAGT -3 Plasmids: Hamburg_HDV_Gt1_in

Hamburg_ 5— CTC TAG CCG AGT TGA GCC GCT Hamburg_HDV_Gt1_in pcDNA3.1(+)_1.0mer_noHDAg

NoHDAg_Rev |CCG AAT CGA -3/ PCDNA3.1(+) _WT_1.0mer

Primer fiir den Nachweis antigenomischer und genomischer RDeV-RNA

Probe_fiir_ 5‘~TGA GGG GCC CGG ACC TCC ATC

Antigenom AAC CTC CAT TTC CTC GCC AAG GCG Sonde Northern Blot (Nachweis antigenomischer RDeV-RNA)

RDeV TCTTTT CTT GGC CTG - 3°

P | A GARAT GAG 1T

Genom i i -

oo GAT GGA GGT CCG GGC CCC TCA — Sonde Northern Blot (Nachweis genomischer RDeV-RNA)
e

3¢

Primer fiir die Kolonie-PCR und Sequenzierung aller pcDNA3.1(+) Expressionsvektoren

BGH_REV

5'~GCATGCCTG CTATTG TCT TC -
3¢

Kolonie-PCR und Sequenzierung

CMV_FOR

5~ GTA CAT CAA TGG GCG TGG —
3¢

Kolonie-PCR und Sequenzierung

Primer und Sonde fiir die HDV qRT-PCR

HDV-F1378- 5'—KGG MWY TCC CTT WGC CAT Forward Primer

wobble CMG -3*

HDV-R 5 —TTF CTCTTC GGG TCG GCA Reverse Primer
TG-3

HOV_p 5'—FAM - CTC CTW CGG ATG Hydroylsis Probe

CCC AGG TCG GAC - BHQ1 - 3f
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3.13 Chemikalien, Reagenzien, Medien

Tabelle 14: Ubersicht aller verwendeten Medien und Chemikalien sowie deren Bezugsquellen.

Name Bezugsquelle

A-C

Acrylamid-, Bisacrylamid-
Stammldsung

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

Agarose, low melt

Biozym Scientifi, Oldendorf, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS) 298 %

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Promega GmbH, Walldorf, Deutschland

Bacto-Agar

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Bacto-Hefe Extrakt

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Bacto-Trypton

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Benzonase

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

BSA (Albumin Fraction V, very low
endotoxin)

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

Benzonase

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

Bromphenolblau-Na-Salz

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

Chloroform/ Trichlormethan

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Caspofungin/ CANCIDAS

MSD Sharp & Dohme GmbH, Haar, Deutschland

D-F

Diethyldicarbonat (DEPC)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO4)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle
Medium

(DMEM)

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

Dexamethason

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

Epidermaler Wachstumsfaktor
(EGF)

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

Essigsaure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol 299,8 %

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

Ethanol 70 %, vergallt

SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn, Deutschland

EDTA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Formamid - deionisiert

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Formaldehyd 37 %-ige Losung

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Fotales Kalberserum (FKS/FBS)

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

Hydroxyethyl)piperazin-N'-2-
ethansulfonsaure)

FUGENE HD Promega GmbH, Walldorf, Deutschland

G-l

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

Thermo Fisher Scientific (Gibco), Waltham, MA, USA
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Isopropanol/2-Propanol

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

Insulin-Transferrin-Selenium

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

J-L

Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2POu)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

LB-Medium Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
L-Glutamine Thermo Fisher Scientific (Gibco), Waltham, MA, USA
M-0
Methanol Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

MOPS (3-(N-Morpholino)-
propansulfonsaure)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCly)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Opti-MEM | Reduced Serum
Media

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

N-P

Natriumpyruvat

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

Natriumacetat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Na-Deoxycholate

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Natronlauge (NaOH(aq))

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid (NacCl)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

NP-40

Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla, CA, USA

pNitrophenolphosphat

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

Paraformaldehyd (PFA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Polyethylenglykol — PEG — Losung

40 %

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

S-Z

Salzsdure (HCl) 37 % rauchend

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

SDS (Natriumdodecylsulfat)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

TEMED

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

Tri-Natrium-Dihydrat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

TRIS

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100

Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland

Trypsin-EDTA

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

William's E Medium, no phenol

red

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

X-tremeGENE HP

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Xylencyanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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3.14 Verbrauchsmaterialen

Tabelle 15: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien.

Name Bezugsquelle

Bakterienschalen

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Einwegpipetten (5, 10, 25 und 50 ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Glasbehiltnisse (Glaskolben, Messzylinder,
Becherglaser, Schottflaschen)

Schott AG, Mainz, Deutschland

G-25 Saulen

Cytiva/ Amersham, Buckinghamshire, England

LightCycler 96-Well-Platten

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

MaxiSorb Mikrotiterplatten

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland

PCR-Tubes 0,2 ml

Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland

Pipetten

Gilson International B.V., Limburg-Offheim, Deutschland

Pipettenspitzen

SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen, gestopft

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

Thermo Fisher Scientific (Applied Biosystems), Waltham, MA,

MicroAmp Optical Adhesive Film (PCR-Folie) USA

PVDF-Membran (Transfer membrane Immobilon-P) Merck KGaA (Sigma-Aldrich), Darmstadt, Deutschland)

Positiv geladene Nylonmembran (Hybond-N+) Cytiva/ Amersham, Buckinghamshire, England

Reaktionsgefdle 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml SARSTEDT AG & Co. KG, Numbrecht, Deutschland

ReaktionsgefdRe 15 und 50 ml Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

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

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

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

4. Methoden

4.1 Eukaryotische Zellkultur

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

4.1.1 Transiente Transfektion

Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in den jeweiligen Zellkulturschalen
mit einer Konfluenz von etwa 40 % ausgesat und in Wachstumsmedium (Tabelle 10)
gehalten, sodass sie am Tage der Transfektion eine Konfluenz von etwa 70-90 %
besalen. Die Plasmid-DNA (15 pg / 10 cm Zellkulturschale) wurde in einem
angemessenem Volumen Opti-MEM Medium (350 pl / 10 cm Zellkulturschale)
verdlinnt, gevortext und abzentrifugiert. Fiir die trans-Komplementationsversuche
wurde ein molares Verhaltnis von 2:1 gewahlt (2.0mer_HDV Plasmide:S-HDAg). Das
wurde in einem Verhdltnis von 3:1

jeweilige  Transfektionsreagenz

(Transfektionsagens:DNA) hinzugefligt und der Ansatz fiir 5-10 Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden wahrenddessen mit PBS gewaschen
und frisches Wachstumsmedium hinzugefiigt. Der Transfektionsansatz wurde
tropfenweise gleichmaRig auf die Zellen verteilt. Nach einer Inkubationszeit von etwa
16 Stunden bei 37 °C und 5 % CO; wurden die Zellen mit PBS gewaschen und das
Transfektionsmedium durch Produktionsmedium ersetzt. Abhédngig von der
verwendeten  Zelllinie erfolgte die Transfektion mit unterschiedlichen
Transfektionsreagenzien. FUGENE HD wurde dabei fir HuH7-Zellen verwendet,

wahrend fiir HepG2-Zellen X-tremeGENE HP verwendet wurde.

4.1.2 Erzeugung pseudotypisierter HDV

Um pseudotypisierte HDV zu erzeugen, wurden am Tag vor der Transfektion je drei 10
cm Zellkulturschalen mit HuH7-Zellen in Wachstumsmedium (Tabelle 10) ausgesat. Am
darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit drei Expressionsplasmiden kotransfiziert
(siehe Kapitel 4.1.1). Ein Plasmid kodiert fiir das gesamte deltavirale Genom (10 ug)
und ein zweites Plasmid kodiert fiir die jeweiligen hepadnaviralen
Oberflachenproteine (5 ug). Als Transfektionskontrolle wurde zudem das Plasmid
pSEAP2-control (150 ng) kotransfiziert, das zu einer konstitutiven Sekretion einer
enzymatisch aktiven Phosphatase fuhrt. Am Tag nach der Transfektion wurden die
Zellen auf 145/20 MM Zellkulturschalen (Maxi-Platten) umgesetzt und das Medium
durch Produktionsmedium (Tabelle 10) ersetzt. An Tag 3 nach Transfektion erfolgte ein
weiterer Mediumwechsel, dabei wurde das gesamte Produktionsmedium verworfen
und 20 ml frisches Produktionsmedium auf die Zellen gegeben. Die
Zellkulturtberstande wurden beginnend mit Tag 5 nach Transfektion an den Tagen 7
und 9 gesammelt und durch frisches Produktionsmedium ersetzt. An Tag 11 nach
Transfektion wurden die Zellen verworfen und die HDV-RNA in den
Zellkulturiberstanden durch eine gRT-PCR (siehe Kapitel 4.4.34.4.3) bestimmt und auf
die SEAP-Sekretion normalisiert. Die gewonnenen Zellkulturiiberstande wurden
daraufhin Uber Vivaspin Zentrifugalkonzentratoren nach Angaben des Herstellers
(3000 x g) eingeengt. Es folgte erneut eine gRT-PCR und die gewonnenen

Viruskonzentrate wurden fiir weitere Infektionsversuche bei -80 °C gelagert.
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4.1.3 In vitro Infektion mit pseudotypisierten HDV

Um die Infektiositat der erzeugten pseudotypisierten HDV (psHDV) zu untersuchen,
wurden HepG2-Zellen verwendet, die den humanen NTCP unter Zugabe von 6 ug/ml
Doxycyclin stabil exprimieren (HepG2-hNTCP-Zellen) oder zwei Tage zuvor mit den
entsprechenden NTCP/Ntcp-Expressionsplasmiden transient transfiziert wurden. Die
Zellen wurden bereits 24 h vor Infektion in HGM (Tabelle 10) mit 2 % DMSO kultiviert.
Fur die Infektionsversuche wurden stets 48-Multiwell-Platten verwendet. Die Zellen
wurden entweder mit 1x108 oder 5x10” HDV-Genomaquivalenten pro Well infiziert.
Hierzu wurde ein Gesamtvolumen von 300 pl (Viruskonzentrat in Infektionsmedium)
verwendet. Fur Inhibitionsversuche wurden die Zellen fur 60 Minuten bei 37 °Cund 5
% CO; mit den entsprechenden Myr-PaS1-Peptiden in HGM (f.c. 1 uM) prainkubiert.
Zudem wurde diesen Ansatzen zusatzlich 1 uM der jeweiligen Myr-PraS1-Peptide
wahrend der Infektion hinzugefiigt. Die Zellen wurden 11 Tage in HGM mit 2 % DMSO
kultiviert, dabei wurde das Medium alle zwei Tage gewechselt. Nach 11 Tagen wurden
die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschlieRend entweder in 3,8 %
Paraformaldehyd und 0,1 % Triton X-100 fir 30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert
und permeabilisiert (siehe Kapitel 4.3.1) oder fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur in

Lysepuffer A (siehe Tabelle 10 und Kapitel 4.3.4) lysiert.

4.1.4 NBD-Taurocholat-Aufnahme

Um die funktionelle Expression des Rezeptors NTCP/Ntcp vor einer Infektion zu
untersuchen, wurde 48 Stunden nach Transfektion der Transport des fluoreszierenden
Gallensalzes 4-Nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazole-Taurocholat untersucht. Hierzu wurde
das Wachstumsmedium entfernt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Das
Substrat NBD-TC (f.c. 5 uM) sowie der Zellkern-Farbstoff Hoechst 33342 (f.c. 0,5-1
pug/ml) wurden in 37 °C warmen DMEM ohne Phenolrot verdiinnt (Gesamtvolumen
200 pl/48 Well) und auf die Zellen getropft. Nach 15-minttiger Inkubation bei 37 °C
wurden die Zellen dreimal mit 37 °C warmem DMEM ohne Phenolrot gewaschen. Die
Zellen wurden mit DMEM ohne Phenolrot benetzt und die NTCP/Ntcp Expression Gber
die Transportfunktion des NBD-TC an einem Fluoreszenzmikroskop qualitativ

ausgewertet.
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4.1.5 Myr-PraS1-Peptidbindung

Mit Hilfe Fluorophor-markierter Myr-PraS1-Peptide (siehe Kapitel 3.2) wurde die
spezifische Bindungsfahigkeit hepadnaviraler PrdaS1-Domanen an NTCP/Ntcp

untersucht.

Das Wachstumsmedium wurde entfernt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Die
Myr-PraS1-Peptide (f.c. 100 nM) sowie der Zellkern-Farbstoff Hoechst 33342 (f.c. 0,5-
1 pug/ml) wurden in 37 °C warmen DMEM ohne Phenolrot verdiinnt (Gesamtvolumen
200 pl/48 Well) und auf die Zellen getropft. Nach 30-mindtiger Inkubation bei 37 °Cim
Dunkeln wurden die Zellen dreimal mit DMEM gewaschen und die Peptidbindung

qualitativ an einem Fluoreszenzmikroskop untersucht.

4.2 Prokaryoten

4.2.1 Transformation kompetenter E. coli

Far die Vervielfdltigung der Plasmid-DNA wurden Aliquote von 50 pl chemisch
kompetenten Stellar E. coli auf Eis aufgetaut und 1-5 ul der zu transformierenden
Plasmid-DNA hinzugefiigt. Die Zellen wurden fir 15 Minuten auf Eis inkubiert und
anschlieRend fiir 45 Sekunden bei 42 °C erhitzt. Nach zweiminutiger Inkubation auf Eis
wurden dem Transformationsansatz 250 pl vorgewarmtes und antibiotikafreies LB-
Medium hinzugefiigt. Der Transformationsansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C bei
225 rpm inkubiert. Die Zellen wurden kurz pelletiert, auf selektiven LB-Agarplatten

ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.2.2 E. coli Flissigkultur und Plasmidpraparation

In einem Erlenmeyerkolben wurden 50 ml selektives LB-Medium mit je einer Kolonie
der jeweiligen Kultur aus Kapitel 4.2.1 angeimpft. Ein einzelner Klon wurde durch eine
sterile Pipettenspitze von den Agarplatten entfernt und in die Erlenmeyerkolben
Uberfihrt. Nach einer Inkubation Gber Nacht bei 37 °C und 225 rpm, wurde die
Aufreinigung der Plasmid-DNA aus der E. coli Flussigkultur unter Verwendung des
Plasmid Plus Midi Kits (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
DNA wurde dabei stets in 200 ul RNase/DNase freiem Wasser eluiert und die DNA-

Konzentration am PicoDrop gemessen.
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4.3 Immunologische Nachweismethoden

4.3.1 Immunfluoreszenz

Fiir den Nachweis der Expression der jeweiligen Deltaantigene wurden die Zellen,
abhangig von der Fragestellung, zu den in den Ergebnissen angegeben Zeitpunkten
einmal mit PBS gewaschen und in 3,8 % Paraformaldehyd und 0,1 % Triton X-100 fur
30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und permeabilisiert. Um unspezifische
Bindungen zu verhindern, wurden die Zellen 60 Minuten bei Raumtemperatur in
Blockierlosung-IF (Tabelle 10) inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin in der
entsprechenden Verdiinnung mit den/dem jeweiligen Primarantikorper/n (Tabelle 12)
in Blockierlosung-IF (Tabelle 10) fiir 60 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS wurden die Zellen mit den/dem jeweiligen Alexa-konjugierten
Sekundarantikorper/n sowie dem Kernfarbstoff DAPI (Tabelle 12) in Blockierlésung-IF
fir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. AbschlieBend wurden die Zellen erneut zweimal

mit PBS gewaschen und an einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.

4.3.2 Semi-dry Western Blot

Um die Expression der Deltaantigene sowie die Immunantwort der RDeV-positiven
Stachelratten zu untersuchen, wurden die unter Kapitel 4.4.2 aufgereinigten Proteine
einer Western Blot Analyse unterzogen. Die elektrophoretische Auftrennung der
Proteine, nach ihrem Molekulargewicht, erfolgte mit Hilfe einer Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Etwa 10 pg der Protein-Eluate wurden
hierzu mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt, flir 10 Minuten bei 90 °C denaturiert und auf
das SDS-Gel (Tabelle 16) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x SDS-Laufpuffer
fir 10 Minuten bei 100 Volt, anschlieBend wurde die elektrische Spannung auf 150
Volt erhoht.
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Tabelle 16: Zusammensetzung eines 14 %-igen SDS-Gels.

Acrylamid/Bisacrylamid

ddH,0 SDS 10 % 0,5 M Tris-Cl . TEMED |APS10%
Sammelgel -Stammlosung  (37,5:1)
[un [un pH 6,8 [ul] [mi] [l (]
S ——
4% 1590 25 630 330 10 100
ddH,0 SDS 10 % 15 M TrisCl Acrylamifi/BisacryIamid TEMED | APS10%
Trenngel -Stammlosung  (37,5:1)
[u] [u] pH 8,8 [pl] (] [

[ml]
I —

14 % 1033 40 1000 1867 15 150

Die aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend auf eine in Methanol aktivierte
PVDF-Membran transferiert. Hierzu wurde zunachst die PVDF-Membran fir 10
Minuten in 100 % Methanol aktiviert. Die Whatman-Papiere (Grade 3MM Chr) und die
Membran wurden anschlieRend in 1x Transferpuffer (Tabelle 10) fiir etwa 5 Minuten
inkubiert und in folgender Reihenfolge geschichtet: 2 Whatman-Papiere, PVDF-
Membran, SDS-Gel, 2 Whatman-Papiere. Dabei wurde darauf geachtet, dass sich keine
Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten bilden. Der Transfer erfolgte in 1x
Transferpuffer mittels des Biometra Fastblot Systems fiir 45 Minuten bei konstanter
Stromstarke (2,5 mA/cm?). Um eventuelle Gelreste zu entfernen, wurde die Membran
daraufhin mit 1x TBS-T (Tabelle 10) gewaschen. Durch eine 60-mintige Inkubation in
Blockierlosung-WB (Tabelle 10) wurden anschlieRend freie Protein-Bindungsstellen
gesattigt. Die Inkubation des Primarantikérpers erfolgte in der entsprechenden
Verdinnung (Tabelle 12) tiber Nacht bei 4 °C in Antikorperlésung-WB (Tabelle 10). Am
Folgetag wurde die Membran finfmal mit TBS-T gewaschen und mit dem

entsprechenden  HRP-konjugierten  Sekundarantikorper  (Tabelle 12) in
Antikorperlosung-WB (Tabelle 10) fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem Waschen mit 1x TBS-T erfolgte die Detektion mittels Chemilumineszenz. Die
Membran wurde hierzu mit dem Clarity Max Western ECL Substrat nach Angaben des
Herstellers benetzt. Die Proteine wurden anschlieRend am ChemoCam-Imager

visualisiert.
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4.3.3 Quantitative Bestimmung der HBsAg-Konzentration

Die Messung des HBsAg in den gesammelten Uberstdnden (siehe Kapitel 4.1.2) erfolgte
in der Virusdiagnostik der Medizinischen Virologie in GielRen. Hierzu wurde das Kit
»HBsAg (Quant.Autodilution)” im quantitativen Testsystem ,Architect” der Firma

Abbott nach Angaben des Herstellers verwendet.

4.3.4 Quantitative Bestimmung der HDV-Infektion mittels eines
diagnostischen ELISA

An Tag 11 nach Infektion (siehe Kapitel 4.1.3) wurden die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und anschlieRend fir flinf Minuten in 50 pl Lysepuffer (A) (Tabelle 10) bei
Raumtemperatur lysiert. Um die Nukleinsduren in den Zelllysaten zu verdauen,
wurden anschlieBend 200 pl des Benzonase-Puffers (B) (Tabelle 10) hinzugefiigt und
die Proben flr eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Fiir den Nachweis des HDAg in den
infizierten Zellen wurden ein diagnostisches Kit (ETI-DELTAK-2), welches auf der

Technik eines ELISA basiert, nach Angaben des Herstellers verwendet.

4.4 Molekularbiologische Methoden

4.4.1 Extraktion totaler RNA aus Zellen mittels TRIzol

Fiir den Nachweis antigenomischer (und genomischer) HDV- und RDeV-RNA nach
transienter Transfektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und die Gesamt-
RNA mittels TRIzol Reagent nach Angaben des Herstellers isoliert. Hierzu wurden die
Zellen mit TRIzol Reagent (500 ul/6 Well) versetzt, fiinf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert und durch mehrmaliges Pipettieren resuspendiert. Nachdem die Lysate in ein
steriles ReaktionsgefaR Gberfihrt wurden, wurden 100 ul Chloroform/Trichlormethan
hinzugefiigt, die Proben fiir 30 Sekunden invertiert. Nach dreimindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Proben bei 4 °C und 12 000 x g fir 15 Minuten
zentrifugiert. Die Interphase und die untere organische Phase wurden fiir die
Proteinextraktion (siehe Kapitel 4.4.2) bei 4 °C gelagert. Die obere wassrige Phase
wurde in ein neues Reaktionsgefal} Gberflhrt. Um die RNA auszufallen, wurden 250 pl
2-Propanol hinzugefligt, die Proben mehrmals invertiert und fiir 10 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt von 12 000 x

45



g fiir 10 Minuten bei 4°C wurde die Gesamt-RNA pelletiert. Das resultierende Pellet
wurde mit 500 pl 75 %-igen Ethanol [v/v] gewaschen und anschlieRend getrocknet. Die
RNA wurde in 20 pl DEPC-H;0 eluiert, die Konzentration am PicoDrop bestimmt und

10 pg Aliquots bei -80 °C gelagert.

4.4.2 Extraktion von Gesamtprotein aus Zellen mittels TRIzol

Die aus Kapitel 4.4.1. gewonnene Interphase sowie die organische Phenol-Chloroform
Phase wurden mit 150 pl 100 %-igen Ethanol versetzt, invertiert und fiir 3 Minuten
inkubiert. Die ausgefallte DNA wurde durch Zentrifugation bei 2000 x g fir 5 Minuten
bei 4 °C pelletiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR tberfiihrt. Durch
Zugabe von 750 pl 2-Propanol und einer Inkubation bei Raumtemperatur fir 10
Minuten wurde das Protein gefallt. Nach einer Zentrifugation bei 12 000 x g fiir 10
Minuten bei 4 °C wurde der Uberstand verworfen und das Protein-Pellet dreimal fiir
20 Minuten mit 1 ml 0,3 M Guanidinhydrochlorid, 2,5 % Glycerin [v/v] in 95 % Ethanol
gewaschen. Die Zentrifugation nach dem jeweiligen Waschschritt wurde bei 7500 x g
und 4 °C fir jeweils 5 Minuten durchgefiihrt. Nach dem letzten Waschschritt wurde
der Uberstand verworfen und das Protein-Pellet erneut mit 1 ml 100%-igem Ethanol
flr 20 Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe erneut bei 7500 x g fir 5
Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Protein-Pellet
fir 10 Minuten bei 50 °C getrocknet. Anschliefend wurde das Protein-Pellet in 100 pl
OPT-Lysispuffer (Tabelle 10) bei 50 °C Uber Nacht gelost. Fiir die Bestimmung der
Proteinkonzentration wurden Ansdtze mit einer 1:10 Verdlinnung der Protein-Eluate

angesetzt und die Konzentration photometrisch am PicoDrop bestimmt.

4.4.3 Quantifizierung pseudotypisierter HDV mittels qRT-PCT

Um die sekretierten HDV-Partikel zu quantifizierten, wurde eine Reverse Transkriptase
Real Time PCR (qRT-PCR) durchgefiihrt. Hierzu wurde zunachst die HDV-RNA aus den
Zellkulturiberstanden mit dem innuPREP Virus DNA/RNA Kit von Analytik Jena GmbH
nach Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA wurde dabei stets in 50 pl RNase/DNase
freiem Wasser eluiert. Die genomische HDV-RNA wurde, durch die in der qRT-PCR
verwendeten, spezifischen Primer (Tabelle 13), amplifiziert. Die HDV-RNA wurde mit

Hilfe eines mitgeflihrten, in vitro transkribierten HDV-RNA Standards quantifiziert. Um
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mogliche Plasmid-DNA in den Uberstinden zu entfernen, wurde zunichst ein DNase I-
Verdau durchgefihrt. Hierzu wurden jeweils 5 pl der HDV-RNA auf einer 96-Well-PCR-
Platte vorgelegt und mit 0,9 pl DNase Puffer, 1,1 ddH,0 und 2 ul DNase | versetzt. Die
Platte wurde mit einer PCR-Folie luftdicht versiegelt, bei 900 x g fir 1 Minute
zentrifugiert und bei 37 °C fur eine Stunde und anschlieBend bei 95 °C fiir eine Minute
im LightCycler 480 Il inkubiert. Zu jedem DNase-Ansatz wurde daraufhin folgender

Mastermix hinzugefugt:

o 1 plHDV-R [f.c. 500 nm

« 1 plHDV-F1378-wobble [f.c. 500nm]

e 0,5 pul HDV-P [f.c. 250 nm]

o 5 ul TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix
« 3,5 ul DNase/RNase freies Wasser.

Die Platten wurden erneut mit einer PCR-Folie luftdicht versiegelt. AnschlielRend
erfolgte eine Zentrifugation bei 900 x g flir 1 Minute. Die gRT-PCR wurde unter den in

Tabelle 17 angegeben Bedingungen im LightCycler 480 Il durchgefiihrt:

Tabelle 17: PCR-Bedingungen fiir die Quantifizierung von HDV-RNA. Die quantitative PCR beinhaltet im ersten

Schritt eine reverse Transkription, daraufhin wird in einem zweiten Schritt die Reverse Transkriptase inaktiviert, woraufhin die

Amplifikation mittels einer ,,touchdown“-PCR beginnt.

1. Reverse Transkription

Zyklen: 1 x | Analyse: keine

Temperatur Messun Inkubationszeit | Temperaturveranderung
[°c] € | (hh:mm:ss] [°C/s]
53 keine 00:05:00 4.4

2. Inaktivierung der Reversen Transkriptase/Initiale Denaturierung

Zyklen: 1 x | Analyse: keine

Temperatur Messun Inkubationszeit | Temperaturverdnderung
[°cl € | [hh:mm:ss] [°c/s]
95 keine 00:00:20 4.4

3. Amplifikation

Zyklen: 45 x | Analyse: Quantifizierung

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

95 Keine 00:00:20 4.4 Keine

64 Einmalig | 00:00:30 2.2 60 0.5

72 Keine 00:00:10 4.4 keine
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4.4.4 Bestimmung der Transfektionseffizienz (pSEAP-Assay)

Da neben den viralen Expressionsvektoren auch das Plasmid pSEAP2-control, welches
zu einer konstitutiven Sekretion einer enzymatisch aktiven Phosphatase fiihrt,
kotransfiziert wurde (siehe Kapitel 4.1.2), konnte die Transfektionseffizienz mit Hilfe
des SEAP-Tests bestimmt werden. Uber die Enzymaktivitit der alkalischen
Phosphatase wird das farblose Substrat in alkalischen Lésungen zu einem gelben
Produkt gespalten. Um endogene Phosphatasen zu inaktivieren, wurden zunachst 50
ul der jeweiligen Zellkulturiberstande fiir 30 Minuten bei 65°C inkubiert. Die Proben
wurden anschlieBend in eine 96-Well-Mikrotiterplatte Gberfiihrt. Zusatzlich wurde
eine 1:2-Verdiinnungsreihe eines laboreigenen SEAP-Standards sowie eine
Negativkontrolle (untransfizierter Zellkulturiiberstand) aufgetragen. Jeder Probe
wurden 100 pl 2x SEAP-Puffer und 50 ul frisch angesetztes SEAP-Substrat zugefiigt.
Nach etwa 15 Minuten wurde die Optische Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 450

nm mittels eines Photometers gemessen.

4.4.5 Northern Blot

Die aus Kapitel 4.4.1 extrahierte Gesamt-RNA (10 pg) wurde mit je 3 Volumen
Denaturierungspuffer | (Tabelle 10) versetzt und fir 15 min bei 65 °C denaturiert.
Waiahrenddessen wurde ein einprozentiges denaturierendes Agarosegel (1 % [w/v]
Agarose, 6 % [v/v] Formaldehyd, 1 x MOPS) vorbereitet. Nach der Inkubation wurden
die Proben mit je 0,5 pul RNA-Ladepuffer (Tabelle 10) versetzt und kurz abzentrifugiert.
Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in 1x MOPS-Puffer (Tabelle 10) bei
konstanten 100 V fiir etwa 3,5 Stunden. Der Laufpuffer wurde wahrend der gesamten
Elektrophorese Uber eine peristaltische Pumpe, die von der Anode zur Kathode
pumpte, umgewalzt. Nach der Elektrophorese erfolgte eine 30-miniitige Inkubation
des Gels in Denaturierungspuffer Il (Tabelle 10) und anschliefend ein Waschschritt in
Neutralisierungspuffer (Tabelle 10) fir weitere 30 Minuten. Das Gel wurde zusammen
mit einer positiv geladenen Nylonmembran fir 10 min in 10x SSC (Tabelle 10)
inkubiert. Der Transfer der RNA-Fragmente auf die Nylonmembran erfolgte durch
Vakuumblotting flir 2 h bei konstanten 0,2 bar in 10x SSC. AnschlieBend wurde die RNA

durch zweimaliges Crosslinking in einem UV-Crosslinker (120 mJ x [100]) auf der
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Membran fixiert. Die Prahybridisierung der Nylonmembran erfolgte fiir 30 Minuten bei

68 °C in PerfectHyb Plus-Hybridisierungspuffer.

Als Sonde fir die RDeV-RNA dienten einzelstrangige Oligonukleotide (Tabelle 13),
welche mittels einer T4-Polynukleotidkinase am 5-Ende mit [y -32P] dATP radioaktiv
markiert wurden. Hierzu wurden 3 pl [y -32P] ATP (10 mCi/ml) mit 3 pl Oligonukleotid
(10pmol/ul), 2 pl ddH20, 1 pl T4-Polynuleotidkinase Puffer (10x) und 1 pl T4-
Polynukleotidkinase versetzt und die Proben bei 37 °C fir eine Stunde inkubiert. Nach
der Markierung wurden die freien Nukleotide (ber G-25 Sdulen gemall den
Anweisungen des Herstellers entfernt. Die markierte Sonde wurde der Nylonmembran

und dem Hybridisierungspuffer hinzugefiigt und tGber Nacht bei 45 °C hybridisiert.

Als Sonde fiir die HDV-RNA wurden radioaktiv-markierte, in vitro transkribierte RNAs
verwendet, die die gesamte Sequenz des HDV-Genoms wiederspiegeln. Um diese zu
erzeugen, wurden die jeweiligen 1.0mer-Expressionskonstrukte der HDV-Isolate mit
dem Restriktionsenzym BamHlI linearisiert und mit Hilfe des Monarch PCR & DNA
Cleanup Kits nach Angaben des Herstellers gereinigt. Fur die in vitro Transkription

wurde folgender Reaktionsansatz in angegebener Reihenfolge angesetzt:

« RNase/DNase freies Wasser: 20 ul finales Volumen

o 10x T7-Polymerase Puffer: 2 ul

o NTP-Mix (25 mM: rATP, rCTP, rGTP; 5 mM: rUTP): 2 pl

« RNase Inhibitor: 0,5 ul

o Linearisierte DNA: 1 ug

e [a-32P] rUTP: 3 pl

« T7 RNA-Polymerase: 2 pl

Nach drei- bis flnfstlindiger Inkubation bei 37 °C wurden freie Nukleotide Gber G-25
Saulen gemadll den Angaben des Herstellers entfernt. Die markierte RNA wurde zum
Hybridisierungspuffer auf die Nylonmembran gegeben und (iber Nacht bei 68 °C

hybridisiert.

Nach der Hybridisierung wurde die Membran zweimal mit dem Low Stringency
Waschpuffer (Tabelle 10) fir finf Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Danach
folgten zwei weitere Waschritte fiir je 20 Minuten in High Stringency Waschpuffer
(Tabelle 10) sowie ein zwanzigminltiger Waschschritt in Ultra-high Stringency

Waschpuffer (Tabelle 10) bei Hybridisierungs-Temperatur. Der Blot wurde ber Nacht
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auf einen Autoradiographiefilm gelegt, anschlieBend wurde die virale RNA mittels
eines Phosphorimagers visualisiert. Die densiometrische Auswertung erfolgte mit der

Software Image Studio Lite (Version 5.2, LI-COR Lincoln, NB, USA).

4.4.6 Klonierung deltaviraler Expressionskonstrukte

Eine schematische Darstellung der Klonierung deltaviraler Expressionskonstrukte ist in

Abbildung 5, Kapitel 5.1.1 dargestellt.

4.4.6.1 Klonierung der 1.0mer-Expressionskonstrukte

Die 1.0mer-Expressionskonstrukte wurden mit Hilfe des In-Fusion HD Cloning Kits
(Tabelle 6) kloniert. Hierzu wurde die cDNA des deltaviralen Genoms in zwei Fragmente
aufgeteilt, die als gBlocks von der Firma Integrated DNA technologies, IDT (Belgien)
synthetisiert wurden. Diese wurden so erzeugt, dass an beiden Enden jeweils 18 bp
lange Uberhdnge angefiigt wurden, die komplementir zu den Enden des Vektors
pcDNA3.1(+) oder dem Ende des jeweils anderen Fragments waren. Der Vektor wurde
mit Kpn | linearisiert und mittels des Monarch PCR & DNA Cleanup Kits nach Angaben
des Herstellers gereinigt. Flir den Klonierungsansatz wurden 2 pl 5x In-Fusion HD
Enzyme Mix, 50 ng des Vektors sowie die gelésten dsDNA-Fragmente in einem molaren
Verhaltnis von 3:3:1 (dsDNA:dsDNA:Vektor) zusammengefiigt und auf 10 pl mit ddH,0
aufgefiillt. Nach einer Inkubation fiir 15 Minuten bei 50 °C wurden 2,5 pl des Ansatzes
fur die Transformation (siehe Kapitel 4.2.1) verwendet. Nach der Transformation
erfolgte eine Kolonie-PCR (iber die gesamte Linge des HDV-Genoms (siehe Kapitel

4.4.6.3).

Um 1.0mer-Expressionskonstrukte zu erzeugen, die eine Mutation innerhalb des S-
HDAg Start-Codons trugen, wurde eine zielgerichtete Mutagenese durchgefiihrt. Die
Primersequenzen konnen der Tabelle 13 entnommen werden. Um die Fehlerrate zu
minimieren, wurde die DNA-Polymerase Phusion High Fidelity laut Herstellerangaben

verwendet.

4.4.6.2 Klonierung der 2.0mer-Expressionskonstrukte

Fir die Erzeugung der 2.0mer-Expressionskonstrukte wurde die Methode des

FastCloning [205] in einer leicht abgewandelten Form angewandt. Die
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Vektoramplifikation erfolgte dabei Giber die gesamte Lange der zuvor erzeugten 1.0mer
Expressionskonstrukt. Die Primerpaare (Tabelle 13) besaRen dabei jeweils 17-20 bp
Uberhinge, welche komplementér zu den Enden des Inserts (einzufiigendes HDV-
Genom) verliefen. Fur die Amplifikation des HDV-Genoms aus dem Monomer
(Insertamplifikation) wurden ebenfalls Primerpaare verwendet, die jeweils 17-20 bp
Uberhdnge besaRen. Diese Uberhdnge verliefen dabei komplementir zu den
Vektorenden (amplifiziertes 1.0mer-Expressionskonstrukt). Die Primersequenzen
kdnnen der Tabelle 13 entnommen werden. Fir die Amplifikation des Vektors und

Inserts wurde folgender Reaktionsansatz zusammengefiigt:

o 5x HF-Puffer: 10 pl

« dNTPs (2,5 mM): 5 pl

« Primer-Mix (10 pM) 1 pl

« Template (1.0mer-Expressionskonstrukt): 10 ng

« Phusion HF-Polymerase: 0,5 pl

« ddH20: Gesamtvolumen 50 pl

Die PCR-Bedingungen wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dabei
wurde eine Gesamtzahl von 18 Zyklen gewahlt. In einem weiteren Schritt wurden
Vektor- und Insertamplifikate 1:1 (v/v) in einem Ansatz mit 2 ul Dpn1 versetzt und fir
eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden 2 % des Ansatzes in
kompetente E. coli transformiert (siehe Kapitel 4.2.1). Am Folgetag erfolgte eine

Kolonie-PCR (siehe Kapitel 4.4.6.3) einzelner Klone liber die gesamte Lange der beiden

HDV-Genome.

4.4.6.3 Kolonie-PCR

Um den Erfolg der Klonierung zu lberprifen wurden Klone mit Hilfe einer sterilen
Pipettenspitze in 10 pl ddH20 resuspendiert und einer Kolonie-PCR Uber die gesamte
Liange des/der deltaviralen Genome(s) unterzogen. Hierzu wurde folgender

Reaktionsansatz zusammengefiigt:

« GoTaqg Hot Start 2X Green Master Mix: 12,5 pul

o Primer-Mix CMV-Fwd und BGH-Rev (10 pM): 2,5 ul
« Template (Kolonie in 10 pl ddH;0): 4 ul

o ddH;0: 6 ul

Die PCR-Bedingungen wurden nach Angaben des Herstellers auf die GoTag-Polymerase
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angewandt. Die Primersequenzen kénnen der Tabelle 13 entnommen werden.
AnschlieBend wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt, bei positiven Klonen wurde
eine DNA-Bande bei etwa 2000 bp (1.0mer) beziehungsweise 4000 bp (2.0mer)
erwartet. Im Anschluss wurden die positiven Klone, welche bereits in ddH,0 geldst
wurden in eine LB-Fllssigkultur (Tabelle 10) unter Zugabe von Carbenicillin (Tabelle 11)
Uberfiihrt und lGber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Reinigung der Plasmid-DNA erfolgte

mit Hilfe des Plasmid Plus Midi Kits nach Angaben des Herstellers.

4.4.6.4 Sequenzierung der 1.0mer- / 2.0mer-Expressionskonstrukte

Die Sequenzierungen wurden von der Firma LGC Genomics (Berlin) durchgefiihrt. Fir
die Sequenzierung der 1.0mer-Expressionskonstrukte sowie der 2.0mer-
Expressionskonstrukte wurden die Primer BGH_REV und CMV_FOR (Tabelle 13)
verwendet. Diese wurden ebenfalls von der Firma LGC Genomics synthetisiert. Da in
die 2.0mer-Expressionskonstrukte zwei Volllangen der HDV-cDNA kloniert wurden,
musste flir die Sequenzierung eine Moglichkeit der Diskriminierung zwischen den
beiden cDNA-Kopien entwickelt werden. Daher wurde das Plasmid mittels
Restriktionsverdau so geschnitten, dass zwei Fragmente entstanden. Hierzu wurden
FastDigest Restriktionsendonukleasen der Firma Thermo Fisher Scientific (USA)
verwendet und die Restriktion nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach der
Inkubation wurde der gesamte Ansatz einer Gelelektrophorese unterzogen. Die
Fragmente wurden anschlieRend mit Hilfe des Monarch DNA Gel Extraction Kits nach
Angaben des Herstellers gereinigt. Primer, die innerhalb der HDV-cDNA binden,

konnten nun genutzt werden, um die Sequenz der Genome vollstandig zu Gberprifen.
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5. Ergebnisse

5.1 Klonierung und Charakterisierung humaner HDV-Gt

1-Isolate

5.1.1 Klonierung humaner HDV-Gt 1-Isolate

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe fir Virushepatitis unter der Leitung von
Prof. Dr. Maura Dandri (Medizinische Klinik und Poliklinik des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf) sollten neue HDV-Gt 1-Isolate in der Zellkultur charakterisiert
werden. Hierflr wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit eine Klonierungsmethode fiir
Expressionsvektoren entwickelt, die ein Dimer der cDNA des HDV-RNA-Genoms
enthalten. HDV repliziert sich mit einem zirkularen RNA-Genom in einem
Pflanzenvirus-typischen ,Rolling-Circle” Mechanismus, daher sind bei linearer
Orientierung in DNA-Plasmiden, Uberlingen-Expressionskonstrukte der HDV Genome
fir die Replikation in vitro notwendig. Dies erforderte die Entwicklung einer
optimierten Klonierungsstrategie: Hierzu wurden verschiedene Methoden, wie z. B.
kommerzielle Kits von NEB und Takara oder unterschiedliche Ligationsprotokolle
miteinander verglichen. Die besten Ergebnisse wurden mit einem abgewandelten
Klonierungsprotokoll nach Li et al. erzielt [205]. In dieser Publikation werden
doppelstringige (ds) DNA-Fragmente mit 15-17 Basenpaar-Uberhidngen mittels PCR
erzeugt, mit dem Restriktionsenzym Dpnl verdaut und ohne weitere
Reinigungsschritte direkt in kompetente Bakterien transformiert. Da dieses Protokoll
zunachst jedoch nicht erfolgreich war (kein Erscheinen von bakteriellen Kolonien auf
der antibiotikahaltigen Agar-Platte), wurden die Primer so abgewandelt, dass die
Uberh&nge nicht nur an einem DNA-Fragment angehingt wurden, sondern an beiden
Primerpaaren, welche in die jeweiligen Fragmente (ibergehen, sodass eine
Uberlappung der dsDNA-Fragmente um 34-40 Basenpaare entsteht (siehe Kapitel
4.4.6.2 und Abbildung 5). Diese Anderung fiihrte dazu, dass nach Transformation
zwischen 50 bis 80 % der erhaltenen bakteriellen Klone die richtige GroRRe in der
Kolonie-PCR hatten. Auch nach Sequenzierung der Klone zeigte sich, dass dieses

Protokoll die bestmoglichen Ergebnisse erzielte. Eine weitere Herausforderung lag in
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der Uberpriifung der Sequenz der erhaltenen Dimere. Da in das Plasmid zwei
Volllangen der HDV-cDNA kloniert wurden, musste fir die Sequenzierung eine
Moglichkeit der Diskriminierung zwischen den beiden cDNA-Kopien entwickelt
werden. Daher wurde das Plasmid mittels Restriktionsverdau so geschnitten, dass zwei
Fragmente entstanden (siehe Kapitel 4.4.6.4). Diese konnten folglich mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und im Anschluss gereinigt werden. Primer, die
innerhalb der HDV-cDNA binden, konnten nun genutzt werden, um die Sequenz der
Genome vollstandig zu Uberprifen. In Abbildung 5 ist eine schematische Darstellung

der gesamten Klonierung von 2.0mer-HDV-Expressionskonstrukten dargestellt.

1. Erzeugung der 1.0mer HDV Konstrukte

HDV cDNA

1.7 kb A B Kolonie PCR
[ ] =
A¢ l In-Fusion HD Cloning pcDNA3.1(+)N =
——= B linear / m Sequenzierung
dsDNA =——= .:_,_,,-/ )

— ;A

Fragmente A und B

2. Erzeugung der 2.0mer HDV Konstrukie l
Vektoramplifikation

D G

HDV_1.0mer in pcDNA3.1(+) <+ K HDV_1.0mer

. linear mit Uberhangen i
Kolonie PCR by ! 9 in pcDNA3.1(+)
= -\ /
= — &= ] — (1 | .
Sequenzwerung HDV_2.0mer in pcDNA3.1(+) Insertampllflkatlon
f Dpn1 Verdau \ = X
2. Genom HDV_1.0mer < HDV_1.0mer
linear mit Uberﬁéngen in pcDNA3.1(+)
3. Sequenzierung der 2.0mer HDV Konstrukte
a. i Sequenzierung _ T HDV_2.0mer in pcDNA3.1(+) T
T HDV_2.0mer in pcDNA3.1(+) T >
* Enzymverdau ﬁ Gelaufreinigung <y
b. — Sequenzierung
> :@ _— HDV_2.0mer in pcDNA3.1(+)

HDV_2.0mer in pcDNA3.1(+)

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Klonierung von 2.0mer HDV-Expressionskonstrukten. 1. Die
Klonierung der Monomere erfolgt mithilfe von dsDNA-Fragmenten (Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgien), welche jeweils
17 bp Uberhénge in die Sequenz des Vektors pcDNA3.1(+) (orange, pink) oder in das néchste Fragment (griin) aufweisen. Der
Vektor wird linearisiert und in einem molaren Verhdltnis von 1:3 mit den dsDNA-Fragmenten zusammengefiigt. Die Rekombination
erfolgt mithilfe des In-Fusion Cloning Kit (Takara Bio, Saint-Germain-en-Laye, Frankreich). Nach Transformation des Ansatzes in
kompetente E. coli erfolgt eine Kolonie-PCR, in der das gesamte Insert amplifiziert wird. Klone der richtigen Gréf3e werden
anschlieffend Sanger-sequenziert (LGC Genomics, Berlin, Deutschland). 2. PCR-Amplifikation von Vektor und Insert. Die

Vektoramplifikation erfolgt tiber die gesamte Ldnge des HDV_1.0mer Plasmids (siehe Schritt 1). Dabei besitzen die Primerpaare
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jeweils 17-20 bp Uberhénge, welche komplementér zu den Enden des Inserts (orange) sind. Fiir die Insertamplifikation werden die
Primerpaare so gewdhlt, dass sie ebenfalls jeweils 17-20 bp Uberhénge besitzen, die mit den Vektorenden (grau, rot) iiberlappen.
In einem weiteren Schritt werden Vektor-und Insertamplifikate 1:1 (v/v) in einem Ansatz mit Dpn1 versetzt, um eventuell noch
vorhandene HDV-Ursprungsplasmide (aus Bakterien) spezifisch enzymatisch zu degradieren. Nach der Inkubation werden 2 % des
Ansatzes in kompetente E. coli transformiert, woraufhin iber eine Kolonie-PCR Klone, Plasmide mit erwarteter GréfSe diskriminiert
werden. 3. Sequenzierung der 2.0mer HDV Konstrukte. In einem ersten Schritt werden die Primer so gesetzt, dass sie von beiden
Seiten aus dem Vektor heraus in das Insert sequenzieren (a). In einem zweiten Schritt wird das Plasmid mit einem Restriktionsenzym
verdaut, welches die cDNA des HDV an jeweils einer Position im Genom schneidet. Da zwei Vollléngen vorliegen wird das Plasmid
in zwei Teile geschnitten, die DNA des kleineren Fragments, welches auch den Ubergang von der ersten in die zweite HDV Sequenz

enthdlt wird anschliefSend aus einem Agarosegel aufgereinigt und Sanger-sequenziert (LGC Genomics, Berlin, Deutschland).

5.1.2 Replikation humaner HDV-Gt 1-Isolate

Um nun zu untersuchen, ob die klonierten Expressionskonstrukte der HDV-Gt 1-Isolate
zu replikativen HDV-RNA Genomen fiihrten, wurde die Synthese der antigenomischen
HDV-RNA, welche als Marker einer aktiven Replikation dient (siehe Kapitel 1.1.2),
mittels Northern Blot Analyse nachgewiesen (siehe Kapitel 4.4.5). Hierzu wurden
HuH7-Zellen mit den jeweiligen 2.0mer Expressionsplasmiden transfiziert, die RNA
sechs Tage nach Transfektion mittels TRIzol aufgereinigt, auf einem denaturierenden
Agarosegel der GrofRe nach aufgetrennt und auf eine positivgeladene Membran
geblottet. Nachfolgend konnten durch Hybridisierung mit einem Pool aus [a-32P] UTP-
markierten in vitro transkribierten genomischen HDV-RNAs (spezifisch fiir die jeweilige
antigenomische RNA), erfolgreich alle drei HDV Isolate nachgewiesen werden
(Abbildung 6; A). Dabei konnte das starkste Signal flir das Isolat pHDV_T nachgewiesen
werden, wahrend die Signalstarke der Isolate CHD_WHO und CHD HH etwa von
gleicher Intensitat waren (Abbildung 6; A). Um zudem zu verdeutlichen, dass die
Synthese der antigenomischen RNA an die Replikation von HDV-RNA gebunden ist,
wurde ein replikationsinkompetentes 2.0mer-Expressionskonstrukt des WHO-Isolats
(CHD_WHO_AS-HDAg) transfiziert, welches eine Start-Codon-Mutation des S-HDAg
tragt. Hier konnte keine antigenomische HDV-RNA nachgewiesen werden (Abbildung
6; A). Die Transfektion mit dem verwendeten Leervektor (pcDNA3.1) zeigte

erwartungsgemald kein nachweisbares HDV-RNA Signal.

Da gezeigt wurde, dass HDV-RNA in humanen Zellen wahrend der Mitose unspezifisch
an die Tochterzellen weitergegeben wird (Giersch et al.,, 2019), wurde ein
Expansionsversuch der HDV-Konstrukte als weiterer Replikationsnachweis

vorgenommen. Hierbei wurden HuH7-Zellen mit den entsprechenden HDV-
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Konstrukten als Doppelansatz transfiziert. Ein Ansatz wurde hierfir 4 Tage nach
Transfektion fixiert, der andere wurde mit dem Faktor 1:5 in eine geringere Zellzahl
gesplittet und weitere 6 Tage bis Tag 10 nach Transfektion in Wachstumsmedium
gehalten. Eine Immunfluoreszenzfarbung des HDAg diente als Marker der HDV-RNA-
positiven Zellen. Dabei konnten deutliche Zellcluster, positiv fir HDAg, nachgewiesen
werden, was auf eine Uber Zellteilung vermittelte HDV-RNA-Ausbreitung hinweist

(Abbildung 6; B).

A

AS-HDAg

CHD_HH CHD_WHO pHDV_T

28s AR AR > (SRS

rRNA
agRNA __ 50 pm 50 pm 50 pm
HDV

(?)
Abbildung 6: Replikation neu klonierter HDV-Gt 1-Isolate in vitro. A) Nachweis antigenomischer HDV-RNA

CHD_HH
CHD_WHO
pHDV_T
CHD_WHO
pcDNA3.1(+)

4d.p.t

.

10 d.p.t

agRNA __ . to}
HDV 1 3 -
Monomer

(agRNA HDV) 6 Tage nach Transfektion der HDV Uberlédngen Expressionskonstrukte in HuH7-Zellen mittels [a-32P] UTP-markierter
genomischer RNA. B) Nachweis des HDAg nach klonaler Expansion der HDV-Gt 1-Isolate in HuH7-Zellen nach Splitten der Zellen
1:5 an Tag 4 nach Transfektion (d.p.t). Die Zellkerne wurden mit DAPI geférbt. agRNA — antigenomische RNA; rRNA — ribosomale
RNA; S-HDAg — Small Deltaantigen; CHD — chronische HDV-Patientenisolate; CHD_WHO — Sequenz des HDV-RNA WHO Standards
[200]; CHD_HH — Einzelsequenz einer klinischen Studie [201]; pHDV_T — neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Sequenz [56,
206].

Fazit: Northern Blot und Immunfluoreszenz bestatigen die autonome Replikation

neu klonierter Expressionskonstrukte dreier Isolate des humanen HDV-Gt 1.

5.1.3 Interaktion humaner HDV-Gt 1-4 mit HBsAg der HBV-Gt B1
und D3

Die in Abschnitt 5.1.2 klonierten HDV-Expressionskonstrukte, sowie drei weitere der
Gt 2-4, wurden nun in Hinblick auf ihre Umhillung und Sekretion mit HBsAg der HBV-
Gt B und D untersucht. Hierzu wurden die jeweiligen HDV-Konstrukte mit
Expressionsvektoren in  HuH7-Zellen kotransfiziert, die alle drei HBV-

Oberflachenproteine exprimieren (zusammengefasst als HBsAg bezeichnet) und der
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Zellkulturiberstand zwischen Tag 3 und Tag 11 nach Transfektion gesammelt. Ein
Plasmid, welches fir eine sekretierbare Form einer alkalischen Phosphatase (Secreted
Alkaline Phosphatase, SEAP) kodiert, wurde fiir die Vergleichbarkeit der
Transfektionseffizienz kotransfiziert (siehe Kapitel 4.1.2). Sekretiertes HBsAg wurde
mittels eines quantitativen Test Kit der Firma Abbott gemessen. Dabei werden sowohl
subvirale Partikel (SVP) als auch das HBsAg, welches die HDV-Partikel umbhiillt,
nachgewiesen. Parallel wurde die RNA der Uberstinde extrahiert und die sekretierten
HDV-Partikel mittels einer gRT-PCR der HDV-RNA bestimmt. Sowohl das HBsAg als
auch die Konzentration an HDV-Partikeln wurden auf die SEAP-Sekretion normalisiert.
In der Gesamtheit wurde die hdchste Konzentration an HBsAg in den Uberstidnden der
Kotransfektionen mit HBsAg des HBV-Gt B1 nachgewiesen (Abbildung 7; A), hier lag
der niedrigste Wert bei 122,8 internationalen Einheiten pro Milliliter (engl.:
international units; IU/ml) (HDV-Gt 4) und der hochste Wert bei 561,4 IU/ml (HDV-Gt
2). Dabei entspricht eine IU etwa 0,88 Nanogramm HBsAg [207]. Der zweithOchste
Wert wurde fiir die Kotransfektion mit dem HDV-Gt 1-Isolate CHD_HH gemessen,
welcher 483,8 IU/ml entsprach. Im mittleren Bereich lagen die Werte der
Kotransfektionen mit dem HDV-Gt 3 (238,6 IU/ml) und den beiden HDV-Gt 1-Isolaten
pSVL(D3) (290,1 1U/ml) und CHD_WHO (340 1U/ml) (Abbildung 7; A).

Innerhalb der Werte fir die Kotransfektionen mit HBsAg des HBV-Gt D3 wurde die
héchste Konzentration an HBsAg im Uberstand der HDV-Gt 3 Partikel nachgewiesen
(129 1U/ml). Die niedrigsten Konzentrationen an HBsAg wurden in den Uberstidnden
der pSVL(D3) (14,9 1U/ml) und der HDV-Gt 2 (22,7 IU/ml) kotransfizierten Zellen
gemessen, wahrend CHD_WHO (80,1 IU/ml), CHD_HH (80,3 IU/ml) und HDV-Gt 4 (72

IU/ml) kotransfizierte Zellen HBsAg im mittleren Bereich sekretierten (Abbildung 7; A).

Fiir alle HDV-Gt konnte HDV-RNA im Uberstand der transfizierten Zellen nachgewiesen
werden. Die meisten HDV-Partikel wurden von den CHD_HH transfizierten Zellen
sekretiert (HBsAg D3: 7x10® Genoméiquivalente pro Milliliter (engl.: genome
equivalent; GE/ml), HBsAg B1: 8x10® GE/ml). Auffillig ist zudem, dass die Zellen,
welche mit dem HBsAg des HBV-Gt B1 kotransfiziert wurden, mehr Partikel in den
Uberstand sekretierten, als solche, die mit HBsAg des HBV-Gt D3 kotransfiziert

wurden. Eine Ausnahme bildet hier der HDV-Gt 3. Die Konzentration an sekretierten
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HDV Partikeln umhiillt mit HBsAg des Gt D3 lag bei 7x107 GE/ml| wahrend 5x107 GE/ml
mit dem Oberflaichenprotein des HBV-Gt B1 sekretiert wurden. Auch die
Konzentrationen fir die HDV-Partikel pseudotypisiert mit HBsAg der Gt B1 und D3 des
Isolats CHD_HH lagen sehr eng aneinander, so wurden 8x10% GE/m| mit HBsAg des Gt
B1 und 7x10% GE/ml mit HBsAg des Gt D3 sekretiert. Am gréRten war der Unterschied
bei dem HDV-Gt 2. Hier wurden 1x10% GE/ml pseudotypisierter HDV-Partikel mit HBsAg
des Gt B1 und 3x10° GE/ml mit HBsAg des Gt D3 sekretiert. Zellen transfiziert mit HDV-
Gt 4 sekretierten 6x107 GE/ml umhiillte HDV-Partikel mit Oberflichenprotein des HBV-
Gt D3 und 2x10% GE/ml mit Oberflichenprotein des HBV-Gt B1. Fiir die Isolate des HDV-
Gt 1 lagen die Konzentrationen fiir die Sekretion der HDV-Partikel pseudotypisiert mit
HBsAg des HBV-Gt D3 bei 5x107 GE/ml fir pSVL(D3), bei 5,8x107 GE/ml fiir das Isolat
pHDV_T und bei 2x10% GE/ml fiir das Isolat CHD_WHO. Verglichen mit HBsAg des HBV-
Gt B1 stieg auch hier die Sekretion auf 5x108 GE/ml fur pSVL(D3) und auf 4x108 GE/ml
fiir das Isolat CHD_WHO (Abbildung 7; B).
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Abbildung 7: Sekretiertes HBsAg und sekretierte HDV-Partikel aus HDV-/ HBsAg-Kotransfektionen.
HDV-Expressionskonstrukte wurden zusammen mit Expressionsplasmiden fiir das HBsAg der HBV-Gt B1 und D3 in HuH7-Zellen
kotransfiziert. Der Uberstand wurde von Tag 3 bis Tag 11 gesammelt. A) Sekretiertes HBsAg wurde im quantitativen Testsystem
(HBsAg (Quant.Autodilution)) Architect der Firma Abbott bestimmt. B) Nach RNA-Extraktion wurden die HDV Genomdquivalente
pro Milliliter (GE/ml) Zellkulturiiberstand mittels qRT-PCR ermittelt. Alle Werte wurden auf die SEAP-Sekretion normalisiert. Gt —
Genotyp; CHD — chronische HDV-Patientenisolate; CHD_WHO — Sequenz des HDV-RNA WHO Standards [200]; CHD_HH —
Einzelsequenz einer klinischen Studie [201]; pHDV_T — neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Sequenz [56, 206].

Fazit: Im Vergleich zu Kotransfektionen der HDV-Konstrukte mit HBsAg des HBV-
Gt D3 konnten mehr HDV-Partikel und HBsAg im Uberstand aus Kotransfektionen

mit HBsAg des HBV-Gt B1 nachgewiesen werden.
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5.1.4 Infektion umhillter HDV-Partikel der HDV-Gt 1-4 mit HBsAg
der HBV-Gt B1 und D3

Die pseudotypisierten HDV-Partikel wurden nun im Folgenden auf ihre Infektiositat in
vitro untersucht. Hierzu wurde eine hNTCP-exprimierende Hepatomzelllinie (HepG2-
hNTCP) verwendet. Es wurden jeweils zwei Wells einer 48er Well Platte mit jeweils
identischen HDV-Genomdaquivalenten (5x107) an pseudotypisierten HDV-Partikeln
infiziert. Jeweils ein Well wurde 11 Tage nach Infektion (d.p.i) lysiert und die Infektion
mittels eines diagnostischen ELISA-Assays auf zelluldres HDAg nachgewiesen (ETI-
Deltak, DiaSorin). Die Zellen des anderen Wells wurden fixiert und das intrazellulédre
HDAg als Marker einer Infektion mittels 1gGs eines HDV/HBV Patientenantiserums in

der Immunfluoreszenzfarbung detektiert.

Alle in vitro produzierten HDV-Partikel konnten die Hepatomzelllinie HepG2-hNTCP
infizieren, dabei waren jedoch deutliche Unterschiede in der Infektiositat ersichtlich.
Wahrend mittels des diagnostischen ELISA-Assays Infektionen der Isolate des Gt 1 und
des Gt 4 eindeutig nachgewiesen werden konnten, lagen die Werte fiir die Infektion
des Gt 2 und 3 nahe am Cut-off (Abbildung 8; B). Da mittels Immunfluoreszenz auch
einzelne Infektionsereignisse auf zellularer Ebene nachgewiesen werden kodnnen,
wurde diese zusatzlich zum ELISA durchgefiihrt (Abbildung 8; A). Innerhalb des Gt 1
konnten fir die Isolate CHD_WHO und CHD_HH die meisten Infektionen mittels
Immunfluoreszenz und ELISA nachgewiesen werden. HDV-Partikel des Gt 4 zeigten
eine annadhernd gleiche Infektionsrate, wie die Isolate des Gt 1 (Abbildung 8; A).
Anhand der Immunfluoreszenz lieSen sich keine Unterschiede der Infektionseffizienz
zwischen den zwei verwendeten HBV-Oberflachenproteinen feststellen. HDV-Partikel,
die mit Oberflachenproteinen des HBV-Gt B1 umhiillt wurden, zeigten eine dhnliche
Infektionsrate wie solche, die mit Oberflachenprotein des HBV-Gt D3 umhiillt wurden
(Abbildung 8; A). Anhand der ELISA Daten zeigte sich eine leichte Tendenz, dass die
HDV-Partikel pseudotypisiert mit HBsAg des HBV-Gt D3 eine erhdhte Infektionsrate
erzielten, dabei stellt der HDV-Gt 2 eine Ausnahme dar, die Werte fiir die Infektion

waren mit HBsAg des HBV-Gt B1 hoher als mit HBsAg des Gt D3 (Abbildung 8; B).
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Abbildung 8: Infektion pseudotypisierter HDV-Partikel der HDV-Gt 1-4 mit Oberfldchenproteinen von

HBV-Gt D3 und HBV-Gt B1. HepG2-hNTCP-Zellen wurden im Parallelansatz iiber 20 Stunden mit jeweils 5x107 HDV
Genomdquivalenten inkubiert. Die Zellen wurden daraufhin mehrfach mit HGM gewaschen und in HGM + 2 % DMSO gehalten. A)
Nach 11 Tagen wurde bei einem Ansatz die Zellen fixiert, permeabilisiert und das Deltaantigen (HDAg), als Marker einer Infektion,
mittels anti-HDAg IgGs eines humanen Patientenserums und eines Alexa568 konjugierten anti-human IgG-Antikérpers detektiert.
Die Zellkerne wurden parallel mit DAPI gefirbt. B) Die Zellen des zweiten Ansatzes wurden nach 11 Tagen lysiert und die Infektion

mittels eines diagnostischen ELISA-Assays nachgewiesen (ETI-Deltak, DiaSorin). Der Cut-off wurde, nach Angaben des Herstellers,
aus dem Mittelwert der internen Negativkontrolle (Negativserum, n.c.) und dem Nullwert + 0,1 errechnet. N.c. — interne

Negativkontrolle, HDAg-negatives Human-Serum/Plasma; p.c. — interne Positivkontrolle, rekombinantes HDAg, Human-
Serum/Plasma; n.d. — nicht durchgefiihrt; Gt — Genotyp; CHD — chronische HDV-Patientenisolate; CHD_WHO — Sequenz des HDV-
RNA WHO Standards [200]; CHD_HH — Einzelsequenz einer klinischen Studie [201]; pHDV_T — neu kloniertes HDV Konstrukt der
pSVL(D3) Sequenz [56, 206].
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Fazit: Fur alle HDV-Partikel konnten Infektionen mittels Immunfluoreszenz
nachgewiesen werden. Dabei ergaben sich Unterschiede in der Infektionseffizienz
der HDV-Gt und -Isolate sowie leichte Variationen bei den zwei zur HDV-
Umhillung verwendeten Isolaten der HBV-Oberflachenproteine. Die Isolate
CHD_WHO und CHD_HH des HDV-Gt 1 und HDV-Gt 4 zeigten die hochste
Infektionsrate. Die HDV-Gt 2 und 3 waren in der Immunfluoreszenz deutlich
weniger infektids. Mittels ELISA konnten keine Infektionen des HDV-Gt 2 umhillt

mit HBsAg des HBV-Gt D3 nachgewiesen werden.

5.1.5 Trans-Komplementation der HDV-Replikation durch S-
HDAg-Isolate des HDV-Gt 1

Das S-HDAg des HDV hat eine besondere Bedeutung im Replikationszyklus des HDV-
Genoms (siehe Kapitel 1.1.2). Es stellte sich die Frage, ob die Aktivierung der HDV-
Replikation durch das HDAg lIsolat-spezifisch ist oder ob es intrazellular durch
heterologes HDAg anderer HDV-Isolate in ,trans” ersetzt werden kann (z. B. im

Rahmen einer Koinfektion des Patienten mit unterschiedlichen HDV-Stammen).

Im Folgenden wurde zundchst die trans-Aktivierung der HDV-Replikation
verschiedener HDV-Gt 1-Isolate durch heterologes S-HDAg untersucht. Hierzu wurden
2.0mer HDV-Expressionskonstrukte mit defektem HDAg-OLR konstruiert. Dabei wurde
eine Transversion innerhalb der cDNA vorgenommen, indem das Adenin des HDAg
Start-Codons (AUG) durch ein Thymin (UUG) ausgetauscht wurde. Es wurde eine Ein-
basen-Substitution verwendet, um mogliche Auswirkungen auf die RNA-
Sekundarstruktur des HDV-Genoms zu minimieren, die zu Replikationsstérungen
fihren konnten. Die so entstandenen cDNA-Klone der HDV-Genome sind ohne die
Expression des HDAg nicht in der Lage in vitro zu replizieren (siehe auch Abbildung 6).
Dieser Defekt sollte durch Kotransfektion eines Plasmids, das fiir das S-HDAg, welches
unter einem CMV-Promoter konstitutiv iberexprimiert wird, wieder aufgehoben
werden. Die Messung der HDV-Replikation erfolgte durch Nachweis der
antigenomischen HDV-RNA (agRNA HDV), welche mittels Northern Blot und [a-32P]

UTP-markierter in vitro transkribierter genomischer HDV-RNA nachgewiesen werden
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kann (Abbildung 9; A). Die Radioaktivblots wurden mit Hilfe der Software Image Studio

Lite (Version 5.2, LI-COR Lincoln, NB, USA) densiometrisch ausgewertet.

Die Replikation des Isolats CHD_WHO wurde durch die S-HDAg der Isolate CHD_HH
und pHDV_T starker reaktiviert als durch Kotransfektion des S-HDAg des Isolats
CHD_WHO, dessen Intensitdt nur etwa 12 % des Wildtyps erreichte. Dabei konnten
maximal 67 % der Signalstarke des Wildtyps durch Kotransfektion des S-HDAg des
CHD_HH Isolats wiederhergestellt werden (Abbildung 9; B). Wahrend die
Kotransfektion des leeren Vektors pcDNA3.1(+) zu keinem deutlichen Signal fiihrte,
konnte die Replikation aller HDV-Gt 1-Isolate durch Uberexpression von S-HDAg

verschiedener HDV-Gt 1-Isolate in trans reaktiviert werden.

Auch die Replikation des Isolats pHDV_T konnte unter konstitutiver Uberexpression
des S-HDAg des pHDV_T Isolats ebenfalls reaktiviert werden, dabei erreichte die
Signalstdrke etwa 78 % der der Wildtyp Intensitit. Durch Uberexpression der S-HDAg
der Isolate CHD_HH und CHD_WHO konnten nur etwa 49 % und 54 % der Signalstarke
des Wildtyps gemessen werden. Die Kotransfektion des leeren Vektors pcDNA3.1(+)
fihrte erwartungsgemaR in keinem Fall zu einer Wiederherstellung der HDV-

Replikation der HDV-Genom-Mutanten (Abbildung 9; B).

Die Replikation des Isolats CHD_HH wurde durch konstitutive Uberexpression des S-
HDAg der Isolate pHDV_T und CHD_WHO im Vergleich zum Wildtyp deutlich verstarkt.
Die relativen RNA Intensitdaten Kotransfektionen aus S-HDAg der Isolate pHDV_T und
CHD_WHO stiegen im Vergleich zu der des Wildtyps um das 3,68- bzw. das 2,49-fache
an. Durch Kotransfektion des S-HDAg des Isolats CHD_HH konnten etwa 85 % der

Replikation des Wildtyps reaktiviert werden (Abbildung 9; B).
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Abbildung 9: Wiederherstellung der Replikation replikationsinkompetenter HDV-Gt 1-cDNA-Dimere

durch Koexpression von S-HDAg verschiedener Isolate des HDV-Gt 1 in trans. A) Schema des experimentellen
Versuchsaufbaues. Es wurden replikationsinkompetente 2.0mer-Expressionskonstrukte der HDV-Gt 1-Isolate CHD_WHO, pHDV_T
und CHD_HH kloniert, welche eine Start-Codon Mutation des S-HDAg in beiden Genomen tragen (AS-HDAg). Diese
Expressionsplasmide wurden zusammen mit Vektoren, die fiir die S-HDAg der jeweiligen HDV-Gt 1-Isolate kodieren kotransfiziert.
Als Kontrolle wurde der Leervektor pcDNA3.1(+) anstatt der S-HDAg Expressionsplasmide kotransfiziert. Nach 6 Tagen wurde die
Gesamt-RNA der Zellen mittels TRIzol isoliert und die antigenomische HDV-RNA als Marker der Replikation in einem Northern Blot
nachgewiesen und quantifiziert. B) Nachweis antigenomischer HDV-RNA (agRNA HDV) 6 Tage nach Transfektion der HDV 2.0mer-

Expressionskonstrukte in HuH7-Zellen mittels [a-32P] UTP-markierter genomischer RNA. Als Spezifitdtsnachweis der eingesetzten
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Sonden wurde RNA von nicht-transfizierten Zellen (,Mock”), sowie RNA aus Kotransfektionen der jeweiligen AS-HDAg-HDV-
Expressionskonstrukte und des leeren Vektors pcDNA3.1(+) verwendet. Die Quantifizierung der Signalstdrke wurde mithilfe der
Software Image Studio Lite 5.2 (LI-COR Lincoln, NB, USA) durchgefiihrt. Hierzu wurde zundchst die jeweiligen allgemeinen
Hintergrund-Signale der Blotmembran von allen Werten abgezogen, danach wurden die spezifischen Signale der agRNA HDV auf
die Signale der zelluldren 28s rRNA normalisiert. Die Berechnung der relativen Intensitéten der antigenomischen RNA wurde mit
den normalisierten Werten durchgefiihrt. S-HDAg — Small Deltaantigen; WT — Wildtyp (keine S-HDAg Start-Codon-Mutation);
agRNA — antigenomische RNA; rRNA — ribosomale RNA; CHD — chronische HDV-Patientenisolate; CHD_WHO — Sequenz des HDV-
RNA WHO Standards [200]; CHD_HH — Einzelsequenz einer klinischen Studie [201]; pHDV_T — neu kloniertes HDV Konstrukt der
pSVL(D3) Sequenz [56, 206].

5.1.6 Trans-Komplementation der HDV-Replikation durch S-
HDAg der HDV-Gt 1-8

Da zuvor gezeigt wurde, dass S-HDAg des HDV-Gt 1 die Replikation verschiedener
Isolate des Gt 1 in trans komplementieren kann, wurde nun im Folgenden untersucht,
ob das S-HDAg der phylogenetisch weiter entfernt verwandten HDV-Gt 2, 3 und 4 die
Replikation des HDV-Gt 1 in trans reaktivieren kdnnen. Hierzu wurde zunachst das
replikationsinkompetente Expressionskonstrukt des Isolats CHD_WHO, welches eine
Start-Codon Mutation des S-HDAg in beiden Genomen tragt, verwendet. Dieses wurde
mit S-HDAg der HDV-Gt 1-4 in HuH7-Zellen kotransfiziert, nach sechs Tagen die
Synthese der antigenomischen HDV-RNA mittels Northern Blot nachgewiesen und die
Radioaktivblots densiometrisch ausgewertet (Abbildung 10; A). Die Replikation des
Isolats CHD_WHO konnte durch Kotransfektion des eigenen S-HDAg wieder reaktiviert
werden, erreichte dabei aber nur etwa 76 % des Wildtypniveaus. Das S-HDAg des HDV-
Gt 2 konnte die Replikation dagegen vollstéandig trans-komplementieren. Dabei
verstarkte sich die Replikation, verglichen zu der des Wildtyp HDV-Dimers, um etwa 7
% und um etwa 40 % im Vergleich zu der des eigenen S-HDAg (Gt 1, Isolat CHD_WHO).
Durch Kotransfektion der Expressionsplasmide fir S-HDAg der Gt 3 und 4 konnte im
Northern Blot keine antigenomische HDV-RNA des HDV-Gt 1 nachgewiesen werden
(Abbildung 10; B). Trotz der Expression des S-HDAg der Gt 3 und 4 im Nukleus der
transfizierten Zellen (siehe Anhang: Abbildung 37), konnte die Replikation des HDV-Gt

1 durch S-HDAg der HDV-Gt 3 und 4 nicht trans-komplementiert werden.
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Abbildung 10: Wiederherstellung der Replikation des replikationsinkompetenten HDV-Gt 1 cDNA-

Klons CHD_WHO durch Zugabe von S-HDAg der HDV-Gt 1-4 in trans. A) Schema des experimentellen

Versuchsaufbaues. Es wurde eine replikationsinkompetente Mutante des HDV-Gt 1-Isolates CHD_WHO als 2.0mer-
Expressionskonstrukt kloniert und zusammen mit Vektoren, kodierend fiir die S-HDAg der HDV-Gt 1 — 4 in HuH7-Zellen
kotransfiziert. Nach 6 Tagen wurde die Gesamt-RNA der Zellen isoliert und die antigenomische HDV-RNA als Marker der Replikation
mittels [a-32P] UTP-markierter genomischer RNA in einem Northern Blot nachgewiesen. B) Nachweis antigenomischer HDV-RNA
(agRNA HDV) 6 Tage nach Transfektion in HuH7-Zellen mittels [a-32P] UTP-markierter genomischer RNA. Die Quantifizierung der
Signalstdrke wurde mithilfe der Software Image Studio Lite 5.2 (LI-COR Lincoln, NB, USA) durchgefiihrt. Hierzu wurde zundchst der
Hintergrund von allen Werten abgezogen und die Signale der agRNA HDV auf die Signale der 28s rRNA normalisiert. Die
Berechnung der relativen Intensitdten der antigenomischen RNA wurde mit den normalisierten Werten durchgefiihrt. S-HDAg —
Small Deltaantigen; WT — Wildtyp (keine S-HDAg Start-Codon-Mutation); agRNA — antigenomische RNA; rRNA — ribosomale RNA;
Gt — Genotyp; CHD — chronische HDV-Patientenisolate; CHD_WHO — Sequenz des HDV-RNA WHO Standards [200]; CHD_HH —
Einzelsequenz einer klinischen Studie [201]; pHDV_T — neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Sequenz [56, 206].

Fazit: Die Replikation des replikationsinkompetenten  HDV-Gt  1-
Expressionskonstrukts (CHD_WHO) konnte durch heterologes S-HDAg des Gt 2
transreaktiviert werden, nicht aber durch das S-HDAg der Gt 3 und 4. Dabei wurde
die Replikation unter S-HDAg des Gt 2 im Vergleich zur Replikation des
CHD_WHO_S-HDAg starker reaktiviert.
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Um zu Uberprifen, dass die oben gezeigten Effekte Gt- und nicht Isolat-spezifisch sind,
wurden neue Isolate, der am Institut fiir Virologie in GieRen klonierten HDV-Gt 2-4 (gi),
mit S-HDAg Start-Codon Mutanten verschiedener Isolate des HDV-Gt 1 kotransfiziert
und die Synthese der antigenomischen RNA als Marker der eigenstandigen Replikation
mittels Northern Blot (siehe Kapitel 4.4.5) nachgewiesen und quantifiziert (Abbildung
11; A). Um weiterhin festzustellen, ob auch S-HDAg von anderen, phylogenetisch
entfernteren, HDV-Gt die Replikation des HDV-Gt 1 reaktivieren kdnnen, wurden

gleichzeitig S-HDAg der HDV-Gt 5-8 verwendet.

Analog zu den obigen Ergebnissen, trans-komplementierte das S-HDAg der neuen
HDV-Isolate der HDV-Gt 3 und 4 (Abk. gi) die Replikation des CHD_WHO Isolats (Gt 1)
ebenfalls nicht (Abbildung 11; B). Die Replikation des CHD_WHO lIsolats konnte unter
Expression des S-HDAg des Gt 2 im Vergleich zum S-HDAg des CHD_WHO Isolats (100
%) circa 1,7-fach (171 %) verstarkt werden. Das S-HDAg der HDV-Gt 5 und 6 steigerte
die Replikation des CHD_WHO sogar um den Faktor drei (316,7 %, Gt 5 und 337,1 %,
Gt 6). Das S-HDAg der HDV-Gt 7 und 8 konnte die CHD_WHO-Replikation im Vergleich
zum S-HDAg des CHD_WHO um mehr als das 8- (819,4 %, Gt 7) bzw. 7-fache (722,1 %,
Gt 8) erhdhen (Abbildung 11; B).

Auch die Replikation des Isolats CHD_HH AS-HDAg (HDV-Gt 1) konnte mit Hilfe des S-
HDAg der HDV-Gt 2, 5, 6, 7 und 8 in trans reaktiviert und gesteigert werden, wahrend
keine trans-Komplementation mit dem S-HDAg der HDV-Gt 3 und 4 beobachtet
werden konnte (Abbildung 11; C). Die HDV-Replikation unter S-HDAg der HDV-Gt 2, 5
und 6 ist etwa 40 % starker als unter S-HDAg des eigenen Isolats. Das S-HDAg des HDV-
Gt 7 verstarkt diesen Effekt nochmals. Dabei ist die HDV-Replikation um mehr als
doppelt so stark reaktiviert (214,5 %) als unter Expression von S-HDAg des eigenen
Isolats CHD_HH (100 %). Das S-HDAg des HDV-Gt 8 weist hingegen nur einen um etwa
15 % verstarkenden Effekt auf die Replikation auf (114,9 %) und steigert damit die

Replikation im Vergleich zu S-HDAg des CHD_HH nur geringfligig (Abbildung 11; C).
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Abbildung 11: Wiederherstellung der Replikation replikationsinkompetenter HDV-Gt 1-cDNA-Dimere

durch Zugabe von S-HDAg der HDV-Gt 1-8 in trans. A) Schema des experimentellen Versuchsaufbaues. Es wurden

replikationsinkompetente Mutanten der cDNA-Klone der HDV-Gt 1-Isolate CHD_WHO und CHD_HH zusammen mit Vektoren,
kodierend fiir die S-HDAg der HDV-Gt 1 — 8 in HuH7-Zellen kotransfiziert. B und C) Nachweis antigenomischer HDV-RNA (agRNA
HDV) 6 Tage nach Transfektion in HuH7-Zellen. Die gesamt-RNA der Zellen wurde mittels TRIzol isoliert und die antigenomische
HDV-RNA als Marker der Replikation mittels [a-32P] UTP-markierter genomischer RNA in einem Northern Blot nachgewiesen. Die
Quantifizierung der Signalstdrke wurde mithilfe der Software Image Studio Lite 5.2 (LI-COR Lincoln, NB, USA) durchgefiihrt. Hierzu
wurde zundchst der Hintergrund von allen Werten abgezogen und die Signale der agRNA HDV auf die Signale der 28s rRNA
normalisiert. Die Berechnung der relativen RNA wurde mit den normalisierten Werten durchgefiihrt. Negative Werte wurden auf
null Prozent gesetzt. S-HDAg — Small Deltaantigen; WT — Wildtyp (keine S-HDAg Start-Codon-Mutation); agRNA — antigenomische
RNA; rRNA — ribosomale RNA; Gt — Genotyp; CHD — chronische HDV-Patientenisolate; CHD_WHO — Sequenz des HDV-RNA WHO
Standards [200]; CHD_HH — Einzelsequenz einer klinischen Studie [201]; pHDV_T — neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3)
Sequenz [56, 206].

Seite 67



Fazit: Die Replikation des replikationsinkompetenten HDV-Gt 1-Isolats CHD_WHO
und des Isolats CHD_HH konnte durch S-HDAg des Gt 2 und der Gt 5-8 in trans
reaktiviert werden, nicht aber durch das S-HDAg der Gt 3 und 4. Dabei wurde die
Replikation unter S-HDAg der Gt 5-8 und des Gt 2 im Vergleich zur Replikation des

Isolat-eigenen S-HDAg verstarkt.

5.1.7 Cis-Komplementation der HDV-Replikation durch S-HDAg
verschiedener Isolate des HDV-Gt 1

In den obigen Versuchsteilen konnte bereits gezeigt werden, dass S-HDAg
unterschiedlicher HDV-Gt (mit Ausnahme der HDV-Gt 3 und 4) die Replikation des
HDV-Gt 1 in trans komplementieren und teilweise sogar steigern konnen. Nun sollte
untersucht werden, ob die HDV-Replikation nicht nur in trans, sondern auch durch die
Expression eines Isolat-fremden S-HDAg innerhalb eines HDV-Genoms (,in cis”)
beeinflusst wird. Hierzu wurden cDNA-Klone der HDV-Gt 1-Isolate pHDV_T und
CHD_HH kloniert, welche den gesamten HDAg-OLR des jeweiligen anderen Isolats in
beiden HDV-Genomen tragen (Abbildung 12; A). Die chimaren Expressionskonstrukte
sowie die jeweiligen Wildtypen wurden in HuH7-Zellen transfiziert und das
Gesamtprotein und die totale RNA mittels TRIzol isoliert. Die Synthese der
antigenomischen RNA, als Marker der Replikation, wurde mittels Northern Blot
analysiert und die S-/L-HDAg Expression mittels Western Blot untersucht (Abbildung
12; A).

Wahrend fir die Wildtypen antigenomische HDV-RNA durch Northern Blot
nachweisbar war, konnte fiir die jeweiligen Chimaren kein Signal der antigenomischen
RNA detektiert werden (Abbildung 12; B). Wahrend der HDV-Replikation wird in einem
Editierungsschritt die antigenomische HDV-RNA durch die zellulare RNA-abhangige
Adenosin-Deaminase (ADAR1) so verandert, dass eine mRNA transkribiert wird, von
welcher ein um etwa 19 Aminosauren verlangertes HDAg (L-HDAg) translatiert wird
(siehe Kapitel 1.1.2). So kann neben der Synthese der antigenomischen RNA auch die
Expression des L-HDAg ein indirekter Hinweis auf autonome HDV-Replikation sein. Die
Wildtypen der HDV-Gt 1-Isolate zeigten an Tag 2 nach Transfektion bereits eine

deutliche Expression des S-HDAg. Die L-HDAg Synthese war an Tag 6 nach Transfektion
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im Western Blot nachweisbar, damit einhergehend nahm die S-HDAg Synthese ab
(Abbildung 12; C). Die chimaren Expressionsvektoren der HDV-Gt 1-Isolate
exprimierten ebenso an Tag 2 nach Transfektion S-HDAg, jedoch nahm diese an Tag 6

bereits ab, ohne dass die L-HDAg Expression detektiert werden konnte.
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Abbildung 12: Replikation chimédrer HDV-Gt 1-Isolate. A) Schema des Versuchsaufbaus: Chimdre HDV-Gt 1
Expressionskonstrukte wurden so kloniert, dass die HDAg-OLRs gegen die anderer HDV-Gt 1-Isolate ausgetauscht wurden. Diese
Konstrukte wurden in HuH7-Zellen transfiziert und die RNA sowie das Protein mittels TRIzol isoliert. Der Nachweis der Synthese der
antigenomischen RNA erfolgte mittels Northern Blot, die Expression des L-HDAg wurde mittels Western Blot nachgewiesen. B)
Nachweis antigenomischer HDV-RNA der Wildtyp HDV-Gt 1-Isolate sowie chimdrer HDV-Gt 1-Konstrukte 6 Tage nach Transfektion
mittels [a-3?P] UTP-markierter genomischer RNA. C) Nachweis der beiden HDAg-Isoformen (L-HDAg/S-HDAg) mittels eines
HDV/HBV-Antiserums sowie Beta-Aktin als Ladekontrolle 2 (d2) und 6 (d6) Tage nach Transfektion der 2.0mer-
Expressionskonstrukte. Die Quantifizierung der Signalstdrke wurde mithilfe der Software Image Studio Lite 5.2 (LI-COR Lincoln, NB,
USA) durchgefiihrt, dargestellt ist jeweils die Expression des S-HDAg 2 (entspricht 100 %) und 6 Tage (x % von d2) nach Transfektion.
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Die Expression des S-HDAg wurde auf die Beta-Aktin Expression normalisiert. S-HDAg — Small Deltaantigen; L-HDAg — Large
Deltaantigen; WT — Wildtyp;, agRNA — antigenomische RNA; rRNA — ribosomale RNA; CHD — chronische HDV-Patientenisolate;
CHD_WHO - Sequenz des HDV-RNA WHO Standards [200]; CHD_HH — Einzelsequenz einer klinischen Studie [201]; pHDV_T — neu
kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Sequenz [56, 206].

Fazit: HDV-Gt 1-Expressionskonstrukte (2.0mer), die in beiden Genomen den
HDAg-OLR anderer HDV-Gt 1-Isolate aufweisen, waren nicht fahig, in vitro zu
replizieren. Dies konnte anhand der fehlenden Synthese der antigenomischen

HDV-RNA sowie fehlender Expression des L-HDAg gezeigt werden.

5.1.8 Trans-Komplementation der HDV-Replikation durch
Deltaantigene Hepatitis-Delta-Virus ahnlicher Viren

Seit der Entdeckung der ersten Hepatitis-Delta-Virus-dhnlicher (HDV-ahnliche) RNA-
Sequenz im Jahre 2018 wurden fortlaufend weitere HDV-dhnliche Virus Sequenzen in
Transkriptomen unterschiedlicher Tiere gefunden (siehe Kapitel 1.1.3) [88-90, 92, 93].
Zudem konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit die HDV-RNA eines HDV-dhnlichen
Virus aus Stachelratten (Proechimys semispinosus) charakterisiert werden (siehe
Kapitel 5.2) [91]. All diese neuartigen HDV-dhnlichen Viren scheinen bestimmte
Charakteristika des humanen HDV zu besitzen. Innerhalb humaner Hepatitis-Delta-
Viren ist die Expression des S-HDAg essentiell fur die virale Replikation. Auch die
tierischen HDV-ahnlichen Viren scheinen einen OLR fiir ein Deltaantigen (DAg) zu
besitzen. Daher wurden diese nun in Hinblick auf die Fahigkeit die Replikation des HDV-
Gt 1-Isolates CHD_HH zu reaktivieren untersucht (Abbildung 13; A). Hierzu wurden
Expressionsvektoren der putativen DAg mit einem FLAG-Tag versehen, in HuH7-Zellen
konstitutiv unter einem CMV-Promoter {berexprimiert und die erfolgreiche
Expression des DAg mittels Immunfluoreszenzfarbung tberprift (Abbildung 13; B).
Wahrend die DAg der HDV-ahnlichen Viren aus der Schlange, des Molches, der Vogel,
der Fische und der Kréte ahnlich zu HDAg des humanen HDV im gesamten Zellkern
sowie verstarkt in den Nukleoli des Nukleus exprimiert wurden, zeigte sich die
Expression des DAgs des Stachelratte-Deltavirus Gber den gesamten Nukleus verteilt.
Auch das DAg des Termiten-Deltavirus wird im gesamten Nukleus exprimiert, jedoch
scheint die Expression auch im Cytoplasma der Zelle stattzufinden (Abbildung 13; B).

Erstaunlicherweise zeigte die Immunfluoreszenzfarbung durch anti-HDAg IgGs eines
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HBV/HDV positiven Patientenserums eine Kreuzreaktivitat gegeniber allen anderen

DAg (Abbildung 13; B).
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Abbildung 13: Deltaantigenexpression von HDV / HDV-édhnlichen Viren in humanen Hepatomzellen.

anti-HDV

merge anti-Flag

DAPI

A) HuH7-Zellen wurden mit Expressionsvektoren der tierischen DAg (mit N-terminalem FLAG-tag) transfiziert. Nach 4 Tagen
wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert. B) Immunfluoreszenz der Deltaantigene (DAg) Hepatitis-Delta-Virus (HDV) dhnlicher
Viren. Die Fdrbung des Deltaantigens erfolgte zum einen mit Anti-HDAg IgGs eines HBV/HDV-co-infizierten Patienten und zum
anderen mittels eines anti-FLAG Antikérpers. Alexa-488- und 594-markierte anti-human und anti-mouse IgGs wurden als
Sekunddrantikérper verwendet. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefirbt. DAg — Deltaantigen.

Im Folgenden wurde die trans-Aktivierung der HDV-Replikation der Start-Codon
Mutante der HDV-Gt 1-lsolate CHD_HH durch die jeweiligen DAg der tierischen
Deltaviren untersucht. Hierzu wurde das replikationsinkompetente 2.0mer-
Expressionskonstrukt des Isolat CHD_HH verwendet (ohne endogene Expression eines
L/S-HDAg) und mit den Expressionsplasmiden der tierischen DAg in HuH7-Zellen
kotransfiziert (Abbildung 14; A). Als Kontrolle diente ein Ansatz mit dem humanen

CHD_WHO S-HDAg. Durch Nachweis der antigenomischen HDV-RNA (agRNA HDV),

welche mittels Northern Blot und [a-32P] UTP-markierter in vitro transkribierter
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genomischer HDV-RNA nachgewiesen werden kann, wurde die Synthese der
antigenomischen HDV-RNA spezifisch detektiert. Trotz der Bestatigung, dass die DAg
der tierischen HDV-dhnlichen Viren ebenso wie das humane HDAg im Nukleus
exprimiert wurden, konnte die RNA-Replikation des Isolats CHD_HH des humanen

HDV-Gt 1 durch tierisches DAg nicht aktiviert werden (Abbildung 14; B)
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Abbildung 14: Féihigkeit der Wiederherstellung der RNA-Replikation einer replikationsinkompetenten

Mutante des HDV-Gt 1 durch Deltaantigene tierischer HDV-dhnlicher Isolate (DAg). A) Es wurde ein
replikationsinkompetentes 2.0mer-Expressionskonstrukt des Isolats CHD_HH zusammen mit den Deltaantigenen HDV-dhnlicher
Viren in HuH7-Zellen kotransfiziert. Nach 7 Tagen wurde die RNA isoliert und die Replikation mittels Northern Blot untersucht. B)
Nachweis antigenomischer HDV-RNA 7 Tage nach Transfektion mittels einer [a-32P] UTP-markierten genomischen RNA. S-HDAg —

Small Deltaantigen; WT — Wildtyp (keine S-HDAg Start-Codon-Mutation); agRNA — antigenomische RNA; rRNA — ribosomale RNA.

Fazit: Die Replikation des replikationsinkompetenten cDNA Dimer-Klons des HDV-
Gt 1-Isolats CHD_HH konnte durch die DAg von HDV-dhnlichen Viren nicht trans-

komplementiert werden.
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5.2 Charakterisierung eines neuen tierischen Hepatitis-
D-Virus-ahnlichen Virus aus der Stachelratte
,Proechimys semispinosus”

Im Rahmen einer internationalen Studie unter der Leitung von Prof. Dr. Drosten
(Direktor des Instituts fir Virologie der Charité Berlin), Prof. Dr. Sommer (Direktorin
des Instituts fir Evolutionsokologie und Naturschutzgenomik der Universitat Ulm) und
Prof. Dr. Glebe (Leiter des Nationalen Referenzzentrums fiir Hepatitis-B- und -D-Viren,
Institut far Medizinische Virologie, Direktor: Prof. Dr. Ziebuhr), wurde im Jahr 2020
erstmalig ein HDV-adhnliches Virus in Sdugetieren aullerhalb des Menschen entdeckt.
Innerhalb einer Studie entlang des Panamakanals, welche sich mit den Auswirkungen
von Habitatsstorungen auf die Infektionsrate des Hepacivirus der Nager beschéaftigt
[208], wurden 30 Blutproben der Stachelratte ,, Proechimys semispinosus” positiv auf
das neuartige Deltavirus (,Rodent Deltavirus“, RDeV) getestet. Das gesamte
Virusgenom wurde in Berlin durch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Drosten amplifiziert
und anschlielend sequenziert (Rodent Deltavirus; GenBank accession numbers:
MK598003-MK598012). Dabei zeigte eine Sequenzanalyse von den zehn Vollgenomen,
dass diese zu 97,5-99,6 % identisch waren. Zudem konnte ein HDAg-dhnlicher OLR
sowie grundlegende HDV-Domanen in allen RDeV Sequenzen gefunden werden [91].
Die vergleichende Sequenzanalyse zeigt, dass sich RDeV, bezogen auf das
Gesamtgenom, zu humanem HDV in 54,5-52,7 % aller Nukleotide unterscheidet
(Abbildung 15; griine Farbung). Innerhalb des putativen RDeV Deltaantigens (RDeAg)
sind zwischen 52,8-56,9 % aller Aminosauren identisch zu denen des HDAg humaner
HDV-Gt (Abbildung 15; blaue Farbung). Kirzlich wurden zwei Genotypen HDV-
dhnlicher Viren in Vampirfledermausen (Desmodus rotundus) entdeckt (Gt DrDV-A und
Gt DrDV-B), die zusammen mit einem weiteren HDV-dhnlichen Virus, welches in
Lebertranskriptomen einer Hundskopffledermaus (Peropteryx macrotis; PmacDV)
entdeckt wurde, die Gruppe der Deltaviren der Fledermause bildet [93].
Interessanterweise sind die Genome von PmacDV und RDeV zu 95,4 % identisch. Auch
innerhalb des DAg weisen diese HDV-dhnlichen Viren eine Aminosadureidentitdt von

97,5 % auf (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Prozentuale Nukleotid- und Aminosdureidentitédten zwischen humanen HDV-Gt 1-8 und

HDV-dhnlichen Viren. Griin hinterlegt sind die prozentualen Nukleotididentititen bezogen auf die Gesamtgenome. Blau
hinterlegt sind die Aminosdureidentititen bezogen auf das (kleine) Deltaantigen. HDV-dhnliche Viren aus: WeifSwedelhirsch
(Odocoileus virginianus Deltavirus, OvirDV), Waldmurmeltier (Marmota Monax Deltavirus, MmonDV), Vampirfledermaus
(Desmodus rotundus Deltavirus, DrDV-A, Genbank accession number: MT649207; DrDV-B, Genbank accession number:
MT649206), Stachelratte (Proechimys semispinosus, Rodent Deltavirus, RDeV; Genbank accession number: MK598004), kleine
Hundskopfledermaus (Peropteryx macrotis Deltavirus, PmacDV), Zebrafink (Taeniopygia guttata Deltavirus, TgDV),
Bronzemdnnchen (Lonchura striata Deltavirus, LsDV, Genbank accession number: LC575944), Schlangen (Boa constrictor sabogae;
Snake Deltavirus, SnakeDV, Genbank accession number: MH988742), Enten (Anas gracilis, Anas castanea, Anas superciliosa; Avian
Deltavirus, AvianDV, Genbank accession number: MH824555), Feuerbauchmolch (Cynops orientalis; Newt Deltavirus, NewtDV,
Genbank accession number: MN031239), asiatischer Kréte (Bufo gargarizans; Toad Deltavirus, ToadDV, Genbank accession
number: MK962760), Termite (Schedorhinotermes intermedius; Termite Deltavirus, TermiteDV, Genbank accession number:
MK962759) und Kiemenproben verschiedener Fische (Macroramphosus scolopax, Ophidion sp., Eptatretus burgeri, Okamejei
acutispina, Proscyllium habereri, Lophius litulon, Eleutheronema tetradactylum, Zeus faber, Antennarius striatus, Halieutaea
stellata, Gonorynchus abbreviatus; Fish Deltavirus, FishDV, GenBank accession number: MN031240). Deltavirus-Sequenzen von:
MmonDV, OvirDV, PmacDV und TgDV sind verfiigbar unter: https.//serratus.io/access. MAFFT-Alignment wurde mit der Software
Geneious Prime (Version 2021.1.1) durchgefiihrt. Gt — Genotyp; HDV — Hepatitis-Delta-Virus; CHD — chronische HDV-
Patientenisolate; CHD_WHO — Sequenz des HDV-RNA WHO Standards [200]; CHD_HH — Einzelsequenz einer klinischen Studie [201];
pHDV_T — neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Sequenz [56, 206].

Innerhalb humaner HDV bilden die Gt 1, 2 und 4-8 eine gemeinsame Klade, wahrend
der Gt 3 am starksten divergent ist (Abbildung 16). Eine Schwesterklade zu den

humanen HDV-Gt bilden die HDV-dhnlichen Viren aus dem Waldmurmeltier

(MmonDV), dem WeiBwedelhirsch (OvirDV) und der Vampirfledermaus (DrDV-A). Sie
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bilden momentan die nachsten Verwandten der humanen HDV-Gt. DrDV-B der
Vampirfledermaus und PmacDV der Hundskopffledermaus bilden zusammen mit RDeV
der Stachelratte eine phylogenetische Klade und stehen somit mit DrDV-A und
MmonDV des Waldmurmeltiers in einer paraphyletischen Beziehung. Die HDV-
ahnlichen Viren der Amphibien (ToadDV, NewtDV), der Fische (FishDV) und der

Termiten (TermiteDV) bilden die divergenteste Klade der HDV-dhnlichen Viren

(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Phylogenetischer Stammbaum humaner HDV-Gt und HDV-éhnlicher Viren bezogen auf

das gesamte virale RNA-Genom. Die evolutive Beziehung wurde mit Hilfe der Maximum-Likelihood-Methode und dem
Hasegawa-Kishino-Yano-Modell [209] abgeleitet (MEGA X Software). Der Prozentsatz der Bdume, in denen die zugehérigen Taxa
zusammen geclustert wurden, wird neben den Zweigen angezeigt (Bootstrap: 1000). Die Astlingen geben die Anzahl der
Nukleotidsubstitutionen pro Position (,site”) an. HDV-dhnliche Viren aus: Weifswedelhirsch (Odocoileus virginianus Deltavirus,
OvirDV), Waldmurmeltier (Marmota Monax Deltavirus, MmonDV), Vampirfledermaus (Desmodus rotundus Deltavirus, DrDV-A,
Genbank accession number: MT649207; DrDV-B, Genbank accession number: MT649206), Stachelratte (Proechimys semispinosus,
Rodent Deltavirus, RDeV; Genbank accession number: MK598004), kleine Hundskopfledermaus (Peropteryx macrotis Deltavirus,
PmacDV), Zebrafink (Taeniopygia guttata Deltavirus, TgDV), Bronzemdnnchen (Lonchura striata Deltavirus, LsDV, Genbank
accession number: LC575944), Schlangen (Boa constrictor sabogae; Snake Deltavirus, SnakeDV, Genbank accession number:

MH988742), Enten (Anas gracilis, Anas castanea, Anas superciliosa; Avian Deltavirus, AvianDV, Genbank accession number:
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MHB824555), Feuerbauchmolch (Cynops orientalis; Newt Deltavirus, NewtDV, Genbank accession number: MN031239), asiatischer
Kréte (Bufo gargarizans; Toad Deltavirus, ToadDV, Genbank accession number: MK962760), Termite (Schedorhinotermes
intermedius; Termite Deltavirus, TermiteDV, Genbank accession number: MK962759) und Kiemenproben verschiedener Fische
(Macroramphosus scolopax, Ophidion sp., Eptatretus burgeri, Okamejei acutispina, Proscyllium habereri, Lophius litulon,
Eleutheronema tetradactylum, Zeus faber, Antennarius striatus, Halieutaea stellata, Gonorynchus abbreviatus; Fish Deltavirus,
FishDV, GenBank accession number: MN031240). Deltavirus-Sequenzen von: MmonDV, OvirDV, PmacDV und TgDV sind verfiigbar
unter: https://serratus.io/access. Gt — Genotyp; HDV — Hepatitis-Delta-Virus; CHD — chronische HDV-Patientenisolate; CHD_WHO
— Sequenz des HDV-RNA WHO Standards [200]; CHD_HH — Einzelsequenz einer klinischen Studie [201]; pHDV_T — neu kloniertes
HDV Konstrukt der pSVL(D3) Sequenz [56, 206]. Analysen wurden in MEGA X durchgefiihrt [210].

5.2.1 Klonierung und Expression eines RDeV-Expressionsklons in
vitro

Das humane HDV besitzt zwei virale Proteine (S-HDAg und L-HDAg), welche aus einem
einzigen OLR entstehen. Wahrend des Replikationszyklus von HDV (siehe Kapitel 4,
Abbildung 2) kommt es zu einer Umwandlung der antigenomischen HDV-RNA durch
das zellulare Protein ADAR1. An der Position des Amber-Codons wird UAG zu UIG
deaminiert. Wahrend der weiteren HDV-Replikation wird Inosin als Guanosin
interpretiert. Die daraus resultierende Synthese der genomischen RNA und der damit
einhergehenden mMRNA Synthese fiihrt zur Expression des carboxyterminal
verlangerten L-HDAg, welches fiir den nuklearen Export und der damit verbundenen
Interaktion mit dem HBsAg essenziell ist (siehe Kapitel 1.1.2). Da auch das hier
beschriebene RDeV weitere 19 Aminosauren hinter dem Stopp-Codon (UAG) des DAg
aufweist (Abbildung 17), wurde untersucht, ob das RDeV ahnlich zu HDV ein grolRes

DAg exprimiert.
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Abbildung 17: Aminoséurealignment des Carboxy-Terminus des Deltaantigens humaner HDV-Gt

(HDAg) und HDV-éhnlicher Viren (DAg). Es wurde ein Proteinsequenzalignment (MAFFT) mit Geneious Prime (Version

2021.1.1) durchgefiihrt. Die Sterne geben das jeweilige Stopp-Codon an (humane HDV-Gt: S-HDAg und L-HDAg). HDV-Ghnliche
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Viren aus: Weifswedelhirsch (Odocoileus virginianus Deltavirus, OvirDV), Waldmurmeltier (Marmota Monax Deltavirus, MmonDV),
Vampirfledermaus (Desmodus rotundus Deltavirus, DrDV-A, Genbank accession number: MT649207; DrDV-B, Genbank accession
number: MT649206), Stachelratte (Proechimys semispinosus, Rodent Deltavirus, RDeV; Genbank accession number: MK598004),
kleine Hundskopfledermaus (Peropteryx macrotis Deltavirus, PmacDV), Zebrafink (Taeniopygia guttata Deltavirus, TgDV),
Bronzemdnnchen (Lonchura striata Deltavirus, LsDV, Genbank accession number: LC575944), Schlangen (Boa constrictor sabogae;
Snake Deltavirus, SnakeDV, Genbank accession number: MH988742), Enten (Anas gracilis, Anas castanea, Anas superciliosa; Avian
Deltavirus, AvianDV, Genbank accession number: MH824555), Feuerbauchmolch (Cynops orientalis; Newt Deltavirus, NewtDV,
Genbank accession number: MN031239), asiatischer Kréte (Bufo gargarizans; Toad Deltavirus, ToadDV, Genbank accession
number: MK962760), Termite (Schedorhinotermes intermedius; Termite Deltavirus, TermiteDV, Genbank accession number:
MK962759) und Kiemenproben verschiedener Fische (Macroramphosus scolopax, Ophidion sp., Eptatretus burgeri, Okamejei
acutispina, Proscyllium habereri, Lophius litulon, Eleutheronema tetradactylum, Zeus faber, Antennarius striatus, Halieutaea
stellata, Gonorynchus abbreviatus; Fish Deltavirus, FishDV, GenBank accession number: MIN031240). Deltavirus-Sequenzen von:
MmonDV, OvirDV, PmacDV und TgDV sind verfiigbar unter: https.//serratus.io/access. Die Sequenzen der humanen HDV-
Genotypen kénnen unter folgender Nummer auf NCBI gefunden werden: Gt 2 — X60193, Gt 3 — AB037947, Gt 4 — AF018077, Gt 5
—LT594482, Gt 6 —JX888102, Gt 7 —LT604972 und Gt 8 — AJ584849. Gt — Genotyp,; HDV — Hepatitis-Delta-Virus; CHD — chronische
HDV-Patientenisolate; CHD_WHO — Sequenz des HDV-RNA WHO Standards [200]; CHD_HH — Einzelsequenz einer klinischen Studie
[201]; pHDV_T — neu kloniertes HDV Konstrukt der pSVL(D3) Sequenz [56, 206].

Hierzu wurde zunachst das RDeV Genom (Isolat 0183; Genbank accession number:
MK598004) als 2.0mer cDNA in einen Expressionsvektor kloniert (Abbildung 18; A),
HuH7-Zellen transient transfiziert und die Expression des RDeAg mittels
Immunfluoreszenz analysiert (Abbildung 18; B). Dabei wurden spezifische
Peptidantiseren verwendet, welche in immunisierten Kaninchen generiert wurden und
spezifisch gegen Epitope des putativen S-RDeAg oder des putativen L-RDeAg gerichtet
sind. Nach konstitutiver Uberexpression des klonierten L-RDeAg und S-RDeAg konnte
die  Expression der RDeAg mittels dieser Peptidantiseren  durch
Immunfluoreszenzfarbung spezifisch nachgewiesen werden (Abbildung 18; B griin).
Die Immunfluoreszenzfarbung durch anti-HDAg 1gGs eines HBV/HDV-Koinfizierten
Patientenserums zeigte zudem eine Kreuzreaktivitdt von Antikdrpern gegen das
humane HDAg zu RDeAg (Abbildung 18; B rot) wie bereits zuvor in Abbildung 13
gezeigt. Nach Transfektion des 2.0mer RDeV-Expressionskonstrukts konnte das S-
RDeAg durch die Peptidantiseren und das kreuzreaktive Humanserum detektiert
werden, wahrend eine Expression des L-RDeAg aus dem RDeV-Expressionskonstrukts
durch spezifisches anti-L-RDeAg Peptidantiserum nicht bestadtigt werden konnte
(Abbildung 18; B griin). Diese Ergebnisse wurden durch Western Blot Analysen
bestatigt. Hierzu wurden HuH7-Zellen mit 2.0mer-Expressionskonstrukten fiir das
humane HDV und das RDeV transfiziert und das Gesamtprotein mittels TRIzol

extrahiert. S-HDAg sowie S-RDeAg konnten bereits zwei Tage nach Transfektion
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detektiert werden, wobei die Expression des S-RDeAg bis Tag 10 zunahm (Abbildung
18; C). Die Expression des humanen S-HDAg stieg ebenso wie die Expression des
S-RDeAg bis Tag 6 an, nahm jedoch mit Nachweis des L-HDAg wieder leicht ab
(Abbildung 18; C). Wahrend L-HDAg ab Tag 6 nach Transfektion konstant exprimiert
wurde, konnte kein L-RDeAg mittels Western Blot detektiert werden (Abbildung 18; C).
Um dies auch auf HDV-RNA-Genom-Ebene zu bestatigen, wurde die totale RNA der
transfizierten Zellen sechs Tage nach Transfektion isoliert, worauf eine cDNA-Synthese
folgte, welche als Matrize fir eine PCR des Deltaantigens diente. Die PCR-Produkte
wurden gereinigt und sequenziert (LGC, Berlin, Deutschland). Wahrend nach der
Sequenzierung fir das HDV-Genom sowohl Sequenzen mit einem Adenin als auch
Sequenzen mit einem Guanin an der Position 587 im HDAg gefunden wurden, konnten
fur die RDeV-RNA ausschliefllich Sequenzen mit einem Adenin an Position 590 im
RDeAg nachgewiesen werden, woraus stets ein Stopp-Codon resultiert (Abbildung 18;

D).
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Abbildung 18: Analyse der RNA-Genom-Editierung von HDV und RDeV-Genomen. A) Schema des
Expressionskonstrukts RDeV_2.0mer. Die cDNA des RDeV wurde in genomischer Orientierung als 2.0mer hinter einen CMV-
Promoter in pcDNA3.1(+) kloniert. Dabei liegt die Sequenz der Antigene des RDeV (RDeAg, blau) in antisense Richtung vor. Vor den
RDeAg liegen jeweils die beiden Ribozyme (rot): das antigenomische Ribozym (Rag) und das genomische Ribozym (Ry). Weitere
Bereiche des Vektors, die fiir die eukaryotische oder prokaryotische Genexpression von Bedeutung sind, sind mit Zahlen
nummeriert: 1 — CMV-Promoter; 2 — T7-Promoter; 3 — bGH-PolyA Signal; 4 — SV40-Promoter; 5 — Neomycin/Kanamycin
Restistenzgen (NeoR/KanR); 6 — SV40-PolyA Signal; 7 — Ampicillin-Resistenzgen (ampR); 8 — ampR-Promoter. B) Inmunfluoreszenz
des kleinen Deltaantigens (S-RDeAg) und des hypothetischen grofsen Deltaantigens (L-RDeAg) des Nager Deltavirus - RDeV. Die
Fédrbung des Deltaantigens erfolgte zum einen mit Anti-HDAg IgGs eines HBV/HDV-koinfizierten Patienten und zum anderen mittels
spezifischer Antiseren gegen S-RDeAg und L-RDeAg. Alexa-488- und -594-markierte anti-human und anti-rabbit IgGs wurden als
Sekunddrantikérper verwendet. Die Zellkerne wurden mit DAPI geféirbt. Immunfluoreszenz S-/L-RDeAg mit aufgereinigten 1gGs
spezifischer Antiseren gegen S-RDeAg und L-RDeAg. Scale bar — 30 um. C) Nachweis der Deltaantigene von HDV und RDeV (L-
HDAg/S-HDAg, S-RDeAg) mittels eines HDV/HBV-Antiserums sowie Beta-Aktin als Ladekontrolle 2, 4, 6, 8 und 10 Tage nach
Transfektion der Uberlidngen-Expressionskonstrukte. D) Sanger-Sequenzierung 6 Tage nach Transfektion der Vollléngen-
Expressionskonstrukte. HDV — Hepatitis-D-Virus; RDeV — Deltavirus der Stachelratte; S-HDAg — Kleines (Small) Deltaantigen; L-
HDAg — Grof3es (Large) Deltaantigen; RDeAg — Deltaantigen des RDeV. [verdndert nach Paraskevopoulou et al., 2020 [91]].
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Fazit: Anhand von Western Blot, Immunfluoreszenz und Sequenzierung konnte
gezeigt werden, dass das neu entdeckte Deltavirus der Stachelratte , Proechimys
semispinosus” im Gegensatz zu HDV des Menschen nur ein Deltaantigen (RDeAg)

in humanen Hepatomzelllinien exprimiert.

5.2.2 Nachweis von RDeV-spezifischen Antikorpern in
Serumproben von Proechimys semispinosus

Um nachzuweisen, dass die RDeV positiven Stachelratten auch spezifische Antikorper
gegen das S-RDeAg besitzen (vergleichbar zur HDV-Infektion des Menschen) wurde das
S-RDeAg in HuH7-Zellen konstitutiv Uberexprimiert und zelluldres Gesamtprotein
mittels TRIzol extrahiert. Die Reaktivitdt der Antiseren wurde mittels Western Blot
Analysen nachgewiesen, wonach alle fiinf verwendeten Seren der Stachelratten
reaktiv gegenliber S-RDeAg waren (Abbildung 19). Das Serum aus einem gegen S-
RDeAg immunisierten Kaninchen wurde als Positivkontrolle verwendet (Abbildung 19;

anti-S-RDeAg).

o
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Abbildung 19: Spezifische Reaktivitiit RDeV-RNA positiv getesteter Proechimys semispinosus Seren

gegen das kleine Antigen des RDeV (S-RDeAg). S-RDeAg wurde in HuH7-Zellen iiberexprimiert und totales Protein
mittels TRIzol-Extraktion isoliert. Die Seren wurden 1:1000 verdiinnt, ein anti-guinea pig horseradish peroxidase (HRP) gekoppelter
Antikérper (1:100) diente als Sekunddrantikérper. Als Positivkontrolle wurde Serum aus S-RDeAg immunisierten Kaninchen

eingesetzt (anti-S-RDeAg). [verdndert nach Paraskevopoulou et al., 2020 [91]].

Fazit: Alle untersuchten RDeV-positiven Stachelratten besitzen Antikorper im

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

Um nun zu zeigen, dass das neu entdeckte HDV-dhnliche Virus der Stachelratte
»Proechimys semispinosus” (RDeV) replikationskompetent ist, wurde das Auftreten der
antigenomischen RNA des RDeV mittels Northern Blot Analyse als Nachweis einer
autonomen RDeV-RNA Replikation verwendet. Nach Transfektion des RDeV-
Expressionskonstrukts (Abbildung 18; A) sollte die RDeV cDNA des Plasmids in
genomische RDeV-RNA umgeschrieben werden, es folgt die Synthese der viralen
mRNA des RDeAg und antigenomischer RDeV-RNA. Durch Einsatz von 5'-
endmarkierten Oligonukleotiden mit [y-32P] ATP, kann die antigenomische RDeV-RNA
mittels Northern Blot strangspezifisch nachgewiesen werden. Hierzu wurde die totale
RNA 4, 6, 8 und 10 Tage nach Transfektion mittels TRIzol isoliert, auf einem
denaturierenden Gel der GroRe nach aufgetrennt und auf eine positivgeladene
Membran geblottet. Nach einer Stunde Prahybridisierung folgte die Hybridisierung mit
radioaktiv-markierten Oligonukleotiden spezifisch fiir antigenomische (Abbildung 20;
A) bzw. genomische (Abbildung 20; B) RDeV-RNA. Als Spezifitaitsmerkmal der Sonde
wurde zusatzlich zu den zellularen RNA-Proben auch in vitro transkribierte
antigenomische RNA aufgetrennt. In HuH7-Zellen konnte ein konstantes Signal an
antigenomischer und genomischer RDeV-RNA nachgewiesen werden. Da gezeigt
wurde, dass HDV in humanen Zellen wahrend der Mitose an die Tochterzellen
weitergegeben wird [86] (Abbildung 6), wurde zudem ein Expansionsversuch des RDeV
und HDV als weiterer Replikationsnachweis vorgenommen. Vergleichbar zu der
Versuchsdurchfihrung in Kapitel 5.1.2 wurden HuH7-Zellen mit den entsprechenden
Konstrukten als Doppelansatz transfiziert. Ein Ansatz wurde 4 Tage nach Transfektion
fixiert, der andere wurde 1:64 gesplittet und bis Tag 10 nach Transfektion in
Wachstumsmedium gehalten. Eine Immunfluoreszenzfarbung des RDeAg bzw. des
HDAg diente als Marker RDeV- oder HDV-positiver Zellen. Ebenfalls wurden als
Kontrolle HuH7-Zellen mit dem RDeV-Dimer-Expressionskonstrukt transfiziert,
welches in beiden cDNA-Kopien des Dimers eine Start-Codon Mutation des RDeAg
aufweist (RDeV-Mutante). Zehn Tage nachdem die Zellen gesplittet wurden, waren
deutliche Zellcluster zu erkennen, die positiv fir HDAg bzw. RDeAg waren. Dabei
Uberstieg die Anzahl RDeAg-positiver Zellen die der HDAg-positiver Zellen (Abbildung
20; C).
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Abbildung 20: Replikation des RDeV in humanen Zellen. A) Nachweis antigenomischer RDeV-RNA 4, 6, 8 und 10
Tage nach Transfektion des RDeV Uberldngenexpressionskonstrukts in HuH7-Zellen mit einem [y-32P] ATP-markierten
Oligonukleotid in genomischer Orientierung. B) Nachweis genomischer RDeV-RNA 4, 6, 8 und 10 Tage nach Transfektion des RDeV
Uberléngen Expressionskonstrukts HuH7-Zellen. C) Nachweis des RDeAg / HDAg nach klonaler Expansion des HDV / RDeV
Uberldngenkonstrukt in HuH7-Zellen nach Splitten der Zellen 1:64 an Tag 4 nach Transfektion (1:0) [91]. agRNA — antigenomische
RNA; gRNA — genomische RNA; RDeV — HDV-dhnliches Virus der Stachelratte; Gt — Genotyp; S-HDAg — kleines Deltaantigen.

[verdndert nach Paraskevopoulou et al., 2020 [91]].

Fazit: Die neu entdeckte HDV-dhnliche RNA-Sequenz aus der Stachelratte
»Proechimys semispinosus” besitzt die Fahigkeit eine Replikation in humanen

Zellen zu initiieren.

5.3 Kreuzinfektiositat neu entdeckter
Orthohepadnaviren

5.3.1 Rezeptorinteraktion einer neuen Neuweltaffen Hepatitis-
B-Virus Spezies

Im Rahmen einer internationalen Studie unter der Leitung von Prof. Dr. Drexler (Leiter
der Arbeitsgruppe Virusepidemiologie am Institut flir Virologie der Charité Berlin,
Direktor: Prof. Dr. Drosten) und Prof. Dr. Glebe (Leiter des Nationalen
Referenzzentrums flir Hepatitis-B- und -D-Viren, Institut fir Medizinische Virologie,
Direktor: Prof. Dr. Ziebuhr, Institut fiir Medizinische Virologie, Direktor: Prof. Dr.
Ziebuhr) wurde eine neue Hepatitis-B-Virus Spezies in Serum eines weiblichen
Kapuzineraffens der Spezies Gelbbrust-Kapuziner (Sapajus xanthosternos) entdeckt,
welches entsprechend der Taxonomie der Hepadnaviridae nach dessen Wirtstier als
Capuchin Monkey Hepatitis-B-Virus (CMHBV) benannt wurde. Das gesamte

Virusgenom wurde in Berlin durch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Drexler aus Serum
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amplifiziert und anschliefend sequenziert (CMHBV; GenBank accession number:
KY703886). Dabei zeigte eine Sequenzanalyse des Gesamtgenoms, dass CMHBV zu
allen anderen Primatenhepadnaviren, einschlieRlich WMHBYV, einen Sequenzabstand
von mindestens 20,4 % aufweist. Das Artabgrenzungskriterium der Gattung der
Orthohepadnaviren liegt bei einem Schwellenwert von >20 % Divergenz der
Nukleotidsequenz [107]. CMHBV bildet somit eine neue Spezies der
Orthohepadnaviren und ist damit die zweite HBV-Spezies, welche aus nicht-
menschlichen Primaten (NHP) der Neuen Welt (Amerika) isoliert werden konnte [118,

129].

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

Rezeptor Ntcp/NTCP zu untersuchen.

5.3.1.1 Analyse der PraS1-Domane und Ntcp/NTCP-Bindung des
CMHBV

Einer der ersten Schritte wahrend der Hepatitis-B-Virus-Infektion des Menschen ist die
spezifische und hochaffine Bindung der PraS1-Domane innerhalb des LHBs an den
Gallensauretransporter NTCP von Leberzellen. Dabei wird die Bindung an den NTCP-
Rezeptor und den damit verbundenen Eintritt in die Wirtszelle durch zwei funktionelle
Abschnitte der PraS1-Domane vermittelt [39]. Zum einen sind insbesondere die
aminoterminalen Aminosauren 2-48 fir die Rezeptorinteraktion und Infektion nétig
[166]. Dabei ist eine N-terminale Myristoylierung des Glycins an Position zwei der
PraS1-Domane fir eine erfolgreiche Infektion unerlasslich [164, 165]. Die weiter C-
terminalen Bereiche der PraSl1-Domdane (AS: 28-39 und 39-48) wurden als
akzessorische Domadnen definiert, die den Effekt der Virusbindung und Infektion

verstarken [166].

Nach einem Sequenzvergleich der PraS1-Domanen aller bekannten Primaten-HBV
(Abbildung 21) wurde deutlich, dass der Bereich der essenziellen viralen NTCP-
Bindedomane (AS 9-15: NPLGF(F/L)P) auch bei dem hier beschriebenen CMHBV hoch
konserviert ist. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass CMHBV ebenfalls
NTCP/Ntcp als priméaren zelluldren Rezeptor fur Bindung und Aufnahme verwendet

(Abbildung 21).
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In einem ersten Schritt wurde zunachst getestet, ob die PraS1-Domane des LHBs des
CMHBVs myristoyliert werden kann, da sich dies bei HBV als eine der Voraussetzungen
fir eine effiziente Virusbindung an den NTCP herausstellte [164, 165]. Alle in Abbildung
17 gezeigten Sequenzen enthalten ein Glycin an Position 2 der PraS1-Domane d. h. an
der Aminosaure, an der auch eine N-Myristoylierung fiir das HBV des Menschen
nachgewiesen werden konnte. Nun galt es herauszufinden, ob sich bei CMHBV in der
nachfolgenden Sequenz auch ein geeignetes N-terminales Myristoylierungssignal
befindet. Hierfir wurde eine Software herangezogen, welche die mogliche N-
terminale Myristoylierung von Proteinen mittels einer Punktzahl ,Score” postuliert
(Abbildung 21; (1)). Ein Wert nahe 1 weist auf eine hohe Wahrscheinlichkeit fir N-
terminale Myristoylierung hin, wahrend ein Wert bei -1 auf das Fehlen einer N-
terminalen Myristoylierung hindeutet. Fiir die Vorhersage wurden jeweils die
Aminosauren 1-18 verwendet. Innerhalb der humanen HBV-Gt variierte der
vorhergesagte Score zwischen -0,88 und 0,99, da die Werte fiir die HBV-Gt E und G
unterhalb von 0 lagen und somit gegen eine Myristoylierung sprechen, wurde eine
zweite Software hinzugezogen, welche eine potentielle N-Myristoylierung vorhersagt
(Abbildung 21; (2)). Wahrend der Wert fir die N-terminale Myristoylierung des HBV-
Gt G (-0,21) auch mit der zweiten Software innerhalb einer Grauzone liegt, wurde fir
den HBV-Gt E (1,25) eine zuverlassige Myristoylierungsstelle an Position 2 vorhersagt.
Da CMHBV mit einem Wert von -0,13 ebenfalls unterhalb von 0 liegt wurde auch hier
eine zweite Myristoylierungsvorhersage vorgenommen, wobei eine zuverldssige
Myristoylierungsstelle an Position 2 (S: 0,24) vorhersagt wurde. Eine N-Myristoylierung
der CMHBV PraS1-Domdne des LHBs an Position 2 erzielte daher bei den beiden
verwendeten Vorhersageprogrammen keine libereinstimmenden Vorhersagen. Daher
kann keine eindeutige Aussage Uber eine mogliche Myristoylierung der PraS1-Domaéne

des CMHBV gegeben werden.
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Abbildung 21: Sequenzvergleich des N-terminalen Bereichs der PridS1-Domdnen des HBsAg humaner

sowie nicht-humaner Primaten HBVS. Griin hinterlegte Aminosduren deuten auf (mégliche) Myristoylierungsstellen hin.

Grau hinterlegte Aminosduren heben mit NTCP/Ntcp interagierende Domdnen der humanen HBV-Gt hervor: Essenzielle Domdne
(AS: 9 - 15) und Akzessorische Domdne 1 (AS: 28 - 39) und 2 (AS: 39 - 48). Rechts: Vorhersage Score fiir N-terminale Myristoylierung.
Je héher ein Wert tiber 0 liegt, desto héher ist das Konfidenzniveau fiir eine Myristoylierung. Score [S] < 0,0 keine Myristoylierung,
> 0,0 Myristoylierung. Fiir die Vorhersage der N-Myristoylierung wurden jeweils die ersten 18 Aminosduren verwendet. (1):
https.//web.expasy.org/myristoylator/myristoylator-doc.html. (2): https://mendel.imp.ac.at/myristate/SUPLpredictor.htm. Gt —
Genotyp; ChHBV — Chimpanzee Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: AB032433); GoHBV — Gorilla Hepatitis-B-Virus
(Genbank accession number: AJ131567); OuHBV — Orang-Utan Hepatitis-B-Virus (Genbank accession numberEU155824); GiHBV —
Gibbon Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: HQ603061); WMHBV — Woolly Monkey Hepatitis-B-Virus (Genbank
accession number: AY226578); CMHBV — Capuchin Monkey Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: NCO43528).

Da die essenzielle NTCP-bindende Domane im PraS1 zwischen CMHBV und dem HBV
des Menschen hoch konserviert ist, wurde im Folgenden untersucht, ob die
Oberflachenproteine des CMHBV an NTCP/Ntcp verschiedener Primaten binden
konnen. Als Arbeitshypothese wurde vermutet, dass das CMHBV nicht nur an den Ntcp
der eigenen Gattung (Sapajus) binden kann, und diesen Rezeptor fiir den viralen
Eintritt in die Zelle benutzt, sondern dass dies auch fir die Ntcp anderer Primaten gilt,
inklusive dem NTCP des Menschen. Dies wiirde bedeuten, dass CMHBYV (iber ein

zoonotisches Potential, fiir eine mégliche Ubertragung des Virus auf den Menschen,

verflgt.

Zur Uberpriifung der Hypothese wurde zunichst das Bindungsverhalten der isolierten
PraS1-Domadne an NTCP-Orthologe unterschiedlicher Spezies analysiert. Hierzu
wurden synthetische N-terminal myristoylierte PraS1-Peptide (AS: 2-48; Myr-PraS1-
Peptide) verwendet, die C-terminal mit einem Alexa633 Fluorophor konjugiert sind
und deren Bindung an NTCP-exprimierende Zellen in vitro mittels
Fluoreszenzmikroskopie direkt detektiert werden kdénnen. Vorab wurden HepG2-
Zellen, die mit Expressionsvektoren verschiedener Primaten NTCP/Ntcp transient

transfiziert wurden, auf die Expression von funktionalen NTCP/Ntcp Uberprift. Das
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NTCP-Homolog des Kapuzineraffchen Sapajus xanthosternos war zur Zeit dieser Studie
unbekannt und Leber-Gewebeproben zur Isolierung der Ntcp mRNA fir die
nachfolgende Klonierung und Charakterisierung nicht verfligbar. Da auch Tiere der
nahe verwandten Spezies Sapajus apella positiv auf CMHBV-Antikorper getestet
wurden, wurde innerhalb dieser Studie der Ntcp des Sapajus apella charakterisiert
[129]. Die korrekte Zelloberflachenexpression und Transportfunktion der jeweiligen
NTCP/Ntcp konnte durch die Aufnahme des NTCP/Ntcp Fluoreszenz-markierten
Taurocholat (NBD-TC) Substrates bestatigt werden (Abbildung 22).

humane Hepatomzelllinie transient transfiziert mit NTCP/Ntcp von

AItweItaffen
Hominidae Neuweltaffen ”‘r

Homo Pan Macaca Saimiri Callithrix Saguinus Sapajus
sapiens troglodytes fascicularis sciureus jacchus oedipus apella
o2
e E
s
mE
= 2 50 um
Mensch Schimpanse Javaneraffe Totenkopfaffe WeiR- Lisztaffe Hauben-
(gew.) biischelaffe kapuziner

Abbildung 22: Transportfunktion unterschiedlicher primaten NTCP/Ntcp in humanen Hepatomzellen.

HepG2-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden der genannten Primaten NTCP/Ntcp transfiziert. Nach 48 h wurde die NBD-
Taurocholat (NBD-TC)-Aufnahme durch 15-minditige Inkubation mit 5 uM des Fluorophor-markierten NTCP/Ntcp Substrat (griin)
und mehrmaligem Waschen am Fluoreszenzmikroskop untersucht. Zellkerne wurden mit Hoechst detektiert. Gew.— Gewdhnlicher;
n.c. — untransfizierte Zellen.

Die Bindung der PraS1-Doméane des LHBs von CMHBV und HBV an NTCP/Ntcp und
somit die essenzielle hochaffine Bindung an den viralen Rezeptor wurde mittels
synthetischen Myr-PraS1-Peptiden (AS: 2-48) untersucht. Die in Abbildung 23
dargestellten Ergebnisse zeigen, dass CMHBYV und HBV Myr-PraS1-Peptide an den
humanen NTCP sowie an Schimpansen (Pan troglodytes), Totenkopfaffen (Saimiri
sciureus), WeilRbuschelaffen (Callithrix jacchus) und Haubenkapuziner (Sapajus apella)
Ntcp binden. Im Gegensatz hierzu binden weder CMHBV noch HBV Myr-PraS1-Peptide

an den Altweltaffen Ntcp des Javaneraffen (Macaca fascicularis) und den

Neuweltaffen Ntcp des Lisztaffen (Saguinus oedipus) (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Bindung von CMHBV und HBV Myr-PriS1-Peptiden an NTCP/Ntcp. HepG2-Zellen wurden mit
Expressionsplasmiden fiir verschiedene NTCP/Ntcp transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen mit 100 nM der jeweiligen Myr-PrdS1-
Peptide inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurde die Bindung der Peptide, welche C-terminal mit einem Alexa633 Fluorophor
markiert sind, mit einem Fluoreszenzmikroskop untersucht. Zellkerne wurden mit Hoechst detektiert. Gew. — Gewdhnlicher; n.c. —

untransfizierte Zellen.

Fazit: Myr-PraS1-Peptide der Oberflachenproteine von CMHBV und HBV binden
jeweils an ihre eigenen spezies-spezifischen NTCP, konnen aber auch an den NTCP
der jeweils anderen Spezies binden. Die Myr-PraS1-Peptide beider Viren binden
zudem selektiv an die gleichen NTCP/Ntcp unterschiedlicher Primaten. Eine
spezifische Myr-PraS1-Peptidbindung des CMHBV sowie des HBV an den Ntcp des
Altwelt-Javaneraffens und den Ntcp des Lisztaffen der neuen Welt konnte nicht

detektiert werden.

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

Da in den oben dargestellten Versuchen gezeigt werden konnte, dass die PraS1-
Domane des CMHBVs an den humanen NTCP sowie an weitere Ntcp verschiedener
Affen binden kann, sollte im Folgenden das Infektionspotential des CMHBVSs,
insbesondere die Interaktion der Oberflachen mit hNTCP untersucht werden. Hierzu
wurden aus Griinden der biologischen Sicherheit pseudotypisierte HDV (psHDV) als
etabliertes Surrogatmodell fir die Infektion von Hepadnaviren gewahlt [211]. Zudem
hdangt eine erfolgreiche Infektion neben der Virus-Rezeptor-Interaktion auch von

intrazellularen Prozessen, wie Freisetzung der viralen Nukleinsdure, Kerneintritt und
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cccDNA-Bildung ab. Diese Unsicherheiten konnen mit einem Ersatzmodell umgangen
werden [212]. Vorab wurde analysiert, ob die Oberflachenproteine von CMHBV
(vergleichbar zu HBV) in der Lage sind, HDV-Partikel zu umhiillen. Dazu wurde zunachst
der bekannte Sequenzbereich des SHBs untersucht, an dessen C-terminalem Ende eine
Tryptophan-reiche Doméne (AS 196-201: WMM(I/W)YW) fir die Umhillung des HDV
mit HBsAg des humanem HBV entscheidend ist (Abbildung 24; A) [79]. Dabei
interagiert diese im ER mit dem C-Terminus des L-HDAg des HDV, wodurch es zur
Sekretion umhillter HDV-Partikel kommt. Ebenso wie alle HBV-Gt scheint auch HBsAg
des CMHBV eine Tryptophan-reiche Doméane im SHBs zu besitzen. Mit einem
Phenylalanin an Position 200 (Y200F) ahnelt sie der des WMHBV und besitzt
gleichzeitig die Aminosdure Isoleucin an Position 198, welche auch innerhalb der
Tryptophan-reichen Doméane des GiHBV und der humanen HBV-Gt F und H vorkommt
(Abbildung 24; A). Um die Verpackung nun in vitro zu untersuchen, wurden HuH7-
Zellen mit Expressionsplasmiden fir die Oberflachenproteine des CMHBV oder HBV
zusammen mit Expressionsplasmiden fir das deltavirale Genom kotransfiziert. Flr die
Vergleichbarkeit der Transfektionseffizienz wurde zudem ein Plasmid kotransfiziert,
welches fir eine alkalische Phosphatase (Secreted Alkaline Phosphatase, SEAP)
kodiert. Die sekretierten umhiillten HDV-Partikel wurden im Uberstand gesammelt
und die HDV Genomaquivalente pro Milliliter (GE/ml) mittels einer qRT-PCR bestimmt.
Die Werte wurden anschlieend auf die SEAP-Sekretion normalisiert. Es wurden
sowohl pseudotypisierte HDV-Partikel mit HBV-Oberflaichenproteinen sowie mit
CMHBV-Oberflichenproteinen im Uberstand der transfizierten HuH7-Zellen
gemessen, was auf eine effiziente Umhillung und Sekretion der Viruspartikel
hindeutet. Dabei wurden etwa 2x10'° HDV-Genoméiquivalente mit HBV-
Oberflachenprotein pro ml gemessen, dies ist entspricht etwa 2,8-mal der
Konzentration an CMHBYV pseudotypisierter HDV-Partikel (7x10° GE/ml) (Abbildung 24;
B).
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Abbildung 24: Vergleich der fiir die Sekretion von HDV essenziellen HDV-Interaktions-Domdéne im SHBs

unterschiedlicher Hepadnaviren und Sekretion pseudotypisierter HDVs. A) Sequenzvergleich des SHBs
(Aminosduren: 195-204) humaner HBV-Gt sowie nicht-humaner Primaten HBVs. Grau hinterlegt ist die Tryptophan-reiche Domdne,
welche fiir die Interaktion mit dem L-HDAg des HDV und der damit verbundenen Verpackung und Sekretion infektioser HDV-Partikel
essenziell ist. B) Pseudotypisierte HDV-Partikel mit Oberfldchenproteinen von CMHBV und HBV-Gt D3. HuH7-Zellen wurden mit
Expressionsplasmiden fiir das deltavirale Genom sowie mit Expressionsplasmiden fiir HBV und CMHBV-Oberfldchenproteinen
kotransfiziert. Als Transfektionskontrolle wurde zudem das Plasmid pSEAP (1:10) kotransfiziert, das zur konstitutiven Sekretion
einer enzymatisch aktiven Phosphatase fiihrt. Die in den Uberstand sekretierten HDV-Partikel wurden ab Tag 3 bis Tag 11
gesammelt, die RNA extrahiert und die Genomdquivalente pro ml Zellkulturiiberstand mittels qRT-PCR ermittelt. Die Werte wurden
anschlieffend auf die SEAP-Sekretion normalisiert. Gt — Genotyp; ChHBV — Chimpanzee Hepatitis-B-Virus (Genbank accession
number: AB032433); GoHBV — Gorilla Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: AJ131567); OuHBV — Orang-Utan Hepatitis-
B-Virus (Genbank accession numberEU155824); GiHBV — Gibbon Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: HQ603061);
WMHBV — Woolly Monkey Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: AY226578); CMHBV — Capuchin Monkey Hepatitis-B-
Virus (Genbank accession number: NC043528).

Fazit: Es konnten pseudotypisierte HDV-Partikel mit Oberflachenproteinen des
HBV und CMHBV im Uberstand von transfizierten HuH7-Zellen in vergleichbaren

Konzentrationen gemessen werden.

Um nun zu untersuchen, ob die sekretierten HDV-Partikel mit CMHBV und HBV-
Oberflachenproteinen in der Lage sind, mittels Bindung an den NTCP/Ntcp, Zellen in
vitro zu infizieren, wurden transient mit den jeweiligen NTCP/Ntcp transfizierte
HepG2-Zellen mit je 1x108 HDV-Genomen der jeweiligen psHDV infiziert. Als Marker
einer erfolgreichen psHDV-Infektion wurde 11 Tage nach Inkubation mit den psHDVs
das (im Fall einer Infektion) neusynthetisierte Deltaantigen in den Zellen mittels
Immunfluoreszenzfarbung detektiert. Um die Spezifitat der psHDV-Infektion liber die

jeweiligen transfizierten NTCP/Ntcp zu zeigen, wurden in einem Kontrollansatz vor und
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wahrend der Inkubation der psHDVs, Myr-PraS1-Peptide hinzugegeben. Diese Peptide
haben nachweislich einen stark interferierenden Effekt auf eine HBV/psHDV-Infektion,
indem sie die PraS1-NTCP/Ntcp-Interaktion des Virus effizient blockieren [166]. Die in
Abbildung 25 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass psHDV-Partikel pseudotypisiert mit
CMHBV-Oberflachenproteinen (psHDV/CMHBYV) spezifisch tber den humanen NTCP
sowie Uber die Ntcp des Schimpansen (Pan troglodytes), Totenkopfaffen (Saimiri
sciureus) und des Haubenkapuziner (Sapajus apella) infizieren kann. Im Gegensatz
hierzu konnten psHDV/CMHBV jedoch nicht die Ntcp des Altweltaffen Javaneraffe
(Macaca fascicularis) und die Neuweltaffen Ntcp des Weibuschelaffen (Callithrix
jacchus) und des Lisztaffen (Saguinus oedipus) fir eine spezifische Infektion benutzen
(Abbildung 25). Die gleichen Ergebnisse zeigten sich bei Infektionen mit HDV-Partikel
pseudotypisiert mit HBV-Oberflachenproteinen (psHDV/HBV). Dass es sich bei den
gezeigten Infektionsereignissen in der IF um spezifisch Gber NTCP/Ntcp-vermittelte
Infektionen handelt, konnte durch die Verwendung der jeweiligen Myr-PraS1-Peptide
sichergestellt werden. In diesen Fallen konnte die psHDV-Infektion durch (Pra-)

Inkubation der Peptide vollstandig inhibiert werden (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Spezies-spezifische Infektion von HDV-Partikeln pseudotypisiert mit CMHBV- oder HBV-

Oberfldchenproteinen in Abhdingigkeit von der Anwesenheit spezies-spezifischer NTCP/Ntcp. HepG2-
Zellen wurden in 48-Wellplatten mit verschiedenen NTCP/Ntcp Expressionsplasmiden transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion
wurden die Zellen mit 1x10® Genomdquivalenten psHDVcvirsy bzw. psHDV sy fiir ca. 20 Stunden inkubiert. Als Kontrolle, dass die
Infektion iber den jeweiligen NTCP/Ntcp vermittelt wird, wurden parallel Ansitze mit den entsprechenden inhibitorischen Myr-
PrdS1-Peptiden fiir eine Stunde prdinkubiert. Nach 11 Tagen wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und das Deltaantigen (HDAg)
als Marker einer Infektion mittels anti-HDAg IgGs eines humanen Patientenserums und eines Alexa568 markierten anti-human
1gG-Antikérpers detektiert (rot). Die Zellkerne wurden parallel mit DAPI (blau) geférbt. Gew. — Gewéhnlicher Totenkopfaffe; n.c. —
uninfizierte Zellen; psHDV — pseudotypisierte HDV-Partikel.

Fazit: Die Uber humanes NTCP vermittelte Infektion des psHDV/CMHBYV gibt einen
Hinweis darauf, dass CMHBV ein zoonotisches Potenzial besitzt und humane
Hepatozyten infizieren konnte. Infektionsversuche mit psHDVweyv- und
psHDVcmusv-Partikeln zeigten, dass CMHBYV vergleichbar zu HBV verschiedenste

NTCP/Ntcp fur eine Spezies-Ubergreifende Infektion in vitro verwenden kann.
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5.3.2 Rezeptorinteraktion neuartiger Hepatitis-B-Viren aus
Spitzmausen

Im Rahmen einer internationalen Studie unter der Leitung von Prof. Dr. Drexler (Leiter
der Arbeitsgruppe Virusepidemiologie am Institut flir Virologie der Charité Berlin,
Direktor: Prof. Dr. Drosten) und Prof. Dr. Glebe (Leiter des Nationalen
Referenzzentrums flir Hepatitis-B- und -D-Viren , Institut flir Medizinische Virologie,
Direktor: Prof. Dr. Ziebuhr) wurden neuartige Hepatitis-B-Viren in Leberproben
verschiedener Spitzmduse der Gattungen Sorex und Crocidura entdeckt, welche
entsprechend der Taxonomie der Hepadnaviridae nach deren Wirtstieren als Crowned
Shrew Hepatitis-B-Virus (CSHBV) und Musk Shrew Hepatitis-B-Virus der Elfenbeinkiste
(nach franz: Céte Dlvoire) (MSHBVcv) benannt wurden. Dabei konnten insgesamt 10
Gesamtvirusgenome an der Charité in Berlin durch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr.
Drexler amplifiziert und anschlieRend sequenziert werden, wobei fiir das CSHBV zwei
Genotypen (Gt A und Gt B) identifiziert wurden (GenBank accession numbers:
MK345460-MK345467, MK345470, MK345474, und MK345475). Eine Sequenzanalyse
der Gesamtgenome zeigte dabei, dass die neuen Hepatitis-B-Viren der Spitzmause
einen Sequenzabstand zu anderen Orthohepadnaviren, einschlieRlich CMHBV von
mindestens 39 % aufwiesen. Wie bereits im Abschnitt zuvor beschrieben, liegt das
Artabgrenzungskriterium der Gattung der Orthohepadnaviren bei einem
Schwellenwert von >20 % Divergenz der Nukleotidsequenz des Genoms [107].

MSHBVcyv und CSHBV bilden somit zwei neue Spezies der Orthohepadnaviren [130].

Innerhalb dieser Arbeit wurden die vorliegenden Oberflachenproteine (HBsAg) des
CSHBV der Gt A und B sowie des MSHBV verwendet, um eine moégliche Beteiligung des

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

5.3.2.1 Analyse der PraS1-Domane und NTCP/Ntcp-Bindung des LHBs
von HBV, CSHBV und MSHBV

Die hochaffine Bindung der PraS1-Domane an das hNTCP von Hepatozyten ist einer

der entscheidenden Schritte bei der Infektion des Hepatitis-B-Virus des Menschen.

Hierbei spielen insbesondere die N-terminale Myristoylierung an Position 2 sowie die

essenzielle (AS: 9-15) und die akzessorischen Domanen | (AS: 28-39) und Il (AS: 39-48)

der PraS1-Domane eine entscheidende Rolle. Wie bereits in Kapitel 5.3.1.1 ausgefihrt,
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sind diese Domanen innerhalb der humanen HBV-Gt stark konserviert. Verglichen mit
den humanen HBV-Gt, sind die PraS1-Domanen von MSHBVcy und CSHBV stark
heterogen, was mit dem Fehlen einer konservierten essenziellen und der
akzessorischen Domane(n) einhergeht (Abbildung 26). Die beiden Gt des CSHBV
unterscheiden sich innerhalb der Aminosduren 2-48 nur in einer Aminosdure
(Abbildung 26; Pfeil), weisen aber eine starke Heterogenitat gegentiber MSHBV auf
(Abbildung 26).

essenzielle Domidne akzessorische Doménen
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Abbildung 26: Sequenzvergleich des N-terminalen Bereichs der PrdS1-Domdnen des HBsAg humaner

HBVs sowie nicht humaner HBV aus Spitzmédusen (MSHBV und CSHBV). Griin hinterlegte Aminosiuren deuten

auf (mégliche) Myristoylierungsstellen hin. Grau hinterlegte Aminoséduren heben mit NTCP/Ntcp interagierende Domdnen der
humanen HBV-Gt hervor: Essenzielle Domdne (AS: 9-15) und Akzessorische Domdne 1 (AS: 28-39) und 2 (AS: 39-48). Rechts:
Vorhersage Score fiir N-terminale Myristoylierung. Je héher ein Wert (iber O liegt, desto héher ist das Konfidenzniveau fiir eine
Muyristoylierung. Score [S] < 0,0 keine Myristoylierung, > 0,0 Myristoylierung. Fiir die Vorhersage der N-Myristoylierung wurden
jeweils die ersten 18 Aminosduren verwendet (https.//web.expasy.org/myristoylator/myristoylator-doc.html). Gt — Genotyp;
MSHBVcayv — Musk Shrew Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: MK345462); CSHBV — Crowned Shrew Hepatitis-B-Virus Gt
A (Genbank accession number: MK345465) und Gt B (Genbank accession number: MK345467). Pfeile: Unterschiede in
Aminosduresequenz zwischen CSHBV-Gt A und CSHBV-Gt B.

Da sich die NTCP-interagierenden Bereiche innerhalb der PraS1-Domane der CSHBV
und MSHBVcy stark von denen der humanen HBV-Gt unterscheiden, wurde die
Hypothese aufgestellt, dass NTCP-Orthologe eine Infektion der Spitzmaus-HBVs nicht
vermitteln und Spitzmaus-HBVs daher Uiber kein zoonotisches Potential verfliigen. Aus
diesem Grund wurde experimentell untersucht, ob die Oberflachenproteine der
Spitzmaus Hepatitis-B-Viren den humanen NTCP und/oder Ntcp der Spitzmaus (Sorex
Ntcp) Uber alternative Motive/Domanen binden und anschlieRend ihre Zielzellen
infizieren konnten. Durch Verwendung einer Vorhersagesoftware, welche N-terminale
Myristoylierung in silico postuliert, wurde angenommen, dass die PraS1-Domane des
MSHBVcy und des CSHBV ebenso wie HBV N-terminal myristoyliert ist (Abbildung 26).
Dabei lagen beide berechneten Werte oberhalb von 0 (CSHBV A und B: 0,97; MSHBV

0,34) was auf eine N-terminale Myristoylierung hindeutet (Abbildung 26). Fiir die
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folgenden Untersuchungen wurden daher synthetische myristoylierte Peptide (AS: 2-
48) verwendet. Nach Uberexpression der NTCP-Orthologe in HUH7- und HepG2-Zellen
konnte die korrekte Zelloberflachenexpression und Transportfunktion der jeweiligen
NTCP/Ntcp durch die Aufnahme des NTCP/Ntcp Fluoreszenz-markierten Taurocholat
(NBD-TC) Substrates bestatigt werden (Abbildung 27; griin). Fir die Myr-PraSi-
Peptidbindungen wurden HuH7-und HepG2-Zellen mit Expressionsplasmiden des
jeweiligen hNTCP/Sorex Ntcp transfiziert und nach zwei Tagen ein
Peptidbindungsassay durchgefiihrt. Interessanterweise zeigen die aufgefiihrten
Ergebnisse, dass das humane HBV Myr-PraS1-Peptid sowohl an den humanen Rezeptor
als auch an Sorex Ntcp binden konnte, wahrenddessen die Spitzmaus HBV Myr-PraS1-
Peptide des MSHBVscy und eines Vertreters des CSHBVs (Gt A) weder an den Ntcp der
Spitzmaus (Sorex Ntcp) noch an den humanen NTCP (hNTCP) binden (Abbildung 27;

rot).

HepG2-Zellen HuH7-Zellen
hNTCP  Sorex Ntcp n.c. hNTCP Sorex Ntcp n.c

. .
. .

n.d.

NBD-TC
Aufnahme

n.d.

Myr-PraS1-Peptidbindung
CSHBV

MSHBV,,,

BV

n.d. n.d.

Abbildung 27: NBD-Taurocholat (NBD-TC) Transport und Myr-PrdS1-Peptidbindung von hNTCP und

Sorex Ntcp transfizierten HepG2-und HuH7-Zellen. Humane Zellkulturzelllinien wurden mit Expressionsplasmiden
fiir ANTCP und Sorex Ntcp transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen entweder mit 5 uM des Fluorophor-markierten NTCP/Ntcp
Substrats (griin) oder jeweils mit 100 nM eines Alexa633 Fluorophor markierten Myr-PrdS1-Peptids (rot) inkubiert. Nach
mehrmaligem Waschen wurde die NBD-TC Aufnahme (griin) sowie die Peptidbindung (rot) an einem Immunfluoreszenzmikroskop
untersucht. Zellkerne wurden mit Hoechst detektiert. MSHBVcv- Musk Shrew Hepatitis-B-Virus; CSHBV — Crowned Shrew Hepatitis-

B-Virus Gt A; n.d. — nicht durchgefiihrt; n.c — untransfizierte Zellen.




Fazit: Die Myr-PraS1-Peptide (AS: 2-48) der Spitzmaus-Hepadnaviren MSHBV ¢y
und CSHBV binden weder an den Ntcp der Spitzmaus, noch an den humanen
NTCP. Umgekehrt kann das Myr-PraS1-Peptid des HBV an den Ntcp der Spitzmaus

(Sorex) binden.

5.3.2.2 Untersuchung des Infektionsverhaltens von MSHBV, CSHBV
und HBV mit Hilfe von pseudotypisiertem HDV

Die Spitzmaus HBV besitzen, ebenso wie HBV, in der Aminosduresequenz der
Oberflachenproteine eine Tryptophan-reiche Domane (AS 196-201: WMM(I/W)YW),
welche fur die Interaktion mit HDV bendtigt wird [79]. Dabei ist die Sequenz des
MSHBYV identisch zu der der humanen HBV-Gt F und H, wahrend die des CSHBV mit der
Sequenz der humanen HBV-Gt A-E und G Ubereinstimmt (Abbildung 28; A). Um
weiterhin auszuschlieRen, dass mogliche Doméanen auRerhalb der Aminosauren 2-48
die Infektion vermitteln und um zu untersuchen, ob HBV Uber Sorex Ntcp infizieren
kann, wurden pseudotypisierte HDV-Partikel mit Oberflachenproteinen von HBV,
MSHBVcv und CSHBV erzeugt und fur Infektionsversuche verwendet. Hierzu wurden
HuH7-Zellen mit Expressionsplasmiden fiir HDV und die Oberflachenproteine von HBV,
MSHBVcy oder CSHBV kotransfiziert. In einem Verhaltnis von 1:10 wurde zudem ein
Plasmid kotransfiziert, welches fiir eine alkalische Phosphatase kodiert und deren
Sekretion als Transfektionskontrolle diente. Der Uberstand wurde dabei alle drei Tage
beginnend mit Tag 3 nach Transfektion gesammelt, virale RNA extrahiert und die
Genomaquivalente pro ml mittels einer gRT-PCR bestimmt. Die ermittelten Werte
wurden anschlieBend auf die SEAP-Sekretion normalisiert. Die Ergebnisse in Abbildung
28; B zeigen den zeitlichen Verlauf der Sekretion von HDV-Partikeln in
Zellkulturiberstanden. Es  konnten  sowohl HDV-Partikel —umhillt  mit
Oberflachenprotein von MSHBVcy als auch CSHBV A und B erzeugt werden. Dabei
wurden zwischen Tag 9 und 11 nach Transfektion die groRte Konzentration an HDV-
RNA in den Zellkulturiberstand sekretiert. Die héchste Konzentration an HDV-RNA (ca.
7x101° GE/ml) wurden fur psHDVusy gewonnen, wohingegen psHDVcsugy o am

niedrigsten sekretiert (ca. 7x10® GE/ml) wurde. HDV-Partikel, die mit MSHBVcyv und
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CSHBV B umhiillt wurden (ca. 9x10° und 5x10° GE/ml), wurden etwa um eine Log-Stufe

niedriger als psHDVugy sekretiert (Abbildung 28; B).

A B
Tryptophan-reiche E 105
Doméne %
Consensus ITWMMWYWGPS 8 10" o
=t

GtA  ....... z5
GtB @ ....... sa = a5
Gtc ... .. = E 109+ 55'
Gtb ... 25 =57 (38
StE - g = m 79 |53
GtF ...I.....N 5 108 =8
GtG  ....... .N "§ m 911
GtH M..I.....N -
E:ASS:BB\\{A ' ? HBV MSHBVy, CSHBV A CSHBV B
CSHBVB ....... v

pseudotypisierte HDV-Partikel

Abbildung 28: Vergleich der fiir die Sekretion von HDV essenziellen HDV-Interaktions-Domdne im SHBs

unterschiedlicher Hepadnaviren und zeitlicher Verlauf der Sekretion pseudotypisierter HDVs. A)
Sequenzvergleich des SHBs (Aminosduren: 195-204) humaner HBV-Gt sowie MSHBV und CSHBV (Gt A und B). Grau hinterlegt ist
die Tryptophan-reiche Domdne, welche fiir die Interaktion mit dem L-HDAg des HDVs und der damit verbundenen Verpackung und
Sekretion infektiéser HDV-Partikel essenziell ist. B) Pseudotypisierte HDV-Partikel mit Oberfldchenproteinen von MSHBV ¢y, CSHBV
A und CSHBV B und HBV-Gt D3. HuH7-Zellen wurden mit Expressionsplasmiden fiir das deltavirale Genom sowie mit
Expressionsplasmiden fiir HBV-Gt D3, MSHBVay, CSHBV A und CSHBV B Oberflichenproteine kotransfiziert. Als
Transfektionskontrolle wurde zudem das Plasmid pSEAP (1:10) kotransfiziert, das zur konstitutiven Sekretion einer enzymatisch
aktiven Phosphatase fiihrt. Die in den Uberstand sekretierten HDV-Partikel wurden alle drei Tage bis Tag 11 gesammelt, die RNA
extrahiert und die Genomdquivalente pro ml Zellkulturiiberstand mittels qRT-PCR ermittelt. Die Werte wurden anschliefsend auf
die SEAP-Sekretion normalisiert. Gt — Genotyp; MSHBVcv— Musk Shrew Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: MK345462);
CSHBYV — Crowned Shrew Hepatitis-B-Virus Gt A (Genbank accession number: MK345465) und Gt B (Genbank accession number:
MK345467).

Fazit: MSHBVcyv und CSHBV (Gt A und B) Oberflachenproteine kdnnen erfolgreich
HDV-Partikel verpacken. Es konnten pseudotypisierte HDV-Partikel mit MSHBVciv
und CSHBV-Gt A und B Oberflichenproteinen im Uberstand von transfizierten
HuH7-Zellen bestimmt werden. Die niedrigste Konzentration wurde fiir psHDV mit

CSHBV-Gt A Oberflachenprotein ermittelt.

Die erzeugten psHDV-Partikel wurden nun im Anschluss verwendet, um zu
untersuchen, ob die Hepatitis-B-Viren aus Spitzmausen in der Lage sind, humane
Leberzellkulturen Gber NTCP und/oder Sorex Ntcp zu infizieren. Vice versa wurde
mittels den erzeugten psHDVugy zudem untersucht, ob die Oberflachenproteine von

HBV liber den Sorex Ntcp humane Zellkulturen infizieren kénnen. Hierzu wurden
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HepG2-Zellen zunachst mit den Expressionsplasmiden fir hNTCP und Sorex Ntcp
transfiziert, und zwei Tage nach Transfektion mit 1x10® Genomé&quivalenten der
jeweiligen psHDVs infiziert. An Tag 11 nach Infektion wurden die Zellen mit 4 % PFA
fixiert, 0,2 % Triton-X-100 permeabilisiert und das Deltaantigen mittels
Immunfluoreszenzfarbung detektiert. Wahrend psHDVygy liber Sorex Ntcp humane
Hepatomzellen infizieren konnte, wurden keine Infektionen der psHDV-Partikeln, die
mit den Spitzmaus HBV-Oberflachenproteinen umhiillt sind, Gber die NTCP-Orthologe
vermittelt (Abbildung 29). Die Infektion wurde parallel zu den NBD-TC
Transportanalysen und Myr-PraS1-Peptidbindungsversuchen (Abbildung 27)
durchgefiihrt, wodurch die funktionelle Expression des Sorex Ntcp und hNTCP

wahrend der Infektion gewahrleistet wurde.

HDV-Partikel pseudotypisiert mit Oberflachenproteinen von

HBV MSHBV., CSHBVA  CSHBVB
o
o) 2
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E2| 3
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Abbildung 29: Untersuchung des Infektionsverhalten pseudotypisierter HDV-Partikel mit
Oberfldchenproteinen von HBV-Gt D3, MSHBVcy, CSHBV A und CSHBV B. HepG2-Zellen wurden in 48

Wellplatten mit ANTCP und Sorex Ntcp Expressionsplasmiden transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen mit 1x10°
Genomdquivalenten psHDVnay, psSHDVmsksy, pSHDVcstsva bzw. psHDVcsusy s fiir ca. 20 Stunden inkubiert. Nach 11 Tagen wurden die
Zellen fixiert, permeabilisiert und das Deltaantigen (HDAg) als Marker einer Infektion mittels anti-HDAg IgGs eines humanen
Patientenserums und eines Alexa568 markierten anti-human IgG-Antikérpers detektiert. Die Zellkerne wurden parallel mit DAPI

gefirbt. MSHBVcv— Musk Shrew Hepatitis-B-Virus; CSHBV — Crowned Shrew Hepatitis-B-Virus Gt A und Gt B.
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Fazit: Die Infektionsversuche pseudotypisierter HDVs mit Oberflachenprotein der
HBVs aus Spitzmausen deuten darauf hin, dass die hier beschriebenen Hepatitis-
B-Viren aus Spitzmausen im Gegensatz zu HBV der Primaten ihre Zielzellen nicht
Uber NTCP/Ntcp infizieren. Im Gegensatz hierzu konnte anhand der HBV-Myr-
PraS1-Peptidbindung und durch Infektionsversuche mit pseudotypisierten HDVs
mit HBV Oberflachenproteinen gezeigt werden, dass das humane HBV lber den

Ntcp der Spitzmaus humane Hepatomzellen in vitro infizieren kann.

5.3.3 Rezeptorinteraktion einer neuartigen Hepatitis-B-Virus
Spezies aus der Gattung der Equiden (Equus asinus)

Im Rahmen einer internationalen Studie unter der Leitung von Prof. Dr. Drexler (Leiter
der Arbeitsgruppe Virusepidemiologie am Institut flir Virologie der Charité Berlin,
Direktor: Prof. Dr. Drosten) wurde eine neue Hepatitis-B-Virus Spezies in Serum und
Organen von 24 Hauseseln (Equus asinus) und in 5 wilden Zebras (Equus quagga)
entdeckt, welches entsprechend der Taxonomie der Hepadnaviridae nach dessen
Wirtstieren als Equide Hepatitis-B-Virus (EqQHBV) benannt wurden. Das gesamte
Virusgenom wurde in Berlin durch die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Drexler aus Organ-
und Serumproben amplifiziert und anschlieBend sequenziert (EQHBV; GenBank
accession numbers: MT134279, MT134282-MT134284, MT134294, MT134306-
MT134321). Dabei zeigte eine Sequenzanalyse des Gesamtgenoms, dass EqHBV zu
anderen Hepadnaviren aus Saugetieren einen Sequenzabstand von mindestens 30,4 %
aufweist. Das Artabgrenzungskriterium der Gattung der Orthohepadnaviren liegt bei
einem Schwellenwert von >20 % Divergenz der Nukleotidsequenz [107]. Das EQHBV

bildet somit eine neue Spezies der Orthohepadnaviren [131].

Innerhalb dieser Arbeit wurden die vorliegenden Oberflachenproteine (HBsAg) des

EqHBV verwendet, um die Ntcp/NTCP Bindung und Infektion zu untersuchen.
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5.3.3.1 Analyse der PraS1-Domane und NTCP/Ntcp-Bindung des LHBs
von HBV und EqHBV

Im folgenden Abschnitt wurde das neue Hepatitis-B-Virus der Equiden auf seine
NTCP/Ntcp Rezeptorinteraktion getestet. Hierzu wurde zunachst der N-terminale
Abschnitt der PraSl1-Domane, welche die essenzielle sowie die akzessorischen
Domanen beinhaltet, untersucht. Verglichen mit der Sequenz der HBV-Gt A-H, zeigte
EqHBV eine hohe Ubereinstimmung der Aminosiuresequenz innerhalb der
essenziellen Domadne. Dabei ist sie identisch zu der des HBV-Gt G. Die Aminosduren der
akzessorischen Domanen des EqHBV ahneln hingegen nur in einigen wenigen der der
HBV-Gt (Abbildung 30). Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Bindung der
Oberflachenproteine an NTCP-Orthologe stattfinden kann. Eine Vorhersagesoftware,
welche die Wahrscheinlichkeit einer N-terminalen Myristoylierung von Proteinen
postuliert, wurde hinzugezogen, um zu untersuchen, ob das LHBs des EQHBV ebenso
wie HBV an Position zwei myristoyliert sein kénnte. Hier wurde eine zuverldssige

Myristoylierungsstelle an Position 2 mit einem Score von 0,87 vorhersagt (Abbildung

30).
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Abbildung 30: Sequenzvergleich des N-terminalen Bereichs der PridS1-Domdnen des HBsAg humaner

HBVs sowie des Hepatitis-B-Virus aus Equiden (EqQHBV). Griin hinterlegte Aminosduren deuten auf (mégliche)

Myristoylierungsstellen hin. Grau hinterlegte Aminosduren heben mit NTCP/Ntcp interagierende Domdnen der humanen HBV-Gt
hervor: Essenzielle Domdne (AS: 9-15) und Akzessorische Domdne 1 (AS: 28-39) und 2 (AS: 39-48). Rechts: Vorhersage Score fiir N-
terminale Myristoylierung. Je héher ein Wert iiber 0 liegt, desto héher ist das Konfidenzniveau fiir eine Myristoylierung. Score [S]
< 0,0 keine Myristoylierung, > 0,0 Myristoylierung. Fiir die Vorhersage der N-Myristoylierung wurden jeweils die ersten 18
Aminosduren verwendet (https://web.expasy.org/myristoylator/myristoylator-doc.html). Gt — Genotyp; EqHBV — Equid Hepatitis-
B-Virus (Genbank accession number: MT134313).

Um nun eine mogliche Interaktion der Oberflachenproteine des EQHBV mit NTCP/Ntcp
experimentell zu untersuchen, wurde ein Myr-PraS1-Peptid der Aminosauren 2-48 der

PraS1-Domane des EgHBVs eingesetzt, welches C-terminal an ein Fluorophor

gekoppelt ist und so unter einem Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kann.
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Dieses Peptid wurde auf die Bindung an HepG2 -Zellen, die humanen NTCP oder Ntcp
des Esels konstitutiv exprimieren, untersucht. Nach Uberexpression der NTCP-
Orthologe in HuH7- und HepG2-Zellen konnte die korrekte Zelloberflachenexpression
und Transportfunktion der jeweiligen NTCP/Ntcp durch die Aufnahme des NTCP/Ntcp
Fluoreszenz-markierten Taurocholat (NBD-TC) Substrates bestatigt werden (Abbildung
31; grin). Wahrend das humane HBV Myr-PraS1-Peptid sowohl an seinen eigenen
Rezeptor (hNTCP) als auch an Ntcp des Esels binden kann, konnte keine Bindung an
hNTCP oder Esel Ntcp des EQHBV Myr-PraS1-Peptids beobachtet werden (Abbildung
31; rot).

humane Hepatomzelllinie transient transfiziert mit

Esel Ntci n.c.

Abbildung 31: NBD-Taurocholat (NBD-TC) Transport und EqHBV/HBV Myr-PriiS1-Peptidbindung von

hNTCP

NBD-TC
Aufnahme

HBV

Myr-PraS1-Peptidbindung
EgqHBV

hNTCP und Esel Ntcp transfizierten HepG2-und HuH7-Zellen. Humane Zellkulturzelllinien (HepG2-Zellen) wurden
mit Expressionsplasmiden fiir hANTCP und Esel Ntcp transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen entweder mit 5 uM des Fluorophor-
markierten NTCP/Ntcp Substrats (griin) oder jeweils mit 100 nM eines Alexa633 Fluorophor markierten Myr-PrdS1-Peptids (rot)
inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurde die NBD-TC Aufnahme (griin) sowie die Peptidbindung (rot) an einem
Immunfluoreszenzmikroskop untersucht. Zellkerne wurden mit Hoechst detektiert. EQHBV — Equid Hepatitis-B-Virus; n.c —

untransfizierte Zellen.

Fazit: Das Myr-PraS1-Peptid (AS: 2-48) des Hepatitis-B-Virus der Equiden (EqHBV)
bindet weder an humanen NTCP (hNTCP) noch an Esel Ntcp, wahrend das HBV
Myr-PraS1-Peptid neben dem hNTCP auch an Esel Ntcp binden kann.
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5.3.3.2 Produktion und Infektion pseudotypisierter Deltaviren mit
EgHBV und HBV-Oberflachenproteinen

Das humane HBV besitzt ebenso wie andere Saugetier Hepatitis-B-Viren eine
Tryptophan-reiche Domane (AS 196-201: WMM(I/W)YW) innerhalb der
Aminosauresequenz des SHBs. Diese ist fiir die Interaktion mit HDV und somit fir
dessen Verpackung und Sekretion essenziell [79]. Auch innerhalb des SHBs des EQHBV
ist eine solche Domane vorhanden, die Aminosauresequenz ist dabei identisch zu der
des Neuweltaffen Hepatitis-B-Virus CMHBV (Abbildung 32; A). Um nun zu untersuchen,
ob HDV effizient mit EQHBV-Oberflachenproteinen verpackt werden kann und folgend
zu untersuchen, ob EqHBV liber NTCP oder Esel Ntcp humane Zellen infizieren kann,
wurden pseudotypisierte HDV-Partikel mit Oberflachenproteinen von EQHBV und HBV
erzeugt und fir Infektionsversuche verwendet. Hierzu wurden HuH7-Zellen mit
Expressionsplasmiden fiir HDV und die Oberflaichenproteine von HBV oder EqHBV
kotransfiziert. Ein Plasmid, das fir eine alkalische Phosphatase kodiert, wurde in einem
Verhiltnis von 1:10 ebenfalls kotransfiziert. Die virale RNA wurde aus Uberstand der
Tage 3 bis 11 nach Transfektion extrahiert und die Genomaquivalente pro ml mittels
einer qRT-PCR bestimmt. Die ermittelten Werte wurden anschlieend auf die SEAP-
Sekretion normalisiert. Die hochste Konzentration an HDV-Partikeln wurde zwischen
Tag 9 und 11 nach Transfektion ermittelt. Es wurden jedoch etwa 100x weniger HDV-
Partikel mit EqHBV-Oberflichenproteinen (8,4x108 GE/ml) sekretiert als mit HBV-
Oberflachenprotein (6,9x10%° GE/ml) (Abbildung 32; B).
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Abbildung 32: Vergleich der fiir die Sekretion von HDV essenziellen HDV-Interaktions-Domdéne im SHBs

unterschiedlicher Hepadnaviren und zeitlicher Verlauf der Sekretion pseudotypisierter HDVs. A)
Sequenzvergleich des SHBs (Aminosduren: 195-204) humaner HBV-Gt, CMHBYV sowie EqQHBV. Grau hinterlegt ist die Tryptophan-
reiche Domdne, welche fiir die Interaktion mit dem L-HDAg und der damit verbundenen Verpackung und Sekretion infektiéser HDV-
Partikel essenziell ist. B) Pseudotypisierte HDV-Partikel mit Oberfléchenproteinen von EGQHBV und HBV-Gt D3. HuH7-Zellen wurden
mit Expressionsplasmiden fiir das deltavirale Genom sowie mit Expressionsplasmiden fiir HBV-Gt D3 und EqHBV kotransfiziert. Als
Transfektionskontrolle wurde zudem das Plasmid pSEAP (1:10) kotransfiziert. Die in den Uberstand sekretierten HDV-Partikel
wurden ab Tag 3 bis Tag 11 gesammelt, die RNA extrahiert und die Genomdquivalente pro ml Zellkulturiiberstand mittels qRT-PCR
ermittelt. Die Werte wurden anschliefSfend auf die SEAP-Sekretion normalisiert. CMHBV — Capuchin Monkey Hepatitis-B-Virus

(Genbank accession number: NC043528); Gt — Genotyp; EqHBV — Equid Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: MT134313).

Fazit: Es konnten pseudotypisierte HDV-Partikel mit EQHBV-Oberflachenproteinen

im Uberstand von transfizierten HuH7-Zellen bestimmt werden.

Die pseudotypisierten HDV-Partikel wurden im Anschluss auf ihre Fahigkeit untersucht
Uber hNTCP oder Esel Ntcp humane Zellkulturen zu infizieren. Hierzu wurden HepG2-
Zellen mit den Expressionsplasmiden fiir hNTCP und Esel Ntcp transfiziert und zwei
Tage nach Transfektion mit 1x10® Genomaquivalenten der jeweiligen psHDV infiziert.
An Tag 11 nach Infektion wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und das
Deltaantigen, als Marker der Infektion, mittels Immunfluoreszenzfarbung detektiert.
Wahrend psHDVygy die Fahigkeit besitzt Hepatomzelllinien zu infizieren, die Esel Ntcp
exprimieren, konnten psHDVequsv weder Gber hNTCP noch (iber Esel Ntcp in diese

eindringen (Abbildung 33).
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von HBV-Gt D3 und EqHBV. HepG2-Zellen wurden in 48 Wellplatten mit hNTCP und Esel Ntcp Expressionsplasmiden
transfiziert. Zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen mit 1x10° Genomdquivalenten psHDVHBV, psHDVEQHBYV fiir ca. 20
Stunden inkubiert. Nach 11 Tagen wurden die Zellen fixiert, permeabilisiert und das Deltaantigen (HDAg) als Marker einer Infektion
mittels anti-HDAg IgGs eines humanen Patientenserums und eines Alexa568 markierten anti-human IgG-Antikérpers detektiert.
Die Zellkerne wurden parallel mit DAPI gefirbt. Weifse Balken entsprechen 12,5 um. EqHBV — Equid Hepatitis-B-Virus; psHDV —
pseudotypisierte HDV-Partikel.

Fazit: Die Infektionsversuche pseudotypisierter HDVs mit Oberflachenproteinen
des EqHBV deuten darauf hin, dass das hier beschriebene Hepatitis-B-Virus der
Equiden nicht Gber NTCP/ Esel Ntcp infizieren kann. Das humane HBV scheint
jedoch die Fahigkeit zu besitzen, liber Esel Ntcp in vitro in humane Hepatomzellen

einzudringen, was durch die Infektionsversuche verdeutlicht wurde.

6. Diskussion

6.1 Klonierung und Charakterisierung humaner HDV-Gt
1-lsolate

Mitunter eine groRRe Herausforderung in Studien, die die Replikation des Hepatitis-
Delta-Virus umfassen, ist das Fehlen replikativer cDNA-Klone verschiedener HDV-
(Sub)-Gt. Ein GroBteil der bisherigen Arbeiten zu HDV beziehen sich hauptsachlich auf

einen einzigen cDNA Klon eines HDV-Gt 1-Isolates (pSVL(D3)), welches nicht direkt aus
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dem Serum eines HDV-infizierten Patienten isoliert wurde, sondern nachfolgend
artifiziell in einem HBV-infizierten Schimpansen und einem WHV-infizierten
Nordamerikanischen Waldmurmeltier (Marmota monax) passagiert wurde [206, 213,
214] und in vitro gegenilber IFNa insensitiv ist [215]. Fraglich ist daher, inwieweit
dieses Konstrukt die Diversitat von Gt 1 Isolaten reprdsentieren kann. Um antivirale
Effekte insbesondere von Interferon zu untersuchen, war es daher notwendig,
reprasentative cDONA-Klone von HDV-RNA zu verwenden, die direkt aus dem Serum von
HDV-Patienten isoliert wurden. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe fir
Virushepatitis unter der Leitung von Prof. Dr. Maura Dandri (Medizinische Klinik und
Poliklinik des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf) wurden innerhalb dieser
Arbeit drei HDV-Gt 1-Isolate kloniert, welche in vitro replizierten (Abbildung 6) und
nach Kotransfektion mit HBsAg pseudotypisierte Deltaviren sekretierten (Abbildung 7).
Da gezeigt wurde, dass HDV-RNA in humanen Zellen wahrend der Mitose ungerichtet
an die Tochterzellen weitergegeben wird (Giersch et al., 2019), wurde ein zellularer
Expansionsversuch der transfizierten HDV-Konstrukte als indirekter
Replikationsnachweis vorgenommen. Dabei konnten deutliche Zellcluster, positiv fiir
HDAg nachgewiesen werden, was auf eine lber Zellteilung vermittelte HDV-RNA-
Ausbreitung hinweist. Da keine Kotransfektion von HBsAg-produzierenden Plasmiden
erfolgte (HBsAg ist fir die Umhiillung und die Sekretion von HDV-Partikel essenziell),
konnte eine Ubertragung des HDV durch sekretiertes HDV ausgeschlossen werden.
Anhand des Northern Blot wird deutlich, dass insbesondere pHDV_T in vitro mehr
antigenomische RNA (agRNA) synthetisiert als die neuen Isolate CHD_HH und
CHD_WHO aus Patientenseren, welche dhnliche Intensitdten an antigenomischer RNA
zeigten (Abbildung 6). Obwohl die Transfektionsansdtze der Isolate alle identisch
behandelt wurden, kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass die Effekte auf
eine effizientere Transfektion von pHDV_T zurlckzufihren sind.

Nach Kotransfektion der HDV-Expressionskonstrukte mit HBsAg des HBV-Gt D3
sekretierten die Zellen, welche mit pHDV_T transfiziert wurden, deutlich weniger
HBsAg als solche, die mit den Isolaten CHD_HH oder CHD_WHO transfiziert wurden
(Abbildung 7). Dies spiegelte sich auch in der Sekretion der pseudotypisierten
Deltaviren mit HBsAg des HBV-Gt D3 wieder. Die meisten Viren wurden hier nach

Kotransfektion der Isolate CHD_HH und CHD_WHO sekretiert. Eine verstarkte
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Replikation scheint demnach nicht mit der Konzentration an sekretieren Deltaviren
einherzugehen, vielmehr scheint das Zusammenspiel zwischen HBsAg und HDV fiir die
Sekretionseffizienz verantwortlich zu sein.

Da innerhalb dieser Arbeit 2.0mer HDV-Expressionskonstrukte kloniert und fiir weitere
Versuche verwendet wurden, wurde zusatzlich zu diesen das Plasmid pSVL(D3)
verwendet [56, 206]. Dieses enthalt das HDV-Genom in genomischer Orientierung als
3.0mer im Vektor pSVL und ist identisch mit der HDV-Sequenz des pHDV_T 2.0mer-
Expressionskonstrukts. Anhand der Ergebnisse in Abbildung 3 und 4 lieBen sich
erwartungsgemall keine Diskrepanzen zwischen der Verwendung des HDV-Dimers und
-Trimers feststellen. Die pseudotypisierten Deltaviren wurden in ahnlichen
Konzentrationen sekretiert und auch das Infektionspotential beider ist nahezu gleich
(Abbildung 7 und Abbildung 8).

Ein deutlicher Unterschied konnte jedoch innerhalb der HDV-Gt und der Sekretion
viraler Partikel festgestellt werden. Nach Kotransfektion mit HBsAg des HBV-Gt D3
wurden die wenigsten HDV-Partikel mit HDV-Gt 2 sekretiert, wahrend die Isolate des
Gt 1 aus Patientenserum CHD_HH und CHD_WHO die meisten Viren sekretierten. Dies
ist in Ubereinstimmung mit einer Studie um S. C. Hsu et al., in der gezeigt wurde, dass
die Verpackungseffizienz des HDV-Gt 1 hoher als die des HDV-Gt 2 ist. Dies lielRe sich
unter anderem mit einer niedrigeren Editierungseffizienz des Gt 2 erklaren, welche auf
Unterschiede innerhalb der Primarsequenz und insbesondere der Sekundarstruktur
entlang der Editierungsposition zuriickzufiihren sein kéonnte [216]. Eine niedrigere
Editierungseffizienz konnte gleichsam bedeuten, dass das HDV-RNP weniger
farnesyliertes L-HDAg aufweist. Durch die Farnesylierung erhalt das L-HDAg einen
hydrophoben C-Terminus, der benétigt wird, um das L-HDAg (integriert im HDV-RNP)
stabil an der ER-Membran zu koppeln und so die molekulare Wechselwirkung mit dem
dort in der Membran verankerten HBsAg zu ermoglichen. Auffallig war zudem, dass
insgesamt mehr HDV-Partikel und auch mehr HBsAg nach Kotransfektion mit HBsAg
des HBV-Gt B1 sekretiert wurden (Abbildung 7). Die gesteigerte HBsAg Sekretion
konnte damit zu erklaren sein, dass in vivo, aber auch im verwendeten HBsAg-
Expressionskonstrukt, endogene HBV-Promotoren die Expression der jeweiligen HBV-
Oberflachenproteine steuern. In einer kiirzlich veréffentlichten Studie um W. Wang et

al. wurde zudem gezeigt, dass HBsAg des HBV-Gt B starker als HBsAg des HBV-Gt D

105



sekretiert wird [217]. Auch hier wurden mit HBsAg des Gt B die meisten HDV-Partikel
sekretiert, dabei wurde aber ein anderes Isolat als in dieser Doktorarbeit verwendet
[217]. Da bislang insgesamt nur wenige Isolate der einzelnen HBV-Gt in diesem
Zusammenhang untersucht wurden, kann weiterhin nicht ausgeschlossen werden,
dass diese oben genannten Effekte eher Isolat-abhangig, als generell vom HBV-Gt
abhangig, sein konnten. Eine zusatzliche quantitative Bestimmung der Sekretion von
S-, M- und LHBs des HBV in Abwesenheit von HDV konnte dabei helfen, zu
unterscheiden, ob die jeweiligen Effekte allein auf die Expression des HBsAg
zurlickzuflihren sind oder, ob das Zusammenspiel mit der Replikation des HDV eine
Anderung des Sekretionsverhaltens von HBsAg zur Folge hat. Vergleicht man die
Ergebnisse der HDV-Infektionsrate (bei gleichem Virusinokulum), so lasst sich nicht
feststellen, ob die bestmogliche Infektionsrate des HDV per se von den
Oberflachenproteinen eines bestimmten HBV-Gt bestimmt wird. Deutlich wird jedoch,
dass die HDV-Gt 2 und 3 die niedrigste Infektionsrate hatten, wahrend der HDV-Gt 4
im Bereich des HDV-Gt 1 lag (Abbildung 8). Innerhalb der oben genannten Publikation
um W. Wang et al. wurde das identische Isolat des HDV-Gt 3 verwendet, wahrend fir
die HDV-Gt 1, 2 und 4 sowie fiir das HBsAg andere Isolate verwendet wurden [217].
Die hochste Infektionsrate wurde auch hier fir HDV-Partikel umhillt mit HBsAg des
HBV-Gt B beobachtet. Die niedrigsten Infektionsereignisse wurden innerhalb der
genannten Studie fiir den HDV-Gt 2 und 4 ermittelt, wahrend die Infektionen des Gt 1
und 3 eine hohere Infektionsrate erreichten [217]. Die Ergebnisse des HDV-Gt 3 sind
dabei besonders hervorzuheben, da es sich um das identische (in dieser Doktorarbeit
verwendete) HDV-Gt 3-Isolat handelt, jedoch ein anderes HBsAg-lsolat verwendet
wurde. In der vorliegenden Doktorarbeit wurden verhaltnismallig wenige
Infektionsereignisse des HDV-Gt 3 gemessen, was darauf hindeutet, dass die
Infektiositat des HDV nicht nur vom HDV-Gt, sondern insbesondere vom HBsAg- sowie

HDV-Isolat abhangt.

Um ferner zu priifen, ob das HDV-Gtl-lsolat-CHD_HH fiir Interferon sensitiv ist,
wurden am Institut flr Virushepatitis in Hamburg-Eppendorf, die im Rahmen dieser
Doktorarbeit aus humanen Zellkulturen gewonnenen Viren, verwendet, um chronisch

HBV infizierte, humanisierte uPA/SCID Mause zu infizieren. Daflir wurde ein Teil der
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HDV/HBV-infizierten Mause einer Therapie mit PeglFNa unterzogen. Wodurch die
HDV- und die HBV-Virdmie im Serum der Tiere um mindestens 2log-Stufen reduziert
werden konnte. Auch die intrahepatischen Marker einer HDV-Infektion nahmen stark
ab, was folglich fihrend zu einer Reduktion von HDAg-positiven Zellen um 38 % (42 %
zu 4 %) fuhrte. Im Gegensatz dazu zeigten HDV/HBV koinfizierte Mause, die mit dem
HDV-Gt-1-Isolat pHDV_T infiziert waren, unter Gabe von PeglFNa keine Senkung der
HDV-Titer. Hier konnte nur eine Senkung der HBV-Viramie um 2log beobachtet
werden, die Behandlung fiihrte jedoch zu keiner Anderung der HDV-Virdmie [218].
Zusammenfassend konnte mit dem Institut fur Virushepatitis in Hamburg-Eppendorf
ein IFNa-sensitives, von Patienten stammendes, HDV-Gt-1-Isolat (CHD_HH)
identifiziert und kloniert werden, welches geeignet ist, antivirale Effekte von Interferon
in vivo und in vitro zu untersuchen. In weiteren Analysen sollten die speziellen HDV-
RNA-genomtypischen Motive fir die beobachtete Interferonsensitivitdit des HDV
identifiziert werden. Sind dies konservierte RNA-Motive, so konnte in der klinischen
Anwendung durch Sequenzierung des HDV-Genoms aus dem Serum von HDV/HBV-
infizierten Patienten im Vorfeld bestimmt werden, ob ein Ansprechen des Patienten
auf eine HDV-Interferontherapie zu erwarten ware. Durch diesen neuartigen
Biomarker konnte die Belastung der Patienten durch die starken Nebenwirkungen
einer Interferontherapie bei nicht-ansprechenden HDV/HBV-infizierten Patienten vor

Therapiebeginn vermieden werden.

6.1.1 Einfluss von exogenem S-HDAg unterschiedlicher HDV-Gt
auf die Replikation von HDV-Gt 1-Isolaten

HDV wurde entsprechend seines RNA-Genoms urspriinglich in drei HDV-Gt klassifiziert,
durch weitere Analysen sind inzwischen insgesamt 8 HDV-Gt bekannt [24, 26, 29]. Hier
ist zu beachten, dass die acht bekannten Gt untereinander eine hohe Nukleotid-
Diversitat von bis zu 40 % aufweisen (Abbildung 15) [24]. Zudem wurden Unterschiede
im Hinblick auf die Krankheitsverlaufe bei HDV/HBV-infizierten Patienten beobachtet
(siehe Kapitel 1.1.1). Als Grund fiir die unterschiedlichen klinischen Verlaufe wird unter
anderem impliziert, dass bestimmte Kombinationen an HDV- und HBV-Gt
mitverantwortlich fiir den Verlauf der Pathogenese sind. Bislang gibt es hierfiir jedoch

keine direkten Nachweissysteme, da es unter anderem an authentischen
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Infektionssystemen und gut charakterisierten HDV-cDNA-Klonen mangelt. Ein weiterer
Aspekt, der fur spezielle HDV/HBV-Infektionsverldufe interessant sein konnte, sind Ko—
bzw. Superinfektionen von HDV/HBV-Patienten mit weiteren HDVs unterschiedlicher
Gt. Weitere Infektionen mit HDV und/oder HBV sind bei diesen chronisch HDV/HBV-
infizierten Patienten weiterhin moglich, da keinerlei wirksame Immunabwehr gegen
Neuinfektionen mit HDV oder HBV besteht und ein etwaiger Verlust der zelluldren
HDV/HBV-Rezeptoren von bereits HDV/HBV-infizierten Hepatozyten bislang nicht
beschrieben wurde. Nach einer HDV-Infektion einer bereits HDV/HBV-infizierten Zelle
besteht daher, wahrend der parallel verlaufenden HDV-RNA Replikation zweier HDV-
Isolate, die Moglichkeit der RNA-Rekombination der HDV-Genome. Obwohl natiirliche
Intergenotyp-Rekombinationen nur selten beschrieben worden sind, haben klinische
Studien bereits gezeigt, dass homologe Rekombination der HDV-RNA sowohl in der
Natur (Patient mit HDV-Mischinfektion) als auch in der Zellkultur (nach HDV-
Kotransfektion) auftreten kann [219-222]. Es gibt jedoch nur wenige Informationen
Uber die Fahigkeit von S/L-HDAg, die Replikation anderer HDV-Gt wahrend der HDV-
Infektion zu trans-aktivieren oder zu inhibieren. Da S-HDAg das einzige virale Protein
ist, welches fir die Replikation von HDV notwendig ist, wurde in dieser Arbeit der
Einfluss exogener S-HDAg aller acht bekannten HDV-Gt auf die virale Replikation des
HDV-Gt 1 untersucht. Dabei wurden genomische cDNA-Klone dreier HDV-Gt 1-Isolate,
deren Replikation durch das Ausschalten der HDV-Genom-eigenen S-HDAg-Expression
inhibiert wurde, mit S-HDAg der HDV-Gt 1-8 trans-komplementiert und eine
Rekonstitution der HDV-Replikation mittels Northern Blot analysiert. Durch
Kotransfektion der S-HDAg der HDV-Gt 1,2 und 5-8 konnte die Replikation aller drei
verwendeten Isolate des mutierten HDV-Gt 1 in trans reaktiviert werden, wahrend S-
HDAg der HDV-Gt 3 und 4 zu keiner Reaktivierung der HDV-Replikation fiihrte
(Abbildung 9, Abbildung 10 und Abbildung 11). Auch die Deltaantigene der kiirzlich
entdeckten tierischen HDV-dhnlichen Viren waren nicht in der Lage die Replikation in
trans zu komplementieren, was aufgrund ihrer extremen Divergenz zu humanen HDV
zu erwarten war (Abbildung 15 und Abbildung 16). In Ansdtzen wurde der Effekt der
Genotyp-spezifischen Aktivitdt des S-HDAg bei der Steuerung der HDV-Replikation
bereits postuliert. So wurde im Jahr 1998 im Rahmen einer kleinen Studie gezeigt, dass

verschiedene Isolate des S-HDAg der HDV-Gt 1 und 3 die Replikation des eigenen Gt in
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trans komplementieren konnen [199]. In Gegensatz hierzu, konnte das S-HDAg des
divergenten Gt 3 die Replikation des Gt 1 ebenfalls nicht reaktivieren [199]. Dies geht
einher mit den Beobachtungen innerhalb dieser Arbeit und deutet darauf hin, dass es
sich bei der Fahigkeit der trans-Aktivierung eher um ein Gt- als um ein Isolat-
spezifisches Merkmal handelt. Die beobachteten Intensititen der S-HDAg-trans-
Aktivierung der HDV-Replikation waren jedoch sehr unterschiedlich, was darauf
hindeutet, dass es zudem Isolat-spezifische Unterschiede gibt. So wurde die
Replikation des HDV-Gt 1 durch S-HDAg verschiedener HDV-Gt-1-Isolate
unterschiedlich stark reaktiviert (Abbildung 9). Auch in der bereits genannten Studie
wurden bei der trans-Aktivierung des HDV-Gt 1-lsolate spezifische Unterschiede
beobachtet [199]. In einer nachfolgenden Studie konnten ebenfalls Isolat-spezifische
Unterschiede durch trans-Aktivierung der HDV-Gt-1 Replikation beobachtet werden
[223]. So wurde die HDV-Gt-1-Replikation durch S-HDAg eines bestimmten HDV-Gt-1-
Isolates 72 % starker reaktiviert als unter S-HDAg der Kontrolle. Das S-HDAg eines
anderen HDV-Gt-1-Isolates konnte die Replikation zwar trans-komplementieren,
erreichte jedoch nur 14 % der Kontrolle [223]. In der hier vorliegenden Arbeit konnte
gezeigt werden, dass die S-HDAg-Expression der HDV-Gt 2, 5-8 die Replikation des
HDV-Gt-1 in trans komplementieren und sogar verstarken konnte (Abbildung 10 und
Abbildung 11). Fur ein S-HDAg-Isolat des HDV-Gt 2 konnte dieser Effekt auf die

Replikation des HDV-Gt 1 auch in einer anderen Studie gezeigt werden [223].

Fiir die HDV-Gt 4-8 wurden zu diesem Thema bislang noch keine Daten veroffentlicht.
Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigten jedoch, dass auch S-HDAg des Gt 4, analog
zu S-HDAg des Gt 3, die Replikation des HDV-Gt 1 nicht trans-komplementieren konnte,
wahrend die HDV-Gt 5-8 die Replikation reaktivieren und verstarken konnten. Bezogen
auf die Aminosauresequenz des S-HDAg (Abbildung 15) fallt insbesondere auf, dass das
S-HDAg des HDV-Gt 3 unter den humanen HDV die gréRte Divergenz aufweist. Dies
konnte erklaren, weshalb eine Reaktivierung der Replikation des Gt 1 nicht moglich
war. Da jedoch die Aminosaureidentitat des S-HDAg des Gt 4 zu S-HDAg des HDV-Gt 1
im Bereich derer der HDV-Gt 6 bis 8 (die die Replikation durch trans-Komplementation
verstarken) liegt, ist ein Zusammenhang zwischen der Fahigkeit der trans-
Komplementation und der Aminosaureidentitdit der einzelnen HDV-Gt eher

unwahrscheinlich.
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Um diese Effekte genauer zu untersuchen, sollten in der Zukunft weitere Versuche mit
verschiedenen Isolaten an S-HDAg der jeweiligen HDV-Gt durchgefiihrt werden. Fir
die Analysen des S-HDAg der HDV-Gt 2-4 wurden zwei verschiedene Isolate verwendet,
die darauf hindeuten, dass die Unfahigkeit des S-HDAg des HDV-Gt 4 die Replikation
des HDV-Gt 1 zu reaktivieren, ein grundsatzliches, Genotyp-spezifisches Merkmal sein
konnte, wahrend die Intensitat der Komplementation der Replikation des Gt 1 mit
anderen S-HDAg eher Isolat-spezifisch zu sein scheint. Weitere Analysen mit
replikationsinkompetenten cDNA-Klonen aller HDV-Gt (sowie tierischer HDV-ahnlicher
Viren) in Kombination mit verschiedenen Isolaten des S-HDAg, inklusive chimarer
Konstrukte, konnten dabei helfen, einzelne relevante Doménen oder Aminosauren zu
identifizieren, um damit ein besseres Verstandnis der Replikation von HDV-dhnlichen
Viren und HDV zu erhalten. Dabei miisste in weiteren Untersuchungen die Expression
an S-HDAg auch quantitativ bestimmt werden, um Aussagen zu treffen, inwieweit die
HDV-Replikation von der intrazellularen Konzentration an S-HDAg abhangt. Innerhalb
dieser Arbeit wurde die Expression an exogenem S-HDAg nicht quantitativ bestimmt,
da alle S-HDAg-Konstrukte einen sehr starken (CMV-) Promoter besafien, der zur
Uberexpression des S-HDAg in der Zelle fiihren sollte. Dennoch ist nicht
auszuschlieBen, dass es Genotyp-spezifische Unterschiede in der Translation geben
konnte, die die Ursache fir die unterschiedlichen Reaktivierungsmuster der HDV-
Replikation sein konnten. Weiterhin gilt es zu beachten, dass das S-HDAg einiger
posttranslationaler Modifikationen unterzogen wird. Hierzu gehéren z. B. die
Sumoylierung, Methylierung, Acetylierung und Phosphorylierung [224-228]. Diese sind
insbesondere fir die Synthese antigenomischer HDV-RNA und HDV-mRNA wahrend
der Replikation notwendig [229] und konnten innerhalb der HDV-Gt und lIsolate
unterschiedlich stark ausgepradgt sein. Diese Unterschiede kdnnten ebenso einen
Einfluss auf die Fahigkeit der trans-Komplementation des S-HDAg auf die HDV-

Replikation ausiiben.

Neben dem Einfluss von S-HDAg auf die HDV-Replikation in trans, kénnen bei
Doppelinfektionen mit zwei HDV-Gt durch intrazellulire Rekombinationsereignisse
auch chimare HDV-Genome mit einem Gt-fremden S-HDAg entstehen. Chimare cDNA-
Klone zweier Isolate des HDV-Gt 1 wurden in dieser Arbeit kloniert, um zu untersuchen,

inwieweit intragenotypische Rekombinationen innerhalb der HDAg-Region die
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Replikation beeinflussen. Aufgrund der Tatsache, dass die klonierten Konstrukte nicht
replizierten (Abbildung 12; B), konnte der Einfluss des endogenen HDAg auf die
Replikation nicht weiter untersucht werden. Mdgliche Griinde fur die fehlende
Replikationskompetenz konnte eine gestorte RNA-Sekundarstruktur sein. HDV besitzt
ein zirkuldares Genom, welches durch ein hohes AusmaR (ca. 74 %) an intramolekularer
Basenpaarung mit internen Schleifen und Ausbuchtungen, nicht aber mit
Verzweigungen, charakterisiert ist [20, 21, 230]. Hierdurch entsteht die HDV-typische
quasi-doppelstrangige unverzweigte Stabchenform des Genoms. Dass diese Struktur
flir HDV von Bedeutung ist, konnte dadurch begriindet werden, dass sich mehr als die
Halfte der Basen mit der kodierenden Region des HDAg paart, um diese stabchenartige
RNA-Sekundarstruktur zu bilden. Zudem wurde gezeigt, dass die charakteristische
Sekundarstruktur und nicht die primare RNA-Sequenz die Hauptdeterminante der
HDAg-RNA-Bindungsspezifitat ist [231]. Durch den Austausch grofRer Fragmente, wie
den OLR eines HDAg eines anderen Gt, konnte die Basenpaarung dieser chimaren
Sequenz gestort werden, wodurch die Sekundarstruktur stark beeintrachtigt wiirde.
Das HDAg, welches fir die Replikation essenziell ist, sowie zellulare Proteine, die an
der Replikation beteiligt sind, konnten dadurch nicht mehr richtig binden. Um die
Replikationsfahigkeit dieses chimdren HDV-Genoms wiederherzustellen, kdnnte
versucht werden, die postulierten komplementaren Basen innerhalb des HDV-Genoms
ebenso auszutauschen, um die fir die Replikation postulierte Sekundarstruktur der
HDV-RNA wiederherzustellen. Eine weitere Moglichkeit ware, zundchst nur einen
sukzessiven Basenaustausch kleinerer Fragmente innerhalb des Deltaantigens

vorzunehmen

6.2 Charakterisierung eines neuen tierischen Hepatitis-
D-Virus-ahnlichen Virus aus der Stachelratte
,Proechimys semispinosus”

Seit seiner Entdeckung gegen Ende der 1970er Jahre galt das humane HDV als einziger
Vertreter seiner Gattung und als kleinstes humanpathogenes RNA Virus, welches nur
durch eine Koinfektion mit HBV verbreitet wird. Diese Einzigartigkeit des HDV musste
mit der Entdeckung neuartiger HDV-ahnlicher Virussequenzen in Enten (AvianDV) und

in Boa constrictors (SnakeDV) fast 40 Jahre spater aufgegeben werden [88, 89]. Auch
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die Frage nach dem Ursprung und der Evolution von HDV geriet dadurch wieder mehr
in den Mittelpunkt. HDV ist mittlerweile in 8 Genotypen unterteilt, welche sich um bis
zu 40 % in ihrer Nukleotidsequenz unterscheiden konnen (Abbildung 15). In
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Drosten (Direktor des Instituts flr
Virologie der Charité Berlin und Leiter der Arbeitsgruppe Evolution und Biodiversitat
von RNA-Viren, Coronaviren) und der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Sommer (Direktorin
des Instituts fur Evolutionsokologie und Naturschutzgenomik der Universitat Ulm)
konnte innerhalb dieser Arbeit erstmals ein HDV-dhnliches Virus in Saugetieren
auBerhalb der Spezies Mensch (Ordnung: Primaten) charakterisiert werden [91]. Da
RDeV zu diesem Zeitpunkt der einzige Vertreter HDV-ahnlicher Viren aus Saugetieren
aullerhalb des Menschen war, stand es phylogenetisch zunachst den humanen HDV-
Gt am nachsten [91]. Durch die Identifizierung weiterer HDV-adhnlicher Viren wurden
nach und nach neue phylogenetische Modelle aufgestellt. So wurden weitere HDV-
dhnliche Sequenzen aus Fischen (FishDV), zwei Amphibienarten (ToadDV, NewtDV)
und in Termiten (TermiteDV) gefunden [90]. Kirzlich wurden zudem HDV-dhnliche
Virussequenzen in einer Vampirfledermaus (DrDV-A und DrDV-B), in einem
Lebertranskriptom der Hundskopffledermaus (PmacDV) sowie in Transkriptomen von
WeiRwedelhirschen (OvirDV) und von in Gefangenschaft geborenen Murmeltieren
(MmonDV) identifiziert [92, 93]. Auch wurden weitere HDV-dhnliche Sequenzen in
Sperlingsvogeln identifiziert, unter anderem in einem Zebrafinken (TgDV) und einem
Spitzschwanz-Bronzemannchen (LsDV) [92].

Innerhalb dieser Arbeit deuten RNA-Vollgenom-Analysen darauf hin, dass DrDV-A,
OvirDV und MmonDV die bisher engsten Verwandten der humanen HDVs sind
(Abbildung 16). Die Klade um RDeV, PmacDV und Dr-DV-B bilden zusammen mit
SnakeDV, TgDeV und LsDV eine monophyletische Gruppe. Die HDV-adhnlichen Viren aus
Amphibien, Fischen und Invertebraten bilden die am weitesten von anderen
bekannten Deltaviren entfernten HDV-dhnlichen Viren. Dieses Modell wird durch eine
weitere Analyse, welche sich auf die Aminosauresequenz des DAgs bezieht, unterstiitzt
[93]. Trotz allem wird durch die niedrigen Prozentsdtze an den Knotenpunkten in
Abbildung 16 deutlich, dass weitere (noch unentdeckte) HDV-ahnliche Viren in dieser
Analyse fehlen, um ein besseres Verstandnis fiir die Entstehung und den Ursprung der

Deltaviren zu erlangen. Dabei stellt sich insbesondere die Frage, wie das HDV in
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Sadugetiere und insbesondere in den Menschen gelangt ist. Durch Entdeckung
verschiedener HDV-dhnlicher Viren scheint eine Anpassung an den Menschen durch
artiibergreifende Ubertragung méglich. Das Farnesylierungsmotiv im L-HDAg scheint
eine spezifische Anpassung an das humanpathogene HBV (und moglicherweise HCV)
zu sein. Auch das DAg des RDeV und PmacDV scheint einen verldangerten C-Terminus
zu enthalten, welcher bereits eine Vorstufe fiir eine Anlage des L-HDAg des HDV sein

kdnnte (siehe auch folgendes Kapitel 6.2.1.).

Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass das RDeV und PmacDV eine
Sequenzhomologie von lber 95 % aufweisen und sich somit nur unwesentlich
unterscheiden (Abbildung 15). Da beide Sequenzen in jeweils unabhangigen Studien
unterschiedlicher Autoren [91, 93] gefunden wurden, kdnnte es sich hierbei um das
identische Virus in zwei unterschiedlichen Wirten handeln. Dies kénnte dadurch
gestltzt werden, dass sowohl die Stachelratte (Proechimys semispinosus) wie auch die
Hundskopffledermaus (Peropteryx macrotis) dhnliche Verbreitungsgebiete haben,
worunter unter anderem Gebiete entlang des Panamakanals gehoren. Unklar bleibt
dabei jedoch, ob und wie es zu einer moglichen Ubertragung von RDeV oder PmacDV
zwischen den einzelnen Tieren kommen kdnnte und ob Vektoren (z. B. blutsaugende

Insekten) hierbei eine Rolle spielen.

6.2.1 Klonierung und Expression eines RDeV-Expressionsklon

Eine Besonderheit des humanen HDVs ist die Expression zweier Proteine von einem
OLR. Dabei wird wahrend der viralen RNA-Replikation das Stopp-Codon des S-HDAg
deaminiert, wodurch es letztlich zur Expression eines um 19 AS carboxyterminal
verlangerten L-HDAg kommt. Die Schliisselfunktion des L-HDAg besteht zum einem in
dem nuklearen Export und zum anderen in der Verankerung des HDV-RNP an der
Membran des ERs, wodurch es mit HBsAg interagieren kann. Letzteres wird durch eine
Farnesylierung des Cystein an Position 211 innerhalb der carboxyterminal verlangerten
19 AS des L-HDAg (CxxQ-Motiv) hervorgerufen [76-78]. Analog zu HDV besitzt RDeV
weitere 19 AS hinter dem Stopp-Codon des RDeAg, wahrend ein CxxQ-Motiv nicht
vorhanden ist (Abbildung 17). RNA-Viren haben jedoch hohe Mutationsraten und

RDeV konnte durch zwei Mutationen ein solches Motiv erwerben, wenn es einen
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Selektionsvorteil in der weiteren Verbreitung des Virus bietet. Um daher eine mogliche
Expression des L-RDeAg zu untersuchen, wurde das RDeV-Genom als 2.0mer in
genomischer Orientierung unterhalb eines CMV-Promotors kloniert (Abbildung 18; A).
Nach Transfektion in HuH7-Zellen wurde die spezifische S- oder L-RDeAg-Expression
durch Immunfluoreszenz mit IgGs von Kaninchen untersucht, die mit synthetischen
Peptiden gegen S-RDeAg oder das putative L-RDeAg immunisiert wurden. Als
Positivkontrolle dienten S-RDeAg und L-RDeAg Expressionskonstrukte. Dabei konnte
das S-RDeAg durch die Peptidantiseren spezifisch nachgewiesen werden, wahrend die
Expression des putativen des L-RDeAg (aus dem RDeV-Expressionskonstrukts) durch
spezifisches anti-L-RDeAg Peptidantiserum nicht bestatigt werden konnte (Abbildung
18; B). Auch Western Blot Analysen bestatigten die fehlende Expression des putativen
L-RDeAg (Abbildung 18; C). Ebenso konnten durch Sequenzierung der RNA aus
transfizierten Zellen ausschlielich Sequenzen mit einem Adenin an Position 590 im
RDeAg fir die RDeV-RNA nachgewiesen werden, woraus stets ein Stopp-Codon
resultiert (Abbildung 18; D). All diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das RDeV im
Gegensatz zu HDV kein zweites Deltaantigen exprimiert. Untermauert werden diese
Ergebnisse mit der Tatsache, dass das RDeV in Tieren identifiziert wurde, die keine
Anzeichen einer Infektion mit einem Hepadnavirus zeigten [91]. Eine Interaktion von
RDeV mit einem Hepadnavirus, dhnlich wie fiir HDV beschrieben, scheint fiir die
Ubertragung des RDeV keine Rolle zu spielen. Im Einklang hierzu konnte auch fir
SnakeDV, MmonDV und TgDV experimentell gezeigt werden, dass HBsAg nicht in der
Lage ist, die Assemblierung und Infektiositdt dieser Viren zu unterstitzen [92, 96].
Woraufhin sich die Frage ergibt, ob und welche Oberflachenproteine RDeV fiir die
Ubertragung verwendet. RDeV wurde in Tieren mit hoher Hepacivirus-Privalenz
identifiziert, dabei wurden von 30 RDeV positiv getesteten Stachelratten insgesamt 26
zusatzlich positiv auf ein Nager-Hepacivirus getestet [91]. Daher die Vermutung nahe,
dass das Nager-Hepacivirus ein mogliches Helfervirus des RDeV darstellt. Beglinstigt
wird diese Hypothese durch eine kirzlich veroffentlichte Studie, in der gezeigt wurde,
dass das humane HDV fiir seine Umhdllung in vitro nicht auf HBV beschrankt ist [16].
Neben dem HBsAg des HBV wurden infektiose HDV-Partikel mit Oberflachenproteinen
des Hepatitis-C-Virus (HCV), Vesikuldren Stomatitis Virus (VSV), Dengue Virus (DENV),

West-Nil-Virus (WNV), Lymphozytare-Choriomeningitis-Virus (LCMV) und Humanen
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Metapneumovirus (HMPV) generiert. AuBerdem wurde bereits gezeigt, dass SnakeDV
die Oberflachenproteine eines Hartmanivirus (engl.: Haartman Institute Snake virus-1,
HISV-1), Puumala Virus (PUUV), Junin Virus (JUNV), LCMV und Reptarenavirus (engl.:
University of Giessen virus-1, UGV-1) nicht aber von HBV fiir die Produktion infektioser
Partikel in vitro nutzen kann [96]. In der oben genannten Studie von Perez-Vargas et
al. konnte die HDV-Assemblierung mit VSV-, HBV- und HCV-Oberflachenprotein durch
Einsatz des Prenylierungsinhibitors Lonafarnib in vitro inhibiert werden [16]. Dies
impliziert, dass das Farnesylierungsmotiv CxxQ des L-HDAg auch fir die Interaktion des
HDV mit den Oberflachenproteinen des HCV vorhanden sein muss. In Kontrast zu HDV
fehlt dieses Motiv innerhalb des RDeAg von RDeV, wie auch innerhalb des SnakeDV-
Deltaantigens (Abbildung 17). Ebenso wurden in der Studie um Paraskevopoulou et al.
neben den 26 Hepacivirus-positiven Tieren, vier der RDeV-positiven Tiere negativ auf
eine Hepacivirus-Koinfektion getestet [91]. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die
RDeV-Infektion der Stachelratten auch unabhangig von einer Hepacivirus-Infektion zu
sein scheint und die Hepacivirus-Infektion der Tiere keinen Einfluss auf die RDeV-
Infektion zu haben scheint [91]. Dennoch besteht die Maoglichkeit alternativer
Hillungsmechanismen, die die Verwendung von Hepacivirus- oder alternativen viralen
Oberflachenproteinen durch RDeV ermoglichen und sollte, ebenso wie alternative
Zellaustritts- und Ubertragungswege, weiter untersucht werden. Eine weitere wichtige
Analyse ware zudem zu untersuchen, ob es sich bei den bekannten HDV-dhnlichen
Viren tatsachlich um umhdillte Virionen handelt und nicht nur um RNP ohne Virushiille.
Um Partikel zu separieren, besteht die Moglichkeit der
Dichtegradientenzentrifugation. So kdnnte Serum aus z. B. RDeV-positiven Tieren und
als Kontrolle ein HDV-positives Patientenserum einem Caesiumchlorid (CsCl)-
Dichtegradienten unterzogen werden. Nach Ultrazentrifugation entstehen Fraktionen
mit unterschiedlicher Dichte. Fiir HDV ist bereits bekannt, dass umhdiillte Virionen bei
einer Schwebedichte von etwa 1,24 bis 1,25 g/cm? migrieren [60, 232, 233]. Diese
Fraktionen konnen ferner iber Northern Blot und PCR auf RDeV-/HDV-RNA analysiert
werden. Dariiber hinaus eignen sich Western Blot Analysen, um die Fraktionen auf DAg
oder auf Oberflachenproteine der moglicherweise koinfizierenden Viren zu
untersuchen. Die RDeV-/HDV-positiven Fraktionen konnten weiterhin auf das

Vorhandensein von virusartigen Partikeln mittels Elektronenmikroskopie analysiert
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werden. Zur Bestimmung moglicher Oberflachenproteine kénnten die Proteine der
gereinigten Viren z. B. mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie (engl.: Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI); time of flight (TOF)) analysiert und

bestenfalls identifiziert werden.

6.2.2 Replikation des RDeV in humanen Zellen

Die Entdeckung HDV-adhnlicher Viren lag zu Anfang der Identifikation HDV-ahnlicher
RNA-Sequenzen in Transkriptomen in Enten und Schlangen zugrunde [88, 89]. Dabei
stellt sich jedoch die Frage, ob es sich bei den entdeckten Sequenzen tatsachlich um
autonom-replizierende RNA-Elemente handelt. Um zu untersuchen, ob die HDV-
dhnliche RNA-Sequenz aus Stachelratten (RDeV) die Fahigkeit besitzt, eigenstdandig zu
replizieren, wurde eine humane Hepatomzelllinie mit einem Expressionskonstrukt
transfiziert, welches ein Dimer des vollstandigen RDeV-Genoms in genomischer
Orientierung tragt. Im Zuge dieser Methode als Nachweis autonomer RDeV-RNA
Replikation, erfolgt die erste Synthese der genomischen RDeV-RNA DNA-abhéangig und
unter der Kontrolle eines heterologen CMV-Promotors. In dem nachfolgenden Zyklus
findet die RNA-abhdngige Synthese antigenomischer RDeV-RNA und RDeV-mRNA
autonom statt (siehe Kapitel 1.1.2) [56]. Die konstante Synthese beider RDeV-RNA-
Replikationsintermediate konnte durch strangspezifische Sonden lber einen Zeitraum
von 10 Tagen nachgewiesen werden (Abbildung 20; A). Dies zeigt, dass die genomische
Replikation eine interne Initiierung der Replikation beinhaltet, da antigenomische
RDeV-RNA nicht vom Plasmid transkribiert werden kann. Zudem nimmt die Synthese
der genomischen RDeV-RNA Uber den genannten Zeitraum nicht ab (Abbildung 20; B),
was bei einer DNA-abhangigen Synthese der genomischen RDeV-RNA vom Plasmid zu
erwarten ware. Auch die klonale Expansion von RDeV-transfizierten Zellen (in Form
von RDeAg-positiven Zellen) bestatigt die autonome Replikation des RDeV und die
Fahigkeit in humanen Zellen zu replizieren (Abbildung 20; C). Dabei besteht zudem die
Moglichkeit, dass die RDeV-RNA nicht nur wahrend der Mitose an Tochterzellen
Ubertragen wird, wie fir HDV bereits beschrieben wurde [86], sondern auch ohne die
Anwesenheit eines Helfervirus als reine RNA oder als RNP aus den Zellen in den
Uberstand abgegeben werden kénnte und bereits in diesem Zustand infektids ist. Dies

konnte in dem oben genannten Versuchsaufbau nicht ausgeschlossen werden, da die
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erhaltenen Zellkultur-Uberstidnde nicht direkt auf mdgliche Infektiositit Gberpriift
wurden. Andererseits misste es beim Vorhandensein von sekretierter und infektioser
RNA oder RNP im Uberstand beim Expansionsversuch nach HDV/RDeV-Plasmid-
Transfektion (Abbildung 20) zumindest einige Einzelinfektionsereignisse wahrend den
Zellkulturpassagen geben. Dagegen zeigten sich jedoch ausschlielich Cluster an
Deltaantigen-positiven Zellen, die eher fiir eine Zell-Zell-vermittelte Ubertragung
sprechen, als Uiber sekretierte, infektiose HDV-RNA oder -RNP.

Des Weiteren zeigen die Ergebnisse des Western Blot, dass die Seren RDeV-positiver
Stachelratten Antikérper gegen S-RDeAg enthalten, was darauf hindeutet, dass RDeV
eine aktive Immunantwort in Stachelratten hervorruft (Abbildung 19). Dies weist
darauf hin, dass es sich bei RDeV um ein exogenes Agens und nicht um ein endogenes
Element handelt, da ansonsten eine Reaktion des Immunsystems unter natlirlichen
Gegebenheiten unwahrscheinlich ware.

Im Gegensatz dazu konnte bislang noch kein Replikationsnachweis der HDV-dhnlichen
RNA-Sequenz aus Enten (AvianDV), der Krote (ToadDV), der Termite (TermiteDV), der
Fische (FishDV) und des Molches (NewtDV) gezeigt werden. Lediglich Hetzel et al.
konnten eine Proteinexpression in Organen derjenigen Schlangen nachweisen, in
denen virale Sequenzen des SnakeDV identifiziert wurden [88-90]. Bislang zeigte nur
die Arbeit von Szirovicza et al. eine Replikation des SnakeDV in Saugetier- sowie
Schlangenzelllinien. Weiterhin wurde die infektiose Natur des SnakeDV erstmalig
gezeigt, indem das SnakeDV die Oberflachenproteine verschiedener Viren fir die
Produktion infektioser Partikel nutzen kann [96]. Analog hierzu wurde von den Autoren
um M. Iwamoto postuliert, dass auch TgDV und MmonDV in verschiedenen Zelltypen
replizieren kann [92]. Hierzu wurde die Expression des jeweiligen Antigens nach
Transfektion der Plasmid-basierten Uberlangenkonstrukte in humanen und
Murmeltier-Zelllinien mittels Immunfluoreszenzfarbung und Western Blot analysiert
[92]. Es konnte jedoch bei Verwendung dieser Methode nicht vollstiandig
ausgeschlossen werden, dass die Proteinexpression von einem heterologen Promotor
des Plasmids ausgeht. In diesen Arbeiten fehlt der sichere Nachweis zur
eigenstandigen Replikation des TgDV und MmonDV, z. B. durch antigenomische RNA,
die wahrend der Replikation transkribiert wird. Zusammengefasst implizieren alle

diese Daten, dass die neu identifizierten HDV-adhnlichen Viren, analog zu HDV, in einer
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Vielzahl von Zelltypen und Spezies replizieren konnen [84, 89, 91, 92, 96, 234]. Die
Replikation der Deltaviren scheint dabei nicht auf einen bestimmten Zelltyp
beschrankt zu sein. Dies wirde den Deltaviren einen breiten Wirtsbereich
ermoglichen, welcher lediglich durch die Oberflachenproteine moglicher Helferviren
eingeschrankt ware. Die Fahigkeit der Replikation in humanen Zellen und der Nutzung
einer Vielzahl viraler Oberflaichenproteine, wie fir HDV und SnakeDV bereits
beschrieben [16, 96], ldsst zudem die Moglichkeit einer Zoonose zu, wodurch sich diese
ebenfalls in der menschlichen Population verbreiten kénnten. Die Ubertragungswege
und mogliche Helferviren HDV-dhnlicher Viren zu identifizieren, ware daher von

hohem Interesse.

6.3 Kreuzinfektiositat neu entdeckter
Orthohepadnaviren

Die prasentierten Ergebnisse werden in den folgenden Kapiteln diskutiert,
insbesondere im Hinblick auf die Frage, ob die Nutzung des NTCP innerhalb der
beschriebenen neuartigen Hepadnaviren aus Kapuzineraffen (CMHBV), Equiden
(EQHBV) und Spitzmdusen (CSHBV und MSHBV) konserviert ist und diese

moglicherweise die Speziesbarriere zum Menschen durchbrechen kénnten.

Die Interaktion viraler Proteine mit Membranstrukturen der Wirtszelle ist ein
entscheidender Schritt der frihen viralen Infektion und ein Hauptfaktor, der Wirts-
und Gewebetropismus bzw. artiibergreifende Ubertragung einschrinkt. So wurde
2012 beschrieben, dass NTCP der funktionelle Eintrittsrezeptor fir HBV und HDV ist.
Dabei wird die virale Bindung Uber die Interaktion der PraS1-Domane des LHBs
vermittelt [39]. Eine funktionelle HBV-NTCP-Interaktion kann jedoch auch durch

Sequenzpolymorphismen im NTCP selbst verhindert werden [39, 197, 235].

Die Ahnlichkeit der PraS1-Dominen von CMHBV, WMHBV und HBV gaben bereits
Anlass zu der Vermutung, dass CMHBV nicht nur lber den Ntcp der Wirtsgattung
(Sapajus), sondern auch (iber den humanen NTCP infizieren kann und somit eine
spezies-Uibergreifende Infektion in vitro stattfinden kann (Abbildung 34; B). Durch
Peptid-Bindungsanalysen konnte innerhalb dieser Arbeit gezeigt werden, dass die

Oberflachenproteine des CMHBV mit Ntcp verschiedener Primaten, einschlieBlich des
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DISKUSSION

humanen NTCP interagieren kénnen (Abbildung 34; A). Das CMHBV Myr-PraS1-Peptid
zeigten dabei die gleiche Lokalisation (entlang der Plasmamembran) wie fir HBV
Peptidbindungen beschrieben [195]. Auffallend war hier, dass keine Bindung der Myr-
PraS1-Peptide von CMHBV und HBV mit dem Ntcp des Javaneraffens (Macaca
fascicularis) der alten Welt und des Lisztaffens (Saguinus oedipus) der neuen Welt
beobachtet wurde (Abbildung 34; A). Da eine Myr-PraS1-Peptidbindung jedoch nicht
immer mit der Aufnahme der Viruspartikel einhergeht [236], wurde das
Infektionsverhalten der CMHBV-Oberflachenproteine ferner anhand des
Surrogatmodells HDV untersucht [211]. CMHBYV konnte analog zu HBV verschiedenste
NTCP/Ntcp fiir eine Spezies-tubergreifende Infektion in vitro verwenden (Abbildung 34;
A).

A - HBV relevante Regionen innerhalb der Ntcps ausgewéhlter Spezies

- ~

. .. . E— . a— ‘____l:U Bindung Infektion
Homo sapiens KVFRLENIEA LEDKVPYKGIVISLVLVLIPC Mensch ja ja
Panfroglodytes L . L L L . e e e e e e e e Schimpanse ja ja
Macaca fascicularis J o R.IL...P..... Javaneraffe nein nein
Saimiri sciureus LL.QUNK. .. L .M. ..I...... Totenkopfaffe ja ja
Callithrix jacchus ., . . .. NK. .. veie......MR..I...... Weikbischelaffe Ja nein
Saguinus oedipus ...L.NKT..  ...... L.8S.M. .. I...... Lisztaffe nein nein
Sapajus apella . .. ... NE... tee covenn. [ U Haubenkapuziner ja ja
Uroderma bilobatum .I.Q.N.T.. LRN.TI.. _M...IMI.T.. Zeltbhauende Fledermaus unb. unb.
Hipposideros ruber . | . . . . N.... ... ..L....I.... Rundblattfledermaus unb. unb.
Rhinolophus aicyone I .NL.L .. .EL L L. ..L....I.... Hufeisenfledermaus unb. unb.
Equus asinus ...Q.N.V.. ... ..G...... . . . ... Hausesel ja ja
Sorex araneus RI.K.N.... MTS..... RECTRSELN . . . . . Rotzahnspitzmaus ja ja
Tupaia belangeri ...P.N....  ...... Waocooo 11, (R Spitzhérnchen ja ja
Marmota monax Q.N E.ooonn.n M....M..... Waldmurmeltier ja ja
Mus musculus H.TS... . e...... ML LML L. Hausmaus ja nein

B - NTCP relevante Regionen innerhalb der PraS1-Domane ausgewahlter Hepadnaviren

Virus  “\1eesinung e e " Wirt hNTCP-vermittelte
AS: 9-15 (HBV) AS: AS 28-39 und 39-48 (HBV) Infektion

HBVY Gt D SNPLGFFPD ANPD--—--—- WDFN-——-—-—\—-—"-—"—"-"~-"—"--—- PNKDTW------ PDANEKV------- A Mensch ja
ChHBV ceen....BE N e e e e e e e K. Y. —————= B mmm————— . Schimpanse ja
GoHBV E N s e cie N ====—= K. .E.-=——=——— Vv Gorilla ja
OuHBV - E NEMSEECEES e e B H .E.T,.======= vV  Orang-Utan ja
GiHBYV ‘T ..E N EES e e e B .E.T, ,======= Vv Gibbon ja
WMHBY F.. s SA,------ B e e e B .Q . HDT======= AV Wollaffe ja
CMHBY I.. S.,.. PAA, —————- b mmesss s s e .H, . P,—————- .S.HE,--————- PV Kapuzineraffe ja
TBHBY FRSS LR SQE.---—-- . M8G———————————- N -0 HQ. ——————— . Zeltbauende Fledermaus ja
RBHBV P..V.... TD.ALGPYTY., .RV-———-—-———————— B R . .RE ., LRAWARGDPP Rundblattfledermaus nein
HBHBV T LR KO L e e N e e e e e .LAGYG-—--—- .ERK.LQQWAIRESP Hufeisenfledermaus nein
EqHBV P.. L.V  GGGG====-=-- . HS==——mmmm e IQ..P.====== Q. RLP======= Sp pferdeartige Tiere nein
MSHBV TSY .AAE -=A.LG----YL.SKINPHQPLENYGT .ARLD.DPNWNP.QQ .MT-~-———-—~-~ Weillzahnspitzmaus nein
CSHBV GtA ANY .SMDS  ---=-—-—--- .L.QRLH--—==—==—-~— ,A.ED. —----—-mmmmmm e —— e Rotzahnspitzmaus nein
CSHBV GtB ANY .SMDS  -----——--- .L.QRLH--—==-——-—--— W 1 Rotzahnspitzmaus nein
WHY pr=o—o L P — o= ———— L S OC OO oS DO T o0 =0 s LAVGTYYTTTYPQNQ  Waldmurmeltier nein

Abbildung 34: Aminosduresequenzvergleich relevanter Regionen der HBV-NTCP-Interaktion. A)
Relevante Aminoséure-Motive innerhalb des NTCP/Ntcp verschiedener Spezies. Griin hinterlegt sind Aminosdureregionen, welche
fiir die HBV-Bindung und-Infektion von Bedeutung sind. Pfeil: Position 158. Genkbank accession numbers: Pan troglodytes —
XM510035; Macaca fascicularis — KT382286; Saimiri sciureus — KR153328; Callithrix jacchus — KT382285; Saguinus oedipus —
KT382284 [197]; Sapajus apella — unpublished [129]; Uroderma bilobatum — unpublished; Hipposideros ruber — unpublished;
Rhinolophus alcyone — unpublished; Equus asinus — unpublished [131]; Sorex araneus — unpublished [130]; Tupaia belangeri —

JQ608471; Marmota monax; ANS14265; Mus musculus — NM001361972. Die bisher unpublizierten Sequenzen wurden von Prof.
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Drexler zur Verfiigung gestellt. B) Relevante Aminosdure-Motive innerhalb der PrdS1-Domdne ausgewdhlter Hepadnaviren. Gelb
hinterlegte Aminoséduren heben mit NTCP/Ntcp interagierende Domdnen der humanen HBV-Gt hervor: Essenzielle Doméne (AS: 9-
15) und Akzessorische Domdne 1 (AS: 28-39) und 2 (AS: 39-48). ChHBV — Chimpanzee Hepatitis-B-Virus (Genbank accession
number: AB032433); GoHBV — Gorilla Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: AJ131567); OuHBV — Orang-Utan Hepatitis-
B-Virus (Genbank accession number: EU155824); GiHBV — Gibbon Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: HQ603061);
WMHBV — Woolly Monkey Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: AY226578); CMHBV — Capuchin Monkey Hepatitis-B-
Virus (Genbank accession number: NC043528); MSHBVav — Musk Shrew Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number:
MK345462); CSHBV — Crowned Shrew Hepatitis-B-Virus Gt A (Genbank accession number: MK345465) und Gt B (Genbank accession
number: MK345467) WHV— Woodchuck Hepatitis Virus (Genbank accession number: M18752); EqHBV — Equid Hepatitis-B-Virus
(Genbank accession number: MT134313); TBHBV — Tent-making bat Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: KC790379);
HBHBV — Horseshoe bat Hepatitis-B-Virus (Genbank accession number: KC790377); RBHBV — Roundleaf bat Hepatitis-B-Virus
(Genbank accession number: KC790373).

Die Infektionen konnten zudem mit CMHBV Myr-PraS1-Peptid inhibiert werden, was
zeigt, dass diese spezifisch Gber die jeweiligen Ntcp vermittelt wurden (Abbildung 25).
Eine Infektion Uber den Ntcp des Javaneraffens (Macaca fascicularis), des Lisztaffens
(Saguinus oedipus) und des Weillblischelaffens (Callithrix jacchus) konnte weder fur
CMHBV- noch fiir HBV-pseudotypisierte Deltaviren beobachtet werden. Im Jahr 2012
konnten eine Studie um Yan et al. bereits zeigen, dass der Ntcp des Javaneraffens nicht
fiir HBV/HDV empfinglich ist [39]. Uber chimire Expressionskonstrukte des humanen
NTCP und des Ntcp der Javaneraffen (Macaca fascicularis) konnte zudem die Region
identifiziert werden, die fur die HBV/HDV Suszeptibilitat essenziell ist. Der Austausch
der Aminosauren 157-165 innerhalb des Javaneraffen Ntcps mit der Region des hNTCP
reichte aus, um eine Infektion mit HDV sowie mit HBV zu ermdoglichen (Yan et al., 2012).
Kirzlich wurde beschrieben, dass eine einzige Aminosdure (Position 158) innerhalb des
NTCP/Ntcp der Primaten die Suszeptibilitdt fur HBV bestimmt [197, 237]. Ein
experimentell erfolgter, spezifischer Aminosaureaustausch an Position 158 (R158G) im
Ntcp verschiedener Altweltaffen scheint fiir eine artiibergreifende Ubertragung von
humanem HBV auf Altweltaffen auszureichen [197]. So konnte zwischen HBV-
empfanglichen Gruppen der Menschen und Menschenaffen (Aminosadure Glycin (G) an
Position 158 des Ntcp/NTCP, 158G) und der nicht-empfanglichen Gruppe der
Altweltaffen (Aminosdure Arginin (R) an Position 158 des Ntcp/NTCP, 158R)
unterschieden werden [197]. Dies scheint der Grund dafiir zu sein, dass in bislang allen
untersuchten Spezies der Familie Cercopithecidae der Altweltaffen (Catarrhini) niemals
ein Hepadnavirus entdeckt wurde und steht in Einklang mit den Ergebnissen dieser

Doktorarbeit. Dabei konnten weder Infektionen Uber den Ntcp des Altwelt-

Javaneraffens (Macaca fascicularis; R158) noch liber den Ntcp des Neuwelt-Lisztaffens
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(Saguinus oedipus; S158) mit Deltaviren pseudotypisiert mit Oberflaichenprotein von
CMHBV und HBV vermittelt werden. In Ubereinstimmung hierzu stehen Analysen der
einzig anderen Neuweltaffen-HBV-Spezies aus Wollaffen (Lagothrix lagotricha; Wolly
Monkey HBV, WMHBYV) [118]. Studien an WMHBV und WMHBV-pseudotypisierten
HDV zeigten, dass WMHBV andere Primaten der Neuen Welt, nicht aber Primaten der
Alten Welt in vivo und in vitro effizient infizieren kann [119, 197, 238].
Interessanterweise konnten die Myr-PraS1-Peptide des CMHBV und des HBV den Ntcp
des Weilbuschelaffens (Callithrix jacchus) binden, eine Infektion mit HBV- und
CMHBV- pseudotypisierten HDV aber nicht vermittelt werden (Abbildung 34; A) [197].
Wie bereits beschrieben, geht eine Myr-PraS1-Peptidbindung nicht immer mit der
Aufnahme der Viruspartikel einher [236]. So wurde bereits in einer Studie gezeigt, dass
der Ntcp der Hausmaus (Mus musculus) das HBV Myr-PraS1-Peptid bindet, eine
Infektion von HBV/HDV jedoch nicht vermittelt werden kann [196, 234]. Eine
Substitution der Aminosduren 84-87 des Mus musculus Ntcp (AS 84-87: HLTS) durch
die des humanen NTCPs (AS 84-87: RLKN) war dagegen ausreichend, um den viralen
Eintritt von HBV/HDV in die Zelle zu ermdglichen [196, 234]. Innerhalb des
WeilRblischelaffen (Callithrix jacchus) Ntcp ist ebenfalls ein Glycin an Position 158
vorhanden (Abbildung 34; A). Die Ntcp-Sequenz dhnelt in den bekannten HBV-
relevanten Bereichen der des Haubenkapuziners (Sapajus apella), welcher eine
Infektion mit HBV- und CMHBV- pseudotypisierten HDV vermittelt. Lediglich die
Aminosaure 161 unterscheidet sich, wahrend der Ntcp des Haubenkapuziners (Sapajus
apella) ein Isoleucin aufweist, tragt der Ntcp des Weillbuschelaffen ein Arginin an
dieser Position (Abbildung 34; A). Diese Aminosaureposition (161) kdnnte fir die
Differenzierung der HBV-Bindung und -Infektion verantwortlich sein und ware ein
interessantes Ziel fur weitere Studien. Neben der NTCP/Ntcp-Sequenz kdnnen jedoch

auch weitere intrazelluldre Prozesse die Infektion einschranken (s.u.).

Die Uber den humanen NTCP vermittelte Infektion von CMHBV-pseudotypisierten
HDVs impliziert dariiber hinaus, dass CMHBV ein zoonotisches Potenzial besitzt und
humane Hepatozyten infizieren konnte. Analog hierzu konnte bereits gezeigt werden,
dass mit WMHBYV pseudotypisierte HDV primare humane Hepatozyten sowie primare
Klammeraffen-Hepatozyten in vitro infizieren kann [119]. Zusammenfassend ware es

daher denkbar, dass die bislang bekannten Hepadnaviren aus Neuweltaffen (CMHBV
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und WMHBYV) beide die Speziesbarriere tberschreiten kénnen und lber ein fiir den
Menschen zoonotisches Potential verfiigen. Einschrankend muss jedoch erwahnt
werden, dass die Untersuchungen in dieser Arbeit mit pseudotypisierten Deltaviren
durchgefiihrt wurden, die nur die Oberflachenproteine der jeweiligen Hepadnaviren
trugen. Es sind weitere Speziesbarrieren denkbar, die einen Wirtswechsel von
Hepadnaviren noch verhindern kénnten. Dazu gehoéren alle nach der Virus-Rezeptor-
Interaktion folgenden intrazelluldaren Prozesse, wie Kerntransport des Core-Partikels,
Kerneintritt und Freisetzung der viralen Nukleinsdaure sowie cccDNA-Bildung und
nachfolgend die Synthese und Freisetzung des Virus [212]. Ob CMHBV daher
tatsachlich menschliche Hepatozyten infizieren und seinen Replikationszyklus
abschlielen kann, missen Infektionsversuche mit Viruspartikeln von CMHBV und

primaren humanen Hepatozyten zeigen.

In Kontrast zu den Hepadnaviren aus Primaten scheinen weder das EqHBV noch
Spitzmaus-HBV den NTCP/Ntcp als viralen Rezeptor zur Infektion von Hepatozyten zu
nutzen. Eine Interaktion der Myr-PraS1-Peptide von CSHBV, MSHBV und EqHBV konnte
weder mit dem hNTCP noch mit dem Spezies-eigenen Ntcp-Orthologen beobachtet
werden. Auch konnten die jeweiligen Ntcp-Orthologe der Wirtsspezies keine Infektion
von pseudotypisierten HDV vermitteln (Abbildung 34; A). Dies war insbesondere fiir
das EgHBV Uberraschend, da das EqHBVY, im Gegensatz zu den Hepadnaviren der
Spitzmause, eine konservierte essenzielle NTCP-Bindedomane besitzt. Gleichzeitig
weist es aber eine starke Heterogenitit gegeniber primaten HBV, innerhalb der
akzessorischen Domanen, auf (Abbildung 34; B). Auch das zoonotische Hepadnavirus
der Fledermaus Uroderma bilobatum [122], TBHBV, unterscheidet sich innerhalb der
akzessorischen Domane zu anderen NTCP-nutzenden HBVs, ist aber wie CMHBYV in 10
der 20 Aminosauren homolog zu denen des HBV-Gt D (Abbildung 34; B). Die
Fledermausviren RBHBV (aus Hipposideros cf. ruber) und das nahverwandte HSBHBV
(aus Rhinolophus alcyone), die hNTCP nicht binden kénnen [122], weisen nur eine
Sequenzhomologie von 8 bzw. 5 Aminosauren auf, wahrend 7 Aminosauren des EQHBV
denen des HBV Gt D3 entsprechen (Abbildung 34; B). In der Studie um Drexler et al.
lassen sich aulBerdem Unterschiede in der Bindungsstarke von Fledermaus-HBV Myr-
PraS1-Peptiden und primaren humanen Hepatozyten beobachten. Die Infektion von

primdren humanen Hepatozyten mit HBV wurde umso starker inhibiert, je hoher die
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Homologie der PraS1-Domane mit der HBV-Sequenz war [122]. Um eine NTCP/Ntcp-
Interaktion des EqHBVs daher vollstandig ausschliefen zu kdnnen, missten Versuche
mit rekombinanten EqHBYV und primaren humanen und Eselhepatozyten durchgefiihrt

werden.

Innerhalb der Studie um Rasche et al. wurden neben Esel auch Zebras auf HBV
untersucht. Dabei wurde EQHBV auch in fiinf Steppenzebras (Equus quagga) entdeckt.
Die Nukleotid-Divergenz aller isolierten EQHBVs lag jedoch unter 8 % (4,6 %), sodass
diese Stamme nach dem Kriterium der ICTV [107] zu einem Gt zusammengefasst
wurden. Neben dem hier beschriebenen Isolat aus einem Esel wurden innerhalb der
Publikation weitere Analysen mit einem EqHBV-Isolat aus Zebras (Ze-EqHBV)
durchgefihrt  [131]. Interessanterweise  konnten  psHDVze.equev  primare
Pferdehepatozyten infizieren, nicht aber Zellkulturen, die hNTCP oder Esel-Ntcp
exprimieren [131]. Der Ntcp der Pferde und der Esel ist allerdings innerhalb der

postulierten HBV-interagierenden Domanen identisch (Abbildung 35).

g0 90 150 160 170
| « o« o o« | &« o « o | Il « « s s | o« 2 ¢ o | o ¢« ¢« o | o« o« o & |
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Equuscaballus = . . QO N.V.. .uu .......CG...... I...... Hauspferd
Equus asinus I © B A ¥ R S I...... Hausesel
A

Abbildung 35: Vergleich ausgewdhlter Aminoséduren des humanen NTCP und Equider Ntcps. Griin

hinterlegt sind Aminoséureregionen, welche fiir die HBY Bindung und Infektion von Bedeutung sind. Genbank accession numbers:
Equus caballus: XM_001500563; Equus asinus — unpublished [131].

Die EqHBV Stamme unterscheiden sich dagegen innerhalb der fiir HBV postulierten
NTCP-interagierenden Domaénen in einer Aminosaure (Abbildung 36; Pfeilspitzen). Das
EqHBV-Isolat aus dem Esel besitzt an der Position ein Isoleucin, wahrend das Isolat der
Zebras das Konstitutionsisomer Leucin an der Stelle aufweist. Die Isolate aus Esel und
Zebra unterscheiden sich zusatzlich in 10 weiteren Aminosduren innerhalb der
Oberflachenproteine (Abbildung 36; Pfeile). Diese liegen aullerhalb von putativen
NTCP-Bindedoméanen, was ein Hinweis auf alternative (Ko-)Rezeptoren innerhalb der

Hepatozyten sein kdnnte.
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Abbildung 36: EQHBV Aminosduresequenz-Vergleich des OLRs der viralen Oberfldchenproteine. Farbig

hinterlegt sind die Bereiche der NTCP-Bindedomdnen humaner HBVs; griin: essenzielle Domdne, gelb: akzessorische Domdénen.
EqHBV — Equides HBV; Do-EqHBV — Esel Isolat (Genbank accession number: MT134313); Ze-EqHBV — Zebra Isolat (Genbank
accession number: MT134320). Pfeil(-spitze): Unterschiede in Aminoséuresequent.

Gudima et al. konnten in einer Studie beobachten, dass pseudotypisierte Deltaviren
mit Oberflachenprotein des WHVs (Woodchuck Hepatitis Virus) aus Marmota Monax
(Waldmurmeltier) neben den primdren Hepatozyten des Waldmurmeltier auch
primdre humane Hepatozyten (PHH) infizieren konnen [239]. Da die Infektion nicht
durch das HBV Myr-praS1-Peptid inhibiert werden konnte und eine Bindung des WHV
Myr-PraS1-Peptids an (WM)HBV-suszeptible primare Hepatozyten von Spitzhérnchen
(Tupaia belangeri) nicht beobachtet werden konnte, wird auch hier ein bisher
unbekannter (Ko-)Rezeptor vermutet, der sowohl in Waldmurmeltier als auch in
humanen Hepatozyten vorkommt [195, 239, 240]. Um ein zoonotisches Risiko des
EqHBV fir Menschen, die mit Equiden umgehen, daher vollstandig auszuschliel3en,
missten Versuche mit rekombinantem EqHBV und primdren humanen Hepatozyten

durchgefihrt werden.

Zusammengefasst deuten die Daten darauf hin, dass das EgHBV sowie die
Hepadnaviren der Spitzmause NTCP/Ntcp nicht als hochaffinen Rezeptor benutzen und
sehr wahrscheinlich tiber einen anderen Rezeptor in die Zellen gelangen und/oder von

unbekannten Ko-Rezeptoren abhdngen.

Die Fahigkeit des humanen HBV verschiedene NTCP-Orthologe zu binden und liber
diese zu infizieren, scheint insbesondere auf die Aminosduren an Position 87, 158 und
161 innerhalb des jeweiligen NTCP limitiert zu sein (Abbildung 34; A). Sofern weitere
Analysen mit rekombinanten HBVs und primaren Hepatozyten bestéatigen, dass HBV in

Hepatozyten aus Kapuzineraffen und Eseln repliziert, kénnten diese zudem ein
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geeignetes Tiermodell fiir die Aufklarung der Pathogenese, insbesondere der

Chronifizierung, liefern.

Zusammenfassend scheint die Verwendung von NTCP/Ntcp als hochaffinen viralen
Rezeptor auf die HBV-Spezies der Primaten beschrankt zu sein. Alle anderen Saugetier-
Hepadnaviren scheinen den Leberspezifischen NTCP/Ntcp als viralen Rezeptor nicht zu
nutzen. Eine Ausnahme scheint hier das Hepadnavirus TBHBV der
Neuweltfledermausvirus Uroderma bilobatum zu sein, das zumindest den humanen
NTCP zur Infektion von humanen Hepatozyten benutzen kann. Dabei ist derzeit aber
unklar, ob TBHBV bei seinem Wirtstier ebenfalls den Ntcp zur Infektion von
Hepatozyten benutzt. Es kdnnten sich daher im Laufe der Evolution der HBV-Infektion
alternative Ubertragungswege, wie die Nutzung unterschiedlicher zellulirer

Rezeptoren oder Korezeptoren, fiir Spitzmaus-HBVs und die EqHBV entwickelt haben.
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7. Zusammenfassung

Eine HDV Infektion bei bereits HBsAg-positiven Patienten (Superinfektion) fiihrt oft zu
sehr schweren Verlaufsformen. Neben der Art der HDV-Infektion (Superinfektion oder
Koinfektion) kénnen die Krankheitsverlaufe auch von den jeweiligen HBV- und HDV-
Genotypen (Gt) abhdngen. Daher ist es von grolRer Bedeutung ein besseres Verstandnis
der HDV-Replikation und der Interaktion mit HBsAg zu erhalten. Innerhalb dieser
Arbeit wurde die Verpackungs- und Infektionseffizienz von Isolaten der HDV-Gt 1-4
untersucht. Fir die Freisetzung viraler HDV-Partikel zeigte das HBsAg eines Isolats des
HBV-Gt B die besten Ergebnisse. Im Gegensatz dazu scheint die Infektiositat der
gebildeten viralen HDV-Partikel nicht nur vom HDV-Gt, sondern insbesondere vom
HBsAg- sowie vom HDV-Isolat abzuhdngen. In dieser Arbeit wurde der Einfluss
exogenen S-HDAg aller HDV-Gt auf die virale Replikation des HDV-Gt 1 analysiert. Die
Replikation dreier HDV-Gt 1-Isolate konnte durch das S-HDAg der Gt 3 und 4 in trans
nicht reaktiviert werden, was fir eine Genotyp-spezifische Fahigkeit der trans-
Komplementation spricht. HDV war fiir lange Zeit der einzige Vertreter der Deltaviren.
Die Charakterisierung des ersten Saugetier-Deltavirus (aus Proechimys semispinosus;
Rodent Deltavirus, RDeV) war daher von besonderem Interesse. Innerhalb dieser
Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass RDeV wie HDV die Fahigkeit besitzt in
humanen Zellen zu replizieren, aber im Gegensatz zu HDV wahrend der Replikation
kein zweites virales Delta-Antigen exprimiert. Daher scheint eine Interaktion mit den
Oberflachenproteinen eines Hepadnavirus (wie bei humanem HDV zur Umhiillung,
Sekretion und Infektion essentiell) daher unwahrscheinlich. Ob das RDeV die
Oberflachenproteine anderer Helferviren zur Umhillung, Sekretion und Infektion

verwendet, ist momentan weiterhin unklar.

Im Jahre 2012 wurde der Gallensauretransporter NTCP als ein funktioneller Rezeptor
fir HBV und HDV identifiziert. In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof.
Drexler, Charité, Berlin wurden die Oberflachenproteine neu entdeckter Hepatitis-B-
Viren aus Kapuzineraffen (CMHBV), Spitzmausen (CSHBV, MSHBV) und Equiden
(EgHBV) auf die Fahigkeit untersucht, mit NTCP-Orthologen zu interagieren. CMHBV
scheint analog zu WMHBYV und HBV mit diversen Primaten-Ntcps, einschlieRlich NTCP

des Menschen, zu interagieren und scheint daher, wie WMHBYV, (ber ein zoonotisches
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Potential zu verfligen. Das EqHBV und die Spitzmaus-HBVs scheinen dagegen (iber
alternative, bislang noch unbekannte Rezeptoren in ihre Zielzellen zu gelangen. Die
Verwendung von NTCP/Ntcp als hochaffiner Eintrittsrezeptor fiir Hepadnaviren
beschrankt sich wohl auf die Familie der Primaten-HBVs und ihrer Wirte. Als bislang
einzige Ausnahme ist hierbei das TBHBV der Fledermaus Uroderma bilobatum zu
nennen, welches zumindest experimentell den humanen NTCP als Rezeptor zur
Infektion verwenden kann. Ob TBHBV, oder andere Hepadnaviren der Fledermause

auch in vivo einen Fledermaus-Ntcp zur Ubertragung verwenden, ist bislang unklar.
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8. Summary

HDV infection in already HBsAg-positive patients (superinfection) often leads to very
severe courses of disease. In addition to the type of HDV infection (superinfection or
coinfection), the course of the disease may also depend on the respective HBV- and
HDV-genotypes (Gt). Therefore, it is of importance to gain a better understanding of
HDV replication and its interaction with HBsAg. In this work, the packaging and
infection efficiency of isolates of HDV-Gt 1-4 was investigated. HBsAg of a HBV-Gt B
isolate showed the best results for the release of viral HDV-particles. In contrast, the
infectivity of the formed viral HDV-particles seems to depend not only on the HDV-Gt,
but in particular on the HBsAg- as well as the HDV-isolate. In this work, the effect of
exogenous S-HDAg of all HDV-Gt on viral replication of HDV-Gt 1 was analyzed.
Replication of three HDV-Gt 1 isolates could not be reactivated by S-HDAg of Gt 3 and
4 in trans, suggesting a genotype-specific ability of trans-complementation. HDV has
long been the sole representative of the deltaviruses. Therefore, the characterization
of the first mammalian deltavirus (from Proechimys semispinosus; Rodent deltavirus,
RDeV) was of particular interest. This work demonstrated for the first time that RDeV,
like HDV, has the ability to replicate in human cells but, unlike HDV, does not express
a second viral delta antigen during replication. Therefore, interaction with the surface
proteins of a hepadnavirus (for envelopment, secretion, and infection, as it is known
for HDV) seems unlikely. Whether RDeV uses the surface proteins of other helper

viruses for envelopment, secretion, and infection remains unclear.

In 2012, NTCP was identified as a functional receptor for HBV and HDV. In collaboration
with Prof. Drexler's group at Charité, Berlin, the surface proteins of newly discovered
hepatitis B viruses from capuchin monkeys (CMHBV), shrews (CSHBV, MSHBV) and
equids (EqHBV) were investigated for their ability to interact with NTCP-orthologs.
CMHBYV appears to interact with several primate Ntcps, including the human NTCP, in
a manner similar to WMHBV and HBV, and thus, like WMHBYV, appears to have
zoonotic potential. In contrast, EQHBV and shrew HBV appear to reach their target cells
via alternative, still unknown receptors. The use of NTCP/Ntcp as a high-affinity entry
receptor for hepadnaviruses appears to be limited to the primate HBV family and their

hosts. The only exception so far is the TBHBV of the bat Uroderma bilobatum, which,
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at least experimentally, can use the human NTCP as a receptor for infection. Whether
TBHBV or other bat hepadnaviruses also use a bat Ntcp for transmission in vivo is still

unclear.
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10. Anhang

HuH7-Zellen transfiziert mit S-HDAg
der HDV Genotypen (Gt)

Gt 2gi Gt 3gi Gt 4qi

Gt3 Gt4 Gt5 Gt6

Gt 1 (cHD_WHO)

Abbildung 37: S-HDAg-Expression in HuH7-Zellen 4 Tage nach Transfektion der Expressionskonstrukte.
HuH7-Zellen wurden den jeweiligen S-HDAg-Expressionsvektoren transfiziert und das HDAg 4 Tage nach Transfektion mittels anti-
HDAg IgGs eines humanen Patientenserums und eines Alexa568 konjugierten anti-human IgG-Antikérpers detektiert. Die Zellkerne

wurden parallel mit DAPI geféirbt. CHD_WHO — Sequenz des HDV-RNA WHO Standards [200]
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