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1.1 Das Hepatitis-B-Virus (HBV)

1.1.1 Hepadnaviridae

In die Familie der Hepadnaviren (Hepadnaviridae) sind Viren mit doppelstrangiger
DNA einzuordnen, die Saugetiere und einige Vogelarten infizieren kdnnen und die
ihre Genome mittels einer Reversen Transkriptase synthetisieren. Als Prototyp dieser
Gruppe gilt das humane Hepatitis-B-Virus (HBV), das sich Uber mehrere Jahrzehnte
hinweg als eines der erfolgreichsten Pathogene weltweit etablieren konnte (Suh et
al., 2014; Minarovits und Niller, 2019). Weitreichende genetische Analysen mehrerer
Vertebraten konnten belegen, dass Hepadnaviridae Vogel, Krokodile und
Schildkroten bereits vor etwa 250 Millionen Jahren, im Zeitalter des Mesozoikums,
infiziert haben. Dies spricht fur einen evolutionar bedeutend langen Zeitraum der
Koexistenz der jeweiligen Viren mit ihren Wirten (Suh et al.,, 2014). Laut
phylogenetischer Studien haben sich Hepadnaviren vor etwa 400 Millionen Jahren
von den sogenannten Nackednaviridae separiert, die Uber kein Hullprotein-Gen
verfugen und in Fischen vorkommen. Demnach entspringt die Virusfamilie von HBV
einer urzeitlichen Version unbehdullter Viren, wodurch die de novo-Entstehung des
Gens fur die Virushulle als wesentlicher Wandel des viralen Lebenszyklus betrachtet
werden kann (Lauber et al., 2017).

Interessanterweise fuhrt eine HBV-Infektion nur bei Saugetieren teilweise zur
Auspragung eines Hepatozellularen Karzinoms (,hepatocellular carzinoma®; HCC),
was anhand der evolutionaren Entstehung des Onkogens x erklart werden konnte
(Suh et al., 2014). Zu den bekanntesten Vertretern der Orthohepadnaviridae, den
Sauger-infizierenden Hepadnaviren, gehoren das HBV-ahnliche Woodchuck-
Hepatitisvirus (WHV) und einer der HBV-Subtypen, das Woolly-Monkey-Hepatitis-B-
Virus (WMHBYV). Beide haben sich als bedeutende Versuchsmodelle in der HBV-
Forschung etabliert (Kosinska et al., 2015; Lanford et al., 1998; Guo et al., 2018). Ein
anderes, weit verbreitetes in vitro-Infektionsmodell stellt die Forschung am Enten-
Hepatitis-B-Virus (,duck hepatitis B virus“; DHBV) dar, dem Prototyp der Gattung der
Avihepadnaviridae, den Vogel infizierenden Hepadnaviren. Mithilfe dieses nah mit

HBV verwandten Virus konnten seit mehr als 20 Jahren Aufklarungsarbeiten
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1 Einleitung

bezuglich des Replikationszyklus der Hepadnaviridae durchgefuhrt werden (Glebe
und Urban, 2007). Zwar ist es nicht mdglich, alle von DHBV generierten Daten auf
das humane Virus zu ubertragen, dennoch konnte diese Forschung zur Aufklarung
endozytotischer Ablaufe der HBV-Pathogenese und der Entwicklung eines Inhibitors
der HBV-Infektion grundlegend beitragen (Urban und Gripon, 2002; Li und Urban,
2016).

1.1.2 Bedeutung als Pathogen

Seit dessen Entdeckung vor Uber 50 Jahren ist HBV insbesondere deshalb
Gegenstand weltweiter Forschung, weil es eines der erfolgreichsten Pathogene in
der humanen Welt darstellt (Blumberg et al., 1970). Geschatzte 250 Millionen
Menschen wurden von dem Virus bereits chronisch infiziert und etwa eine Million
Todesfalle sind jahrlich aufgrund HBV-assoziierter Krankheiten wie akuter Hepatitis,
Leberzirrhose und Leberzellkarzinomen zu verzeichnen (Prange, 2012; Lin und Kao,
2017). Das Virus tritt in den Genotypen A bis J sowie in mehreren Subtypen auf, die
sich stark in ihrer geographischen Verteilung unterscheiden. Die Infektion konnte
jedoch in Asien, Afrika, Sudeuropa, Lateinamerika und auf den Pazifischen Inseln als
endemisch charakterisiert werden (Lin und Kao, 2017). Mit der ldentifizierung des
Antigens HBsAg (,HBV surface antigen“) wurden Diagnosen klinisch unauffalliger
HBV-Infektionen maoglich und einer der fruhen Grundsteine fur die Entwicklung
moderner Virus-Diagnostiken gelegt. Seit den 1980ern kénnen durch Verwendung
der Marker anti-HBs gegen das kleine HBV-Hullprotein und anti-HBc gegen das
Kapsid in HBV-spezifischen Assays Analysen des Infektions- bzw.
Immunisierungsstatus in routinierter Weise durchgefuhrt werden (Gerlich, 2013).

HBV kann pranatal, sexuell und via Blut durch intravendse Injektionen Dbei
medizinischer Behandlung oder illegalem Drogenmissbrauch sowie durch kleine
Wunden und Kontakt der Schleimhaute Ubertragen werden. Insbesondere im
Gesundheitsbereich arbeitende Personen gehoren daher zu dem gefahrdeten
Personenkreis (Gerlich, 2013; Lin und Kao, 2017). Wahrend die durch das Humane
Immundefizienz-Virus (HIV) und durch Malaria verursachten Todesfalle in den letzten
Jahren deutlich zurickgegangen sind, ist die HBV-assoziierte Todesrate steigend
(McNaughton et al., 2019). Trotz der Verfugbarkeit und Effizienz eines
prophylaktischen Impfstoffes stellt HBV auch heutzutage noch ein erhebliches
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Gesundheitsrisiko fur die Menschheit dar. Dies liegt vor allem daran, dass noch
immer kein effizientes, antivirales Medikament existiert, das chronische HBV-
Infektionen eliminieren konnte (Zeyen und Prange, 2018). Die Identifikation des
hepatozellularen Rezeptors, der HBV den Eintritt in die Wirtszelle erlaubt, sowie
Aufklarungsarbeiten am viralen Genom und der HBV-Morphogenese bieten jedoch
neue Moglichkeiten der Entwicklung antiviraler Therapien (Yan et al., 2012, Krause et
al., 2018).

1.1.3 Struktur des HBV-Genoms

HBV besitzt eines der kleinsten bekannten viralen Genome mit einer Gro3e von nur
3,2 Kilobasenpaaren (kb), das in einer partiell doppelstrangigen, zirkularen DNA-
Konformation vorliegt (,relaxed circular DNA®;, rcDNA). Zudem ist es eines der
kompaktesten Genome, was durch die Uberlappung mehrerer offener Leserahmen
(;open reading frames"®; ORFs) ermoglicht wird (Tong und Revill, 2016; s. Abb. 1). Es
besitzt mehrere als Enhancer wirkende Promotoren und sich wiederholende DNA-
Sequenzen, sogenannte ,direct repeats” (DRs). Das unvollstandig vorliegende DNA-
Genom in den Virionen ist fur die erfolgreiche Replikation darauf angewiesen, im
Zellkern der Wirtszelle in kovalent geschlossene, zirkulare DNA (,covalently closed
circular DNA"®; cccDNA) umgeschrieben zu werden. Diese cccDNA verbleibt nach der
Infektion stabil im Zellkern und dient als Matrize fur die pragenomische Virus-RNA
(pgRNA) und die viralen mRNAs (Suzuki et al., 2017, Li et al., 2017; Lee und Lee,
2007).

HBV produziert mithilfe der Promotoren Core, SPI, SPIl und X sowie der zellularen
RNA-Polymerase vier virale RNA-Transkripte (3,5, 2,4, 2,1 und 0,7 kb) und die
pgRNA, die alle in insgesamt sieben unterschiedliche Proteine translatiert werden.
Diese gehen aus den Genen polymerase (p), surface (s) mit pre-s1 und pre-s2,
precore/core und x hervor. Diese kompakte und effiziente genomische Organisation
ist allen Hepadnaviren gemein, wobei die Avihepadnaviridae kein x-Gen besitzen.
Eine Ausnahme stellt lediglich DHBV dar, dessen Genom ein rudimentares x-Gen
enthalt (Lin und Anderson, 2000; McNaughton et al., 2019, Tong und Revill, 2016;
Kramvis und Kew, 1999).
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PraS/L-mRNA

Polymerase-mRNA/
Core-mRNA/
pgRNA

§ polymerase

X

X-mRNA

Abb. 1: Struktureller Aufbau des HBV-Genoms. Dargestellt ist der schematische Aufbau des 3.2
kb-groRen HBV-Genoms. Dieses besteht aus teilweise doppelstrangiger DNA mit zwei Enhancern
(EN1, EN2) und sich wiederholenden DNA-Sequenzen, sogenannten ,direct repeats” (DR1, DR2). Die
vier offenen Leserahmen (ORFs) kodieren die Gene polymerase, x, surface mit den Domanen pre-s1
und pre-s2 sowie core mitsamt der precore (preC)-Domane. Durch Transkription der zellularen RNA-
Polymerase entstehen die verschieden groen mRNAs und die pragenomische RNA (pgRNA), die fir
die viralen Proteine kodieren. Die Polyadenylierungen an den 3-Enden der mRNAs sind dargestellt
(AAA).

Verandert: Lee und Lee, 2007

Eine Integration der HBV-DNA in das Wirts-Genom kann zu genetischen
Veranderungen der Wirts-DNA fuhren und ist demzufolge eng mit der Entstehung
von Leberzellkarzinomen verknupft. Studien mit therapeutischen Ansatzen
beschaftigen sich daher heutzutage haufig mit einer moglichen Eliminierung des
sogenannten ,Minichromosoms®, der cccDNA, aus der Wirtszelle, beispielsweise
mittels der modernen CRISPR-Cas9-Technologie (Li et al., 2017, Lucifora und
Protzer, 2016; Moyo et al., 2018).
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1.1.4 Molekularer Aufbau viraler und subviraler HBV-Partikel

Vollstandige und infektiocse HBV-Partikel bestehen, entsprechend der geringen
Anzahl an ORFs im Genom, aus nur vier unterschiedlichen Proteinen bzw. sieben
Protein-Varianten. Die viruseigene Polymerase (Pol) mit Reverse-Transkriptase-
Funktion ist kovalent an das Virus-Genom oder dessen Vorstufe - die pragenomische
RNA (pgRNA) - gebunden und bildet einen Komplex im Inneren des HBV-Kapsids.
Diese lkosaeder-formige Struktur besteht aus 240 aneinandergelagerten Kopien des
HBV-Core-Proteins (HBcAg), das 183 bzw. 185 Aminosauren (AS) grof} ist, und
misst etwa 30 nm im Durchmesser. Die Formation aus viralem Genom, Polymerase
und Kapsid wird als Nukleokapsid (NC) bezeichnet (Chain und Myers, 2005; Wynne
et al., 1999; Patient et al., 2009; s. Abb. 2A). Zur Komplementierung eines infektiosen
Partikels bendtigt das NC zusatzlich eine Lipiddoppelschicht aus drei verschiedenen
Varianten des Hullproteins HBsAg, die aus nur einem Gen in der Membran des
Endoplasmatischen Retikulums (ER) exprimiert werden konnen (Bruss, 2007). Die
Expression eines einzigen ORF unter Verwendung drei unterschiedlicher Start-
Codons und einem gemeinsamen Stopp-Codon generiert kleine (,small®; S; 226 AS),
mittlere (,middle”; M; 281 AS) und groRe (,large”; L; 389 bzw. 400 AS) Protein-
Varianten. S, M und L teilen sich die C-terminale S-Domane, wobei M eine weitere
Pra-S2-Domane und L die beiden Domanen Pra-S1 und Pra-S1 besitzt (Zeyen und
Prange, 2018, Yan et al., 2016; s. Abb. 2B). Die HBV-Hullproteine bilden in jeweils
unterschiedlicher Anzahl die virale Hulle des reifen Partikels und ermdglichen die
Infektiositat. Hierbei macht das kleine Hullprotein den groften Anteil mit etwa 100
Kopien pro funf Kopien M bzw. L aus (Yan et al., 2016, Hu und Lui, 2017).

B
Pra-S1 |Pra-S2 S L
Pra-S2 S M
NC

A

il 281
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1 226

Virion SVP

Abb. 2: HBV-Partikeltypen und -Hiillproteine. (A) Zu sehen sind die drei Partikeltypen, die wahrend
der HBV-Pathogenese gebildet werden: infektidse Virionen, leere, subvirale Partikel aus dem kleinen
HBV-Hiillprotein (SVP) und Nukleokapside ohne Hiille (NC). (B) Dargestellt ist die Struktur der HBV-
Hullproteine, bestehend aus den Domanen Pra-S1, Pra-S2 und S mit Position der AS im HBV-Genom.
Je nach transkribierter Doméne setzen sich dementsprechend die Hiillproteine L, M und S zusammen,
die in jeweils unterschiedlicher Anzahl die virale Hulle bilden.

Verandert: Zeyen und Prange, 2018
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Das HBV-Hullprotein besitzt mehrere Transmembran (TM)-Domanen sowie Bereiche
zwischen diesen Komponenten, die entweder ins Zytosol oder ins ER-Lumen
hineinragen. Diese sogenannten zytosolischen bzw. antigenen Schleifen (,cytosolic”
bzw. ,antigenic loop®) besitzen wichtige Bindemotive fur zellulare Protein-Protein-
Interaktionen und erfullen grundlegende Funktionen in der Formation viraler und
subviraler Partikel sowie der Vermittlung der Infektiositat (Shirvani-Dastgerdi und
Tacke, 2015; Loffler-Mary, 2000). Uber Funktionsweise und Notwendigkeit des
vierten Proteins HBxAg (X) herrscht bis zum heutigen Kenntnisstand wenig Klarheit.
Es scheint auf vielfaltige Weise in regulatorische Prozesse wahrend der Virus-
Morphogenese miteingebunden zu sein. Vollstandige HBV-Partikel ergeben eine
GrofRe von etwa 42 nm (Hu und Liu, 2017; Bruss, 2007).
Eine der charakteristischsten Eigenschaften von HBV ist die massive Uberproduktion
unvollstandiger viraler Partikel — sogenannter subviraler Partikel (SVPs). Hierbei sind
in den Seren betroffener Patienten sowohl nicht-infektiose, ,unreife®, Partikel mit DNA
zu finden, als auch solche, die kein Genom besitzen (Ganem, 1991; Wang et al.,
2016). Umhullte Kapside, die kein Genom besitzen, werden ungefahr hundertmal so
oft detektiert wie HBV-Virionen. In zahlreichster Form entstehen sogenannte ,leere®,
spharische Filamente und quasi-spharische Partikel, die lediglich aus den S-, M- oder
L-Hullproteinen gebildet werden und weder ein Kapsid noch ein Genom enthalten
(Bruss, 2007; s. Abb. 2A). Die Partikel bestehen hauptsachlich aus der S-Variante
des Hullproteins in Verbindung mit zellularen Lipiden und treten meist mit einer
Grolde von etwa 22 nm auf; die Filamente besitzen variable GroRen. Die Formation
der spharischen SVPs aus etwa 100 einzelnen S-Molekulen ist nur teilweise bekannt
und von funktionellen Eigenschaften der TM-Domanen des kleinen HBV-Hullproteins
abhangig (Pfeiffer et al., 2018; Siegler und Bruss, 2013). Diese sind unter
Anwendung unterschiedlicher Translokations-Signale in der Lage, das virale Protein
in die ER-Membran zu integrieren und die Entstehung der zytosolischen und
luminalen Schleifen zu initiieren. Bereits kurz nach der Synthese tritt das S-Protein in
Dimeren auf, die in der zellularen Membran treiben und anschlieliend zu hdheren
Komplexen oligomerisieren. Nach bisherigen Erkenntnissen erfolgt die Dimer-Bildung
am ER, die SVP-Bildung nach Transport der Dimere an einer Membran zwischen ER
und Golgi-Apparat (Suffner et al., 2018; Huovila et al., 1992). Aktuellen
Forschungsdaten folgend werden die spharischen SVPs mittels des generellen
sekretorischen Weges Uber den Golgi-Apparat aus der Zelle geschleust und sind
6
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dabei von zellularen Faktoren unabhangig, die die Vesikel-Freisetzung aus den
sogenannten Multivesikularen Korpern (,multivesicular bodies®; MVBs) vermitteln.
Filamente und infektiose Virionen hingegen bendtigen diese und scheinen demnach
die Wirtszelle mithilfe der MVBs und assoziierter Proteine zu verlassen (Suffner et
al., 2018; Peiffer et al., 2018; Yan et al., 2016; Gilbert et al., 2005; Jiang et al., 2015).
Die subviralen HBV-Partikel werden sehr effektiv aus den Zellen sekretiert und sind
aufgrund deutlich hoherer Expression etwa hunderttausendmal ofter aulerhalb
infizierter Zellen zu finden als die vollstandigen HBV-Virionen. Es wird vermutet, dass
diese massive Uberproduktion die Immunantwort des Wirts auf eine Weise
beeinflusst, die sich positiv auf das Virus auswirkt und gegebenenfalls als eine Art
Ablenkungsmechanismus des Immunsystems fungiert (Bruss, 2007; Peiffer et al.,
2018). Auch scheinen die SVPs in der Lage zu sein, neutralisierende Antikorper
gegen HBsAg zu blockieren. Demzufolge wurden sie dazu dienen, die Ausbreitung
und Lebensdauer des Virus im infizierten Wirt zu fordern (Cornberg et al., 2017).

Im Gegensatz zu der fur das Virus vorteilhaften Wirkung konnen SVPs und Virus-
ahnliche Partikel (,virus-like particles®; VLPs) jedoch auch fur prophylaktische,
antivirale Behandlungen zum Einsatz kommen. So wurden VLP-Expressionssysteme
in Hefen, Saugerzellen, Insekten und Pflanzen etabliert, die die kommerzielle
Herstellung von Impfstoffen ermoglichten (Mohsen et al., 2017). Auch das kleine
HBV-Hullprotein konnte in den 1980ern in S. cerevisiae rekombinant exprimiert und
als effektiver HBV-Impfstoff weiterentwickelt werden (Valenzuela et al., 1982,
Stevens et al., 1987; Eddleston, 1990).

1.1.5 Infektionszyklus von HBV

HBV zeichnet sich unter anderem dadurch aus, dass es spezifisch die Leberzellen
von Menschen und einigen nicht-humanen Primaten infiziert. Vor der Identifizierung
des spezifischen Rezeptors konnte bereits festgestellt werden, dass HBV primare
Hepatozyten in vivo via Clathrin-vermittelter Endozytose betreten kann (Huang et al.,
2012). Ende des Jahres 2012 konnte das Protein ,sodium-taurocholate
cotransporting polypeptide® (NTCP) als funktioneller Leberzell-Rezeptor von HBV
und HDV (vgl. 1.2.3) identifiziert werden, was nahere Erkenntnisse Uber den viralen
Lebenszyklus von HBV liefern und die Entwicklung antiviraler Strategien deutlich
vorantreiben konnte (Yan et al., 2012; Ni et al., 2014). Der NTCP-Rezeptor dient
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normalerweise dem Recycling-Prozess von Gallensauren aus dem Blut und deren
Aufnahme in die Leber. Erstaunlicherweise konnte gezeigt werden, dass dieses
Protein bereits durch kleinste Molekule blockiert werden kann, wobei die genauen
Details der Regulation dieses Rezeptors und dessen Interaktion mit der Virushulle
noch nicht vollstandig ergrindet sind. Nach bisherigen Erkenntnissen ist die PraS1-
Domane im groRen HBV-Hullprotein L fur die Interaktion mit NTCP verantwortlich
(Eller et al., 2018; Geier et al., 2008; Ni et al., 2014).

Der HBV-Infektionszyklus konnte nach bisherigen Erkenntnissen in mehreren
Schritten beschrieben werden (s. Abb. 3). Nach Eintritt des Virus in die Wirtszelle
finden die Fusion der viralen Hullproteine mit endosomalen Membranen sowie der
Transport des Genoms und der Polymerase in den Nukleus statt. Die unvollstandige
Virus-DNA (rcDNA) wird in ihrer teilweise doppelstrangigen Konformation zu einer
kovalent-geschlossenen, zirkularen DNA (cccDNA) komplementiert, die permanent
und stabil im Nukleus der Wirtszelle verbleibt und auch als Minichromosom
bezeichnet wird. Sie dient als Matrize fur die pragenomische Virus-RNA (pgRNA) und
die viralen ,messenger‘-RNAs (mRNAs) (Suzuki et al., 2017, Li et al., 2017). Mehrere
Promotoren im viralen Genom sorgen hierbei fur jeweils verschieden starke Aktivitat
einer zellularen RNA-Polymerase, die die unterschiedlich groRen RNA-Templates
precore, surface und x aus der Virus-DNA generiert (Rall et al., 1983; Whittaker et
al., 2000). Die pgRNA kodiert fur das virale Kapsidprotein Core und die virale
Polymerase. Die RNAs werden anschlielend in das Zytosol transportiert, wo die
Biosynthese der Virusproteine aus den mRNAs, sowie die Verpackung der pgRNA
gemeinsam mit der Polymerase in das neu generierte Kapsid stattfinden konnen
(Whittaker et al., 2000; Hirsch et al., 1990). Das Kapsid besteht aus ca. 240
identischen Kopien des Core-Proteins, welches hierzu zunachst Homodimere bildet,
die anschlieRend dimerisieren und eine ikosaedrische Form annehmen. Dieser
Prozess wird durch Wirtsfaktoren wie das Chaperon Hsp90 (,heat shock protein 90%)
und durch die virale Polymerase (Pol) unterstutzt (Zhou und Standring, 1992; Wang
et al., 2002). Dieses Enzym ist in der Lage, die Verpackung des Pol/pgRNA-
Komplexes zu vermitteln und die verpackte pgRNA mittels Reverse-Transkriptase
(RT)-Aktivitat zunachst zu einzelstrangiger, anschlielfend zu rcDNA umzuschreiben,
was die virale Genom-Replikation vervollstandigt (Liu et al., 2017). In Experimenten
mit DHBV und HBV konnte gezeigt werden, dass Hemmungen der enzymatischen
RT-Aktivitat dazu fuhren, dass die entstehenden Nukleokapside (NCs) mit ,unreifem”

8
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Genom kaum von der Virushulle umschlossen oder sekretiert werden (Wei et al.,
1996; Summers und Mason, 1982; Perlman und Hu, 2003).

Nach erfolgreicher ,Reifung” des Genoms wird das NC im weiteren Verlauf zum ER
transportiert und dort mit den neu synthetisierten Hullproteinen S, M und L
umschlossen. Diese werden in einer umfangreichen, transmembranen Topologie an
der ER-Membran generiert und interagieren mit dem HBV-Kapsid auf direkte Weise
mittels der PraS1-Domane im L-Protein. Auch bei diesem Prozess uben zellulare
Chaperone wie Hsc70 (,heat shock cognate 70“) und das ER-Protein Calnexin Virus-
unterstutzende Funktionen aus (Prange et al., 1999; Lambert und Prange, 2003).
Bemerkenswert ist hierbei, dass das L-Protein in einer dualen Topologie vorliegt, die
es ihm ermdglicht, die N-terminale PraS-Domane zuerst ins Zytoplasma und
anschliellend ins ER-Lumen hineinragen zu lassen. Diese sogenannte Translokation
fuhrt dazu, dass etwa die Halfte aller L-Molekile nach Umhullen des NCs zytosolisch
(in das Virus), die andere Halfte luminal (aus dem Virus heraus) angeordnet sind und
dadurch unterschiedlichen Funktionen in der Virusmorphogenese nachgehen konnen
(Lambert et al., 2004; Lambert und Prange, 2001; Prange und Streeck, 1995; Bruss
et al.,, 1994). Zytosolisch ausgerichtete L-Proteine vermitteln die Bindung an das
Nukleokapsid, luminal ausgerichtete die Bindung an den hepatozellularen NTCP-
Rezeptor (Bruss, 1997; Zeyen und Prange, 2018). Auch in anderen Hepadnaviridae
wie DHBV konnte diese duale Topologie nachgewiesen werden, was fur eine
evolutionar bedeutende und konservierte Funktion des L-Proteins spricht. Flr die
Interaktion zwischen dem gro3en HBV-Hullprotein und dem Nukleokapsid scheint es
dabei unerheblich zu sein, ob dieses das DNA-Genom enthalt oder leer ist (Guo und
Pugh, 1997; Hourioux et al., 2000; Bruss, 2004).

Die Ausschleusung vollstandiger HBV-Virionen bendtigt Funktionen der ,endosomal
sorting complexes required for transport“-Maschinerie (ESCRT) und findet nach
bisherigen Erkenntnissen an den Multivesikularen Korpern (MVBs) statt (Watanabe
et al., 2007; Stieler und Prange, 2014; Patient et al., 2009). Der Transport zwischen
ER, Golgi-Apparat und MVBs ist bisher nicht ergrindet; mogliche Transportsysteme
stellen der intrazellulare Vesikeltransport oder die zellulare Autophagie dar. In beiden
Fallen konnten Studien Interaktionen zwischen L und entsprechenden Komponenten
zeigen (Rost et al., 2006; Jurgens et al., 2013; Doring et al., 2018; Li et al., 2011).
Falls die MVBs als Exozytose-Apparat der HBV-Virionen dienen, wirde dies eine

Fusion der endosomalen Membranen mit der Plasmamembran unter Freisetzung der
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Viruspartikel beinhalten. Solche viralen Austrittsmechanismen via MBVs konnten
bereits fur andere Hepatitisviren wie das Hepatitis-E-Virus (HEV) gezeigt werden
(Jiang et al., 2015; Zeyen und Prange, 2018; Nagashima et al., 2014).

N
@ Hepatozyte ) \

Abb. 3: Infektionszyklus von HBV. Dargestellt ist der vereinfachte Lebenszyklus von HBV nach
Infektion der Wirtszelle. (1) HBV betritt die Hepatozyte mittels des NTCP-Rezeptors. (2) Das
Nukleokapsid wird im Zytosol von der Virushdlle (griin) befreit und gibt das virale, unvollstdndige DNA-
Genom mit der viralen Polymerase (rot) frei. (3) Dieses tritt in den Nukleus der Wirtszelle ein (braun),
wird dort zu cccDNA komplementiert, die wiederum als Matrize fiir die mMRNAs (blau, links) und die
pgRNA dient (blau, rechts). (4) Die HBV-Hullproteine werden am ER aus verschiedenen mRNAs
generiert (dunkelbraun); Kapsidproteine und Polymerase entstehen aus der pgRNA im Zytosol. (5) Die
pgRNA wird zusammen mit der neu synthetisierten viralen Polymerase im ebenfalls neu gebildeten
viralen Kapsid verpackt. Durch Einsatz der HBV-Polymerase mit Reverse-Transkriptase-Funktion wird
die pgRNA zum DNA-Genom umgeschrieben und die Replikation abgeschlossen. (6) Die Umhillung
des Nukleokapsids geschieht am ER mit Weitertransport zum Golgi-Apparat und dem vermuteten
Austritt der reifen HBV-Virionen an den Multivesikularen Kérpern (MVBs).

1.2 Das Hepatitis-D-Virus (HDV)

1.2.1 Struktur des HDV-Genoms

Das Hepatitis-D-Virus (HDV), auch Delta genannt, wird als sogenanntes ,defektes”
Virus eingestuft, das ein einzelstrangiges, zirkulares RNA-Genom mit einer Lange
10



1 Einleitung

von etwa 1,7 kb enthalt - das kleinste bekannte Genom von Saugetier-befallenen
Viren. Dieses ist kovalent geschlossen und kodiert mit nur einem ORF in zwei
moglichen Varianten fur das Delta-Antigen HDAg, die aus jeweils 195 bzw. 214 AS
bestehen (Lin et al., 2017; Weiner et al., 1987; Rizzetto, 2016). Es sind weitere
ORFS bekannt, von denen einer fur ein Polypeptid namens Peptid-K kodiert, das
eine bisher unbekannte Funktion ausubt (Bichko et al., 1996). In HDV-infizierten
Zellen liegen drei Arten von RNA vor, die in stark unterschiedlicher Anzahl auftreten:
die genomische RNA (300.000 Kopien), die antigenomische RNA (100.000 Kopien)
und die mRNA (500 Kopien) (Alves et al., 2013). HDV mit seinem RNA-Genom ist
unter viralen Pathogenen der Tierwelt einzigartig und eng verwandt mit pflanzlichen
Viroiden, die allerdings im Gegensatz zu Delta keine Proteine kodieren (Wang et al.,
1986). HDV wird als Prototyp und einziges Mitglied der Familie der ,Deltaviridae“
zugeordnet, da es in seiner Abhangigkeit vom Hepatitis-B-Virus nicht der Definition
eines Virus entspricht und keiner anderen Virusfamilie zugeordnet werden kann
(Sureau und Negro, 2016).

Das virale RNA-Genom bendtigt fur dessen Vervollstandigung die Bearbeitung durch
das zellulare Enzym ADAR1 (,adenosine deaminase acting on RNA 1%). Dieses ist in
der Lage, das UAG-Stopp-Codon im HDAg-ORF in ein UGG-Codon umzuwandeln
und dadurch die Expression des kleinen Delta-Antigens HDAg-S (24 kDa) zu der des
groRen HDAg-L mit 19 zusatzlichen AS am C-Terminus (27 kDa) zu verandern. Nur
mithilfe dieses Wirtsenzyms und des ,RNA-Editings® ist es HDV moglich, seine
beiden Proteine aus der 0,8 kb-groRen mRNA zu exprimieren (Jayan und Casey,
2002; Chao et al., 2015; Rizzetto, 2016). Auch kodiert das HDV-Genom keine RNA-
abhangige RNA-Polymerase, sodass die virale Replikation ebenfalls von
Wirtsenzymen abhangig ist. Zellulare RNA-Polymerasen fuhren im Nukleus der
Wirtszelle die Replikation des genomischen RNA-Strangs unter Entstehung einer
antigenomischen Zwischenstufe durch, wobei selbststandig spaltende Elemente,
sogenannte Ribozyme, assistieren (Sureau und Negro, 2016). Eine der wichtigsten
Eigenschaften des HDV-Genoms ist die Fahigkeit, eine quasi-doppelstrangige
Konformation anzunehmen, wobei die beiden Strange (genomisch und
antigenomisch) sich selbststandig mit 74 % ihrer Nukleotide aneinanderlegen.
Replikation und Formation der Delta-Virionen sind davon abhangig, dass die RNA

flexibel in dieser Form vorliegt, um mit den HDV-Antigenen zu interagieren und den
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sogenannten Ribonukleoprotein-Komplex (RNP) zu bilden (Griffin et al., 2014,
Sureau und Negro, 2016).

1.2.2 Molekularer Aufbau viraler und subviraler HDV-Partikel

HDV wird als unvollstandiges Satelliten-Virus bezeichnet, da es fur die
Morphogenese infektioser Virionen die Hullproteine von HBV bendtigt. Auch
verwandte Pathogene aus der Familie der Hepadnaviridae wie das Woodchuck-
Hepatitisvirus (WHV) sind in der Lage, HDV-Partikel zu vervollstandigen (Ryu et al.,
1992). Die Delta-Virionen tragen im Inneren das zirkulare RNA-Genom aus
genomischem und antigenomischem Strang und pro Molekil RNA ca. 200 Kopien
des HDV-Antigens HDAg in den beiden Isoformen S-HDAg und L-HDAg (Gudima et
al., 2002). S-HDAg agiert als Aktivator der HDV-RNA-Replikation, wahrend L-HDAg
die wichtige Funktion der Interaktion mit HBV ausubt sowie einen dominant-
negativen Repressor der HDV-Replikation darstellt (Shih et al., 2008; Chao et al.,
1990). Diese Komponenten bilden zusammen einen stabilen Ribonukleoprotein-
Komplex (RNP), der in einer Kapsid-ahnlichen Struktur mit einer Gro3e von etwa 19
nm vorliegt (Ryu et al.,, 1993; Sureau, 2006). Zur Vervollstandigung der Virus-
Morphogenese und Vermittlung der Infektiositat ist HDV auf die HBV-Hullproteine S
und L angewiesen. Diese Glykoproteine sind in der Lage, mit dem RNP-Komplex zu
assoziieren und die etwa 36 nm-gro3en HDV-Virionen mit der Lipiddoppelschicht zu
komplementieren (Freitas et al., 2014; Shirvani-Dastgerdi und Tacke, 2015; Sureau
und Negro, 2016).

Bisherige Forschung konnte zeigen, dass das kleine HBV-Hullprotein S ausreichend
ist, um den Zusammenbau der HDV-Partikel zu vervollstandigen. Diese subviralen
HDV-Partikel zeigen Protein-Eigenschaften, die den natarlich vorkommenden
Virionen gleichen, sind jedoch aufgrund des fehlenden L-Proteins nicht in der Lage,
neue Zellen zu infizieren (Wang et al., 1991). Eine der neuesten Entdeckungen
bezlglich viraler HDV-Partikel besagt, dass nicht nur HBV als Helfer-Virus
assistieren kann. Stattdessen konnte in mehreren Modellen demonstriert werden,
dass das Delta-RNP mit Glykoproteinen unterschiedlichster Viren interagieren kann.
Nicht mit HBV verwandte Viren aus den Gattungen der Vesiculoviren, Flaviviren und
Hepaciviren scheinen ebenfalls in der Lage zu sein, mithilfe ihrer jeweiligen

12



1 Einleitung

Hullproteine infektiose HDV-Partikel in vivo zu bilden, die je nach interagierendem

Rezeptor unterschiedlichste Gewebe infizieren konnen (Perez-Vargas et al., 2019).

1.2.3 Infektionszyklus und HBV-Dependenz

Um seinen Lebenszyklus zu komplementieren, bendtigt HDV bendtigt die Assistenz
von HBV. Zwar ist das Virus in der Lage, auch unter Abwesenheit von HBV seine
Genom-Replikation durchzufuhren, jedoch kann die Verpackung der Virionen sowie
deren Infektiositat in diesem Fall nicht vermittelt werden. Dies liegt daran, dass Ein-
und Austritt infektioser Virionen durch die Interaktion des grof3en HBV-Hullproteins L
mit dem Leberzell-spezifischen NTCP-Rezeptor vermittelt werden (Goyal und
Murray, 2016, vgl. 1.1.5).

HDV ist fur die Replikation des RNA-Genoms von mehreren Wirtsfaktoren wie der
RNA-abhangigen RNA-Polymerase abhangig, die von dem Virus direkt funktionell
beeinflusst werden kdnnen (Lugtgehetmann et al., 2011). Nachdem das HDV-Genom
wahrend der Priméarinfektion in den Nukleus eingedrungen ist, wird es mittels eines
doppelten, sogenannten ,Rolling-Circle-Mechanismus® durch die zellulare RNA-
Polymerase Il (Pol-Il) vervielfaltigt (Macnaughton und Lai, 2002; Sureau und Negro,
2016, s. Abb. 4). Die Initierung dieses Mechanismus beginnt hierbei mit der
Synthese linearer Transkripte unter Verwendung der zirkularen, genomischen RNA
als Template in der Kernpore (Nukleolus). Diese multimerischen Abschnitte werden
durch sogenannte Ribozyme, selbststdndig schneidende und autokatalytische
Sequenzen, in Monomere unterteilt. Aus den Monomeren kann anschliel3end mittels
Ligation ein antigenomischer, zirkularer RNA-Strang als Zwischenstufe synthetisiert
werden, der durch Anwendung eines gleichen Rolling-Circle-Mechanismus im
Nukleus die genomische RNA vervielfaltigt und die virale mRNA produziert (Lai,
1995). Nach Synthese und Prozessieren wird die genomische RNA wahrscheinlich
mithilfe zellularer Signalwege in das Zytosol exportiert, wo sie mit den aus der mRNA
hergestellten HDAg-Proteinen zum RNP assoziiert. Der antigenomische Strang
verbleibt Uberwiegend im Nukleus (Macnaughton und Lai, 2002; Lin et al., 2010).

Die Replikation des Delta-Genoms wird durch das kleine HDAg-Protein aktiviert und
durch zellulare Proteine wie Pol-Il determiniert, ist jedoch von HBV ganzlich
unabhangig. Da HDV jedoch keine eigene Hiulle besitzt, kbnnen Reifung und
Infektiositat der Delta-Virionen nur durch Anwesenheit von HBV erreicht werden
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(Sureau und Negro, 2016; Zuccola et al., 1998). Dementsprechend bendtigt das
Virus zur Komplementierung seiner Pathogenese die cccDNA von HBV in derselben
infizierten Hepatozyte (Lugtgehetmann et al., 2011). Hierbei scheint das kleine HBV-
Hullprotein S fur den Zusammenbau der Virionen und den Zellaustritt hinreichend zu
sein, das groRe HBV-Hullprotein L bzw. die PraS1-Domane jedoch fur die virale
Infektiositat unabdingbar (Wang et al., 1991; Sureau et al., 1993).

Zytosol
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Abb. 4: Replikation der HDV-RNA. Wahrend der HBV-unabhangigen Replikation des HDV-Genoms
dringt das Ribonukleoprotein (RNP, blau) aus dem Zytosol in den hepatozelluldaren Nukleus ein. Im
Nukleolus wird aus der genomischen RNA (g) durch einen ,Rolling-Circle-Mechanismus® mittels der
zellularen Polymerase Il (Pol-Il) der antigenomische (ag) Strang synthetisiert. Dieser dient im Nukleus
als Template firr die Replikation des genomischen Stranges bzw. der viralen mRNA. Auch bei diesem
zweiten Rolling-Circle-Mechanismus assistiert Pol-1l. Aus der mRNA werden im Zytosol die beiden
Varianten des HDAg-Proteins gebildet (hell- und dunkelblau), die gemeinsam mit der genomischen
RNA das neu generierte RNP bilden.

Verandert: Sureau und Negro, 2016

Das Delta-RNP wird vorzugsweise am ER mit den HBV-Proteinen umhdullt, indem
eine direkte Interaktion zwischen L-HDAg und einem Tryptophan-angereicherten
Motiv im C-terminalen Ende von HBV.S stattfindet. Dieses Bindemotiv in S befindet
sich in der zweiten zytosolischen Schleife (CYT-II) zwischen den beiden
Transmembran-Domanen Ill und IV und ist neben anderen AS in der ersten Schleife
(CYT-1) notwendig und ausreichend fur den Zusammenbau der Delta-Virionen
(Komla-Soukha und Sureau, 2006; Jenna und Sureau, 1999; Blanchet und Sureau,
2006).
Die weiteren Schritte im Lebenszyklus von HDV, also Transport der Virionen zur
Plasmamembran, Zellaustritt und virale Verbreitung, konnten entsprechend der HBV-
Pathogenese ablaufen, da diese Schritte durch die extern generierte HBV-Hulle
vermittelt werden (vgl. 1.1.5). Jedoch herrscht Uber diese Schritte im HDV-
Infektionszyklus noch grof3e Unklarheit. Bemerkenswerterweise konnte festgestellt
14
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werden, dass HDV trotz seiner Abhangigkeit von HBV in der Lage ist, dessen
Expression in vitro und in vivo zu senken. Dies spricht dafur, dass Delta direkten oder
indirekten Einfluss auf die virale Replikations-Maschinerie von HBV nehmen kann
(Lugtgehetmann et al., 2011; Giersch und Dandri, 2015; Eller et al., 2018).

1.2.4 Bedeutung als Pathogen

Seit der Entdeckung Deltas mittels Immunfluoreszenz-Studien vor Uber 40 Jahren als
neues, eigenstandiges Antigen in Seren chronisch infizierter HBV-Patienten wurde
die Forschung uber das Virus intensiviert (Rizzetto et al., 1977). In spateren Jahren
konnte aullerdem gezeigt werden, dass die Replikation von HDV auch unter der
Prasenz anderer Hepadnaviridae wie WHYV stattfinden kann (Ponzetto et al., 1984).
Genomische Analysen ordneten dem Virus bisher drei Genotypen mit acht
Untergruppen zu, die sich ahnlich wie bei HBV in ihrer geographischen Verteilung
stark unterscheiden. HDV-1 ist weltweit zu finden, HDV-2 und -4 lediglich in Asien
und HDV-3, -5, -6, -7 und -8 treten isoliert in Sudamerika und Afrika auf (Lin et al.,
2017).

Weltweit sind ca. 20 Millionen Menschen chronische Trager einer HDV-Infektion. Da
HDV fur eine Infektion auf eine simultan oder zuvor erfolgte HBV-Infektion
angewiesen ist und dessen spezifischer Krankheitsverlauf oft harmlos ausfallt, wird
die pathogene Bedeutung Deltas meist unterschatzt (Freitas et al., 2014; Hughes et
al., 2011). Mehrere medizinische Studien belegen mittlerweile jedoch die klinische
Relevanz des Virus und konnten zeigen, dass eine Superinfektion beider Viren zu
einem weitaus drastischeren und aggressiveren Krankheitsverlauf fuhrt als eine
HBV-Infektion alleine (Hadler et al., 1984; Saracco et al., 1987). Generell resultiert
eine anhaltende HDV-Replikation unter HBV-Infektion in der deutlichen Steigerung
der Risikofaktoren fur die Ausbildung von Leberzirrhosen und HCCs sowie
entsprechender Sterblichkeitsraten (Romeo et al.,, 2009). Heutzutage werden
Koinfektionen beider Viren als globales Gesundheitsproblem eingestuft, wobei die
HDV-Infektion fur die Ausbildung der schwerwiegendsten Form viral induzierter
Leberkrankheiten verantwortlich ist. Therapeutische Ansatze gegen chronische
Infektionen richten sich vorwiegend gegen die zellulare Farnesyltransferase, die
wahrend der HDV-Morphogenese bendtigt wird (Glenn et al., 1992; Lempp und
Urban, 2016). Aul3erdem konnte das Blockieren des vor einigen Jahren identifizierten
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NTCP-Rezeptors den Eintritt von HBV und HDV zukunftig effizient inhibieren (Yan et
al., 2012; Lempp und Urban, 2016).

Entsprechend neuester Ergebnisse scheint HDV in der Lage zu sein, die Hullproteine
unterschiedlichster, nicht mit HBV verwandter Viren fur dessen Morphogenese zu
rekrutieren. Falls zukunftige Studien zeigen konnten, dass diese Vielzahl von HDV-
Virionen auch naturlicherweise in menschlichen Seren zu detektieren ist, musste die
pathogene Bedeutung des Satelliten-Virus neu bewertet werden. In diesem Fall
konnte HDV als eine Art akuter Pathogenese-Verstarker der jeweiligen
Primarinfektion agieren, der weltweit immensen Einfluss auf unterschiedlichste

Krankheitsverlaufe hat (Perez-Vargas et al., 2019).

1.3 Intrazellulare Transportmechanismen eukaryotischer Zellen

Eine der bemerkenswertesten, evolutionaren Eigenschaften, die eukaryotische von
prokaryotischen Zellen unterscheiden, ist die subzellulare Unterteilung in zahlreiche
von Membranen umhillte Kompartimente. Diese ,,Organellen® ermoglichen der Zelle,
eine Vielzahl verschiedener, metabolischer Prozesse gleichzeitig stattfinden zu
lassen, auch wenn sich deren biochemische Anspriche stark voneinander
unterscheiden (Rout und Field, 2017; Lev, 2010). Unterschiedliche Zeitpunkte der
Proteinbiosynthese konnen daher innerhalb derselben Zelle in grolRer Effizienz
bedient werden. Diese Art der Zellorganisation fuhrt jedoch auch dazu, dass ein
stabiles Kommunikationssystem zwischen den separierten Organellen bestehen
muss. Neben der subzellularen Unterteilung zeichnen sich eukaryotische Zellen
daher durch ein extrem dynamisches und umfangreiches Netzwerk an
Transportsystemen aus, die stark selektiv Proteine und Lipide transportieren und
dadurch die intrazellulare Kommunikation garantieren konnen (Gurkan et al., 2006;
Kirchhausen, 2000). Komplexe Maschinerien, die Membranen manipulieren und in
Endozytose, Exozytose und intrazellularem Transport agieren, konnten
dementsprechend als unabdingbar fur die zellulare Organisation eukaryotischer
Zellen klassifiziert werden (Rout und Field, 2017).

16



1 Einleitung

1.3.1 Die ,Endosomal Sorting Complexes Required for Transport” (ESCRT)-

Maschinerie

Der Transport von Proteinen zwischen eukaryotischen Zellen bzw. zwischen
intrazellularen  Organellen und  Kompartimenten  erfordert umfangreiche
Umstrukturierungen von Membranen, um beispielsweise die Bildung und
Verschmelzung von Vesikeln zu ermdglichen. Die hoch konservierte sogenannte
.endosomal sorting complexes required for transport® (ESCRT)-Maschinerie wurde in
den 1990ern mithilfe der Analyse von ,vacuolar protein sorting” (VPS)-Mutanten in S.
cerevisiae identifiziert und ist fur die Umformung von Membranen extrem bedeutend
(Raymond et al., 1992). Diese Maschinerie, bestehend aus mehreren spezialisierten
Proteinkomplexen, ist in der Lage, topologisch einzigartige Mechanismen der
Membrankrummung und -Abschnirung aus dem Zytoplasma heraus durchzuflhren
(Schmidt und Teis, 2012). ESCRT ist hierbei ein Teil des endosomalen Signalweges
zu den Multivesikularen Korpern (MVBs) und von essentieller Bedeutung bei der
zellularen Zytokinese und der Freisetzung verschiedener behllter Viren (Gatta und
Carlon, 2019). Mithilfe langjahriger Forschungen konnten die einzelnen Funktionen
der ESCRT-Komplexe an der endosomalen Membran teilweise aufgeklart werden.

Die Funktionsweise der ESCRT-Maschinerie kann in drei wesentliche Abschnitte
unterteilt werden: die Erkennung der mit Ubiquitin markierten Fracht-Molekule
(,Cargo®), das Umformen der endosomalen Membran und die Katalysation der
finalen Abschnurung unter Bildung intraluminaler Vesikel (ILV) mit entsprechender
Fracht (Raiborg und Stenmark, 2009). Zu ESCRT gehoren die Komplexe ESCRT-0, -
l, -1l und -lll, die jeweils aus zwei bis sieben Untereinheiten bestehen, sowie mehrere
assoziierte Komponenten wie der VPS4-Komplex und das Adaptor-Protein Bro1/ALIX
(LALG-2 interacting protein x“). Den einzelnen Komponenten der ESCRT-Maschinerie
konnen dabei spezifische Funktionen innerhalb des Membranumformungsprozesses
zugesprochen werden. ESCRT-0, bestehend aus den Untereinheiten HRS und
STAM, besitzt Clathrin- und Ubiquitin-bindende Sequenzen und assoziiert aul’erdem
mit dem Komplex ESCRT-I. Dieser besteht aus TSG101, VPS28, VPS37 und MVB12
und ist in der Lage, an ESCRT-0 und ESCRT-Il zu binden. ESCRT-Il wiederum
besitzt die Untereinheiten VPS36, VPS22 und VPS25 (Raiborg und Stenmark, 2009).
Alle dieser Komplexe sind an endosomale Membranen assoziiert und in der Lage, an
Ubiquitin zu binden und auf diese Weise direkt mit entsprechend markierten

Frachtmolekulen zu interagieren, wobei ESCRT-0 durch eine erhdhte Bindekapazitat
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wahrscheinlich als eine Art Filter und effektive Auffangstelle der zu transportierenden
Proteine funktioniert und diese an die anderen Komplexe weiterleitet. Der zuletzt
eingereihte Komplex, ESCRT-IIl, bestehend aus VPS2 (CHMP2), VPS20 (CHMP6),
VPS24 (CHMP3), SNF7 (CHMP4), VPS60 (CHMPS), DID2 (CHMP1) sowie IST1 ist
nach bisherigen Erkenntnissen der funktionell konservierteste und hauptsachlich
Membran-beeinflussende Part der Maschinerie. ESCRT-IlI-Komplexe polymerisieren
in dieser Funktion zu Filamenten, die die Membranumformung und -Abschnlrung
anschlie3end in einer ringformigen Struktur und gemeinsam mit der ATPase VPS4
erreichen (Adell et al., 2016; Christ et al., 2017, s. Abb. 5). Dies legt nahe, dass die
Schlusselfunktionen der anderen Komplexe und assistierenden Proteine in der
Maschinerie die Rekrutierung von ESCRT-III an die endosomale Membran sowie die
effektive Anlieferung und Selektion von Cargos beinhalten (Christ et al., 2017;
Raiborg und Stenmark, 2009).

Eine Vielzahl umhuliter Viren verwendet die ESCRT-Maschinerie, um die infizierte
Wirtszelle durch die Plasmamembran zu verlassen. Insbesondere das Humane
Immundefizienz-Virus (HIV) ist dafur bekannt, die ESCRT-Proteine TSG101 und
ALIX zu rekrutieren und die Maschinerie fur die Freisetzung seiner Virionen
auszubeuten (Carlson und Hurley, 2012). Dem Murinen Leukamie-Virus (MLV)
konnte, wie HIV, eine strikte Abhangigkeit von CHMP2A, CHMP4B und VPS4
nachgewiesen werden, wahrend die Isoformen CHMP2B und CHMP4A sowie
CHMP1, CHMP3, CHMPS oder CHMPG6 fur die Sekretion der Virionen entbehrlich
waren (Christ et al., 2017, Bartusch und Prange, 2016).

Bezlglich HBV konnten bisherige Studien zeigen, dass die Reifung viraler Partikel
abhangig von den CHMP-Proteinen des ESCRT-IlI-Komplex, dem Adaptor-Protein
y2-Adaptin und dem VPS4-Komplex ist (Lambert et al., 2007). Zusatzlich bendtigt
HBV den ESCRT-IlI-Komplex und Komponenten von ESCRT-0 zur Bildung und
Sekretion der viralen Partikel (Stieler und Prange, 2014; Chou et al., 2015). Weitere
Forschung belegte, dass das zellulare Protein a-Taxilin (TXLN), das als Bindepartner
der Syntaxin-Familie in intrazellularen Transport involviert ist, die Verbindung
zwischen HBV und der ESCRT-I-Untereinheit TSG101 herstellt und
dementsprechend die ESCRT-Maschinerie zu den viralen Hullproteinen rekrutiert
(Hoffmann et al., 2013). Im Gegensatz zu den infektidsen Virionen bendtigen die
subviralen NC-Partikeltypen von HBV das Adaptor-Protein ALIX, nicht aber die
ESCRT-Maschinerie fir deren Exozytose. Die spharischen SVPs verwenden nach
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bisherigen Erkenntnissen keine ESCRT-Komponente, sondern verlassen die
infizierte Zelle mittels des generellen Sekretionsweges (Bardens et al., 2011; Patient
et al., 2009). Interessanterweise konnte Gegenteiliges bezuglich der subviralen HBV-
Filamente gezeigt werden, die wie infektiose Virionen fur das Verlassen der Zelle auf
die funktionelle ESCRT-Maschinerie angewiesen sind. Obwohl HBV wahrend der
Pathogenese Gebrauch von allen ESCRT-Komplexen macht, fuhrt das alleinige
Blockieren des ESCRT-III-Komplexes bereits zu Beeintrachtigungen der Reifung und
Freisetzung viraler Partikel (Jiang et al., 2015; Lambert et al., 2007). Dies entspricht
den bisherigen Erkenntnissen, dass dieser Komplex der funktionell wichtigste und
konservierteste ist, wahrend die anderen ESCRT-Komponenten hauptsachlich far
dessen Rekrutierung verantwortlich sind (Christ et al., 2017, Patient et al., 2009).

ESCRT-III
Filament
Zytoplasma Zytoplasma
VPS4
Membran . 7,/ESCRT'“| Membran
£<’ o > %. — )
L /aN = ESCRT-IIl
Cargo™ / \ CHMP6 .
CHMP2  CHMP3

ILV

Abb. 5: Membranumformung durch ESCRT-IlIl und VPS4. ESCRT-IlI-Komplexe polymerisieren zu
Filamenten (oben, griin), die anschlieRend mittels einer ringférmigen Struktur zur Membrankrimmung
und -Abschniirung sowie der Ausbildung intraluminaler Vesikel (ILV) fuhren (unten). Die ESCRT-III-
Untereinheiten CHMP2 (orange) und CHMP3 (lila) sowie CHMP6 (dunkelgriin) stabilisieren hierbei die
funktionelle Struktur des Komplexes. Bei diesem Prozess assistieren die ATPase VPS4 (pink) sowie
der ESCRT-II-Komplex (blau).

Verandert: Adell et al., 2016

1.3.2 Vesikulare und nicht-vesikulare Transportsysteme

Die eukaryotische Zelle besitzt eine breite Variation an vesikularen und nicht-
vesikularen Transportmechanismen zwischen Organellen und Kompartimenten.
Proteine und Lipide, wie beispielsweise Cholesterin, das ein Hauptbestandteil der
Plasmamembran und Membranen einiger Organellen ist, werden sowohl mithilfe von

Vesikeln als auch durch Vesikel-unabhangige Transportsysteme in der Zelle verteilt.
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Cholesterin kann sich unter anderem spontan und ohne jegliche Assistenz zwischen
unterschiedlichen Lipiddoppelschichten bewegen (Prinz, 2007). Nicht-vesikulare
Systeme verlangen allerdings oft auch, dass das zu transportierende Protein mit
Tragern (,Carriers®) assoziiert ist. Zusatzlich erfullen integrierte Membranproteine
wichtige Rollen fur die Freisetzung von Cargos aus Membranen, ohne mit Vesikel-
Systemen verknupft zu sein (Maxfield und Menon, 2006). Mitochondrien, die als
hochdynamische = Kompartimente in  existenzielle  Zellmechanismen  wie
Energiesynthese und Apoptose verwickelt sind, fuhren ebenfalls einen nicht-
vesikularen Austausch von Lipiden mit dem ER durch. Mitochondrien sind in keine
der drei wesentlichen Vesikeltransport-Routen integriert und daher auf den Lipid-
Austausch mithilfe von sogenannten ,Membrankontaktseiten® angewiesen. Solche
Austauschreaktionen haben sich als essentiell fur den Erhalt der normalen
Zellvitalitat gezeigt, da eine Storung dieser Transportaktivitaten die
unterschiedlichsten Pathogenesen, wie die Entstehung von Karzinomen und
Neurodegeneration, hervorrufen kann (Giordano, 2018).

Intrazellularer Transport mithilfe spezialisierter Mantelproteine, die unterschiedliche
Arten von Vesikeln ausbilden, gilt als eine unabdingbare, hoch evolutionare
Eigenschaft eukaryotischer Zellen. Dieser kontinuierliche Transport von Molekulen in
Vesikeln, der sogenannte ,Cargo Flow", wird vermittelt durch spezialisierte
Knospungs- und Fusionsmaschinerien sowie durch die einzigartigen molekularen
und strukturellen Eigenschaften der sogenannten ,coat protein complexes® (CPCs).
Dies sind vesikulare Transportsysteme, die aus mehreren hochspezialisierten
Proteinen  bestehen und den  Transport 2zwischen unterschiedlichen
Zellkompartimenten vermitteln (Dacks und Robinson, 2017; Sato und Nakano, 2007).
Im Allgemeinen beginnt der Prozess der Vesikel-Ausbildung damit, dass die
entsprechenden Mantelproteine zur jeweiligen Membran rekrutiert werden, meist
durch die vorherige Aktivierung einer GTPase. Die korrekten Frachtmolekule werden
anschlieend selektiert und die Membran zu einem Transport-Vesikel umgeformt
(Robinson, 2015). Die drei bisher identifizierten Vesikel-Typen einer eukaryotischen
Zelle sind die gut erforschten Clathrin-umhullten Vesikel (,clathrin-coated vesicles®;
CCV) und die spater entdeckten ,coat protein complex - und ,coat protein complex
[I"-ummantelten Vesikel (COPI bzw. COPII, s. Abb. 6). Diese drei Systeme teilen sich
einige Eigenschaften, insbesondere hinsichtlich ihrer Architektur, stehen jedoch in
bisher ungeklarter Verbindung zueinander (Dacks und Robinson, 2017; Robinson,
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2015; Lee und Miller, 2007). Die Clathrin-ummantelten Vesikel erfullen hierbei den
Transport vom Endosom zu den MVBs oder zum Lysosom sowie den Verkehr von
Golgi zu MVBs. Sie spielen auRerdem eine wichtige Rolle bei der Endozytose der
Zelle. Der COPI-Vesikeltransport ereignet sich vom Golgi-Apparat zum ER, der
COPII-Transport in entgegengesetzter Richtung (Gurkan et al., 2006; Hsu et al.,
2009).

< 5 1

Golgi |
Y 7/ 3\@
-/ =ON
@io MBVs/Lysosom

e COPI O COFPI © Clathrin

Abb. 6: Vesikuldrer Transport in eukaryotischen Zellen. Drei wesentliche Vesikeltransport-
Mechanismen erfillen den ,Cargo Flow" einer eukaryotischen Zelle. Die Maschinerie des ,coat protein
complex I (COPI, rosa) ermdglicht den vesikuldren Transport zwischen Golgi-Apparat (Golgi) und
Endoplasmatischem Retikulum (ER), wahrend die spezialisierten Proteine des ,coat protein complex
[I“ (COPII, griin) den Protein-Transport von ER zu Golgi kontrollieren. Clathrin-umhiilite Vesikel (blau)
verkehren zwischen Endosom bzw. Golgi und Multivesikularen Korpern (MVBs) und Lysosom und
spielen aulRerdem eine Rolle bei endozytotischen Zellprozessen.

Verandert: Hsu et al., 2009

1.3.3 Der Clathrin-vermittelte Vesikeltransport

Barbara Pearse gelang es im Jahr 1975 als erster Wissenschaftlerin, ummantelte
Vesikel zu reinigen und innerhalb dieses Prozesses Clathrin zu entdecken (Pearse,
1975). Durch die Zusammenarbeit mit Tony Crowther und John Pinch konnte sie
aulBerdem Ende der 1970er feststellen, dass entsprechende Vesikel-Mantel aus

einer Kafig-ahnlichen Struktur mit Hexagonen und Pentagonen bestehen, was eine
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mechanische, Membran-beeinflussende Funktion vermuten lie® (Crowther et al.,
1976). Nach uber 40-jahriger Forschung gelten Clathrin-umhulite Vesikel als die am
besten untersuchten und bekanntesten der drei eukaryotischen vesikularen
Transportsysteme. Es konnte teilweise aufgeklart werden, wie sich die Vesikel
zusammensetzen, welche Funktion sie ausuben und wie sie spezifisch Cargo-
Molekule selektieren (Robinson, 2015).
Clathrin ist in Trimeren aufgebaut, die aus drei schweren und drei leichten Ketten
bestehen (,heavy/light chains) und ein sogenanntes Triskelion bilden, wobei die
schweren mit je einer leichten Kette verknupft sind. Hierbei bilden die schweren
Ketten die funktionelle Einheit, wahrend die leichten fir den Zusammenbau der
Clathrin-umhullten Vesikel entbehrlich sind (Kirchhausen und Harrison, 1981;
Kirchhausen et al.,, 2014). Mit nur einer Ausnahme konnte in allen bisher
sequenzierten, eukaryotischen Genomen das Gen clathrin heavy chain gefunden
werden, was fur eine stark konservierte, enorme Wichtigkeit des Proteins fur den
zellularen Metabolismus spricht (Robinson, 2015). Clathrin wird hauptsachlich far
zwei unterschiedliche Proteinmantel bendtigt: fur die Vesikelhullen mit den strukturell
gleichen Adaptor-Protein (AP)-Komplexen 1 und 2. Diese AP-Komplexe sind hierbei
dafur verantwortlich, Clathrin zu entsprechenden Membranen zu rekrutieren und an
die transmembranen Cargo-Proteine zu binden (Robinson und Pimpl, 2014; Kelly
und Owen, 2011).
Clathrin-umhllte Vesikel (CCVs) bestehen aus einer auf3eren Hulle aus mehreren
Clathrin-Triskelions sowie den jeweiligen tetrameren AP-Komplexen oder anderen
Adaptoren sowie spezifischen Transmembran-Rezeptoren (Robinson und Pimpl,
2014, s. Abb. 7). AP1 Ubernimmt hierbei den Cargo-Transport am trans-Golgi
Netzwerk (TGN), AP2 die endozytotische Vesikel-Formation an der Plasmamembran
(PM). Das Clathrin-vermittelte Knospen von Vesikeln an TGN und PM bendtigt
zusatzlich eine Reihe von weiteren Proteinen, wie beispielsweise die GTPase Arf1,
und kann durch Faktoren wie das zellulare pH-Milieu und Phosphorylierung bzw.
Dephosphorylierung der AP-Komplexe beeinflusst werden (Schmid, 1997). Die
Selektion ausgewahlter Frachtmolekule wird hierbei anhand individueller
Bindesignale vermittelt, die von den Clathrin-Adaptoren oder spezifischen
Rezeptoren erkannt werden konnen. Diese Signale kdnnen sowohl kurze, lineare
Motive als auch posttranslationale Modifikationen wie Ubiquitinierung oder
Phosphorylierung oder gefaltete, strukturelle Motive sein (Kelly und Owen, 2011).
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Abb. 7: Aufbau eines Clathrin-umhiillten Vesikels (CCV). Gezeigt ist der schematische Aufbau
eines Clathrin-umhdillten Vesikels in eukaryotischen Zellen, bestehend aus einer auReren Schicht an
Clathrin-Triskelionen (grau) und einem Adaptor-Protein-Komplex (AP-Komplex; rot bzw. blau). Im
Inneren kann sich ein entsprechender Cargo-Rezeptor (lila) befinden, an den das transmembrane
Frachtmolekil (Cargo; weilR) gebunden ist.

Verandert: Robinson und Pimpl, 2014

Wahrend einige Viren in der Lage sind, durch die Plasmamembran direkt ins Zytosol
einer eukaryotischen Wirtszelle einzudringen, so beanspruchen die Vielzahl der
Pathogene fur die endozytotische Aufnahme und den vesikularen Transport ins
Zytoplasma das Zellprotein Clathrin. Diese Interaktionen konnen dabei sehr vielfaltig
und komplex ausfallen und Clathrin-Adaptor-Proteine miteinbeziehen (Mercer et al.,
2010). Dass Clathrin-vermittelte Endozytose als Teil des Infektionszyklus fungieren
kann, wurde als erstes fur das Semliki-Forest-Virus (SFV) festgestellt und konnte
seitdem fur zahlreiche andere Viren, wie das Vesikulare Stomatitis-Virus (VSV), das
Hepatitis-C-Virus (HCV) und das Influenza A-Virus nachgewiesen werden (Helenius
et al., 1980; Johannsdottir et al., 2009; Douam et al., 2015; Rust et al., 2004). Hierbei
konnte zudem gezeigt werden, dass die Pathogene teilweise in der Lage sind, die
Bildung von Clathrin-ummantelten Vesikeln zu initieren und Clathrin-vermittelten
Transport auch in spateren Schritten des Infektionszyklus auszubeuten (Benedicto et
al., 2015; Mercer et al., 2010).
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1.3.4 Der ,Coat Protein Complex II* (COPII)-vermittelte Vesikeltransport

Der vesikulare Transport zwischen dem ER und dem Golgi-Apparat ist ein
essentieller Prozess in allen eukaryotischen Zellen, dem der sogenannte ,coat
protein complex I1“ (COPIl) Anfang der 1990er funktionell zugeordnet werden konnte
(Barlowe et al., 1994). Mithilfe dieser Maschinerie werden sekretorische Cargos
durch die Assistenz einer Gruppe spezialisierter und stark konservierter,
zytoplasmatischer Mantelproteine in umhdallten Vesikeln intrazellular bewegt. Diese
sogenannten ,Coat”- oder Sec-Proteine sind Teil des COPII, der spezifisch Cargo-
Proteine rekrutiert und die ER-Membran so deformieren kann, dass diese zur
Vesikel-Bildung umfunktioniert wird (D’Arcangelo et al., 2013). Der Export vom ER
erfolgt an festgelegten Regionen, den sogenannten ,ER export sites® (ERES), an
denen die COPII-Maschinerie vermehrt auftritt. ERES spielen als dynamische Cargo-
sensitive Abschnitte eine wichtige Rolle bei der Bildung von Transport-Vesikeln, die
Frachtmolekule enthalten (Gurkan et al., 2006; Zanetti et al., 2011; Bannykh et al.,
1996). Aufgrund dieser Funktionsweise der COPII-Maschinerie spielen die
zugehorigen Sec-Proteine eine essentielle Rolle bei der Biogenese integraler
Membranproteine und bei der Sekretion I6slicher Proteine. Eine vollstandige und
korrekte Faltung dieser Frachtproteine fuhrt hierbei zur Eingliederung und
Verpackung in COPIl-Vesikel und zum weiteren Transport Richtung Golgi-
Kompartiment (Pagant et al., 2016). Die molekularen Grundlagen der COPII-
Funktionsweise und die zugehorigen zeitlichen Ablaufe und Proteinkomponenten
konnten in den letzten Jahren vermehrt aufgeklart werden (Barlowe, 1995; Matsuoka
et al., 1998).

1.3.4.1 Funktionsweise der COPII-Maschinerie

Die Initiierung des COPII-Zusammenbaus an ER-Membranen erfolgt in mehreren
Schritten und wird zunachst durch die Aktivierung der kleinen GTPase Sar1
ausgelost (s. Abb. 8). Der dafur notwenige GDP-GTP-Austausch wird durch das
integrale Glykoprotein Sec12, das als sogenannter ,guanine-nucleotide exchange
factor® (GEF) fur Sar1 fungiert, und das GTPase-aktivierende Protein (GAP) Sec23
vermittelt (Zanetti et al., 2011). Ein aktiviertes, also GTP-bindendes, Sar1 fuhrt
dessen N-terminale, amphipathische Helix in die ER-Membran ein und generiert
dadurch eine Krummung der Membran und die Einleitung der Vesikel-Bildung.
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Aulerdem werden durch die Sar1-Aktivierung die COPII-Proteine Sec23 und Sec24
rekrutiert, die anschlieBend die innere Vesikelhulle bilden werden (Venditti et al.,
2014; Matsuoka et al., 1998; Antonny et al., 2001). Die COPII-Untereinheit Sec23
bindet hierbei direkt an Sar1-GTP und beeinflusst den GTP-Zyklus der GTPase.
Aulerdem bildet es ein funktionelles Heterodimer mit Sec24. Diese Komponente ist
fur die Spezifitat der Bindung zwischen COPII-Maschinerie und Cargo-Proteinen
verantwortlich, da das Protein multiple Bindeseiten enthalt, die jeweils individuelle
Motive erkennen (Pagant et al., 2016, Antonny et al., 2001). Sec24 kann daher als
der wesentliche Cargo-bindende Adaptor von COPII verstanden werden, der direkt
mit den Sekretionsmolekilen oder deren Rezeptoren interagiert und mit ihnen
wahrend des Transports zum Golgi assoziiert bleibt. Sar1 und Sec23/Sec24 bilden
den sogenannten ,Prebudding complex®, eine Vorstufe des fertigen Vesikels, der aus
der Funktionseinheit der inneren Mantelhulle besteht (Yorimitsu et al., 2014).
Das Heterodimer Sec13/Sec31 formt im nachsten Schritt die Kafig-ahnliche, aulere
Vesikelhulle durch die direkte Interaktion mit dem Sec23/24-Sar1-Komplex und
verstarkt dadurch die Krummung der ER-Membran. Die Polymerisierung der inneren
Hulle wird hierbei durch Sec16 unterstutzt und die Formation der COPII-Vesikel
abgeschlossen, indem Sec23 und Sec31 die GTP-Hydrolyse von Sar1 und das
Knospen des COPII-Vesikels vermitteln (Matsuoka et al., 1998; Zanetti et al., 2011).
Fur besonders groRe Frachtmolekile wie Kollagen kommen zusatzliche Rezeptor-
Komplexe wie TANGO1 (,transport and Golgi organization 1Y) und Sec12-
Bindepartner cTAGES zum Einsatz, die beide ebenfalls an den ERES eukaryotischer
Zellen generiert werden. TANGO1 interagiert hierbei direkt mit Sec23/Sec24 und
rekrutiert Membranen, die ERGIC-53 (,ER-Golgi intermediate compartment 53 kDa-
protein) enthalten, um groRere Frachtmolekile zu generieren (Raote et al., 2017;
Saito et al.,, 2009; Chioran et al., 2017). Nach abgeschlossenem Transport der
Sekretionsproteine fuhren weitere Prozesse dazu, dass die Transport-Vesikel wieder
aufgeschlossen und die COPII-Komponenten recycelt werden konnen (D’Arcangelo
et al., 2013; Saito et al., 2017). Interessanterweise fungieren einige ER-Cargos nicht
nur als zu transportierende Proteine, sondern erfullen eine aktive Rolle bei der
Kontrolle von Stabilitat, Geometrie und Dynamik des COPII-Mantels, wodurch sie in
der Lage sind, ihre eigenen Transportproteine zu formen und zu steuern. Eine
Schlusselrolle fur diese spezifische Interaktion spielen die Transportmotive von
Sec24 und Sar1 und deren entsprechenden Cargos, die beispielsweise durch
25



1 Einleitung

Phosphorylierung und den Zusammenbau polymerischer Cargo-Molekule beeinflusst
werden konnen (Venditti et al., 2014).

Sec23/24 Sec31/31
Sar1-GDP . ® o COPII
D Secl6 o

"\ Sar1-GTP o ®
Sec\12\b T —> TH-P\ : Tﬂ. Tﬁ_ Tﬁ - o -

el sl m——  —— b i

Cargo "Prebudding
complex”

Abb. 8: Bildung von COPII-Transport-Vesikeln. Vesikel mit einer Ummantelung des ,coat protein
complex 11* (COPII) sind fir den intrazellularen Transport von Frachtmolekiilen vom ER zum Golgi-
Apparat zustandig. Im ersten Schritt der Vesikel-Bildung wird hierfiir die kleine GTPase Sar1 (grau),
vermittelt durch das integrale Glykoprotein Sec12 (lila), aktiviert. Die Umwandlung von GDP in GTP
(D-T) resultiert hierbei in einer Konformations-Anderung der GTPase. Der ,Prebudding complex* wird
gebildet, indem Sar1 das Heterodimer Sec23/24 (blau) rekrutiert und die innere Hiille des Vesikels
geformt wird. Im Anschluss daran wird die Polymerisation durch Sec16 vermittelt und die duf3ere Hiille
aus Sec13/31 (griin) rekrutiert. Der nun vollstandig gebildete COPII-Vesikel kann anschlielend
abgeschniirt und zum Golgi transportiert werden.

Verandert: Yorimitsu et al., 2014

Neben der kleinen GTPase Sar1 konnte auch der GTPase Rab1 ein Einfluss auf die
COPII-Maschinerie nachgewiesen werden. Das Protein mit den beiden Isoformen
Rab1A und Rab1B ist im Golgi-Komplex und zwischen ER und Golgi lokalisiert und
wird fur den vesikularen Transport der Membranen von ER zu Golgi bendtigt
(Saraste et al., 1995; Tisdale et al., 1992). Der Isoform Rab1B konnte die direkte
Interaktion mit den COPII-Komponenten Sec23, Sec24 und Sec31 sowie Einflusse
auf die Sortierungsprozesse der Cargo-Molekile an den ERES nachgewiesen
werden. Dies spricht fir eine bedeutende, regulatorische Funktion bezuglich der
Vesikel-bildenden Maschinerie (Slavin et al., 2011).

Mehrere Studien der Interaktionen zwischen intrazellularen Transportmechanismen
und Pathogenen wie dem Hepatitis-C-Virus (HCV) konnten bereits zeigen, dass
CORPII als Frachtroute viraler Proteine oder ganzer Virionen verwendet wird (Syed et
al., 2017). Auch dem Ebolavirus-Protein VP40 konnte eine direkte Interaktion mit der
COPII-Untereinheit Sec24C nachgewiesen werden, was vermuten lasst, dass diese
Maschinerie von entscheidender Bedeutung bei der Morphogenese und Sekretion
vielfaltiger Pathogene ist (Yamayoshi et al., 2008).
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1.3.4.2 Das Sec23/24-Dimer

Die drei grundlegenden Komponenten eines COPIll-umhullten Vesikels sind die
beiden heterodimeren Komplexe Sec23/24 und Sec13/31 sowie das Initiator-Protein
Sar1. Hierbei wird die innere Hulle durch Sec23/24 gebildet, die aullere durch
Sec13/31, wobei sich zunachst ein ,Prebudding complex® aus Sar1 und Sec23/24
bildet (Barlowe, 1995; Bi et al., 2002; Miller et al., 2003). Die COPII-Vesikel-Bildung
wird unter anderem dadurch ausgelost, dass die GTPase Sar1 an ihr GTPase-
aktivierendes Protein (GAP) Sec23 bindet und daraufhin Sec24 die Bindung an
transmembrane Cargo-Proteine einleitet. Innerhalb mehrerer Studien konnte gezeigt
werden, dass die Cargo-Spezifitat von COPII-Vesikeln durch direkte Bindung an das
Sec23/24-Dimer vermittelt wird und die Formierung des initialen Komplexes aus
Sec23/24 und Sar1 zellular richtungsweisend fur die gesamte COPIlI-Maschinerie ist
(Cai et al.,, 2007; Bi et al., 2002). Die beiden strukturell ahnlichen Proteine des
Heterodimers unterscheiden sich hierbei jedoch stark in ihrer Funktionsweise und der
Paralog-spezifischen Entbehrlichkeit.

Sec23 konnte eine essentielle Rolle bei der Morphogenese der COPII-Vesikel
zugeschrieben werden. Hauptsachlich fungiert es als GAP der COPII-GTPase Sar1
beim initiativen Prozess der Vesikel-Bildung (Kodera et al., 2014). Das Protein
interagiert auflerdem physikalisch und funktionell mit Zellproteinen wie TRAPPI
(,transport protein particle 1“) und dem Dynaktin-Komplex, die sowohl in die Vesikel-
Bindung an Membranen als auch in den anterograden Transport entlang der
Mikrotubuli involviert sind. Dementsprechend kann Sec23 als die richtungsweisende
Verbindung der gesamten COPII-Maschinerie zum Mikrotubuli-getriebenen Transport
in Richtung des Golgis betrachtet werden (Fromme et al., 2008; Lord et al., 2011; Cai
et al., 2007). Das Sec23-Homolog NEL1 aus S. cerevisiae fungiert hingegen nach
bisherigen Erkenntnissen nicht als COPII-Untereinheit, zeigt jedoch ebenfalls starke
Sar1-GAP-Aktivitat (Kodera et al., 2014). In Saugern kommt das Protein in den zwei
Paralogen Sec23A und Sec23B vor, wobei sich jeweilige Gen-Defizienzen trotz
teilweise funktioneller Ubereinstimmung stark unterschiedlich auswirken konnen.
Storungen des sec23a-Gens konnen zu Anomalien des Knochenbaus aufgrund
fehlerhafter Kollagen-Sekretion beim Menschen und zu embryonaler Letalitat bei
Mausen durch Defekte am Neuralrohr fihren (Khoriaty et al., 2018; Zhu et al., 2015).
Ein defektes sec23b fuhrt zu Beeintrachtigungen der Entwicklung roter Blutzellen

beim Menschen und pranataler Letalitat bei Mausen aufgrund von Stérungen im
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Gewebe des Pankreas. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Phanotypen
teilweise mithilfe einer Expressionssteigerung der jeweils anderen Isoform
ausgeglichen werden konnen (Khoriaty et al., 2018, Tao et al., 2012).

Sec24 vermittelt den selektiven Transport von Membranproteinen des ER mittels
CORPII. Entsprechende Untersuchungen an dem Protein konnten hierbei mehrere
Bindestellen detektieren, die unabhangig voneinander eine Diversitat an Cargo-
Molekul-Motiven erkennen kénnen. Auch kann das Adaptor-Protein als Detektor der
zwei simultanen Signale von Frachtmolekulen und entsprechenden Rezeptoren
fungieren und dadurch ER-Export zusatzlich spezialisieren und antreiben (Pagant et
al., 2015). Bisher wurde gezeigt, dass Sec24-Homologe wie LST1 in S. cerevisiae
uber teilweise dieselben Bindesequenzen verfugen und in anderen Organismen
ahnliche Funktionen ausuben kénnen (Miller et al., 2003; Roberg et al., 1999). Das
Protein verfugt in Saugetieren Uber vier Paraloge, Sec24A, B, C und D, wobei deren
Sequenzen und Funktionen teilweise redundant sind. Isoform-spezifische
Runterregulation der jeweiligen Genexpressionen konnte zeigen, dass die Paraloge
unterschiedliche Bindemotive fur Frachtmoleklle erkennen konnen (Wendeler et al.,
2007). Studien an Sec24-defizienten Mausen zeigten aul3erdem, dass Stérungen der
Expression von sec24a nur zu sehr milden Effekten wie der Absenkung der
Cholesterin-Level im Blut fuhrte, wahrend eine sec24b-Depletion mittelschwere
Defekte im Neuralrohr der Embryonen zeigte. Im Gegensatz dazu brachten
Beeintrachtigungen der sec24c- und sec24d-Gene schwere Entwicklungsstorungen
und embryonale Letalitdt bei Mausen mit sich. Diese Effekte konnten nur teilweise
und Gewebe-spezifisch durch die anderen Paraloge ausgeglichen werden (Adams et
al., 2014; Baines et al., 2013).

Die Rekrutierung des funktionellen Heterodimers, bestehend aus dem 85 kDa-
grolRen Sec23 und dem 120 kDa-groRen Sec24, gemeinsam mit Sar1 an die ER-
Membran, konnte als notwendig und ausreichend fur die Formation Cargo-
enthaltender Vesikel-Vorstufen charakterisiert werden. Das Knospen solcher Vesikel
ist jedoch ohne die polymerisierenden Komponenten Sec13/31 nicht moglich. Daher
gilt das Sec23/24-Dimer als notwendig, aber nicht ausreichend fur die vollstandige
Reifung funktioneller COPII-Vesikel (Aridor et al., 1998).
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1.4 Zielsetzung

Die deutlich erhdhte Sterblichkeitsrate und die extremeren Krankheitsverlaufe durch
Koinfektionen beider Viren HBV und HDV sprechen fur eine hohe Bedeutung im
Bereich der human infizierenden Pathogene. Dementsprechend hat sich in den
letzten Jahrzehnten diesbezuglich ein weites Forschungsfeld gebildet, das die
molekularen Interaktionen der beiden Viren genauer beleuchten soll (Price, 2014).
HDV bendtigt als unvollstandiges Virus die Prasenz der HBV-Hullproteine in
derselben Zelle, um den infektiosen Lebenszyklus zu vervollstandigen. Diese
Interaktion findet zwischen dem Delta-Protein L-HDAg und dem kleinen HBV-
Hullprotein S statt, wahrend das grof3e Hullprotein L den hepatozellularen Eintritt und
die Ausbreitung beider Viren vermittelt (Shirvani-Dastgerdi und Tacke, 2015).

Interaktionen zwischen viralen Pathogenen und ihren Wirten kdnnen generell in zwei
Funktionsweisen gruppiert werden: intrinsische Verteidigungsmechanismen des
Wirtes, die durch das Pathogen unterdrickt werden mussen, und zellulare
Wirtsfaktoren, die fur die Vervollstandigung des pathogenen Lebenszyklus notwendig
sind. Innerhalb dieser Studie wurde sich auf die zweite Gruppe von Virus-Wirt-
Interaktionen fokussiert. Da sowohl HBV als auch HDV in Genom- und Protein-
Kapazitat beschrankt sind, sind beide Viren zur Komplementierung ihrer
Infektionszyklen auf die Interaktion mit zellularen Wirtsfaktoren angewiesen (Mitra et
al.,, 2018; Zeyen und Prange, 2018; Greco-Stewart und Pelchat, 2010). Dies
bedeutet auf der einen Seite eine hohe Effektivitat und Anpassung der Pathogene an
ihren Wirt, bietet auf der anderen Seite jedoch auch vielfaltige Moglichkeiten der
Intervention. In den letzten Jahrzehnten der Forschung an Virus-Wirt-Interaktionen
konnten mehrere Proteine der infizierten Hepatozyte identifiziert werden, die von den
Viren zu deren Vorteil rekrutiert werden (Gehring et al., 2014). Bereits der Eintritt in
die Wirtszelle geschieht durch die spezifische Interaktion der Virushulle mit dem
NTCP-Rezeptor der Leberzellen humaner und einiger nicht-humaner Primaten. Das
Blockieren des Rezeptors stellt daher bereits eine wertvolle, prophylaktische
Therapiemoglichkeit gegen sowohl HBV als auch HDV dar (Krepstakies et al., 2012;
Blank et al., 2016; Mitra et al., 2018). Auch ist bereits bekannt, dass HBV Teile der
zellularen Autophagie-Maschinerie als Morphogenese-Plattform flr dessen Virionen
verwendet und mit anderen Zellproteinen und -komplexen wie Rab-GTPasen, der

ESCRT-Maschinerie und der RNA-Polymerase |l direkt interagiert (Doring et al.,
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2018; Zeyen und Prange, 2018; Stieler und Prange, 2014; Nguyen et al., 2008). HDV
ist in ahnlicher Weise von mehreren Wirtsfaktoren abhangig. Das virale Genom
kodiert fur keine RNA-abhangige RNA-Polymerase und keine posttranskriptional
modulierenden Enzyme, die zur Replikation und fur die Synthese der beiden
Virusproteine bendtigt werden. Die gesamte HDV-Pathogenese ist daher deutlich von
der Interaktion mit Zellfaktoren abhangig (Greco-Stewart und Pelchat, 2010). Fur die
erfolgreiche Morphogenese beider Viren ist es notwendig, dass unterschiedliche
virale Komponenten sich verschiedener Transportrouten in der eukaryotischen Zelle
bedienen. So mussen beispielsweise die viralen Genome fur die Replikation durch
das Zytoplasma und via nuklearer Transportwege in die Kernpore transportiert
werden. Auch im spateren Verlauf der HBV-Pathogenese muss das Nukleokapsid im
Zytosol zur ER-Membran transportiert werden, um dort von den Hullproteinen
umschlossen werden zu konnen (Kann et al., 2007; Blondot et al., 2016). Es konnte
zudem gezeigt werden, dass sich HDV fur die erfolgreiche Morphogenese infektioser
Virionen an Clathrin-vermittelten Transportmechanismen bedient, die zwischen dem
trans-Golgi-Netzwerk und den Endosomen agieren (Huang et al., 2009).

Subvirale HDV-Partikel, die nur aus HDAg-L und HBsAg-S bestehen, kommen nach
bisherigen Erkenntnissen in vivo nicht vor, kdnnen jedoch als nicht-infektiocse Modelle
Erkenntnisse Uber das Zusammenspiel beider Viren liefern. Innerhalb dieser Arbeit
solliten daher solche HDV-SVPs konstruiert und hinsichtlich ihrer molekularen
Eigenschaften charakterisiert werden. Aufgrund der immensen Bedeutung von Virus-
Wirt-Interaktionen fur die Aufklarung der pathogenen Lebenszyklen und der
Entwicklung therapeutischer MalRnahmen wurde der Hauptaspekt dieser Arbeit auf
die Untersuchung intrazellularer Transportmechanismen im Kontext beider Viren
gelegt. Hierfur sollte die Bedeutung der ESCRT-Maschinerie, des Clathrin-
vermittelten und des COPII-vermittelten Vesikeltransports fur Morphogenese und
Sekretion subviraler HBV- und HDV-Partikel ergrindet werden. Dies dient dem
Zweck, eventuelle Gemeinsamkeiten sowie Unterschiede zwischen beiden Viren
hinsichtlich ihres Bedarfs an zellularen Faktoren aufzudecken und zukunftige
Moglichkeiten der Intervention beider Pathogenesen zu erkennen. Mogliche
Interaktionspartner aus zellularen Transportmaschinerien sollten detaillierter
bezlglich ihrer Rolle im Lebenszyklus infektioser HBV-Partikel untersucht werden, da
das Blockieren der HBV-Pathogenese auch eine Storung im HDV-Lebenszyklus

bedeuten wiirde.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellen

Tab. 1: Verwendete Zellen

Zellen Art; Hersteller

HuH-7 Menschliche hepatozellulare Karzinomzellen (Nakabayshi und Sato);

Japanese Collection of Research Bioresources, Japan

E. coli DH5a Kompetente Bakterienzellen; New England Biolabs, USA

2.1.2 Vektoren

Selbst hergestellte Plasmide sind im Ergebnisteil dargestellt. Die anderen

verwendeten Vektoren sind in folgender Tabelle zusammengefasst.

Tab. 2: Verwendete Vektoren

Vektor

Hersteller

p3xFlag-CMV-10

Sigma-Aldrich, USA

p3xFlag-CMV-14

Sigma-Aldrich, USA

pCMV.MYC Clontech Laboratories, Schweiz
pCMV.HA Clontech Laboratories, Schweiz
pCMV.Delta.HA Julianne Tiedemann, Mainz
pMSV.S.HA Carsten Lambert, Mainz

pCEP4ACMVASV40/1.1xHBV (Genotyp D)

Jens T. Stieler, Mainz

pFLAG.Sec24A

Karin Awe, Mainz

pSD33A Carola Klentsch-Zimmer, Mainz
pSR78K Carola Klentsch-Zimmer, Mainz
pSR79L Carola Klentsch-Zimmer, Mainz
pSR79K Carola Klentsch-Zimmer, Mainz
pSar1A.MYC.DDK OriGene Technologies, Inc., USA
pDHBV.SHA Reinhild Prange, Mainz

p123.HA Camille Sureau, Frankreich
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2.1.3 siRNAs

Im siRNA- ,Pool” wurden Ublicherweise vier vom Hersteller zusammengefluhrte
Zielsequenzen gleichzeitig verwendet. Als ,single® gekennzeichnete siRNAs
bestanden lediglich aus einer Sequenz. Die Kontroll-siRNA ,AllStars Neg. Control*
(Qiagen) besteht aus einer ,Nonsense®-Sequenz, die keinen posttranskriptionalen
Effekt hat.

Tab. 3: Verwendete siRNAs

siRNA Codogene Sequenz (5 nach 3) Hersteller

siControl AllStars Neg. Control siRNA Qiagen, Niederlande
siCHMP1A pool GAAGGUCUCCUCAGUGAUG Thermo Fisher Scientific, USA
GAGAACGCCAUCCGCAAGA
CACCGCGUCuuUGCccuuuau
GGUGUUGAGUUUCUGCAAA
siCHMP1B pool GAAGAUUUCUGCUUUGAUG Thermo Fisher Scientific, USA
GGAGCAGGAUGAACUGUCU
GAUAUGCUGCUCCAGGAAA
GAGGAUACACGCCGAAAAU
siCHMP2A pool AGGCAGAGAUCAUGGAUAU Thermo Fisher Scientific, USA
GCGCAAGUUUGUAUUGAUG
UUAAGAAGAUGGCCAAGCA
CAGAUGAGCUGUCGAACCU
siCHMP2A single | GCGCAAGUUUGUAUUGAUG Thermo Fisher Scientific, USA
siCHMP2B pool GAAGAUGGCUGGAGCAAUG Thermo Fisher Scientific, USA
UAAGGAAGCUUGCAAAGUU
GCUCGAAGCUUACCAUCUG
GCCAGGAUAUUGUGAAUCA
siCHMP3 pool UGACAGAAUUCUCUUUGAA Thermo Fisher Scientific, USA
GAAGAGCACAGAAGUGAUG
GGGCAAAGCACCCAGUAAA
AGAACCAGCUCGCGGUCUU
siCHMP4A pool CAAGGUAGAUGAACUGAUG Thermo Fisher Scientific, USA
UAAGAGAGCUGCCCUACAG
GGAAUUGGCCCAGGAGUUG
GAAGCAAUACAGAAACUGA

32



2 Material und Methoden

siCHMP4B pool AGGCAGAGAUCAUGGAUAU Sigma-Aldrich, USA
GCGCAAGUUUGUAUUGAUG
UUAAGAAGAUGGCCAAGCA
CAGAUGAGCUGUCGAACCU

siCHMP5 single CAGAAAGCCUUGCGAGUUU Sigma-Aldrich, USA

siCHMP6 pool UCACCCAGAUCGAAAUGAA Thermo Fisher Scientific, USA
CGCAAUCACUCAGGAACAA
GAGUACCAGCGGCAAAUAG
CGGAUUAACUCUCGACCGA

siCHC single AUCCAAUUCGAAGACCAAUTT Qiagen, Niederlande

siRab1A.NT GCACUACAACAGAUUCUUA Sigma-Aldrich, USA

single

siRab1B single

CUGCGGUGGGAUCUGAGUAUAU
u

Dharmacon, USA

siSar1A pool GAGCAAGCACGUCGCGUUU Dharmacon, USA
UUAAUGGGAUUGUCUUUCU
CUGGAAAACUUGUAUUCUU
GUGCAUGCAUUUCGUUUAU

siSar1B single GCAUAACUUGAAUUCAAUAUU Dharmacon, USA

siSec13 single GGAGGAGCAGAAGCUAGAAUU Dharmacon, USA

siSec13 _UTR GCACUCAUGUUACGAGGAAUU Dharmacon, USA

single

siSec23A single GUUAUGCUGGUAUAUCUGAUU Dharmacon, USA

siSec23B single CACGUUACAUCAACACGGAUU Dharmacon, USA

siSec24A single | GAGUCAGUGAGCCAAGGAUTT Sigma-Aldrich, USA

siSec24A pool CCAAGAAGGUAUUACAUCA Dharmacon, USA
CAAAUGCACGUCUAGAUGA
GGAAACUUCUUUGUUAGGU
GGUUGUAUUUCUCGGUAUU

siSec24B single

GCCGAUCCUGUCGAACGUAUATT

Sigma-Aldrich, USA

siSec24C single | GGCUGCUGUGUAGAUCUCUTT Sigma-Aldrich, USA
siSec24C single | GCAAACGUGUGGAUGCUUA Dharmacon, USA
siSec24D single | CUGUCUUACCCAGGAGGCUTT Sigma-Aldrich, USA
siSec31A single GACCUUUGUUUACAUGAUAUU Dharmacon, USA

siSec31B single

CAGGAAAUCUACUGAAUUA

Dharmacon, USA
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2.1.4 Antikorper

Tab. 4: Verwendete primare Antikorper

Primare Antikdrper

Antikorper

Hersteller

a-B-Aktin

Thermo Fisher Scientific, USA

a-Calnexin (Kaninchen)

StressGen Biotechnologies, Kanada

a-Calnexin (Maus)

Santa Cruz Biotechnology, USA

a-CHC (gg. Clathrin Heavy Chain)

BD Biosciences, USA

a-ERGIC-53

Santa Cruz Biotechnology, USA

ao-FLAG

Sigma-Aldrich, USA

a-HA

Covance, Deutschland

a-K1350 (gg. HBV.L)

AG Prange, Mainz

a-K38 (gg. HBV.S)

AG Prange, Mainz

a-K45 (gg. HBV.Core)

AG Prange, Mainz

a-K50 (gg. HDV.L)

AG Prange, Mainz

a-K52 (gg. HDV L)

AG Prange, Mainz

a-MYC Covance, Deutschland

a-PDI (Kaninchen) Santa Cruz Biotechnology, USA
a-PDI (Maus) StressGen Biotechnologies, Kanada
a-Sec24A Sigma-Aldrich, USA

a- a-Tubulin Sigma-Aldrich, USA

Tab. 5: Verwendete sekundare Antikorper

Sekundare Antikorper

Antikorper

Hersteller

a-Maus-POX (1:10000)

Dianova, Deutschland

a-Kaninchen-POX (1:10000)

Dianova, Deutschland

Alexa Fluor ® 488 a-Maus (1:200)

Alexa Fluor ® 546 a-Maus (1:400)

Alexa Fluor ® 647 a-Maus (1:125)

Alexa Fluor ® 488 a-Kaninchen (1:200)

Alexa Fluor ® 546 a-Kaninchen (1:250)

Alexa Fluor ® 647 a-Kaninchen (1:200)

Alexa Fluor ® 488 a-Ratte (1:250)

Thermo Fisher Scientific, USA
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2.1.5 Enzyme

Tab. 6: Verwendete Enzyme

Enzym

Hersteller

Antarktische Phosphatase (AAP)

New England Biolabs, USA

DNase | recombinant

Hoffmann-La Roche, Schweiz

DNA Polymerase |, Large (Klenow) Fragment

New England Biolabs, USA

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase

New England Biolabs, USA

Restriktionsendonukleasen

New England Biolabs, USA

T4 DNA Ligase

New England Biolabs, USA

Trypsin (2,5 %)

Thermo Fisher Scientific, USA

2.1.6 Primer

Im Folgenden werden alle verwendeten Oligonukleotide (Primer) angegeben, die bei

den Versuchen mit Polymerase-Kettenreaktion (PCR, s. 2.3.9 und 2.3.10) sowie

beim Sequenzieren zum Einsatz kamen. Die Primer wurden von Thermo Fisher

Scientific (USA) sowie Sigma-Aldrich (USA) bezogen und teilweise mittels des

Programms NEBaseChanger (New England Biolabs, USA) kreiert.

Tab. 7: Verwendete Primer fiir PCR, gPCR und Sequenzierungen

Primer Sequenz (5° nach 3Y)

CMV forward (StarSeq) CGC AAATGG GCG GTA GGC GTG
Core.Seq.f GCG CTG CAC TCC ACC ACG CCT
EBVrev (StarSeq) GTG GTT TGT CCAAACTCATC
Sar1A.f TTG GGC TTT ATG GAC AGA CC
Sar1A.r TTG AGC ACA CTG CAC ATG AA
Sar1B.f TGC AGG AAA AAC AAC ATT GC
Sar1B.r GGT CAG TTC TTC GGA AGT GG
Sec23A.f TGC GTT CCT CTG GGG TGG CA
Sec23Acr CCA GGC CCC TGA GTA GCA GGA
Sec23B.f ATG GTT GTACCC CTG GCT TG
Sec23B.r GCA GGG ACT CTT TGA GTG CT
Sec24A.f GTC TCC CTACAC CAACGGTC
Sec24A.r GAA GCG AAG GTGTCACTG GA
Sec24C f TGG CAG CAG TCATCAAACC
Sec24C.r GGT CCA CAA CAT ACG GTG AA
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Sec24D.f CAACTT CTT TGC CAA GTC AGC
Sec24D.r GAATTT CCC GGATGACCTTC
Sec31A.f ATC CAG ATG TGG GAT CTT CG
Sec31Ar CTC CAA GCA ATT GCC AAAAT
Sec31B.f GGA CCC TTC TCT GGACTT GA
Sec31B.r CCA GAC CAGCTT GTGAAAC
T7 kurz (StarSeq) AATACG ACT CAC TAT AGG

2.1.6.1 Mutagenese-Primer

Die nachfolgende Tabelle enthalt alle Primer, die fur Mutationen mittels Mutagenese-
PCR verwendet wurden (s. 2.3.3). Die Oligonukleotide wurden mittels
NEBaseChanger (New England Biolabs, USA) erstellt und Uber Thermo Fisher

Scientific (USA) erworben.

Tab. 8: Verwendete Mutagenese-Primer

Primer Sequenz (5° nach 3Y)

Sar1A.T39.f AAAACACTCTTCACATGCTC
Sar1A.T39.r TGC CGG CAT TAT CCA AAC CTAAG
S.HA.LL.f GCG GCACCAATTTTCTTT TGT CTT TGG
S.HA.LL.r CGG TGC AAA GGG ACT CAAGAT GCT G

2.1.7 Allgemeine Chemikalien

Die innerhalb dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen
bezogen: Merck KGaA (Deutschland), Hoffmann-La Roche (Schweiz), Carl Roth
(Deutschland), AppliChem (Deutschland), Biozym Scientific (Osterreich) sowie
Sigma-Aldrich (USA).

2.1.7.1 Reagenzien

Tab. 9: Verwendete Reagenzien

Reagenz Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Thermo Fisher Scientific, USA
Opti-MEM® Reduced Serum Medium Thermo Fisher Scientific, USA
OptiPrep™ Sigma-Aldrich, USA
Dynabeads® Magnetic Beads Thermo Fisher Scientific, USA
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Fluoprep

bioMérieux, Frankreich

Fotales Rinderserum (FCS)

Thermo Fisher Scientific, USA

Lipofectamine™ Reagent

Thermo Fisher Scientific, USA

Lipofectamine® RNAIMAX Reagent

Thermo Fisher Scientific, USA

PLUS™ Reagent

Thermo Fisher Scientific, USA

PureProteome™ Protein G Magnetic Beads

GE Healthcare Life Sciences, USA

peqGold TriFast

Peqlab Biotechnologie, Deutschland

ProLong® Diamond Antifade Mountant

Thermo Fisher Scientific, USA

Western Lightning® Plus-ECL

PerkinElmer, USA

Western Lightning® Plus-Ultra

PerkinElmer, USA

2.1.7.2 Kits

Tab. 10: Verwendete Kits

Kit

Hersteller

AFP ELISA Kit

Demeditec Diagnostics, Deutschland

Cytotoxicity Detection Kit"YS (LDH)

Hoffmann-La Roche, Schweiz

Direct-zol RNA MiniPrep Kit

Zymo Research, USA

FastStart Universal SYBR Green Master (Rox)

Hoffmann-La Roche, Schweiz

FastStart Universal Probe Master (Rox)

Hoffmann-La Roche, Schweiz

High Pure PCR Product Purification Kit

Hoffmann-La Roche, Schweiz

High Pure Viral Nucleic Acid Kit

Hoffmann-La Roche, Schweiz

Murex HBsAg ELISA Version 3

DiaSorin, Italien

PeqGold Plasmid Miniprep Kit |

Peqlab Biotechnologie, Deutschland

Plasmid DNA Purification NucleoBond® Xtra

Midi

Macherey-Nagel, Deutschland

Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit

New England Biolabs, USA

qScript™ cDNA Synthesis Kit

Quanta BioSciences, USA

2.1.7.3 Losungen und Puffer

Kulturmedien sowie Puffer fur den mikrobiologischen Einsatz (PBS, TBS, LB-

Medium) wurden nach Ausubel et al., 2003 angesetzt und verwendet. Die Ansatze

der Protein-Ladepuffer sind in folgender Tabelle festgehalten.
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Tab. 11: Herstellung von 1X und 4X Laemmli

Puffer

Ansatz

1X Laemmli

10 % Glycin

50 mM Tris-HCI (pH 6,8)
2 % SDS

10 % B-Mercaptoethanol

Spatelspitze Bromphenolblau

4X Laemmli

30 % Glycin

125 mM Tris-HCI (pH 6,8)
8 % SDS

10 % B-Mercaptoethanol

Spatelspitze Bromphenolblau

2.1.8 Software

Tab. 12: Verwendete Software

Software Hersteller

AxioVision 4.6 Carl Zeiss Microlmaging, Deutschland

Citavi 5.7 VS Swiss Academic Software, Schweiz

GENtle Magnus Manske, Deutschland

NCBI BLAST National Center for Biotechnology Information, USA

NEBaseChanger™ New England Biolabs, USA

Office 2013 Microsoft, USA

Photoshop Adobe Inc., USA

PlasmaDNA Angers-Loustau et al., 2007

TINA 2.09 Isotopenmessgerate GmbH, Deutschland
2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivierung von HuH-7-Zellen

Die hier verwendete Zellkulturlinie HuH-7 wurde in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) mit einem Zusatz von 10 % fotalem Kalberserum (FCS) und 5
pug/ml des Antibiotikums Ciprofloxacin (Fresenius) im Inkubator bei 37 °C und 5 %

CO> kultiviert. Zweimal

wochentlich wurden die Zellen innerhalb einer

Gewebekulturflasche passagiert, die Flasche alle zehn Tage durch eine neue ersetzt.
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FUr das Verdinnen der Zellen wurde zunachst das verbrauchte Medium abgesaugt,
anschlieend 10 ml einer 1X PBS-Losung (pH 7,2) mit 2,5 mM EDTA und 0,25 %
Trypsin hinzugegeben und nach kurzem Schwenken wieder abgesaugt. Nach etwa
5-minutiger Inkubation der Zellen bei 37 °C konnten diese in 10 ml DMEM abgel6st
und resuspendiert werden. Anschlief3end erfolgte die Verdunnung der HuH-7-Zellen
auf 1:10 und Hinzugabe von 20 ml frischem Medium. Die restlichen Zellen wurden
verworfen oder entsprechend anstehender Versuche gezahlt und in gewunschter
Konfluenz ausgesat. Die langfristige Lagerung der Zellen erfolgte in DMEM unter
Zusatz von 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in flissigem Stickstoff und etwa alle drei
Monate konnten konservierte Zellen entnommen, neu aufgetaut und Kkultiviert

werden.

2.2.2 Transfektionsmethoden

Die hier aufgefuhrten Experimente mittels Zellkultur erforderten das Einbringen von
zellfremder DNA oder RNA du somit die DurchfiGhrung unterschiedlicher
Transfektionsmethoden. Zur Suppression ausgewahlter Genexpressionen wurden
spezifische siRNAs in die Zellen gebracht, zur Untersuchung nicht-endogener
Proteine wurden Plasmid-DNAs in die Kulturen eingefuhrt.

2.2.2.1 Transfektion von siRNA

Die Transfektion von ,small interfering RNAs“ (siRNAs) in eukaryotische Zellen ist
eine effektive Methode der posttranskriptionalen Genregulation, die gezielt die
Expression spezifischer Gene herunter regulieren kann. Hierfur werden kurze RNA-
Molekule in die Zelle geschleust, die komplementar zu der Zielsequenz sind und
dementsprechend an diese binden. Diese sogenannte RNA-Interferenz fuhrt dazu,
dass die Proteinexpression des Ziel-Gens spezifisch unterbunden wird. Zur
Effizienziberprifung einer siRNA konnen die mRNA-Konzentrationen des Ziel-Gens
mittels gPCR ermittelt werden (s. 2.3.10.1). Fur die siRNA-Transfektion wurden HuH-
7-Zellen am Vortag mit einer Dichte von 50 % ausgesat und am darauffolgenden Tag
mithilfe des Reagenzes ,Lipofectamine RNAIMAX Transfection Reagent® und des
serumfreien Mediums Opti-MEM in folgenden Mengen gemald Herstellerangaben
behandelt. Die Zellen wurden anschlieend in antibiotikafreiem DMEM mit 10 % FCS
fur 48 - 120 h kultiviert.
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Tab. 13: Pipettierschema der siRNA-Transfektion

100 % 50 % siRNA | Opti-MEM RNAIMAX DMEM ohne
siRNA Antibiotikum
12-Well 1,8 ul 0,9 ul 100 pl 2 ul 1 mil
6-Well 4.5 ul 2,25 ul 250 pl 5ul 2,5ml

2.2.2.2 Transfektion von DNA

Far die transiente Expression nicht-endogener Proteine wurden die Zellen am Vortag
auf 80 % Konfluenz ausgesat und am folgenden Tag transfiziert. Das Einbringen
unterschiedlicher  Plasmid-DNAs in  HuH-7-Zellen  erfolgte  mittels der
Transfektionsreagenzien Lipofectamine™ LTX Reagent und PLUS™ Reagent sowie
des serumfreien Mediums Opti-MEM. Pipettierschema und Inkubationszeiten wurden
wie folgt nach Herstellerangaben umgesetzt. Nach 3 h Inkubationszeit bei 37 °C und
5 % CO2 im Brutschrank erfolgte der Wechsel zu Zellmedium mit FCS und
Antibiotikum (2 ml pro 12-Well, 3,5 ml pro 6-Well).

Tab. 14: Pipettierschema der DNA-Transfektion

DNA PLUS Opti-MEM Lipofectamine | Opti-MEM
12-Well | 1,6 ug 2,4 ul 40 pl 1,6 pl 0,32 ml
6-Well 4 ug 6 ul 100 pl 4 ul 0,8 mi

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von Escherichia coli

Der E. coli-Stamm DH5a wurde auf Agarplatten mit entsprechendem
Selektionsmarker Ampicillin oder Kanamycin bei 37 °C Uber Nacht im Bakterien-
Brutschrank inkubiert. Bakterienkulturen in Ansatzen von 5 bzw. 300 ml sterilem LB-
Medium und Selektionsmarker wurden uber Nacht unter Schutteln bei gleicher
Temperatur inkubiert werden. Langerfristige Lagerung der Stamme erfolgte als
Dauerkulturen in Kryorohrchen mit Glycerol bei -80 °C, wobei das Verhaltnis von
Medium und Glycerol bei 50 % liegt.
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2.3.2 Klonierungen

Fir die Konstruktion verschiedener Plasmid-Konstrukte wurden Restriktionsenzyme
der Firma New England Biolabs (NEB) verwendet. Nach Herstellerangaben wurden
Ansatze vorbereitet, die jeweils 1 - 2 pl (5-20 U/ul) Enzym und 10 % Reaktionspuffer
enthielten. Die Restriktionen wurden bei 37 °C fur 1 - 2 h inkubiert. Um eine
Religation des Vektors zu verhindern, wurde mittels des Enzyms Antarktische
Phosphatase (NEB) die Phosphatgruppen der Vektor-DNA entfernt. Uberhdngende
Enden (,sticky ends®) konnten bei Bedarf mithilfe des der DNA-Polymerase | Klenow
(NEB) zu glatten Enden aufgefullt werden (,blunt ends®). Beide Enzyme wurden
gemal der Herstellerprotokolle verwendet. DNA-Aufreinigungen wurden mithilfe des
,High Pure PCR Product Purification Kits“ (Hofmann-La Roche) durchgefuhrt werden.
Fragment und Vektor wurden mithilfe einer T4-Ligase (NEB) ligiert. Hierbei enthielt
der jeweilige Ligationsansatz in der Regel Vektor- und Fragment-DNAs im Verhaltnis
1:4, aullerdem 10 % T4-Puffer und 1 pl (400 U) Ligase. Die Inkubation wurde gemalf}
Herstellerangaben durchgefuhrt. Anschlie3end erfolgte die Transformation in den E.
coli-Stamm DHba.

2.3.3 Mutagenesen

Mithilfe des ,Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit® (NEB) und selbst designter
Mutagenese-Primer konnten gerichtete Mutationen in DNAs eingefuhrt werden.
Ansatze der entsprechenden Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden nach
Pipettierschema des Herstellers angefertigt. Die PCR-Schritte (s. 2.3.9) und
anschlielfende KLD-Reaktion zur enzymatischen Zerstorung der Matrize entsprachen
den Herstellervorgaben. Die im KLD-Mix enthaltenen Enzyme Kinase, Ligase und
Dnpl sind hierbei fur die Phosphorylierung und intramolekulare Ligation der PCR-
Fragmente sowie fur die enzymatische Zerstorung der Template-DNA zustandig.
AnschlieRend erfolgte die Transformation in den E. coli-Stamm DH5a.

2.3.4 Transformation und Ausplattierung

Zum Einbringen von Plasmid-DNA in E. coli wurde das Standardprotokoll zur
Bakterientransformation nach Ausubel et al., 2003 sowie die Herstellerangaben des
Mutagenese-Kits (NEB) angewandt. Es wurden entsprechende DNAs aus

Ligationsansatz (7,5 ul) oder KDL-Verdau (5 pl) verwendet (s. 2.3.2 und 2.3.3). Die
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anschliellende Ausplattierung erfolgte pro Ansatz auf jeweils zwei Platten mit
Selektionsmedium. Die Agarplatten konnten nun tber Nacht im Brutschrank bei 37
°C inkubiert und am nachsten Tag auf entsprechende Klone detektiert werden.

2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA entsprechend ihrer Grof3e wurden
Agarosegele mit einem Agarose-Anteil von 0,8 - 1,2 % durchgefuhrt. Die Gele
wurden in 1%igem Acetat-EDTA (TAE)-Puffer gegossen und bei 80 V in einer
Elektrophoresekammer, geflllt mit selbigem Puffer, fur etwa 30 - 60 Minuten
inkubiert. Auf einen 50 ml-Ansatz Agarosegel wurden 7 pl des interkalierenden DNA-
Farbstoffs Ethidiumbromid in einer Konzentration von 10 mg/ml hinzugefugt. Die
Detektion der entsprechenden DNA-Banden fand mittels UV-Gerat statt, wobei
Marker von 10 kb- und 1 kb-GroRe (Fermentas bzw. NEB) als Orientierung dienten.
Innerhalb der Klonierungsstrategien konnten korrekt identifizierte DNA-Banden aus
dem Gel isoliert und mithilfe des ,High Pure PCR Product Purification Kits“ (Roche)

aufgereinigt werden.

2.3.6 Plasmid-DNA-Praparation und -Messung

Entsprechend der Bakterienmenge wurden Ubernachtkulturen mithilfe des ,peqGold
Plasmid Miniprep Kits I (Peglab) in kleinem Format oder mithilfe des ,NucleoBond
Xtra Midi“ (Macherey-Nagel) in groRerem Format aufgearbeitet. Gepickte Klone aus
einer Transformation (s. 2.3.4) wurden in einer 5 ml-Kultur angeimpft, Dauerkulturen
oder grofRe Ansatze in einer Menge von 300 ml. Lyse der Bakterien, sowie Isolation
und Aufreinigung der Plasmid-DNA fanden nach Herstellerprotokoll statt; das DNA-
Pellet wurde in Nuklease-freiem Wasser gelost. Zur Ermittlung der Konzentrationen
wurden die DNAs am Spektrometer NanoDrop (Thermo Fisher) gemessen und ggf.
auf eine Menge von 1pg/ul verdunnt. Alle Zentrifugationsschritte fanden in der
Sorvall® RC-5B Refrigerated Superspeed-Zentrifuge (Du Pont Instruments) statt.

2.3.7 RNA-Praparation und -Messung

Die Isolation von mRNAs aus Zelllysaten erfolgte mittels ,peqGOLD TriFast®
(Peqlab). Im Anschluss daran konnten die RNAs mithilfe des ,Direct-zol RNA
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MiniPrep Kits“ (Zymo) aufgereinigt, in Nuklease-freiem Wasser gelost und

anschliellend am Spektrometer NanoDrop (Thermo Fisher) gemessen werden.

2.3.8 DNasel-Verdau und cDNA-Synthese

Zur Reinigung der extrahierten mRNAs fur die Detektion mithilfe einer gqRT-PCR (s.
2.3.10) erfolgte ein DNasel-Verdau, um jegliche DNAs zu entfernen. Dieser Verdau
wurde nach folgendem Pipettierschema im Thermo-Cycler (Eppendorf) fur 20
Minuten bei 30 °C und fur weitere 10 Minuten bei 75 °C durchgefuhrt.

Tab. 15: Pipettierschema des DNasel-Verdaus

Nuklease-freies Wasser ~7,5 ul
DNase I-Puffer (10X) 2yl
DNase | 0,5 ul
Template (RNA) ~10 pl (2,5 pg)
Total 20 pl

Als finaler Schritt der Probenaufbereitung wurden die mRNAs in cDNAs
umgeschrieben. Dies wurde mithilfe des ,qScript™ cDNA Synthesis Kits“ (Quanta)
nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt. Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz

mitgefuhrt, dem kein Enzym hinzugeflgt wurde.

Tab. 16: Pipettierschema der cDNA-Synthese

Nuklease-freies Wasser 3 ul
Puffer (10X) 4l
Reverse Transkriptase 1ul
Template (DNase |-Verdauansatz; RNA) 12yl
Total 20 pl

2.3.9 Klassische PCR

Klassische = Polymerase-Kettenreaktionen @ (PCRs) zur  Herstellung  und
Vervielfaltigung von PCR-Fragmenten wurden mithilfe der Q5®-Polymerase (NEB)

nach folgendem Schema pipettiert.
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Tab. 17: Pipettierschema einer klassischen PCR

5X Q5 Reaktionspuffer 5l
10 mM dNTPs 0,5
10 yM Forward Primer 1,25 yl
10 uM Reverse Primer 1,25 i
Template DNA (1 - 25 ng/ul) 1 pl
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase 0,25 pl
5X Q5 High GC Enhancer 5l
Nuklease-freies Wasser 10,25 yl
Total 25 pl

Die PCR konnte im Thermo-Cycler (Eppendorf) in folgenden Schritten durchgefuhrt
werden, wobei die Hybridisierungstemperatur je nach den Ansprichen des Primer-

Paars richtete.

Tab. 18: Temperatureinstellungen einer klassischen PCR

Schritt Temperatur Zeit

Initiale Denaturierung 98°C 30 Sek

25 Zyklen: Denaturierung 98°C 10 Sek
Hybridisierung 50 -72°C 30 Sek
Elongation 72°C 30 Sek/ kb

Finale Elongation 72°C 2 Min

Stopp 4-10°C

2.3.10 Quantitative PCR

Quantitative Echtzeit-PCRs (qRT-PCRs) konnen eingesetzt werden, um zellulare
Genexpressionslevel zu bestimmen. Zusatzlich zu der durch PCR bedingten
Amplifikation der DNA werden innerhalb der qPCR interkalierende
Fluoreszenzfarbstoffe gemessen. Die Signalstarke nimmt hierbei proportional zur
DNA-Menge zu, wodurch eine Quantifizierung der Nukleinsauren ermdglicht wird.
Mafgeblich fur die Interpretation der Ergebnisse ist der sogenannte ct-Wert, welcher
den PCR-Zyklus benennt, bei dem der Schwellenwert Uberschritten wird, ab dem die
Fluoreszenzstarke des PCR-Produkts die des Farbstoffs signifikant Ubersteigt. Alle
hier durchgefuhrten qPCRs wurden mithilfe des 7500 Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems) durchgefuhrt und Proben in Doppelbestimmung aufgetragen.
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2.3.10.1 qPCR mit SYBR Green

SYBR Green hat als interkalierender DNA-Farbstoff innerhalb der gPCR-Methode
Anwendung gefunden. Hierzu wurde folgendes Pipettierschema angewandt.

Tab. 19: Pipettierschema einer gPCR mit SYBR Green

Nuklease-freies Wasser 3 ul
10 yM Forward Primer 1 ul
10 uM Reverse Primer 1 ul
2X Mastermix SYBR Green 10 pl
Template (cDNA) 5l
Total 20 pl

Die DNA-Matrize wurde im Regelfall in einer Verdinnung von 1:10 eingesetzt.
Zusatzlich wurde die Effizienz der Amplifikation Uberpruft, in dem eine der Proben
(Ublicherweise die Kontrolle) in Verdunnungsstufen von 1:5 bis 1:20 eingesetzt
wurden. Als zellulare Referenz wurde jedes Primer-Paar sowie jede Probe gegen B-
Aktin normalisiert. Der Auswertung der Daten erfolgte gemal’ der AACt-Wert-
Methode. Die SYBR Green-basierte gqPCR wurde in folgenden Schritten
durchgefuhrt.

Tab. 20: Temperatureinstellungen einer gPCR mit SYBR Green

Schritt Temperatur | Zeit
Aktivierung der Uracil-DNA-Glykosylase 50°C 2 Min
Aktivierung der AmpliTag DNA-Polymerase 95 °C 10 Min
40 Zyklen: Denaturierung 95°C 15 Sek
Hybridisierung und Elongation 60 °C 60 Sek

95°C 15 Sek
Schmelzpunktanalyse 60 °C 60 Sek

95 °C 15 Sek
Stopp 4-10°C

2.3.10.2 Multiplex-gPCR

Zur Quantifizierung viraler DNA aus HBV Virionen und Nukleokapsiden wurde nach
entsprechendem Aufschluss der Proben und Immunprazipitation (s. 2.4.2) eine
spezifische TagMan™-basierte Multiplex-qPCR mit den interkalierenden Farbstoffen
Yakima Yellow® und 6-FAM-phosphoramidit (FAM) durchgefuhrt. TagMan-Sonden,
auch Hydrolyse-Sonden genannt, basieren auf dem Prinzip des ,Fluoreszenz
Resonance Energy Transfers” (FRET) und definieren sich durch einen Fluorophor-
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Farbstoff am 5-Ende und einen sogenannten ,Quencher”-Farbstoff am 3'-Ende eines
DNA-Abschnitts, der spezifisch an die zu amplifizierende DNA bindet. Raumliche
Nahe der beiden Farbstoffe bewirkt, dass das durch eine Lichtquelle entstehende
Fluoreszenzsignal des ersten Farbstoffs durch den Quencher absorbiert wird.
Dementsprechend fuhrt die spezifische Anlagerung von Sonde und DNA-Abschnitt
zu einer Aufhebung des Fluoreszenzsignals. Die innerhalb der gPCR verwendete
Tag-Polymerase ist jedoch durch ihre zusatzliche 5°-3‘-Exonuklease-Aktivitat in der
Lage, die gebundenen Sonden wahrend der Elongationsphase zu hydrolysieren.
Dadurch werden sowohl Reporterfarbstoff als auch Quencher freigesetzt und das
Fluorophor-Signal der Elongationsphase entsprechend der PCR-Produktmenge kann
innerhalb jedes weiteren Zyklus detektiert und quantifiziert werden. Zur
Differenzierung zwischen zuvor transfizierter und neu gebildeter HBV-DNA wurden
zwei unterschiedliche Sets an Hydrolyse-Sonden verwendet. Die an den Farbstoff
FAM gekoppelte Sonde erkennt und bindet hierbei an das S-Hullprotein-Gen im
HBV-Genom neu gebildeter DNA, wahrend das Yakima Yellow-gekoppelte Primerset
an das Hygromycin-Resistenzgen im transfizierten HBV-Plasmid bindet. Hierdurch
entsteht bei neu gebildeter Virus-DNA lediglich ein FAM-Signal, bei transfizierter
DNA hingegen eine Amplifikation mittels FAM sowie Yakima Yellow. Innerhalb dieses

Versuchs wurde nach folgendem Schema pipettiert.

Tab. 21: Pipettierschema einer Multiplex-gPCR

Nuklease-freies Wasser 4 ul

10 uM HBV_genome.F-Primer 0,4 ul
10 uM HBV_genome.R-Primer 0,4 ul
10 uM HYGRO -F-Primer 0,4 ul
10 uM HYGRO -R-Primer 0,4 ul
10 uM HBV-P-FAM-Probe 0,2 ul
10 uM HYGRO-P-YY-Probe 0,2 ul
2X Probe Mastermix 10 pl
Template (DNA) 5l

Total 20 pl

Zur Quantifizierung wurden eine HBV- sowie eine HYGRO-Standardreihe verwendet,
die fur jede qPCR neu angefertigt wurden. Sie beinhalteten Konzentrationen von
1x107" bis 1x108 fg/ul mit einem 10-fachen Verdiinnungsfaktor zwischen den Stufen.
Die Menge neu gebildeter HBV-DNA konnte nach Subtraktion der Hygromycin- von
den HBV-Werten ermittelt werden. Die Temperatureinstellungen der qPCR sind in
folgender Tabelle wiedergegeben.
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Tab. 22: Temperatureinstellungen einer Multiplex-gPCR

Schritt Temperatur | Zeit
Aktivierung der Uracil-DNA-Glykosylase 50°C 2 Min
Aktivierung der AmpliTag DNA-Polymerase 95 °C 10 Min
40 Zyklen: Denaturierung 95°C 15 Sek

Hybridisierung und Elongation 60 °C 60 Sek
Stopp 4-10°C

2.3.11 Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von der Firma StarSeq (Mainz) durchgefuhrt und
teilweise mit Firm-eigenen Primern absolviert. Als externe Primer wurden verwendet:
T7 kurz, CMV forward, EBVrev.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Lyse und Aufarbeitung der Zelluberstande

Der Aufschluss der transfizierten HuH-7-Zellen (s. 2.4.1) erfolgte i.d.R. auf Eis mittels
eines Lysepuffers, bestehend aus 1X TBS und 0,5 % NP-40. Hierzu wurden die
Zelluberstande verworfen oder gesichert bzw., weiterverarbeitet, die Zellen einmal
mit kaltem 1X TBS gewaschen und anschlieBend 20 Minuten auf Eis mit
uberschichtetem Lysepuffer inkubiert. Nach Zusammenschaben der Zellen erfolgte
ein 5-minutiger Zentrifugationsschritt bei 4 °C und 13000 rpm. Die im Pellet
enthaltenden Zelliiberreste wurden verworfen, der Uberstand gesichert und
entsprechendes Volumen von 30 - 60 pyl fir die elektrophoretische Auftrennung
abgenommen und mit 4X Laemmli im Verhaltnis 1:4 versetzt und aufgekocht werden.
Einige Experimente erforderten Aufschluss und Sicherung des gesamten
Zellinhaltes. Hierfir wurden die Zellen des Mediums entledigt und nach dem
Waschen mit 1X TBS in 250 - 300 pl 1X Laemmli direkt aufgenommen und
zusammengeschabt und 10 Minuten aufgekocht. Fur Immunprazipitation und
subzellulare Fraktionierungen wurden unterschiedliche Aufschlussmethoden und -
Puffer verwendet (s. 2.4.3 bzw. 2.4.4)

Die Zellkulturiberstande mussen fur den Nachweis viraler Partikel mittels SDS-
PAGE und Western Blot durch Ultrazentrifugation pelletiert werden. Das Medium

47



2 Material und Methoden

wurde hierfur mit einer 5 ml-Spritze abgenommen und durch einen Filteraufsatz mit
45 pm-Durchmesser in entsprechende Zentrifugenrohrchen (Seton Scientific) filtriert.
AnschlieRend konnten 600 pl 20%ige Sucrose der Probe mithilfe einer 1 ml-Spritze
und 26G-Kanule unterschichtet werden. Auf diesem Sucrosekissen wurde der
Uberstand bei 40000 rpm fiir 4 h bei 4 °C zentrifugiert, anschlieRend das Pellet des
Uberstandes gesichert und getrocknet. Nach Hinzugabe von 70 - 100 yl 1X Laemmli
wurden die Rohrchen mit Parafilm vorschlossen und gevortext, bevor sie uber Nacht
bei 4 °C gelagert wurden. Am darauffolgenden Tag erfolgte der Transfer des
gelosten Pellets in geeignete Reaktionsgefale und das Aufkochen der Proben.
Zelllysate sowie Uberstande konnten fiir eine Langzeitlagerung bei -20 °C

aufbewahrt werden.

2.4.2 Lyse und Aufarbeitung der HBV-Proben

Zelllysate und -Uberstande, die hinsichtlich ihrer Konzentration an intrazellularen
Nukleokapsiden und extrazellularen HBV-Virionen untersucht werden sollten, wurden
nach Gewinnung mithilfe einer spezifischen Immunprazipitation behandelt. Hierzu
wurden PureProteome™ Protein G Magnetische Beads (GE Healthcare) in
Vorreinigungs- und Waschschritten vorbereitet, mit den Kapsid- oder Hullprotein-
spezifischen Antikorpern a-K45 bzw. a-K1350 und a-K38 beschichtet und
anschliellend zur Prazipitation der Nukleokapside und Viren verwendet. Fur alle
Waschschritte kamen geeignete Magnetstander zum Einsatz.

Zunachst wurden 25 pl Beads pro Probe einmalig in je 50 pyl 1X PBS mit Ca?*/Mg?*
und 2 % FCS gewaschen, danach in 50 pl desselben Puffers aufgenommen. Die
Vorreinigung der Probe geschah mit je 20 pl gewaschenen Protein G Beads und 500
ul Zelllysat bzw. 1000 pl Uberstand fiir eine Stunde bei RT im Rotator. Gleichzeitig
konnten die restlichen 30 uyl Beads fur Zelllysate mit je 3,5 pl a-K45-Antikorper
beschichtet werden. Fir den Einsatz bei Zelliberstanden wurden nach der
Inkubation von je 3,5 pl a-K45 pro 30 ul Beads fur eine Stunde weitere 1,5 yl a-K38
sowie 1,2 yl a-K1350 verwendet und erneut fur eine Stunde bei RT auf dem Rotator
innkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 30 yl 1X PBS mit Ca?*/Mg?* und 2 %
FCS wurden die Beads in gleichem Puffervolumen aufgenommen. Die eigentliche
Prazipitation konnte anschlieBend mit den 30 pl gereinigten und beschichteten
Protein G Beads und je 500 pl vorgereinigtem Lysat oder Uberstand bei 4 °C ber
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Nacht auf dem Rotator erfolgen. Am darauffolgenden Tag wurden die Proben
abgenommen, die Beads dreimalig in 30 pl 1X PBS mit Ca?*/Mg?* gewaschen und in
je 200 pl Benzonase-Reaktionspuffer aufgenommen. Dies bezweckt, dass freie
Nukleinsauren degradiert werden konnten, wahrend die verpackte, virale DNA
geschitzt bleibt. Nach zweistiindiger Inkubation bei 37 °C im Uberkopfschttler war
die Immunprazipitation der HBV-Proben abgeschlossen. Die Zusammensetzung des

Benzonase-Puffers kann folgender Tabelle entnhommen werden.

Tab. 23: Zusammensetzung des Benzonase-Reaktionspuffers

Benzonase-Reaktionspuffer

1 % Benzonase (10 U/ul)
0,2 % Triton X-100
in 1X PBS mit Ca®*/Mg?*

Die Lyse der HBV-transfizierten Zellen geschah auf Eis unter vorheriger Abnahme
der Zelluberstande. Diese wurden fur 10 Minuten bei 2500 rpm und RT zentrifugiert
und der Uberstand in ein neues GefaR Uberfiihrt. Die Uberstéande konnten nun fiir die
Immunprazipitation verwendet werden. Die Zellen wurden zweifach mithilfe eines 1X
PBS/ Ca?*/Mg?*-Puffers gewaschen und mit Triton-Lysepuffer fiir 15 Minuten auf Eis
aufgeschlossen. Nach Lésen der Zellen und Uberfiihren in ein neues Gefal konnten
diese fur 15 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert werden. Der resultierende
Uberstand wurde gesichert und in der Immunprézipitation weiterverarbeitet.

Nach Prazipitation der Virionen und nackten Kapside aus den Lysaten und
Uberstdnden konnte die Isolation der viralen DNA mithilfe des ,High Pure Viral
Nucleic Acid Kits“ (Roche) durchgefuhrt werden. Anschlieend erfolgte die Detektion
mittels Multiplex-qPCR (s. 2.3.10.2).

2.4.3 Immunprazipitation

Zur Untersuchung von Interaktionen zwischen Proteinen wurden
Immunprazipitationsversuche (IP) durchgefuhrt. Superparamagnetische
Dynabeads®, kovalent gekoppelt mit Spezies-spezifischen Antikorpern (,sheep anti-
rabbit®, ,sheep anti-mouse®; Thermo Fisher), wurden mit verschiedenen primaren
Antikorpern verbunden. Entsprechende Antigene wurden mithilfe dieser Methode aus
Zelllysaten prazipitiert und interagierende Partner des gefallten Proteins im
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Anschluss mittels Immunblot detektiert. Fir den Umgang mit den Beads wahrend der
Waschschritte wurden speziell geeignete Magnetstander verwendet.

Pro Probe kamen 25 pyl Beads zum Einsatz, die nach zweifachem Waschen mit
PBS/BSA (0,1 %) in selbigem Puffer und mit gewunschten primaren Antikorpern Uber
Nacht bei 4 °C auf dem Rotator inkubiert wurden. Zur Entfernung ungebundener
Antikorper sowie zur Quervernetzung (,Crosslinking“) und Stabilisierung der
Antikorper-Antikorper-Komplexe wurden die Beads am nachsten Tag zunachst in 0,2
M Triethanolamin (pH 8,2) gewaschen und in 20 mM Dimethylpimelimidat (DMP) fur
45 Minuten bei RT rotiert. Nach Abnahme der Losung wurden die Beads in 50 mM
Ethanolamin in PBS gewaschen und anschlieBend in selbiger Losung fur eine
weitere Stunde bei RT auf dem Rotator inkubiert. Es folgten ein dreimaliges
Waschen in PBS/BSA (0,1 %)-Losung und Aufnahme der Beads in selbigem Puffer.
Eine Lagerung bei 4 °C bis zur Versuchsdurchfihrung war an diesem Zeitpunkt
moglich.

Die Lyse der Zellen erfolgte auf Eis nach einmaligem Waschen mit 1X TBS durch
Hinzugabe frisch hergestellter RIPA- oder CHAPS-Lysepuffer. Nach Inkubation fur 20
Minuten auf Eis wurden die Zellen zusammengeschabt und bei 13000 rpm bei 4 °C
fur 20 Minuten zentrifugiert. Von den Lysaten wurden pro Probe je 60 pl
abgenommen und mit 20 pyl 4X Laemmli aufgekocht (Input), der Rest der Lysate
wurde mit den Antikorper-beschichteten Beads versetzt und fur 3 h bei 4 °C auf dem
Rotator inkubiert. Nach Prazipitation wurde das Lysat abgenommen, die Beads in
entsprechendem RIPA- oder CHAPS-Waschpuffer dreimal sowie anschlielend
einmal mit 1X PBS gewaschen und zum Schluss mit 70 pl 1X Laemmli aufgekocht.
Die Detektion erfolgte mittels elektrophoretischer Auftrennung und Immunblot. Die
wahrend der Immunprazipitation verwendeten Puffer wurden in folgender

Zusammensetzung verwendet.
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Tab. 24: Zusammensetzung der Lysepuffer fiir Inmunprazipitationen

Puffer Zusammensetzung Puffer Zusammensetzung
200 mM NaCl ?gomrlr\w/IMTrr\IJ:gCI
CHAPS- 50 mM HEPES (pH 7.5) RIPA- 1 mM EDTA
2 % Chaps 0
Lysepuffer Lysepuffer 1 % NP-40
20 mM NEM o
1X Proteaseinhibitoren 0,5 % DOC
1X Proteaseinhibitoren
50 mM Tris-HCI
CHAPS- ggomTﬂMH'\é"’;,CE'S (oH 7.5) RIPA- 150 mM NaCl
Waschpuffer 0.5 % Chaps prf Waschpuffer | 0,5 % NP-40
2 7o N8P 0,1 % DOC

2.4.4 Fraktionierungsmethoden

Innerhalb  dieser Arbeit wurden unterschiedliche Fraktionierungsmethoden
angewandt, um je nach Fragestellung die Verteilung spezifischer Proteine innerhalb
der Zelle zu untersuchen. Die Methoden unterscheiden sich hinsichtlich des
zellularen Aufschlusses und der Lysepuffer, sowie der anschlieRenden Trennung der
Lysate in unterschiedliche Fraktionen je nach Ldslichkeit, Lipidanteil oder Dichte. Alle
hier verwendeten Zentrifugenrohrchen SW40, 55, 60 stammen von der Firma Seton
Scientific und entsprechen den verwendeten Rotorengrof3en der Ultrazentrifuge
Optima™ LE-80K (Beckman Coulter).

2.4.41 Subzellulare Fraktionierung mit Temperaturshift

Die subzellulare Fraktionierung mittels Temperaturshift-Lyse ermoglicht die Detektion
eines bestimmten Proteins in l6slichen oder unloslichen Fraktionen und gibt
dementsprechend Informationen Uber dessen Konfiguration und Verteilung innerhalb
der Zelle. HierfUr wurden transfizierte Zellen im 6-Well auf Eis in speziellem Hypo-
Puffer lysiert. Nach Absaugen des Mediums und zweimaligem Waschen mit 1X TBS
konnten pro Well 250 ul des Puffers hinzugefugt und fur 10 Minuten auf Eis inkubiert
werden. Je nach Bedarf wurden zwei oder drei Wells mit identischer Transfektion
nach Zusammenschaben der Zellen zusammengefuhrt. Der eigentliche
Zellaufschluss erfolgte mittels abwechselnder Inkubation der Zellen fur je 5 Minuten
in flussigem Stickstoff sowie in einem 37 °C-warmen Wasserbad. Nach dreimaligem
Wechsel zwischen extrem kalter und optimaler Temperatur wurde den mechanisch
aufgebrochenen Zellen jeweils 1 M NaCl hinzugefuhrt mit anschlielfiender

Zentrifugation fur 25 Minuten bei 2000 rpm und 4 °C. Die Pellets nach diesem Schritt
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wurden verworfen, die Uberstande erneut fir 30 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Die hieraus resultierenden Uberstdnde wurden als Fraktionen mit
I6slichen Proteinen (S-Fraktionen) gesichert und mit 10%igem NP-40 versetzt. Die
Pellets aus diesem Schritt wurden in je 250 pl Hypo-Puffer geldst, anschliel3end mit 1
M NaCl sowie 10%igem NP-40 versetzt, sowie fur 20 Minuten auf Eis inkubiert und
danach fur 5 Minuten bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die entstandenen
Uberstande wurden als Fraktionen unldslicher Proteine gesichert (P-Fraktionen). Von
S- und P-Fraktionen konnten letztendlich Proben abgenommen, mit 4X Laemmli
versetzt und mittels SDS-PAGE und Western Blot ausgewertet werden. Der fur diese

Lyse verwendete Puffer wurde nach folgendem Schema angesetzt.

Tab. 25: Zusammensetzung des Hypo-Lysepuffers

Hypo-Puffer

10 mM Tris-HCI (pH
7,5)

1,5 mM MgCl,

10 mM NacCl

1X Proteaseinhibitoren

2.4.4.2 Flotationsassay

Die Flotationsanalyse ist eine Methode zur subzellularen
: ™
Fraktionierung mithilfe der Ultrazentrifugation eines lodixanol-

Gradienten (OptiPrep™, Sigma-Aldrich). Sie ermdglicht die

Erstellung des Flotationsprofils eines bestimmten Proteins

e . L . . . 5%
hinsichtlich seiner Membranassoziation. Die transfizierten Zellen im

6-Well-Format wurden hierbei nach einmaligem Waschen mit 1X i

PBS in einem spezifischen Homogenisierungs- Puffer (HB-Puffer) fur

15 Minuten auf Eis lysiert sowie zusammengeschabt und

40 %
4
Lysat

Danach erfolgte der mechanische Aufbruch der Zellen mittels 5- \ /

anschlielend jeweils 2 Wells zu einer Probe von 500 pl vereint.

maligem Aufziehen der Proben mit einer 1 ml-Spritze und 26G- x
W0

Kanlle sowie anschlieBendem 25-fachen Pottern in einem
Abb. 9: Aufbau

Homogenisator. des Flotations-
Nach dem Zentrifugationsschritt von 10 Minuten bei 4 °C und 2500  9radienten
rom wurden 300 ul der Uberstande auf den Boden der Zentrifugationsréhrchen

SW60 gegeben und mit 1,2 ml 40%igem OptiPrep gemischt; der Rest des Lysats
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wurde eingefroren. AnschlieRend erfolgte die Uberschichtung des Gradienten,
bestehend aus 1,7 ml 30%iger und 0,8 ml 5%iger OptiPrep-Losung (s. Abb. 9). Das
Flotieren der Probe fand bei 45000 rpm und 4 °C fur 3 h in der Ultrazentrifuge statt.
Danach konnten die Gradienten von unten nach oben in 10 Fraktionen von je 400 pl
abgenommen werden. Nach TCA-Fallung wurde die Verteilung des Ziel-Proteins
mithilfe von SDS-PAGE und Immunblot detektiert. HB-Lysepuffer sowie der
Verdunnungspuffer der OptiPrep-Gradienten (VB-Puffer) wurden nach folgendem
Schema angefertigt.

Tab. 26: Zusammensetzung von HB- und VB-Puffer

HB VB
8,5 % Sucrose 8,5 % Sucrose
1 mM EDTA 6 mM EDTA
20 mM HEPES 120 mM HEPES
2 mM CacCl, 12 mM CaCp
pHauf 7,4

2.4.4.3 Casiumchlorid-Dichtegradienten

Mithilfe der Casiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation konnen
Zellkompartimente bzw. virale Partikel entsprechend ihrer Dichte

fraktioniert werden. Der hier durchgefuhrte Zellaufschluss erfolgte

gemal Temperaturshift-Protokoll (s. 2.4.4.1), wobei pro Probe Lysat
jeweils drei 6 Wells gleicher Transfektion vereinigt wurden. Fur die 10%
weitere Verwendung der Lysate fur die subzellulare Fraktionierung 20 %

mittels Gradienten wurden lediglich die S-Fraktionen verwendet, die S

P-Fraktionen verworfen. Durch Verwendung eines TNE-
Verdunnungspuffers konnten verschieden konzentrierte e
Casiumchlorid (CsCl)-Stufen angesetzt und als Gradient in SW40-

50 %
Zentrifugenrohrchen Uberschichtet werden (s. Abb. 10). 500 pl der \—/

sSwao

Probe wurden zuletzt aufgetragen, die Gradienten dann fur 16 h

bei 35000 rpm und 10 °C zentrifugiert, sowie am darauffolgenden ﬁ‘:: 'C1S%|‘_°‘Ufba”

Tag von oben nach unten in 14 Fraktionen von je 750 pl unterteilt. Gradienten
Die Detektion erfolgte hier via Refraktometer sowie unverdinnt im HBsAg-ELISA (s.

2.4.9.2)
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Tab. 27: Zusammensetzung der CsCI-Stufen und des TNE-Verdiinnungspuffers

% CsCl TNE Stufengrofe TNE-Puffer

10 29 Auf 20 ml 2mi

20 44 2mi 10 mM Tris-HCI

30 69 2 ml (pH 7,5)

40 8¢ 2 ml 150 mM NaCl

50 10g 2 ml 1 mM EDTA
Probe 0,5 ml

2.4.4.4 Sucrose-Dichtegradienten

Statt mit Casiumchlorid konnten Gradienten ahnlichen Typs mit unterschiedlich hoch
konzentrierten Sucrose-Losungen bereitet werden. Die Lyse der Zellen erfolgte
mithilfe des Temperaturshift-Aufschlusses unter Zusammenfuhrung von je drei 6-
Wells transfizierten Zellen und Weiterverwendung der S-Fraktionen (s. 2.4.4.1).
Uberstdnde wurden nach Pelletierung mittels Ultrazentrifugation (s. 2.4.1) in je 200 l
TNE-Puffer aufgenommen, Uber Nacht bei 4 °C inkubiert und anschlie3end vereinigt.
Der hier verwendete TNE-Puffer unterschied sich verglichen mit dem der
Casiumchlorid-Gradienten durch seinen Gehalt an Tris-HCI und NaCl (vgl. Tab. 27)
und wurde nach folgendem Schema angesetzt.

Tab. 28: Zusammensetzung des TNE-Verdiinnungspuffers

TNE-Puffer
20 mM Tris-HCI (pH 7,5)
140 mM NaCl
1 mM EDTA
Die Herstellung der Sucrose-Gradienten erfolgte durch Ansetzen Tysat

0%

unterschiedlich hoch konzentrierter Losungen aus einer 2 M
10%

Sucrose-Losung und TNE-Puffer. Die Stufen wurden von unten nach poee

oben in SW40-Rohrchen gegossen und anschlieRend ohne Probe fur 30 %
4 h bei 4 °C inkubiert (s. Abb. 11). Danach erfolgten der Lysat- 37%
Auftrag von 500 pl und der zweite Zentrifugationsschritt von 16 h bei 4%
35000 rpm und 4 °C. Am darauffolgenden Tag konnten die i

68 %
Gradienten in je 14 Fraktionen zu 750 yl abgenommen werden und
mittels Refraktometer sowie unverdiinnt im HBsAg-ELISA i

ausgewertet werden (s. 2.4.9.2). Die Sucrosestufen wurden nach  Abb. 11: Aufbau
des Sucrose-

folgendem Schema erstellt und gegossen. gradienten
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Tab. 29: Zusammensetzung und GroBe der Sucrose-Stufen

% Sucrose* TNE Stufengrofle
68 10 ml - 1,2 ml
54 8 ml 2ml 1,4 ml
44 6,5 ml 3,5 ml 1,4 ml
37 5,5 mi 4,5 ml 1,4 ml
30 4,5 ml 5,5 ml 1,4 ml
20 3ml 7ml 1,4 ml
10 1,5 ml 8,5 ml 1,4 ml
0 - 10 ml 0,3 ml
Probe 0,5 ml

2.4.4.5 lodixanol-Dichtegradienten

Die lodixanol-Lésung OptiPrep™ (Sigma-Aldrich), die fiir das Flotationsassay
verwendet wurde, kann ebenfalls fur die Dichtegradientenzentrifugation zum Einsatz
kommen. Diese Fraktionierung wurde mithilfe eines Homogenisierungsmediums
(HM) und eines Verdunnungspuffers (VP), sowie unterschiedlicher lodixanol-
Konzentrationen durchgefuhrt. Die Puffer wurden nach folgendem Rezept angesetzt.

Tab. 30: Zusammensetzung der lodixanol-Puffer

Homogenisierungsmedium (HM) Davon 5 ml | Verdiinnungspuffer
250 mM Sucrose * 158())<UI 250 mM Sucrose
1 mM EDTA 6 mM EDTA

10 mM HEPES (pH 7.4) Emii?:n 60 mM HEPES (pH 7.4)

Nach Verwerfen des Zellmediums wurden die Zellen auf Eis zweimal
mit 1X PBS und einmal mit HM gewaschen. 270 pyl HM mit 1X
Proteaseinhibitoren konnten pro Well fur die Lyse verwendet werden. Lysat

Direkt darauf wurden die Zellen zusammengeschabt, je drei Wells i

vereinigt (810 pl) und je 12-mal mit einer 1 ml-Spritze sowie 26G-

Kanule passagiert. Nach einem Zentrifugationsschritt von 5 Minuten 15%
bei 4000 rpm und 4 °C konnte der postnukledre Uberstande (PNS)

abgenommen und auf die vorgeformten Gradienten geladen werden

20 %

(s. Abb. 12). Die Stufen wurden hierbei aus einer 25%igen OptiPrep-

25%
Verdinnung und HM erstellt und in einem SW40-Rohrchen U
uberschichtet, anschlieBend bis zum Rand mit 10%igem sW 40

lodixanol aufgeflullt und zunachst fur 45 Minuten bei RT in  Abb. 12: Aufbau

. des lodixanol-
horizontale Lage gebracht. Nach Abnahme von 600 pl der gradienten
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obersten Schicht wurden die Gradienten fur weitere 4 h bei 35000 rom und 4 °C
ohne Probe zentrifugiert. Danach konnten weitere 800 pl abgenommen und das
Zelllysat aufgeladen werden. Mit Probe wurde fur weitere 3 h bei 35000 rpm und 4 °C
zentrifugiert, danach in je 30 Fraktionen von 380 pl unterteilt. Die Auswertung fand
mittels Refraktometer sowie SDS-PAGE und Western Blot statt. Die Fraktionen
wurden zu diesem Zweck mit jeweils 20 yl 10%igem NP-40 versetzt, fur 20 Minuten
auf Eis inkubiert und anschliefend mit TCA gefallt (s. 2.4.5). Herstellung sowie
Auftragen der Stufen erfolgte nach folgender tabellarischer Aufstellung.

Tab. 31: Zusammensetzung und GroBe der lodixanol-Stufen

% 25 % OptiPrep HM-Puffer Stufengrofle

25 10 ml 0ml 2,7 ml

20 8 ml 2ml 2,7 ml

15 6 ml 4 mi 2,7 ml

10 4 mi 6 ml 2,7 ml

10 Auffillen 1,4 ml
Probe 0,8 ml

2.4.5 TCA-Fallung

Eine klassische Methode zur Fallung aller Proteine in einer Losung ist die
Verwendung von Trichloressigsaure (TCA) sowie Aceton. Diese Fallungsmethode
kam innerhalb einiger subzellularer Fraktionsmethoden zum Einsatz. Hierfur wurden
entsprechende Proben zunachst mit 100%igem TCA mit einem Volumen von 1/10
des Lysats versetzt. Nach grundlichem Vortexen musste die TCA-versetzte Probe
uber Nacht bei 4 °C inkubiert werden. Am darauffolgenden Tag wurde das Lysat
zunachst fur 30 Minuten bei 4 °C und 13000 rpm zentrifugiert und entstandener
Uberstand verworfen. Nach kurzen Trocknen wurde das Pellet mit 500 ul 5%igem
TCA versetzt und bei selber Temperatur und Drehgeschwindigkeit fur 5 Minuten
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde letzter Schritt mit 500 pl
100%igem Aceton wiederholt und die Probe nach dem letzten Zentrifugationsschritt
fur einige Minuten getrocknet. Zuletzt konnten die pelletierten Proteine in 70 pl 1X

Laemmli aufgekocht und anschlieRend fur die SDS-PAGE verwendet werden.

2.4.6 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts kann die

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ~ (SDS-PAGE) verwendet
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werden (Laemmli, 1970). Falls die aufzutragenden Proben nicht bereits in 1X
Laemmli aufgenommen wurden, mussten samtliche Lysate mit entsprechender
Menge 4X Laemmli (Endverhaltnis 1:4) versetzt und aufgekocht werden. Die
hitzedenaturierten Proteine kdnnen anschlieBend auf ein 7,5 - 15%iges SDS-Gel
aufgetragen und bei 200 V und 75 mA fur ca. 3 h getrennt werden. Die Konzentration
des Gels ist hierbei abhangig von gewunschter Auftrennung sowie Grolde der
Proteine. Die Gele wurden nach folgender Rezeptur gegossen. Losung B besteht
hierbei aus 1,5 M Tris-HCI, und 0,4 % SDS (pH 8,8), Losung C aus 0,5 M Tris-HCI
und 0,4 % SDS (pH 6,8).

Tab. 32: Zusammensetzung der SDS-Gele

Trenngel 7.5 % 10 % 12,5 % 15 %
Bidest. (ml) 17,2 14,2 11,3 8,4
Polyacrylamid (ml) 8,8 11,7 14,6 17,5
Lésung B (ml) 8,8 8,8 8,8 8,8
10 % APS (pl) 350 350 350 350
TEMED (pl) 17,5 17,5 17,5 17,5
Gesamt (ml) 35 35 35 35

Sammelgel 5%

Bidest. (ml) 8,8

Acrylamid-Stammlésung (ml) 25

Lésung C (ml) 3,75

10 % APS (pl) 150

TEMED (ul) 15

Gesamt (ml) 15,2

2.4.7 Western Blot

Das Western Blot-Verfahren, das im Anschluss an die SDS-PAGE durchgefuhrt
werden kann, erlaubt, die aufgetrennten Proteine in der Gelmatrix auf eine Membran
zu ubertragen und fur Immundetektionen zuganglich zu machen. Fur die hier
aufgefuhrten Versuche wurden Nitrozellulose (NC)-Membranen innerhalb des ,Tank-
Blot-Systems® verwendet. Die NC-Membran wurde daher direkt auf das Gel
geschichtet, umgeben von jeweils zwei Lagen Whatman-Papier (VWR) unterhalb und
unterhalb, sowie ein bis zwei Schwammen ganz auflen. Diese sogenannte
»~>andwich“-Konstruktion wurde innerhalb passender Mappen zusammengehalten.
Von hoher Wichtigkeit ist, den gesamten Aufbau und die einzelnen Schichten standig

mit Blot-Puffer feucht zu halten und die unterschiedlichen Lagen von Luftblasen zu
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befreien, die beim Vorgang des Protein-Transfers storend sein wirden. Die fertig
konstruierte Mappe konnte in vertikaler Lage innerhalb einer entsprechenden
Laufkammer befestigt werden und komplett von Puffer Gberdeckt werden. Der hier
verwendete Transferpuffer besteht aus Tris-Glycin-Puffer (10 % Anteil), 100%igem
Methanol (20 %) und Bidest. Der Transfer wurde bei 400 mA fur 1 - 2 h durchgeflhrt,
wobei bei kleineren Proteinen eine kiirzere Ubertragungs-Zeit bevorzugt wurde.

Eine erfolgreiche Proteinubertragung auf die NC-Membran sowie das Vorhandensein
von Luftblasen konnte nach Transfer mithilfe einer Ponceau S-Farbelosung uberpruft
werden. Die reversible Farbung wurde durch mehrfaches Waschen der Membran mit
1X PBS mit 0,1 % Tween-20 (1X PBS-Tween) aufgehoben. Das Blockieren freier
Bindestellen der Membran konnte mithilfe einer 5%igen Ldsung aus
Magermilchpulver und PBS-Tween fur 30 Minuten, bei Raumtemperatur auf dem
Schuttler durchgefuhrt werden. Im Anschluss daran wurde der primare Antikorper in
entsprechender Verdunnung nach Herstellerangaben in Milchlosung auf die
Membran gegeben und dieses bei 4 °C uber Nacht auf dem Schuttler inkubiert. Vier
jeweils 15-Minutige Waschschritte mit 1X PBS-Tween wurden am nachsten Tag
durchgefuhrt, um die Membran vollstandig von ungebundenem Antikorper zu
befreien. Anschlieend wurde der sekundare Antikorper in einer Verdinnung von
1:5000 oder 1:10000 in Magermilchlosung fur eine Stunde bei RT auf dem Schuttler
inkubiert. Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS-Tween fur jeweils 15 Minuten
wurde im letzten Schritt mit 1X PBS gewaschen. Die anschlielende Detektion der
Immunreaktion erfolgte mittels Chemilumineszenz des sekundaren Peroxidase
(POX)-gebundenen Antikorpers. Zu diesem Zweck kamen die Western Lightning
Plus-ECL-L6sungen Luminol und Wasserstoffperoxid zum Einsatz, die im Verhaltnis
1:1 auf die Membran gegeben wurden. Nach Benetzen der Membran mit den
Detektionsflissigkeiten konnte eine Auswertung der spezifischen Antikorperbanden
auf Rontgenfiimen (Amersham Hyperfiim, GE Healthcare) innerhalb eines
Dunkellabors stattfinden. Hierfur wurden die notwendigen Flussigkeiten Entwickler

und Fixierer (Sigma-Aldrich) in einer Verdunnung von 1:4 verwendet.
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2.4.8 Immunfluoreszenz

Fur die Proteindetektion mittels Fluorophor-markierter Antikorper wurden HuH-7 nach
zwei bis vier Tagen transienter Expression im 12-Well passagiert und auf
Deckglaschen ausgesat. Hierfur wurde zunachst das Zellmedium abgesaugt und
anschlieBend je 1 ml der PBS/EDTA/Trypsin-Losung (s. 2.2.1) auf die Zellen
gegeben, abgesaugt und die 12-Well-Platte kurz bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.
Im Anschluss daran wurden je nach Dichte der Zellen ca. 800-1000 yl DMEM pro
Well hinzugegeben, die Zellen resuspendiert und in einer Verdinnung von 1:5 bis
1:10 auf die Deckglaschen frischer Wellplatten gegeben. Nach einem weiteren Tag
konnten die transfizierten, auf Deckglaschen befindlichen Zellen mittels Methanol
oder Paraformaldehyd (PFA) fixiert und entsprechend der jeweiligen Immundetektion
gefarbt werden.

Zur Fixierung mittels Methanol wurden zunachst das Zellkulturmedium entfernt,
anschlielend die Zellen mehrmals mit 1X PBS gewaschen und danach mit 500 —
1000 pl 100%igem Methanol und 0.2 M EGTA (pH 7,5) im Verhaltnis 9:1 versetzt und
fur 10 Minuten bei -20 °C inkubiert. Nach Abnahme des Methanols erfolgte erneut
mehrfaches Waschen mit 1X PBS, sowie die anschliellende Lagerung der fixierten
Zellen in PBS bei 4 °C oder die anschlieBende Antikorperbehandlung. Das Fixieren
mittels PFA erfolgte nach selbigem Muster: zunachst wurden die Zellen gewaschen,
anschliefend erfolgte die Hinzugabe von 500 - 1000 pl PFA, die Inkubation bei RT
fur 15 Minuten und das erneue Waschen und anschlieendes Lagern oder
Weiterverwenden der fixierten Platten. Im Fall der Weiterverwendung musste im
Anschluss an die PFA-Fixierung die Permeabilisierung der Zellen mittels 0,2%igem
Triton X-100 in PBS fur 15 Minuten bei RT erfolgen, um eine Durchlassigkeit der
Zellmembranen fur die Antikdrperbehandlung zu erreichen.

Zu Beginn der Immundetektion wurden die Methanol- oder PFA-fixierten Zellen fur 30
Minuten bei RT in 1%iger Losung Bovines Serumalbumin (BSA) in 1X PBS blockiert.
Danach konnten die gewunschten primaren Antikorper in PBS/BSA-Verdinnungen
nach Herstellerangaben fur 1 Stunde bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank
inkubiert werden. Zweifaches Waschen in 1X PBS und einmaliges Waschen in
PBS/BSA fur je 10 Minuten auf der Wippe bereitete die Zellen im Anschluss daran
auf die Hinzugabe der Fluorophor-markierten sekundaren Farbstoffe vor, die nach
Herstellerangaben konzentriert in PBS/BSA angewandt wurden (s. 2.1.4). Fur alle

weiteren Schritte wurden die Praparate von Licht isoliert behandelt, um die
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Fluoreszenzstarke zu maximieren. Nach erneuter Inkubation der Zellen im
Brutschrank fur 50 Minuten wurden diese fur weitere 10 Minuten bei RT nach
Hinzugabe des Zellkernfarbstoffs Hoechst 33342 (DAPI, Sigma-Aldrich) in einer
Konzentration von 1:20000 platziert. Zuletzt erfolgten die zwei PBS- sowie der letzte
BSA/PBS-Waschschritt nach gleichem Muster wie zuvor und das Eindeckeln der
Praparate mittels ProLong™ Diamond Antifade Mountant Medium. Nach 24-
Stundiger  Trockenzeit konnten die Praparate mithife des Inversen
Fluoreszenzmikroskops Axiovert 200 (Zeiss) und einem 100X-Objektiv (1.4
Numerische Apertur) detektiert und fotographisch mittels Axiocam Digitalkamera
(Zeiss) dokumentiert werden.

2.4.9 ELISA

Das Enzyme-linked Immunosorbend Assay (ELISA) ist ein auf Antikbrpern basiertes
Nachweisverfahren, das mithilfe einer enzymatischen Farbreaktion Proteine, Viren
oder andere niedermolekulare Verbindungen detektieren kann. Innerhalb dieser
Arbeit kamen zwei unterschiedliche ELISA-Verfahren zum Einsatz: zum einen das
AFP- zum anderen das HBsAg-spezifische ELISA. Alle hier durchgefuhrten ELISAs
wurden mittels des LabSystems Multiskan RC Microplate Readers (Artisan)
detektiert.

2.4.9.1 AFP-ELISA

Die quantitative Bestimmung des humanen Alpha-Fetoproteins (AFP) mithilfe der
ELISA-Methode wird fur die Diagnostik von Mehrlingsschwangerschaften oder
unterschiedlichen Karzinomarten verwendet. Die hier verwendete Zelllinie HuH-7
besteht aus Karzinomzellen, die daher AFP sezernieren und in den hier vorliegenden
Experimenten wurde das AFP-ELISA als Kontrolle der zellularen Sekretion
verwendet. Hierfur wurde ein entsprechendes AFP-ELISA-Kit (Demeditec) nach
Herstellerangaben verwendet. Als externe Negativkontrolle kam frisches Zellmedium
zum Einsatz (s. 2.2), die Proben wurden je nach Versuchsdauer verdinnt. Ab 72 h
Inkubation wurde generell eine Verdunnung von 1:5, ab 96 h 1:10 und bei 120 h 1:20
durchgefuhrt. Detektiert wurde bei 450 nm (Referenz: 620 nm), Auswertung der
ELISA-Werte erfolgte mithilfe des Programms Excel 2013.
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2.4.9.2 HBsAg-ELISA

Mithilfe des HBsAg-ELISA-Kits (DiaSorin) kann spezifisch das kleine HBV-Hullprotein
HBsAg in Seren detektiert und dadurch eine HBV-Infektion nachgewiesen werden.
Bei allen hier aufgefuhrten Versuchen wurde diese Methode eingesetzt, um das
zuvor transfizierte S-Protein bzw. die subviralen HBV-Partikel zu quantifizieren. Es
konnte daher bei mehreren Experimenten mit Dichtegradienten (s. 2.4.4.3f) als
Detektionsalternative zu SDS-PAGE und Western Blot angesehen werden. Zu
diesem Zweck wurde das ELISA-Kit nach Herstellerangaben eingesetzt. Lysate
wurde hierbei ggf. zuvor auf 1:75, Zelluberstande auf 1:200 verdinnt und bei 450 nm

(Referenz: 620 nm) gemessen, die Auswertung erfolgte mittels Excel 2013.

2410 LDH-Assay

Die Messung der enzymatischen Aktivitat der Lactatdehydrogenase (LDH) mittels
eines kolorimetrischen Assays dient der Quantifizierung von Zelltod und Zelllyse. Das
Enzym wird bei Zerstorung der Membranstrukturen eukaryotischer Zellen freigesetzt
und dessen extrazellulare Prasenz korreliert daher mit der Zelltoxizitat einer
Substanz. Fur die LDH-Messung von je 50 pl Zelluberstand in Doppelbestimmung
wurde das Cytotoxicity Detection Kit"'YS (Roche) und der LabSystems Multiskan RC
Microplate Reader (Artisan) verwendet. Detektiert wurde bei 494 nm (Referenz: 620

nm), die Auswertung der Werte erfolgte mithilfe des Programms Excel 2013.

2.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem unabhangigen t-Test fur zwei
Stichproben mithilfe des Programms Excel 2013. Hierbei wurden die Signifikanzen in
P-Werten wie folgt angegeben:

P < 0,05 = signifikant (*)

P < 0,01 = hoch signifikant (**)

P < 0,001 = hochst signifikant (***)
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3.1 Charakterisierung subviraler HDV-Partikel

Das Hepatitis-D-Virus (HDV) wird als charakterisierter Satellit des Hepatitis-B-Virus
(HBV) seit Uber 30 Jahren intensiv erforscht. Superinfektionen von HBV und HDV
fuhren zu einer erheblichen Dramatisierung der Pathogenese, wie dem erhdhten
Risiko von Hepatozellularen Karzinomen (HCC) und Leberzirrhose (Farci und Niro,
2012). Fur die Morphogenese infektioser Virionen bendtigt HDV die beiden Virus-
eigenen Proteine HDAg-L (HDV.L) und HDAg-S (HDV.S), sowie das L-Hullprotein
von HBV. Dieses ist hierbei fur die Infektiositat der Virionen essentiell, da es an den
Leberzell-spezifischen NTCP-Rezeptor binden kann (Dastgerdi et al., 2012; Rizzetto,
2009). Werden die HDV-Proteine lediglich mit dem kleinen HBV-Hullprotein S von
umgeben, konnen diese zwar die Zellen verlassen, jedoch keine weiteren Zellen
infizieren. Diese subviralen HDV-Partikel konnen mit den subviralen, nicht infektidsen
HBV-Partikeln verglichen werden, die lediglich aus dem S-Hullprotein bestehen und
die bei einer HBV-Infektion in vivo in hohem Uberschuss gebildet und sezerniert
werden (Wang et al., 1991). Fur die Bindung von HDV an die HBV-Hulle ist HDV.L,
nicht aber HDV.S notwendig, weshalb die hier untersuchten subviralen HDV-Partikel
unter Kombination des grolRen HDV-Antigens und des S-Proteins von HBV kreiert
wurden (Pascarella und Negro, 2010). Auf diese Weise konnte insbesondere der
zeitliche Rahmen der Experimente begrenzt werden, da mehr als zehn Tage
transiente Expression des HDV-Genoms notwendig sind, bis die Proteinvariante
HDV.S gebildet wird (Chao et al, 2015; Rizzetto, 2016). Zur naheren
Charakterisierung der subviralen Partikel wurde zunachst ein Sekretionsprofil unter
Einbezug der HBV-Abhangigkeit erstellt, anschlielend die Interaktion zwischen
HBV.S und HDV.L untersucht sowie die intrazellulare Verteilung beider Proteine
genauer beleuchtet. Fur alle folgenden Versuche wurden Hepatozyten der Zelllinie
HuH-7 sowie die Kontrollen p3xFlag-CMV-10 bzw. p3xFlag-CMV-14 (FLAG)
verwendet. Fur das HBV-Protein S kamen die Plasmidkonstrukte pMSV.S (S) und
pMSV.S.HA (S.HA) zum Einsatz, die jeweils den humanen Metallothionein-Promotor
hMTlla und das virale Gen HBsSAQ-S mitsamt der vier Transmembrandomanen
aufweisen, das im HA-Konstrukt zusatzlich mit dem HA-Epitop versehen wurde (s.
Abb. 13). HDV.L konnte mithilfe des Plasmids pCMV.Delta.HA (A.HA) exprimiert
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werden, wobei HDAg-L aus diesem Konstrukt zusatzlich in den Vektor pCMV.MYC
(Clontech Laboratories) umkloniert wurde, um vielfaltigere Anwendungsmaglichkeiten
zu ermoglichen. Dieses Plasmid wurde pCMV.Delta.MYC (A.MYC) benannt und
beide Konstrukte tragen den Cytomegalovirus-Promotor CMV (s. Abb. 14). Es ist
aullerdem zu bemerken, dass die Protein-Tags HA und MYC in den HDV-Vektoren
N-terminal angebracht wurden, um das C-terminale nukleare Exportsignal (NES)
nicht zu storen, welches fur die Partikelformation und -Sekretion von HDV bendtigt
wird (Huang et al., 2016; Huang et al., 2018).
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Abb. 13: Transkriptionskassetten der HBV.S-Plasmide. (A) Gezeigt ist der Aufbau von pMSV.S
(S), bestehend aus dem Metallothionein-Promotor hMTIlla, dem Gen HBsAg-S mitsamt der
Transmembran-Regionen I-IV, der 3*-UTR-Region und dem Poly-A-Signal. (B) pMSV.S.HA zeigt sich
gleichermaflen aufgebaut, jedoch besitzt das Konstrukt ein HA-Tag am C-terminalen Ende. Die
kleinen Ziffern geben die AS-Positionen an.
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Abb. 14: Transkriptionskassetten der HDV.L-Plasmide. (A) Gezeigt ist der Aufbau von
pCMV.Delta.HA (A.HA), bestehend aus dem Cytomegalovirus-Promotor CMV, dem Gen HDAg-L, der
3-UTR-Region und dem Poly-A-Ende. Das Konstrukt besitzt ein HA-Tag am N-terminalen Ende. (B)
pCMV.Delta.MYC (A.MYC) zeigt sich gleichermallen aufgebaut, jedoch besitzt das Konstrukt ein
MY C-Tag statt eines HA-Epitops. Die kleinen Ziffern geben die AS-Positionen an.

3.1.1 Die Notwendigkeit von HBV.S fur die Sekretion subviraler HDV-Partikel

Zur Ermittlung der sekretorischen Abhangigkeit des HDV.L-Proteins vom kleinen
HBV-Hullprotein S und zur Bestimmung der jeweiligen Expressionslevel wurde eine
Titration beider Proteine durchgefuhrt. Die Vektoren pCMV.A.HA und pMSV.S.HA
wurden jeweils einzeln sowie in Kombination in HuH-7-Zellen im 6-Well-Format fur 72

h exprimiert. Die Menge eingesetzter DNA von pCMV.A.HA wurde in folgenden
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Schritten reduziert: 0,5, 0,1, 0,05, 0,01 pg. Von pMSV.S.HA wurden standardmafig
3,5 ug verwendet und die jeweiligen Volumina mit dem Kontrollvektor p3xFlag-CMV-
10 bzw. p3xFlag-CMV-14 (FLAG) aufgefullt. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin
verwendet. Die Aufarbeitung, SDS-PAGE und WB-spezifische Analyse der Lysate
und Uberstande fanden gemal Standardprotokoll (s. 2.4.1 und 2.4.6f) statt. Hierzu
wurden die Zellen mittels eines Lysepuffers aus den Detergenzien 1X TBS und 0,5 %
NP-40 aufgeschlossen, nachdem sie zuvor mit 1X TBS gewaschen wurden. Nach
20-minudtiger Inkubation des Puffers konnten die Zellen zusammengeschabt und
zentrifugiert werden, um Zelliberreste zu verwerfen. Das aufgereinigte Lysat wurde
mit Laemmli-Ladepuffer versehen und mittels elektrophoretischer Auftrennung und
immun-spezifischem WB ausgewertet. Die extrazellularen Zelluberstande wurden
durch Ultrazentrifugation unter Verwendung eines 20%igen Sucrosekissens pelletiert,
sodass komplette subvirale Partikel und keine einzelnen Virus-Proteine aufgereinigt
und per Elektrophorese und WB analysiert werden konnten. Auf den WB-
Abbildungen dargestellt sind dementsprechend die intrazellularen Lysate sowie die
extrazelluldren Uberstande nach Antikdrper-spezifischer Detektion. Die Auswertung
ergab, dass die Expression von HBV.S im Lysat bei Vorhandensein der grof3ten
Menge HDV.L leicht verringert, dessen Sekretion jedoch kaum beeinflusst ist (s. Abb.
15). HBV.S tritt hierbei in zwei Banden von unterschiedlichen Gro3en auf, wobei eine
dem unglykosylierten Protein mit einer Grof3e von 24 kDa (p24) und eine dem N-
terminal glykosylierten Protein mit 27 kDa (gp27) entspricht, die beide
naturlicherweise zu etwa gleichen Anteilen in der infizierten Zelle auftreten
(Wounderlich und Bruss, 1996; Patient et al., 2007). Fur weitere Versuche wurde die
hochste hier getestete Konzentration an HDV.L fur eine Transfektion im 6-Well-
Format verwendet (0,5 pg). Zudem konnte entsprechend bisheriger
Forschungsergebnisse bestatigt werden, dass HDV.L ohne das Vorhandensein von
HBV.S nicht in der Lage ist, die Zellen zu verlassen und dementsprechend bei
alleiniger Expression nicht in den Uberstanden zu finden ist (Goray und Murray,
2016).
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Abb. 15: Die Notwendigkeit von HBV.S fiir die Sekretion subviraler HDV-Partikel. Dargestellt ist
die HA-spezifische WB-Analyse der Lysate und Uberstidnde (UB) von HuH-7-Zellen nach der
transienten Expression von pCMV.A.HA (A.HA) bzw. pMSV.S.HA (S.HA) fiir 72 h im 6-Well-Format in
unterschiedlichen Konzentrationen. Von S.HA wurden jeweils 3,5 ng verwendet, von A.HA Mengen im
Bereich von 0,5 - 0,01 ug. Als Kontrollvektor wurde p3xFlag-CMV-10 bzw. p3xFlag-CMV-14 (FLAG)
verwendet, als Ladekontrolle B-Aktin. Der obere Teil der Abbildung zeigt die Lysate, der untere Teil die
Uberstande mit Angaben der ProteingréRen in kDa. Das abfallende Dreieck am unteren Bildrand gibt
die Reduktion der A.HA-Konzentration an.

3.1.2 Interaktionsanalyse von HBV.S und HDV.L

Zur Detektion der spezifischen Protein-Protein-Interaktion von HDV.L und HBV.S und
einer eventuellen Beeintrachtigung durch das heterologe Hamagglutinin-Epitop (HA)
im S.HA-Vektor wurde die Methode der Immunprazipitation (IP) angewandt. Hierbei
wurde das Standardprotokoll (s. 2.4.3) sowie die Aufarbeitung mittels CHAPS-Lyse-
und -Waschpuffer verwendet. pMSV.S bzw. pMSV.S.HA sowie pCMV.A.HA wurden
fur 72 h transient in HuH-7-Zellen im 6-Well-Format exprimiert. Hierbei wurde
aufgrund der starkeren Expression des HDV-Proteins das Mengenverhaltnis 7:1
verwendet (s. 3.1.1). Nach Entnahme sogenannter ,Input‘-Proben wurden die Lysate
mit dem S-spezifischen Antikorper a-K38 behandelt, um das HBV.S-Protein zu
prazipitieren. Die Input-Proben und Immunprazipitate wurden mithilfe einer SDS-
PAGE aufgetrennt und anhand des HA-spezifischen WB analysiert. Die WB-Analyse
der Input-Proben zeigte eine effiziente Expression der HA-getaggten HDV.L- und
HBV.S-Proteine. Unabhangig vom Vorhandensein des Protein-Epitops im S-Vektor
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konnte in allen Lysaten nach S-spezifischer IP das HDV-Protein nachgewiesen
werden, wobei dieses nach Interaktion mit dem HA-getaggten S-Protein schwacher
auftrat (s. Abb. 16). Dies liegt moglicherweise daran, dass das HA-Tag am C-
terminalen Terminus von HBV.S angebracht wurde, in welchem sich ebenfalls das
Bindemotiv fur die Interaktion mit HDV.L befindet (Komla-Soukha und Sureau, 2006;
Jenna und Sureau, 1999). Die spezifische Interaktion der Virusproteine zeigte sich
dennoch in beiden Fallen als bestatigt und fur weitere Versuche konnte daher das
S.HA-Konstrukt verwendet werden, welches die Detektion via WB erleichtert.
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Abb. 16: Interaktionsanalyse von HBV.S und HDV.L. Dargestellt ist die HA-spezifische WB-Analyse
der IP von HBV.S und HDV.L nach 72-stiindiger Expression der Vektoren pCMV.A.HA und pMSV.S
bzw. pMSV.S.HA in HuH-7-Zellen im 6-Well-Format. Als Kontrollvektor wurde p3xFlag-CMV-10 bzw.
p3xFlag-CMV-14 (FLAG) verwendet. Die oberen Halfe der Abbildung zeigt die Proteine vor S-
spezifischer Prazipitation (Input), der untere Teil nach IP mit Angaben der Proteingrofien in kDa.

3.1.3 Die intrazellulare Verteilung von HBV.S und HDV.L

Zur weiteren Charakterisierung subviraler HDV-Partikel wurden unterschiedliche
Immunfluoreszenz-Experimente durchgefuhrt. Mithilfe dieser Methode ist es mdglich,
spezifische Einblicke in die zellulare Verteilung sowie Protein-Protein-Interaktionen
zu gewinnen. Zu diesem Zweck wurden HuH-7-Zellen fur 72 h im 12-Well-Format mit
den Konstrukten pMSV.S.HA sowie pCMV.AMYC transfiziet und nach
Standardprotokoll  fur die Detektion mittels Fluoreszenzfarbstoffen und
entsprechendem Mikroskop aufbereitet (s. 2.4.8). Dies beinhaltet das Passagieren
der Zellen am zweiten Tag transienter Expression auf Deckglaschen und in diesem

Experiment das Fixieren mittels Methanol/EGTA (9:1) am Tag darauf. Mithilfe
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spezifischer Antikorper konnten die Proteine HDV.L und HBV.S anschliel3end
detektiert und hinsichtlich ihrer zellularen Organisation untersucht werden. Zudem
wurden Farbungen gegen das ER-Protein PDI (,protein disulfide isomerase®)
durchgefuhrt (s. Abb. 17). Die Ergebnisse zeigten eine deutliche Kolokalisation von
HBV.S und dem ER-Marker, wahrend HDV.L stattdessen im Zellkern lokalisiert war.
Nach gemeinsamer Transfektion der Plasmide konnte festgestellt werden, dass das
HDV-Protein auch aulRerhalb des Nukleus zu finden ist. Dies spricht dafur, dass die
Prasenz des HBV-Hullproteins ausreichend ist, um eine Translokation von HDV.L
aus dem Zellkern heraus zu induzieren, sodass eine Interaktion der beiden Proteine

ermoglicht werden kann.

+ S.HA

+ AMYC

+S HA+ A.MYC

Abb. 17: Intrazelluldre Verteilung von HBV.S und HDV.L. Hier gezeigt sind die immun-spezifischen
Fluoreszenzaufnahmen von HuH-7-Zellen nach 72-stiindiger Expression der Vektoren pCMV.A.MYC
und pMSV.S.HA im 12-Well-Format. Als ER-Markerprotein wurde PDI detektiert, ,Merge® gibt die
Uberlagerung der zwei vorherigen Signale an und der rechte Teil der Abbildung zeigt entsprechende
Vergrofterungen aus den Merge-Bildern an. Die obere Reihe zeigt die Farbungen gegen HBV.S und
PDI einzeln und in Kombination nach Expression von S.HA. In der Mitte sind die Fluoreszenzsignale
von HDV.L und PDI bei Prasenz von AMYC zu sehen. Der untere Teil der Abbildung zeigt die
Farbungen beider Virusproteine nach Transfektion der beiden Vektoren.
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3.2 Untersuchung mdglicher Funktionen intrazellularer Transportmechanismen in
den Infektionszyklen von HBV und HDV

Da intrazellularen Transportmechanismen in eukaryotischen Zellen eine hohe
Wichtigkeit in vielfaltigen Stoffwechselprozessen zugeschrieben werden konnen, ist
es nahliegend, dass sie bei der Pathogenese unterschiedlicher Viren ebenfalls eine
essentielle Rolle spielen (De Craene et al., 2017). Sei es zum Transport einzelner
Virusproteine sowie reifer -Partikel oder als Teil des viralen Recycling-Mechanismus:
eine starke Abhangigkeit des jeweiligen Pathogens von diesen zellularen Prozessen
ist naheliegend. Tatsachlich konnten Transportmechanismen in die Infektionszyklen
mehrerer Viren wie dem Ebolavirus und dem Hepatitis-C-Virus (HCV) eingeordnet
werden (Syed et al., 2017; Yamayoshi et al., 2008). Aufgrund der kleinen Genome
von HBV und HDV ist deren Abhangigkeit von zellularen Wirtsfaktoren naheliegend
und die Untersuchung der Interaktionen zwischen Virus und Wirt von grofRer
Wichtigkeit hinsichtlich der Entwicklung von Therapeutika (Eller et al., 2018; Huang et
al., 2016). Insbesondere die spezifische Blockade des Transports von Virusproteinen
oder -Partikeln konnte zukunftig eine wirksame Methode der Bekampfung beider
Viren sein. Da die Morphogenese infektioser HDV-Partikel vom HBV-Lebenszyklus
abhangig ist, macht es Sinn, beide Viren in die intrazellularen Interaktionsstudien
miteinzubeziehen. Im Folgenden sollten mehrere dieser Transportmechanismen

hinsichtlich ihrer Rolle in der Pathogenese von HBV und HDV beleuchtet werden.

3.2.1 Die Notwendigkeit der ESCRT-Maschinerie bei der Morphogenese subviraler
HDV-Partikel

Die Proteine des Endosomalen Sortierungskomplexes (ESCRT) konnten als
beteiligte Komponenten in den Lebenszyklen einiger behdllter Viren identifiziert
werden. So ist diese Transportmaschinerie bei der Morphogenese und Sekretion von
Partikeln des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) und des Murinen Leukamie-
Virus (MLV) involviert. Aus dem funktionell bedeutenden ESCRT-III-Komplex, der
eine Vielzahl an Membran-verandernden Prozessen katalysiert, konnten den
Untereinheiten CHMP2 und CHMP4B hierbei essentielle Funktionen zugeordnet
werden (Caillat et al., 2019; Christ et al., 2017, Bartusch und Prange, 2016). Auch fur
die Morphogenese und Sekretion infektioser HBV-Partikel ist dieser Komplex mitsamt

seiner Adaptor-Proteine funktionell wichtig. Jedoch konnte gezeigt werden, dass
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sphéarische HBV-SVPs die ESCRT-Maschinerie nicht bendtigen und stattdessen den
generellen Sekretionsweg der Zelle nutzen (Lambert et al., 2007; Bardens et al.,
2011; Patient et al., 2009). Im Folgenden sollte untersucht werden, inwiefern diese
Komponenten bei der Morphogenese und Sekretion von HDV-SVPs eine Rolle
spielen konnten. Um eine mogliche Notwendigkeit der Maschinerie zu analysieren,
wurde eine siRNA-Bibliothek von entsprechenden CHMP-Proteinen im ESCRT-III-
Komplex verwendet, dessen Funktion notwendig fur die Reifung und Freisetzung
viraler Partikel ist (Jiang et al., 2015; Lambert et al., 2007). Die Depletionseffizienzen
in der verwendeten Zelllinie HuH-7 konnten in vorherigen Experimenten innerhalb der
Arbeitsgruppe bereits bestatigt werden (Bartusch, Dissertation 2018). Nach 48-
stundiger Depletion fand die transiente Expression der Vektoren pCMV.A.HA und
PMSV.S.HA fiir 24 h statt. AnschlieRend wurden Lysate und Uberstdnde nach
Standardprotokoll aufgearbeitet (s. 2.4.1) und mittels SDS-PAGE und spezifischer
WB-Analyse detektiert (s. 2.4.6f). Als Ladekontrolle wurde B-Aktin verwendet (s. Abb.
18). Die Resultate zeigten, dass fur die HDV-SVP-Morphogenese insbesondere
CHMP2A und CHMP4B maRgebend zu sein scheinen. Die Uberstéande reflektierten
die Proteinlevel in den Lysaten und deuteten daher keinen Einfluss der Depletionen
auf die Sekretion der HDV-SVPs an.
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Abb. 18: Notwendigkeit der ESCRT-Maschinerie bei der Morphogenese subviraler HDV-Partikel.
Dargestellt ist die HA-spezifische WB-Analyse der Lysate und Uberstande (UB) von HuH-7-Zellen
nach transienter Expression von pCMV.A.HA und pMSV.S.HA fiir 24 h nach 48-stlindiger Depletion
jeweiliger ESCRT-Proteine. Oben gezeigt sind die Zelllysate, unten die Uberstdnde mit Angaben der
ProteingrofRen in kDa. Die Kontroll-siRNA ist siCon genannt, single siRNAs gekennzeichnet (*).
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Zur Uberprifung des Einflusses jeweiliger CHMP-Protein-Depletionen auf die
zellulare Vitalitat wurde eine Analyse der Zelltoxizitat mittels Lactatdehydrogenase
(LDH)-Assay durchgefuhrt. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat dieses
Proteins ist eine weit verbreitete Methode, zelltoxische Effekte von Substanzen zu
untersuchen und beruht darauf, dass LDH in allen Zellen gefunden werden kann und
bei dem Aufbruch der Plasmamembran freigesetzt wird - ein sicherer Indikator von
Apoptose, Nekrose und anderer zellularer Schadigung. Gemessen wird hierbei die
Reduktion eines methodisch leicht zu detektierbaren Substrats durch NADH
(Nicotinamidadenindinukleotid), welches bei der enzymatischen LDH-Reaktion von
Lactat zu Pyruvat entsteht (Kumar et al., 2018). In diesem Experiment wurden je 50
ul der Uberstande aus dem oben beschriebenen Versuchsaufbau verwendet und das
Experiment laut Standardprotokoll durchgefuhrt (s. 2.4.10). Gemessen wird die LDH-
Aktivitat, wobei die Kontrolle (siCon) auf 100 % gesetzt wird. Ein Wert Uber 100 %
reflektiert dementsprechend in diesem Fall einen toxischen Effekt der siRNA auf die
HuH-7-Zellen.

Festgestellt werden konnte, dass den siRNAs, die spezifisch fur CHMP2A und
CHMP4B sind, die starksten toxischen Effekte bei bis zu 20 % Steigerung verglichen
mit den Kontrollzellen zugewiesen werden konnten; siCHMP2B und siCHMPS
zeigten ebenfalls leichten zelltoxischen Einfluss (s. Abb. 19). Dies spricht fur relativ
starke Beeintrachtigungen der =zellularen Vitalitdt und muss daher bei der
Interpretation der vorherigen siRNA-Analyse miteinbezogen werden. Die potentiellen
Effekte der Depletionen der beiden ESCRT-Proteine CHMP2A und CHMP4B auf die
Morphogenese subviraler HDV-Partikel konnten durch die zelltoxischen Effekte nicht
mehr als spezifisch interpretiert werden. Aul3erdem legen diese Daten nahe, dass ein
Eingriff in den ESCRT-Transportmechanismus, insbesondere Beeintrachtigungen der
beiden hochfunktionellen Proteine CHMP2A und CHMP4B allgemeine Schadigungen
der zellularen Vitalitat mit sich bringen konnte.
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Abb. 19: Analyse der Zelltoxizitat mittels LDH-Assay nach Depletionen der ESCRT-Proteine.
Dargestellt sind die relativen Daten der Zelltoxizitatsbestimmung von Zellibersténden mittels LDH-
Assay, wobei die Aktivitdt des Enzyms bestimmt wurde (%). Die Kontrolle wurde siCon benannt und
auf 100 % gesetzt, single siRNAs sind gekennzeichnet (*). Unter Verwendung spezifischer siRNAs
gegen CHMP1A, CHMP1B, CHMP3, CHMP4A und CHMP6 wurden LDH-Aktivitaten von 95 %, 94 %,
98 %, 86 % und 100 % festgestellt, was fiir keinen toxischen Effekt der siRNAs spricht. KD der
anderen ESCRT-Proteine filhrten im Gegensatz dazu zu gesteigerter LDH-Aktivitat. Die Depletion von
CHMP2A zeigte ein Level von 116 %, CHMP2B lag bei 102 %, CHMP4B bei 118 % und CHMPS5 bei
105 %. Diese Werte reflektieren zelltoxische Effekte dieser siRNAs.

3.2.2 Die Notwendigkeit des Clathrin-vermittelten Vesikeltransports bei der

Morphogenese und Sekretion subviraler HBV- und HDV-Partikel

Clathrin spielt eine entscheidende Rolle innerhalb mehrerer eukaryotischer
Transportmechanismen wie der Endo- und Exozytose. Auch vesikularer Transport
kann durch das Protein getrieben sein und wurde schon oft mit viralen Pathogenesen
in Verbindung gebracht. Beispielsweise interagiert Clathrin mit dem Vesikularen
Stomatitis-Virus (VSV), dem Hepatitis-C-Virus (HCV) und dem Influenza A-Virus
(Mercer et al., 2010). AulRerdem konnten bisherige Studien zeigen, dass HDV uber
ein Clathrin-Bindemotiv in seinem groRen Delta-Antigen verfugt und direkt mit
Clathrins schwerer Kette (,clathrin heavy chain®, CHC) interagiert (Huang et al.,
2009; Huang et al.,, 2018). Dies legt die Vermutung nahe, dass Clathrin in den
Lebenszyklus von HDV, und moglicherweise auch HBV, funktionell involviert ist. Die
folgenden Experimente sollten dementsprechend Aufschluss dariber geben, ob und
inwiefern Clathrin-vermittelter Vesikeltransport bei der Morphogenese und Sekretion
von HBV- und HDV-SVPs eine Rolle spielt.
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3.2.2.1 Clathrin wird fur die Morphogenese und Sekretion subviraler HBV- und HDV-
Partikel bendtigt

Zur Analyse einer moglichen Funktion Clathrins in den Infektionszyklen von HBV und
HDV wurden verschiedene Depletionsansatze durchgefuhrt. Hierfur wurden HuH-7-
Zellen fur 48 h mit siRNA gegen CHC bzw. mit Kontroll-siRNA behandelt und
anschlieBend einer 48-stindigen Expression der Vektoren pCMV.A.HA und
pMSV.S.HA ausgesetzt. Fehlende Volumina bei einzelnen Expressionen wurden mit
dem Kontrollvektor p3xFlag-CMV-10 bzw. p3xFlag-CMV-14 (FLAG) ausgeglichen
und als Ladekontrolle wurde B-Aktin verwendet. Die Aufarbeitung nach
Standardprotokoll (s. 2.4.1), sowie SDS-PAGE und HA-spezifische WB-Analyse der
Lysate und Uberstande (s. 2.4.6f) ergaben eine leichte Reduktion von HDV.L im
Uberstand und zuséatzlich eine starke Reduktion von HBV.S in Lysaten und
Uberstdnden nach Knockdown (KD) von CHC (s. Abb. 20A). Zur Uberpriifung einer
eventuellen Beeintrachtigung der allgemeinen hepatozellularen Sekretion wurde
zusatzlich die quantitative Bestimmung des humanen Alpha-Fetoproteins (AFP)
mittels spezifischem ELISA von 50 pl der ZelluUberstande gemaly Standardprotokoll
durchgefuhrt (s. 2.4.9.1; B). Dieses Protein wird von Karzinomzellen wie der hier
verwendeten Zelllinie HuH-7 sezerniert und kann daher als Kontrolle der zellularen
Sekretion detektiert werden. Die Auswertung entsprechender Daten ergabt keine
Reduktion der AFP-Freisetzung. Im Gegenteil zeigte sich nach KD von CHC eine
Steigerung dieser auf etwa 150 % im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. 20B). Als
Depletionskontrolle wurde ein CHC-spezifischer WB durchgefuhrt, der ein stark
verringertes Signal nach Verwendung der siRNA bestatigte (s. Abb. 20C). Die CHC-
Depletion beeintrachtigte dementsprechend spezifisch die Sekretion subviraler HBV-
und HDV-Partikel, was eine wesentliche Rolle des Clathrin-vermittelten
Vesikeltransports innerhalb der SVP-Morphogenese beider Viren nahelegt. Dieser
Effekt scheint spezifisch fur die beiden Pathogene zu sein, da der generelle
Sekretionsapparat der Zelle offensichtlich nicht negativ beeintrachtigt ist. Da Clathrin
als multifunktionelles Protein in vielfaltiger Weise von der Zelle bendtigt wird, sollte
fur spezifische Interventionen zwischen CHC und den Virusproteinen immer auch die
Zellvitalitat bertcksichtigt werden. In dem hierauf folgenden Anschlussversuch wurde
das zellulare Protein daher mithilfe einer spezifischen Droge blockiert und bezlglich

HBV-Spezifitat und Toxizitat untersucht.

72



3 Ergebnisse

B O g B
v \g 0
x‘<\’ b\_?‘ ¥
e ?.x [} X X 160
NS < <
x%A Xg\b XQ\/V }x% ‘X% 40— =
& & & Y L X 20—
& & £ & & = 1 -
2
Aktin [ | S S | S [ a—— e EaE B
S 60— - -
HDV.L o — 5 | a4
- 5 8
HBV.S’ o= e . 25 . :
. o - e . siCon SiCHC
HDV.L — — - w05
T
S o .
LI N R N NS
HBV.S’ I o - X
-—- -e N EE- B,
Aktin [ — ——
CHC (emwame - — | 170

Abb. 20: Die Notwendigkeit von Clathrin bei der Morphogenese und Freisetzung subviraler
HBV- und HDV-Partikel. Dargestellt ist die HA-spezifischne WB-Analyse der Lysate und Ubersténde
von HuH-7-Zellen nach der transienten Expression von pCMV.A.HA bzw. pMSV.S.HA fiir 48 h nach
48-stiindiger Depletion von Clathrin Heavy Chain (CHC). (A) Der obere Teil der Abbildung zeigt die
Zelllysate, der untere die Uberstande mit Angaben der ProteingréRen in kDa. Als Ladekontrolle ist -
Akin zu sehen. Die verwendete Kontroll-siRNA ist siCon genannt, die single-siRNA gekennzeichnet
(*). (B) Die Analyse der allgemeinen Sekretion mittels AFP-ELISA zeigte im Fall des KD von CHC eine
Steigerung des AFP-Levels auf 146,7 % im Vergleich zur Kontrolle. (C) Zu sehen ist der CHC-
spezifische WB nach selbigen Depletions- und Expressionsbedingungen.

3.2.2.2 Pitstop 2® inhibiert die Sekretion subviraler HBV-Partikel

Ein alternativer Ansatz, um nahere Erkenntnisse uUber die Rolle Clathrins in den
Infektionszyklen von HBV und HDV zu gewinnen, ist der Einsatz des zellpermeablen,
chemisch hergestellten und selektiven Clathrin-Inhibitors Pitstop 2®. Dieser blockiert
die Assoziation der N-terminalen Region von CHC mit endozytotischen Liganden wie
Amphiphysin. Clathrin-abhangiger Viruseintritt, beispielsweise von HIV, und Clathrin-
abhangige Transportdynamiken konnen mithilfe dieses Wirkstoffs unterbunden
werden. Der chemische Name des Produktes lautet N-[5-(4-Bromobenzylidene)-4-
ox0-4,5-dihydro-1,3-thiazol-2-yllnaphthalene-1-sulfonamide, das in Dimethylsulfoxid
(DMSO) gel6st wurde (Dutta et al., 2012; von Kleist et al., 2011). Fur das folgende
Experiment wurde Pitstop 2 in unterschiedlicher Konzentration sowie Einwirkdauer
eingesetzt, um sowohl den spezifischen Effekt auf HBV-SVPs als auch den Einfluss
auf die Zellvitalitat untersuchen zu kdnnen. Aus einer Stockldsung von 30 mM Pitstop

in 100 % DMSO wurden die Arbeitslosungen von 3 pyM und 30 pM in
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Zellkulturmedium (DMEM) mit je 1 % DMSO angefertigt. Als Kontrolle diente eine
1%ige DMSO-Lo6sung in DMEM. Abweichend von ublicher Anwendung in der
Zellkultur wurde hier antibiotikafreies DMEM mit einem Anteil von nur 0,1 % FCS
verwendet (vgl. 2.2.1). Auf die fur 48 h mit pMSV.S.HA transfizierten HuH-7-Zellen im
6-Well-Format wurden je dreimal Kontrolllosungen (K) sowie die zwei
unterschiedlichen Pitstop 2-Konzentrationen hinzugefugt und fur 3, 6 oder 24 h im
Brutschrank inkubiert. Anschliel3end fanden Zellaufschluss, Verarbeitung der Lysate
und Uberstande nach Standardprotokoll (s. 2.4.1) sowie SDS-PAGE und die HA-
spezifische WB-Detektion statt (s. 2.4.6f), wobei (3-Aktin als Ladekontrolle verwendet
wurde (s. Abb. 21). Nach drei- sowie sechsstundiger Inkubation von Pitstop 2 konnte
unter Verwendung der hochsten Konzentration eine signifikante Reduktion der
subviralen HBV-Sekretion im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden, wobei die
Zellvitalitat nach 6 h verringert war. Nach 20 h war dies nicht weiter zu beurteilen, da
die HBV.S- sowie Aktin-Proteinlevel bei Verwendung von 30 yM Pitstop 2 bereits
stark abgesunken waren. Diese Ergebnisse bestatigen die Clathrin-spezifischen
siRNA-Versuche (vgl. 3.2.2.1) und deuten auf eine essentielle Rolle des Proteins
wahrend der Bildung und Sekretion subviraler HBV-Partikel hin.
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Abb. 21: Einfluss des Clathrin-Inhibitors Pitstop 2® auf die Sekretion subviraler HBV-Partikel.
Dargestellt ist die HA-spezifischne WB-Analyse der Lysate und Uberstéande (UB) von HuH-7-Zellen
nach der transienten Expression von pMSV.S.HA fiir 48 h und anschlieRender Behandlung mit dem
Clathrin-Inhibitor Pitstop 2®. Der obere Teil der Abbildung zeigt die Zelllysate, der untere die
Uberstande mit Angaben der ProteingroBen in kDa und unter Verwendung von B-Aktin als
Ladekontrolle. Es sind drei Dreierblocke an Banden zu sehen, die jeweils einer anderen
Inkubationsdauer entsprechen (3, 6, 20 h). Die verwendete Kontrolle (K) besteht aus 1 % DMSO in
DMEM, Pitstop wurde in den Konzentrationen 3 uM (3) und 30 yM (30) mit 1 % DMSO in DMEM
eingesetzt.
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3.2.3 Die Notwendigkeit des COPIl-vermittelten Vesikeltransports bei der
Morphogenese und Sekretion subviraler HBV- und HDV-Partikel

Neben des Clathrin-vermittelten Vesikeltransports in eukaryotischen Zellen ist der
Transport mittels sogenannter ,coat protein complex II* (COPII)-Vesikel von
entscheidender Bedeutung. Die COPII-Maschinerie, bestehend aus mehreren
spezialisierten Sec-Proteinen, ist hierbei fur Transport zwischen dem ER und dem
Golgi zustandig (Gurkan et al., 2006; Zanetti et al., 2011; Bannykh et al., 1996). In
bisherigen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Virusproteine wie das
Ebolavirus-Protein VP40 oder komplette Virionen wie die des Hepatitis-C-Virus
mithilfe dieser spezialisierten Vesikelgruppen transportiert werden (Syed et al., 2017;
Yamayoshi et al., 2008). Anhand folgender Experimente sollte aufgeklart werden, ob
und inwiefern dieser Transportmechanismus oder einzelne dieser Komponenten in
die Lebenszyklen von HBV und HDV involviert sind. Hierfir wurden die Proteine der
inneren sowie aulleren Vesikelhille hinsichtlich einer moglichen Funktion beleuchtet.
AuRerdem sollten die COPIl-initierenden bzw. regulierenden Proteine Sar1 und
Rab1 dahingehend untersucht werden.

3.2.3.1 Das innere COPII-Mantelprotein Sec24A wird fur die Sekretion subviraler
HBV-Partikel benotigt

COPII-Vesikel bestehen klassischerweise aus der inneren Schicht mit den Proteinen
Sec24 und Sec23 sowie einem aulleren Mantel aus den Proteinen Sec13 und
Sec31, die jeweils in Dimeren auftreten. Das innere Mantelprotein Sec24 ist hierbei
fur die Bindung der spezifischen Cargo-Proteine verantwortlich und tritt in Form
verschiedener Paraloge in eukaryotischen Zellen auf. Eine direkte Interaktion der
Isoform Sec24A mit der S-Domane der HBV-Hullproteine konnte bereits mittels des
Split-Ubiquitin-Hefe-2-Hybrid-Assays innerhalb dieser Arbeitsgruppe gezeigt werden
(Awe, Dissertation 2009).

Zur naheren Charakterisierung der spezifischen Rolle des COPII-Adaptor-Proteins
Sec24A im Infektionszyklus von HBV wurde zunachst ein entsprechender siRNA-
Versuch auf subviraler Ebene durchgefuhrt. Hierfur wurden HuH-7-Zellen fur 72 h mit
einem siRNA-Pool gegen Sec24A bzw. Kontroll-siRNA behandelt und anschlielend
einer 48-stlindigen Expression des Vektors pMSV.S.HA ausgesetzt. Danach erfolgte
die Aufarbeitung der Lysate und Uberstande gemaR Protokoll (s. 2.4.1) sowie SDS-
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PAGE und die HA-spezifische Detektion des HBV.S-Proteins im WB (s. 2.4.6f),
wobei a-Tubulin als Ladekontrolle verwendet wurde (s. Abb. 22A). Die Kontrolle des
Sec24A-Knockdowns (KD) auf Transfektions-Level fand mittels FLAG-spezifischem
WB gegen das Sec24A-Konstrukt statt. Hierfur wurden die HuH-7-Zellen nach 48-
stundiger Depletion von Sec24A mit dem Plasmid pSec24A-FLAG fur weitere 48 h
behandelt, aufgearbeitet und detektiert (s. Abb. 22B). Die Depletionskontrolle auf
endogenem Level wurde mittels gPCR unter Verwendung spezifischer Primer nach
Standardprotokoll (s. 2.3.10.1) durchgefuhrt (s. Abb. 22C). Die Auswertungen
ergaben, dass die erfolgreiche Depletion des COPII-Proteins Sec24A zu einer
intrazellularen Akkumulation des HBV.S-Proteins und zu einer starken Reduktion
dessen aulderhalb der Zelle fuhrte. Dies legt nahe, dass Sec24A fur die Sekretion

subviraler HBV-Partikel von entscheidender Bedeutung ist.
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Abb. 22: Die Notwendigkeit von Sec24A fiir die Sekretion subviraler HBV-Partikel. Gezeigt sind
die HA-spezifische WB-Analyse der Lysate und Uberstande (UB) von HuH-7-Zellen nach transienter
Expression von pMSV.S.HA fir 48 h nach 72-stindiger Sec24A-Depletion sowie die
Depletionskontrollen mittels WB und qPCR. (A) Links sind Zelllysate (oben) und Uberstande (UB,
unten) mit Angaben der ProteingroRen in kDa zu sehen. a-Tubulin diente als Ladekontrolle. Die
verwendete Kontroll-siRNA ist siCon genannt. (B) Dargestellt ist die Depletionskontrolle von Sec24A
mittels spezifischem FLAG-WB nach 48-stiindiger Depletion von Sec24A und 48-stiindiger Expression
von pSec24A.FLAG. (C) Zu sehen ist die Depletionskontrolle der Sec24A-siRNA mittels gPCR und
unter Verwendung spezifischer Primer mit einer Verringerung des Sec24A-Expressionslevels auf 16,3
%. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an, gemessen wurde in Duplikaten (n = 2).
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Da sich das HBsAg-S-Gen im Vektor pMSV.S.HA nicht unter dem naturlichen, viralen
Promotor befindet, wurde der Einfluss der Sec24A-Depletion auf das S-Hullprotein
unter Verwendung eines weiteren Konstrukts wiederholt. Zu diesem Zweck wurden
HuH-7-Zellen zunachst fur 72 h mit siRNA bzw. entsprechender Kontrolle behandelt,
anschliefend die beiden Plasmide pMSV.S.HA sowie p123.HA fur 48 h transient
exprimiert. p123.HA kodiert hierbei das HA-getaggte S-Protein unter seinem
naturlichen Promotor. Das Ergebnis zeigte, dass kein Unterschied zwischen den
Protein-Expressionsleveln der beiden Konstrukte festzustellen ist. Zudem ist die
Menge an HBV.S in den Uberstdnden nach KD von Sec24A in beiden Fallen
gleichermalen deutlich reduziert (s. Abb. 23). Dies spricht dafur, dass Sec24A auch
unter naturlichen Bedingungen - also unter Verwendung des naturlichen HBV-
Promotors - mit HBV.S interagiert und fur die Sekretion von SVPs unentbehrlich ist.
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Abb. 23: Die Notwendigkeit von Sec24A fiir die Sekretion subviraler HBV-Partikel unter
Verwendung des HBV-Promotors. Dargestellt ist die HA-spezifische WB-Analyse der Lysate und
Uberstande (UB) von HuH-7-Zellen nach der transienten Expression von pMSV.S.HA und p123.HA fir
48 h nach 72-stiindiger Depletion von Sec24A. Der obere Teil der Abbildung zeigt die Zelllysate, der
untere die entsprechenden Uberstande mit Angaben der Proteingrofen in kDa. Als Ladekontrolle
diente B-Aktin und die verwendete Kontroll-siRNA ist siCon genannt.

3.2.3.2 Die GTPase Sar1 wird fur die Sekretion subviraler HBV-Partikel benotigt

Nachdem Sec24A, das als Adaptor-Protein fur die Cargo-Proteine der COPII-
Maschinerie funktioniert, eine entscheidende Rolle bei der Sekretion subviraler HBV-
Partikel nachgewiesen werden konnte (s. 3.2.3.1), sollte im Folgenden eine mogliche
Funktion der gesamten Maschinerie untersucht werden. Hierzu wurden siRNA-
Depletionsversuche der kleinen GTPase Sar1, dem Initiator-Protein der Maschinerie,
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sowie des COPII-Regulators Rab1 durchgefuhrt. HuH-7-Zellen wurden fur 48 h mit
spezifischen siRNAs gegen die jeweiligen Isoformen Rab1A und Rab1B sowie Sar1A
und Sar1B in Kombination bzw. mit Kontroll-siRNA behandelt und anschliel3end einer
24-stundigen Expression des Vektors pMSV.S.HA ausgesetzt. Aufgrund der
existentiellen Bedeutung der GTPase Sar1 wurde ein kirzeres Depletions- sowie
Expressions-Zeitfenster als in vorherigen Versuchen verwendet (vgl. 3.2.3.1), um
Zelltoxizitat zu vermeiden. Zum Vergleich wurde der siRNA-Pool gegen Sec24A
unter Anwendung des kurzeren Zeitfensters mitgefuhrt (s. Abb. 24A). Als Kontrolle
der Rab1- und Sar1- spezifischen Depletionen wurden gPCRs mit spezifischen
Primern durchgefuhrt (s. 2.3.10.1; Abb. 24C-F). Es konnte festgestellt werden, dass
der erfolgreiche KD des COPII-Regulators Rab1 verglichen mit der Kontrolle in einem
nur minimal reduzierenden Effekt auf die HBV.S-Expressionslevel im Lysat resultierte
und keinen ersichtlichen Einfluss auf die SVP-Sekretion hatte. Die Verwendung der
siRNAs gegen Sar1 fuhrte hingegen zu einer Akkumulation des HBV.S-Proteins
innerhalb der Zelle und zu einer starken Reduktion aul3erhalb der Zelle, wie es in
einem langeren Zeitfenster auch bei Sec24A zu beobachten war (vgl. 3.2.3.1).
Innerhalb des hier verwendeten kurzeren Zeitfensters konnte der Depletionseffekt
der GTPase den von Sec24A sogar Ubertreffen.

Des Weiteren wurde entsprechend der Literatur die trans-dominant negative Sar1A-
Mutante pSar1A.T39N generiert und entsprechend ihres Einflusses auf HBV.S
untersucht. Diese Mutante besitzt eine hohe Bindepraferenz fur GDP, sodass die
GTPase-Funktion von Sar1A unterbunden und die Formation der COPII-Vesikel stark
inhibiert wird (Wang et al., 2018; Kuge et al., 1994). pSar1A.T39N.MYC.DDK konnte
mithilfe einer Mutagenese-PCR aus dem kommerziell erworbenen Wildtyp-Vektor
pSartA.MYC.DDK (OriGene Technologies) kreiert werden. Dieser besitzt die beiden
Protein-Tags MYC und DDK (FLAG), von denen FLAG hier fur die Detektion via WB
gewahlt wurde (pSar1A.FLAG). In folgendem Versuch wurden HuH-7-Zellen fur 72 h
der Expression der Vektoren pSar1A.FLAG (SartA.WT), pSar1A.T39N.FLAG
(SartA.T39N) oder der Kontrolle p3xFlag-CMV-10 bzw. p3xFlag-CMV-14 (FLAG)
ausgesetzt und nach Standardprotokoll aufgearbeitet und via SDS-PAGE und WB
detektiert (s.0.). Die Mutante zeigte hierbei eine nahezu vollstandige Reduktion der
HBV-SVPs aulerhalb der Zelle, wobei bereits die intrazellularen Proteinlevel
reduziert waren (s. Abb. 24B). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde vermutet, dass
Sar1 - stellvertretend fur den gesamten Transport mittels COPII-Maschinerie - fur die
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Morphogenese sowie Sekretion subviraler HBV-Partikel essentiell wichtig ist. Der
COPII-Regulator Rab1 hingegen scheint nach bisherigen Erkenntnissen fur die

Freisetzung von HBV-SVPs nicht vonnoéten zu sein.
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Abb. 24: Die Notwendigkeit von Rab1 und Sar1 fiir die Sekretion subviraler HBV-Partikel.
Dargestellt sind die HA- und FLAG-spezifischen WB-Analyse der Lysate und Uberstande (UB) von
HuH-7-Zellen nach der transienten Expression von pMSV.S.HA firr 24 h nach 48-stindiger Depletion
von Rab1A und Rab1B, sowie Sar1A und Sar1B bzw. der Expression der dominant negativen Sar1A-
Mutante fir 72 h. (A) Im oberen Teil sind die Zelllysate, im unteren die Uberstande mit Angaben der
Proteingrof3en in kDa zu sehen. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin detektiert. Die verwendete Kontroll-
siRNA ist siCon genannt. (B) Die Expression der dominant negativen Sar1A-Mutante Sar1A.T39N
zeigte verglichen mit Kontrolle (FLAG) und Wildtyp (Sar1A.WT) eine deutliche Verringerung der
extrazellularen HBV.S-Level. (C) Gezeigt sind die Depletionskontrollen der single-Rab1- und Sar1-
siRNAs (*) mittels gPCR und unter Verwendung spezifischer Primer. Die Kontrolle (siCon) wurde
hierbei auf 100 % gesetzt. Es konnten Verringerungen der Expressionslevel wie folgt erreicht werden:
Rab1A auf 3,2 %, (D) Rab1B auf 6,5 %, (E) Sar1A auf 6,1 %, (F) Sar1B auf 1,1 %. Die Fehlerbalken
zeigen die Standardabweichung an, gemessen wurde in Duplikaten (n = 2).

3.2.3.3 Funktionen der COPII-Untereinheiten bei der Sekretion subviraler HBV- und
HDV-Partikel

Aufgrund der essentiellen Funktion des COPIl-Initiator-Proteins Sar1 bei der
Sekretion subviraler HBV-Partikel wurde anschlielend die Beteiligung weiterer

COPII-Vesikelproteine hinsichtlich der Freisetzung von HBV- und HDV-SVPs
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untersucht. Hierfir wurde ein spezifischer siRNA-Screen potentiell beteiligter Sec-
Proteine mit ihren unterschiedlichen Isoformen durchgefuhrt. HuH-7-Zellen wurden
fur 72 h mit spezifischen siRNAs gegen die COPII-Proteine Sec24A, Sec24B,
Sec23A, Sec23B, Sec13, Sar1A und Sar1B bzw. Kontroll-siRNA behandelt,
anschliefend eine 48-stundige Expression des Vektors pMSV.S.HA alleine (s. Abb.
25A) oder in Kombination mit pCMV.A.HA durchgefuhrt (s. Abb. 25B). Die
Depletionseffizienz wurde mittels qPCR und spezifischer Primer untersucht (s.
2.3.10.1; Abb. 26). Die bereits identifizierte Funktion von Sec24A bei der Sekretion
von HBV-SVPs (s. 3.2.3.1) konnte bestatigt und fur HDV-SVPs ebenfalls beobachtet
werden. Die Sekretion von HDV.L sowie HBV.S war in beiden Fallen nach Depletion
von Sec24A deutlich verringert. Gleiches zeigte sich bei der Sec23B-spezifischen
sowie in leicht ausgepragter Form bei beiden Sar1-Isoformspezifischen Depletionen
bei beiden subviralen Typen (vgl. 3.2.3.2). KD von Sec24B und Sec23A blieben ohne
erkennbaren Einfluss auf die Sekretion der subviralen Partikel. Der Sec13-
spezifischen siRNA konnte anhand der Ladekontrolle ein toxischer Effekt
nachgewiesen werden, wodurch Auswertungen dieser Daten nicht moglich waren.
Diese Resultate deuten darauf hin, dass insbesondere die COPII-Proteine Sec24A
und Sec23B fur die Sekretion subviraler HBV- und HDV-Partikel wichtig sind.
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Abb. 25: Die Rolle der COPII-Proteine bei der Sekretion subviraler HBV- und HDV-Partikel.
Dargestellt ist die HA-spezifiscne WB-Analyse der Lysate und Uberstéande (UB) von HuH-7-Zellen
nach 72-stiindiger Depletion von Sec24A, Sec24B, Sec23A, Sec23B, Sec13, Sar1A und Sar1B und
der anschlieRenden transienten Expression von (A) pMSV.S.HA alleine oder von (B) pMSV.S.HA und
pCMV.A.HA gemeinsam fiir 48 h. Im oberen Teil der Abbildung sind die Zelllysate, im unteren die
Uberstande mit Angaben der ProteingréBen in kDa zu sehen. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin
detektiert. Die verwendete Kontroll-siRNA ist siCon genannt; single-siRNAs sind gekennzeichnet (*).
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Abb. 26:Depletionskontrollen von Sec24B, Sec23A, Sec23B und Sec13. Zu sehen sind die
Depletionskontrollen der single-COPII-siRNAs (*) mittels gPCR und unter Verwendung spezifischer
Primer. Die Kontrolle (siCon) wurde hierbei auf 100 % gesetzt. Es konnten Verringerungen aller
Expressionslevel erreicht werden. Diese lagen unter Verwendung von (A) siSec24B bei 12 %, (B)
siSec23A bei 13 %, (C) siSec23B bei 8,9 % und von (D) siSec13 bei 4,5 %, wobei hier die hohe Rate
an Zellmortalitdt beachtet werden muss (s. Abb. 25). Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung an, gemessen wurde in Duplikaten (n = 2).

Der Einfluss der Sec-Depletionen auf die generelle zellulare Sekretion wurde mittels
Alpha-Fetoprotein (AFP)-ELISA untersucht. Daher wurden 50 pl der Uberstande aus
den oben beschriebenen Versuchen verwendet. Gemessen wird hierbei die jeweilige
Menge an sekretiertem Zellprotein AFP, wobei die Kontrolle (siCon) auf 100 %
gesetzt wird. Es konnte festgestellt werden, dass nahezu alle Depletionen kaum oder
keinen Einfluss auf die allgemeine Sekretion der Zelle hatten (s. Abb. 27). Unter
Verwendung spezifischer siRNAs gegen Sec24A, Sec24B, Sec23A sowie Sari1B
wurde das AFP-Level nicht reduziert, teilweise sogar leicht erhoht (bis auf 110 %).
KD von Sec23B und Sar1A resultierten in leichten Beeintrachtigungen bis auf etwa
85 %. Lediglich der KD von Sec13 fuhrte zu einer starken Reduktion von AFP im
Uberstand auf etwa 30 % verglichen mit der Kontrolle, was mit der erhdhten
Zellmortalitat in Verbindung gebracht werden kann (s. o0.). Unter Einbezug dieser
Daten ist der Einfluss der KD von Sec24A und Sec23B sowie Sar1A/Sar1B auf die
Sekretion subviraler HBV- und HDV-Partikel als spezifisch zu bewerten, da die

zellulare Sekretionsmaschinerie nicht oder nur leicht beeintrachtigt zu sein scheint.
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Abb. 27: Analyse der zelluliren Sekretion von AFP nach Depletionen der COPII-Proteine.
Dargestellt sind die relativen Daten einer Sekretionsanalyse von Zelliiberstanden mittels AFP-ELISA
(%). Die Kontrolle wurde siCon benannt und auf 100 % gesetzt. Verwendete single-siRNAs sind
gekennzeichnet (*). Die AFP-Sekretion lag bei KD von Sec24A bei 99,3 %, von Sec24B bei 109,6 %,
nach Depletion von Sec23A bei 104,3 % und bei Sar1B bei 106,2 %. Depletionen der COPII-Proteine
Sec23B und Sar1A fiihrten zu Reduktionen des AFP-Levels auf 82,2 % und 96,6 %. Der Einsatz von
siSec13 filhrte zu einem starken Abfall der zellularen Sekretion auf 32,5 %, was durch die erhdhte
Zelltoxizitat erklart werden kann (s. Abb. 25).

3.2.3.3.1 Die Rolle des aufteren COPII-Mantelproteins Sec31

Das COPII-Protein Sec31, das sich gemeinsam mit Sec13 in der aufleren
Mantelhille der Vesikel befindet, sollte ebenfalls funktionell untersucht werden.
Hierfir wurden siRNAs gegen Sec31A und Sec31B fir 72 h auf HuH-7-Zellen
inkubiert, danach das Plasmid pMSV.S.HA fir weitere 48 h exprimiert. Die
Auswertung der S-Proteinlevel nach Depletion von Sec31A ergaben eine leichte
Verringerung in Lysaten sowie Uberstéanden im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. 28A).
Die Analysen mittels qPCR und spezifischer Primer zeigten eine erfolgreiche
Reduktion des Sec31A-Expressionslevels auf etwa ein Flnftel im Vergleich zur
Kontrolle (s. Abb. 28B). Im Falle der Sec31B-spezifischen siRNA konnte jedoch kein
KD des Proteins nachgewiesen werden. Im Gegenteil wurde sogar eine starke
Erhéhung der Sec31B-Transkripte nach Einsatz der siRNA festgestellt. Im Vergleich
zur Kontrolle befand sich das Proteinlevel bei etwa der 2,5-fachen Menge (s. Abb.
28C). Diese Ergebnisse wurden aufgrund der erfolglosen Depletion von Sec31B als
nicht eindeutig eingestuft und nicht mit dem HDV-Konstrukt wiederholt. Eine
mogliche Rolle von Sec31A ist nach diesen Ergebnissen lediglich angedeutet.
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Abb. 28: Die Rolle des duBeren COPII-Mantelproteins Sec31 bei der Sekretion subviraler HBV-
Partikel. Dargestellt ist die HA-spezifische WB-Analyse der Lysate und Uberstande von HuH-7-Zellen
nach der transienten Expression von pMSV.S.HA fiir 48 h nach 72-stiindiger Depletion von Sec31A
sowie die Uberpriifungen der Depletionseffizienzen der single-siRNAs siSec31A und siSec31B (*). (A)
Links sind sowohl Zelllysate (oben), als auch Uberstande (UB, unten) mit Angaben der Proteingrofien
in kDa zu sehen. Als Ladekontrolle wurde 3-Aktin detektiert. Die verwendete Kontroll-siRNA ist siCon
genannt. (B) Dargestellt ist die Depletionskontrolle von Sec31A mittels qPCR und unter Verwendung
spezifischer Primer. Die Depletion war als erfolgreich zu detektieren und das Sec31A-Transkriptlevel
lag bei 16,4 %. (C) Zu sehen ist die Depletionskontrolle der Sec31B-siRNA mittels gPCR und unter
Verwendung spezifischer Primer. Es konnte keine Verringerung des Sec31B-Expressionslevels
erreicht werden, stattdessen lagen die mRNA-Level nach Verwendung der siRNA bei 226,3 %. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an, gemessen wurde in Duplikaten (n = 2).

3.2.3.3.2 Die Rolle des aulieren COPII-Mantelproteins Sec13

Aufgrund der hohen Rate an Zellmortalitat nach Verwendung der Sec13-spezifischen
siRNA (vgl. 3.2.3.3) wurden weitere Untersuchungen von Sec13 mit geringeren
siRNA-Konzentrationen unternommen. Zu diesem Zweck wurden HuH-7-Zellen mit je
10, 20, 30, 40 oder 50 % siRNA bzw. 50 % siCon fur 48 h inkubiert und anschlie3end
das Plasmid pMSV.S.HA fur 24 h exprimiert. Neben der HA-spezifischen WB-
Analyse wurden Calnexin und B-Aktin als Zellmarker verwendet (s. Abb. 29A).

Zusatzlich wurden alle unterschiedlich verwendeten Konzentrationen an siRNA
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mittels gPCR bezuglich der Depletionseffizienz Uberpruft (s. Abb. 29B). Bereits ab
der Verwendung von 20 % siRNA war die Expression von Sec13 nahezu vollstandig
heruntergefahren, wahrend Zellvitalitat (Aktin) sowie ER-Organisation (Calnexin)
kaum beeinflusst waren. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich bei KD von Sec13
eine vollstandige Reduktion von S.HA in den Lysaten, einhergehend mit einer
nahezu vollstandigen Reduktion in den Zelluberstanden. Dies legt nahe, dass Sec13
insbesondere an der Morphogenese subviraler HBV-Partikel wesentlich beteiligt ist.
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Abb. 29: Die Rolle des duBeren COPII-Mantelproteins Sec13 bei der Sekretion subviraler HBV-
Partikel. Dargestellt ist die HA-spezifische WB-Analyse der Lysate und Uberstéande (UB) von HuH-7-
Zellen nach der transienten Expression von pMSV.S.HA fir 24 h nach 48-stiindiger Depletion von
Sec13 unter Verwendung verschiedener Konzentrationen der entsprechenden single-siRNA (*) sowie
die jeweilige Uberpriifung der Depletionseffizienz mittels gqPCR-Analyse. (A) Es sind Zelllysate (oben)
und Ubersténde (unten) mit Angaben der ProteingréRen in kDa zu sehen. Als Ladekontrolle wurden B-
Aktin sowie das ER-Protein Calnexin detektiert. Die verwendete Kontroll-siRNA ist siCon genannt. (B)
Dargestellt ist die Depletionskontrolle von Sec13 mittels gPCR und unter Verwendung spezifischer
Primer. Es konnte je nach Menge der verwendeten siRNA eine Verringerung des Sec13-
Expressionslevels auf 55,6 %, 4 %, 5 %, 5,4 % und 4,5 % erreicht werden (10 - 50 % siRNA). Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an, gemessen wurde in Duplikaten (n = 2).

3.2.3.4 Funktionen der COPII-Maschinerie bei der intrazellularen Verteilung von
HBV.S

Zur weiteren Untersuchung der Interaktion der COPII-Proteine Sec24A, Sec23B und
Sar1 mit dem HBV-Hullprotein S wurden Immunfluoreszenz-Experimente (IF)
durchgefuhrt. Mithilfe dieser Methode ist es moglich, die intrazellulare Verteilung von

Proteinen und deren Interaktionen miteinander zu untersuchen. Hierfir wurden
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Sec24A, Sec23B und Sar1A/B in HuH-7-Zellen fur 48 h mittels spezifischer siRNAs
depletiert, anschlieend fand die Transfektion mit dem Plasmid pMSV.S.HA und
dessen Expression fur weitere 48 h statt (s. Abb. 30). Die in den folgenden
Experimenten gezeigten Proben wurden allesamt nach Protokoll angefertigt (s.
2.4.8), in Paraformaldehyd (PFA) fixiert und anschlieRend mittels 0,2%igem Triton X-
100 in PBS fur die AntikOrperbehandlung permeabilisiert. In Kontrollzellen konnte
eine vollstandige Kolokalisation von HBV.S und Sec24A in Umgebung des Zellkerns
festgestellt werden. Diese war unter KD von Sec24A, Sec23B oder Sar1 nicht mehr
zu erkennen. Die Depletion von Sec24A zeigte sich in den Fluoreszenzaufnahmen
deutlich durch eine starke Reduktion des endogenen COPII-Proteins bestatigt. In
Sec24A-depletierten Zellen wies HBV.S verglichen mit der Kontrolle eine veranderte
intrazellulare Verteilung auf und befand sich nicht mehr in nuklearer Nahe, sondern
in den peripheren Bereichen der Zelle. Zudem konnte beobachtet werden, dass das
virale Protein ohne die Anwesenheit von Sec24A in aggregierten Formationen auftritt
statt in der Ublichen, gleichmaRigen Verteilung. Der KD von Sar1 unter Kombination
beider Isoformen A und B resultierte in einer Umorganisation von Sec24A in
grof¥flachige, akkumulierte Strukturen in Zellkern-Nahe und fehlender Kolokalisation
mit HBV.S. Die Depletion des Sec24-Dimerpartners Sec23B fuhrte dazu, dass das
virale Protein und Sec24A nebeneinander in Zellkern-Nahe auftraten, jedoch nicht
mehr kolokalisierten. Diese Beobachtungen legen nahe, dass die Interaktion von
Sec24A und HBV.S von der Prasenz der beiden COPII-Komponenten Sar1 und
Sec23B abhangig ist. Im Falle einer Storung der Protein-Protein-Interaktion von
Sec24A und S scheinen Dislokation und Akkumulation des viralen Proteins in den
aulieren Zellbereichen zu entstehen.

Des Weiteren sollte untersucht werden, in welchem zellularen Bereich die
Kolokalisation von HBV.S und Sec24A stattfinden konnte und ob diese ortliche
Bindung durch Depletion des COPII-Proteins verandert ist. Um diese Fragestellung
zu adressieren, wurden IFs nach vorherigem Ablauf unter Anwendung einer Kontroll-
und einer Sec24A-spezfischen siRNA (s. 0.) angefertigt. Detektiert wurden HBV.S
und das zellulare Membranprotein ERGIC-53 (,ER-Golgi intermediate compartment
53 kDa-protein®), das als Marker des ER-Golgi-Zwischenkompartiments (ERGIC)
eingesetzt werden kann (s. Abb. 31). Die Immunsignale zeigten, dass das virale
Protein in den Kontrollzellen vollstdandig mit dem ERGIC-Marker kolokalisiert,

wahrend dies in Sec24A-defizienten Hepatozyten nicht mehr zu beobachten war.
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Dies spricht dafur, dass HBV.S naturlicherweise im Kompartiment zwischen ER und
Golgi mit Sec24A interagiert und ohne dessen Prasenz in einen anderen Bereich der
Zelle dislokalisiert wird.

+S.HA

siCon

siSec24A

Sec24A

siSar1A/B

Sec24A

siSec23B

Abb. 30: Intrazellulére Verteilung von HBV.S und Sec24A nach KD von COPII-Komponenten.
Hier gezeigt sind die immun-spezifischen Fluoreszenzaufnahmen von HuH-7-Zellen nach 48-stiindiger
Expression des Vektors pMSV.S.HA nach siRNA-Depletion von Sec24A, Sar1A/B oder Sec23B fiir 48
h im 12-Well-Format. ,Merge“ gibt die Uberlagerung der zwei vorherigen Signale an und der rechte
Teil der Abbildung zeigt entsprechende VergroRerungen aus den Merge-Bildern. In der obersten
Reihe sind Kontrollzellen mit Farbungen gegen HBV.S und Sec24A einzeln und in Kombination
gezeigt (siCon). In zweiter Reihe sind die Fluoreszenzsignale der beiden Proteine nach KD von
Sec24A, in der dritten nach KD von Sar1A/B und in der untersten Reihe nach Depletion von Sec23B
dargestellt. Der graue Balken am oberen, linken Bildrand entspricht einer GréRe von 10 pm.

86



3 Ergebnisse

+S.HA

c
Q
Q
()]

ERGIC-53
=
N
O
(O]
D
n

ERGIC-53

Abb. 31: Intrazelluldre Verteilung von HBV.S nach KD von Sec24A. Hier gezeigt sind die immun-
spezifischen Fluoreszenzaufnahmen von HuH-7-Zellen nach 48-stiindiger Expression des Vektors
pMSV.S.HA nach siRNA-Depletion von Sec24A 48 h im 12-Well-Format. ,Merge* gibt die
Uberlagerung der zwei vorherigen Signale an und der rechte Teil der Abbildung zeigt entsprechende
Vergrofterungen aus den Merge-Bildern. Die obere Reihe zeigt Kontrollzellen mit Farbungen gegen
HBV.S und das ERGIC-Markerprotein ERGIC-53 einzeln und in Kombination (siCon). In der unteren
Reihe sind die Fluoreszenzsignale der beiden Proteine nach KD von Sec24A dargestellt. Der graue
Balken am oberen, linken Bildrand entspricht einer Grofse von 10 um.

3.3 Funktionelle Analyse der COPII-Proteine Sec24A und Sec23B im
Infektionszyklus von HBV

Als weiterer Fokus dieser Arbeit sollte eine detaillierte Analyse der COPII-Proteine
Sec24A und Sec23B stattfinden, die als essentielle Bestandteile der HBV- und HDV-
SVP-Freisetzung identifiziert werden konnten (vgl. 3.2.3.3). Sec23 und Sec24
agieren innerhalb der COPII-Maschinerie als innere Vesikelhille und funktionelles
Dimer, das zum einen an das zu transportierende Cargo-Protein und die GTPase
Sar1 und zum anderen an die auflere Vesikelhille aus Sec13 und Sec31 bindet
(Barlowe, 1995). Sec24 garantiert hierbei die Selektivitat der Transportproteine,
Sec23 die Verknupfung des gesamten COPII-Mantels (Cai et al., 2007; Bi et al.,
2002). Bisher konnte festgestellt werden, dass die beiden zellularen Proteine fur die
Sekretion von HBV-SVPs unentbehrlich sind. In folgenden Experimenten wurden
spezifische Interaktions- sowie Kartierungsanalysen angefertigt, um das
Zwischenspiel des Sec23B/Sec24A-Dimers mit dem HBV-Hullprotein S genauer
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charakterisieren zu konnen und hinsichtlich der Sekretion subviraler als auch viraler

Partikel zu untersuchen.

3.3.1 Die Rolle von Sec24A bei der intrazellularen Verteilung von HBV.S

Untersuchungen bezuglich des Einflusses einer Depletion des COPII-Adaptor-
Proteins Sec24A auf die Sekretion subviraler HBV-Partikel konnten nahelegen, dass
diese insbesondere aufgrund der Beeinflussung des HBV.S-Proteins gestort ist (vgl.
3.2.3.4). Hierbei scheint die intrazellulare Organisation von S, die normalerweise im
Kompartiment zwischen ER und Golgi stationiert ist, nach KD von Sec24A verandert
zu sein. Im weiteren Verlauf sollte mittels unterschiedlicher Fraktionierungsmethoden
genauer untersucht werden, ob und inwiefern die Depletion von Sec24A die
intrazellulare Verteilung des Virusproteins und die Komposition der subviralen
Partikel beeinflusst.

Zunachst fand eine Analyse mithilfe des sogenannten Flotationsassays statt, mit dem
die zellulare Verteilung von Proteinen hinsichtlich ihrer Membranassoziation
untersucht werden kann. Hierbei wird zwischen Membran-standigen und I6slichen
Protein unterschieden, die zytosolisch und intraluminal vorliegen konnen (Doring et
al., 2018). Zu diesem Zweck wurden HuH-7-Zellen fur 48 h mit Sec24A-spezifischer
siRNA bzw. Kontrolle (siCon) behandelt und anschlieRend mit dem Plasmid
pMSV.S.HA transfiziert. Nach 24-stundiger Expression konnten jeweils zwei 6-Wells
vereinigt und entsprechend des Flotationsprotokolls aufgearbeitet werden (s.
2.4.4.2). Nach Fraktionierung mithilfe eines lodixanolgradienten (OptiPrep™) und
Ultrazentrifugation fand die Detektion von HBV.S mittels SDS-PAGE und HA-
spezifischer WB-Analyse statt (s. 2.4.6f), wobei das transmembrane Protein Calnexin
als Marker fur Membran-Fraktionen und a-Tubulin als Marker fur zytosolische
Faktionen verwendet wurden. Wahrend sich S.HA in Kontrollzellen hauptsachlich
Membran-gebunden sowie schwach in drei |0slichen Fraktionen zeigte (s. Abb. 32A),
lag nach Depletion von Sec24A eine andere Verteilung vor. S war insgesamt
gleichmaliger verteilt. Die starkste Proteinakkumulation zeigte sich in zwei
Membran-Fraktionen; weitere sechs I0sliche Fraktionen konnten ebenfalls schwach
das Protein aufweisen (s. Abb. 32B). Diese Beobachtung spricht dafur, dass das
HBV-Hullprotein nach Depletion von Sec24A nicht mehr vollstandig an der
naturlichen Zellstruktur akkumuliert, sondern sich weitraumiger innerhalb der Zelle
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verteilt. Zwar liegt das HBV-Protein auch nach Sec24A-Depletion hauptsachlich
Membran-gebunden vor, jedoch erscheint die subzellulare Verteilung diffuser zu sein.
Alternative  Fraktionierungsmethoden  sollten  diesbezuglich in  folgenden

Experimenten weitere Einblicke bieten.
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Abb. 32: Flotationsassay von S.HA nach Sec24A-Depletion. Dargestellt ist die HA-spezifische WB-
Analyse der Lysate von HuH-7-Zellen nach der transienten Expression von pMSV.S.HA flr 24 h nach
48-stiindiger Depletion von Sec24A bzw. Verwendung einer Kontrolle (siCon) mit anschlieRender
Fraktionierung mittels eines lodixanolgradienten und Ultrazentrifugation. Calnexin ist als Membran-
Marker, a-Tubulin als Zytosol-Marker detektiert und die jeweiligen Proteingréfen sind in kDa
angegeben. (A) Zu sehen ist die Verteilung von S.HA in siCon-behandelten Zellen. (B) Dargestellt ist
die Verteilung von S.HA in siSec24A-behandelten Zellen.

Zur weiteren Charakterisierung der scheinbar veranderten intrazellularen Verteilung
des S-Proteins nach Depletion von Sec24A und eventuell resultierender
Hemmungen der Partikel-Formation wurde ein Versuchsaufbau mittels
Casiumchlorid-Dichtegradienten angewandt. Mithilfe dieser Methode kdnnen

Zellkompartimente und zellulare Partikel hinsichtlich ihrer Dichte fraktioniert werden,
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was das kompositionelle Verhaltnis von Proteinen und Lipiden angeben kann
(Nasukawa et al.,, 2017). Zu diesem Zweck wurden HuH-7-Zellen fur 48 h mit
Sec24A-spezifischer siRNA bzw. Kontroll-siRNA (siCon) behandelt, anschlieend fur
weitere 24 h der Expression von pMSV.S.HA ausgesetzt. Je drei gleich transfizierte
6-Wells wurden vereinigt und anschlieBend per Temperaturshift-Protokoll
aufgeschlossen (s. 2.4.4.1). Dieses beinhaltet den mechanischen Aufschluss mittels
wiederholtem Einfrieren und Auftauen der Zelllysate (,freeze-thaw-cylces®) in
hypotonischen Pufferlosungen und resultierender Zerstorung der Zellwande durch
die entstehenden Scherkrafte, wobei Membran-zerstorende Detergenzien nicht zum
Einsatz kommen. Anfertigung und Auftrag der Gradienten, sowie die Unterteilung in
je 14 Fraktionen fanden nach Protokoll statt (s. 2.4.4.3). AnschlielRend konnten die
Fraktionen mithilfe des Refraktometers (A. Kruss Optronic) hinsichtlich der Dichte
untersucht und anhand des HBsSAgQ-ELISAs bezuglich des HBV.S-Proteins
quantifiziert werden. Die Auswertung von Kontrolle (s. Abb. 33A) und siRNA-
Depletion (s. Abb. 33B) ergab einen Protein-Peak bei ca. 1,15 - 1,2 g/ml in beiden
Fallen. Dies entspricht der Dichte der HBV.S-Lipoprotein-Partikel gemaf der Literatur
(Gerin et al., 1975; Paran et al., 2001). Als Unterschied war lediglich zu beobachten,
dass sich der Peak der Kontrolle etwas breiter, Uber die Fraktionen 2 - 7, im Fall der
Sec24A-Depletion uUber die Fraktionen 2 - 6 erstreckte. Diese Ergebnisse sprechen
daflr, dass die Depletion von Sec24A die Produktion der HBV.S-Lipoprotein-Partikel
nicht verhindert. Ob diese SVPs den unter Sec24A-Prasenz generierten Partikeln in
all ihren morphologischen Eigenschaften entsprechen, kann jedoch durch diesen
Versuch nicht festgestellt werden.

Statt Casiumchlorid konnen fur die Anfertigung von Dichtegradienten
unterschiedliche Konzentrationen an Sucrose herhalten. Diese untersuchen nicht das
Verhaltnis von Proteinen zu Lipiden, sondern geben Aufschluss Uber das
Sedimentationsverhalten dieser Partikel und dementsprechend deren Grole
(Bermejo et al., 2014). Dementsprechend konnten Versuche wie diese Hinweise zur
Komposition der jeweiligen Partikel liefern.
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Abb. 33: Casiumchlorid-Dichtegradienten von S.HA nach Sec24A-Depletion. Dargestellt ist die
Analyse aller Fraktionen (1 - 14) mittels Refraktometer sowie spezifischem HBsAg-ELISA nach
Zentrifugation der Lysate im Céasiumchlorid-Dichtegradienten. Die Dichte der jeweiligen Fraktionen ist
in g/ml angegeben (hellgrau), sowie die im ELISA gemessene Absorption bei 620/450 nm (schwarz).
Die Kontrolle ist siCon benannt. (A) Unter Verwendung der Kontroll-siRNA ergab die Quantifizierung
von HBV.S einen Peak im Bereich von 1,15 bis 1,2 g/ml Dichte in den Fraktionen 2 bis 7. Dies
entspricht der Dichte von HBV-SVPs. (B) Nach Depletion von Sec24A zeigte sich der HBV.S-Peak bei
gleicher Dichte wie bei der Kontrolle in den Fraktionen 2 bis 6.

Transfektionsschema, Lyse und Aufarbeitung des folgenden Versuchs fanden
gemald der Casiumchloridgradienten statt (vgl. o.), die Sucrosegradienten wurden
nach Protokoll angefertigt (s. 2.4.4.4) und ausgewertet. Die je 14 Fraktionen von
Kontrolle (s. Abb. 34A) und Sec24A-Depletion (s. Abb. 34B) wurden mithilfe des
Refraktometers und des HBsAgQ-ELISAs ausgewertet. Wie bereits bei der
Casiumchlorid-Dichtegradientenzentrifugation lagen die HBV.S-Peaks in beiden
Fallen nah beieinander. In der Kontrolle befand sich dieses bei etwa 34 - 35 %
Sucrose, nach Sec24A-Depletion bei 32 - 35 %. Trotz leicht unterschiedlicher
Verlaufe der Peaks spricht dieses Ergebnis daflr, dass die kompositionellen
Eigenschaften der hier detektierten HBV-SVPs durch den KD von Sec24A nicht
verandert sind.

Aufgrund dieser unerwarteten Ergebnisse wurde ein weiterer Dichtegradient
angewandt, der die Verwendung von lodixanol (OptiPrep™) beinhalt. Im Gegensatz
zu den vorherigen Methoden mittels Casiumchlorid bzw. Sucrose fand der
Aufschluss der Zellen nicht mittels Temperaturshift (vgl. o.) statt. Stattdessen wurde
der gesamte postnukleare Uberstand (PNS) verwendet.
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Abb. 34: Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation von S.HA nach Sec24A-Depletion. Dargestellt
ist die Analyse aller Fraktionen (1 - 14) mittels Refraktometer sowie spezifischem HBsAg-ELISA nach
Zentrifugation der Lysate im Sucrose-Dichtegradienten. Die Sucrosekonzentration der jeweiligen
Fraktionen ist in % angegeben (hellgrau), sowie die im ELISA detektierte Absorption bei 620/450 nm
(schwarz). Die Kontrolle ist siCon benannt. (A) Unter Verwendung der Kontroll-siRNA ergab die
Quantifizierung von HBV.S einen Peak im Bereich von 34 bis 35 % Sucrose in den Fraktionen 6 bis
12. (B) Nach Depletion von Sec24A mittels spezifischer siRNA zeigte sich der HBV.S-Peak bei einer
Sucrosekonzentration von 32 bis 35 % und wie bei der Kontrolle in den Fraktionen 6 bis 12.

Die hier durchgefuhrte Fraktionierung mittels lodixanolgradienten fand anhand des
angegebenen Protokolls statt (s. 2.4.4.5), die Detektion im Anschluss daran sowohl
mittels Refraktometer als auch mittels TCA-Fallung (s. 2.4.5) und SDS-PAGE mit HA-
spezifischer WB-Analyse (s. 2.4.6f). Mithilfe des Refraktionsindex (RIX) aller
Fraktionen von Kontrolle und Sec24A-Depletion konnte nachgewiesen werden, dass
beide Gradienten im Verlauf der lodixanolkonzentration nahezu identisch waren (s.
Abb. 35B). Dies erlaubt, die WB-Analyse beider Ansatze miteinander zu vergleichen.
Von je 30 abgenommenen Fraktionen wurden nur jeweils 15 alternierende pro SDS-
PAGE aufgetragen und ausgewertet (s. Abb. 35A). Beim Kontroll-Lysat zeigten sich
eine starke Anreicherung von HBV.S innerhalb der 15. Fraktion sowie weitere,
weitaus schwachere Signale in den Fraktionen 9, 10, 13 und 19. Insgesamt schien
das Protein hauptsachlich an einer spezifischen Zellstruktur akkumuliert zu sein.
Nach Depletion von Sec24A war eine solche Akkumulation nicht mehr auszumachen.
Stattdessen waren schwache Signale von S.HA in den Fraktionen 5, 7, 9, 10, 13, 15
und 17 zu erkennen. Diese Verteilung erschien gleichmalig Uber ein breites
Spektrum in der Zelle verteilt zu sein und eine spezifische Akkumulation des Proteins
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war nicht mehr auszumachen. Hiermit unterscheiden sich die beiden Fraktionsprofile
der Zelllysate von Kontrolle und Sec24A-Depletion enorm und lassen vermuten, dass
der KD des COPII-Proteins zu einer diffusen Verteilung von HBV.S innerhalb der
Zelle fuhrt, statt wie normalerweise, zu einer spezifischen Akkumulation an einem
Zellkompartiment. Diese diffuse Verteilung des HBV-Proteins als Folge der fehlenden
Interaktion mit COPIl und die daraus resultierende fehlende Prasenz an dem
naturlichen Morphogenese-Ort fur subvirale Partikel konnten erklaren, warum die
Sekretion der HBV-SVPs nach Sec24A-KD gestort ist.
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Abb. 35: lodixanol-Dichtegradienten von S.HA nach Sec24A-Depletion. Dargestellt sind die
Messdaten mittels Refraktometer sowie die HA-spezifische WB-Analyse der Lysate von HuH-7-Zellen
nach der transienten Expression von pMSV.S.HA fiir 24 h nach 48-stiindiger Depletion von Sec24A
bzw. Einsatz eines Kontrollkonstrukts (siCon) mit anschlieRender Fraktionierung mittels eines
lodixanolgradienten. (A) Zu sehen sind 15 der 30 S.HA-Fraktionen unter Verwendung der Kontroll-
bzw. der Sec24A-spezifischen siRNA nach Separierung im Gradienten. Die jeweiligen Proteingréfien
sind in kDa angegeben. Das HBV-Protein liegt in der Kontrolle gréf3tenteils akkumuliert in Fraktion 15
vor, sowie in deutlich schwacheren Anteilen in Fraktionen 9, 10, 13 und 19 (oben). Nach Depletion
von Sec24A zeigt sich ein gegensatzliches Bild, das keine Akkumulation, sondern eine gleichmaRige
Verteilung von HBV.S in den Fraktionen 5, 7, 9, 10, 13, 15, und 17 aufweist. (B) Zu sehen ist die
graphische Darstellung der Refraktionsindizes (RIX) aller Kontroll- sowie siSec24A-Fraktionen 1 - 30
(schwarz bzw. rot). Es ist ersichtlich, dass die Fraktionen beziiglich ihrer lodixanolkonzentrationen
nahezu vollstandig Ubereinstimmen und untereinander verglichen werden kénnen.
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3.3.2 Interaktionsanalyse von HBV.S und Sec24A

3.3.2.1 HBV.S benotigt das Paralog Sec24A

Die bisherigen Untersuchungen sprechen fur Paralog-spezifische Funktionen der
COPII-Proteine Sec24A und Sec23B wahrend der Freisetzung subviraler HBV- und
HDV-Partikel. Auch ergab der urspringliche Screen nach HBV-spezifischen
Interaktionspartnern mittels des Split-Ubiquitin-Hefe-2-Hybrid-Systems lediglich eine
Interaktion mit Sec24A, nicht aber mit anderen Isoformen des Proteins (Awe,
Dissertation 2009). Wahrend Sec23 lediglich durch sec23a und sec23b kodiert wird,
so zeichnet sich Sec24 in Saugerzellen durch das Vorhandensein von vier Paralogen
aus. Um deren spezifische Rollen hinsichtlich des HBV-Infektionszyklus
weiterfuhrend zu ergrinden, wurde eine vergleichende Analyse aller vier Sec24-
Paraloge durchgefuhrt. Fur diesen Versuch wurden HuH-7-Zellen fur 48 h mit
spezifischen siRNAs gegen Sec24A, Sec24B, Sec24C und Sec24D bzw. Kontroll-
siRNA behandelt, anschliefend fand die Expression des Vektors pMSV.S.HA flr
weitere 24 h statt. Lysate und Uberstande wurden gemaR des Standardprotokolls
aufgearbeitet und mit SDS-PAGE und immun-spezifischem WB analysiert (s. 2.4.1,
2.4.6f s. Abb. 36A). Die Untersuchungen der jeweiligen Depletionseffizienz von
Sec24C und Sec24D fanden mittels gPCR und spezifischer Primer nach Protokoll
statt (s. 2.3.10.1; s. Abb. 36B/C). Fur Sec24A und Sec24B konnten die KD-
Effizienzen bereits in vorherigen Experimenten nachgewiesen werden (vgl. 3.2.3.1/
3.2.3.3). Die Detektion von HBV.S ergab eine extrazellulare Reduktion des Proteins
ausschlieBlich nach Depletion von Sec24A. In allen anderen Fallen konnte dies nicht
beobachtet werden. Dies spricht fir eine hohe Spezifitdt der Interaktion zwischen
HBV.S und Sec24A, die fur die Sekretion von HBV-SVPs bedeutend ist und nicht

durch das Vorhandensein einer der anderen Isoformen ersetzt werden kann.
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Abb. 36: Die Rollen Sec24-spezifischer Paraloge bei der Sekretion von subviralen HBV-
Partikeln. Dargestellt ist die HA-spezifische WB-Analyse der Lysate und Uberstande (UB) von HuH-7-
Zellen nach der transienten Expression von pMSV.S.HA fir 24 h nach 48-stiindiger Depletion von
Sec24A, Sec24B, Sec24C und Sec24D sowie die Depletionskontrollen von Sec24C und Sec24D
mittels gPCR-Analyse. (A) Links sind sowohl Zelllysate (oben), als auch Uberstande (unten) mit
Angaben der ProteingroBen in kDa gezeigt. Als Ladekontrolle wurde [(-Aktin detektiert. Die
verwendete Kontroll-siRNA ist siCon genannt, single-siRNAs gekennzeichnet (*). (B) Zu sehen ist die
Depletionskontrolle der Sec24C-spezifischen siRNA mittels gPCR und unter Verwendung spezifischer
Primer. Es konnte eine Verringerung des Sec24C-Expressionslevels auf 8,6 % erreicht werden. (C)
Dargestellt ist die Depletionskontrolle der Sec24D-spezifischen siRNA mittels gPCR mit einer
Verringerung des Sec24D-Expressionslevels auf 51,1 %. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung an, gemessen wurde in Duplikaten zweier Experimente (n =4).

3.3.2.2 HBV.S interagiert mit Sec24A via AS 78 und 79

Zur weiteren Ergrundung der spezifischen Interaktion zwischen Sec24A und HBV.S
wurden Immunprazipitationsversuche (IP) unter Anwendung des Standardprotokolls
mit RIPA-Lyse (s. 2.4.2) durchgefuhrt. Hierfir wurde das sec24a-Gen aus dem
Konstrukt pFLAG.Sec24A (Sec24A.FLAG) zusatzlich in den Vektor pCMV.MYC
eingebracht, da das MYC-Epitop fur IP-Versuche im Vorhinein als sehr effizient
charakterisiert werden konnte und dies vielfaltigere Anwendungsmoglichkeiten
eroffnete. Das nun entstandene Plasmid wurde Sec24A.MYC genannt. Aullerdem
wurden die Konstrukte pSD33A, pSR78K, pSR79K und pSR79L mit Substitutionen in
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den Aminosauren 33 (Asparaginsaure), 78 und 79 (Arginine) zu Alanin (A), Lysin (K)
oder Leucin (L) in den Vektor pMSV.S.HA umkloniert. Die neuen Konstrukte wurden
pMSV.S.D33A.HA, pMSV.S.R78K.HA, pMSV.S.R79K.HA und pMSV.S.R79L.HA
(S.D33A.HA, S.R78K.HA, S.R79K.HA, S.R79L.HA) benannt. Die Positionen 33, 78
und 79 wurden hierbei gewahlt, da sie sich in der Richtung Zytosol gerichteten
Schleife (,cytosolic loop“; CL) des HBV.S-Proteins befinden, die entsprechend ihrer
Lage fur die Interaktion mit Sec24A infrage kdme, wenn diese im transmembranen
Zustand von S stattfindet. AuRerdem entsprechen die AS moglichen Anordnungen
fur typische ER-Exportmotive in Cargo-Molekilen von COPIl, die meist zwei
basische, saure oder hydrophile Komponenten enthalten. Es konnte in vorherigen
Studien gezeigt werden, dass bereits einzelne AS-Mutationen dieser Bindemotive zu
malfdgeblichen Fehlfunktionen fuhren konnen (Kumichel et al., 2015; Miller et al.,
2003; Nufer et al., 2002). Des Weiteren wurde das Konstrukt pMSV.S.HA.LL
(S.HA.LL) durch Mutagenese-PCR kreiert, welches Substitutionen in den AS 213 -
216 (Leucin, Prolin, Leucin, Leucin) der Transmembran-Domane im C-Terminus von
HBV.S enthalt. Hierbei wurden alle Leucine mit Alaninen ersetzt. Dieser Bereich
wurde gewahlt, weil die C-terminale Domane von S fur vielfaltige Interaktionen mit
anderen Proteinen bekannt ist, unter anderem mit HDV.L, und die AS-Kombination
ebenfalls moglichen ER-Exportmotiven entspricht (Komla-Soukha und Sureau, 2006;
Miller et al., 2003). Eine Ubersicht der Mutationsstellen aller Konstrukte im HBV.S-
Protein ist schematisch dargestellt (s. Abb. 37C).

Far die IPs wurden die Plasmids pSec24A.MYC oder pFLAG.Sec24A jeweils mit dem
Wildtyp oder den S-Mutanten fur 72 h transient in HuH-7-Zellen exprimiert. Aufgrund
der per se starkeren Expression der Sec24A-Konstrukte wurde jeweils ein
Mengenverhaltnis von 3:5 verwendet (1,5 + 2,5 pg). Mithilfe des S-spezifischen
Antikorpers a-K38 wurde das HBV-Hullprotein prazipitiert und anschlieend mithilfe
des MYC- oder FLAG-spezifischen WBs nach Sec24A.MYC bzw. Sec24A.FLAG
detektiert. Die Fallung der S-Konstrukte konnte mithilfe eines HA-spezifischen WBs
Uberpruft werden (s. Abb. 37A/B). Nach Prazipitation mit S-spezifischem Antikorper
konnte die COPIIl-Untereinheit Sec24A nicht nur in der Positivkontrolle (S.HA),
sondern ebenso unter Verwendung der Mutanten S.D33A.HA und S.HA.LL detektiert
werden. Nach den Fallungen von S.R78K.HA, S.R79K.HA oder S.R79L.HA konnte
Sec24A nur kaum mehr detektiert werden. Dies lasst darauf schlielen, dass die

Interaktion mit Sec24A mithilfe einer Bindestelle in der zytosolischen Schleife des
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HBV.S-Proteins stattfindet, die die beiden Arginine 78 und 79 beinhaltet und dass die
Substitutions-Veranderungen dieses Motivs ausreichend sind, die Interaktion mit
Sec24A signifikant zu storen. Die AS 33 und 213 - 216 scheinen hingegen fur diese

Interaktion scheinbar nicht essentiell zu sein.
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Abb. 37: Kartierung der Sec24A-Interaktionsstelle in HBV.S Dargestellt ist die MYC-, FLAG- bzw.
HA-spezifische WB-Analyse der IPs von Sec24A und unterschiedlichen S-Mutanten nach 72-stiindiger
Expression der Konstrukte pSec24A.MYC bzw. pFLAG.Sec24A gemeinsam mit pMSV.S.D33A.HA,
pMSV.S.R78K.HA, pMSV.S.R79K.HA, pMSV.S.R79L.HA und pMSV.S.HA.LL bzw. pMSV.S.HA in
HuH-7-Zellen. Als Kontrollvektor wurde p3xFlag-CMV-10 bzw. p3xFlag-CMV-14 (FLAG) verwendet.
(A) Oben gezeigt ist die Expression der unterschiedlichen S-Konstrukte. In zweiter Reihe ist Sec24A
vor S-spezifischer Prazipitation zu sehen (Input), im unteren Teil danach (IP) mit Angaben der
Proteingrof3en in kDa. (B) Der obere Teil der Abbildung zeigt die Expression des S-Konstrukts
S.HA.LL verglichen mit den Kontrollen FLAG und S.HA. Im mittleren Teil der Abbildung ist Sec24A vor
S-spezifischer Prazipitation zu sehen (Input), im unteren Teil danach (IP) mit Angaben der
Proteingrofien in kDa. (C) Schematisch dargestellt ist die strukturelle Lage der jeweiligen Mutanten im
HBV.S-Protein unter Angabe der AS Leucin (L), Prolin (P), Arginin (R) und Asparaginsaure (D), die
substituiert wurden. S.HA.LL besitzt einen AS-Austausch an den Positionen 213 - 216, die anderen
vier Mutanten jeweils an den Positionen 78, 79 und 33 in der zytosolischen Schleife (CL).
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3.3.2.3 Mutationen der Sec24A-Interaktionsdomane von HBV.S verhindern die

Freisetzung subviraler HBV-Partikel

Mithilfe vorheriger Experimente konnte gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen
HBV.S und Sec24A Paralog-spezifisch ist (s. 3.3.2.1) und die Bindestelle im S-
Protein die beiden Arginine 78 und 79 beinhaltet (s. 3.3.2.2). Die fur diese
Interaktionsanalyse verwendeten S.HA-Varianten S.R78K.HA, S.R79K.HA und
S.R79L.HA sollten des Weiteren bezuglich ihrer Sekretionskompetenz untersucht
werden. Dies stellt eine effektive Moglichkeit dar, die funktionelle Bedeutung dieser
beiden AS hinsichtlicher der Morphogense und Sekretion subviraler HBV-Partikel zu
beleuchten. Die Mutante S.D33A.HA wurde nicht weiter untersucht, da sie nach
bisherigen Erkenntnissen nicht an der Interaktion von HBV.S mit Sec24A beteiligt zu
sein scheint (s. 3.3.2.2). Die hier verwendeten HuH-7-Zellen wurden
dementsprechend im 6-Well-Format mit den Plasmiden pMSV.S.HA,
pMSV.S.R78K.HA, pMSV.S.R79K.HA und pMSV.S.R79L.HA transfiziert und diese
fur 48 h transient exprimiert. Im Anschluss daran fand der Aufschluss der Lysate und
Uberstande gemaR Standardprotokoll mit anschlieRender SDS-PAGE und WB statt
(s. 2.4.1, 2.4.6f) statt. Wahrend die drei Mutanten intrazellular in vergleichbarer
Menge wie die Kontrolle S.HA zu detektieren waren, zeigte sich extrazellular ein
anderes Bild. Unter Verwendung des S.HA-Konstrukts konnte eine effiziente SVP-
Sekretion festgestellt werden, wahrend alle der drei untersuchten Mutanten nicht
bzw. kaum in den Uberstanden zu finden waren (s. Abb. 38). Insbesondere die
Konstrukte S.R78K.HA und S.R79K.HA zeigten keinerlei S-spezifisches Signal in den
Zelluberstanden und S.R79L.HA lies lediglich eine sehr schwache SVP-Sekretion
detektieren. Dieses Ergebnis spricht dafur, dass Substitutions-Veranderungen der AS
78 oder 79 der Sec24A-Interaktionsdomane von HBV.S ausreichend sind, um die
Sekretion von HBV-SVPs zu inhibieren.
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Abb. 38: Der Einfluss von HBV.S-Mutationen der AS 78 und 79 auf die Sekretion subviraler
HBV-Partikel. Dargestellt ist die HA-spezifische WB-Analyse der Lysate und Uberstéande (UB) von
HuH-7-Zellen nach der transienten Expression von pMSV.S.HA, pMSV.S.R78K.HA,
pMSV.S.R79K.HA und pMSV.S.R79L.HA fiir 48 h. Im oberen Teil der Abbildung sind die Zelllysate zu
sehen, im unteren die Uberstinde mit Angaben der ProteingréRBen in kDa und B-Aktin als
Ladekontrolle.

3.3.3 Die Notwendigkeit von Sec24A fur die Morphogenese und Freisetzung
subviraler DHBV-Partikel

Ein weiterer Vertreter der Familie der Hepadnaviridae ist das Hepatitis-Virus der Ente
(DHBV), das ein weit verbreitetes in vitro-Infektionsmodell darstellt und seit mehr als
20 Jahren fur Forschung an den Replikationszyklen der Hepadnaviridae verwendet
wird (Glebe und Urban, 2007). Um einen Einblick zu gewinnen, ob die Interaktion
zwischen Sec24A und S auf das humane Virus beschrankt ist oder eventuell auch
bei anderen Hepadnaviren wichtig sein konnte, wurde des Weiteren ein
Depletionsversuch nach bereits beschriebenem Schema mit DHBV durchgefuhrt (vgl.
3.2.3.1). Hierfur wurde das Plasmid pDHBV.S.HA in HuH-7-Zellen nach 72-stundiger
Depletion von Sec24A mittels siRNA fur weitere 48 h exprimiert. Dieses Plasmid
entspricht dem pMSV.S.HA-Vektor unter hMTlla-Promotor, nur wurde statt des
humanen Virus-Gens HBsAg-S das DHBV-Gen dHBsAQ-S integriert. Aufschluss und
Aufarbeitung der Lysate und Uberstande fanden gemaR des Standardprotokolls statt,
wonach mittels HA-spezifischem WB nach DHBV.S detektiert wurde (s. 2.4.1, 2.4.6f).
Die Depletion von Sec24A ergab auch bezuglich subviraler DHBV-Partikel ein mit
dem humanen Virus vergleichbares Bild (s. Abb. 39). Im Gegensatz zur Kontrolle
waren eine Akkumulation von DHBV.S innerhalb der Zelle sowie eine fast
vollstandige extrazellulare Reduktion des Proteins zu beobachten. Dies spricht dafur,
dass Sec24A in die Morphogenese und Sekretion subviraler DHBV-Partikel ebenso
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3 Ergebnisse

wie bei HBV involviert ist und daher auch in den Lebenszyklen anderer
Hepadnaviridae von bedeutender Wichtigkeit sein konnte.
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Abb. 39: Die Notwendigkeit von Sec24A fiir die Morphogenese und Freisetzung subviraler
DHBV-Partikel. Dargestellt ist die HA-spezifische WB-Analyse der Lysate und Uberstéande von HuH-
7-Zellen nach der transienten Expression von pDHBV.S.HA fir 48 h nach 72-stiindiger Depletion von
Sec24A mit spezifischer siRNA. Der obere Teil der Abbildung zeigt die Zelllysate, der untere die
Uberstande mit Angaben der ProteingréRen in kDa. Als Ladekontrolle wurde B-Aktin detektiert. Die
verwendete Kontroll-siRNA ist siCon genannt.

3.3.4 Die Notwendigkeit von Sec24A und Sec23B fur die Morphogenese und
Freisetzung infektioser HBV-Virionen

Wie oben dargestellt, Uben die beiden COPII-Proteine Sec24A und Sec23B wahrend
der Sekretion subviraler HBV- und HDV-Partikel entscheidende Funktionen aus (vgl.
3.2.3.1/ 3.2.3.3). Um zu ergrunden, ob diese Proteine auch beim Zellaustritt
infektioser HBV-Virionen von Bedeutung sein konnten und in diesem Fall ebenfalls
eine hohe Spezifitat fur die bereits identifizierten Isoformen vorliegt, wurde in
folgendem Experiment vom subviralen auf das virale in vitro-System gewechselt.
Hierzu wurden HuH-7-Zellen fur 48 h mit spezifischen siRNAs gegen die COPII-
Proteine Sec24A, Sec24B, Sec23A und Sec23B bzw. Kontroll-siRNA behandelt,
anschliefend eine 72-stindige Expression des replikationsfahigen HBV-Plasmids
pCEP4ACMVASV40/1.1xHBV durchgefuhrt. Die Aufarbeitung der Lysate und
Uberstande, sowie die Prazipitation intrazelluléarer Nukleokapside und extrazellularer
Virionen fanden entsprechend des Protokolls fur HBV-Proben statt (s. 2.4.2). Die
Detektion der HBV-Genome konnte mittels gPCR unter Verwendung einer HBV-
spezifischen Tagman-Sonde durchgefuhrt werden (s. 2.3.10.2). Die Auswertung der
Daten ergab nach individueller Depletion der beiden COPII-Komponenten Sec24A

100



3 Ergebnisse

und Sec23B verglichen mit den Kontroll-Lysaten keine signifikante Reduktion
intrazellularer Nukleokapside, jedoch eine hochst signifikante Reduktion
extrazellularer HBV-Virionen (s. Abb. 40). Bei den jeweiligen verwandten Isoformen
Sec24B und Sec23A konnte entweder nur eine schwache Tendenz dessen
festgestellt werden (Sec23A) oder sogar der gegenteilige Effekt einer hoch
signifikanten Steigerung extrazellularer Virionen (Sec24B). Unter KD von Sec23A
war aulerdem eine signifikante Steigerung intrazellularer NCs zu beobachten. Diese
Ergebnisse sprechen dafur, dass Sec24A und Sec23B von essentieller Bedeutung
fur die Freisetzung sowohl subviraler als auch viraler HBV-Partikel sind. Die beiden
zellularen Proteine und die COPII-Maschinerie scheinen dementsprechend mit
grundlegenden Funktionen in den Infektionszyklus des Virus involviert zu sein, die

nicht durch die jeweils anderen Isoformen ersetzt werden konnen.
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Abb. 40: Die Notwendigkeit von Sec24A und Sec23B fiir die Morphogenese und Freisetzung
von HBV-Virionen. Dargestellt sind die relativen Werte der Detektion intrazellularer Nukleokapside
und extrazellularer HBV-Virionen mittels Virus-spezifischer IP und anschlieRender Quantifizierung der
viralen Genome mittels gPCR. Dies erfolgte nach 48-stiindiger Behandlung von HuH-7-Zellen mit
siRNAs gegen die COPII-Proteine Sec24A, Sec24B, Sec23A und Sec23B bzw. Kontroll-siRNA und
72-stiindiger Expression des replikationsfahigen HBV-Plasmids pCEP4ACMVASV40/1.1xHBV.
Gezeigt ist die relative Quantitat der Virus-DNA [%], wobei die Kontrolle (siCon) hierbei auf 100 %
gesetzt wurde. p<0.05 *, p<0.01**, p<0,001***. Gemessen wurde in Duplikaten; n = 3.

3.3.5 Einflisse von HBV und HBV.S auf die Expression von Sec24A und Sec23B

Aufgrund der vermuteten proviralen Rollen von Sec24A und Sec23B hinsichtlich HBV
sollten weitere Analysen mittels qPCR aufklaren, ob die Prasenz des S-Hullproteins
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oder des gesamten HBV-Genoms in der Zelle zu einer Erhohung der
Transkriptionslevel beider Sec-Proteine fuhren kann. Fur dieses Experiment wurden
HuH-7-Zellen mit den Plasmiden pMSV.S.HA und pCEP4ACMVASV40/1.1xHBV
(HBV) bzw. Kontrollvektoren transfiziert. Nach 48-stindiger transienter Expression
fand die Aufarbeitung der Lysate nach Standardprotokoll fur die gPCR mittels SYBR
Green statt (s. 2.3.10.1). Mithilfe spezifischer Primer gegen Sec24A und Sec23B
konnten anschliel3end die jeweiligen endogenen mRNA-Level bestimmt werden. Die
Untersuchung der Sec24A-Expression ergab verglichen mit der Kontrolle eine
Erhohung um ca. 30 % bei alleiniger Expression von S.HA und eine Erhdhung um
ca. 80 % im Falle der HBV-Prasenz (s. Abb. 41A). Bezuglich der Sec23B-Transkripte
wiederholte sich diese Beobachtung und zeigte sich zudem in verstarkter Form. Hier
fuhrte das Vorhandensein von S oder HBV in beiden Fallen zu einer Steigerung der
Sec23B-Expression um etwa das 2,5-fache im Vergleich zur Kontrolle (s. Abb. 41B).
Diese Ergebnisse bestatigen, dass bereits das alleinige Vorhandensein des
Virusproteins HBV.S ausreichend ist, die Transkriptionslevel der zellularen
Interaktionspartner Sec24A und Sec23B hochzuregulieren. Dieser Effekt verstarkt
sich zusatzlich in HBV-replizierenden Zellen.
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Abb. 41: Einfliisse von HBV und HBV.S auf die Expression von Sec24A und Sec23B. Hier
abgebildet sind die jeweiligen Transkriptionslevel der zellularen COPII-Proteine Sec24A und Sec23B
nach 48-stiindiger Expression der Vektoren pMSV.S.HA, pCEP4ACMVASV40/1.1xHBYV oder p3xFlag-
CMV-10 bzw. p3xFlag-CMV-14 (FLAG) in HuH-7-Zellen. Ermittelt wurden diese mittels gPCR und
spezifischer Primer. Die jeweilige Expression nach Transfektion der Kontrolle (FLAG) wurde auf 100
% gesetzt. Gezeigt sind die Transkript-Konzentrationen von (A) Sec24A und (B) Sec23B. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an, gemessen wurde in Duplikaten zweier Experimente
(n=4).
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Virale Pathogene mit kleinen Genomen und beschrankten Moglichkeiten der
eigenstandigen Proteinexpression sind auf zellulare Proteine und Mechanismen der
Wirtszelle angewiesen (Mitra et al., 2018; Zeyen und Prange, 2018). Das Hepatitis-B-
Virus (HBV) und das Hepatitis-D-Virus (HDV), auch Delta genannt, stimmen in ihren
Lebenszyklen teilweise Uberein, da Delta als unvollstandiger Satellit auf die
Helferfunktion von HBV angewiesen ist. Zur Komplementierung des HDV-
Lebenszyklus, insbesondere der Generierung infektioser Virionen sowie Ein- und
Austritt aus der Hepatozyte, ist das Virus auf die viralen Hullproteine von HBV
angewiesen (Shirvani-Dastgerdi und Tacke, 2015; Goyal und Murray, 2016).
Dementsprechend konnten die beiden Viren in ihren Ansprichen an die Wirtszelle
und deren funktionelle Proteine teilweise ubereinstimmen, was es nachvollziehbar
macht, Virus-Wirt-Interaktionen beider Viren simultan zu untersuchen. Innerhalb
dieser Arbeit wurde der Fokus auf intrazellulare Transportmechanismen und deren
mogliche Funktionen in den Infektionszyklen beider Pathogene gelegt. Vesikulare
und nicht-vesikulare sowie Membran-formende Signalkaskaden aus mehreren
spezialisieren Proteinen und Proteinkomplexen dienen dazu, ein dynamisches
Transport- und Kommunikationsnetzwerk zwischen den Kompartimenten
eukaryotischer Zellen zu garantieren (Gurkan et al., 2006; Kirchhausen, 2000).
Vielerlei virale Pathogene, unter anderem das Hepatitisvirus HCV, sind dafur
bekannt, diese Mechanismen als Teil ihrer Infektionszyklen fur Endozytose,
Exozytose oder intrazellularen Transport der viralen Proteine oder Partikel zu nutzen
(Syed et al., 2017; Rust et al., 2004; Lambert et al., 2007). Drei dieser Mechanismen,
die ESCRT-Maschinerie als Membran-beeinflussende Komponente sowie die beiden
Transportsysteme der Clathrin- und COPIll-ummantelten Vesikel, wurden innerhalb
dieser Arbeit im Kontext beider Viren beleuchtet. Mithilfe vielfaltiger methodischer
und thematischer Herangehensweisen konnten mehrere Komponenten dieser
intrazellularen Signalwege identifiziert werden, die von einem oder beiden der Viren
zu deren Vorteil rekrutiert werden. Interaktionsanalysen wie diese ermoglichen
therapeutische Ansatze, die die viralen Pathogenesen unterbrechen und die

Ausbreitung der Viren verhindern konnen (Zeyen und Prange, 2018).
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4.1 Charakterisierung subviraler HDV-Partikel in vitro

Die Untersuchungen innerhalb dieser Arbeit wurden je nach Versuchsaufbau auf
zwei unterschiedlichen Virus-Ebenen durchgefuhrt: subviral oder viral. Das Arbeiten
mit nicht-infektiosen, also subviralen oder Virus-ahnlichen Partikeln (SVPs bzw.
VLPs) ist in der molekularbiologischen Forschung an vielen Pathogenen wie dem
humanen Cytomegalovirus (hCMV), dem Hepatitis-C-Virus (HCV) und dem
Influenza-A-Virus H1N1 etabliert (Lehmann et al., 2019; Denolly et al., 2017;
Venereo-Sanchez et al., 2019). Die Herstellung und Veranderung solcher Partikel ist
aullerdem wichtiger Bestandteil der Forschung an potentiellen Impfstoffen,
beispielsweise fur das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) (Cervera et al., 2019).
Bezuglich HBV wurden in den letzten Jahren vielfaltige Charakterisierungen der
verschiedenen Partikeltypen durchgefuhrt. Neben den vollstandigen, infektiosen
DNA-Virionen kommt in den Seren infizierter Patienten eine Vielzahl an SVPs vor,
die in hohem Uberschuss gebildet und ausgeschleust werden (Patient et al., 2009;
Bruss, 2007). Diese HBV-SVPs konnen RNA oder DNA enthalten oder auch gar kein
Genom aufweisen, zudem ein Nukleokapsid beinhalten oder ganzlich ohne das HBV-
Core-Protein vorliegen (Wang et al., 2016). Mit Abstand am haufigsten, namlich in
ca. hunderttausendfachem Uberschuss gegeniiber Virionen, liegen sogenannte
spharische und filamentose SVPs aulRerhalb infizierter Zellen vor, die lediglich aus
den viralen Hullproteinen in Verbindung mit zellularen Lipiden bestehen (Peiffer et
al., 2018; Yan et al.,, 2016). Innerhalb dieser Arbeit wurden die subviralen,
spharischen HBV-Partikel in vitro mittels alleiniger Transfektion des S-Hullproteins
unter artifiziellem oder naturlichem Promotor generiert, die infektiosen Virionen durch
Einbringung eines Replikations-kompetenten HBV-Plasmids mit dem vollstandigen
viralen Genom.

Im Gegensatz zu HBV sind fur HDV innerhalb des Patienten-Kontextes in vivo keine
subviralen Partikeltypen bekannt (Taylor, 2015). Da fur die Komplementierung des
HDV-Infektionszyklus das HBV-Genom in der Wirtszelle vorliegen muss und der
Ribonukleoprotein-Komplex (RNP) ohne die HBV-Hullproteine die Zelle weder
befallen noch verlassen kann, aufert sich eine Koinfektion beider Viren durch
dieselben HBV-spezifischen SVPs in den Patientenseren (Freitas et al., 2014;
Sureau und Negro, 2016). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das kleine HBV-

Hullprotein S alleine ausreichend ist, um den RNP zu umhullen und mit dem HDV-
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Genom die Zelle zu verlassen. Aufgrund des fehlenden L-Hullproteins von HBV ist
allerdings kein erneutes Infizieren durch diese Partikeltypen mehr moglich, da L die
Bindung an den Leberzell-spezifischen Rezeptor vermittelt (Wang et al., 1991; Julithe
et al., 2014). Fur die Umhullung des RNPs und das Verlassen der Zellen ist daher die
Interaktion von S mit dem grofRen Delta-Antigen HDAg-L notwendig und hinreichend
(Chao et al., 1990). Die innerhalb dieser Arbeit in vitro generierten subviralen HDV-
Partikel wurden dementsprechend mittels kombinierter Transfektion des HBV.S-
Plasmids unter artifiziellem oder naturlichem Promotor und des Plasmids mit HDAg-
L-Gen unter artifiziellem Promotor generiert. Dabei konnte bestatigt werden, dass die
beiden viralen Proteine direkt miteinander interagieren und die Sekretion des HDV-
Proteins von S abhangig ist. AuRerdem andert HDV.L unter Prasenz von HBV.S
seine intrazellulare Verteilung aus dem Nukleus heraus in Nahe seines
Interaktionspartners, sodass das Zusammenspiel beider Proteine raumlich ermoglicht
wird. Ahnliche HDV-VLPs wurden zuvor bereits in anderen Arbeitsgruppen durch die
kombinierte Transduktion zweier rekombinanter Baculoviren generiert, von denen
eines HBsAg und eines HDAg-L kodiert (Chen et al., 2005). Im Gegensatz zum
subviralen HBV-Modell, das teilweise den Bedingungen in vivo entspricht, kdnnen
diese VLPs von HDV jedoch nur als artifizieller Rahmen betrachtet werden, da diese
Art subviraler Partikel in vivo bisher nicht gefunden werden konnte. Als Vorstufe
eines geeigneten viralen Systems konnen diese Versuche jedoch wertvolle Indizien
fur zukunftige Ansatze liefern, ohne dabei das extrem lange Zeitfenster der
vollstandigen HDV-Morphogenese miteinbeziehen zu mussen (Chao et al., 2015;
Rizzetto, 2016).

4.2 Funktionen der ESCRT-Maschinerie bei der Morphogenese subviraler HDV-
Partikel

Aufgrund der komplexen Differenzierung eukaryotischer Zellen in unterschiedliche
Kompartimente und Organellen mit verschiedensten molekularen Eigenschaften und
zellularen Funktionen ist ein dynamisches Transportnetzwerk von essentieller
Bedeutung (Lev, 2010; Gurkan et al., 2006). Die ,endosomal sorting complexes
required for transport® (ESCRT)-Maschinerie sind spezialisierte und hoch
konservierte, Membran-beeinflussende Proteinkomplexe, die vorwiegend an den
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endosomalen Membranen der Multivesikularen Korper (MVBs) agieren (Raymond,
1992). Die MVB-Kaskade vermittelt die Sortierung Ubiquitin-markierter Cargo-
Molekule in intraluminale Vesikel (ILVs), die sowohl mit Lysosomen als auch mit der
Plasmamembran verschmelzen kdnnen. Dementsprechend sind MVBs und ESCRT
in degradierende und sekretorische Prozesse involviert (Woodman, 2016). Fur
mehrere virale Pathogene konnte bereits festgestellt werden, dass diese wahrend
der Replikation Komponenten der ESCRT-Maschinerie rekrutieren, um von infizierten
Zellen freigesetzt zu werden (Christ et al., 2017; Bartusch und Prange, 2016). Auch
bezuglich HBV konnte nachgewiesen werden, dass das Virus den ESCRT-III-
Komplex und dessen Adaptor-Proteine ALIX und Vsp4 rekrutiert, um die
Morphogenese und Sekretion der infektiosen Virionen zu fordern. Im Gegensatz
dazu ist bekannt, dass subvirale, spharische HBV-Partikel ESCRT-unabhangige
Sekretionswege aus der Zelle verwenden (Lambert et al., 2007; Bardens et al., 2011;
Patient et al., 2009).

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob diese Transport-Maschinerie fur die
Freisetzung subviraler HDV-Partikel vonndten sein konnte. Mithilfe von
Depletionsversuchen mittels siRNA-Screen konnten Untereinheiten des ESCRT-III-
Komplexes spezifisch runterreguliert und der jeweilige Effekt auf die subviralen
Partikel untersucht werden. Eine erste Analyse ergab, dass die ESCRT-Proteine
CHMP2A und CHMP4B fir die Morphogenese subviraler HDV-Partikel bendtigt
werden. Hingegen zeigten die Depletionen der anderen ESCRT-III-Proteine keinen
mafgeblichen Effekt auf die intrazellularen HBV.S- und HDV.L-Level. Die Analyse
der Zelliberstande spiegelte die Proteinlevel innerhalb der Zellen wider und deutete
daher keinen Einfluss der Depletionen auf die Sekretion der Partikel an. Da die
ESCRT-Maschinerie in Verbindung mit den MVBs von entscheidender Bedeutung fur
die allgemeinte Vitalitdt eukaryotischer Zellen ist, sollten diese Ergebnisse mithilfe
eines Zelltoxizitat-Assays hinsichtlich ihrer Spezifitat in Kontext gesetzt werden
(Henne et al., 2011; Woodman, 2016). Zur Bestimmung eventueller, toxischer Effekte
der siRNAs auf die HuH-7-Zellen wurde auf die allgemein angewandte Bestimmung
der Aktivitat des Enzyms Lactatdehydrogenase (LDH) zurlckgegriffen. LDH ist ein
stabiles Protein, das in jeder eukaryotischen Zelle zu finden ist und bei Zerstérung
der Plasmamembran freigesetzt wird. Das Aktivitatslevel des Enzyms in den
Zelluberstanden kann daher in direkter Korrelation zur Zellvitalitat und -Mortalitat
quantifiziert werden (Kumar et al., 2018). Die Auswertung des LDH-Assays ergab,
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dass Beeintrachtigungen der Genexpression von Chmp2a, Chmp2b, Chmp4b und
Chmpb verglichen mit den Kontrollzellen zu Erhohung der Enzymaktivitat um bis zu
20 % fuhrten. Dies spiegelt zelltoxische Effekte der siRNA-Behandlung wider. Unter
Einbezug dieser Daten sind die Effekte nach Depletionen von CHMP2A und
CHMPA4B auf die subviralen HDV-Partikel nicht mehr als signifikant zu interpretieren,
da in beiden Fallen die allgemeine zellulare Vitalitat negativ beeinflusst ist. Anhand
dieser Versuche ist lediglich eine entsprechende Tendenz zu beobachten. Uber
mogliche Funktionen der beiden ESCRT-Proteine CHMP2A und CHMP4B bei der
Morphogenese von HDV-SVPs kann an diesem Punkt dementsprechend nur
spekuliert werden.

Die Proteine ,charged multivesicular body protein 2A bzw. 4B“ (CHMP2A bzw.
CHMP4B) sind als Schlusselkomponenten des ESCRT-IlI-Komplexes und fur dessen
Strukturierung in Filamente unentbehrlich. Die beiden Proteine tragen gemeinsam als
hauptsachliche Effektoren zur zytokinetischen Abschnirung wahrend spaterer
Schritte der Mitose bei und werden zu diesem Zweck von ESCRT-I, ESCRT-Il und
ESCRT-IlI-Untereinheit CHMPG6 rekrutiert (Christ et al., 2016; Olmos et al., 2015;
Zhou et al., 2019). Fur das HIV-1 und das Virus der equinen infektiosen Anamie
(EIAV) konnte gezeigt werden, dass der Verlust von CHMP2- oder 4-Proteinen das
virale Knospen blockiert, da die Interaktion zwischen CHMP2A und CHMP4B bzw.
die CHMP4B-ALIX-Interaktion hierfur funktionell essentiell ist. Die Proteine werden
dementsprechend zu den jeweiligen Orten des Virus-Zusammenbaus rekrutiert
(Morita et al., 2011; Sandrin und Sundquist, 2013; Bleck et al., 2014). CHMP4B ist an
der Auspragung von autophagosomalen Strukturen und an neuronalen Apoptose-
Ablaufen beteiligt und CHMP2A konnte als Regulator der Phagophore-Schlieung im
Autophagie-Prozess identifiziert werden. Als Untereinheit des ESCRT-IlI-Komplexes
sind die Proteine auf’erdem fur die Morphogenese der MVBs, die allgemeine
Zellteilung und die Formation extrazellularer Vesikel unentbehrlich (Zhen et al., 2019;
Takahashi et al., 2018; Shen et al., 2015; Morita, 2012; McCullough et al., 2013).
Eines der wesentlichen Krankheitsbilder einer HBV-Infektion ist die Ausbildung
hepatozellularer Karzinome (HCC), welches durch die Ko- oder Superinfektion mit
HDV in der Aggressivitat des Krankheitsverlaufs deutlich gesteigert wird (Prange,
2012; Romeo et al., 2009). Innerhalb vergangener Studien konnte gezeigt werden,
dass das ESCRT-Protein CHMP4B mit der Proliferation solcher Leberkrebszellen

stark assoziiert ist und in HCC-Gewebe eine deutliche Hochregulation der CHMP4B-
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Expression festgestellt werden kann. Wahrend die ESCRT-Maschinerie bekannt
dafur ist, bei der Entstehung mehrerer Krebsarten wichtig zu sein, so konnte dies an
CHMP4B fur eine einzelne funktionelle ESCRT-Untereinheit erstmals spezifisch
gezeigt werden (Saksena und Emr, 2009; Hu et al., 2015). Funktionen an spaten
Schritten der Virionen-Morphogenese, hauptsachlich am Knospen der Partikel, ubt
CHMP4B wahrscheinlich dadurch aus, dass es ringformige Strukturen an den
knospenden Partikeln bildet und unter Rekrutierung und Bindung an CHMP2A und
an die ATPase VPS4 zu deren Abschnurung fuhrt (Morita et al., 2011; Carlson und
Hurley, 2012; Sandrin und Sundquist, 2013). In beiden Fallen waren diese proviralen
Effekte sowohl Protein- als auch Isoform-spezifisch, da die Depletionen anderer
ESCRT-llI-Untereinheiten wie CHMP3 und CHMP6 oder anderer Paraloge wie
CHMP4A oder CHMP2B geringen oder keinen Effekt auf die virale Sekretion
ausubten (Morita et al., 2011; Sandrin und Sundquist, 2013).

Dieses Bild konnte innerhalb dieser HDV-spezifischen Experimente lediglich
tendenziell widergespiegelt werden, da im Kontext der HDV-SVPs die starksten
Effekte unter KD von CHMP2A und CHMP4B zu beobachten waren, wahrend die
anderen ESCRT-IlI-Proteine bzw. -lIsoformen dies nicht zeigten. Es erscheint
nachvollziehbar, dass subvirale HDV-Partikel zur Vervollstandigung der
Morphogenese auf die Rekrutierung einzelner Untereinheiten der Maschinerie
angewiesen sein konnten und deren Funktionen spezifisch fur sich beanspruchen,
wahrend die funktionelle Aktivitat ESCRTs in der Zelle erhalten bleibt.
Interessanterweise konnte hier tendenziell eine Reduktion des intrazellularen
Proteinlevels von HBV.S nach KD von CHMP2A oder CHMP4B festgestellt werden,
wahrend HDV.L nicht oder nur sehr schwach beeintrachtigt zu sein schien. Dies
wurde fur eine morphologische Beeintrachtigung des HBV-Hullproteins und einen
moglicherweise daraus resultierenden, fehlerhaften Zusammenbau der HDV-SVPs
sprechen. Die Sekretion der HDV-SVPs erscheint nach diesen Ergebnissen ESCRT-
lll-unabhangig - eine Beobachtung, die den bisherigen Daten bezuglich subviraler
HBV-Partikel entspricht (Bardens et al., 2011; Patient et al., 2009).
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4.3 Funktionen des Clathrin-vermittelten Vesikeltransports bei der Morphogenese
und Freisetzung subviraler HBV- und HDV-Partikel

Unter den drei wesentlichen eukaryotischen Transportsystemen, die Vesikel
beinhalten, ist der Clathrin-vermittelte Transport das am besten untersuchte. Clathrin
erfullt hierbei nicht nur als Teil des intrazellularen Transportweges zwischen
Endosomen, MVBs und Lysosomen eine essentielle Rolle, sondern ist vor allem
auch an endo- und exozytotischen Prozessen der Zelle beteiligt (Robinson, 2015).
Mehrere virale Pathogene wie das Semliki-Forest-Virus (SFV), das Vesikulare
Stomatitis-Virus (VSV) oder das HCV sind dafur bekannt, die Wirtszelle mittels
Clathrin-vermittelter Endozytose zu infizieren oder Clathrin-umhdallte Vesikel (CCVs)
wahrend der Morphogenese als Transportmittel fur virale Proteine zu verwenden
(Mercer et al., 2010; Helenius et al., 1980; Johannsdottir et al., 2009). Diese
Interaktionen zwischen Virus und Clathrin involvieren haufig verschiedene Adaptor-
Proteine (Mercer et al., 2010). Fur HBV konnte bereits gezeigt werden, dass das
grol3e L-Hullprotein mit dem Clathrin-Adaptor y2-Adaptin interagiert und dieses fur
die virale Morphogenese rekrutiert. Aullerdem wird die Bindung von L an die schwere
Kette Clathrins (CHC) und an das Clathrin-Adaptor-Protein AP-2 fur die Infektion in
humanen Hepatozyten bendtigt (Hartmann-Stuhler und Prange, 2001; Huang et al.,
2012; Ishida et al., 2015). Das grof3e Antigen von HDV konnte vor mehreren Jahren
als direkter Assoziationspartner von Clathrin identifiziert werden. Hierbei interagiert
HDAg-L entsprechend anderer Clathrin-Adaptor mittels einer stark konservierten
Binderegion, der sogenannten Clathrin-Box, im C-Terminus mit dem N-terminalen
Ende von CHC. Diese Interaktion scheint fur die Morphogenese viraler Partikel und
den Infektionszyklus von HDV von essentieller Bedeutung zu sein (Huang et al.,
2007; Wang et al., 2009). Die Clathrin-Box entspricht im Generellen der AS-Abfolge
LLpL(-), wobei L meist ein Leucin bezeichnet und p und (-) meist einen polaren und
negativ geladenen Rest angeben; im Falle von HDV umfasst die Clathrin-Box die AS
199-LFPAD-203. Bemerkenswerterweise konnten fur unterschiedliche CHC-
Bindepartner aulerhalb dieser Region keine Ubereinstimmenden Sequenzen
detektiert werden (Kirchhausen, 2000-1; Huang et al., 2007). Bereits Mutationen
einzelner Aminosauren in der hoch konservierten Binderegion von HDV oder eine
Verringerung der Clathrin-Expression in friuheren Studien resultierten in

Beeintrachtigungen der viralen Morphogenese und belegten eine Schlusselrolle des
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zellularen Proteins im pathogenen HDV-Infektionszyklus. Interessanterweise konnte
dieses Phanomen als HDV-spezifisch interpretiert werden, da subvirale HBV-Partikel
durch KD von CHC in ihrer Sekretion nicht beeintrachtigt waren (Huang et al., 2009).
Innerhalb dieser Arbeit wurde der Fokus auf die Interaktion zwischen HBV und HDV
mit unterschiedlichen intrazellularen Transportsystemen gelegt. Anhand von siRNA-
Experimenten sollte der Einfluss von Clathrin auf die Lebenszyklen beider Viren
genauer beleuchtet werden. Mithilfe des DNA-Transfektionsmodells, im Gegensatz
zu einem Infektionsmodell, war es dabei mdglich, die Funktion Clathrins in der
Morphogenese und Sekretion beider Viren zu identifizieren, ohne dabei die zellular
dominanten endozytotischen Prozesse miteinzubeziehen. Wie entsprechend der
Literatur zu erwarten war, konnte innerhalb dieser Versuchsreihe gezeigt werden,
dass die Sekretion subviraler HDV-Partikel durch Verringerung der CHC-Expression
inhibiert wird (vgl. Huang et al., 2018). Uberraschenderweise konnte selbiges
Phanomen fur HBV-SVPs beobachtet werden, die nach KD von Clathrin, auch
unabhangig von Vorhandensein des Delta-Proteins, in ihrer extrazellularen
Freisetzung stark beeintrachtigt waren. Die funktionelle Wichtigkeit Clathrins scheint
aullerdem im Kontext beider Viren spezifisch zu sein, da Daten eines AFP-
spezifischen ELISAs keine Reduktion der allgemeinen zellularen Sekretion
anzeigten, sondern im Gegensatz dazu eine gesteigerte Freisetzung des
Markerproteins aus Clathrin-depletierten Zellen. Zur weiteren Evaluierung dieses
Uberraschenden Ergebnisses wurde der Clathrin-Inhibitor Pitstop 2® eingesetzt und
entsprechend des Einflusses auf die Sekretion von HBV-SVPs untersucht. Hierbei
konnte festgestellt werden, dass eine Konzentration von 30 pyM des Inhibitors ab
einem Zeitraum von 3 h zu einer signifikanten Reduktion der S-Proteinlevel im
Uberstand fiihrt. Zu beachten ist hierbei jedoch, dass Pitstop 2 in seiner spezifischen
Wirkungsweise kritisch betrachtet werden sollte. Dem Reagenz konnte zwar eine
hoch wirksame Inhibierung der Clathrin-abhangigen Endozytose durch Blockade
einer der vier funktionellen Bindestellen der Amino-terminalen Doméane
nachgewiesen werden, dennoch waren auch Effekte auf andere =zellulare
Komponenten und die Clathrin-unabhangige Endozytose zu beobachten (Dutta et al.,
2012). Pitstop 2 scheint zudem einen Einfluss auf die Permeabilitat der Kernpore zu
nehmen und wird aufgrund unspezifischer zellularer Effekte nicht als Methode der
funktionellen Charakterisierung der N-Domane von Clathrin empfohlen (Liashkovich
et al., 2015; Willox et al., 2014).
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Die hier durchgefuhrten Versuche sprechen dennoch dafur, dass CHC nicht nur bei
der Sekretion von HDV-SVPs, sondern auch bei HBV eine wichtige Funktion ausubt.
Frihere Studien zeigten, dass HDV.L und das kleine HBV-Hullprotein S im Falle
einer Kotransfektion gemeinsam mit CHC am trans-Golgi-Netzwerk (TGN)
kolokalisieren, wahrend der Zusammenbau von HBV-SVPs unabhangig von Clathrin
am ER stattfindet. Dementsprechend wurde HBV.S in Abhangigkeit der Funktion von
HDAg-L als Clathrin-Adaptor an Clathrin-umhllte Vesikel rekrutiert werden (Huang
et al., 2009). Diesen Daten widersprechend wurde innerhalb dieser Arbeit gezeigt,
dass HBV.S auch ohne das Vorhandensein von HDV.L in seiner Sekretion von CHC
abhangig ist. Dies spricht dafur, dass die spharischen HBV-SVPs in Clathrin-
abhangen Transportrouten intra- und/oder extrazellular transportiert werden oder bei
ihrem Zellaustritt Uber die Zellsekretionsmaschinerie des Golgi-Apparates die
Unterstlitzung des Zellproteins benodtigen. Wahrend Uber die Formation Clathrin-
umhtllter Vesikel an der Plasmamembran und die jeweilige Interaktion mit Cargo-
Molekulen durch Zelloberflachen-Rezeptoren zu endozytotischen Zwecken bereits
vielfaltige Details ergrindet werden konnten, so ist uber diese Interaktionen des
Zellproteins mit seinen Cargos im intrazellularen Transport weitaus weniger bekannt
(Hill et al., 2001; Schmid, 1997). Zwar wurde dem HBV-Hullprotein S bisher keine
direkte Interaktion mit CHC nachgewiesen, dennoch haben Forschungen ergeben,
dass HBV fur den hepatozellularen Eintritt auf das zellulare Protein angewiesen ist
(Huang et al., 2012; Zhang et al., 2016). Demzufolge ist anzunehmen, dass eine
direkte oder indirekte Interaktion zwischen der HBV-Hulle und Clathrin stattfindet, die
die endozytotischen Prozesse begunstigt. Entsprechende Interaktion konnte auch in
morphogenetischer und sekretorischer Weise fur das Virus von Vorteil sein,
moglicherweise zum Transport der einzelnen Virusproteine oder der bereits
generierten subviralen Partikel, bestehend aus dem S-Hullprotein. Intrazellularer
Transport von Cargos wie verschiedenen Nahrstoffen, Hormonen und defekten
Proteinen zur Degradation mithilfe von Vesikeln und selbst-generierendem Clathrin-
Mantel ist einer der wichtigsten Signalwege der eukaryotischen Zelle. Das Protein
wird nicht als spezialisiert betrachtet, sondern Ubernimmt vielfaltigste Funktionen, die
Einfluss auf die Gesundheit des Wirtes haben, wie beispielsweise bei der mitotischen
Zellteilung und dem Zuckerstoffwechsel (Ybe, 2014). Aufgrund der essentiellen
Bedeutung Clathrins fur vielerlei Prozesse ist es daher unwahrscheinlich, spezifisch
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zwischen dieser Virus-Wirts-Interaktion intervenieren zu kénnen, ohne dabei den

zellularen Metabolismus erheblich zu storen.

4.4 Funktionen des COPIl-vermittelten Vesikeltransports bei der Freisetzung
subviraler HBV- und HDV-Partikel

Neben Clathrin sind auch andere zellulare Proteine in der Lage, ummantelte Vesikel
zu bilden, die unterschiedliche Transportrouten zwischen den Kompartimenten
abdecken konnen. Auf den Transport zwischen Endoplasmatischem Retikulum (ER)
und Golgi-Apparat sind sogenannte ,coat protein complex II* (COPII)-Proteine
spezialisiert (Barlowe et al., 1994). Innerhalb dieser Maschinerie agieren hoch
konservierte und spezialisierte Sec-Proteine in Membran-formendender, Mantel-
bildender Weise, um sekretorische Cargo-Molekule zu selektieren und innerhalb der
neu bildenden Vesikel einzuschliel3en (D’Arcangelo et al., 2013; Pagant et al., 2016).
Die wesentlichen COPII-Elemente sind die kleine GTPase Sar1, die nach Aktivierung
die Krummung der ER-Membran einleitet, der Sec23/Sec24-Komplex, der die
Selektivitat der Frachtmolekile vermittelt und die innere Vesikelhulle bildet, und der
Sec13/Sec31-Komplex, der die aulRere Hulle erstellt und die Formation der COPII-
Vesikel abschlie3t (Antonny et al., 2001; Yorimitsu et al., 2014; Zanetti et al., 2011).
Diese existentielle, zelluldre Maschinerie wurde bereits des Ofteren bezlglich ihrer
funktionellen Wichtigkeit in den Infektionszyklen unterschiedlicher Pathogene
untersucht. Hierbei konnte festgestellt werden, dass beispielsweise das Ebolavirus-
Protein VP40 direkt mit der Untereinheit Sec24C interagiert und COPIl insgesamt an
der Morphogenese und Sekretion des Virus beteiligt zu sein scheint (Yamayoshi et
al., 2008). Fur das Hepatitisvirus HCV wurde sogar bereits gezeigt, dass dieses
innerhalb seiner Pathogenese virale Proteine oder ganze Virionen mithilfe dieses
Mechanismus durch die Zelle transportiert (Syed et al.,, 2017). Aus diesen
Erkenntnissen folgernd ergab sich die Fragestellung, ob HBV und HDV mit COPII-
Proteinen interagieren oder sogar den gesamten Signalweg fur den Transport ihrer
viralen Proteine und Partikel nutzen. Naheliegend ware dies, da die HBV-
Hullproteine, die an der Morphogenese subviraler und viraler Partikel beteiligt sind,
am ER generiert werden und von dort freigesetzt, transportiert oder mit dem HBV-
Nukleokapsid bzw. dem HDV-Ribonukleoprotein zusammengebracht werden missen
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(Prange et al., 1999; Lambert und Prange, 2003; Komla-Soukha und Sureau, 2006;
Jenna und Sureau, 1999). Ein Interaktions-Screen mittels des Split-Ubiquitin-Hefe-2-
Hybrid-Systems deckte in fruheren Forschungen dieser Arbeitsgruppe auf, dass das
groRe HBV-Hullprotein L mithilfe der S-Domane spezifisch mit der COPII-
Untereinheit Sec24A interagiert (Awe, Dissertation 2009). Auch dies lasst vermuten,
dass diese COPII-Untereinheit eine entscheidende Rolle, eventuell in Verbindung mit
der gesamten Maschinerie, im Infektionszyklus des Virus spielen kann.
Zur Bestatigung dieser Ergebnisse und genaueren Charakterisierung der Sec24A-
und COPII-Funktion fur beide Hepatitisviren wurden zunachst siRNA-Versuche im
subviralen Kontext durchgefuhrt. Der erfolgreiche KD des COPII-Proteins fuhrte zu
einer intrazellularen Akkumulation und einer nahezu vollstandigen extrazellularen
Reduktion des kleinen HBV-Hullproteins S. Dieser Phanotyp war sowohl im HA-
markierten S-Konstrukt unter artifiziellem Promotor als auch im Plasmidkonstrukt mit
HBV-Promotor zu beobachten und bestatigt, dass die Interaktion zwischen S und
Sec24A fur die Sekretion subviraler HBV-Partikel notwendig ist. Zur Feststellung, ob
Sec24A im COPII-Kontext agiert oder separat rekrutiert wird, wurden des Weiteren
siRNA-Depletionen der beiden regulatorischen Einheiten Sar1 und Rab1
durchgefuhrt, jeweils unter Berucksichtigung beider zellular verfigbaren Isoformen.
Die kleine GTPase Sar1 gilt als das Initiator-Protein der gesamten Maschinerie,
wahrend die Rab1-GTPase als direkter Interaktionspartner von Sec23, Sec24 und
Sec31 und fur Einflusse auf die COPII-Cargo-Selektion bekannt ist (Antonny et al.,
2001; Slavin et al., 2011). Der durch Sec24A-Depletion entstandene Phanotyp
konnte durch KD von Sar1 oder Uberexpression einer dominant negativen (DN)
Variante bestatigt werden, wohingegen Rab1 ohne erkennbaren Einfluss auf die
subvirale Morphogenese zu sein schien (vgl. Wang et al., 2018). Vorherige
Untersuchungen zeigten zwar, dass die hydrolytische Funktion von Sar1 fur die
Abschnurung und Freisetzung von COPII-Vesikeln entbehrlich, ein funktioneller
Amino-Terminus der GTPase jedoch fur diese Prozesse absolut notwendig ist (Adolf
et al., 2013; Bielli et al., 2005). Aulerdem konnte festgestellt werden, dass Sar1 in
Saugetieren fur die Formation von COPII-Vesikeln absolut notwendig ist und bei
siRNA-Depletion beider Isoformen die zellulare Verteilung der COPII-Untereinheiten
sowie Zusammenbau des COPII-Mantels, Abschnurung der Vesikel und Sekretion
COPIl-spezifischer Cargo-Molekule gestort sind (Cutrona et al., 2013; Saito et al.,
2017). Die starke Reduktion von HBV-SVPs im Uberstand sowie die Akkumulation in
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den Zellen bei Beeintrachtigung der GTPase lassen vermuten, dass Sar1 -
stellvertretend fur die gesamte Transportmaschinerie - von essentieller Bedeutung fur
die HBV-Pathogenese ist.

Im weiteren Verlauf wurden die COPII-Proteine bzw. -Isoformen Sec24A, Sec24B,
Sec23A, Sec23B, Sec13, Sar1A und Sar1B mittels siRNA-Depletion hinsichtlich ihrer
Bedeutung fur die Sekretion subviraler Partikel im Kontext beider Hepatitisviren
untersucht. Sowonhl fur HBV- als auch HDV-SVPs ergab sich das deutliche Bild, dass
deren Sekretion in spezifischer Abhangigkeit der inneren Mantelproteine Sec24A und
Sec23B sowie der kleinen GTPase Sar1 steht, da die Proteinlevel von HBV.S und
HDV.L in den Uberstanden der KD-Experimente stark reduziert waren. Die
Kontrollexperimente mittels der AFP-ELISA-Methode bestatigten, dass diese
Interaktion zwischen Proteinen des COPII-Signalweges und viralen Komponenten
spezifisch ist und die generelle Sekretion der Zellen nicht durch einzelne Depletionen
der Vesikelproteine beeinflusst ist. Lediglich im Falle des Sec23B-KD war die AFP-
Sekretion um etwa 20 % reduziert. Da die Freisetzung beider subviraler Partikeltypen
von den COPII-Komponenten Sec24A, Sec23B und Sar1 abhangig zu sein scheint,
ist naheliegend, dass diese zellularen Proteine morphogenetische Funktionen bei der
Partikel-Formierung ausuben. Die Schlusselrolle scheint hier in der Interaktion des
kleinen HBV-Hullproteins mit Sec24A zu liegen. Bisherige Ergebnisse innerhalb
dieser Arbeit sprechen dementsprechend daflr, dass das S-Hullprotein von HBV ein
Klient des Sec24A/Sec23B-Komplexes ist und unter funktionellem Sar1 die
Funktionen der COPII-Maschinerie fur die Morphogenese und Sekretion subviraler
HBV- sowie HDV-Partikel nutzt.

Charakterisierungen maoglicher funktioneller Aufgaben der auflderen Hdullproteine
Sec13 und Sec31 erwiesen sich als schwierig aufgrund zellularer Letalitat nach
Einsatz von siSec13 bzw. Ineffizienz der siRNA-Oligomere von Sec31B. Wahrend
der innere COPII-Komplex vorwiegend fur die Cargo-Selektion zustandig ist, ist die
auliere Hulle wichtig fur die strukturellen Eigenschaften der Vesikel (Stagg et al.,
2006). Der alleinige KD des Sec31A-Paralogs fuhrte zu einer tendenziellen, jedoch
nicht signifikanten Veranderung der HBV.S-Level im Vergleich zur Kontrolle,
moglicherweise weil Sec31B die Depletion von Sec31A ausgleichen kann. Zwar
teilen sich die beiden Isoformen nur eine Sequenzubereinstimmung von 47,3 %,
dennoch konnte ermittelt werden, dass sie sich in ihren beiden Bindedomanen fur

Sec13 und Sec23/24 stark ahneln und dementsprechend funktionelle Redundanz
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aufweisen (Stankewich et al., 2006; Tang et al., 2000). Titrationsversuche der Sec13-
spezifischen siRNA konnten weitere Aufklarung verschaffen, nachdem die hochste
Depletionseffizienz unter geringster Zelltoxizitat ermittelt wurde. Das auf3ere COPII-
Hullprotein scheint sowohl morphogenetisch als auch sekretorisch von grofRer
Relevanz fur HBV.S zu sein, da dessen Depletion zu einer vollstandigen Reduktion
des HBV-Proteins in den Lysaten und entsprechend nicht detektierbaren SVP-Levels
in den Uberstanden fiihrte. Die zelltoxische Wirkung der Sec13-Depletion konnte
unter anderem dadurch zu erklaren sein, dass das Protein in Saugern in nur einer
Isoform vorliegt, also keine funktionelle Kompensation stattfinden kann. Dies steht im
Gegensatz zu allen anderen COPIl-Untereinheiten, die in jeweils zwei oder vier
Paralogen auftreten, die oft Gewebe-spezifisch exprimiert werden (Jensen und
Schekman, 2011). Strukturelle Studien konnten zeigen, dass Sec13 hauptsachlich
fur die Formierung der Kafig-ahnlichen Struktur des auleren Mantels zustandig ist,
wahrend Sec31 an das innere Mantelprotein Sec23 bindet. Es konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass Sec13 auch ohne das Vorhandensein von Sec31, ahnlich wie
das Vesikelprotein Clathrin, in der Lage ist, Dimere und Tetramere zu bilden (Stagg
et al., 2006; Lederkremer et al.,, 2001; Musacchio et al., 1999). Sec13 erfullt
aullerdem nicht nur bei COPII, sondern ebenfalls bei einem anderen essentiellen
Komplex eine wichtige Funktion. Durch die Interaktion mit dem Nukleoporin NUP96
ist es als Teil des ,nuclear pore complex“ (NPC) aus insgesamt ca. 30 verschiedenen
Proteinen an dem Cargo-Transport zwischen Zytosol und Nukleus beteiligt. Mehreren
NPC-Komponenten  konnten  wesentliche Rollen bei unterschiedlichsten
Entwicklungsprozessen wie der Oogenese, Gastrulation und Neurogenese
zugewiesen werden. Im Zebrafisch und in humanen Zellen wurde gezeigt, dass
Sec13 fur die Stabilitat der COPII-Vesikel und den Transport der Cargo-Molekule
essentiell ist, aber auch unabhangig von COPII fiir das zelluldre Uberleben wahrend
der retinalen Entwicklung benétigt wird (Schmidt et al., 2013; Niu et al., 2014). Nach
Ausschluss der zytotoxischen Wirkung durch verschiedene Titrationen war dennoch
ein grolRer Einfluss der Sec13-Depletion auf Stabilitat bzw. Transport des HBV.S-
Proteins innerhalb der Zelle ersichtlich. Hierbei wies das ER-Markerprotein Calnexin
nach Depletion des COPII-Proteins keine quantitativen Veranderungen auf, was fur
eine normale Funktionalitdt des HBV.S-Syntheseortes spricht. Auch fur andere
Cargo-Molekule wie Kollagen und Rhodopsin konnte eine derartige Abhangigkeit von
Sec13 festgestellt werden (Schmidt et al.,, 2013). Durch die Intaktheit der inneren
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COPII-Hulle ist zu vermuten, dass das S-Protein als Sec24A-Cargo weiterhin
gebunden und verpackt wird. Die resultierende Instabilitat der COPII-Vesikel durch
Depletion des strukturell wichtigen Sec13-Proteins in der &ufleren Hulle wirde
allerdings in fehlerhaftem Transport, begrenzter Lebensdauer und dem letztendlichen
Abbau dieser Vesikel mitsamt der Cargo-Molekule resultieren und konnte diesen
extremen Phanotyp erklaren.

Da diese bisherigen funktionellen Untersuchungen an COPIl im Kontext subviraler
HBV- und HDV-Partikel nahelegten, dass die Maschinerie mittels der Sec24A-
HBV.S-Interaktion direkt an den entsprechenden Morphogenese-Prozessen beteiligt
ist, wurde dies des Weiteren auf zellularer Ebene mittels Immunfluoreszenz-Studien
und Detektionen von Protein-Kolokalisationen naher beleuchtet. Hierbei konnte
festgestellt werden, dass der KD der kleinen GTPase Sar1 zu einer Dislokation des
kleinen  HBV-Hullproteins vom ER-Golgi-Zwischenkompartiment  (,ER-Golgi
intermediate compartment®; ERGIC) in die peripheren, zytosolischen Bereiche der
Zelle fuhrte. Dies spricht dafur, dass das S-Protein ohne funktionelle COPII-
Maschinerie nicht entsprechend der bendtigten Voraussetzungen fur die Generierung
von HBV- und HDV-SVPs von ER zu Golgi transportiert und stattdessen fehlgeleitet
wird. Im Zytosol, entfernt vom naturlichen Ort der Morphogenese, scheint es
wahrscheinlich gebunden an zellulare Lipide zu aggregieren (s. Abb. 42). Hierbei ist
besonders bemerkenswert, dass bereits die Depletion seines Interaktionspartners
Sec24A ausreichend ist, um diesen Effekt hervorzurufen, obwohl die COPII-
Maschinerie der Zelle funktionell noch aktiv ist. Unter KD der Isoform Sec23B konnte
Gleiches beobachtet werden, und es wurde zudem deutlich, dass die Kolokalisation
von HBV.S und Sec24A unter Abwesenheit von Sec23B nicht mehr zu beobachten
ist. Dies spricht dafur, dass die hoch spezifische Bindung von S an Sec24A in
Abhangigkeit von Sec23B ist und der Sec24A/Sec23B-Komplex dem S-Protein den
Zugang zum bendtigten Transport mittels COPIll-ummantelter Vesikel eroffnet.
Hierbei scheint die Bindung der COPII-Untereinheit an das virale Protein so
spezifisch zu sein, dass die Depletion einer Isoform des zellularen Proteins Sec24
oder des Dimer-Partners Sec23B ausreicht, HBV.S den Zugang zum COPII-
vermittelten Transport zu verwehren und entsprechend eine erhebliche Storung
dessen intrazellularen Transports und der Morphogenese subviraler Partikel von
sowohl HBV als auch HDV zu verursachen. Die bestatigt sich erneut darin, dass
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dieser Phanotyp nicht unter Beeintrachtigung der Isoformen Sec24B oder Sec23A
beobachtet werden konnte.
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Abb. 42: Modell der funktionellen Rolle von COPII bei der Morphogenese von HBV- und HDV-
SVPs. Dargestellt ist das vereinfachte Modell der funktionellen Rolle des COPIl-vermittelten
Vesikeltransports bei der Morphogenese subviraler HBV- und HDV-Partikel. Das kleine HBV-
Hullprotein S (griin), das wesentlicher Bestandteil beider SVPs ist, wird natiirlicherweise am ER
generiert und zum Golgi transportiert, entweder als einzelnes virales Protein oder bereits als Partikel
zusammengebaut. Fir diesen Transport ist die COPIlI-Maschinerie unentbehrlich und bei Blockade
des Zugangs von HBV.S zu diesem Transportmechanismus durch Depletion seines
Interaktionspartners Sec24A, dessen Dimer-Partners Sec23B oder Inhibierung der gesamten
Maschinerie mittels Sar1-KD findet eine Dislokation des viralen Proteins statt. Dieses ist in diesem Fall
in aggregierten Komplexen im Zytosol zu finden und die Morphogenese und Sekretion der SVPs
gestort.

Die Bildung von Aggregaten wie diesen und die sogenannte Dislokation ins Zytosol
sind im Kontext der ER-standigen Cargo-Proteine nicht ungewohnlich. Falsch oder
unvollstandig gefaltete Glykoproteine kommen relativ haufig vor und kdnnen nach
Qualitatskontrolle fur die ER-assoziierte Protein-Degradation (ERAD) markiert
werden, beispielsweise mithilfe des Mannose-bindenden, I6slichen Proteins EDEM1
(,LER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like protein 1). Kleinere Proteine
werden anschliefend im Zytoplasma von Proteasomen degradiert (Zuber et al.,
2007; Bagola et al., 2011). Die Funktion ERADs beschrankt sich allerdings nicht nur
auf die Eliminierung falsch gefalteter ER-Proteine, im Gegenteil werden auch grofRe

luminale Proteine oder ein Uberschuss an kleinen Cargos ins Zytosol umgeleitet, um
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ER-Stress durch potentiell schadliche Akkumulation zu vermeiden (Zuber et al.,
2007; Le Fourn et al., 2013). In einem von COPIl unabhangigen Transportweg mit
aus dem ER generierten Vesikeln werden aul’erdem grofere, zu degradierende
Proteine vom ER wegtransportiert und ins Zytosol der Zelle geleitet, wo sie
aggregieren (,Aggresomen®). Dies geschieht beispielsweise, wenn die Kapazitat der
Proteasomen ausgelastet ist oder die falsch gefalteten Molekule fur den Ubiquitin-
proteasomalen Abbau aufgrund ihrer Gro3e oder Konformation nicht geeignet sind
(Le Fourn et al., 2013; Johnston et al., 1998). Zytosolische Aggregate bzw. Vesikel
konnen aullerdem in Detergenzien unloslich und deutlich groRer als COPII-Vesikel
sein. Sie werden nach bisherigen Erkenntnissen via selektiver Autophagie degradiert
(Le Fourn et al., 2013). Nach ahnlichem Bild ware dies auch fur das HBV-Hullprotein
vorstellbar. Dementsprechend wurde das Blockieren der spezifischen Interaktion von
S und Sec24A oder dessen Bindepartner Sec23B alleine ausreichend sein, dem
viralen Protein den Zugang zur COPII-Maschinerie und den Transport von ER zu
Golgi zu verwehren. Gleiches wird dadurch erreicht, dass das Initiator-Protein Sar1
depletiert ist, wobei in diesem Fall der gesamte Transportmechanismus gestort ist.
Es ist vorstellbar, dass die S-Hullproteine ohne den Transportweg zwischen ER und
Golgi in der ER-Membran akkumulieren und entsprechend anderer fehlgefalteter
oder uberschussiger Cargos mittels ERAD ins Zytosol der Zelle umgeleitet werden.
Dort wurde das Protein - moglicherweise in Verbindung mit zellularen Lipiden -
Aggregate bilden, die zu der Morphogenese sowohl subviraler HBV- als auch HDV-
Partikel nicht fahig sind. Hierbei wurde fur die Pathogenese beider Viren zwar die
gesamte COPII-Maschinerie bendtigt, jedoch scheint die Interaktion von S mit der
Isoform Sec24A, in Verbindung mit Sec23B, der Schlisselkontakt zu sein. Das
spezifische Blockieren dieser Protein-Bindung bzw. das Eliminieren der Sec24A-
Isoform konnte demnach ausreichend sein, die Produktion und Sekretion subviraler
Partikel beider Viren stark zu reduzieren.

4.5 Analyse spezifischer Funktionen von Sec24A und Sec23B im Infektionszyklus
von HBV

Bisherige Untersuchungen innerhalb dieser Arbeit haben ergeben, dass ein
funktionell intakter COPIl-abhangiger Vesikeltransport von ER zu Golgi fur die
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Morphogenese und Sekretion subviraler Partikel der Hepatitisviren B und D
unabdinglich ist. Hierbei wurde gezeigt, dass diese Abhangigkeit im Transport des
HBV-Hullproteins S begrundet ist, das fur beide Partikeltypen bendtigt wird. Das
spezifische Blockieren der beiden COPII-Untereinheiten Sec24A oder Sec23B ist
hierbei ausreichend, dem S-Protein den Zugang zur Maschinerie zu verwehren und
es stattdessen ins Zytosol zu dislokalisieren, wo es zu Aggregate-ahnlichen
Strukturen zu akkumulieren scheint. Dies lasst die Annahme zu, dass der direkte
Interaktionspartner Sec24A an der natlrlichen Lokalisation des Hullproteins
innerhalb der Zelle direkt beteiligt ist und damit einen essentiellen Faktor innerhalb
der viralen Morphogenese darstellt.

Zur |dentifizierung moglicher Anderungen der intrazelluldren Verteilung von HBV.S
im Fall der Sec24A-Depletion wurden mehrere Ansatze subzellularer
Fraktionierungen nach siRNA-KD des COPII-Proteins und Transfektion des S.HA-
Konstrukts durchgefuhrt. Generell sind Dichtegradienten eine weit verbreitete und
erprobte Moglichkeit, Organellen, Proteine oder Zellen zu separieren. Die
Auftrennung Membran-enthaltender Partikel wird hierbei durch unterschiedliche
Eigenschaften wie Inhalt, Grole, Form und das Verhaltnis zwischen Lipiden und
Protein bestimmt, die Starke der Separation durch das Medium, aus dem die
Dichtegradienten gegossen werden (De Araujo et al.,, 2015; Graham, 2015).
Gradienten, die mit Casiumchlorid (CsCl) generiert sind, werden unter anderem fur
die Reinigung unterschiedlicher Viren und Bakterienzellen verwendet, Sucrose-
Gradienten meist fur die Fraktionierung von Organellen oder Proteinen (Nasukawa et
al., 2017; Pollard und Grady, 1967; Clayton und Shadel, 2014; Bermejo et al., 2014).
Mithilfe von CsCI-Gradienten wurden die HBV-SVPs, damals ,Dane-Partikel®
genannt, aus Patienten-Seren gereinigt und mit einer Dichte von 1,2 g/ml
charakterisiert. Mittels Sucrose-Gradienten wurden HBV-Virionen bereits isoliert und
aufgereinigt, um fur weitere Experimente verwendet werden zu kdnnen. Auch HDV-
Partikel konnten mithilfe von CsClI-Dichtegradienten erstmalig aus den Seren von
HBV-Infizierten isoliert werden (Gerin et al., 1975; Diao et al., 2013; Bonino et al.,
1981). Diese Methoden ermoglichen demnach die Detektion unterschiedlicher
Vesikeltypen und wurden hier verwendet, um festzustellen, ob nach KD der COPII-
Komponenten weiterhin  HBV-SVPs gebildet werden konnen, die den
kompositionellen Eigenschaften gemafl aktueller Literatur entsprechen. Sowohl

mittels  Casiumchlorid- als auch mittels Sucrose-Dichtegradienten und
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Ultrazentrifugation konnten hierbei jedoch keine Unterschiede zwischen Kontroll- und
Sec24A-depletierten Zellen festgestellt werden. In beiden Fallen wurde durch
Interpretation der Dichte bzw. der jeweiligen Konzentration gezeigt, dass subvirale S-
Partikeltypen auch nach Sec24A-KD weiterhin generiert werden und in ihrem Lipid-
Protein-Verhaltnis nicht verandert zu sein scheinen.

Subzellulare Fraktionierungsmethoden mithilfe des lodixanol-Reagenz OptiPrep
konnen ebenfalls verwendet werden, um biologische Partikel gemal ihrer Dichte zu
separieren. Dieses Reagenz wird vielfach aufgrund seiner einfachen Handhabung,
der flexiblen Einsatzmdglichkeiten, der hohen Kompatibilitat mit biologischen
Partikeln und der starken Reproduzierbarkeit der Dichtegradienten-Profile eingesetzt
(Graham, 2015). lodixanol-Gradienten konnten beispielsweise die zellulare
Verteilung des HIV-Korezeptors GRP15 an ER, ERGIC und Golgi zeigen. Mithilfe des
sogenannten Membran-Flotationsassays, das dreistufige lodixanol-Gradienten
beinhaltet, konnte unter anderem die zellulare Verteilung des HBV-Core-Proteins
hinsichtlich zytosolischer und Membran-standiger Fraktionen untersucht werden
(Graham, 2002; Okamoto et al., 2013; Doring et al., 2018). Die Verwendung zweier
unterschiedlich aufgebauter lodixanol-Gradienten lieferte die Erkenntnis, dass das S-
Protein unter KD von Sec24A nicht mehr an den naturlichen zellularen Bereichen
akkumuliert zu sein scheint und stattdessen in diffuser Verteilung vorliegt. Dieses Bild
stimmt mit den Immunfluoreszenz-Aufnahmen Uberein, in denen das Protein nach
Depletion von Sec24A, Sec23B oder Sar1 nicht mehr zwischen ER und Golgi
(ERGIC) akkumuliert ist, sondern sich im Zytosol der Zelle in Aggregaten
anzusammeln scheint. Diese Beobachtungen konnten zudem Hinweise darauf
liefern, warum die Dichtegradienten aus Casiumchlorid oder Sucrose keine
Unterschiede zwischen Kontrollen und siRNA-Zellen aufwiesen. Aggregate aus ER-
Cargo-Molekulen zeichneten sich in vorherigen Studien durch Unloslichkeit in
Detergenzien und deutliche GroRenunterschiede im Vergleich zu herkommlichen
COPIl-Vesikeln aus (Le Fourn et al, 2013). In beiden Fallen konnten daher
anfangliche Zentrifugationsschritte und unzureichender chemischer Zellaufschluss
dafur gesorgt haben, dass die HBV.S-Aggregate im Zytosol aufgrund ihrer GroRe
und ihrer makromolekularen Beschaffenheit gar nicht erst auf die Gradienten
aufgetragen, sondern bereits vorher entfernt wurden. Auch bei den lodixanol-
Gradienten ist davon auszugehen, dass der Groldteil des veranderten S-Proteins
durch Zentrifugation verloren gegangen ist. Einen Hinweis darauf bietet auch die
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Reduktion des viralen Proteinlevels nach Depletion von Sec24A bei einem der
beiden Gradienten, wahrend in anderen Versuchen mit NP-40-Lyse eine
Akkumulation des viralen Proteins festgestellt werden konnte. Dennoch liefern die
lodixanol-Gradienten Hinweise auf die diffuse Verteilung von S ohne das
Vorhandensein seines Interaktionspartners Sec24A. Entsprechend aktueller Literatur
konnte es sich bei den beobachteten Strukturen um Lipid-Protein-Verbindungen
handeln, und eine Charakterisierung dieser sogenannten Aggresomen mittels
Dichtegradienten wuirde sich entsprechend als schwierig erweisen. Hier kdnnten
andere proteinbiochemische Methoden wie die Elektronenmikroskopie (EM) weiterer
Aufklarung in Zukunft dienlich sein.

Vorherige Versuche deuteten bereits die hohe Spezifitat des S-Proteins fur einzelne
Isoformen der COPII-Untereinheiten an. Die bevorzugte Bindung an einzelne
Paraloge ist zwar mehrfach zuvor beschrieben wurden, jedoch ist es unublich, dass
im Falle der Depletion dieser bevorzugten Isoform keine der nah verwandten diesen
Effekt ausgleichen kann (Yamayoshi et al., 2008; Tao et al.,, 2012; Baines et al.,
2013). Bemerkenswerterweise sind die jeweiligen, hier beobachteten Phanotypen
nur unter Depletion der beiden Isoformen Sec24A und Sec23B ersichtlich, nicht
jedoch bei KD ihrer entsprechenden Paraloge Sec24B und Sec23A. Sec24 hat im
Gegensatz zu allen anderen COPII-Komponenten vier Isoformen, die teilweise
Gewebe-spezifisch exprimiert werden, aber meist redundant funktionieren.
Insbesondere konnte eine gegenseitige funktionelle Kompensation der Isoformen
Sec24A/Sec24B bzw. Sec24C/Sec24D festgestellt werden, die jeweils in etwa 50 %
ihrer Aminosauresequenz ubereinstimmen (Wendeler et al., 2007; Tang et al., 1999).
Unter Verwendung Paralog-spezifischer siRNAs von Sec24 konnte im weiteren
Verlauf dieser Arbeit festgestellt werden, dass der Phanotyp reduzierter SVP-
Sekretion lediglich unter KD von Sec24A detektiert werden kann. Dementsprechend
kann angenommen werden, dass die Interaktion von Sec24A und HBV.S als Teil des
viralen Lebenszyklus derart spezifisch und essentiell ist, dass sie durch keines der
nah verwandten Paraloge ausgeglichen werden kann. Bereits fur andere
Virusproteine und Cargo-Molekule wurde gezeigt, dass diese an bestimmte Paraloge
der inneren COPII-Mantelproteine binden. So interagiert das Ebolavirus-Protein
VP40 spezifisch mit Sec24C in einem Komplex mit Sec23A, um die COPII-
Maschinerie fir dessen Transport zu rekrutieren. In Ubereinstimmung mit den Daten

dieser Arbeit konnte auch dort die inhibierte Produktion von VLPs entweder durch
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spezifischen KD von Sec24C oder von Sar1 beobachtet werden (Yamayoshi et al.,
2008). Auch der Serotonin-Transporter (SERT) stellte sich als exklusiver Klient der
COPII-Komponente Sec24C heraus, ausgezeichnet durch eine hohe Spezifitat dieser
Interaktion, die nicht durch andere Sec24-Paraloge kompensiert werden konnte
(Sucic et al., 2011). Unter dem Krankheitsbild der Leberfibrose konnte festgestellt
werden, dass in perizytischen Leberzellen die Expressionslevel der Untereinheiten
Sec23A und Sec24D spezifisch hochreguliert werden (Tomoishi et al., 2017).
Untersuchungen dieser Art legen nahe, dass die jeweiligen Isoformen der inneren
Mantelproteine fur jeweils andere Cargo-Moleklle zustandig sind. Die enorme
Spezifitat des S-Proteins fur die Isoform Sec24A ist ein weiteres Beispiel fur die
Cargo-Selektion von COPIl und auflerdem eine potentiell starke Maoglichkeit,
zwischen Virus-Wirt-Interaktionen zu intervenieren und dadurch die virale
Pathogenese zu storen.
Typische Export-Signale der zytosolischen Bereiche von ER-Cargo-Molekulen, die
mit dem COPII-Protein Sec24 oder direkt mit Sar1 interagieren, enthalten meist
Bindemotive aus zwei hydrophilen, zwei sauren oder basischen (,di-acidic, ,di-
basic“) Aminosauren (AS). Beispielsweise interagieren Glykosyltransferasen und das
Drosophila-Protein Crumbs direkt mithilfe der di-basischen Motive RKXRK bzw.
RNKR mit Sar1 (Kumichel et al., 2015; Miller et al., 2003; Giraudo und Maccioni,
2003). Das G-Protein des Vesikularen Stomatitisvirus benotigt unter anderem das di-
saure Transportmotiv DXE und das humane ERGIC-53-Protein das di-hydrophobe
FF-Motiv fur den erfolgreichen ER-Export. Mehrfach konnte gezeigt werden, dass
sich diese Motive insofern stark in ihren Ansprichen unterscheiden, als dass
einzelne Komponenten durch anders gruppierte AS teilweise komplett ersetzt werden
konnen, ohne dass dies funktionelle Nachteile mit sich bringt. Andererseits fuhrt in
einigen Fallen die Veranderung einer einzelnen Aminosaure dieser Binderegion
bereits zu mal3geblichen Fehlfunktionen (Nishimura und Balch, 1997; Sevier et al.,
2000; Nufer et al., 2002). Mittels Immunprazipitations-Experimente wurde die
Interaktion zwischen dem HBV-Hullprotein S und der COPII-Untereinheit Sec24A auf
ein Bindemotiv von S Kkartiert, das die beiden AS-Reste R78 und R79 in der
zytosolischen Schleife (CL) des Proteins beinhaltet. In beiden Fallen fuhrte ein
Austausch des basischen Arginins mit einem anderen Rest zu einer dramatischen
Reduktion der Protein-Protein-Interaktion. Dieser Phanotyp war davon unabhangig,
ob durch eine saure oder basische AS ersetzt wurde. Mutationen dieser beiden
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Residuen alleine hatten auflerdem den extremen Phanotyp, die Sekretion von HBV-
SVPs ganzlich zu unterbinden, insbesondere wenn die beiden Arginine durch Lysine
ersetzt worden waren. Dementsprechend kann angenommen werden, dass das

Bindemotiv von HBV.S, das den ER-Export und den Zugang zur COPII-Maschinerie

erlaubt, R78 und R79 beinhaltet (s. Abb. 43).
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Abb. 43: Modell der Verpackung von HBV.S in COPII-Vesikel durch Interaktion mit
Sec24A/Sec23B. Dargestellt ist das vereinfachte Modell der Sec24A-spezifischen Interaktion in
Abhangigkeit von Sec23B und mittels des Bindemotivs in HBV.S (griin), das die AS-Reste 78 und 79
(R78/R79) involviert. Sec23B interagiert wahrscheinlich direkt mit der GTPase Sar1 (gelb), die die
COPII-Vesikelbildung initiiert. Durch spezifische Interaktion mit Sec24A/Sec23B erlangt das virale
Protein Zugang zur COPII-Maschinerie und wird in entsprechenden Vesikeln mit duerer Hille aus
Sec13/Sec31 (hellgelb) verpackt und zum Golgi-Apparat transportiert.

Bisherige Studien konnten ebenfalls belegen, dass die grol3e zytosolische Schleife
von S (CYT-I) mit den AS-Resten von 28 - 80 fur verschiedenste morphogenetische
und sekretorische Schritte in der HBV-Pathogenese von grofer Wichtigkeit ist,
wahrend die zweite, kleinere zytosolische Schleife (CYT-lI) nach bisherigen
Erkenntnissen fur die HBV-Morphogenese nicht essentiell ist (Blanchet und Sureau,
2006). Mutanten mit Depletionen oder Substitutionen in den Bereichen 35 - 39, 40 -
46, 50 - 56 und 56 - 59 von CYT-l zeigten gehemmte Virionen-Sekretion, und
Punktmutationen an den AS 65 und 79 waren ausreichend, die Formation von HBV-
SVPs oder -Virionen effektiv zu unterbinden (Loffler-Mary et al., 2000; Suffner et al.,
2018).
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass HBV.S und Sec24A scheinbar auf extrem
spezifische Weise miteinander als Teil der Pathogenese von HBV und HDV
funktionieren, war zu vermuten, dass diese Protein-Protein-Interaktion hoch
konserviert und von entscheidender evolutionarer Bedeutung fur die Familie der
Hepadnaviridae ist. Zwar ist das humane HBV hierbei der beschriebene Prototyp,
jedoch werden andere Mitglieder dieser Virusfamilie als nah verwandte
Modellsysteme in der Forschung ebenfalls haufig eingesetzt. Das Enten-Hepatitis-B-
Virus (DHBV) hat sich unter diesen bereits vor Jahren durchgesetzt und etabliert, um
wertvolle Hinweise auf die HBV-Pathogenese und die Konservierung zwischen
Spezies zu liefern (Glebe und Urban, 2007). Generell ist die Forschung an DHBV
zwar nicht ohne Weiteres auf die anderen Hepadnaviridae, einschlieRlich HBV, zu
ubertragen, dennoch ermoglichte dieses Modell bereits in vergangenen Studien die
Generation wertvoller Informationen hinsichtlich der Aufklarung der HBV-
Pathogenese wie der I|dentifikation endozytotischer Ablaufe und der Entwicklung
eines Inhibitors der HBV-Infektion (Urban und Gripon, 2002; Li und Urban, 2016).
Innerhalb dieser Arbeit wurde daher weiterfihrend untersucht, ob Sec24A auch fur
das kleine Hullprotein von DHBV als Bindepartner dienen konnte und ob dessen
Sekretion eine ebenso groRe Abhangigkeit der COPII-Komponenten aufweist, wie es
beim humanen Virus der Fall ist. Unter identischem Versuchsaufbau der Depletion
mittels spezifischer siRNAs in HuH-7-Zellen und Transfektion des DHBV.S-Plasmids
konnte der gleiche Phanotyp festgestellt werden wie bei den Versuchen mit dem
humanen HBV. Auch hier waren unter Sec24A-KD eine Akkumulation von DHBV.S
innerhalb der Zelle und eine nahezu vollstdndige Reduktion des Proteinlevels
aullerhalb zu beobachten. Diese Ergebnisse legen nahe, dass auch andere Vertreter
der Hepadnaviridae ihre Lebenszyklen in starker Abhangigkeit der COPII-
Maschinerie unter Interaktion mit Sec24A gestaltet haben konnten. Zur genaueren
Beleuchtung dessen konnten ahnliche Versuchsansatze mit dem HBV-verwandten
Woodchuck-Hepatitisvirus  (WHV) und dem Woolly-Monkey-Hepatitis-B-Virus
(WMHBYV), einem HBV-Subtyp, zukunftig bedeutende evolutionare Aufklarung
verschaffen (Kosinska et al., 2015; Lanford et al., 1998; Guo et al., 2018).

Aufgrund der stark ausgepragten Phanotypen nach Depletion der beiden inneren
COPII-Untereinheiten Sec24A und Sec23B im Kontext beider Hepatitisviren sollte die
Funktionalitat dieser zellularen Proteine zusatzlich hinsichtlich der Morphogenese

und Sekretion vollstandiger HBV-Virionen untersucht werden. Zu diesem Zweck
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wurden die siRNA-Depletionsversuche mit einem Replikations-fahigen HBV-Plasmid
wiederholt und mittels Immunprazipitation nach Virionen und Nukleokapsiden (NC)
detektiert, die anschlieRend aufgeschlossen und mithilfe von Genom-Extraktion und
gPCR analysiert wurden. Diese Experimente ergaben das signifikante Ergebnis
reduzierter Virus-Genome in den Uberstdnden nach Depletion einer der beiden
COPIl-Untereinheiten, wahrend die Quantitat intrazellularer NCs nicht beeintrachtigt
war. Dieses Ergebnis erscheint zunachst Uberraschend, da infektiocse HBV-Virionen
andere Sekretionswege verwenden als subvirale Partikel und dementsprechend zu
vermuten ware, dass sich die jeweiligen Anspriuche an intrazellulare
Transportmechanismen unterscheiden konnten (Bruss, 2007; Peiffer et al., 2018).
Die innerhalb dieser Projektarbeit generierten Daten sprechen daflr, dass das S-
Protein spezifisch mit den inneren Mantelproteinen Sec24A und Sec23B interagiert
und diese Protein-Protein-Interaktion sowohl fur die Morphogenese und Sekretion
subviraler als auch viraler HBV-Partikel unabdingbar und essentiell ist. Weitere
Hinweise auf die Rekrutierung der beiden COPII-Untereinheiten als provirale
Komponenten der HBV-Pathogenese lieferten Analysen der Expressionslevel von
Sec24A und Sec23B nach Transfektion von S.HA oder dem HBV-Plasmid innerhalb
dieser Arbeit. Hierbei konnte festgestellt werden, dass diese verglichen mit nicht-
transfizierten Zellen auf bis zu 2,5-fache Menge erhoht waren. Dies legt nahe, dass
das Virus direkt oder indirekt die Expression der bendtigten zellularen Wirtsfaktoren
wahrend der Infektion hochreguliert, um deren Funktionen gezielt ausbeuten zu
konnen. Interessanterweise ist das Vorhandensein des S-Hullproteins alleine fur
diesen Effekt bereits ausreichend, was erneut dafur spricht, dass die Interaktion
zwischen S und COPII ein entscheidender Schlusselfaktor in der Morphogenese und
Sekretion viraler und subviraler HBV-Partikel sowie subviraler HDV-Partikel ist.
Zudem scheint S entsprechend dieser Ergebnisse eine Expression-regulierende
Funktion dieser proviralen Zellproteine zuzusprechen, die entweder direkt oder
indirekt erfolgen konnte.

Die hier beschriebenen Ergebnisse deuten an, dass die Bindung der COPII-
Untereinheit an die kleinen HBV-Hullproteine ein hoch konservierter und evolutionar
bedeutender Prozess der viralen Pathogenese ist. Dies ist von besonderem
Interesse, da diese Bindung spezifisch fur die Isoform Sec24A ist, die nach
bisherigen Erkenntnissen fur den zellularen Metabolismus entbehrlich ist und in vivo

funktionell teilweise durch andere Paraloge ersetzt werden konnte (Adams et al.,
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2014; Baines et al., 2013). Dies bietet eine neue Maoglichkeit der pathogenen
Intervention: die Storung der HBV.S-Interaktion mit Sec24A, beispielsweise durch
den Einsatz zellpermeabler Peptid-Konstrukte. Fusionsproteine wie diese konnten
mithilfe von pTAT-Vektoren generiert werden, die die Sequenz des HIV-Proteins TAT
(-transactivator of transcription“) enthalten, welches die zellulare Aufnahme von
Molekilen ermdglichen kann (Zou et al.,, 2017; Saar et al., 2005). Das mogliche
Blockieren der Sec24-S-Interaktionsstelle unter Integration der entsprechenden HBV-
Sequenz in den pTAT-Vektor konnte nach bisherigen Erkenntnissen ausreichend
sein, die Produktion und Sekretion subviraler HBV- und HDV-Partikel sowie die
Morphogenese kompletter HBV-Virionen zu blockieren, ohne dem zellularen
Metabolismus nachhaltig zu schaden. Diese neue MOoglichkeit der gleichzeitigen
Inhibition mehrerer Partikeltypen ist von hoher klinischer Relevanz. Die viralen HBV-
Partikel vermitteln die Ausbreitung des Virus-Genoms, also die Infektiositat, und
wurden daher fur lange Zeit als wichtigstes Ziel therapeutischer Malinahmen
betrachtet. Es konnte jedoch mittlerweile gezeigt werden, dass auch subvirale
Partikel ohne Genom maldgeblich an der viralen Pathogenese beteiligt sind. Dies
liegt unter anderem daran, dass sie weitaus effektiver sekretiert werden als infektiose
HBV-Virionen und durch ihre massive Prasenz in den Seren infizierter Patienten die
Immunantwort des Wirtes negativ beeinflussen konnen, beispielsweise als eine Art
Ablenkungsmechanismus fur entsprechende Antikorper. Auch scheinen sie in der
Lage zu sein, neutralisierende Antikorper gegen HBV zu abzufangen und dadurch
herkdbmmlichen Interventionen mit dem viralen Infektionszyklus entgegen zu wirken
(Bruss, 2007; Peiffer et al., 2018; Cornberg et al., 2017). Die Hemmung von HBV-
SVPs zusatzlich zur Stérung der infektiosen, viralen Partikel mithilfe methodischer
Ansatze aus dieser Arbeit kdnnte demzufolge die Ausbreitung und Lebensdauer des
Virus im Wirt sehr effektiv beeintrachtigen und in Zukunft mit der HBV-Pathogenese

malfdgeblich intervenieren.
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HBV ist eines der erfolgreichsten Pathogene weltweit, u. a. da keine kurative
Therapie verfugbar ist. Das Krankheitsbild einer HBV-Infektion manifestiert sich in
akuter und chronischer Hepatitis, Leberzirrhose und Leberzellkarzinomen. Eine
Koinfektion mit HDV, das auf die HBV-Hullproteine angewiesen ist, fihrt zudem zu
einem weitaus drastischeren Krankheitsverlauf. Da sich beide Viren durch auffallig
kleine Genome auszeichnen, sind Interaktionen zwischen den Pathogenen und
zellularen Wirtsfaktoren obligat. Innerhalb dieser Arbeit wurde der Fokus auf die
Analyse intrazellularer Transportmechanismen hinsichtlich moglicher Funktionen in
der Pathogenese beider Viren gelegt. Zu diesem Zweck wurden subvirale HDV-
Partikel generiert und mittels Immunprazipitation und Immunfluoreszenz hinsichtlich
ihrer morphologischen und sekretorischen Abhangigkeit von HBV.S charakterisiert.
Drei  Transportmaschinerien, @ ESCRT, Clathrin- und  COPIl-vermittelter
Vesikeltransport, wurden mittels siRNA-Interferenzen und Hemmung durch
Chemikalien oder durch Verwendung dominant-negativer Mutanten mit Methoden der
Immunfluoreszenz, Immunprazipitation und subzellularen Fraktionierung hinsichtlich
ihrer Funktionen im Lebenszyklus von HBV und HDV untersucht. ESCRT scheint fur
die Sekretion von HDV-SVPs nicht bendtigt zu sein und zeigte nur tendenziell
Einfluss auf die Morphogenese dieser Partikel. Clathrin erwies sich als funktionell
wichtig fur Morphogenese und Freisetzung subviraler HBV- und HDV-Partikeltypen.
Die COPII-Maschinerie, insbesondere ihre Untereinheiten Sec24A und Sec23B,
konnte als zellulare Schlisselkomponente bei der Sekretion beider Arten subviraler
Partikel identifiziert werden. Hierbei konnte HBV.S eine direkte und ausschlie3liche
Interaktion mit der Isoform Sec24A nachgewiesen werden, die von Sec23B abhangig
ist und die die zwei basischen AS 78 und 79 in der zytosolischen Schleife von HBV.S
involviert. Eine Blockade der Interaktion zwischen HBV.S und Sec24A alleine fuhrte
hierbei zu einer Dislokation des viralen Proteins unter Bildung von Aggregat-
ahnlichen Strukturen. Die sekretorische Abhangigkeit von Sec24A zeigte sich auch
bei dem Hepatitis-Virus der Ente und suggeriert eine hohe Konservierung dieser
Interaktion. Sec24A und Sec23B konnten zudem als notwendig fur die Sekretion
infektioser HBV-Virionen identifiziert werden. Diese Resultate bieten wertvolle, neue
Moglichkeiten der Invention in den Lebenszyklen beider Viren durch direkte Inhibition

der Sec24A-HBV.S-Interaktion.
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6 Summary

6 Summary

HBV is one of the most successful pathogens worldwide, partially because there is
no curative therapy available. The clinical picture of an HBV infection appears as
acute and chronic hepatitis, liver cirrhosis and hepatocellular carcinomas. Co-
infection with HDV, which is reliant on the HBV envelope proteins, thereby leads to a
much more drastic disease process. Since both viruses are characterized by
conspicuously small genomes, interactions between the pathogens and cellular host
factors are obligatory. Within this work, the focus has been placed on the analysis of
intracellular transport mechanisms for possible functions in the pathogenesis of both
viruses. For this purpose, subviral HDV particles were generated and characterized
by immunoprecipitation and immunofluorescence for their morphological and
secretory dependence on HBV.S. Three transport machineries, ESCRT, Clathrin-
and COPII-mediated vesicle transport, were investigated for their functions in the life
cycle of HBV and HDV by siRNA interference and inhibition by chemicals or by using
dominant negative mutants with immunofluorescence, immunoprecipitation and
subcellular fractionation techniques. ESCRT does not appear to be needed for the
secretion of HDV SVPs and only tends to affect the morphogenesis of these
particles. Clathrin was found to be functionally important in morphogenesis and
release of subviral HBV and HDV particle types. The COPII machinery, in particular
its subunits Sec24A and Sec23B, could be identified as a key cellular component in
the secretion of both types of subviral particles. HBV.S showed direct and exclusive
interaction with the isoform Sec24A, which is dependent on Sec23B and which
involves the two basic AA 78 and 79 in the cytosolic loop of HBV.S. Blocking the
interaction between HBV.S and Sec24A alone resulted in dislocation of the viral
protein among formation of aggregate-like structures. The secretory dependence of
Sec24A was also demonstrated on subviral particles of the duck hepatitis B virus,
suggesting a high conservation of this interaction. In addition, Sec24A and Sec23B
were identified as necessary for the secretion of infectious HBV virions. These results
provide valuable, new possibilities of invention in the lifecycles of both viruses by
direct inhibition of the Sec24A-HBV.S interaction.
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