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Abkurzungsverzeichnis

In dieser Arbeit werden die international Ublichen chemischen Symbole und

Abkurzungen der Sl-Einheiten (Systéme International d’Unités) verwendet. Die

Abkurzungen gelten fur Singular und Plural.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Das Hepatitis-B-Virus (HBV)

1.1.1. Die Familie der Hepadnaviren

Das Hepatitis-B-Virus (HBV) gehért zur Familie der Hepadnaviridae (Taxonomie
entsprechend ICTV). Der Name Hepadnaviridae leitet sich ab vom griechischen
.Hepar‘, was auf den Lebertropismus hinweist und vom englischen ,dna“ fur
Desoxyribonukleinsaure (DNA). Die Familie der Hepadnaviridae unterteilt sich in
die Genera Orthohepadnaviren, die Saugetiere infizieren, und Avihepadnaviren,
die Vogel als Wirte nutzen, z. B. das Enten (duck) Hepatitis Virus (DHBV).
Vertreter der Orthohepadnaviren sind z.B. das der Hepatitisforschung als
Modellsystem dienende Waldmurmeltier (woodchuck) Hepatitis Virus (WHV) sowie
das Erdhérnchen (ground squirrel) Hepatitis Virus (GSHV). Hepadnaviridae
zeichnen sich durch einen strikten Lebertropismus und ein enges Wirtsspektrum
aus. Sie konnen sowohl akute als auch chronische Hepatitis verursachen,
besitzen aber keine direkte Zytopathogenitat [1]. Die Bezeichnung Pararetroviren
erhielten sie, weil sie ihre DNA mittels Reverser Transkriptase Uber ein RNA-
Pragenom replizieren [2] und somit eine phylogenetische Verwandtschaft zu den

Retroviren aufweisen [3].

1.1.2. Struktur und Genomorganisation des Hepatitis-B-Virus

Die infektiosen, spharischen Viruspartikel besitzen einen Durchmesser von
42 - 47 nm [4] und sind von einer Lipidhille umgeben, in die die 3 viralen
Oberflachenproteine (kleines (SHBs), mittleres (MHBs) und grofRes (LHBs) Ober-
flachenprotein) eingelagert sind (Abbildung 1-1). Innerhalb der Virionhulle befindet
sich das ikosaedrische Nukleokapsid, welches aus 180 oder 240 Core-Proteinen
besteht [5-7]. Es umschlie3t das offen zirkulare, partiell doppelstrangige, mit der
viralen Polymerase assoziierte DNA-Genom [8], welches je nach Genotyp 3182 -
3221 bp grol} ist. Somit gehort das Hepatitis-B-Virus-Genom mit zu den kleinsten
bei Viren gefundenen Genomen. Neben den Hepatitis B-Virionen kdnnen im Blut
HBV-infizierter Menschen auch subvirale Partikel nachgewiesen werden. Diese

sind nicht infektids, da sie ausschlieRlich aus Hiillproteinen bestehen und keine




Einleitung 2

Nukleinsauren enthalten. Von infizierten Zellen werden sie in zwei verschiedenen

Formen, als spharische oder filamentése HBsAg-Partikel, sezerniert.

42- 47 nm

MHBs LHBs SHBs

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung des Hepatitis-B-Virus (HBV). SHBs, MHBs, LHBs:
kleines, mittleres und groRes HBV-Hullprotein; S, PraS1- und PraS2-Doméane der HBV-HUll-
proteine; HBc: Hepatitis B Core-Protein; RT, Pr: Reverse Transkriptase und Primase-Anteile der
HBV-Polymerase; PK: Proteinkinase C. (Modifiziert nach [9])

Die zirkuldre Genomstruktur entsteht durch eine Uberlappung der kohé&siven
5-Enden des Minus- und Plus-DNA-Stranges in einem Bereich zwischen den
direct repeat 1 und 2-Sequenzen (DR1 und DR2). Der Minusstrang, an dessen
5’-Ende die virale DNA-Polymerase kovalent gebunden ist [10], kodiert fUr virale
Proteine und wird im Replikationszyklus transkribiert. Der komplementare Plus-
strang hat ein definiertes 5-Ende und ein variables 3’-Ende. Er umfasst 40 bis
85 % des Genoms und besitzt somit eine variable Lange von 1.100 - 2.600
Nukleotiden [11, 12]. Auf ihm sind keine viralen Genprodukte kodiert, weshalb er
auch nicht transkribiert wird. Das HBV-Genom beinhaltet vier offene teilweise
uberlappende Leserahmen (ORF), welche alle in derselben Richtung abgelesen
werden (Abbildung 1-2). Die Transkription der vier mRNA-Transkripte (3,5 kB,
2,4 kB, 2,1 kB und 0,7 kB), welche alle an einem einzigen gemeinsamen Poly-
adenylierungssignal enden, wird von den S1-, S2-, C- und HBx-Promotoren sowie
den Enhancern Enh1 und EnhII reguliert. Bis auf den S1-Promotor fehlt den
anderen Promotoren die klassische TATA-Box als Startpunkt der Bildung des

Transkriptionsinitiationskomplexes [13]. Alle Promotoren aufler dem HBx-
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Promotor enthalten eine oder mehrere SP1-Bindungsstellen. Die Expressions-
regulation erfolgt beim HBx-Promotor Gber das LSR-Element [14]. Der PraC/Core-
ORF kodiert fur das PraCore- und das Core-Protein, der PraS/S-ORF fur die drei
Oberflachenproteine, der P-ORF fur die virale Polymerase und der X-ORF fur das
HBXx-Protein.

Abbildung 1-2: Genomorganisation des HBV. Im Zentrum der Abbildung ist die cccDNA mit den
Regulatorsequenzen des HB-Virus abgebildet. In der Mitte der Abbildung sind die offenen
Leserahmen des HBV-Genoms dargestellt. Gelb/Orange/Rot: Leserahmen fiir die Oberflachen-
proteine SHBs, MHBs, LHBs. Griin: Leserahmen flir die Polymerase. Blau: Leserahmen flir das
HBx-Protein. Grau: Leserahmen fiir das Core-Protein. Aulen sind die transkribierten HBV-mRNA
Produkte gezeigt. PRE: Post-transkriptionales-regulatorisches Element, ¢: Verpackungssignal.
Poly A: Polyadenylierungssignal. DR1 Direct repeat 1 und DR2 Direct Repeat 2. NRE: negativ
regulierendes Element. GRE: Glucocorticoid Responsive Element. Schwarze Dreiecke stellen die
unterschiedlichen 5’-Enden der HBV-mRNA dar. (Modifiziert nach [15])

Der C-ORF kodiert fur das Core-Protein und das Hepatitis B e Antigen (HBeAg).
Er hat zwei im Leserahmen befindliche Startkodon, wobei die Region zwischen
dem ersten (PraC-ATG) und zweiten (C-ATG) Startkodon als PraC-Region
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bezeichnet wird. Ausgehend vom C-ATG wird von der pragenomischen RNA
(pgRNA) im Zytoplasma das Core-Protein synthetisiert. Dimere des Core-Proteins
werden zum Kapsid assembliert. Von der PraC-mRNA wird, vom PraC-ATG
ausgehend, das PraCore-Polypeptid synthetisiert, welches den Vorlaufer des
HBeAg darstellt. Dieses wird von der Zelle sezerniert und zirkuliert im Blut. Es wird
weder fur die Morphogenese noch flr die Infektion bendtigt, jedoch scheint es je
nach Aufenthaltsort eine duale Funktion 2zu Ubenehmen. Ziel einer
inflammatorischen Immunantwort konnte zytosolisches HBeAg sein. HBeAg im
Serum hingegen scheint immunregulatorische Funktionen auszuidben, was zum
Auslésen einer T-Zelltoleranz und damit verbunden, einer Hemmung der HBcAg-
spezifischen zytotoxischen T-Zellantwort fihrt [16, 17].

Die drei durch den zweiten Leserahmen kodierten Oberflachenproteine LHBSs,
MHBs und SHBs besitzen einen identischen Carboxyterminus, unterscheiden sich
jedoch im Aminoterminus. Sie werden in frame an drei unterschiedlichen ATGs
initiiert, welche den S-ORF in die Domanen PraS1, PraS2 und S untergliedern. So
besteht das SHBs aus der S-Region, das MHBs zusatzlich noch aus der PraS2-
Domane und das LHBs verlangert das MHBs um die PraS1-Domane
(Abbildung 1-1). Die Topologie des LHBs ist variabel. So kann die PraS1-Domane
sowohl nach Innen gerichtet vorliegen [18], wo sie unter Umstanden uber das
zellulare HSC 70 Protein (heat shock cognate 70) mit dem Kapsid verbunden ist
[19], als auch exponiert auf der viralen Hulle [7]. Die Gesamtheit der Oberflachen-
proteine bildet das so genannte HBs-Antigen (HBsAQ).

Die Polymerase, fir welche der dritte ORF (dieser Uberlappt mit allen anderen
ORF des HBV-Genoms) kodiert, wird beginnend von einem internen Startkodon
auf der pgRNA translatiert. Sie vermittelt die Verpackung des Pragenoms in das
Nukleokapsid und synthetisiert darin das HBV-Genom.

Der vierte und kleinste ORF kodiert fur das HBx-Protein [20], welches sowohl im
Zytoplasma als auch im Zellkern von infizierten Hepatozyten zu finden ist und das
mutmallich einzige nichtstrukturelle HBV-Gen darstellt. Ihm werden vielfaltige,
regulatorische Funktionen zugeschrieben, wobei seine tatsachliche Rolle im HBV-
Replikationszyklus nach wie vor ungeklart ist. So wird es u. a. mit der Regulation
von Genexpression, Zellantwort, Apoptose, Gentoxizitat, Proteinabbau und Signal-
kaskaden (Ras/MEK/MAPK, JNK/JAK/STAT und Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3K)/Akt Signalwege [21, 22]) in Verbindung gebracht [21-23]. Fur die Virus-
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produktion in vitro von transfizierten Zellen wird es nicht bendtigt [24]. In vivo
hingegen findet ohne das Woodchuck Hepatitis X-Protein keine Infektion beim
Waldmurmeltier statt [25, 26]. HBx wirkt als Transaktivator auf eine Reihe viraler
und zellularer Promotoren, u. a. indem es mit Komponenten der Transkriptions-
maschinerie oder Transkriptionsfaktoren wie dem TATA-bindenden Protein TBP
interagiert oder Transkriptionsfaktoren wie NFKB und AP1 beeinflusst [22, 27]. Es
selbst hat keine DNA-bindenden Eigenschaften, sondern wirkt vorrangig via
Protein-Protein-Wechselwirkungen. Auch eine Rolle bei der Entstehung des
Hepatozellularen Karzinoms wird diskutiert [28, 29]. Da der tumorigene Effekt des
HBx allein schwach ist, bendtigt und nutzt es zusatzliche karzinogene Faktoren
[30, 31].

1.1.3. Der HBV-Lebenszyklus

Der Infektions- und Replikationszyklus des Hepatitis-B-Virus beginnt, indem sich
das HBV im Dissé’schen Raum an Heparan-Sulfat-Proteoglykane bindet [32, 33].
Daran schlief3t sich die Bindung an einen bislang unbekannten Rezeptor und die
Aufnahme per Endozytose an (Abbildung 1-3). Das Nukleokapsid wird auf einem
bislang noch unbekannten Weg freigesetzt [34]. Mit Hilfe von Mikrotubuli und
zellularen Transportproteinen wird es zum Zellkern transportiert [35] wo es an den
Kernporen im nuklearen Basket desintegriert. Das so freiwerdende virale Genom
wird in das Nukleoplasma entlassen [36]. Im Nukleus wird aus der partiell
doppelstrangigen Virus-DNA eine kovalent geschlossene zirkulare DNA (circular
covalently closed DNA = cccDNA) gebildet. Von der cccDNA ausgehend werden
das RNA-Pragenom und die mRNAs fur die viralen Proteine synthetisiert. Die
Transkription des DNA-Minusstranges erfolgt durch die zellulare RNA-
Polymerase. Auf diese Art und Weise entsteht die pragenomische mRNA
(pg-mRNA), welche ins Zytoplasma exportiert wird, wo die Translation der

Polymerase und des Core-Proteins stattfindet.
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Abbildung 1-3: Intrazelluldrer HBV-Lebenszyklus. NPC bezeichnet den nuclear pore complex,
Pol: Polymerase, ER: Endoplasmatisches Retikulum. Die mRNAs sind geschléngelt dargestellt. Die
Expression der subviralen HBsAg, des HBeAg und des HBx-Proteins wurden zur Vereinfachung

der Abbildung weggelassen. (Modifiziert nach [9])

Wenn genugend Core-Protein synthetisiert ist, assemblieren diese zu Core-
Partikeln [37]. Die Core-Partikel schliefen sowohl die pg-mRNA, die virale
Polymerase, das Hitzeschockprotein 90 (HSP 90) als auch eine zellulare
Proteinkinase ein [38-41]. Innerhalb der Core-Partikel (Nukleokapside) findet die
reverse Transkription der pgRNA in Minusstrang-DNA und die Plusstrangsynthese
statt [2]. Wenn diese abgeschlossen ist, konnen die Core-Partikel zwei
verschiedene Wege einschlagen. Zum Einen kann ein nuklearer Reimport
stattfinden. Dies geschieht besonders haufig zu Beginn einer HBV-Infektion, wenn
noch nicht ausreichend Hullprotein produziert wurde. Nach dem Transport durch
die Kernpore deassemblieren die Kapside und setzen die virale DNA im Zellkern
wieder frei [42-44]. Dadurch erhoht sich die cccDNA-Konzentration im Zellkern

[45, 46]. Diese intrazellulare Reinfektion etabliert eine persistente Infektion der
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Zelle ohne stabile Integration der viralen DNA. Andererseits, wenn genugend
MRNAs produziert worden sind, kénnen die gereiften Nukleokapside [47, 48] mit
den in der ER-Membran eingelagerten Oberflachenproteinen interagieren und
bilden dann wahrscheinlich durch Knospung neue reife Viruspartikel, die uber die

multivesicular bodies von den Hepatocyten ins Blut exozytiert werden [49].

1.1.4. Regulatorische Elemente

Die virale Genexpression wird durch vier Promotoren (S1, S2, C und HBX)
kontrolliert, die ihrerseits durch die Enhancer Enh1 und EnhII und diverse
Transkriptionsfaktoren reguliert werden [13].

Der S1-Promotor kontrolliert die Transkription der 2,4 kB mRNA, welche fur das
Oberflachenprotein LHBs kodiert. Der S2-Promotor kontrolliert die Transkription
der 2,1 kB RNA, welche durch Benutzen zweier verschiedener Startkodons die
Oberflachenproteine MHBs und SHBs translatiert.

Der HBx-Promotor (nt 1230-1376) reguliert die Transkription der HBx-mRNA. Er
enthalt u. a. Bindungsorte fur Transkriptionsfaktoren [13]. Aber auch das Tumor-
suppressorprotein p53 kann an diesen Promotor binden und damit dessen
Funktion unterdricken [50]. Umgekehrt kann die Bindung von HBx an p53 auch
dazu fuhren, dass die p53-Tumorsuppressor-Funktion inhibiert wird [51-53]. Dies
stellt ein bedeutendes Ereignis in der viralen Transformation dar, da das sich
ausbreitende Virus in der Wirtszelle somit nicht mehr gestoppt werden kann.

Fur die Regulation der Transkription der beiden 3,5 kB langen RNAs, PraC-mRNA
und pgRNA, zeichnet der Core-Promotor (Cp) verantwortlich. Damit spielt er auf
der einen Seite eine zentrale Rolle in der Steuerung der Virusreplikation und
Translation von Core-Protein und Polymerase von der pgRNA, auf der anderen
Seite regelt er die Synthese des HBeAg von der PraC-mRNA. Der Cp setzt sich
aus zwei Abschnitten zusammen (Abbildung 1-4), dem basalen Core-Promotor
(BCP, nt 1742-1849), welcher fur die Initiation beider mMRNAs ausreichend ist, und
den Core stromaufwarts regulierenden Sequenzen (CURS, nt 1634-1742), welche
die Aktivitat beider mRNAs bestimmen [54]. Die CURS werden in zwei Doméanen
unterteilt, die CURS-A (nt 1636-1703) und die CURS-B (nt 1702-1713). Die
CURS-A wiederum besteht aus den Sequenzmotiven a (nt 1644-1666), y (nt 1671-
1686) und & (nt 1687-1703), welche einen positiven regulatorischen Effekt auf den

BCP haben. Einen negativen regulatorischen Effekt auf den BCP hat die aus der
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B-Box (nt 1702-1713) bestehende CURS-B. Die Aktivitdt des Core-Promotors
kann Zelltyp abhangig durch ein sogenanntes negativ regulierendes Element
(NRE, nt1611-1634) unterdrickt werden. Als ein weiteres regulatorisches
Element wurde das post-transkriptionale-regulatorische Element (PRE)
identifiziert, welches eine Rolle in der HBV-Genexpression spielt [55], indem es in
cis die HBx-RNA-Menge reguliert und den Export ungespleil3ter Transkripte
fordert.

Die Aktivitat der vier Promotoren wird Uberwiegend durch die zwei Enhancer
reguliert. Der Enhancer 1 (Enh I) befindet sich an nt-Position 1080-1234, welcher
somit mit dem HBx-Promotor Uberlappt [56, 57]. Der Enhancer II (Enh II) ist an
nt-Position 1636-1741 lokalisiert [58]. Der Enh 1, welcher durch die Bindung
verschiedener Transkriptionsfaktoren (z. B. NF1, HNF3, HNF4 und COUP-TF1)
reguliert wird, stimuliert den Cp, den HBx-Promotor und in geringem Mal3 auch die
Transkription der beiden Oberflaichen-mRNAs. Der EnhIl hat einen
stimulierenden Effekt auf alle vier Promotoren und scheint fUr den strikten
Lebertropismus verantwortlich zu sein [57]. Auch dieser Enhancer weist Bindungs-
stellen fur Transkriptionsfaktoren auf, so z. B. fur PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptor), SP1 (SV40 promoter protein 1) [59, 60], FTF (fetoprotein
transcription factor) [61, 62], E4BP4 [63], den Hepatozyten-Leukamiefaktor (HLF)
und das TATA-box binding protein (TBP) [64].

CURS /E2 BCP
A —
I5%
| || || || | | |
| 1 1 1T I I
1611 1634 1644 1666 1671 1686 1702 1713 1742 1849

B Lebersperzifische Transkriptionsfaktoren

1644 1872
(CIEBP-shnlichd)
| Lo | ] |
| Vorre o wer lgned @nved 1 dned I “HNF4 '
1842  E4pp4 1672 1677 1639 1713 1724 [ ARP1
| RXRa
1659150 \ PPARa
COUPTF1
1755 1767

Abbildung 1-4: Core-Promotor / Enhancer II mit Bindungsorten der Transkriptionsfaktoren.
A: schematische Darstellung des Cp/Enh Il mit dem basalen Core-Promotor (BCP), der core
upstream regulatory sequences (CURS)-Boxen «, B,y und dem negativ regulierenden Element
(NRE). B: Bindungsorte der leberspezifischen Transkriptionsfaktoren. Fur Abkirzungen siehe Text

und Abklrzungsverzeichnis. (Modifiziert nach [65, 66])
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1.2. HBV-Genotypen

Vor zwei Jahrzehnten wurde eine Einteilung von HBV anhand von
Nukleotidsequenz-Unterschieden vorgeschlagen [67]. Mittlerweile sind zehn
Genotypen bekannt, welche von A bis J alphabetisch nummeriert sind. Jedoch ist
diese Einteilung im Detail sehr umstritten. Fur die Genotypen A bis H besteht in
der Wissenschaftlergemeinde Konsenz dartuber, dass sie als Genotypen
anerkannt werden. Die Entdeckung und Klassifikation der Genotypen | und J wird
noch diskutiert [68, 69].

In den ersten Publikationen zum Thema wurde Kkonstatiert, dass sich die
Genotypen in mindestens 8 % ihrer Nukleotidsequenz unterscheiden [67]. Heute
wird ein Unterschied von mehr als 7,5 % vorgeschlagen [69]. Die Genotypen A bis
H erflllen diese Vorgaben. Die Lange der Genome der verschiedenen HBV-

Genotypen variiert (Tabelle 1-1).

Tabelle 1-1: Genomlédnge und Unterschiede der einzelnen HBV-Genotypen.

Geno- Genom-
lange in | ORF-Unterschiede Referenz
typ bp
A 3221 Insertion von AS 153 und 154 im HBc-Protein [67]
B 3215 [67]
C 3215 [67]
D 3182 Deletion der AS 1-11 in PraS1-Region [67]
E 3212 Deletion der AS 11 in der PraS1-Region [70]
F 3215 [71]
Insertion von 12 AS im HBc-Protein;
G 3248 Deletion der AS 11 in der PraS1-Region [72]
H 3215 [73]
| 3215 [74, 75]
J 3182 Deletion von 11 AS in der PraS1-Region [76]

Vor einem Jahrzehnt wurde der Vorschlag unterbreitet die Genotypen in Sub-
genotypen zu untergliedern [77]. Bislang wurden fir die Genotypen
A, B,C,D,Fund| Subgenotypen beschrieben (Ubersichtsarbeit von [69]).
Subgenotypen unterscheiden sich in mindestens 4 % ihrer Nukleotidsequenz.
Beim Auftreten von Clustern mit weniger als 4 % Nukleotidsequenz-Unterschied

spricht man heutzutage von Clades [78].
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1.21. Weltweite geographische Verteilung der Genotypen

HBV-Genotypen und -Subgenotypen zeigen eine deutliche geographische
Verteilung (Abbildung 1-5). Nur ein einziger vorherrschender Genotyp kann jeweils
in Ost- und Westafrika (Genotyp A bzw. D) kartiert werden [69], wobei der
Prozentsatz des Auftretens der anderen Genotypen bei weniger als 5 % liegt. Auf
der anderen Seite wird uUber eine Vielzahl von Genotypen in den Landern
berichtet, in denen ein hohes Mal® an Immigration stattfindet. In Europa und
Nordamerika sind alle Genotypen zu finden, in Australien die Genotypen A, B, C
und E mit gleicher Pravalenz. Unter allen in Europa vorkommenden Genotypen ist
im Norden vorrangig der Genotyp A zu finden, wohingegen in Sudeuropa
Genotyp D vorherrscht [79]. Die Genotypen B und C sind hauptsachlich in Sud-
und Sldostasien, sowie der Pazifischen Region zu finden, hingegen die
Genotypen A und F in Stidamerika bzw. E und A in Zentralafrika. Genotyp G tritt in
Europa und den USA auf, wobei vereinzelte Infektionen auch aus Asien [80, 81]
und Brasilien [82] berichtet werden. Genotyp H ist begrenzt auf Zentralamerika
[83], wohingegen Genotyp | in Vietham und Laos [75] beschrieben wurde und

Genotyp J moglicherweise in Borneo zu finden ist [76].
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Abbildung 1-5: Geographische Verteilung der HBV-Genotypen und Subgenotypen.
(adaptiert nach [84])




Einleitung 11

1.3. HBV-Varianten

Die HBV-Polymerase mit ihrer nicht vorhandenen proof-reading-Funktion stellt den
Hauptgrund fur die Entstehung von Mutationen dar. Durch fehlerhaften Nukleotid-
einbau bei der reversen Transkription entstehen in hohem MalRe Punktmutationen
im gesamten Genom. Aber ebenso erhdhen Fehler der zellularen RNA-Poly-
merase bei der Synthese der pgRNA die Mutationsrate. Da das HBV so ein
kleines und kompaktes DNA-Genom besitzt, welches durch das Auftreten von
uberlappenden Leserahmen gekennzeichnet ist, werden jedoch viele Basen-
austausche nicht toleriert und fuhren zu Polymerase- und replikationsdefekten
Viren [85].

Durch die individuelle Anpassung des HBV innerhalb des Wirtes und durch
Faktoren wie immunselektivem Druck oder antiviraler Therapie, entwickeln sich
HBV-Populationen in einem Patienten, die aus einer Mischung verschiedenster
Varianten (Quasispezies) bestehen. So sind z. B. verschiedene Stadien einer
chronischen Hepatitis durch das Auftreten bestimmter Mutationsmuster
charakterisiert [86]. Im Verlauf einer Infektion kbnnen so Varianten selektiert und
angereichert werden, die der Situation im Wirt besser angepasst sind, sodass sie
z. B. dem Wildtyp gegenuber Vorteile haben.

Chronisch infizierte Patienten, die auch nach Serokonversion von HBeAg zu anti-
HBe HBV-DNA positiv blieben, weisen meist eine Mutation bei nt 1896 in der
PraCore-Region auf, wodurch ein Stoppkodon entsteht und somit kein HBeAg
mehr gebildet werden kann [87, 88].

Doppelmutationen im basalen Core-Promotor (BCP) wurden z. B. bei Patienten
mit chronischer oder fulminanter Hepatitis B nachgewiesen. Diese Mutationen
entstehen bei Nukleotid 1762, wo ein Basenaustausch von A>T (A1762T)
stattfindet, in Kombination mit einem G>A-Austausch bei nt 1764 (G1764A). Auch
diese Mutationen haben einen Einfluss auf die HBeAg-Konzentration, denn
HBeAg wird aufgrund verminderter Bindung einiger Transkriptionsfaktoren weniger
stark produziert. Zusatzlich wird die virale Replikation in vitro erhdht [89]. In vivo
weisen HBeAg-negative Mutanten oft eine reduzierte Viruskonzentration auf. Je
nach klinischer Situation fuhrt dies zu mehr oder weniger starken
Entzindungsreaktionen.

Eine Metaanalyse zeigte, dass eine Reihe von Punktmutationen im Core-

Promotorbereich mit einem erhdhten HCC-Risiko assoziiert sind [90]. Neben der
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Doppelmutation nt 1762/1764 erhoht eine Mutation von C zu T bei nt 1653
(C1653T) in der Box o wahrscheinlich ebenfalls das Risiko eines Patienten mit
einer HBV Genotyp C-Infektion, an einem Hepatozellularen Karzinom zu
erkranken [91-93]. Die T1653-Mutation wandelt die Box a-Bindungsstelle fur
C/EBP und verwandte Faktoren [54, 63] in eine perfekte palindromische Sequenz
1648-TCTTATATAAGA, welche moglicherweise die Bindungsaffinitat und die
Enhancer II/Core-Promotor-Aktivitat steigert. Folglich kann die T1653-Mutation die
HBeAg-Produktion und die virale Replikation durch BCP-Aktivitat beeinflussen.
Welchen Einfluss diese Mutation auf die Funktion des HBx-Proteins hat, ist bislang
noch nicht geklart.

In fast allen HCC-Patienten ist chromosomal integrierte virale DNA zu finden [94-
96], was zu der Annahme fuhrt, dass diese DNA eine kritische Rolle in der
Transformation und in der Aufrechterhaltung des transformierten Stadiums spielt.
Jedoch weisen auch chronisch infizierte humane Leberzellen bereits integrierte
HBV-DNA auf, welche wahrscheinlich dort mit der primaren Infektion beginnt zu
akkumulieren [97]. Auch die HBx-Sequenz kann so aufgrund eines kryptischen
Polyadenylierungssignals (PolyLysin) in der 3’-Region des HBx-ORF in verkirzter
integrierter Form vorliegen [98, 99]. Es gibt Hinweise darauf, dass die vom
verkurzten HBx translatierte verkurzte RNA [100] denselben Einfluss auf das
Zellwachstum wie das Volllangen-Protein [101, 102] oder ein HBx/Zell-
Hybridprotein hat [103].
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Weltweit sind 350 Millionen Menschen chronisch mit dem Hepatitis-B-Virus
infiziert. Damit stellt das Virus eines der meist vorkommenden humanen
Pathogene dar und verursacht dadurch signifikante Probleme flr die Gesundheit
der Weltbevolkerung. Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass die HBV-
Genotypen und -Subgenotypen einen Einfluss auf akute und chronische
Infektionen besitzen. Dies fuhrt zu einer zunehmenden klinischen Bedeutung der
Genotypen, da signifikante Unterschiede im Ansprechen auf Therapie und
Schwere der Erkrankung vielfach beschrieben sind. Jedoch sind die molekularen
Mechanismen der Kklinisch beobachteten Unterschiede zwischen den HBV-
Genotypen wenig bekannt.

Ein Ziel dieser Arbeit wird es sein, die zugrunde liegenden molekularen
Unterschiede erstmals parallel fur die neun Genotypen A — | zu untersuchen.

Im zweiten Komplex der vorliegenden Arbeit soll auf Basis des Genoms eines
HCC-Patienten, welcher mit dem Subgenotyp C2 infiziert ist, untersucht werden,
welchen Einfluss durch Punktmutationen entstehende Varianten auf die
Replikation des Virus und die Genexpression der infizierten Zelle besitzen.

Im dritten Komplex wird der Einfluss der Interaktion des Tumorsupressorproteins
p53 mit dem Hepatitis-B-Virus X-Protein auf die zellulare Genexpression
analysiert.

Diese Untersuchungen, beginnend auf der Genotypen-, uber die Subgenotypen-
hin zur Proteinebene, sollen die Erkenntnisse Uber das Hepatitis-B-Virus
erweitern, um so vielleicht in Zukunft eine individuell angepasste Therapie dem

Patienten zukommen zu lassen.




Material und Methoden

14

2. Material und Methoden

2.1. Materialien

21.1. Instrumente

Instrumente

AXSYM System
Binokularmikroskop
Bio-Photometer

COgz-Inkubator (Zellkultur)
COg-Inkubator Heraeus (Labor)
Curix 60 Filmentwicklungsmaschine

DNA Engine Opticon 2 Realtime-PCR
Detection System

Elektroporationsgerat EasyJecT
Gefrierschrank Herafreeze

Gefrierschrank GN4113

Stickstoffcontainer

Gel-Kamera Olympus C4040Z
Gel-Kammer Wide Mini Sub™ Cell
Heizblock DRI-BLOCK DB3

Heizblock mit Magnetrihrer RCT basic
Horizontalschuttler HS 501 digital
Inkubator

Laminar Flow Arbeitsbank

Laminar Flow Arbeitsbank Heraeus
Luminometer Lumat LB9501
Minishaker MS2

Universalschiittler EM 60 mit Inkubations-

haube

Sonoplus Ultrasonic Homogenizer HD3100

Spannungsgerat Power Pac 300
Spektrophotometer Smart Spec™3000
Thermocycler Personal Cycler

Hersteller

Abbott, Wiesbaden

Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg
Labotect, Gottingen
Kendro, Hanau

AGFA Health Care (Berlin)

Bio-Rad, Munchen

EquiBio Ltd., Maidstone, GroRbritannien
Kendro, Hanau

Liebherr-Hausgerate GmbH,
Ochsenhausen

tec-lab GmbH, Idstein
Olympus, Hamburg
Bio-Rad, Minchen
Techne, Jahnsdorf
IKA, Staufen

IKA, Staufen

Jouan, Unterhachingen

BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Sonnenbuhl-Genkingen

Kendro, Hanau
Berthold, Bad Wildbad
IKA, Staufen

Edmund Buhler GmbH, Hechingen

Bandelin electronic, Berlin
Bio-Rad, Munchen
Bio-Rad, Minchen
Biometra, Géttingen
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Instrumente Hersteller

Thermodrucker Mitsubishi P91D Mitsubishi, Kyoto Japan
Transilluminator BioView Biostep, Jahnsdorf
Transilluminator-Gehause Biostep, Jahnsdorf

Waage LP2200 Sartorius, Gottingen

Zentrifuge Allegra™ 21R Beckman Coulter, Fullerton USA
Zentrifuge Eppendorf 5417R Eppendorf, Hamburg

2.1.2. Chemikalien, Puffer und Enzyme

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Reagenzien wurden von
folgenden Firmen bezogen: Amersham Biosciences (Freiburg), Bio-Rad
(MUnchen), Cambrex Bio Science Rockland (Rockland, USA), Fermentas (St.
Leon-Rot), Gibco (Karlsruhe), J.T.Baker (Deventer, Niederlande), Merck
(Darmstadt), Oxoid (Wesel), PAA (Pasching, Osterreich), Qiagen (Hilden), Roche
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Munchen).
Verwendete Puffer und Losungen wurden, wenn nicht anders beschrieben, nach
Standardprotokollen  hergestellt [104]. Restriktionsenzyme sowie DNA-
modifizierende Enzyme wurden von Invitrogen (Karlsruhe), New England Biolabs
(Frankfurt), Promega (Mannheim), Roche (Mannheim) und Stratagene
(Heidelberg) erworben.

Das verwendete Wasser stammt aus der Reinstwasseranlage (SG, Barsbdittel)

des Instituts flr Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene, Rostock.
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2.1.21.

6x Agarosegelprobenpuffer

PBS (pH 7,4)

10x TBE

TE

LB-Medium

LB-Agar-Platten

Standardpuffer und -l6sungen

50 mg Bromphenolblau (1 mg/ml)
100 mg Xylencyanol FF (2 mg/ml)
259 50 % Saccharose

100 p1 0,5 M EDTA 1 mM EDTA pH 8,0
Mit 50 ml ddH,O auffullen

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

8,1 mM Na;HPO4 x 2 H,O
1,8 mM KH2PO4

54 g Tris

2759 Borsaure

20 ml 0,5M EDTA, pH 8,0

Mit ddH>O auf 500 ml auffiillen

10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0
10¢ Trypton

59 Hefeextrakt
10¢ NaCl

Mit 1.000 ml ddH,O auffillen, pH 7,3 mit NaOH
einstellen, autoklavieren.

Fir LB-Medium mit Antibiotika Zugabe von 100
pg/ml des jeweiligen Antibiotikums.

1049 Trypton
5¢ Hefeextrakt
1049 NaCl

Mit 1.000 ml ddH,0O auffillen, pH 7,3 mit NaOH
einstellen, autoklavieren, auf 55 °C abkuhlen
lassen.

Nach Zusatz von 100 pg/ml des jeweiligen
Antibiotikums auf Platten gielden.
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2.1.3. Kits

Name

Hersteller

BCA Protein Assay

Pierce, Rockford USA

First Choice RLM-RACE-Kit

Ambion, Austin

HotStarTagMasterMix

Qiagen, Hilden

Luciferase Assay System

Promega, Madison USA

QlAamp DNA Blood Mini Kit Qiagen, Hilden
QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
QIAGEN Plasmid Mini Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden
QuantiTect® SyBR Green PCR Kit Qiagen, Hilden
QuantiTect® SyBR Green RT-PCR Kit Qiagen, Hilden
Riboprobe in vitro Transcription System Promega, Madison USA
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

TOPO TA Cloning Kit

Invitrogen, Karlsruhe

2.1.4. Plasmide

Bezeichnung -

Beschreibung / Quelle

Standardvektoren

pcDNA3 Klonierungsvektor mit CMV-Promotor zur
Herstellung von Expressionsvektoren
(Invitrogen)

pBlueScript SK+ Klonierungsvektor mit vielseitigen

Klonierungsmoglichkeiten in der MKS
(Stratagene)

pAdTrack-CMV

Expressionsvektor fir Transgene unter der
Kontrolle des CMV-Promotors mit GFP; zur
Verfigung gestellt von Prof. Dr. Dr. Putzer,
Vektorologie und experimentelle Gentherapie

pGL3-Basic

Luciferase Expressionsvektor (Promega)
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Bezeichnung -
Genotypenplasmide

Beschreibung / Quelle

pCR®-XL-Topo®-HBV Genotyp A
(HRO)

Klonierungsvektor mit Gesamtgenom
Genotyp A; hergestellt in der Abteilung
Virologie

pCR®-XL-Topo®-HBV Genotyp B
(M)

Klonierungsvektor mit Gesamtgenom
Genotyp B; hergestellt in der Abteilung
Virologie

pCR®-XL-Topo®-HBV Genotyp
C2TTA

Klonierungsvektor mit Gesamtgenom
Subgenotyp C Variante TTA; hergestellt in
der Abteilung Virologie

pCR®-XL-Topo®-HBV Genotyp D
(Mongolei)

Klonierungsvektor mit Gesamtgenom
Genotyp D; hergestellt in der Abteilung
Virologie

pCR®-XL-Topo®-HBV Genotyp E
(HRO)

Klonierungsvektor mit Gesamtgenom
Genotyp E; hergestellt in der Abteilung
Virologie

pNEB206A-HBV Genotyp F
(adw4)

Klonierungsvektor mit Gesamtgenom
Genotyp F; hergestellt in der Abteilung
Virologie

pCR®-XL-Topo®-HBV Genotyp G

Klonierungsvektor mit Gesamtgenom
Genotyp G; hergestellt in der Abteilung
Virologie

pUC19-HBV Genotyp H

Klonierungsvektor mit Gesamtgenom
Genotyp H; zur Verfigung gestellt von
K. Abe, Japan

pUC19-HBV Genotyp |

Klonierungsvektor mit Gesamtgenom
Genotyp |; zur Verfigung gestellt von K. Abe,
Japan
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Bezeichnung -

HBxWt- und HBxPolyLysin-

Ausgangsplasmide

Beschreibung / Quelle

pMTOT40A Expressionsvektor mit der Gensequenz fur das
HBxWt-Protein des HBv-Genotyp C; hergestellt
von C. H. Schroder (DKFZ, Heidelberg) [100].

PMTIT41A Expressionsvektor mit einer natarlich vor-

kommenden Variante des HBx-Proteins unter
Benutzung eines kryptischen Polyadenylierungs-
signals. Durch die Verkirzung des HBx-Proteins
und dem Poly-Lysin-Schwanz stellt dies eine
Variante des HBx-Proteins dar [100].

Bezeichnung -
Transkriptionsfaktoren
Ausgangsplasmide

Beschreibung / Quelle

pFLAG-CMV2

Expressionsvektor mit CMV-Promotor zur
Transkription  eines  FLAG-Fusionsproteins
(Sigma, Munchen) zur Verfugung gestellt von
der Arbeitsgruppe N. Hayashi, Japan

pFLAG-CMV2-E4BP4

Expressionsvektor mit CMV-Promotor zur
Transkription  eines  FLAG-E4BP4-Fusions-
proteins; zur Verfugung gestellt von N. Hayashi,
Japan

pFLAG-CMV2-HLF

Expressionsvektor mit CMV-Promotor zur
Transkription eines FLAG-HLF-Fusionsproteins;
zur Verfugung gestellt von N. Hayashi, Japan

pFLAG-CMV2-FTF

Expressionsvektor mit CMV-Promotor zur
Transkription eines FLAG-FTF-Fusionsproteins;
zur Verfugung gestellt von N. Hayashi, Japan




Material und Methoden 20

2.1.5. Bakterienstamme

Die Bakterienstamme XL1-Blue Competent Cells, XL10-Gold® Ultracompetent
Cells und BJ5183-AD-1 wurden von der Firma Stratagene (Heidelberg) bezogen.
Von der Firma Invitrogen (Karlsruhe) wurde der Bakterienstamm Mach1™-T1R

verwendet.

Bakterienstamme Genotyp

XL1-Blue Competent Cells recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1

lac [F " proAB lacl’ZAM15 Tn10 (Tet")].

Mach1™-T1% Competent Cells | F* ¢80(/acZ) AM15 AlacX74 hsdR(rc, mg’)
ArecA1398 endA1 tonA (confers resistance to

phage T1)

XL10-Gold® Ultracompetent
Cells

Tet'A(mcrA)183 A (mcrCB-hsdSMR-mrr)173
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte
[F" proAB laclZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam']

BJ5183-AD-1 Electroporation
Competent Cells

endA1 sbcBC recBC galK met thi-1 bioT hsdR
(Strr) [pAdEasy-1 (Ampr)]

2.1.6. Zelllinien
Alle verwendeten Zelllinien stellen adharent wachsende Zelllinien dar.
Zelllinie Beschreibung/Quelle Kulturmedium
HepG2 humane Leberzellkarzinomlinie, | RPMI mit 10 % FKS und
kein Beweis fur integriertes HBV- | 1 % Streptomycin/Penicillin
Genom; ATCC-No.: HB-8065™
HuH7-Lunet humane Leberzellkarzinomlinie, | DMEM mit 10 % FKS und
hoch-differenziert, exprimiert HCV- | 1 % Streptomycin/Penicillin
Rezeptor.Cellbank-No.: JCRB0403
WI38 humane Lungenfibroblasten; | DMEM mit 10 % FKS, 1 %
ATCC-No.: CCL-75™ Streptomycin/Penicillin,
1,2 ug/ml Amphotericin B
und 1x MEM-NEAA
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2.1.7. Adenoviren

Name Beschreibung

AdGFP Adenoviraler  Erstgenerationsvektor, exprimiert das grin
fluoreszierende Protein (GFP) unter Kontrolle des CMV-Promotors
[106]

2.1.8. Antikorper

Folgender Antikérper wurde fir die Chromatin-lImmunoprazipitation (ChIP)

eingesetzt.

Primare A er -

Antikérper Spezifitat Quelle Spezifizierung

Anti-TBP humanes TBP, Abcam (Cambridge, | monoklonal, Maus
AS1-20 GroRbritannien)

2.1.9. Oligonukleotide

Alle verwendeten Primer wurden von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) oder
TiB moLBloL (Berlin) bezogen und mit ddH,O in einer Konzentration von
100 pmol/ul angesetzt und auf 10 pmol/ul als Arbeitslosung verdinnt. Die Angabe

der Primer erfolgt in 5 —3’-Richtung.

Oligonukleotide zur Klonierung von C2-Plasmiden - Ganzgenom

C2-1589-1660-C53-s CTT CAC CTC TGC ACG TCG CAT GGA GAC CAC
CGT GAA CGC CCA CCA GGT CTT GCC CAA GGT
CTT ACA TAA GAG

C2-1825-1778Saclas CAT GGT GCT GGT GAA CAG ACC AAT TTATGC
CTA CAG CCT

HBxSall-s ACG CGT CGACCATGG CTG CTAGGG TGT GC

C2-1825-1752-A62G64- | CTG GAG CTC TTC AAA AAG TTG CAT GGT GCT

Sacl-as GGT GAA CAG ACC AAT TTA TGC CTA CAG CCT
CCT AGT ACAAAG ACCTTT AAC CTA AT

Oligonukleotide zur Klonierung von C2-Plasmiden - partiell

C-1590-1609s-Kpn GGG GTACCTTCACCTCTG CACGTCGCAT

C-1686-1667as-T1 CTT GCC ATG GCT GCG AGT CCA

C1653-Ncol TTG CCA TGG CTG CGA GTC CAA GAG TCC TCT
TAT GTA AGA CC
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Oligonukleotide zur Identifizierung von Rap1A

RAP-241-260-s CAGCACGACTTCTTCAAGTC

RAP-620-604-as GCGGACTGGTAGCTCAG

Oligonukleotide zur Herstellung von Adenoviren

HBxPoA3xTGA CCCAGGGTCAATCAATCAATTTTTTITTTITTITT
HBxPolyA-Hindlll CCC AAG CTT ATG GCT GCT AGG GTG TGC TG
HBx-Notl-as ATA AGA ATG CGG CCG CTT AGG CAG AGG TGA

AAA AG

HBV1838-00Xholas

CCG CTC GAG TTA GGC AGA GGT GAA AAA GTT
GCATGG TGC TGG TGA ACA

Oligonukleotide fur ChiP-Analyse [1] und anderweitige Charakterisierungen
(E4BP4-DNA-Nachweis [2] + Micorarray Voruntersuchungen [3])

ChlP1565-1581-s ATC TGC CGG ACC GTG TG [1112]
ChlP1784-1765-as ACA GCC TCC TAG TAC AAA GA [1]
ChlP1661-1679-s GAC TCT TGG ACT CGC AGC A [3]
ChlP1820-1801-as GTT GCATGG TGC TGG TGA AC [3]
ChlP-as ATGCCTACAGCCTCCTAGTACAAAGA [2]

Oligonukleotide fiir RACE-Analyse

RACE Outer Primer

Sequenz unbekannt — Kit mitgeliefert

RACEou1833-1808-as

CAGAGGTGAAAAAGTTGCATGGTGCT

RACE-Adap-in-s

AACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATGA

RACEin1804-1778-as

GAACAGACCAATTTATGCCTACAGCCT

2.1.10. Marker

Zur Grolkenbestimmung der DNA-Fragmente wurden folgende Marker verwendet.

Marker Hersteller | Verwendung Fragmente in bp

GeneRuler, Fermentas | FragmentgréRen- | 10000, 8000, 6000, 5000,

1-kB-DNA-Leiter bestimmung 4000, 3500, 3000, 2500,
2000, 1500, 1000, 750, 500,
250

GeneRuler, 100- | Fermentas | Fragmentgréten- | 1000, 900, 800, 700, 600,

bp-DNA-Leiter bestimmung 500, 400, 300, 200, 100




Material und Methoden 23

2.2. Methoden

2.2.1. DNA-Arbeitstechniken

2.21.1. DNA-Restriktion

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs
bezogen. Die Reaktionsbedingungen wurden entsprechend den Angaben des
Herstellers gewahlt. Die Restriktion von 1 ug genomischer bzw. Plasmid-DNA oder
PCR-Fragmenten erfolgte mit 10 Enzymeinheiten des entsprechenden
Restriktionsenzyms im dafur vorgesehenen Restriktionspuffer. Die Inkubationszeit

variierte dabei zwischen 2 h bis 14 h.

2.21.2. Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese diente der Auftrennung und Visualisierung von
Nukleinsaurefragmenten nach Restriktion sowie PCR. Da sich diese aufgrund
ihrer negativen Ladung im elektrischen Feld gerichtet bewegen, lassen sie sich mit
Hilfe einer Agarose-Gelmatrix ihrer Grole entsprechend auftrennen. Die
Visualisierung der Nukleinsaurefragmente erfolgte unter UV-Licht mittels des
DNA-interkalierenden Farbstoffes Ethidiumbromid. Die Auftrennung erfolgte in
Agarosegelen bestehend aus 0,7 - 2 % Agarose (w/v), geldst in 1x TBE-Puffer und
mit 0,3 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die DNA-Proben wurden mit 6 x Ladepuffer
gemischt, auf das Gel aufgetragen und bei einer konstanten Spannung von 100 V
fur 20-90 min in einer mit TBE-Puffer gefullten, horizontalen Gelkammer
aufgetrennt. Als DNA-GroRenstandards wurden die GeneRuler™ 100 bp und
GeneRuler™ 1 kB DNA-Leiter (Fermentas) verwendet.

2.21.3. Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Die zu extrahierende DNA wurde mit einem sterilen Skalpell aus einem 0,7%igen
(w/v) Agarosegel ausgeschnitten und in ein Eppendorf-Réhrchen uberfuhrt. Die
weitere Extraktion erfolgte dann mittels des QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,

Hilden) nach den Anweisungen des Herstellers.

2.21.4. Direkte Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Fir die direkte Aufreinigung von DNA-Fragmenten nach PCR, Restriktionsverdau
und Klenow- bzw. SAP-Behandlung wurde das QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen, Hilden) verwendet und dem mitgelieferten Protokoll gefolgt.




Material und Methoden 24

2.2.1.5. DNA-Polymerase I, GroRes (Klenow) Fragment

Die DNA-Polymerase I — Grol3es Klenow Fragment (New England BiolLabs,
Frankfurt) stellt ein proteolytisches Produkt der E. coli-DNA-Polymerase 1 dar.
Dieses hat die Polymerisations- und die 3'—>5’-Exonukleaseaktivitat behalten, aber
die 5’—3’-Exonukleaseaktivitat verloren hat. Vordergrindig wurde in dieser Arbeit
die 3'>5’-Exonukleaseaktivitat der durch Restriktionsverdau entstandenen 5 —3'-
DNA-Uberhange genutzt, um auf diese Weise blunt-Enden zu schaffen. Das Auf-
fullen von 5’-Uberhangen durch die Polymerisationsaktivitat erfolgte ebenfalls.

Dazu wurden dem Restriktionsansatz je 33 uM jedes dNTPs und 1 Unit Klenow
pro Mikrogramm DNA hinzugegeben und dieser Ansatz fir 15 min bei 25 °C
inkubiert. Abschlielend wurde die DNA wie in Kapitel 2.2.1.4 beschrieben

aufgereinigt.

2.2.1.6. Dephosphorylierung von Vektorfragmenten
Die Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP; Fermentas, St. Leon-Rot) katalysiert

unter anderem die Freisetzung von 5’- und 3’-Phosphatgruppen von DNA. Diese
Reaktion wurde eingesetzt, um die Religation linearisierter Vektor-DNA zu
verhindern und so die Integration eines gewunschten DNA-Fragmentes in diesen
Vektor effizienter zu gestalten. Hierzu wurde die komplette aus den Agarosegelen
eluierte DNA mit 10x SAP-Reaktionspuffer und 1 Unit pro ug DNA Shrimp Alkaline
Phosphatase fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Gestoppt wurde die Reaktion durch

Hitzeinaktivierung bei 75 °C fur 15 min.

221.7. Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten mit homolog-kohasiven (sticky ends) bzw.
glatten (blunt ends) Enden erfolgte im molaren Verhaltnis 3:1 von Insert-DNA zu
linearisierter Plasmid-DNA. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die DNA mit der
T4-DNA Ligase (New England Biolabs), dem zugehdrigen Puffer sowie ddH,O bis
zu einem Gesamtvolumen von 10 yl gemischt und flr 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert.

2.2.1.8. Transformation durch Elektroporation

Zur Generierung von rekombinaten Adenovirusgenomen wurden BJ5183-AD-1
elektrokompetente Zellen (Stratagene) verwendet. Diese Zellen besitzen das

pAdEasy-1 Plasmid, welches flir das Adenovirus-5 Genom kodiert. Durch
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Rekombination mit einem AdEasy-Shuttlevektor, welcher das zu untersuchende
Gen enthalt, wurden rekombinante Adenovirusgenome hergestellt. Die Elektro-
poration erfolgte den Herstellerangaben entsprechend. Im Anschluss wurden die
Zellen auf LB-Agar-Platten aufgebracht und fur 18 h bei 37 °C bebritet.

2.2.1.9. Transformation von E. coli durch Hitzeschock

Fir die Transformation wurden je 2-5 ul des Ligationsansatzes verwendet. Nach
dem Auftauen der chemisch-kompetenten XL1-Blue Zellen (Stratagene) auf Eis
wurde der Ligationsansatz hinzugegeben und die Zellen fur 40 min auf Eis
inkubiert. Die nachsten Schritte umfassten einen Hitzeschock von 120 s bei 42 °C
mit anschlieRender Abkuhlung fur 5 min auf Eis. Die Zellen wurden dann in 100 pl
LB-Medium (ohne Antibiotikum) resuspendiert und fir 1 h bei 37 °C im Schuttler
inkubiert. AbschlieRend wurden die Proben auf LB-Agar-Platten (mit plasmid-
spezifischen Antibiotikum) ausgestrichen und fir 14 h bei 37 °C inkubiert.

2.2.1.10. T/A-Klonierung

Zur T/A-Klonierung wurde das TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) verwendet.
Dieses bietet eine schnelle Ein-Schritt-Klonierungsstrategie mit direkter Insertion
der Tag-Polymerase-amplifizierten PCR-Produkte in den Vektor pCR®2.1-TOPO.
Im Anschluss an die Klonierungsreaktion folgte die Transformation der chemisch-

1T|\/|

kompetenten One Shot® Mach1™-T1R Zellen. Im Detail wurde den Angaben des

Herstellers gefolgt.

2.2.1.11. Mini-Plasmidpraparation

Plasmid-Minipraparationen wurden zum Screening von Klonen nach Trans-
formation eingesetzt. Dazu wurde das QIAGEN Plasmid Mini Kit (Qiagen)
verwendet. Aufgrund der Reinheit der Praparationen konnten diese untersuchten

Klone direkt sequenziert werden.

2.21.12. Maxi-Plasmidpraparation

Plasmid Maxipraparationen wurden mit dem QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen)
durchgefuhrt. Diese Methode liefert DNA von bis zu 500 ug pro Probe, welche
aufgrund ihrer Reinheit (ODa2soa280 1,8 —2,0) fur Transfektionsuntersuchungen

und weiterfUhrende Klonierungen verwendet werden kann.
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2.2.1.13. Herstellung von Glycerinkulturen

Zur langerfristigen Aufbewahrung von bestimmten Bakterienkulturen wurden diese
in Eppendorf-Réhrchen bei - 20 °C eingefroren. Dazu wurden je 1.000 ul der

gewachsenen Bakterienkulturen mit 300 pl 87%igem Glycerin gemischt.

2.2.1.14. DNA/RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Konzentrationen von DNA- und RNA-Praparationen wurde
das Spektrophotometer Smart Spec™3000 (Bio-Rad, Miinchen) eingesetzt. Dazu
wurde DNA- bzw. RNA-Proben 1:100-verdunnt (5 pl der Probe in 495 ul ddH,0)
und bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Der Referenzwert von reinem
Wasser wurde dabei automatisch abgezogen. Die Reinheit der Proben wurde
anhand des Verhaltnisses der Absorption von A260/A280 bestimmt, da Proteine
ein Absorptionsmaximum bei 280 nm aufweisen und der Quotient ein Mal} fur
Verunreinigungen von Nukleinsduren darstellt. DNA-Praparationen sollten dabei

einen Reinheitsfaktor von 1,6 bis 2,0, RNA von 1,7 bis 2,0 aufweisen.

2.2.1.15. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei einer Polymerasekettenreaktion (PCR) wird ein definierter Abschnitt einer DNA
in mehreren Zyklen von Denaturierung, Annealing der Primer und Amplifizierung
vervielfaltigt. Um den jeweiligen Versuchsanforderungen gerecht zu werden,
haben sich im Laufe der Jahre, aufbauend auf dem Grundprinzip von Mullis und
Faloona [107], verschiedene PCR-Methoden entwickelt. Im Folgenden sollen die
in dieser Arbeit verwendeten PCR-Methoden vorgestellt werden. Die hierfur
verwendeten Reagenzien, mit Ausnahme der Primer und Sonden, wurden von der

Firma Qiagen (Hilden) bezogen.

Tag-PCR

Die Tag-PCR verwendet die aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus
gewonnene thermostabile Tag-DNA-Polymerase. Der Vorteil der Tag-Polymerase
liegt darin, dass sie wahrend der Amplifikation eines DNA-Fragmentes ein
zusatzliches Adenin an das 3’-Ende des synthetisierten Strangs hangt. Dieser
3-Adenin-Uberhang wird bei der T/A-Klonierung genutzt. Wahrend der
Amplifikation produziert die Tag-Polymerase teilweise Fehler, was zu Mutationen
in der DNA-Sequenz fuhren kann. Um dies im Nachhinein auszuschliel3en,

wurden die DNA-Amplifkate zur Kontrolle sequenziert.
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Der PCR-Ansatz sowie das PCR-Programm sahen wie folgt aus.

Komponenten Volumen Temperatur Zeit Zyklen
10x PCR-Puffer 5 pl 94 °C 3 min

dNTP-Mix (je 10 mM) 4 ul 94 °C 1 min
Sense-Primer (10 pmol/ul) 1 ul Primer-spez. 1 min 30
Antisense-Primer (10 pmol/pl) 1l 72 °C 1 min
Tag-Polymerase 0,5 ul 72 °C 10 min
Template-DNA 1-1.000 pg X ul

ddH,0 X Ml

Gesamtvolumen 50 pl

HotStarTag-PCR
Der Vorteil der HotStarTag-DNA-Polymerase besteht in der hoheren PCR-

Spezifitat und einer grélReren Ausbeute an PCR-Produkten. Aktiviert wird die

HotStarTag-DNA-Polymerase durch einen 95 °C Inkubationsschritt fur 15 min zu
Beginn der PCR. Dieser verhindert die Formation von Primer-Dimeren und
unspezifischen PCR-Produkten. Verwendung fand der HotStarTag-Master Mix der
Firma Qiagen (Hilden), welcher die HotStarTag-DNA-Polymerase, den PCR-Puffer
und die dNTPs beinhaltet.

Der PCR-Ansatz sowie das PCR-Programm sahen wie folgt aus.

Komponenten Volumen Temperatur  Zeit Zyklen
HotStarTaq Master Mix 25 ul 95 °C 15 min
Sense-Primer (10 pmol/ul) 1l 94 °C 1 min
Antisense-Primer (10 pmol/pl) 1l Primer-spez. 1 min 30
Template-DNA 1-1000 pg X Ml 72 °C 1 min

ddH,0 X Ml 72 °C 10 min
Gesamtvolumen 50 pl

Realtime-PCR

Die Realtime-PCR basiert auf der herkdmmlichen PCR, ermdglicht aber

gleichzeitig die Quantifzierung der amplifizierten DNA mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen wahrend des Zykluses. Die Fluoreszenz nimmt dabei mit der Menge

der PCR-Produkte proportional zu.
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Der PCR-Ansatz sowie das PCR-Programm sahen wie folgt aus.

Komponenten Volumen Temperatur Zeit Zyklen
2x QuantiTect SYBR Green 25yl 95 °C 15 min

PCR Master Mix

Sense-Primer (10 pmol/ul) 1 ul 94 °C 1 min
Antisense-Primer (10 pmol/pl) 1l Primer-spez. 1 min 30
Template-DNA 10 ul 72 °C 1 min

ddH>0 13 pl Messung

Gesamtvolumen 50 pl 72 °C 10 min
RACE-PCR

Die RACE-PCR wurde im Anschluss an die RLM-RACE (siehe Kapitel: 2.2.2.5)
durchgefuhrt, um die entstandenen Transkripte zu amplifizieren.

Der PCR-Ansatz sowie das PCR-Programm sahen wie folgt aus.

Komponenten Volumen Temperatur Zeit Zyklen
HotStarTaq Master Mix 25yl 95 °C 15 min
Sense-Primer (10 pmol/ul) 2 ul 94 °C 30 secC
Antisense-Primer (10 pmol/pl) 2 ul 55°C 30 sec 45
Template-DNA 1 ul 72 °C 5 sec

ddH,0 20 pl 72 °C 10 min
Gesamtvolumen 50 pl

Primer fur:  Nested 1: 5’RACE Outer Primer(s) / RACE-ou1838-08-as
Nested 2: RACE-Adap-in-s / RACE-in-1804-1778-as

Realtime RT-PCR

Die Realtime Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (Realtime
RT-PCR) kombiniert die reverse Transkription der RNA mit der Realtime
Polymerasekettenreaktion in nur einer PCR. Dazu wurde das QuantiTect® SYBR®
Green RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden) verwendet.
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Das PCR-Programm und der PCR-Ansatz sahen wie folgt aus.

Komponenten Volumen Temperatur Zeit Zyklen
2x QuantiTect SYBR Green 25 yl 50 °C 30 min

RT-PCR Master Mix

Sense-Primer (10 pmol/ul) 1 ul 95 °C 15 min
Antisense-Primer (10 pmol/pl) 1l 94 °C 1 min
QuantiTect RT Mix 0,5 ul Primer-spez. 1 min 30
Template-RNA 10 ul 72 °C 1 min
RNase-freies H,O 12,5 pl Messung

Gesamtvolumen 50 pl 72 °C 10 min

2.2.1.16. DNA-Praparation aus Zellkulturiiberstanden

Zur Extraktion von DNA aus freien Viruspartikeln im Zellkulturiberstand kam das
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) entsprechend der Anleitung des
Herstellers zur Anwendung. Daflr wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten
nach Transfektion, je 200 ul Zellkulturiberstdande abgenommen. Im Anschluss
erfolgte die quantitative Analyse der synthetisierten verpackten HBV-DNA mittels
Realtime-PCR.

2.2.2. RNA-Arbeitstechniken

2.2.21. RNA Extraktion aus Leberbiopsiegewebe

Zur Gewinnung von RNA aus Leberbiopsien wurden je 0,1 g Gewebeprobe in
einem Morsergefald mit flissigem Stickstoff versetzt und solange mit dem Mérser
zerkleinert bis sich das Gewebe zu weillem Pulver zersetzt hatte. Danach wurde
dieses mit 2 ml TRIzol (Invitrogen, Karlsruhe) versetzt und nochmals gemorsert,
bis sich das weilde Pulver komplett in eine klare rote FlUissigkeit verwandelt hatte.
Diese wurde in Eppendorf-Réhrchen uberfuhrt und bei 13.000 Upm und 4 °C fur
10 min zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand in ein neues Rohrchen
uberfuhrt, mit 200 pl Chloroform versetzt und gemischt. Nach einer Inkubationszeit
von 10 min erfolgte erneut ein Zentrifugationsschritt mit den oben beschriebenen
Einstellungen und der Uberfiihrung des Uberstandes in ein neues Eppendorf-
Roéhrchen. Die Uberschichtung und das Mischen mit Chloroform wurden noch

einmal wiederholt, danach fir 5 min inkubiert und zentrifugiert. Der Uberstand
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wurde im nachsten Schritt im Verhaltnis 1 : 1 (v/v) mit Isopropanol versetzt, um die
RNA zu fallen gemischt, 10 min inkubiert und zentrifugiert. Das entstandene Pellet
wurde mit 1 ml 75%igem Ethanol versetzt und bei 8.000 Upm und 4 °C fir 5 min
zentrifugiert. AbschlieRend wurde das Pellet an der Luft fur 5 - 10 min getrocknet,
danach mit 20 yl Nuklease-freiem H;O versetzt und fur 3 min in flissigem
Stickstoff schockgefroren, bevor es bei - 80 °C bis zur weiteren Bearbeitung

gelagert wurde.

22.2.2. RNA-Praparation aus humanen Zellkulturen

Die RNA-Extraktion aus humanen Zellkulturen erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Hilden). Die Homogenisierung der Zellen wurde Uber die QlAshredder-
Saulen durchgefuhrt. Zur Eliminierung der genomischen DNA-Kontamination
erfolgte ein on-column DNase-Verdau mit dem RNase-Free DNase Set (Qiagen,
Hilden). Im Anschluss wurde die RNA in 50 yl RNase-freiem Wasser auf-
genommen. Die Qualitatskontrolle der extrahierten RNA erfolgte durch
Auftrennung der ribosomalen RNA-Untereinheiten auf einem Agarosegel. Bis zur

weiteren Bearbeitung wurden die Proben bei -80 °C eingefroren.

2.2.2.3. Northern Blot

Die Analyse der viralen Transkripte erfolgte im Northern Blot. Dazu wurde die zu
analysierende RNA in einem denaturierenden Agarosegel entsprechend ihrer
Grole elektrophoretisch aufgetrennt und im Anschluss auf eine geeignete
Tragermembran transferiert. Durch Hybridisierung mit einer radioaktiv markierten,
der RNA Sequenz komplementaren DNA und der anschlieRenden Autoradio-
graphie wird die Visualisierung und Quantifizierung der zu analysierenden RNA

ermoglicht.

Formaldehyd-Agarosegel-Elektrophorese

Um Kontaminationen durch RNasen zu verhindern, wurde alles bendtigte Zubehor
(Gelkammern und -schlitten) mit H,O gewaschen, getrocknet und mit
RNaseAway® (Roth, Karlsruhe) gereinigt. Fiir die Elektrophorese wurde ein
1,2%iges Formaldehyd-Agarosegel (1,2 g Agarose in 72 ml ddH,0O I6sen, danach
Zugabe von 18 ml Formaldehyd und 10 ml 10x RNA-Laufpuffer [200 mM MOPS,
100 mM Natriumactetat, 10 mM EDTA, pH 7, steriffiltriert]) verwendet. 10 pl der
RNA-Proben wurden mit 40 pl Ladepuffer (5/4x RNA-Ladepuffer: 2,5 ml 10x RNA-
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Laufpuffer, 12,5 ml Formamid, 4,25 ml Formaldehyd, 0,75 g Ficoll, 12,5 mg Xylene
Cyanol und 12,5 mg Bromphenolblau) fir 5 min bei 90 °C aufgekocht, im
Anschluss zentrifugiert und bis zum Probenauftrag auf Eis gestellt. Als Marker
diente mit Restriktionsendonuklease EcoRI geschnittene HBV-DNA. Die Laufzeit
des Gels betrug 90 min bei 100 V.

Kapillar-Blot
Der Kapillar-Blot schloss sich direkt an die Elektrophorese an. Dabei wurde fur

16 h die RNA mit 10x SSC-Puffer (20x SSC-Puffer: 3M NaCl, 0,3 M
Nascitrat x H,O) auf eine PVDF-Membran geblottet und im Anschluss mit einem
UV-Crosslinker fixiert.

Hybridisierung

Direkt nach dem Crosslinking wurde die getrocknete Membran in einer Schale
zuerst mit 0,2 %, im Anschluss mit 2 % SSC-Puffer gewaschen. Die Pra-
hybridisierung erfolgte dann in einer Schale mit 20 ml sterilfiltriertem,
vorgewarmten Hybridisierungspuffer (6x SSPE [20x SSPE: 174 g NaCl, 27,6 g
NaH2PO4, 7,4 g EDTA und mit ddH>O auf 11 Gesamtvolumen aufgefullt], 10 %
SDS, 200 mg/ml ssDNA und 50 % Formamid) im Wasserbad bei 59 °C fur 5 h.
Danach fand fir 16 h bei 59 °C im Wasserbad die Hybridisierung mit der HBV-
Gesamtgenomsonde statt, die folgendermalien hergestellt wurde: 1 mg bereits mit
EcoRI verdautes und aufgereinigtes pHB3Sp6 (HB3 = dreifaches HBV-Genom,
Sp6 = unter der Kontrolle des Sp6-Promotor) wurde mit Hilfe des Riboprobe® in
vitro Transcription System (Promega, Madison, USA) nach dem Herstellerprotokoll
in einer 60-miniitigen-Reaktion bei 37 °C **P-markiert. Die Aufreinigung der so
hergestellten Sonden erfolgte Uber Quick spin RNA-Columns (Roche, Grenzach-

Whylen). Danach wurde die Sonde sofort auf die Membran pipettiert.

Stringentes Waschen und Detektion

Die Uberschussig und unspezifisch an die Membran gebundenen Sonden wurden
durch Behandlung der Membran mit 20 ml 2x SSC (fir 1 h 30 min bei RT) und
einem zweifachem Waschschritt mit 20 ml hochstringenten 0,2x SSC (bei 65 °C
fur je 30 min) entfernt. Nach dem Trocknen der Membran erfolgte die Detektion
uber 48 h mit Hilfe eines Rontgenfilms und der Entwicklung im Curix 60 (AGFA
Health Care, Deutschland).
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2.2.2.4. Affymetrix-Microarray

Mit Hilfe von DNA-Microarrays ist es moglich mRNAs von mehreren tausend
Genen parallel zu analysieren, um so mogliche Anderungen in der Aktivitat
(Expression) bestimmter Gene in Abhangigkeit verschiedenener Faktoren
aufzuzeigen.

Die Proben wurden dazu wie folgt aufgearbeitet. Nach dem Absaugen des
Zellkulturmediums der 6 cm-Zellkulturschalen wurden die adharenten Zellen mit
10 ml PBS versetzt und mit einem Gummischaber geerntet. Im nachsten Schritt
wurden die Proben fur 10 min bei 1.500 Upm ungekihlt zentrifugiert. Das so
entstandene Pellet wurde in 1 ml PBS aufgenommen und bei 3.000 Upm fur 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde komplett abgenommen, damit die Salze des
PBS nicht mit den nachfolgenden Assaybedingungen interferierten. Pro Probe
wurden 600 pyl RLT-Puffer (Qiagen, Hilden), versetzt mit 1 % Mercaptoethanol,
zugegeben und mit Hilfe eines Vortexers resuspendiert. Die Lysate wurden bei
-20 °C bis zur RNA-Extraktion eingefroren.

Die folgenden Schritte der RNA-Extraktion, cDNA-Synthese, in vitro-Transkription,
Fragmentierung der cRNA, Hybridisierung auf dem HGU133+2.0-Microarray
(Affymetrix, Santa Clara, USA) und das Farben der Microarrays hat Herr
Dr. Koczan (Institut fur Immunologie, Universitat Rostock) durchgefuhrt. Die durch
das Scannen der Chips erhaltenen Daten wurden mit Hilfe der Software GCOS1.4
und DataMining3.1 bearbeitet, anschlielend in eine Excel-Tabelle exportiert und
ausgewertet.

Es wurde eine vergleichende Analyse zur Bestimmung der Signalwerte
vorgenommen, wobei die Messdaten eines Chips als Basislinie definiert und die
Werte eines zweiten Chips (experimenteller Chip) als Differenz zur Basislinie
berechnet wurden. Weiterhin wurde die Fold Change (= x-fache Anderung)
berechnet, welche eine quantitative Beurteilung der differenziellen Genexpression
darstellt.

Gene wurden als induziert gewertet, wenn sie in zwei unabhangigen
Experimenten mindestens zweifach induziert waren (im Vergleich zur Zellkultur).
Der nachste Schritt betrachtete ausschliellich die Gene, die in beiden
Experimenten (Doppelansatz) als konstitutiv hoher exprimiert eingestuft wurden
und bei denen der Mittelwert des Signals der Proben mindestens flnffach hoher

war als der Mittelwert des Signals der Vergleichsproben.
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Die graphische Darstellung der Signalwert-Vergleiche erfolgte in einem
Streudiagramm. Die Ergebnisse wurden dabei logarithmisch aufgetragen. Die
Farbgebung der Signalwerte fand auf Basis der Detection call-Berechnungen statt.
Diese weisen darauf hin, ob ein Transkript bzw. ein Gen detektiert (,present®),
grenzwertig  (,marginal“) oder nicht detektiert (,absent”) wird. Die
Wahrscheinlichkeit/Zulassigkeit des Detection calls wird durch den p-Wert
angegeben. Mittels diagonaler Linien ist die Reprimierung oder Induzierung der
Gene um das 2, 10 oder 30fache dargestellt.

Die Korrespondenzanalyse stellt ein Analyseverfahren zur Auswertung
multidimensionaler Daten dar. Dabei bildet die Hauptkomponentenanalyse
(Principal Component Analysis (PCA)) den ersten Schritt. Auf diese Weise kdnnen
in der Microarraydatenanalyse Zusammenhange zwischen den Microarrays
festgestellt werden. Dabei wird jeder Microarray (= graphisch als Kugel
gekennzeichnet) in einem 54.676-dimensionalen Raum durch die 54.676 Vektoren
des Arrays (= jeder Vektor entspricht dem Signalwert fur ein Gen) bewegt. Dieses
Ergebnis wird dann in einen 3-dimensionalen Raum geplottet, um so die

Zusammenhange der einzelnen Microarrays vereinfacht darzustellen.

2.2.2.5. RNA Ligase Mediated Rapid amplification of cDNA ends (RLM-
RACE)

Die Rapid amplification of cDNA ends (RACE) stellt eine PCR-basierende
Methode dar, welche die Klonierung von Volllangen-cDNA-Sequenzen ermaoglicht,
wenn ausschlieBlich Teile der cDNA-Sequenz bekannt sind. Aufbauend auf diese
klassische RACE [108, 109] wurde die RNA Ligase Mediated (RLM)-RACE
entwickelt, welche im FirstChoice® RLM-RACE Kit (Ambion, Austin) zum Einsatz
kommt und ausschliellich cDNA von Volllangen-capped mRNA amplifiziert
(Abbildung 2-1).

Dabei wird zu Beginn die Gesamt-RNA einer CIP-Behandlung unterzogen um so
5-Phosphate von degradierten mRNAs, tRNAs und DNA zu entfernen. Daran
schliel3t sich eine TAP-Behandlung an um die Caps der Volllangen-mRNA zu
entfernen. Im nachsten Schritt wird der mitgelieferte 5-RACE-Adapter an die
decapped mRNA ligiert. An die reverse Transkription schlie3t sich eine nested-
PCRs an (Abbildung 2-2).
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5' RLM-RACE

CIP treatment to remove 5' PO, from
degraded mRNA, rRNA, tRNA and DNA

clp
5'PO4 —_—
TMGPpp— ~ T~ AAAAA

TAP treatment to remove cap
from full-length mRNA

7"“67P7PKZP7 — T~ AAAAL

5' RACE Adapter Ligation
to decapped mRNA

5 RACE adapter — T T~ AAAAA

reverse transcription

5 RACEadapter = a————— T~ AAAAA

g

PCR

_— >
5' RACE adapter /’——\_/"

Abbildung 2-1: Uberblick iiber die RLM-RACE Methode. mRNA: messenger RNA; rRNA:
ribosomal RNA; tRNA: transfer RNA; DNA: deoxyribonucleic acid; CIP: Calf Intestine Alkaline
Phosphatase; TAP: Tobacco Acid Pyrophosphatase.

Dazu liefert das Kit zwei nested-Primer, welche jeweils eine der 5-RACE Adapter-
Sequenz entsprechende Sequenz aufweisen. Die beiden antisense Primer sind

dagegen sequenzspezifisch.

5' RACE

¥
| 5' RACE Adaprer | // /lsu bp/

Abbildung 2-2: Primerpositionen der 5-RACE. Dargestellt sind die Primerpaarungen der
nested-PCR an dem 5-RACE Adapter-cDNA-Transkript. Rot = nested-PCR 1, blau = nested-
PCR 2. hellrot und -blau die 5 RACE-Adapter spezifischen Primer, dunkelrot und -blau die
Zielsequenz-spezifischen Primer. Modifiziert nach ,FirstChoice RLM-RACE Kit".

Die PCRs wurden im Anschluss wie in Kapitel 2.2.1.15 beschrieben durchgeflihrt
und die PCR-Produkte auf einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt. Abschlie3end
wurden die PCR-Produkte wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben aus dem Gel
extrahiert und TA-kloniert (Kapitel 2.2.1.10).
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2.2.3. Protein-Arbeitstechniken

2.2.31. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der aus dem Zelllysat gewonnenen Proteine wurde mit Hilfe des
BCA Protein Assay (Pierce, Rockford USA) bestimmt. Anhand eines parallel
mitgefUhrten bovine serum albumine (BSA)-Standards wurden die Protein-
konzentrationen der Proben bestimmt. Dazu wurden 100 pl jeder Probe und jedes
Standards mit 2 ml eines Working Reagent (WR, Reagenz A : B = 50:1) gemischt
und bei 37 °C fur 30 min inkubiert. AbschlieRend sind die Proben auf Raum-
temperatur (RT) abgekuhlt und bei einer Extinktion von 562 nm im Eppendorf
BioPhotometer (Hamburg) gemessen worden.

2.2.3.2. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
HBsAg und HBeAg in den Zellkulturiberstanden wurden mittels des AXSYM®

Systems (Abbott, Wiesbaden) nachgewiesen. Das Prinzip der Messung beruht auf
einem Mikropartikel-Enzymimmunoassay, bei dem mit monoklonalen anti-HBs
bzw. anti-HBe beschichtete Mikropartikel verwendet werden.

Zur Auswertung von HBeAg wurde die S / CO-Ratio, d. h. die Extinktion der Probe
dividiert durch die Extinktion des Grenzwertes, herangezogen. Ist der gemessene
Wert grolker als 1,0S/CO, wird die Probe als reaktiv, ist sie kleiner als
1,0 S/ CO, als negativ bewertet. Die S/ N-Ratio, d. h. die Extinktion der Probe,
dividiert durch die Extinktion des Kalibrationswertes, wurde zur Beurteilung von
HBsAg angewandt. Um im aussagekraftigen linearen Bereich der Tests zu
bleiben, wurden die Proben je nach Bedarf pur oder 1:10 verdinnt eingesetzt.

Von jeder Probe wurde je Ansatz und Zeitpunkt 400 ul Uberstand abgenommen
und bei -20 °C gelagert. Vor der Analyse wurden die Proben aufgetaut und einmal
30 min bei 10.000 x g und 4 °C zentrifugiert, um Uberflissiges Zellmaterial zu
entfernen. Der Uberstand wurde dann im ELISA zum semiquantitativen Nachweis

sowohl von HBsAg als auch HBeAg verwendet.

2.23.3. Chromatin-immunprazipitation (ChiIP)

Die Chromatin-Immunprazipitation (ChIP) wurde verwendet um die spezifische
Bindung von Proteinen an die virale DNA in vivo nachzuweisen. Das Protokoll von

Nelson et al. war dafur Arbeitsgrundlage [110].
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48 h nach der Transfektion erfolgte die Fixierung der Protein-DNA-Komplexe
mittels Formaldehyd-Crosslinking. Im Anschluss wurde das Chromatin durch
Ultraschall (4 x 15 s Impulse) in 200-1.000 bp groRe Fragmente zerschnitten. Die
DNA-Stucke, welche das gewunschte Protein gebunden haben, wurden mit einem
fur dieses Protein spezifischen Antikdrper prazipitiert. Im Anschluss wurden die
isolierten Protein-DNA-Komplexe gelést. Mit Hilfe einer PCR und der fur die
vermutete DNA-Region spezifischen Primern kann der Bindungsort im Genom

nachgewiesen werden.

2.2.4. Nachweis von Viruspartikeln

Fur die Analyse der HBV-Replikation wurde HBV-DNA aus den extrazellular
akkumulierten HBV-Kapsiden isoliert und mittels Southern Blot [111] untersucht.
Diese Aufgabe Ubernahm das Laboratoire de Virologie Moléculaire, Institut

National de la Transfusion Sanguine in Paris (Frankreich) durchgefuhrt.

2.2.5. Sequenzanalyse

Die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) fuhrte die notwendigen Sequen-
zierungen durch. Dazu wurden je 1 ug DNA inkl. 10 pmol Primer gemischt, ein-
gedampft und per Post verschickt. Die Sequenzen wurden mit den Programmen
EditSeq und MegAlign des Software-Paketes DNASTAR ausgewertet.

2.2.6. Zellkulturarbeiten und Transfektion

2.2.6.1. Allgemeine Zellkultur

Die langfristige Lagerung von Zelllinien erfolgte im flussigen Stickstoff. Zur
Kultivierung wurden die Zellen bei 37 °C aufgetaut, in 10 ml frisches Medium
(iberfiihrt, bei 64 x g (Allegra™21R, Beckman Coulter) und Raumtemperatur fiir
3 min sedimentiert und das so entstandene Zellpellet in frischem Medium geldst
und in Zellkulturflaschen uberfuhrt. Die Inkubation erfolgte im COgz-Inkubator
(Labotect, Gottingen) bei 37 °C und 5 % CO,. Das Medium wurde um 10 %
hitzeinaktiviertes fetales  Kalberserum (FKS, Gibco) und 100 pg/ml
Penicillin / Streptomycin erganzt.

Die Zellen wurden in 250 ml Zellkulturflaschen mit 40 ml Zellkulturmedium
kultiviert. Bei Erreichen der Konfluenz des Zellrasens wurde das Medium abge-

saugt, die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und anschlieRend trypsiniert. Hierzu
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wurden sie kurz in 1x Trypsinldsung geschwenkt und fur 5 min bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Nach dem Ablésen von der Flaschenwand und der
Resuspension in Medium wurden die Zellen im Verhaltnis 1:3 in

250 ml-Kulturflaschen ausgesat.

2.2.6.2. Bestimmung der Zellzahl mit Trypanblaufarbung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die BURKER-Zellzahlkammer genutzt. Dazu
wurden 10 yl der Zellsuspension mit 80 ul PBS und 10 uyl Trypanblau gemischt.
Davon wurden 10 ul in die Zahlkammer einpipettiert und die vitalen, den Farbstoff
Trypanblau nicht aufnehmenden, Zellen gezahlt. Die Berechnung der Zellzahl

erfolgte mittels der folgenden Formel:

Durchschnittliche Zellzahl x Verdiinnungsfaktor x 10* = Zellzahl pro ml

tTM

2.2.6.3. Transiente Transfektion von Zellen mit TurboFect " in vitro

Transfection Reagent

Um eine erhdhte Transfektionseffizienz zu erreichen, wurden die Zellen mit

TurboFect™

in vitro Transfection Reagent (Fermentas) transfiziert. Dabei formt
das kationische Polymer stabile positiv-geladene Komplexe mit der DNA. Diese
Komplexe schitzen die DNA vor Degradation und erleichtern so den Gentransfer
in die Zelle.

3x10°% 1x10° 2,5 x 10° bzw. 5 x 10° Zellen wurden 24 h vor der Transfektion in
6-Lochplatten, 6 cm-, 10 cm- oder 14,5 cm-Zellkulturschalen ausgesat und in 1,6,
4, 7 bzw. 10 ml Medium aufgenommen. Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C und
5% CO,. Zur Transfektion wurde die dem jeweiligen Versuchsaufbau
entsprechende DNA-Menge in serumfreiem Medium verdinnt, mit je 2 pl

tTM

TurboFect ™ pro 1 pg zu transfizierender DNA versetzt und gemischt. Zur Bildung

tTM

von TurboFect "-DNA-Komplexen folgte im Anschluss, eine Inkubationszeit von

20 min bei Raumtemperatur, wahrend der die Zellen mit PBS gewaschen und mit
frischem Medium versetzt wurden. AbschlieRend wurde der DNA / TurboFect™-
Mix tropfenweise auf die Zellen gegeben, welche leicht geschwenkt und dann im

CO,-Brutschrank bei 37 °C bis zur Analyse inkubiert wurden.
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2.2.6.4. Luciferase-Assay

Die Quantifizierung der Promotor-Aktivitat allein bzw. im Zusammenspiel mit
Transkriptionsfaktoren erfolgte mittels Bestimmung der Aktivitat der Firefly-
Luciferase. Da die Starke der Expression des Luciferase-Gens von
vorgeschalteten Promotor- / Enhancerelementen kontrolliert wird, ist die
gemessene Enzymaktivitat ein direktes Mall fur die Beeinflussung der
Transkriptionsrate dieser Elemente durch zu untersuchende Faktoren, wie z. B.
der Interaktion von DNA mit Transkriptionsfaktoren. Dazu wurden je 3 x 10° Zellen
je Ansatz in 6-Lochzellkulturschalen eingesat und mit dem jeweiligen Luciferase-
Reporterplasmid sowie den entsprechenden Expressionsplasmiden kotransfiziert.
48 h nach der Transfektion erfolgte die Aufarbeitung der Zellen in der Form, dass
das Medium abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und im Anschluss
mit 400 pl Reporter Lysepuffer (RLB) Uberschichtet wurden. Die Zellen wurden
dann bei 4 °C far 60 min eingefroren. Nach dem Wiederauftauen und dem Ldsen
der Zellen (mit Hilfe eines Zellschabers von der Zellkulturschale) wurden sie in ein
2 ml Eppendorf-Rdhrchen Uberflhrt, das Lysat fur 10 s auf dem Vortex gemischt
und bei 12.000 x g (Eppendorf 5417R) und 4 °C in 10 min pelletiert. Vom
Uberstand wurden je 10 ul in den BCA Protein Assay (Kapitel 2.2.3.1) zur
Bestimmung der Gesamt-Proteinmenge eingesetzt. Je 10 ug Gesamt-Protein
wurden in ein Luminometer-Messrohrchen uberfuhrt und die Lumineszenz nach
automatischer Zugabe des Luciferase-Substrates (Promega, Mannheim) im
Luminometer (Lumat LB9501, Berthold Technologies, Bald Wildbad) gemessen.
Dabei katalysiert die Firefly-Luciferase die ATP-abhangige oxidative
Decarboxylierung von Luciferin zu Oxyluciferin, unter gleichzeitiger Lichtemission
bei einer Wellenlange von 562 nm. Der Messwert wurde in RLU (relative light

units) angegeben.
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2.2.7. Adenovirale Arbeitstechniken

2.2.71. Transduktion
Die Transduktion mit Ad-Vektoren erfolgte in WI38- und HepG2-Zelllinien. Dazu

wurde im ersten Schritt das Zellkulturmedium von den Zellen entfernt. Als
nachstes wurden die Vektoren unter Berucksichtigung der Zellzahl sowie des
Virustiters in 1 ml Zellkulturmedium aufgenommen und auf die Zellen gegeben.
Nach einer 30minutigen Transduktion bei 37 °C und 5 % CO,-Atmosphare wurden
die Zellen mit Medium wieder aufgefiillt. Die Transduktion erfolgte fir jede Zelllinie
mit der entsprechenden Infektionsmultiplizitat (MOI — multiplicity of infection),
damit eine 100%ige Transduktion der Zellen erreicht werden konnte (Tabelle 2-1).

Tabelle 2-1: Infektionsmultiplizitat der verschiedenen Zelllinien.

Zelllinie MOI

HepG2 60

WI38 10
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3. Ergebnisse

3.1. Charakterisierung der Genotypen A bis |

Die Klassifikation des Hepatitis-B-Virus, des human-pathogenen Hepadnavirus,
erfolgt zurzeit in 10 Genotypen. Diese HBV-Genotypen unterscheiden sich um
mindestens 7,5 % ihrer Genomsequenz [67] und werden entsprechend der
Reihenfolge ihrer Entdeckung alphabetisch von A bis J nummeriert. HBV-
Genotypen zeigen nicht nur eine unterschiedliche geographische Verteilung,
sondern besitzen ebenfalls einen Einfluss auf die HBeAg-Serokonversionsrate,
Mutationsmuster und die Schwere der Lebererkrankung, was zu einem unter-
schiedlichen Ansprechen des Patienten auf die jeweilige Behandlung fuhren kann.
Mit dieser Arbeit sollen erstmals neun von zehn Genotypen vergleichend
untersucht werden. Der zehnte Genotyp J lag zum Zeitpunkt der Anfertigung
dieser Arbeit nicht im Labor zur Analyse vor. Untersucht wurden die Parameter
HBsAg, HBeAg und HBV-Replikation anhand des HBV-DNA-Nachweises und
deren Konzentration nach Transfektion linearisierter HBV-Monomere. Dazu haben
Gunther et al. eine Methode zur Herstellung replikationskompetenter HBV-
Monomere entwickelt [105]. Dabei wird aus dem Serum eines Patienten das
HBV-Genom amplifiziert und anschliefend in einen beliebigen Vektor mit den
passenden Restriktionsschnittstellen oder Uber T/A-Klonierung kloniert. Mittels
Sapl-Restriktion des Plasmids wird das HBV-Genom linearisiert. Im Anschluss an
die Aufreinigung erfolgt die Transfektion in die Zielzelle. Dort kénnen sich die
linearisierten HBV-Monomere selbst ligieren. In Folge dessen kommt es zur
Produktion zirkularer HBV-DNA und somit zur Replikation des Virus mit
einhergehender Herstellung des Virus in der Zelle. Der Nachweis erfolgt durch
eine Messung der Antigene im Uberstand.

Dazu wurden von jedem Genotyp je 1 ug linearisierte HBV-Monomere in HepG2-
Zellen transfiziert (Kapitel 2.2.6.3). Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde
ein enhanced grunfluoreszierendes Protein (eGFP) enthaltendes Plasmid
kotransfiziert. Zum Zeitpunkt der Probennahme nach 5 Tagen konnte anhand des
uber alle Proben gleichmalig verteilt leuchtenden eGFPs eine einheitliche
Transfektionseffizienz nachgewiesen werden. Die Zellkulturiberstande wurden zur
Bestimmung von HBsAg, HBeAg, HBV-Replikation und Virusproduktion (anhand

des Nachweises von Virionen und Nukleokapsiden) abgenommen. Zusatzlich
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wurden die jetzt mediumfreien Zellen mit Phosphat Buffered Saline (PBS)
gewaschen, geerntet, pelletiert und das Pellet mit Lysepuffer versetzt. Nach einem
abschlielRenden Vortex-Schritt konnten die Proben zur Bestimmung der intra-

zellularen Werte fur HBsAg, HBeAg und DNA-Konzentration verwendet werden.

3.1.1. HBsAg- und HBeAg-Nachweis extra- und intrazellular

Die Gesamtheit der Oberflachenproteine bildet das sogenannte HBs-Antigen
(HBsAg), das Bestandteil der Virushille ist, aber ebenfalls zum Grolteil als
spharische oder filamentdse nichtinfektiose HBsAg-Partikel von infizierten Zellen
sezerniert wird. ,reaktiv® auf extrazellulares HBsAg getestet wurden die
Genotypen A, B, C(TTA),F, G und H, wohingegen die Genotypen D und E
.grenzwertig® und die Genotypen C und | als ,nicht-reaktiv’ beurteilt wurden
(Abbildung 3-1). Auf intrazellulares HBsAg getestet, wurden alle Genotypen als
Jreaktiv’ bewertet, mit Ausnahme der Genotypen G und I, die als ,grenzwertig“

einzustufen waren (Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-1: Bestimmung von extrazellularem HBsAg und HBeAg. Die Analyse erfolgte
mittels ELISA. Dazu verwendete Zellkulturiberstande entstammen transienten Transfektionen von
je 1ug linearisierter HBV-DNA der jeweiligen Genotypen. Die Probennahme erfolgte nach
5 Tagen. Dargestellt sind S / CO-Ratios (Probe : Grenzwert) fir HBeAg von unverdiinnten Proben.
Werte >1 sind ,reaktiv‘. In S/ N-Ratios (Probe : Kalibratormittelwert) wurden die Werte fir HBsAg
angegeben. Dabei sind Proben <1,6 ,nicht-reaktiv‘, 22 ,reaktiv® und dazwischen liegende ,grenz-

wertig“. NK = Negativkontrolle, Material transfizierter Zellen mit leerem pcDNA3-Vektor. n = 1.
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Weiterhin wurde das Auftreten des Hepatitis B e Antigens untersucht. Extrazellular
wurde ausschlieBlich der Genotyp B HBeAg ,reaktiv® beurteilt (Abbildung 3-1).
Intrazellular konnte kein HBeAg nachgewiesen werden, da dieses im Anschluss
an seine Produktion von der Zelle sezerniert wird (Abbildung 3-2). Normalerweise
wulrde dieses dann im Blut zirkulieren und dort serologisch nachweisbar sein
[112]. Im Serum scheint es immunregulatorische Funktionen auszuliben, indem es
T-Zell-Toleranz auslést und damit auch eine HBcAg-spezifische zytotoxische
T-Zellantwort hemmt [16, 17].

HBsAg/HBeAg intrazellular

3,5
B HBsAg
3.0 B HBeAg

2,5

2,0 1 HBsAg ,reaktiv = 2
1,5
1,0 —— HBeAg cut off = 1

0,5

HBsAg in S/N-Ratio; HBeAg in S/CO-Ratio

0,0 -
A B C= D E F G H | C= NK

TTA CAG
Genotypen

Abbildung 3-2: Bestimmung von intrazellulirem HBsAg und HBeAg. Finf Tage nach
Transfektion der linearisierten HBV-DNA der jeweiligen Genotypen wurden die HepG2-Zellen
geerntet und bei -80°C schockgefroren. Im Anschluss wurden die Zellen gevortext, 30 min pelletiert
und der Uberstand 1:10-verdinnt dem ELISA-Test zugefiihrt. HBeAg-,nicht-reaktiv‘ sind alle
Proben mit einer S/ CO-Ratio <1. Fir HBsAg gelten die folgenden Grenzwerte: <1,6 ,nicht-
reaktiv®, >2 ,reaktiv‘ und 1,6> - <2,0 ,grenzwertig“. Die Transfektion mit dem leeren Vektor pcDNA3

diente als Negativkontrolle = NK. n = 1.

Bis auf die Genotypen C und G sollten entsprechend der Sequenzanalyse alle
anderen Genotypen HBeAg positiv sein. Das Isolat des Genotyp C wurde von
einem Patienten gewonnen, welcher offensichtlich im Langzeitverlauf der
chronischen HBV-Infektion eine HBeAg-Serokonversion mit Verlust von HBeAg
aufwies. Genotyp G besitzt im Gegensatz zu den anderen Genotypen an der
Nukleotidposition 1896 einen Austausch von Guanin (G) zu Adenin (A), welcher
eine der haufigsten PraCore-Mutationen (G1896A) darstellt und so zu einem
Verlust der HBeAg-Produktion flihrt. Dieses durch die Mutation entstehende

translationale Stoppkodon hat zur Folge, dass die Translation des PraCore-
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Proteins vorzeitig abgebrochen und kein HBeAg gebildet wird. Alle Ubrigen Isolate
sollten theoretisch HBeAg produzieren. Wahrscheinlich haben noch weitere
Faktoren Einfluss auf die HBeAg-Produktion. Dass das HBeAg in diesem Versuch
unter der Nachweisgrenze liegt ist jedoch nicht ungewohnlich, da es selbst im

naturlichen Infektionskontext nur in sehr geringen Mengen sezerniert wird.

3.1.2. Nachweis der Replikation anhand sezernierter HBV-DNA

Zum Nachweis der Virusreplikation durch quantitative Messung sezernierter,
partikel-assoziierter HBV-DNA wurde diese aus den Zellkulturiberstanden
extrahiert. Dabei sezernieren stark replizierende Genotypen mehr DNA in den
Zellkulturiberstand als schwach replizierende. Die mittels semi-quantitativer PCR
gemessenen DNA-Konzentrationen bewegen sich, bis auf drei Ausnahmen, alle
im Bereich zwischen 1x10° und 8x 10° Kopien/ml (Abbildung 3-3). Die
Genotypen B, D und G besitzen eine fast identische Kopienzahl mit Werten um die
4 x 10°. Die Genotypen A und C(CAG) (circa 3 x 10°%), H (2 x 10°%) und E (1 x 10°)
weisen ebenfalls Werte iiber 1 x 10° auf. Zwei Ausnahmen hingegen sind die
Genotypen F und | mit Werten von 6 x 10°, welche somit vergleichsweise wenig
partikel-assoziierte HBV-DNA in den Zellkulturiberstand sezernieren. Der Geno-

typ C(TTA) zeigt die mit Abstand starkste Replikation (8 x 10°) aller Genotypen.

DNA-Nachweis aus dem Zellkulturiiberstand
9,0E+06

O sezernierte DNA
8,0E+06

7,0E+06

6,0E+06

()]
o
m
+
o
(o2}

4,0E+06 ] ]

DNA in Kopien / ml

3,0E+06

2,0E+06
1,0E+06 - ’_‘
0,0E+00 T T T T T I:I T T T I:I T T
A B C=TTA D E F G H | C =CAG NK
Genotypen

Abbildung 3-3: Analyse der differenziellen Replikation der Genotypen. Die Replikation wurde
anhand der im Zellkulturiiberstand mittels Realtime-PCR gemessenen DNA quantitativ bestimmt.
Dazu wurden dieselben Zellkulturiiberstande verwendet, wie zur Bestimmung der extrazelluldren
HBs- und HBeAg-Konzentrationen. Aufgetragen wurde die DNA in Kopienzahl/ ml. Als

NK = Negativkontrolle wurde der leere pcDNA-Vektor transfiziert. n = 1.
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3.1.3. Nachweis von Virionen und Nukleokapsiden

Im nachsten Schritt sollte nachgewiesen werden, dass HBV-Viruspartikel oder/und
nackte Nukleokapside gebildet werden. Falls dies nachgewiesen werden kann,
sollte weiterhin untersucht werden, ob Unterschiede im Mengenverhaltnis HBV-
Viruspartikel zu Nukleokapsid der einzelnen Genotypen zu sehen sind. Dieser
Versuch wurde im Laboratoire de Virologie Moléculaire, Institut National de la
Transfusion Sanguine in Paris von Herrn Dr. Camille Sureau durchgefuhrt. Daftr

wurden 15 ml der Zellkulturiberstadnde nach Paris versandt und dort aufgearbeitet.
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Abbildung 3-4: Nachweis von Virionen. Dargestellt ist das Phosphoimager-Bild einer
Nylonmembran, auf welche die mittels 0,7%igen Agarosegel getrennten Genotypen-Proben
geblottet wurden. Untersucht wurden die Genotypen A-l, inklusive des Genotyps C2 mit den
Basenkonstellationen TTA und CAG. Als Positivkontrolle diente aus HepG2.2.15 extrahiertes

Probenmaterial, welches DNA-Banden auf Héhe der Virionen und HBV-Nukleokapside aufweist.
NK = Negativkontrolle.

Wie Abbildung 3-4 zeigt, weist die Positivkontrolle (aus HepG2.2.15-Zellen
gewonnene Partikel) eindeutig detektierbare Banden HBV-DNA an den Positionen
der nackten Kapside und der umhillten Virionen auf. Die einzelnen Proben

hingegen weisen nicht so eindeutige Banden auf. Je zwei schwache Signale sind




Ergebnisse 45

bei allen Genotypen zu sehen, was moglicherweise auf eine schwache
Freisetzung sowohl von Virionen als auch von nackten Kapsiden hinweist. Die
elektrophoretische Beweglichkeit dieser Banden ist jedoch geringflgig
abweichend von der der Positivkontrolle. Da diese Genotyp D entspricht, sollte sie
ein prinzipiell ahnliches Laufverhalten aufweisen wie die Genotyp D-Probe. Die
Genotypen A und G weisen Insertionen von 2 bzw. 12 AS im HBc-Gen auf. Diese
Insertionen kénnten Veranderungen in der GroRe des Kapsides verursachen.
Anhaltspunkte dafur konnen aber an Hand dieser Abbildung nicht gefunden
werden. Die untere Bande lauft auf Hohe der 3,5 kB-Markerbande. Mdglicher-
weise stellt diese Bande die unverpackte DNA dar, wohingegen die obere Bande
inkomplett umhullte Kapside widerspiegelt. Weiterhin kann man Unterschiede
beim Mengenverhaltnis der oberen zur unteren Bande der einzelnen Genotypen
beschreiben. So weisen die Genotypen H, | und die Probe C(CAG) starkere kleine
Banden als groRe Banden auf. Genotyp G besitzt zwei annahernd gleich starke
Banden, wohingegen bei den Genotypen A, B, C(TTA), D, E und F die obere
Bande markanter hervortritt. AbschlieRend kann festgestellt werden, dass mittels
dieses Versuches zumindest ein teilweises Anlaufen der Replikation aufgezeigt

werden konnte.

3.2. Subgenotyp C2

Phylogenetische Untersuchungen haben gezeigt, dass die Genotypen des
Hepatitis-B-Virus weiter in Subgenotypen unterteilt werden konnen. Subgenotypen
unterscheiden sich um mindestens 4 % ihrer Genomsequenz [113] und variieren
substanziell in vielen virologischen und wahrscheinlich auch einigen klinischen
Parametern. Die in Asien Uberwiegend vorherrschenden Genotypen sind B und C.
Bislang sind fur diese beiden Genotypen jeweils sieben Subgenotypen
beschrieben worden. Die hier vorgelegte Arbeit beschaftigte sich mit dem
Subgenotyp C2, welcher vornehmlich in Ost-Asien, einschlieBlich Japan und
China zu finden ist [114]. Das C2-HBV-Genom eines aus Shanghai, China,
stammenden chronisch infizierten HBV-Patienten mit Hepatozellularem Karzinom
(HCC) wurde dazu amplifiziert, sequenziert und in die ncbi-Datenbank unter der
Accession-Nummer GU385774 eingetragen. Zur genaueren Untersuchung der
Probe wurde diese HBV-DNA kloniert. Dazu wurden unterschiedliche

Klonierungsstrategien angewandt, welche, den jeweiligen Ergebnissen
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zugeordnet, beschrieben werden. Charakteristisch fur diese Patientenprobe und
den Verlauf einer chronischen viralen Infektion mit anschlieRender Entwicklung
eines HCC ist das Auftreten einer Reihe von Mutationen im HBV-Genom.
Mutationen im basalen Core-Promotor (BCP) bei den Nukleotiden (nt) 1762 und
nt 1764 (T1762/A1764) und in der PraCore-Region bei nt 1896 (A1896) sind
assoziiert mit der HBeAg-Serokonversion und einer persistierenden Virus-
replikation. Bei HBeAg-negativen Patienten wird die Mutation T1653 in der Box a
Region in Zusammenhang mit der Zunahme des Risikos an HCC zu erkranken
gebracht [91]. Diese vier Mutationen (C1653T, A1762T/G1764A und G1896A) sind
in der bearbeiteten Patientenprobe zu finden. Die Untersuchungen im Rahmen
dieser Arbeit konzentrierten sich auf die madglicherweise auftretenden
Unterschiede im Replikationszyklus verschiedener Mutationskombinationen

naturlich vorkommender Varianten.

3.2.1. Klonierung der vier Subgenotyp C2-Varianten

In der vorliegenden Arbeit sollten die in Tabelle 3-1 aufgefuhrten vier natirlich
vorkommenden Varianten des Subgenotyps C2 untersucht werden. Diese
Varianten unterscheiden sich ausschlieRlich in 3 Basenaustauschen, wobei der
Basenaustausch an den Positionen nt 1762 und nt 1764 immer miteinander

einhergehen (= Doppelmutation).

Tabelle 3-1: In der Arbeit verwendete Varianten des Subgenotypes C2.

Name Basenaustausch im HBV-Genom an Position
1653 1762 1764
CAG C A G
CTA C T A
TAG T A G
TTA T T A

Die Varianten wurden auf Basis der oben beschriebenen chinesischen
Patientenprobe des Subgenotypes C2 mit der Nukleotidmutations-Kombination
TTA durch einfugen von Punktmutationen kloniert. Die dazu verwendeten
Klonierungsstrategien sind in Abbildung 3-5 und Abbildung 3-6 schematisch
dargestellt.
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Abbildung 3-5: Klonierungsstrategie des C2TAG-Ganzgenoms in pBluescript. Ausgehend
vom Plasmid pCR-XL-Topo-C2TTA wurde die PCR mit den aufgeflhrten Primern durchgefihrt.
Dargestellt sind die sich daran anschlieBenden Klonierungsschritte, hin zum fertigen Vektor
pBluescript-C2TAG. Waagerechte Linien stellen den DNA-Doppelstrang dar. Senkrechte Pfeile
geben Arbeitsschritte an. Senkrechte Doppelpfeile sind das Zeichen fiur einen Restriktionsverdau.
Sacl, Sacll und Notl sind Restriktionsenzyme bzw. deren zugehoérige Schnittstellen. Die
Nummerierung verweist auf die entsprechende Position im HBV-Genom. Die Buchstaben-

kombinationen zeigen die klonierte Basenkombination an.
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Abbildung 3-6: Klonierungsstrategie der C2CTA- und C2CAG-Ganzgenome in pBluescript.
Ausgehend vom Plasmid pCR-XL-Topo-C2TTA wurden die PCRs mit den aufgefiihrten Primern
durchgefiihrt. Dargestellt sind die sich daran anschlielenden Klonierungsschritte, hin zu den
fertigen Vektoren pBluescript-C2CTA und pBluescript-C2CAG. Waagerechte Linien stellen den
DNA-Doppelstrang dar, senkrechte Pfeile geben Arbeitsschritte an. Senkrechte Doppelpfeile sind
das Zeichen fur einen Restriktionsverdau. Sacl, Sacll, BmgBI und Nofl sind Restriktionsenzyme
bzw. deren entsprechende Schnittstellen. Die Nummerierung weist auf die entsprechende Position

im HBV-Genom hin. Die Buchstabenkombinationen zeigen die klonierten Basenkombinationen an.

Aufbauend auf der von [105] entwickelten Methode wurde das aus dem Serum
extrahierte und mittels PCR amplifizierte 3215 bp grole HBV-Genom in den pCR-
XL-Topo-Vektor kloniert. Dieses pCR-XL-Topo-C2TTA-Plasmid stellte die Grund-
lage aller folgenden Klonierungen dar. Die anderen drei Varianten wurden im

Anschluss jeweils in den pBluescript-Vektor kloniert, da dieser Uber eine hdhere
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Anzahl von Restriktionsschnittstellen in der multiplen Klonierungsstelle (MKS) als
der pCR-XL-Topo-Vektor verfugt, sodass weitere Klonierungen mdglich waren.

Die Klonierung von pBluescript-C2CAG wurde mit einem Doppelverdau des pCR-
XL-Topo-C2TTA-Plasmids mit Sacl und Sacll gestartet, wodurch ein etwa 380 bp
grol3es Fragment ausgeschnitten wurde. Zur Erzeugung eines Zwischenplasmides
wurde dieses Fragment durch Ligation in den Vektor pBluescript eingefigt. Mit
diesem Konstrukt wurden danach XL1-Blue-Zellen transformiert. Die auf LB-Agar-
Platten gewachsenen Kolonien wurden mittels Mini-Plasmidpraparation
aufgearbeitet. Die DNA wurde einer Kontrollrestriktion unterzogen und zur
Erhéhung der DNA-Quantitat mit Hilfe einer Maxi-Plasmidpraparation vermehrt
und extrahiert. Im nachsten Schritt erfolgte die Erzeugung der Punktmutation
durch PCR-Amplifikation mit spezifischen Primern. Fur die Variante CAG wurden
die Primer C2-1589-1660-C53s (welcher an Position 1653 des HBV-Genoms eine
Mutation T1653C verursacht) und C2-1825-1752-A62G64Saclas (erzeugt die
Mutationen T1762A und A1764G) verwendet. Im Anschluss wurden sowohl das
PCR-Fragment als auch das Zwischenplasmid mit den Restriktionsenzymen
BmgBI und Sacl verdaut. Durch Ligation, Transformation und die oben bereits
erwahnten weiteren Schritte wurde das zweite Zwischenplasmid erzeugt. Dieses
wiederum wurde mit Sacll und Nofl verdaut um das verbleibende grol3e
Restfragment des HBV-Genoms (extrahiert aus dem Ursprungsvektor pCR-XL-
Topo-C2TTA) aufnehmen zu kénnen. Nach erneuter Ligation, Transformation und
den anderen bereits erwahnten Klonierungs-Arbeitsablaufen wurden Glycerin-
kulturen der mit pBluescript-C2CAG transformierten XL1-Blue-Zellen bei -20 °C
eingefroren. Auf diese Glycerinkulturen kann, wenn mehr Plasmid bendétigt wird,
jederzeit zuruckgegriffen werden. Das Plasmid pBluescript-C2CAG wurde im
Anschluss einer Kontrollsequenzierung unterzogen und die DNA-Konzentration
bestimmt.

Das Plasmid pBluescript-C2CTA wurde mit Hilfe derselben Strategie hergestellt.
Die dazu verwendeten Primer waren erneut C2-1589-1660-C53s (welcher an
Position 1653 des HBV-Genoms eine Mutation T1653C verursacht) und diesmal
C2-1825-1778Saclas.

Das Plasmid pBluescript-C2TAG konnte auf diesem Weg nicht hergestellt werden.
Deshalb wurde hierfur eine neue Strategie entwickelt, welche in Abbildung 3-5

dargestellt ist. Eine PCR-Amplifikation des HBV-Genomabschnittes von Position
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nt 1374 bis nt 1825 mit den Primern HBxSall-s und C2-1825-1752-A62G64 Saclas
stellte den ersten Schritt dar. Dieses PCR-Amplifikat wurde aufgereinigt, kontroll-
sequenziert und mit den Restriktionsenzymen Sacl und Sacll verdaut. Nach
Ligation in pBluescript, Transformation und Aufarbeitung des Plasmides konnte so
das erste Zwischenplasmid fir die folgenden Klonierungsschritte hergestellt
werden. Auch hier folgte wie bereits fur die Klonierung von pBluescript-C2CAG
bzw. -C2CTA beschrieben der Sacll- und Notl-Restriktionsverdau mit der Ligation
des aus dem pCR-XL-Topo-C2TTA-Plasmid ausgeschnittenen groRen HBV-
Restfragmentes. Am Ende der Arbeiten wurde das Plasmid pBluescript-C2TAG
zur Kontrolle sequenziert. Tabelle 3-2 zeigt die hergestellten End-Konstrukte.

Tabelle 3-2: Hergestellte C2-Plasmide mit den jeweils vorhandenen Basenaustauschen.

Plasmid Basenaustausch im HBV-Genom an Position
1653 1762 1764
pBluescript-C2CAG C A G
pBluescript-C2CTA C T A
pBluescript-C2TAG T A G
pCR-XL-Topo-C2TTA T T A

3.2.2. Herstellung der HBxWt-, HBxPolyLysin3xTGA- und der
vier Subgenotyp C2HBx-Adenoviren

Die im Durchmesser rund 70 —-90 nm grof3en humanpathogenen Adenoviren
gehoren zur Familie der Adenoviridae. Sie gehoren zu den unbehlllten Viren. lhr
ikosaedrisches Kapsid enthalt die doppelstrangige lineare DNA. Adenoviren
werden in der Gentechnik als virale Vektoren eingesetzt, um genetisches Material
in Zielzellen zu schleusen. Der Transport der DNA in die Zielzelle wird als
Transduktion bezeichnet. Mit der Transduktion erreicht man im Vergleich zur
gangigeren Transfektion eine Aufnahme des genetischen Materials in nahezu
100 % der Zellen. Diese hohe Transduktionsrate kann durch in die Vektoren
integrierten Reportergene wie GFP Uberpriuft werden. Adenoviren integrieren nicht
in das Genom der Zelle und werden auch nicht wahrend der Zellteilung repliziert.
All diese Eigenschaften werden genutzt, um eine nur voribergehende Expression

des Zielgens in der Zelle zu erreichen.
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FUr diese Arbeit wurden jeweils die Sequenzen der Hepatitis-B-Virus X-Proteine
(HBx-Proteine) fur Wildtyp (Wt), PolyLysin3xTGA, C2CAG, C2CTA, C2TAG und
C2TTA in das Genom der Adenoviren kloniert.

Die Sequenz fur das HBxWt ist ein anerkannter Wildtyp, welcher urspringlich vom
Labor von Prof. Schroder (Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg)
charakterisiert wurde. Ebenfalls aus seinem Labor stammt das HBxPolyLysin. Es
stellt eine naturlich vorkommende Variante des HBxWt dar [115]. Nachgewiesen
wurde es, neben dem Wildtyp-X-Protein, in Patienten mit einem Hepatozellularen
Karzinom. Fur die Herstellung von Adenoviren musste HBxPolyLysin modifiziert
werden. Da es am 3’-Ende der Gensequenz eine Pacl-Schnittstelle aufwies, ware
die Generierung von Adenoviren nicht moglich gewesen. Die Pacl-Schnittstelle
war Bestandteil einer Stoppkodon-Sequenz. Diese wurde mittels PCR-
Amplifikation derart verandert, dass die urspringlichen Stoppkodons durch drei
TGA-Tripletts (ebenfalls Stoppkodons) ausgetauscht wurden
(= HBxPolyLysin3xTGA).

Klonierungsstrategie fir
Wildtyp Cc2 PolyLysin
PCR HBxPolyAsHindIII {Bx-Notl-as HBxPolyAsHindIII iBV1838-00Xholas HBxPolyAsHindIIl {BXxPoA3XTGA
Ko erang n W HindIll / Notl W HindIll / Xhol
s Ligation + Transformation in pcDNA3 Ligation + Transformation in pcDNA3
Klonierung in
pAdTrack HindIII@ Notl HindHI@ Xhol
lH Notl lH Xhol
HindIIT HindIII
Notl e Notl Xhol e Xhol
1 Klenow l Klenow
HindIII HindIII
3 [ 3 P
J— - J— -
l dephosphorylieren l dephosphorylieren
HindIII HindIII
e T we
W Hindill |+ Hinm |+ Hinam
Gelextraktion Gelextraktion Gelextraktion
HindIIl ™ &l Blunt HindIIl™ &R Blunt HindIIl™ &I Blunt
l Ligation + Transformation in Ligation + Transformation in Ligation + Transformation in
pAdTrack-CMV pAdTrack-CMV pAdTrack-CMV
Blun Wt : Blunt Cc2 : Blunt/" Poly- :
EooRV;V/\; HindIIx ECORVE/\; HindIIx EcoRV;/L);,n\: HindIII

Abbildung 3-7: Drei Klonierungsstrategien zur Herstellung von pAdTrack-CMV-HBx-
Vektoren. Pfeile: groR + senkrecht = Arbeitsschritte, klein + senkrecht = Restriktionsverdau,
waagerecht = Bindungsstellen der PCR-Primer; ,P“ = Phosphatreste; Wt, C2, PolyLysin = HBx-
Genabschnitt; ,ATG" = Startkodon HBx-Gen; HindIll, Notl, EcoRV, Xhol = Restriktionsenzyme
bzw. Restriktionsschnittstellen; Orange: HBx-Gene; blau: pcDNA3- bzw. pAdTrack-CMV-Vektor.
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Abbildung 3-7 zeigt die drei entwickelten Strategien zur Klonierung der HBx-
Proteine in den pAdTrack-CMV-Vektor. Allen gemein war die im Anschluss
folgende homologe Rekombination, bis hin zur Gewinnung der Adenoviren
(Abbildung 3-8).

Der erste Schritt aller drei Klonierungsstrategien bestand in einer sequenz-
spezifischen PCR der HBx-Gene. Im Anschluss erfolgte die Klonierung der PCR-
Produkte fur HBxWt und der vier HBxC2 in den pcDNA3-Vektor. Danach erfolgte
die Umklonierung in den pAdTrack-CMV-Vektor. Dazu wurde der jeweilige
pcDNAS3-HBx-Vektor mit dem Restriktionsenzym Notl (HBxWt) bzw. Xhol (HBxC2-
Varianten) gedffnet. Mit Hilfe der 3'—5-Exonukleaseaktivitat der DNA
Polymerase I — GroRes Klenow Fragment wurden die Uberhdnge entfernt und
durch den Einsatz von Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) die Fragmentenden
dephosphoryliert. Abschlielend wurden die Fragmente mit Hindlll verdaut, sodass
die Ligation in den pAdTrack-CMV-Vektor Uber die HindllI-Schnittstelle und das
glatte (blunt) Ende realisiert werden konnte. Nach der Aufarbeitung der Plasmide
wurden diese zur Kontrolle sequenziert, bevor sie fur die homologe Rekombination
eingesetzt werden konnten.

Die Klonierung des HBxPolyLysin3xTGA erfolgte durch direkte Insertion des mit
Hindlll verdauten PCR-Fragmentes Uber die HindllI-Schnittstelle und das blunt-
Ende in den pAdTrack-CMV-Vektor. Auch dieses Konstrukt wurde abschlie3end
zur Kontrolle sequenziert.

Fir die homologe Rekombination (Abbildung 3-8) wurden die pAdTrack-CMV-
HBx-Plasmide mit Pmel verdaut und mittels Elektroporation in die pAdEasy-1-
Plasmid enthaltenden BJ51383-Ad-1-Zellen eingefuhrt. Dort erfolgte die homologe
Rekombination. Mit dem so entstandenen Fusionsplasmid wurden XL1-Blue
kompetente Zellen transformiert. Im nachsten Schritt erfolgte die Transfektion von
Ad-293-Zellen zur Gewinnung der Viruslysate. Dazu wurde im Vorhinein das
jeweilige Fusionsplasmid mit Pacl verdaut. Im letzten Schritt erfolgte die
Aufreinigung der Viren, deren Titer-Bestimmung und eine abschlieRende Kontroll-
PCR. Die Transfektion der Ad-293-Zellen, sowie die Aufreinigung der Viren
wurden von Frau BTA Stoll der Vektorologie und Experimentellen Gentheraphie

des Universitatsklinikum Rostock durchgefuhrt.
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Abbildung 3-8: Darstellung des Ablaufs der homologen Rekombination hin zu den fertigen
Adenoviren. Grolte senkrechte Pfeile verdeutlichen Arbeitsschritte. Kleine doppelte senkrechte
Pfeile weisen auf einen Restriktionsverdau hin. Pmel und Pacl sind Restriktionsenzyme bzw. deren
entsprechenden Restriktionsschnittstellen. Blau hinterlegt ist die Auflistung der erhaltenen

Adenoviren.

Dank dieser entwickelten Strategien war es mdglich die Adenoviren Ad-HBxWt,
Ad-HBxPolyLysin3xTGA und die vier Ad-HBxC2 (Ad-HBxCAG, Ad-HBxCTA,
Ad-HBxTAG, Ad-HBxTTA) als ein Ergebnis dieses Arbeitsabschnittes zu erhalten.

3.2.3. C2-Ganzgenomvarianten-Charakterisierung

Es stellte sich die Frage, ob die vorhandenen Varianten des C2-Konstruktes einen
Einfluss auf die HBV-Infektion bzw. Replikation besitzen und wenn ja, ob dies
ebenfalls in unterschiedlichen Zelllinien nachgewiesen werden kann. Dazu wurden
neben HepG2- noch HuH7-Zellen verwendet. Beide Zelllinien stammen aus
differenzierten humanen Leberkarzinomen und wurden um 1980 erstmals

beschrieben. Die HepG2-Zelllinie geht auf einen 15-jahrigen ethnisch als
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.Kkaukasisch“ bezeichneten Jungen zurtck, die HuH7-Zelllinie auf einen
57-jahrigen japanischen Mann. Zum Nachweis der HBV-Infektion bzw. Replikation
in den Zellen wurden mittels ELISA HBsAg nachgewiesen bzw. das
Nichtvorhandensein des HBeAg bestatigt. Dazu erfolgte die Transfektion von
linearisierten HBV-Monomeren sowohl in 1 x 10° HepG2- als auch in HuH7Lunet-
Zellen (Kapitel 2.2.6.3). Nach funf Tagen erfolgte die Probennahme zur
Bestimmung der HBsAg- und HBeAg-Werte mittels ELISA (Kapitel 2.2.3.2).

HBsAg-Bestimmung Ganzgenome
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Abbildung 3-9: Quantifizierung von HBsAg der vier C2-Ganzgenome in HuH7- und HepG2-
Zellen. Die Werte fur HBsAg wurden in IU / ml aufgetragen. ZK = Zellkultur diente dabei jeweils als

Negativkontrolle. n = 1.

Die gemessenen HBsAg-Werte der Proben in HepG2- und HuH7Lunet-Zellen
unterscheiden sich sehr extrem in ihren Werten (Abbildung 3-9). Die Werte der
HepG2-Proben liegen zwischen 0,03 (TTA) und 0,43 (TAG), wohingegen drei
(CAG, CTA und TAG) von vier Proben in HuH7Lunet-Zellen mit ihren Werten
zwischen 15,81 IU/ml (CAG) und 19,06 IU/ml (TAG) gemessen wurden. Mit einem
Wert von 1,03 IU/ml ist TTA zwar sehr niedrig, aber dennoch als schwach reaktiv
deklariert. Ebenso verhalt es sich fur die Werte von CAG, CTA und TAG,
gewonnen aus HepG2-Zellen.

Die HBeAg-Werte sind, wie zu erwarten war, aufgrund der Mutation an nt 1896

alle nicht-reaktiv (ohne Abbildung).
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Weiterhin sollte differenziell analysiert werden, ob die vier Konstrukte
unterschiedliche Mengen neu synthetisierter verpackter HBV-DNA aufweisen.
Dazu wurde die DNA aus freien Viruspartikeln des Zellkulturiiberstandes extrahiert
(Kapitel 0) und mittels PCR (Kapitel 2.2.1.15, Realtime-PCR) amplifiziert und
gemessen. Abbildung 3-10 oben zeigt keinerlei Unterschiede in den DNA-

Konzentrationen der verschiedenen Konstrukte.
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Abbildung 3-10: Vergleichende Analyse der DNA-Konzentrationen und RNA-Expressionen
der vier C2-Ganzgenome in HuH7- und HepG2-Zellen. Oben der Gelauftrag von je 10 pl des
PCR-Produktes auf ein 2%iges Agarosegel. Die aus den Zellkulturiiberstdnden gewonnene DNA
wurde in einer real-time-PCR amplifiziert. Die PCR erfolgte in 40 Zyklen. Es wurden die Primer
ChIP-1565-1581-s und ChlP-as verwendet. Unten die Northern Blot-Ergebnisse und GAPDH als

Ladekontrolle.

Zur Analyse viraler Transkripte wurden im nachsten Schritt Northern Blot-Analysen
(Kapitel 2.2.2.3) durchgefuhrt.

Trotz der durch Degradation schlechten Qualitat der extrahierten Gesamt-RNAs
kann man sehr grol3e quantitative Unterschiede sowohl zwischen den Zelllinien als
auch den C2-Konstrukten feststellen (Abbildung 3-10 unten). Aus den HepG2-
Zellen konnte nur eine relativ geringe Menge Gesamt-RNA extrahiert werden,
wohingegen eine hohe Quantitdt aus den HuH7Lunet-Zellen isoliert werden
konnte. Bezogen auf die HBV-RNA ist es daraufhin schwer, vergleichende
Aussagen fur die beiden Zellkulturen zu treffen (Abbildung 3-10, Mitte). Deutlich zu
erkennen ist, dass sowohl in den HepG2- als auch den HuH7Lunet-Zellen die
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Konstrukte CAG, CTA und TAG eine vielfach hohere Expression der HBV-
Gesamt-RNA aufweisen als TTA. Weiterhin bildet die Probe CTA in HuH7-
Zelllinien mehr pragenomische RNA als CAG. Fur die 2,4/2,1- und 0,7 kB RNAs
konnen aufgrund der starken Banden keine Unterschiede quantifiziert werden.

3.24. Luciferaseassay zum Nachweis der mutmaRlichen TATA-
Box
Klonierungsstrategie partielles HBXCTA Klonierungsstrategie partielles HBXTTA
PCR C-1590-1609s-Kpnl C]653-Ncol C-1590-1609s-Kpnl C]686-1667as-T1
KIonierung in v KpnI / Ncol v KpnI / Ncol
pGL3-Basic l Ligation + Transformation in pGL3-Basic l Ligation + Transformation in pGL3-Basic

Kpnl Ncol KpnI Ncol

s/ ‘s’

Abbildung 3-11: Strategien zur Klonierung partieller HBXCTA- und HBxTTA-Sequenzen.

Grole senkrechte Pfeile verdeutlichen Arbeitsschritte. Kleine doppelte senkrechte Pfeile verweisen
auf einen Restriktionsverdau. Waagerechte Pfeile zeigen die Bindungsstellen der PCR-Primer,
welche namentlich dartber aufgefihrt sind. ,HBxCTA® bzw. ,HBxTTA® = HBx-Genabschnitt. Kpnl,
und Ncol sind Restriktionsenzyme bzw. deren entsprechende Restriktionsschnittstellen. Orange

hinterlegt sind die partiellen HBx-Genabschnitte, blau hervorgehoben der pGL3-Basic-Vektor.

Wie bereits in Kapitel 1.3 beschrieben entsteht durch den Basenaustausch an
Position nt 1653 eine ,TATA"-Sequenz. Zur Untersuchung dieser putativen TATA-
Box wurden Luciferase-Assays durchgefuhrt.

Dazu wurde, ausgehend vom HBV-Genom des Patienten mit der Kombination
TTA (T1653, T1762/A1764), mittels PCR eine Punktmutation an der Position
nt 1653 vorgenommen, sodass die Kombination CTA (C1653, T1762/A1764)
entstand (Abbildung 3-11). Es wurden Primer verwendet, die den partiellen
Sequenzabschnitt (p) des HBV-Genoms von nt 1590 bis nt 1686 amplifizierten. Im
Anschluss wurden diese Sequenzabschnitte Uber die Kpnl- und Ncol-
Restriktionsschnittstellen in den Luciferase Reporter Vektor pGL3-Basic kloniert.
Dieser Vektor enthalt ein Luciferase-Gen, welches durch direkte Kopplung mit
dem hineinklonierten Element einen selektiven Indikator flr Agonisten des
naturlichen Aktivators darstellt. Durch diese Kopplung wird nach Aktivierung des

Target-Gen-Promotors Luciferase hergestellt. Auf dieser Basis sind quantitative
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Analysen der Promotor-Aktivitdt, mittels Messung der Aktivitdt der Firefly-
Luciferase, méglich. 24 h vor Transfektion wurden 3 x 10° HepG2-Zellen pro Loch
der 6-Lochplatten ausgesat. Am Tag der Transfektion wurde pro Loch je 1 ug
pGL3-Basic-TTAp bzw. -CTAp mit TurboFect-Reagenz transfiziert (Kapitel 2.2.6.3)
und wiederum 24 h spater die Zellen lysiert. Mittels BCA-Proteinbestimmung
(Kapitel 2.2.3.1) wurden die im Lysat befindlichen zytosolischen Proteine
quantifiziert und auf dieser Grundlage im Luciferase-Assay dieselben Gesamt-
Proteinmengen gemessen (Kapitel 2.2.6.4).

Grundsatzlich konnte mit Hilfe dieses Systems die Promotoraktivitat fur beide
Konstrukte nachgewiesen werden. Entgegen aller Erwartungen konnte fur TTA
jedoch nur eine im Vergleich zu CTA verminderte Promotor-Aktivierung gemessen
werden (Abbildung 3-12).

Aktivierung durch die putative TATA-Bindungssequenz
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Abbildung 3-12: Luciferase-Reporterexperimente zur Analyse des Einflusses des C1653T-
Austausches auf einen putativen Promotorbereich in HepG2-Zellen. Die Messung der
Luciferase-Aktivitat (relative light units, RLU) erfolgte 24 h nach Transfektion. Nicht transfizierte
Zellen stellen die Negativkontrolle dar = Zellkultur. n = 3; Mittelwerte + StA.

Um diese Daten zu belegen und die Versuchsbreite noch auf die Konstrukte CAG
und CTA auszuweiten, sowie eine zweite Hepatomazelllinie HuH7Lunet mit
einzubeziehen, wurden weitere Versuche durchgefuhrt. Diese werden in den

nachsten Kapiteln ausgewertet.
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3.2.5. C1653-Einflusse auf die Bindung von

Transkriptionsfaktoren

Hepatitis-B-Virus Enhancer II (Enh II) ist ein hepatotrophes cis-Element, welches
fur die hepatozyten-spezifische Genexpression von HBV verantwortlich ist. Es
wurde gezeigt, dass verschiedene Transkriptionsfaktoren mit dieser Region
interagieren, so auch E4BP4, HLF und FTF. Untersuchungen zeigten, dass HLF
und FTF einen stimulierenden Effekt auf die transkriptionelle Regulation besitzen,
wohingegen E4BP4 eher einen supprimierenden Effekt verursacht. Ob der
Austausch C1653 zu T1653 einen Einfluss auf die Bindungskapazitat und infolge
dessen auf die transkriptionelle Regulation besitzen, sollte mit Luciferase-Assays
untersucht werden. Dazu wurden je 0,5 ug pGL3-Basic-CTAp- bzw. pGL3-Basic-
TTAp-Plasmide sowie je 0,5 ug pFLAG-J, pFLAG-E4BP4, pFLAG-HLF bzw.
pFLAG-FTF sowohl in 3 x 10° HepG2- als auch in HuH7Lunet-Zellen kotransfiziert.
Nach 48 h erfolgte die Probennahme (siehe Methode Luciferase-Assays Kapitel
2.2.6.4) mit anschliellender Konzentrationsbestimmung der aus dem Zelllysat

gewonnenen Proteine und dem Luciferase-Assay.
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Abbildung 3-13: Nachweis unterschiedlicher transkriptioneller Regulation von CTA und TTA
durch die drei Transkriptionsfaktoren. Dieser Versuch wurde sowohl in HuH7- als auch in
HepG2-Zellen je 4x durchgefiihrt. Kotransfiziert wurden pGL3-Basic-CTAp- bzw. -TTAp und der
jeweilige Transkriptionsfaktor im pFLAG-Vektor. Die Ergebnisse sind relativ zur Transfektion mit
dem leeren Vektor pFLAG () dargestellt. Die Zellkultur (ZK) diente als Negativkontrolle.

Jeer® = ohne Kotransfektion. n = 3; Mittelwerte + StA.




Ergebnisse 59

Anhand dieses ersten Testes konnten verschiedene Sachverhalte studiert werden.
Die Unterschiede zwischen den Zellkulturen sind sehr grof3 (Abbildung 3-13). Die
Kombination von CTA mit dem Transkriptionsfaktor HLF aktiviert in HepG2-Zellen
fast 95fach verglichen zum Wert ohne Transkriptionsfaktor und damit doppelt
soviel wie in HuH7Lunet-Zellen (Wert 44,84). Bei der Kombination TTA und HLF
findet eine fast dreifach so hohe Aktivierung in HepG2- (87,83) als in HuH7Lunet-
Zellen (31,06) statt. Somit konnte ein stark stimulierender Effekt von HLF auf die
transkriptionelle Regulation allgemein bestatigt werden, aber keiner hinsichtlich
der Unterschiede zwischen CTA und TTA. Ebenso konnte fur den Transkriptions-
faktor FTF in beiden Zelllinien ein stimulierender Effekt sowohl bei CTA als auch
TTA gemessen werden. E4BP4 reprimiert im Gegensatz dazu sowohl in HepG2-

als auch in HuH7Lunet-Zellen gleichermalen.
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3.25.1. Transfektionen mit Ganzgenomen

Im darauffolgenden Versuch sollte ermittelt werden, wie sich die transkriptionelle
Regulation nach Kotransfektion linearisierter HBV-Monomere mit den drei
Transkriptionsfaktoren verhalt. Fiunf Tage nach Transfektion erfolgte die Proben-
nahme sowohl von HepG2- als auch HuH7Lunet-Transfektionsansatzen. Die
Zellkulturiberstande wurden zur Bestimmung von HBsAg, HBeAg und DNA

verwendet, die aus den Zellen aufgearbeitete RNA fur Northern Blot-Analysen.
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Abbildung 3-14: HBsAg-Analyse der kotransfizierten C2-Ganzgenom-Varianten CAG, CTA,
TAG und TTA mit den Transkriptionsfaktoren in HepG2- und HuH7-Zellen. Die Analyse von
HBsAg im Zellkulturiberstand erfolgte mittels ELISA. Verwendet wurden dazu die Zellkultur-
Uberstande von je 1 x 10® mit 200 ng linearem HBV-Monomer und 0,5 ug Transkriptionsfaktor
transfizierten HepG2- und HuH7-Zellen. Die Probennahme erfolgte nach funf Tagen. Dargestellt
sind die Aktivierungsfaktoren von unverdinnten Proben relativ zu den Kotransfektionen Variante

mit pFLAG-J. ZK = Negativkontrolle, Material von untransfizierten Zellen. n = 1.

Prinzipiell sind alle auf HBsAg getesteten Proben in HuH7Lunet-Zellen reaktiv,
ausgenommen die reine Zellkultur als Negativkontrolle (Abbildung 3-14). Die
Proben CAG, CTA, Zellkultur sowie die Kombination TTA-E4BP4 sind hingegen in
HepG2-Zellen HBsAg nicht-reaktiv. Alle weiteren Kombinationen sind nur schwach
reaktiv, im Gegensatz zu den entsprechenden Untersuchungen in HuH7Lunet-

Zellen (Ergebnisse nicht gezeigt). In Relation zum Aktivierungsfaktor der
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Kotransfektionen Variante mit pFLAG-J, zeigen alle Kotransfektionen mit E4BP4
eine Reprimierung. Zellkulturspezifisch muissen die weiteren Ergebnisse
betrachtet werden. Denn HLF aktiviert die HBsAg-Produktion in HuH7-Zellen um
das 50-140fache, hingegen findet eine Reprimierung in HepG2-Zellen statt. Bis
auf die Kotransfektion von TAG-pFLAG-FTF, bei der eine schwache Aktivierung
zu verzeichnen ist, reprimiert FTF in HuH7-Zellen die HBsAg-Produktion um das
mindestens 50fache. Hingegen zeigt FTF in HepG2-Zellen ausschlieldlich in
Kombination mit TTA eine schwache Reprimierung. Es konnte gezeigt werden,
dass diese Transkriptionsfaktoren einen direkten Einfluss auf die
Partikelherstellung ausuben, da eine aktivierte oder reprimierte Produktion von
HBsAg mit einer gesteigerten oder inhibierten Produktion von viralen Partikeln
einhergeht. Jedoch spielt es keine Rolle, welche C2-Variante untersucht wurde.
Die HBeAg-Werte aller Proben in beiden Zellkulturen wurden als nicht-reaktiv
gemessen.

Weiterhin wurde die Virusreplikation durch quantitative Messung der sezernierten
HBV-DNA bestimmt. In HuH7-Zellen kam es allein schon durch die Kotransfektion
zu einer erhohten Replikation bei CAG, CTA und TAG (Abbildung 3-15 A).
Hingegen supprimierte die Kotransfektion in TTA-Ansatzen die Replikation. Im
Vergleich der Kotransfektionen mit den Transkriptionsfaktoren verringerte sich die
isolierbare DNA-Menge bei E4BP4- und erhdhte sich bei HLF- und FTF-Zugabe,
wobei mehr DNA nach Kotransfektion mit HLF nachgewiesen werden konnte, als
mit FTF. Mit Ausnahme der Kotransfektionen von CTA+HLF und TTA+QJ wurden
in HepG2-Zellen geringere HBV-DNA-Mengen nachgewiesen als nach
Monoinfektion (Abbildung 3-16 A). Kotransfektionen von CAG mit E4BP4 wiesen
erhohte DNA-Mengen auf, wohingegen HLF und FTF eine geringere Replikation
zeigten. Kotransfektionen mit FTF zeigten dabei die geringste Replikationsrate.
E4BP4, HLF und FTF, kotransfiziert mit CTA oder TTA, zeigten kaum messbare
Unterschiede in der Replikation. Nach Kotransfektion von TAG und E4BP4 konnte
im Vergleich zur Monoinfektion weniger DNA nachgewiesen werden, mit HLF und
FTF mehr DNA. FTF hat dabei im Vergleich der drei Transkriptionsfaktoren am
meisten DNA gebildet hat. Dieses letzte Ergebnis, steht im eindeutigen Kontrast
zu den oben beschriebenen CAG-Kotransfektionen.

Die Northern Blots zum Nachweis der RNAs sind schlecht auswertbar, da die

Proben wahrscheinlich degradiert waren (Abbildung 3-15B oben und
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Abbildung 3-16 B oben). Dies lasst sich anhand der nachweisbar geringen Menge
des Haushaltsgens GAPDH festmachen (Abbildung 3-15 B unten und
Abbildung 3-16 B unten). Dennoch ist es moglich auf den Northern Blots feine
Unterschiede zwischen den Kotransfektionen auszumachen. So kann nach
Kotransfektion aller Varianten mit HLF in HuH7-Zellen eine groRe Bande mit hoher
Intensitdt im Vergleich zu den anderen Banden bzw. den anderen
Kotransfektionen festgestellt werden (Abbildung 3-15 B oben). Diese Banden
wiederum weisen unterschiedliche Intensitaten auf, welche mittels der Software
» 1 INA* bestimmt werden konnten. So weist die Probenkonstellation TAG+HLF die
starkste Bande auf. CAG+HLF und CTA hingegen produzieren eine um ein Viertel,
TTA+HLF eine um ein Drittel geringere Bande (Ergebnisse numerisch nicht
aufgezeigt). In HepG2-Zellen kann bei allen Proben diese grof3e Bande gesehen
werden (Abbildung 3-16 B oben). Ausgenommen davon sind die Kotransfektionen
mit TTA, die diese Bande nicht so stark auszupragen scheinen wie die restlichen
drei C2-Varianten. Exemplarisch wurden die Banden der CTA- bzw. TAG-
Kombinationen gemessen. Diese weisen Unterschiede von bis zu 50 % auf
(Ergebnisse numerisch nicht aufgezeigt).

Diese Beobachtungen sind jedoch nicht als signifikant einzustufen, da die

Probenquantitat zu gering war.
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Abbildung 3-15: Phanotypische Analyse von Kotransfektionen der vier C2-Varianten CAG,
CTA, TAG und TTA mit den Transkriptionsfaktoren E4BP4, HLF und FTF in HuH7-Zellen. Es
wurden mit HBV-Gesamtgenom-DNA und Transkriptionsfaktoren transfizierte HuH7-Zellen
eingesetzt. A: Die Replikations-Analyse erfolgte anhand der Quantifizierung der aus dem Zellkultur-
Uberstand gewonnenen HBV-DNA mittels Realtime-PCR. Oben: Die gemessene DNA wurde relativ
zur jeweiligen Monoinfektion dargestellt. Die Zellkultur diente als Negativkontrolle. Unten: Auftrag
der DNA im Agarosegel. n = 1. B: Analyse der Transkription. Oben: Northern Blots von Gesamt-
RNA wurden mit einer HBV-Gesamtgenomsonde hybridisiert. Als HBV-Marker diente das 1:1.000
verdinnte Produkt einer PCR von HBV-Gesamtgenom mit einem 3,2 kB-Doppelstrang-Fragment.
Die Intensitat der rot umrandeten Banden wurde mit dem TINA-Programm bestimmt. Unten: Als
Ladekontrolle wurde GAPDH-RNA mit einer Sonde auf dem Blot detektiert.
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Abbildung 3-16: Phanotypische Analyse von Kotransfektionen der vier C2 Varianten CAG,
CTA, TAG und TTA mit den Transkriptionsfaktoren E4BP4, HLF und FTF in HepG2-Zellen. Es
wurden mit HBV-Gesamtgenom-DNA und Transkriptionsfaktoren transfizierte HepG2-Zellen
eingesetzt. A: Die Replikations-Analyse erfolgte anhand der Quantifizierung der aus dem Zellkultur-
Uberstand gewonnenen HBV-DNA mittels Realtime-PCR. Oben: Die gemessene DNA wurde relativ
zur jeweiligen Monoinfektion dargestellt. Die Zellkultur diente als Negativkontrolle. Unten: Auftrag
der DNA im Agarosegel. n = 1. B: Analyse der Transkription. Oben: Northern Blots von Gesamt-
RNA wurden mit einer HBV-Gesamtgenomsonde hybridisiert. Als HBV-Marker diente das 1:1000
verdinnte Produkt einer PCR vom HBV-Gesamtgenom mit einem 3,2-kB-Doppelstrang-Fragment.
Die Intensitat der rot umrandeten Banden wurde mit dem TINA-Programm bestimmt. Unten: Als
Ladekontrolle wurde GAPDH-RNA mit einer Sonde auf dem Blot detektiert.
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3.2.6. In vivo Nachweis der TBP-Bindung mittels ChiIP
Die Methode der Chromatin-Immunprazipitation (ChIP) hilft beim Auffinden von

Protein-DNA-Interaktionen in vivo, unter Berucksichtigung des gesamten HBV-
Genoms. Solche Protein-DNA-Interaktionen sollten im nachsten Schritt gesucht
werden. Den Ausgangspunkt dieser Untersuchungen stellt die Tatsache dar, dass
an die putative ,TATA“-Sequenz auch TATA-bindende Proteine (TBPs) binden
sollten und diese mit Hilfe der ChlP-Methode nachgewiesen werden kénnen. Dazu
wurden in Zellkulturschalen mit einem Durchmesser von 14,5cm je 5x 10°
HuH7Lunet-Zellen ausgesat. Am darauffolgenden Tag wurden je 1 ug linearisierte
HBV-Monomere von CAG, CTA, TAG und TTA mit je 1 pg eGFP-Plasmid mit Hilfe
von TurboFect-Reagenz kotransfiziert. Nach 48 h konnte bei allen Proben die
gleiche Menge an grunfluoreszierenden Protein visuell beobachtet und die Proben
nach dem Protokoll von Nelson et al. (Kapitel 2.2.3.3) aufgearbeitet werden [110].
Nach dem cross-linking der DNA-gebundenen Proteine mit Formaldehyd sowie
anschliellender Sonifizierung, wurden die endogenen TBP-DNA-Komplexe im
HuH7Lunet-Zelllysat mit einem monoklonalen [1TBP18] Maus-Antikdrper
immunprazipitiert und durch PCR mittels spezifischer Primer zum Nachweis der
unterschiedlichen Bindungsaffinitat der putativen Promotor-Sequenz analysiert.

Es wurde eine Realtime-PCR (Kapitel 2.2.1.15, Realtime-PCR) mit den Primern
ChIP-1565-1581-s und ChIP-1784-1765-as durchgefihrt, welche den Gen-
abschnitt zwischen nt 1565 und nt 1784 amplifizierten.

Tabelle 3-3: Einfluss der Varianten C1653T und A1762T/G1764A auf die Bindung von TBP an
die basale Core-Promotor (BCP)-Region. ChIP von HBV exprimierenden HuH7Lunet-Zellen 48 h
nach Transfektion mit linearisierten HBV-Genomen von CAG, CTA, TAG und TTA. Die TBP-DNA-
Komplexe wurden mit dem [1TBP18]-Maus-Antikérper immunprazipitiert. Vor Zugabe des
Antikdrpers wurde von jeder Probe Input-DNA entnommen. Die prazipitierte DNA wurde mittels
Realtime-PCR amplifiziert. Angegeben sind die C(t)-Werte (beschreiben den Zyklus, an dem die

Fluoreszenz erstmalig signifikant Giber der Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt) der Input- bzw. ChiIP-

DNA der vier Varianten.

C(t)-Werte
CAG 2.9
CTA 13.0
Input TAG 1.7
TTA 133
CAG 0.1
CTA 20.4
ChiP TAG 17.0
TTA 20.6
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Aufbauend auf den Unterschied der C(t)-Werte zwischen den einzelnen Varianten,
welcher sich aus der unterschiedlichen Bindungsrate von TBP an die HBV-DNA
ergibt, konnten folgende Schlussfolgerungen gezogen werden. Die Bindungsrate
von TBP an die DNA unterscheidet sich bei den Varianten kaum (Tabelle 3-3 und
Abbildung 3-17). Die Variante TAG scheint anhand der ChIP-PCR-Daten zwar
eine erhohte Bindungsaffinitat zu haben, da aber bereits in der Input-PCR mehr
DNA vorzufinden ist, hebt sich dieser Effekt wieder auf und es ist kein Unterschied

zu den anderen Varianten zu erkennen.

Input ChiP
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Abbildung 3-17: Vergleich Input- zu ChIP-DNA der beiden PCRs. Aufgetragen wurden jeweils
10 yl der PCR-Ansatze auf einem 2%igen Agarosegel. Die PCR amplifizierte DNA-Fragmente mit
einer Grofle von 219 bp. Gene Ruler 100 bp DNA-Leiter ist der verwendete Marker. Neben den

vier Varianten wurde die Zellkultur als Experiment-Negativkontrolle und H,O+Primer als PCR-

Negativkontrolle mitgefuhrt.

In der als Negativkontrolle mitgefihrten Zellkultur konnte mittels der Input-PCR
DNA amplifiziert werden. Dies ist wahrscheinlich auf unspezifische Primer-
amplifikation zuruckzufuhren. Dies geschieht dann, wenn die Zyklenzahl der PCR
sehr hoch (hier 35 Zyklen) und die Annealingtemperatur sehr niedrig (hier 51 °C)
ist, sowie wenn sich im Nachhinein herausstellt, dass die Menge an eingesetztem
Probenmaterial im Vergleich zum PCR-Ansatzvolumen sehr hoch ist. Die
Unspezifitat lasst sich anhand der Schmelzkurve belegen, welche fur die
Zellkultur-Probe von denen der anderen Proben abweicht und zusatzlich nicht den
spezifischen Peak aufweist. Die PCR-Parameter wurden jedoch so belassen,
damit verschiedene PCRs parallel laufen konnten, sodass die Ergebnisse direkt
miteinander vergleichbar waren. Alle Ubrigen PCR-Produkte entsprachen den zu

erwartenden Grolden von 219 bp.
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3.2.7. Auffinden und Kartierung verschiedener HBx-mRNAs
Rapid amplification of cDNA ends (RACE) ist eine PCR-basierte Methode, welche

das Klonieren von Volllangen cDNAs erleichtert, wenn nur eine partielle cDNA-
Sequenz verfugbar ist. Ziel war es, mittels dieser Methode festzustellen, ob
verschieden grof3e Hepatitis-B-Virus X-mRNAs existieren, welche sich hinsichtlich
ihrer 5-Enden, aber nicht ihrer 3’-Enden, unterscheiden. Die RACE-
Untersuchungen wurden unter zwei verschiedenen Herangehensweisen gestartet.
Zum einen wurden die Adenoviren mit den C2HBx-Konstrukten eingesetzt, zum
Anderen die linearisierten C2-Ganzgenome. Untersucht werden sollte, welche
Hepatitis-B-Virus X-mRNAs gebildet werden und ob es Unterschiede zwischen der
adenoviralen und der Ganzgenom-Expression gibt. Der Anwendung der RACE-
Methode vorangehend, wurden HepG2-Zellen eingesat. Fur den Adenoviren-
Versuch wurden je 5 x 10° HepG2-Zellen in 6 cm-Zellkulturschalen eingesat. 24 h
spater wurden die Zellen mit den Adenoviren HBXxCAG, HBxCTA, HBxTAG und
HBXTTA transduziert (MOl 60 fur HepG2-Zellen) und nach 12h die RNA
(Probennahme siehe Microarray-Analyse Kapitel 2.2.2.4) extrahiert. Die
Ganzgenom-Experimente wurden in 10 cm-Zellkulturschalen mit 1 x 10° Zellen
durchgefuhrt, wobei 24 h nach Einsaen der HepG2-Zellen je 3 ug linearisierte
HBV-Monomere mit TurboFect-Transfektionsreagenz transfiziert wurden (Kapitel
2.2.6.3). 72 h nach Transduktion erfolgte die Probennahme zur RNA-Gewinnung
(Kapitel 2.2.2.2). Die RACE-Methode wurde sowohl flir den Adenoviren- als auch
den Gesamtgenom-Versuch wie in Kapitel 2.2.2.5 beschrieben durchgefuhrt.
Mittels 5’-RACE spezifischen Primern und 3’-HBx spezifischen Primern wurden
nested-PCRs durchgefuhrt (Kapitel 2.2.1.15, RACE-PCR). Nach Gelauftrag der
PCR-Produkte wurden die Banden extrahiert, mittels TOPO TA-Klonierungskit in
den pCR2.1-TOPO-Vektor kloniert (Kapitel 2.2.1.10) und sequenziert.




Ergebnisse 68

C2HBx-Adenovirus Tabelle 3-4: Sequenzierergebnisse nach
Nested PCR 1 Nested PCR 2 RACE auf Basis der vier Adenoviren-
Konstrukte der HBxC2-Varianten. Nach
Gelextraktion der hervorgehobenen Banden
und erfolgter Klonierung in den pCR2.1-TOPO-

Vektor, wurden die Banden sequenziert. Ziel

X <
~
< G

der Sequenzierung war es die Startpunkte der

verschiedenen HBx-mRNAs zu kartieren. Die
Abbildung 3-18: PCR-Ergebnis nach RACE

angegebenen  Werte reprasentieren die
iral HBxC2-K kte. |
der adenoviralen HBxC2-Konstrukte. Im . lten Startnukleotide innerhalb der HBV-
Anschlu® an die Aufarbeitung mittels RACE

Genomsequenz. Das kleinste PCR-Amplifikat
i ted-PCR hgefiihrt. D
wurden zwei nested-PCRs durchgefu azd der Probe CAG wurde nicht sequenziert = n. s.

wurden 10 pl der aufgearbeiteten Proben in die

nested-PCR 1 eingesetzt. Fir die nested- [GaHBx-Adenovirus RNA-Startnukleotid
PCR 2 wiederum 10 ul der ersten PCR ein- CAG CTA TAG TTA

Cnos
gesetzt. Auf ein 2%iges Agarosegel wurden 1374 1374 1374 1374

1627 1627 1627
n.s. 1762 1741 1771

danach je 10 pl der Proben aufgetragen. Die

Banden mit den schwarzen Rechtecken wurden

sequenziert. Die PCR-Ansatze ohne Proben

stellten die Negativkontrolle = NK dar.

Die nested-PCR flur die Adenoviren-Konstrukte amplifizierte bei allen vier Proben
eine circa 500 bp groRe Bande (Abbildung 3-18). Circa 200 bp groRe Amplifikate
wurden ausschliel3lich bei CTA, TAG und TTA, aber nicht bei CAG nachgewiesen.
CAG und TAG wiederum besitzen jeweils ein Amplifikat, welches eine scheinbare
Grole von Uber 100 bp hat, wohingegen CTA und TTA eine etwas kleinere Bande
amplifizierten. Nach erfolgter Klonierung und anschlieBender Sequenzierung
konnten die ermittelten putativen Startpunkte der HBx-mRNAs verglichen werden
(Tabelle 3-4). Die grofdten Banden weisen alle einen Start der mRNAs an Position
nt 1374 im HBV-Genom auf. Dies geht einher mit der Tatsache, dass der CMV-
Promotor der Adenoviren vorgeschaltet war. Daran schliel3t sich der Start der
MmRNA des HBV-Anteils an. Die ersten Basen, welche in den Adenoviren
vorhanden sind, stellen den Start des HBx-Gens dar. Die mittelgroRen Banden
beginnen alle drei an Position nt 1627 des HBV-Genoms. Die kleinen Banden
zeigen unterschiedliche Startpunkte: TAG bei nt 1741, CTA bei nt 1762 und TTA
bei nt1771. Bei CAG ist ebenfalls eine kleine Bande vorhanden, bei der
angenommen wurde, dass sie auf derselben Hohe lauft, wie die von TAG und

deshalb weder kloniert noch sequenziert worden ist.
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Tabelle 3-5: Sequenzierergebnis der nach
RACE erhaltenen DNA-Amplifikate der
C2-Ganzgenom-Proben. Die Startpunkte der

C2-Ganzgenom
Nested PCR 1 Nested PCR 2
<

O] O < O O
SES L

X
SERL L

mRNAs wurden dabei auf die angegebenen
Nukleotide des HBV-Genoms kartiert. Da das
groRte Amplifikat von TAG zu schwach

ausgepragt war, konnte es nicht sequenziert

werden (n.s. = nicht sequenziert).
Abbildung 3-19: PCR-Ergebnis nach RACE

der transfizierten linearisierten C2-Ganzgenom RNA-Startnukleotid
C2-Ganzgenom-Proben. Dabei weisen die CAG CTA TAG TTA
Proben CAG, CTA und TAG unterschiedlich 1”5-2-7

groRe DNA-Amplifikate auf. Die Banden mit den 1628

schwarzen Rechtecken wurden im Anschluss 1741 1741 1742

kloniert und sequenziert. Zusatzlich zu den
Proben wurde der GeneRuler 100 bp-Leiter

aufgetragen.

Im Gegensatz zu den Adenoviren weisen die Ganzgenom-PCRs nur bei TAG ein
sehr schwaches Amplifikat auf Hohe von 500 bp auf (Abbildung 3-19). Dieses war
jedoch zu schwach zum Extrahieren und Klonieren. Um vielleicht dennoch
vorhandene Banden dieser Grofe zu erhalten, wurde die Elongationszeit der PCR
verlangert. Aber auch das brachte keine zusatzlichen Amplifikate dieser Grole.
Weiterhin weist nur TAG allein eine Bande knapp unter 300 bp auf, womit die
einzigen zwei Banden von TAG beschrieben sind. Fur dieses zweite Amplifikat
konnte nach Sequenzierung ein Startpunkt bei nt 1547 ermittelt werden
(Tabelle 3-5). Die nachst kleinere Bande liegt bei einer Groke von knapp unter
200 bp, besitzt einen Start an Position nt 1628 des HBV-Genoms und ist nur bei
CTA vorhanden. Die kleinsten Banden von CAG, CTA und TTA liegen ungefahr
bei 100 bp, wobei die Bande von TTA etwas grof3er zu sein scheint. Dies konnte
durch die Sequenzierung nicht bestatigt werden, da alle drei Konstrukte einen
Start bei nt 1741 bzw. nt 1742 aufweisen und somit gleich grof3 sind.

Um Unterschiede in der Expression der verschiedenen mRNAs zu quantifizieren,

wurden die PCR-Banden im Vergleich zum Agarosegel-Hintergrund vermessen.
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Tabelle 3-6: Vergleich der Signalintensitaten der Banden aus dem Adenoviren-Versuch. Die
Signalintensitaten der DNA-Banden, dargestellt als (optische Dichte — Hintergrund)/mmz, wurden

mit dem Programm ,TINA 2.0“ bestimmt. n.s. = nicht sequenziert.

C2HBx-Adenovirus - Bandensignalintensitéten
CAG CTA TAG TTA
RNA-Start| Intensitat | RNA-Start| Intensitat | RNA-Start| Intensitat | RNA-Start| Intensitat
LETC I 01 . }..1374 ... 12 ). 1374 | .. 05 .)..1374 108
e 1827 09....}.... 1627 | 07 ...)..16zr | .08 .
n.s 1,0 1762 0,6 1741 0,7 1771 0,7

Tabelle 3-7: Vergleich der Signalintensitiaten der Banden aus dem Ganzgenom-Versuch. Die

Signalintensitaten der DNA-Banden, dargestellt als (optische Dichte — Hintergrund)/mmz, wurden

mit dem Programm ,TINA 2.0“ bestimmt. n.s. = nicht sequenziert.

C2-Ganzgenom - Bandensignalintensitaten
CAG CTA — TAG TTA
RNA-Start| Intensitat | RNA-Start| Intensitat | RNA-Start| Intensitat | RNA-Start| Intensitat
n.s.
""""""""""""""""""""""""""""""" (I-7y 2N R IV R N
R T 2 N - Y T O
i 05 | 74t < D N 2V 1.0

Die mittels der TINA-Software gemessene Bandenintensitat stellt sich als sehr
unterschiedlich dar. Die Software errechnet die Differenz aus der Lichtintensitat
der Banden und dem naturlichen Hintergrundrauschen des Gelbildes. Die Banden
mit derselben GrolRe vergleichend betrachtet, wurde bei den Adenoviren mit
mRNA-Start an Position nt 1374 mit Abstand die grof3te Bandenintensitat bei CTA
mit einem Wert von 1,2 festgestellt (Tabelle 3-6). Die Banden von TTA (0,8) und
TAG (0,5) sind weniger stark. Erstaunlicherweise wird die Volllangen-HBx-mRNA
beim HBxWt CAG mit einem Wert von 0,1 am geringsten exprimiert. Die Banden
mit dem Startpunkt nt 1627 weisen alle eine ahnliche Intensitat (0,8 im Mittel) auf.
Die kleinsten Banden liegen in einem ahnlichen Intensitatsbereich, ausgenommen
der Probe von CAG, welche eine Intensitat von 1,0 aufweist.

Bei den Ganzgenom-Untersuchungen (Tabelle 3-7) war es nicht moglich einen
Wert fur die grote Bande von TAG zu bestimmen, da diese sich zu wenig vom
Hintergrundrauschen abhob. Die weiteren Banden weisen sehr unterschiedliche
Intensitaten auf, wobei die zweitgrof3te Bande von TAG (1,4) und die kleinste
Bande von CTA (1,3) anndhernd dieselben Werte besitzen. Bei dem Vergleich der
kleinsten Banden sind sehr Intensitatsunterschiede zu erkennen
(CTA=1,3; TTA=1,0; CAG =0,5). Die einzige Bande mit einem Startpunkt bei
nt 1628 konnte bei CTA mit einem Wert von 0,8 ermittelt werden.

grole
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Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurden die RACE-Experimente ausgeweitet.
Zusatzlich sollte Uberpruft werden, ob diese Hepatitis-B-Virus X-mRNAs auch in
klinischen Proben so auftreten. Dazu wurden Leberbiopsie-Proben von
20 Patienten mit Hepatozellularem Karzinom (HCC) verwendet. Aus diesen wurde
im ersten Schritt DNA extrahiert, welche im Bereich zwischen nt 1604 bis nt 2000
des HBV-Genoms sequenziert wurden, um so nach den Varianten an Position
nt 1653 und nt 1762/64 zu suchen. Sechs Proben wurden erfolgreich sequenziert.
Keine der Sequenzen wies den Wildtyp C1653 auf. Somit waren alle Proben die
Variante T1653. Von diesen 6 Proben wiesen 2 Proben den Wildtyp A1762/G1764
auf, 4 Proben die Variante T1762/A1764. Im Anschluss erfolgte die RNA-
Extraktion dieser 6 Leberbiopsie-Proben (Kapitel 2.2.2.1), deren Konzentrations-
bestimmung (Kapitel 2.2.1.14) und die RACE-Aufarbeitung (Kapitel 2.2.2.5)
inklusive der zwei RACE-PCRs (Kapitel 2.2.1.15, RACE-PCR). Die so erhaltenen
PCR-Produkte wurden mittels Gelelektrophorese in einem Agarosegel getrennt
und die Banden extrahiert. Jede Leberbiopsie-Probe lieferte nur eine auswertbare
PCR-Bande. Die Klonierung dieser DNA-Fragmente wurde von einem
kommerziellen Unternehmen Ubernommen, ebenso wie die sich anschlieRende
Sequenzierung. AbschlieRend wurden die Sequenzergebnisse ausgewertet.
Tabelle 3-8 listet die ermittelten mRNA-Starts der verschiedenen Klone der
Leberbiopsien vergleichend zwischen den Proben CAG und CTA fur die einzelnen
Klone auf. Durch das Unternehmen konnten nur 5von 6 Proben kloniert und
sequenziert werden. Aus diesen Proben wird ersichtlich, dass bei CAG die
ermittelten mRNA-Starts fast alle im Bereich von nt 1760 liegen. Hingegen
konnten mRNA-Starts bei CTA an den Positionen nt 1276, nt 1766 und nt 1770
nachgewiesen werden.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass mit Hilfe der RACE-Methode
sowohl grole als auch kleinere HBX-mRNAs kartiert werden konnten.
Basengenaue HBX-mRNA-Starts konnten nicht festgelegt werden, jedoch
Bereiche fur den ,groflen® HBX-mRNA-Start vor nt 1374, den ,mittleren”
HBX-mRNA-Start um nt 1547, dem ,kleinen* HBx-mRNA-Start um nt 1627 und
einem ,mini“ HBX-mRNA-Start zwischen nt 1741-1771. Unterschiede zwischen
den einzelnen Konstellationen (CAG, CTA, TAG und TTA) konnten nicht

reproduzierbar aufgezeigt werden.
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Tabelle 3-8: Auflistung der ermittelten mRNA-Starts der Leberbiopsie-Proben. Untersucht
wurden verschiedene Proben mit den Basenkombinationen CAG bzw. CTA. Die PCR-Produkte
wurden kloniert und im Anschluss unterschiedliche Klone sequenziert. Die Sequenzauswertung

ergab die angegebenen mRNA-Starts.

Leberbiopsie-Proben

Probennr. |Klon |RNA-Start Probennr. |Klon |RNA-Start

CAG | . 27 1 1761 CTA 7 1 1276
IR 2 S L4551 I I I o1 2 1766
.................. 4......178] ISR IR I 1A 1c)
ISR (NS S a8 S...... 1766

6 1759 6 1766

__________ 60 3| 1755 7 ] B
__________________ 4] 760 IO I 14"

5 1760 4 1770

3.2.8. Bestimmung der Genexpressionsprofile von HepG2-

Zellen hervorgerufen durch HBV X-Protein-Varianten

Die nachste Frage war, wie sich die Expression von HBx-Varianten auf die
zellularen Genexpressions-Muster auswirkt. Ein Ansatz ist es, dazu die
Microarray-Technologie zu verwenden, welche eine gleichzeitige Analyse der
Expressionsprofile von tausenden von Genen ermdglicht. Zur Bestimmung der
differenziellen Genexpression wurden die vier HBxC2-Varianten CAG, CTA, TAG
und TTA sowie das COOH-terminal verklrzte HBxPolyLysin herangezogen. Dazu
wurden 1 x 10° HepG2-Zellen in 6 cm-Zellkulturschalen 24 h vor Transduktion
ausgesat. Die Zellen wurden mit den funf HBx-Adenoviren transduziert
(Kapitel 2.2.7.1). Die Probennahmen (Kapitel 2.2.2.4) erfolgten nach 0 h bzw. 4 h.
Die Zellkulturversuche sowie die sich anschlieRenden Microarray-Experimente
wurden im Doppelansatz durchgeflihrt, um exaktere und sicherere Ergebnisse zu
erhalten. Die RNA-Extraktion und RNA-Qualitatskontrolle, sowie die Microarray-
Analysen wurden von Herrn Dr. Koczan des Instituts fur Immunologie der
Medizinischen Fakultat (Universitat Rostock) durchgeflhrt. Es wurden Human
Genome U133 Plus 2.0 Arrays der Firma Affymetrix verwendet. Die Auswertung
erfolgte mit dem Programm GCOS1.4. Die durch die funf Varianten beeinflussten
zellularen Genexpressionsmuster fielen dabei in der Anzahl der induzierten
Transkripte sehr unterschiedlich aus. In HBxCAG-transduzierten HepG2-Zellen
wurden 388 von 54.676 Transkripten (0,71 %) im Vergleich zu den
untransduzierten HepG2-Zellen induziert. Von diesen wiesen 34 Transkripte einen

p-Wert von kleiner 0,001 und eine Signal Log Ratio von groRer/gleich 1,0 auf. In
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HBXCTA transduzierten HepG2-Zellen waren 532 von 54.676 Transkripten
(0,97 %) induziert, wovon 56 Transkripte die bereits bei HBXCAG-beschriebenen
zusatzlichen Kriterien erflllten. Zusammenfassend wurden fir die Varianten
HBxXTAG, HBXTTA und HBxPolyLysin 426 (0,78 %), 336 (0,61 %) und 297
(0,54 %) Transkripte induziert, wovon entsprechend 31, 29 bzw. 25 Transkripte die
Kriterien p-Wert < 0,001 und Signal Log Ratio = 1,0 aufwiesen. Eine Signal Log
Ratio = 1 bei allen 4 Kreuzvergleichen entspricht dabei einer mindestens zwei-
fachen Mengenzunahme der entsprechenden mRNA.

Die bei allen funf Varianten induzierten 15 Transkripte sind in Tabelle 3-9
zusammengefasst. Diese sind mit ihren Funktionen u. a. in die Signaltransduktion,
Zelladhasion, Metallionen-Kontrolle, Apoptose-Regulation und Immunantwort
involviert.

Tabelle 3-9: Liste der libereinstimmend induzierten Gene des Genexpressionsprofils von
HepG2-Zellen aller C2HBx- und HBxPolyLysin-cDNA-Microarrays. Angegeben sind die
Accession-Nummer, der Gen-Titel, der Gen-Name und die Beschreibung des biologischen

Prozesses, in dem das jeweilige Gen eine Rolle spielt. Zwei unabhangige cDNA-Microarray-

Analysen wurden durchgefihrt.

Accession-Nummer |Gen-Titel Gen-Name Beschreibung des biologischen Prozesses
1555340_x_at RAP1A RAP1A, member of RAS oncogene family Signaltransduktion

222227_at - - Zelladhasion

1555339_at RAP1A RAP1A, member of RAS oncogene family Signaltransduktion

205749 _at CYP1A1 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 |Antwort auf Hypoxie
217165_x_at MT1F metallothionein 1F unbekannte Funktion
212777_at SOS1 son of sevenless homolog 1 (Drosophila) Signaltransduktion
212859_x_at MT1E metallothionein 1E unbekannte Funktion
204326_x_at MT1X metallothionein 1X Antwort auf Metallionen
208581_x_at MT1X metallothionein 1X Antwort auf Metallionen

213629 _x_at MT1F metallothionein 1F unbekannte Funktion
206461_x_at MT1H metallothionein 1H zellulére Zinkionen-Homdoostase
210538_s_at BIRC3 baculoviral IAP repeat-containing 3 Apoptose / Anti-Apoptose
227426_at SOS1 son of sevenless homolog 1 (Drosophila) Signaltransduktion

212780_at SOS1 son of sevenless homolog 1 (Drosophila) Signaltransduktion

202270_at GBP1 guanylate binding protein 1, interferon-inducible, 67kDa |Immunantwort

Tabelle 3-10 fasst alle mRNAs zusammen, welche mindestens zweifach
hochreguliert sind (wobei die gemessene Aktivierung von oben nach unten ab-
nimmt) und zeigt farblich, welche Transkripte bei welchen HBx-Varianten auftreten
und ob diese auch bei den jeweils anderen Varianten zu finden sind. So ist z. B.
bei allen Varianten bis auf HBXCAG das Gen flr Keratin 17 (KRT17) hochreguliert.
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Das Interleukin 8 (IL8) wurde nur bei HBxPolyLysin nicht hochreguliert. Bei
HBXTAG war, als einzige Variante, keine Zunahme des Transkriptes von Endo-
thelin 1 (EDN1) zu verzeichnen. Epiregulin (EREG) wurde hingegen ausschlie3lich
bei HBXCTA und HBXTTA hochreguliert. Besonders auffallig ist weiterhin, dass bei
HBxCTA 19 Transkripte hochreguliert sind, die sonst bei keiner anderen Variante
in dieser Liste zu finden sind. Dazu zdhlen Gene wie PDLIM5 und NFkBIZ
(nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, zeta).

Tabelle 3-10: Genexpressionsprofil in HBx-transduzierten HepG2-Zellen verglichen mit
HepG2 ermittelt durch cDNA-Microarrays. Verglichen wurden die 4 C2HBx-Varianten sowie
HBxPolyLysin. Alle Gene und Transkripte hatten einen p-Wert < 0,001 und eine Signal Log

Ratio = 1,0. Farblich hinterlegt sind die in den jeweils verschiedenen Proben ubereinstimmend

vorgefundenen Gene. Details siehe Legende.

CAG CTA TAG TTA PolyLysin
Accession-Nr. Gen-Titel Accession-Nr. Gen-Titel Accession-Nr. Gen-Titel Accession-Nr. Gen-Titel Accession-Nr. Gen-Titel
1555340_x_at RAP1A 1555340_x_at RAP1A 1555340_x_at RAP1A 1555340_x_at RAP1A 1555340_x_at RAP1A
1555623_at - 1555623_at - 222227 at - 202227 at - 1555339_at  RAP1A
233847_x_at - 233847_x_at - 1555339_at  RAP1A 1555339_at  RAP1A 222227 at -
222227 at - 222227 at - 205749_at  CYP1A1 205749 at  CYP1A1 205749_at  CYP1A1
1555339_at  RAP1A 1555339_at  RAP1A 1557354_at  SOS1
234432 at - 233822_x_at - 1557354_at  SOS1 217165_x_at MT1F 212777_at  SOS1
205749_at  CYP1A1 234432_at - 212777_at  SOS1 212777_at  SOS1

1557354_at  SOS1 224354_at - 212859_x_at MT1E 212859_x_at 217165_x_at MT1F
1560738_at - 234623 x_at - 202859_x_at IL8 202270_at 212780_at  SOS1
217165_x_at MT1F |EoSE SR 230748 _at  SLC16A6 227426_at  SOS1
212777_at  SOS1 205749_at  CYP1A1 211456_x_at MT1P2 202859_x_at IL8 206142_at  GLIPR1
207038_at  SLC16A6 1560738_at - 217165_x_at MT1F 213629_x_at MT1F 213629_x_at MT1F
234623 x_at - 217165_x_at MT1F 207038_at  SLC16A6 230748_at  SLC16A6 202270 at  GBP1
212859 _x_at MTI1E 202270 at  GBP1 212780_at  SOS1 210538_s_at BIRC3 230337_at  SOS1
204326_x_at MT1X 231577_s_at GBP1 204326_x_at MT1X 208581_x_at MT1X 212859 x_at MT1E
208581_x_at MT1X 207038_at  SLC16A6 210538_s_at BIRC3 204326_x_at MT1X 204326_x_at MT1X
213629_x_at MT1F 212777_at  SOS1 1560738_at - 1560738_at - 210538_s_at BIRC3
206461_x_at MT1H 210538_s_at BIRC3 211456_x_at MT1P2

204745_x_at MT1G 212859_x_at MT1E 208581_x_at MT1X 206461_x_at MT1H 231577_s_at GBP1
231577_s_at GBP1 230748_at  SLC16A6 202270_at  GBP1 207426_at  SOS1 206461_x_at MT1H
230748_at  SLC16A6 202859_x_at IL8 227426_at  SOS1 212780_at  SOS1 208581_x_at MT1X
210538_s_at BIRC3 213629_x_at MT1F 213629_x_at MT1F 212185_x_at MT2A 1554878_a_at ABCD3
202269_x_at GBP1 209774_x_at CXCL2 206461_x_at MT1H 204745 x_at MT1G 222802_at  EDN1
210524_x_at - 208581_x_at MT1X 212185_x_at MT2A 229354_at  AHRR
227426_at  SOST 204326_x_at MT1X 210524_x_at - 202628 s at SERPINE1 |226136_at  GLIPR1
212185_x_at MT2A 1560739_a_at --- 204745_x_at MT1G

212780_at  SOS1 206461_x_at MT1H 230337_at  SOS1 205220_at  NIACR2

202270_at  GBP1 |211506_s_at IL8  |231577_s_at GBP1

202859_x_at IL8 228325 at  KIAAO146  |226142_at  GLIPR1 222802_at  EDN1

216336_x_at MT1E /// MT1H202269_x_at GBP1 202628_s_at SERPINE1

205220_at  NIACR2 210524_x_at - 202269_x_at GBP1

202628 s at SERPINE1 [227426_at  SOS1

222802_at  EDN1 1557128 _at  FAM111B

221994 at  PDLIM5
212185 x_at MT2A
204745 x_at MT1G
212780 at  SOS1

223217_s_at NFKBIZ Legende

bei allen aktiviert
nur bei einem aktiviert

217208 s at DLG1

226142 _at GLIPR1 bei CAG, CTA, TAG und TTA aber nicht PolyLysin

218995 s _at EDN1 CAG, CTA, TTA und PolyLysin aber nicht TAG
CAG, CTA, TAG und PolyLysin aber nicht TTA

15657227_s_at TPR CRENGCTARTAG

1558924 _s_at CLIP1 CAG: TAG’, PolyLysin

205220_at  NIACR2 CTA. TAG, PolyLysin

202628_s_at SERPINE1 CAG, CTA, TTA

231011_at  LARP2
204840_s_at EEA1
222802_at  EDNA1 TAG, PolyLysin
200621_at  CSRP1
210136_at  MBP
228603 at -
203872 _at  ACTA1 CAG, CTA

200907 s at PALLD I 1
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In dieser Arbeit wurden die Microarray-Experimente, bezogen auf die
herrunterregulierten Transkripte, nicht untersucht. Diese Auswertungen werden
anhand der vorliegenden Daten in naherer Zukunft durchgeflhrt, denn es ist
davon auszugehen, dass ein ebenso differenziertes Bild der reduzierten

Genexpression zu verzeichnen sein wird.

3.3. Studie mit Hepatitis-B-Virus Wildtyp

Verschiedene Studien haben bereits gezeigt, dass das Hepatitis-B-Virus X-Protein
das Tumorsuppressorprotein p53 nicht nur bindet, sondern auch inaktiviert [53,
116]. Weiterhin wurde experimentell bewiesen, dass neben der direkten
Interaktion mit p53, HBx mdglicherweise inaktivierende Mutationen im p53-Gen
induziert. Um zu verifizieren, welchen Einfluss HBx, p53 und deren Zusammen-
spiel auf die Genexpression der Hepatomazelllinie HepG2 und der humanen
Lungenfibroblasten-Zelllinie WI38 besitzen, wurden Microarray-Analysen durch-
gefuhrt. Die daraus resultierenden Ergebnisse sollten dann auf Proteinebene
bestatigt werden. Zu beachten ist dabei der p53-Status der einzelnen Zelllinien.
HepG2-Zellen sind transformiert wodurch die p53-Regulation nicht mehr
derjenigen von nicht-transformierten Zellen entspricht. WI38-Zellen weisen

dagegen p53 auf Wildtyp-Basis auf.

3.3.1. Kinetik-Vorversuche zum Nachweis von HBxWt-mRNA

Als erstes sollte bestimmt werden, wann Hepatitis-B-Virus X-mRNA in messbaren
Mengen intrazellular nachweisbar ist. Dazu wurden sowohl HepG2- als auch
WI38-Zellen mit Adenoviren transduziert, in welchen die Gensequenz des
kompletten HBxSchroderWt von nt 1374 bis 1835 integriert worden ist (Kapitel 0).
Probennahme (siehe Probennahme Microarray-Experimente Kapitel 2.2.2.4) und
anschlieRende RNA-Extraktion (Kapitel 2.2.2.2) erfolgten nach 0, 1, 3, 6, 12 und
24 h. Diese verwendete HBx-Sequenz wird allgemein als Wildtypsequenz
anerkannt und fur Versuche eingesetzt. Sie besitzt keine Mutationen und weist die

komplette HBx-Sequenz auf.
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Kinetik der HBx-mRNA-Expression
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Abbildung 3-20: Kinetik der HBx-mRNA-Expression in mit adenoviralen HBxSchréderWt
transduzierten HepG2- und WI38-Zellen. Dazu wurden je 1 x 10° Zellen entsprechend ihrer MOI
transduziert. Die Zellen wurden im Anschluss nach 0,1, 3,6, 12 und 24 h geerntet und auf-
gearbeitet. AbschlieRend erfolgte eine SYBR-Green RT-PCR mit den Primern ChIP-1661-1679-s
und ChIP-1820-1801-as in 45 Zyklen. Der C(t)-Wert nach 0 h wurde jeweils 1 gesetzt und die C(t)-
Werte der Proben relativ dazu dargestellt. Das 2%ige Agarose-Kontrollgel wird unten gezeigt.
Aufgetragen wurden die mittels PCR gewonnenen DNA-Amplifikate der unterschiedlichen
Probennahmezeitpunkte. Zusatzlich wurden die PCR-Negativkontrollen H,O mit Primern und H,O,

sowie der Marker aufgetragen. n = 1.

Gezeigt hat sich bei diesen Experimenten eine Zunahme der mRNA-Konzentration
von 60 min bis zu 24 h (Abbildung 3-20). Dies trifft in gleichem Malke sowohl auf
die HepG2- als auch die WI38-Zellen zu. Deshalb wurde der Zeitpunkt der

Probennahme bei 4 h fur die weiteren Versuche festgelegt.
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3.3.2. Microarrays

Zur Bestimmung der differenziellen Genexpression in HepG2- und WI38-Zellen,
durch p53- und p53+HBx-Transduktion, wurden Microarray-Analysen durch-
gefuhrt. Dazu wurden beide Zelllinien mit p53-exprimierenden Adenoviren allein
und einer Kotransduktion von p53- und HBx-exprimierenden Adenoviren
transduziert. Das p53-exprimierende Adenovirus wurde freundlicherweise von
Frau Prof. Putzer (Vektorologie und Experimentelle Gentheraphie des
Universitatsklinikum Rostock) zur Verfligung gestellt. Die Probennahme (Kapitel
2.2.2.4) erfolgte nach Oh und 4 h, in deren Anschluss die Extraktion und
Qualitatskontrolle der Gesamt-RNA stattfand. Nach Transkription in ,first-strand®
cDNA und ,second-strand“ Synthese erfolgte die in vitro Transkription um
biotinylierte cRNA-Proben zu erhalten. Nach der Chip-Hybridisierung und Farbung
wurden die Fluoreszenz-Intensitaten gescannt und auf Basis der Gesamt-
intensitaten mittels Software skaliert.

Die Ergebnisse der p53- und p53+HBx-Microarray-Analysen wurden zueinander
bzw. zur reinen Zellkultur (= ,0“Wert) verglichen. Zur Veranschaulichung der
grollen Datenmengen sind die Ergebnisse graphisch in einem Streudiagramm
(engl. Scatterplot) dargestellt. Die beobachteten Wertepaare zweier statistischer
Merkmale werden dazu in ein kartesisches Koordinatensystem eingetragen. So
erhalt man Informationen Uber die Abhangigkeitsstrukturen der beiden Merkmale,

die durch die Koordinaten reprasentiert sind.
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Scatter Correlation Graph
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Abbildung 3-21: Streudiagramm-Analyse des Verhiltnisses der Genexpression von HepG2-
bzw. WI38-Zellen (0) zu denselben Zellen mit p53+HBx transduziert. Jeder Punkt entspricht
einem Genhybridisierungssignal. Die X- und Y-Achse sind logarithmisch skaliert. Die nach
Transduktion mit p53 und HBx hochregulierten Gene befinden sich in der rechten unteren Ecke.
Entsprechend dem Detection Call sind gelbe Signalwerte ,absent”, blaue ,marginal® und rote
Signalwerte ,present®. Die unter der grin-schraffierten Flache befindlichen 10 blauen und 2 gelben

Signalwerte verweisen auf signifikant hochregulierte Gene.

Im Streudiagramm (Abbildung 3-21) sind die Abhangigkeiten der zwei Merkmale 0
(= ohne Transduktion, 0 h) und p53+HBx in den beiden Zelllinien zueinander
aufgetragen. Dazu wurden vier paarweise Kreuzvergleiche durchgefuhrt und die
Signalwerte logarithmisch aufgetragen. Der Vergleich der p53+HBx-Signalwerte
gegen die Zellkultur-Signalwerte zeigt eine erhdhte Genexpression von zwolf
Signalwerten. Ob dieser Effekt auf p53 oder HBx zurtickzufihren ist, sollte anhand
des folgenden Streudiagramms (Abbildung 3-22) untersucht werden, bei welchem
die p53- zu den p53+HBx-Werten aufgetragen worden sind.
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Scatter Correlation Graph
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Abbildung 3-22: Streudiagramm-Analyse der Genexpression von p53+HBx transduzierten
HepG2- und WI38-Zellen zu ausschlieBlich mit p53 transduzierten Zellen. Die Signalwerte
wurden logarithmisch aufgetragen, wobei jeder Punkt auch hier einem Genhybridisierungssignal
entspricht. Acht hochregulierte blaue Signalwerte werden im Vergleich von p53+HBx zu p53 allein

fur beide Zelllinien angezeigt (grun schraffierte Flache).

Die umrandeten Signalwerte zeigen, dass bei p53+HBx-Transduktion im Vergleich
zur p53-Transduktion nur acht Signalwerte eine signifikante Hochregulierung der
Genexpression aufweisen. Wie die folgende Tabelle 3-11 zeigt, reprasentieren die
acht Signalwerte die Hochregulierung des Rap1A-Gens in beiden Zelllinien. Die
vier im ersten Streudiagramm (Abbildung 3-21) zusatzlichen Signalwerte sind
demzufolge auf p53 zurlckzufihren und zeigen eine Erhéhung der Genexpression
eines Gens mit der Accession-Nr. 222227 at in HepG2-Zellen. Es sind auch
weitere Gene aufgrund des Einflusses von p53 bzw. p53+HBx auf die
Genexpression induziert oder reprimiert worden. Jedoch soll sich die vorliegende

Arbeit nur auf diese beiden Gene konzentrieren, da sie die mit Abstand
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signifikantesten Unterschiede (bestimmt anhand der Signal Log Ratio) zur
Genexpression in nicht-transduzierten Zelllinien aufwiesen. So verzeichnet die
Induktion von Rap1A durch HBx in beiden Zelllinien einen Wert der Signal Log
Ratio von circa 10, was auf einer Basis von 2 eine 20fache Aktivierung bedeutet.
FUr die durch p53 hervorgerufene Induktion des unbekannten Gens in HepG2-
Zellen trifft dies ebenso zu. In WI38-Zellen findet eine 4-6fache Induktion statt. Die
Signalwerte fur Rap1A in HepG2-Zellen, hervorgerufen durch HBX, liegen dabei
bei 33.000 im Mittelwert (14.000 in WI38-Zellen). Die durch p53 veranderte
Genexpression erreicht Signalwerte im Mittel von 20.000 (HepG2-Zellen) bzw.
2.800 (WI38-Zellen).

Tabelle 3-11: Microarray-Analyse in tabellarischer Form. Die Tabelle enthalt die Signalwerte
der zwei Kandidatengene, welche im Streudiagramm signifikant hochreguliert sind. Die Angaben
sind untergliedert in die jeweilige Zelllinie und die einzelnen Probenansatze mit den entspre-
chenden Signalwerten (SW) und Signal Log Ratios (SLR).

Gen-Tlte_I Zelllinie Proben und deren Signalwerte
(Accession-Nr.)
p53+HBx p53 0
SwW SLR SW SLR SW
Rap1A
(1555339 at) | MOPG2 | 80898 ) 9 | SO I B
WI38 11.559 8 22 0 19
Rap1A
(1555340 x_at) | MPGZ | 96120 ) AT | "o S
WI38 17.298 11 19 1 6
Unbekanntes
Gen HepG2 20.206 11 19.879 10 5
,,,,, (222227 at) | ol
WI38 4.161 3 1.463 2 205

Zusammenfassend konnte eine Induktion des Rap1A-Gens durch HBx in beiden
Zelllinien gezeigt werden. Das unbekannte Gen wurde in diesem Malde nur in
HepG2-Zellen von p53 hochreguliert. Rap1A nimmt Funktionen in der Signal-
transduktion, im Speziellen der small GTPase vermittelten Signaltransduktion, ein.
Das unbekannte Gen wird mit Zelladhasion und Signaltransduktion in Verbindung
gebracht (Tabelle 3-12).
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Tabelle 3-12: Erhalt von zwei differenziell hochregulierten Genen und Kategorisierung durch

hochregulierenden Faktor.

hochreguliert durch | Accession-Nr. | Gentitel biologischer Prozess
1555339 at - Signaltransduktion
HBx bzw. Rap1A - small GTPase vermittelte
1555340 x_at Signaltransduktion

p53 + minimalen
zusatzlichen Effekt 222227 at unbekannt
durch HBx

- Zelladhasion
- Signaltransduktion

Im nachsten Schritt wurde geschaut, worin sich die zwolf (0, p53, p53+HBx: in
beiden Zelllinien und im Doppelansatz) durchgefuhrten Microarrays am meisten
unterscheiden. Dazu wurde eine Hauptkomponentenanalyse (prinicipal
components analysis (PCA)) durchgefuhrt, welche eine statistische Technik zur
Bestimmung von Schlusselvariablen in einem multidimensionalen Datenset
darstellt. Diese wird verwendet um Beobachtungsunterschiede zu erklaren und die
Analyse und Visualisierung der multidimensionalen Datensets zu vereinfachen. Je
weiter die Arrays im Koordinatensystem von einander entfernt liegen, desto groRer
sind die jeweiligen Unterschiede in der Genexpression.

Zu sehen ist (Abbildung 3-23), dass die groften Unterschiede zwischen den
Microarrays durch die unterschiedlichen Zelllinien hervorgerufen werden, denn alle
im Koordinatensystem links liegenden Microarrays entstammen den HepG2-

Proben, die sechs rechts befindlichen Microarrays den WI38-Proben.
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Abbildung 3-23: Hauptkomponentenanalyse der zwolf Microarrays. Dabei bewegen 54.676
Vektoren (entsprechend der auf dem Microarray befindlichen Gene) den Array in einem
54.676-dimensionalen Raum. Dieser wird dann vereinfacht dargestellt, in einen 3-dimensionalen
Raum geplottet. Daraus ergeben sich Distanzen, welche durch einen Farbverlauf von rot zu blau
differenziell zu unterscheiden sind. Die Analyse hat ergeben, dass die unterschiedliche
Genexpression hauptsachlich auf zellkulturspezifische Unterschiede zurlickzufihren ist, denn die

roten Arrays basieren auf HepG2-Arrays und die blauen auf WI38-Arrays.

3.3.3. Rap1A-Expression in p53+HBx-transduzierten Zellen

Zur Bestatigung der Microarray-Ergebnisse und um die Unterschiede in den
Expressionsmustern fir Rap1A in HepG2- und WI38-Zellen mit p53- und
p53+HBx-Transduktionen zu demonstrieren, wurde mit derselben bereits bei den
Microarrays eingesetzten RNA eine RT-PCR durchgefuhrt. Diese soll mittels
selektiver Primer Rap1A amplifizieren. Wie in Abbildung 3-24 zu sehen ist, konnte
ausschlieBlich in den Proben von p53+HBx in beiden Zelllinien Rap1A in
signifikant hohen Mengen nachgewiesen werden. Dass Rap1A auch in den
anderen Proben minimal nachgewiesen wurde, kann ganz eindeutig darauf
zuruckgefuhrt werden, dass durch die grolRe Zyklenzahl (45 Zyklen) der PCR
selbst geringste Mengen Rap1A amplifiziert wurden. Ein PCR-Produkt wurde
exemplarisch sequenziert, so dass auch auf diesem Weg Rap1A bestatigt wurde

(Ergebnis nicht gezeigt).
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Abbildung 3-24: Ergebnisse der RT-PCR zur Bestidtigung der Rap1A-Hochregulierung auf
RNA-Ebene. Die fir die Microarrays eingesetzte RNA wurde mittels SYBR-Green RT-PCR
(45 Zyklen) und spezifischen Primern (RAP-241-260-s / RAP-620-604-as) in DNA umgeschrieben
und amplifiziert. Je 10 yl wurden im Anschluss auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen und
aufgetrennt. Sowohl fir die HepG2- als auch die WI38-Ansatze wurden folgende Proben
untersucht: 2x Zellkultur nach 0 h, 2x nach p53-Transduktion und 2x nach p53+HBx-Transduktion
nach 4 h. Als PCR-Negativkontrollen wurden der PCR-Ansatz ohne Probe und H,O mitgefihrt. Der

Marker GeneRuler 1 kB wurde ebenfalls aufgetragen.

3.3.4. In Planung

Weiterfuhrende Untersuchungen sind in Planung. So soll Rap1A auch auf
Proteinebene nachgewiesen werden. Dazu werden erneut HepG2- und WI38-
Zellen mit Adenoviren transduziert. Die Ansatze werden so gewahlt, dass jeweils
HBXx, p53 und p53+HBx transduziert werden. Die Probennahmen erfolgen nach 0,
6 und 12 h. Im Anschluss soll die Aufarbeitung mit dem PARIS™-Kit erfolgen,
welches ein schnelles, phenolfreies Verfahren zur parallelen Isolierung von
Proteinen und Gesamt-RNA aus frisch kultivierten Saugerzellen darstellt. Die
Gesamt-RNA wird anschlieend zum Nachweis von Rap1A in eine RT-PCR
eingesetzt.

FUr den Nachweis, dass das gefundene Rap1A in aktiver Form vorliegt, wirde
sich noch ein letzter Versuch anschliel3en. Dazu wurden erneut HepG2-Zellen mit
HBx-Adenoviren transduziert und die Proben nach 0, 4,5 und 6 h im Doppel-
ansatz genommen. Mit Hilfe des Active Rap1 Pull-Down and Detection Kit (Pierce
Biotechnology, Rockford, USA) wurde dann der Nachweis aktiven Rap1As,
anhand des Monitorings der RAP1 small GTPase-Aktivierung, erfolgen.
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4. Diskussion

4.1. Vergleichende Analyse der Genotypen
Die Rolle der HBV-Genotypen mit Blick auf das Fortschreiten der HBV-Infektion

hin zum Hepatozellularen Karzinom und potentiellen Behandlungsmaoglichkeiten
bleibt weiterhin von sehr groRem Interesse. Da auch heute noch viele Details
unbekannt sind, wurden in dieser Arbeit die Genotypen A bis | untersucht, um so
einen bestmadglichen Gesamtuberblick Uber alle Genotypen zu erhalten

Dazu wurden die linearisierten HBV-Genome in HepG2-Zellen transfiziert. Dort
rezirkularisierten diese, was zur Produktion zirkularer HBV-DNA fihrte. Auf dieser
Grundlage, konnte das Virus replizieren, was wiederum zur Herstellung des Virus
in der Zelle fuhrte. Ein gangiger Marker zum Nachweis von HB-Viren ist das
HBsAg, welches die Gesamtheit der Oberflachenproteine der Virushille darstellt.
HBsAg wird als I6sliche 20 nm-Partikel oder als Filamente ohne Assoziation zu
Nukleokapsiden freigesetzt, aber auch als Umhudllung der Nukleokapside
sezerniert. Es wurde gepruft, ob die Genotypen HBsAg produzierten, ob eventuell
Unterschiede in der produzierten Menge HBsAg zu sehen waren und ob es
Unterschiede zwischen intra- und extrazellularem HBsAg gab. Eine im Vergleich
zum extrazellularen HBsAg stark erhohte Konzentration an intrazellularen HBsAg
wlrde auf eine nicht erfolgreiche Virusfreisetzung hindeuten. Die erhaltenen
Ergebnisse geben jedoch keinen Hinweis darauf. Intrazellular konnte HBsAg bei
den Genotypen A, B, C(TTA), D, E, Fund H eindeutig nachgewiesen werden,
C(CAG), G und | waren grenzwertig. Extrazellulares HBsAg war nicht nachweisbar
bei den Genotypen C(CAG bzw. TTA)und I. D und E waren grenzwertig, wohin-
gegen A, B, F, Gund H positiv waren. Diese Ergebnisse zeigen, dass HBsAg
prinzipiell intra- und extrazellular nachgewiesen werden kann. C(CAG)und |
produzierten in geringen Mengen intrazellular HBsAg, sodass es extrazellular
unter der Nachweisgrenze lag. Ob diese Oberflachenproteine von infektidsen
Viruspartikeln oder von ,leeren“ HBsAg-Partikeln (= filamentdse oder spharische
Partikel ohne Kapside und DNA) stammen, kann allein an der Bestimmung des
HBsAg nicht festgemacht werden. Im nachsten Schritt wurden Virionen und
Nukleokapside nachgewiesen, wenn auch nur sehr schwach. Aufgrund des zur

Positivkontrolle unterschiedlichen Laufverhaltens der Probenbanden besteht die
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Moglichkeit, dass es sich bei der kleineren Bande um das 3,2 kB grol3e
unverpackte HBV-Genom und der groReren Bande um partiell verpackte
Nukleokapside handeln kénnte. Dann wirde bei den Genotypen H, | und C(CAG)
mehr unverpackte DNA vorliegen, wohingegen das Verhaltnis bei Genotyp G
ausgeglichen und bei den restlichen Genotypen bereits zu mehr partiell verpackter
DNA verschoben ware.

Zusammenfassend wurde mit diesen Versuchen die DNA-Replikation als erster
Schritt der Virusvermehrung untersucht, der Nachweis von HBsAg und HBeAg als
Infektionsmarker gefuhrt und zumindest die partielle Verpackung der DNA
nachgewiesen. Gravierende Unterschiede in der vergleichenden Genotypen-

analyse sind dabei nicht aufgetreten.

4.2. Charakterisierung des Subgenotyp C2

Die in China am haufigsten vorkommenden HBV-Genotypen sind die Genotypen B
und C [117]. Im Norden Chinas sind mehr als 90 % der HBV-Patienten mit dem
Subgenotyp C2 infiziert, wohingegen in Studchina der Subgenotyp C1 vorherrscht
[118]. Die vorliegende Arbeit basiert auf dem HBV-Ganzgenom eines HCC-
Patienten mit dem Subgenotyp C2, welches amplifiziert und kloniert wurde. Diese
Probe weist charakteristische Mutationen an den Nukleotidpositionen C1653T und
die Doppelmutation A1762T/G1764A in der basalen Core-Promotor-Region auf.
Um den Einfluss der jeweiligen HCC-assoziierten Variante auf Replikationszyklus,
Transkription oder Funktionen des HBx zu untersuchen, wurden durch gerichtete
Punktmutationen Isolate hergestellt, die alle modglichen Kombinationen dieser
Varianten aufwiesen (CAG, CTA, TAG und TTA), ansonsten aber genetisch
einheitlich waren. Weiterhin konnten erstmals Adenoviren von diesen vier
Varianten des Hepatitis-B-Virus X-Proteins hergestellt und Untersuchungen auch
in diesem genetischen Kontext durchgefuhrt werden.

Die Ergebnisse zeigten, dass HepG2- und HuH7-Zelllinien nicht gleich gut flr alle
Untersuchungen geeignet sind, sondern dass Versuche mit HuH7-Zellen
aussagekraftigere Ergebnisse liefern. Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien
konnten u. a. auf Unterschiede in den Konzentrationen bestimmter Wirtszell-
faktoren zurlckzufiuhren sein, die z. B. vom Differenzierungsgrad der Zellen
abhangen [119]. Nach einer Hypothese von Suk et al. ist die von einem

Hepatozellularen Karzinom abgeleitete HuH7-Zelllinie weniger stark differenziert
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als die von einem Hepatoblastom abstammende Zelllinie HepG2 und weist
niedrigere Konzentrationen an bestimmten, flir die HBV-Replikation wichtigen
Wirtszellfaktoren auf [120]. Je nach Variante kénnte dies zum Replikationsvor-
oder -nachteil gegenuber dem Wildtyp werden.

Die virologischen Charakteristika des Wildtyp und der drei Varianten wurden
anhand der HBsAg-, RNA- und DNA-Konzentrationen untersucht. Die dabei
festgestellte starke Erhdhung der PraCore/Core-RNA bei CTA im Vergleich zu den
anderen drei Konstrukten wurde so bislang noch nicht gesehen. Gunther et al.
haben in ihren Northern Blot-Analysen keine signifikanten Veranderungen beim
PraC und pragenomischen/C-mRNA-Level zwischen den Konstrukten CAG und
TTA gesehen [121]. Dasselbe gilt fur die Northern Blot-Untersuchungen von
Buckwold et al. [89]. Die anderen beiden Varianten (CTA und TAG) haben sie
nicht untersucht. Im weiteren Verlauf flihrten beide Gruppen Primer-Extensions-
Versuche durch, da diese die Mdglichkeit boten, zwischen PraCore- und Core-
RNA zu unterscheiden. Dabei zeigten sie, dass die Core-RNA sowohl von CAG
als auch TTA in gleichen Mengen aufzufinden war, jedoch die PraCore-RNA von
TTA signifikant vermindert produziert wurde. Wie das Verhaltnis von PraCore- zu
Core-RNA fur die vier betrachteten Konstrukte, im Besonderen bei CTA aussieht,
wird im Rahmen weiterfiuhrender Untersuchungen in Zukunft ebenfalls detailliert
analysiert.

Wenn man jedoch davon ausgeht, dass nicht C1653 die pg/pcRNA erhoht,
sondern T1653 zur Verminderung der pg/pcRNA und T1762/A1764 eigentlich
initial zu einer verstarkten Replikation fuhren, kann folgende Hypothese entwickelt
werden. T1653 Ubt einen dominant negativen Effekt auf den aktivierenden Effekt
von T1762/A1764 aus. Dies wiederum steht im Einklang mit der starken Erhdhung
der pg/pcRNA bei CTA im Vergleich zu den anderen drei Varianten.

Weiterhin war es madglich eine Abnahme der HBsAg-Konzentration von TTA
gegentuber CAG in HuH7-Zellen noch dramatischer zu verdeutlichen als es
Gunther et al. mit ihnren Experimenten gezeigt haben. Die durchgefuhrten Northern
Blot-Analysen in HuH7-Zellen geben einen Hinweis darauf, dass der PraS/S-
MRNA-Level bei TTA im Vergleich zu CAG stark reduziert wurde, was auf einen
Einfluss dieser Mutationen auf die Enhancer II-Funktion hindeutet. Denn der
Enh II aktiviert die S-Promotoren. Wenn nun T1653 die Enhancer II-Funktion

dominant vermindert, verringert sich folglich auch die RNA-Menge. Die
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Untersuchungen von Gunther et al. zeigten ebenfalls entsprechende Ergebnisse,
jedoch in geringerem Male.

Generell ist der HBV-EnhancerIl ein cis-aktivierendes Element, welches
essenziell fur die Expression von HBV-Genen und die virale Replikation ist.
Untersuchungen in Leberzelllinien wie HepG2, HuH7 und HuH6, und in
Nichtleberzellen wie HelLa und CV-1 zeigten, dass leberspezifische Faktoren
wichtig fur die Aktivitdt des Enh II sind [58, 122, 123]. So wurde gezeigt, dass
Transkriptionsfaktoren wie HNF1, HNF3, HNF4, FTF und andere die
Genexpression mittels Enhancer II-Interaktion regulieren [63, 124-126]. Trans-
aktivierende Faktoren, namentlich HLF, FTF und E4BP4, welche die HBV-
Genexpression regulieren, wurden von Ishida et al. mittels eines Yeast-one-
hybrid-Systems identifiziert [62]. HLF und E4BP4 sind bZIP-Transkriptionsfaktoren
[127-129], FTF wurde als ,orphan nuclear receptor® charakterisiert [125, 130].
Ishida ef al. zeigten, dass diese Transkriptionsfaktoren im Sequenzbereich
zwischen nt 1640 und nt1663 binden und verschiedene Effekte auf die
transkriptionelle Regulation besitzen [62]. Da der C1653T-Austausch in diesem
Bereich liegt, interessierte besonders, ob es aufgrund dieses Austausches zu
Veranderungen in der transkriptionellen Regulation kommt. Fur diese
Untersuchungen wurden pFLAG-Konstrukte genutzt, die freundlicherweise von
Herrn Dr. Hayashi (Osaka, Japan) zur Verfiugung gestellt wurden. Die
transkriptionelle Regulation wurde in HepG2- und HuH7-Zellen anaylsiert.
Ishida et al. verwendeten fur die Luciferase-Assays u.a. den Sequenzbereich
zwischen nt 1640 und nt 1663, die vorliegende Arbeit den Bereich zwischen
nt 1590 und nt 1686 mit den Konstrukten von CTA und TTA [62]. Beide Arbeiten
zeigen, dass HLF einen sehr stark frans-aktivierenden, FTF einen leicht
aktivierenden und E4BP4 einen reprimierenden Effekt besitzen. Dieser E4BP4-
Effekt wurde ebenfalls von Lai und Ting beschrieben [131]. Fur die Repression
von E4BP4 gibt es bislang zwei mdgliche Erklarungen. Einerseits kann die
Repression von E4BP4 durch eine Interaktion der E4BP4-Repressionsdomane mit
dem TATA-bindenden Protein-bindenden Repressor-Protein Dr1 verursacht
werden [132]. Andererseits besteht die Mdglichkeit, dass E4BP4 mit HLF oder
anderen Faktoren um dasselbe Bindungsmotiv kampft und so die Transkription

reprimiert [62]. Einen Einfluss der C1653T-Mutation auf die transkriptionelle
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Regulation dieser drei Transkriptionsfaktoren konnte anhand der vorliegenden
Arbeit nicht gezeigt werden.

Weiterhin wurde untersucht, ob die drei Transkriptionsfaktoren ebenfalls einen
Effekt auf die HBV-RNA-Transkription ausuben und ob es eventuell Unterschiede
zwischen den untersuchten Varianten gibt. Nach Kotransfektion mit den HBV-
Ganzgenom-Monomeren konnte in HuH7-Zellen bei HLF eine erhéhte Expression
der 3,5 kB-mRNA gegenuber FTF und E4BP4 gesehen werden, jedoch keine
signifikanten Unterschiede bei der 2,4/2,1 kB mRNA aller Proben. Diese Daten der
HBV-RNA-Expression sind nicht Ubereinstimmend mit den ebenfalls ermittelten
HBsAg-Konzentrationen der aus den Zellkulturiberstanden entnommenen und
mittels ELISA untersuchten Proben. Denn obwohl bei keiner Probe signifikante
Unterschiede bei der Expression der 2,4/2,1 kB mRNA zu erkennen waren, sind
die HBsAg-Konzentrationen sehr unterschiedlich. Die Kotransfektionen mit HLF in
HuH7-Zellen weisen bei allen vier Konstrukten die hochsten HBsAg-Konzentrati-
onen auf, wobei jedoch die HBsAg-Konzentration in Kombination von HLF mit TTA
am niedrigsten und bei TAG am hochsten ist. Anders verhalt es sich in HepG2-
Zellen. Dort sind die HBsAg-Konzentrationen bei FTF am hdchsten, was mit den
Ergebnissen von Ishida et al. korreliert. Ishida et al. vermuteteten anhand ihrer
Daten, dass HLF die CURS-Aktivitat hochreguliert, um so spezifisch den Core-
Promotor zu beeinflussen. Deshalb untersuchten sie im nachsten Schritt, ob es
Unterschiede zwischen den beiden (pragenomische oder PraC-mRNA) die 3,5 kB
ausmachenden mRNAs gibt. Sie konnten zeigen, dass die pragenomische mRNA
in einem noch grolieren Malle durch HLF hochreguliert wird, als die PraC-mRNA.
Dieses Ergebnis zeigt ihrer Meinung nach, dass HLF eine entscheidende Rolle bei
der viralen Replikation in Hepatozyten spielt. Denn die Synthese von pra-
genomischer mRNA stellt einen ausschlaggebenden Schritt im Replikationszyklus
von HBV dar, da die pragenomische mRNA sowohl fur das Core-Protein als auch
fur die Polymerase kodiert. Was die Varianten-spezifischen Unterschiede in der
HBsAg-Expression in Abhangigkeit von der HLF-Uberexpression verursacht, lasst
sich mit den bekannten Daten nicht erklaren. Wie auch bei der HBsAg-Produktion
ohne kotransfizierte Transkriptionsfaktoren hatte der Austausch von C1653>T1653
einen Einfluss. Die Variante T1653 fuhrt also hdchstwahrscheinlich zur Bindung
neuer unbekannter Transkriptionsfaktoren, die in komplexer Weise die

Transkription im viralen Enh II und mittelbar in den S-Promotoren beeinflussen.
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Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob aufgrund der T1653-Mutation ein
zusatzliches Promotorelement existiert, da durch diese Mutation eine perfekte
palindromische Sequenz nt 1648-TCTTATATAAGA entsteht. Eigene
Untersuchungen mit der Software Matinspector (Genomatix) sagen mit hoher
Wahrscheinlichkeit das Vorhandensein eines Promotors an dieser Stelle voraus,
wenn die T1653-Mutation vorhanden ist, im Gegensatz zum Wt mit C1653 bei
dem das Programm keinen Promotor vorhersagt. Auf Basis dieser Daten wurde im
ersten Schritt mittels Luciferase-Assays (Vektoren pGL3-Basic-nt 1590-1686
C1653 bzw. T1653) untersucht, ob eine erhdhte Promotoraktivitat der T1653-
Variante vorliegt. Dies konnte so nicht gezeigt werden. Die in vivo-
Untersuchungen mittels ChIP-Analyse bestatigten dieses Ergebnis, denn es
konnte keine erhohte Bindungsrate von TATA-bindendem Protein bei den vier
Varianten (CAG, CTA, TAG und TTA) nachgewiesen werden. Diese Daten gehen
einher mit frGheren Verodffentlichungen von Glnther et al. welche in ihrem
verwendeten Sequenzkontext, der Zelllinie und der weiteren vorhandenen
Mutationen, wenn uberhaupt, nur einen geringen Effekt auf die praC/C-mRNA-
Transkription und Virusreplikation zeigen konnten [121]. Selbst die Verdopplung
der kompletten Box-a fuhrte nur zu einer 30%igen Aktivierung des Core-
Promotors in HuH7-Zellen [133]. Dem gegenuber stehen Untersuchungen von
Yuh et al., welche zeigten, dass die Box-a-Elemente (nt 1646-1668) individuell die
Promoteraktivitdt mehr als 100fach stimulierten [54]. Ebenso zeigten Ito et al.,
dass die T1653-Mutation im Zusammenhang mit der BCP-Mutation, das Risiko
eines Patienten mit HBV-Genotyp C-Infektion an einem HCC zu erkranken erhoht
[91]. Auch wenn die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen keinen
eindeutig steigernden Effekt auf die Promotoraktivitat aufzeigten, so bestatigen die
nachfolgenden Ergebnisse doch, dass der Bereich zwischen nt 1596 — nt 1686
Promotoraktivitat aufweist.

Einen Bereich zwischen nt 1397 und nt 1677 kartierten auch Chol efal. als
Promotorregion und nannten ihn ,kleinen HBx-Promotor® [134]. Dieser Promotor
ist unabhangig sowohl vom HBx-Promotor, welcher in einer Region 140 bp
stromaufwarts des ersten ATG-Kodons des HBx-ORFs kartiert wurde [135, 136],
als auch allen weiteren viralen Promotoren. Beispiele fur ebensolche intragenen
Promotoren gibt es u. a. beim humanen Foamyvirus [137] und HTLV-1 [138].

Zheng et al. veroffentlichten Ergebnisse, dass der 5’-Bereich des HBx-ORF mittels
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Promotorfunktion dafir verantwortlich sei, die Expression der kleinen HBx-
Gentranskripte zu regulieren, welche innerhalb des HBx-ORF aufgrund von
heterogenen 5’-Enden entstehen [139]. Nach den kleinen HBx-Gentranskripten
suchten sie, da es drei Methionin-Translationsinitiationskodons im HBx-ORF an
den Positionen 1, 79 und 103 gibt, was dazu fuhren wirde, dass mindestens drei
Proteine mit 17, 8,6 und 5,9 kDa vom HBx-Gen enstehen, wovon die beiden
letztgenannten Proteine aminoterminal verkulrzt sind. Diese Mdglichkeit ist duRerst
attraktiv, da das Virus in derselben Weise multiple Proteine des Envelope-, Core-
und Polymerase-ORFs generiert (Ubersichtsarbeit: [140]). Urspriinglich konnten
Kwee et al. in ihren Untersuchungen ausschliel3lich eine einzige Art HBx-mRNA
nachweisen, wobei die entstehenden drei HBx-Proteine sowohl allein, als auch in
Kombination miteinander, verschiedene transkriptionelle Regulatoraktivitaten
besitzen [141], was so auch bereits bei anderen Proteinen gezeigt worden ist [142,
143]. Zheng etal. zeigten hingegen, dass es ebenfalls kleinere HBx-
Gentranskripte gibt, welche aktive HBx-Proteine synthetisieren [139]. Die
Startpunkte der vier Haupttranskripte (ohne das grole HBx-Transkript)
detektierten sie mittels Primer-Extensionsanalyse an den Positionen nt 1532,
nt 1573 (stromaufwarts des zweiten ATGs lokalisiert), nt 1627 und nt 1634
(zwischen dem zweiten und dritten ATG). Die in dieser Arbeit erhaltenen
Ergebnisse bestatigen und erweitern diese Erkenntnisse (Abbildung 4-1). Dazu
wurden drei verschiedene Systeme zur Untersuchung genutzt — adenovirale
Vektoren mit integrierter HBx-Sequenz, HBV-Ganzgenome und von Patienten
gewonnene Leberbiopsie-Proben. Mit Hilfe der adenoviralen Transduktion der vier
verschiedenen C2-Konstrukte konnten bei allen vier Varianten mRNAs mit einem
Start vor nt 1374 nachgewiesen werden, welche der mRNA des ,grof3en“ HBx
entspricht. Die starke Expression wird durch den sehr starken im adenoviralen
Vektor vorgeschalteten Promotor hervorgerufen, denn bei den Ganzgenomen ist
diese mRNA ausschlieBlich bei TAG zu finden. Der mRNA-Start fur das ,kleine*
HBx-Transkript wurde an Position nt 1627/28 sowohl mit dieser Arbeit (adenoviral
bei CTA, TAG, TTA; Ganzgenom bei CTA) als auch von Zheng et al. kartiert [139].
Den mRNA-Start vom ,mittleren® HBx kartierten sie bei nt 1532 bzw. 1573, was
prinzipiell einhergeht mit den hier vorgelegten Daten bei nt1547
(Ganzgenom TAG).
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1374 ATGGCTGCTAGGGTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCTTTGTCTACGTCCC
1434 GTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCCGTTTGGGACTTTACCGTCCCCT
1494 TCTTCGTCTGCCGTTCCGGCCGACCACGGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCTCCCCGTC
1554 TGTGCCTTCTCATCTGCCGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAG
1614 ACCACCGTGAACGCCCACCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAAGAGGACTCTTGGACTC
1674 GCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAGGACTGG

1734 GAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAATGATCTTTGTACTAGGAGGCTGTAGGCATAAA

in vivo

1794 TTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGCCTAA

Abbildung 4-1: Kartierung der HBx-mRNA-Starts in vitro und in vivo.Dargestellt wurde
exemplarisch die HBXxTTA-Sequenz. Rot hervorgehobene Nukleotide verweisen auf die Mutationen
nt 1653, nt 1762 und nt1764. Blau wurden die Startkodons hervorgehoben. Orange Pfeile

kennzeichnen die Positionen der kartierten HBx-mRNA-Starts in vivo, grin entsprechend in vitro.

Weiterhin konnte zusatzlich noch ein neuer mRNA-Start bei nt 1741 (adenoviral
bei TAG, Ganzgenom bei CAG, CTA und TTA) nachgewiesen werden. Der Start
dieser HBx-mRNA konnte zur Translation eines ,mini® HBx in Isolaten mit der
HCC-assoziierten Variante T1762/A1764 fuhren, da durch diese Doppelmutation
von A1762T/G1764A ein neues Startkodon im Leserahmen des HBx entsteht.
Dieses Startkodon ist 20 Nukleotide vom Transkriptionsstart entfernt. Von dieser
neuen MRNA konnte also ein ,mini“ HBx, ein Peptid mit einer Lange von
24 Aminosauren translatiert werden, das in seiner Sequenz dem fur HBx-
Funktionen essenziellen HBx-Carboxy-Terminus entspricht. Fir welche
Informationen die aus den Leberbiopsie-Proben und den adenoviralen Trans-
duktionen von CTA, TTA und vielleicht auch CAG gewonnenen mRNAs mit den
Starts um nt 1760 und nt 1770 zustandig sind, bleibt unklar. Der nachste bekannte
mRNA-Start ist bei nt 1785 kartiert, wobei diese mRNA fur das HBeAg-Protein
kodiert. Um auszuschlie3en, dass die neuen Transkripte von Artefakten der DNA-
Expression oder Zellkulturen entstehen, sollten die Ergebnisse mittels weiterer
Versuche mit anderen Methoden Uberprift werden. Zusammenfassend bestatigen
und erweitern diese Ergebnisse Berichte von Zheng et al., die mRNA-Starts an
den Nukleotidpositionen nt 1532, nt 1573 und nt 1627 nachwiesen [139]. Die
Signifikanz der kleinen HBx-Proteine im hepadnaviralen Lebenszyklus ist noch
weitestgehend unbekannt, jedoch vermuten Zheng ef al. anhand ihrer eigenen

Ergebnisse [139] und der von Kwee et al. und Nakatake ef al. [141, 144], dass die
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klrzeren HBx-Proteine eine wichtige Funktion in der viralen Replikation spielen.
Mdglicherweise reprimieren sie die Transaktivierungs-Funktion der ent-
sprechenden Volllangen-Proteine, wie es auch von anderen kleinen Varianten
einiger Proteine (z. B. Drosophila E78 Protein und Papillomavirus E2 Protein)
vermutet wird. Weiterhin halten Zhengetal. es fur mdglich, dass eine
unabhangige Syntheseregulation der gro3en und kleinen HBx-Gentranskripte im
viralen Lebenszyklus wahrscheinlich ist [139]. Dies wiederum konnte zu
differenziellen Effekten auf die Genexpression in verschiedenen Phasen des
Replikationszyklus fuhren.

Wie sich die Genexpressionsmuster der HepG2-Zellen nach Transduktion der vier
HBxC2-Varianten und des ebenfalls untersuchten HBxPolyLysin unterscheiden,
wurde anhand von Microarray-Analysen untersucht. Da HBx eine entscheidende
Rolle in der HBV-bezogenen Pathogenese spielt, haben bereits einige
Forschergruppen die mit HBx-assoziierten Genexpressionsprofile untersucht. lhre
Ergebnisse unterscheiden sich dabei merklich [145-147]. Dies ist z. B. aufgrund
von verschiedenen Untersuchungsansatzen bezuglich der Verwendung
unterschiedlicher Zelltypen oder transformierter Zelllinien mdglich. In dieser Arbeit
wurden die Experimente in HepG2-Zellen durchgefiuhrt. Mittels cDNA-Microarrays
wurden Gene identifiziert und klassifiziert, welche bei allen HBx-Varianten
gleichermallen erhoht exprimiert wurden, aber ebenso differenziell exprimierte
Transkripte. Dabei war auffallig, dass HBxCTA die groRte Anzahl an differenziert-
hochregulierten Genen aufwies, HBxPolyLysin die geringste Anzahl. Wiederum
sind die drei ausschliellich bei HBxPolyLysin gefundenen Transkripte nicht
wegweisend, um zu erklaren warum HBxPolyLysin etwa 1.000fach starker
transformierend ist als HBxWt [100]. Hingegen haben Mau et al. mit ihrem COOH-
terminal verkurztem HBx und Microarray-Experimenten zeigen kdonnen, dass alle
vier hochregulierten Gene anti-apoptotische Funktionen, alle drei runterregulierten
Gene pro-apoptotische Funktionen besitzen [148]. Zusammenfassend
schlussfolgerten sie, dass das COOH-terminal verkurzte HBx eine wichtige Rolle
in der karzinogenen HCC-Entwicklung via Aktivierung von Zellproliferation und
dem Verlust von pro-apototischen Fahigkeiten besitzt.

Von den 64 im Versuchsansatz dieser Arbeit induzierten Transkripten sind 15 bei
allen 5 Varianten hochreguliert. Die hochste Induktion aller Proben weist das
Rap1A-Gen auf (hohe Induktion = weit oben in der Tabelle 3-9 bzw. Tabelle 3-10),
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welches eine wichtige Aufgabe in der Signaltransduktion einnimmt. Dieses wird
ausfuhrlich in Kapitel 4.3 diskutiert. Weiterhin weist die Tabelle 3-9 unter anderem
mRNAs von einem unbekannten Gen, welches allgemein im biologischen Prozess
der Zelladhasion eine Rolle spielt, einem Gen als Antwort auf Hypoxie (CYP1A1),
viele verschiedene Gene der Familie der Metallothioneine, welche Schwermetalle
binden, sowie Gene fur die Signaltransduktion (SOS1), Apoptose (BIRC3) und
Immunantwort (GBP1) auf. CYP1A1 mit seinen genetischen Polymorphismen
wurde bereits von Yu et al. mit HCC unter chronischen Hepatitis B-Tragern in
Verbindung gebracht [149]. Ebenso untersuchten Oyama et al. die Expression von
CYPs (Cytochrome P450s) in Tumorgewebe und deren Assoziation mit der
Krebsentwicklung [150]. Die bekannten Funktionen von Metallothioneinen (MT)
schliel3en die metalloregulatorische Rolle in Zellwachstum und Differenzierung ein,
ebenso wie die verstarkte Synthese von MTs in schnell proliferierenden Geweben,
was auf eine wichtige Rolle dieser im normalen als auch neoplastischen
(entarteten) Zellwachstum hindeutet [151, 152]. Datta et al. berichten, dass die
Mengen von MT1 und MT2A in primaren humanen HCCs drastisch reduziert sind
[153]. Wie sich die Konzentrationen der in dieser Arbeit aufgefundenen einzelnen
Subtypen des MT1-Proteins unterscheiden, haben sie jedoch nicht untersucht.
Unterschiedliche MT-Gene spielen wahrscheinlich verschiedene funktionelle
Rollen wahrend der Entwicklung oder unter diversen physiologischen
Bedingungen [154, 155]. Auffallig ist, dass das Gen KRT17 (Keratin 17) bei allen
Konstrukten bis auf HBXCAG induziert wurde. Keratin 17 steht im Verdacht in die
Tumorangiogenese involviert zu sein [156]. Hingegen tritt Interleukin 8 (IL8) nicht
bei HBxPolyLysin auf, dafiir bei allen anderen Konstrukten. Dieses Zytokin ist
sowohl als Entzindungsmediator bei der chemotaktischen Rekrutierung von
Leukozyten, insbesondere neutrophilen Granulozyten, in das entzindete Gewebe
beteiligt, als auch ein Tumorangiogenesefaktor [157]. Es wird weiterhin seit kurzer
Zeit diskutiert, dass das Endothelin 1 (EDN1) welches ausschliel3lich bei HBXTAG
nicht induziert wird, in Verbindung mit verschiedenen Krebsarten steht, vor allem
Prostata- [158] und Brustkrebs. Epiregulin (EREG) hingegen wird ausschliel3lich
bei den Konstrukten HBXCTA und HBXTTA hochreguliert. Zwei Pekinger
Arbeitsgruppen beschaftigten sich mit den Zusammenhangen zwischen EREG
und Hepatitis B. Dabei erkannte die erste Arbeitsgruppe, dass die Inhibierung von
EREG die Ausbreitung von HBV in HepG2.2.15-Zelllinien blockiert, da Epiregulin
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essenziell fur die HBV-Ausbreitung zu sein scheint [159]. Die zweite Arbeitsgruppe
zeigte, dass das duale Knock-down von N-ras und Epiregulin zu einer Inhibierung
des Zellwachstums in Verbindung mit einem induzierten Zellarrest in der G0/G1-
Phase fuhrt [160]. Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass bei den
Konstrukten HBXCTA und HBXTTA aufgrund der Induzierung der EREG-mRNA
die Ausbreitung von HBV erleichtert ist. Flr die vier ausschlieldlich bei den
Konstrukten HBXCAG und HBxCTA aktivierten Gene sind zum jetzigen Zeitpunkt
weder Namen noch deren biologische Funktionen bekannt.

Die Daten zeigten weiterhin, dass 19 Gene ausschliellich bei HBxCTA
hochreguliert werden, darunter ein Gen mit unbekanntem Namen, welches eine
Rolle in der Translation im Cytoplasma spielt, und ein Gen mit dem Namen
KIAAO0146, bei welchem die Funktion bislang noch unklar ist. Das ebenfalls
aktivierte Gen PDLIM5 [161] gehort zur Proteinfamilie der PDZ-LIM. Diese lasst
erkennen, dass sie wichtige Aktivitaten auf dem zellularen Level, der Vermittlung
von Signalen zwischen dem Zellkern und dem Zytoskelett, mit einem
maRgeblichen Einfluss auf die Organentwicklung, einnimmt (Ubersichtsarbeit von
[162]). Eine Dysregulierung hingegen kann zur Entstehung von Krebs und einem
Fortschreiten dessen flihren. AbschlieRend soll noch das ebenfalls ausschliel3lich
bei HBXCTA hochregulierte Gen flr NFkBIZ (nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, zeta) erwahnt werden. Dieses Gen
spielt sowohl in der Entzundungsantwort wie auch bei der Transkriptionsregulation
eine Rolle, indem es als NFkB-Bindungscofaktor fungiert [163]. Kim et al. zeigten,
dass HBx die NFkB-Aktivitat beim Zusammenwirken mit VBP1 (VHL binding
protein 1) steigert [164]. Es gibt jedoch verschiedene weitere Wege wie HBx durch
das Zusammenwirken mit anderen Proteinen NFkB aktiviert [165]. NFkB-
Aktivierung wird mit der Entwicklung des HCCs, hervorgerufen durch HBV-
Infektion, in Verbindung gebracht [166].

Zusammenfassend konnte anhand dieses Versuches ein identisches Repertoire
an induzierten mRNAs bei allen vier HBxC2-Varianten und HBxPolyLysin
nachgewiesen werden. Auf der anderen Seite zeigten diese Microarrays, dass
differenzielle Unterschiede ebenfalls vorhanden sind. So wurden zum Beispiel bei
HBxCTA, welches Wildtyp bei nt 1653 und Variante T1762/A1764 ist, 19 Gene
induziert, die ausschliel3lich dort zu finden waren. Die Variante T1762/A1764 ist

zwar HCC-, noch starker aber Leberzirrhose-assoziiert [90]. Ob die gefundenen
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Gene eher Leberzirrhose- als HCC-assoziiert sind, mussen zukunftige
Untersuchungen zeigen. HBxPolyLysin hingegen induziert als wahrscheinlich
onkogenstes HBx die wenigsten Gene. Dies fluhrt vielleicht zum Verlust von
Funktionen, die fur das Virus wichtig sind, akzentuiert aber die Funktionen die
Krebs auslésen. Funktionelle Unterschiede und Ubereinstimmungen konnten
ebenfalls aufgezeigt werden. So besitzen z. B. Rap1A und SOS1 einen Einfluss
auf die small GTPase-vermittelte-Signaltransduktion sowie auf die Ras-Protein-
Signaltransduktion. Mit der Angiogenese werden Rap1A, Keratin17, IL8 und
Epiregulin in Verbindung gebracht. Ebenso wurde gezeigt, dass Rap1A
zusammen mit Rap1B die humane endotheliale Zellfunktion kontrolliert [167]. Dies
tun sie moglicherweise in Zusammenhang mit dem ebenfalls aktivierten
Endothelin. Weiterhin zeigte diese Arbeit einige Kandidatengene, die neue
Einblicke in die HBx-vermittelte Pathogenese bieten. Letztendlich werden diese
Ergebnisse helfen, neue diagnostische Marker zu etablieren, therapeutische Ziele

aufzudecken und Medikamente zu entwickeln.

4.3. Einflisse des HBxWt und p53 auf die Genexpression
humaner Zelllinien

Die bislang in dieser Arbeit beschriebenen Genexpressionsuntersuchungen
wurden mit Varianten des Hepatitis-B-Virus X-Proteins durchgefihrt (siehe Kapitel
4.2). Welchen Einfluss das Wildtyp-Protein (HBxWt), auch im Zusammenspiel mit
p53, auf die Genexpression von WI38- und HepG2-Zellen nimmt, wurde soweit
bekannt, bislang noch nicht untersucht. Die durchgefiuhrten Versuche lieferten das
erstaunliche Resultat, dass zwei Gene uUber alle Malen signifikant induziert
wurden. Deshalb konzentriert sich die anschlieRende Diskussion ausschlief3lich
auf diese beiden Gene.

Gezeigt wurde zum ersten Mal ein Einfluss von HBx auf die Rap1A-Gen-
expression. Bestatigt wurde dies durch die Ergebnisse der funf anderen Varianten
(HBXxCAG, HBxCTA, HBxXTAG, HBXTTA und HBxPolyLysin), welche im selben
Verhaltnis Rap1A-Aktivierungen zeigten. Rap1 ist ein Mitglied der Ras-Familie der
small GTPasen und besitzt die groite Homologie zu Ras [168]. Rap1 bindet
entweder an GTP oder GDP, wobei der Wechsel zwischen den beiden Zustanden
einen molekularen Schalter darstellt [169]. Dabei koppelt es extrazellulare Stimuli

an intrazellulare Effektoren indem es zwischen dem inaktiven GDP- und dem
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aktiven GTP-Status wechselt (Ubersichtsarbeit von [170]). Es exisitieren zwei sehr
nah verwandte Rap1-Familienmitglieder, Rap1A und Rap1B, welche durch
verschiedene Gene kodiert werden, aber 95 % Aminosaure-Ubereinstimmung
besitzen und wahrscheinlich sowohl sich erganzende als auch divergente
biologische Funktionen haben. Rap1 nimmt an vielen biologischen Prozessen teil,
so wird es unter anderem mit der Modulation einer wachsenden Bandbreite der
zellularen Antwort, einschlieBlich dem Kalzium-Signaling [171], Sekretion [171]
und der synaptischen Ubertragung [172] in Verbindung gebracht, wobei die als
erste und am besten untersuchte zellulare Funktion von Rap1 die Modulation der
Integrin-vermittelten Adhasion ist (Ubersichtsarbeit von [173]). Weiterhin hat es
Beachtung gefunden fir seine Rolle in der Tumorangiogenese und der
Krebsentwicklung [170]. In vivo- und in vitro-Studien lieferten den Beweis, dass
anormale Rap1-Aktivierung zu verschiedenen bdsartigen Tumoren einen Beitrag
leistet [174]. Die Konsequenz der Rap1-Aktivierung auf die Invasion scheint einen
sehr zell- und / oder umweltspezifischen Kontext zu haben (Beispiele in [175]).
Jedoch bleibt bislang unklar, wann und in welchem Krebs Rap1-Signaling die
Invasion und Metastasenbildung positiv oder negativ reguliert. So ist die Frage, ob
die Rap1A-Aktivierung in HepG2- (humane HCC-Zelllinie) und WI38-Zelllinien
(humane Lungenfibroblasten) dieselben Signalwege anschalten wirde. Aus
diesem Grund muss in weiteren Untersuchungen in vivo und in vitro die Funktion
der durch HBx hervorgerufenen Induktion des Rap1A-Gens analysiert werden.
Ebenso stellt sich die Frage, ob HBx direkt mit Rap1A interagiert oder weitere
Faktoren dazwischen geschaltet sind. Denn auch in HBV-assoziierten
Lebererkrankungen sind viele verschiedene Wirkmechanismen vorstellbar.

Das zweite signifikant induzierte Gen wurde nach Kotransduktion von HBx+p53
gefunden, ebenso wie nach Transduktion von p53 allein in HepG2-, aber nicht in
WI38-Zelllinien. Dieses Gen wurde bislang noch nicht benannt, jedoch werden
seine Funktionen in der Zelladhasion und der Signaltransduktion gesehen.
Aufgrund der Tatsache, dass es bei beiden Transduktionen (HBx+p53 und p53
allein) aktiviert wird, wurde geschlussfolgert, dass p53 fiur die Induktion
verantwortlich ist. Daraufhin wurde gepruft, ob eine Induktion dieses unbekannten
Transkriptes ebenfalls bei den C2-Varianten in HepG2-Zellen stattfand. Dies
konnte bestatigt werden, jedoch war die Induktion schwacher (Signalwerte im
Mittel bei 3.000, Signal Log Ratio 7,5). HBxPolyLysin induzierte dieses Transkript
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noch geringer als die Anderen (Signalwert im Mittel bei 150, Signal Log Ratio 3,5),
war aber dennoch das Transkript, welches nach Rap1A die gréflite Aktivierung
aufzeigte. Demzufolge wurde in HepG2-Zellen gezeigt, dass das unbekannte Gen
auch ohne exogene Zugabe von p53 hochreguliert wird. Dies erfolgt jedoch
mutmalilich nur, da HepG2-Zellen transformiert sind. Obwohl p53 in HepG2-Zellen
Wildtyp-Sequenz besitzt, entspricht die p53-Regulation nicht mehr derjenigen von
nicht-transformierten Zellen wie WI38. Schlussfolgernd ist also auch die bei den
C2-Varianten in HepG2-Zellen gemessene Induktion mittelbar auf p53 zurlck-
zufuhren. Diese findet jedoch in viel geringerem Male statt, als die durch
Kotransduktion mit p53 stimulierte Induktion. Warum HBxPolyLysin vergleichs-
weise schwach induziert, missen zukulnftige Untersuchungen zeigen.

Das p53-Protein ansich ist ein Tumorsuppressor, welcher in seiner aktivierten
Form Apoptose und DNA-Reparatur vermittelt [176-178]. Es gibt sowohl in vivo-
als auch in vitro-Untersuchungen dazu, dass HBx Wildtyp-p53 bindet [179-182].
Die funktionelle Inaktivierung von p53 durch Komplexformation mit HBx wird als
alternativer Mechanismus fur eine HCC-Entwicklung, verursacht durch eine HBV-
Infektion, angesehen [179]. An welcher Stelle und in welcher Funktion das
unbekannte Transkript, in den von p53 und HBXx regulierten Signalkaskaden, eine

Rolle spielt, wird Gegenstand zukunftiger hochst interessanter Arbeiten sein.
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5. Zusammenfassung

Das Hepatitis-B-Virus wird aufgrund von Sequenzunterschieden des Virusgenoms
in Genotypen und Subgenotypen unterteilt. Genotypen und Subgenotypen weisen
eine geographisch unterschiedliche Verteilung auf. Sie beeinflussen ebenfalls den
Verlauf der Erkrankung. Seit einigen Jahren ist man bemdiht, Patienten eine
individuelle geno- bzw. subgenotypspezifische Therapie zukommen zu lassen.
Zum heutigen Zeitpunkt liegen jedoch noch wenige Informationen zum
Behandlungserfolg vor, auch aufgrund des fehlenden Wissens Uuber die
molekularen Unterschiede der Genotypen.

In dieser Arbeit wurden erstmals parallel die Genotypen A bis | vergleichend
untersucht. Dazu wurden Transfektionsversuche mit linearisierten HBV-
Ganzgenomen durchgefuhrt. Der Nachweis der DNA-Replikation sowie der
Infektionsmarker HBsAg und HBeAg und letztlich auch der DNA-Verpackung in
Kapside, zeigten innerhalb des verwendeten Systems keine genotypspezifischen
Unterschiede.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Varianten des Subgenotyps C2 analysiert. Auf
Basis des HBV-Genoms eines HCC-Patienten (T1653, T1762/A1764) wurden,
durch Einfigen von Punktmutationen, Varianten (CAG, CTA und TAG) kloniert
und Adenoviren mit dem entsprechenden HBx-Gen hergestellt. Im Anschluss
wurden Transfektionen und Transduktionen von Zelllinien durchgefuhrt. Anhand
dieser Ergebnisse wurden verschiedene Hypothesen aufgestellt. So Ubt die
T1653-Mutation einen dominant negativen Effekt auf den generell aktivierenden
Effekt der Doppelmutation T1762/A1764 aus. Dies erfolgt vermutlich durch die
Bindung bislang unbekannter Transkriptionsfaktoren in dieser Region um nt 1653,
welche Einfluss nehmen auf die Funktionen des Enhancer II. Dadurch wird
mittelbar u. a. die Funktion der S-Promotoren beeinflusst. Jedoch hatte das
Zusammenspiel der CTA- bzw. TTA-Varianten mit den drei Transkriptionsfaktoren
HLF, FTF und E4BP4 keine Unterschiede aufgezeigt. Weiterhin konnte indirekt
nachgewiesen werden, dass diese Region keine erhdhte Promotoraktivitat
aufgrund der T1653-Mutation erhalt.

Mit Hilfe von RACE-Assays wurden verschieden gro3e HBx-Transkripte entdeckt
und deren Startnukleotide kartiert. Das Transkript fur das ,gro3e“ HBx wurde

isoliert, ebenso wie Transkripte fir das ,mittlere“ HBx (Start nt 1547), das ,kleine®
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HBx (Start nt 1627/1628) und ein ,mini“ HBx (Start nt 1741). In HCC-Patienten mit
der Mutation T1762/A1764 kann dieses ,mini“ HBx-Transkript zur Produktion eines
,mini HBx-Proteins flhren. Die Funktionen der verschieden groRen HBXx-
Transkripte mussen in weiteren Experimenten untersucht werden.

Die Varianten beeinflussen die zellulare Genexpression sehr differenziert, jedoch
sind unter den induzierten Genen viele, die mit der Tumorangiogenese in
Verbindung gebracht werden. HBxPolyLysin induziert unerwarteter Weise die
wenigsten Gene, wohingegen HBxCTA (Wildtyp C1653 und Mutation T1762/
A1764) die meisten Gene induziert. Auch dieses letztgenannte Ergebnis stltzt die
oben aufgestellte Hypothese, dass T1762/A1764 einen aktivierenden Effekt besitzt
und C1653 diesen nicht negativ dominant unterdrickt.

Im dritten Abschnitt der Arbeit wurde untersucht, wie sich die Transduktion von
HBxWildtyp und p53 auf die Genexpression der Zelle auswirkt. Es wurden dabei
zwei Gene identifiziert, welche signifikant induziert wurden. Das ist zum Einen,
dass durch HBxWildtyp induzierte Rap1A-Gen, das u. a. die Integrin-vermittelte
Adhasion und die Signaltransduktion moduliert. Zum Anderen, dass durch p53
induzierte Gen mit noch unbekanntem Namen, welches ebenfalls sowohl mit der
Zelladhasion als auch der Signaltransduktion in Verbindung gebracht wird. Welche
Rolle diese Gene detailliert in der HBV-Infektion und weiter in der HCC-
Entwicklung spielen, missen zukulnftige Untersuchungen zeigen.
Zusammengefasst, geben die erhaltenen Ergebnisse einen Uberblick ber das
Verhalten der Genotypen A bis |, die Charakteristik der Variantenunterschiede des
Subgenotyps C2 und die Auswirkungen der Interaktion von HBx mit p53. Auf Basis
dieses Wissens, wird es in einigen Jahren vielleicht moglich sein, HBV-Patienten

noch individuellere Therapieangebote zu unterbreiten.
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