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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Die Hepatitis B Virus (HBV) - Infektion

1.1.1 Epidemiologische Bedeutung der HBV Infektion

Mehr als 400 Millionen Menschen sind nach Schiatzungen der ,, World Health Organi-
zation (WHO)“ weltweit mit dem Hepatitis B Virus (HBV) chronisch infiziert. Die
Privalenz der chronischen HBV-Infektion schwankt zwischen 0,1% in den westlichen
Landern und 20% in Lindern des fernen Ostens und der Tropen. Von der HBV-
Infektion sind - durch groflere sexuelle Promiskuitét - besonders junge Erwachsene
betroffen.

Bedingt durch die Kontamination von Blutprodukten mit dem HBV vor der
Zeit wirkungsvoller Screening-MafBnahmen (ab 1970) und der Ara hochsensitiver
PCR-Testung (ab 1990) war in bestimmten Risikogruppen (z.B. Mehrfachtransfun-
dierte und Leukédmie-Patienten) mit einer erhdhten Priavalenz der HBV-Infektion zu
rechnen. Durch ,Needle Sharing” und sexuelle Promiskuitit kommt es auch heu-
te noch bei Drogenabhéngigen und Gefidngnisinsassen hiufiger zur HBV-Infektion
[21, 18, 40].

1.1.2 Klinische Bedeutung der HBV Infektion

1.1.2.1 Ubertragungswege der HBV Infektion

Die Infektion mit dem HBV erfolgt durch den Kontakt mit Korperfliissigkeiten iiber
die Schleimhéute und Mikroldsionen der Haut. Feten konnen durch diaplazentare

Transmission des HBV von der Mutter oder durch Integration des HBV Genoms in

10
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das Chromatin der Spermien auch vom Vater bereits intrauterin mit HBV infiziert
werden [97, 227, 6, 80].

1.1.2.2 Die akute Hepatitis B

Nach der Infektion mit dem HBV folgt in der Regel eine Inkubationszeit von 4-
12 Wochen. Die darauf einsetzende akute Infektionsphase, deren Dauer etwa 2-12
Wochen betrigt, kann in ihrer klinischen Ausprigung schwer und ikterisch oder
relativ symptomarm und anikterisch sein. Im weiteren Verlauf kann es zu folgenden

Endzustanden oder Krankheitsbildern kommen:

e Ausheilung und vollstéindige Elimination des HBV (80-90% der HBV-Infizierten,
sieche Abb. 1.1a)

e fulminante Hepatitis mit hiufig letalem Ausgang (0,5-1% der HBV-Infizierten)

e Ubergang in die chronische Hepatitis B

1.1.2.3 Die chronische Hepatitis B

Etwa 6 Monate nach der akuten Infektion sind bei 5-10% der HBV-Infizierten die se-
rologischen Parameter der aktiven HBV-Infektion (persistierende HBV DNA, HBe-
Ag, HBsAg sowie fehlende Antikoérperproduktion anti-HBe, anti-HBs, siehe Abb.
1.1b) als Indikator fiir einen chronischen Verlauf noch nachweisbar. Bei Neugebore-
nen kann es nach stattgefundener vertikaler Transmission (diaplazentare Ubertra-

gung) in 90% zu chronischen Verldufen kommen [171].

Die Chronifizierung der akuten HBV-Infektion kann einerseits durch unzurei-
chende Elimination des Virus durch das Immunsystem, andererseits durch das Auf-
treten von HBV- Escape“-Mutanten (Verdnderung der Antigenitiit) erkliart werden
[201, 202, 19, 66].

Der klinische Verlauf der chronischen Hepatitis B wird eingeteilt in eine chronisch-
persistierende oder eine chronisch-aggressive (fortschreitende und komplikations-
triachtigere) Form. Komplikationen bei der chronischen Hepatitis B Infektion sind
die Leberzirrhose und das hepatozellulire Karzinom (HCC)[48]. Die Wahrschein-
lichkeit der Manifestation dieser Komplikationen wird durch zusétzliche Infektionen
(z.B. mit dem Hepatitis C Virus (HCV) oder dem Humanen Immundefizienz Virus
(HIV)), Alkoholabusus oder Immunsuppression erhéht [160, 199, 66].
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IgM-anti-HBc [HBV DNA / [} 2
/ anti-HBe | HBeAq/ IS
| HB »
anti-HBs
» IgM -anti-HBc
| H AT 1
?123456789101112 ¢123456789101112
HBV Monate HBV Monate
Infektion Infektion

Abbildung 1.1: Verlauf des klinischen Erscheinungsbildes und der serologischen Para-
meter HBeAg, HBsAg, anti-HBc¢, anti-HBe und anti-HBs bei einer akuten (a) und einer
chronischen (b) HBV-Infektion. Aus [37]

1.1.2.4 Diagnose der HBV-Infektion

Die HBV-Infektion und ihre Stadien lassen sich serologisch mittels Enzym-gekoppelter
Antikorper-Untersuchungen (Enzyme linked Immunosorbent Assay, ELISA) gegen

die viralen Proteine HBs-Ag und HBe-Ag und durch den Nachweis von HBc-, HBs-

und HBe- Antikérpern diagnostizieren. In Fillen, bei denen diese serologischen Un-

tersuchungen nicht sensitiv genug sind, erméglichen hochsensitive molekularbiologi-

sche Methoden den Nachweis von HBV DNA. Mittels der Polymerasekettenreaktion

(Polymerase Chain Reaction, PCR) kann man einen sensitiven, qualitativen und

quantitativen Nachweis der aktiven HBV Infektion fiihren, obwohl diese HBsAg-

oder HBeAg-negativ serologisch stumm verlduft [143, 2, 118, 129, 26].

1.1.2.5 Therapie und Prophylaxe der HBV-Infektion

Die symptomatische Therapie der akuten und chronischen HBV-Hepatitis besteht in
leberschonendem Verhalten wie Bettruhe, Alkohol- und Medikamentenkarenz. Ku-
rativ kommt bei akuten Hepatitiden Interferon- (IFN-) o und bei der chronischen
Verlaufsform zusétzlich Polyethylenglykoliertes (PEG) IFN-a und das Nukleosidana-

logon Lamivudin zum Einsatz [63, 203].

Die IFN-Therapie der chronischen Hepatitis B wird iiber eine Dauer von 20-24
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Wochen durchgefiihrt. Thr Erfolg ist abhéngig von definierten Interferon-Prognose-
Faktoren (Konzentration der HBV DNA, Alter des Patienten, Immunsuppression,
Existenz der HBV pri-Core Mutante, Stadium der Leberzirrhose) und resultiert in
etwa 30-40% der Fille in einer Ausheilung der HBV-Infektion. In der Regel wer-
den 3x4,5 bis 3x6 x 10° IE/Woche subkutan (s.c.) verabreicht [63, 21]. Die nicht
unerheblichen Nebenwirkungen dieser Therapie, wie medikamenteninduzierte psych-
iatrische Komplikationen (Depression, Suizidalitéit), Depression des Knochenmarks
und die Induktion von Autoimmunerkrankungen, zwingen nicht selten zu einem Ab-
bruch der Therapie oder Reduktion der Dosis. PEGyliertes IFN-a ermd&glicht durch
seine siebenfach lingere Halbwertszeit im Plasma ein einfacheres Therapieregime

und langfristig hohere Wirkspiegel [21].

Neben der Interferon-Therapie ist seit 1999 in Deutschland die Therapie mit
dem Nukleosidanalogon Lamivudin zugelassen. Hierdurch soll mit dem aus der HIV-
Therapie stammenden Wirkstoff die Kontrolle der Virusreplikation durch Einbau
funktionsloser Nukleosidanaloga (Lamivudin) herbeigefiihrt werden [203]. Ziel der
Therapie ist es, die Viruslast bzw. die Virusreplikation im Organismus zu senken,
welche zum Beispiel durch eine Serokonversion von HBeAg zu anti-HBe erkennbar

wird.

Als weitere Therapieoption werden HBV Immunglobuline (Hyperimmunglobulin,
HBIG), besonders bei lebertransplantierten HBV-Infizierten, angewendet [199].

Die effizienteste, billigste und auf lange Sicht epidemiologisch wirksamste ,, The-
rapie” ist die Impf-Prophylaxe mit rekombinant hergestelltem HBs-Ag, wobei nach
Empfehlung der WHO besonders Kinder und Jugendliche geimpft werden sollen
[140, 95].

1.1.3 Das HBV Genom, HBV Transkripte und
HBYV Proteine

1.1.3.1 Das HBV Genom

Das HBV Genom wird im infektiosen Virion als etwa 3,2 Kilobasen (kb) grofes,
partiell doppelstringiges (vollsténdiger (-)Strang, inkompletter (4)Strang) DNA-
Molekiil nachgewiesen. Die Organisation des HBV Genoms ist sehr komplex und
setzt sich aus 4 iiberlappenden Leserahmen zusammen, die fiir die Oberflichenpro-
teine, das Kapsidprotein, das X-Protein und die HBV Polymerase kodieren (siehe
Abb. 1.2).
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Abbildung 1.2: Das HBV-Genom mit den offenen Leserahmen (Pfeile) fiir die Proteine
pri-Core/Core (pra-C/C), Polymerase (Pol), X-Protein und die Oberflichenproteine L, M
und S. Auf dem dufleren Kreis sind schematisch die regulierenden Elemente eingezeichnet:
Core-Promotor (CP), X-Promotor (XP), pra-S1-Promotor (pS1P), S-Promotor (SP) und
Enhancer 1 und 2 (Enhl,Enh2).

1.1.3.2 HBYV Transkripte und Proteine

HBV mRNA-Spezies

Im Kern der infizierten Zelle werden von der episomalen HBV cccDNA (covalently
closed circular DNA) folgende Transkripte hergestellt: pri-Core-, Kapsid- (Core)
und Polymerase- mRNA (3,5 kB), grofies Oberflichenprotein-Transkript (L-mRNA,
2,4 kB), mittleres (M-) und kleines (S-) Oberflichenprotein-Transkript (2,1 kB) und
X-Protein-Transkript (0,7 kB) [57].

Die prigenomische RNA (pgRNA)
Die Transkription des 3,5 kB (=1.1-fache Uberléinge) groBen pgRNA-Molekiils initi-
iert in der pria-Core/Core - Region. Die pgRNA stellt {iber einen reversen Transkripti-

onsschritt die genomische Matrize zur Generierung der viralen DNA dar.
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Das HBV pra-Core Protein

Aus dem pri-Core Protein (24 kDa) entsteht durch posttranslationale carboxyter-
minale Verkiirzung um 32-34 Aminosduren (AS) das HBeAg (16 kDa) [58, 23]. Im
Serum erscheint das HBeAg schon frith (e=early“, sieche Abb. 1.1) und spielt wahr-
scheinlich eine Rolle bei der Induktion der Immuntoleranz [145]. Es ist nicht Be-
standteil des infektiosen Virus [184].

Das HBV Kapsidprotein (Core)

Das Kapsid- oder Core-Protein (22 kDa) wird durch alternativen Translationsstart
von einem dem pri-Core folgenden AUG exprimiert. Es fungiert als virales Kapsid-
protein [24]. Durch die Proteinkinase C (PKC)-abhéngige Phosphorylierung kann es
wahrscheinlich die Ausschleusung von HBV Kapsiden steuern [90, 152]. Uber einen

positiven Riickkopplungsmechanismus auf den Enhancer 2 kann das Kapsidprotein
die HBV Replikation erhéhen [109].

Die HBV Polymerase (Pol)

Die HBV Polymerase (90 kDa) wird in einem zu pré-Core/Core alternativen Le-
serahmen von der 3,5 kb groflen mRNA translatiert. Sie besitzt eine RT- (reverse
Transkriptase), RNase H- und DNA-Polymerase - Aktivitit [57].

Das M- und das L- Oberflichenprotein

Der pri-S1-Promotor steuert die Produktion der Oberflichenproteine L (,large®, 39
kDa) und M (,,middle*, 33 kDa). Das M-Protein besitzt die Féhigkeit, Serumalbu-
min zu binden [133, 44]. Das L-Protein ist zur Bindung an einen bislang unbekannten
Wirtsrezeptor notig [103, 155, 165]. Zusétzlich reguliert das L-Protein die Konzen-
tration an nukledrer HBV-cccDNA (siehe 1.1.5.1) [194, 195, 120].

Das S-Oberflichenprotein

Der S-Promotor steuert die Expression des Hauptoberflichenproteins (24 kDa), das
serologisch auch als HBsAg (s= ,surface® = Oberfldche) nachgewiesen wird. Es stellt
einerseits den Hauptanteil an viralen Proteinen der dufleren Hiille des Virus dar, zum
anderen ist es Bestandteil nicht-infektioser HBsAg-Partikel.

Das HBV X-Protein (HBx)

Der X-Promotor steuert die Expression mindestens einer X-Protein - Spezies, da
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mehrere Startcodons im X-Gen-Leserahmen existieren. Fiir das X-Protein sind trans-
aktivierende Eigenschaften, die zur Expressionssteigerung oder -hemmung von vi-
ralen und zelluldren Proteinen fiihren, beschrieben [52, 134, 153, 176, 214]. Neben
direkten DNA-Bindungen sind auch Protein-Protein-Interaktionen und Wechselwir-
kungen mit der Proteinkinase C gezeigt worden [98, 131]. Dem HBV X-Protein wird
auBerdem eine besondere Rolle in der Hepatokarzinogenese durch seine repressiven
Effekte auf das pb53-Tumorsuppressorprotein und der damit verbundenen Apoptose-
blockade zugeschrieben [119, 168, 5, 214].

1.1.4 Regulation der HBV Transkription

1.1.4.1 Der HBV Core Promotor und Enhancer 2

Der HBV Core Promotor spielt eine zentrale Rolle in der HBV-Replikation, da er so-
wohl die Expression der pria-Core/Core - mRNA als auch der prigenomischen RNA
steuert (pgRNA, siehe 1.1.3.2; S. 14). Die 236 bp grofle Core Promotor- und Enhan-
cer 2 - Region (fcp, Volllinge Core Promotor =  full length core promotor*) befindet
sich am 3’-Ende des X-Genes (siehe Abb. 1.3). Der Volllinge Core Promotor kann
unterteilt werden in eine am 5’-Ende gelegene funktionelle Region mit einem regula-
torischen Element (URR = ,upper regulatory region®, groiter Teil des Enhancer 2
(Enh2)) und den am 3’-Ende befindlichen basalen Core Promotor (bcp=, basic core
promotor®) [223].

Das URR-Element hat verstirkenden Einflu auf den basalen Core Promotor
(bep). In dieser Region liegen die Bindungsstellen fiir die leberspezifischen
Transkriptionsfaktoren LEF (liver enriched factor), HNF1 (Hepatocyte nuclear
factor 1), HNF3, HNF4 und C/EBP (CCAAT /enhancer binding protein) [209,
88, 67, 130]. Der Enhancer 2, der einen grofien Bereich der URR einnimmt,
reguliert zudem den S- und X-Promotor [225, 224].

Im basalen Core Promotor (bcp) liegen 4 AT-reiche Sequenzen mit Homolo-
gie zur eukaryontischen TATA-Box. Die Transkription der pra-Core/Core -
mRNA kann in einer der drei am 5-Ende gelegenen TATA-&hnlichen Sequen-
zen initiiert werden [74]. An der vierten TATA-#hnlichen Region startet die
Transkription der pgRNA [222, 28]. Neben den oben erwéhnten leberspezifi-
schen Transkriptionsfaktoren binden hier vor allem ubiquitidr vorkommende
Faktoren, wie Spl und TBP (TATA-binding protein) [226].
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Mutationen im Bereich des Core Promotors haben in der Regel grofle Auswir-
kungen auf die Replikationskompetenz des HBV. Bestimmte Mutationen, z.B. an
den Positionen 1762 und 1764 (1762T,1764A - Doppelmutation) oder die 1896-
Stop-Punktmutation, fithren zur Repression der pri-Core - Expression und damit
zu serologisch HBeAg-negativen HBV-Infektionen. Diese Mutationen haben klini-
sche Bedeutung und werden bei chronischen oder fulminanten Verldufen beobachtet
[99, 159, 183, 25, 113, 114, 105].

1.1.4.2 Der Enhancer 1 (Enhl)

Dieses vor dem X-Gen gelegene Steuerelement (sieche Abb. 1.2, S. 14) erhoht die
Promotoraktivitét des Volllinge Core Promotors (fcp) um den Faktor 13 (eigene
Ergebnisse, siehe 3.7, S. 110). Spezifische Mutationen in diesem Bereich sind mit
einem schlechteren klinischen Verlauf assoziiert, was auf die Bedeutung des Enhl
fiir die HBV - Replikation hinweist [19]. Der Enhl beinhaltet Bindungsstellen fiir
die leberspezifischen Transkriptionsfaktoren C/EBP, HNF1, HNF3, HNF4, LEF,
RFX1, OCT-2 und AP1.

X-ORF

>
pra-Core/Core OI;F

1814

Enh2
1627 1774

URR BCP
NRE CURS
1613 1636 1742 1849

Abbildung 1.3: Schema des Enhancer 2 (Enh2) und des Core Promotors mit seinen Un-
tereinheiten URR (upper regulatory region), NRE (negative regulatory element), CURS
(core upstream regulatory sequence) und BCP (basic core promotor). Die Start- und End-
punkte der dargestellten Elemente beziehen sich auf die Position Eco-RI - Schnittstelle
= 1. Zur Orientierung sind die an dieser Stelle iiberlappenden Leserahmen des X-Gens
(X-ORF) und der Startpunkt des pria-Core/Core - Leserahmens (pri-Core/Core ORF)
dargestellt. Nach [105].
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Abbildung 1.4: (a) Elektronenmikroskopische Aufnahme von infektiosen und nicht-
infektiosen HBV-Partikeln. EM-Aufnahme: Dr. C.T. Bock (b) Schema des Replikations-
zyklus des HBV. Nach Virusaufnahme (1) in die Wirtszelle erfolgt das Entpacken und der
Import des HBV-Genoms in den Kern (2). Dort wird das partiell doppelstringige Genom
zur cccDNA | repariert” (3) und diese transkribiert (4). Die synthetisierten (5) Proteine
Core und Pol (Polymerase) bilden zusammen mit der pgRNA das HBV-Virion (6). Im
Virion wird die pgRNA zunéchst in (-)Strang DNA (RT-Schritt, 7) und diese in eine un-
vollstandige (+)Strang DNA ((+) Pol, 8) iibersetzt. Die cccDNA-Homdoostase wird durch
einen intrazelluliren Infektionsweg sichergestellt (9). Die Ausschleusung des Virions so-
wie der Oberflichenproteine und des HBeAg erfolgt iiber den konstitutiv sekretorischen
Signalweg (10).
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1.1.5 Der HBV - Replikationszyklus

1.1.5.1 Ausgangspunkt der HBV Replikation: die HBV cccDNA

Ausgangspunkt fiir die Transkription der verschiendenen viralen RNAs sind etwa 10-
20 Molekiile der HBV - cccDNA im Zellkern der infizierten Zelle [137, 211]. Dieser
Vorrat an HBV - cccDNA wird bei Zellteilungen (z.B. bei Regenerationsvorgéngen
der Leber) weitergegeben und stetig durch Recycling zytoplasmatischer Virus-DNA

aufrechterhalten (intrazelluldrer Infektionsweg) [152].

1.1.5.2 Kapsidbildung und Enkapsidierung der HBV pgRNA

HBYV Core lagert sich intrazelluldr und in vitro spontan zu Dimeren zusammen [228].
Ab einer bestimmten Schwellenkonzentration (ca. 1uM HBV Core Dimere) kommt
es zur Bildung intakter Kapside [187].

Zur Enkapsidierung der pgRNA bindet der N-Terminus der HBV-Polymerase am
5 gelegenen e-Bereich (Verpackungsstruktur) der pgRNA, wihrend der Carboxyter-

minus mit dem Core-Protein interagiert [106, 76].

1.1.5.3 Reverse Transkription und Replikation des HBV Genoms

Die enkapsidierte pgRNA ist terminal redundant und besitzt an beiden Enden den
e-Bereich und den ,, Direct Repeat“ 1 (DR1). Ein Tyrosin-Rest der HBV Polymerase
stellt die fiir die Polymeraseaktivitéit notwendige 3’-OH-Gruppe zur Verfiigung [210,
230]. Die reverse Transkripition der HBV pgRNA wird zunéichst am 5’-€ initiiert
und dann zum 3’-¢ verlagert. Von diesem Punkt aus wird der komplette HBV DNA
Minusstrang generiert. Gleichzeitig wird das pgRNA-Template bis auf den 5’-Rest
durch die RNaseH-Aktivitit der HBV Polymerase abgebaut [169, 193].

Primer fiir die Synthese des HBV-Plusstrangs ist der 5’-Rest der verbliebenen
pgRNA. Er wird an das 3’-Ende verlagert und bindet dort an den DR2 des Mi-
nusstranges [191]. Von hier aus startet die Synthese des Plusstranges, die vermutlich
durch dNTP-Verbrauch limitiert wird. Damit bleibt der Plusstrang unvollstindig
und es resultiert die fiir das HBV typische partiell doppelstringige Konfiguration
des Virusgenoms [221].
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1.1.5.4 Ausschleusung von reifen HBV Partikeln

Das HBV wird aus der Zelle iiber den konstitutiven Sekretionsweg (Endoplasma-
tisches Retikulum, Golgi-Apparat) ausgeschleust. Ohne die Oberflichenproteine S
und L ist eine Virusausschleusung nicht moglich [22, 206].

1.2 Die Hepatitis C Virus - Infektion (HCV)

1.2.1 Epidemiologische Bedeutung der HCV-Infektion

1.2.1.1 Epidemiologie und Risikogruppen

Es wird geschétzt, dass weltweit etwa 170 Millionen Menschen mit dem Hepatitis C
Virus infiziert sind [218, 117, 142]. Die Privalenz ist abhiingig von der Region: so
sind 0,01%-0,1% der Bevolkerung in Grofibritannien und Skandinavien, 0,2%-0,5%
in Australien und Westeuropa, 2% in den USA und bis zu 20% in Agypten HCV-
positiv [218]. 40% der chronischen Lebererkrankungen gehen auf eine HCV Infektion
zuriick [21].

Die Hauptrisikogruppen fiir eine Infektion mit dem HCV stellen Drogenabhéng-
ige, Gefangnisinsassen, psychisch Schwerkranke, Dialysepflichtige, Mehrfachtrans-
fundierte (z.B. Hdmophile) und Organtransplantierte dar [218, 162].

Die spiite Beschreibung des HCV im Jahr 1989 [34] und die bis dahin uneinheit-
liche Testung und Inaktivierung von Blutprodukten, belastete transfusionspflichtige
Patienten mit einem Risiko von 10% (1970) bis 3,8% (1986), an der damals als
,hon-A-non-B-Hepatitis“ bezeichneten Hepatitis C zu erkranken. Mit Hilfe verbes-
serter molekularbiologischer Detektionsmethoden (RT-PCR) ist es heute moglich,
das Risiko einer Transfusionshepatitis C auf 1:100.000 zu senken [21, 117].

1.2.1.2 Epidemiologie der HCV Genotypen

Das HCV kann in 9 iibergeordnete Genotypgruppen mit mehr als 80 Untergruppen
unterteilt werden. In den USA und Europa ist der Genotyp 1 vorherrschend (60-
70%), gefolgt von den Genotypen 2 und 3, die zu etwa gleichen Teilen bei 15-30%
der Infizierten gefunden werden (siche Abb. 1.5)[41, 116]. In Europa dominiert der
Genotyp 1b, der mit einem aggressiveren histo-pathologischen und klinischen Verlauf
assoziiert wird [144, 157].
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Abbildung 1.5: Die geografische Verteilung der HCV Genotypen 1-6. Aus [41]

1.2.2 Klinische Bedeutung und Krankheitsverlauf der HCV-
Infektion

1.2.2.1 Die Ubertragungswege des HCV

Die Infektion mit dem HCV erfolgt hauptséichlich {iber den Blutweg, mit geringerer
Wahrscheinlichkeit iiber die Schleimh&ute und iiber die Geburtswege [218]. Stichver-
letzungen an Injektionsnadeln HCV-RNA positiver Patienten haben ein geschitztes
Virusiibertragungsrisiko von 3-10% [112, 147].

1.2.2.2 Klinischer Verlauf

Nach einer Inkubationszeit von 15-160 Tagen (im Mittel 50) kann es zu milden
Symptomen einer akuten Hepatitis (Ikterus, Ubelkeit, Abgeschlagenheit) kommen.
Héufig bleibt die akute Infektion auch unerkannt [21]. Verglichen mit der HBV-
assoziierten Hepatitis kommt es bei einer HCV-Infektion zunéchst zu einem ausge-

sprochen milden Krankheitsverlauf.

Im Gegensatz zur HBV-Infektion entwickeln jedoch 80-90% der HCV-Infizierten
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einen chronischen Verlauf der HCV-Infektion. Bei 20-50% der chronischen HCV-
Hepatitiden entsteht nach durchschnittlich 10-20 Jahren eine Leberzirrhose und ein
hepatozelluldres Karzinom (HCC) [48]. Die fulminante Hepatitis ist mit 0,1% ein
seltenes Ereignis bei der HCV-Infektion [21].

Die Prognose scheint abhéngig vom HCV Genotyp. Wie bei HBV spielen auch
bei HCV noch zusétzliche Wirts- und Umweltfaktoren wie das Patientenalter, Im-
munsuppression, Alkoholabusus und Koinfektion (v.a. mit HIV und HBV)) ein Rolle
[170, 117].

1.2.2.3 Diagnose der HCV-Infektion

Die akute HCV-Hepatitis kann bei hohen Transaminasenwerten (GOT>20 U/l)
durch serologische Tests auf anti-HCV-Antikorper (Test auf Antikorper gegen das
Kapsid und die Nichtstruktur-Proteine 3, 4 und 5) diagnostiziert werden. Beson-
ders bei Patienten mit Kryoglobulindmie (bei 4°C prézipitierende Immunglobuline;
Kryoglobulindmie wird bei 50% der HCV-Infizierten nachgewiesen) und Immunsup-
primierten (HIV Koinfektion!) kommt es bei diesen Untersuchungen jedoch hiufiger
(>10%) zu falschnegativen Befunden [117].

Deshalb werden die serologischen Untersuchungen zunehmend mit hoch-sensitiven
molekularbiologischen (reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)) Verfahren kombi-
niert. Die Nachweisgrenze liegt bei ,nested“ RT-PCR Untersuchungen unter 100
RNA-Kopien pro Milliliter Serum [197, 143]. Die quantitative RT-PCR erméglicht
zusétzlich eine Verlaufskontrolle der HCV-Infektion und damit eine eventuelle Mo-
difikation der Therapie [15, 87].

Uber die direkte Sequenzierung der Referenzregionen 5-UTR, E1 und NS5B des
HCV Genoms und dem Abgleich mit der Datenbank wird die Identifikation des
HCV-Genotyps ermoglicht. Dieser spielt in der Entscheidung fiir das zu wéhlende
Therapieschema eine wichtige Rolle [161].

1.2.2.4 Therapie der HCV-Infektion

Interferon-a (IFN-«) kann bei 40% der akut HCV-Infizierten das Fortschreiten in

den chronischen Krankheitsverlauf verhindern.

Bei 50% der chronisch HCV-Infizierten kann durch eine 6-monatige IFN-a-Mono-

therapie eine Normalisierung der Transaminasen, bei 30% ein Absenken der HCV
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RNA unter die Nachweisgrenze molekularbiologischer Detektionsverfahren erreicht
werden. Nach Absetzen der Therapie kommt es jedoch in der Regel zu Riickfillen,
so dass mit diesem Therapieschema hochstens 10% der therapierten chronisch HCV-

Infizierten als geheilt betrachtet werden kénnen [161].

Bei Riickfillen sowie bei den HCV-Genotyp l-infizierten Patienten fiihrt man
eine Kombinationstherapie mit hochdosiertem IFN-a und dem Guanosin-Analogon
Ribavirin durch. Mit diesem Therapieregime sind bis zu 40% der Patienten in Re-
mission zu bringen [141, 208, 161].

Die Riickfallrate kann auflerdem durch Verwendung von Polyethylenglykolier-
tem (PEGyliertem) IFN-«, einem Préparat mit langerer Halbwertszeit und besserer
Bioverfiigharkeit, gesenkt werden [38, 93, 68].

Bei dekompensierter Leberzirrhose wird die orthotope Lebertransplantation (OLT)
mit anschliefender IFN-a—Ribavirin - Therapie durchgefiihrt [179, 82, 21].

Alternativ zu den beschriebenen Therapieschemata befinden sich weitere anti-
virale Substanzen wie Amantadin, Micophenolat, a1-Thymosin, Maxamine sowie
HCV-Protease-, HCV-Helikase- und HCV-Polymeraseinhibitoren in klinischer Er-
probung [82]. Weiterhin werden gentechnische Ansitze (DNA-Vakzinierung, ,, Anti-
sense“ RNA) zur Impfprophylaxe gegen HCV gepriift. Ziel ist die Stimulation von
zytotoxischen und T-Helfer-Zell - Antworten gegen die HCV-Proteine NS3 und Core
[64, 9, 138].

1.2.3 Das HCV Genom und seine Produkte

Das Hepatitis C Virus gehort zur Familie der Flaviviridae. Hierzu gehoren auch das
Gelbfieber- und das Hepatitis G Virus (GBV-C). Das umbhiillte HCV Viruspartikel
enthilt die ca. 9600 bp lange Plusstrang RNA, die fiir das HCV Polyprotein kodiert.
Dieses Polyprotein wird durch zelluldre Signalpeptidasen und virale Autoproteasen
in Struktur- (Core, E1, E2, p7) und Nichtstrukturproteine (NS2 bis NS5) gespalten
(sieche Abb. 1.6).
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Abbildung 1.6: Schema des HCV Genoms und des Polyproteins (C-NS5B). Die aus dem
Polyprotein durch die zelluldre Signalpeptidase (SP), die NS2-NS3-Autopeptidase und
NS3-Protease gespaltenen Proteine sind dargestellt. (*) bezeichnet die Spaltstelle der p21
Core Variante. Nach [13].

Nachfolgend sind die Funktionen der Einzelproteine des HCV Polyproteins auf-

gelistet:

HCYV Protein AS[42] Funktion

Core 1-191 Nukleokapsid, Transaktivator, Translationsregula-
tion, Apoptoseschutz [142]

E1l 192-383 Hiill-Glycoprotein [43]

E2 384-746 Hiill-Glycoprotein [43], CD81-Ligand [198], , Es-
cape“-Funktion vor der Immunantwort des Wirts
durch die hypervariablen Regionen 1 und 2
(HVR1,HVR?2) [94]

p7 747-809 Membrananker im Endoplasmatischen Retikulum
(ER) [148]

NS2-NS3 810-1026  NS2-NS3-Autopeptidase: spaltet die Peptidbin-
dung zwischen NS2 und NS3 [61]

NS3 1027-1657 Serin Protease (AS 1-180) [12], RNA Helikase (AS
181-631), Nukleosidtriphosphatase

NS4A 1658-1711 NS3 Kofaktor [51, 12], NS5A Phosphorylierungs-
kofaktor [10]

NS4B 1712-1972 Membrananker fiir Replikase-Komplex und Virus-
ausschleusung [47]

NS5A 1973-2420 Interferon-Resistenz [49]

NS5B 2421-3010 RNA-abhiingige RNA-Polymerase (“RNA depen-

dent RNA polymerase“, RdRp) [14]
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1.2.3.1 Nichttranslatierte Regionen

Im HCV-Genom existieren am 5~ und am 3’-Ende nichttranslatierte Regionen (,,Un-
translated Region®“, UTR). Sie spielen eine Rolle bei der Translationsinitiation und
-modulation (siehe 1.2.5.2, S. 27). Bedingt durch diese wichtigen Funktionen stellen

diese Regionen die am hochsten konservierten Bereiche im HCV Genom dar.

1.2.4 Das HCV Core Protein

1.2.4.1 Synthese und Dominen des HCV Core Proteins

Das HCV Core Protein wird nach der initialen Translation des HCV-Polyproteins
durch die Signalpeptidase nach der Aminosidure- (AS-) Position 191 sowie an einer
weiteren Stelle zwischen AS 174 und 191 abgespalten. Daraus resultieren Proteine
mit einem Molekulargewicht von etwa 23 kDa (p23) und 21 kDa (p21) [217, 62, 81].
Beim HCV Genotyp 1 und bei der Expression von HCV Core Transfektionskonstruk-
ten ohne E1-Anteil entsteht auBerdem noch ein pl6-Protein (C-terminal trunkiert)
[127, 126].

Von der Aminosidurenzusammensetzung ausgehend kann das Core Protein in drei
Dominen unterteilt werden. Doméne 1 (AS 1-122) enthélt basische Aminoséurere-
gionen und stellt wahrscheinlich den ,,Funktionskern“ (RNA-Bindung [178], Oligo-
merisierung [139], Proteininteraktionen) dar. Doméne 2 (AS 123-174) und Doméne 3
(AS 175-191) sind wesentlich hydrophober und dienen vermutlich der intrazelluléren
Lokalisation [196], Assoziation mit Apolipoprotein AIl (einem HDL-Bestandteil) [11]
und der Oligomerisierung (Kapsidbildung) [139, 156] von HCV Core. Doméne 3 stellt
die Erkennungssequenz fiir die Signalpeptidase dar [142].

1.2.4.2 Intrazellulire Lokalisation des HCV Core Proteins

Von elektronenmikroskopischen Untersuchungen weifl man, dass das HCV Core Pro-
tein hauptséichlich auf der zytoplasmatischen Oberfliche des Endoplasmatischen Re-
tikulums (ER) lokalisiert ist [178, 150]. Im Zytoplasma findet eine Prozessierung der
p23-Variante zu p21 statt. Im Zellkern kann das HCV Core Protein als p21 und p16,
jedoch in einer anderen Konformation als die zytoplasmatischen Formen, nachge-
wiesen werden [217, 126].
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1.2.4.3 HCV-Kapsidbildung

Das HCV Core Protein bildet das Kapsid des 55-65 nm groflen sphérischen HCV-
Partikels [83]. Der Zusammenbau der HCV Virionen an intrazelluliren Membranen
ist Folge von Konformationsdnderungen im Core Protein, welche mit einer zuneh-

menden Proteinase-Resistenz einhergehen [17, 108]. Ausléser der Faltbewegungen
im Molekiil ist vermutlich die Bindung an HCV RNA [108, 107].

1.2.4.4 Beeinflussung zellulidrer Signalwege durch das HCV Core
Protein

Das HCV Core Protein kann durch bisher wenig gekldrte Mechanismen Einfluf} auf

eine Reihe von zelluldren Signalkaskaden nehmen:

1.2.4.4.1 Der Einflufl des HCV Core Proteins auf den Zellzyklus

HCV Core reprimiert das Retinoblastoma-Protein (pRb) und fiithrt damit zu ei-
nem Anstieg des durch pRb-inaktiv gehaltenen E2F-Proteins. E2F ist der zelluldre
Faktor fiir den Ubertritt aus der G1- in die Synthese- (S-) Phase [32]. Ebenso sind die
fiir die Durchfiihrung der S-Phase bedeutsamen Cyclin E Konzentrationen und as-

soziierte Kinaseaktivitdten erhoht [33]. Dies spricht fiir eine proliferationsfordernde
Eigenschaft von HCV Core.

1.2.4.4.2 Apoptosebeeinflussung durch das HCV Core Protein

Sowohl der durch duflere Stimuli getriggerte TNF-a (Tumor Nekrose Faktor «/) als
auch der durch akkumulierende DNA-Fehler gestartete interne Apoptoseweg schei-
nen durch HCV Core beeinfluBt zu werden. Uber eine Komplexbildung des HCV
Core Proteins mit dem TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1) [36] kommt es zu signifikant
erhohten NF-xB (Nukledrer Faktor kB) - Werten [220], die apoptoseprotektiv wir-
ken. Abhéngig davon, ob HCV Core im Zellkern oder im Zytoplasma vorliegt, kommt
es zu einer Repression oder zu einer Steigerung des zelluldren p21-Proteins (Apopto-
seinduktor bei DNA-Schiden) [215, 89]. Auch weitere Apoptoseinduktoren, wie z.B.
p53 und c-fos, werden wahrscheinlich durch HCV Core inhibiert [173, 172].

1.2.4.4.3 Storung des MAPK-Signalwegs durch HCV Core

Einige Arbeiten belegen, dass der fiir die Steuerung vieler Proteinkinasen wichtige
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MAPK (Mitogen-activated Proteinkinase) Signalweg durch HCV Core iiber Wech-
selwirkungen mit der Raf-1-kinase stimuliert wird [50, 55, 8]. Dies demonstriert

wiederum die proliferationsférdernde Eigenschaft des HCV Core Proteins.

Diese Ergebnisse sprechen fiir einen wesentlichen Einflul des HCV Core Pro-
teins auf die Zellproliferation. HCV Core kann sowohl externe als auch interne
Apoptosesignale abschwiichen und auf diesem Weg zur Chronifizierung der Infektion
(,Escape“ vor den zytotoxischen T-Zellen) und zum Progress der Lebererkrankung,

mit der Entwicklung zum HCC, beitragen.

1.2.4.5 Interaktionen von HCV Core mit den anderen HCV Proteinen

Das HCV Core Protein kann mit dem HCV E1 (Envelope) Protein in den Membra-
nen des Endoplasmatischen Retikulums (ER) interagieren. Dabei ist E1 lumenseitig

und Core zytoplasmatisch, perinukleér lokalisiert. Die Bindung findet bei Core zwi-

schen den AS 151-173 (Carboxyterminus) und bei E1 zwischen den AS 370-380
(Carboxyterminus) statt. Damit konnen HCV Core Spezies, die kleiner als 151 AS
(p16) und primér intranukleér lokalisiert sind, keine Bindung mit E1 eingehen [128].

Interaktionen mit anderen HCV Proteinen aufler E1 konnten bisher nicht gezeigt
werden [142].

1.2.5 Der HCV Replikationszyklus

1.2.5.1 Virusaufnahme in die Zelle

Der CD81- und der Low-Density-Lipoprotein-Rezeptor (LDL-R) wurden als zelluldre
Rezeptoren fiir HCV beschrieben [198, 180, 13, 149]. Die Erkennung und Bindung an
CD81 finden an zwei unterschiedlichen Stellen im HCV E2-Protein statt und haben
eine vom Virustyp (la oder 1b) abhéngige Kinetik [174]. Die Internalisation des
HCV Partikels geschieht vermutlich iiber Endozytose (siehe Abb. 1.7, b.1). Genauere
Daten liegen bislang nicht vor [198, 180].

1.2.5.2 Die Translation des HCV Genoms

Nach der Aufnahme und dem Entpacken kann die HCV RNA sofort an den Mem-
branen des rauhen endoplasmatischen Retikulums (ER) translatiert werden (siehe
Abb. 1.7, b.2-4). Ermoglicht wird dies durch die am duflersten 5’-Ende (5’-UTR) des
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HCV-Genoms gelegene 341 Basen lange Ribosomenbindungsstelle (,, Internal Ribo-
somal Entry Site“, IRES). Sie ersetzt das 5’-Cap eukaryontischer mRNA und den
eukaryontischen Translationsfaktor 4 (,eukaryotic initiation factor 4%, eIF4) [100].
Die Translationseffizienz wird durch die ersten 100 Basen des folgenden HCV Core
Gens und durch die 3’-UTR noch gesteigert [132, 85]. Eine negative Regulation der
IRES durch das HCV Core Protein ist beschrieben [121].

1.2.5.3 HCYV RNA-Replikation

Die Amplifikation des viralen Genoms wird durch die RNA-abhéngige RNA-Polymerase
(RdRp) NS5B bewerkstelligt, die zusammen mit den Proteinen NS3, NS4, NS5A
und vermutlich auch zelluldren Proteinen einen Replikase-Komplex am endoplasma-
tischen Retikulum (ER) bildet (siche Abb. 1.7, b.5) [47, 73, 84].

NS5B katalysiert sowohl die Produktion von Minus- als auch Plusstrang RNA
(im Verhéltnis 1:10). Die Polymeraseaktivitit kann in vitro Primer-abhéngig (hierbei
dient die 3’-UTR als Primer) und Primer-unabhiingig ablaufen [14]. NS5B bindet
bevorzugt am 3’-Ende seiner kodierenden Sequenz [101]. Dies stellt eine Selekti-
onsmoglichkeit gegen defekte HCV Genome dar [158].

Eine Fehlerrate von ungefihr 10~* und eine Produktion von etwa 10'? Virionen
pro Tag (etwa 50 Partikel pro Leberzelle bei 10% infizierten Hepatozyten) fiihren
zu einer schnellen Generierung von Virusvarianten, die als Quasispezies bezeichnet
werden. Das Viruspartikel besitzt im peripheren Blut eine Halbwertszeit von 3-5
Stunden [154].

1.2.5.4 Ausschleusen aus der Zelle

Der Zusammenbau des Hepatitis C Virions ist in Abschnitt 1.2.4.3, S. 26 beschrie-
ben. Die HCV Kapside mit einem Durchmesser von etwa 30 nm binden an die
extraluminale Seite des ER und stiilpen sich mit der ER-Membran (,Budding®) in
das ER-Lumen (siehe Abb. 1.7,a und b.6-7), womit sie ihre endgiiltige GréBe von
ca. 50-60 nm erhalten [17].

Die Ausschleusung des Virions geschieht wahrscheinlich {iber den konstitutiv se-
kretorischen Signalweg durch Assoziation mit den im ER retinierten HCV Proteinen
E1 und E2. Méglicherweise sind weitere virale Proteine (z.B. p7) und zellulire ,, Kom-
ponenten® (z.B. N-Glykosylierung) fiir das Ansteuern des Golgi-Apparates notig
(siehe Abb. 1.7, b.8-9) [17, 13, 136, 181].
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Hepatozyte

NS3-NS5B-Replikase

Abbildung 1.7: (a) Das ,,Budding* eines rekombinanten HCV-Partikels in das Lumen (lu)
des Endoplasmatischen Retikulums. ¢ = Zytoplasma. Elektronenmikroskopische Aufnah-
me aus [17]. (b) Schema der HCV Replikation. Nach endozytotischer Virusaufnahme (1)
in den Hepatozyten erfolgt die pH-abhiingige Verschmelzung mit den Vesikelmembranen
(2) und das Entpacken der HCV Plusstrang-RNA (3). Diese wird sofort von den Riboso-
men am Endoplasmatischen Retikulum (ER) translatiert und das entstehende Polyprotein
prozessiert (4). Die HCV-Proteine bleiben mit den Membranen des ER assoziiert. Die von
der HCV-Replikase NS3-NS5B produzierte Plusstrang-RNA (5) bindet an das HCV Core
Protein (C), welches darauf polymerisiert (6) und die Virusmorphogenese in den Vesikeln
(,Budding®) startet (7). Es erfolgt die Glykosylierung der Oberflichenproteine E1 und E2
(8) und die Ausschleusung der Virionen (9).
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1.3 HBV-HCYV - Koinfektion

1.3.1 Epidemiologische Bedeutung

Weltweit ist davon auszugehen, dass 10-20% der chronisch HBV-Infizierten zusétz-
lich HCV-positiv sind [71, 122]. Es gibt jedoch bestimmte Risikogruppen, in denen
die Inzidenz der HBV-HCV-Koinfektion wesentlich hoher ist, als in der untersuch-
ten Gesamtpopulation. So kann die Rate bei Drogenabhéngigen/Polytoxikomanen
um ein Vielfaches hoher liegen. Spanische Drogenabhéngige sind beispielsweise in
42,5% der Fille positiv fiir eine HBV-HCV Koinfektion, wihrend sich eine Monoin-
fektion mit HBV oder HCV nur bei 13% nachweisen 148t [160]. Betrachtet man nur
die Dogenabhéngigen mit der Diagnose einer akuten Hepatitis B, so sind in diesem
Kollektiv sogar 93,6% HCV-positiv [175].

Eine besondere Schwierigkeit fiir die Interpretation epidemiologischer Daten ist
das Auftreten HBsAg-negativer Verldufe unter einer HBV-HCV-Ko- oder Superin-
fektion. Diese Beobachtung ist erst durch die hoch-sensitive molekularbiologische
Erregerdiagnostik (z.B. PCR) moglich geworden. Chronisch HCV-Infizierte sind in
hohem Anteil zwar HBsAg negativ (serologisch stumm), aber HBV DNA positiv
(9,2%-86,7%, je nach untersuchter Population) [167, 96, 192, 56, 205, 118]. Es konn-
te gezeigt werden, dass es im Verlauf der HBV-HCV-Koinfektion zum Abfall der
HBsAg Konzentration im Serum kommt [146].

Es ist also davon auszugehen, dass die Priavalenzrate der HBV-HCV-Koinfektion
noch nach oben korrigiert werden muss. Bei einem Grofiteil dieser Patienten wird
die HBV Infektion nur durch die PCR diagnostiziert werden kénnen [118, 26].

Widerspriichlich diskutiert wird in der Literatur, welches Virus die dominierende
Rolle bei der Doppelinfektion iibernimmt. Einige Arbeitsgruppen kommen zu dem
SchluB, dass HBV durch HCV reprimiert wird [39, 65, 167], andere dagegen sehen
das HBV als Suppressor auf die HCV-Replikation [96]. Moglich ist auch, dass das
superinfizierende Hepatitisvirus (B oder C) das persistierende Hepatitisvirus (B oder
C) kontrolliert [123].
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— HCC 7, fulminante Hepatitis T
HBV + HCV

Koinfektion —> stumme (HBsAg negativ) HBV-Infektion

—*> qeringerer Effekt der IFN-Therapie

Abbildung 1.8: Synopsis der klinischen Problematik der HBV-HCV Koinfektion

1.3.2 Klinische Bedeutung und Krankheitsverlauf der HBV-
HCV-Koinfektion

1.3.2.1 Risikogruppen und Ubertragungswege

Die Risikogruppen und mégliche Ubertragungswege fiir eine HBV-HCV-Koinfektion
sind nahezu identisch (siehe 1.1.2, S. 10 und 1.2.2, S. 21). So kann davon ausgegangen
werden, dass bei ldngerer Zugehorigkeit zu einer Risikogruppe die Wahrscheinlichkeit

einer Koinfektion steigt [160].

1.3.2.2 Klinischer Verlauf der HBV-HCV-Koinfektion

Die meisten Publikationen berichten von einem schlechterem Verlauf der Koinfek-
tion mit dem Hepatitis B und Hepatitis C Virus, verglichen mit der jeweiligen
Monoinfektion. Die Pathologie der chronischen Koinfektion ist gegeniiber der Mo-
noinfektion charakterisiert durch erhohte Serum-Glutamat-Pyruvat-Transaminase
(GPT) - Aktivitédten und stérkere lobulére Entziindung und Fibrosierung der Leber
[192, 122, 56, 115, 212, 167].

Zudem wird ein geringerer Effekt der IFN-Therapie sowie ein erhohtes Risiko
der Leberzirrhose- und HCC-Entwicklung beobachtet [164, 229, 212, 167]. In der
Prognose ist die HBV-HCV-Koinfektion mit einem kumulativen 10-Jahres-Risiko
fiir eine HCC-Entwicklung von 45% gegeniiber der chronischen HBV- (16%) oder
HCV-(28%) Monoinfektion behaftet [30]. Weiterhin werden etwa 5-10 mal hiufiger

fulminante Hepatitiden als bei der jeweiligen Monoinfektion beobachtet [35].

In einigen Studien zur Prognose der Patienten nach Lebertransplantation pro-
fitieren die Patienten sogar von der Koinfektion mit dem HCV im Gegensatz zu
HBV-Monoinfizierten [79, 200]. Die Mechanismen, die zu den unterschiedlichen kli-
nischen Verldufen fiihren, sind jedoch bislang unbekannt [91, 96, 190].
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1.3.2.3 Therapie der HBV-HCV-Koinfektion

Bisherige Studien zur Therapie der HBV-HCV - Koinfektion haben gezeigt, dass
eine 6-monatige Hochdosis-IFN« - Therapie zur Remission und histologischen sowie
klinischen Besserung fiihren kann [207]. AuBlerdem erreicht die Ribavirin- und IFN-
Kombinationstherapie dhnliche Ergebnisse bei der HBV-HCV-Koinfektion wie bei
der HCV - Monoinfektion. Durch die Suppression des HCV kann es jedoch hierbei
zu einem Wiederaufleben der HBV-Infektion kommen [124].

1.3.3 Pathogenese der HBV-HCV-Koinfektion

Immunantwort
gegen HBV-Antigened

Auftreten von
neuen HBV-Mutanten

HBV + HCV | —
\A

Koinfektion
HCV fore
Repression von Interaktion mit Storung zellularer
HBV-Promotoren HBV-Proteinen Signalwege
und Enho@/
zytopathischer Blockade der Apoptosed
Effekt ? HBV - Enkapsidierung

HCV - ReplikationT ?

Abbildung 1.9: Synopsis moglicher bedeutsamer pathogenetischer Faktoren der HBV-
HCV Koinfektion.
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1.3.3.1 Molekularpathologische Ergebnisse

Die HBV Core Expression ist in Leberbiopsien bei HBV-HCV-Koinfizierten ge-
geniiber Monoinfizierten erniedrigt [65]. Ob HBV und HCV in der selben Leberzelle
gleichzeitig prasent sind, wird kontrovers diskutiert. Bisher wurden strikte Respek-
tion der Lappchengrenzen und getrennte Infektion der Zelle [216], aber auch diffuse
Verteilung und Koinfektion der Zellen beobachtet [205].

1.3.3.2 Verdnderung der Immunantwort unter der Koinfektion

Bei der HBV-HCV-Koinfektion kommt es zur Abschwéchung der zelluldren Immun-
antwort gegen HBV Antigene, nicht jedoch gegen HCV Antigene [204]. Das gleiche

Phénomen kann auch bei der humoralen Immunantwort beobachtet werden [182].

1.3.3.3 Verédnderung der HBV-Biologie unter der HBV-HCV-Koinfektion

Durch gezielte Sequenzanalysen der HBV Core Promotor-, Gen- und Enhancer - Re-
gionen konnte eine erh6hte Wahrscheinlichkeit des Auftretens von HBV Mutationen
bei Koinfektion mit HCV festgestellt werden. Dabei handelt es sich vor allem um ei-
ne HBV-Mutante mit einer 8-Nukleotid-Deletion im terminalen X-Gen (1770-1777),
welche zu einem von 154 AS auf 134 AS trunkierten Protein fiihrt [205]. Deswei-
teren ist eine neue HBV Core Promotor Mutante (T1802C/T1803G) in 80% der
Koinfizierten (verglichen mit 10% bei HBV-Monoinfizierten) nachgewiesen [92].

1.3.3.4 Verédnderung der HCV Biologie unter der HBV-HCV-Koinfektion

Serologische Daten legen nahe, dass HCV vom Verstummen der HBV-Infektion ,,pro-
fitiert“: es kommt zum Anstieg der HCV RNA im Serum [205, 56, 166]. Die Mecha-

nismen, die zu diesem Phénomen fiihren, sind noch unklar.

1.3.3.5 Direkte Effekte von HCV Proteinen auf HBV Enhancer- und
Promotor-Elemente

Nur wenige direkte Interaktionen von HCV Proteinen mit HBV cis-Elementen (Pro-
motoren, Enhancer) sind bisher beschrieben. In in-vitro Experimenten konnte gezeigt
werden, dass das HCV NS2 Protein HBV Promotoren und Enhancer reprimieren

kann [46]. Von dem HCV Core Protein ist beschrieben, dass es in Zellkulturexperi-
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menten die HBV Enhancer 1 und 2 reprimiert und dadurch die Transkription und
Translation der HBs-, HBe- und HBe- Antigene um etwa 50% reduziert [186, 188, 29].

1.3.3.6 Beeinflussung des HBV Replikationszyklus durch das HCV Core
Protein

Bisher konnte nur fiir das HCV Core Protein ein Einflufl auf den HBV Replikations-
zyklus gezeigt werden. Als Ergebnis dieser Untersuchungen war eine etwa 14fache Re-
duktion der HBV pgRNA Verpackung beobachtet worden [188]. Der Mechanismus,
der hinter dieser Interaktion steckt, ist eine Komplexbildung des HCV Core Proteins
mit HBV X- und HBV Polymerase-Proteinen und mit dem e-Verpackungssignal der
HBV pgRNA. Damit werden wichtige Bindungsstellen der HBV pgRNA blockiert
und der Reifungsprozefl des HBV erheblich gestort [29].

1.3.3.7 Interaktion des HCV Core Proteins mit dem HBV X-Protein
(HBx)

Sowohl HBx als auch HCV Core konnen Einflufl auf zelluldre Signalwege nehmen. Es
konnte festgestellt werden, dass HBx und HCV Core synergistisch die zelluldre p21-
Transkription, moglicherweise durch Bindung an das TGF-3 Responsive Element
und an die Spl- Bindungsstelle des p21-Promotors, reprimieren kénnen. Daraus re-
sultiert eine Verhinderung des zelluldren Apoptoseprogramms, wobei als Folge die
Zellproliferation stimuliert wird. Durch diesen Mechanismus sind eine Reihe zellbio-

logischer Grundlagen gegeben, die zur HCC-Entwicklung fiithren kénnen [69].

Eine weitere Interaktion zwischen dem HBx und dem HCV Core Protein kann
durch Aktivierung von NF-xB iiber den TNF-R1 Signalweg erfolgen und einen zy-
toprotektiven, anti-apoptotischen Effekt ausiiben [102]. Dies kann zu einer erhdhten
Resistenz gegeniiber einer T-Zell-Antwort des Immunsystems und damit zu einem
chronischen Verlauf der HBV-HCV-Koinfektion fiihren.

Es ist in Zellkulturexperimenten gezeigt worden, dass das HCV Core Protein
seinen repressiven Effekt auf die HBV Replikation nur in Anwesenheit des HBx Pro-
teins ausiiben kann. Ob dies nun von einer Komplexbildung HCV Core — HBx oder
eher einer synergistischen Wirkung auf die bereits angesprochenen Signalkaskaden
abhingt, konnte bisher nicht abschlieend geklért werden [29].
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1.3.3.8 Funktionelle Bereiche des HCV Core Proteins mit repressiver
Wirkung auf die HBV Replikation

AS: 1 123 175
Doma-
Domadne 1 Domdne 2 ne 3
HCV Core
P
;'EV- ression: T
PP : EEE
Phospho- T T T
rylierung: = = =
yl o) A E 3
=
O

Abbildung 1.10: Schema des HCV Core Proteins mit seinen Domé&nen und den
durch Mutagenese ermittelten, fiir die HBV Suppression wichtigen Aminosdureposi-
tionen (AS): P=PKC-abhingige Transkriptions- und Enkapsidierungsrepression (AS
101), T=Transkriptionsrepression (AS 104,113,114,115), E=Enkapsidierungsrepression
(AS 113,114,115). Die ermittelten Phosphorylierungspositionen durch die Proteinkinasen
A und C (PKA/PKC) an den Positionen Serin 53 (Ser-53), Ser-99 und Ser-116 sind ein-
gezeichnet. Aus [189, 29]

Durch Mutagenese konnten in Zellkulturexperimenten funktionelle Bereiche in-
nerhalb des HCV Core Proteins identifiziert werden (siche Abb. 1.10). Die repressive
Aktivitdt des HCV Core Proteins auf die HBV-Replikation liegt im C-Terminus der
Domaine 1 [188]. Unter den Aminosdurepositionen (AS) 101 bis 122 gibt es Bereiche,
die selektiv nur die HBV Proteinexpression (AS 104) oder aber die HBV Proteinex-
pression und Enkapsidierung (AS 101,113,114,115) blockieren [29].

Die HBV-Replikationsrepression durch das native HCV Core Protein ist dabei
abhingig von Proteinkinase A und C (PKA/PKC) katalysierten Phosphorylierungen
an den Serinresten Ser-99 und Ser-116. Diese Phosphorylierungen erfolgen aber nicht
am kompletten HCV Core Protein, sondern nur am C-terminal trunkierten (AS
122). Eventuell fiihrt eine vorangehende PKA- Aktivierung des HCV Core zu einer
Auffaltung des Proteins und damit zu einer Exposition fiir die PKC [189].

Alle genannten Effekte des HCV Core Proteins lieen sich bei der Kotransfektion
mit einem Voll-Lénge HCV Genom reproduzieren [29].
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die Koinfektion mit dem Hepatitis B und C Virus fiihrt zu einer Aggravation der
Komplikationen chronischer Hepatitiden wie Leberzirrhose, Hepatozelluldres Kar-
zinom und fulminanter Hepatitis. Als Folge der Koinfektion kann es héufig zum
, Verstummen* der HBV-Infektion kommen. Ziel dieser Arbeit waren funktionelle
Untersuchungen der Interaktion des HCV Core Proteins mit der HBV Replikation,
um die Interferenzmechanismen bei der Koinfektion von HBV mit HCV aufzudecken,

die zu einem komplikationsreichen Verlauf der Hepatitis fithren konnen.

Fiir die HBV Replikation sind folgende Abschnitte von besonderer Bedeutung:
Homoostase der nukleiren HBV cccDNA, Transkription der HBV pgRNA, Expres-
sion des HBV Core Gens, Enkapsidierung und Ausschleusung des HBV Virions.
Um diese Schritte des HBV Replikationszyklus unter dem Einflu} des HCV Core

Proteins zu untersuchen, wurden folgende Teilprojekte durchgefiihrt:

1. Vorarbeiten

(a) Etablierung von quantitativen PCR - und RT-PCR - Systemen zur Ana-
lyse der HBV RNA, enkapsidierten HBV DNA, HBV cccDNA und HCV
Core RNA

(b) Klonierung von HBV Vektoren und HCV Core Konstrukten
(c) Darstellung der HCV Core Expression auf RNA- und Protein-Ebene sowie

Lokalisation im Fluoreszenzmikroskop
(d) Erarbeitung eines Kotransfektionsprotokolls und Standardisierungssystems
fiir Reporterassays und quantitative PCR-Analysen
2. Einflu3 des HCV Core Proteins auf die HBV Transkription
(a) Analyse der Anderung der Transkriptionskontrolle des HBV Core Pro-
motors und Enhancers 1 und 2 unter HCV Core - Einfluf}
(b) Validierung der Reporterassays im replikativen HBV-System

(c¢) Analyse der direkten/indirekten Interaktion des HCV Core Proteins mit

den HBV Enhancer - und Core Promotor - Regionen
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3. Einflufl des HCV Core Proteins auf die HBV Reifung

(a) quantitative Analyse der Verdnderung des Verhiltnisses enkapsidierter
intrazelluldrer HBV Vorldaufer-DNA versus HBV DNA extrazelluldrer Vi-

rionen unter Einflufl des HCV Core Proteins

(b) Messung der Verdnderung des intranukleiren HBV cccDNA-, Pools“ un-
ter Einflul des HCV Core Proteins

(c¢) Bestimmung der Verdnderung von intrazelluldren und sezernierten HBe-
und HBs- Antigenen unter Einflufl des HCV Core Proteins

(d) Berechnung des Ortes der stirksten Akkumulation von HBV bei Koex-

pression von HCV Core



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Medien, Loésungen und Enzyme

Alle Losungen und Puffer wurden mit bidestilliertem Wasser (dH,O, Fa. Millipore)
angesetzt. Hier nicht aufgefiihrte Puffer oder Losungen sind bei der Beschreibung
der jeweiligen Methode gesondert angefiihrt. Soweit erforderlich, wurden die verwen-
deten Losungen und Puffer autoklaviert (45 min; 1 bar, 120 °C) oder sterilfiltriert
(0,22 pm Filtermembran).

2.1.1 Stammldsungen und Standardpuffer

Alle Losungen und Puffer wurden, soweit nicht anders angegeben, bei 4°C gelagert.

1M Ethylen-Diamin-Tetraazetat, EDTA: wissrige Losung; nach Erwidrmen mit
NaOH-Plétzchen auf pH 8,0 eingestellt

20x 3-(N-morpholino)propansulfonsdure, MOPS: 400mM MOPS, 100mM Na-
triumazetat, 20mM EDTA; mit 1N NaOH auf pH 7,0 eingestellt

3M Natriumazetat: mit 1M Essigsidure auf pH 5,0 eingestellt

Phosphat Buffered Saline, PBS-Puffer: 137mM NaCl; 2,7mM KCI;
4,3mM NayHPO4(7H50); 1,4mM KH,POy; pH 7,4

Standard Natrium Citrat, 20xSSC-Puffer: 3M NaCl, 0,3M Nay-Zitrat(2H50)

Natrium Dodecyl Sulfat, SDS: Dodecylsulfat-Natriumsalz als 10% und 20% wiiss-

rige Losung

38
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Tris-Puffer: Tris(hydroxymethylaminomethan) wurde als 1 M wéssriger Puffer an-
gesetzt. Dabei wurde der Puffer mit pH-Werten von 6,8; 8,0; 8,5 oder 8,8 mit

konzentrierter HCI eingestellt.

Tris-Borsdure-EDTA, TBE-Puffer: 100mM Tris; 10mM Borséure; 0,025mM ED-
TA; mit konzentrierter HC1 auf pH 8,0 eingestellt

Tris-EDTA, TE-Puffer: 10mM Tris; ImM EDTA; mit konzentrierter HCI auf pH
8,0 eingestellt

2.1.2 Enzyme

Alle verwendeten Restriktions- und DNA-modifizierenden Enzyme wurden von den
Firmen New England BioLabs, MBI Fermentas und Roche bezogen. In der vorliegen-
den Arbeit wurden folgende Restriktionsenzyme eingesetzt: BamHI, BgllI, Eco47III,
EcoRI, EcoRV, Hincll, HindIII, Kpnl, Notl, Pvul, Sacl, Sacll, Smal, Xbal. Als
DNA-modifizierende Enzyme wurden T4-DNA-Ligase, DNase I, RNase A und SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase) verwendet.

2.1.3 Bakterienmedium, Antibiotika und Bakterien

Luria Broth (LB-) Vollmedium: 10 g Pepton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl auf-
gefiillt auf 1000 ml dH,0; pH wurde nicht eingestellt

Ampicillin Stocklésung: 100mg/ml (dH,0), Arbeitskonzentration: 100-200 pg/ml
Kanamycin Stocklésung: 50mg/ml (dH,0O), Arbeitskonzentration: 50 ug/ml
Agar-Platten: 1,5% (w/v) Bacto-Agar in LB-Fliissigmedium

Bakterien: Escherischia coli (E. coli), Stamm DH5«

Elektrotransformationsmedium SOC: 2% w/v Pepton; 0,5% Hefeextrakt; 10
mM NaCl, 2,5 mM KCI. Dem Medium wurde nach dem Autoklavieren steril-
filtriertes 10 mM MgCl,; und 10 mM MgSO,4 sowie 20 mM Glucose zugesetzt.
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2.2 Gerate und Zubehor

Digitales pH-Meter Fa. WTW pH 525

Elektrophoresekammern Fa. Bio - Rad

Elektrotransformationsgerit Gene-Pulser der Fa. Bio-Rad

Farbdiafilm Fuji Provia 400F

Filmentwicklungsmaschine Fa. AGFA Curix 60

Geltrockner Slab Gel Dryer mit Vakuumpumpe SGD4050,
Fa. Savant

Inkubatorschrank Fa. Heraeus

Laborschiittler /Heizblock Fa. Eppendorf Thermomixer 5436

Laborwaage Fa. Sartorius

Mikroskope Fa. Olympus (Standard-Labormikroskop)

Fa. Zeiss Axiophot (Fluoreszenzmikroskop)
Fa. Zeiss LSM 410 invert, Laserbestiickung:
- intern HeNe (633 nm), HeNe (543 nm)

- extern Argonionen (488 nm, 514 nm)

Photometer Fa. Bio - Rad SmartSpec 3000
Schiittelinkubator Fa. New Brunswick Scientific Innova 4000
Sequenziermaschine Fa. Applied Biosystems Abi Prism 310
Spannungsgeber Fa. Bio - Rad Power Pac 200
Spiegelreflexkamera Fa. Olympus

Thermocycler Fa. Applied Biosystems GeneAmp 9700,

GeneAmp 5700 Sequence Detector

Fa. MJ Research PTC-200 Gradient Cycler
Zellkultur-Werkbank Fa. Heraeus
Zentrifugen Fa. Sorvall RT6000D, MC12V, RC-5B

Fa. Eppendorf Centrifuge 5417C, Hermle ZK 380
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2.3 Vektoren und Plasmide

2.3.1 Klonierungsvektoren

2.3.1.1 pBluescript KSII+ Vektor

pBluescript ist ein kommerziell erhiltlicher Klonierungsvektor (Fa. Stratagene). Er
enthiilt eine Ampicillin-Resistenz und bakterielle (lac Promotor), jedoch keine euka-
ryontischen Steuerelemente. Dieses Plasmid wurde auch als promotorlose Negativ-
kontrolle und zur DNA-Mengenkompensation in den Kotransfektionsexperimenten

eingesetzt.

2.3.1.2 pGEM-T easy Vektor

Die Klonierungsvektoren der pGEM-T Familie (Fa. Promega) erméglichen die direk-
te Einklonierung von PCR-Produkten. pGEM-T easy wird linearisiert geliefert und
verfiigt iiber eine Ampicillin-Resistenz und iiber Thymidiniiberhdnge. Diese verhin-
dern die Religation und ermdglichen eine sehr effiziente Insertion der Fragmente, die
mit der Taq-DNA-Polymerase (Taq = Thermus aquaticus) produziert wurden, da

diese Amplifikate 3 -Adeniniiberhéinge enthalten.

2.3.2 Expressionsvektoren

2.3.2.1 pcDNA3/pcDNA4 Vektoren (siehe Abb. 2.1)

Die eukaryontischen Expressionsvektoren pcDNA3/4 (Fa. Invitrogen) enthalten die
Promotorregion des humanen Cytomegalievirus (CMV) vor einer Mehrfachklonie-
rungsstelle (,multiple cloning site“, MCS). Der CMV-Promotor verfiigt iiber eine
hohe Promotoraktivitdt und erlaubt damit eine hohe Expression von Proteinen.
Weiterhin ist in dem Vektor eine Ampicillin- sowie Neomycinresistenz integriert.
Letztere dient als Selektionsmarker in eukaryontischen Zellen. Das vor die MCS
gesetzte Poly-Histidin (N-terminales His-Tag) Peptid erlaubt die Generierung von

PolyHis-Fusionsproteinen, die sich dann iiber Nickelsdulen aufreinigen lassen.
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i Hindlll
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_ 4000 5515 bps

Abbildung 2.1: Karte des Expressionsvektors pcDNA3.1. Amp = Ampicillin-Resistenz,
CMV = CMV-Promotor, MCS = Mehrfachklonierungsstelle, Neo = Neomycin-Resistenz.

2.3.2.2 pEGFP-C Vektor (siehe Abb. 2.2)

Das griin fluoreszierende Protein- (GFP-) Gen des Expressionsvektors pEGFP-C
(Enhanced GFP, Fa. CLONTECH) kodiert fiir ein modifiziertes griin fluoreszieren-
des Protein (Anregungsmaximum bei 484 nm, Emissionsmaximum bei 510 nm). Das
EGFP-Gen steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors. Dem EGFP-Gen folgt
die MCS, so daf iiber die Einklonierung des gewiinschten Gens (ohne Startcodon)
ein NHy-EGFP-Insert-COOH - Fusionsprotein erzeugt werden kann. Die Detektion

des Fusionsproteins erfolgt iiber Blaulicht-Anregung im Fluoreszenzmikroskop.

2.3.3 Reportergenvektoren

2.3.3.1 Luciferase-Detektionssysteme (siehe Abb. 2.3)

Fiir die Untersuchung der Aktivitdt eukaryontischer Steuerelemente (Promotoren
und Enhancer) wurden die Reportervektoren pGL3-Basic und pGL2-Promotor der
Fa. Promega eingesetzt. Vor dem Luciferase-Gen, isoliert aus dem Glithwiirmchen
Photinus pyralis, besteht die Moglichkeit, das gewiinschte Steuerelement einzuklo-
nieren. Die Expressionshohe der Luciferase, gemessen im Luciferase-Assay (siehe 2.9,

S. 58), spiegelt damit die Aktivitéit des Steuerelements wider.
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Abbildung 2.2: Karte des Expressionsvektors pEGFP-C1. Kana = Kanamycin-Resistenz,
CMV = CMV-Promotor, MCS = Mehrfachklonierungsstelle, EGFP = erweitertes griin
fluoreszierendes Protein.

Hindlll
i .Neol Sacl

pGL3basic ™
4818 bps

13 : Hpal
iBamHI
:Accl

H Sall
Eco471ll

Abbildung 2.3: Karte des Reportervektors pGL3-basic. Amp = Ampicillin-Resistenz,
CMV = CMV-Promotor, MCS = Mehrfachklonierungsstelle.
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Abbildung 2.4: Karte des Reportervektors pSV40-betaGal (SV40-Gal). Amp =
Ampicillin-Resistenz, SV40 = SV40-Promotor, MCS = Mehrfachklonierungsstelle, lacZ
= Gen der §-Galactosidase.

2.3.3.2 [(-Galactosidase-Detektionssysteme (siehe Abb. 2.4)

Die p-Galactosidase, das Produkt des lacZ-Gens, erzeugt durch die von ihr kata-
lysierte Spaltreaktion einen photometrisch quantifizierbaren Farbumschlag. Dabei
entsteht aus 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl g-D-Galactopyranosid (X-Gal) eine blaue
Farbe oder aus o-Nitrophenyl S-D-Galactopyranosid (ONPG) eine gelbe Farbe. /-
Galactosidase-Experimente wurden bei Luciferaseexperimenten zur Quantifizierung
der Zellzahl (Standardisierung) durchgefiihrt (siehe 2.9, S. 58). Es standen Vekto-
ren mit einem RSV- (Rous Sarcoma Virus), einem SV40- (Simian Virus 40) und
einem CMV-Promotor zur Verfiigung. Zur Standardisierung der Luciferaseexperi-
mente wurde RSV-5Gal eingesetzt.

2.3.4 Virale Ausgangsplasmide

2.3.4.1 HCYV 1a - Plasmid (siehe Abb. 2.5)

Das Plasmid pMKC1A (freundlicherweise von Dr. M. Kriiger, Medizinische Hoch-
schule Hannover zur Verfiigung gestellt) besteht aus dem Vektor pUC19, in den iiber
Smal 5’-terminal und HindIII 3’-terminal ein Volllinge HCV la Genom einkloniert
ist. Dieses Plasmid wurde als Vorlage fiir alle HCV PCR-Klonierungen verwendet.
Die Nukleotidpositionen der Primer (siehe 2.4, S. 46) beziehen sich auf den Start
der HCV IRES als Position 1.
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Abbildung 2.5: Karte des Plasmids pMKC1A mit den HCV-Regionen fiir 5 und 3’

nicht-translatierten Bereich (UTR) und HCV Polyprotein Leserahmen. Amp = Ampicillin-
Resistenz.

pHBV1.5
7405 bps

"Scal

Abbildung 2.6: Karte des HBV Replikons pHBV1.5. Fiir die Regionen der iiberlappen-

den Gene Pol, L, M und S sind Start- und Endpositionen der Ubersicht halber separat
bezeichnet. Legende siehe Abb. 1.2, S. 14.
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2.3.4.2 HBYV Replikon (siehe Abb. 2.6)

Das Plasmid pHBV1.5 ist ein eineinhalbfaches, replikationskompetentes HBV adw2
(Genotyp D) Gesamtgenom, das iiber EcoRV 5’-terminal und SacI-blunt 3’-terminal
in pBluescript eingefiigt wurde [22]. Es diente als Vorlage fiir alle HBV PCR-
Klonierungen. Die Nukleotidpositionen der Primer beziehen sich auf das praC/C-
ATG = 1 (EcoRI-Schnittstelle = 1817).

2.4 Oligonukleotide

Fiir PCR-Klonierungen, Sequenzierungen und quantitative PCRs (Taqman) wurden
von den Firmen Carl Roth Karlsruhe, MWG Biotech AG und Applied Biosystems
synthetisierte Oligonukleotide verwendet. Die Tabellen mit den jeweils verwendeten

Oligonukleotiden befinden sich in den zugehorigen Kapiteln.

2.4.1 Oligonukleotide fiir Sequenzierungen

Tabelle 2.1 zeigt die fiir Sequenzierungen verwendeten Primer. Die Sequenzierungen
wurden in der Abteilung Molekulare Pathologie des Instituts fiir Pathologie, Tiibin-

gen, unter Mithilfe des Sequenzierdienstes des diagnostischen Labors durchgefiihrt.

Bezeichnung Sequenz

FPlseq pcDNA3/4 871 CTCACTATAGGGAGACCCAAGCT
RP1seq pcDNA3/4 1936 ACAGTGGGAGTGGCACCTT

FP2seq HCVcore 1186 GTGTGGTGGAATTCAGCACAA
RP2seq HCVcore 1300 TAAACTCCACCAACGATCTGA
FPlseq pEGFP 1249 AACGAGAAGCGCGATCA

RP1seq pEGFP 2049 AAAGCAAGTAAAACCTCTACAAATG
FPseq pGL3 5445 TGCCAGAACATTTCTCTATCG
RPseq pGL3 841 AGGGCGTATCTCTTCATAGCC

Tabelle 2.1: Oligonukleotide zur Verwendung in Sequenzierungen
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2.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.5.1 Material und Reaktionsansatz

Das Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR) basiert auf der enzymatischen und
selektiven Amplifikation von DNA-Abschnitten [177]. In den Experimenten dieser
Arbeit wurde das AmpliTag-System der Firma Applied Biosystems verwendet. Der

Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

e 200 bis maximal 1000 ng der zu amplifizierenden DNA (, Template®)

e Vorwirts- (,,Forward-“,FP) und Riickwirts- (,,Reverse-“,RP) Primer von ca.
20 bp Lénge. Diese hybridisieren sequenzspezifisch jeweils am 3’-Ende ihres ho-
mologen DNA-Abschnitts im Template. Die Konzentration der Primer betrug
jeweils 15 pM.

e 1,6 U AmpliTaqg-DNA-Polymerase (Taq = Thermus aquaticus)

e 5ul 10xPuffer (enthilt 100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCI; 15 mM MgCly;
0,01% w/v Gelatine)

e 10 nM eines Desoxy-Nukleotid-tri-phosphat - Mixes (IATP,dTTP,dCTP,dGTP)

e Das Volumen des Ansatzes wurde mit dH,O ad 50ul aufgefiillt.

2.5.2 Durchfiihrung
Die Polymerasekettenreaktion wurde folgendermafien durchgefiihrt:

e Initiale Denaturierung fiir 5 Minuten bei 94°C
e 35fache Wiederholung des Zyklus:

— Schmelzen (Denaturierung) von DNA-Doppelstréngen bei 94°C (30 Se-
kunden).

— Binden der Primer (Hybridisierung, ,, Annealing“) an ihre Zielsequenz bei
56°C (45 Sekunden). Die Temperatur dieses Schrittes héingt einerseits von
der Basenkomposition der Primer und andererseits von der gewiinschten
Hybridisierungsgenauigkeit (je hoher die Temperatur, desto genauer) der

Primer ab.
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— Extension (Elongation) der Amplikons durch die AmpliTaq DNA-Poly-
merase bei 72°C (1 Minute). Fiir grofiere Fragmente (>1000 bp) wurde die
Extensionszeit bis auf 2 Minuten verldngert, damit der Taq-Polymerase
genug Zeit gegeben war, die Polymerisation der DNA-Strénge zu ver-

vollsténdigen.

e Terminale Extension bei 72°C fiir 10 Minuten.

Die gewonnenen Amplifikate wurden danach in der Agarose-Gelelektrophorese

(siehe 2.7.3, S. 52) analysiert und weiterverarbeitet.

2.5.3 RNA-Nachweis durch reverse Transkriptase PCR (RT-
PCR)

Das PCR-Verfahren kann auch fiir den Nachweis von RNA verwendet werden. Hierzu
fithrt man vor den Amplifikationsreaktionen eine cDNA- (¢=,complementary*) Syn-
these aus dem RNA-Template durch. Diese Reaktion wird von lentiviralen Reversen
Transkriptasen katalysiert. In den meisten Verfahren kommt hierfiir die Moloney
Murine Leukemia Virus (MuLV) Reverse Transkriptase (RT) zum Einsatz. In der
RT-Reaktion (30 Minuten bei 48-50°C) wird das RNA-Template 1:1 in eine cDNA
iibersetzt. Danach kann durch Uberfiihren des RT-Transkripts in eine PCR-Reaktion
(,two-Step“) oder durch direktes Starten der DNA-Polymerase (,one-Step“, Akti-
vieren der Taq-Polymerase durch Abspalten eines hitzelabilen Antikérpers an der

Polymerase) die cDNA amplifiziert werden.

2.6 Zellkultur

Fiir funktionelle Experimente wurden die humanen Hepatomzelllinien HuH7, HepG2
und die daraus abgeleitete Zelllinie Hep(2.2.15, die konstitutiv das HBV exprimiert

und infektiose Virionen sezerniert, verwendet [151, 104, 4].

2.6.1 Material

e DMEM Néhrmedium (Dulbeccos Modified Eagle Medium; Dulbecco & Free-

mann)
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e fetales Kélberserum (FKS; Fa. Sigma) in einer Konzentration von 10% im
Medium

e Penicillin-Streptomycin (Fa. Sigma) in einer Konzentration von 1% im Kul-

turmedium

e Trypsin-EDTA Losung (0,5% Trypsin, 5,3 mM Nay-EDTA; Fa. Sigma, in PBS-

Puffer, 10x konzentriert)

2.6.2 Zellkultur

HuH7, HepG2 und HepG2.2.15 Zellen wachsen in DMEM-Medium adhérent als ein-
schichtiger Zellrasen. Fiir Zellkulturexperimente und zur Stammhaltung wurden die
Zellen in 75 cm?-Kunststoffflaschen (Fa. Nunc) bei 37°C, 5% CO, und einer Luft-
feuchtigkeit von 95% im Brutschrank inkubiert und alle 5 bis 10 Tage passagiert.

Fiir die Passage wurde das Kulturmedium abgesaugt, der Zellrasen mit PBS-
Puffer gewaschen und mithilfe von 1-2 ml der Trypsin-EDTA Lé&sung vom Flaschen-
boden abgeltst. Nach einer Einwirkzeit von etwa 5 Minuten bei 37°C im Wiarme-
schrank wurden die Zellen mit einer Zelldichte von 8x10° Zellen pro Flasche in

frischem Medium (12ml) ausgesit.

Fiir experimentelle Untersuchungen wurden Zellkulturschilchen von 6 cm (3ml
Medium) oder 10 cm (5ml Medium) Durchmesser (Fa. Nunc) eingesetzt. Nach einer
Inkubationszeit von etwa 24 h wurden die Zellen bei einer Zelldichte von etwa 75%
(2x10° Zellen/6 ¢cm Schale) transfiziert.

2.6.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen, die zu einem 75% konfluenten Zellrasen ausgewachsen waren, wurden trypsi-
niert (siehe 2.6.2), in DMEM-Medium resuspendiert (ca. 8x10° Zellen/ml Medium)
und zusammen mit 150ul Dimethylsulfoxid (DMSO, Fa. Fluka) und 150ul FKS auf-
genommen und in Schraubdeckelrdhrchen (Fa. Nunc) transferiert. Die Zellen wurden
dann schrittweise herabgekiihlt: 15 Minuten bei 4°C, 2 Stunden bei -20°C, 24 Stun-
den bei -80°C und danach in fliissigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen fiir 1-2 Minuten bei 37°C im Wasserbad inku-
biert und sofort in eine Zellkulturflasche mit 12 ml vorgelegtem DMEM-Kulturmedium
iiberfiihrt. Nach 6-12 Stunden wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und erneuert,

um Reste der Gefrierzusétze und abgestorbene Zellen zu entfernen.
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PCR-Insert verwendete Zielvektor(en) Angaben zum Re-
Primer striktionsverdau

HCV Core 1a Gen HCV C1, HCV pcDNA3.1, Simultanverdau in
C2 pSV40-5Gal Puffer R+

HCV Core 1a Gen FP HCVcore pEGFP-C3 Simultanverdau in
345, RP Puffer Y+ (2x)
HCVcore 957

HBYV basaler Kap- HBVbcp s, pGL3-Basic Kpnl-Verdau (Puffer

sidgenpromotor HBVbcp AS Kpnl), Ethanolfillung

(bep) der DNA, Bglll-

Verdau (Puffer O+)

HBYV Volllange HBVfcp s, pGL3-Basic Kpnl-Verdau (Puffer

Kapsidgen- HBVbcp AS Kpnl), Ethanolfillung

promotor der DNA, Bglll-

(fcp) Verdau (Puffer O+)

HBV Enhancer I FP pGL2- Kpnl-Verdau (Puffer

und partieller HBVenh1XP Promotor Kpnl), Ethanolfillung

X-Promotor 2364, RP der DNA, Smal-

(enh1XP) HBVenh1XP Verdau (Puffer Y+)
2774

HBV Enhancer I FP2 pGL3b- Kpnl-Verdau

und partieller HBVenh1XP HBVbcp,

X-Promotor 2364, RP pGL3b-

(enh1XP) HBVenh1XP HBVfcp
2774

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die generierten PCR-Inserts und Zielvektoren mit Angabe der
verwendeten Klonierungsbedingungen. Die Puffer sind Originallésungen der Firma MBI
Fermentas. Zu den Primern siehe Tabelle 2.3.

2.7 Klonierung von Genregionen

Beim Klonieren wurden gewiinschte Genregionen (Gene, Promotoren, Enhancer) per
PCR amplifiziert (siehe 2.5, S. 47, verwendete Primer siehe Tabelle 2.3), mittels Re-
striktionsverdau geschnitten und durch Ligation in einen entsprechenden Zielvektor
(siehe 2.3, S. 41) eingebracht.

Tabelle 2.2 zeigt eine Ubersicht iiber die erzeugten PCR-Produkte (Inserts), ihre

Zielvektoren und die notwendigen Klonierungsschritte.
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Primername Sequenz Enzym

HCV C1 GCCGAAGCTTCCTGAT- Hind IIT
AGGGTGCTTGCG

HCV C2 GCAAGCGTGGGAGTGA- BamHI
GCGGATCCGCC

FP HCVcore 345 CGGAATTCCGAGCACAAAT-  EcoRI
CCAAAACCC

RP HCVcore 957 CGGGATCCCGTTCGTGA- BamHI
CATGGTACAC

HBVbcp s CGGGGTACCCTACTTCAAA- Kpnl
GACTGTGT

HBVbcp AS GGAAGATCTAAGAGATGAT- BglIl
TAGGCAGA

HBVfcp s CGGGGTACCCTTCACC- Kpnl
TCTGCACGTTGCA

FP HBVenh1XP 2364 TCCCCCGGGGGACTTC- Smal
CTGTTAACAGGCCTATT

FP2 HBVenh1XP 2364 GGGGTACCCCCTTCCT- Kpnl
GTTAACAGGCCTATT

RP HBVenh1XP 2774 GGGGTACCCCTGTATA- Kpnl
TTTCCGCGAGAGG

Tabelle 2.3: Primer fiir PCR-Klonierungen und einsynthetisierte Enzymschnittstellen

2.7.1 Restriktionsverdau

Im DNA-Restriktionsverdau werden DNAs von Restriktionsenzymen spezifisch ge-
schnitten. Uber die Schnittstellen kénnen dann Vektor und PCR-Insert zusammen-

gefiigt werden.

2.7.1.1 Verwendete Enzyme

Die routinemifig eingesetzten Enzyme sind in Abschnitt 2.1.2 (S. 39) aufgelistet.
Die fiir die einzelnen PCR-Klonierungen verwendeten Enzyme und Puffer sind der
Tabelle 2.2 (S. 50) zu entnehmen.

2.7.1.2 Restriktionsverdau

e Inkubation von 5ug Insert-DNA mit 2 U Restriktionsenzym (en) und 5ul Puffer
(siehe Tabelle 2.2) und dH,O ad 50ul bei 37°C fiir 1-2 Stunden

e Inkubation von 5ug Vektor-DNA mit dem gleichen Reaktionsansatz wie das

Insert
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2.7.2 Ethanolfillung der DNA

Wenn mehrere Enzyme zum Schneiden der DNA-Fragmente benotigt werden, kann
es vorkommen, dass jedes Enzym einen unterschiedlichen Puffer ben6tigt. Dann muf3
der Schneidevorgang in 2 Restriktionsverdau - Reaktionen aufgeteilt werden und die

DNA aus dem ersten Verdau herausgefillt werden:

Reaktionsansatz mit 2,5x Volumen Ethanol absolut und 0,3M Na-acetat mi-

schen

Inkubation fiir 30 Min. bei -80°C

Zentrifugation fiir 15 Min. bei 4000xg 4°C

Das erhaltene Pellet wird mit dem Ansatz fiir den folgenden Restriktionsverdau
(siehe 2.7.1.2) aufgenommen
2.7.3 Agarose-Gelelektrophorese

In der Agarose-Gelelektrophorese werden die DNA-Abschnitte nach ihrer Lange auf-
getrennt. Sie konnen ab einer Konzentration von 200 ng DNA unter Anregung mit
UV-Licht durch das Interkalans Ethidiumbromid sichtbar gemacht werden.

2.7.3.1 Gieflen des Agarosegels

e Auflésen von 1% w/v Agarose (Fa. Gibco BRL) in 50 ml 1xTBE-Puffer durch
Sieden in der Mikrowelle bis die Fliissigkeit klar wird

e Hinzufiigen von Ethidiumbromid (1 pg/ml)

e Gieflen des Gels in die Gelkammer (Fa. BioRad), Einfiigen des Taschenkamms

(Taschenvolumen mind. 50pl)

e Nach Abkiihlung des Gels wird der Kamm entfernt

2.7.3.2 Elektrophorese

e Vermischen des Restriktionsverdaus mit 8ul 6xDNA-Ladepuffer (Fa. Peglab)
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e Auftragen der Proben (Insert und Vektor verdaut und unverdaut) und des
Grofenstandards (10 kb DNA-Leiter der Fa. Peqglab)

e Darstellung der DNA-Fragmente unter UV-Licht

2.7.4 Isolation der DNA aus dem Gel

Die elektrophoretisch aufgetrennte Insert- und Vektor-DNA wurde unter UV-Licht
aus dem Gel herausgeschnitten und mittels Jetsorb-Kit (Fa. Genomed) gereinigt.
Die DNA lag danach in 20ul dH,O geldst vor.

2.7.5 Ligation von Insert- und Vektor-DNA

In der Ligasereaktion wurden der geschnittene Vektor und das Insert miteinander

verbunden und der Plasmidring wieder geschlossen.

e Vermischen von 13ul dH,O, 1ul Vektor und 3ul Insert,

e 2yl 10x Ligase-Puffer (500 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM MgCly; 100 mM
Dithiothreitol; 10 mM ATP; 250ug/ml Bovines Serum Albumin) und

e 1 U T4-DNA-Ligase (Fa. New England Biolabs).

e Inkubation fiir mindestens 2 Stunden bei 14°C

2.7.6 Elektroporation von kompetenten Bakterien

2.7.6.1 Gewinnung von Bakterien fiir die Elektroporation

Die Herstellung Elektroporations-kompetenter Bakterien (Stamm: siehe 2.1.3, S.
39) ist Voraussetzung fiir eine effiziente Klonierung. Folgende Schritte wurden dazu
durchgefiihrt:

e Inkubation der Bakterien in 5 ml Antibiotika-freiem LB-Medium fiir 16 Stun-
den bei 37°C

e Vergréflern des Volumens auf 500 ml LB-Medium und weitere Inkubation bei
37°C bis Erreichen einer photometrisch kontrollierten Wachstumsdichte ODggg
=0,5
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30 Minuten Abkiihlen der Bakteriensuspension auf Eis

Zentrifugieren (4000xg, 10 Minuten, 4°C) und Resuspension der Bakterien in
500 ml dH,O

Zentrifugieren (4000xg, 10 Minuten, 4°C) und Resuspension der Bakterien in
250 ml dH,O

Zentrifugieren (4000xg, 10 Minuten, 4°C) und Resuspension der Bakterien in
10 ml 10% Glycerin-dH,O

Verteilen der Bakteriensuspension auf 50ul groie Aliquots und Lagerung bei
-80°C

2.7.6.2 Elektroporation kompetenter Bakterien

Bei der Elektroporation wurde mittels eines elektrischen Impulses die Zellmembran
elektrokompetenter Bakterien (siehe 2.7.6.1, S. 53) destabilisiert. So konnte die zu-

gefiigte Plasmid-DNA von den Bakterien leichter aufgenommen werden. Folgende

Schritte waren dazu notwendig:

Kiihlen der Elektroporations-Kiivetten und der elektrokompetenten Bakterien
auf 0°C

Vermischen von 50ul Bakteriensuspension mit 0,5-1ul des Ligationsansatzes
aus 2.7.5

Elektroporation; Elektroporationsparameter: 2002, 254F und 1,8 kV (0,1 cm
Kiivette, Fa. Biorad)

Sofortiges Uberfiihren der Bakterien in 1ml 37°C warmes SOC-Medium (siehe
2.1.3, S. 39)

Anschlieflend Inkubation der Bakterien bei 37°C im Schiittler fiir 1 Stunde

Ausplattieren von 200l Bakteriensuspension auf eine Agarplatte mit Antibio-
tikum (siehe 2.1.3, S. 39)

Inkubation der Platten fiir mindestens 16 Stunden bei 37°C
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e e
»Miniprip

- e
w,Maxiprap

- Verwendung des Bakterienansatzes
aus 2.7.7

- Zentrifugieren von 1,8 ml Bakteri-
ensuspension fiir 2 min bei 4000xg
und 4°C

- Resuspension des Pellets in 200ul
Puffer P1

- Bakterienlyse mit 200ul Puffer P2
- Inkubation fiir 5 min bei 25°C

- Neutralisation mit 200l Puffer P3

- Zentrifugieren fiir 10 min bei
4000xg und 4°C

- Féllen der DNA mit 600ul Isopro-
panol

- 5 min Inkubation bei 25°C

- Zentrifugieren fiir 15 min bei
4000xg und 4°C

- Waschen des Pellets mit 10041 70%
Ethanol

- Trocknung des Pellets fiir 5 min

- DNA in 50ul dH;O aufnehmen

- Volumenerhohung des Bakterien-
ansatzes aus 2.7.7 auf 250 ml LB-
Medium

- Inkubation fiir 16 Stunden bei 37°C
im Bakterienschiittler

- Zentrifugieren des kompletten An-
satzes bei 4000xg und 4°C

- Resuspension der Bakterien in 10
ml Puffer P1

- Bakterienlyse mit 10 ml Puffer P2
- Inkubation fiir 5 min bei 25°C

- Neutralisation mit 10 ml Puffer P3
- Inkubation fiir 20 min bei 0°C

- Zentrifugieren fiir 30 min bei
26000xg und 4°C

- Filtration des Uberstands durch
einen Filter und durch die mit Puffer
QBT é&quilibrierte Qiagen Séule

- zweimaliges Waschen mit dem Puf-
fer QC

- Elution mit 15 ml Puffer QF

- Féllen der DNA mit 10,5 ml Iso-
propanol

- 5 min Inkubation bei 25°C

- Zentrifugieren fiir 30 min bei
3000xg und 4°C

- Waschen des Pellets mit 5 ml 70%
Ethanol

- Zentrifugieren des Pellets aus dem
Ethanol fiir 15 min und Trocknung

- DNA in 1504l dH;O aufnehmen

Tabelle 2.4: Die ,Mini- und Maxi-Prap*“ Verfahren zur Isolation von DNA aus transfor-

mierten Bakterien
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2.7.7 Kultivieren von transformierten Klonen

Von der beimpften und bebriiteten Agarplatte wurde mittels einer sterilen Pipetten-
spitze je ein Klon aufgenommen und in 5 ml LB-Medium mit Antibiotikum (siehe
2.1.3, S. 39) fiir 6-24 Stunden bei 37°C im Bakterienschiittler inkubiert.

2.7.8 DNA-Priparation aus Bakterien (,,Miniprip“ und
»Maxiprap“)

Die Isolierung der rekombinanten Plasmid-DNA aus den transformierten Bakterien
erfolgte durch Mini- (bis 50g DNA) oder Maxiprip (bis 1 mg DNA). Fiir beide Ver-
fahren wurden Komponenten des Plasmid Maxi Kits der Firma Qiagen verwendet.
Der Ablauf beider Methoden ist in Tabelle 2.4 (S. 55) dargestellt.

Nach der Priaparation eines neuen Plasmids ist die DNA-Konzentration photo-
metrisch bei optischen Dichten von 260nm (DNA-Konzentration) und 280nm (RNA-
Verunreinigung) in einer 1:100 Verdiinnung mit dH,O bestimmt, ein Restriktions-
verdau zur Kontrolle der korrekten Insertligation und eine Sequenzierreaktion zur

Verifizierung der korrekten DNA-Sequenz durchgefiihrt worden.

2.8 Transfektion eukaryontischer Zellen mit klo-
nierten Konstrukten

Damit Fremd-DNA in eukaryontischen Zellen nachweisbar zur Expression gelangen
kann, wird sie in speziellen Transfektionsprotokollen in die Zellen eingebracht. Die
Transfektionen dieser Arbeit basieren auf der Calciumphosphat Prizipitationsme-
thode [27].

2.8.1 Material
e 0,25 M CaCly-Lésung
e 2xBBS (280mM NaCl; 50mM N,N-bis(2-Hydroxethyl)-taurin (BES); 1,5mM

NayHPO4(2H,0)), pH 7,13 fiir HuH7 und HepG2; pH 6,85 fiir HepG2.2.15
Zellen
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2.8.2 Durchfithrung der Transfektion

e Aussaat und Kultivierung der Zellen fiir mindestens 16 Stunden nach der Be-
schreibung in 2.6.2 (S.49)

e Anschlieflend Herstellung eines Transfektionsmixes fiir 6¢cm- (10cm-) Schalen,

bestehend aus

— 0,5-40 pg der zu transfizierenden DNA | gelost in dH,O
— 150pl (fiir 6cm-Schalen) oder 500l (fiir 10cm-Schalen) 0,25M CaCls-

Losung

— 1504l (fiir 6cm-Schalen) oder 5004l (fiir 10cm-Schalen) 2xBBS.

e vorsichtiges Schiitteln des Transfektionsmixes, kurze Inkubation bei Raum-

temperatur und Zugabe zum Kulturmedium der Zellkulturschélchen

e Inkubation der Schilchen bei 35°C und 3% CO, im Brutschrank fiir 12-16
Stunden

e Anschlieflender Mediumwechsel (= Transfektionsstart)

e weitere Inkubation bei 37°C, 5% CO, im Brutschrank

2.8.3 HBV-HCYV - Kotransfektionsexperimente

Fiir die Messung des Einflusses des HCV Core Proteins auf die HBV Transkription
und Replikation wurde ein Kotransfektionsprotokoll (siehe Tabelle 2.5) entwickelt,
das die Unterscheidung von unspezifischen und HCV-Core spezifischen Einfliissen
erlaubt. Fiir diesen Zweck kamen spezielle, auf die HCV Core Konstrukte angepafite
Negativkontrollen (gleiche Leserahmenlénge, gleicher Promotor, siehe 3.2.2, S. 93)

zum Einsatz.

e Fiir Luciferaseexperimente: Vermischen von 2,5ug DNA des zu untersu-
chenden HBV-Reporterkonstruktes (siehe 3.14, S. 97) mit 1ug RSV-5Gal und
5ug des jeweiligen HCV-Konstruktes A bis F oder

e Fiir Untersuchungen am replizierenden HBV-System: Vermischen von
2,5ug pHBV1.5 - DNA mit 5ug des jeweiligen HCV-Konstruktes A bis F

e alle Experimente: Transfektion in Doppelansitzen nach dem Protokoll in
Abschnitt 2.8.2
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Probe | Erlduterung Konstrukt

A nur-DNA Negativkontrolle pBluescript KS 11+

B Negativkontrolle zum SV40-ORF2
SV40-HCV Core Konstrukt

C SV40-HCV Core pSV40-HCVCore 1a

D Negativkontrolle zum CMV-ORF2, pEGFP-C2
CMV-HCV Core Konstrukt

E CMV-HCV Core la pcDNA3-HCVCore 1a

F CMV-HCV Core 1b pMO120 (pcDNA3-HCVCore

1b)

Tabelle 2.5: Darstellung der bei Kotransfektionen verwendeten Konstrukte. Unter
Erlduterungen sind die jeweils verwendeten Promotoren angegeben.

2.9 Reporterassays zum Messen der HBV-
Promotor- und Enhanceraktivititen

Reporterassays dienen der Messung von Promotor- und Enhanceraktivitdten. Fiir
die Untersuchung der Aktivitdten des basalen Kapsidgenpromotors, des Vollldnge-
promotors und des Enhancer 1 des HBV wurden diese vor ein Luciferasegen klo-
niert. Im Luciferaseassay wurde die Hohe der Luciferaseexpression gemessen und
dieser Wert, gegen das kotransfizierte, im ONPG-(-Galactosidase-Assay gemessene,
RSV-p-Galactosidase-Konstrukt standardisiert (siehe 2.4, S. 44 und 2.9.5, S. 60).

2.9.1 Vorbereitung der Zellen fiir Luciferase -
und ONPG-($-Galactosidase - Assay

Mit Luciferase-, RSV-pGal- (siehe 2.4, S. 44) und HCV Core-Konstrukten kotrans-
fizierte HuH7 Zellen wurden — soweit nicht anders angegeben — am dritten Tag nach
Transfektion mit 1xPBS gewaschen, mittels 350l Lysepuffer des Firefly-Luciferasekits
(Fa. Promega) lysiert, mit einem Plastikschaber abgeschabt und fiir 1 Minute bei
4000xg und 25°C zentrifugiert. Mit dem Uberstand des Zentrifugats konnten der
Firefly Luciferase- und der ONPG-f-Galactosidase - Assay durchgefiihrt werden.

2.9.2 Firefly Luciferase-Assay[7, 213]

e Vorlage von 100ul der Firefly Substratlosung (Beetle Luciferin) des Lucifera-

sekits in ein Luminometerrohrchen (Fa. Falkon)

e Vermischen mit 20ul des Zelllysats aus 2.9.1



2.9 Reporterassays zum Messen der HBV-
Promotor- und Enhanceraktivititen 59

e Messen der Luciferaseaktivitat fiir 10 Sekunden im Luminometer bei Raum-

temperatur

2.9.3 ONPG-5-Galactosidase (lacZ) - Assay [86]

Vom Uberstand aus Abschnitt 2.9.1 wurden 504 eingesetzt und zu folgendem Re-

aktionsgemisch gegeben:

e 500ul Assaypuffer (60 mM Nay,HPO,, 39 mM NaH,PO,4, 10 mM KCIl, 1 mM

e 1 ul 1M Dithiothreitol (DTT) und 150ul o-Nitrophenyl -D-Galactopyranosid
(ONPG), 4 mg/ml dH50) frisch zugegeben

Je nach Stiarke der Reaktion inkubierten alle Ansétze bei 37°C fiir 1-2 Stunden. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 250ul 1M Nay;COs gestoppt und der Farbum-

schlag bei ODyg5 vermessen.

2.9.4 X-Gal-g-Galactosidase - Assay

Dieses Experiment wurde fiir eine Abschétzung der Transfektionseffizienz und zum

Optimieren des 2xBBS Transfektionspuffers verwendet.

o Waschen der Zellen mit 1xPBS

e Fixierung mit Ethanol absolut fiir 10 Minuten, danach nochmaliges Waschen
mit 1xPBS

e Firben der Zellen mit einer Firbelosung, bestehend aus (es folgen Angaben

fiir 6cm-Schalen; Angaben fiir 10cm-Schalen sind in Klammern gesetzt)

— 200p1 (600pl) X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indoyl §-D-Galactopyranosid,
10mg/ml gelést in DMSO absolut)

— 1,8 ml (5,4 ml) 1xPBS

2071 (601) 500mM K3[Fe(CN)g] + 20pl (60u1) 500mM K4[Fe(CN)g]

6l (18ul) 1M MgCly



60 Material und Methoden

e Inkubation der Zellen fiir 4 bis 16 Stunden bei 37°C und 5% COs im Brut-

schrank

e Zellen mit f-Galactosidase-Aktivitit waren blau gefiarbt.

2.9.5 Auswertung der Luciferase-Experimente

Der gemessene Luciferasewert wurde zur Standardisierung auf die Zellzahl durch den
parallel gemessenen ONPG-[-Gal-Wert dividiert. Das Ergebnis entspricht der stan-
dardisierten Promotoraktivitit (2.1). Diese Promotoraktivitdt wurde — soweit nicht
anders angegeben — in Relation zur jeweiligen Negativkontrolle (=1) gesetzt (2.2).
Eine relative Promotoraktivitidt <1 entsprach in der Interpretation der Ergebnisse
einer Repression, >1 einer Verstirkung. Die relative Standardabweichung wurde als

Quotient aus absoluter Standardabweichung zum Mittelwert berechnet (2.3).

P roraktivital Luciferasewert 51
romotoraktivita = ONPG — 5 —Gal _Wert (2.1)
_ Promotoraktivitat
relative Promotoraktivitit = : (2.2)
Negativkontrolle
Standardabweichung
relative Standardabweichung = , (2.3)
Mittelwert

2.10 RNA-Isolation aus eukaryontischen Zellen

Experimente mit folgender RNA-Isolierung zum Nachweis der Genexpression von
HCV Core, HBV Core oder der ATP-Synthase 6 (,housekeeping Gen“ zur Stan-
dardisierung) wurden mit in Schalen (6 cm Durchmesser) ausgesiten HuH7- und
HepG2.2.15 Zellen durchgefiihrt. Die RNA-Préparation erfolgte mit dem RNeasy
Kit (Fa. Qiagen).

o Waschen der transfizierten Zellen mit 1xPBS und Inkubation mit 600ul Lyse-
puffer RLT

e Lysat mit 600ul 70% Ethanol versetzen, auf Qiagen-Séiulen geben, 15 Sekunden
bei 4000xg und 25°C zentrifugieren
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e Waschen der Sdule mit den Puffern RW1 und RPE, dazwischen jeweils fiir 15
Sekunden bei 4000xg und 25°C zentrifugieren

e Trockenzentrifugation der Sdulenmembran fiir 2 Minuten bei 4000xg und 25°C

e Anschliefende RNA-Elution mit 501 RNase freiem dH,O und Zentrifugation
fiir 1 Minute bei 4000xg und 25°C.

2.11 HBV-Virusfillung aus Zellkultur-
mediumiiberstand

Umbhiillte Viruskapside assoziieren unspezifisch mit Polyethylenglykol (PEG). Dies
ermoglichte die Fallung aus dem Mediumiiberstand transfizierter Zellen und wurde
in dieser Arbeit fiir die Darstellung der HBV-Sekretionsaktivitéit verwendet [3].

e 1.2 ml Mediumiiberstand HBV-transfizierter HuH7-Zellen + 133ul 10x PEG-
Losung (85% PEG 6000 w/v dH,O; Drehen fiir 16 Stunden bei 4°C im Uber-
kopfschiittler

e 10 Minuten bei 7000xg zentrifugieren

e Uberstand abnehmen und verwerfen; aus dem Pellet (HBV Viren) wurde da-
nach die DNA extrahiert (siehe 2.12, S. 61)

2.12 DNA-Extraktion aus HBV-Viren

Dieses Verfahren erméglichte die Isolierung der in den HBV Virionen enthaltenen
DNA. Folgende Arbeitsschritte wurden durchgefiihrt:

e Virus-Pellet in 100ul 1x PBS aufnehmen + 5ul Proteinase K (= 5 mAU!,
Qiagen Proteinase) + 10ul 10% SDS

e 2 Stunden bei 56°C im Schiittler inkubieren

e versetzen mit 1154l Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1); vortexen und
bei 1000xg 3 Minuten und 4°C zentrifugieren

11 mAU = Spaltung von 1pmol Tyrosin-Aquivalent aus denaturiertem Hémoglobin in 1 Minute
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e wissrige obere Phase abnehmen
e Ethanolfillung wie in Abschnitt 2.7.2 (S. 52) beschrieben

e DNA-Pellet aufnehmen in 20ul dH,O

Die erhaltene DNA wurde danach in der quantitativen PCR (siehe 3.1.2, S. 81)

vermessenl.

2.13 Isolierung intrazellulirer HBV Kapside

Intrazellulire HBV Kapside kénnen durch Immunprézipitationstechniken mit poly-
klonalen Antikorpern, gerichtet gegen das HBV Core Protein, selektiv herausgefillt
werden. Durch Isolierung und quantitativer Bestimmung der HBV-DNA aus den
Kapsiden ermoglichte diese Methode eine Aussage iiber die Konzentrationen von
HBYV Kapsiden in der Zelle.

2.13.1 Benotigte Puffer und Losungen

TNE-Puffer 10 mM Tris pH 8; 1 mM EDTA pH 8; 100 mM NaCl

Lysepuffer 10 mM Tris pH 8; 10 mM NH,Cl; 1 mM EDTA pH 8; 10 mM MgCly;
0,1% B-Mercaptoethanol; 0,2% Igepal; 1 mM Dithiotreitol (DTT) (alles Fa.
Sigma); 1 mM Pefablock (Fa. Roth)

Protein A Agarose Fa. Roche

2.13.2 Immunprizipitation von HBV Kapsiden

1. Aufbereiten der Zellen

e Waschen der HBV-transfizierten HuH7-Zellen zu verschiedenen Zeitpunk-
ten ,,post transfectionem®, wie bei den jeweiligen Experimenten angege-
ben, in 1x PBS und Aufnahme in 500ul 1x PBS

e Abschaben und Zusammenfiigen der Zellsuspensionen von 3 Schalen (6

cm Durchmesser) pro Mewert (=Gesamtvolumen von 1500.1)

e Aliquotieren von 300ul Zellsuspension zur Isolation gesamt-zytoplasmatischer
RNA (siehe 2.10, S. 60)
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e Zentrifugation der restlichen 1200l fiir 10 Minuten bei 1000xg und 4°C
e Inkubation des Zell-Pellets in 300u] Lysepuffer fiir 10 Minuten bei Raum-

temperatur
e Homogenisieren im Glas-Glas Kolbenhomogenisator (Fa. Zeiss) mit 10-15
Schlégen
2. Prainkubation von Antikérpern und Zelllysat
e dreimaliges Waschen der Protein A Agarose (150u1/Probe) mit 2004l
TNE-Puffer; Aufnehmen der Protein A Agarose in TNE-Puffer (200u1/Probe)

e Mischen von Zelllysat mit 100u] der Protein A Agarose - Suspension zum

Blockieren unspezifischer Bindungen

e Mischen von 154l anti-HBc (= 1:30 Verdiinnung, polyklonaler Kaninchen-
Antikorper gegen das Kapsidprotein von HBV, Fa. Dako) mit 100l der

Protein A Agarose - Suspension

e Inkubation fiir 4 - 12 Stunden bei 4°C im rotierenden Uberkopfschiittler
3. Immunpréazipitation
e Zentrifugieren des Zelllysat - Protein A Agarose — Gemisches bei 4000xg

und 25°C fiir 30 Sekunden

e Vermischen des Uberstands mit dem anti-HBc - Protein A Agarose —

Gemisch
e Inkubation im rotierenden Uberkopfschiittler fiir 12-16 Stunden bei 4°
e Zentrifugieren des Testansatzes bei 4000xg und 25°C fiir 30 Sekunden
e dreimaliges Waschen des Pellets mit 200u] TNE-Puffer

e DNA-Extraktion (=progeny (Vorldufer) DNA-Assay) nach dem Schema
in Abschnitt 2.12 (S. 61)

2.14 Darstellung der HBV cccDNA

Die HBV cccDNA (j,covalently closed circular DNA®) ist ein episomales Replikati-
onsintermediat des HBV und dient der HBV Transkription als Vorlage (siehe 1.1.5.1,
S. 19). Aussagen iiber die Menge intranukledrer cccDNA geben Hinweise auf mogli-

che Behinderungen der HBV-Reifung und Ausschleusung.
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Die intranukledire HBV cccDNA wurde quantitativ vermessen, um eine Behinde-

rung der HBV Kapsidsekretion durch das HCV Core Protein zu erfassen.

2.14.1 Eingesetzte Puffer

Lysepuffer 0,6% SDS, 10mM EDTA, 10mM Tris-HCI, 150 mM NaCl; pH 7,2

5M NaCl

2.14.2 Hirt-Extraktion zur Isolation episomaler
DNA-Molekiile [77]

e Priparation der Kernextrakte wie in Abschnitt 2.18 (S. 73) beschrieben, dabei

keine Verwendung von Proteaseinhibitoren
e 50ul Kernextrakt, 100ul Lysepuffer und 40ul 5M NaCl mischen
e fiir 12-16 Stunden bei 4°C im Uberkopfschiittler drehen

e 1 Stunde bei 17000xg und 4°C zentrifugieren (Ausfillen von SDS mit zelluldrer
DNA)

e Uberstand Proteinase K-verdauen, Phenol-extrahieren, DNA-fillen (wie in Ab-
schnitt 2.12 (S. 61) beschrieben)

e das Prizipitat in 20l dH,O aufnehmen.

Die erhaltene DNA wurde mit der HBV Core quantitativen PCR (siehe 3.1.2,
S. 81) und pHBV1.5 qPCR (siehe 3.1.3, S. 84) vermessen. Die Differenz von HBV
Core zu pHBV1.5 ergibt die Anzahl der cccDNA Molekiile nach der Gleichung:

cccDNA = HBV Core —pHBV1.5 (2.4)

2.15 Expressionsanalyse mittels quantitativer PCR

2.15.1 Das Prinzip der quantitativen PCR

Das Ziel der quantitativen real-time PCR ist die Messung der im Reaktionsan-

satz vorhandenen, sequenzspezifischen Nukleinsdure-Konzentration. Das Prinzip der
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»Tagman* quantitativen PCR (im folgenden als qPCR abgekiirzt) baut auf dem in
Abschnitt 2.5 (S. 47) beschriebenen PCR~Verfahren auf. Zusétzlich zu den Vorwérts-
(FP) und Riickwirtsprimern (RP) wird in dieser Technik eine sogenannte Tag-Probe
(TP) eingesetzt. Die TP ist ein ca. 20 Basen langes Oligonukleotid, dessen 5’- und 3’-
Enden mit Fluoreszenzfarbstoffen (Reporter (6-FAM = 6-Carboxyfluorescein) und
Quencher(TAMRA = 5-/6-Carboxytetramethylrhodamine)) markiert sind. Die TP
bindet kurz hinter dem 3’-Ende des FPs [78, 125, 70, 60].

Durch einen Forster-Energietransfer kann die Fluoreszenz des Reporters auf den
Quencher iibertragen werden [53, 111]. Wird der Reporter durch die 5’-Exonuklease-
aktivitdt der Tag-Polymerase abgespalten, findet auch kein Forstertransfer auf den
Quencher statt. Die Emission des Reporters kann nun mit einer Kamera detektiert

werden.

Je mehr Kopien der spezifischen Nukleinsdure im Reaktionsansatz vorhanden
sind, desto mehr TP wird gebunden und Reporterfarbstoff abgespalten. Ab einem ge-
wissen Punkt iiberschreitet die Emissionsstéirke des Reporters die Detektionsschwel-
le (,, Treshold®). Dieser Zykluspunkt wird durch lineare Regression gegen die Werte
einer bekannten DNA-Verdiinnungsreihe auf die Kopienzahl zuriickgerechnet. Die
Umrechnung von der DNA-Konzentration in die Kopienzahl ist in Formel 2.5 ge-

zeigt.

Plasmidmasse x in pg = Plasmidlinge in bp X Gewicht eines bp x Avogadrozahl
= Plasmidlinge in bp x 660Da x (1,66 x 107%'g) x 10"
= lpg = 1/x DNA — Kopien
(2.5)

Eine weitere Moglichkeit bei der quantitativen PCR besteht im Einsatz von
SYBR Green (Fa. Molecular Probes, Applied Biosystems) anstelle der TP. In den
amplifizierten Strangen lagert sich das fluoreszierende Interkalans SYBR Green ein,
dessen Fluoreszenzeigenschaften sich dadurch &ndern. Die Sperzifitiat des Systems

muf durch eine Gelelektrophorese der PCR Produkte nachgewiesen werden [72, 75].

Die qPCR 148t sich auch fiir den quantitativen RNA-Nachweis anwenden, indem
ein reverse Transkriptase- (RT-) Schritt vor die eigentliche qPCR gesetzt wird [60].
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Abbildung 2.7: Das Prinzip der Tagman quantitativen PCR: Die Exonukleaseaktivitit
(EN) der Taq-Polymerase (Tag-Pol) schneidet den Reporter (R) von der Tag-Probe ab.
Somit kann er sein Fluoreszenz-Signal nicht mehr auf den Quencher (Q) iibertragen und
wird dadurch mefibar. Durch Positionieren eines Tresholds kann aus dessen Schnittpunkt
mit der Fluoreszenzkurve auf den PCR-Zyklus zuriickgerechnet werden.

2.15.2 Benotigte Materialien fiir die qPCR

Zur Durchfiihrung der qPCR wurde das in Abschnitt 2.2 (S. 40) bezeichnete Gene-
Amp 5700 System eingesetzt. Die PCR-Steuerung und Auswertung wurde mit der
GeneAmp 5700 SDS Software durchgefiihrt. Als Reaktionsgefdfle dienten ,, Micro-
Amp Optical 96-Well Reaction Plates” und ,,Optical Caps“ der Fa. PE Biosystems.

Als PCR Reagenzien wurden folgende Produkte der Fa. Applied Biosystems ver-

wendet:
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Fiir DNA Analysen TagMan Universal PCR Master Mix

e 2x Master Mix (bestehend aus AmpliTaq Gold DNA Polymerase, Amp-
Erase UNG (Uracil-N-Glycosylase, entfernt Uracil aus PCR-Produkten),
dNTPs und dUTP, einem passiven Referenzfarbstoff (ROX) und opti-

miertem Puffer)
Fiir RNA Analysen TagMan One-Step RT-PCR Master Mix Reagents Kit

e 40x MultiScribe (=rekombinante Moloney Murine Leukemia Virus Re-

verse Transkriptase) und RNase Inhibitor Mix sowie

e 2x Master Mix (bestehend aus AmpliTaq Gold DNA Polymerase, dNT-
Ps und dUTP, einem passiven Referenzfarbstoff (ROX) und optimiertem
Puffer) ohne AmpErase UNG

Fiir SYBR Green PCR SYBR Green PCR Master Mix

e 2x Master Mix (bestehend aus AmpliTaq Gold DNA Polymerase, dNTPs
und dUTP, einem passiven Referenzfarbstoff (ROX) und SYBR Green I
Farbstoff)

Fiir das Erstellen und die Berechnung der Primer und Taq-Probes wurde die
Software Primer Express 2.0 der Fa. Applied Biosystems verwendet. Dabei wurden
folgende Regeln beachtet [1]:

e die Amplikonlinge (Abstand zwischen FP und RP) sollte 150 bp nicht iiber-

schreiten

e je kiirzer der Abstand vom Primer zur Taqg-Probe, desto genauer kann das

System messen (max. 50 bp Abstand)
e der G/C-Gehalt sollte zwischen 30 und 80% liegen

o die letzten 5 Basen am 3’-Ende der Primer durften maximal 2 G’s oder C’s

enthalten

e die Schmelztemperaturen fiir die Primer sollten im Bereich zwischen 58 und
60°C, die fiir die TP 5-10°C hoher liegen

e max. 3 aufeinanderfolgende Basenwiederholungen im Oligonukleotid (nie 3

G’s)
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2.15.3 Standardisierung

Standardisierung und Umrechnung in Nukleinsdurekonzentrationen erfolgten fiir je-
de qPCR (auch RT-qPCR) mittels einer Plasmid-Verdiinnungsreihe im Konzentra-
tionsbereich ng bis fg. Die fiir die qualitative Interpretation optimale Primer- und
TP-Konzentrationen wurden eingestellt. Als Optimum galt die Konzentration, bei
der die Fluoreszenzstéirke der Negativkontrolle die Fluoreszenzstérke der Positivkon-
trollen sicher nicht erreichte. Somit konnten falsch positive Ergebnisse ausgeschlossen
werden. Alle Werte sind — soweit nicht anders angegeben — doppelt gemessen, um
die Standardabweichung der Messungen berechnen zu kénnen. Der Treshold-Wert

wurde in die Wendepunkte der Fluoreszenzkurven gelegt [1].

Zur Standardisierung der gemessenen HBV-Core- und HCV-Core- Konzentratio-
nen wurden diese durch die, mittels RT-qPCR ermittelte, Expression des Housekee-
ping Gens ATP-Synthase, Untereinheit 6 (siehe 3.1.1, S. 79), dividiert (siehe Formel
2.6).

HCV oder HBV

51 H HBYV Last = 2.
standardisierte HC'V oder HBV Last ATS (2.6)

2.16 Expressionsanalyse durch HCV Core - Pro-
teinnachweis

Western Blot Experimente wurden durchgefiihrt, um die Expression des klonierten

HCV Core Gens auf Proteinebene zu bestétigen.

2.16.1 Eingesetzte Losungen und Puffer

Lyse-Puffer 150 mM NaCl; 1% Triton X-100; 0,1% SDS; 50 mM Tris pH 8; 10 mM
Pefablock (Fa. Roth)

TCA Trichloressigsiure, 100% w/v wéssrige Losung

4x Probenpuffer [110] 0,25 M Tris; 8% SDS; 40% Glycerin; 20% [-Mercaptoethanol;
0,008% Bromphenolblau; pH 6,8 (eingestellt mit konzentrierter HCI)

10x PAGE Puffer 0,25 M Tris pH 8; 1,92 M Glycin
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Acrylamid-Fertiglésung Acrylamid-Bisacrylamid (37,5:1), Fa. Roth
Transferpuffer 39 mM Glycin; 48 mM Tris pH 8; 0,037% SDS; 20% Methanol
Waschpuffer 1x PBS; 0,2% Tween-20 (Fa. Sigma)

Blockierlésung 3% w/v Magermilchpulver (Lasana, Fa. Humana) in Waschpuffer

Chemilumineszenzlésungen Mischung aus Losung 1 und 2 direkt vor Verwen-

dung

e Losung 1 (17,7 ml dH5O; 2 ml Tris pH 8,5; 200 ul Luminol; 88 ul Cou-

marinsiure)

e Losung 2 (18 ml dH,O; 2 ml Tris pH 8,5; 12 ul HyOs)

2.16.2 Vorbereitung der Proben

o Aussaat der HuH7-Zellen, Transfektion mit 20ug pSV40-HCVCore 1a, pcDNA3-
HCVCore 1a oder pEGFP-HCVCore 1a

e Abschaben der Zellen im Medium 4 Tage post transfectionem

e Zentrifugieren der Zellsuspension bei 500xg und 4°C fiir 5 bis 10 Minuten
e zweimaliges Waschen der Zellen mit PBS

e Lyse mit 300 ul Lyse-Puffer

e Zentrifugieren fiir 10 Minuten bei 4000xg und 4°C; Abnahme des Uberstands;
Proteinféllung durch Zusatz von TCA ad 20% fiir mindestens 12 Stunden bei
4°C

e danach 10 Minuten bei 4000xg und 4°C zentrifugieren

e Pellet mit 500 ul -20°C gekiihlter Aceton-1M HCI (9:1) waschen, zentrifugieren
bei 4000xg und 4°C fiir 5 Minuten

e Pellet mit 500 pl -20°C gekiihltem Aceton waschen, zentrifugieren

e Pellet danach vakuumtrocknen
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2.16.3 Auftrennen der Proben mittels SDS-PAGE

Die SDS-PAGE (Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) dient zum
Auftrennen von Proteinen nach deren Molekulargewicht. Hierbei werden die Proteine
denaturiert, durch Reaktion mit SDS stark negativ geladen und mittels diskontinu-

ierlicher Gelelektrophorese iiber eine Polyacrylamid-Matrix aufgetrennt [110].

Die hier aufgefiihrten Volumina sind fiir BioRad Mini-Gele berechnet.

12,5% Trenngel 4 ml Acrylamid-Losung; 2 ml dH,O; 3,75 ml 1M Tris pH 8,8; 0,1
ml 10% SDS; 50 pl 10% Ammoniumpersulfat (APS, Fa. Sigma); 10 ul TEMED
(N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin, Fa. Sigma)

3% Sammelgel 0,65 ml Acrylamid-Losung; 3,675 ml dH50O; 0,625 ml 1M Tris pH
6,8; 50 ul 10% SDS; 25 ul 10% APS; 5 ul TEMED

Die Proteinproben wurden mit 40 ul 4x Probenpuffer versetzt und 10 Minuten
bei 100°C gekocht, danach in die Taschen des Sammelgels gegeben. Die Proben
wurden in 1x PAGE-Puffer mit 0,1% SDS bei 140-200 V fiir ca. 1-2 Stunden im Gel

aufgetrennt.

2.16.4 Identifikation des HCV Core Proteins mittels Wes-
tern Blot-Analyse [185]

Bei der Western Blot - Analyse wurden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Prote-
inproben auf eine PVDF-Membran (PolyScreen Polyvinylidenfluorid, Fa. NEN Life
Sciences) transferiert und dort immobilisiert. Durch Inkubation mit einem mono-
klonalen Antikorper gegen das HCV Core Protein und Sichtbarmachung von dessen
Bindung mittels eines Zweitantikorpers und Chemilumineszenzreaktion konnte das
HCV Core Protein detektiert werden.

e clektrischer Transfer des SDS-PAGE Gels im ,semi dry“ - Verfahren (Aufbau:
Kathode — 3x Transferpuffer-getrinktes Whatman Papier — Membran — SDS-
Gel — 3x Transferpuffer-getrinktes Whatman Papier — Anode) auf die PVDF-
Membran fiir 75 Minuten bei 2 mA /cm? [16]

e Inkubation der Membran in Blockierlésung iiber Nacht bei 4°C

e Inkubation in Waschpuffer fiir 3x 10 Minuten (Waschen)
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1 Stunde Inkubation bei Raumtemperatur mit dem ersten Antikorper anti-

HCVcore (monoklonaler Mausantikorper, Fa. Affinity Bioreagents), Verdiinnung
1:1000 in Waschpuffer

Waschen

1 Stunde Inkubation mit dem zweiten Antikorper anti-Maus IgG (Kaninchen-
antikorper gekoppelt an Meerrettich-Peroxidase, Fa. Dianova), Verdiinnung
1:4000 in Waschpuffer

Waschen

1 Minute Inkubation mit Chemilumineszenzlésung 1 und 2

Verpacken der Membran in Frischhaltefolie und Exposition auf Roéntgenfilm

bis zur guten Sichtbarkeit der Banden

2.17 Fluoreszenzmikroskopie

Die intrazelluldre Lokalisation von HCV Core ist mittels konfokaler Laserscan-Mikro-
skopie des EGFP-HCV Core la Fusionsproteins untersucht worden. Die Zellkerne

wurden zur besseren Orientierung mit Propidiumjodid gegengefirbt.

In einem zweiten Experiment ist die Verteilung von HBV-Kapsiden und EGFP-
HCV Core 1a gleichzeitig beobachtet worden. Zellkerne konnten hier, wegen Bele-
gung des Rotkanals durch die HBV-Kapsid-Fluoreszenz, nicht dargestellt werden.

2.17.1 Eingesetzte Puffer und Lésungen

Fixationslésung 3,7% Formaldehyd + 300 mM Sucrose, geldst in 1xPBS

Kernfirbelosung 5 pg Propidiumjodid + 10ul RNase A Stocklésung (10 mg/ml),
gelost in 1 ml 1x PBS

Blockierlésung 0,5% Triton X-100 + 2% BSA in 1xPBS

2.17.2 Darstellung von Zellkern und EGFP-HCV Core 1a

e Aussaat von HuH7-Zellen auf 1xlem Deckglidschen in Zellkulturschalen (6 cm

Durchmesser)
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e Transfektion mit 10ug pEGFP-C2 (als Negativkontrolle) oder pEGFP-HCV
Core 1la; zusiitzlich Kotransfektion mit 5ug pHBV1.5 (Methode: 2.8.2, S. 57)

e Waschen des Deckglédschens in 1x PBS nach 3,6 oder 9 Tagen

e Fixieren der Priparate mit Fixationslosung fiir 15 Minuten bei Raumtempe-

ratur
e 3x Waschen mit 1x PBS

e Kernfirbung mit Kernfarbelosung fiir 30 Minuten bei 37°C.

Die Deckgldschen wurden mittels eines Tropfens Glycerin oder Eindeckmedium

(Elvanol, Fa. Dako) auf einen Objekttréger transferiert und sofort mikroskopiert.

2.17.3 Darstellung von HBV Kapsiden und

EGFP-HCYV Core 1a

e Aussaat von HuH7-Zellen auf 1xlem Deckglédschen in 6cm Zellkulturschalen

e Kotransfektion von 5ug pEGFP-C2 (als Negativkontrolle) oder pEGFP-HCV
Core la zusammen mit 5ug pHBV1.5

e Waschen des Deckglédschens in 1x PBS nach 3 Tagen

e Fixieren der Priparate mit Fixationslosung fiir 15 Minuten bei Raumtempe-

ratur
e 3x Waschen mit 1x PBS
e Inkubation in Blockierlosung fiir 15 Minuten

e Inkubation mit dem Erstantikorper anti-HBc¢ (polyklonaler Kaninchenantikorper,
Fa. Dako, 1:100 verdiinnt) in Blocklosung fiir 30 Minuten

e zweimaliges Waschen der Deckgldschen mit 1xPBS

e Inkubation mit dem TRITC- (Tetramethylrhodamin Isothiocyanat Isomer R)
markierten Zweitantikorper (anti-Kaninchen, Fa. Dianova, 1:200 verdiinnt) fiir
30 Minuten

Die Deckglidschen wurden mittels eines Tropfens Glycerin oder Eindeckmedium

(Elvanol, Fa. Dako) auf einen Objekttréger transferiert und sofort mikroskopiert.
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2.17.4 Mikroskopparameter

Rot Zellkerne/HBV Kapside
e Propidiumjodid (Zellkerne): Anregungsmaximum 535 nm, Emissionsma-
ximum 615 nm

e TRITC (HBV Kapside): Anregungsmaximum 540 nm, Emissionsmaxi-

mum 580 nm
e Einstellung fiir beide Farbstoffe: Anregungsfilter BP 515-560, Sperrfilter
LP 590
Griin EGFP/EGFP-HCVCore

e EGFP: Anregungsmaximum 484 nm, Emissionsmaximum 510 nm

e Mikroskopeinstellung: Anregungsfilter BP 450-490, Sperrfilter LP 520

2.18 Gelretardierungs - Analyse
(Gelshift, EMSA)

Ziel der Gelshift Analyse oder EMSA (Elelctrophoretic Mobility Shift Assay) ist die
Detektion der Bindung von Proteinen oder Peptiden an bestimmte DNA-Sequenzen
[54]. In dieser Arbeit wurde mittels Gelshift Analyse eine mogliche Bindung des HCV
Core Proteins an den HBV Core Promotor und die Enhancer 1 und 2 untersucht.
Dazu wurden Kernextrakte zuvor transfizierter Zellen gewonnen und mit radioaktiv

markierten PCR-Fragmenten der genannten HBV-Steuerelemente hybridisiert.

2.18.1 Eingesetzte Puffer und L6sungen

NPB-Puffer: 10 mM Tris pH 7,4; 2 mM MgCly; 140 mM NaCl; 0,5 mM DTT;
5mM Pefablock (Fa. Roth)

NPBT-Puffer: NPB mit 0,1% Triton X-100
Sucrose-NPB: NPB mit 50% w/v Sucrose (Fa. Sigma)

Dignam C: 20 mM Hepes pH 7,9; 256% Glycerol; 420 mM NaCl; 1,5 mM MgCly;
0,2 mM EDTA; 0,5 mM DTT; 5 mM Pefablock
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5xBindepuffer: 125 mM Hepes pH 7,6; 25 mM MgCly; 170 mM KCI

10x Proteinase Inhibitor Cocktail: 20 mM DTT; 5 mM Pefablock (Fa. Roth);
20% Aprotinin(Fa. Roth)

Dialysepuffer: 25 mM Hepes pH 7,6 (Fa. Sigma); 0,1 mM EDTA; 40 mM KCI;
11,4% Glycerin

Laufpuffer: 0,25xTBE

5% Polyacrylamidgel: 12,5 ml 1xXTBE; 8,3 ml Polyacrylamid-Losung (37,5:1, Fa.
Roth); 29,17 ml dH,O; 350ul APS (Ammoniumpersulfat, Fa. Sigma); 30ul
TEMED (N,N,N’N’-Tetramethylethylendiamin, Fa. Sigma)

DNA Ladepuffer: 0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylene Cyanol FF (Acid blue
147); 40% Sucrose (alles Fa. Sigma)

20% Ficoll: wiissrige Losung (Fa. Sigma)

Fixierlésung: 10% Essigsidure; 20% Ethanol in dH,O

2.18.2 Herstellung von Kernextrakten [45]

e Aussaat der HuH7-Zellen, Transfektion mit 20ug pcDNA3-HCVCore 1a; nicht

transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle
e Abschaben im Medium 4 Tage post transfectionem
o Zentrifugieren der Zellsuspension bei 500xg und 4°C fiir 5 bis 10 Minuten

e zweimaliges Waschen mit PBS, danach Zugabe von 100ul kaltem (0°C) NPBT
Puffer und gutes Durchmischen durch Auf- und Abpipettieren

e Aufladen des Homogenates auf ein 150ul grofles Sucrose-NPB - Kissen
e Zentrifugieren bei 4000xg und 4°C fiir 10 Minuten

e Die Sucrose- (=zytosolische) Fraktion wird aliquotiert; die Kerne in 50ul Di-
gnam C resuspendiert und fiir 30 Minuten bei 4°C gedreht, danach 10 Minuten
bei 4000xg und 4°C zentrifugiert.

e Der Uberstand entspricht dem Kernextrakt

e Schockgefrieren mit fliisssigem Stickstoff, Lagerung bei -80°C
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2.18.3 Bradford Assay [20]

Der Bradford Assay diente der photometrischen Proteinquantifizierung, um bei den

Gelshift Analysen immer gleiche Proteinmengen einzusetzen.

e Verdiinnung von 10ul Kernextrakt mit 790ul dH,O

e Mischen dieser Verdiinnung mit 200ul Bradford Reagenz (Fa. Biorad), Inku-

bation fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur

e Photometrische Bestimmung der ODjg;5

e Vergleich gegen eine BSA-Standardreihe (1, 2, 5, 10 ug Bovines Serum Albumin

(BSA) pro 10ul)

2.18.4 Generierung der DNA-Fragmente

In dieser Arbeit sind PCR-Fragmente der HBV Core Promotor- und Enhancer-
Regionen nach dem Standard PCR-Protokoll (siehe 2.5, S. 47, Primer: s. Tabelle

2.7) synthetisiert worden (s. Tabelle 2.6).

DNA-Fragment | FP RP Fragmentgrofie (bp)
enh1XP-1 FP HBV RP4 HBV 140
enh1XP 2364 enh1XP 2504
enh1XP-2 FP4 HBV RP3 HBV 189
enh1XP 2497 enh1XP 2686
enh1XP-3 FP3 HBV RP HBV 92
enh1XP 2682 enh1XP 2774
fep-1 HBVfcp s RP HBV fcp 115

3113
fcp-2 FP HBV fcp HBV bcp AS 150
3106

Tabelle 2.6: Durch PCR generierte Fragmente fiir die Untersuchung in Gelshift-

Experimenten




76 Material und Methoden

Name Sequenz

HBVfcp s CGGGGTACCCTTCACCTCTGCACGTTGCA
RP HBV fcp 3113 GCCTCAAGGTCGGTCGT

FP HBV fcp 3106 CTTGAGGCCTACTTCAAAGACTGT
HBVbcp AS GGAAGATCTAAGAGATGATTAGGCAGA

FP2 HBV enhl1XP 2364 GGGGTACCCCCTTCCTGTTAACAGGCCTATT
RP4 HBV enh1XP 2504 GTGAAAGCCTGTTTAGCTTGTATA

FP4 HBV enh1XP 2497 GCTTTCACTTTCTCGCCAAC

RP3 HBV enh1XP 2686 TCGGCAGAGGAGCCACA

FP3 HBV enhl1XP 2682 GCCGATCCATACTGCGGA

RP HBV enh1XP 2774 GGGGTACCCCTGTATATTTCCGCGAGAGG

Tabelle 2.7: Oligonukleotide fiir die Generierung von PCR-Fragmenten fiir die Gelshift-
Analyse

2.18.5 Radioaktive Markierung der PCR-Fragmente

e Mischen von 125ng PCR-Fragment mit 2ul T4-Kinasepuffer und 1ul (10 U)
T4-Kinase (Fa. Roche), ad 16ul dH,O

e Zugabe von 4yl 32P--ATP (= 40uCi, Fa. NEN Lifesciences)
e Inkubation fiir 30 Minuten bei 37°C
e Hinzufiigen von 30ul TE-Puffer

e Entfernen von freien Nukleotiden iiber Sephadex G25 Siulen (Fa. Amersham

Pharmacia)
e Inkubation der markierten DNA fiir 15 Minuten bei 75°C

e 1ul des Produktes wird im Szintillationszéhler (5-Counter) ausgezéhlt

2.18.6 Hybridisierung von radioaktiven PCR-Fragmenten mit
Kernextrakt-Proteinen

Zur Hybridisierung wurde zuvor ein Mastermix mit dem markierten PCR-Fragment
erstellt:

e 44l 5x Bindepuffer; 2u1 10x Proteinase Inhibitor Cocktail
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e 1ug Poly-d[I-C] (Fa. Sigma) und 2ug BSA zum Blockieren unspezifischer Bin-

dungen
e 60000 cpm (counts per minute) radioaktiv markiertes PCR-Fragment

e Hinzufiigen von dH5O bis zu einem Gesamtvolumen von 10ul
Zu je 10pul des Mastermixes wurden folgende Proteinverdiinnungen zugegeben:

e 10ul Dialysepuffer (freie DNA-Probe) oder
e 5ug Kernextrakt nicht-transfizierter HuH7-Zellen (Negativkontrolle) oder

e 5ug Kernextrakt nicht-transfizierter HuH7-Zellen mit 0,541 anti-HCV Core
Antikérper unverdiinnt (Fa. Affinity Bioreagents) (Negativkontrolle) oder

e 5ug Kernextrakt pcDNA3-HCVCore 1a transfizierter HuH7-Zellen oder

e 5ug Kernextrakt pcDNA3-HCVCore 1la transfizierter HuH7-Zellen mit 0,5ul

anti-HCV Core Antikérper unverdiinnt oder

e 1ug rekombinantes HCV Core-3Gal Fusionsprotein (Fa. Advanced Immuno-
Chemical)

Das Gesamtvolumen wurde bis 20u] mit Dialysepuffer ergédnzt und fiir 25 Minuten
bei 0°C inkubiert.

2.18.7 Gelelektrophorese

e Gieflen des 5% Polyacrylamidgels und Polymerisation

Vor-Elektrophorese des Gels fiir 30 Minuten bei 150 V und 4°C

Hinzufiigen von 2ul 20% Ficoll zu den Hybridisierungsproben und 21 DNA-
Ladepuffer zur freien DNA-Probe

Gelelektrophorese bei 300 V und 4°C

Stop der Elektrophorese, wenn die Bromphenolblau-Bande ca. 8 cm vom un-

teren Gelrand entfernt war
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2.18.8 Fixierung und Autoradiographie des Gels

e Nach Gellauf Inkubation des Gels in Fixierlosung bei Raumtemperatur fiir 15

Minuten
e Vakuum-Trocknen des Gels fiir 1 Stunde bei +80°C auf Whatman-Papier

e Exposition des getrockneten Gels auf Rontgenfilm fiir 24 Stunden bis mehrere
Tage bei -80°C



Kapitel 3

Ergebnisse und Diskussion

3.1 Etablierung quantitativer real-time PCR-
Systeme zum Nachweis von HBV- und HCV-
Nukleinsduren

Fiir den Nachweis von HBV Core RNA und DNA, pHBV1.5 Plasmid DNA und HCV
Core RNA wurden quantitative PCR-Systeme (qPCR) entwickelt. Sie dienen der
Analyse der HBV Core Transkription (HBV Core RT-qPCR), Messung der enkapsi-
dierten intrazelluliren und extrazelluliren HBV ~DNA (HBV  Core
qPCR), Quantifizierung der intranukleiren HBV cccDNA (HBV Core und pHBV1.5
qPCRs) sowie der transkribierten HCV Core RNA (HCV Core RT-qPCR).

Um die Meflergebnisse auf die eingesetzte Zellzahl standardisieren zu kdnnen
(siehe 2.15.3, S. 68), wurde die Transkriptionsanalyse des ,house-keeping* Gens
ATP-Synthase 6 (ATS RT-qPCR) durchgefiihrt [59].

Das Prinzip der quantitativen PCR sowie das eingesetzte Material sind in Ab-
schnitt 2.15 (S. 64) beschrieben.

3.1.1 ATP-Synthase 6 quantitative PCR (ATS RT-qPCR)

Dieses System mifit die Transkriptionsrate des Gens der mitochondrialen ATP-
Synthase, Untereinheit 6 (im folgenden als ATS bezeichnet). Die Glycerolaldehydphosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und andere ,;stabil“ exprimierte Stoffwechselgene (,, House-
keeping Genes“) wurden als zu empfindlich gegeniiber zelluldren Stresssituationen

eingeschiitzt und deshalb in dieser Arbeit nicht verwendet [59].
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Um die ATS RT-gPCR fiir die Quantifizierung der Zellzahl nutzen zu koénnen,
wurden die Primerkonzentrationen optimiert und in Standard-Verdiinnungsreihen

eingesetzt.

3.1.1.1 Primer und Zyklusparameter

Name Sequenz Konzentration
ATP-S-6-FP CAGTGATTATAGGCTTTCGCTCTAA 11 pmol/ul
ATP-S-6-RP  CAGGGCTATTGGTTGAATGAGTA 6 pmol/ul
ATP-S-6-Tag FAM-AGCCCACTTCT- 10 pmol/pul

TACCACAAGGCACA-TAMRA

Tabelle 3.1: Primer und Tag-Probe fiir die Verwendung in der ATS RT-qPCR. Siehe
auch [59].

Die Durchfiithrung der ATS RT-qPCR erfolgte unter Verwendung der in Tabelle
3.1 angegebenen Oligonukleotide ATP-S-6-FP, ATP-S-6-RP und ATP-S-6-Taq mit
folgenden PCR-Schritten:

e Reverse Transkriptase- (RT-) Schritt: 30 Minuten bei 48°C
o Aktivierung der AmpliTaq Gold DNA-Polymerase fiir 10 Minuten bei 95°C

e 40 Zyklen (15 Sekunden Schmelzen 95°C — 1 Minute Annealing und Extension
bei 60°C)

ATP-Synthase 6 RT-q-PCR
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0,10 4\ 4/
§ ‘/< 7 _;'
0,007 rrrrrrrrrrrr1rr 1 11111 rrrrT

010 138 7.9..11.13.18.17.19.21.23.25.27.29.31.33.35..31.39.41.43 45
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PCR Zyklus
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Abbildung 3.1: Verdiinnungsreihe der ATS RT-qPCR. NTC = No template control (Ne-
gativkontrolle), Rn = Relative Fluoreszenz (Quotient aus Reporterfluoreszenz und passi-
vem Referenzfarbstoff).
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3.1.1.2 Durchfiihrung der Standardisierung der ATS RT-qPCR

Aus 3x105 HuHT7-Zellen wurde RNA isoliert (siche 2.10, S. 60). Als Standard-
Verdiinnungsreihe wurden die Konzentrationen 1:10 (= 300.000 Zellen), 1:100 (=
30.000 Zellen) und 1:1000 (= 3.000 Zellen) eingesetzt.

3.1.1.3 Ergebnis der Standardisierung und Diskussion

Das Ergebnis der Standardisierung ist in Abb. 3.1 dargestellt. Hierbei zeigte sich,
dass mittels der ATS RT-qPCR Negativkontrolle (Abb. 3.1, NTC) und Positivkon-
trollen (Abb. 3.1, RNA von 3.000 bis 300.000 Zellen) anhand des Fluoreszenzanstiegs
bei Zyklus 45 (<0,1 gegeniiber 0,3 bis 0,4) eindeutig voneinander diskriminierbar
sind. Die grofite Genauigkeit der linearen Regressionskurve (Lage der Zykluspunkte
auf der Standardgerade) konnte bei einem , Treshold“ (siehe Abb. 2.7, S. 66 und

2.15.3, S. 68) von 0,1 relativen Fluoreszenzeinheiten (Rn) berechnet werden.

Durch dieses Experiment konnte demonstriert werden, dass die ATS RT-qPCR
ein sicheres und genau messendes System zur Quantifizierung der Expression des
,house-keeping“ Gens ATP-Synthase 6 (ATS) ist. Die ATS-Expression wurde in
allen weiteren funktionellen Experimenten zur HBV-HCV-Koinfektion als Surrogat-

parameter fiir die Zellzahl verwendet.

3.1.2 HBYV Core quantitative PCR (HBV Core qPCR)

Die HBV Core qPCR wurde zum quantitativen Nachweis von HBV Core RNA (RT-
qPCR) und HBV Core DNA eingesetzt. Ihr Einsatz erfolgte in Experimenten mit
dem Ziel der quantitativen Analyse der HBV Transkription, der enkapsidierten HBV
DNA und der intranukledren HBV cccDNA-Konzentration (siehe 3.1.3, S. 84).

Die Etablierung der HBV Core qPCR beinhaltete das Entwerfen der Primer und
Taq-Probe (siehe 2.15.1, S. 64), Einstellen der Konzentration, Test in der RT-qPCR

und Aufstellen der Standard-Verdiinnungsreihe.

3.1.2.1 Primer und Zyklusparameter

In der HBV Core qPCR und RT-qPCR wurden die Oligonukleotide FP HBV Core
580F, RP HBV Core 643R und HBV-core adw2.599T (siehe Tabelle 3.2 und Abb.

3.2) verwendet. Die Ermittlung der optimalen Primer und Taq-Probe erfolgte am
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HBV-Genotyp adw2 (Bezugspunkt der Basennummerierung: pra-C ATG = 1). Die
Reaktion fand unter folgenden Bedingungen statt:

e Reverse Transkriptase- (RT-) Schritt (nur bei RT-qPCR): 30 Minuten bei 48°C
o Aktivierung der AmpliTaq Gold DNA-Polymerase fiir 10 Minuten bei 95°C

e 45 Zyklen (15 Sekunden Schmelzen 95°C — 1 Minute Annealing und Extension

bei 60°C)
Name Sequenz Konzentration
FP HBV Core 580F GCCTCGCAGACGCAGATC 15 pmol/pul
RP HBV Core 643R.  ACATTGAGATTCCCGAGATTGAG 15 pmol/ul
HBV-core adw2.599T FAM-CCATCGCCGCGT- 10 pmol/pul

CGCAGAAG-TAMRA

Tabelle 3.2: Primer und Tag-Probe fiir die Verwendung in der HBV Core qPCR und
RT-gPCR

Pol
HBV Leserahmen { Core . >
= B0 “gp
Prirer { PrEPe R
580 599 643

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Primerlokalisation der HBV Core qPCR
in Bezug auf die Leserahmen des HBV Core Gens und der HBV Polymerase (Pol). FP =
Vorwértsprimer, TP = Taq-Probe, RP = Riickwirtsprimer. Die Zahlen sind die Nukleo-
tidpositionen und beziehen sich auf das pra-C ATG = 1.

3.1.2.2 Durchfiihrung der Standardisierung und Quantifizierung von HBV
Core Nukleinsiduren

Die Lénge des verwendeten Plasmidstandards pHBV1.5 betréigt ca. 7400 bp. Damit
ergibt sich nach Formel 2.5 (S. 65) in einer Konzentration von 1 pg/ul eine Anzahl
von 1,2x10% DNA-Molekiilen. Nach dem Erstellen einer Standard-Verdiinnungsreihe
mit den Konzentrationen 500 pg/5 pl (= 60.000.000 DNA-Kopien), 500 fg/5 pl (=
60.000 DNA-Kopien) und 5 fg/5 pl (= 600 DNA-Kopien), wurden pro Analyse 5ul
DNA- oder RNA-Isolat in einer Verdiinnung von 1:10 eingesetzt.
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HBV RT-q-PCR
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Abbildung 3.3: Verdiinnungsreihe des Plasmidstandards pHBV1.5 in der HBV Core
RT-qPCR. NTC = No template control (Negativkontrolle), Rn = Relative Fluoreszenz
(Quotient aus Reporterfluoreszenz und passivem Referenzfarbstoff).

3.1.2.3 Ergebnis der Standardisierung und Diskussion

In der Abbildung 3.3 ist das Ergebnis der Standardisierung der HBV Core RT-
qPCR dargestellt. Hierbei zeigte sich ein Fluoreszenzanstieg der Negativkontrolle
(Abb. 3.3, NTC) ab dem 35. PCR-~Zyklus bis zu einem Maximum von 0,22 relativen
Fluoreszenzeinheiten (Rn) bei Zyklus 45. Da die Fluoreszenzkurve der kleinsten
Standardprobe (Abb. 3.3, 600 Kopien) bei Zyklus 45 nur ein Maximum von Rn =
0,4 erreichte, muflte der ,, Treshold* fiir die Berechnung der linearen Regressionskurve
zwischen 0,22 und 0,4 gelegt werden. Bei einer Berechnung der linearen Regression
bei einem ,, Treshold“ von 0,3 lagen alle drei Mefipunkte (Abb. 3.3, 600 bis 60x10°

Kopien) auf einer Geraden.

Sowohl mit der HBV Core qPCR als auch mit der RT-qPCR zeigte sich in allen
weiteren Messungen eine zuverléssige Linearitit der Messreihen, so dass auf eine wei-
tergehende Optimierung (Verringern der Primer- oder Tag-Probe - Konzentrationen,

Temperaturveréinderung) verzichtet werden konnte.

Die HBV Core qPCR stellt ein im Bereich von 600 bis 60x10° DNA-, RNA-
Kopien/5 pl linear messendes Analysesystem dar. Positive und negative Proben
konnen sauber voneinander getrennt werden. Durch die Erfiillung dieser Kriterien

ist auch ein Einsatz in der Diagnostik der HBV-Infektion moglich.
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3.1.3 pHBV1.5 quantitative PCR (pHBV1.5 qPCR)

MeRbereiche von
HBV Core gPCR oHBV1.5 gPCR

EcoRI
i pstl

RP4 enh1XP 2504¢

pHBV1.5

7405 bps
T3 Promotor Primer*

Abbildung 3.4: Das Mefprinzip zur Quantifizierung der intranukleéiren HBV cccDNA.
Von der aus dem Kernisolat bestimmten Gesamt-HBV-DNA (ermittelt durch die HBV Co-
re qPCR) wird die pHBV1.5-Plasmid-Konzentration (ermittelt durch die pHBV1.5 qPCR)
subtrahiert. Das Ergebnis spiegelt die Konzentration der HBV cccDNA wider. Ebenfalls
eingezeichnet sind die Positionen der pHBV1.5 qPCR Primer in Bezug auf das pHBV1.5
- Plasmid.

Die pHBV1.5 qPCR wurde entwickelt, um die Menge des pHBV1.5 - Plasmid-
anteils im Ergebnis der HBV Core qPCR bestimmen zu kénnen (siche Abb. 3.4).
Ihre Anwendung blieb deshalb auf die Analyse der intranukleiren HBV cccDNA-
Konzentration beschrinkt. Diese berechnet sich aus der Differenz der Ergebnisse
von HBV Core qPCR - pHBV1.5 qPCR (siehe Abb. 3.4).

Die Etablierung der pHBV1.5 qPCR beinhaltete das Erstellen und die Konzen-
trationseinstellung der Primer, die Standardisierung und den Nachweis der Spezifitit
durch Gelelektrophorese der Amplifikate.

3.1.3.1 Primer und Zyklusparameter

Die verwendeten Primer waren der T3-Promotor Primer des Vektors pBluescript als
Vorwértsprimer und der RP4 HBV enh1XP 2504 des HBV- Inserts® als Riickwértspri-
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mer (siehe Tabelle 3.3 und Abb. 3.4). Die pHBV1.5 qPCR wurde mit einem SYBR-

Green - Reaktionsansatz folgendermaflen durchgefiihrt:

o Aktivierung der AmpliTaq Gold DNA-Polymerase fiir 10 Minuten bei 95°C

e 40 Zyklen (15 Sekunden Schmelzen 95°C — 1 Minute Annealing und Extension

bei 60°C)
Name Sequenz Konzentration
T3 Promotor Primer ATTAACCCTCACTAAAGGGA 5 pmol
RP4 HBV enh1XP 2504 GTGAAAGCCTGTTTAGC- 7,5 pmol

TTGTATA

Tabelle 3.3: Primer fiir die Verwendung in der pHBV1.5 qPCR

3.1.3.2 Durchfithrung von Standardisierung, Quantifizierung und Nach-
weis der Spezifitidt der pHBV1.5 qPCR

Es wurden die Konzentrationen 5pg/5ul (=600.000 Kopien), 500fg/5u1 (=60.000 Ko-
pien) und 50fg/5ul (=6.000 Kopien) aus der pHBV1.5 - Standardverdiinnungsreihe
mit der gleichen DNA-Konzentrations-Kopienzahl - Umrechnung wie in Abschnitt
3.1.2 verwendet. Die Quantifizierung der pHBV1.5 DNA wurde aus Kernextrakten
(siehe 3.12, S. 133) durchgefiihrt.

Zuséatzlich erfolgte noch der Nachweis der Spezifitit iiber eine elektrophoretische
Auftrennung der qPCR-Amplifikate (sieche Abb. 3.6).

3.1.3.3 Ergebnis der Standardisierung und Diskussion

Das Ergebnis der Standardisierungsexperimente (siehe 3.1.3.2 und 3.12, S. 133) ist
in den Abb. 3.5 und 3.6 dargestellt. Hierbei konnte ein leichter Anstieg der Nega-
tivkontrolle (Abb. 3.5, NTC) auf Rn = 0,1 bei Zyklus 40 beobachtet werden. Daher
wurde der ,, Treshold“ fiir die lineare Regression auf Werte >0,1 gelegt, so dass die
Mefpunkte der 3 Standard-Verdiinnungsstufen auf einer Geraden zu liegen kamen
(Abb. 3.5, 6.000 bis 600.000 Kopien).

Die Spezifitdat der pHBV1.5 qPCR fiir pHBV1.5-Plasmide wurde mittels Gelelek-
trophorese der qPCR-Amplifikate nachgewiesen (sieche Abb. 3.6). Hier zeigten sich
in den Positivkontrollen (Abb. 3.6 b-d,f,g) Banden bei einer DNA-Grofle von 180
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bp, was auch der erwarteten Linge des amplifizierten Abschnitts entsprach. In den
Negativkontrollen (Abb. 3.6 a,e) wurden keine Banden detektiert.

Aus den Ergebnissen it sich schlussfolgern, dass die pHBV1.5-qPCR zur Quan-
tifizierung von pHBV1.5 Plasmiden und im Zusammenhang mit der HBV Core
qPCR zur quantitativen Analyse der intranukleiren HBV cccDNA-Konzentration

geeignet ist.

pHBV1.5 qPCR
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| —— NTC —— 600.000 Kopien — — 60.000 K. - - - :6.000 K. |

Abbildung 3.5: Standard-Verdiinnungsreihe des Plasmidstandards pHBV1.5 in der
pHBV1.5 qPCR. NTC = No template control (Negativkontrolle), Rn = Relative Fluo-
reszenz (Quotient aus Reporterfluoreszenz und passivem Referenzfarbstoff).

ab cd e f d

100

Abbildung 3.6: Nachweis der Spezifitit der pHBV1.5 - qPCR. (a) gPCR NTC (Negativ-
kontrolle), (b) 5 pg pHBVL.5, (c) 500 fg pHBV1.5, (d) 50 fg pHBV1.5 (= 6000 Kopien/pul):
Doppelwerte der cccDNA-Priparate (siehe 3.12, S. 133): (e) Negativkontrolle des Versuchs,
(f) = 18000 Kopien/ul, (g) = 33000 Kopien/pul.
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3.1.4 HCYV Core quantitative RT-PCR (RT-qPCR)

Die HCV Core RT-qPCR wurde etabliert, um in zellbiologischen Experimenten die
Transkriptionsrate von zuvor transfizierten HCV Core Konstrukten quantitativ be-

stimmen zu konnen.

Die Etablierung der HCV Core RT-qPCR beinhaltete das Entwerfen der Primer
und Taqg-Probe, Einstellen und Optimieren von Primer- und Taqg-Probe - Konzen-

trationen und Aufstellen der Standard-Verdiinnungsreihe.

Die bisher fiir die Diagnostik verfiigharen HCV qPCR-Systeme verwenden die
hoher konservierten 5’-UTR- und 3’-UTR- Bereiche, die auch fiir die Primer- und
Taq-Probe - Konstruktion einfacher zugénglich sind [135, 163]. Folgende Probleme
ergaben sich bei der Entwicklung einer qPCR in der HCV Core Region:

e Ein Drittel der Basenfolgen im Core-Bereich stellten dreifach bis fiinffach -
Folgen (z.B. CCCCC) dar.

e Der GC-Anteil mit 62% und regionaler Hiufung von GC-Inseln fiihrte zu einer

weiteren Einschrinkung des verfiigharen Sequenzbereichs.

Die meisten Abschnitte standen fiir eine Amplikonldnge >50 Basen aus diesen
Griinden nicht zur Verfiigung, so dass nur der Ubergangsbereich 5-UTR-HCV Co-
re nutzbar war. Diese Einschrinkung erforderten die weiter unten beschriebenen

Optimierungsschritte.

3.1.4.1 Primer und Zyklusparameter

Zur Durchfiihrung der HCV Core RT-qPCR wurden die Oligonukleotide HCV-FP
331, HCV-RP 416 und HCV Taq-371 (siehe Tabelle 3.4 und Abb. 3.7) verwendet.
Die Ermittlung der optimalen Primer und Taq-Probe erfolgte am Genotyp HCV 1a
(Bezugspunkt der Basennummerierung ist die HCV IRES = 1). Der Reaktionsansatz
der HCV Core RT-qPCR wurde wie folgt durchgefiihrt:

e RT-Schritt: 30 Minuten bei 48°C
o Aktivierung der AmpliTaq Gold DNA-Polymerase fiir 10 Minuten bei 95°C

e 45 Zyklen (15 Sekunden Schmelzen 95°C — 1 Minute Annealing und Extension
bei 60°C)
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Name Sequenz Konzentration
HCV-FP 331 GACCGTGCATCATGAGCAC 2,5 pmol/pul
HCV-RP 416 CGGGAACTTAACGTCCTGTGG 2,5 pmol/pul
HCV Tag-371 FAM-AATCAAACGTAACAC- 3,75 pmol/ul

CAACCGCCGC-TAMRA

Tabelle 3.4: Primer und Tag-Probe fiir die Verwendung in der HCV Core qPCR

1 342
HCV Leserahmen | |

IRES Core
Primer { W®ﬁ@ “RP

>
I |

331 371 416

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Primerlokalisation der HCV Core RT-
gPCR in Bezug auf den Anfang des HCV Genoms. FP = Vorwértsprimer, TP = Taqg-
Probe, RP = Riickwirtsprimer. Die Zahlen sind die Nukleotidpositionen von IRES- und
HCV Core Gen - Beginn (oben) und den Oligonukleotiden (unten).

3.1.4.2 Durchfiihrung der Standardisierung und Quantifizierung von HCV
Core RNA

Zur Standardisierung der HCV Core RT-qPCR wurde auf die Plasmid - DNA
pcDNA3-HCV Core la (siehe 3.2.1, S. 90) mit einer Linge von 6178 bp zuriick-
gegriffen. Anhand der Formel 2.5 (S. 65) ergeben sich 1,5x10° DNA-Molekiile pro

pl bei einer Konzentration von 1 pg/ul.

Die Standardgerade fiir das HCV Core RT-qPCR System lief§ sich bis in sehr
niedrige Konzentrationen (0,05 fg/5ul = 7,5 DNA-Kopien pro Reaktionsansatz) li-
nearisieren. Bei Konzentrationen iiber 500 fg/5ul (= 75.000 Kopien) waren aber
keine sicheren Werte mehr zu erzielen. Aus diesem Grund sind in den Experimenten

RNA-Proben fiir die HCV Core Expressionsanalyse zuvor 1:10 verdiinnt worden.

In der qualitativen Analyse (Trennung positiv/negativ) traten Fehler auf. In vie-
len Messungen mufite die Negativkontrolle als falsch-positives Meflergebnis gewertet
werden (siehe Abb. 3.8). Dies erforderte eine weitere Optimierung der HCV Core
RT-qPCR (siehe folgender Abschnitt).
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HCV core RT-q-PCR
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Abbildung 3.8: Die Standardverdiinnungsreihe der HCV Core RT-qPCR vor der Opti-
mierung. Die falsch-positive Negativkontrolle zeigt noch deutlichen Verbesserungsbedarf.
NTC = No template control (Negativkontrolle), Rn = Relative Fluoreszenz (Quotient aus
Reporterfluoreszenz und passivem Referenzfarbstoff).

3.1.4.3 Optimierung der HCV Core RT-qPCR

Die Optimierung des Systems bestand im Wesentlichen aus dem Absenken der
Negativkontrollen-Fluoreszenz (,,Hintergrundrauschen) durch Neueinstellung von
Primer- und Tag-Probe - Konzentrationen. Es wurde darauf geachtet, daf§ dies die

Sensitivitdt zur Erkennung positiver Proben nicht beeintrichtigte.

Nach Absenken der Primer- (von 10 auf 2,5 pmol) und nachfolgend der Tag-
Probe-Konzentrationen (von 10 auf 3,75 pmol) bewegte sich die Fluoreszenzkurve
der Negativkontrolle nach unten (siehe Abb. 3.9).

HCV Core RT-q-PCR
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Abbildung 3.9: Die Standardverdiinnungsreihe der HCV Core RT-qPCR nach der Op-
timierung. Die Negativkontrolle (NTC) hebt sich nun deutlich negativ von den positiven

Proben ab. Rn = Relative Fluoreszenz (Quotient aus Reporterfluoreszenz und passivem
Referenzfarbstoff).



90 Ergebnisse und Diskussion

3.1.4.4 Ergebnis der Standardisierung und Optimierung, Diskussion

Das Ergebnis der etablierten HCV Core RT-qPCR zeigt Abb. 3.9. Hier ist ersichtlich,
dass die Negativkontrolle ab PCR-Zyklus 34 nachweisbar wird und in Zyklus 40
eine Fluoreszenzstiirke von Rn = 0,01 erreicht (Abb. 3.9, NTC). Sie liegt damit weit
unter den Fluoreszenzstirken der Positivkontrollen, die sich alle oberhalb von Rn
= 0,05 befinden (Abb. 3.9, 7,5 bis 75.000 Kopien). Fiir die Berechnung der linearen
Regressionskurve mufite der Treshold auf Rn-Werte >0,01 und <0,05 gelegt werden,

damit alle 3 Standardverdiinnungsmeflipunkte auf einer Geraden liegen.

Die HCV Core RT-qPCR ist das erste quantitative Messverfahren fiir HCV Core
RNA (getestet wurde nur der Genotyp HCV 1la). Das Verfahren mifit im Bereich
zwischen 7,5 und 75.000 RNA-Kopien/5ul linear. Liegt die Ausgangskonzentration

hoher, so mufl die zu messende Probe verdiinnt werden.

3.2 Etablierung von HBV - und HCV -
Konstrukten

3.2.1 HCV Core Konstrukte

Core ET1*
pcDNA3- , ——— .
HCVCore 1a 5 _@ | Poly(A) 3
(6178 bp) Hindlll BamHI
Va0 Core E1*
PoVAaU- , _P—b p
HCVCore 1a © —{SV40 rPoly(A) — 3
(3855 bp) Hindlll BamHI
Core
pMO120 , ,
(=HCVCore 1) 5 CMV Poly(A) 3
(6016 bp) BamHI BamHi
EGFP Core E]_»*
OEGFP- , ,
HCVCore 1a 5 CMV ?l = | {:POIV(A] 3
(5317 bp) EcoRI BamHI

Abbildung 3.10: HCV Core Expressionsplasmide. E1* bedeutet, dass hier noch wenige
(47) N-terminale Aminoséuren des HCV El-Proteins translatiert werden. pMO120 wurde
freundlicherweise von Bjorn Schwer (DKFZ Heidelberg) zur Verfiigung gestellt.
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Um die Effekte des exprimierten HCV Core Proteins auf den HBV Replikati-
onszyklus untersuchen zu kénnen, wurde das HCV Core Gen zunéchst in Expressi-
onsvektoren einkloniert. Die Expressionskonstrukte wurden anschlieend in humane
Hepatomzelllinien (HuH7, HepG2, HepG2.2.15) transient transfiziert (siehe 2.8.2,
S. 57). Der Nachweis der Expression erfolgte durch Tagman RT-PCR (HCV Co-
re RNA), Western Blot Analyse (HCV Core Protein) und Fluoreszenzmikroskopie
(EGFP-fusioniertes HCV Core Protein).

3.2.1.1 Herstellung des pcDNA3-HCVCore 1a Konstruktes

Das Plasmid pcDNA3-HCVCore 1a (Abb. 3.10) wurde mittels PCR-Klonierung mit
den Primern HCV CI1 und HCV C2 in den Vektor pcDNA3.1 (siehe 2.3, S. 41)
einkloniert und beinhaltet den Sequenzbereich 292 bis 1082 (komplettes HCV Co-
re (191 AS) und 47 AS von HCV E1) des zugrunde liegenden HCV 1la Genoms
(siehe 2.3.4, S. 44). Die Expression des Core Proteins wird durch einen humanen

Cytomegalovirus - Promotor (CMV) gesteuert.

3.2.1.2 Herstellung des pSV40-HCVCore 1la Konstruktes

Das Plasmid pSV40-HCVCore 1a (Abb. 3.10) wurde aus dem pSV40-3Gal Repor-
tervektor (Fa. Promega) durch HindIII-BamHI-Kassettenaustausch des lacZ-Gens
(=p-Galactosidase) mit dem HCV Core la Gen aus dem pcDNA3-HCVCore la
- Konstrukt hergestellt. Die Expression des HCV Core Proteins wird durch einen
Simian Virus 40 - Promotor (SV40) gesteuert.

3.2.1.3 Das Plasmid pMO120 (pcDNA3-HCVCore 1b)

Das Plasmid pMO120 (Abb. 3.10) stellt ein pcDNA3-HCVCore 1b Konstrukt dar
(im Folgenden als pcDNA3-HCVCore 1b bezeichnet), das fiir diese Arbeit freund-
licherweise von Herrn Dr. Bjorn Schwer (DKFZ Heidelberg) zur Verfiigung gestellt
wurde. Mithilfe dieses Plasmids und dem pcDNA3-HCVCore la Konstrukt sollten
Vergleiche zwischen HCV Genotyp-Unterschieden ermdéglicht werden.

3.2.1.4 Herstellung des pEGFP-HCVCore 1a Konstruktes

Durch Einklonierung des mit den Primern FP HCVCore 345 und RP HCVCore
957 generierten Sequenzabschnitts 345 bis 957 des HCV Genoms 1a (Startcodon bei
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Genom-Position 342) in den Vektor pEGFP-C3 konnte ein 439 AS langes EGFP-
HCVCore 1a Fusionsprotein erzeugt werden (Abb. 3.10). Die Fusionsstelle im Plas-

mid wurde routineméfig durch Sequenzierung kontrolliert.

Die intrazelluldre Verteilung des HCV Core Proteins wurde mittels fluoreszenz-
mikroskopischer Detektion des EGFP-HCVCore 1a - Fusionsproteins dargestellt (Er-
gebnisse: siehe 3.5, S. 104).

3.2.1.5 Quantitativer Transkriptionsnachweis der HCV Core Konstruk-
te pSV40-HCV Core 1a und pcDNA3-HCYV Core 1la

In diesem Experiment wurden die verschieden hohen Transkriptionsraten des HCV
Core Gens in Abhéngigkeit des vorgeschalteten Promotors (SV40- oder CMV-Promotor)
untersucht. Die quantitative Bestimmung der HCV Core mRNA war ein Teilexpe-
riment der HBV-Replikationsanalyse (sieche Kapitel 3.11, S. 128). Der Aufbau des
Experiments ist Abschnitt 3.11.2 (S. 128) zu entnehmen.

Die Untersuchung zu der Expression von HCV Core unter der Kontrolle un-
terschiedlicher Promotoren zeigte, dass das HCV Core Gen unter dem Einfluf} des
SV40-Promotors (pSV40-HCV Core la - Konstrukt) sechsfach héher transkribiert
wird als das CMV-Promotor-kontrollierte pcDNA3-HCV Core 1a - Konstrukt (siehe
Abb. 3.11). Dass das HCV Core Protein den SV40-Promotor herauf- und den CMV-
Promtor herunterregulieren kann, ist in der Literatur bereits beschrieben [172]. Wei-
tere Belege zu einer derartigen Beeinflussung von CMV- und SV40-Promotor durch
das HCV Core Protein sind in den Abschnitten 3.3 (S. 99) und 3.6 (S. 108) auf-
gefiihrt.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden in dieser Arbeit pSV40-HCV Core 1la als
hoch exprimierendes, pcDNA3-HCV Core la als niedrig exprimierendes HCV Co-
re Konstrukt definiert. In Untersuchungen, in denen der konzentrationsabhéngige
Effekt einer HCV Core Expression validiert werden sollte, wurden unterschiedliche

Konzentrationsstufen von HCV Core auf zwei verschiedenen Wegen erzeugt:

e als direkte Konzentrationskinetik mittels Transfektion zweier verschieden ho-
her Konzentrationen pcDNA3-HCV Core 1a und

e als indirekte Konzentrationskinetik mittels Transfektion gleicher Konzentra-
tionen pcDNA3-HCV Core 1a- und pSV40-HCV Core 1a - Konstrukt.
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Abbildung 3.11: Quantitative Analyse der Transkription des HCV Core Gens. Das
pSV40-HCV Core la - Konstrukt zeigt eine sechsfach hohere Transkription als das
pcDNA3-HCV Core 1a - Konstrukt. NTC = Negativkontrolle pBS KS 11+ - transfizierte
Zellen (siehe 2.8.3, S. 57).

3.2.2 Promotor-kompensierte Kontrollen

Die Expression von Fremdgenen in Zellen, gesteuert durch virale Promotoren, kann
zu unspezifischen Effekten' fiihren, die jeweils die proteinspezifischen Wirkungen
iiberdecken. Diese Hypothese wurde mit dem nun folgenden Experiment untermau-

ert. Anschlieflend findet sich eine detailliertere Beschreibung der verwendeten Kon-

trollkonstrukte (sieche Abb. 3.12).

3.2.2.1 Untersuchung zur Notwendigkeit Promotor-kompensierter Kon-
trollen

3.2.2.1.1 Durchfiihrung

In diesen Experimenten wurden 5ug pGL3b-HBV bep - Konstrukt und 5ug der
Test - Kontrollen unterschiedlicher Promotoren und Leserahmenlinge (pcDNA3.1,
SV40-ORF2, SV40-ORF3) oder das pSV40-HCVCore la Konstrukt kotransfiziert.
Die Aktivitit des HBV basalen Kapsidgenpromotors (bcp) wurde gemessen und

'Der zellbiologisch unspezifische Effekt ist eine Hypothese dieser Arbeit, die besagt, dass allein
durch die Gegenwart und Aktivitit artefiziell eingebrachter viraler Promotoren Zellressourcen wie
z.B. Transkriptionsfaktoren, RNA-Polymerasen, Nukleotide, die Translationsmaschinerie und t-
RNA - Aminoséuren in unphysiologischem Ausmaf} beansprucht werden. Dies kann sowohl von der
Promotorstérke als auch von der Linge des durch den Promotor gesteuerten Gens abhéngig sein.
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als Parameter fiir den Einflul des kotransfizierten Konstrukts gewertet. War das
kotransfizierte Konstrukt eine Kontrolle, so wurde der Effekt als unspezifisch, bei
pSV40-HCVCore 1a als spezifisch interpretiert.

ORF2
CMV-ORF2 5" —{CMV | | > (boly(A) 3
(4013 bp) Hincll

ORF2
SVAO-ORF2 5 —{SV40 Poly(A) — 3
(3778 bp) Hincll

ORF3

SVAO-ORF3 5" —{SV40 Poly(A) — 3
(6098 bp)

Abbildung 3.12: Schematische Darstellung der Promotor-kompensierten Kontrollen.
ORF2 und ORF3 kodieren fiir Nonsense-Proteine.

3.2.2.1.2 Ergebnis und Diskussion

Als Ergebnis (Abb. 3.13) der Untersuchung zur Abhéingigkeit der bep-Aktivitit
vom Promotor und von der Linge des Leserahmens des kotransfizierten Konstrukts
konnte gezeigt werden, dass die bep-Aktivitédt unter Kotransfektion mit dem Leer-
vektor pcDNA3.1 (CMV-Promotor, Nonsenseprotein < 50AS) am hochsten war
(=100%). Je linger nun das koexprimierte Protein war, desto geringer wurde die bep-
Aktivitét. Dies verdeutlichen die Kotransfektionen mit SV40-ORF2 (SV40-Promotor,
Nonsenseprotein mit 299 AS; bep-Aktivitét = 90%) und SV40-ORF3 (SV40-Promotor,
Nonsenseprotein mit 467 AS, bep-Aktivitiat = 70%).

Demgegeniiber hebt sich die Reduktion der bep-Aktivitit auf 40% unter Koex-
pression mit pSV40-HCV Core 1a (SV40-Promotor, HCV Core Protein + partielles
E1 mit 238 AS) deutlich von den Kontrollkonstrukten ab. Dieser Effekt wurde als
spezifischer HCV Core - Effekt auf den HBV bcp gewertet.

Den Priamissen fiir die Interpretation der Ergebnisse folgend, mufl die Einfluf}-
nahme auf die bep-Aktivitdat durch die Test-Kontrollen als unspezifischer Effekt auf
die zelluldren Ressourcen gewertet werden. Daraus muf} geschlossen werden, dass es
nicht ausreicht, einen Leervektor (wie z.B. pcDNA3.1 oder pBluescript) als Kontrolle

zu verwenden, da dieser die artefizielle Situation der Uberexpression eines wesentlich
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groBeren Gens (z.B. HCV Core) nicht ausreichend kontrolliert. Aus diesem Grund
wurde in dieser Arbeit die HCV Core Expression durch Promotor-kompensierte, in
der Leserahmenlinge tibereinstimmende Nonsense-Protein - Konstrukte (z.B. ORF2-

Konstrukte; in den folgenden Abschnitten beschrieben) kontrolliert.

Auswirkung kotransfizierter Konstrukte

auf die bcp-Aktivitat
bep-Aktivitat

200000
S 150000
% oo
0 | | x\ l \\\\%
ORF2 Svao- pSV40-
ORF2 ORF3  HCVCore

1a

kotransfiziertes Konstrukt

Abbildung 3.13: Auswirkung der Expression von verschiedenen Nonsense-Proteinen und
von HCV Core auf das pGL3b-HBV bcp - Konstrukt (bep). Die Reduktion der bep-
Aktivitdt durch die Test-Kontrollen (Nonsense-Proteine) pcDNA3.1, SV40-ORF2 und
SV40-ORF3 wurde als unspezifischer Effekt auf die Zellressourcen, die Wirkung des pSV40-
HCYV Core la - Konstruktes als spezifischer Effekt auf den bcp interpretiert.

3.2.2.2 Das Kontrollkonstrukt CMV-ORF2

Das CMV-ORF2 Konstrukt wurde aus dem Ausgangsplasmid CMV-5Gal (siehe
2.3.3.2, S. 44) durch HinclI-Verdau und Re-Ligation des CMV-Promotor- und Ampicillin-
Resistenz-tragenden 4 kB groflen Fragments kloniert. Das rekombinante Plasmid
CMV-ORF?2 exprimiert ein 298 AS langes Nonsense-Protein (ORF2) und diente als
Kontrolle fiir Experimente mit pcDNA3-HCVCore 1a - und 1b - Konstrukten (Abb.
3.12).
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3.2.2.3 Die Kontrollkonstrukte SV40-ORF2 und SV40-ORF3

Das SV40-ORF2 Konstrukt wurde aus dem Ausgangsplasmid SV40-5Gal (siehe
2.3.3.2, S. 44) durch HinclI-Verdau und Re-Ligation des SV40-Promotor- und Am-
picillin-Resistenz-tragenden 3,7 kB groflen Fragments kloniert. Das rekombinante
Plasmid SV40-ORF2 exprimiert ein 299 AS langes Nonsense-Protein (ORF2) und
diente als Kontrolle fiir Experimente mit dem pSV40-HCVCore 1a Konstrukt (Abb.
3.12).

Das SV40-ORF3 Konstrukt wurde aus dem Ausgangsplasmid SV40-5Gal (sie-
he 2.3.3.2, S. 44) durch EcoRV- und Eco47III-Verdau und Re-Ligation des SV40-
Promotor- und Ampicillin-Resistenz-tragenden 6 kB grofien Fragments kloniert. Das
rekombinante Plasmid SV40-ORF3 exprimiert ein 467 AS langes Nonsense-Protein
(ORF3) und diente zur Demonstration des Leserahmenlédngen-abhéingigen unspezi-
fischen Repressionseffektes auf die HBV Transkription (siehe Abb. 3.13, Abb. 3.12).

3.2.3 HBV-Reportergenkonstrukte fiir Luciferase-Reporter-
Assays

Zur Untersuchung der regulatorischen Effekte des HCV Core Proteins auf die HBV
Enhancer 1 und 2 und HBV Core Promotoren sind diese HBV-Elemente in die
Luciferase-Reportervektoren pGL3-Basic (Priifix pGL3b-, Fa. Promega) und pGL2-
Promotor (pGL2p-, Fa. Promega) kloniert worden. Die resultierenden Klone sind in
Abb. 3.14 dargestellt.

3.2.3.1 Das Reportergenkonstrukt des basalen HBV Core Promotors
(pGL3b-HBYV bcp)

Das Plasmid pGL3b-HBV bcep (kurz: bep) wurde hergestellt, um die Regulation des
basalen HBV Core Promotors (Core Promotor ohne den Enhancer 2, siehe Abb.
3.14) untersuchen zu koénnen. Das Plasmid pGL3b-HBV bep wurde durch PCR-
Klonierung mit den Primern HBVbcp s und HBVbep AS aus dem Ausgangsplasmid
pHBV1.5 isoliert und iiber Kpnl- und BgllI-Schnittstellen in den Luciferase-Vektor
pGL3-Basic (siehe 2.3, S. 41) eingefiigt.
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Abbildung 3.14: (A) Schematische Darstellung des HBV adw2 Genoms (Genotyp A)
mit Leserahmen und regulatorischen Elementen (siehe auch Abb. 1.2, S. 14). (B) HBV-
Reportergenkonstrukte. CP = Core Promotor, Enh = Enhancer, XP = X-Promotor, BCP

= basic core promotor, FCP = full length core promotor.



98 Ergebnisse und Diskussion

3.2.3.2 Das Reportergenkonstrukt des Volllinge HBV Core Promotors
(pGL3b-HBYV fcp)

Das Plasmid pGL3b-HBV fcp (kurz: fep) reguliert die Expression der Firefly Lu-
ciferase durch den kompletten HBV Core Promotor (mit Enhancer 2, siehe Abb.
3.14). Die PCR-Klonierung des Plasmids pGL3b-HBV fcp erfolgte mittels der Pri-
mer HBVfcp s und HBVbep AS aus pHBV1.5 und Integration des amplifizierten
Fragments in pGL3-Basic (siehe 2.3, S. 41) {iber Kpnl- und BglII-Schnittstellen.

3.2.3.3 Das Reportergenkonstrukt des HBV Enhancers 1
(pGL2p-HBV enh1XP)

Im Plasmid pGL2p-HBV enh1XP (kurz: enh1XP) kontrolliert der HBV Enhancer 1
einen heterologen SV40-Promotor. Der Enhancer 1-SV40-Promotor - Verbund regu-
liert die Expression der Firefly-Luciferase (siehe Abb. 3.14). Hiermit sollte gepriift
werden, inwieweit der HBV Enhancer 1 in seiner Aktivitdt durch das HCV Core

Protein beeintrichtigt wird.

Das enh1XP-Fragment ist durch PCR-Klonierung aus pHBV1.5 mittels der Pri-
mer FP HBVenh1XP 2364 und RP HBVenh1XP 2774 {iber Smal- und KpnI-Schnitt-
stellen in den Vektor pGL2-Promotor (siehe 2.3, S. 41) eingefiigt worden [19].

3.2.3.4 Die Reportergenkonstrukte pGL3b-enhl-bcp und
pGL3b-enhl-fcp

Mit den Kombinationskonstrukten pGL3b-enh1-bcp und pGL3b-enhl1-fep (kurz: enhl-
bep und enhl1-fep) sollte die native Anordnung der HBV Core Steuerelemente her-
gestellt werden (siehe Abb. 3.14). Dazu wurde das Fragment enh1XP durch PCR
mit den Primern FP2 HBVenh1XP 2364 und RP HBVenh1XP 2774 gewonnen und
iiber die Kpnl - Schnittstelle in pGL3b-HBV bcp oder pGL3b-HBV fcp einkloniert.
Die Wahrung der 5’-3’ Orientierung wurde durch Sequenzierung des enhl1-fcp- oder

enh1-bep- Ubergangs tiberpriift.
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3.3 Zeitliche Kinetik und Interferenz der
Transkription von HBV Core RNA und HCV
Core RNA

3.3.1 Einleitung

In bisher durchgefiihrten Experimenten zur HBV-Replikations-Repression durch HCV
Core konnte gezeigt werden, dass die Repression der HBV-Transkription am 6. Tag

post transfectionem (p.t.) am stérksten war [188]. Dieser Befund wurde mit einer

moglichen Kernlokalisation des HCV Core Proteins zum 6. Tag p.t. in Zusammen-

hang gebracht [188].

Um die zeitlich auf den 6. Tag p.t. determinierte HBV-Repression zu iiberpriifen,
wurde in Experimenten die Transkription der HBV Core RNA in HCV Core - trans-
fizierten HepG2.2.15-Zellen (siehe 2.6, S. 48) iiber mehrere Tage analysiert. Die
Transkription des transfizierten pcDNA3-HCVCore 1a - Konstrukts wurde ebenfalls

iiberwacht, um eine mdogliche Interferenz von HBV und HCV detektieren zu kénnen.

3.3.2 Durchfiihrung

Der Verlauf der Transkriptionsrate von HBV Core RNA und HCV Core RNA wur-
de mittels RT-qPCR in einer Langzeitbeobachtung (10 Tage) an HepG2.2.15 Zellen
untersucht. Dazu wurden 5ug pcDNA3-HCVCore 1a in Hep(GG2.2.15 Zellen transfi-
ziert (siehe 2.8.2, S. 57). Die Gesamt - RNA wurde aus den transfizierten Zellen an
den in den Grafiken (Abb. 3.15, 3.16) markierten Zeitpunkten isoliert (siehe 2.10,
S. 60) und mittels ATS-, HBV Core- und HCV Core - RT-qPCR (siehe 3.1, S. 79)

vermessenl.

Das Experiment wurde mit anderen Zeitabstinden wiederholt (siehe hierzu Ex-

periment 2).

3.3.3 Ergebnisse

3.3.3.1 Langzeitexperiment 1: Beobachtung iiber 250 Stunden (ca. 10
Tage)

Die Untersuchungen zur zeitlichen Kinetik der Transkription des pcDNA3-HCV Core
la - Konstruktes in Hep(GG2.2.15 - Zellen haben gezeigt, dass die Produktion der HCV
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Core RNA 24 Stunden p.t. ein erstes Maximum erreichte und bis 48 Stunden p.t.
wieder auf die Nachweisgrenze abfiel (Abb. 3.15). Dabei konnte beobachtet werden,
dass sich die Expression der HBV Core RNA analog zur HCV Core RNA verhielt
und ebenfalls bei 24 Stunden p.t. ein erstes Maximum und bei 48 Stunden p.t. ein
folgendes Minimum aufwies (Abb. 3.15).

In den folgenden Tagen (48 Stunden bis 168 Stunden p.t.) zeigte sich ein kontinu-
ierlicher Anstieg der HBV Core Transkription, wobei die HCV Core Expression auf
der Nachweisgrenze reprimiert blieb (Abb. 3.15). Danach (194 Stunden p.t.) kam
es zum sprunghaften Anstieg der HCV Core Transkription auf das Vierfache des
ersten Expressionsmaximums. Gleichzeitig wurde die HBV Core Expression bis zur
Nachweisgrenze reprimiert (Abb. 3.15). Nach diesem zweiten Maximum fiel die HCV
Core Transkription wieder auf die Nachweisgrenze ab und HBV Core RNA wurde
wieder vermehrt detektiert (Abb. 3.15, 220 Stunden p.t. und 250 Stunden p.t.).
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Abbildung 3.15: Langzeitexperiment 1. Darstellung der Transkriptionsrate von HBV
Core RNA und HCV Core RNA. Die Kopienzahlen von HCV Core RNA wurden mit
1000, die von HBV Core RNA mit 10 multipliziert, um eine vergleichbare Darstellung
aufzuzeigen.
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3.3.3.2 Langzeitexperiment 2: Fokus auf die ersten 12 Stunden p.t. und
Beobachtung bis 74 Stunden p.t.

Um die Befunde aus der ersten Langzeitbeobachtung zu validieren, wurde eine zweite
Beobachtung mit hiufigerer Messung (Fokus) in den ersten 12 Stunden p.t. durch-
gefiihrt. Bei diesem Experiment zeigte sich, dass bereits bei 0 Stunden p.t. eine
maximale Transkription von HBV Core RNA und HCV Core RNA erfolgte (Abb.
3.16). Diese hohe Expressionsleistung nahm aber in den ersten 12 Stunden p.t. kon-
tinuierlich ab und erreichte bei 24 Stunden p.t. ein Minimum. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die HBV Core Expression schneller reprimiert wurde als die HCV Core
Expression (Abb. 3.16).

Im weiteren Verlauf des Experiments wurde beobachtet, dass ab einem Zeitpunkt
von 50 Stunden p.t. die Transkription der HCV Core RNA langsam wieder anstieg
und am Analyseende (74 Stunden p.t.) ein Maximum vom Doppelten des 0-Stunden
- Wertes erreichte. Die HBV Core Expression blieb weiterhin auf Nachweisgrenze
reprimiert (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: Langzeitexperiment 2. Darstellung der Transkriptionsrate von HBV
Core RNA und HCV Core RNA mit einem Fokus auf die ersten 12 Stunden p.t.
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3.3.4 Diskussion

Durch diese Experimente konnte gezeigt werden, dass sowohl HBV Core RNA als
auch HCV Core RNA in den transfizierten HepG2.2.15-Zellen transkribiert werden.

Die HCV Core RNA war spétestens am 2. Tag p.t. auf ein Minimum abgesunken
und hatte einen 2. Gipfel an Tag 3 oder 8 p.t. Dieser zweite Gipfel iiberstieg die
initiale Expression bei weitem. Der Grund fiir diese Oszillation kénnte ein negatives
Feedback von HCV Core auf den CMV-Promotor in pcDNA3-HCVCore la sein
(siehe 3.2.1.5, S. 92 und 3.6, S. 108). Daraus 148t sich folgern:

Das transfizierte HCV Core Gen wird transkribiert und das HCV Core Protein
akkumuliert bis zum Tag 2 p.t.

Ab diesem Zeitpunkt folgt die Repression des CMV-Promotors (negative Riick-
kopplung) und damit der Riickgang der HCV Core - Transkription.

Die Degradation des HCV Core Proteins erfolgt.

Dadurch kommt es zur Aufhebung der CMV-Repression und erneutem Anstieg
der HCV Core RNA (zwischen Tag 3 und 8 p.t.).

Die HBV Core RNA blieb nach einem initialen Anstieg am ersten Tag p.t. und
danach folgendem Abfall bis zum Tag 3 p.t. reprimiert (siche Abb. 3.15, Abb. 3.16).
Danach konnte wieder vermehrt HBV Core RNA gemessen werden. Der zweite HCV
Core RNA Gipfel war in der Lage, die gerade angestiegene HBV Core Transkription
erneut zu blockieren (siche Abb. 3.15).

Damit konnte die Repression der HBV Core Transkription durch die Expressi-
on des HCV Core Proteins gezeigt werden. Diese findet nicht erst ab Tag 6 p.t.
(siehe [188]), sondern bereits in einer initialen Phase statt und kann zu beliebigen

Zeitpunkten wiederholt werden.

Wodurch es zu den zeitlichen Schwankungen (zweiter Gipfel zwischen Tag 3 und 8
p.t.) in der HCV Core Expression kommt, konnte in dieser Arbeit nicht abschlieflend

geklart werden.
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1 2 3

SV40-ORF2 mock PEGFP pEGFP-HCVCore 1a
‘ SVA0-HCVCore 1a ’ PCcDNA3-HCVCore 1a

<+—— 80kDa

<+ 22kDa

Abbildung 3.17: Western Blot Analysen der HCV Core Konstrukte. (1) HCV Core
Protein des pSV40-HCVCore la Konstruktes (bei 22 kDa), (2) HCV Core Protein des
pcDNA3-HCVCore 1la Konstruktes (bei 22 kDa), mock = Lysat untransfizierter Zellen,
(3) EGFP-HCV Core - Fusionsprotein des EGFP-HCVCore 1a Konstruktes (bei 80 kDa).

3.4 Expressionsnachweis von HCV Core durch Wes-
tern Blot Analyse

3.4.1 Einleitung

Mittels Western Blot Analysen sollte die Expression des HCV Core Proteins aus
den neu generierten Konstrukten pcDNA3-HCVCore la, pSV40-HCVCore 1a und
pEGFP-HCVCore 1a nachgewiesen werden.

3.4.2 Durchfithrung

HuH7 Zellen wurden nach Protokoll (siehe 2.8.2, S. 57) mit 20ug Plasmid-DNA
pSV40-HCV Core 1la, pcDNA3-HCV Core 1a oder pEGFP-HCYV Core 1a transfiziert.
Am 4. Tag p.t. erfolgten die Zell-Lyse, SDS-PAGE und Western Blot Analyse (siehe
2.16, S. 68).
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3.4.3 Ergebnis

Abb. 3.17 zeigt die Ergebnisse der Western Blot Analysen. In allen Konstrukten er-
schienen spezifische, durch den anti-HCV Core Antikorper detektierbare Banden, die
in den jeweiligen Negativkontrollen (SV40-ORF2, mock oder pEGFP) nicht nach-
weisbar waren. Fiir pSV40-HCV Core la und pcDNA3-HCV Core la wurde eine
Bande bei etwa 22 kDa nachgewiesen, was der beschriebenen Grole des HCV Core
Proteins entspricht [142]. Das EGFP-HCV Core la Fusionsprotein stellte sich bei
etwa 80 kDa dar.

3.5 Fluoreszenzmikroskopie

3.5.1 Intrazellulire Lokalisation von HCV Core

3.5.1.1 Einleitung und Durchfiihrung

Die Lokalisation des nativen HCV Core wird kontrovers diskutiert [178, 150, 188]. In
diesem Experiment sollte untersucht werden, in welchem zelluldren Kompartiment
(Zellkern oder Zytoplasma) sich das EGFP-HCV Core 1a Protein (siehe 3.2.1, S. 90)
befindet. Zum einen wurde eine méogliche Kernlokalisation des EGFP-HCV Core 1a
- Fusionsproteins in Abhéngigkeit der Expressionsdauer hinterfragt, zum anderen im

Zusammenhang mit der Kotransfektion mit HBV Plasmiden untersucht (siehe 2.17,
S. 71).

3.5.1.2 Ergebnis

In Abbildung 3.18 sind die Ergebnisse des 3. Tages p.t. dargestellt. Zusétzlich wurden
transfizierte Zellen an den Tagen 6 und 9 p.t. mikroskopiert (Bilder nicht gezeigt).
Unter morphologischen Gesichtspunkten und in der Lokalisation unterschieden sich
die EGFP- (Negativkontrolle) und EGFP-HCVCore - Bilder an den drei genannten
Zeitpunkten nicht.

In den Untersuchungen zur Lokalisation des EGFP-HCV Core la - Fusionspro-
teins konnte gezeigt werden, dass das EGFP-HCV Core 1la - Fusionsprotein nahezu
ausschlielich zytoplasmatisch lokalisiert ist (Abb. 3.18, C1). Dabei fiel eine perinu-
kledre Anreicherung auf (Abb. 3.18, C2). Diese Verteilung konnte in fast allen Zellen

beobachtet werden.
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Abbildung 3.18: Intrazelluldre Lokalisation von EGFP-HCV Core am 3. Tag post trans-
fectionem. HuH7-Zellen, die mit den Negativkontrollen (A) pEGFP-C2 und (B) pEGFP-
C2 + pHBV1.5 transfiziert wurden, zeigen Propidiumjodid-gefirbte Zellkerne (rot) und
die griine Fluoreszenz des EGFP-Proteins im Zytoplasma. Wurden die HuH7-Zellen mit
pEGFP-HCV Core 1la transfiziert, so stellte sich das EGFP-HCV Core 1a - Fusionsprote-
in auch zytoplasmatisch dar (C1, griin), jedoch mit perinuklérer Anreicherung (C2, zum
besseren Kontrast nur griiner Kanal dargestellt). Unter Kotransfektionsbedingungen des
pEGFP-HCYV Core la - Konstruktes mit dem pHBV1.5-Plasmid konnte eine intranukleéire
Lokalisation des EGFP-HCV Core 1la - Proteins (Pfeil) gesichert werden (D). 100x Ver-
groflerung.

Auch unter Kotransfektion des pEGFP-HCV Core 1a - Konstruktes mit dem
pHBV1.5-Plasmid konnte die nahezu ausschlieflliche zytoplasmatische Verteilung
mit perinukledrer Anreicherung des EGFP-HCV Core la - Fusionsproteins beob-
achtet werden. Allerdings konnte in wenigen Fillen eine intranukledre Lokalisati-
on des EGFP-HCV Core la - Fusionsproteins festgestellt werden (Abb. 3.18, D).
Die Lage innerhalb des Zellkerns wurde mittels 3D-konfokaler Durchschichtung des

Praparates gesichert.

Das als Negativkontrolle verwendete EGFP-Protein zeigte eine zytoplasmatische
Verteilung ohne perinukledre Anreicherung (Abb. 3.18, A). Daran #nderte auch eine
Kotransfektion mit dem pHBV1.5-Plasmid nichts (Abb. 3.18, B).
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3.5.1.3 Diskussion

Mittels der Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass das EGFP-HCV
Core la Fusionsprotein nahezu ausschliefflich zytoplasmatisch, vorwiegend perinu-
kledr lokalisiert ist. Dies wird durch Ergebnisse aus der Literatur bestétigt [178, 150].
Intranukledre Lokalisationen konnten beobachtet werden, waren jedoch ein seltenes
Ereignis. Dies widerspricht Shih et al. [188], die eine intranuklefire Anreicherung am

6. Tag p.t. beschreiben.

Die in diesen Experimenten selten nachweisbare intranukledre Lokalisation des
EGFP-HCVCore Fusionsproteins kann mehrere Griinde haben:

e Das EGFP-HCV Core 1a Fusionsprotein ist zu grof§ (80 kDa, siehe 3.4, S. 103),
um in quantitativ bedeutsamen Mengen passiv durch die Kernporen-Komplexe
in den Zellkern zu diffundieren. Eine passive Kerndiffusion wird fiir Molekiile
mit einer Grofle von < 60 kDa beschrieben [219].

e Dies wiirde bedeuten, dass intranukleidre Formen des EGFP-HCV Core Fusi-
onsproteins nur durch aktiven Kerntransport zustande kdmen. Hierbei spielen
moglicherweise Proteinmodifikationen (z.B. Phosphorylierung) eine Rolle, die
durch den EGFP-Teil des Fusionsproteins gestort sind. Andererseits konnte es
sein, dass durch intranukleiire Konformationséinderung (siehe 1.2.4, S. 25) das

EGFP-HCV Core 1a Fusionsprotein nicht mehr ausreichend fluoresziert.

3.5.2 Kolokalisation von HBV und EGFP-HCV Core

3.5.2.1 Einleitung und Durchfithrung

In Experimenten zur HBV-Replikationskontrolle durch das HCV Core Protein konn-
te mittels biochemischer Methoden (Bindungsstudien) gezeigt werden, dass das HCV
Core Protein mit der HBV Polymerase und dem HBV X-Protein direkt interagiert
(siehe 1.3.3.6, S. 34, [29]). In diesem Experiment sollte mittels 3D-konfokaler Fluo-
reszenzmikroskopie untersucht werden, ob das EGFP-HCV Core 1a Fusionsprotein
und das HBV Core Protein an den gleichen Orten in der Zelle kolokalisieren und
miteinander assoziieren. Die Durchfiihrung erfolgte nach der Beschreibung in 2.17
(S. 71).
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A

Abbildung 3.19: Kolokalisation von HBV Kapsiden (rot) und (A) EGFP sowie (B)
EGFP-HCV Core la (griin). Die Zellkerne sind nicht angefiarbt. 100x Vergroferung

3.5.2.2 Ergebnis und Diskussion

In den Untersuchungen zur fluoreszenzmikroskopischen Kolokalisation von HBV
Kapsiden und dem EGFP-HCV Core la - Fusionsprotein konnte gezeigt werden,
dass sich HBV Core Protein diffus im zytoplasmatischen Raum transfizierter Zel-
len verteilt (Abb. 3.19, A und B, rot). Weder die kotransfizierte Negativkontrolle
pEGFP-C2 (Abb. 3.19, A, griin) noch die Expression des kotransfizierten pEGFP-
HCYV Core 1a-Konstrukts (Abb. 3.19, B, griin) &nderten den mikroskopischen Aspekt
der Verteilung des HBV Core Proteins. Die schon in 3.5.1 beschriebene perinukleire
Anreicherung des EGFP-HCV Core 1a - Fusionsproteins konnte auch in diesem Ex-
periment beobachtet werden (Abb. 3.19, B, griin).

Die Analyse der Kolokalisation von HBV Kapsiden mit dem EGFP-HCV Core
la - Fusionsprotein ergab, dass sich die Verteilung der HBV Kapside unter der
Kotransfektion mit dem pEGFP-HCV Core la Konstrukt nicht dndert. Auflerdem
konnte keine Assoziation des EGFP-HCV Core la Proteins mit dem HBV Core
Protein nachgewiesen werden. Fiir eine eingehendere Kldrung der Frage nach einer
Komplexbildung des HCV Core Proteins mit Strukturelementen von HBV bedarf es

weiterer Untersuchungen, insbesondere der Elektronenmikroskopie.
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3.6 Untersuchungen zur Interferenz von HCV
Core mit CMV-, SV40- und RSV- Promoto-
ren

3.6.1 Einleitung

Zur Standardisierung von Luciferaseexperimenten wurden in dieser Arbeit [-Ga-
lactosidase-Konstrukte eingesetzt (siehe 2.3.3.2, S. 44). Die Expression der (-Ga-
lactosidase steht in diesen Konstrukten unter der Kontrolle der viralen Promotoren
des CMV, SV40 oder RSV. Da fiir diese Promotoren eine regulierende Aktivitit
durch HCV Core beschrieben ist [172], mufite in Voruntersuchungen das fiir die Stan-
dardisierung der Luciferaseexperimente geeignete -Galactosidase-Konstrukt identi-
fiziert werden. Dabei galt das Konstrukt als geeignet, bei dem sich unter Kotransfek-
tion mit dem pcDNA3-HCV Core 1a - Konstrukt die geringste Aktivitdtsdnderung
der S-Galactosidase gegeniiber der Negativkontrolle (pcDNA3.1) zeigte.

3.6.2 Durchfiihrung der Interferenzuntersuchungen

HuH7-Zellen wurden mit 5ug [-Galactosidase-Konstrukt (CMV-5Gal, SV40-£Gal
oder RSV-fGal) und mit 5ug pcDNA3-HCVCore 1a oder der Negativkontrolle pcD-
NA3.1 kotransfiziert (sieche 2.8.2, S. 57). Nach 3 Tagen wurde die S-Galactosidase-
Aktivitdt mit dem ONPG-Assay (siehe 2.9, S. 58) gemessen.

3.6.3 Ergebnis der Interferenzuntersuchungen

Die Untersuchungen zum Einflufl des HCV Core Proteins auf die viralen Promotoren
CMV, SV40 und RSV zeigten, dass die f-Galactosidase-Aktivitiat des CMV-gGal -
Konstruktes unter Kotransfektion mit dem pcDNA3-HCVCore 1a - Konstrukt auf
80% der Aktivitidt der Negativkontrolle (Kotransfektion mit pcDNA3.1) reprimiert
wurde (Abb. 3.20, CMV-betaGal).

Demgegeniiber stellte sich bei Kotransfektion des SV40-5Gal-Konstruktes mit
pcDNA3-HCV Core la eine Erhéhung der §-Galactosidase-Aktivitit auf das 1,4-
fache, verglichen mit der Negativkontrolle dar (Abb. 3.20, SV40-5Gal).
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Bei Kotransfektion des RSV-5Gal - Konstruktes mit pcDNA3-HCV Core 1a war,
verglichen mit der Negativkontrolle, keine signifikante Anderung der 5-Galactosidase-
Aktivitdt zu registrieren (Abb. 3.20, RSV-betaGal).

Aktivitat viraler Promotoren unter HCVCore,
Negativkontrolle = pcDNA3.1

CMV-betaGal
RSV-betaGal
[0 SV40-betaGal
8] T
:‘.% i
=]
8
]
o
betaGal + pcDNA3.1 betaGal + pcDNA3-HCVCore 1a

Kotransfektionen

Abbildung 3.20: Regulation von CMV-, SV40- und RSV-Promotoren durch HCV Core
Expression. Dargestellt ist die Anderung der S-Galctosidase-Aktivitit der verschiedenen
B-Galactosidase-Konstrukte unter Kotransfektion mit pcDNA3.1 (Negativkontrolle) und
pcDNA3-HCVCore 1a.

3.6.4 Diskussion

Mit den Untersuchungen zur Interferenz des HCV Core Proteins mit den viralen
Promotoren CMV, SV40 und RSV konnte gezeigt werden, dass der CMV-Promotor
in seiner Aktivitidt reprimiert und der SV40-Promotor verstirkt wurden. Der RSV-
Promotor hingegen blieb in seiner Aktivitat unter Kotransfektion mit dem pcDNA3-
HCV Core 1a - Konstrukt weitgehend konstant, so dass in den folgenden Lucifera-
seexperimenten das RSV-fGal - Plasmid als Standardisierungskonstrukt verwendet

wurde.

Weiterhin bestétigte dieses Experiment die Ergebnisse aus den Abschnitten 3.2.1.5
(S. 92) und 3.3 (S. 99) sowie Untersuchungen von Ray et al. [172].
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3.7 Messung der HBV Core Promotor und En-
hancer Aktivitidten

3.7.1 Einleitung

In den Experimenten zur Regulation der Aktivitit der HBV Core Promotor - und
Enhancer - Elemente sollten die klonierten HBV Core Promotor - und Enhancer -
Reportergenkonstrukte (siehe 3.14, S. 97) untersucht werden. Weiterhin sollte de-
monstriert werden, um welchen Faktor der HBV Enhancer 1 die Aktivitit der HBV

Core Promotoren bep und fep zu verstiarken vermag.

3.7.2 Durchfithrung der vergleichenden Aktivititsmessung

Um die Stérke der einzelnen HBV Steuerelemente miteinander vergleichen zu konnen,
wurden jeweils 5ug der in 3.14 (S. 97) beschriebenen HBV Luciferase - Reportergen-
konstrukte mit 1ug SV40-48Gal - Plasmid (siehe 2.3, S. 41) in HuH7-Zellen kotrans-
fiziert (siehe 2.8.2, S. 57).

Am dritten Tag post transfectionem (p.t.) wurden die Zellen lysiert und die
Promotoraktivitdten mittels der Luciferase- und SGal-Aktivitéits - Analyse bestimmt
(siehe 2.9, S. 58). Das Ergebnis der Luciferase-Aktivitit wurde gegen den fGal-Wert
standardisiert (siehe 2.9.5, S. 60)

3.7.3 Ergebnis der vergleichenden Aktivitidtsmessung

In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass der basale HBV Core Promotor
(bep) eine Grundaktivitét von ca. 162.000 RLU besafl (Abb. 3.21, enhl-fcp). Die
zusétzliche Einklonierung des HBV Enhancer 1 vor das bep-Element vermochte die

Expressionsrate des Reportergens Luciferase und damit die bep-Aktivitdt um das
140-fache zu verstirken (Abb. 3.21, enhl-bcp).

Die vergleichende Analyse der beiden HBV Core Promotorkonstrukte bep und
fep (Volllinge Core Promotor) ergab eine Zunahme der Aktivitdt um das 16-fache
gegeniiber dem bep (Abb. 3.21, fep). Die zusétzliche Einklonierung des Enhancer 1
vor das fcp-Element erzielte eine 13-fache Verstarkung dessen Aktivitiat im Vergleich
zum fcp ohne Enh1-Modul (Abb. 3.21, enh1-fcp und fep). Der Aktivitdtsunterschied
zwischen enhl-fcp und enhl-bep betrug etwa 1,5:1 (Abb. 3.21, enhl-fcp und enhl-
bep).
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Abbildung 3.21: Vergleich der unterschiedlichen Grundaktivtiten der HBV Core En-
hancer und Promotoren (jeweils 5ug Konstrukt) im Luciferase-Assay. Die Abkiirzungen
beziehen sich auf die in 3.14 (S. 97) beschriebenen Konstrukte. RLU = relative Lichtein-
heit.

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass die Aktivitdt des SV40-Promotors im
pGL2-Promotor Konstrukt durch Einklonierung des Enhancer 1 (enh1XP) eine etwa
90-fache Verstirkung erfuhr (Abb. 3.21, enh1XP).

Das ,Hintergrundrauschen® des nicht-regulierten Luciferasekonstrukts pGL3-Basic
und des SV40-Promotor-tragenden Luciferasekonstrukts pGL2-Promotor war mit
Werten zwischen 35.000 und 31.000 RLU vernachléssigbar gering (Abb. 3.21, pGL3-
Basic und pGL2-Promotor).

3.7.4 Diskussion der vergleichenden Aktivititsmessung

Die vergleichenden Aktivitdtsmessungen der HBV Core Promotor und Enhancer

Reportergenkonstrukte haben gezeigt, dass

e die HBV Core Promotoren bcp und fep die Expression des Reportergens Lu-

ciferase in unterschiedlichem Ausmaf} verstirken konnen,

e cine zusitzliche Einklonierung des HBV Enhancer 1 in diese Konstrukte eine
1,5- bis 13-fache Steigerung (abhingig vom Promotor) der Promotoraktivitét

hervorruft und
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e der HBV Enhancer 1 den heterologen SV40-Promotor in seiner Aktivitdt ver-

starken kann.

Der Verstiarkungseffekt des HBV Enhancer 1 auf den HBV Core Promotor ist
in Anwesenheit des Enhancer 2 (fcp-Konstrukt) schwécher als in Abwesenheit (bcp-
Konstrukt). Dies erklért sich moglicherweise dadurch, dass der HBV Enhancer 2 ein
negativ regulatorisches Element (NRE, siehe 1.1.4, S. 16) enthilt, dass eine allzu

exzessive Expressionssteigerung der nachgeschalteten Gene verhindert.

Fiir die Kotransfektionsexperimente mit HCV Core bedeutet dies, dass aus den
Effekten des HCV Core Proteins auf die einzelnen regulatorischen HBV-Elemente
(Enhancer 1, basaler Core Promotor (bcp), Enhancer 2 - Core Promotor (fcp))
nicht automatisch die Effekte auf den gesamten regulatorischen Verbund Enhancer

1 — Enhancer 2 — Core Promotor (enhl-fcp) berechnet werden kénnen.

Dies illustriert auch, wie modellhaft und mit Artefakten beladen unsere Vorstel-
lungen von der HBV Replikationsregulation bleiben, wenn wir uns auf die Untersu-
chung der Einzelelemente beschréinken und die Analyse des kompletten replikativen
Systems sowie die rechnerische Integration aller Ergebnisse (siehe den abschlieflen-
den Abschnitt 3.14, S. 139) unterlassen.

In den bisherigen Kapiteln wurden die Instrumente fiir eine Analyse der HCV
Core Effekte am replikativen und nicht-replikativen HBV - System vorgestellt. Es
folgen nun die Ergebnisse aus den Einzeluntersuchungen der HBV Replikation und
deren schrittweise Integration in das Gesamtbild der HCV Core - mediierten HBV
Replikationskontrolle.

3.8 EinfluBl des HCV Core Proteins auf die HBV
Core Transkription: Luciferaseexperimente

3.8.1 Einleitung

Klinische und serologische Daten zeigen, dass die HBV Replikation, insbesondere die
Produktion der HBV Antigene (HBsAg, HBeAg) durch die Koinfektion mit HCV
beeintrichtigt wird (siehe 1.3.3, S. 32, [146, 166, 205, 56, 65]).

Der Mechanismus der HBV-Replikationsrepression ist bisher unbekannt. Deshalb

wurde mit den folgenden Untersuchungen der Einflufl des HCV Core Proteins auf
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die Regulation der HBV Core Promotoraktivitit analysiert. Das HBV Core Protein
stellt ein Schliisselelement im HBV Replikationszyklus dar (siehe 1.1.3.2, S. 14).

Die Steuerung der HBV Core Transkription erfolgt durch den Core Promotor
und die beiden Enhancer 1 und 2 Elemente (siehe 1.1.4, S. 16). Die Anderung ih-
rer Aktivitdt unter Kotransfektion mit HCV Core Konstrukten wurde in diesem

Experiment untersucht.

3.8.2 Durchfithrung der Luciferaseexperimente

Der HBV Core Promotor und die Enhancer 1 und 2 Elemente wurden in Luciferase-
Reportergenvektoren kloniert (siehe 3.14, S. 97). Das zu untersuchende HBV Re-
portergenkonstrukt wurde mit 5ug HCV Core - Konstrukt (pcDNA3-HCVCore 1a,
pcDNA3-HCVCore 1b oder pSV40-HCVCore 1a, siehe 3.2.1.5, S. 92) oder entspre-
chender Negativkontrolle (CMV-ORF2 oder SV40-ORF2) zusammen mit 1ug des
RSV-5Gal - Konstrukts in HuH7-Zellen kotransfiziert (siehe 2.8.3, S. 57).

Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass manche HBV Reportergenkonstrukte
iiber die Grenzen der Mefibarkeit exprimierten. Deshalb wurde der Versuchsaufbau
optimiert und die Konzentrationen der HBV Reportergenkonstrukte so gewahlt, dass

im linearen Meflbereich des Luminometers gemessen werden konnte.

Nach 3 Tagen wurden die Zellen dem Luciferase/lacZ-Assay zugefiihrt und aus-
gewertet (siehe 2.9, S. 58).
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Abbildung 3.22: Regulation der HBV Reportergenkonstrukte (siehe 3.14, S. 97) unter
Kotransfektion mit HCV Core Konstrukten: Enhancer 1 mit Teil des X-Promotors (A,
enh1XP), basaler Core Promotor (B, bep), Volllinge Core Promotor (C, fcp) und gesamter
regulatorischer HBV Core Verbund: Enhancer 1 — Volllinge Core Promotor (D, enhl-
fcp). HBV-TC = Promotorkompensierte HBV-Kontrolle; zur Berechnung der relativen
Aktivitat siehe 2.9.5, S. 60.

3.8.3 Ergebnisse der Luciferaseexperimente

3.8.3.1 Einflul von HCV Core auf den HBV Enhancer 1

In der Literatur ist bereits beschrieben, dass das HCV Core Protein den HBV En-
hancer 1 reprimiert [186]. Dies konnte in eigenen Experimenten bestétigt werden
(Abb. 3.22, A). Besonders deutlich zeigte sich die Repression (auf 70% des Aus-
gangswertes) unter dem niedrig exprimierenden pcDNA3-HCVCore 1a Konstrukt.
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pSV40-HCVCore 1a | pcDNA3-HCVCore 1a | pcDNA3-HCVCore 1b
enh1XP l W -
bep ! - (1) - (1)
fep \J H -
enhl-fcp T - -7

Tabelle 3.5: Zusammenfassung der Ergebnisse der Luciferaseexperimente. | = Repression,
1 = Steigerung der Expression, <+ = kein nachweisbarer Einflufl auf die Expression.

Bedingt durch das Konstruktionsprinzip des HBV enh1XP - Reportergenvektors
o
(enh1XP—SV40-Promotor— Luc, siehe 3.14, S. 97) ergeben sich folgende Schlufifol-

gerungen zu den Daten:

e Das HCV Core Protein verstiarkt die Aktivitdt des SV40-Promotors im HBV
enh1XP Konstrukt (siehe 3.6, S. 108).

e Diese Verstirkung wird durch eine negative Regulation (Repression) des vor-
geschalteten Enh1-Moduls durch das HCV Core Protein maskiert, so dass das

Ergebnis einen Wert von 1 ergibt.

3.8.3.2 Einflul von HCV Core auf den HBV Core Promotor

Die Untersuchungen zum Einflul des HCV Core Proteins auf die Aktivitdt des
basalen Core Promotors (bcp) ergaben eine 60%ige Repression durch das pSV40-
HCVCore 1a Konstrukt im Vergleich zur Regulation der HBV-Kontrolle (HBV-TC
= bep + SV40-ORF2). Im Gegensatz dazu zeigte sich unter pcDNA3-HCVCore 1a
und 1b eine Verstarkung der Aktivitat auf das 1,2 - 1,3-fache des Ausgangswertes
(HBV-TC), allerdings erst bei einer HBV bep Konzentration von 5ug des transfi-
zierten Konstrukts (Abb. 3.22, B).

Der Volllinge Core Promotor (fcp) wurde durch pSV40-HCVCore la auf 75%
und durch pcDNA3-HCVCore 1a auf 60% seiner Grundaktivitit (HBV-TC = fcp +
SV40-ORF2 oder CMV-ORF?2) reprimiert (Abb. 3.22, C).

3.8.3.3 Einflufl auf die gesamten regulatorischen HBV Core Elemente
im Verbund

Das HBV enhl-fcp Konstrukt entspricht weitgehend der Anordnung der die HBV
Core Expression steuernden Elemente im HBV. Die Aktivitdt des enhl-fcp Kon-
strukts wurde durch pSV40-HCVCore la auf das 1,4-fache gesteigert (Abb. 3.22,
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D). Unter pcDNA3-HCVCore la kam es bei einer Konzentration von 500 ng des
transfizierten enhl-fcp - Konstrukts zur Repression auf 60%, bei 1250 ng transfizier-
ten enh1-fcp - Konstrukts zu keiner Aktivitdtsinderung verglichen mit der Kontrolle
(HBV-TC = enhl-fcp + SV40-ORF2) . Unter pcDNA3-HCVCore 1b zeigte sich ent-
weder keine Reaktion (500 ng enhl-fcp) oder eine Verstdrkung auf das 1,25-fache
(1250 ng enhl-fcp) gegeniiber der Kontrolle (HBV-TC = enhl-fcp + CMV-ORF2).

3.8.4 Diskussion zu den Luciferaseexperimenten

Sowohl der basale (bcp) als auch der Volllinge HBV Core Promotor (fcp) werden in
den Experimenten durch das HCV Core Protein in unterschiedlichem Ausmaf} re-
primiert. Ausnahmen bestehen fiir die niedrig exprimierenden Konstrukte pcDNA3-
HCVCore 1a und 1b, die nur sehr wenig regulieren oder eher leicht verstirkenden
EinfluB} (1,2-fach) auf den basalen HBV Core Promotor ausiiben.

Auftillig ist, dass die Analyse des Komplettverbunds enhl-fcp — im Gegensatz
zur Repression der Einzelelemente enh1XP, bep und fep — unter dem hoch expri-
mierenden HCV Core (pSV40-HCVCore 1a) eine Verstirkung der Aktivitit zeigt.
Die Regulation des enhl-fcp durch die niedrig exprimierenden pcDNA3-HCVCore
Konstrukte umfassen Repression und Verstédrkung - und somit eine HCV Core -

Protein-konzentrationsabhéngige Regulation.

Denkbar wire, dass das HCV Core Protein die zelluldre, Transkriptionsfaktor-

gebundene HBV Core - Transkription stort (siehe 1.1.4, S. 16), so dass es ab einem

HCVCore
HBVenhl—fcp

Repressions- Phianomenen kommt. Bisher sind in der Literatur hauptsichlich repri-
mierende Effekte von HCV Core auf die HBV Transkription im Zellkultursystem
beschrieben worden [186, 188, 189, 29]. Mit den hier erhobenen Daten kann gezeigt
werden, dass das HCV Core Protein unterschiedliche Effekte auf die HBV Transkrip-

tion in Abhéngigkeit von der eingesetzten Konzentration ausiibt.

gewissen — Verhéltnis zu konzentrationsabhéngigen Verstirkungs- oder
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3.9 Einflul von HCV Core auf die HBV Core
Transkription: quantitative
HBV RNA-Bestimmung

3.9.1 Einleitung

In Abschnitt 3.8 (S. 112) konnte gezeigt werden, dass HBV Reportergenkonstruk-
te konzentrationsabhingig durch das HCV Core Protein reguliert werden. In dem
nun folgenden Experiment sollen die ermittelten Ergebnisse am replizierenden HBV-
System (pHBV1.5) validiert werden. Dazu wurden Untersuchungen mit indirekter
und direkter Konzentrationskinetik (siehe 3.2.1.5, S. 92) durchgefiihrt.

3.9.2 Durchfiihrung der HBV RNA - Quantifizierungsex-
perimente

3.9.2.1 Indirekte Konzentrationskinetik

2,5ug pHBV1.5-Plasmid wurden mit 5ug HCV Core - Konstrukt (pcDNA3-HCVCore
la, pcDNA3-HCVCore 1b oder pSV40-HCVCore 1a) oder entsprechender Kontrolle
(CMV-ORF2 oder SV40-ORF2) kotransfiziert (siehe 2.8.3, S. 57). Am 4. Tag p.t.
wurde die RNA der Zellen isoliert (siehe 2.10, S. 60) und mittels quantitativer RT-
PCR fiir HBV Core RNA und ATP-Synthase 6 - RNA standardisiert und vermessen
(siehe 3.1.2, S. 81 und 3.1.1, S. 79).

3.9.2.2 Direkte Konzentrationskinetik

2,5ug pHBV1.5-Plasmid wurden mit 2,5ug oder 7,5ug pcDNA3-HCVCore 1a - Kon-
strukt oder gleicher Konzentration CMV-ORF2 (als Kontrolle) kotransfiziert. Da-
nach wurde wie in der indirekten Kinetik verfahren. Der Unterschied zwischen beiden
Vorgehensweisen bestand darin, dass in der indirekten Konzentrationskinetik Pro-
motoren unterschiedlicher Stiarke zur Expression des HCV Core Proteins und in der
direkten Konzentrationskinetik unterschiedlich hohe Konzentrationen des gleichen
HCV-Core-Konstrukts eingesetzt wurden (siehe 3.2.1.5, S. 92).
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Abbildung 3.23: Regulation der HBV Core Transkription unter HCV Core Kotransfek-
tion in der indirekten Konzentrationskinetik. HBV-TC = Promotorkompensierte HBV-
Kontrolle.

3.9.3 Ergebnisse der HBV RNA - Quantifizierungsexperi-
mente

3.9.3.1 Indirekte Konzentrationskinetik (Abb. 3.23)

Die Untersuchungen zur HBV-Transkriptionskontrolle durch das HCV Core Prote-
in haben gezeigt, dass sich die Expression von HBV Core RNA unter dem hoch
exprimierenden HCV Core Konstrukt (pSV40-HCV Core 1a) auf das 1,6-fache ge-
geniiber der nicht-HCV Core-kotransfizierten HBV-Kontrolle (HBV-TC=pHBV1.5
+ SV40-ORF2) verstiarkte (Abb. 3.23, pSV40-HCV Core 1a und HBV-TC).

Unter Kotransfektion des pHBV1.5-Plasmids mit dem pcDNA3-HCV Core 1la -
Konstrukt konnte eine Repression der HBV Core RNA auf 75% gegeniiber der HBV-
Kontrollen-Kotransfektion (HBV-TC=pHBV1.5 + CMV-ORF2) beobachtet werden
(Abb. 3.23, pcDNA3-HCV Core 1a und HBV-TC).

Weiterhin fiel auf, dass das pcDNA3-HCVCore 1b - Konstrukt nur eine leichte
Repression der HBV Core Transkription auf 90% des HBV-Kontrollwertes (HBV-
TC=pHBV1.5 + CMV-ORF2) bewirkte (Abb. 3.23, pcDNA3-HCV Core 1b und
HBV-TC).
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Direkte Konzentrationskinetik der HBV Core -
Transkription unter HCV Core
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Abbildung 3.24: Regulation der HBV Core Transkription unter HCV Core Kotransfekti-
on in der direkten Konzentrationskinetik mit zwei verschiedenen Konzentrationsstufen des
pcDNA3-HCV Core 1a - Konstrukts. HBV-TC = Promotorkompensierte HBV-Kontrolle

3.9.3.2 Direkte Konzentrationskinetik (Abb. 3.24)

Die Untersuchungen zur HBV-Transkriptionskontrolle durch das HCV Core Protein
haben in der direkten Konzentrationskinetik gezeigt, dass die HBV Core Transkrip-
tion unter Kotransfektion des pHBV1.5-Plasmids mit 7,5ug pcDNA3-HCVCore 1a
- Konstrukt auf das 1,3-fache gegeniiber der nicht-HCV Core-kotransfizierten HBV-
Kontrolle (HBV-TC=pHBV1.5 + CMV-ORF2) verstirkt wurde (Abb. 3.24, 7500
ng pcDNA3-HCV Core 1a und HBV-TC).

Unter einer Kotransfektion mit 2,5ug pcDNA3-HCVCore 1a - Konstrukt konnte
eine Steigerung der HBV Core Expression auf das 1,15-fache beobachtet werden
(Abb. 3.24, 2500 ng pcDNA3-HCV Core 1la und HBV-TC).

3.9.4 Diskussion der Experimente zur HBV Core Transkrip-
tionsregulation durch HCV Core

In den Experimenten zur HBV Core Transkriptionsregulation durch HCV Core konn-

te gezeigt werden, dass

e die Daten aus dem HBV enh1-fcp - Luciferaseexperiment (siehe 3.8, S. 112) mit
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Abbildung 3.25: Extrapolierte Daten fiir die Regulation der HBV Core Transkription
durch pcDNA3-HCVCore 1a. Die Werte entsprechen den experimentellen Ergebnissen.

den Ergebnissen des replizierenden HBV-Systems pHBV1.5 in Ubereinstim-
mung stehen und vergleichbar sind. Das HBV Reportergenkonstrukt enhl1-fcp
stellt somit ein gutes Modellsystem fiir die Untersuchung der HBV Core Tran-

skriptionsregulation dar.

e die Daten aus der direkten Konzentrationskinetik fiir 7,5ug pcDNA3-HCV
Core la die Ergebnisse des hoher exprimierenden pSV40-HCV Core 1a Kon-

struktes aus der indirekten Konzentrationskinetik validieren.

Abbildung 3.25 illustriert eine Extrapolation der gewonnenen Daten fiir die
pcDNA3-HCV Core la - konzentrationsabhingige HBV Core Transkriptionsregu-
lation. Dabei wird deutlich, dass bei 5ug des transfizierten pcDNA3-HCV Core
la-Konstrukts eine Repression stattfindet, wihrend bei héheren und niedrigeren
Dosierungen Expressionssteigerungen zu beobachten sind. Die Interpretation dieser
Ergebnisse ist insofern schwierig, da keine Daten iiber die tatséchlichen HCV Core
Proteinkonzentration zu den jeweiligen Plasmid-DNA-Konzentrationsstufen (2,5ug,
5ug und 7,5ug) erhiltlich sind. Infolge der schwankenden Expression des pcDNA3-
HCVCore la Konstruktes (siehe 3.3, S. 99) und des negativen Feedbacks auf den

expressionssteuernden CMV-Promotor (siehe 3.6, S. 108) kénnen die verschiedenen
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Plasmid-DNA-Konzentrationen nicht direkt auf Proteinkonzentrationen umgerech-

net werden.

Dennoch konnten diese Experimente — bedingt durch die beiden Zugangswe-
ge iiber eine indirekte und direkte Konzentrationskinetik — zeigen, dass HCV Co-
re Protein konzentrationsabhingig die HBV Core Transkription deregulieren, also
reprimieren oder steigern kann. Hiermit konnten im Zellkulturversuch Erkldrungs-
bausteine fiir die klinisch-pathologisch nachgewiesene Beeintrichtigung der HBV
Replikation unter Koinfektion mit HCV geliefert werden [39, 65, 167].

3.10 Bindungsstudien von HCV Core an
HBYV Core Promotor und Enhancer

3.10.1 Einleitung

Bisherige Arbeiten zur HBV-Replikationskontrolle durch HCV Core konnten inter-
virale Interferenzen aufzeigen. Nach wie vor fehlen aber bestéitigende Experimente
zur Fragestellung, ob das HCV Core Protein direkt an HBV Core Promotoren und
Enhancer-Elemente bindet, oder ob die interviralen Effekte iiber zelluldre Signalkas-
kaden vermittelt werden [186, 188, 189, 29].

In Gelshift-Experimenten zu dieser Arbeit sollte die Frage geklart werden, ob das
HCV Core Protein direkt an die HBV Core Promotor - (Vollinge Core Promotor,
fcp) oder Enhancer 1 (enh1XP) - Regionen bindet.

3.10.2 Durchfithrung der Bindungsstudien

Die moglichen Bindungsstellen des HBV Genoms (3 Fragmente des Enhancer 1
(enh1XP-1 bis -3) und 2 Fragmente des Volllinge-Core Promotor (fcp-1 und -2),
siche Abb. 3.26) wurden durch PCR hergestellt (siehe 2.18.4, S. 75) und in vitro mit
3P markiert (siehe 2.18, S. 73).

Das HCV Core Protein ist 4 Tage post transfectionem aus den Zellkernen von
HuH7-Zellen, die zuvor mit 20ug pcDNA3-HCV Core 1a oder 20ug pSV40-HCV Co-
re la transfiziert waren, gewonnen worden. Als Negativkontrolle dienten die Kernex-
trakte nicht-transfizierter HuH7-Zellen. Zur Durchfiihrung der Gelshift-Experimente

sind diese Kernisolate mit den radioaktiv markierten HBV Enhancer 1 - und Co-
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re Promotor - Fragmenten inkubiert und danach gelelektrophoretisch aufgetrennt
worden (siehe 2.18, S. 73).

Um die Aussagekraft zu erhohen, wurden jeweils drei Experimente durchgefiihrt,

deren Untersuchungsschwerpunkte verschieden gesetzt wurden:

e Analyse des HBV Enhancer 1 (enh1XP) im ersten Experiment. Dabei wurde

das Bindungsverhalten von HCV Core - haltigen Kernextrakten (aus pcDNA3-
HCV Core 1a - transfizierten Zellen) - und Negativkontrollen - Kernextrakten
(aus nicht transfizierten Zellen), jeweils ohne und mit monoklonalem anti-HCV

Core - Antikorper (Supershift) untersucht.

Vergleich des HBV Enhancer 1 (enh1XP) - Bindungsvermégens der Kernex-
trakte pcDNA3-HCV Core la- und pSV40-HCV Core la-transfizierter Zellen
mit einem rekombinanten HCV Core Protein (HCV Core-3Gal Fusionsprotein,

Fa. Advanced ImmunoChemical) im zweiten Experiment.

Im dritten Experiment wurde die Bindung des pcDNA3-HCVCore 1a - Kern-
extrakts an den HBV Vollldnge Core Promotor (fcp) im Vergleich zu Bindun-
gen von nicht-transfizierter Negativkontrolle, rekombinantem HCV Core-3Gal
Fusionsprotein und rekombinantem HCV Core Fragment (AS 62-192, Fa. Ad-
vanced ImmunoChemical) untersucht. Aufierdem wurde auch hier ein Supers-
hift mittels monoklonalem anti-HCV Core - Antikérper durchgefiihrt, um die

Spezifitit der Aussage zu erhohen.

fcp
|
— — Enh1 XP ENh2| bcp—— 3’
enh1XP-1 fcp-1
enh1XP-2 fcp-2
enh1XP-3

Abbildung 3.26: Die generierten PCR-Fragmente fiir die Gelshift- Analyse iiber die Berei-
che des Enhancers 1 (Enhl) und X-Promotor (XP) sowie Enhancer 2 (Enh2) und basaler
core promotor (bcp). Die Fragmente wurden mit enh1XP-1, enh1XP-2, enh1XP-3 und
fcp-1, fep-2 (fep=Full length core promotor) bezeichnet.
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3.10.3 Ergebnisse der Bindungsstudien

3.10.3.1 Analyse des HBV Enhancer 1 (Enh1XP)

In den Untersuchungen zum Bindungsvermogen des HCV Core Proteins an den HBV
Enhancer 1 konnte keine Hybridisierung des HCV Core Proteins mit den untersuch-

ten Fragmenten enh1XP-1 bis -3 festgestellt werden.

In den dazugehorigen Experimenten wurde deutlich, dass die freie DNA-Probe
eine klare Bande bildete, d.h. frei von relevanter Kontamination mit Protein war
(Abb. 3.27, a). Die Hybridisierung mit dem Kernextrakt der nicht-transfizierten
Negativkontrolle ergab in den Abschnitten enh1XP-1 bis -3 jeweils ein distinktes
Bandenmuster (Abb. 3.27, b), das sich auch unter Zugabe des anti-HCV Core -
Antikorpers nicht verénderte (Abb. 3.27, ¢).

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass das Bandenmuster der Negativkontrolle
dem der HCV Core-Probe in allen drei Enhancer 1- Abschnitten glich (Abb. 3.27,
b und d). Auch hier waren unter Zugabe des anti-HCV Core - Antikorpers keine
Verdnderungen zu beobachten (Abb. 3.27, e). Beim Vergleich pcDNA3-HCV Core
la und pSV40-HCV Core 1la - transfizierter Zellen konnte keine Verdnderung des
Bandenmusters der Enhancer 1 - Abschnitte enh1XP-1 bis -3 beobachtet werden
(Abb. 3.28, ¢ und d).

Bei Hybridisierung der Enhancer 1 - Abschnitte mit dem rekombinanten HCV
Core-fGal Fusionsprotein (Fa. Advanced ImmunoChemical) fiel auf, dass sich ein di-
stinktes Bandenmuster herausbildete. Im Vergleich mit der freien DNA-Probe muss-
te dieses Bandenmuster allerdings als unspezifische Verunreinigung des Versuchsan-

satzes gewertet werden (Abb. 3.28, a und e).

3.10.3.2 Analyse des HBV Volllinge Core Promotors (fcp)

In den Gelshift-Untersuchungen des HBV Volllange Core Promotors stellten sich die
freien DNA-Proben fcp-1 und fep-2 als eindeutige Banden dar und galten damit als
von wesentlichen Kontaminationen frei (Abb. 3.29, a). Im Vergleich des Bandenmus-
ters der Kernextrakte nicht-transfizierten Negativkontrolle mit denen pcDNA3-HCV
Core 1a - transfizierter Zellen, ergab sich kein Unterschied (Abb. 3.29, b und d). Dar-
an dnderte auch die Zugabe des anti-HCV Core - Antikorpers nichts (Abb. 3.29, b
bis e).
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Bei der Analyse des fcp-2 - Fragmentes erschien unter Hybridisierung mit dem
rekombinanten HCV Core Fragment (AS 62-192, Fa. Advanced ImmunoChemical)
eine neue Bande, die in allen anderen untersuchten Proben nicht detektierbar war
(Abb. 3.29, fcp-2, Pfeil auf g). Fiir diesen Fall ist von einer spezifischen Bindung des
rekombinanten HCV Core Fragments an das HBV fcp-2 - Fragments auszugehen.

3.10.4 Diskussion der Bindungsstudien

In den Untersuchungen zum Bindungsverhalten des aus den Zellkernen von trans-
fizierten HuH7-Zellen isolierten HCV Core Proteins an die HBV Core Promotoren
und Enhancer-Elemente konnte keine Bindung des HCV Core Proteins nachgewie-
sen werden. Auch zwischen den verschieden hoch exprimierenden HCV Core Kon-
strukten pcDNA3-HCV Core 1a und pSV40-HCV Core la wurde kein Unterschied
beobachtet.

Die Analyse des Bandenmusters der nicht-transfizierten Negativkontrollen zeigte,
dass zelluldre Proteine unterschiedlicher Grofie an den Fragmenten binden konnten.
Dieser Befund validiert die hier vorliegenden Ergebnisse hinsichtlich der korrekten
Methodik und macht eine Nicht-Bindung des HCV Core Proteins an die untersuchten
Abschnitte wahrscheinlich.

In den Untersuchungen zum Bindungsverhalten rekombinanter HCV Core Prote-
ine an die HBV Core Promotor und Enhancer - Elemente konnte bei der Verwendung
eines rekombinanten HCV Core Fragments im Bereich des basalen Core Promotors
(bep = fep-2) eine Bindungsstelle detektiert werden. Dieser Befund kénnte auf eine
andere sterische Konformation mit Aufklappen von Bindungsstellen zuriickzufiihren
sein. Das eingesetzte Fragment (AS 62-192) ist aber nie als natiirliches HCV Core
Fragment beschrieben worden (siehe 1.2.4, S. 25) — somit kénnen damit erzielte Er-
gebnisse nicht unbedingt den Anspruch auf Reproduzierbarkeit mit dem natiirlichen
HCV Core Protein erheben.

Im Zusammenhang mit den dargestellten Effekten von HCV Core auf die Tran-
skription von HBV Core 148t sich feststellen, dass HCV Core konzentrationsabhéngig
die HBV Core Transkription reprimieren oder verstirken kann. Da sich keine Bin-
dung von HCV Core an die Transkriptions-steuernden Elemente HBV Core Promo-
tor, Enhancer 1 und 2 nachweisen lieff, mufl davon ausgegangen werden, dass die
HCV Core Effekte auf die HBV Core Transkription indirekt, moglicherweise iiber

zelluldre Signalkaskaden erfolgen.
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Abbildung 3.27: Gelshift Enh1XP-HCYV Core, erstes Experiment. (1) bezeichnet spezifi-
sche Bindungen an die Probe, in diesem Fall durch zellulire Faktoren; (2) freie DNA-Probe;
(3) unspezifische DNA-Zerfallsprodukte. (a) freie DNA-Probe, (b) Kernextrakt der Kon-
trolle, (¢) Kontrolle + anti-HCV Core, (d) HCV Core Kernextrakt, (e) wie d + anti-HCV
Core (Supershift).
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enh1XP-1 enh1XP-2 enh1XP-3
obcde obcde Qb cde
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Abbildung 3.28: Gelshift Enh1XP-HCV Core, zweites Experiment. (a) freie DNA-Probe,
(b) Kernextrakt der Kontrolle, (¢) Kernextrakt der pcDNA3-HCVCore la - transfizierten,

(d) Kernextrakt der pSV40-HCVCore la - transfizierten, (e) rekombinantes HCV Core-
BGal Fusionsprotein (Fa. Advanced ImmunoChemical).
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Abbildung 3.29: Gelshift fcp-HCV Core. (a) freie DNA-Probe, (b) Kernextrakt der
Kontrolle, (c¢) Kontrolle + anti-HCV Core, (d) HCV Core Kernextrakt, (e) wie d + anti-
HCV Core, (f) rekombinantes HCV Core-8Gal Fusionsprotein, (g) rekombinantes HCV
Core Fragment (AS 62-192, Fa. Advanced ImmunoChemical). Pfeil = neu entstandene
Bande.
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3.11 Interaktion des HCV Core Proteins mit der
HBYV Reifung und Sekretion

3.11.1 Einleitung

Sero-pathologische Daten zeigen, dass bei einer HBV-HCV - Koinfektion die HBV -
Infektion serologisch HBsAg - negativ (stumm) wird, die HBV DNA aber weiterhin
mit sensitiven molekularbiologischen Methoden nachweisbar ist (siehe 1.3.1, S. 30,
[167, 96, 192, 56, 205, 118, 26]). Eine mogliche Erkldrung fiir diese Konstellation ist
neben der Repression der Transkription eine Sekretionsbehinderung von HBV Virio-
nen durch das HCV Core Protein mit der Folge einer intrazelluldren Akkumulation
von HBV.

Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden in dieser Arbeit Untersuchungen
durchgefiihrt, die einen quantitativen Vergleich von enkapsidierter intrazelluldrer
HBYV Vorlaufer-DNA mit extrazellulirer HBV DNA in sezernierten Virionen unter
der Kontrolle des HCV Core Proteins erlauben.

3.11.2 Durchfiihrung

HuH7-Zellen wurden mit dem replikationskompetenten Plasmid pHBV1.5 und mit

HCV Core- (pcDNA3-HCV Core 1la und 1b, pSV40-HCV Core 1a; = indirekte Kon-

zentrationskinetik) und Negativkontroll-Konstrukten (CMV-ORF2, SV40-ORF2)

transient transfiziert (siehe 2.8.3, S. 57). HBV DNA wurde nach Immunprézipitations-
(intrazelluldres Kompartiment) und PEG-Féllungsexperimenten (extrazelluldre Kap-
side) aus HBV Kapsiden isoliert. Um die indirekte Konzentrationskinetik (siehe

3.2.1.5, S. 92) zu bestdtigen, wurde zusétzlich eine direkte Konzentrationskinetik

mit Kotransfektion von 2,5ug pHBV1.5 mit 2,5ug oder 7,5ug pcDNA3-HCVCore 1a

(analog zu den Experimenten in 3.9, S. 117) durchgefiihrt. Als Negativkontrollkon-

strukt diente CMV-ORF2.

Am 4. Tag post transfectionem (p.t.) erfolgten die RNA-Isolierung (siehe 2.10,
S. 60), Immunprézipitation (siehe 2.13, S. 62), PEG-Féllung (siehe 2.11, S. 61)
und HBV DNA Isolierung (siehe 2.12, S. 61). Die Konzentration der isolierten Nu-
kleinsduren wurde mit den jeweiligen quantitativen PCR-Systemen bestimmt und
auf Zellzahl mittels der ebenfalls gemessenen ATS-RNA standardisiert (siehe 3.1, S.
79).
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Dysregulation der HBV Replikation durch das
HCV Core Protein

HBV Vorlaufer-DNA (intrazellulére Kapside)
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Abbildung 3.30: Die Interaktion des HCV Core Proteins mit der HBV Sekretion in der
indirekten Konzentrationskinetik. 2,5ug pHBV1.5-Plasmid wurden mit 5ug HCV Core-
oder Kontrollkonstrukt kotransfiziert. Dargestellt sind die auf die Promotorkompensierten
HBV-Kontrollen (HBV-TC=1) standardisierten DNA-Konzentrationen intrazelluldrer und
extrazellularer HBV Kapside.

3.11.3 Ergebnisse

3.11.3.1 Indirekte Konzentrationskinetik

Das Ergebnis der indirekten Konzentrationskinetik ist in Abb. 3.30 dargestellt. Alle
Werte wurden gegen die HBV-Kontrollen (HBV-TC=1, siehe oben) kalkuliert. Das
Verhiltnis von intra- zu extrazelluldren Kapsiden wurde in den HBV-Kontrollen auf

1:1 standardisiert.

Als Ergebnis der Untersuchungen zur indirekten Konzentrationskinetik von HBV
zu HCV Core konnte gezeigt werden, dass unter der Kontrolle des vermeintlich hoch
exprimierten HCV Core Proteins (pSV40-HCV Core la - Konstrukt) die intrazel-
lulire HBV Vorldufer-DNA auf etwa 70% des Ausgangswertes reduziert und die
Konzentration der extrazelluliren HBV DNA | isoliert aus sezernierten Virionen, ver-
gleichbar mit der HBV-Kontrolle war (Abb. 3.30, HBV-TC und pSV40-HCVCore
la).
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In Experimenten, bei denen HCV Core (Genotyp la und 1b) unter der Kon-
trolle des CMV-Promotors (pcDNA-Konstrukte) stand und eine 6-fach niedrigere
Expression des HCV Core Proteins zu erwarten war (siehe 3.2.1.5, S. 92), konnte ei-
ne intrazelluldre Anreicherung von HBV Vorldufer-DNA beobachtet werden. Hierbei
zeigten sich auch Genotyp-spezifische Unterschiede, die im Vergleich zu Nicht-HCV-
Core-kotransfizierten Kontrollen (HBV-TC) eine intrazelluldire Anreicherung auf das
1,9-fache fiir den Genotyp la und bis zum 3,5-fachen fiir den Genotyp 1b ergaben
(Abb. 3.30, pcDNA3-HCVCore 1a und 1b).

Besonders auffallend war bei der pcDNA3-HCVCore 1b - Kotransfektion, dass
einer hohen intrazelluldren Akkumulation von HBV Vorldufer-DNA eine auf das 0,5-
fache stark verminderte extrazellulaire HBV-DNA - Konzentration gegeniiberstand.
Eine Verringerung der extrazelluliren HBV-DNA konnte bei Experimenten mit
pcDNA3-HCVCore 1la - Kotransfektion nicht beobachtet werden. Dort stand viel-
mehr eine Erhohung extrazellulirer HBV-DNA auf das 1,2-fache der HBV-Kontrolle

im Vordergrund.

Bezogen auf die HBV-Sekretion (Quotient aus intrazelluldrer zu extrazellulirer
HBV DNA) konnte in den Experimenten mit der indirekten Konzentrationskinetik
eine auf das 0,7-fache herabgesetzte HBV-Sekretionsleistung unter hoch exprimier-
tem HCV Core und eine intrazelluldre Akkumulation von HBV Vorldufer-DNA vom
1,5-fachen (HCV Genotyp la) bis zum 5,4-fachen (HCV Genotyp 1b) beobachtet

werden.

3.11.3.2 Direkte Konzentrationskinetik

Um die Ergebnisse der indirekten Konzentrationskinetik zu bestitigen, sind Ex-
perimente mit direkter Konzentrationskinetik mit zwei Konzentrationsstufen des
pcDNA3-HCVCore 1a - Konstrukts durchgefiihrt worden. Dabei konnte beobachtet
werden, dass bei Kotransfektion von HBV mit einer hohen HCV Core Konzentration
(7,5 pg pcDNA3-HCV Core 1a - Konstrukt), HBV-DNA um das 1,2-fache stérker ex-
trazellular sezerniert wurde als bei der Nicht-HCV-Core-transfizierten HBV-Kontrolle.
Eine Verdnderung der Konzentration intrazelluldrer HBV Vorldufer-DNA zeigte sich
nicht (Abb. 3.31, 7500 ng pcDNA3-HCVCore 1a und HBV-TC). Diese Steigerung
der HBV Sekretion steht in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der indirekten Kon-
zentrationskinetik mit dem pSV40-HCVCore 1a - Konstrukt (Abb. 3.30).
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Dysregulation der HBV Replikation in
Abhangigkeit von der HCV Core Konzentration
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Abbildung 3.31: Die Interaktion des HCV Core Proteins mit der HBV Sekretion in
der direkten Konzentrationskinetik. Dargestellt sind die auf die Promotorkompensierten
HBV-Kontrollen (HBV-TC=1) standardisierten DNA-Konzentrationen intrazellulirer und
extrazellularer HBV Kapside. 2,5ug pHBV1.5-Plasmid DNA wurden mit den in der Ab-
szisse angegeben Konzentrationen des pcDNA3-HCVCore la- oder Kontrollkonstruktes
kotransfiziert.

Demgegeniiber wurde in Experimenten mit niedriger HCV Core Konzentration
(2,5 ug pcDNA3-HCV Core 1a - Konstrukt) eine Repression der HBV Sekretion auf
das 0,8-fache der Negativkontrolle gemessen. Die intrazellulire HBV Vorlaufer-DNA
reicherte sich gegeniiber der HBV-Kontrolle nur geringfiigig an (1,1-fach, Abb. 3.31,
2500 ng pcDNA3-HCVCore 1a und HBV-TC). Auch dieses Experiment konnte die
Aussage einer intrazelluliren Akkumulation von HBV unter niedrig exprimiertem
HCV Core aus der indirekten Konzentrationskinetik stiitzen (Abb. 3.30, pcDNA3-
HCVCore 1a).

Bezogen auf die HBV-Sekretion konnte in den Experimenten mit der direkten
Konzentrationskinetik eine 1,4-fache intrazelluldre Anreicherung bei niedriger HCV
Core Konzentration und eine auf das 0,8-fache herabgesetzte Sekretion bei hoher
HCV Core Konzentration beobachtet werden.
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Abbildung 3.32: Erweiterung der Abb. 3.25 von S. 120. Extrapolierte Daten fiir die Re-
gulation der HBV Core Transkription und HBV Kapsidretention durch pcDNA3-HCVCore
la. Die Werte entsprechen den experimentellen Ergebnissen.

3.11.4 Diskussion

Die Ergebnisse aus diesen Experimenten zeigen, dass neben der transkriptionellen
Kontrolle von HBV durch das HCV Core Protein (eigene Untersuchungen siehe 3.8,
S. 112 und 3.9, S. 117 sowie andere Arbeiten [188, 189]) auch eine Kontrolle der HBV-
Reifung (Assemblierung (siehe auch [29]), Sekretion) durch das HCV Core Protein
zu diskutieren ist. Hierbei konnte gezeigt werden, dass sowohl konzentrations- als
auch genotypabhingig (HCV Core la zu 1b) eine intrazellulire Akkumulation von
HBYV Vorlaufer-DNA und somit unreifen HBV-Partikeln als auch eine Reduktion der
extrazelluldren, reifen HBV Virionen — mdglicherweise durch Inhibition der HBV-

Reifung und Sekretion — stattfindet.

Die Validierung der Ergebnisse zur Kozentrationsabhéngigkeit der interviralen
Interferenz und Sekretionshemmung erfolgte mittels zweier verschieden aufgebau-
ter Untersuchungsschemata (indirekte und direkte Konzentrationskinetik). Abbil-
dung 3.32 stellt eine Zusammenfassung der bisher gewonnenen Daten zu den kon-
zentrationsabhéngigen Effekten von HCV Core auf HBV dar. Darin zeigt sich ein

Punkt maximaler Kapsidretention und Transkriptionsrepression bei 5ug pcDNA3-
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HCVCore 1a. Bei hoheren oder niedrigeren HCV Core Plasmidkonzentrationen sind

diese Effekte weniger ausgeprigt oder kehren sich um.

Unter dem HCV Core Genotyp 1b kommt es zu einer wesentlich stiarkeren intra-
zelluldren Kapsidretention als unter la, ganz im Gegensatz zu der unter HCV Core
1b schwécheren Repression der Transkription (siehe 3.8, S. 112 und 3.9, S. 117). Dies
legt die Vermutung nahe, dass fiir die Effekte auf die HBV Transkription und Kapsi-
dretention HCV-Genotyp-abhingig unterschiedliche Angriffspunkte von HCV Core
benutzt werden. Bestétigt wird dies durch bereits beschriebene funktionelle Bereiche
im HCV Core Protein, die in unterschiedlichem Ausma# fiir die HBV Transkriptions-

und Enkapsidierungshemmung verantwortlich gemacht werden (siehe 1.3.3.8, S. 35,
[29]).
In den nun folgenden Experimenten wurde der Mechanismus der interviralen

Interferenz und Sekretionshemmung néher untersucht.

3.12 Regulation der HBV cccDNA-Homdostase
durch das HCV Core Protein

3.12.1 Einleitung

Die HBV cccDNA stellt den Ausgangspunkt fiir die HBV Replikation dar. Sie ist
unverzichtbares Intermediat zwischen Virus-DNA und neuen infektiosen Partikeln
(siehe 1.1.5, S. 19). Die intranukleire HBV cccDNA-Konzentration befindet sich im
Rahmen der HBV Replikation in einer Homdoostase (siehe 1.1.3.2, S. 14 und 1.1.5.1,
S. 19, [194, 195, 120]). Wird die Ausschleusung der HBV Kapside gestort, kommt es
zu einer Erhéhung der intranukleiren HBV cccDNA-Konzentration auf mehr als 20
Molekiile pro Zellkern (intrazellulirer Infektionsweg) [137, 211, 152].

Bisherige Experimente dieser Arbeit haben gezeigt, dass HCV Core konzentra-
tionsabhingig die Ausschleusung von HBV Kapsiden blockieren kann. In den fol-
genden Experimenten soll untersucht werden, ob mit der Kapsidretention auch ein

Anstieg der intranuklediren HBV cccDNA zu verzeichnen ist.
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Deregulation des HBV cccDNA-Pools unter
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Abbildung 3.33: Deregulation der HBV cccDNA-Homoostase durch das HCV Core Pro-
tein. 2,5ug pHBV1.5-Plasmid wurden mit 5ug HCV Core- oder Kontrollkonstrukt kotrans-
fiziert. Gezeigt sind relative Werte (bezogen auf die jeweilige Promotorkompensierte HBV-
Kontrolle, HBV-TC=1) als Zusammenfassung getrennter Experimente.

3.12.2 Durchfiihrung

HuH7-Zellen wurden mit dem replikationskompetenten Plasmid pHBV1.5 und mit
HCV Core- (pcDNA3-HCV Core 1la und 1b, pSV40-HCV Core 1a) und Negativkontroll-
Konstrukten (CMV-ORF2, SV40-ORF2) transient transfiziert (siehe 2.8.3, S. 57).
Am 4. Tag post transfectionem (p.t.) wurden die Zellkerne isoliert, daraus die epi-
somale HBV cccDNA extrahiert (siehe 2.14, S. 63) und diese anschlieffend mit der
HBV Core und pHBV1.5 qPCR bestimmt und auf Zellzahl mittels der ebenfalls
gemessenen ATS-RNA standardisiert (siehe 3.1, S. 79).

3.12.3 Ergebnis

Als Ergebnis der Untersuchungen zur Regulation der intranuklediren HBV cccDNA
konnte gezeigt werden, dass unter der Kontrolle des hoch exprimierten HCV Co-
re Proteins im Vergleich zur Nicht-HCV-Core-kotransfizierten HBV-Kontrolle die
Konzentration der HBV cccDNA um das 1,5-fache erhoht war (siehe Abb. 3.33,
pSV40-HCVCore 1a und HBV-TC).

In Experimenten, in denen die HCV Core Expression niedriger war (pcDNA3-
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Konstrukte), zeigte sich ein sehr deutlicher Anstieg der intranukleiren HBV cccDNA
auf das 3,5-fache unter Kontrolle des Genotyps la und bis zum 5,5-fachen beim
Genotyp 1b (siehe Abb. 3.33, pcDNA3-HCVCore 1a, 1b und HBV-TC).

Aus den Rohdaten der quantitativen PCRs wurde eine intranukledre HBV cccDNA-
Konzentration von <20 Molekiilen pro Zellkern fiir die pHBV1.5 und nicht-HCV-
Core-kotransfizierten HBV-Kontrollen und >20 Molekiilen fiir die pHBV1.5 und
HCV-Core - kotransfizierten Zellen errechnet. Damit konnte gezeigt werden, dass
sich die intranukleire HBV cccDNA-Homdoostase unter Kontrolle des HCV Core
Proteins in einem deregulierten Zustand befand (siehe 1.1.5.1, S. 19, [137, 211]).

Die Negativkontrolle der Methode (nicht-transfizierte HuH7-Zellen) ergab Werte
<0,007 cccDNA-Molekiile/Zelle. Somit sind die absoluten Werte mit einem nur sehr

geringen , Hintergrundrauschen“ behaftet.

3.12.4 Diskussion

In den Untersuchungen zur Interaktion des HCV Core Proteins mit der HBV Reifung
und Sekretion (siehe 3.11, S. 128) wurde eine 5,4-fache intrazellulére Retention von
HBV Kapsiden unter pcDNA3-HCVCore 1b ermittelt.

In den hier vorliegenden Untersuchungen zur Regulation der HBV cccDNA durch
das HCV Core Protein konnte gezeigt werden, dass in Experimenten mit dem HCV
Core Genotyp 1b sich die intranukleire HBV cccDNA-Konzentration um den glei-
chen Faktor (5,5-fach) erhohte, um den auch die Sekretion blockiert war. Diese Daten
erlauben den logischen Schluf}, dass das HCV Core Protein, Genotyp 1b, die Sekre-
tion von HBV Kapsiden inhibiert und diese Kapsidmenge in den intrazelluldren

Infektionsweg ,,umgeleitet” wird.

Beim weiteren Vergleich der Regulation der HBV cccDNA-Homdostase durch
HCV Core mit der Wirkung auf die HBV Sekretion fillt auf, dass sowohl unter dem
niedrig exprimierten HCV Core la (pcDNA3-HCVCore 1a) als auch unter Kontrolle
des hoch exprimierenden pSV40-HCVCore 1a - Konstrukts die Kapsidretentionsef-
fekte (1,5x und 0,7x, siehe 3.11, S. 128) nicht so stark waren, wie die Erhchung des
intranukledren cccDNA- Pools“ (3,5x und 1,5x). Das deutet darauf hin, dass die
Deregulation der HBV cccDNA beim HCV Core Genotyp la viel mehr ins Gewicht
fallt als die Hemmung der HBV Kapsidsekretion. Vermutlich liegt damit auch der
Angriffspunkt im HBV Replikationszyklus fiir den HCV Core Genotyp la an einer
anderen Stelle als fiir den Genotyp 1b.
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In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur interviralen Interak-
tion von HBV und HCV konnte bewiesen werden, dass HBV Kapside unter HCV
Core retiniert und dass die HBV Virionen in den intrazelluldren Infektionsweg um-
geleitet werden. Dies erfolgt sowohl konzentrations- als auch genotypabhingig in
unterschiedlichem Ausmafl. Inwiefern zelluldre Mechanismen eine Rolle fiir diese In-

terferenz spielen, muf} in weiteren Arbeiten geklért werden.

3.13 Auswirkungen des HCV Core Proteins auf
die
Produktion und Sekretion von HBeAg und
HBsAg

3.13.1 Einleitung

Klinische Daten beschreiben, dass HBV unter einer Koinfektion mit HCV Core
héufig serologisch stumm, d.h. HBsAg- und HBeAg- negativ wird (siehe 1.3.3, S. 32,
[146, 118, 166]). In diesem Experiment sollte ermittelt werden, inwieweit sich diese
Beobachtungen auch im experimentellen in-vitro - Modell dieser Arbeit bestéitigen
lassen. Auflerdem sollte analysiert werden, ob sich im Vergleich der intra- und ex-
trazelluldren HBsAg- und HBeAg-Konzentrationen Retentionseffekte darstellen, was
ein Hinweis auf eine generelle Blockade des sekretorischen Signalwegs durch HCV

Core wire.

3.13.2 Durchfiihrung

HuH7-Zellen wurden mit 2,5ug pHBV1.5 und mit 5 pg HCV Core- (pcDNA3-HCV
Core la und 1b, pSV40-HCV Core la) und Negativkontroll-Konstrukten (CMV-
ORF2, SV40-ORF2) nach dem in 2.8.3 (S. 57) angegebenen Protokoll transient
transfiziert. Am 4. Tag p.t. wurden sie lysiert (siehe 2.13, S. 62). Im Lysat und
in 1,2 ml des Mediumiiberstands wurden durch einen Micro Enzyme-linked Immu-
nosorbent Assay (MEIA, Fa. Abbot) mit freundlicher Unterstiitzung der Medizini-
schen Hochschule Hannover (MHH), Abteilung fiir Gastroenterologie und Hepatolo-
gie, Prof. Dr. Tillmann, HBeAg und HBsAg quantitativ bestimmt.
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Abbildung 3.34: Die Dynamik der HBsAg- (a) und HBeAg- (b) Expression und Sekretion
in pHBV1.5- und HCV Core-Konstrukt - kotransfizierten HuH7-Zellen. HBV-TC = HBV-
Kontrolle, standardisiert auf 1.

3.13.3 Ergebnisse

Die Untersuchungen zur HBe-/HBsAg - Produktions- und Sekretionsinhibition durch
das HCV Core Protein haben gezeigt, dass eine hohe Expression des HCV Core Pro-
teins durch das pSV40-HCV Core 1la - Konstrukt ebenfalls zu einer Steigerung der
HBe-/HBsAg - Produktion- und Sekretion fiihrte. Bei der HBsAg-Produktion und
Sekretion konnte eine Steigerung auf das 1,3-fache der nicht-HCV Core - kotransfi-
zierten HBV-Kontrolle beobachtet werden (Abb. 3.34, a, pSV40-HCV Core 1la und
HBV-TC). Die Expression des HBeAg stieg sogar um das 1,8-fache, wurde aber nur
1,6-fach stirker sezerniert. Dies entspricht einer 1,12-fachen Retention von HBeAg
bei hoher HCV Core Proteinkonzentration (Abb. 3.34, b, pSV40-HCV Core 1a und
HBV-TC).

Im Gegensatz dazu konnte unter Kotransfektion mit den niedrig exprimierenden
HCV Core - Konstrukten pcDNA3-HCV Core 1a und 1b eine geringe Repression der
HBe-/HBsAg - Expression und Sekretion beobachtet werden. Die HBsAg-Expression
fiel unter Kotransfektion mit dem pcDNA3-HCV Core la - Konstrukt auf 95% der
HBV-Kontrolle, unter pcDNA3-HCV Core 1b sogar auf 85%. Signifikante Unter-
schiede zwischen extrazelluldrer und intrazellulirer HBsAg-Konzentration konnten
nicht gezeigt werden (Abb. 3.34, a, pcDNA3-HCV Core 1la, 1b und HBV-TC). Die
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Expression des HBeAg wurde unter Kotransfektion mit dem pcDNA3-HCV Core 1a
- Konstrukt auf 80% des Wertes der HBV-Kontrolle reprimiert, unter pcDNA3-HCV
Core 1b erfolgte nur eine Repression auf 90%. Wihrend unter dem 1b-Konstrukt eine
intrazellulire HBeAg-Retention von etwa dem 1,2-fachen beobachtet werden konnte,
war dies unter dem la-Konstrukt nicht der Fall (Abb. 3.34, b, pcDNA3-HCV Core
la, 1b und HBV-TC).

3.13.4 Diskussion

Die serologischen Daten einer HBsAg negativen HBV-HCV Koinfektion konnten in
diesem Experiment nicht reproduziert werden. Damit konnten auch bereits vorhan-
dene in-vitro Daten iiber eine Reduktion der HBeAg-, HBsAg- Expression unter der
HCV Core Kotransfektion auf 50% nicht bestéitigt werden [188, 29].

Dies mag daran liegen, dass unterschiedliche Konzentrationen von HCV Core in
der Zelle, wie bereits in den vorangegangenen Experimenten gezeigt, unterschied-
liche Effekte haben. So kommt es unter hoch exprimierendem HCV Core (pSV40-
HCVCore 1a) zur Steigerung und unter niedrigem HCV Core (pcDNA3-HCVCore)
zur Repression der HBsAg- und HBeAg-Produktion. Dieser Befund steht in Ein-
klang mit den bisherigen Ergebnissen zur Regulation des HBV-Replikationszyklus
durch das HCV Core Protein (siehe Abb. 3.32, S. 132).

Eine intrazelluldre Retention von HBsAg oder HBeAg — wie es die serologischen
Daten der Koinfektion suggerieren — wurde nicht beobachtet [146, 118, 166]. Mogli-
cherweise — dies wurde in dieser Arbeit aber nicht untersucht — ist die Repression von
HBeAg und HBsAg auf die Regulation durch andere HCV-Proteine zuriickzufiihren.

Insgesamt mufl festgestellt werden, dass die sekretionshemmenden Effekte des
HCV Core Proteins quantitativ bei weitem nicht der Retention der intrazelluldren
HBV Kapside entsprechen. Somit ist wahrscheinlich, dass die Ausschleusungshem-
mung (siehe 3.11, S. 128 und 3.12, S. 133) der HBV Kapside wohl eher auf einer
priméren ,, Umleitung” der Kapside in den intrazelluldren Infektionsweg durch spe-
zifische Modulation (z.B. Phosphorylierung von HBV Core) beruht, als auf einer

generellen Blockade des zelluldren sekretorischen Signalwegs.
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3.14 Berechnung des Ortes der stiarksten HBV-
Kumulation

3.14.1 Einleitung

In den bisherigen Abschnitten ist deutlich geworden, dass das HCV Core Protein
Einflu} auf die HBV Transkription, die Ausschleusung der HBV Kapside und auf die
Bildung des intranuklesiren cccDNA- Pools“ nimmt. Weiterhin wurde angedeutet,
dass unterschiedliche HCV Genotypen und Core-Proteinkonzentrationen vermutlich
an verschiedenen Stellen des HBV Replikationszyklus ,,aktiv® werden (siehe 3.12.4,
S. 135).

In diesem Abschnitt soll aus den vorhandenen Daten (HBV RNA, HBV DNA
intrazelluldrer und extrazelluldrer Kapside, HBV cccDNA; Ergebnisse aus den Ab-
schnitten 3.9 bis 3.12) eine Synopsis iiber den Angriffsort der drei untersuchten
HCV Konstrukte (pSV40-HCVCore 1a und pcDNA3-HCVCore 1a und 1b) im HBV

Replikationszyklus berechnet werden.

3.14.2 Durchfiihrung der Berechnung

Grundlage fiir die Berechnung eines dimensionslosen Kumulationsindexes fiir ein
einzelnes Zellkompartiment (Nukleus, Zytoplasma, Zellmembran; sieche Abb. 3.35)
ist die Vorstellung, dass HBV diese im Replikationszyklus in einer bestimmten Rei-
henfolge durchliuft (siehe 1.1.5, S. 19). Somit 148t sich aus dem Quotienten aus
betrachtetem und nachgeschaltetem Kompartiment der Kumulationsindex berech-
nen. Werte gréfler 1 entsprechen einer Retention im entsprechenden Kompartiment,
Werte kleiner 1 sind einer Verarmung des Kompartiments unter Kotransfektion mit

den HCV Core Konstrukten gleichzusetzen.

Alle Berechnungen erfolgten auf Grundlage der bereits vorgestellten, gegeniiber

den Negativkontrollen relativierten Ergebnisse (Retentionsfaktoren/Sekretionsfaktoren).

3.14.2.1 Kumulationsindex fiir den Zellkern (Nukleus)

Assoziiert mit dem nukledren Kompartiment ist die Transkription der mRNA aus
der HBV cccDNA. Die RNA-Daten dieser Versuche konnen nicht zwischen mRNA

und HBV pgRNA diskriminieren. Somit wird das nukledre Kompartiment in dieser
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Abbildung 3.35: Bezeichnung der Zellkompartimente anhand einer vereinfachten Skizze
des HBV Replikationszyklus. (1) = Zellkern (Nukleus), (2) = Zytoplasma, (3) = sekreto-
rischer Signalweg/Zellmembran.

Betrachtung ausgehend von der cccDNA bis zur enkapsidierten HBV RNA wie folgt

berechnet:

cccDN A — Retentions faktor

nuklearer Kumulationsindex = RNA — Retentionsfakior (3.1)

Bezispiel:
Berechnung des nukleiren Kumulationsindexes fiir pHBV1.5 - pcDNA3-HCV Core
1b - kotransfizierte Zellen (Experimente 3.9, S. 117 und 3.12, S.133).

5,41 — fache cccDN A — Retention
0,87 — fache RNA — Retention (3.2)
=6,16

nukledarer Kumulationsindex =

Dies bedeutet, dass nur ein Sechstel der im Zellkern akkumulierten HBV cccDNA

im Zytoplasma als RNA messbar wurde.
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3.14.2.2 Kumulationsindex fiir das Zytoplasma

Am Endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Zytoplasma findet die Prozessierung
(reverse Transkription, Plusstrangsynthese) der HBV pgRNA zur HBV DNA und
die Enkapsidierung statt. Daraus ergibt sich:

RN A — Retentions faktor
DN A — Retentions faktor intrazellularer Kapside

(3.3)

Zytoplasmaindex =

Bezispiel:
Berechnung des zytoplasmatischen Kumulationsindexes fiir pHBV1.5 - pcDNA3-
HCV Core 1b - kotransfizierte Zellen (Experimente 3.9, S. 117 und 3.11, S. 128).

0,87 — fache RN A — Retention
3,38 — fache HBV — Vorliufer — DNA — Retention (3.4)
=0,26

Zytoplasmaindex =

Dies bedeutet, dass das Vierfache der prozessierten RNA sich im sekretorischen

Signalweg aufstaut.

3.14.2.3 Kumulationsindex fiir den sekretorischen Signalweg/Zellmembran

Im sekretorischen Signalweg und an der Zellmembran sind Prozesse assoziiert, die
die Ausschleusung des Virions steuern. Werden Kapside in ihrer Ausschleusung ge-

hemmt, dann erhoht sich der Zellmembranindex.

DN A — Retentions faktor intrazellularer Kapside

Kapsidsekretions faktor (DN A sezernierter Kapside)
(3.5)

Zellmembranindex =

Bezispiel:

Berechnung des Kumulationsindexes fiir den sekretorischen Signalweg/Zellmembran
fiir pHBV1.5 - pcDNA3-HCV Core 1b - kotransfizierte Zellen (Experiment 3.11, S.
128).

3,38 — fache HBV — Vorlaufer — DNA — Retention
0,62 — facheKapsidsekretion

Zellmembranindex =

= 5,44
(3.6)
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Abbildung 3.36: Ergebnisse der HBV-Nukleinsduren - Kumulationsindexberechnungen
fiir die zellularen Kompartimente Zellkern (Nukleus), Zytoplasma und sekretorischer Si-
gnalweg/Zellmembran. Kumulationsindices >1 entsprechen einer HBV-Retention, Werte
<1 einer Verarmung des jeweiligen Kompartiments an HBV-Nukleinsduren. Zugrunde-
gelegt sind die Ergebnisse der Abschnitte 3.9 bis 3.12, standardisiert auf die jeweiligen
Promotorkompensierten HBV-Kontrollen (HBV-TC = 1).

Dies bedeutet, dass weniger als ein Fiinftel der im sekretorischen Signalweg akku-

mulierenden HBV-Partikel sezerniert werden.

Eine gemeinsame Erhoéhung der Kumulationsindices fiir die Zellmembran (=Re-
tention der HBV-Vorldufer-DNA) und das nukleidre Kompartiment (HBV cccDNA)
lassen den Riickschluf} auf eine HBV Kapsid - Sekretionshemmung mit verstiarktem

intrazelluldren Infektionsweg zu.

3.14.3 Ergebnisse der Kumulationsberechnungen

Abbildung 3.36 illustriert die Ergebnisse der Kumulationsindexberechnung. Unter
hoher HCV Core Last (pSV40-HCV Core 1a) findet sich die stérkste HBV-Kumulation
(> 2fach) zytoplasmatisch in der Phase der reversen Transkription von HBV RNA
zur HBV Vorldufer-DNA. Dies spricht am ehesten fiir eine Beeinflussung der HBV
Polymeraseaktivitdt und der HBV Enkapsidierung durch das HCV Core Protein.
Sowohl nukleédr als auch im sekretorischen Signalweg bzw. an der Zellmembran 148t
sich keine Retention von HBV Kapsiden beobachten (Indices < 1).
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Andererseits fillt auf, dass es unter niedriger HCV Core Last beim HCV Genotyp
1b (Zellmembranindex > 5,5) viel mehr als beim Genotyp la (Zellmembranindex =
1,5) zu einer HBV-Kapsid-Rentention im sekretorischen Signalweg kommt (Abb.
3.36, Zellmembran, pcDNA3-HCV Core 1la und 1b). Auflerdem wird eine 5,5-fache
(pcDNA3-HCVCore 1a) bis 6-fache (pcDNA3-HCVCore 1b) nuklesire HBV cccDNA-
Kumulation sichtbar, wihrend das Zytoplasma an RNA verarmt (Indices < 0,5).

3.14.4 Diskussion

Die bisher gewonnenen Ergebnisse einschliefilich der integrierenden Kumulationsort-
berechnung von HBV-Kapsiden geben Hinweise auf molekularbiologische Erklarungs-
moglichkeiten der klinisch sich unterschiedlich présentierenden HBV-HCV - Koin-
fektion (siehe 1.3.2.2, S. 31). Verantwortlich fiir die unterschiedlichen Krankheits-
verldufe sind vermutlich verschieden hohe HCV Core Konzentrationen in den koin-

fizierten Hepatozyten.

Bisher wird die Frage, ob die beiden Hepatitisviren HBV und HCV in der gleichen
Leberzelle présent sind, kontrovers diskutiert (siehe 1.3.3, S. 32 [216, 205]). Dies 14}t
sich mit den in dieser Arbeit erhobenen Daten nicht endgiiltig kldren. Die Tatsache,
dass hier nur mit einem HCV Core - Konstrukt und nicht mit einem vollstdndigen
HCV - Konstrukt gearbeitet wurde und dabei Ergebnisse erzielt werden konnten, die
mit klinischen Beobachtungen korrelieren, macht intervirale Interaktionen sowohl
durch interzelluldre (Zytokine) als auch intrazelluldre (Signalwege) Mechanismen
erkldrbar. Bemerkenswert ist, dass die Befunde zur Transkriptionsregulation sowohl
im replikativen HBV-System als auch im Luciferaseassay, der ja nur die Regulation
der freien Promotor- und Enhancer-Elemente mifit, verifiziert werden konnten (siehe
3.8, S. 112 und 3.9, S. 117). Dies macht eine intrazellulére intervirale HBV-HCV -

Interferenz wahrscheinlich.

3.14.4.1 Die Regulation des HBV Replikationszyklus unter hoher HCV
Core Proteinkonzentration

Bei einer hohen HCV Core Proteinkonzentration wird eine Steigerung der HBV
Proteinexpression mit zytoplasmatischer Kumulation von RNA beobachtet. Die zy-
toplasmatische HBV RNA-Retention bestéitigt die Ergebnisse von Chen et al., die
eine Hybridisierung des HCV Core Proteins mit der HBV Polymerase und damit
eine Hemmung der HBV Enkapsidierung in vitro postulierten (siehe 1.3.3.6, S. 34)
[29] .
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Eine Ausschleusunghemmung von HBV und , Triggerung® des intrazelluldren
HBV-Infektionswegs spielt unter hoher HCV Core Proteinkonzentration anscheinend
keine Rolle. Dies wird durch die Verarmung (Kumulationsindex < 1) der Kompar-

timente Zellkern und sekretorischer Signalweg/Zellmembran deutlich.

3.14.4.2 Die Regulation des HBV Replikationszyklus unter niedriger
HCYV Core Proteinkonzentration

Im Gegensatz zu den experimentellen Ergebnissen bei hoher HCV Core Proteinkon-
zentration scheint die Enkapsidierungshemmung bei niedriger Konzentration kei-
ne Rolle zu spielen. Dies verdeutlichen die niedrigen Kumulationsindices (<1) fiir
das Zytoplasma (=RNA) unter der Kotransfektion des pHBV1.5-Plasmids mit den
Konstrukten pcDNA3-HCV Core 1a und 1b. Auch diese Interpretation geht mit
den Ergebnissen von Chen et al. konform, die mit einem SV40-HCVCore Konstrukt
(Genotyp 1b) Effekte auf die HBV Polymerase titrieren konnten, die vor allem kon-

zentrationsabhéngig waren [29].

In den hier vorgelegten Experimenten zeigte sich jedoch unter niedriger HCV Co-
re Proteinkonzentration eine intrazelluldre Anreicherung von HBV Kapsiden (HBV
Vorldufer-DNA) im Ausschleusungsschritt sowie eine intranukledre Akkumulation
von HBV cccDNA (Kumulationsindices fiir Zellmembran und Zellkern > 1). Auf-
grund der intrazelluliren Retention der HBV Vorldufer-DNA kommt es zum An-
schalten der intrazellularen Infektionsschleife cccDNA — Vorldufer-DNA —
cccDNA, damit zum Schluf§ eines circulus vitiosus und zum Zusammenbrechen der

Virus-Zell - Homdostase.

Aufgrund der Ergebnisse zur Sekretion der HBe-/HBsAg (siehe 3.13, S. 136), die
nur eine — im Gegensatz zu den HBV Kapsiden — méflige Retention unter HCV Core
Einflu} zeigten, mufl vermutet werden, dass der sekretorische Signalweg der Zelle
nicht der Hauptangriffsort des HCV Core Proteins ist. Vielmehr scheint es spezifi-
sche HBV-HCV-Interaktionen zu geben (z.B. direktes , Triggern® des intrazelluldren
Infektionswegs), die als Sekundéreffekt zu einer Kumulation von HBV Kapsiden im

sekretorischen Signalweg beziehungsweise an der Zellmembran fiihren.

Als zusétzlicher Effekt konnte gezeigt werden, dass beim HCV Core Genotyp
1b die beschriebenen Retentionseffekte besonders ausgeprigt sind, so dass hier von
Genotyp-spezifischen Wirkungen auf den HBV Replikationszyklus ausgegangen wer-

den kann.



Kapitel 4

Zusammenfassung und
Schluffolgerung

Die Koinfektion mit dem Hepatitis B (HBV) und C (HCV) Virus stellt mit 10-20%
einen betriachtlichen Anteil der chronischen viralen Hepatitiden dar. Klinisch prisen-
tiert sie sich in den meisten Fillen als schwere Verlaufsform mit einem vermehrten
Auftreten der Hepatitiskomplikationen Leberzirrhose, Hepatozelluldres Karzinom
und fulminantes Leberversagen. Als Folge der Koinfektion kann es dabei in vie-
len Féllen zum serologischen Verstummen (HBsAg wird negativ) der HBV-Infektion
kommen. Ein pathogenetischer Zusammenhang zwischen dem schlechten klinischen
Erscheinungsbild HBV-HCV-Koinfizierter und einer méglicherweise beeintréchtigten
HBYV Replikation konnte bisher nicht aufgezeigt werden.

In dieser Arbeit wurde die intervirale Interferenz des HCV Core Proteins mit
dem HBV Replikationszyklus untersucht. Dabei konnten erstmals konzentrations-
abhéingige Wirkungen des HCV Core Proteins auf die HBV-Replikation identifiziert

werden.

In den Untersuchungen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das HCV Core
Protein die Expression des HBV Core Proteins - einem Schliisselelement im HBV Re-
plikationszyklus - konzentrationsabhéngig reprimieren oder verstirken kann. Die Mo-
dulation der HBV Core - Transkription erfolgt, wie in HBV Reporterassays nachge-
wiesen werden konnte, durch Beeinflussung der HBV Core Promotor- und Enhancer-
Aktivitdten. Bindungsstudien lieflen jedoch keine direkte Affinitdt des HCV Core
Proteins an diese Elemente erkennen. Das legt nahe, dass die Wirkungen von HCV

Core indirekt iiber zelluldre Signaltransduktionssysteme mediiert werden muf.

In dieser Arbeit wurde weiterhin nachgewiesen, dass HCV Core in niedriger Kon-

145
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Abbildung 4.1: Die Effekte des HCV Core Proteins auf Elemente des HBV-
Replikationszyklus: Transkription (1), Enkapsidierung (2), Sekretion (3) und intrazel-
lulérer Infektionsweg mit cccDNA-Pool (4).

zentration zu einer Repression der HBV Transkription (Abb. 4.1, 1), einer intrazel-
luldren Kapsidretention (Abb. 4.1, 3) und zum Anstieg des intranukledren HBV
cccDNA- Pools“ (Abb. 4.1, 4) fiihrt. Da die Sekretion der HBV Proteine HBeAg
und HBsAg nicht signifikant beeintréchtigt war, ist davon auszugehen, dass das
HCV Core Protein keine generelle Blockade des zelluldren sekretorischen Signal-
wegs verursacht. Vielmehr ist wahrscheinlich, dass HBV unter niedriger HCV Core
Konzentration primir auf den intrazelluldren Infektionsweg umschaltet (Abb. 4.1,
4) und infolgedessen Kapside und HBV Vorldufer-DNA intrazellulidr akkumulieren.
Die intrazellulire Akkumulation der HBV Kapside und die Vergréferung des HBV
cccDNA- Pools“ weisen auf eine Destabilisierung des HBV-Wirtszellverhéltnisses
hin, was nachweislich zytotoxisch ist [31]. Die Interferenz der beiden Hepatitisviren

entspricht somit einer Dominanz des HCV Core Proteins iiber den HBV Replikati-
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onszyklus mit moglicherweise schweren Folgen fiir den koinfizierten Patienten.

Hohe HCV Core - Konzentrationen aktivieren die HBV - Transkription (Abb.
4.1, 1), beschleunigen die Kapsidsekretion (Abb. 4.1, 3) und steigern die HBeAg-
und HBsAg-Produktion. Sie fiihren zu keiner signifikanten Anderung der intra-
nukledren HBV cccDNA-Konzentration (Abb. 4.1, 4). Diese Konstanz der HBV
cccDNA-Homdostase kann als Indikator fiir ein stabiles HBV-Wirtszell - Verhéltnis
angesehen werden (siehe 1.1.5.1, S. 19). Die HBV-HCV - Interferenz entspricht also

bei hohen HCV Core Konzentrationen einem , friedlichen Miteinander*.

Die Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Arbeit mit bereits vorliegenden Ana-
lysen (sieche [29]) machen eine Interferenz hoher HCV Core Konzentrationen auf
die HBV Replikation auf der Stufe der HBV Kapsidbildung dennoch wahrschein-
lich. Demnach fiithren hohe HCV Core Konzentrationen auch zu hohen HBV RNA
- Konzentrationen (Aktivierung der Transkription), welche die HBV Kapsidbildung
reprimieren kénnen [29]. Eben dies ist mit der Messung einer verminderten Zahl
intrazellulér vorhandener HBV Kapside (HBV Vorldufer-DNA) unter hoher HCV
Core Konzentration in der vorliegenden Arbeit bestéitigt und gezeigt worden (Abb.
41, 2).

Zusammenfassend hat sich durch die vorliegende Arbeit gezeigt, dass das HCV
Core Protein die Replikation des HBV erheblich deregulieren kann. Besonders unter
niedrigen HCV Core Konzentrationen kommt es zu einer dramatischen Destabilisie-
rung der HBV-cccDNA - Homoostase und damit des Virus-Wirtszell-Gleichgewichtes.
Denkbar ist, dass Patienten mit einer stabilen Virus-Wirtszell - Homd&ostase besse-
re klinische Verldufe als solche mit einem instabilen Gleichgewicht zeigen. Somit
bleibt zu untersuchen, ob das quantitative HBV-DNA - HCV-RNA - Verhéltnis im
Blut koinfizierter Patienten Auskunft iiber einen derart stabilen/instabilen Verlauf
und damit iiber eine Prognose geben kann. Weiterhin sollte das bis hierhin eta-
blierte Modell einer Koinfektion durch den Einsatz replikationskompetenter HCV
Konstrukte erweitert werden, um festzustellen, ob derart hohe HCV Core Lasten
durch die HCV-Biologie denkbar sind (siehe 1.2.5.2, S. 27 und [121]).



Abkiirzungen

APS Ammoniumpersulfat

ARP1 apoAl regulatory protein

AS Aminoséure

ATP Adenosintriphosphat

bcp ,,basic Core Promotor®

BSA Bovines Serum Albumin

bp ,base pairs®“, Basenpaare

bzw. beziehungsweise

C/EBP CCAAT /enhancer binding protein
Caspase Cysteine-Protease mit Aspartat-Spezifitdt
cccDNA covalently closed circular DNA

CD Cluster of Differentiation

CDK Cyclin-dependent kinase

CMV Zytomegalovirus

COUP-TF chicken ovalbumin promotor-transcription factor
cpm counts per minute

CREB cAMP response element-binding protein
CURS Core upstream regulatory sequence

Da Dalton, 1 Dalton = 1u = 1,66 x 10727 kg
DAG Diacylglycerol

DKFZ Deutsches Krebsforschungszentrum
DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiotreitol

dNTP desoxyribo-Nukleotid-Tri-Phosphat
E2F Familie von Transkriptionsfaktoren

EDTA ethylene diamine tetraacetic acid (Ethylendiamintetraessigsiure)
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elF eukaryotic initiation factor, Translationsfaktor
ELISA Enzyme linked immuno-sorbent assay
enhlXP Enhancer 1 und X-Promotor

ER Endoplasmatisches Retikulum

Erk Extracellular signal-regulated kinase

FADD Fas-associated protein mit death-domain
FAM 6-FAM, 6-Carboxyfluorescein

fcp ,,full length core promotor*

FKS Fetales Kélber Serum

FP Vorwéirtsprimer

GAPDH Glycerolaldehydphosphat-Dehydrogenase
GFP Griin Fluoreszierendes Protein

GPT Glutamat-Pyruvat-Transaminase
= Alaninaminotransferase (ALAT)

HBYV Hepatitis B Virus

HBV-TC HBYV Test-Control, HBV-Kontrolle
HCC Hepatozelluldres Karzinom

HCV Hepatitis C Virus

HDL High Density Lipoprotein

HIV Humanes Immundefizienz Virus

HNF Hepatozyte nukledrer Faktor

hnRNP heterogenous nuclear Ribonukleoprotein
IE Internationale Einheiten

IFN Interferon

IGF Insulin-like Growth Factor

IRES Internal Ribosomal Entry Site

Jak Tyrosinkinase der Janus-Familie

JNK Jun N-terminal kinase

kb Kilobasen

LB Luria Broth

LDL Low Density Lipoprotein

LEF liver enriched factor (bestehend aus
ARP1, COUP-TF, HNF4, RXR,PPAR)

LT Lymphotoxin = TNF-3

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MCS ,Multiple Cloning Site“, Mehrfachklonierungsstelle

MEK MAPK/Erk kinase

MEIA Micro Enzyme-linked Immunosorbent Assay
MOPS 3-(N-morpholino)pronsulfonsiure

NFxB Nuclear factor kB

NRE negative regulatory element

NS ,non-structural®, Nichtstruktur

NTC No Template Control,
Negativkontrolle

OD Optische Dichte
ONPG o-Nitrophenyl g-D-Galactopyranoside
PBS Phosphat-gepufferte Saline

PCR ,Polymerase Chain Reaction,
Polymerasekettenreaktion

PEG Polyethylenglykol

pPgRNA prigenomische RNA

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor
pRb Retinoblastoma protein, ein Tumor Suppressor
p-t. post transfectionem

qPCR quantitative PCR

RLU relative Lichteinheit

RNLE ,Rat nuclear liver extract®

RP Riickwértsprimer

rpm rounds per minute

rRNA ribosomale RNA

RSV Rous Sarcoma Virus

RT reverse Transkriptase

RT-qPCR Reverse Transkriptase qPCR

RXR Retinoid X receptor

s.c. subkutan

SDS Natriumdodecylsulfat
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Abkiirzungen

SSC Standard Natriumcitrat

Stat ,,Signal transducer and activator of transcription2¢

SV40 Simian Virus 40

TATA-Box konservierte TA-Region in eukaryontischen Promotoren
TAMRA 5-/6-Carboxytetramethylrhodamine

TBE Tris-Borsdure-EDTA-Puffer

TBP TATA-binding protein

TNF Tumor Nekrose Faktor

TP Taqg-Probe

TRADD TNF receptor-1-associated death domain protein
TRAF2 TNF receptor-associated factor 2

Tris Tris(hydroxymethylaminomethan)

TRITC Tetramethylrhodamin Isothiocyanat Isomer R

URR ,upper regulatory region®

UTR , Untranslated Region*

WHO , World Health Organization“, Welt-Gesundheitsorganisation
X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl 8-D-Galactopyranosid

z.B. zum Beispiel
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