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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Das Hepatitis-B-Virus

1.1.1 Entdeckung des Virus

Im Jahr 1965 beschrieb B. S. Blumberg zum ersten Mal ein bis dato unbekanntes Antigen, wel-
ches er aus dem Serum eines australischen Aborigines isolierte und daher Australia Antigen
(AuAg) benannte (BLUMBERG et al. 1965). Dieses konnte in weiteren Studien mit einer
schwerwiegenden Lebererkrankung in Verbindung gebracht werden (London und Millman
1969). Fiur diese Arbeiten erhielt Blumberg im Jahre 1976 zusammen mit D. C. Gadjusek den
Nobelpreis fir Physiologie und Medizin (Blumberg 2002). Weitere Untersuchungen von
D. S. Dane identifizierten letztlich im Jahre 1970 mittels Elektronenmikroskopie das 42 nm
grofRe Virus-Partikel, welches fir diese Lebererkrankungen verantwortlich war. Das Virus
konnte letztlich als Hepatitis-B-Virus und somit als Mitglied der Familie der Hepadnaviridae
klassifiziert werden. Zu Ehren des Entdeckers wurde das vollstandig assemblierte Virus-Parti-
kel ,,Dane-Partikel” getauft (Dane et al. 1970). Letzten Endes konnte das zuvor beschriebene
AuAg als Oberflachenantigen des Dane-Partikels identifiziert werden und wurde folglich

HBsAg (HBV surface antigen) genannt.

1.1.2 Taxonomie

Die Familie der Hepadnaviridae umfasst umhiillte DNA-Viren mit einer GréRe von 42-50 nm.
Diese Viren zeichnen sich durch ein partiell doppelstrangiges, ca. 3.2 kB groes DNA-Genom
und eine hohe Wirts- und Gewebespezifitat aus (Burns und Thompson 2014). Man unterglie-
dert die Hepadnaviren in zwei Gattungen, welche sich hinsichtlich ihres Vorkommens in V6-
geln (Avihepadnaviridae) bzw. in Sdugetieren (Orthohepadnaviridae) differenzieren. Die ein-

zelnen Gattungen lassen sich zudem in weitere speziesbezogene Mitglieder auftrennen.

1.1.3 Evolution des Hepatitis-B-Virus

Die Evolution des Hepatitis-B-Virus konnte bis jetzt nicht abschlieBend geklart werden. Unter-
suchungen an Fossilien lassen jedoch den Schluss zu, dass bereits vor 40 Millionen Jahren Vor-

lauferformen des Virus in Vogeln existiert haben. Diese und weitere Studien weisen auf eine

1



Einleitung

geschichtliche Entwicklung des Virus von bis zu 80 Millionen Jahren hin (Gilbert und Feschotte
2010; Cui und Holmes 2012; Suh et al. 2014). Die Auftrennung in Avi- und Orthohepadna-
viridae erfolgte dabei vor etwa 80.000—300.000 Jahren (van Hemert et al. 2011). Dabei scheint
die erste Ubertragung auf den Menschen durch fledermausspezifische Viren (BtHV) erfolgt zu
sein (Drexler et al. 2013; He et al. 2013). Dies ist auf eine Vielzahl an Faktoren zurickzufiihren,
welche Fledermause als optimales Reservoir fiir virale Erreger charakterisiert. Eigenschaften
wie Langlebigkeit, starke migratorische Aktivitat, groRe und dicht nistende Gemeinschaften
und der enge soziale Kontakt spielen hierbei eine groBe Rolle. Dariliber hinaus besitzt die
PreS1-Domane der BtHV ein Motiv, welches bei humanem HBV die Bindung an den fir die
Aufnahme in die Zelle notwendigen Rezeptor ermoglicht (Ni et al. 2014; Yan et al. 2012). Zu-
satzlich konnte in in vitro-Studien nachgewiesen werden, dass BtHV humane Hepatozyten in-
fizieren kann, was das zoonotische Potential und somit die von BtHV ausgehende Gefahr be-

statigte (Drexler et al. 2013).

Mit Einsetzen der ersten Migrationsbewegungen des Menschen verteilte sich das humane He-
patitis-B-Virus auf der ganzen Welt. Aufgrund der nicht vorhandenen Korrekturlese-Funktion
der viralen Polymerase treten Mutationen im HBV-Genom verglichen mit anderen DNA-Viren
haufiger auf, dabei wurde die mittlere Haufigkeit von Nukleotid-Substitutionen pro Stelle pro
Jahr mit 1,5-3,0 x 10°® beziffert (Paraskevis et al. 2013). Im Laufe der Zeit bildeten sich daher
spezielle Unterarten des Virus, welche als Genotypen klassifiziert wurden. Moglicherweise
lasst sich so die Genotypen-spezifische globale Verteilung des Hepatitis-B-Virus in seiner Form
durch das Migrationsverhalten erklaren (siehe auch Abb. 1). Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind
acht Genotypen beschrieben (GtA-GtH), zwei weitere (Gtl und GtJ) sind noch nicht abschlie-

Rend als eigenstandige Genotypen bestatigt worden (Pourkarim et al. 2014).
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Abb. 1: Rekonstruierung der friihmenschlichen Migrationsbewegungen; YRI: Yoruba-Urstamm;
ABR: Australische Aborigines; CEU: Europder; HAN: Han Chinesische Linie; kyBP: thsd. years
before present (nach Littlejohn et al. 2016).

1.1.4 Epidemiologie

Zu Ehren des Entdeckers, aber vor allem um die Gefahr in Erinnerung zu rufen, welche von
dem Hepatitis-B-Virus ausgeht, ernannte die WHO im Jahr 2008 den 28. Juli zum Welt-HBV-
Tag. Trotz der Zulassung eines kommerziell erhaltlichen Impfstoffes im Jahre 1982, welcher in
95 % aller Falle zu einem erfolgreichen Impfschutz gegen HBV fuhrt, ist die Gefahr einer Infek-
tion immer noch sehr hoch. Die WHO schétzt, dass bis zu 2 Milliarden Menschen mit HBV
infiziert wurden. Obwohl es in den meisten Fallen zu einer vollstandigen Ausheilung kommt,
kann man dennoch davon ausgehen, dass etwa 250-350 Millionen Menschen eine chronische
HBV-Infektion entwickelten (Littlejohn et al. 2016; Lavanchy 2005; WHO 2015). Durch HBV
verursachte Krankheiten finden sich an neunter Stelle auf der weltweiten Liste der haufigsten
Todesursachen und fiihren bei etwa einer Million Patienten pro Jahr letztlich zum Tod, was
HBV zur funftgefdhrlichsten Infektionskrankheit macht (Szmaragd und Balloux 2007). Auf-
grund des groBen Reservoirs chronisch infizierter Personen und des ungleichen Zugangs zu
Impfstoffen ist die Ausléschung des Virus stark erschwert (Pourkarim und van Ranst 2011).
Dies spiegelt sich auch in den regional sehr unterschiedlichen Pravalenzen chronischer HBV-

Infektionen wider. So finden sich die hochsten Pravalenzen im sidostasiatischen Raum, in
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Subsahara Afrika, im Amazonasbecken in Sidamerika und in einigen nérdlichen Regionen Ka-
nadas, Alaskas und Grénlands. Hier sind etwa 80 % der Bevolkerung bis zum 40. Lebensjahr
einer HBV-Infektion ausgesetzt, wobei ca. 8—20 % eine chronische Hepatitis entwickeln (Ger-
lich 2013). In Gebieten mit niedrigen Prdvalenz-Raten wie z. B. Nordamerika, Australien und
Nord-/West-Europa sind hingegen weniger als 20 % der Bevélkerung infiziert, weniger als 2 %

chronisch (siehe dazu auch Abb. 2).

Abb. 2: Weltweilte HBV-Prdvalenzen; dunkelrot: hohes Risiko - Prdvalenz > 8 %; hellrot: mo-
derates Risiko - Prdvalenz zw. 2 und 7 %; grau: niedriges Risiko - Prdvalenz < 2 % (nach
Gerlich 2013).

1.2 Molekulare Virologie

1.2.1 Aufbau der viralen und subviralen Partikel

Das Hepatitis-B-Virus ist ein Prototyp der Familie der DNA-Viren, wobei das Genom eine Lange
von etwa 3,2 kB umfasst und partiell doppelstrangig vorliegt (Pourkarim et al. 2014). Das virale
Genom liegt im Virus kovalent gebunden mit der viralen DNA-Polymerase vor, welche eine
reverse Transkriptase-Funktion besitzt (Schaedler und Hildt 2009; Bartenschlager und Schaller
1988). Das Genom und die Polymerase werden von einem Nukleokapsid umschlossen, wel-
ches sich aus 120 Dimeren des core-Proteins (HBc) zusammensetzt (Crowther et al. 1994). Zu-

letzt folgt eine Lipiddoppelschicht-Hillmembran, in welcher die viralen Oberflachenproteine
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eingebettet sind. Diese Proteine werden unterteilt anhand deren GréRe in das grol3e, das mitt-
lere und das kleine Oberflachenprotein (large/middle/small hepatitis B surface protein; L-/M-
/SHBs = HBsAg). Das Virus besitzt eine GroRe von 42 nm und wurde zuerst im Jahr 1970 von
D. S. Dane mittels Elektronenmikroskopie nachgewiesen (Dane et al. 1970). Die Grof3e wurde
noch nach oben korrigiert auf 52 nm, unter Berlcksichtigung der hydratisierten Virus-Hiille
und den unterschiedlichen Oberflachenproteinen (Gerlich 2013). Zusatzlich zu diesen vollstan-
dig assemblierten Viren werden von infizierten Zellen dartber hinaus groBe Mengen an nicht-
infektiosen Partikeln mit geringerer Grol3e sekretiert. Diese sog. subviralen Partikel (SVPs) be-
stehen lediglich aus einer Lipidhiille, in welcher die verschiedenen Oberflachenproteine ein-
gebettet sind (Bruns et al. 1998). Die SVPs selbst unterteilen sich entsprechend ihrer Form in
Filamente und Spharen, wobei die Spharen mit einem Durchmesser von etwa 24 nm den groR3-
ten Anteil (ca. 98 %) ausmachen und aulRer SHBs nur geringe Mengen an MHBs besitzen. Die
Filamente besitzen ebenfalls eine Dicke von etwa 24 nm, variieren jedoch in ihrer Lange und
tragen alle viralen Oberflachenproteine in deren Lipidhillle (Heermann et al. 1984; Gerlich
2013). Eine schematische bzw. eine mikroskopische Darstellung der viralen und subviralen
Partikel sind in Abb. 3 zu finden. Die Funktion der nicht-infektiésen SVPs ist noch nicht ab-
schlieRend geklart, jedoch wird angenommen, dass die groRe Menge an HBsAg neutralisie-
rende Antikorper des infizierten Wirts binden und so den Zugang der Viren zu geeigneten Ziel-
zellen erleichtern (Ganem, D. 1991). Zudem wurde beobachtet, dass subvirale Partikel die vi-
rale Replikation und Genexpression beeinflussen und moglicherweise sogar eine andauernde

Infektion fordern (Bruns et al. 1998; Glebe et al. 2005; Mauss et al. 2015).

preSl
20 nm spheres MHBs LHBs SHBs

?

3 2kb
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Abb. 3: links: Schematische Darstellung der viralen und subviralen Partikel; im Vergleich zu
den SVPs beinhaltet das Virion zusdtzlich die virale DNA (kovalent verkniipft mit der viralen
Polymerase), verpackt in eine Kapsidhiille (nach Gerlich 2013); rechts: elektronenmikrosko-
pische Aufnahme von HBV-Viren (blauer Pfeil), Filamenten (rote Pfeile) und Sphdren (griiner

Pfeil).
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1.2.2 Genomorganisation

Wie schon beschrieben, liegt das virale DNA-Genom partiell doppelstrangig vor und hat eine
Lange von etwa 3,2 kB (siehe Abb. 4). Hierbei liegt der kodierende (—)-Strang komplett, der

nicht-kodierende (+)-Strang nur zu etwa zwei Dritteln bezogen auf die GenomgrofRie vor.

Abb. 4: Genom-Organisation am Beispiel des HBV-Genotyps A: das ca. 3,2 kB lange, partiell
doppelstrdngige Genom ((+) und der (-) Strang, schwarze und graue Linie) sind kovalent ge-
bunden und kodieren fiir die virale Polymerase (griiner Pfeil, griine Schlangenlinie). Zusdtz-
lich ist die relative Position der weiteren offenen Leserahmen (HBc und HBe (preC), schwarzer
Pfeil); LHBs/MHBs/SHBs (PreS1, PreS2, S, roter Pfeil); HBx (gelber Pfeil) grafisch dargestellt
(nach Gerlich 2013).

Die virale reverse Transkriptase ist — mittels einer Phospho-Tyrosin-Bindung — kovalent an den
(—)-Strang gebunden. Eingeleitet wird die Polymerisation durch ein kurzes RNA-Fragment, wel-
ches am 5‘-Ende des (+)-Strang kovalent gebunden ist (Beck und Nassal 2007). Der kodierende
(=)-Strang beinhaltet vier teilweise lUberlappende offene Leserahmen (open reading frames,
ORF). Diese kodieren fiir 1) die virale Polymerase (P), 2) das core (HBcAg) bzw. das pre-core
(HBeAg)-Protein, 3) das regulatorisch aktive X-Protein (HBx) und 4) fiir die drei verschiedenen
viralen Oberflachen-Proteine (L-/M-/SHBs; HBsAg) (Schaedler und Hildt 2009). Nach erfolgter
Infektion wird die virale DNA in den Zellkern transportiert und dort mittels zelleigener DNA-
Reparatur komplettiert. Die so erhaltene cccDNA (covalently closed circular DNA) fungiert nun
als stabile Plasmid-dhnliche Matrize fiir sowohl die pgRNA (pre genomic RNA) als auch die vier
verschiedenen viralen mRNAs (Jilg und Gerlich 2013). Letztere werden von der Wirts-RNA-
Polymerase Il transkribiert und mit einer Cap-Struktur und einem Poly-Adenylierungssignal

versehen (Beck und Nassal 2007; Schaedler und Hildt 2009). Mittels Translation kann letztlich
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aus der 3,5 kB mRNA die virale Polymerase, wie auch HBcAg und HBeAg, gebildet werden. Die
2,4 kB mRNA dient als Matrize fiir das LHBs, die 2,1 kB mRNA fir MHBs und SHBs. Die kleinste
mMRNA mit einer Lange von 0,7 kB wird flir die Produktion des HBx-Proteins genutzt (Seeger

und Mason 2000; Nassal 2008).

1.2.3 Virale Proteine

1.2.3.1 Virale Polymerase und HBx

Die aus drei funktionellen Domanen bestehende virale Polymerase stellt das einzige Enzym
da, welches im viralen Genom kodiert wird und eine GroRRe von etwa 94 kDa aufweist (Block
et al. 2007). Fiir die Bindung an den RNA-Primer und somit fiir die reverse Transkription (s. 0.)
wichtig ist die N-terminale Domane. Uber einen Spacer ist diese mit der Polymerase-Doméne
verknipft, an welche sich die RNAseH-Domane anschliel$t. Die virale Polymerase und die repli-
zierte RNA liegen wahrend der Replikation in gleichen Konzentrationen vor (Beck und Nassal

2007; Bartenschlager et al. 1992; Bartenschlager und Schaller 1992).

Das HBx-Protein ist lediglich — mit Ausnahme des DHBV (duck hepatitis B virus) (Chang et al.
2001) —in den Orthohepadnaviren konserviert. Die Funktion des 145 Aminosauren langen und
ca. 16 kDa schweren Proteins ist bislang nicht abschlieRend geklart. Dennoch werden ihm re-
gulatorische Funktionen zugeschrieben, so soll es mit Transkriptionsfaktoren wie NFkB inter-
agieren und einen Einfluss auf den Ras-Raf-MEK-ERK-Signalweg haben (Wollersheim et al.
1988; Su und Schneider 1996; Bouchard et al. 2003). Des Weiteren wurde ein regulatorischer
Effekt bezliglich der viralen Replikation beschrieben (Melegari et al. 2005; Lucifora et al. 2011).
Dies wird jedoch bislang kontrovers diskutiert. Dartiber hinaus wurde fir HBx eine Bindung an
das Tumorsuppressor-Gen p53 beschrieben, was die Entstehung eines hepato-zelluldaren Kar-

zinoms (hepatocellular carcinoma, HCC) fordert (Kew 2011).

1.2.3.2 Das core-Protein und HBeAg

Das virale core-Protein besteht aus 183-185 Aminosauren, hat folglich eine Grofte von 21 kDa
und zeichnet sich durch seine a-helikale Struktur aus (Block et al. 2007; Chain und Myers
2005). Durch Dimerisierung entstehen vier Helix-Biindel, welche dem Komplex in Verbindung
mit einer Disulfid-Bindung eine grofRe Stabilitdt verleihen (Nassal et al. 1992). Aufgrund des

Arginin-reichen, positiv geladenen C-Terminus wird die Verpackung des pgRNA-Polymerase-
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Komplexes ermoglicht, sodass aus 120 Dimeren ein ikosaedrisches Kapsid mit einem Durch-
messer von ca. 34 nm gebildet wird (Bruss 2004). Durch gezielte Phosphorylierungen wird
nicht nur die Verpackung des pgRNA/Polymerase-Komplexes, sondern auch die notwendige
DNA-Synthese gesteuert. Im Anschluss an die Synthese des viralen DNA-Genoms fiihren
Dephosphorylierungsschritte zur Reifung des fertigen viralen Partikels durch Interaktion von
core-Proteinen mit der PreS1-Domane des LHBs (Bruss 2007). So werden ausschlieBlich ge-

reifte Nukleokapside umhillt und sekretiert (Roseman et al. 2005).

Im Jahre 1972 konnte zusatzlich zu den bekannten viralen Proteinen erstmals ein weiterer
Infektionsmarker in Seren HBV-positiver Patienten detektiert werden, welcher von seinem
Entdecker als ,,enigmatisches” Protein betitelt wurde, daher der Name: HBeAg (Magnius und
Espmark 1972). Diesen Charakter sollte das Protein auch fiir mehrere Jahre beibehalten, bis
durch die Entwicklung kiinstlicher Expressionssysteme nachgewiesen werden konnte, dass
das HBeAg eine nicht-partikuldr sekretierte Form des HBc darstellt, welches fir die Virus-Rep-
likation nicht notwendig ist (Standring et al. 1988; Bruss und Gerlich 1988; Carman et al. 1989).
Letztlich wurde und wird HBeAg als serologischer Marker im Verlauf einer HBV-Infektion ver-

wendet.

1.2.3.3 Dieviralen Oberfldchenproteine

Die Gruppe der viralen Oberflachenproteine umfasst drei verschiedene Mitglieder, welche ty-
pisch fir Membranproteine am endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert werden. Das
kleinste Protein der Gruppe ist das SHBs, welches 226 Aminosaduren besitzt, die zusammenge-
nommen die sog. S-Domane darstellen. Die S-Domane besitzt drei bzw. vier Transmembran-
Domanen (TM1-4), welche dem Protein zu einer charakteristischen Struktur verhelfen (siehe
auch Abb. 5). Hinsichtlich TM3 und TM4 ist jedoch bislang nicht genau geklart, ob es sich um
eine oder zwei individuelle Transmembran-Domé&nen handelt (Eble et al. 1987; Short et al.
2009). SchliefRlich zeigt die N-terminale Region in das Zytosol der Wirtszelle, wohingegen der
N-Terminus und die C-terminale Schleife (AS 99-169) in das Lumen des ER ragen (Eble et al.
1990; Schaedler und Hildt 2009; Julithe et al. 2014). Dariiber hinaus beinhaltet die luminale
Schleife ein Epitop, welches hauptsachlich fiir die Immundetektion verantwortlich ist. Dieses
Epitop ragt nach der Reifung des Virus aus der Oberflache der Virionen heraus und wird auf-

grund seiner immunologisch wichtigen Eigenschaften als ,,a-Determinante” bezeichnet (Seitz
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et al. 2007; Julithe et al. 2014). Etwa die Halfte des SHBs wird am Asparagin 146 posttransla-
tional N-glykosyliert, sodass Proteine mit Grofen von 24 kDa (SHBs) und 27 kDa (glykosyliertes
SHBS, gSHBs) detektiert werden kdnnen (Bruss 2007). Hierzu bleibt zu erwahnen, dass nicht-
glykosyliertes Asn 146 einen Einfluss auf die Infektiositat zu besitzen scheint, wohingegen gly-
kosyliertes Asn 146 wichtig bei der Entstehung der Viren wie auch der Abschirmung der a-

Determinante gegen wirtseigene Antikorper ist (Julithe et al. 2014).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der verschiedenen HBV-Oberfldchenproteine (links) und de-
ren Transmembran-Topologie (rechts). LHBs (bestehend aus PreS1, PreS2 und S-Domdne) ist
N-terminal myristoyliert und partiell N-glykosyliert (offene Kreise). MHBs besitzt zusdtzlich
zur S-Domdne die PreS2-Domdne und ist sowohl O-glykosyliert (gefiillte Kreise) als auch par-

tiell N-glykosyliert. Die S-Domdne bestimmt die Struktur des SHBs, welches partiell N-glyko-
syliert ist (nach Bruss 2007).

Verglichen mit SHBs ist das mittlere Oberflachenprotein MHBs um 55 Aminosduren verlan-
gert. Es setzt sich zusammen aus der S-Domane und der sog. PreS2-Domane, welche sich N-
terminal anschliet (Ganem, D. und Schneider, R.J.). Da die zusatzliche PreS2-Domaéne in das
Lumen des ERs ragt, wird das Asparagin 4 posttranslational N-glykosyliert. Das Asn 146 wird
ebenfalls, analog zu SHBs, zu etwa 50 % N-glykosyliert. Durch ein Tyrosin an Stelle 37 besteht
darliber hinaus die Moglichkeit einer O-Glykosylierung, welche jedoch erst im Golgi-Apparat
erfolgen kann (Julithe et al. 2014). Die Nutzung dieser Glykosylierungsstelle findet allerdings
in sehr heterogener Weise bei den HBV-Genotypen Verwendung (Schmitt et al. 2004; Schmitt
et al. 1999). Letzten Endes befindet sich in der assemblierten Virushille das einfach und das
zweifach glykosylierte MHBs (gMHBs mit 33 kDa, ggMHBs mit 36 kDa). Die in verschiedenen
Tumorintegraten gefundene C-terminal verkiirzte Form des MHBs (MHBs!) weist dariber hin-
aus eine regulatorische Funktion auf (Hildt et al. 1995). So wird ein Einfluss auf den
cRaf/Mek/Erk-Signalweg beschrieben, da die PreS2-Domane des MHBs mit der Proteinkinase
Ca (PKC) interagieren kann. Auf diesem Wege erfolgt eine Modulation des Phosphorylierungs-

musters und somit eine Aktivierung der PKC. Aufgrund einer gesteigerten Zellproliferation
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flihrt dies moglicherweise zu einer hoheren Wahrscheinlichkeit der Ausbildung eines Karzi-

noms (Hildt et al. 2002).

Als Letztes folgt das groRte Oberflachenprotein LHBs, welches zusatzlich zur PreS2- und S-Do-
mane an seinem N-Terminus um eine 108-119 AS lange PreS1-Domane verlangert ist (Ganem,
D. und Schneider, R.J. 2001). Durch Myristylierung an Glycin 2 ist der N-Terminus des Proteins
in der ER-Membran verankert (Persing et al. 1987; Prange et al. 1991). Zu Beginn der Transla-
tion verbleiben die PreS1- und PreS2-Domaéne auf der zytosolischen Seite, ab der TM2-Do-
mane ist die Struktur des Proteins jedoch analog zu MHBs und SHBs. Wiederum wird in 50 %
aller Falle die Aminosadure Asn 146 N-glykosyliert (LHBS mit 39 kDa, gLHBs mit 42 kDa), wah-
rend Asn 4 unverandert vorliegt (Bruss und Vieluf 1995). Bei etwa der Halfte der LHBs-Proteine
erfolgt posttranslational eine Translokation der PreS1-/PreS2-Domane, was zu einer dualen
Membrantopologie fiihrt (Niedre-Otomere et al. 2013; Bruss et al. 1994). Durch diese duale
Topologie kann das LHBs auf zwei Wegen seine zusatzliche regulatorische Funktion Giberneh-
men. PreS1/Pres2, das in das ER-Lumen ragt, findet sich letztlich an der Oberfldche der Virio-
nen und UGbernimmt dort eine Funktion bei der Bindung des Virus an die Wirtszelle bzw. den
entsprechenden Rezeptor (Urban und Gripon 2002; Gripon et al. 2005). Zytosolisch verortetes
PreS1/Pres2 ist nach der Reifung im Inneren des Virus zu finden, wo es fir die Virusmorpho-
genese durch Interaktion mit dem Nukleokapsid verantwortlich ist (Bruss 1997). Zusatzlich hat
es wie MHBs' durch Aktivierung der PKC und des C-Raf Signalwegs als transkriptioneller Akti-
vator Einfluss auf mehrere verschiedene Promoter-Elemente (Hildt et al. 1995; Liu et al. 2011;

Hildt et al. 1996).

Neben der Inkorporation der verschiedenen Oberflachenproteine in die Virus-Hille werden
zusatzlich extrem groBe Mengen nicht-infektioser Partikel in der infizierten Zelle gebildet und
Uber das ER und den Golgi-Apparat sekretiert (Patient et al. 2009; Huovila et al. 1992; Patzer
et al. 1986). Die Zahl dieser subviralen Partikel kann die der Virionen um bis zu einem Faktor
von 10* Ubersteigen. Hauptsachlich bestehen diese Partikel aus spharischen Strukturen mit
einem Durchmesser von etwa 24 nm. Diese setzen sich zum gréRten Teil aus SHBs und weni-
gen MHBs-Proteinen zusammen. Filamentdse subvirale Partikel beinhalten zusatzlich deutlich
gesteigerte Mengen an LHBs (Heermann et al. 1984) und werden analog zu viralen, infektiosen
Partikeln mittels MVBs sekretiert (Jiang et al. 2015). Dies beruht moglicherweise auch auf In-

teraktionen des LHBs mit dem zelluldren Faktor a-Taxilin (Hoffmann et al. 2013). Auf Basis der
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aktuellen Forschung konnte bislang noch nicht abschliefend geklart werden, warum ein sol-
ches UbermaR an nicht-infektitsem Material gebildet wird, jedoch wird eine Ablenkung des

Immunsystems als wahrscheinlichster Grund vermutet (Prange 2012; Patient et al. 2009).

1.2.4 Der virale Lebenszyklus

Alle Hepadnaviridae zeichnen sich durch eine hohe Spezies- und Gewebsspezifitat aus, wes-
wegen im menschlichen Korper ausschlieBlich Leberzellen infiziert werden. Das Virus intera-
giert zuerst durch unspezifische Bindung mit Heparinsulfat-Proteoglykanen, welche aus der
Plasmamembran von Hepatozyten ragen (Schulze et al. 2007; Leistner et al. 2008). Im An-
schluss kommt es zur Bindung der PreS1-Domane des viralen LHBs an den zell-spezifischen
Rezeptor NTCP (Na*-Taurochlorat co-transporting polypeptide), welcher in der Membran dif-
ferenzierter Hepatozyten zu finden ist (Yan et al. 2012). Der genaue Vorgang der Rezeptor-
vermittelten Endozytose konnte bislang nicht abschliefend geklart werden, jedoch scheint der
zelluldre Faktor a-Taxilin dabei einen essentiellen Einfluss zu haben (Hoffmann et al. 2013).
Aufgrund der endosomalen sauren Umgebung erfolgt eine strukturelle Anderung der PreS2-
Domaéne in den HBV-Oberflachenproteinen, welche letztlich ein Translokationsmotiv (TLM)
freilegt (Stoeckl et al. 2006). Durch Fusion der Virus-Hille mit der endosomalen Membran wird
das Nukleokapsid in das Zytosol der Wirtszelle entlassen (Schaedler und Hildt 2009; Oess und
Hildt 2000). Nach dem Transport des Nukleokapsids zum Zellkern erfolgt die Einschleusung
des viralen Genoms durch den Kernporen-Komplex in das Nukleoplasma (Rabe et al. 2006).
Dieser zielgerichtete Transport wird durch das NLS-Signal des HBc-Proteins vermittelt, nach
der Entpackung des Kapsids am Kernporen-Komplex (Kann et al. 1999; Schmitz et al. 2010).
Der Import des kovalent an die virale Polymerase gebundenen Genoms erfolgt zuletzt auf-
grund eines zweiteiligen NLS der viralen Polymerase (Lupberger et al. 2013). Im Zellkern wird
die rcDNA mit Hilfe von zellularen DNA-Reparatur-Mechanismen zur kovalent-geschlossenen
zirkuldaren Form (cccDNA) konvertiert, welche dort als duRerst stabiles episomales Minichro-
mosom verbleibt (Lucifora und Protzer 2016; Nassal 2015). Mit Hilfe der zellularen RNA-Poly-
merase |l wird anhand der cccDNA die fiir die virale Replikation essentiellen pra- und subge-
nomischen RNAs gebildet. Nach erfolgtem Transport der pgRNA in das Zytosol erfolgt die
Translation und somit die Synthese der viralen Polymerase und des core- und precore-Proteins
(Gerlich 2013). Kiirzere mRNA-Varianten dienen als Matrize fiir die viralen Oberflachenprote-

ine und das HBx. Mit Hilfe des €-Signals wird die Bindung der viralen Polymerase an die pgRNA

11
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realisiert. Dies geschieht in Verbindung mit der Assemblierung des Nukleokapsids, wonach im
Innern des geschlossenen Kapsids die reverse Transkription der pgRNA in das partiell doppel-
strangige DNA-Genom erfolgt (Bruss 2007; Schaedler und Hildt 2009). Nach erfolgter Reifung
des Nukleokapsids kdnnen zwei verschiedene Wege desselben innerhalb des viralen Lebens-
zyklus beobachtet werden. Zum einen kann ein erneuter Riicktransport zum Kernporen-Kom-
plex erfolgen, um die Menge an cccDNA im Zellkern zu erhéhen. Zum anderen kommt es durch
Interaktion mit der PreS1-Domane des LHBs zur Umhiillung des Kapsids und somit zur Bildung
des vollstandigen Virions an der zytosolischen Seite des ERs (Gerelsaikhan et al. 1996). Von
dort aus erfolgt der Transport zum Golgi-Apparat, wo letzte Modifikationen der Oberflachen-
proteine stattfinden. Die Ausschleusung des Virus aus der Zelle wird letzten Endes mit Hilfe
des wirtseigenen ESCRT-abhangigen (endosomal sorting complex required for transport) Ex-
port-Mechanismus verwirklicht, welcher endosomale Vesikel (MVBs; multivesicular bodies)
zum Transport zur Zelloberflache nutzt (Kian et al. 2006; Lambert et al. 2007; Watanabe et al.
2007; Hoffmann et al. 2013). Eine erste schematische Darstellung des friihen viralen Lebens-

zyklus findet sich in Abb. 6.
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Abb. 6: Schematische Darstellung des HBV-Lebenszyklus; nach dem rezeptor-vermittelten Ein-
tritt der Viren an der Zellmembran erfolgt die Einschleusung der viralen DNA in den Zellkern.
Dort wird aus der rcDNA (relaxed circular DNA) die cccDNA (covalently closed circular DNA)
gebildet. Die im Verlauf der Replikation gebildete pgRNA (pregenomic RNA) wird schlief8lich
im Zytoplasma mit Hilfe der core-Proteine zum viralen Kapsid verpackt und nach der Umhiil-
lung mit den viralen Oberfldchenproteinen und Reifung des Viruspartikels aus der Zelle trans-
portiert (nach Beck und Nassal 2007).

Hierbei muss erneut auf den Einfluss des zelluldren Faktors a-Taxilin hingewiesen werden. Die
regulatorisch aktiven viralen Proteine HBx und LHBs vermitteln eine Steigerung der a-Taxilin-
Expression (Hoffmann et al. 2013; Barthel, SR et al. 2016). Als Folge dessen bindet a-Taxilin

vermehrt an freie Syntaxine und verhindert auf diesem Wege die Formierung von t-SNARE-

12
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Komplexen (Nogami et al. 2003a; Nogami et al. 2003b), was somit zu einer Beeintrachtigung
des intrazelluldren Vesikel-Transports flihrt. Darliber hinaus Gbernimmt a-Taxilin bei der Frei-
setzung von Viren eine Adapter-Funktion durch die Bindung einerseits an LHBs (bzw. die
PreS2-Domane) und andererseits mittels der proteineigenen late-Domanen an Komponenten
des ESCRT-Komplexes und ermoglichen so die Ausschleusung von viralen Partikeln (Hoffmann
et al. 2013). So beeinflusst a-Taxilin die Sekretion von viralen und subviralen Partikeln in zwei-
facher Weise. Dies beruht darauf, dass Viren und subvirale Partikel (im Allgemeinen sphari-
sche Partikel) auf unterschiedlichen Routen die Zelle verlassen. So findet die Sekretion von
vollstandig assemblierten Virionen MVB-abhangig mittels des ESCRT-vermittelten Transport-
wegs statt (Patient et al. 2009; Lambert et al. 2007). Im Gegensatz dazu erfolgt die Ausschleu-
sung von sphdrischen subviralen Partikeln Gber den konstitutiven sekretorischen Pfad via
ER/Golgi und ERGIC (Patient et al. 2009; Patient et al. 2007; Prange 2012). Eine schematische
Darstellung des spaten viralen Lebenszyklus mit besonderem Bezug auf die Sekretion von sub-

viralen bzw. viralen Partikeln ist in Abb. 7 dargestellt.

ER/ERGIC

3

' LHBs

® MHBs
® SHBs

\ 4

Abb. 7: Schematische Darstellung der Sekretionswege von viralen und subviralen Partikeln;
nach vollstidndiger Assemblierung werden die viralen Partikel MVB-vermittelt sekretiert. Dies
geschieht aufgrund der Interaktion von LHBs mit a-Taxilin und schlief3lich mittels des ESCRT-
abhdngigen Signalwegs mit Hilfe der MVBs. Neueste Studien haben ergeben, dass die Sekretion
von filamentésen SVPs ebenfalls mit Hilfe des MVB/ESCRT-Komplexes stattfindet (Jiang et al.
2015). Sphdren werden ER/ERGIC-vermittelt sekretiert (nach Diss. J]. Hoffmann 2013).

13
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1.3 Die HBV-Genotypen

Mutationen im Genom des Hepatitis-B-Virus entstehen aufgrund der fehlenden Korrektur-
lese-Funktion der viralen Polymerase mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit — verglichen mit
anderen DNA-Viren (Orito et al. 1989). Ein restriktiver Faktor bei der Entstehung solcher Mu-
tationen stellt jedoch die zirkuldre Form des Genoms dar, da die vier ORFs lberlappend vor-
liegen. Somit kdnnen Mutationen nur in einer limitierten Auspragung einen vollen und funk-
tionsfahigen Lebenszyklus garantieren (Mizokami et al. 1997; Yang et al. 1995). Dennoch konn-
ten sich seit der Anpassung des Virus auf den Menschen eine Vielzahl an HBV-Subtypen aus-
pragen, deren globale Verteilung in signifikanter Art und Weise den frihmenschlichen Migra-

tionswellen zugeordnet werden kann (Paraskevis et al. 2013; Norder et al. 2004).

Vor der umfangreichen Nutzung der Sequenzierung ganzer Genome erfolgte eine Kategorisie-
rung von HBV anhand seines produzierten HBsAg und hier speziell mittels charakteristischer
Aminosaure-Sequenzen in der immunologisch wichtigen a-Determinante. Die Aminosduren
100-164 der S-Domane werden auf der Oberflache sekretierter Virionen prasentiert und bil-
den durch Disulfidbriickenbindungen eine selbst zwischen den HBV-Stammen konservierte
Struktur aus, welche das primare Ziel fur neutralisierende Antikorper darstellt (Julithe et al.
2014; Zanetti et al. 2008). Durch diese Eigenschaften wurde die a-Determinante ebenfalls Na-
mensgeber fir alle HBV-spezifischen ,serologischen Subtypen” bzw. ,Serotypen” (Le Bouvier
1976; Francois et al. 2001). Die weitere Bezeichnung basiert auf den Aminosauren an Position
122 und 160 der S-Domane. So fihrt ein Lysin an Position 122 zum Serotyp d, ein Arginin zu
einem y, des Weiteren bestimmen die gleichen Aminosduren den dritten Buchstaben des Se-
rotyps (K 160 — w; R 160 — r) (Schaefer 2005; Weber 2004). Durch tiefergreifende Analysen
wurde die Anzahl der Serotypen bis heute auf mindestens neun erhéht (aywl, ayw2, ayw3,

aywd, ayr, adw2, adw4q’, adrq®, adrq’) (Kramvis und Kew 2005; Norder et al. 2004).

Mit der erweiterten Nutzung von Sequenzierungstechniken erfolgte eine detailliertere Einstu-
fung der HBV-Stamme in sog. Genotypen, welche sich in mindestens 8 % der Nukleotide des
gesamten Genoms unterscheiden miissen. Die HBV-Genotypen wurden mit Buchstaben abge-
kirzt. Darlber hinaus wurden zusatzlich Subgenotypen mit einer Sequenz-Divergenz von
mehr als 4 % benannt. Diese wurden durch arabische Ziffern in Verbindung mit dem Genotyp-

spezifischen Buchstaben markiert (Shi et al. 2013; Kramuvis et al. 2005). Bis zum heutigen Tage
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wurden so acht Genotypen (A—H) identifiziert, wobei bei fast allen weitere Subgenotypen be-

stimmt wurden (A1-7, B1-9, C1-16, D1-9, F1-4) (Gerlich 2013). Offensichtlich bei allen Ge-

notypen und Subgenotypen ist deren charakteristische globale Verteilung, wobei dies bei

HBV-Serotypen wie auch hinsichtlich der Genotypen in analoger Weise erkennbar ist. Auf der

Basis einer Vielzahl an Bestimmungen des HBV-Genotyps in infizierten Patienten kénnen fol-

gende Aussagen zur weltweiten Verteilung gemacht werden (Tab. 1 + Abb. 8):

Geografische

Genotyp Region Bemerkungen
HCC oft bei jlingeren Mannern (jedoch ohne Zirrhosen);
GtAl S_ubsahara-Af-_ HBeAg-Serokonversion ereignet sich friiher
rika, Sidamerika
Moglicherweise durch Sklaverei nach Stidamerika importiert
GtA2 Europa, USA HCC und Zirrhosen in alteren Patienten
t : ’
Australien (,,Genotyp der Industrienationen®)
GtA3 West-Afrika (Noch nicht ausreichend studiert)
GtB+GtC  Asien Typische Genotypen im asiatischen/ozeanischen Raum
GtB1 Japan HCC und Zirrhosen in alteren Patienten
HCC und Zirrhosen bei jliingeren Personen
GtB2-5 Ost-Asien HBeAg-Serokonversion in héherem Alter
Hoheres Risiko flir HCC und BCP-Mutationen als bei GtB1
Hoheres Risiko fiir HCC und Zirrhosen als bei GtB
GtC Sd-Ost-Asien HBeAg-Serokonversion zwischen 1-3 Jahrzehnte spéter als bei GtA,
GtB, GtD und GtF
HCC und Zirrhosen in dlteren Patienten
GtD Weltweit Hohere Wahrscheinlichkeit flir precore-Mutationen
Moglicherweise altester HBV-Stamm
Gehauft precore- und BCP-Mutationen (basal core promoter)
GtE Ost-Afrika : . _
Moglicherweise jlingster HBV-Stamm (regional sehr begrenzt)
Assoziiert mit HCC (bei jlingeren Personen)
id-/7 i
GtF Sud /. entral Assoziiert mit fulminanter Hepatitis (bei HDV-Koinfektion)
Amerika
Bei indigenen Voélkern Stid-Amerikas
Haufig bei homosexuellen Mannern
GtG Europa/USA
Meistens bei Koinfektion mit GtA2
GtH Zentr.-Amerika, (Noch nicht ausreichend studiert)

Amazonas-Reg.
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Tab. 1 und Abb. 8: Geografische Verteilung der wichtigsten HBV Genotypen und deren beson-
dere Eigenschaften (nach Kim et al. 2011).

1.4 Pathogenese

Die virale Hepatitis stellt - gemessen an den auftretenden Fallzahlen - unter den entziindli-
chen Lebererkrankungen die grofSte Gefahr dar. Die klinischen Symptome kénnen sich nach
einer Inkubationszeit von 1-6 Monaten auspragen und treten (je nach Schwere des Verlaufs)
in charakteristischer Weise in Form von Unwohlsein und Mudigkeit bis hin zu grippalen Er-
scheinungen (Ubelkeit, Erbrechen, Appetitlosigkeit, etc.) auf. Im weiteren Verlauf kann ein
hepatischer lkterus auftreten und es kommt zu einer Schwellung der Leber, was oft sehr
schmerzhaft sein kann (Hepatitis B Foundation 2014). Hierbei verursacht nicht das Virus an
sich die schadigende Wirkung, sondern als Folge der im Kérper hervorgerufenen Immunreak-
tion gegen infizierte Zellen kann es zu einer mehr oder weniger ausgepragten Hepatitis kom-
men. Je nach Krankheitsverlauf, abhangig von Faktoren wie Alter des Patienten, Geschlecht,
Virusstamm und anderem, kann sich so aus einer akuten Infektion in 5-10 % der Falle eine
chronische Infektion entwickeln. Dies kann letztlich neben der kompletten Ausheilung in einer
fulminanten Hepatitis und in der Entstehung eines Leberkarzinoms (hepatocellular carcinoma,

HCC) enden (Lupberger und Hildt 2007; Rehermann und Nascimbeni 2005).
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1.4.1 Akute Infektion

Im weitaus groBten Teil (65—80 %) der HBV-Infektionen erfolgt eine komplette Ausheilung
ohne Ausbildung von offensichtlichen Krankheitssymptomen und folglich ohne Behandlung
(Chang und Lewin 2007; Tugendheim 2016). Jedoch bilden sich in etwa 20-35 % aller Falle
typische Symptome aus, welche im Regelfall nach einer Inkubationszeit von 4-12 Wochen auf-
treten. Dies beginnt mit der Nachweisbarkeit von HBsAg und HBeAg im Blut des Patienten.
Aufgrund der geringen Nachweisgrenzen der aktuell verwendeten PCR-basierten Methoden
kann auch schon in diesem Frihstadium Virus-DNA nachgewiesen werden (Mauss et al. 2015;
Tugendheim 2016). Die Viruslast steigt nun meist sehr stark an, auch werden Symptome star-
ker sichtbar. Aufgrund des nicht-zytopathischen Effekts erfolgt die Immunabwehr nicht in
Folge von Interferon-abhangigen Entziindungserscheinungen, sodass die Ausbildung von ers-
ten Antikorpern recht spat vonstattengeht (Wieland et al. 2004; Wieland und Chisari 2005).
So kénnen in der Frilhphase der Infektion grofe Mengen an Virus-DNA nachgewiesen werden,
sodass Leberzellen in groRem AusmaR infiziert werden kénnen (Chisari et al. 2010; Oh und
Park 2015). Diese akute Phase dauert Ublicherweise zwischen zwei Wochen und drei Mona-
ten. Durch die Bildung korpereigener Antikorpern gegen das HBV core-Protein bzw. das HBeAg
erreicht das Immunsystem eine Verringerung der viralen DNA-Mengen. Des Weiteren kénnen
in der Folgezeit ebenfalls vermehrte Mengen an HBs-spezifischen Antikdrpern nachgewiesen
werden. Dies wird als ,postakute Phase” bezeichnet. Nach selbststdandiger Ausheilung inner-
halb von ca. sechs Monaten erfolgt durch die Bildung der HBc-, HBe- und HBs-spezifischen
Antikorper (der Immunglobulin-Klasse G) ein meist lebenslanger Schutz gegen eine erneute
Infektion (Liang 2009). Eine Ubersicht der verschiedenen serologischen Marker ist in Abb. 9

dargestellt.
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Infektion Erkrankungsbeginn
Ikterus
HBsA .
5-10% bleibg negativ Anti-HBc
5-15% bleiben positiv 100% positiv
HBeA 55 LI = = = =
e wec Vol - =
bei Erkrankuggsbeginn P‘ot‘:\ - -
sind 80-90% positiv -’ - - - Anti-HBs
- = - 80-90% positiv
- s
’ Anti-HBe
70-90% positiv
-2 5 6 Monate >

Abb. 9: Klassischer Verlauf einer akuten HBV-Infektion. Der erste Nachweis erfolgt durch die
Detektion von HBsAg bzw. viraler DNA und HBeAg. Im weiteren Verlauf erfolgt ein Anstieg der
Serumspiegel von anti-HBc, anti-HBe und anti-HBs (nach Tugendheim 2016).

1.4.2 Fulminante Hepatitis

Bei einem sehr geringen Teil der Falle (0,5-1 %) erfolgt als Folge der Ausbildung einer akuten
HBV-Infektion eine sogenannte fulminante Hepatitis, welche im schlimmsten Fall durch ein
Leberversagen im Tod enden kann (Tugendheim 2016). Eine fulminante Hepatitis wird durch
ein frihes Absinken des HBsAg-Niveaus charakterisiert. Aufgrund von deutlich vermehrten
nekrotischen Vorgangen in der Leber endet diese Form der Hepatitis zumeist tddlich, wobei
die Prognose fir den Ausgang einer fulminanten Hepatitis im Kindesalter etwas besser ist (Till-
mann et al. 2012). Patienten, die einen solchen Krankheitsverlauf Gberstehen, haben in den

meisten Fallen die Aussicht auf eine vollstandige Ausheilung.

1.4.3 Chronische Infektion

10-30 % der Personen, die eine akute HBV-Infektion durchleben, entwickeln in der Folge ei-
nen chronisch-infizierten Zustand (Tugendheim 2016). Hierbei ist zu beachten, dass die Wahr-
scheinlichkeit der Ausbildung einer solchen chronischen Infektion stark vom Alter des Be-

troffenen abhangt. Erfolgt der erste Kontakt mit HBV bereits im Mutterleib, so entwickelt sich
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in bis zu 90 % der Falle ein chronischer Krankheitsverlauf (Kim et al. 2011). Diese Zahl fallt mit
héherem Infektionsalter stark ab. So bildet sich nur noch in 30-50 % der Falle eine chronische
Infektion aus, falls der Erstkontakt im Alter von 1 bis 5 Jahren stattfindet, und sinkt fiir Erwach-
sene auf weniger als 5 % (Yuen und Lai 2007; WHO 2015). Eine chronische HBV-Infektion wird
durch die Nachweisbarkeit von HBV-DNA, HBsAg und HBeAg im Blut fiir mehr als sechs Mo-
nate nach dem Auftreten der ersten Symptome charakterisiert. Sogenannte ,inaktiv“-chro-
nisch infizierte Patienten (healthy carrier), welche einen groRen Teil aller chronisch HBV-Infi-
zierten ausmachen, weisen ein dauerhaft gesteigertes messbares Niveau an HBsAg auf; jedoch
sind die Werte fir HBeAg negativ und es konnen HBeAg-spezifische Antikdrper und nur sehr
geringe Mengen HBV-DNA detektiert werden (Sharma et al. 2005). Die klinische Prognose fiir
solche Patienten ist leicht optimistischer einzustufen, jedoch besteht weiterhin das gestei-
gerte Risiko einer Reaktivierung der virusinduzierten Hepatitis (Tong und Trieu 2013). Dazu
bleibt zu erwahnen, dass das Risiko, ein HCC auszubilden, in chronisch HBV-positiven Patien-
ten im Vergleich zu Nicht-Infizierten um das 100-fache gesteigert ist (Yuen et al. 2009). Die
Fortdauer einer HBV-Infektion beruht auf einer Vielzahl von Faktoren — sowohl virusassoziiert
als auch wirtsspezifisch — sodass das Risiko von onkogenen Mutationen durch die andauern-
den Zyklen verbunden mit Entziindungserscheinungen, gezieltem Zelltod infizierter Hepato-
zyten und anschlieRender Leberregeneration stark ansteigt (Chisari et al. 2010; Rehermann

und Nascimbeni 2005; You et al. 2014).

1.4.4 HBV-vermittelte HCC

Hinsichtlich der jahrlichen Fallzahlen stellt das HCC — nach Lungenkrebs — die zweitgrolite Ge-
fahr einer tumor-assoziierten Sterblichkeit dar und rangiert unter den haufigsten Krebstypen
weltweit an flinfter Stelle (WHO 2015). Etwa 50 % der Leberkrebsfille weltweit und ungefahr
70-80 % der HCCs in hochendemischen Gebieten knnen mit chronischen HBV-Infektionen in
Verbindung gebracht werden (Nguyen et al. 2009). Hierbei konnte in fast allen Fédllen eine
Integration von viraler DNA in das Wirtsgenom infizierter maligner Zellen beobachtet werden
(Lupberger und Hildt 2007). Es wird vermutet, dass die Integration in zellzyklusrelevante Gene
in einer malignen Zelldifferenzierung enden kann (Riviere et al. 2014). Diese Hypothese wird
als ,,cis-Hypothese” bezeichnet, wobei der Ort der Integration auch den Ort der Funktion mar-

kiert. NachgewiesenermaRen beinhalten die meisten Integrate viraler DNA die ORFs fir die
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viralen Proteine HBx und PreS2, bei welchen ebenfalls bereits regulatorische Funktionen be-
kannt sind. Ausgehend von den analysierten DNA-Integraten wurden dariber hinaus Verbin-
dungen zu Tumorpromotor-Funktionen bestatigt (Lupberger und Hildt 2007). Sowohl von HBx
als auch von MHBs' und LHBs wurden Einflisse in regulatorische Signalkaskaden beschrieben.
Dieser Ansatz wird als ,trans-Hypothese” bezeichnet. Dariliber hinaus stellt die permanente
Inflammation in betroffenen Zellen einen dritten Erklarungsansatz der Tumor-Entstehung dar,
sodass man abschlieBend sagen kann, dass die HBV-assoziierte Hepatokarzinogenese sowohl
direkt als auch indirekt mit malignen Zellveranderungen in Verbindung gebracht werden kann

(Hildt et al. 2002; Hildt et al. 1995; Lupberger und Hildt 2007; Hafner et al. 2003).

1.4.5 Genotypen-spezifische Eigenschaften

Zu den genotypischen Aspekten hinsichtlich des Krankheitsverlaufs und die damit verbundene
Transmission, Pravention oder Therapierbarkeit gibt es bereits eine Vielzahl an Studien. Be-
sonders in hochendemischen Regionen wie dem asiatischen Raum oder dem Nahen Osten,
sind Wissenschaftler vermehrt daran interessiert, Verbindungen zu den jeweils vorhandenen
HBV-Genotypen zu knlipfen. In afrikanischen Regionen zum Beispiel bleibt jedoch noch viel
Raum fiir weitere Untersuchungen. Fiir tiefergehende Informationen hier eine kurze Auflis-
tung verschiedener Ubersichtsartikel und nachfolgend ein kurzer Einblick in die bereits publi-
zierten Genotypen-spezifischen Eigenarten (Kim et al. 2011; Kramvis 2014; Kramuvis et al. 2005;
Gerlich 2013; Tong und Revill 2016; Norder et al. 2004; Pourkarim et al. 2014; Littlejohn et al.
2016; Mauss et al. 2015; Schaefer 2007; Cooksley 2010):

Die Subgenotypen des Genotyps A verhalten sich sehr unterschiedlich (Kramvis und Kew
2005). So kommt es in Afrika durch den GtA1 vermehrt zur Ausbildung von HCCs in jungen
Maénnern (Kew et al. 2005). Der hauptsachlich in den Industrienationen pradominante GtA2
flihrt eher bei dlteren Personen zum HCC, aber seltener (Tanaka et al. 2004). Uber den Subge-
notyp A3, welcher hauptsachlich in West-Afrika vorkommt, ist recht wenig bekannt. HBV-GtB
ist in Kombination mit GtC der pravalenteste Genotyp im asiatischen Raum und wird in zwei
grofRere Untergruppen aufgeteilt. Die Japan-spezifischen Subgenotypen GtB1 und GtB6 und
die im Rest Asiens haufigeren Genotypen B2-B5, welche als Rekombination des GtC mit der
core-Region des GtB angesehen werden kdnnen (Schaefer 2007). Der japanische GtB6 findet
sich des Weiteren in indigenen Bewohnern Kanadas, Alaskas und Gronlands und ist bislang

nicht besonders gut erforscht (Sakamoto et al. 2007). Der GtB1 fiihrt hauptsachlich in alteren

20
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Personen zur Ausbildung von HCCs, wohingegen die Genotypen B2-B5 eher in jlingeren Pati-
enten Leberkarzinome nachgewiesen werden (Kobayashi et al. 2005; Sugauchi et al. 2003).
Der Krankheitsverlauf dieser Subgenotypen verlauft zusatzlich schwerwiegender, verglichen
mit den ,japanischen” Subgenotypen (Kim et al. 2011). Der HBV-Genotyp C wird im Allgemei-
nen als der vielleicht problematischste Genotyp bezeichnet und ist ebenfalls im asiatischen
Raum pravalent (Kramvis und Kew 2005). Gegentiiber den Genotypen A2, B1 + B6, B2-B5 oder
D besteht bei einer Infektion mit dem GtC ein gesteigertes Risiko zur Ausbildung eines Leber-
karzinoms (Chu und Liaw 2005). Bis zum Auftreten einer Serokonversion fiir HBeAg dauert es
um 10 bis 30 Jahre langer, verglichen mit den anderen Genotypen (Livingston et al. 2007). Im
asiatischen Raum unterscheidet man mittlerweile fiinf verschiedene Subgenotypen mit regio-
nal unterschiedlichen Pravalenzen. Der als der moglicherweise alteste beschriebene Genotyp
D weist die bislang groBte globale Distribution auf und lasst sich daher hinsichtlich der Eigen-
schaften im Krankheitsverlauf nicht besonders eindeutig einordnen (Kim et al. 2011). Jedoch
wurde beschrieben, dass es haufig zu precore-Mutationen kommen kann und dass eher altere
Patienten ein HCC entwickeln (Westland et al. 2003; Grandjacques et al. 2000). HBV-GtD wird
mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit mit der Entwicklung einer schweren Leberschadigung
in Verbindung gebracht — verglichen mit GtA2. Bislang sind wenige Studien mit dem noch recht
jungen Genotypen E durchgefiihrt worden, weshalb sich noch sehr wenig Gber diesen in West-
und Zentral-Afrika beheimateten HBV-Stamm aussagen lasst. Er weist hinsichtlich der virolo-
gischen Eigenschaften eine gréRere Ahnlichkeit mit dem GtD auf (Te und Jensen 2010). Der
hauptsachlich in Stid- und Zentralamerika pravalente HBV-Genotyp F wurde in einigen Unter-
suchungen mit einer gesteigerten Wahrscheinlichkeit (verglichen mit GtA, GtB und GtD) der
Entwicklung eines HCCs und mit einer héheren Sterblichkeitsrate in Verbindung gebracht, wo-
bei dies in hoherem AusmaR jlingere Personen (vom Kindesalter bis unter 30 Jahren) betraf
(McMahon 2009b; Livingston et al. 2007). Dariiber hinaus wurde auch in Fallstudien beschrie-
ben, dass es speziell in Verbindung mit diesem Genotyp trotz zuverldssigem Impfschutz zu
HBV-Infektionen kommen konnte (Tacke et al. 2007; O'Halloran et al. 2011). Der mdoglicher-
weise ungewohnlichste Genotyp stellt bei HBV wohl der Genotyp G dar, welcher in Frankreich
und den USA zuerst entdeckt und nachgewiesen wurde (Stuyver et al. 2000). Aufgrund eines
defektiven precore-ORFs ist dieser nicht in der Lage, HBeAg zu prozessieren, des Weiteren ist

eine Sekretion von subviralen Partikeln nicht moglich, obwohl deren Produktion unbeein-
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trachtigt vonstattengeht. Dies resultiert in einem gesteigerten ER-Stress-Zustand der betroffe-
nen Zellen und kénnte so zu der Genotypen-spezifischen Pathogenese beitragen (Peiffer et al.
2015). Zu Beginn wurde stets eine Koinfektion mit dem GtA2 aufgefunden, weswegen man
davon ausging, dass die fehlenden Einfllisse durch Strukturen des anderen Genotyps Uber-
nommen werden konnten (Kato et al. 2002). Im Gegensatz dazu konnten jedoch im Laufe der
Zeit auch Monoinfektionen mit diesem Genotyp nachgewiesen werden, was daher schwieri-
ger zu detektieren war, da in diagnostischen Priifungen kein HBsAg nachweisbar ist (Chudy et
al. 2006). Der Genotyp G ist unter HBV-infizierten homosexuellen Mannern stark vertreten.
Genotyp H ist sehr verwandt mit GtF und von daher ebenfalls im sidamerikanischen Raum
anzutreffen. Im Speziellen findet man diese beiden unter den Infizierten der indigenen Bevol-
kerung, weshalb man davon ausgeht, dass diese sich mit den Wanderungsbewegungen des
Menschen aus Asien aus dem GtC entwickelt haben und daher gewisse Ahnlichkeiten aufwei-
sen (Arauz-Ruiz et al. 2002; Devesa und Pujol 2007). Bislang konnen klare Verbindungen der
regionalen Pravalenzen der verschiedenen HBV-Genotypen und den aufgezeichneten Migra-
tionsbewegungen hergestellt werden (Paraskevis et al. 2013). In hochendemischen Gegenden
kommt es in bis zu 10 % aller HBV-Infektionen zu Koinfektionen verschiedener Genotypen
bzw. Subgenotypen (Pourkarim et al. 2014). Mit zunehmender Migrationsbereitschaft und
Globalisierung kann dies eine groRere Gefahr der Entstehung neuer (moglicherweise gefahrli-
cherer) Virus-Varianten fiihren, weswegen eine zuverlassige Detektierbarkeit von HBV-Infek-
tionen und ein weltweit verfligbarer und méglicherweise Genotypen-spezifischer Impfschutz

ein pradominantes Ziel der Forschung darstellen sollte.

1.5 Transmission und Endemizitat

Das Hepatitis-B-Virus wird generell durch viral kontaminierte Korperflissigkeiten von infizier-
ten Personen auf andere (ibertragen. Hierbei wurden verschieden Routen der Ubertragung
identifiziert und konnten dartber hinaus auch den unterschiedlichen Genotypen zugeordnet
werden. Die beschriebenen Ubertragungswege umfassen Transfusionen mit Blut infizierter
Personen (meistens wegen schlechten bzw. fehlenden Nachweises der Infektion), die Uber-
tragung durch sexuellen Kontakt, die Nutzung unsteriler Materialien fiir Injektionen und die
Ubertragung von der Mutter auf das ungeborene Kind (Pourkarim et al. 2014). In neuerer Zeit

wurden auch Tranen, Urin, Speichel, Bisse und die Ubertragung iber Hautwunden der Liste
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der moglichen Transmissionswege hinzugefiigt (van Damme et al. 2010). Da das Hepatitis-B-
Virus bis zu einer Woche auf Oberflichen stabil ist, kénnte eine Ubertragung auch durch Per-
sonen stattfinden, die haufig Kontakt mit Infizierten haben - dies trifft meistens fir medizini-
sches Personal und pflegeleistende Angehorige zu (Shepard et al. 2006). Die Tatsache, dass
der Ubertragungsweg von der regionalen Privalenz chronischer Infektionen abhingig ist und
dass Genotypen-assoziierte Charakteristika der Neuinfektionen beschrieben wurden, verkom-
pliziert die Sachlage umso mehr (Allain 2006). Der Vergleich von lokaler HBV-Pravalenz und
der damit verbundenen geographischen Verteilung mit regionalen und sozialen kulturellen
Aspekten helfen dabei, Rickschlisse hinsichtlich der Transmissionswege verschiedener HBV-
Genotypen zu ziehen (Pourkarim und van Ranst 2011). So ist der perinatale Ubertragungsweg
(von der Mutter auf das ungeborene Kind) im hochpravalenten asiatischen Raum in Verbin-
dung mit den Genotypen B und C dominant, da hier eine sehr spate Serokonversion von HBeAg
zu anti-HBe Uiblich ist (speziell fiir GtC). So ist eine familidre HBV-Ubertragung fiir diese Geno-
typen sehr charakteristisch (Roingeard et al. 1993). Studien konnten belegen, dass bei HBeAg-
positiven Schwangeren in nahezu 100 % aller Falle eine Infektion des Neugeborenen nachge-
wiesen werden kann und 90 % dieser Kinder spater einen chronischen Verlauf durchleben
miussen (McMahon 2009a; Okada et al. 1976). Bei HBeAg-negativen Schwangeren sinken diese
Zahlen auf weniger als 25 % fur eine Infektion bzw. auf ca. 10-15 % fur einen chronischen
Krankheitsverlauf des Neugeborenen (Beasley und Hwang 1983). Im Allgemeinen sinkt die
Wahrscheinlichkeit der Auspragung einer chronischen HBV-Erkrankung mit steigendem Infek-
tionsalter. Bei Kindern im Alter von 1-5 Jahren betragt diese 30-50 % und lediglich 5 % im
Falle einer Infektion im Erwachsenenalter (Yuen und Lai 2007). In der europdischen Region,
die mit den dominierenden Genotypen A2 und D eine recht geringe Pravalenz-Rate (< 2 %)
aufweist, sind die sexuelle Ubertragung und nicht-sterile Injektionspraktiken der hiufigste
Grund einer HBV-Infektion. Dabei stellen die nosokomiale Transmission und unsaubere Injek-
tionen etwa 60 % der HBV-Infektionen in Zentraleuropa dar (Custer et al. 2004). Die meisten
Infektionen finden daher im Erwachsenenalter bzw. in der spaten Jugend statt (Fattovich et
al. 2008). Im afrikanischen Raum wird der dominierende HBV-Genotyp E (und Al) zumeist ho-
rizontal durch sexuellen Kontakt Gbertragen. Zudem erfolgen viele Infektionen durch Schnitte
und offene Wunden bereits im Kindesalter (Hoffmann und Thio 2007; McMahon 2009b). Ge-
notyp G wurde vor allem in den USA (aber auch in West-Europa und Teilen Kanadas) als HBV-
Stamm identifiziert, der zumeist durch homosexuellen Kontakt unter Mannern Ubertragen
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wird (Tamada et al. 2012; Vieth et al. 2002). Hinsichtlich anderer HBV-Genotypen kdnnen bis-
lang nicht viele Aussagen gemacht werden, da grofRere Studien noch nicht in ausreichender

Zahl durchgefihrt wurden.

1.6 Pravention und Behandlung

Eine Infektion mit dem Hepatitis-B-Virus kann sehr erfolgreich durch eine prophylaktische pas-
sive oder aktive Immunisierung verhindert werden. Im Speziellen erfolgt die Verwendung ei-
nes passiven Impfstoffes bei Neugeborenen von infizierten Schwangeren als Postexpositions-
prophylaxe direkt nach der Geburt bzw. bei immungeschwachten Personen nach Kontakt mit
HBV-kontaminiertem Material (Jilg und Gerlich 2013). Eine aktive Immunisierung erfolgt durch
die Gabe von rekombinant hergestelltem und aufgereinigtem SHBs (bzw. HBsAg) des Geno-
typs A2, wobei erwdhnt werden muss, dass dieser Genotyp lediglich in entwickelten Landern
- verbunden mit niedrigen HBV-Pravalenzen - auftritt und so weniger als 1 % aller HBV-Infek-
tionen verursacht (Gerlich 2013). In etwa 95 % der geimpften Personen bildet sich nach drei
Impfdosen ein ausreichender Impfschutz aus, wobei Alter und Gesundheitszustand eine ent-
scheidende Rolle spielen (Tosun et al. 2011; Grosso et al. 2012). Neben dem Problem, das
sogenannte non-responder (Impfung resultiert nicht in Antikérper-Produktion) darstellen,
mussten bereits auch Falle beobachtet werden, in denen es trotz bestehendem Impfschutz zu
einer HBV-Infektion kam (Cassidy et al. 2011). Hier ist besonders der HBV-Genotyp F auffallig
gewesen (O'Halloran et al. 2011; Tacke et al. 2007). Mutationen in der a-Determinante der S-
Domane stellen die groRte Gefahr dar (speziell in den Aminosauren an Stelle 125-129 und
140-149), besonders haufig wurde der Wechsel von Glycin zu Arginin an Stelle 145 detektiert
(Zuckerman 2000; Carman 1997). Falle wie diese sollten als Mahnung fiir Schwachstellen im
aktuellen Impfprogramm gelten und dazu flhren, bestehende Impfstoffe hinsichtlich der
schitzenden Wirkung - unabhangig von HBV-Genotypen - weiterzuentwickeln. So wurden
bisher drei Impfstoffgenerationen verwendet. Die erste Generation (ab 1969) umfasste ledig-
lich Hitze-inaktivierte Viren aus dem Blut infizierter Patienten. Dies wurde dahingehend opti-
miert, dass in der zweiten Generation (ab 1981) denaturierte und Proteinase-behandelte in-
aktive Virosomen als Impfstoff verwendet wurden. Durch Produktion von rekombinantem
HBsAg in Hefen wurde die Entwicklung der dritten Impfstoffgeneration ermoglicht (ab 1986)

und war der weltweit erste zugelassene rekombinante Impfstoff.
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Die Behandlung einer Hepatitis-B-Infektion stltzt sich im Allgemeinen auf zwei Medikamen-
ten-Klassen: 1) Interferon alpha (IFN a) -Praparate — zum Teil in Verbindung mit Polyethlengly-
kol (PEG-IFN a) — wirken immunmodulatorisch, verringern dadurch die Virus-Produktion und
stimulieren die Immun-Antwort. Und 2) Nukleosid/Nukleotid-Analoga, welche nachgewiese-
nermalien als Inhibitoren der reversen Transkriptase wirken und so die Virus-Produktion be-
einflussen. So wird die Umwandlung von pgRNA zum DNA-Genom durch die virale Polymerase
verhindert (Mauss et al. 2015; Jilg und Gerlich 2013). Ziel der Behandlung ist generell die Inhi-
bition der Virus-Replikation auf lange Zeit, sodass es nicht zur Ausbildung zirrhotischer Le-
berveranderungen und malignen Mutationen von Hepatozyten kommen kann. Der Erfolg ei-
ner solchen Behandlung kann somit durch Verringerung der HBsAg, HBeAg und HBV-DNA-
Mengen im Blut diagnostiziert werden und fiihrt im optimalen Fall zu Serokonversion und so-
mit zur Bildung von HBs- bzw. HBe-spezifischen Antikérpern (Halegoua-De und Hann 2014).
Hinsichtlich der verschiedenen HBV-Genotypen wurden schon mehrere Studien mit besonde-
rem Augenmerk auf die Therapierbarkeit durchgefiihrt und z. B. in folgenden Reviews gelistet
(Kim et al. 2011; Tong und Revill 2016; Mauss et al. 2015; Cooksley 2010; Kao und Chen 2002;
Gerlich 2013). So zeigen die Genotypen A und B eine bessere Behandelbarkeit mit IFN-a-Pra-
paraten, wohingegen GtC, GtD und speziell GtG schlechtere Resultate mit dieser Behandlungs-
weise erlauben. Bei der Behandlung von HBV-positiven Patienten mit Nukleosid-/Nukleotid-
Analoga konnten bislang vergleichbare Ergebnisse im Hinblick auf die unterschiedlichen Ge-
notypen erzielt werden. Generell muss jedoch beachtet werden, dass virale Mutationen in
nicht geringem MafRe die langzeitliche Behandlung sowohl mit IFN-a-Praparaten als auch mit
Nukleosid/Nukleotid-Analoga beeinflussen und somit im schlimmsten Fall zum kompletten
Verlust des therapeutischen Potentials fiihren konnen (Kim et al. 2011; Liu und Kao 2013). Das
Vorkommen solcher Mutationen ist in manchen Genotypen haufiger anzutreffen verglichen
mit anderen. So ist z. B. der Erfolg einer IFN-a-gestlitzten Therapie im asiatischen Raum deut-
lich schlechter, wohingegen GtA2 im europaischen und nordamerikanischen Raum deutlich
besser therapiert werden kann. Vergleichbares kann bei der Behandlung von HBV-infizierten
Personen mit Nukleosid-/Nukleotid-Analoga festgestellt werden. Ein weiteres Problem stellt
die virale cccDNA im Zellkern dar und darlber hinaus die ungesteuerte Aufnahme viraler DNA-
Fragmente in das Genom der Wirtszelle. Da dies medikamentds nicht direkt beeinflusst wer-

den kann, ist auf diese Weise eine komplette Ausheilung sehr stark erschwert, da mit Absetzen
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von Inhibitoren der viralen Replikation stets neue Viren produziert werden kénnen (Yang und

Kao 2014; Lupberger und Hildt 2007).

1.7 Detektion und Diagnostische Tests

Da aufgrund klinischer Untersuchungen eine HBV-Infektion nicht eindeutig von anderen vira-
len Infektionen unterschieden werden kann, ist eine laborgestiitzte Diagnose von essentieller
Bedeutung. Mit Hilfe einer Vielzahl an Testsystemen, basierend auf Blutuntersuchungen, ist
es moglich, eine Erkrankung mit HBV zu detektieren und dariiber hinaus zwischen akuter und
chronischer Infektion zu unterscheiden. Der Hauptfokus dieser Untersuchung liegt auf der De-
tektion des HBsAg; hierzu empfiehlt die WHO eine HBsAg-spezifische Testung aller Blutspen-
den, um die Blutsicherheit und damit die Verhinderung von vermeidbaren Transmissionen zu
gewadhrleisten (WHO 2015). Zur Diskriminierung von chronisch bzw. akut infizierten Personen
schreibt die WHO, dass die akute Phase durch Detektion von HBsAg in Verbindung mit anti-
HBcAg (anfangs zuziiglich hoher HBeAg-Spiegel, auch als Hinweis hoher Infektiositat) identifi-
ziert werden kann, wahrend ein chronischer Verlauf bei Nachweisbarkeit von HBsAg im Zeit-
raum von mehr als sechs Monaten auftritt. Auf diese Weise stellt die Detektion von HBsAg
den wichtigsten klinischen Marker dar, wenn Aussagen bezlglich des Risikos einer chroni-
schen Lebererkrankung bzw. eines HCCs gemacht werden sollen. Im Marz 2015 verfasste die
WHO ein Empfehlungsschreiben, in dem speziell darauf hingewiesen wurde, einfache, nicht-
invasive diagnostische Verfahren verstarkt zu nutzen, um den Status der Leberschadigung und
eine optimierte Behandlung zu bestimmen (WHO 2015). Eine Auflistung der diagnostischen

Marker und deren Auftreten sind in Tab. 2 ersichtlich.



Einleitung

Tab. 2: Auflistung der serologischen HBV-Marker und deren Bedeutung (nach Liang 2009).

Diagnostischer Marker Bemerkungen

HBsAg Marker fiir akute/chronische Infektion

HBeAg Marker fiir hohe Replikation und hohe Infektiositat
HBV-DNA Marker fiir Replikation

Anti-HBcAg (IgM) Marker fiir akute HBV-Infektion

Anti-HBcAg (IgG) Marker fiir ausgeheilte/chronische Infektion
Anti-HBsAg Marker fur ausgeheilte Infektion/erfolgreiche Impfung
Anti-HBeAg Marker fiir niedrige Replikation/Behandlungserfolg
Anti-HBcAg (1gG) + anti-HBsAg Marker fiir abgeschlossene Infektion

Abti-HBcAg (IgG) + HBsAg Marker fiir chronische Infektion

Anti-HBcAg (1gG) w/wo anti-HBsAg Marker fiir verborgene (okkulte) Infektion
+ HBV-DNA

Obwohl die Detektion von HBV-DNA im Blut von infizierten Personen als ,,Gold-Standard” in
der Diagnostik gilt, ist die Messung von HBsAg aufgrund der geringen Kosten, der kurzen und
einfachen Testung und der guten Verfligbarkeit der zumeist erste Aspekt der klinischen Ana-
lyse (Lee und Ahn 2011). Nachdem im Jahr 1970 das erste System zur Detektion von HBsAg
vorgestellt wurde, ist man bis heute bereits sehr erfolgreich in der Lage, die Menge an HBsAg
in Blutproben quantitativ mit Hilfe von ELISAs (enzyme-linked immunosorbent assays) zu de-
tektieren. So dauerte es nicht lange, bis die ersten Vergleichsstudien zwischen HBsAg- und
HBV-DNA-Spiegel erstellt wurden. Dies hatte zur Folge, dass sowohl Nachweise fiir eine Kor-
relation beider Marker (Deguchi et al. 2004; Chen et al. 2004; Kohmoto et al. 2005; Manesis
et al. 2007; Moucari et al. 2009) als auch keine entsprechende Analogie in manchen Fillen
auftrat (Kuhns et al. 2004; Wiegand et al. 2008; Ganji et al. 2011). Nichtsdestotrotz wird die
guantitative Messung der HBsAg-Menge haufig als Hinweis flir eine vorhandene bzw. nicht-
vorhandene Reaktion auf die antivirale Therapie verwendet (Brunetto et al. 2009; Chan et al.
2007; Lau und Bleibel 2008; Lee und Ahn 2011). Durch weiterfiihrende Studien konnte so eine
optimierte Behandlungsregel ausgegeben werden (Martinot-Peignoux et al. 2014; Martinot-

Peignoux et al. 2015).

Um kommerziell erhaltliche HBsAg-gestiitzte ELISA-Systeme hinsichtlich deren Sensitivitat

und Reproduzierbarkeit sinnvoll zu analysieren, wurde durch das Paul-Ehrlich-Institut (PEI, als
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Kollaborationspartner der WHO) im Jahr 2013 das erste internationale HBV-Genotypen-spezi-
fische Referenz-System fiir HBsAg-ELISAs erstellt (Chudy et al. 2013). Hierbei wurden durch
Plasmaspenden chronisch infizierter und genotypisierter Patienten in Verbindung mit ver-
schiedenen Reinigungsmethoden eindeutig quantifizierte Standards hergestellt, mit deren
Hilfe eine qualitative und quantitative Validierung vorhandener Assays moglich ist. Die darauf
basierenden Messungen lassen Aussagen hinsichtlich der gemessenen HBsAg-Menge jedoch
nur in willklrlich definierten Einheiten (sog. IUs; international units) zu, da das Test-Material
auf Patienten-Seren mit sehr unterschiedlichen HBV-Titern beruht. Bereits mit diesen Stan-
dards konnten signifikante Unterschiede in den verschiedenen kommerziell erhaltlichen Test-
Systemen von Mitarbeitern des PEl nachgewiesen werden (Chudy et al. 2013; Scheiblauer et
al. 2006; Scheiblauer et al. 2010). Dariiber hinaus sind bereits einige Mutationen in der immu-
nologisch wichtigen a-Determinante bekannt, welche zu falsch-negativen Ergebnissen in sol-
chen Testungen fiihren konnen (Gerlich et al. 2010; Gerlich 2013). Somit Iasst sich abschlie-
Rend sagen, dass eine Analyse der marktiiblichen diagnostischen HBsAg-ELISAs bislang nicht
absolut zuverlassig moglich ist und somit Handlungsbedarf besteht. Mit Hilfe von eindeutig
sequenziell bestimmtem, rekombinant hergestelltem HBsAg lieRen sich nach erfolgreicher
Aufreinigung und Quantifizierung sowohl notwendige als auch hinreichende Aussagen uber
die qualitative und quantitative Sensitivitat wie auch die Reproduzierbarkeit der vorhandenen
Testsysteme machen. Letztlich kdnnten mit dieser Herangehensweise dariber hinaus bereits

etablierte ELISA-Kits verbessert und weiterentwickelt werden.
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2 ZIELSETZUNG

Das Hepatitis-B-Virus ist mit 250-350 Millionen chronisch Infizierten und etwa 600.00—
800.000 jahrlichen Todesfallen eine der gefahrlichsten Viruserkrankungen weltweit. Dartber
hinaus konnten bislang acht verschiedene HBV-Genotypen mit Unterschieden im viralen Ge-
nom von mindestens 8 % definitiv beschrieben werden, welche sich im Hinblick auf deren ge-
ografische Pravalenz, Pathogenese, Transmission und Krankheitsverlauf in eindeutiger Art und
Weise unterscheiden. Aufgrund dieser Tatsachen ist eine HBV-Genotypen-spezifische ange-
passte Vorgehensweise sowohl im Hinblick auf Impfverfahren als auch in Bezug auf Diagnostik
und Therapie von entscheidender Bedeutung. Im Besonderen steht hierbei die Sicherheit von
Blutprodukten im Fokus, bei der der zuverlassige Nachweis aller HBV-Genotypen hochste Pri-

oritat haben sollte.

Ziel dieser Arbeit war die Optimierung der aktuellen Prifmethodik von kommerziell erhaltli-
chen Nachweisverfahren, basierend auf der Detektion von HBsAg (HBsAg-ELISA). Dies sollte
durch Herstellung eines rekombinanten, Genotypen-spezifischen HBsAg-basierten Referenz-
Panels zur Analyse und Eichung der verschiedenen diagnostischen ELISA-Systemen erfolgen.
Hauptziel fiir diesen Ansatz war eine erfolgreiche und reproduzierbare Reinigung von rekom-
binant hergestelltem HBsAg aus dem Zellkultur-Uberstand von HBV-positiven Zellen. Im Zuge
der Herstellung von rekombinantem HBsAg durch Transfektion sollten dartiber hinaus verglei-
chende Analysen zwischen den verschiedenen HBV-Genotypen hinsichtlich deren HBsAg-Pro-
duktion, der speziellen posttranslationalen Modifikationen und der intrazelluldren Verteilung
der gebildeten Oberflachenproteine durchgefiihrt werden. Diese Untersuchungen zwischen
den verschiedenen HBV-Genotypen sollte das Verstdandnis der unterschiedlichen Charakteris-
tika in Bezug auf die globalen Unterschiede bei HBV-Erkrankungen verbessern. Mit Hilfe der
Reinigung von rekombinant hergestelltem HBsAg sollte zudem die vermehrt auftretenden ge-
notypisch-bedingten Abweichungen innerhalb der etablierten Priifverfahren untersucht wer-
den. Dies kann letzten Endes zu einer Optimierung der aktuellen Nachweisverfahren von HBV-
Infektionen mit besonderer Riicksicht auf die verschiedenen Genotypen fiihren. Dariber hin-
aus bietet sich so die Moglichkeit, aktuelle Impfverfahren entsprechend der unterschiedlichen

Genotypen-spezifischen globalen Gegebenheiten anzupassen und adaquat zu verbessern.
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3 MATERIAL

3.1 Bakterienstimme und Zelllinien

3.1.1 Bakterienstimme

Stamm Beschreibung Herkunft

E. coli F-$80lacZAM15 AfU169 recAl endAl hsdR17 phoA supE44 thi-1 Life Technologies

DH5a gyrA96 relAl A- GmbH, Darm-
stadt

E. coli F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80lacZAM15 AlacX74 nupG Life Technologies

TOP10 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1A-  GmbH, Darm-
stadt

3.1.2 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung

CHO Immortalisierte Zelllinie aus Ovarial-Zellen des chinesischen Hamsters (TJIO und PUCK
1958; Gluzman 1981)

COs-7 Fibroblasten-ahnliche Zelllinie, von Nieren-Zellen der athiopischen Griinmeerkatze
(Chlorocebus aethiops) abstammend (JENSEN et al. 1964)

HepAD38 Humane Hepatoblastom-Zelllinie, entstammt der HepG2-Zelllinie, hat 1,2-faches HBV-
Genom (Serotyp ayw, Genotyp D) stabil integriert (Ladner et al. 1997)

HepG2 Humane Hepatoblastom-Zelllinie (Knowles et al. 1980)

Huh7.5 Humane Hepatoblastom-Zelllinie, von Huh7-Zellen abstammend (Blight et al. 2002)

3.2 Plasmide

Bezeichnung Eigenschaften Herkunft

GalT-YFP YFP-gekoppeltes trans-Golgi Marker-Kon- Zur Verfligung gestellt durch
strukt Dr. AK R. Duden, Liibeck

GRASP65-YFP YFP-gekoppeltes cis-Golgi Marker-Konstrukt Zur Verfligung gestellt durch

Dr. AK R. Duden, Liibeck
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pCEP-GtAl.1

pCEP-GtA1.5

pCEP-GtB1.5

pCEP-GtC1.5

pCEP-GtG1.1

pCEP-GtG1.5

pCEP-ZFN-GtA1.5

pCEP-ZFN-GtD1.5

pDEST26-TXLNA

pEGFP-N1

pEGFP-TGN49

pEYFP-RAB7

pJO19

pmCherry-Tax

puC18

puUC19

1,1-faches HBV-Genom
(CMV-Promotor; Genotyp A)

1,5-faches HBV-Genom

(natirl. Promotor; Genotyp A)

1,5-faches HBV-Genom

(natlrl. Promotor; Genotyp B)

1,5-faches HBV-Genom

(natirl. Promotor; Genotyp C)

1,1-faches HBV-Genom
(CMV-Promotor; Genotyp G)

1,5-faches HBV-Genom

(natirl. Promotor; Genotyp G)

HBV-Genotyp-A-Donor-Konstrukt, angepasst
flir ZFN-gesteuerte Insertion (natirl. Promo-
tor)

HBV-Genotyp-D-Donor-Konstrukt, angepasst
flir ZFN-gesteuerte Insertion (natilrl. Promo-
tor)

a-Taxilin-Expressionsplasmid

eGFP-Expressionsvektor

EGFP-gekoppeltes trans-Golgi Marker-Kon-

strukt

EYFP-gekoppeltes MVB Marker-Konstrukt

1,2-faches HBV-Genom

(Genotyp D Serotyp ayw)

mCherry-gekoppeltes a-Taxilin-Konstrukt

Kontrollvektor

Kontrollvektor

Diss. A. Geipel 2011

Diss. H. Nienkamp 2014

Zur Verfligung gestellt durch
AK Dr. D. Glebe, GielRen

Bereitgestellt durch
AK Dr. D. Glebe, GielRen

Diss. A. Geipel 2011

Diss. H. Nienkamp 2014

AK Dr. D. Glebe, GielRen
(nach Moehle et al. 2007)

AK Dr. D. Glebe, GielRen
(nach Moehle et al. 2007)

ImaGenes GmbH, Berlin

Clontech Laboratories Inc.,

Heidelberg

AG Dr. E. Hildt
(nach Waguri et al. 2003)

Zur Verfligung gestellt durch
AK Dr. R. Duden, Libeck

(nach Lupberger et al. 2013)

AG Dr. E. Hildt
(Diss. M. Heilmann 2015)

Life Technologies GmbH,
Darmstadt

Life Technologies GmbH,

Darmstadt
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pYFP-CI-M6PR

Sec22-YFP

VPS4-YFP

ZFN-L/R

YFP-gekoppeltes trans-Golgi Marker-Kon-

strukt

YFP-gekoppeltes ER Marker-Konstrukt

YFP-gekoppeltes ESCRT-Komplex Marker-Kon-

strukt

ZFN-Heterodimer-Konstrukte, angepasst flir

AAVS1 Lokus

AG Dr. E. Hildt
(nach Waguri et al. 2003)

Zur Verfligung gestellt durch
AK Dr. R. Duden, Lubeck

Zur Verfligung gestellt durch
AK Dr. R. Prange, Mainz

AK Dr. D. Glebe, GielRen
(nach Miller et al. 2007)

3.3 Oligonukleotide (Primer)

Listen-Nr. Bezeichnung Sequenz 5' -3/

#042 GAPDH_forward GAC CCC TTC ATT GAC CTC AAC
#043 GAPDH_reverse TGG ACT GTG GTC ATG AGT CC
#185 hbv_S_forward AAC ATG GAG AACATCACATCAG
#186 hbv_S_reverse TAT ACC CAA AGA CAA AAG AAAATT GG
#405 HBV 3.5kb_LC_fwd CTC CAA GCT GTG CCT TGG G
#406 HBV 3.5kb_LC_rev CCCACCCAG GTAGCTAGAG
#650 AAVS1 | reverse GGA ACG GGG CTC AGT CTG

#669 HBV ZFN | forward GCA CCT GTATTCCCATCCCA
#676 HBV ZFN Il reverse GCA GAG GAG CCA CAAAGGT
#677 HBV ZFN Il forward GCTTCACCTCTG CACGTT G

#678 AAVS1 |l forward GCT GCA GCTTCC TTA CACTTC
#679 AAVS1 | forward GCCATTGTCACTTTG CGCTG
#765 AAVS1 Il reverse AGA TGG CTC CAG GAA ATG GG
#766 AAVS1 Il reverse GGA ATC TGC CTA ACA GGA GG
#767 AAVS1 IV reverse TAG GAA GGA GGA GGC CTA AG
#768 HBV ZFN Il forward AGT GGT TCG TAG GGC TTT CC
#769 HBV ZFN IV forward CTCAGT CCGTTT CTCTTG GC
#779 AAVS1 Il forward CAG GACAGCATG TTT GCT GC
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#780 AAVS1 IV forward GCT GGG ACCACCTTATAT TCC
#781 HBV ZFN Il reverse TAT AGC TGA AAG CCA AAC AGT GG
#782 HBV ZFN IV reverse AGC CCT ACG AACCACTGA AC
#835 hRPL27cDNA forward AAA GCT GTC ATC GTG AAG AAC
#836 hRPL27cDNA reverse GCT GCT ACT TTG CGG GGG TAG
#927 Gts 1.1 forward ACT AGG AGG CTGTAGGCATA
#928 Gts 1.1 reverse AGA CTCTAA GGCTTC CCG
#955 HBV-Sonde forward CAA CCT TCC ACCAAACTCTGCA
#956 HBV-Sonde reverse CAA ACG GGCAACATACCTTGAT
#961 HBV-Sonde forward?2 CTG CCTTCCACCAAG CTCTACA
#962 AAVS1-Sonde forward2 CCC ATT CCT GCA CCCCAATT
#963 AAVS1-Sonde reverse2 TCCCCATTC AACCCA GGAGG
3.4 Grofdenstandards
Typ Bezeichnung Hersteller

DNA-Standard Gene Ruler™ 1 kb DNA ladder

DNA-Standard Gene Ruler™ 100 bp DNA ladder

Protein-Stan- PageRuler™ Prestained Protein
dard Ladder

Protein-Stan- Protein-MW-Marker

dard

Fisher Scientific GmbH, Schwerte
Fisher Scientific GmbH, Schwerte

Fisher Scientific GmbH, Schwerte

VWR Life Science Competence Center,
Erlangen
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3.5 Antikorper

3.5.1 Primdr-Antikérper

Antikorper Spezies Klonalitat Verdiinnung (WB/IF) Hersteller
. Kanin- . .
Anti-core (K46) chen polyklonal 1:5000/- AK R. Prange, Uni Mainz
. mono- -
Anti-HBs (HB01) Maus Klonal 1:500/1:100 AK D. Glebe, Uni GielRen
Anti-LHBs mono- Uni Goéttingen (Heer-
1:1 1.1
(Ma18/7) Maus klonal TR mann et al. 1984)
Anti-Taxilin Kanin- mono- Santa Cruz Biotech. Inc.
1: 1: !
(H66) chen klonal 500/1:80 Heidelberg
Anti-B-Aktin Maus Eg::; 1:10000/- Sigma-Aldrich, Seelze

3.5.2 Sekunddr-Antikérper

Antikorper Spezies Klonalitat Verdiinnung (WB/IF) Hersteller
Anti-Kanin.-IgG- : LI-COR Biosciences, Bad
IRDyeS800CW Esel polyklonal 1:10000/- Homburg
Anti-Kaninchen- ) Invitrogen GmbH,
1gG-Alexad88 Esel polyklonal +/1:1000 Darmstadt
Anti-Kaninchen- .
IgG-HRP Esel polyklonal 1:2000/- GE Healthcare, Freiburg
Anti-Maus-IgG- ) Jackson ImmunoRese-
oy3 Esel polyklonal -/1:400 arch; UK
.:;E-Maus-lgG- Esel polyklonal 1:2000/- GE Healthcare, Freiburg
Anti-Maus-IgG- LI-COR Biosciences, Bad
E 11 -
IRDye800CW sel polyklonal 0000/ Homburg
DAPI (0,1 mg/ml -/1:300 Sigma-Aldrich, Seelze

in PBS)
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3.6 Enzyme
Bezeichnung Hersteller
O-Glycosidase & Neuraminidase Bundle NEB, Frankfurt am Main
PNGase F NEB, Frankfurt am Main
Proteinase K Roche, Basel (CH)
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase NEB, Frankfurt am Main
RevertAid™ H Minus Reverse Transcriptase Fisher Scientific GmbH, Schwerte
RQ1 DNAsell Promega GmbH, Mannheim

3.7 Inhibitoren

Bezeichnung Typ Hersteller

Aprotinin (1 pM) Serin-Protease-Inhibitor AppliChem, Darmstadt
EDTA (2,5 mM) Metalloprotease-Inhibitor PEI (Losungsmittellabor)
Leupeptin (4 pM) Serin-/Cystein-Protease-Inhibitor ~ AppliChem, Darmstadt
Pepstatin (1 uM) Aspartat-Protease-Inhibitor AppliChem, Darmstadt
PMSF (1 mM) Serin-Protease-Inhibitor AppliChem, Darmstadt

3.8 Zellkultur-Reagenzien

Bezeichnung Hersteller

DMEM (4,5 g/l Glucose, w/o L-Glutamin) Lonza, Basel (CH)

Fotales Kalberserum (FKS) Biochrom GmbH, Berlin
G418 Merck-Millipore, Darmstadt
Hydrocortison Sigma-Aldrich, Seelze
Insulin, human/recombinant (50 mg in ddH,0) Sigma-Aldrich, Seelze
L-Glutamin Biochrom GmbH, Berlin
Penicillin/Streptomycin Biochrom GmbH, Berlin
Puromycin Sigma-Aldrich, Seelze
Trypsin/EDTA Biochrom GmbH, Berlin
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3.9 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

6-Aminohexansaure (Kapronsaure)
Ampicillin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Bovines Serum Albumin (BSA) Fraktion V
Bradford Reagenz

Bromphenol Blau

Butanol

CHAPS

Chloroform

Coomassie® Brilliantblau R250
Cycloheximid

D(+) Saccharose

DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan)
DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)
DEPC (Diethylpyrocarbonat)
Desoxycholsdure

DMSO (Dimethylsulfoxid)

dNTPs (dATP/dCTP/dGTP/dTTP, 10 mM)
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd (37 %)

GenAgarose LE

Glycerol

Harnstoff

Immobilon Western HRP Substrate
Luminata Western HRP Substrat

Magermilchpulver

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Seelze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze
Sigma-Aldrich, Seelze

VWR International GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Seelze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Seelze

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Genaxxon BioScience GmbH, Ulm
NEB, Frankfurt am Main

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Genaxxon BioScience GmbH, Ulm
Gerbu Biotechnik, Heidelberg

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck-Millipore, Darmstadt
Merck-Millipore, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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Methanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Mowiol Sigma-Aldrich, Seelze
Natriumacetat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Natriumcarbonat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Natriumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Natriumthosulfat-Pentahydrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Natronlauge Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
peqGold TriFast Peqlab, Erlangen

Phenol-Rot Sigma-Aldrich, Seelze
Polyethylenglycol (PEG) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Polyethylenimin (PEIl) Polysciences, Eppelheim

Random Hexamer Primer (0,2 pg/ul) Fermentas, St. Leon-Rot
Rotiphorese Gel 40 (29:1) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Salzsdure Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Silbernitrat Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
SuperSignal Western Pico HRP Substrat Thermo Scientific, Karlsruhe
SYPRO’ Ruby Protein Gel Stain Thermo Scientific, Karlsruhe
TEMED (Tetramethylethylendiamin) Merck, Darmstadt

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Base Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Triton X-100 Fluka, Deisenhofen

Tween 20 Genaxxon, Biberach
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Seelze
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3.10  Puffer und Losungen

3.10.1 Individuelle Puffer

Bezeichnung Hersteller

4 x SDS-Ladepuffer 4 % SDS (w/v)
10 % Glycerol (v/v)
10 % B-Mercaptoethanol (v/v)
0,02 % Bromphenolblau (w/v)
125 mM TRIS-HCI, pH 6,8

Ampicillin-Gebrauchsldsung 100 mg/ml (w/v)

Anoden-Puffer Il 20 % Ethanol (v/v)
25 mM TRIS Base

Coomassie-Lésung 0,5 % Brilliantblau R250 (w/v)
25 % EtOH (v/v)
10 % HAc (v/v)

Entwicklerlosung 2,5 % Na,COs (w/v)
2,6 mM Formaldehyd
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Fixierlosung (Silber-Farbung) 25 % EtOH (v/v)
Entfarbelosung (Coomassie-Farbung) 10 % HAc (v/v)

Formaldehyd-Losung 4 % Formaldehyd (v/v)
geldst in PBS

Kathoden-Puffer 20 % (v/v) Ethanol

40 mM 6-Aminohexansaure

LB-Agar 1 % Trypton (w/v)
(bereitgestellt durch PEI-L6sungsmittellabor) 0,5 % Hefeextrakt (w/v)
1 % NaCl (w/v)
1,5 % Agar-Agar (w/v)

Medium fiir HepAD38-Zellen DMEM (4,5 g/| Glucose)
10 % FKS
100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin

25 ug Hydrochortison

5 pg Insulin

Milchpulver-L6sung 10 % Magermilchpulver (w/v)
gelost in TBST
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PBS (phosphat buffered saline) 8,0 g NaCl
(bereitgestellt durch PEI-L6sungsmittellabor) 0,2 g KCI
1,42 g Na,HPO,
0,27 g KH2PO,

Pro Liter Lésung; pH 7,1

RIPA-Puffer 150 mM NacCl
0,1 % SDS (w/v)
1 % Natriumdesoxycholat (w/v)
1 % Triton X-100
50 mM TRIS/HCI, pH 7,2

SDS-Laufpuffer (10 x) 2 M Glycin
(bereitgestellt durch PEI-Losungsmittellabor) 1 % SDS (w/v)
0,25 M TRIS/HCI, pH 8,3

Stripping-Puffer 2 % SDS (w/v)
100 mM B-Mercaptoethanol
62,5 mM TRIS/HCI, pH 6,8

TAE-Puffer (50 x) 250 mM Natriumacetat (w/v)
(bereitgestellt durch PEI-L6sungsmittellabor) 50 mM EDTA (v/v)

2 M TRIS/HCI, pH 8,0

o
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TNE-Puffer

Trenngel-Puffer (4 x)

140 mM NaCl (w/v)
1 mM EDTA (v/v)
20 mM TRIS/HCI, pH 7,8

- vor Gebrauch autoklaviert -

0,4 % SDS (w/v)
1,5 M TRIS/HCI, pH 8,8

3.10.2 Kommerzielle Puffer

Bezeichnung

Hersteller

5 x Q5°® High-Fidelity DNA Pol. High GC Enhancer
5 x Q5® High-Fidelity DNA Pol. Reaction Buffer
COULTER® ISOTON?® Ill Diluent

SYBR’ Green Real-Time PCR Master Mix

NEB, Frankfurt am Main
NEB, Frankfurt am Main
Beckman Coulter, Krefeld

Thermo Scientific, Karlsruhe

3.11 Verwendete Kits

Bezeichnung

Hersteller

Architect® HBsAg quant
COBAS® TagMan® HBV Test

DPC IMMULITE® HBsAg

Elecsys® HBsAg Il quant

Enzygnost HBsAg 6.0 ELISA

HBsAg ELISA Kit (SURASE B-96)

High Pure Viral Nucleic Acid Purification Kit
Lumipulse® G HBsAg-Quant

Qiagen Plasmid Maxi Kit

RealTime HBV Amplification Kit

Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Siemens Healthcare Diagnostics GmbH,
Eschborn

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Siemens Healthcare Diagnostics GmbH,
Eschborn

General Binding Corporation, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Fujirebio Germany GmbH, Hannover
QIAGEN GmbH, Hilden

Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden
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3.12  Gerate

3.12.1 Elektrophorese- und Blotsysteme

Bezeichnung

Hersteller

Hoefer Elektrophorese Power Supply-EPS301
Horizontales Elektrophorese-System HE33
Mighty small Il Laufkammer

Mighty small Multiple Gel Caster SE200 Series
Standard Power Pack P25

TE77 ECL-Semi-Dry Transfer Unit

Triple Wide Mini-Vertical gel system

GE HealthcareEurope GmbH, Freiburg
GE HealthcareEurope GmbH, Freiburg
GE HealthcareEurope GmbH, Freiburg
GE HealthcareEurope GmbH, Freiburg
Biometra GmbH, Gottingen

GE HealthcareEurope GmbH, Freiburg

VWR International GmbH, Darmstadt

3.12.2 Mikroskope

Bezeichnung

Hersteller

Axio Observer.Z1
Axiovert 40C

EM 109

Leica, Leitz DM RBE

LSM 510 META (CLSM)

Carl Zeiss AG, Jena
Carl Zeiss AG, Jena
Carl Zeiss AG, Jena
Leica, Wetzlar

Carl Zeiss AG, Jena

3.12.3 Imaging

Bezeichnung

Hersteller

AGFA Curix60 Film Entwickler

INTAS-Imaging System

Odyssey Infrared Imaging System

AGFA, KéIn

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen

LI-COR Biosciences, Bad Homburg
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3.12.4 PCR Cycler

Bezeichnung

Hersteller

LightCycler® 1.5 Instrument
LightCycler® 480 Instrument Il
Mastercycler nexus gradient
Mastercylcer gradient

UnoCycler

Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
Eppendorf GmbH, Hamburg
Eppendorf GmbH, Hamburg

VWR International GmbH

3.12.5 Zentrifugen

Bezeichnung

Hersteller

Avanti J26 XPI
Hereaus Fresco 17
Hereaus Fresco 21
Microzentrifuge
Multifuge 1 S-R

™ L-70 Ultracentrifuge

Optima
Optima™ L-80 XP Ultracentrifuge
Optima™ MAX-XP Ultracentrifuge
RC 5C Plus

Varifuge RF

Beckman Coulter, Krefeld

Thermo Scientific, Karlsruhe
Thermo Scientific, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Hereaus, Osterode

Beckman Coulter, Krefeld

Beckman Coulter, Krefeld

Beckman Coulter, Krefeld

Sorvall, Langenselbold

Hereaus, Osterode

3.12.6 Sonstiges

Bezeichnung

Hersteller

Analysefeinwaage - VWR 153
Analysewaage - VWR 1502
Belichtungskassette - Hypercassette™
Elektroporator - Gene Pulser Mxcell™

Kipptisch - Promax 1020

Sartorius AG, Gottingen
Sartorius AG, Gottingen
GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen

Heidolph Instruments, Schwabach
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Kipptisch - Rocking Platform

Neubauer Zahlkammer

pH-Meter - 766 Calimatic

Photometer - DU°730

Photometer - Ultrospec 3000
Pippettierhilfe - Accu-Jet
Refraktometer

Rollinkubator - Stuart Roller Mixer SRT9
Schiittelinkubator - Innova 44
Sonifiziergerat - Sonopuls HD 2200
Sterilwerkbank - SterilGard’lll Advance
Tecan Infinite M1000

VortexGenie 2

Wasserbad - TW12
Wasserreinigungsanlage - Milli-Q A10

Zellzihler - Z1™ Coulter’® Particle Counter

Biometra GmbH, Gottingen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Knick, Berlin

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim
Bausch & Lomb GmbH, Berlin

Bibby Scientific, UK

New Brunswick Scientific, Nurtingen
Bandelin GmbH, Berlin

The Baker Company, ME, USA
Tecan Group Ltd. Schweiz

Scientific Industries Inc., NY, USA
Julabo GmbH, Seelbach

Merck Millipore, Schwalbach

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

3.13 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

10 % Criterion™ XT Bis-Tris Gel
Deckglaser (rund, 12 mm)
Elektroporationskiivetten, 4mm
Entwicklerlosung (Typ E 1-3)
Fixierlosung (Typ F 1+2)

Hyperfilm

KryogefiBe (1,8 ml)

LightCycler Kapillaren (Polycarbonat)
Messpipetten

Objekttrager SuperFrost

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
C & L GmbH, Planegg

C & L GmbH, Planegg

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Phase Lock Gel Heavy, 2 ml
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen (mit Filter)

PVDF Membran (0,45 pm)
ReadyStrip™ IPG Strips, pH 3-10
ReaktionsgefiRe (1,5/2,0 ml)
RotiLabo’ Spritzenfilter (0,22/0,45 pum)
Whatman-Filterpapier 3MM CHR
Zellkulturflaschen (T25/T75/T175)
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 96-Lochplatten)
Zellkultur-Schalen (100/150 mm)
Zellschaber

Zellzahler-Kuvetten

Zentrifugenrohrchen (15 ml/50 ml)

5 PRIME GmbH, Hilden

Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Atitude Ltd., Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Sarstedt AG & Co, Numbrecht

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

VWR International GmbH, Darmstadt
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

A. Hartenstein GmbH, Wirzburg

VWR International GmbH, Darmstadt

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

3.14  Software

Bezeichnung

Hersteller

AxioVision Rel. 4.8
GraphPad Prism 5.0/6.0

Image Studio Lite
INTAS GDS

iTEM

LightCycler® 480 SW 1.5
LightCycler® Software 3.5
LSM Image Browser

MS Office

Photoshop CS6

Vector NTI Suite 11

ZEN 2009/Zen Lite 2012

Carl Zeiss AG, Jena
GraphPad, USA
LI-COR Biosciences, Bad Homburg

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen

Olympus Corp., Tokyo, Japan

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Carl Zeiss AG, Jena

Microsoft, USA

Adobe, San Jose, USA

Life Technologies GmbH, Darmstadt

Carl Zeiss AG, Jena
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4 METHODEN

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Arbeiten mit Bakterienkulturen

Bakterien-Kulturen wurden standardmaRig flir ca. 16 h bei 37 °C bei aeroben Verhaltnissen
inkubiert. Zur Transformation von kompetenten Bakterien wurden in der Regel 50-100 ng

Plasmid-DNA unter Zuhilfenahme folgenden Protokolls verwendet:

30 min Inkubation auf Eis

- Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 s (DH5a), bzw. 30 s (TOP10)

- 5 min Inkubation auf Eis

- Zugabe von 500 pl vorgewarmten LB-Medium; 60 min Inkubation bei 37 °C im Schiit-
telinkubator

- Ausplattieren der transformierten Zellen auf LB-Agar-Platten (unter Antibiotikaselek-
tion)

- 16 h Inkubation der Platten bei 37 °C

Danach erfolgte die Selektion von Bakterienkolonien mittels steriler Pipetten-Spitzen und
Uberfiihrung in vorgewarmtes LB-Medium (einschl. Antibiotikum) und erneuter Inkubation fiir
16 h bei 37 °C. Je nach Bedarf wurden so Plasmid-Praparationen (mit ca. 250 ml Bakterienkul-

tur) und Kryostocks (End-Konzentration: 30 % Glycerol, Lagerung bei -80 °C) hergestellt.

4.1.2 Arbeiten mit Zellen

4.1.2.1 Kultivierung der Zellen

Alle Arbeiten mit infektiosem Material wurde unter der Labor-Sicherheitsstufe 2 (BSL 2; Biosa-

fety Level) durchgefiihrt.

Die Kultivierung der in Kapitel 3.1.2 beschriebenen Zelllinien erfolgte in Zellkulturinkubatoren
bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und einem Luftgehalt an CO, von 5 % (nach Ploen et al. 2013).
Je nach Zelllinie wurde ein spezielles Zellkulturmedium verwendet (siehe Kap. 3.8). Die Passa-
gierung der Zellen erfolgte 2-3-mal wochentlich mittels Ablosen durch Trypsin/EDTA-L6sung,
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nachdem der Zellrasen kurz mit PBS gewaschen wurde. Nach Abstoppen der Trypsin-Aktivitat
durch Zugabe von vorgewarmten Zellkultur-Medium und Resuspendierung der Zellen in der
Flussigkeit wurde ein Teil davon entfernt, um so erneut optimale Wachstumsbedingungen zu
schaffen. Danach wurde entsprechend des Zellkultur-GefaRes ausreichend Medium nachge-

fallt.

Zur Selektion von stabilen Zelllinien wurde dem Nahrmedium das geeignete Antibiotikum zu-
gesetzt (G418: 0,75 mg/ml bzw. Puromycin: 5 ug/ml). Nach der Selektion erhaltene Zellkolo-
nien wurden mittels steriler Pipetten-Spitzen vom Boden des Wachstumsgefalles gelost und
dannin ein neues GefaR iberfihrt. So konnten nach Transfektion bzw. Elektroporation stabile

monoklonale Zelllinien erhalten werden.

4.1.2.2 Herstellen von Kryostocks

Adhéarent wachsende Zellen wurden nach dem Ablésen vom ZellkulturgefaR in Wachstums-
medium resuspendiert und in ein Zentrifugationsréhrchen Gberfiihrt. Nach der Zentrifugation
flir 10 min bei 500 x g wurde das liberstehende Medium entfernt und das Zellpellet mit ge-
kiihltem PBS gewaschen. Nun erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt und anschlieRend
wurde der Waschprozess erneut wiederholt. Das so erhaltene Zellpellet wurde in Einfrierme-
dium (siehe Kap. 3.10.1) resuspendiert, in geeignete Kryo-GefaRe Uberfiihrt und in sog. Ein-
frierhilfen langsam auf -80 °C abgekiihlt. Hierbei konnte durch die Verwendung von Isopropa-
nol als Temperaturbriicke eine sehr schonende Kiihlung der Zellen auf die gewlinschte Lager-
temperatur erreicht werden. Die dauerhafte Lagerung erfolgte im Anschluss bei -196 °C in

Flassigstickstoff.

4.1.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Um fir Transfektionen, Elektroporationen u. a. eine zuverldssige Bestimmung der Zellzahl zu

gewahrleisten, wurden Zellsuspensionen wie folgt analysiert:

4.1.2.3.1 Neubauer-Zihlkammer

Die Zellzahl konnte durch visuelles Auszahlen mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt

werden. Dazu wurden ca. 20 pl der Suspension aufgetragen, worauf im Anschluss mindestens
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4 Zahlkammer-spezifische GroRquadrate ausgezahlt wurden. Der Mittelwert dieser Bestim-
mungen wurde mit dem Verdiinnungsfaktor und dem Kammerfaktor (10000 x) multipliziert,

wodurch man die Anzahl der Zellen pro Milliliter Suspension erhalten konnte.

4.1.2.3.2 Zell-Zdhler

100 ul der Zellsuspension wurden mit 9,9 ml Isoton-Lésung in einer geeigneten Kiivette ver-
setzt und in den Zellzahler gestellt. Durch korrekte Wahl der Einstellungen wurde im Anschluss

die Anzahl der Zellen pro Milliliter Suspension ausgegeben.

4.1.2.4 Transfektion

4.1.2.4.1 Transfektion mittels Polyethylenimin (PEI)

Die Transfektion von eukaryotischen Zellen erfolgte mit Hilfe von linearem Polyethylenimin
(Ehrhardt et al. 2006). Die verwendete Stamml6sung hatte eine Konzentration von 1 pg/ul
und wurde vor der Nutzung mittels 0,22 um Spritzenfilter steril filtriert, aliquotiert und bei -

20 °C gelagert.

24 h vor der Transfektion wurden (je nach Zelltyp) 1,5-2,5 x 10° Zellen pro Vertiefung einer 6-
Loch-Platte ausgelegt und mit Nahrmedium im Inkubator kultiviert. Die zu transfizierende DNA
wurde in PBS gel6st und mit der 6-fachen Menge (w/v) an PEIl versetzt. Der Ansatz wurde flr
mind. 20 s stark durchmischt (vortexen). Darauf folgte eine Inkubation fiir 20 min bei Raum-
temperatur. Der komplette Ansatz wurde tropfenweise auf die Zellen gegeben. Die Transfek-
tion erfolgte dann wahrend der Inkubation fiir 16 h im Brutschrank. Im Anschluss wurden die

Zellen vorsichtig zweimal gewaschen und das Ndhrmedium gewechselt.

4.1.2.4.2 Transfektion mittels Elektroporation

Fir eine Elektroporation wurden adhéarente Zellen vom KulturgefaR gelost (siehe Kap. 4.1.2.1)
und wie in Kap. 4.1.2.2 beschrieben zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Pro Elektroporati-
onsansatz wurden 4 x 108 Zellen in 800 pl PBS geldst und in eine Kivette Gberfihrt. Im An-
schluss wurde die entsprechende Menge Plasmid zugegeben, wonach der Elektropuls erfolgte
(300 V, 950 uF). Nach einer Inkubation von 10 min bei Raumtemperatur wurde der Ansatz mit

vorgewarmtem Ndhrmedium versetzt und in ein geeignetes Zellkulturgefall Gberfihrt. Nach
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ca. 4 h erfolgte ein Wechsel des Mediums, um bei der Elektroporation abgestorbene Zellen

und Zelltrimmer zu entfernen.

Fir die Herstellung stabiler Zelllinien unter Zuhilfenahme von Zinkfingerendonukleasen (ZFN)

wurden die Plasmide wie folgt eingesetzt (nach Merkert et al. 2014):

a. 10 pg Insert-Plasmid + jeweils 1 pg ZFN-Plasmid (R/L); Verhaltnis 1:10
b. 4 ug Insert-Plasmid + jeweils 2 ug ZFN-Plasmid (R/L); Verhéltnis 1:4

4.1.2.5 Ernte von Zellkultur-Uberstdnden

Zellkultur-Uberstande (US) wurden in der Regel 48 h bzw. 72 h nach erfolgter Transfektion
geerntet. Hierzu wurde der gesamte US abgenommen und in ein addquates GefiR iiberfiihrt.
Nach Zentrifugation bei 500 x g fiir 10 min wurde ca. 1 ml abgenommen und fiir spatere Ana-
lysen bei 4 °C bzw. -20 °C gelagert. Der Zellrasen wurde zweimal mit PBS gewaschen, wonach

die Zellen in der 6-Loch-Platte bei -80 °C bzw. -20 °C flr weitere Analysen gelagert wurden.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Isolierung plasmidischer DNA

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des QIAGEN Plasmid Maxi Kits entspre-
chend der Hersteller-Angaben. Lediglich die Zentrifugationszeiten wurden gegebenenfalls ver-
langert, sofern die Abtrennung von unléslichen Verunreinigungen noch nicht eindeutig war.
Eingesetzt wurden ca. 250 ml einer Ubernachtkultur (siehe Kap. 4.1.1), welche im Vorfeld der
Aufreinigung flir 20 min bei 10000 x g zentrifugiert wurde. Die isolierten Plasmide wurden

dauerhaft bei -20 °C gelagert (Birnboim und Doly 1979).

4.2.2 Phenol-/Chloroform-Extraktion von RNA

Die Aufreinigung von RNA aus Zellen erfolgte mit Hilfe von PEQLAB peqGOLD TriFast™ ent-
sprechend der Hersteller-Angaben. Zur besseren Trennung von wassriger und chloroformhal-
tiger Phase wurden sog. PhaselLock-Tubes verwendet. Nach der Trocknung des RNA-Pellets
wurde dieses in DEPC-Wasser geldst und seine Reinheit und Konzentration weitergehend ana-

lysiert (siehe Kap. 4.2.3). Die RNA-Proben wurden fiir weitere Analysen bei -20 °C gelagert.
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4.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure-Ldsungen

Die Bestimmung von Konzentrationen verschiedener Nukleinsdure-Losungen erfolgte photo-
metrisch mit Hilfe eines Spektrophotometers (Beckman Coulter DU®730). Diese Quantifizie-
rungsmethodik basiert auf dem spezifischen Absorptionsverhalten von DNA bzw. RNA und
evtl. Verunreinigungen aufgrund ihrer heteroaromatischen Struktur. Durch die Berechnung
von Extinktionskoeffizienten lassen sich so sowohl die Konzentration als auch die Reinheit ver-

schiedener Proben bestimmen.

Zusatzlich zur maschinellen Bestimmung der Konzentration von Nukleinsdaure-Losungen bzw.

deren Reinheit wurde eine elektrophoretische Analyse durchgefihrt.

4.2.4 Agarose-Gelelektrophorese

DNA bzw. RNA kénnen anhand ihrer GroRe mittels Agarose-Gelektrophorese aufgetrennt wer-
den. Hierzu wurden 0,7-2,0 % Agarose in 1 x TAE Puffer aufgekocht und in eine Gelkammer
zum Aushérten gegossen. Der abgekiihlten, aber noch flissigen Lésung wurde 0,1 pug/ml Ethi-
diumbroid zugesetzt, welches mit Nukleinsduren interagiert und so eine Visualisierung mittels
UV-Licht ermdglicht. Nach dem Ausharten des Gels wurde es mit Laufpuffer tGberschichtet, die
Proben mit der geeigneten Menge 6 x-Laufpuffer versetzt und in die Taschen des Gels aufge-
tragen (inkl. entsprechender Marker-Proben, siehe Kap. 3.4). Nach ausreichender Auftren-
nung bei 100 V in der Apparatur erfolgte die Dokumentation mittels eines Transilluminators

(254/365 nm) am INTAS Imaging System.

4.2.5 cDNA-Synthese

Nach der Konzentrationsbestimmung von RNA-LOsungen konnte mit der cDNA-Synthese fort-
gefahren werden. Hierzu erfolgte im ersten Schritt ein Verdau verbleibender DNA-Kontami-

nationen fiir 1 h bei 37 °C. Hier beispielhaft ein Reaktionsansatz:

Tab. 3: Pipettierschema fiir einen DNAse-Verdau-Ansatz im Verlauf der Synthese von cDNA aus
isolierter zelluldrer RNA. Die Menge des verwendeten DEPC-Reinstwassers richtete sich nach
dem Volumen der eingesetzten RNA.

5ug RNA

1ul 10 x RQ1 DNAse | Reaktionspuffer
1ul RQ1 DNAse |

ad 10 pl ddH,0-DEPC (0,01 %)
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Danach wurde die DNAse inaktiviert durch Zugabe von 1 pl RQ1 DNAse-Stopplésung und In-
kubation bei 65 °C fir 10 min. Im Anschluss erfolgte eine Pra-Hybridisierung mit 1 pul Random
Hexamer Primer bei 65 °C flir 15 min. Durch Zugabe des folgenden Ansatzes zur Reaktionsmi-

schung schloss sich die reverse Transkriptase an:

Tab. 4: Pipettierschema fiir die im Verlauf der cDNA-Synthese bendtigten Lisungen beziiglich
des Schrittes der reversen Transkription. Pro cDNA-Synthese wurde ein Mastermix dieser L6-
sungen angesetzt, welcher den verschiedenen Reaktionsgefdfien nach erfolgtem DNAse-Verdau
zugesetzt wurde.

4 ul 5x Reverse Transkriptase-Puffer

2 ul dNTP-Mix (10 mM)

1ul Revert Aid™ H Minus Reverse Transkriptase
1l ddH,0-DEPC (0,01 %)

Die kombinierten Ansatze wurden zuerst bei Raumtemperatur fir 10 min inkubiert, bevor die
Transkription fir 1 h bei 42 °C folgte. Die Reaktion wurde im Anschluss fiir 10 min bei 72 °C
abgestoppt. Die so erhaltene cDNA wurde bei -20 °C fiir weitere Analysen gelagert. Als Kon-
trolle wurde eine zuséatzliche Probe mitgefiihrt, welcher keine reverse Transkriptase zugesetzt
wurde, diese sollte in der PCR stets negative Ergebnisse liefern. Andernfalls ware auf DNA-

Verunreinigungen zu schlieBen.

4.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

4.2.6.1 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Durch Interkalation von fluoreszenzmarkierten, DNA-bindenden Stoffen (z. B. SYBR Green)
kann eine quantitative Analyse von DNA-Sequenzen erreicht werden. Hierzu wird die Zu-
nahme der Fluoreszenz im Verlauf einer Polymerase-Kettenreaktion gemessen und in Relation
zur Anzahl der Reaktionszyklen gesetzt. Unter Zuhilfenahme von Standards mit definierter
DNA-Konzentration kann so die Menge an DNA in den zu analysierenden Proben sehr exakt
berechnet werden. Fiir eine gewdhnliche gRT-PCR wurde folgender Ansatz gewahlt (zu analy-

sierende Proben wurden ggf. mit ddH,0 vorverdiinnt):
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Tab. 5: Pipettierschema fiir eine standardmdfliige qRT-PCR. Die Menge der eingesetzten Probe
richtete sich nach dem zu untersuchenden Material und wurde gegebenenfalls mit Reinstwas-
ser verdiinnt.

5 ul 2 x Maxima™ SYBR Green gPCR Master Mix
0,25 pl (jeweils)  forward/reverse primer (10 uM)
3ul Probe

ad 10 pl ddH.0

Die computerbasierte Auswertung erfolgte durch Nutzung geratespezifischer Software
(LightCycler® 480 SW 1.5 bzw. LightCycler® Software Version 3.5). Fiir eine reguldre gRT-PCR

wurde folgendes Programm gewahlt:

Tab. 6: Schematische Darstellung des PCR-Programms fiir eine qRT-PCR in Verbindung mit der
Schmelzpunkt-Analyse der verwendeten Primer. Nach initialer Denaturierung und anschlie-
fRenden 45 PCR-Zyklen erfolgte die Analyse der Primer-Schmelzkurven. Zuletzt folgte die La-
gerung im Gerdt bei 40 °C (bis Raumtemperatur).

Programm Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 600 s 1
Denaturierung 95 °C 15s
Anlagerung 56 °C 30s 45
Elongation 72 °C 30s
95 °C 30s
Schmelzkurve 56 °C 30s 1
72 °C 0s
Abkuhlen 40 °C 30s

Des Weiteren wurden quantitative PCR-Experimente mit automatisierten Systemen durchge-
fihrt, welche strikt nach den Vorgaben des jeweiligen Herstellers durchgefiihrt wurden (siehe

auch Kap. 3.11).
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4.2.6.2 Qualitative PCR

Falls qualitative Aussagen tiber DNA-haltige Proben ausreichend sind, kann dieser Sachverhalt
auch in einer herkdmmlichen PCR getestet werden. Die nach der PCR erhaltenen Proben wur-
den auf ein Agarosegel aufgetragen und visualisiert (siehe Kap. 4.2.4). Hier beispielhaft ein

Ansatz einer qualitativen PCR:

Tab. 7: Pipettierschema fiir eine standardmdflige qualitative PCR. Die Menge der eingesetzten
Probe richtete sich nach dem zu untersuchenden Material und wurde gegebenenfalls mit
Reinstwasser verdiinnt.

5 ul 5 x Q5® Reaction Buffer

5 ul (optional) 5 x Q5® High GC Enhancer
0,5 ul dNTP-Mix (10 mM)

1,25 pl (jeweils)  forward/reverse primer

0,25 ul Q5°® High-Fidelity DNA Polymerase
3ul Probe
ad 25 pl ddH,0

Die Menge eingesetzter DNA richtete sich hierbei nach den Angaben des Herstellers. Auch bei
folgendem PCR-Programm ist zu beachten, dass sowohl die Annealing-Temperatur hinsichtlich
der Schmelztemperaturen der verwendeten Primer als auch die Elongationszeit hinsichtlich

des erwarteten Amplifikats variierten (siehe Tab. 8).

Tab. 8: Ubersicht eines standardmdfigen PCR-Programms einer qualitativen PCR. Die Anlage-
rungstemperatur richtete sich nach den Schmelztemperaturen der verwendeten Primer. Nach
initialer Denaturierung erfolgten zw. 20 und 30 PCR-Zyklen. Nach finaler Elongation erfolgte
die Lagerung im PCR-Gerdt bzw. Kiihlschrank bis zur weiteren Verwendung.

Programm Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 98 °C 60 s 1
Denaturierung 98 °C 10s

Anlagerung 50-72 °C 30s 20-30
Elongation 72 °C 30-60s

Finale Elongation 72 °C 120s 1
Lagerung 4°C oo 5
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4.2.7 Reinigung subviraler und viraler Partikel

Das Protokoll zur Reinigung viraler und subviraler Partikel wurde basierend auf folgenden Pub-
likationen (Glebe und Gerlich 2004; Chai et al. 2008) an die eigenen Gegebenheiten angepasst
und verbessert. Allgemein setzt es sich zusammen aus einer initialen Anreicherung mittels
Prazipitation mit Polyethylenglycol (PEG 8000; ca. 8000 g/mol) und anschlieRender Auftren-
nung hinsichtlich der Dichte der verschiedenen Partikel. Dies wurde mit der Zentrifugation
gegen einen geeigneten Sucrose-Dichte-Gradienten realisiert. Die so gewonnenen Fraktionen
wurden im Anschluss weiter hinsichtlich des Brechungsindex, der HBsAg-Gehalts, der Menge
an viraler DNA, der Gesamtproteinmenge und der spezifischen HBs-Zusammensetzung analy-

siert. (siehe Kap. 4.2.7.3, Kap. 4.4.3, Kap. 4.2.6.1, Kap. 4.3.4 und Kap. 4.4.1)

4.2.7.1 PEG-Prdzipitation

Zur Anreicherung viraler und subviraler Partikel wurde Zellkulturiiberstand wie in Kapitel
4.1.2.5 beschrieben gesammelt und mit PEG-LOsung versetzt, sodass sich ein PEG-Gehalt von
10 % (w/v) ergab (nach POLSON et al. 1964). Die Mischung wurde fir mind. 16 h bei 4 °C auf
einem Rollinkubator homogenisiert. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation mit 4000 x g fir
1 h bei 4 °C. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet in TNE-Puffer (1/100 der Aus-

gangsmenge) gelost.

4.2.7.2 Sucrose-Dichtegradienten-Zentrifugation (SDGZ)

Im Anschluss an die Voranreicherung mittels PEG-Prazipitation wurde das so erhaltene Mate-
rial auf einen nichtlinearen Sucrose-Dichtegradienten aufgetragen. Hierzu wurden ca. 80 %
des Volumens des Zentrifugenbehalters fir den Gradienten selbst verwendet, sodass bis zu
20 % mit Probenmaterial beschickt werden konnten. Der Gradient setzte sich wie folgt zusam-

men:
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Tab. 9: Auflistung der verschiedenen, fiir den Aufbau eines diskontinuierlichen Sucrose-Gradi-
enten benétigten Zucker-Ldosungen. Das Volumen des Gradienten wurde jeweils an die verwen-
deten Zentrifugenbehdlter angepasst (80 % der absoluten Fiillmenge).

20 % (v/v) 5 % D (+) Saccharose (w/w) in TNE-Puffer

20 % (v/v) 15 % D (+) Saccharose (w/w) in TNE-Puffer
20 % (v/v) 25 % D (+) Saccharose (w/w) in TNE-Puffer
16 % (v/v) 35 % D (+) Saccharose (w/w) in TNE-Puffer
16 % (v/v) 45 % D (+) Saccharose (w/w) in TNE-Puffer
8 % (v/v) 60 % D (+) Saccharose (w/w) in TNE-Puffer

Die Dauer und die Geschwindigkeit der Zentrifugation richteten sich im Folgenden nach den
Werten fiir den SW28Ti-Rotor (Beckman Coulter, Krefeld; 85500 x g, 15 h, 4 °C, Vakuum) und
wurden mit Hilfe eines Umrechnungsprogramms (siehe www.beckmancoulter.com) an an-

dere Rotor-Typen angepasst.

4.2.7.3 Bestimmung des Brechungsindex

Der Brechungsindex von zuckerhaltigen Lésungen wurde mittels Refraktometer nach der Me-
thode von Abbé bestimmt. Die Genauigkeit der so erhaltenen Werte konnte mit verschiede-
nen Standard-Lésungen Uberpriift werden. Die Ergebnisse waren in guter Ubereinstimmung

mit den Literatur-Werten.

4.3 Protein-Biochemische Methoden

4.3.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung von Zelllysaten wurden im Vorfeld Zellen in 6-Loch-Platten kultiviert, trans-
fiziert und fiir die folgenden Schritte vorbereitet. Solche Platten wurden bei -80 °C bis zur Ver-
wendung gelagert (siehe Kap. 4.1.2.4.1). Alle anschlieBenden Schritte erfolgten bei moglichst
0-4 °C. Pro Vertiefung wurden 200 pl Zell-Lyse-Puffer (siehe Kap. 3.10.1) zugegeben, in wel-
chem die dann abgekratzten Zellen resuspendiert wurden. Danach erfolgte der Aufschluss der

Zellen mittels Sonifikation (15 s, 15-20 % Intensitatsstarke). Verbleibende Zelltrimmer und
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unldsliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation fiir 20 min bei 21000 x g abgetrennt, wo-
raufhin der Uberstand (Zelllysat) abgenommen und fiir weitere Analysen bei 20 °C gelagert

wurde.

4.3.2 Bradford-Assay

Die Methode der Proteinbestimmung nach Bradford (Bradford 1976) beruht auf der Anderung
der Absorptionseigenschaften des Farbstoffes Coomassie-Brilliant Blau G250, welcher durch
Bindung an Proteine sein Absorptionsmaximum von sichtbarem Licht mit einer Wellenlange
von A =470 nm nach A = 595 nm verschiebt. Die Anderung dieser Absorptionseigenschaften
kénnen photometrisch vermessen werden und mit Hilfe von Standardproben mit wohldefi-
nierten Proteinmengen kann so der Proteingehalt von unbestimmten Proben ausreichend ge-
nau berechnet werden. Fir eine Messung wurden in einer 96-Loch-Mikrotiterplatte 8 pl
ddH;0 pro Vertiefung vorgelegt, in welchen 2 ul des zu analysierenden Zelllysats (s. 0.) pipet-
tiert wurden. Im Anschluss wurden 100 ul Bradford-Reagenz zugegeben. Nach einer kurzen
Inkubation (ca. 5 min) bei Raumtemperatur erfolgte die Vermessung am Analyse-Gerat (Tecan
Infinite M1000). Fiir eine Eichung der Methode wurden BSA-Losungen, bestehend aus 20 %
RIPA-Puffer und 80 % wassrigem Anteil mit unterschiedlicher Proteinkonzentration (0,0—

5,0 ug/ul) hergestellt.

4.3.3 SDS-PAGE

4.3.3.1 Eindimensionale SDS-PAGE

Eine Methodik um Proteine anhand ihrer GréRe aufzutrennen wird durch die SDS-Polyac-
rylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli beschrieben (Laemmli 1970). Hierbei werden dena-
turierte, durch Anlagerung von SDS negativ geladene Proteine im elektrischen Feld entspre-
chend ihres Molgewichts aufgetrennt. Dies geschieht in einem sog. Trenngel mit unterschied-
lichem Vernetzungsgrad (je nach GroRRe der zu analysierenden Proteine), nachdem die Ge-
samtheit der Proteine in einem Sammelgel aufkonzentriert wurden (siehe hierzu Tab. 10). Die
Proben wurden vor der SDS-PAGE mit SDS-Probenpuffer versetzt und fiir 15 min auf 95 °C er-
hitzt. Nach dem Auftragen der Proben erfolgte die Elektrophorese bei 80-120 V in einer ver-
tikalen Laufkammer. Im Anschluss an die Elektrophorese wurde mit dem Blotting (Kap-

4.4.1.1) und der Immun-Detektion (Kap. 4.4.1.2) fortgefahren.
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Tab. 10: Pipettierschema fiir SDS Sammel- bzw. Trenngele. Fiir diese Arbeit wurden sowohl
10 %- als auch 12 %-Trenngele verwendet. Die Nutzung richtete sich hierbei nach der ge-
wiinschten Auftrennung der zu analysierenden Proteine.

Sammelgel Trenngel Trenngel
(4 %) (10 %) (12 %)
4 x SGP 15 ml 4 x TGP 20 ml 20 ml
Roti 40 6 ml Roti 40 20 ml 24 ml
ddH.O 39 ml ddH;0 40 ml 36 ml
TEMED 60 pl TEMED 80 ul 80 ul
10 :/‘;QPS' 600 pl 10 ﬁgps- 800 800

4.3.3.2 Zweidimensionale SDS-PAGE

Flr eine zweidimensionale Auftrennung von Proteinen in einem Polyacrylamid-Gel wurden
Zellen wie in Kap. 4.3.1 beschrieben lysiert, jedoch mit der Einschrankung, dass ein spezieller
2D-PAGE-Lyse-Puffer verwendet wurde. Die Proteinmenge wurde durch lineare Regression
berechnet, indem das 2D-Zelllysat mit einer Verdiinnungsreihe an herkémmlichen Proteinly-
saten auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen und im Anschluss mittels Coomassie-Farbung
(siehe Kap. 4.3.4.2) die Gesamtheit der Proteine detektiert, vermessen und in Relation gesetzt
wurde. Die Durchfiihrung der 2D-PAGE basiert auf einem modifizierten Protokoll (Goerg et al.
2000) und wurde in Zusammenarbeit mit der Abteilung fiir Proteomik am PEI durchgefiihrt
(Dr. Andreas Reuter). Flr eine gewdhnliche 2D-PAGE wurden 100 pg Protein eingesetzt, mit
100 mM B-Mercaptoethanol versetzt, fiir 15 min bei 95 °C denaturiert, auf Eis abgekihlt und
in 200 ul Rehydrationspuffer (7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, 4 % CHAPS, 20 mM TRIS,
65 mM DTT, und 0,2 % Biolyte 3—10) verdiinnt. Die isoelektrische Fokussierung erfolgte im
Anschluss in einer Protean IEF-Reaktionszelle auf Plastik-Streifen (ReadyStrip IPG 11 cm, linear
pH 3-10, Bio-Rad Laboratories) mit immobilisiertem pH-Gradienten. Die Parameter der iso-
elektrischen Fokussierung sind in Tab. 11 aufgefiihrt. Vor der Elektrophorese und zweiten Di-
mension wurden in Equilibrierungspuffer 1 (6 M Harnstoff, 0,375 M TRIS-HCI, 2 % SDS, 20 %
Glycerol, 65 mM DTT, pH 8.8) fiir 15 min reduziert und anschliefend fiir weitere 15 min in
Equilibrierungspuffer 2 (6 M Harnstoff, 0,375 M TRIS-HCI, 2 % SDS, 20 % Glycerol, 260 mM lo-
dacetamid, pH 8.8) bei Raumtemperatur alkyliert. Im Anschluss erfolgte die eigentliche Elekt-
rophorese mit vorgegossenen Gelen (Criterion XT Bis-Tris precast polyacrylamide gels,

13.3 x 8.7 cm, Bio-Rad Laboratories) in einer geeigneten Lauf-Kammer (Criterion cell, Bio-Rad
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Laboratories) unter Verwendung des MOPS-Puffers (NUPAGE® MOPS SDS, Novex by Life Tech-
nologies) bei 200 V fir 50 min. Die ProteingroRen konnten mittels des verwendeten Markers

(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Fisher Scientific GmbH) analysiert werden.

Tab. 11: Auflistung der verschiedenen Schritte der isoelektrischen Fokussierung von Proteinen
auf einem IPG-Streifen. Die Stromstdrke wurde jeweils in Verbindung mit der entsprechenden
Inkubationszeit angegeben (Schritt 6 endete jedoch nach genau 30000 Vh).

Schritt Spannung Zeit Temperatur
1 50V 12 h 20°C
2 150V 1h 20°C
3 500 V 1h 20°C
4 1200V 1h 20°C
5 4000 V 2h 20°C
6 8000V 30000 Vh 20°C
7 1000 V 1h 20°C
8 1000 V 2h 20°C

Im Anschluss an die Elektrophorese wurde mit dem Blotting (Kap. 4.4.1.1) und der Immun-
Detektion (Kap. 4.4.1.2) fortgefahren. Proteine, die nach dem Blotting im Gel verblieben,

konnten mittels SYPRO®Ruby Farbung nachgewiesen werden.

4.3.4 Protein-Fdrbung in Polyacrylamid-Gelen

4.3.4.1 Silber-Fdrbung

Die Methode der Silberfarbung von Proteinen in biochemischen Analysemethoden wurde
1973 von Kerényi und Gallyas entwickelt und seitdem fiir SDS-PAGEs weiterentwickelt (Kere-
nyi und Gallyas 1973; Rabilloud et al. 1988). Hierbei lagern sich Silber-lonen unspezifisch an
positiv-geladene Seitenketten von Proteinen an. Nach Reduktion zu metallischem Silber wer-
den diese Proteine im Gel sichtbar. Die Nachweisgrenze liegt dieser Methode liegt bei etwa
1 ng pro Bande. Die Durchfiihrung eines solchen Experiments kann der Tab. 12 entnommen
werden. Alle Inkubationsschritte erfolgten in geeigneten Schalen auf einem Kipptisch bei

Raumtemperatur und unter Lichtausschluss. Nach ausreichender Reduktion der Silber-lonen
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und somit Farbung der Protein-Banden wurde die Reaktion durch Zugaben von Essigsdure ab-

gestoppt.

Tab. 12: Protokoll fiir die Silber-Fdrbung von Proteinen in SDS-Gelen. Die einzelnen Schritte
wurden in Verbindung mit der entsprechenden Dauer aufgelistet.

mind. 30 min Fixierlosung

20 min Konditionierldsung
3 x5 min Waschen mit ddH,0
20 min Silbernitrat-Loésung
3 x5 min Waschen mit ddH,0
1-10 min Entwicklerlosung

4.3.4.2 Coomassie-Fdrbung

Eine weitere Methode zu Farbung von Proteinbanden in Polyacrylamid-Gelen basiert auf der
unspezifischen Anlagerung des Farbstoffs Coomassie-Brilliant Blau G250 an basische Seiten-
ketten von Aminosauren (Kang et al. 2002). Die Nachweisgrenze liegt dieser Methode liegt bei
etwa 0,5 pg pro Bande. Fir eine solche Farbung wurden Gele fiir ca. 16 h in Coomassie-Losung

geschwenkt, wonach ungebundener Farbstoff mittels Entfarbelésung ausgewaschen wurde.

4.3.4.3 SYPRO® Ruby-Fdrbung

Eine weitere Methode der Farbung von Proteinen analog der Coomassie-Farbung, jedoch mit
der Sensitivitat einer Silber-Farbung, kann durch die Anlagerung von speziellen Ruthenium-
Chelatkomplexen (SYPRO® Ruby Protein Gel Stain; Thermo Scientific, Karlsruhe) ermoglicht
werden (Berggren et al. 1999). SYPRO® Ruby besitzt Absorptionsmaxima bei Wellenlangen von
A =280 nm und 450 nm, die Emission liegt bei A = 610 nm. So lassen sich Proteine in Polyac-
rylamid-Gelen mit einer Nachweisgrenze von etwa 1 ng pro Bande detektieren. Hierflir wur-
den die Proteine zuerst durch Schwenken in Fixierldsung im Gel immobilisiert. Im Anschluss
erfolgte die Inkubation mit SYPRO® Ruby-Losung fiir ca. 16 h. Nach dem Waschen mit Entfar-

beldsung konnten die Proteinbanden im Gel in einem geeigneten Scanner vermessen werden.
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4.4 Immunologische Methoden

4.4.1 Western Blot

4.4.1.1 Blotting

Mit Hilfe des Western Blottings ist es moglich, Proteine von einem Polyacrylamid-Gel auf eine
Tragermembran mittels Anlegen eines elektrischen Feldes zu Uberfiihren. Fir diese Arbeit
wurde die Variante nach Towbin et al. 1979 verwendet, in Verbindung mit einer Semi-Dry
Blotting-Apparatur und einem diskontinuierlichen Puffersystem (Towbin et al. 1979). Hierbei
erfolgte der Transfer bei einer Stromstédrke von 1,3 mA/cm? fir die Dauer von einer Stunde.
Die korrekte Stapelung der Filterpapiere, des Gels und der PVDF-Membran ist in Abb. 10 dar-
gestellt. Die Filterpapiere wurden kurz in den entsprechenden Puffern getrankt, die Membran
wurde vor der Nutzung in Methanol aktiviert. Nach dem Blot-Vorgang konnte die Membran

fur die Immun-Detektion verwendet werden.

=

6x Kathodenpuffer

SDS-Gel
PVDF-Membran
2x Anodenpuffer
4x Anodenpuffer

®

Abb. 10: Schematischer Aufbau des Semi-Dry Blotting-Aufbaus. Die einzelnen Lagen wurden in
den entsprechenden Puffern vor-inkubiert und von unten nach oben gestapelt (nach Diss.
C. Donnerhak 2015).

4.4.1.2 Immundetektion

Die Membran wurde nach dem Protein-Transfer kurz in TBST gewaschen und anschlieRend fiir
1 h in Milchpulver-Lésung inkubiert. So konnten unspezifische Antikérperbindungen verhin-
dert oder zumindest minimiert werden. Die fiir die Detektion verwendeten Antikérper wurden
ebenfalls in Milchpulver-Losung verdiinnt. Nun folgte die Inkubation der Membran mit dem
primadren Antikorper, welcher spezifisch an die zu detektierenden Proteine bindet. Dies er-

folgte in der Regel tGiber Nacht bei 4 °C auf einem Rollinkubator. Bei manchen Proteinen war
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jedoch eine Inkubationszeit von einer Stunde ausreichend. Im Anschluss wurde die Membran
kurz mit TBST gewaschen und es schloss sich direkt die Inkubation mit dem sekundaren Anti-
korper an. Dieser richtete sich gegen den verwendeten primaren Antikérper und war Fluoro-
phor- bzw. Peroxidase-gekoppelt, um eine Detektion zu erméglichen. Diese erfolgte nach aus-
giebigen Waschschritten mit TBST am LI-COR Odyssey System fiir Fluorophor-gekoppelte se-
kundare Antikérper und mittels eines geeigneten ECL-Substrats und der Verwendung von pho-
tosensitiven Filmen. Letztere wurden in einer Dunkelkammer in Verbindung mit einem ent-
sprechenden automatisierten Entwickler verwendet. Die so erhaltenen Blots konnten mit der
LiCor Odyssey Software densitometrisch quantifiziert werden. Hierbei erfolgte eine quantita-
tive Analyse von Zelllysaten immer in Verbindung mit einer Kontrolle und entsprechender Nor-

mierung auf B-Aktin.

4.4.2 Indirekte Inmunfluoreszenz

Mittels der Methode der indirekten Immunfluoreszenz kénnen Proteine hinsichtlich deren in-
trazellularen Lokalisation analysiert werden. Hierzu werden Zellen auf geeigneten Glasplatt-
chen kultiviert und nach erfolgter Behandlung kurz mit PBS gewaschen und fir 30 min mit
Formaldehyd-Losung fixiert. Die Zellen wurden durch Inkubation mit 0,5 % Triton X-100 (in
PBS) permeabilisiert und im Anschluss erneut mit TBST gewaschen. Um wiederum unspezifi-
sche Antikorper-Bindungen zu verhindern, schloss sich danach eine einstiindige Behandlung
mit IF-Blockierlésung an. Darauf folgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper (geldst in
TBST, mit 4 % (w/v) BSA) fiir 1-2 h. Nach dreimaligem Waschen wurden die Zellen mit dem
Fluorophor-gekoppelten sekundaren Antikérper (ebenfalls in TBST, mit 4 % (w/v) BSA) inku-
biert. Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt, welches ebenfalls der Sekundar-Antikérper-
Losung zugegeben wurde. Nach erneutem Waschen mit TBST wurden die Glasplattchen mit
Mowiol-Gebrauchslésung auf Objekttragern fixiert und zum Ausharten bei 37 °C in einen In-
kubator Uberfiihrt. Die Analyse der so behandelten Zellen erfolgte am konfokalen Laserscan-

Mikroskop (CLSM, siehe Kap. 4.5.1).

4.4.3 HBsAg-ELISA

Im Zuge der Detektion von HBsAg wurden in dieser Arbeit mehrere verschiedene ELISA-Sys-

teme verwendet. Der manuell durchgefiihrte Enzygnost 6.0 HBsAg ELISA (Siemens Healthcare
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GmbH, Erlangen) soll beispielhaft ndher erklart werden. Mit Hilfe von Mikrotiterplatten, wel-
che mit einem geeigneten Antikdrper beschichtet wurden, kdnnen Proteine spezifisch gebun-
den werden und von anderen Stoffen abgetrennt werden. Durch Verwendung eines weiteren
Peroxidase-gekoppelten Antikérpers, welcher ebenfalls das zu analysierende Protein bindet,
kann schliefRlich durch Substratzugabe eine Farbreaktion erfolgen. Dies ist in einem gewissen
Detektionsrahmen proportional zu gebundenen Menge Protein und lasst sich durch Verwen-
dung geeigneter Standards zur definierten Proteinmengen in Relation setzen. Im Allgemeinen
erfolgte die Darstellung der Messergebnisse jedoch als Quotient des gemessenen Signals zu
einem System-spezifischen cut-off (S/co). Der Nachweis von HBsAg und die damit verbundene
Auswertung erfolgten hierbei nach den jeweiligen Angaben des Herstellers. Alle weiteren fir
diese Arbeit relevanten ELISA-Systeme waren fiir eine automatisierte Durchfiihrung optimiert
und wurden ebenfalls strikt nach den Vorgaben der Hersteller durchgefiihrt. Eine Liste der

verwendeten Kits ist in Kap. 3.11 aufgefiihrt.

4.5 Mikroskopie

4.5.1 Konfokale Laserscan-Mikroskopie

Fluoreszenzmarkierte Praparate (Herstellung siehe Kap. 4.4.2) konnten mittels konfokaler La-
serscan-Mikroskopie analysiert werden. Die Besonderheit dieser Methodik liegt darin, dass
durch eine konfokal zur Fokusebene stehende Lochblende (pinhole) Streulicht aus Ebenen
Uber bzw. unter der zu analysierenden Ebene abgetrennt wird. Dies hat eine Optimierung des
gemessenen Signals hinsichtlich einer spezifischen Schichtdicke des zu analysierenden Prapa-
rats zur Folge. So kdnnen genauere Aussagen zur (Ko-)Lokalisation zweier fluoreszenzmarkier-
ter Proteine gemacht werden. Die Anregung der Fluoreszenz-Marker erfolgte durch die Wahl
geeigneter Laser und somit durch Licht einer bestimmten Wellenldange. Die so stimulierte
Emission wurde mit Hilfe von Photomultipliern gemessen und fiir die Analyse am PC verarbei-
tet. Alle Bilder dieser Arbeit wurden an einem LSM 510 der Firma Zeiss aufgenommen und mit
der dafiir vorgesehenen Software bearbeitet. Objektive mit einem VergrofRerungsfaktor von

40 x bzw. 100 x wurden verwendet.
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4.5.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Bei der Transmissionselektronenmikroskopie wird eine Probe von einem Elektronen-Strahl
durchdrungen. Diese Elektronen wurden zuvor mittels Hochspannung beschleunigt und durch
Kondensoren fokussiert. Der Strahlengang verlauft in der Regel im Hochvakuum, um Bre-
chungsereignisse von Elektronen an Luftmolekilen zu minimieren. Die zu analysierende Probe
muss eine geeignete (moglichst geringe) Dicke aufweisen und auf einem leitenden Material
aufgebracht sein. Fiir diese Arbeit wurden mit Graphit bedampfte Kupfer-Gitter (das sog. grid)
verwendet. Das jeweilige Probenmaterial wurde mit Hilfe von Formaldehyd-Lésung auf dem
grid fixiert und durch Behandlung mit Uranylacetat-Losung fiir eine Negativ-Kontrastierung
vorbereitet. Durch Streuung der beschleunigten Elektronen am fixierten Probenmaterial ent-
steht auf einem Leuchtschirm eine bildliche, stark vergroRerte Darstellung des untersuchten
Materials. So sind mit dieser Methode Strukturen von bis zu 5-10 nm eindeutig darzustellen.
Durch die Umsetzung der Veranderungen im Elektronenstrahl mittels eines Szintillators und
anschlielender Verwendung einer CCD-Kamera kdnnen ebenfalls digitale Bilder erzeugt wer-
den. Fir diese Arbeit wurde das EM 109 (Carl Zeiss AG, Jena) in Verbindung mit einer CCD-

Kamera und der passenden Software iTEM (Olympus Corp., Tokyo, Japan) verwendet.

4.6 Statistische Analysen

Die gemessenen Ergebnisse sind im Allgemeinen als Mittelwerte (+ SEM; standard error of the
mean) angegeben. Signifikanzen zwischen den Messergebnissen wurden mittels der speziel-
len Analyse-Software GraphPad Prism (San Diego, USA) unter Bericksichtigung der geeigne-
ten Test-Methoden berechnet. Die in den einzelnen Abbildungen verwendete Symbolik der

Signifikanzen erlautert sich wie folgt:

n.s. (nicht signifikant) p >0,05

* 0,05 > p > 0,01

*x 0,01 = p > 0,001
ok 0,001 = p>0,0001
*okk ok p < 0,0001
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5 ERGEBNISSE

5.1 Vergleichende Analysen verschiedener HBV-Genotypen hin-
sichtlich HBsAg spezifischer Eigenschaften

5.1.1 HBV-Genotypen unterscheiden sich hinsichtlich der intra- und extra-

zelluldren HBsAg Level

Um einen Vergleich der HBV-Genotypen hinsichtlich deren HBsAg-Freisetzung anzustellen,
wurden humane Hepatom-Zellen Huh7.5 mit gleichen Mengen eines HBV-Expressionsplas-
mids liposomal transfiziert (siehe Kap. 4.1.2.4.1). Die verwendeten Plasmide kodieren fiir das
1,5-fache Genom der HBV-Genotypen A, B, C und G und stehen unter der Kontrolle des auto-
logen HBV-Promotors. Bei HBV-Genotyp D (GtD) beinhaltet das genutzte Plasmid das 1,2-fa-
che des HBV-Genoms, jedoch ebenfalls unter der Kontrolle des autologen Promotors. Durch
die Transfektion erhaltene Zelllysate und Zellkultur-Uberstinde wurden mit einem HBsAg-
spezifischen ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay; siehe Kap. 4.4.3) vermessen, um so
Aussagen zu den Genotypen-spezifischen HBsAg-Mengen machen zu konnen. Die Ergebnisse
mehrerer unabhéangiger Tests (siehe Abb. 11), welche jeweils auf die Werte fir HBV-GtA nor-
miert wurden, zeigen, dass signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen

sowohl hinsichtlich der sekretierten als auch der intrazelluldr gebildeten Mengen an HBsAg

vorliegen.
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Abb. 11: HBsAg-ELISA-Analysen von (A) Zelllysaten (n=4) und (B) Uberstdnden (n=15) von
transfizierten Huh7.5-Zellen. Die Messungen wurden auf die Werte fiir HBV-GtA normiert. Die
Transfektion erfolgte mit Expressionsplasmiden, die fiir die in der Grafik angezeigten HBV -
Genotypen unter Kontrolle des autologen Promotors kodieren.
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So weisen HBV-GtA- und GtD-exprimierende Zellen vergleichbare intrazellulare HBsAg-Men-
gen auf, wohingegen in HBV-GtC- und GtB-positiven Zellen signifikant niedrigere HBsAg-Men-
gen gemessen werden (Abb. 11 A). Im Falle des HBV-GtG kénnen im Vergleich zur Negativkon-
trolle deutliche Mengen an intrazellular gebildetem HBsAg nachgewiesen werden, wenn auch

in geringerem Mal3e, verglichen mit den anderen untersuchten Genotypen.

Die parallel zu den Zelllysaten gesammelten Zellkultur-Uberstiande wurden in analoger Weise
vermessen, dies fiihrte jedoch zu veranderten Ergebnissen (Abb. 11 B). So setzen HBV-Geno-
typ C- (GtC) exprimierende Zellen die groRten Mengen an HBsAg frei, GtB- und GtD-exprimie-
rende Zellen zeigen verminderte Mengen im Vergleich zu GtC, jedoch héhere Mengen als bei
Zellen, die HBV-GtA-positiv sind. Wie zu erwarten, kdnnen nur minimale HBsAg-Mengen bei

HBV-GtG-positiven Zellen im Zellkultur-Uberstand gemessen werden (Peiffer et al. 2015).

Diese Daten zeigen, dass signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen analysierten
HBV-Genotypen in Bezug auf die untersuchten intra- und extrazelluldaren Mengen an HBsAg

vorherrschen.

5.1.2 Zusammensetzung der extra- und intrazelluldren HBsAg verschiede-

ner Genotypen weist Unterschiede auf

Fiir eine detailliertere Analyse der Zelllysate und der korrespondierenden Zellkultur-Uber-
stande von mit HBV-GtA-, -GtB-, -GtC- und -GtG-transfizierten Zellen hinsichtlich der relativen
Mengen an SHBs, MHBs und LHBs wurden Western Blot-Experimente (siehe Kap. 4.4.1) unter
Verwendung des HBs-spezifischen monoklonalen Antikorpers HBO1 durchgefiihrt (siehe Abb.
12). Da die Reaktivitit dieses Antikdrpers bei HBV-GtD-positiven Proben aufgrund einer Ande-
rung in der viralen Aminosaure-Sequenz hinsichtlich des spezifischen Epitops verringert war,

wurden entsprechende Proben in der vergleichenden Analyse nicht bericksichtigt.

Fir alle untersuchten HBV-Genotypen kann beobachtet werden, dass SHBs die dominante
sekretierte Form darstellt (auRer bei HBV-GtG, welcher als HBsAg-sekretionsdefizient be-
schrieben wurde (Peiffer et al. 2015)). Hinsichtlich der sekretierten Mengen an L- und MHBs
konnen zusatzlich Unterschiede beobachtet werden, da in HBV-GtB-exprimierenden Zellen —
verglichen mit GtA und GtC — eindeutig geringere Mengen an LHBs und vor allem MHBs beo-

bachtet werden kdnnen (siehe Abb. 12 B).
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Verglichen mit den Zellkultur-Uberstinden zeigen die parallel geernteten Zelllysate — relativ
zu L- und MHBs — deutlich geringere Mengen an SHBs. Zudem werden hinsichtlich des HBV-
GtC verglichen mit den anderen Genotypen signifikant grolere Mengen an MHBs im Zelllysat

beobachtet (Abb. 12 A).
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Abb. 12: Western Blot-Analyse von (A) Zelllysaten und (B) den analogen Zellkultur-Uberstdn-
den von transfizierten Huh7.5-Zellen, welche die angezeigten HBV-Genotypen exprimieren. Je-
weils 20 ug bezogen auf die Gesamt-Proteinmenge der Zelllysate wurden aufgetragen. Die
Menge des aufgetragenen Uberstands wurde an die Protein-Konzentration der Zelllysate an-
gepasst. Die HBV-Oberfldchenproteine wurden mit dem HBs-spezifischen monoklonalen Anti-
kérper HBO1 mittels Chemilumineszenz detektiert. Eine Ladekontrolle erfolgte durch Verwen-
dung eines [f-Aktin-spezifischen Antikérpers und anschliefSender Detektion am Licor Oddysey -
System.

Vier unabhangige Blots (wie in Abb. 12 gezeigt) wurden mit einer geeigneten Software densit-
rometrisch quantifiziert (vgl. Kap. 4.4.1.2), um so eindeutigere Aussagen Uber die relativen
Mengen an L-, M- und SHBs machen zu kénnen (siehe Abb. 13). Diese Quantifizierungen konn-
ten die zuvor beschriebenen Ergebnisse bestatigen. Jedoch ist zuséatzlich darauf hinzuweisen,
dass in Zelllysaten von mit HBV-GtA- und -GtG-transfizierten Zellen eine eindeutig erhéhte
Menge an LHBs nachgewiesen werden kann, verglichen mit HBV-GtB- bzw. -GtC-positiven Zel-

len.

Somit konnen auch durch diese Analysen eindeutige Unterschiede zwischen den intrazellular
gebildeten und sekretierten Mengen an HBsAg bezliglich der verschiedenen HBV-Genotypen
beobachtet werden, insofern dass deutlich mehr M-/LHBs intrazellulér gebildet wird, als ext-
razellular messbar ist. Darliber hinaus wird in HBV-GtA- und HBV-GtG-positiven Zellen deutlich

mehr LHBs gebildet als bei HBV-GtB und GtC.
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GtA intra GtA extra GtB intra GtB extra GtCintra GtCextra GtG intra

B wBs
[] MHBs
[l sHBs

Abb. 13: Balkendiagramm zu den relativen Mengen der L-/M-/SHBs-Mengen unter Beriicksich-
tigung der verschiedenen HBV-Genotypen. Die Analyse basiert auf der Quantifizierung von 4
unabhdngigen Western Blots (n=4). Ein Balken symbolisiert die Gesamtheit der intrazelluldr
(intra) und extrazelluldr (extra) gemessenen HBV-Oberflichenproteine (100 % ).

5.1.3 Analoge Glykosylierungsmuster zwischen den analysierten HBV Ge-
notypen

Fir die HBV-Oberflachenproteine sind Glykosylierungen am Asparagin (Asn) 146 innerhalb der
S-Domane und am Asn4 der PreS2-Domane bekannt. Letzteres wird nur bei MHBs aufgrund
seiner ER-luminalen Lokalisation wahrend der Proteinreifung am Asn4 glykosyliert. Die Glyko-
sylierungsstelle Asn146 wird bei den verschiedenen Oberflachenproteinen zu etwa 50 % ge-
nutzt. Um die Genotypen-spezifischen Unterschiede in Bezug auf die Nutzung dieser Glykosy-
lierungsstelle zu untersuchen, wurden Western Blot-Analysen hinsichtlich der verschiedenen

detektierten Banden analysiert (siehe Abb. 14, Abb. 15, Abb. 16 und Abb. 17).

Flr SHBs weist das Verhaltnis von nicht-glykosylierter und einfach glykosylierter Protein-Vari-
ante hierbei lediglich sehr geringe Unterschiede zwischen den verschiedenen HBV-Genotypen
auf. Die glykosylierte Variante ist bei allen Genotypen intrazellular leicht dominant, wohinge-
gen extrazelluldr geringere Mengen davon vorliegen, verglichen mit nicht-glykosyliertem

SHBs.

Im Falle von MHBs zeigt das Verhaltnis von zweifach zu einfach glykosyliertem Typus jedoch
auffdlligere Unterschiede, zumindest fiir intrazelluldr gebildete Proteinmengen. So zeigt sich
im Fall von HBV-GtB eine leicht erhohte Menge an doppelt glykosyliertem MHBs, wohingegen
bei HBV-GtA bzw. GtG kein Unterschied zu detektieren ist. HBV-GtC zeigt sogar gegensatzliche
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Eigenschaften. Extrazellular ist bei allen Genotypen das einfach glykosylierte MHBs in gestei-

gerter Menge nachweisbar.
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Abb. 14: Quantifizierung der relativen Mengen unterschiedlich glykosylierter HBV-Oberfld-
chenproteine nach Transfektion von Huh7.5-Zellen mit einem HBV-GtA-Expressionsplasmid
und nachfolgender Western Blot-Analyse mit Hilfe des HBs-spezifischen Antikdrpers HBO1
(n=6). Der Wert des nicht-glykosylierten Proteins (an Asn146) wurde willkiirlich auf einen
Wert von 1 gesetzt. Untersucht wurden (A) Zelllysate und (B) Zellkultur-Uberstdnde.
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Abb. 15: Quantifizierung der relativen Mengen unterschiedlich glykosylierter HBV-Oberfld-
chenproteine nach Transfektion von Huh7.5-Zellen mit einem HBV-GtB-Expressionsplasmid
und nachfolgender Western Blot-Analyse mit Hilfe des HBs-spezifischen Antikdrpers HBO1
(n=6). Der Wert des nicht-glykosylierten Proteins (an Asn146) wurde willkiirlich auf einen
Wert von 1 gesetzt. Untersucht wurden (A) Zelllysate und (B) Zellkultur-Uberstdnde.

Die Untersuchungen des Verhaltnisses von einfach glykosyliertem LHBs zu der nicht-glykosy-
lierten Variante zeigen eine erhohte Menge an glykosyliertem Protein bei den HBV-Genotypen

A und Cim direkten Vergleich zu den Genotypen B und G, sowohl intra-, als auch extrazellular
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(Letzteres lasst sich natirlich nur fiir HBV-GtB definitiv sagen, da GtG HBsAg-sekretionsinkom-

petent ist und somit keine entsprechenden Zellkultur-Uberstinde analysiert wurden).
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Abb. 16: Quantifizierung der relativen Mengen unterschiedlich glykosylierter HBV-Oberfld-
chenproteine nach Transfektion von Huh7.5-Zellen mit einem HBV-GtC-Expressionsplasmid
und nachfolgender Western Blot-Analyse mit Hilfe des HBs-spezifischen Antikdorpers HBO1
(n=6). Der Wert des nicht-glykosylierten Proteins (an Asn146) wurde willkiirlich auf einen
Wert von 1 gesetzt. Untersucht wurden (A) Zelllysate und (B) Zellkultur-Uberstdnde.

A B
5.0 3.0
* n.s n.s. k% k
g 4.01
-7
c
g 2.04
& 3.04
.E
<
o
g 20 T
= 1.04
®
1.04
0.0 T T T T 0.0 r T
<P P o Pl P Q° & P P <P P P
X s N N> N3 3 e g X N 3 x>
L) é: é.!\ é"& ~ Y ) Qf-’; §§ tﬁﬂé‘ i &

Abb. 17: Quantifizierung der relativen Mengen unterschiedlich glykosylierter HBV-Oberfld-
chenproteine nach Transfektion von Huh7.5-Zellen mit (A) einem HBV-GtD- und (B) einem
HBV-GtG-Expressionsplasmid und nachfolgender Western Blot-Analyse mit Hilfe des (A) LHBs-
spezifischen Antikérpers Mal8/7 und (B) des HBs-spezifischen Antikérpers HB01 (n=6). Der
Wert des nicht-glykosylierten Proteins (an Asn146) wurde willkiirlich auf einen Wert von 1
gesetzt. Untersucht wurden Zelllysate.

Da der HBV-Genotyp D aufgrund der nur eingeschrankten Eignung des entsprechenden Anti-
korpers lediglich hinsichtlich des intrazelluldren Verhaltnisses von glykosyliertem zu nicht-gly-

kosyliertem LHBs untersucht werden kann, sind hier nur sehr geringe Aussagen moglich. So ist
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das Verhadltnis, analog zu HBV-GtA und GtC, eindeutiger in Richtung der glykosylierten Vari-

ante verschoben, verglichen mit HBV-GtB und GtG.

Zusatzlich zu der quantitativen Auswertung der verschiedenen Western Blots von unbehan-
delten Zelllysaten und Uberstinden wurden Deglykosylierungsexperimente durchgefiihrt.
Dies erfolgte unter Verwendung von PNGase F (N-Glykosidase) und O-Glykosidase (siehe Abb.
18). Jedoch konnten keine Genotypen-spezifische Unterschiede als Resultat auf die Behand-
lung mit den verwendeten Glykosidasen beobachtet werden. Fiir alle analysierten Genotypen
fuhrt die Behandlung mit PNGase F zur vollstandigen Deglykosylierung des jeweiligen HBV-
Oberflachenproteins. Die Behandlung mit der O-Glykosidase fiihrt zu keinen eindeutigen Er-
gebnissen. Eine leichte Kontamination mit PNGase F muss hier diskutiert werden. Dariber
hinaus kénnen keine Unterschiede zwischen den verschiedenen untersuchten HBV-Genoty-

pen detektiert werden.
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Abb. 18: Western Blot-Analyse von Zelllysaten transfizierter Huh7.5-Zellen. Verwendet wurden
Plasmide, welche fiir HBV-GtA, GtB, GtC und GtG kodieren. Die Lysate wurden einer Behandlung
mit verschiedenen Glykosidasen unterzogen (/: keine Behandlung; N: PNGase F-Behandlung;
0: O-Glykosidase-Behandlung). Fiir die Detektion wurde der HBs-spezifische Antikdérper HB0O1
verwendet. Gezeigt wurden zwei unterschiedliche Expositionszeiten desselben Blots. Eine La-
dekontrolle erfolgte durch Verwendung eines -Actin-spezifischen Antikérpers und anschlie-
fender Detektion am Licor Oddysey-System.
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Im Anschluss erfolgte ein detaillierterer Vergleich zwischen den intra- und extrazellular nach-
weisbaren HBV-Oberflachenproteinen (siehe Abb. 19). Hierbei wurden Zelllysate von mit Ex-
pressionsplasmiden, kodierend fiir HBV-GtA, GtB, GtC und GtG, transfizierten Huh7.5-Zellen
und den entsprechenden Zellkultur-Uberstinden auf ein SDS geladen und mittels Western
Blot hinsichtlich der verschiedenen Oberflachenproteine analysiert. Hierbei ist bei allen unter-
suchten Genotypen (auBer HBV-GtG) zu erkennen, dass die Banden fiir die verschiedenen
Oberflichenproteine in den Zellkultur-Uberstianden zu héheren Molekulargewichten verscho-
ben sind. Zusatzlich kann z. B. bei HBV-GtA im Bereich des LHBs eine zusatzliche Bande detek-

tiert werden. Fir GtB und GtC kann dies nicht in analoger Weise bestatigt werden.
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Abb. 19: Western Blot-Vergleich von Zelllysaten (ZL) und den entsprechenden Uberstidnden
(US) von mit Expressionsplasmiden, kodierend fiir HBV-GtA, GtB, GtC und GtG, transfizierten
Huh7.5-Zellen. Es wurden jeweils 20 ug Protein des Zelllysats aufgetragen. Die Uberstdnde
wurden der Konzentration des Zelllysats entsprechend angepasst. Die HBV-Oberfldchenprote-
ine wurden mit dem HBs-spezifischen Antikérper HBO1 detektiert. Transfiziert wurden fiir die
angegebenen HBV-Genotypen kodierende Expressionsplasmide. Gezeigt ist eine kiirzere Expo-
sitionszeit des gesamten Blots (A) und eine etwas ldngere Expositionszeit speziell fiir HBV-GtA
(B). Eine Ladekontrolle erfolgte durch Verwendung eines -Actin-spezifischen Antikérpers und
anschliefSender Detektion am Licor Oddysey-System.

Nach dem direkten Vergleich der Modifikation der HBV-Oberflachenproteine in Zelllysaten
und Zellkultur-Uberstidnden konnte zudem unter Verwendung von Patientenseren (von HBV-
positiven Patienten nach Detektion des fir die Infektion verantwortlichen Genotyps) ein Ver-
gleich von ex vivo- und ex vitro-Material gezogen werden. Hierzu wurden nach Quantifizierung
der HBsAg-Mengen (mittels ELISA) der einzelnen Proben vergleichbare Mengen auf ein Gel
aufgetragen. Nach dem Blotten und der Detektion mit Hilfe des HBs-spezifischen Antikorpers
HBO1 konnten so Aussagen bezliglich der unterschiedlichen Proben gemacht werden (siehe

Abb. 20). Zwar kdnnen zwischen den verwendeten Patientenseren und den Zellkultur-Uber-
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standen geringfligige Unterschiede hinsichtlich der GréRe der einzelnen HBV-Oberflachenpro-
teine nachgewiesen werden, jedoch kénnen keine lGberraschenden bzw. eindeutigen Abwei-
chungen zwischen dem ex vivo und ex vitro gewonnen Material beobachtet werden. Es bleibt
anzumerken, dass im Fall von HBV-GtC bei den verwendeten Patientenseren sowohl das MHBs

und auch das LHBs zu hoheren Molekulargewichten verschoben ist.

40 kDa
35 kDa

25 kDa

Abb. 20: Western Blot-Analyse von Zellkultur-Uberstdnden (US) und entsprechenden Patien-
tenseren (PS). Die HBV-Oberfldchenproteine wurden mit dem HBs-spezifischen Antikérper
HBO1 detektiert. Transfiziert wurden fiir die angegebenen HBV-Genotypen kodierenden Ex-
pressionsplasmide. Die Patientenseren wurden nach eindeutiger Genotypisierung und mittels
HBsAg-ELISA auf vergleichbare HBsAg-Mengen bezogen auf die verwendeten Zellkultur-Uber-
stdnde eingesetzt. Gezeigt ist eine kiirzere Expositionszeit des gesamten Blots (A) und eine
etwas ldngere Expositionszeit speziell fiir HBV-GtA (B).

Eine tiefergehende Analyse der posttranslationalen Modifikation des LHBs wurde mithilfe der
2D-Gelektrophorese durchgefiihrt. Hierbei wurden Zelllysate von transfizierten Huh7.5-Zellen
verwendet, welche die Genotypen A, B, C und G exprimieren. Nach der Praparation der Zell-
lysate erfolgte eine Reduktion mit B-Mercaptoethanol mit anschliefender Hitzedenaturie-
rung. Im Anschluss wurden die Proteine im Zelllysat hinsichtlich deren isoelektrischen Punktes
im elektrischen Feld fokussiert, wonach sich eine klassische Auftrennung anhand der Protein-
grofle anschloss. Nach dem Blotten erfolgte die Detektion der zu untersuchenden Proteine
mittels HBV-spezifischer Antikoérper. Diese Untersuchungen (siehe Abb. 21) zeigen im Fall der
HBV-Genotypen A und G fir die nicht-glykosylierte Form des LHBs eine deutliche Verschie-
bung einer Isoform in Richtung des basischen Milieus hinsichtlich des spezifischen isoelektri-
schen Punktes. Bei Genotyp B hingegen ldsst sich eine deutlich saurere Variante des glykosy-

lierten LHBs erkennen.
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Abb. 21: Western Blot-Analyse von Zelllysaten, welche von mit HBV-GtA-, GtB-, GtC- und GtG-
Expressionsplasmiden transfizierten Huh7.5-Zellen extrahiert wurden. Eingesetzt wurden je-
weils 100 ug Gesamtprotein. Nach Reduktion der Lysate und Hitzedenaturierung erfolgte die
isoelektrische Fokussierung mit anschliefSender Gréfsenauftrennung im elektrischen Feld.
Nach Blotten des Gels auf PVDF-Membranen wurden die HBV-Oberflichenproteine mit Hilfe
des HBs-spezifischen Antikérpers HB0O1 detektiert.

Zusammenfassend lassen sich keine eindeutigen Unterschiede zwischen den untersuchten
HBV-Genotypen hinsichtlich deren Glykosylierungsmuster erkennen. Jedoch gab es deutliche
Unterschiede in Bezug auf die Nutzung der verschiedenen Glykosylierungsstellen und dariiber
hinaus konnten Genotypen-spezifische Abweichungen mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese
nachgewiesen werden. So kann man bei den verschiedenen detektierten Spots evtl. unter-

schiedliche Phosphorylierungen in der PreS2-Doméne diskutieren.

5.1.4 HBV-Genotyp G zeigt deutliche Verdnderungen hinsichtlich der sub-
zelluldren HBsAg-Verteilung

Nach der Analyse der Zusammensetzung der HBV-Oberflachenproteine und deren Glykosylie-
rungsmuster wurde deren subzellulare Verteilung mit Hilfe der konfokalen Laserscan-Mikro-
skopie untersucht. Hierzu wurden Huh7.5-Zellen mit Expressionsplasmiden, kodierend fiir die
verschiedenen HBV-Genotypen und verschiedenen Zellkompartiment-Markern, kotrans-

fiziert.
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Abb. 22: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren HBsAg-Verteilung (L-,
M- und SHBs) von Huh7.5-Zellen, welche mit einem HBV-GtA-Expressionsplasmid transfiziert
wurden. HBsAg wurde mit Hilfe des HBs-spezifischen Antikérpers HB0O1 in Verbindung mit ei-
nem geeigneten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert (rot). Die Zellen wur-
den kotransfiziert mit Plasmiden, welche fiir folgende (fluoreszenzmarkierte; griin) Marker-
proteine kodieren: Sec22-YFP (ER Marker), GalT-YFP (trans-Golgi Marker), Grasp65-YFP (cis-
Golgi Marker), Rab7-YFP (MVB/prdlysosomaler Marker) und VPS4-YFP (MVB/ESCRT Marker).
Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefirbt.

Die hier verwendeten Plasmide kodieren fiur fluoreszenzmarkierte Proteine, welche durch de-
ren typische intrazelluldre Lokalisation eine Anfarbung eines bestimmten Zellkompartiments
ermoglicht. In dieser Arbeit wurden hierbei folgende Marker genutzt: Sec22-YFP (ER Marker),
GalT-YFP (trans-Golgi Marker), Grasp65-YFP (cis-Golgi Marker), Rab7-YFP (MVB/pralysosoma-
ler Marker) und VPS4-YFP (MVB/ESCRT Marker). Die HBV-Oberflachenproteine wurden je-

weils mit dem HBs-spezifischen Antikdrper HBO1, welcher L-, M- und SHBs nachweist und mit
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dem LHBs-spezifischen Antikérper MA18/7 unter Verwendung eines Cy3-gekoppelten Sekun-
darantikorpers detektiert. Durch Behandlung der auf Glasplattchen immobilisierten Zellen mit

DAPI konnten auch die Zellkerne visualisiert werden.

A

7

Grasp65
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Abb. 23: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren LHBs-Verteilung von
Huh?7.5-Zellen, welche mit einem HBV-GtA-Expressionsplasmid transfiziert wurden. HBsAg
wurden mit Hilfe des LHBs-spezifischen Antikérpers Mal18/7 in Verbindung mit einem geeig-
neten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert (rot). Die Zellen wurden kotrans-
fiziert mit Plasmiden, welche fiir folgende (fluoreszenzmarkierte; griin) Markerproteine ko-
dieren: Sec22-YFP (ER Marker), GalT-YFP (trans-Golgi Marker), Grasp65-YFP (cis-Golgi Mar-
ker), Rab7-YFP (MVB/pridlysosomaler Marker) und VPS4-YFP (MVB/ESCRT Marker). Die Zell-
kerne wurden mit DAPI (blau) gefirbt.

Die immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen fiihren zu dem Schluss, dass alle
HBV-Genotypen, auBer Genotyp G, vergleichbare intrazelluldre Verteilungsmuster hinsichtlich

der untersuchten HBV-Oberflachenproteine aufweisen. Hierbei sollen daher beispielhaft HBV-
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GtA mit GtG verglichen werden (siehe Abb. 22 + Abb. 23 und Abb. 24 + Abb. 25). Die Aufnah-
men fiir die HBV-Genotypen B, C und D sind dann im Anschluss abgebildet (Abb. 26, Abb. 27,

Abb. 28, Abb. 29 und Abb. 30).

| “
‘
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Abb. 24: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren HBsAg-Verteilung (L-,
M- und SHBs) von Huh7.5-Zellen, welche mit einem HBV-GtG-Expressionsplasmid transfiziert
wurden. HBsAg wurden mit Hilfe des HBs-spezifischen Antikérpers HB01, in Verbindung mit
einem geeigneten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert (rot). Die Zellen wur-
den kotransfiziert mit Plasmiden, welche fiir folgende (fluoreszenzmarkierte; griin) Marker-
proteine kodieren: Sec22-YFP (ER Marker), GalT-YFP (trans-Golgi Marker), Grasp65-YFP (cis-
Golgi Marker), Rab7-YFP (MVB/prdlysosomaler Marker) und VPS4-YFP (MVB/ESCRT Marker).
Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefdrbt.
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Anhand des beispielhaft angefiihrten HBV-Genotyps A ist eine Kolokalisation mit allen Marker-
Proteinen (Abb. 22 + Abb. 23; teilweise besser, teilweise weniger gut) erkennbar. Im Gegen-
satz dazu ist zu beachten, dass bei Genotyp G (Abb. 24 + Abb. 25) die Oberflachenproteine in
einer perinuklearen Region zu akkumulieren scheinen und dort hauptsachlich in Kolokalisation
mit dem ER (bzw. Golgi). Dies grenzt HBV-GtG in deutlicher Weise von den anderen untersuch-

ten HBV-Genotypen ab.

A

DAPI LHBs

.

Abb. 25: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren LHBs-Verteilung von
Huh7.5-Zellen, welche mit einem HBV-GtG-Expressionsplasmid transfiziert wurden. HBsAg
wurden mit Hilfe des LHBs-spezifischen Antikérpers Mal8/7, in Verbindung mit einem geeig-
neten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert (rot). Die Zellen wurden kotrans-
fiziert mit Plasmiden, welche fiir folgende (fluoreszenzmarkierte; griin) Markerproteine ko-
dieren: Sec22-YFP (ER Marker), GalT-YFP (trans-Golgi Marker), Grasp65-YFP (cis-Golgi Mar-
ker), Rab7-YFP (MVB/pridlysosomaler Marker) und VPS4-YFP (MVB/ESCRT Marker). Die Zell-
kerne wurden mit DAPI (blau) gefirbt.
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Die anderen untersuchten HBV-Genotypen zeigen eine punktuelle Lokalisation der analysier-
ten Proteine im Zytosol der jeweiligen Zelle. Hierbei sind die Signale perinuklear akkumuliert,
jedoch ist eine Verteilung im kompletten Zytosol ersichtlich. Dies ist in allen untersuchten
HBV-positiven Zellen und bei allen HBV-Genotypen (auller HBV-GtG) analog detektierbar ge-
wesen (siehe Abb. 22, Abb. 23, Abb. 26, Abb. 27, Abb. 28, Abb. 29 und Abb. 30).
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Abb. 26: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren HBsAg-Verteilung (L-,
M- und SHBs) von Huh7.5-Zellen, welche mit einem HBV-GtB-Expressionsplasmid transfiziert
wurden. HBsAg wurden mit Hilfe des HBs-spezifischen Antikdrpers HBO1, in Verbindung mit
einem geeigneten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikdrper detektiert (rot). Die Zellen wur-
den kotransfiziert mit Plasmiden, welche fiir folgende (fluoreszenzmarkierte; griin) Marker-
proteine kodieren: Sec22-YFP (ER Marker), GalT-YFP (trans-Golgi Marker), Grasp65-YFP (cis-
Golgi Marker), Rab7-YFP (MVB/prdlysosomaler Marker) und VPS4-YFP (MVB/ESCRT Marker).
Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefirbt.
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Abb. 27: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren LHBs-Verteilung von
Huh7.5-Zellen, welche mit einem HBV-GtB-Expressionsplasmid transfiziert wurden. HBsAg
wurden mit Hilfe des LHBs-spezifischen Antikdrpers Mal8/7 in Verbindung mit einem geeig-
neten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert (rot). Die Zellen wurden kotrans-
fiziert mit Plasmiden, welche fiir folgende (fluoreszenzmarkierte; griin) Markerproteine ko-
dieren: Sec22-YFP (ER Marker), GalT-YFP (trans-Golgi Marker), Grasp65-YFP (cis-Golgi Mar-
ker), Rab7-YFP (MVB/pridlysosomaler Marker) und VPS4-YFP (MVB/ESCRT Marker). Die Zell-
kerne wurden mit DAPI (blau) gefirbt.
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Abb. 28: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren HBsAg-Verteilung (L-,
M- und SHBs) von Huh7.5-Zellen, welche mit einem HBV-GtC-Expressionsplasmid transfiziert
wurden. HBsAg wurden mit Hilfe des HBs-spezifischen Antikérpers HBO1 in Verbindung mit
einem geeigneten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikdrper detektiert (rot). Die Zellen wur-
den kotransfiziert mit Plasmiden, welche fiir folgende (fluoreszenzmarkierte; griin) Marker-
proteine kodieren: Sec22-YFP (ER Marker), GalT-YFP (trans-Golgi Marker), Grasp65-YFP (cis-
Golgi Marker), Rab7-YFP (MVB/prdlysosomaler Marker) und VPS4-YFP (MVB/ESCRT Marker).
Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefirbt.
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Abb. 29: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldiren LHBs-Verteilung von
Huh7.5-Zellen, welche mit einem HBV-GtC-Expressionsplasmid transfiziert wurden. HBsAg
wurden mit Hilfe des LHBs-spezifischen Antikérpers Mal18/7 in Verbindung mit einem geeig-
neten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert (rot). Die Zellen wurden kotrans-
fiziert mit Plasmiden, welche fiir folgende (fluoreszenzmarkierte; griin) Markerproteine ko-
dieren: Sec22-YFP (ER Marker), GalT-YFP (trans-Golgi Marker), Grasp65-YFP (cis-Golgi Mar-
ker), Rab7-YFP (MVB/pridlysosomaler Marker) und VPS4-YFP (MVB/ESCRT Marker). Die Zell-
kerne wurden mit DAPI (blau) gefirbt.
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Abb. 30: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren LHBs-Verteilung von
Huh?7.5-Zellen, welche mit einem HBV-GtD-Expressionsplasmid transfiziert wurden. HBsAg
wurden mit Hilfe des LHBs-spezifischen Antikérpers Mal18/7 in Verbindung mit einem geeig-
neten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert (rot). Die Zellen wurden kotrans-
fiziert mit Plasmiden, welche fiir folgende (fluoreszenzmarkierte; griin) Markerproteine ko-
dieren: Sec22-YFP (ER Marker), GalT-YFP (trans-Golgi Marker), Grasp65-YFP (cis-Golgi Mar-
ker), Rab7-YFP (MVB/pridlysosomaler Marker) und VPS4-YFP (MVB/ESCRT Marker). Die Zell-
kerne wurden mit DAPI (blau) gefdrbt.

5.1.4.1 Mutationen in der PreS1-Domdne verursachen verdnderte Lokalisation

der HBsAg bei Genotyp G

Die Ergebnisse hinsichtlich der veranderten subzelluldren Verteilung der HBV-Oberflachen-

proteine zwischen Genotyp G und den Ubrigen untersuchten Genotypen und die Vorergeb-
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nisse zu den veranderten Sekretionseigenschaften von HBsAg veranlassten weitere Experi-
mente. Hierzu konnte in der Literatur auf zwei Mutationen (H51P und 184T) innerhalb der
PreS1-Domane geschlossen werden, welche bei sog. okkulten HBV-Infektionen vermehrt
nachgewiesen wurden und ebenfalls im Genotyp G beobachtet werden kénnen (Stuyver et al.
2000; Kim et al. 2013). Konfokale Immunfluoreszenz-Untersuchungen nach Riickmutation die-
ser beiden Aminosauren (HBV mutGtG) zeigen, dass die typische perinukleare Akkumulation

des HBsAg bei HBV-GtG riickgdangig gemacht werden kann (siehe Abb. 31).

P
merged
HBV-GtA HBV-GtG HBV-mutGtG

Abb. 31: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren HBs-Verteilung von
transfizierten Huh7.5-Zellen. Die Transfektion erfolgte mit den angegebenen Expressionsplas-
miden. Detektion der HBV-Oberfldchenproteine erfolgte mit Hilfe des HBs-spezifischen Anti-
kérpers HBO1 in Verbindung mit einem geeigneten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper
(griin). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefdrbt.
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5.1.5 HBsAg-spezifische mRNA-Mengen der verschiedenen HBV-Genoty-

pen weisen keine signifikanten Unterschiede auf

Zuletzt wurden die Mengen der fir die Produktion der HBV-Oberflachenproteine notwendi-
gen mRNAs der verschiedenen HBV-Genotypen quantifiziert. Hierbei wurden alle HBV-spezi-
fischen Konstrukte (3,5 kB, 2,4 kB und 2,1 kB mRNA) vermessen. Dies geschah nach Isolierung
der RNA aus transfizierten Huh7.5-Zellen. Nach der cDNA-Synthese erfolgte eine quantitative
RealTime PCR (qRT-PCR) mit geeigneten Primern. Somit konnten alle HBsAg-spezifischen
mRNAs quantifiziert werden. Die Analyse aus vier unabhangigen Experimenten ist in Abb. 32
dargestellt. Die erhaltenen Werte der einzelnen HBV-Genotypen, nach Messung mit Hilfe der
AACP-Methode unter Normierung mit Hilfe des konstitutiv exprimierten GAPDH, weichen ge-
ringfligig voneinander ab, jedoch ohne eine statistische Signifikanz. HBV-GtD weist hierbei die

hochsten mRNA-Mengen auf, HBV-GtG die niedrigsten.

1000000 1
100000 '} _l_ T
10000 '! T
E 10007
<
<]
“L.:q 1004
10 }
1
0.1 T T ™ T T T
N gl Q < O o
N N N & Q <

FF &

Abb. 32: qRT-PCR der cDNA, welche durch Isolierung von RNA aus transfizierten Huh7.5-Zellen
hergestellt wurde. Die Transfektion erfolgte mit den in der Grafik angegebenen Expressions-
plasmiden. Durch Messung der GAPDH-spezifischen mRNA-Menge und unter Verwendung einer
Negativkontrolle (pUC18) konnten die Niveaus der HBV-spezifischen mRNAs mit Hilfe der
AACP-Methode berechnet werden. Fiir die PCR wurden Primer verwendet, welche an die kodie-
rende Region der S-Domdne binden (#186 + #186). Es wurden vier unabhdngige Experimente
ausgewertet (n=4).
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5.2 Herstellung stabiler HBV-positiver Zelllinien mit Hilfe von

Zinkfingernukleasen

Um Genotypen-spezifisches rekombinantes HBsAg auch mit Hilfe eines stabil-transfizierten
Zellkultur-System zu untersuchen, wurde parallel zur Aufreinigung der viralen und subviralen
Partikel mit der Herstellung von entsprechenden stabil-transfizierten HBV-positiven Zelllinien
fortgefahren. Durch Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr. D. Glebe (Uni GieBen) wurden
Plasmide zu Verfligung gestellt, welche die gezielte Insertion von HBV-DNA in eine sog. safe
harbour site innerhalb des Genoms der behandelten Zelle mittels Zinkfinger-Endonukleasen
ermoglichte. Der entsprechende Genlokus ist im humanen Genom auf dem Chromosom 19 zu
finden, innerhalb des AAVS1-Gens (adeno-associated virus integration site 1), welcher fir
diese Zwecke optimal geeignet ist — was in vielen Publikationen ebenfalls schon beschrieben
wurde. Auf diesem Weg sollte eine gerichtete und somit eindeutig nachweisbare Integration
der HBV DNA ermoglicht werden, die eine absolute Vergleichbarkeit hinsichtlich der produ-
zierten viralen Proteine und somit der sekretierten viralen und subviralen Partikel sicherstellt.
Die in dieser Arbeit hergestellten Klone konnten nach Elektroporation und anschlieRender Se-
lektion mit einem geeigneten Antibiotikum (integriertes Material vermittelt Puromycin-Resis-
tenz) monoklonal isoliert werden (nach Merkert et al. 2014). Der Zellkultur-Uberstand dieser
Einzelklone wurde mittels ELISA und PCR vermessen, um so die Produktion von HBsAg und
assemblierten Viren zu Uberprifen. Darlber hinaus wurden PCR-Analysen mit genomischer
DNA der verschiedenen Linien durchgefiihrt und es konnte HBV DNA nachgewiesen werden.
Aufgrund der GroRe des Integrats (ca. 6-7 kB) konnte keine eindeutige PCR durchgefiihrt wer-
den, die die Integration in die safe harbour site eindeutig nachweisen konnte. Jedoch konnten
Veranderungen im Vergleich zu unbehandelten Zellen hinsichtlich der Zusammensetzung der
genomischen DNA in diesem Bereich nachgewiesen werden. Eine abschlieBende Analyse der
hergestellten Zelllinien soll mittels Southern Blotting zum Nachweis der spezifischen Integra-

tion erfolgen.
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5.3 Subvirale Partikel konnen im rekombinanten System erfolg-

reich von viralen Partikeln getrennt werden

5.3.1 Anreicherung und Auftrennung der verschiedenen Partikel kann

stabil reproduziert werden

Der Nachweis von HBsAg in Blutproben dient als wichtiger diagnostischer Marker sowohl bei
der Erkennung von HBV-Infektionen als auch zur optimalen Anpassung der Therapie im Ver-
lauf der Infektion. Solche Tests miissen demnach strenge Anforderungen erfiillen und daher
vor deren gewerblicher Freigabe hinsichtlich deren Detektionsgrenzen bestmdglich getestet
werden. Diese Aufgabe wird in Deutschland durch das dem Bundesministerium fir Gesund-
heit zugeordneten Paul-Ehrlich-Institut als Bundesoberbehorde erfiillt. Die Kalibrierung der
HBsAg-Testsysteme (ELISA-Systeme) erfolgt hierbei mit aufgereinigtem HBsAg, welches von
infizierten Patienten isoliert wurde. Da diese Proben nur in endlicher Verfligbarkeit als Refe-
renz- und Standardmaterial verwendet werden kdnnen, stellt die Nutzung von rekombinant
hergestelltem und nachfolgend aufgereinigtem HBsAg eine signifikante Verbesserung dieser
Kalibrationsprozesse dar. Die Moglichkeit der Herstellung eines auf HBV-Genotypen basieren-
den Referenz-Systems unter Verwendung von gereinigtem rekombinantem HBsAg stellte ein
Hauptaugenmerk dieser Arbeit dar. Die Experimente hierzu sollen im Folgenden dargestellt

werden.

Beispielhaft flr alle HBV-Genotypen erfolgten die ersten Experimente jeweils mit Zellkultur-
Uberstand von Huh7.5-Zellen, welche mit einem Expressionsplasmid transfiziert wurden, das
fir den HBV-Genotyp A kodiert. Dieser Uberstand wurde in einem ersten Schritt mit einer
Polyethylenglycol-Losung (MW = 8000Da) versetzt, um eine Fallung der in Losung befindlichen
Proteine zu erreichen. Auf diese Weise konnte eine 100-fache Aufkonzentrierung des Aus-
gangsmaterials erreicht werden. Nach Resolubilisierung des gefallten Materials und nachfol-
gender Dialyse erfolgte die Auftrennung der in Losung befindlichen Partikel anhand deren
Dichte. Dies konnte mit Hilfe eines geeigneten Sucrose-Dichtegradienten und anschlieRender
Zentrifugation erreicht werden. Die im Anschluss fraktionierten Proben wurden mit einer Viel-
zahl an Methoden hinsichtlich ihrer Zusammensetzung analysiert (siehe dazu Abb. 33). Die

Verunreinigung der einzelnen Fraktionen mit Zellkulturmedium-Proteinen konnte durch
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Coomassie-Farbung nachgewiesen werden. Die Kontrolle der Separierung der unterschiedli-
chen viralen und subviralen Partikel erfolgte mit Hilfe eines HBsAg-ELISAs bzw. der qRT-PCR,
welche virale DNA nachweisen konnte, und Western Blot-Analysen unter Verwendung eines
LHBs-spezifischen und eines HBcAg-spezifischen Antikorpers. Die Stabilitdat und der Verlauf

des Gradienten konnte mittels Refraktometrie nachgewiesen werden.
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Abb. 33: Zellkultur-Uberstdnde von HBV-GtA exprimierenden Huh7.5-Zellen wurden mittels
PEG-Prizipitation und nachfolgender Sucrose-Dichtegradienten-Zentrifugation aufgereinigt.
Nach dem Zentrifugationsschritt wurden 25 Fraktionen gesammelt und mittels Refraktometrie
hinsichtlich der spezifischen Dichte kontrolliert. Die einzelnen Fraktionen wurden via SDS -
PAGE und anschliefSend durch A) Coomassie-Fdrbung und B), C) Western-Blot analysiert. Hier-
bei wurde fiir B) der LHBs-spezifische Antikérper Ma18/7 und fiir C) der core-spezifische An-
tikérper K46 verwendet. D) Zusdtzlich wurde bei den Fraktionen mittels RT-PCR die Menge
der viralen Genome und via HBsAg-ELISA die HBsAg-Mengen bestimmt. E) zeigt elektronen-
mikroskopische Aufnahmen verschiedener Fraktionen.

Fraktionen mit der hochsten detektierten HBsAg-Menge weisen nur geringe Verunreinigun-
gen auf und beinhalten eine vergleichsweise geringe Menge an LHBs. Zusatzlich dazu kann
nahezu keine virale DNA nachgewiesen werden. Dariiber hinaus kann kein HBcAg in diesen

Proben detektiert werden. Im Gegensatz dazu beinhalten Fraktionen, in welchen die meiste
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virale DNA nachgewiesen werden kann, nur vergleichsweise geringe Mengen an HBsAg. Zu-
dem ist in diesen Proben sowohl LHBs als auch HBcAg in deutlichen Mengen nachweisbar.
Zwischen diesen Fraktionen ist ein flieBender Ubergang von HBsAg-Signal zu messbarer HBV-
DNA zu beobachten. Auch die Detektion von LHBs mittels Western Blot zeigt ein ansteigendes
und bis zum Ende des Gradienten wieder abfallendes Signal. HBcAg ist nur in einer vergleichs-

weise geringen Anzahl der untersuchten Fraktionen nachweisbar.

Um diese Ergebnisse mikroskopisch zu untermauern, wurden elektronenmikroskopische Un-
tersuchungen durchgefihrt. Hierbei wurden in Losung befindliche Partikel auf einem Kupfer-
netz fixiert und mit Hilfe eines geeigneten Kontrastmittels angefarbt. Die in Abb. 33 E darge-
stellten Bilder zeigen Aufnahmen, welche den fiir diese Arbeit interessanten Bereich der un-
tersuchten Fraktionen widerspiegeln. In den friiheren Fraktionen sind hauptsachlich kleinere
runde Partikel mit Durchmessern zwischen 20 und 25 nm nachweisbar. In spateren Fraktionen
kdnnen vermehrt filamentdse Strukturen mit einem Durchmesser von ebenfalls 20 bis 25 nm
bei variabler Lange detektiert werden. Spate Fraktionen lassen hauptsachlich groRere runde

Strukturen mit einem Durchmesser von 40 bis 45 nm erkennen.

Da diese Erkenntnisse gut mit den in der Literatur beschriebenen Eigenschaften von viralen
und subviralen HBV-spezifischen Partikeln korrelieren, kann von einer erfolgreichen und ro-

busten Trennung dieser in dem hier verwendeten System ausgegangen werden.

5.3.2 Dichte der freigesetzten subviralen und viralen Partikel zeigt analo-

ges Verhalten zwischen den analysierten HBV-Genotypen

Nachdem ein Standardprotokoll fiir die Reinigung von rekombinantem HBsAg festgesetzt
wurde (siehe Kap. 4.2.7 und Kap. 5.3.1), wurde mit Zellkultur-Uberstand von transfizierten
Huh7.5-Zellen in analoger Weise fortgefahren. Hierbei wurden Plasmide verwendet, welche
fir die HBV-Genotypen A, B, C, D und G kodieren. Von den so erhaltenen Fraktionen — nach
Sucrose-Dichtegradienten-Zentrifugation — wurden deren HBsAg- und HBV-DNA-Gehalt ana-
lysiert. Hierbei zeigten die Genotypen A-D vergleichbare Eigenschaften, jedoch mit unter-
schiedlichen Absolutwerten (siehe Abb. 34, Abb. 35, Abb. 36 und Abb. 37). HBV-GtA weist die
geringsten Mengen an HBsAg auf, wohingegen die Genotypen B, Cund D vergleichbare HBsAg-

Mengen besitzen. Beziiglich der HBV-DNA kann das starkste Signal in den Proben gemessen
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werden, welche von mit HBV-GtD transfizierten Zellen stammen. Ein Sonderfall in diesen Un-
tersuchungen stellte erneut der HBV-Genotyp G dar, welcher — wie zu erwarten — keine ein-
deutig positiven Signale im HBsAg-ELISA liefert, jedoch kann eine signifikante Menge an viraler
DNA nachgewiesen werden, welche hinsichtlich der Fraktion mit den anderen Genotypen in
Analogie steht (siehe Abb. 38). Insgesamt kann beobachtet werden, dass alle Genotypen ver-
gleichbare Ergebnisse in Bezug auf die HBsAg-ELISA- und qRT-PCR-Messungen liefern (mit Ein-
schrankung fur HBV-GtG, unter Berlicksichtigung der Sekretionsinkompetenz von viralen Par-

tikeln).
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Abb. 34: Der Zellkultur-Uberstand von - mit einem Expressionsplasmid kodierend fiir HBV-GtA
- transfizierten Huh7.5-Zellen wurde nach PEG-Prdzipitation mittels Sucrose-Dichtegradien-
ten-Zentrifugation in 11 Fraktionen unterteilt. Die einzelnen Fraktionen wurden hinsichtlich
deren Dichte (Refraktometrie), des HBsAg-Gehalts (ELISA) und der Menge an viraler DNA
(qRT-PCR) analysiert.
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Abb. 35: Der Zellkultur-Uberstand von - mit einem Expressionsplasmid kodierend fiir HBV-GtB
- transfizierten Huh7.5-Zellen wurde nach PEG-Prdzipitation mittels Sucrose-Dichtegradien-
ten-Zentrifugation in 11 Fraktionen unterteilt. Die einzelnen Fraktionen wurden hinsichtlich
deren Dichte (Refraktometrie), des HBsAg-Gehalts (ELISA) und der Menge an viraler DNA
(qRT-PCR) analysiert.
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Abb. 36: Der Zellkultur-Uberstand von - mit einem Expressionsplasmid kodierend fiir HBV-GtC
- transfizierten Huh7.5-Zellen wurde nach PEG-Prdzipitation mittels Sucrose-Dichtegradien-
ten-Zentrifugation in 11 Fraktionen unterteilt. Die einzelnen Fraktionen wurden hinsichtlich
deren Dichte (Refraktometrie), des HBsAg-Gehalts (ELISA) und der Menge an viraler DNA
(qRT-PCR) analysiert.
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Abb. 37: Der Zellkultur-Uberstand von - mit einem Expressionsplasmid kodierend fiir HBV-GtD
- transfizierten Huh7.5-Zellen wurde nach PEG-Prdzipitation mittels Sucrose-Dichtegradien-
ten-Zentrifugation in 11 Fraktionen unterteilt. Die einzelnen Fraktionen wurden hinsichtlich
deren Dichte (Refraktometrie), des HBsAg-Gehalts (ELISA) und der Menge an viraler DNA
(qRT-PCR) analysiert.
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Abb. 38: Der Zellkultur-Uberstand von - mit einem Expressionsplasmid kodierend fiir HBV-GtG
- transfizierten Huh7.5-Zellen wurde nach PEG-Prdzipitation mittels Sucrose-Dichtegradien-
ten-Zentrifugation in 11 Fraktionen unterteilt. Die einzelnen Fraktionen wurden hinsichtlich
deren Dichte (Refraktometrie), des HBsAg-Gehalts (ELISA) und der Menge an viraler DNA
(qRT-PCR) analysiert.
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5.3.3 Gereinigtes rekombinantes HBsAg eignet sich zur Testung und Ka-
librierung von ELISA-Systemen

Nach Reinigung von HBsAg der verschiedenen HBV-Genotypen (siehe Kap. 5.3.2) konnten die
Fraktionen mit der jeweils hochsten HBsAg-Menge fir detailliertere Messungen mit unter-
schiedlichen ELISA-Systemen weiterverwendet werden. Im Vorfeld erfolgte eine Bestimmung
der absoluten HBsAg-Menge der verschiedenen Proben mit drei unabhangigen, quantitativen
ELISA-Systemen. Dies geschah zusatzlich in Verbindung mit einer Normalisierung der gemes-
senen Signale mit Hilfe von Western Blot-Analysen unter Verwendung des monoklonalen An-
tikdrpers HBO1, welcher an ein in allen untersuchten Genotypen konserviertes sequentielles
Epitop bindet und somit eine vergleichbare Reaktivitat unabhangig vom entsprechenden HBV-
Genotyp besitzen sollte. Somit kann davon ausgegangen werden, dass jeweils analoge Men-
gen an Protein eingesetzt wurden. Mit dem so charakterisierten Material konnten lineare Ver-
diinnungsreihen hergestellt werden, welche Konzentrationen in einem Bereich von 0,0625 bis
1,00 IU/ml abdeckten. Diese Verdiinnungsreihen wurden mit Hilfe der drei folgenden unab-
hangigen, kommerziell erhaltlichen und quantitativen HBsAg-ELISA-Systemen vermessen: Ro-
che Elecsys® HBsAg Il quant, Abbott Architect® HBsAg quant, Fujirebio Lumipulse® G HBsAg-
Quant. Als Kontrolle diente eine etablierte HBsAg-Standardreihe (Paul-Ehrlich-Institut HBsAg-
Standard; Subtyp ad). Dieser Standard korrelliert mit dem 2. Internationalen WHO-HBsAg-
Standard (0,43 PEI-U £ 1,00 IU) und wurde dementsprechend und in Analogie zu den vorbe-
reiteten rekombinanten HBsAG-Verdiinnungsreihen eingesetzt. Die zusammengefassten Er-
gebnisse dieser Messungen sind in Abb. 39 dargestellt und zeigen fiir alle verwendeten HBV-
Genotypen einen eindeutig linearen Verlauf, welcher mit dem verwendeten Standard-Mate-
rial in Einklang stand. Zudem ist deutlich ersichtlich, dass jeweils gleiche Mengen an HBsAg
quantifiziert werden und dies stabil insbesondere auch bei sehr kleinen detektierbaren Men-

gen.
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Abb. 39: HBsAg-ELISA-Messungen von aufgereinigtem HBsAg von HBV-GtA-/GtB-/GtC-/GtD-
exprimierenden Huh7.5-Zellen. Analoge lineare Verdiinnungsreihen, in Verbindung mit einem
geeigneten Standard (PEI-Standard, Subtyp ad), wurden hergestellt mittels Messung der ab-
soluten Ausgangskonzentration unter Beriicksichtigung der spezifischen Reaktivitdt. Die Mes-
sung erfolgte mit Hilfe folgender ELISA-Systeme: Roche Elecsys® HBsAg Il quant, Abbott Ar-
chitect® HBsAg quant, Fujirebio Lumipulse® G HBsAg-Quant.

Aufgrund dieser Messungen konnte von einer Eignung des aufgereinigten rekombinanten
HBsAg-Materials (rHBsAg) fir die Testung und Eichung von HBsAg-ELISAs ausgegangen wer-

den, weswegen mit Experimenten mit anderen ELISA-Systemen fortgefahren wurde.

5.3.4 Qualitative HBsAg-ELISAs weisen Genotypen-spezifische Detektions-

unterschiede auf

Die im Vorfeld getesteten und kalibrierten Genotypen-spezifischen rHBsAg-Verdiinnungsrei-
hen wurden im Anschluss in verschiedenen qualitativen HBsAg-ELISA-Systemen getestet, um
mogliche HBV-Genotypen-spezifische Detektionsunterschiede zu Gberpriifen. Hierbei wurden
erneut die bereits beschriebenen Verdiinnungsreihen (0,0625—-1,00 1U) verwendet. Analysiert
wurden folgende qualitativen ELISA-Systeme: GB HBsAg ELISA Kit (SURASE B-96), DPC IMMU-
LITE® HBsAg, Siemens Enzygnost® HBsAg 6.0 (siehe Abb. 40).
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Abb. 40: HBsAg-ELISA Messungen von aufgereinigtem HBsAg von HBV-GtA-/GtB-/GtC-/GtD-
exprimierenden Huh7.5-Zellen. Analoge lineare Verdiinnungsreihen, in Verbindung mit einem
geeigneten Standard (PEI-Standard, Subtyp ad), wurden hergestellt mittels Messung der ab-
soluten Ausgangskonzentration unter Beriicksichtigung der spezifischen Reaktivitdt. Die Mes-
sung erfolgte mit Hilfe folgender ELISA-Systeme: (A) GB HBsAg ELISA Kit (SURASE B-96), (B)
DPC IMMULITE® HBsAg, (C) Siemens Enzygnost® HBsAg 6.0.
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Die Messung mit der SURASE B-96 der Firma GB zeigte ein gestaffeltes Detektionsniveau fiir
die verschiedenen getesteten Genotypen. Hierbei weist HBV-GtD die geringste Reaktivitat auf,
gefolgt von GtA und GtB. HBV-GtC wurde am besten von diesem Nachweissystem detektiert.
Im Fall des IMMULITE Kits der Firma DPC zeigt GtB die geringste Reaktivitat, gefolgt von GtA
und GtC, welche vergleichbare Eigenschaften aufweisen. Jedoch werden diese drei Genotypen
im Vergleich zu HBV-GtD deutlich schlechter erkannt. Ein dhnliches Bild zeigt sich fir En-
zygnost HBsAg 6.0 der Firma Siemens. Hier weisen die HBV-Genotypen A, B und C sehr dhnli-
che Reaktivitaten auf, konnen jedoch erneut im Vergleich zu GtD deutlich schlechter nachge-

wiesen werden.

Insgesamt muss jedoch angemerkt werden, dass alle getesteten qualitativen ELISA-Systeme
lediglich eine Ja-/Nein-Einstufung ermaoglichen sollen. Dies konnte fir alle getesteten HBV-
Genotypen zuverldssig nachgewiesen werden. Unterschiede in den speziellen Reaktivitdten

mussen jedoch kritisch beobachtet werden.

Letzten Endes bietet die Kontrolle der kommerziell erhaltlichen HBsAg-Nachweissysteme mit
Hilfe von rekombinant hergestelltem HBsAg einen deutlichen Vorteil im Hinblick auf die Si-
cherheit der Testung. So konnen Abweichungen innerhalb eines Systems mit Genotypen-spe-

zifischem Material zuverlassig und absolut reproduzierbarer nachgewiesen werden.

5.4 Einfluss von a-Taxilin auf die Freisetzung von HBV in nicht-

humanen Zelllinien

5.4.1 Expression von humanem a-Taxilin beeinflusst extrazelluldre

HBsAg-Menge

Der Einfluss von a-Taxilin auf die Sekretion von viralen Partikeln in HBV-positiven Zellen
konnte kirzlich berichtet werden (Hoffmann et al. 2013). Bereits seit langerer Zeit werden
auch nicht-humane Zellen fiir die Produktion von HBsAg verwendet, von welchen bekannt ist,
dass eine Freisetzung von infektiosen viralen Partikeln nicht messbar ist. Daher sollte unter-
sucht werden, ob dies durch Kotransfektion eines Expressionsplasmids, kodierend fiir huma-
nes a-Taxilin, in bestimmter Auspragung beeinflusst werden kann. Fiir diese Experimente wur-

den die nicht-humanen Zelllinien CHO (immortalisierte Zelllinie aus Ovarial-Zellen des chine-
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sischen Hamsters) und COS-7 (Fibroblasten-dhnliche Zelllinie, von Nieren-Zellen der athiopi-
schen griinen Meerkatze) mit der humanen Hepatom-Zelllinie Huh7.5 verglichen. Diese wur-
den gewahlt, da sie bereits im Kontext mit HBV verwendet wurden und wie oben erwahnt zur
Produktion von HBsAg, bei verhinderter Ausschleusung viraler infektioser Partikel, genutzt

werden.

Hierbei wurden zuerst Uberstinde von entsprechend transfizierten Zellen mit einem HBsAg-
ELISA — sowohl unverdiinnt, als auch 1:10 verdiinnt aufgrund zu starker Signale — vermessen
(siehe Abb. 41). Sowohl in CHO als auch in COS-7 kénnen nach Transfektion mit einem fir
HBV-kodierenden Expressionsplasmid (HBV-GtA) signifikante Mengen an HBsAg nachgewie-
sen werden, wobei CHO-Zellen deutlich hohere Mengen sekretieren. Fir Huh7.5-Zellen ist be-
reits bekannt, dass eine Uberexpression von a-Taxilin zu einer Reduktion der HBsAg-Sekretion
flihrt (Hoffmann et al. 2013). Dies kann in den nicht-humanen Zelllinien CHO und COS-7 durch
Kotransfektionsexperimente ebenfalls beobachtet werden. So sind die HBsAg-spezifischen
Signale in Zellkultur-Uberstdnden von Zellen, welche sowohl HBV als auch humanes a-Taxilin

exprimieren, signifikant verringert.
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Abb. 41: HBsAg-ELISA von Zellkultur-Uberstdnden verschiedener analog transfizierter Zellli-
nien (nicht-human: CHO, COS-7; human: Huh7.5). Verwendet wurden Plasmide, welche fiir a-
Taxilin und HBV-GtA kodieren. Zudem wurde der Leervektor pUC18 verwendet. Folgende Ko-
transfektionen wurden durchgefiihrt: pUC18/a-Taxilin (p/T); pUC18/HBV (p/H); a-Ta-
xilin/HBV (T/H). Transfiziert wurden jeweils 0,75 ug des entsprechenden Plasmids. Die Mes-
sung erfolgte (A) mit unverdiinnten Zellkultur-Uberstinden und (B) mit Uberstidnden, welche
1:10 mit PBS verdiinnt wurden. Analysiert wurden 5 unabhdngige Experimente (n=5).
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5.4.2 Expression von humanem a-Taxilin beeinflusst die Menge an freige-

setzter viraler DNA

Analog zu den Ergebnissen aus Kap. 5.4.1 sollte weiterhin tGberpriift werden, ob sich die Men-
gen an ausgeschleustem Virus durch Kotransfektion von humanem a-Taxilin in HBV-positiven
Zellen verandern. Hierbei wurden die gesammelten Zellkultur-Uberstidnde in einem maschi-
nell gestiitzten Verfahren vorbehandelt und im Anschluss unter Zuhilfenahme geeigneter Pri-
mer mittels qRT-PCR vermessen. Die Verwendung entsprechender Standards erlaubte im An-
schluss eine eindeutige Quantifizierung der gemessenen Signale und somit eine Bestimmung
der Kopien der HBV-DNA. Dies gibt Rickschluss auf die Anzahl der freigesetzten Viren, da nur
diese virale DNA beinhalten. In Abb. 42 ist ersichtlich, dass HBV-positive Zellen, welche zudem
humanes a-Taxilin exprimierten, stark gesteigerte Mengen an viraler DNA im Zellkultur-Uber-
stand aufweisen. In COS-7-Zellen konnten keine vergleichbaren Ergebnisse beobachtet wer-
den, jedoch war deren Zellviabilitat in diesem Versuch stark beeinflusst, was bei den erhalte-
nen Ergebnissen bericksichtigt werden muss. Darliber hinaus muss die Tatsache, dass nur ein

solcher Versuch durchgefiihrt werden konnte, stets bei der Auswertung beachtet werden.
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Abb. 42: CHO-, COS-7-, bzw. Huh7.5-Zellen wurden mit jeweils zwei Expressionsplasmiden ko-
transfiziert. Diese kodieren fiir: 1. pUC18 und humanes a-Taxilin; 2. oUC18 und HBV-GtA; 3.
humanes a-Taxilin und HBV-GtA. Der auf diese Weise geerntete Zellkultur-Uberstand wurde
mit Hilfe der maschinell durchgefiihrten qRT-PCR (RealTime HBV, Abbott, Wiesbaden) analy-
siert, um so die Anzahl der DNA-Kopien zu bestimmen. Die Werte fiir (2.) pUC/HBV-transfi-
zierte Zellen wurde hierbei als 100 % gewertet. Lediglich ein entsprechender Versuch konnte
ausgewertet werden (n=1).
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5.4.3 Humanes a-Taxilin kolokalisiert mit HBV-Oberfldchenproteinen in

nicht-humanen Zelllinien

Aufgrund der Ergebnisse der HBsAg-ELISA-Messungen wurden im Anschluss Untersuchungen
hinsichtlich der intrazellularen Lokalisation von HBV-Oberflachenproteinen durchgefiihrt.
Hierbei wurde der monoklonale Antikérper Mal18/7 verwendet, welcher die Detektion von
LHBs ermoglicht, welches hauptsachlich in der Hiille von viralen Partikeln und Filamenten auf-
zufinden ist. Durch Kotransfektion von Rab7-YFP (MVB/pralysosomaler Marker) kénnen zu-
dem Kompartimente visualisiert werden, welche bei der Sekretion von viralen und filamento-
sen subviralen Partikeln eine nachgewiesene Rolle spielen (Jiang et al. 2015). Die Ergebnisse
dieser Untersuchungen sind in den Abb. 43 (CHO-Zellen), Abb. 44 (COS-7-Zellen) und Abb. 45
(Huh7.5-Zellen) dargestellt.

Rab7-YFP a-Taxilin

Rab7-YFP a-Taxilin

Abb. 43: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren LHBs-Verteilung von
CHO-Zellen, welche mit einem HBV-GtA-Expressionsplasmid transfiziert wurden. LHBs wurde
mit Hilfe des LHBs-spezifischen Antikérpers Mal8/7 in Verbindung mit einem geeigneten flu-
oreszenzmarkierten Sekunddrantikorper detektiert (rot). Die Zellen wurden kotransfiziert mit
einem Vektor, welcher fiir das fluoreszenzmarkierte (griin) Markerprotein Rab7-YFP
(MVB/prdlysosomaler Marker) kodiert. (A) Zeigt Zellen, welche zudem mit dem Leervektor
pUC18 kotransfiziert wurden, (B) Zellen nach Kotransfektion mit einem fiir a-Taxilin kodie-
renden Vektor. a-Taxilin wurde mit Hilfe des monoklonalen Antikdrpers H-66 in Verbindung
mit einem geeigneten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert (tiirkis). Die Zell-
kerne wurden mit DAPI (blau) gefirbt.

Hierbei ist sowohl in COS-7-Zellen als auch in Huh7.5-Zellen eine eindeutige Kolokalisation von
o-Taxilin und LHBs in HBV-positiven Zellen zu detektieren, welche ebenfalls humanes a-Taxilin

Uberexprimieren. Zudem scheint das LHBs-spezifische Signal in Zellen, welche a-Taxilin Gber-
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exprimieren, starker nachweisbar in Verbindung mit einer Verdanderung der subzelluldren Ver-
teilung, im Vergleich zu den pUC18-transfizierten Kontroll-Zellen. Dariiber hinaus kann eine
verstarkte partielle Kolokalisation von LHBs, a-Taxilin und dem Markerprotein Rab7
(MVB/pralysosomaler Marker) nachgewiesen werden in Zellen, welche neben HBV und Rab7
auch humanes a-Taxilin exprimieren. Hierbei ist vor allem die Uberlagerung von LHBs und a-
Taxilin mit eindeutiger Signifikanz erkennbar. Somit ist eine raumliche Nahe dieser drei Prote-
ine in den untersuchten Zellen nachweisbar, speziell unter Berlicksichtigung der Nutzung ei-
nes konfokalen Mikroskops. Diese Effekte konnen ebenfalls in CHO-Zellen, jedoch in geringe-
rer Auspragung beobachtet werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen auf einen
Einfluss von humanem a-Taxilin auf die subzelluldre Lokalisation von LHBs in den verschiede-

nen untersuchten Zellen schlieRen.
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Abb. 44: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren LHBs-Verteilung von
COS-7-Zellen, welche mit einem HBV-GtA-Expressionsplasmid transfiziert wurden. LHBs wurde
mit Hilfe des LHBs-spezifischen Antikérpers Mal8/7 in Verbindung mit einem geeigneten flu-
oreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert(rot). Die Zellen wurden kotransfiziert mit
einem Vektor, welcher fiir das fluoreszenzmarkierte (griin) Markerprotein Rab7-YFP
(MVB/prdlysosomaler Marker) kodiert. (A) Zeigt Zellen, welche zudem mit dem Leervektor
pUC18 kotransfiziert wurden, (B) Zellen nach Kotransfektion mit einem fiir a-Taxilin kodie-
renden Vektor. a-Taxilin wurde mit Hilfe des monoklonalen Antikdrpers H-66 in Verbindung
mit einem geeigneten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert (tiirkis). Die Zell-
kerne wurden mit DAPI (blau) gefirbt.
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Abb. 45: Konfokale mikroskopische Untersuchung der intrazelluldren LHBs-Verteilung von
Huh?7.5-Zellen, welche mit einem HBV-GtA-Expressionsplasmid transfiziert wurden. LHBs wur-
den mit Hilfe des LHBs-spezifischen Antikérpers Mal8/7 in Verbindung mit einem geeigneten
fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert(rot). Die Zellen wurden kotransfiziert
mit einem Vektor, welcher fiir das fluoreszenzmarkierte (griin) Markerprotein Rab7-YFP
(MVB/prdlysosomaler Marker) kodiert. (A) Zeigt Zellen, welche zudem mit dem Leervektor
pUC18 kotransfiziert wurden, (B) Zellen nach Kotransfektion mit einem fiir a-Taxilin kodie-
renden Vektor. a-Taxilin wurde mit Hilfe des monoklonalen Antikérpers H-66 in Verbindung
mit einem geeigneten fluoreszenzmarkierten Sekunddrantikérper detektiert (tiirkis). Die Zell-
kerne wurden mit DAPI (blau) gefirbt.
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6 DISKUSSION

Obwohl ein wirksamer Impfstoff seit dem Jahr 1982 verfiigbar ist, konnte die von dem Hepa-
titis-B-Virus ausgehende Gefahr bislang nicht ausreichend eingeddammt werden. Durch HBV
verursachte Krankheiten finden sich an neunter Stelle auf der weltweiten Liste der haufigsten
Todesursachen und fiihren bei etwa 600.000—800.000 Patienten pro Jahr letztlich zum Tod,
was HBV zur flinftgefahrlichsten Infektionskrankheit macht (Szmaragd und Balloux 2007). Auf-
grund des grofRen Reservoirs chronisch infizierter Personen und des ungleichen Zugangs zu
Impfstoffen ist die Eradizierung des Virus stark erschwert (Pourkarim und van Ranst 2011).
Dies spiegelt sich auch in den regional sehr unterschiedlichen Pravalenzen chronischer HBV-
Infektionen wieder. Mit Riicksicht auf die globale Verbreitung des Virus, verbunden mit den
dominanten Transmissionswegen, der unterschiedlichen Schwere der individuellen Krank-
heitsverldufe und dem Auftreten der verschiedenen HBV-Genotypen sind weitere tieferge-
hende Forschungen und damit verbundene Impfaufklarung regional wie global von entschei-
dender Notwendigkeit. Da aufgrund klinischer Untersuchungen die Symptomatik einer HBV-
Infektion nicht eindeutig von anderen viralen Infektionen unterschieden werden kann, ist eine
laborgestitzte Diagnose von essentieller Bedeutung. Mit Hilfe einer Vielzahl von auf Blutun-
tersuchungen basierenden Testsystemen ist es moglich, eine Erkrankung mit HBV zu detektie-
ren und darlber hinaus zwischen akuter und chronischer Infektion zu unterscheiden. Der
Hauptfokus dieser Untersuchung liegt auf der Detektion des HBsAg; hierzu empfiehlt die WHO
eine HBsAg-spezifische Testung aller Blutspenden, um die Blutsicherheit und die Verhinderung
von vermeidbaren Transmissionen zu gewdahrleisten (WHO 2015). Auf diese Weise stellt die
Detektion von HBsAg den wichtigsten klinischen Marker dar, wenn Aussagen bezlglich des
Risikos einer chronischen Lebererkrankung bzw. eines HCCs gemacht werden sollen. Im Marz
2015 verfasste die WHO ein Empfehlungsschreiben, in dem speziell darauf hingewiesen
wurde, dass einfache, nicht-invasive diagnostische Verfahren verstarkt genutzt werden soll-
ten, um den Status der Leberschadigung und eine optimierte Behandlung zu bestimmen (WHO
2015). Die Uberpriifung dieser Testsysteme hinsichtlich deren Verlasslichkeit und der Nach-
weis der spezifischen Detektionsgrenzen sind von absolut entscheidender Notwendigkeit und

sollte mit Hilfe von optimal geeignetem Referenzmaterial in standardisierten Verfahren regel-
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maRig Uberprift werden. Die Untersuchungen dieser Arbeit sollen den Status Quo der ange-
flihrten Punkte optimieren und dabei helfen, die vom Hepatitis-B-Virus ausgehende Gefahr zu

mindern.

6.1 Vergleichende Analysen der molekularen Virologie ver-

schiedener HBV-Genotypen

In der wissenschaftlichen Literatur gibt es eine Vielzahl an vergleichenden Studien mit beson-
derem Augenmerk auf die speziellen Eigenschaften der unterschiedlichen HBV-Genotypen.
Diese Studien beziehen sich jedoch in aller Regel auf Datenmaterial, welches durch Untersu-
chungen mit und an HBV-positiven Patienten gesammelt wurde. Hierbei ist zu beachten, dass
mehrere Faktoren einer zuverldssigen Vergleichbarkeit beziiglich der untersuchten HBV-Ge-
notypen entgegenstehen. Zum einen muss bei der Untersuchung in vivo beachtet werden,
dass es durch komplexe Interaktionen im Hinblick auf die individuelle Immunantwort und wei-
terer viraler Faktoren zu kleineren bis sehr groen Unterschieden von Patient zu Patient kom-
men kann. Des Weiteren sind solche Studien in aller Regel regional angesiedelt, was zusatzlich
durch kulturelle und populationsbedingte Unterschiede eine verlassliche Vergleichbarkeit er-
schwert. Der in dieser Arbeit gewahlte Ansatz, basierend auf der Transfektion von humanen
Hepatoblastom-Zelllinien unter standardisierten Bedingungen, ermdglicht so eine verldssliche
Vergleichbarkeit der verschiedenen untersuchten HBV-Genotypen. Dies beinhaltet, begin-
nend mit der Expression der viralen Genome und in Folge dessen der Genotypen-spezifischen
Eigenschaften in Bezug auf die gebildeten viralen Proteine, deren intrazellulare Kompartimen-
tierung und die damit verbundene Freisetzung von Virionen und subviralen Partikeln. Die Ana-
lysen kdnnen durch diesen Ansatz ohne Berlicksichtigung spezieller wirtsspezifischer Faktoren
wie auch unter Vernachldssigung der Einfliisse der individuellen Immunantwort stattfinden,
welche die unterschiedlichen Ablaufe des viralen Lebenszyklus beeinflussen kénnten. Damit
gehen jedoch auch einige Einschrankungen einher, sodass nur ein begrenzter Einblick in die
viral bedingten zelluldren Abldufe gewonnen werden kann. Dennoch wird so eine zuverlassige
Vergleichbarkeit und somit eine exakte Detektion der HBV-Genotypen-spezifischen Unter-
schiede in deren variierendem genomischem Ausgangsmaterial ermoglicht. Dies ermoglicht
tiefe Einblicke in die molekulare Virologie der verschiedenen Genotypen. In letzter Konse-

guenz bietet die Herstellung stabil-transfizierter HBV-positiver Zelllinien hierbei die optimale
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Ausgangslage. Speziell unter Verwendung der Zinkfingernuklease-gesteuerten Integration der
HBV-DNA in eine spezifische Region innerhalb des Wirtsgenoms wird so die beste Vergleich-
barkeit der nachfolgenden Analysen ermdglicht. Die in dieser Arbeit hergestellten stabilen
Zelllinien konnten nicht zweifelsfrei charakterisiert werden, weswegen vorlaufig auf den tran-
sienten Ansatz zurlickgegriffen wurde. Hier konnte ebenfalls mittels standardisierter Durch-
fihrungsprotokolle eine gute Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen HBV-Genotypen

ermoglicht werden.

Die Untersuchung der intrazellular gebildeten und in Folge dessen sekretierten Mengen an
HBsAg zeigte gleich zu Beginn, dass eindeutige Unterschiede zwischen den verschiedenen ana-
lysierten Genotypen detektiert werden kdnnen. Wie bereits durch Arbeiten in diesem Labor
nachgewiesen werden konnte, setzen HBV-GtG-exprimierende Zellen keine subviralen Parti-
kel frei (bzw. nur kleinste Mengen, was jedoch auch auf abgestorbene Zellen zuriickzufihren
sein kann) (Peiffer et al. 2015). Dies beruht nicht auf einer Storung der intrazelluldren Bildung
von HBsAg bzw. der Ausbildung von Spharen und Filamenten, wie in Abb. 11 (bzw. Abb. 12)
ersichtlich ist. So konnten intrazelluldr eindeutige Mengen an HBsAg nachgewiesen werden,
jedoch zeigten die entsprechenden Zellkultur-Uberstinde transfizierter Zellen keine Signale
oberhalb der Nachweisgrenzen des verwendeten Tests, was die Arbeiten von Peiffer et al. be-
statigt. Mit Hinblick auf die freigesetzten HBsAg-Mengen von Zellen, welche die HBV-Genoty-
pen A, B, C und D exprimierten, konnte beobachtet werden, dass HBV-GtC-positive Zellen in
signifikanter Art und Weise die groSten Mengen an HBsAg — und folglich an subviralen Parti-
keln — ausschleusten. Dabei bleibt die intrazellulare Menge dieser viralen Proteine im Ver-
gleich zu den anderen Genotypen anndhernd gleich, was die Analyse von Zelllysaten solcher
transfizierter Zellen beweisen konnte (siehe Abb. 11). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
weisen darauf hin, dass die Sekretion von HBsAg nicht nur lediglich von der spezifischen intra-
zelluldren Proteinmenge abhéangig ist, sondern dass weitere Faktoren bei der Ausschleusung

von subviralen Partikeln eine Rolle spielen miissen.

Eine genauere Analyse der intrazellularen HBsAg-spezifischen mRNA-Mengen ergab zudem,
dass bei den verschiedenen untersuchten Genotypen keine signifikanten Unterschiede hin-
sichtlich der verschiedenen Transkripte beobachtet werden kdonnen (siehe Abb. 32). So sind
die abweichenden Proteinmengen, welche intra- bzw. extrazelluldr nachgewiesen wurden,
mit aller Wahrscheinlichkeit nicht auf eine unterschiedlich starke Transkription zuriickzufiih-

ren. Ob eine verdnderte Translationsrate und andere weitere Faktoren die nachgewiesenen
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Abweichungen beziiglich der produzierten und letztlich sekretierten HBsAg-Mengen beding-
ten, muss weiter beforscht werden. Dies konnte z. B. durch in silico-Untersuchungen unter
Betrachtung der unterschiedlichen Translationseffizienzen erreicht werden. Des Weiteren
konnten die Unterschiede der intrazellular nachgewiesenen Mengen nicht auf eine veranderte
subzelluldre Verteilung der HBsAg zurlickgeflihrt werden. Dies konnte durch Immunfluores-
zenz-Analysen in Verbindung mit verschiedenen Zellkompartiment-Markern und unter Nut-
zung HBsAg- bzw. LHB-spezifischer Antikérper nachgewiesen werden (siehe Abb. 22 — Abb.
30). Lediglich in HBV-GtG-exprimierenden Zellen konnte die gestorte Freisetzung von subvira-
len Partikeln auf eine eindeutige und auffallige Veranderung der subzellularen Verteilung der
entsprechenden Proteine im Vergleich zu den anderen untersuchten Genotypen zurlickge-
flihrt werden (siehe Abb. 24 und Abb. 25). So wurde hier eine eindeutig perinukledre Akku-
mulation beobachtet, welche darauf schlieRen lasst, dass HBsAg dieses Genotyps hinsichtlich
der weiteren Prozessierung des konstitutiven Sekretionswegs in kernnahen Kompartimenten
zurilickgehalten wird. Dies ist aller Wahrscheinlichkeit auf eine gesteigerte Oligomerisierungs-
rate der PreS-Domane zurilickzufuhren, welche als Fehlfaltung erkannt wird (Peiffer et al.
2015) und somit zur intrazellularen Retention flihrt (Hurtley und Helenius 1989), da nur kor-
rekt gefaltete Proteine von der Zelle freigesetzt werden (Araki und Nagata 2011). Da zudem
unterschiedlichen Studien nachgewiesen haben, dass spezifische Mutationen (H51P und 184T;
Stuyver et al. 2000; Kim et al. 2013) in der PreS1-Domaéne bei HBV-GtA zu einer Stdrung in der
HBsAg-Sekretion flihren und diese Aminosauren ebenfalls bei HBV-GtG gefunden werden kon-
nen, wurde eine mutierte HBV-GtG-Variante kloniert (mutGtG). Bei Immunfluoreszenz-Analy-
sen konnte bei entsprechend transfizierten Zellen eine eindeutige Veranderung der subzellu-
laren Verteilung der HBV-Oberflachenproteinen beobachten werden (siehe Abb. 31), welche
mit Aufnahmen von HBV-GtA-exprimierenden Zellen in starker Ubereinstimmung stehen. Zel-
len, welche die mutierte Variante des Genotyps G exprimierten, produzierten zudem signifi-
kante Mengen an HBsAg, was in entsprechenden Zellkultur-Uberstdnden Zellen nachgewiesen
werden konnte, Somit sind die Abweichungen des Genotyps G im Hinblick auf die gestorte
Sekretion von HBsAg wohl groRtenteils auf die Mutation dieser beiden Aminosduren zuriick-

zufiihren (Peiffer et al. 2015).

Mit Hilfe von Western Blot-Analysen konnte zudem nachgewiesen werden, dass zwischen den

verschiedenen untersuchten HBV-Genotypen eindeutige Unterschiede bezuglich der Zusam-
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mensetzung der gebildeten HBsAg herrschen (siehe Abb. 12 — Abb. 17). Aufgrund der Tatsa-
che, dass bei verstarkter LHBs-Produktion in Verbindung mit vergleichsweise niedrigen Men-
gen an M-/SHBs eine verminderte HBsAg-Sekretion zu erwarten ist (Bruss und Vieluf 1995;
Bruss et al. 1996), konnte dies fiir HBV-GtA die niedrigeren Sekretionsmengen im Vergleich zu
HBV-GtB und -GtC erkldren. Da auch bei HBV-GtD gesteigerte Mengen an LHBs nachgewiesen
werden konnten (jedoch wegen fehlender Nachweismaoglichkeit kein Vergleich mit den ent-
sprechenden Mengen an M-/SHBs maoglich war), lasst das intrazellulare Vorkommen von er-
hoéhten Mengen an LHBs die geminderte Sekretion von HBsAg auf Grundlage der erwdhnten
Publikationen erklaren. Ob die unterschiedlichen Glykosylierungsmuster der verschiedenen
untersuchten Genotypen einen zusatzlichen Einfluss auf die Sekretion von HBsAg haben kénn-
ten, sollte deswegen in weiteren Experimenten analysiert werden. Diese Untersuchungen
zeigten jedoch nur marginale Unterschiede zwischen den verschiedenen HBV-Genotypen. Le-
diglich das Verhaltnis von glykosyliertem zu nicht-glykosyliertem LHBs ist bei HBV-GtB extra-
zellular nicht so deutlich wie bei den anderen untersuchten Genotypen. Dies ldsst jedoch keine
Aussage zu den unterschiedlichen Sekretionsmengen zu. Dennoch konnte bei allen drei ver-
schiedenen Oberflachenproteinen nachgewiesen werden, dass die Glykosylierungsstelle
Asn146 nur teilweise genutzt wird (Gerlich et al. 1992; Lu et al. 1995). Zusatzlich dazu erfolgt
eine weitere N-Glykosylierung im Falle des MHBs an Asn4 der Pres2-Domane. Diese wird in
allen untersuchten HBV-Genotypen zu 100 % genutzt, da keine nicht-glykosylierten Proteine
in den verschiedenen Western Blot-Analysen — Deglykosylierungs-Experimente ausgenom-
men (siehe Abb. 18) — nachweisbar waren. Dies steht ebenfalls im Einklang mit der aktuellen
Literatur, da die N-terminale PreS2-Domane des MHBs kotranslational in das ER-Lumen
transloziert und dort am Asn4 glykosyliert wird (Bruss und Ganem, D. 1991). Die bislang pos-
tulierten O-Gylkosylierungen erfolgen jedoch scheinbar sehr kurz vor der Sekretion der ver-
schiedenen Proteine am Golgi-Apparat (Schmitt et al. 2004; Schmitt et al. 1999), da diese nicht
mit Hilfe von Deglykosylierungsexperimenten unter Verwendung von Zelllysaten nachgewie-
sen werden konnten. Der Vergleich von den Zelllysaten und den entsprechenden Zellkultur-
Uberstinden jedoch konnte eindeutige GroRenunterschiede zwischen den verschiedenen de-
tektierten Proteinbanden nachweisen (siehe Abb. 19). Dies deutet darauf hin, dass es bei den
untersuchten Genotypen in vergleichbaren Verhaltnissen zu einer O-Glykosylierung der ent-
sprechenden Aminosdauren kommt. Dennoch konnte mittels zweidimensionaler Gelelektro-

phorese nachgewiesen werden, dass sowohl glykosyliertes als auch nicht-glykosyliertes LHBs
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aller untersuchten HBV-Genotypen zusatzlich modifiziert vorliegen (siehe Abb. 21). Diese Mo-
difikationen kdnnten durch verschiedene bereits beschriebene Ereignisse erklart werden, wie
z. B. N-terminale Acetylierung (Glebe et al. 2005), N-terminale Myristoylierung (Persing et al.
1987) oder auch unterschiedliche Phosphorylierung (Hildt et al. 2002). Da die einzelnen ,,Pro-
tein-Spots” zu saurem pH verschoben waren, sind unterschiedliche Phosphorylierungsmuster
die wahrscheinlichste Erklarung dieser detektierten Proteinmodifikationen. Bezliglich der
PreS1-/PreS2-Domane konnte bislang eine duale Membran-Topologie beschrieben werden,
wobei jeweils ein Teil in das Lumen des ERs ragt, wohingegen der jeweils andere Teil eine
zytoplasmatische Lokalisation aufweist (Lambert et al. 2007; Ostapchuk et al. 1994; Bruss
2007; Prange und Streeck 1995). Es ist bekannt, dass die PreS2-Domane PKC-abhangig phos-
phoryliert werden kann (Hildt et al. 2002) und dass die zytoplasmatisch orientierte PreS2-Do-
mane eine transkriptionelle Aktivator-Funktion besitzt. Unter Berlicksichtigung dieser Um-
stande kann spekuliert werden, ob die moéglichen Modifikationen innerhalb des Phosphorylie-
rungsmusters zu Unterschieden bei der transkriptionellen Aktivator-Funktion des PreS2 und

somit des LHBs fiihrt (Hildt et al. 1996).

6.2 Gereinigtes rekombinantes HBsAg als Referenzmaterial fur

die Testung von HBsAg-gestiitzten Diagnose-Verfahren

HBsAg ist einer der ersten serologischen Marker im Verlauf einer Infektion mit dem Hepatitis-
B-Virus. Seit dem ersten Nachweis vor mehr als 40 Jahren entwickelte sich die maschinelle
Detektion von HBsAg zu einem verlasslichen Eckpunkt der Diagnose von HBV-Infektionen und
dariiber hinaus zu einem Stitzpfeiler in der weiteren Behandlung solcher Infektionen (Janssen
et al. 1994; Chan et al. 2011; Martinot-Peignoux et al. 2014). Zusétzlich konnte beobachtet
werden, dass die Menge an HBsAg im Serum HBV-positiver Patienten mit der Menge an
cccDNA in infizierten Leberzellen und der Menge an HBV-DNA in entsprechenden Blutproben
korreliert (Wursthorn et al. 2006; Chan et al. 2007; Jaroszewicz et al. 2010; Nguyen et al. 2010).
Aufgrund dieser Umstande ist es von entscheidender Notwendigkeit, kommerziell erhaltliche
HBsAg-Nachweissysteme verladsslich hinsichtlich deren Sensitivitat — auch unter Berticksichti-
gung der verschiedenen HBV-Genotypen und Subgenotypen — zu priifen. Um die unterschied-

lichen Systeme zu analysieren, wurde durch das Paul-Ehrlich-Institut (PEI) — als Kollaborations-
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partner der WHO — im Jahr 2013 das erste internationale HBV-Genotypen-spezifische Refe-
renz-System flr HBsAg-ELISAs erstellt (Chudy et al. 2013). Die auf aus Patienten-Seren isolier-
tem HBsAG basierenden Messungen lassen Aussagen zur gemessenen HBsAg-Menge jedoch
nur in willkirlichen Einheiten (sog. IUs; international units) zu. Bereits mit diesen Standards
konnten signifikante Unterschiede in den verschiedenen kommerziell erhaltlichen Test-Syste-
men von Mitarbeitern des PEl nachgewiesen werden (Chudy et al. 2013; Scheiblauer et al.
2006; Scheiblauer et al. 2010). Dariiber hinaus sind bereits einige Mutationen in der immuno-
logisch wichtigen a-Determinante bekannt, welche zu falsch-negativen Ergebnissen in solchen
Testungen fuhren kdnnen (Gerlich et al. 2010; Gerlich 2013). Durch den in dieser Arbeit ge-
wahlten Ansatz sollte sichergestellt werden, dass absolut verlassliches Priifmaterial fir die de-
taillierte Testung der standardisierten HBsAg-Messungen zur Verfligung gestellt werden kann,

welches nicht aus dem Serum von HBV-positiven Patienten stammt.

Durch einfache, aber wirkungsvolle Reinigungsschritte konnte mit dem erstellten methodi-
schen Verfahren eine starke Konzentrierung viralen Materials in Verbindung mit einer signifi-
kanten Diskriminierung von subviralen und viralen Partikeln sichergestellt werden (siehe dazu
Abb. 33). Das auf diese Weise erhaltene Material kann eindeutig auf das urspriingliche HBV-
Genom zurilickgefiihrt werden und besitzt daher eine zweifelsfreie Aminosaure-Sequenz hin-
sichtlich der viralen Proteine. Somit kann eine Testung verschiedener Nachweissysteme und
die moglicherweise daraus resultierenden abweichenden Ergebnisse eindeutig auf das ver-
wendete DNA-Material zurlickgefiihrt werden. Nach der detaillierten Kontrolle der gewahlten
Methode mit Zellkultur-Uberstand von HBV-GtA-exprimierenden Zellen konnte die Eignung
des Konzepts weiter fir die Genotypen B, C, D und G bestatigt werden (siehe Abb. 34 — Abb.
38). Die so erhaltenen Ergebnisse zeigten keine Unterschiede zwischen den analysierten Ge-
notypen hinsichtlich der spezifischen Dichte der sekretierten und nachfolgend aufgetrennten
viralen und subviralen Partikel. Lediglich HBV-GtG zeigte eine zu erwartende Abweichung, da
neben den mittels PCR nachgewiesenen Virionen keine weiteren subviralen Partikel ausge-

schleust wurden (Peiffer et al. 2015).

Das aufgereinigte HBsAg-Material wurde im Anschluss mit Hilfe von drei unabhangigen quan-
titativen HBsAg-ELISAs vermessen, um die Giite der Aufreinigung und die Eignung der ver-
schiedenen Proben in absolut vergleichbarer Weise zu tiberpriifen. In Verbindung mit Western
Blot-Analysen konnte auf diese Weise sichergestellt werden, dass absolut vergleichbare Stan-

dardreihen — basierend auf unterschiedlichem Genotypen-spezifischen Material — hergestellt
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werden konnen. Dies geschah unter Verwendung eines HBs-spezifischen Antikorpers, welcher
ein in allen verwendeten Genotypen konserviertes sequentielles Epitop detektiert. Zusatzlich
zeigten diese Untersuchungen, dass die etablierte Aufreinigungsmethode fiir alle untersuch-
ten HBV-Genotypen in analoger Weise funktionierte. Geringfiigige Unterschiede konnten auf
die in Kap. 5.1.1 nachgewiesenen Abweichungen in der Sekretion der individuellen HBsAg-
Menge zuriickgefiihrt werden und bestatigten somit die vorhergehenden Analysen. Abschlie-
Rend zeigten die Ergebnisse in Abb. 39, dass die hergestellten Verdiinnungsreihen fir die Te-
stung von den verschiedensten HBsAg-ELISA-Systemen geeignet waren. Dariiber hinaus lassen
sich Aussagen Uber die Giite des jeweiligen analysierten Testsystems mit besonderem Augen-
merk auf die entsprechenden HBV-Genotypen treffen. Dies wurde im Anschluss exemplarisch
an drei verschiedenen unabhangigen qualitativen HBsAg-ELISAs getestet, welche bereits fir
die kommerzielle Nutzung freigegeben waren. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen (siehe
Abb. 40) wiesen darauf hin, dass es zwischen den unterschiedlichen verwendeten Detektions-
systemen deutliche Unterschiede hinsichtlich deren Genotypen-spezifischer Sensitivitat gibt.
Dennoch konnte ebenso nachgewiesen werden, dass keines der drei Testsysteme, welche le-
diglich eine qualitative Aussage Uiber eine mogliche Infektion mit HBV zulassen, mit dem hier
verwendeten Material falsche Ergebnissen lieferte. Somit konnte die Eignung der drei Assays
bestatigt werden, dennoch weisen die beobachteten Abweichungen bereits auf Schwachstel-
len innerhalb der entsprechenden Diagnose-Varianten hin, welche weiterer Beobachtung be-

dirfen.

Die Quantifizierung der HBsAg-Mengen in Serum-Proben ist nicht nur zur Diagnose von HBV-
Infektionen von entscheidendem Nutzen, sondern auch essentiell fiir die Uberwachung des
Krankheitsverlaufs wahrend der individuellen Therapie (Martinot-Peignoux et al. 2015; Lee
und Ahn 2011). Daher ist es von groRter Bedeutung, dass solche Nachweis-Verfahren, welche
fur die Testung von Blutproben verwendet werden, auch geringste HBsAg-Mengen sicher und
zuverlassig detektieren kdnnen. Um dies sicherzustellen, bedarf es der Verfligbarkeit von ge-
eignetem Standard- und Referenzmaterial flir die verldssliche Kalibrierung dieser Detektions-
systeme. Hierflir wurde durch das internationale Konsortium fiir Blutsicherheit (ICBS) ein
HBsAg-Masterpanel — basierend auf Seren von infizierten Patienten — welches die am meisten
vertretenen HBV-Genotypen A—F und die HBsAg-Serotypen adw2-4, ayw1—4 und adr umfasst,
erstellt (Chudy et al. 2013; Scheiblauer et al. 2010). Jedoch ist die begrenzte Verfligbarkeit

dieses Referenzmaterials aufgrund seines Ursprungs aus Patientenseren ein unabanderlicher
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Zustand. Sobald dieses Material verbraucht wurde, bedarf es der Identifizierung und Isolie-
rung neuer Serum-Proben, welche wegen unterschiedlicher wirts- und virusspezifischer Fak-
toren in einem zusatzlichen Kalibrierungs-Verfahren fiir die erneute Testung von Detektions-

Verfahren geeicht werden missen.

Mit Hilfe von rekombinant produziertem und gereinigtem HBsAg kdnnten all diese beschrie-
benen Unwagbarkeiten in einfacher Weise umgangen werden. Darliber hinaus bietet ein Zell-
kultur-System, basierend auf der transienten Transfektion von geeigneten Zelllinien mit flr
HBV kodierenden Expressionsplasmiden, die Moglichkeit, in einfacher und sowohl zeitlich als
auch finanziell effizienter Art und Weise eindeutig definiertes virales Material herzustellen,
welches nicht nur fiir die Testung und Eichung verschiedener Diagnose-Verfahren genutzt
werden kann. Zusatzlich bietet sich so die Méglichkeit, durch gezielte Veranderungen in der
viralen DNA-Struktur weitere Varianten fiir eine Testung verfligbar zu machen, welche bislang
noch nicht in vivo nachweisbar sind und somit dem System des fortschreitenden Mutations-
verlaufs des Hepatitis-B-Virus vorzugreifen. Auf diese Art und Weise konnte die Sicherheit von
entsprechenden Diagnose-Verfahren in gesteigertem Mal3e gewahrleistet und moégliche bis-
lang nicht nachweisbare Virus-Varianten in unabhangigen Tests bestatigt werden. Dadurch
konnte man auf solche suboptimalen Test-Systeme reagieren, bevor es zu moglichen nicht-
nachweisbaren Infektionen kame. Auch die Modifikation von Impfverfahren ware mit solchem
rekombinanten HBsAg denkbar, sodass moglicherweise regional adaptierte Impfstoffe entwi-
ckelt werden kdnnten, welche an die globalen Gegebenheiten in Verbindung mit den prado-

minanten HBV-Genotypen angepasst werden kdnnten.

Somit stellt rekombinantes und gereinigtes HBsAg einen Nutzen dar, welcher in einer Vielzahl
von moglichen Anwendungsgebieten vorteilhaft ware und das ganzlich unabhangig von indi-

viduellen wirts- oder Genotyp-spezifischen Faktoren.

6.3 Einfluss von a-Taxilin auf die Sekretion von HBV

Durch wissenschaftliche Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass in HBV-positi-
ven humanen Leberzellen gesteigerte Mengen des zelluldren Faktors a-Taxilin gebildet wer-
den (Hoffmann et al. 2013; Barthel, SR et al. 2016). Hierbei induzieren die regulatorischen
viralen Proteine HBx und LHBs (mittels dessen PreS2-Domaéne) die a-Taxilin Expression via c-

Raf-vermitteltem Signalweg. Neben der zentralen Rolle des a-Taxilins bei der Freisetzung von
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vollstandig assemblierten Virionen konnte weiterhin nachgewiesen werden, dass eine Ver-
minderung der a-Taxilin-Levels sogar zu einer Steigerung der Freisetzung von subviralen Par-
tikeln flhrt (Hoffmann et al. 2013). Somit bindet a-Taxilin an freie Syntaxine und verhindert
auf diesem Wege die Formierung von t-SNARE-Komplexen (Nogami et al. 2003a; Nogami et
al. 2003b). Auf diese Weise wird der intrazelluldre Vesikeltransport beeintrachtigt, sodass im
Umkehrschluss erklart werden kann, wie geringere Mengen an a-Taxilin zu mehr SNARE-Kom-
plexen und somit zu einer gesteigerten Ausschleusung von HBsAg in Form von subviralen Par-
tikeln (hauptsachlich Spharen) fihrt. Darliber hinaus konnte in a-Taxilin-Knockdown-Zellen
nachgewiesen werden, dass es zu einer deutlichen Verminderung in der Sekretion von Viren,
jedoch keinen Einschrankungen in der Ausschleusung von subviralen Partikeln kommt (Hoff-
mann et al. 2013). Dies beruht darauf, dass Viren und subvirale Partikel (im Allgemeinen spha-
rische Partikel) auf unterschiedlichen Routen die Zelle verlassen. So findet die Sekretion von
vollstandig assemblierten Virionen MVB-abhangig mittels des ESCRT-vermittelten Transport-
wegs statt (Patient et al. 2009; Lambert et al. 2007). Im Gegensatz dazu erfolgt die Ausschleu-
sung von spharischen subviralen Partikeln Uber den konstitutiven sekretorischen Pfad via
ER/Golgi und ERGIC (Patient et al. 2009; Patient et al. 2007; Prange 2012). Bei der Freisetzung
von Viren Ubernimmt a-Taxilin eine Adapter-Funktion durch die Bindung einerseits an LHBs
(bzw. die PreS2-Domane) und andererseits mittels Protein-eigene late Domanen an Kompo-
nenten des ESCRT-Komplexes und ermoglichen so die Ausschleusung von viralen Partikeln

(Hoffmann et al. 2013).

Bereits seit langerer Zeit wurden auch nicht-humane Zellen fir die Produktion von HBsAg ver-
wendet, von welchen bekannt war, dass eine Sekretion von infektiosen viralen Partikeln nicht
messbar war. Daher sollte durch parallele Arbeiten untersucht werden, ob dies durch Expres-
sion von humanem a-Taxilin in bestimmter Auspragung beeinflusst wird. In nicht-humanen
Nicht-Leberzelllinien (CHO/COS-7) konnte beobachtet werden, dass eine Expression von a-
Taxilin die Sekretionsleistung von HBsAg — in Form von subviralen Partikeln — stark vermindert
(siehe Abb. 41). Analoge Experimente in humanen Leberzellen bestatigten diese Untersuchun-
gen und somit die von Hoffmann et al. (Hoffmann et al. 2013) postulierten Thesen. So scheint
humanes a-Taxilin in nicht-humanen Zellen ebenfalls den intrazelluldren Vesikeltransport
durch Verhinderung der Ausbildung von SNARE-Komplexen und so die Sekretion von sphari-
schen subviralen Partikeln zu beeintrichtigen. Im Uberstand solcher HBV-positiver Zellen, wel-

che zudem a-Taxilin Gberexprimierten, konnten zusatzlich gesteigerte Mengen viraler DNA
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nachgewiesen werden (siehe Abb. 42). Dies kann auf eine vermehrte Sekretion von viralen
Partikeln hindeuten. Hierbei kdnnte humanes a-Taxilin in nicht-humanen Zellen diese Sekre-
tion ermdoglichen, da humane Leberzellen, welche a-Taxilin konstitutiv exprimieren, die Aus-
schleusung viraler Partikel erlauben. Dennoch muss dies tiefergehend analysiert werden, da
nicht kategorisch ausgeschlossen werden kann, dass die detektierte virale DNA von vollstandig
assemblierten und im Anschluss sekretierten Virionen stammt. Untersuchungen an stabil
transfizierten HBV-positiven Zelllinien ware hierbei ein interessanter Ansatz. Jedoch konnte
darliber hinaus durch Immunfluoreszenz-Analysen beobachtet werden, dass humanes a-Ta-
xilin —analog zu Untersuchungen an humanen Leberzellen —in CHO- und COS-7-Zellen eindeu-
tig mit LHBs kolokalisiert (vgl. Abb. 43, Abb. 44 und Abb. 45). Zusatzlich wiesen diese Experi-
mente auf eine zumindest partielle Kolokalisation von LHBs — und folglich auch a-Taxilin — mit
dem MVB-Markerprotein Rab7 hin. Basierend auf diesen Ergebnissen ist eine a-Taxilin-abhan-
gige, LHBs-vermittelte Induktion der Sekretion von vollstandig assemblierten Virionen in nicht-
humanen Zellen duRerst wahrscheinlich. Um dies jedoch in eindeutig signifikanter Weise zu
bestatigen, missen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. Die Visualisierung von He-
patitis-B-Viren in diesem Zellkultur-Uberstand mittels elektronenmikroskopischer Analyse

wirde die in dieser Arbeit beobachteten Effekte weiter bestatigen.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Weltweit haben etwa 2 Milliarden Menschen eine HBV-Infektion durchgemacht, wobei sich in
ca. 250-350 Millionen Fallen eine chronische Infektion etabliert hat (WHO 2015). Durch die
Entwicklung einer Leberzirrhose bzw. eines hepatozellularen Karzinoms als Resultat einer sol-
chen chronischen Infektion sterben jahrlich etwa 600.000-800.000 Personen, was HBV zu ei-
ner der gefahrlichsten Viruserkrankung weltweit macht (Gerlich 2013). Aufgrund einer Viel-
zahl an Faktoren ist eine optimale und zuverlassige Ausheilung mittels antiviraler Therapie
bislang nicht moglich, weswegen eine bestens angepasste Impfstrategie von entscheidender
Notwendigkeit ist. Aktuell konnten acht verschiedene Genotypen des humanen Hepatitis-B-
Virus mit Unterschieden im viralen Genom von mindestens 8 % definitiv beschrieben werden
(Kramvis et al. 2005; Norder et al. 2004; Schaefer 2007). Diese unterscheiden sich im Hinblick
auf deren geografische Pravalenz, Pathogenese, Transmission und Krankheitsverlauf in ein-
deutiger Art und Weise (Kim et al. 2011; Pourkarim et al. 2014). Aufgrund dieser Tatsachen ist
eine HBV-Genotypen-spezifische angepasste Vorgehensweise sowohl im Hinblick auf Impfver-
fahren als auch in Bezug auf die Diagnostik und Therapie von entscheidender Bedeutung. Spe-
ziell steht hierbei die Sicherheit von Blutprodukten im Fokus, bei der der zuverlassige Nach-

weis aller HBV-Genotypen hochste Prioritat haben sollte.

Um die Charakterisierung der molekularen Virologie der einzelnen Genotypen naher zu unter-
suchen, sind Analysen unabhangig von wirtsspezifischen Faktoren ein geeigneter Ansatz, um
spezielle Abweichungen zwischen den verschiedenen Genotypen zu analysieren. Dariiber hin-
aus bietet sich so die Moglichkeit, virale Proteine in groRem MaRstab und in verlasslich repro-
duzierbarer Art und Weise aufzureinigen und so fiir eine weitere Nutzung verfligbar zu ma-
chen. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten vergleichenden Analysen zeigten, dass es zwischen
den verschiedenen untersuchten Genotypen eindeutige Unterschiede hinsichtlich der Bildung
und Ausschleusung der diagnostisch wichtigen Oberflachenproteine gibt. Hierbei weist der
Genotyp G —auch im Hinblick auf die intrazelluldre Verteilung des HBsAg — die groRten Abwei-
chungen auf, da dieser durch eine Sekretionsinkompetenz von subviralen Partikeln charakte-
risiert wurde (Peiffer et al. 2015). Hinsichtlich der Glykosylierungsmuster der verschiedenen
viralen Oberflachenproteine konnten keine eindeutigen Unterschiede beobachtet werden,
doch zeigten 2D-Elektrophorese-Analysen eindeutige Hinweise auf eine Genotypen-spezifi-

sche abweichende posttranslationale Modifikation des LHBs.
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Mit Hilfe des gewahlten Expressionssystems konnte in einem speziell etablierten Verfahren
HBsAg der verschiedenen untersuchten HBV-Genotypen durch Trennung subviraler und vira-
ler Partikel gereinigt werden und stand so flir weitere Analysen in stark konzentrierter Form
zu Verfiigung. Die Testung dieses Materials in mehreren quantitativen Nachweissystemen
konnte bestéatigen, dass eine Eignung des rekombinant hergestellten und nachfolgend aufge-
reinigten HBsAg als Referenzmaterial zur Eichung von kommerziell erhaltlichen Diagnose-Sys-
temen besteht. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an unterschiedlichen
qualitativen Nachweisverfahren konnten nachfolgend Genotypen-spezifische Unterschiede in

der Signifikanz der jeweiligen Nachweisbarkeit aufzeigen.

Unter Beriicksichtigung der in Kapitel 2 beschriebenen Ziele, konnten diese sukzessive erreicht
werden. Die im Verlauf dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse bestatigen, dass Untersuchungen
mit einem zwischen den unterschiedlichen HBV-Genotypen diskriminierenden Fokus in Bezug
auf angepasste Impfverfahren bzw. im Hinblick auf eine optimierte Diagnostik und angepasste
Therapie von entscheidender Notwendigkeit sind. Zudem kann rekombinantes HBsAg durch
das hier beschriebene Verfahren zuverldssig aufgereinigt und in Folge die Genotypen-spezifi-
sche Testung von Blutproben optimiert und ausgebaut werden. Der Ansatz der in vitro-Pro-
duktion von eindeutig bestimmbarem HBsAg bietet dariliber hinaus den Vorteil, dass spezielle
Anderungen im viralen Genom einfach und schnell verfiigbar gemacht werden kénnen, um
letztlich die Nutzung von Patienten-Seren abzuldsen. Des Weiteren sind Anwendungsmaglich-
keiten in der Impfstoff- und Antikorperproduktion denkbar, sodass letztendlich der Nutzen
von rekombinant hergestelltem, Genotypen-spezifischen HBsAg eindeutig bestatigt werden
konnte. SchlieBlich spielt die Charakterisierung der molekularen Virologie der verschiedenen
Genotypen eine herausragende Rolle, um letzten Endes das Ansprechen auf die individuelle
Therapie und den unterschiedlichen Pathogenese-Verlauf klaren zu kénnen. So tragt das Ver-
stehen der der Charakteristika der verschiedenen HBV-Genotypen bestmoglich zu einer bes-

seren Kontrolle dieser Krankheit bei.
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Anhang

9 ANHANG

9.1 Plasmidkarten

TP domain [split]
DR1
HBx TM1 PCR product
HBx
DR2
Apdll (7126)
Aval (7o10)
BamHI (6947)
RNaseH domain

Neol (6g1g)
RTdomain \ BamHI (4)
BamHI (6o35) Pstl (z0)
HBV Polymerase \ HindIII (24)
LHBsAg @‘
Aval (5674) N ‘ Apall (1223)
EcoRI (554 / oy
L L
5 domain ) '
BamHI (5269) | "}A‘
\ TRy pJO19
CKIl l Pst1 (2047
7879 bp
TP domain %} 4 —~AmpR
e
NLS \‘
. kX ol
PKC site - Apall (2464q)
Aval (4798) 4 T
Core -
PreCore 1\\5 Domain [split]
DR1 Avdl (3828)
HBx (fragment) RNaseH domain
PCR product HBx T\
DR2
Apdll (3944)

Abb.46: Plasmidkarte von pJo19 (nach Lupberger et al. 2013). Wichtige Domdnen und Restrik-
tionsstellen wurden entsprechend markiert.
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BamHI (13400)
Aval (13141)
Smal (13112
Aval (13110
Xmal (13110
Neol (13088)

X
IX

Smal (12492)

Aval (12490)
Xmal (12490
Pstl (12365)
HindlIII (12349)
Neol (12240)
Vin
Apall (11964)

Aval (11860) Xl
ApdLI (11398) Neol (669)
Vi ) BamHI (6g7)
PstI (10582) Avdl (760)
VI ‘Apall (876)

Aval (1736)

Apdll (10152)
EcoRI (9826) HBV insert
Clal (9802) HBV(1.5x)
pCEP-Pur-gtA-1.5
Avdl (g706) EcoRI (2516)

13517 bp
Neol (g293) BamHI (2546)

Smal (g241) Neol (38g0)

Aval (9239) BamHI (3918)

Aval (3981)
Apall (4097)

Amal (9239)
Vv

Smal (811g)

Aval (8117) HindIIl (4502)

Xmal (8117)

Avdl (8o58)
Xmal(8os8)
Clal(4947)

Apall (5135)

Smal (5415)
Neol (5895)
v

mal (6329)

Aval (6329)
Smal (6331)
Neol (6488)

Abb. 47: Plasmidkarte von pCEP-Pur-GtA-1.5 (beispielhaft fiir pCEP-Pur-gtA-1.5/pCEP-Pur-
gtB-1.5/pCEP-Pur-GtC-1.5/pCEP-Pur-GtG-1.5) nach Diss. H. Nienkamp 2014. Wichtige Domd-
nen und Restriktionsstellen wurden entsprechend markiert.
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Apa LI (178)
ALPHA

Vs

P(BLA)
Apa LI (2367)

HindlIII (400)
Pst1 (416)

Bam HI (430)
Aval(435)

APr Xmal(435)

pUC18
Smal (437)
2686 bp
EcoRI (451)
P(LAC)
ORI

Apa LI (1121)

Abb. 48: Plasmidkarte des Kontrollvektors pUC18. Wichtige Domdnen und Restriktionsstellen
wurden entsprechend markiert.

Apa LI (178)
ALPHA

P(BLA)
Apa L1 (2367) EcoRI (397)
Aval(413)
Xmal (413)
Smal(415)

APr BamHI (418)

pUC19
Pst1(440)
2686 bp
HindllI (448)
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Abb. 49: Plasmidkarte des Kontrollvektors pUC19. Wichtige Domdnen und Restriktionsstellen
wurden entsprechend markiert.
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9.2 Abkiirzungsverzeichnis

In diesem Verzeichnis nicht aufgefihrt sind:

e SI- (und davon abgeleitete) Einheiten

e aus dem Periodensystem der Elemente bekannte Kiirzel chemischer Elemente

e im DUDEN zu findende, alltdgliche Abklrzungen
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CEU Europaische Urlinie

CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat
CI-M6PR  cation-independent mannose-6-phosphate receptor

CO; Kohlenstoffdioxid

cRaf/Raf  rapidly accelerated fibrosarcoma protein; Isoform C

Da Dalton

DABCO 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan
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FKS
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kB

kDa
kyBP
LB
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M
MAPK
MBV
MEK
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mRNA
mutGtG
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pgRNA
pH
PKC
PMSF
PreS1
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gRT-PCR
RAB7
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rcDNA
rHBsAg
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RNA
RNAseH
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s/co
SDS
Sec22
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TEMED
TGN46
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Protein-Kinase C
Phenylmethylsulfonylfluorid
Hepatitis-B-Virus PreS1-Domane
Hepatitis-B-Virus PreS2-Domane
Patienten-Seren

Polyvinylidenfluorid

quantitative realtime PCR

Ras-related protein Rab-7

rat sarcoma (Proto-Onkogen)

relaxed circular DNA

recombinant hepatitis B virus surface antigen
radioimmunoprecipitation assay

ribonucleic acid

Ribonuklease H

Hepatitis-B-Virus S-Domane

signal through cut-off

sodium dodecyl sulfate

Vesicle-trafficking protein SEC22

standard error of the mean

small hepatitis B surface protein

Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor
subviral particle
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TRIS-Acetat-EDTA

Tris-buffered saline with Tween 20
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trans-Golgi network protein 46
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™ Transmembran-Domaéne
TNE Tris/NaCl/EDTA-Puffer
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

t-SNARE  target synaptosome-associated protein receptor

TXLNA alpha-Taxilin

u unit/Enzymeinheit

us Zellkultur-Uberstand

uv ultraviolett

VPS4 vacuolar protein sorting-associated protein 4
w/wo with/without

WHO World Health Organisation

YFP yellow fluorescent protein
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ZFN Zinkfinger-Endonuklease
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