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Summary

Worldwide, more than 240 million people are chronically infected with the human hepatitis B
virus (HBV). About 780 000 individuals die each year as a consequence of the infection which
is associated with an increased risk to develop liver cirrhosis or hepatocellular carcinoma.
Coinfection with the hepatitis D virus (HDV) increases this risk.

In addition to infectious HBV particles infected cells very efficiently secrete spherical and
filamentous non-infectious subviral particles (SVP). They mainly consist of the small HBV
surface protein S which carries the immunogenic viral main epitope and lipids. Compared
with virions, SVP has an up to 104-fold higher concentration in patient sera. Since 1984,
in yeast recombinant produced S-Protein is used successfully as a vaccine against an HBV
infection.

The S-Protein is capable of budding into cellular membranes like the endoplasmic reticulum
(ER) or the ER-Golgi-intermediate-compartment (ERGIC) without any other viral factors and
self assembles into SVP. It is cotranslationally inserted into the ER membrane and traverses
the lipid bilayer probably four times with transmembrane domains TM1–4. However, subviral
particle morphogenesis remains poorly understood.

In this thesis the importance of transmembrane, cytoplasmic and luminal parts of S regarding
the oligomerization of S and the assembly of HBV and HDV particles was investigated.

The results show for the first time that the TM2 has the capability to self-assemble. This was
demonstrated with a FACS based FRET assay. Presumably, this interaction is mediated by a
leucine zipper heptad motive. In addition, TM2 but not TM1 plays a crucial role in protein
stability and is essential for SVP formation. In contrast, oligomerization of S seems to be
mainly mediated by the putative amphipathic helix (AS 154–174) as well as the hydrophobic
transmembrane domains 3 and 4. The amphipathic helix is also important for protein stability
and the correct ER localization of S. Furthermore, the data of this thesis indicates that in
addition to the amphipathic helix and transmembrane domains the cytoplasmic loop 1 of S
is also involved in oligomerization. The C65S mutation in this loop led to a drastic reduction
in oligomerization, to the same degree as the simultaneous substitution or deletion of TM1–4.
This is consistent with older observations that all 4 cysteines in this domain were crucial for
SVP formation. Furthermore, the role of all parts of S participating in oligomerization was
investigated regarding the process of SVP, HBV virion and HDV particle formation. With
respect to SVP formation only the truncation of the C-terminal 48 amino acids as well as
substitution of TM1 by a poly alanine sequence was tolerated (mutants ∆178 and TM1polyA).
The C65 residue was no longer capable of forming SVP, HBV virions or HDV particles. Hence,
the amino acid residue C65 seems to be essential for viral assembly.

In sum, this thesis further elucidated the early steps in S oligomerization and SVP mor-
phogenesis and identified domains and amino acid residues of S essential for HBV and HDV
particle assembly.
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Zusammenfassung

Mehr als 240 Millionen Menschen weltweit sind chronisch mit dem humanen Hepatitis-B-
Virus (HBV) infiziert. Circa 780 000 von ihnen sterben jährlich an den Folgen der Infektion,
die mit einem erhöhten Risiko, eine Leberzirrhose oder ein Leberzellkarzinom zu entwickeln,
einhergeht. Eine Koinfektion mit dem Hepatitis-D-Virus (HDV) erhöht dieses Risiko.

Neben infektiösen HBV-Partikeln sekretieren infizierte Zellen sehr effizient sphärische und
filamentöse, nicht infektiöse subvirale Partikel (SVP). Sie bestehen hauptsächlich aus dem
HBV-Hüllprotein S, welches das immunogene Hauptepitop des Virus trägt, und Lipiden. SVP
weisen im Vergleich zu Virionen eine bis zu 104-fach höhere Konzentration im Serum auf. Das
in Hefe rekombinant hergestellte S-Protein wird seit 1984 erfolgreich als aktiver Impfstoff gegen
eine HBV-Infektion eingesetzt.

Das S-Protein ist in der Lage, ohne weitere virale Proteine an intrazellulären Membranen
wie dem Endoplasmatischem Retikulum (ER) oder dem ER-Golgi-Intermediate-Compartment
(ERGIC) durch Selbstassemblierung SVP zu bilden. S wird kotranslational in das ER inseriert
und durchtritt die Lipidmembran vermutlich vier Mal mit den Transmembrandomänen TM1–
4. Die Morphogenese subviraler Partikel ist bislang jedoch nicht genau aufgeklärt.

In Rahmen dieser Arbeit wurde die Bedeutung der transmembranen, luminalen und zyto-
plasmatischen Bereiche des S-Proteins hinsichtlich dessen Oligomerisierung und der HBV- und
HDV-Partikelbildung untersucht.

Mit Hilfe eines FACS-basierten FRET-Assays konnte erstmals die Fähigkeit der TM2 zur
Selbstinteraktion gezeigt werden. Diese Interaktion wird vermutlich über ein Leuzin-Zipper-
Heptad-Motiv vermittelt. Auch konnte gezeigt werden, dass die TM2, aber nicht die TM1, eine
wichtige Rolle bei der Stabilität von S übernimmt und essentiell für die Bildung von SVP ist.
Im Gegensatz dazu scheint die Oligomerisierung von S hauptsächlich durch die potentiell am-
phipathische Helix (AS 154–174) ebenso wie durch die hydrophoben Transmembrandomänen
3 und 4 vermittelt zu werden. Die amphipathische Helix ist zusätzlich wichtig für die Protein-
stabilität von S und dessen korrekter Lokalisation am ER. Des Weiteren legen die Daten dieser
Dissertation nahe, dass zusätzlich zur amphipathischen Helix und transmembraner Bereiche
auch die zytoplasmatische Schleife 1 von S am Prozess der Oligomerisierung beteiligt ist. So
führte die C65S-Mutation in dieser Schleife zu einem drastischen Rückgang der Oligomerisie-
rungsfähigkeit, und zwar im gleichen Maße wie die gleichzeitige Substitution oder Deletion der
TM1–4. Dies steht im Einklang mit früheren Untersuchungen, die zeigen konnten, dass alle
vier Cysteine in dieser Domäne essentiell für die Bildung von SVP waren. Weiterhin wurde
die Rolle aller an der Oligomerisierung beteiligten Bereiche von S im Prozess der SVP, HBV-
Virionen und HDV-Partikelbildung untersucht. Hinsichtlich der SVP-Bildung wurde lediglich
die Deletion der C-terminalen 48 AS sowie die Substitution der TM1 durch eine Poly-Alanin-
Sequenz toleriert (Mutanten ∆178 und TM1polyA). Die C65S-Mutante war nicht länger in der
Lage, SVP, HBV-Virionen oder HDV-Partikel zu bilden. Der AS-Rest C65 scheint demnach
essentiell für die Virusmorphogenese zu sein.

In der Summe ist es mit der vorliegenden Arbeit gelungen, die frühen Schritte der S-
Oligomerisierung und der SVP-Morphogenese weiter aufzuklären und für die HBV- und HDV-
Partikelbildung essentielle Domänen und AS-Reste des S-Proteins zu identifizieren.
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1 Einleitung

1.1 Das Hepatitis-B-Virus

1.1.1 Klassifikation

Das humane Hepatitis-B-Virus (HBV) gehört zur Gattung der Orthohepadnaviridae innerhalb
der Familie der Hepadnaviridae und wurde erstmals 1967 beschrieben [1]. Ein weiterer Vertreter
innerhalb der Orthohepadnaviridae ist zum Beispiel das Hepatitis-Virus des Waldmurmeltiers
(Woodchuck-Hepatitis-Virus, WHV [2]). Eine weitere Gattung innerhalb der Hepadnaviridae
stellen die Avihepadnaviren dar. Ein Vertreter ist z. B. das Enten-Hepatitis-B-Virus (Duck-
Hepatitis-B-Virus, DHBV [3]). Die Hepadnaviridae sind durch ein sehr enges Wirtsspektrum
und eine spezifische Infektion von Hepatozyten gekennzeichnet. Ferner replizieren alle Hepad-
naviridae mit Hilfe einer RNA-Zwischenstufe, die durch eine vom Virusgenom kodierte reverse
Transkriptase (RT) zum viralen DNA-Genom umgeschrieben wird.

Bislang sind acht HBV-Genotypen bekannt (A–H). Diese lassen sich in weitere Subgeno-
typen unterteilen. Abbildung 1.1 gibt einen Überblick über die geographische Verteilung der
verschiedenen Genotypen [4, 5].

Abbildung 1.1: Geographische Verteilung der Genotypen A–H und der jeweiligen Subge-
notypen (modifiziert nach [6]).

1.1.2 Prävalenz und Übertragung

Mehr als 240 Millionen Menschen weltweit sind chronisch HBV infiziert. Ca. 780 000 von ihnen
sterben jährlich an den Folgen der Infektion, die mit einem erhöhten Risiko zu einer Leber-
zirrhose oder einem Leberzellkarzinom (Hepatocellular-Carcinoma, HCC) führen kann. Die
größte Verbreitung von HBV findet sich in Subsahara-Afrika, Ostasien, Süd- und Osteuropa
sowie Teilen des Amazonasgebiets (5–10 % der Bevölkerung sind hier chronisch infiziert). In
Indien, Russland sowie dem Mittleren Osten sind ca. 2–5 % der Bevölkerung chronisch mit
HBV infiziert. Dagegen liegt die Verbreitung von HBV in Nordamerika sowie Mitteleuropa bei
weniger als 1 % (siehe Abbildung 1.2) [7]. Die horizontale Übertragung von HBV erfolgt durch
Kontakt mit HBV-positiven Körperflüssigkeiten wie z. B. Blut. Des Weiteren kann HBV von
der Mutter auf das Neugeborene oder seltener auf den Fetus übertragen werden [7].
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Abbildung 1.2: Geographische Verteilung chronischer HBV-Träger. Länder mit einer hohen
HBV-Verbreitung (mehr als 8 % der Bevölkerung chronisch mit HBV infiziert) sind in dunkelrot, mit
einer mittleren Verbreitung (2–8 % der Bevölkerung chronisch mit HBV infiziert) in hellrot und mit
einer niedrigen Verbreitung (weniger als 2 % der Bevölkerung chronisch mit HBV infiziert) in grau
abgebildet (modifiziert nach [6]).

1.1.3 Krankheitsbild, Therapie und Prophylaxe

Eine HBV-Infektion kann zu akuter und chronischer Hepatitis sowie Leberzirrhose und Leber-
krebs als Konsequenz einer chronischen Infektion führen. In immunkompetenten Erwachsenen
hat eine HBV-Infektion meist eine vorübergehende Erkrankung der Leber zur Folge. In ca.
95 % der Fälle wird die Infektion durch das Immunsystem beseitigt. In ca. 3–5 % der Fälle
persistiert das Virus und verursacht eine chronische Infektion. Eine vertikale Übertragung von
Mutter auf den Fetus oder eine Infektion im frühen Kindesalter führt in 90 % der Fälle zu einer
chronischen Infektion.

Da HBV kein zytopathisches Virus ist, sind die Krankheitsverläufe einer HBV-Infektion
und die Pathogenese der Lebererkrankung eine Folge der Immunantwort des Wirts sowie der
Virus-Wirt-Interaktion. Eine erfolgreiche Eliminierung einer HBV-Infektion erfordert sowohl
eine effektive CD4+- und CD8+-T-Zell-Antwort als auch eine ausreichende Produktion neu-
tralisierender Antikörper [8–11].

Zurzeit stehen zwei therapeutische Ansätze zur Behandlung einer HBV-Infektion zur Verfü-
gung. Dies sind zum einen Nukleos(t)id-Analoga wie z. B. Adefovir oder Entecavir, welche die
Replikation von HBV stören, da sie die HBV-Polymerase inhibieren oder zum Kettenabbruch
führen, und zum anderen immunsystemmodulierende Therapien wie die Gabe von Interferon-α
(IFN-α) oder pegyliertes IFN-α. Allerdings haben beide Therapieansätze Nachteile wie eine
sehr lange Behandlungsdauer, hohe Behandlungskosten, das Auftreten von Resistenzen sowie
das signifikante Auftreten von unerwünschten Nebenwirkungen. Weiterhin führt eine Behand-
lung zwar zu einer Verminderung der Viruslast aber nicht zu einer vollständigen Ausheilung
einer chronischen HBV-Infektion. Lucifora et al. [12] konnten allerdings zeigen, dass die IFN-
α Gabe in Kombination mit einer Aktivierung des Lymphotoxin-beta-Rezeptors in vitro zur
Degradierung viraler Covalently- closed-circular-(ccc)-DNA in Hepatozyten führt.

Das 1982 erstmals in Hefe rekombinant hergestellte kleine HBV-Hüllprotein wird seit 1984
als aktiver Impfstoff gegen eine HBV-Infektion eingesetzt [13, 14]. Das kleine Hüllprotein trägt
das Hauptepitop der Virushülle und ist recht immunogen. In ca. 95 % der Menschen führt eine
Impfung zu einer kompletten Immunisierung [15].
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1.1.4 Hepatitis-Delta-Virus Koinfektion

Das Hepatitis-Delta-Virus (HDV) ist ein kleines RNA-Virus, das mehr Ähnlichkeiten zu
Pflanzen-Viroiden aufweist als zu menschlichen Viren. HDV kann sich nur in Zellen vermehren,
die bereits mit HBV infiziert sind. Dabei kann es zur gleichzeitigen Infektion mit HBV und
HDV (Koinfektion) oder zur nachträglichen HDV-Infektion von bereits mit HBV infizierten
Zellen (Superinfektion) kommen. Weltweit sind ca. 15 Millionen HBV-Träger auch mit HDV
infiziert. Eine Koinfektion kann zu einem akuten Leberversagen oder einer chronischen HDV-
Infektion führen. Eine Superinfektion mit HDV kann im Vergleich zu einer HBV-Infektion zur
schnelleren Entwicklung von Leberzirrhose oder Leberversagen führen [16–21].

Das sphärische, 32 nm große HDV-Virion besteht aus einem Nukleokapsid, welches aus der
zirkulären, 1.7 kb Einzelstrang-RNA sowie dem Delta-Antigen (DAg) besteht. Das Nukleo-
kapsid wird von dem kleinen (small, S), mittleren (middle, M) und großen (large, L) HBV-
Oberflächenprotein umhüllt. Durch die gleiche Virushülle teilen HBV und HDV den gleichen
funktionellen Rezeptor für die Infektion von Hepatozyten [22]. Nach der Aufnahme von HDV
durch Hepatozyten wird das Nukleokapsid zum Zellkern transportiert und die RNA mit Hilfe
der zellulären RNA-Polymerase repliziert [23–27]. Die zirkuläre RNA hybridisiert mit 74 %
ihrer Basen mit sich selbst. Das RNA-Genom kodiert für das DAg, welches aus zwei Isoformen
besteht. Das 214 AS und 27 kDa große DAg (large, LDAg) und das 195 AS und 24 kDa kleine
DAg (small, SDAg) [28–30]. Beide Isoformen haben dieselben N-terminalen 195 AS. Das 19 AS
längere LDAg entsteht als Konsequenz eines RNA-Editings mit Hilfe zellulärer Enzyme am
Stopkodon 196 der viralen RNA [31]. Das LDAg wird an einem Cysteinrest am C-Terminus
prenyliert und ist essentiell für die Interaktion mit dem kleinen HBV-Hüllprotein und somit
für die Umhüllung von HDV [32, 33]. Die Phosphorylierung, Sumoylierung und Methylierung
von SDAg hingegen reguliert die RNA-Replikation und die Bildung der mRNA, welche für
das DAg kodiert [34–37]. Nach erfolgreicher Genomreplikation formen SDAg, LDAg und die
neugebildete HDV-RNA einen Ribonukleoproteinkomplex [38]. Dieser wird vermutlich zum
Golgi transportiert, dort von den HBV-Oberflächenproteinen umhüllt und über das trans-
Golgi-Netzwerk sekretiert [21, 39–41].

1.2 Aufbau des HBV-Virions

Das HBV-Virion, auch Dane-Partikel genannt, wurde 1970 von D. S. Dane durch elektronen-
mikroskopische Aufnahmen identifiziert und weist eine sphärische Struktur auf [42]. Das 3.2 kb
große, zirkuläre und partiell doppelsträngige DNA-Genom (Relaxed-circular-DNA, rcDNA) ist
mit der viralen Polymerase kovalent verknüpft und wird von einem Kapsid umgeben [43]. Das
Kapsid wird durch die Selbstassemblierung von Homodimeren des viralen Core-Proteins gebil-
det [44]. Dabei sind zwei unterschiedliche Symmetrien möglich. Eine T = 3 Symmetrie entsteht
bei der Assemblierung von 90 Core-Homodimeren, eine T = 4 Symmetrie bei der Assemblie-
rung von 120 Core-Homodimeren [45, 46]. Die Virushülle wird aus zellulären Lipiden und den
Hüllproteinen S, M und L gebildet. Das Virion hat einen Durchmesser von 52 nm (Gerlich,
2013). Abbildung 1.3 zeigt eine schematische Darstellung (unten links) und eine elektronenmi-
kroskopische Aufnahme (oben links) des HBV-Virions [6, 47, 48]. Neben infektiösen Virionen
werden von infizierten Zellen auch sehr effizient sogenannte subvirale Partikel (SVP) sekre-
tiert, die ausschließlich aus den Oberflächenproteinen und zellulären Lipiden bestehen (siehe
Abbildung 1.3 (A und B), rechte Seite).
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Abbildung 1.3: Partikelstruktur von HBV. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von infekti-
ösen HBV-Virionen (Dane-Partikel, links) und nicht infektiösen SVP (Filamente, mittlere Abbildung;
sphärische SVP, rechts). (B) Schematische Abbildung eines infektiösen HBV-Virions (links) und nicht
infektiösen SVP (Filamente, mittlere Abbildung; sphärische SVP, rechts). HBV-Virionen sind aus ei-
nem das Genom und die Polymerase umgebenden Kapsid (schwarz) und den drei Hüllproteinen
aufgebaut (rot). SVP bestehen nur aus den drei Hüllproteinen S, M und L (rot) (modifiziert nach
[6]).

1.3 Genomstruktur

Die 3.2 kb große rcDNA besteht aus einem vollständigen, kodierenden (-)-DNA-Strang und
einem unvollständigen (+)-DNA-Strang [2, 49–51]. Das 5‘-Ende des kodierenden Stranges ist
kovalent mit dem terminalen Protein (TP) verknüpft, einer Proteindomäne der viralen Poly-
merase [52]. Das 5‘-Ende des (+)-Stranges enthält ein RNA-Oligonukleotid, welches als Primer
für die DNA-Synthese des (+)-Stranges dient. Des Weiteren befinden sich am 5‘-Ende des (-)-
Strangs und am 3‘-Ende des (+)-Strangs 11 nt kurze Direct-repeat-(DR1 und DR2)-Elemente,
die eine wichtige Rolle bei der Replikation des HBV-Genoms spielen [53]. Die 5‘-Enden der
beiden Stränge sind komplementär, was zur Bildung der ringförmigen DNA führt. Diese En-
den werden deshalb auch als kohäsiv bezeichnet [51]. Abbildung 1.4 gibt einen Überblick über
die Genomstruktur. Das HBV-Genom enthält insgesamt vier Open-reading-Frames (ORF), die
zum größten Teil überlappen und für alle sieben viralen Proteine kodieren. Der präS/S-ORF
kodiert für die drei Hüllproteine, der präC/C-ORF für das Core- und e-Protein, der X-ORF
für das X-Protein und der P-ORF für die virale Polymerase [54].

1.4 Transkripte und Genomreplikation

Nach der Aufnahme von HBV durch Hepatozyten und der Abgabe der rcDNA in den Nu-
kleus wird der (+)-Strang durch die virale Polymerase und den zellulären Replikationsapparat
vervollständigt. Dies führt zur Bildung von cccDNA, von welcher die RNAs abgelesen wer-
den. Die Transkripte haben eine Länge von 0.7 , 2.1 , 2.4 , und 3.5 kb und werden von der
zellulären RNA-Polymerase-II gebildet. Sie tragen am 5‘-Ende eine Cap-Struktur und am 3‘-
Ende ein Polyadenylierungssignal und dienen als mRNA für die Proteintranslation. Die 3.5 kb
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Abbildung 1.4: Genomstruktur von HBV. Die partiell doppelsträngige DNA (rcDNA, dicke
schwarze Kreise) ist am 5‘-Ende des vollständigen (-)-Stranges kovalent mit der viralen Polymerase
verknüpft (kleiner schwarzer Kreis). Die umgebenden dünnen schwarzen Linien zeigen die unter-
schiedlichen großen HBV-Transkripte (0.7 , 2.1 , 2.4 , 3.5 kb). Die gefärbten äußeren Linien bilden die
sieben translatierten HBV-Proteine ab: die drei Hüllproteine S, M und L, die virale Polymerase, das
X-Protein sowie das Core- und präCore-(e)-Protein (modifiziert nach [9]).

große prägenomische-(pg)-RNA umfasst das volle Genom mit einer zusätzlichen Redundanz
von 120 nt und dient als Template für die virale Polymerase zur Genomreplikation. Zusätzlich
wird das Core-Protein und die virale Polymerase von der pgRNA translatiert [55]. Von der et-
was mehr als 3.5 kb großen präcoreRNA wird das virale e-Protein translatiert. Die sogenannten
subgenomischen-(sg)-RNAs haben eine Länge von 2.4 kb, 2.1 kb und 0.7 kb und werden für die
Translation der drei Oberflächenproteine sowie des X-Proteins verwendet. Dabei werden das
S und M Protein von der 2.1 kb großen sgRNA, das L Protein von der 2.4 kb großen sgRNA
und das X-Protein von der 0.7 kb großen sgRNA translatiert.

Die pgRNA dient als Matrize für die Synthese neuer HBV-Genome [56]. Diese enthält neben
einem DR-Element am 5‘-Ende auch eine sogenannte Stem-Loop-Struktur, das ε-Signal, an
das die virale Polymerase bindet [57–59]. Dies führt zur Rekrutierung von Core-Dimeren und
somit zur Umhüllung des Polymerase-pgRNA-Komplexes [60–63]. Nun wird die reverse Tran-
skription der pgRNA initiiert. Dabei dient ein konservierter Tyrosinrest in der TP-Domäne
als Primer. Eine kleine Nukleotidsequenz im ε-Signal wird von der Polymerase als Matrize
für die Herstellung eines (-)-DNA-Oligonukleotids verwendet [63, 64]. Mit dem synthetisierten
DNA-Oligonukleotid bindet die Polymerase nun an das DR1-Element am 3‘-Ende der pgRNA
und beginnt mit der Bildung des (-)-DNA-Stranges [55]. Gleichzeitig wird über die RNaseH-
Domäne der Polymerase die pgRNA abgebaut [65]. Am 5‘-Ende der pgRNA wird die RNA des
DR-Elements nicht abgebaut. Diese Sequenz dient nach Translokation zu DR1 als Primer für
die Synthese des neuen (+)-DNA-Stranges, die nach 1000–2000 Basen wahrscheinlich wegen
mangelnden Platzes im Kapsid abbricht [66, 67].

1.5 Die viralen Proteine

Alle sieben viralen Proteine werden von den vier ORFs abgelesen und von zellulären Faktoren
transkribiert und translatiert. Die virale Polymerase und das Core-Protein werden dabei von
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pgRNA, das e-Protein von präcoreRNA, das X-Protein und die drei Oberflächenproteine S, M
und L von sgRNA translatiert.

1.5.1 Die Polymerase

Die virale Polymerase wird vom P-ORF translatiert, ist mit einem Molekulargewicht von
~90 kDa das größte HBV-Protein und besitzt eine TP-, RNAseH-und RT-Domäne [52, 57,
65, 68]. Über die TP-Domäne ist die Polymerase mit dem 5‘-Ende des (-)-Stranges des HBV-
Genoms kovalent verknüpft. Nach Infektion von Hepatozyten synthetisiert die Polymerase
die fehlenden Nukleotide des (+)-rcDNA-Stranges, was zur Bildung von cccDNA führt [50,
69]. Über ein konserviertes Tyrosin in der TP-Domäne und der Interaktion mit dem ε-Signal
der pgRNA wird die Neusynthese des (-)-rcDNA-Stranges initiiert [59, 70]. Die pgRNA dient
hierbei als Template und wird mit Hilfe der RNaseH-Domäne gleichzeitig abgebaut [56, 65].
Durch ihre DNA-abhängige-DNA-Polymerase-Funktion wird der (+)-rcDNA-Strang ebenfalls
von der viralen Polymerase synthetisiert.

1.5.2 Das Core-Protein

Das Core-Protein wird vom Core-ORF der pgRNA translatiert. Abhängig vom Genotyp be-
steht das Core-Protein aus 183–185 AS und hat ein Molekulargewicht von ~21 kDa. Zunächst
bilden Core-Proteine Homodimere mit einer Ausbildung von Disulfidbrücken über das Cys 61
[71–73]. Im Zytoplasma kommt es zur Selbstassemblierung von Core-Homodimeren und damit
zur Bildung von Kapsiden [44]. Für die Kapsidbildung sind die N-terminalen 145 AS ausrei-
chend [71]. Der argininreiche C-terminale Bereich spielt dagegen eine wichtige Rolle bei der
Verpackung der pgRNA, der Neusynthese des (+)-rcDNA-Stranges und der Genomreplikation
[74–76].

1.5.3 Das e-Protein

Die AS-Sequenz des e-Proteins stimmt in 149 AS mit der Sequenz des Core-Proteins überein
und wird von der präcoreRNA translatiert, die ein zusätzliches Startcodon für den präC-ORF
enthält und inframe zum Core-ORF ist. Das e-Protein hat ein Molekulargewicht von ~25 kDa
und enthält im Gegensatz zum Core-Protein ein N-terminales Signalpeptid. Dieses Signalpep-
tid führt zur Ausschleusung des e-Proteins über den konstitutiven Sekretionsweg der Zellen
und wird von einer Signalpeptidase abgespalten. Bis zur Ausschleusung kommt es zu weiteren
C-terminalen Prozessierungen. Das von den Zellen abgegebene und prozessierte e-Protein hat
ein Molekulargewicht von ~17 kDa [77, 78]. Das e-Protein ist für die Genomreplikation oder
die Partikelmorphogenese nicht essentiell [79], reguliert jedoch die Immunantwort des Wirtes
auf das virale Core-Protein [80]. Des Weiteren ist das e-Protein ein wichtiger Marker für eine
HBV-Infektion [81].

1.5.4 Das X-Protein

Das X-Protein wird vom X-ORF der 0.9 kb großen sgRNA translatiert, hat ein Molekular-
gewicht von 17 kDa und wird nicht in infektiöse Viruspartikel eingebaut. Lucifora et al. [82]
konnten zeigen, dass X während einer HBV-Infektion eine essentielle Rolle bei der Transkrip-
tion, Expression und Replikation übernimmt. Weiterhin wird vermutet, dass X epigenetische
Veränderungen in infizierten Zellen induziert und damit einen Einfluss auf die Ausbildung von
HBV-induziertem HCC hat [83, 84].
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1.5.5 Die Hüllproteine

Die drei nach ihrer Größe benannten Hüllproteine S, M und L werden von einem ORF kodiert,
der drei inframe-Startkodons für die Translation enthält. Abhängig vom Genotyp beinhaltet
der ORF 389/400 Kodons [85]. Von diesem ORF werden zwei sgRNA mit einer Länge von
2.1 kb und 2.4 kb transkribiert. Die Transkription der 2.4 kb sgRNA wird über einen Promotor
oberhalb des ORFs, die Transkription der 2.1 kb sgRNA über einen Promotor oberhalb des
Startkodons für das M-Protein initiiert. Das L-Protein wird von der 2.4 kb sgRNA, das M-
und S-Protein von der 2.1 kb sgRNA exprimiert [85–87]. Aufgrund des identischen ORF ist die
AS-Sequenz im C-terminalen Bereich des M- und L-Proteins identisch mit der AS-Sequenz des
S-Proteins und wird auch als S-Domäne bezeichnet. Die 55 zusätzlichen, N-terminalen AS des
M-Proteins werden als präS2-Domäne bezeichnet und sind beim L-Protein zentral lokalisiert.
Das L-Protein enthält N-terminal je nach Genotyp 108/119 zusätzliche AS, die als präS1-
Domäne bezeichnet werden. In Abbildung 1.5 sind die drei Oberflächenproteine schematisch
dargestellt.

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der drei HBV-Hüllproteine S, M und L. Die
226 AS lange S-Domäne (dunkelgrüner Balken) enthält N-terminal die zwei Transmembrandomä-
nen 1 (TM1, Typ-I-Signal) und 2 (TM2, Typ-II-Signal) und am hydrophoben C-Terminus die zwei
Transmembrandomänen 3 und 4 (dunkelgraue Balken in der S-Domäne). Das M-Protein besteht
aus zusätzlichen 55 AS (präS2-Domäne, hellgrüner Balken). Das L-Protein besteht je nach Genotyp
aus 108/119 zusätzlichen AS (präS1-Domäne, blassgrüner Balken) und wird am Gly 2 myristoyliert
(myr). Die weißen Kreise stellen die N-Glykosylierungsstellen (N) am Asn 146 und Asn 4 der S- bzw.
präS2-Domäne dar. Die genotypabhängige O-Glykosylierungsstelle (O) des M-/L-Proteins ist durch
den gestrichelten beigen Kreis dargestellt.

Das S-Protein besteht aus der 226 AS langen S-Domäne und hat unglykosyliert ein Mo-
lekulargewicht von 24 kDa. Das M-Protein besteht aus der S- und der 55 AS langen präS2-
Domäne und hat unglykosyliert ein Molekulargewicht von 30 kDa. Das 389/400 (abhängig
vom Genotyp) AS große L-Protein besteht aus der präS1-, der präS2- und der S-Domäne
und hat unglykosyliert ein Molekulargewicht von 39 kDa. Alle drei Oberflächenproteine kön-
nen am Asn 146 der S-Domäne N-glykosyliert werden. Das M-Protein enthält eine zusätzliche
N-Glykosylierungsstelle am Asn 4 der präS2-Domäne [88]. [89] konnten darüber hinaus zei-
gen, dass M- und L-Proteine des Genotyps C und D aber nicht des Genotyps A am Thr
37 O-glykosyliert werden. Ca. 50 % der S-Proteine werden N-glykosyliert und haben deshalb
Molekulargewichte von 24 kDa (unglykosyliert) und 27 kDa (N-glykosyliert). Das M-Protein
hat je nach Glykosylierungsmuster drei unterschiedliche Molekulargewichte: 30 kDa (unglyko-
syliert), 33 kDa (einfach N-glykosyliert am Asn 4 der präS2-Domäne) und 36kDa (doppelt
N-glykosyliert am Asn 4/146 (präS2-/S-Domäne)), wobei es als einfach N-glykosyliertes Pro-
tein am häufigsten zu detektieren ist. Das L-Protein liegt lediglich als 39 kDa (unglykosyliert)
oder 42 kDa Form (einfach N-glykosyliert am Asn 146 der S-Domäne) vor. Dieses uneinheitliche
Glykosylierungsmuster lässt sich durch die unterschiedlichen Topologien der Oberflächenpro-
teine erklären [90].
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Abbildung 1.6: Transmembrantopologie der HBV-Hüllproteine. (A) Membrantopologie des
S-Proteins. Das S-Protein durchtritt die ER-Membran vier Mal mit den Transmembrandomänen 1–
4 (TM 1–4). In der luminalen Schleife 2 (lu2) befinden sich acht Cysteinreste (kurze, schwarze Striche),
die für die Ausbildung von Disulfidbrücken benötigt werden. Des Weiteren befinden sich dort die N-
Glykosylierungsstelle am Asn 146 (weißer Kreis) sowie das Hauptepitop von S. (B) Membrantopologie
der drei Oberflächenproteine S (links), M (Mitte) und L (rechts). Alle drei Oberflächenproteine teilen
die S-Domäne. Das M-Protein trägt zusätzlich die 55 AS große präS2-Domäne, die eine weitere N-
Glykosylierungsstelle trägt (schwarzer Kreis). Das L-Protein besteht aus der präS1-, präS2- und der
S-Domäne und kommt in zwei Konformationen vor: i-präS und e-präS. TM: Transmembrandomäne,
N: N-Terminus, C: C-Terminus, lu: luminale Schleife, zy: zytosolische Schleife (modifiziert nach [47]).
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Als typische Transmembranproteine werden die drei Hüllproteine am Endoplasmatischen
Retikulum (ER) synthetisiert, durchtreten die ER-Membran mehrfach und haben somit eine
relativ komplexe Topologie (siehe Abbildung 1.6).

Das S-Protein durchtritt die ER-Membran wahrscheinlich mit vier Transmembrandomänen
(TM1–TM4). Zunächst inseriert das S-Protein mit Hilfe einer N-terminalen Signalsequenz
(hydrophober Bereich AS 8–22, Typ-I-Signal) in die ER-Membran, wobei die Signalsequenz
nicht von einer zellulären Signalpeptidase entfernt wird, sondern in der ER-Membran verbleibt
[91]. Mit Hilfe der TM2 (hydrophober Bereich AS 80–98, Typ-II-Signal) wird das S-Protein in
der ER-Membran verankert. Dieses Signal transloziert die C-terminalen Bereiche von S in das
ER-Lumen [92, 93]. Die AS zwischen TM1 und TM2 verbleiben im Zytosol und werden auch
als zytosolische Schleife 1 bezeichnet. Der hydrophobe C-Terminus von S durchtritt die ER-
Membran vermutlich noch zweimal. Dies führt zur Bildung der sogenannten luminalen Schleife
von AS 99–169, da diese AS im ER-Lumen lokalisieren. Diese luminale Schleife enthält die N-
Glykosylierungsstelle am Asn 146 sowie das Hauptepitop von S. Die luminale Schleife befindet
sich bei SVP und Virionen auf der Außenseite der Partikel [92–95].

Für die Reifung des S-Proteins am ER und die Umhüllung von Virionen und SVP ist die
Interaktion mit der zellulären Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) essentiell. PDI katalysiert die
Vernetzung von S-Homodimeren über Disulfidbrückenbindungen im ER bevor S-Homodimere
vermutlich in einem ER/präGolgi Kompartiment zu höheren Oligomeren assemblieren [96].
Zusätzlich konnten [97], zeigen, dass S spezifisch mit dem zellulären Chaperon Cyclophilin
A (CypA) interagiert und dessen Sekretion erhöht [98]. Des Weiteren interagiert S mit dem
Membranprotein LC3, das ein Teil der zellulären Autophagozytose-Maschinerie ist. Diese In-
teraktion spielt eine wichtige Rolle bei der Umhüllung von HBV [99].

Das S-Protein ist der Hauptproteinbestandteil sowohl der Hülle viraler als auch subviraler
Partikel. Neben dieser Funktion spielt S zusammen mit L auch eine wichtige Rolle bei der
Anlagerung und Aufnahme von infektiösen Partikeln an und in Hepatozyten sowie bei der
Umhüllung von Nukleokapsiden.

Die Membrantopologie des M-Proteins ist identisch mit der des S-Proteins. Die zusätzliche
präS2-Domäne wird ebenfalls über das Typ-I-Signal der S-Domäne in das ER-Lumen trans-
loziert [88, 100, 101]. Das M-Protein wird in SVP und Virionen eingebaut, ist aber für deren
Bildung nicht essentiell [102]. Des Weiteren wird es auch nicht für die Infektion benötigt [103].

Für das L-Protein sind zwei unterschiedliche Konformationen an der ER-Membran möglich.
Während der Translation wird das L-Protein über das Typ-II-Signal der S-Domäne wie das
S- und M-Protein in der ER-Membran verankert. Die präS-Domänen verbleiben zunächst
auf der zytosolischen Seite der ER-Membran (I-präS-Konformation). Nach der Translation
transloziert bei ca. der Hälfte der L-Proteine die präS-Domäne vermutlich über das Typ-
I-Signal der S-Domäne in das ER-Lumen (E-präS-Konformation) [90, 104–108]. In beiden
Konformationen wird das L-Protein am Gly 2 myristoyliert [109]. [110] konnten zeigen, dass die
Myristoylierung des L-Proteins verhindert, dass dieses effizient in SVP eingebaut und sekretiert
wird. Es ist jedoch für die Bildung von Virionen [110, 111] und für die HBV/HDV-Infektion
von Hepatozyten essentiell [22, 112–117].

Die luminale Schleife der S-Domäne enthält insgesamt 8 Cysteinreste, die zur Vernetzung
der drei Oberflächenproteine durch Ausbildung von Disulfidbrücken führen [118–120]. Kurz
nach ihrer Synthese können Homo- und Heterodimere von S, M und L detektiert werden.
Weitere vier Cysteine sind in der luminalen Schleife 1 lokalisiert, die allerdings nicht in die
intermolekulare Disulfidbrückenbildung involviert sind. Allerdings verhindert die Mutation von
Cystein 48, 65 oder 69 zu Serin im HBV-Subtyp ayw die Sekretion von SVP [118]. Die genaue
Funktion dieser Cysteine ist allerdings unklar, da bislang keine posttranslationale Modifikation
mit Fettsäuren detektiert werden konnte [109].
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1.6 Infektionszyklus

Der erste Schritt einer HBV-Infektion ist die unspezifische Anlagerung von infektiösen HBV-
Partikeln an Heparinsulfat-Proteoglykane einer Zelle [121]. Über die spezifische Interaktion
mit dem Taurocholate-Cotransport-Polypeptide-(NTCP)-Rezeptor, der hauptsächlich in Hepa-
tozyten exprimiert wird [22], kommt es im Anschluss vermutlich zur endozytosevermittelten
Aufnahme von Virionen durch Hepatozyten [122]. Für die Aufnahme sind das myristoylierte
Gly 2 der präS1-Domäne, die 75 N-terminalen AS der präS1-Domäne sowie die hydrophobe
TM1 der S-Domäne des L-Proteins essentiell [113, 116, 123–126]. Das nicht mehr umhüllte Nu-
kleokapsid wird aus Endozytosepartikeln ins Zytoplasma abgegeben. Hier wird das Nukleokap-
sid mit Hilfe eines nukleären Lokalisationssignals (NLS) am C-Terminus von Core-Proteinen
zum Nukleus transportiert und gibt das rcDNA-Genom über einen Nuclear-Pore-Komplex in
den Zellkern ab. Die Phosphorylierung des Core-Proteins ist für diesen Schritt essentiell [127,
128]. Mit Hilfe zellulärer DNA-Replikationsmechanismen und der viralen Polymerase wird der
(+)-Strang der rcDNA vervollständigt und die cccDNA gebildet. Bis zu 50 cccDNA-Moleküle
können im Zellkern in episomaler Form als Nukleosomen verbleiben und persistieren [129, 130].
In hepatozellulären Karzinomzellen konnte nachgewiesen werden, dass die cccDNA auch in das
zelluläre Genom integrieren kann [131]. Die Integration scheint ein wichtiger Faktor bei der
Entwicklung von HCC zu sein, ist jedoch für die Replikation von HBV nicht essentiell [132].

Die cccDNA dient im Weiteren als Vorlage für die Transkription der viralen sgRNA, präco-
reRNA und pgRNA. Diese von der zellulären RNA-Polymerase-II neu synthetisierten RNA-
Moleküle werden ins Zytoplasma transportiert, wo die Translation der sieben viralen Proteine
stattfindet. Die Synthese von e und der drei Hüllproteine S, M und L findet am ER statt.
Im Nukleokapsid findet die Neusynthese des vollständigen (-)-DNA-Stranges bei gleichzeiti-
gem Abbau der pgRNA und die Neusynthese des unvollständigen (+)-DNA-Stranges statt
[56]. Reife Nukleokapside werden entweder zurück in den Nukleus transportiert, um die Per-
sistenz von HBV-Genomen in der Zelle sicherzustellen und die Anzahl der cccDNA-Moleküle
zu erhöhen, oder umhüllt [133]. Vermutlich durchläuft das reife Nukleokapsid während der
(+)-DNA-Strang Neusynthese eine Konformationsänderung, da in sekretierten Virionen aus-
schließlich rcDNA-haltige Kapside zu finden sind [134]. Durch diese Konformationsänderung
kommt es wahrscheinlich zu einer direkten Interaktion des Kapsids mit den Hüllproteinen S
und L. Dies konnte durch verschiedene Mutationsanalysen gezeigt werden. Wichtige Bereiche
scheinen demnach die AS 103–124 des L-Proteins, die AS 35–46 in der zytosolischen Schleife
1 der S-Domäne sowie 11 AS des Core-Proteins zu sein [135–137]. Weiterhin konnte bislang
gezeigt werden, dass sowohl das L-Protein als auch Kapside mit dem zellulären Faktor γ-
Adaptin direkt interagieren [138, 139]. Diese Interaktion rekrutiert vermutlich Kapside sowie
die Hüllproteine zum Ort der Umhüllung. Mit Hilfe der zellulären Endosomal-sorting-Complex-
required-for-Transport-(ESCRT)-Maschinerie werden reife Kapside umhüllt, knospen in zellu-
läre Multivesicular-Bodies (MVB) und werden dann aus der Zelle ausgeschleust [140–143].
Nicht infektiöse SVP und reife e-Proteine werden von den Zellen über das ER und den Golgi-
Apparat sekretiert [96, 144, 145]. Eine schematische Übersicht über den HBV-Infektionszyklus
gibt Abbildung 1.7.

1.7 Subvirale Partikel

Neben infektiösen Partikeln sekretieren HBV-infizierte Zellen sehr effizient sphärische und
filamentöse, nicht infektiöse SVP. Sie bestehen aus den viralen Oberflächenproteinen und zel-
lulären Lipiden und weisen im Vergleich zu Virionen eine bis zu 104-fach höhere Konzentration
im Serum auf [94, 146–148]. Bislang ist die Bedeutung der Überproduktion von SVP nicht
vollständig geklärt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass SVP das Wirtsimmunsystem un-
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Abbildung 1.7: HBV-Infektionszyklus. Nach der Anlagerung an Heparinsulfat-Proteoglykane und
den NTCP-Rezeptor kommt es zur endozytosevermittelten Aufnahme von HBV-Virionen durch He-
patozyten. Die Kapside geben das Genom über einen Nuclear-Pore-Komplex in den Nukleus ab, wo
die Bildung von cccDNA stattfindet. Von dieser werden die pgRNA, präcoreRNA und die sgRNAs
transkribiert und in das Zytoplasma transportiert. Die Synthese der drei Oberflächenproteine findet
am ER statt, wo sie zu SVP assemblieren und über den Golgi sekretiert werden. Im Zytoplasma wer-
den die Polymerase und das Core-Protein translatiert, wo sie zusammen mit der pgRNA zu unreifen
Kapsiden assemblieren. Nach der Synthese von neuer genomischer HBV-DNA durch die RT-Domäne
der Polymerase werden reife Kapside entweder zurück in den Nukleus transportiert oder von den
Oberflächenproteinen umhüllt und über MVBs von Hepatozyten sekretiert [6].
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terdrücken und modulieren können, was eine produktive und persistierende HBV-Infektion
erleichtert [149–153].

1.7.1 Morphologie subviraler Partikel

Im Gegensatz zu Virionen haben sphärische SVP einen Durchmesser von 20 nm und bestehen
hauptsächlich aus S-Protein und sehr wenig L-Protein. Filamentöse SVP haben unterschied-
liche Längen und bestehen ebenfalls aus weniger L-Protein als Virionen (Heermann et al.,
1984; Ganem und Varmus, 1987). Nach Synthese des S- und M-Proteins am ER können diese
sehr effizient SVP bilden und werden über den konstitutiven Sekretionsweg von den Zellen
ausgeschleust. Im Gegensatz hierzu ist das L-Protein allein nicht in der Lage SVP zu bil-
den, sondern hat eine inhibitorische Wirkung auf die Produktion von SVP. Sphärische SVP
weisen eine oktaedrische Grundstruktur auf, bestehen aus ca. 100 dichtgepackten S-Proteinen
und haben einen Lipidanteil von ca. 25 %. Dies deutet darauf hin, dass SVP keine typische
Lipid-Doppelschicht enthalten [85, 94, 146, 154]. Die Lipide bestehen in SVP, die aus Patienten-
seren isoliert wurden, hauptsächlich aus Phosphatidylcholin, Cholesterylester und Cholesterol
(60 %/15 %/15 %) [94].

1.7.2 Sekretionsweg

SVP werden von infizierten Zellen in wesentlich größerer Zahl sekretiert als Virionen. Im Ge-
gensatz zu Virionen werden SVP allerdings nicht mit Hilfe der zellulären ESCRT-Maschinerie
sekretiert, was auf einen zweiten Sekretionsweg hindeutet [140–142]. Der genaue Mechanismus
ist allerdings noch nicht vollständig verstanden. Die Oberflächenproteine als integrale ER-
Transmembranproteine werden zunächst partiell (ca. 50 %) nach ihrer Synthese am ER am
Asn 146 N-glykosyliert [95]. Durch die Bildung von intermolekularen Disulfidbrücken zwischen
den Cysteinresten der luminalen Schleife der S-Domäne kommt es kurz nach der Synthese zur
Bildung von stabilen Proteindimeren [118, 120]. Neben den Cysteinresten scheint auch die TM2
des S-Proteins eine wichtige Rolle bei der Interaktion von S-Proteinen zu spielen [155]. Diese
Dimere bilden die Baueinheit oktaedrisch aufgebauter SVP [154]. Huovila et al. [96] konnten
zeigen, dass die Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) diese Vernetzung zu Dimeren im ER kataly-
siert. Sie vermuten weiterhin, dass die Vernetzung zu höheren Oligomeren in einem ER/Golgi
intermediären Kompartiment (ER/Golgi-intermediate-Compartment, ERGIC) abläuft, da eine
zu hohe PDI Konzentration im ER die Bildung dieser Oligomere verhindern würde. Andere
Publikationen deuten jedoch darauf hin, dass S-Dimere bereits im perinukleären Raum des
ER verzweigte und vernetzte Filamente bilden und über Vesikel zum ERGIC transportiert
werden. Die Abwesenheit einer typischen Lipid-Doppelschicht in SVP deutet darauf hin, dass
S-Dimere sehr effizient Selbstassemblieren und nicht in die ER Membran knospen. Durch zel-
luläre Chaperone werden sphärische SVP von diesen Filamenten im ERGIC abgeschnürt und
zum Golgi transportiert [97, 98, 143, 144, 156–158]. Im Golgi erfolgt die Umwandlung der
mannose-reichen Glycanreste des S-Proteins zu komplexen Glycanresten, bevor diese von den
Zellen sekretiert werden [144, 159].
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1.8 Ziel dieser Arbeit

Das Ziel der Arbeit war zum einen, durch Koexpression von GFP-LDAg und mCherry-S sowie
dem Wildtyp HBV-L-Protein doppelt-fluoreszenzmarkierte HDV-Pseudovirionen herzustellen.
Mit diesem Werkzeug sollte das intrazelluläre Organell, an dem das HDV-Virusbudding statt-
findet, näher charakterisiert und die Aufnahme der Pseudoviren in HepaRG-Zellen studiert
werden.

Des Weiteren hatten Vorarbeiten gezeigt, dass die transmembranen Bereiche des S-Proteins
nicht nur für die korrekte Membrantopologie und Stabilität von S verantwortlich sind, sondern
vermutlich auch eine wichtige Funktion in der Partikelmorphogenese und der Oligomerisie-
rung von S übernehmen. Zusätzlich zu diesen transmembranen Bereichen sollte auch die Rolle
luminaler und zytoplasmatischer Domänen des S-Proteins bei der Oligomerisierung näher cha-
rakterisiert werden. Dabei sollten die Domänen und Aminosäurereste, die für diese Interak-
tionen wichtig sind, durch Mutagenese und Interaktionsstudien identifiziert werden. Darüber
hinaus sollte der Einfluss unterschiedlicher Mutationen, Substitutionen und Deletionen in S
im Hinblick auf dessen Lokalisation, Stabilität und Membrantopologie untersucht werden.

Weiterhin sollte der Beitrag der identifizierten und für die Oligomerisierung von S wichtigen
Bereiche für die HBV-Virus-, HBV-SVP- und HDV-Partikelmorphogenese genauer studiert
werden.

Insgesamt sollten die Daten dieser Arbeit zu einem besseren Verständnis der noch immer
wenig verstandenen frühen Schritte der HBV/HDV-Partikelmorphogenese beitragen.
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2 Material

2.1 Bakterien

E.coli DH10B

Der E.coli-Laborstamm DH10B wurde für die Transformation mit neu generierten Plasmiden
oder für Retransformationen verwendet.

Genotyp: F-mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) ψ80dlacZ∆ M15 ∆lacX74 deoR recA1 endA1
araD139 ∆(ara, leu)7697 galU galK λ-rpsL nupG.

2.2 Eukaryotische Zellen

HuH-7

In dieser Arbeit wurde ausschließlich die Leberkarzinomzelllinie HuH-7 verwendet. Sie stammt
aus dem Lebertumor eines 57-jährigen Japaners [160]. HuH-7-Zellen sind nicht mit HBV infi-
zierbar. Nach Transfektion mit HBV spezifischen Plasmiden werden allerdings virale Proteine,
Virionen oder SVP gebildet und sekretiert und können für die weitere Analyse verwendet
werden.

2.3 Plasmide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.
Die HDV-SDAg, HDV-LDAg und HBV-S-TM2-Sequenzen sowie die TM-Sequenz des huma-

nen Transferrin Rezeptors I (HTR) wurden über die BsrGI und NotI bzw. XhoI und EcoRI-
Schnittstellen in die Plasmide peGFP/YFP-N1 bwz. pmTagBFP-C1 kloniert (siehe Abbildung
2.1).

Die YFP/BFP-Sequenzen mit der N-terminalen Signalsequenz des Rabiesvirus Glykoprote-
ins (RV) wurden über die Schnittstellen BamHI und XhoI in den Vektor pSVBX24H-mCherry-
L5 [161] kloniert.

Alle über PCR generierten Substitutionen, Punktmutationen und Deletionen in der S-
Sequenz wurden über die Schnittstellen XbaI, SpeI, EcoRV und PstI in die Plasmide pSV-
BX24H [162], pSVBX24H-YFP/BFP und pSV45–47 [135] kloniert (siehe Abbildung 2.2 und
2.3).

Plasmide Beschreibung

peGFP/YFP-N1 [163] kodieren für das grün und gelb fluoreszierende Pro-
tein (GFP und YFP)

pmTagBFP-C1 (AG Schindler) kodiert für das blau fluoreszierende Protein (BFP)
pmTagBFP-eYFP (AG Schindler) kodiert für das BFP-YFP-Fusionsprotein
peYFP/BFP-MEM [163] kodieren für das YFP/BFP-MEM (palmitoyliertes

Peptid)
pCFP-GalT [164] kodiert für CFP-Galaktosyltransferase
pSVL(D3) (D. Glebe) Trimer des HDV-Genoms
peGFP/YFP-SDAg/LDAg kodieren für GFP/YFP-SDAg und LDAg
pHA-SDAg/LDAg kodiert für HA-SDAg und LDAg
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Plasmide Beschreibung

peYFP/BFP-TM2-HA kodieren für YFP/BFP-TM2-HA. 22 AS lange
TM2: RRFIIFLFILLLCLIFLLVLLD

peYFP/BFP-HTR-HA kodieren für YFP/BFP-HTR. 27 AS langes Typ-II-
Signal des humanen Transferrin-Rezeptors: CSGSI-
CYGTIAVIVFFLIGFMIGYLGY [165]

peYFP/BFP-TM2-Leu84–98Ala-HA kodieren für YFP/BFP-TM2-Leu84–98Ala-HA. In
der TM2-Sequenz sind die drei Leuzine an Position
84, 91 und 98 (relativ zur AS-Sequenz des HBV-S-
Proteins) zu Alaninen mutiert

peYFP/BFP-TM2polyA-HA kodieren für YFP/BFP-TM2polyA-HA. In der
TM2-Sequenz sind die 13 zentralen AS zu Alaninen
mutiert (RRFIIAAAAAAAAAAAAAVLLD)

peYFP-N1-HCV-E2 [164] kodiert für das HCV-E2-YFP-Fusionsprotein
pSVBX24H [162] kodiert für das kleine HBV-Hüllprotein S
pSVBX24H-mCherry-L5 [161] kodiert für das mCherry-S-Fusionsprotein
pSVBX24H-YFP/BFP kodieren für die BFP/YFP-S-Fusionsproteine
pSVBX24H-Derivate Alle YFP/BFP markierten S-Derivate hatten die

Plasmide pSVBX24H-YFP und BFP zur Grundla-
ge, alle HA-markierten S-Derivate hatten das Plas-
mid pSVBX24H zur Grundlage. Alle S-Mutanten
werden im Ergebnisteil beschrieben

pSV45–47 [135] kodiert für die drei HBV-Hüllproteine S,M und L
pSV45–47-Derivate Alle pSV45–57-Derivate basieren auf dem Plasmid

pSV45–47 und werden im Ergebnisteil beschrieben
pSVHBV1.1LE- [166] kodiert die gesamte Sequenz des HBV-Genoms (Ge-

notyp A, Subtyp adw2 [167]) mit zwei Stopkod-
ons im ORF der Oberflächenproteine und einer Se-
quenzredundanz von 164 nt

pSVHBV1.5LE- [166] kodiert das gesamte HBV-Genom

(a) (b)

Abbildung 2.1: peGFP-N1- [163] (a) und pmTagBFP-C1-Plasmidkarte (AG Schindler)
(b). GFP bzw. BFP unter der Kontrolle des CMV-Immediate-Early-Promotors. Vor der GFP/BFP-
Sequenz erste Multiple-Cloning-Site (MCS) mit den Schnittstellen NheI und AgeI. Nach der GFP-
Sequenz zweite MCS mit den Schnittstellen BsRGI und NotI bzw. nach der BFP-Sequenz mit den
Schnittstellen XhoI und EcoRI. Plasmide mit Kanamycin-Resistenz zur Selektion in E.coli (KanR).
Aufbau des peYFP-N1-Plasmids analog zum peGFP-N1-Plasmid.
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(a) (b)

Abbildung 2.2: pSVBX24H- [162] (a) und pSVBX24H-YFP/BFP-Plasmidkarte (b). S bzw.
YFP/BFP-S unter der Kontrolle eines SV40-Promotors. Die YFP/BFP-Sequenz wurde über die
BamHI und XhoI-Schnittstellen in den Vektor pSVBX24H-mCherry-L5 [161] kloniert. Plasmide mit
Ampicilin-Resistenz zur Selektion in E.coli (AmpR).

Abbildung 2.3: pSV45–57-Plasmidkarte [135]. S, M und L unter der Kontrolle eines SV40-
Promotors. Die ersten 30 Kodons der präS1 sind deletiert, was zur effizienteren Sekretion von Virionen
führt. Plasmid mit Ampicilin-Resistenz zur Selektion in E.coli (AmpR).
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2.4 Primer

Primer Sequenz Beschreibung

LDAg_for 5’-gtgcggccgctcactggggtcg-3’ Amplifikation von DAg aus
pSVL(D3) mit NotI-Schnittstelle

LDAg_rev 5’-gctgtacaagggagcaggtgcaggagcat-
gagccggtcc-3’

Amplifikation von DAg aus
pSVL(D3) mit BsrGI-Schnittstelle

LDAg_mut1_for 5’-ccagggatttccatgggatatactcttcc-3’ Mutation des Stopkodons TAG im
DAg zu TGG

LDAg_mut2_rev 5’-ggaagagtatatcccatggaaatccctgg-
3’

Mutation des Stopkodons TAG im
DAg zu TGG

LDAg_mut3_rev 5’-ttgatgagtttggacaaacc-3’ Reverse-Primer für
LDAg_mut1_for

HA_LDAg_for 5’-actgctagcatgtacccatacgatgttccag-
attacgctatgagccggtcc-3’

Amplifikation von DAg aus pEGFP-
N1-S/LDAg mit NheI-Schnittstelle
und HA-Tag

DAg_rev 5’-gtcaccggttcactggggtcg-3’ Reverse-Primer für HA_LDAg_for
mit AgeI-Schnittstelle

YFP-TM2-HA 5’-gatgctgtacaagggagcaggtgcaggag-
cacggcgttttatc-3’

Amplifikation von S-TM2 aus pSV-
BX24H mit BsrGI-Schnittstelle

YFP-TM2-HA_rev 5’-gatgtcgcggccgcctaagcgtaatctgga-
acatcgtatgggtaatccagaagaac-3’

Amplifikation von S-TM2 aus pSV-
BX24H mit NotI-Schnittstelle und
HA-Tag

BFP-TM2-HA 5’-cgctcgagctcggcgttttatc-3’ Amplifikation von S-TM2 aus pSV-
BX24H mit XhoI-Schnittstelle

BFP-TM2-HA_rev 5’-ctgaattcctaagcgtaatctggaacatcgt-
atgggtaatccagaagaac-3’

Amplifikation von S-TM2 aus pSV-
BX24H mit EcoRI-Schnittstelle und
HA-Tag

TM2_LZ1_for 5’-ttatcatattcgccttcatcctgc-3’ Mutation von Leu84 zu Ala in TM2
TM2_LZ1_rev 5’-gcaggatgaaggcgaatatgataa-3’ Mutation von Leu84 zu Ala in TM2
TM2_LZ2_for 5’-tgctgctatgcgccatcttcttat-3’ Mutation von Leu91 zu Ala in TM2
TM2_LZ2_rev 5’-ataagaagatggcgcatagcagca-3’ Mutation von Leu91 zu Ala in TM2
TM2_LZ3_for 5’-tattggttcttgcggattatcaag-3’ Mutation von Leu98 zu Ala in TM2
TM2_LZ3_rev 5’-cttgataatccgcaagaaccaata-3’ Mutation von Leu98 zu Ala in TM2
YFP-HTR-HA 5’-gatgctgtacaagggagcaggagcatgta-

gtggaagt-3’
Amplifikation des Typ-II-Signals
des HTR mit BsrGI-Schnittstelle

YFP-HTR-HA_rev 5’-gatgtcgcggccgcctaagcgtaatctgg-
aacatcgtatgggtaatagcccaagta-3’

Amplifikation des Typ-II-Signals
des HTR mit NotI-Schnittstelle und
HA-Tag

BFP-HTR-HA 5’-cgctcgagcttgtagtggaagt-3’ Amplifikation des Typ-II-Signals
des HTR mit XhoI-Schnittstelle

BFP-HTR-HA_rev 5’-ctgaattcctaagcgtaatctggaacatcgt-
atgggtaatagcccaagta-3’

Amplifikation des Typ-II-Signals
des HTR mit EcoRI-Schnittstelle
und HA-Tag

YFP-TM2Ala-HA gatgctgtacaagggagcaggtgcaggagc-
acggcgttttatcatagcagca-
gcagcagcagctgccgctgcg

Amlifikation von S-TM2 Alanin aus
pSVBX24H mit BsrGI-Schnittstelle

YFP-TM2Ala-HA_rev gatgtcgcggccgcctaagcgtaatctggaa-
catcgtatgggtaatccagaagaactgctgct-
gctgccgcagcggcagc

Amlifikation von S-TM2 Alanin aus
pSVBX24H mit NotI-Schnittstelle
und HA-Tag

BFP-TM2Ala-HA cgctcgagctcggcgttttatcatagcagcagc-
agcagcagctgccgctgcg

Amlifikation von S-TM2 Alanin aus
pSVBX24H mit XhoI-Schnittstelle

17



2 Material

Primer Sequenz Beschreibung

BFP-TM2Ala-HA_rev ctgaattcctaagcgtaatctggaacatcgta-
tgggtaatccagaagaactgctgctgctgccg-
cagcggcagc

Amlifikation von S-TM2 Alanin aus
pSVBX24H mit EcoRI-Schnittstelle
und HA-Tag

mCherryS-L5-XhoI_for 5’-caagtccctcgagcccgccacctc-3’ XhoI-Schnittstelle in Linker-
Sequenz einfügen

mCherryS-L5-XhoI_rev 5’-gaggtggcgggctcgagggacttg-3’ XhoI-Schnittstelle in Linker-
Sequenz einfügen

mCherryS-L5_for 5’-ctattccagaagtagtgagg-3’ Forward-Primer für mCherryS-L5-
XhoI_rev

mCherryS-L5_rev 5’-ctatggccaagccccagc-3’ Reverse-Primer für mCherryS-L5-
XhoI_for

mTagBFP_BamHI_for caagggatccaccatgagcgagctg Amplifikation von mTagBFP mit
BamHI-Schnittstelle

mTagBFP_XhoI_rev gtcctcgagggaattaagcttgtgc Amplifikation von mTagBFP mit
XhoI-Schnittstelle

YFP_BamHI_for 5’-caagggatccatggtgagcaag-3’ Amplifikation von YFP mit BamHI-
Schnittstelle

YFP_XhoI_rev 5’-gtcctcgagcagctcgtccatgcc-3’ Amplifikation von YFP mit XhoI-
Schnittstelle

S_Cys6–8_Ser_for 5’-gtttctcctctaattccaggatcaacaacaa-
ccagtacgggaccatccaaaacctccacg-3’

Mutation von Cys107/121/124 zu
Serin in S

S_Cys6–8_Ser_rev 5’-cgtggaggttttggatggtcccgtactggt-
tgttgttgatcctggaattagaggagaaac-3’

Mutation von Cys107/121/124 zu
Serin in S

S_Cys9–13_Ser_for 5’-ccctcatcttcctctacaaaacctacggatg-
gaaattccacctctattcccatc-3’

Mutation von Cys137–139/147/149
zu Serin in S

S_Cys9–13_Ser_rev 5’-gatgggaatagaggtggaatttccatccgt-
aggttttgtagaggaagatgaggg-3’

Mutation von Cys137–139/147/149
zu Serin in S

S_Cys1_Ser_for 5’-ggatctcccgtgtctcttggccaa-3’ Mutation von Cys48 zu Serin in S
S_Cys1_Ser_rev 5’-ttggccaagagacacgggagatcc-3’ Mutation von Cys48 zu Serin in S

reverse
S_Cys2_Ser_for 5’-ccaacctcctcgcctccaatttgtc-3’ Mutation von Cys65 zu Serin in S
S_Cys2_Ser_rev 5’-gacaaattggaggcgaggaggttgg-3’ Mutation von Cys65 zu Serin in S

reverse
S_Cys3_Ser_for 5’-cctccaatttctcctggttatcgc-3’ Mutation von Cys69 zu Serin in S
S_Cys3_Ser_rev 5’-gcgataaccaggagaaattggagg-3’ Mutation von Cys69 zu Serin in S

reverse
S_Cys4_Ser_for 5’-tatcgctggatgtctctgcggcgt-3’ Mutation von Cys76 zu Serin in S
S_Cys4_Ser_rev 5’-acgccgcagagacatccagcgata-3’ Mutation von Cys76 zu Serin in S

reverse
S_TM2Ala 5’-cggcgttttatcatagcag-

cagcagcagcagctgccgc-
tgcggcagcagcagcagttcttctggat-3’

Mutation von TM2 zu Polyalanin in
S

S_TM2Ala_rev 5’-atccagaagaactgctgctgc-
tgccgcagcggcagctgctgctg-
ctgctgctatgataaaacgccg-3’

Mutation von TM2 zu Polyalanin in
S

S_Stop178 5’-gtttactagtgtaatttgttcag-3’ Stopkodon an AS 178 in S einfügen
S_Stop178_rev 5’-ctgaacaaattacactagtaaac-3’ Stopkodon an AS 178 in S einfügen
S_Stop153 5’-cccatctaatcgtcctg-3’ Stopkodon an AS 153 in S einfügen
S_Stop153_rev 5’-caggacgattagatggg-3’ Stopkodon an AS 153 in S einfügen
S_Stop100_HA_rev 5’-gcactagtctaagcgtaatctggaacatcg-

tatgggtaatccagaagaac-3’
Stopkodon an AS 100 in S einfügen
mit HA-Tag und SpeI-Schnittstelle

S_Stop153_HA_rev 5’-gcactagtctaagcgtaatctggaacatc-
gtatgggtagatgggaat-3’

Stopkodon an AS 153 in S einfügen
mit HA-Tag und SpeI-Schnittstelle
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Primer Sequenz Beschreibung

S_HA_rev 5’-gcgatatcctaagcgtaatctggaacatcg-
tatgggtaaatgtataccca-3’

HA-Tag am C-Terminus von S in
pSVBX24H

S_TM1Ala 5’-tcaggattcctagcagcagcagcagcagc-
tgccgcggcagcagcagcattgacaagaatc-
3’

Mutation von TM1 zu Polyalanin in
S

S_TM1Ala_rev 5’-gattcttgtcaatgctgctgctgccgcggc-
agctgctgctgctgctgctaggaatcctga-3’

Mutation von TM1 zu Polyalanin in
S

S_Stop178_HA_rev 5’-gcgatatcctaagcgtaatctggaacatcg-
tatgggtacactagtaa-3’

Stopkodon an AS 153 in S ein-
fügen mit HA-Tag und EcoRV-
Schnittstelle

LDAg_sequ_for 5’-aaccggcgggccggc-3’ Sequenzierprimer 1 für LDAg
LDAg_sequ_rev 5’-agggcccgaacggacc-3’ Sequenzierprimer 2 für LDAg
D3_sequ_for 5’-aatcacctccagagg-3’ Sequenzierprimer 1 für pSVL(D3)
D3_sequ_rev 5’-tggcatctccacctcc-3’ Sequenzierprimer 2 für pSVL(D3)
pSVB24HX_sequ 5’-cacatctcgtcaatctcc-3’ Sequenzierprimer 1 für pSVBX24H
pSVB24HX_sequ_rev 5’-ggagattgacgagatgtg-3’ Sequenzierprimer 2 für pSVBX24H
mCherry_sequ 5’-gaagaagaccatgggctgg-3’ Sequenzierprimer für mCherry
mTagBFP_sequ 5’-gactggaaagaatcaagg-3’ Sequenzierprimer für mTagBFP
SV40_sequ 5’-ctattccagaagtagtgagg-3’ Sequenzierprimer für SV40-

Promotor
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2.5 Antikörper

Erstantikörper Hersteller Verdünnung

Anti-beta-Tubulin (Kaninchen) NEB WB 1:4000
Anti-Calnexin (Kaninchen) NEB WB 1:2000,

IF 1:100
Anti-GFP (Kaninchen) NEB WB 1:2000
Anti-HA (Kaninchen) Sigma-Aldrich WB 1:2000–1:4000,

IF 1:100
Anti-Histon 4 AG Brack-Werner WB 1:2000
Anti-mCherry (Kaninchen) Bio-Vision WB 1:2000
Anti-PDI (Kaninchen) NEB WB 1:2000,

IF 1:100
Anti-S (HB1) D. Glebe, Gießen WB 1:4000,

IF 1:100
Anti-S (polyklonales Schafserum) W. Gerlich, Gießen 2 µl/IP,

IF 1:100

Zweitantikörper Hersteller Verdünnung

Ziege-anti-Maus-PO Dianova WB 1:2000–1:4000
Ziege-anti-Kanninchen-PO Dianova WB 1:2000–1:4000
Ziege-anti-Kaninchen Alexa 488 Life Techn. IF 1:2000
Ziege-anti-Maus Alexa 488 Life Techn. IF 1:2000
Esel-anti-Schaf Alexa 555 Life Techn. IF 1:2000
Ziege-anti-Kaninchen Alexa 555 Life Techn. IF 1:2000
Ziege-anti-Kaninchen Alexa 488 Life Techn. IF 1:2000
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2.6 Enzyme

Enzym Hersteller Puffer

T4-DNA-Ligase Fermentas T4-DNA-Ligase-Puffer
DNase I Qiagen 10× RDD
Proteinase K Applichem 2× Proteinase K Puffer
RNase A Qiagen -

Restriktionsenzym Hersteller Puffer

AgeI-HF NEB Puffer 4
BsrGI NEB Puffer 4
EcoRI-HF NEB Puffer 4
EcoRV-HF NEB Puffer 4
NcoI NEB Puffer 4
NheI-HF NEB Puffer 4
NotI-HF NEB Puffer 4
PstI NEB Puffer 3
SpeI-HF NEB Puffer 4
XbaI NEB Puffer 4
XhoI-HF NEB Puffer 4

2.7 DNA und Proteinmarker

Marker Hersteller

GeneRuler™ 100 bp DNA Marker Fermentas
GeneRuler™ 1000 bp DNA Marker Fermentas
PageRuler™ Plus Prestained Protein Marker Fermentas

2.8 Laborgeräte Verbrauchsmaterialien

Laborgeräte Hersteller

Absaugsystem Zellkultur Vacusafe Integra Biosciences AG
Brutschrank für Bakterien (37 °C) Memmert
CO2-Inkubator Zellkultur Hera Cell 150i Thermo Scientific
Elektroblot-Kammer Fastblot B34 Biometra/Analytic Jena
Elektroporator E.coli Pulser Biorad
Entwicklermaschine Curix 60 Agfa
FACS Canto II BD Bio Sciences
Feinwaage AC 100 Mettler
Filmkassette 18x24 Agfa Gevaert
Fusion FX Vilber Lourmat
Gefrierschrank (-20 °C) Liebherr
Gefrierschrank (-80 °C), Hera Freeze Heraeus
Geldokumentationsanlage Biorad
Heizwasserbad Zellkultur Köttermann
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Laborgeräte Hersteller

Hybridisierungsflaschen Biometra/Analytic Jena
Hybridisierungsofen Compact Line OV4 Biometra/Analytic Jena
Kühlschrank Liebherr
Kühlzentrifuge Heraeus Fresco17 Thermo Scientific
Laufkammer SDS-PAGE Maxigel Biometra/Analytic Jena
Laufkammer SDS-PAGE small Multigel Biometra/Analytic Jena
Magnetrührer Variomag Monotherm Neolab
Mikroskop Olympus Fluoview Olympus
Mikroskop Olympus IX81 Olympus
Mikroskop ZK Primo Vert Carl Zeiss Jena
Mikroskop Ti Eclipse Spinning-Disc Nikon
Mikrowelle Privileg 9029GD Privileg
Mini-Zentrifuge (Tischzentrifuge) SproutR Heathrow Scientific LLC
Nanodrop ND 2000c Peqlab
PCR-Gerät Mastercycler Eppendorf
pH-Meter inoLab WTW series WTW
Pipetten Eppendorf
Pipetten Gilson
Pipettierhilfe Accu JetR Pro Brand
Schüttelinkubator Infors AG
Spannungsgerät Agarose Power Pack 300 Biorad
Spannungsgerät SDS Standard Power Pack P25 Biometra/Analytic Jena
Spectrophotometer Smart Spec™ Plus Biorad
Sterilbank Lamin Air HLB2448 GS Heraeus
Thermomixer Comfort Eppendorf
Thermomixer Compact Eppendorf
UV-Tisch 312 nm Bachhofer
Vortexgerät MS3 Basic IKA Schütt
Waage EG2200-2NM Kern und Sohn
Wippe Polymax 1040 Heidolph
Zentrifuge ZK Biofuge Pico Heraeus
Zentrifuge ZK Labofuge 400 Function Line Heraeus

Verbrauchsmaterial Hersteller

1,5 ml/2 ml-Reaktionsgefäße Eppendorf
15 ml/50 ml Falcon Greiner Bio-One
Einmalküvetten Braun, Melsungen
Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Greiner Bio-One
Pipettenspitzen GelTip 100 ART Molecular Bio Products
Hyperfilme ECL GE Healthcare
Kryogefäße Nunc
Nitrocellulosemembran Biorad
Objektträger Carl Roth
PCR-Gefäße Kisker
Petrischalen Greiner Bio-One
Deckgläschen Menzel-Gläser
Slide-A-Lyzer Life Techn.
Spitzen Sterican Braun
Spritzen Becton Dickinson
Sterilfilter MillexGP 0,22 µm Millipore
Whatman-Papier Whatman GmbH
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Verbrauchsmaterial Hersteller

Zellkulturschalen und -flaschen Nunc

2.9 Chemikalien

Chemikalien Hersteller

30 % Acrylamid Mix Proto Gel National Diagnostics
Agarose Biozym
Ammoniumchlorid Merck
Ammoniumperoxodisulfat Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Sigma-Aldrich
Chloroform-Isoamylalkohol Carl Roth
DAPI (0,1 mg/ml) Chemicon International
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich
DSS Life Techn.
Entwicklerlösung A und B Agfa Healthcare NV
Eselserum Sigma-Aldrich
Essigsäure Merck
Ethanol Carl Roth
Ethidiumbromid Carl Roth
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich
Fixiererlösung Agfa Healthcare
Fugene HD Promega
Glukose Merck
Glycin Merck
Glycerin (99 %) Applichem
Glykogen Fermentas
H2O2 Sigma-Aldrich
HCl (37 %) Sigma-Aldrich
Isopropanol Carl Roth
Kalium-Acetat Merck
KCl Carl Roth
KH2PO4 Carl Roth
Methanol Sigma-Aldrich
MgCl2 × 6 H2O Merck
Magermilchpulver Sigma-Aldrich
MOWIOL Sigma-Aldrich
Na2HPO4 × 2 H2O Carl Roth
NaCl Merck
NaOH Carl Roth
Natriumacetat Carl Roth
Nonidet P40 Fluka
Paraformaldehyd (PFA) Sigma-Aldrich
Polyethylenglykol (PEG) 8000 Merck
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1) Carl Roth
Protein G PLUS-Agarose Santa Cruz
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich
N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich
Tris-Base Carl Roth
Triton X-100 Applichem
Trition X114 Sigma-Aldrich
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Chemikalien Hersteller

Tween20 Sigma-Aldrich
X-treme-Gene Roche
Ziegenserum Sigma-Aldrich

2.10 Medien

2.10.1 Medien für Zellkultur

Komponente Hersteller

DMEM mit 4,5 g/l Glucose und L-Glutamin PAA
Na-Pyruvat Lösung (100 mM) PAA
Penicillin/Streptamycin (100×) PAA
MEM nicht essentielle AS (100×) PAA
FCS Biowest
Trypsin 0,05 % (1×) Gibco

DMEM++++: DMEM mit 1 mM Na-Pyruvat, 1 % (v/v) Penicilin/Streptamycin, 1 % (v/v)
MEM nicht essentielle AS und 10 % (v/v) FCS.

2.10.2 Medien für Bakterien

Komponente Hersteller Stockkonzentration Endkonzentration

LB-Medium Roth - -
LB-Agar Roth - -
Ampicillin Sigma 100 mg/ml 100 µg/ml
Kanamycin Sigma 50 mg/ml 50 µg/ml

2.11 Lösungen und Puffer

Lösung/Puffer Zusammensetzung

DNA-Ladepuffer (10×) 50 % (v/v) Glycerin
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
0,05 % (w/v) Xylencyanol
ad 100 % H2O

FACS-Puffer 1 % FCS in PBS (w/v)
Lysepuffer 50 mM Tris-HCl pH 7,5

100 mM NaCl
20 mM EDTA
0,5 % (v/v) Nonidet P40

Blockingpuffer (WB) 10 % (w/v) Magermilchpulver
0,1 % (v/v) Tween20
gelöst in 1× PBS pH 7,4

PBS (1×) pH 7,4 1,4 mM NaCl
0,5 mM KCl
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Lösung/Puffer Zusammensetzung

1 mM Na2HPO4 × 2H2O
2,2 mM KH2PO4

PBS-T (WB) 1× PBS pH 7,4
0,1 % Tween20

PFA-Lösung (IF) 2 % (w/v) PFA in H2O
bei 60 °C lösen, pH auf 7,4 einstellen

PNL-Puffer 10 mM Tris [pH 7.5]
100 mM NaCl
10 mM EDTA
0.5 % Triton-X100
0.5 % Na-Deoxycholat

Puffer I (Frakt.) 40 mM Tris [pH 7.5]
150 mM NaCl
1 mM EDTA
0.3 % NP40 (w/v)
1 mM DTT

Puffer II (Frakt.) 10 mM Tris [pH 7.5]
100 mM NaCl
10 mM EDTA
0.5 % Triton-X100
0.5 % Na-Deoxycholat

Puffer I (Minipräp) 50 mM Glukose
25 mM Tris-HCl pH 8,0
10 mM EDTA

Puffer II (Minipräp) 0,2 M NaOH
1 % (w/v) SDS

Puffer III (Minipräp) 3 M K+
5 M Acetat-
pH mit Eisessig auf 5,5 einstellen

Salzlösung (10×) (WB) 0,2 M Tris
2 M Glycin

SDS-Ladepuffer (5×) 250 mM Tris pH 6,8
10 % (w/v) SDS
7,5 % (v/v) Glycerin
0,05 % /w/v) Bromphenolblau
25 % (w/v) DTT (frisch dazugeben)

SDS-Laufpuffer (10×) (WB) 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
1 % (w/v) SDS

TAN-Puffer 50 mM Tris [pH 8]
100 mM NaCl

TE-Puffer 10 mM Tris-HCl pH 8,0
1 mM EDTA

TNE-Puffer (HDV) 50 mM Tris [pH 7.5]
150 mM NaCl
5 mM EDTA

Transferpuffer (1×) (WB) 700 ml H2O dest.
100 ml Salzlösung (10×)
200 ml Ethanol

25



2 Material

2.12 Kits

Kit Hersteller

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Machery-Nagel
NucleoBond® Xtra Midi Machery-Nagel
PCR-Mastermix Promega
LightCycler® 480 SYBR Green I Master Roche

2.13 Software

Software Verwendung Hersteller

DOG 2.0 Erstellung und Bearbeitung von
Grafiken

[168]

GraphPad Prism® 5.01 Statistische Auswertungen und Er-
stellung von Diagrammen

GraphPad Software

LATEX Erstellung dieser Arbeit LATEX-Projekt, Opensource
Office 2010 Erstellung von Abbildungen und

Präsentationen
Microsoft

Photoshop CS5 Erstellung und Bearbeitung von
Grafiken

Adobe

TEXshade Erstellung von Sequenz-Alignments [169]
Vector NTI® Advance 11.5.3 Klonierung und Erstellung von Plas-

midkarten
Thermo Fisher Scientific

Volocity® 6.2.1 Aufnahme und Bearbeitung von IF-
Bildern

PerkinElmer

26



3 Methoden

3.1 Molekularbiologische und mikrobiologische Methoden

3.1.1 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (Polymerase-Chain-Reaction, PCR) dient der spezifischen Ver-
vielfältigung von DNA in vitro mit Hilfe thermostabiler Polymerasen. In mehreren Zyklen wird
in einem PCR-Cycler ein Inkubations-Temperatur-Programm zur Denaturierung doppelsträn-
giger Template-DNA, der Anlagerung von passenden Primern (Annealing) und der Synthese
von DNA durch die Polymerase erzeugt. Sollten Punktmutationen in die gewünschte DNA-
Sequenz eingebracht werden, wurden Primer, die diese Mutationen tragen, eingesetzt. Für die
PCR-Reaktion wurde der 2× PCR-Mastermix von Promega verwendet. Tabelle 3.1 und 3.2
zeigen beispielhaft einen PCR-Reaktionsansatz und ein PCR-Programm.

Tabelle 3.1: PCR-Reaktionsansatz

Komponente Menge

Template 1 µl (~10 ng/µl)
Forward und reverse Primer [0.2 µmol] je 1 µl
2× PCR-Mastermix (dNTPs, Taq-Polymerase
und Puffer, MgCl2

25 µl

Ad H2O 50 µl

Tabelle 3.2: Beispiel für ein PCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit

Initialdenaturierung 95 ◦C 2 min
Denaturierung 95 ◦C 30 s



 35×Annealing variabela 30 s

Elongation 72 ◦C variabelb

Abschlusselongation 72 ◦C 2 min

a Die Annealing-Temperatur wurde so gewählt, dass sie 5 ◦C un-

ter der niedrigsten Schmelztemperatur des Primerpaars lag.
b Die Elongationszeit richtete sich nach der Länge des gewünsch-

ten PCR-Produkts. Pro 1 kb DNA wurde 1 min gewählt.

Zur Analyse der PCR-Reaktion wurde diese auf einem Agarosegel elektrophoretisch aufge-
trennt.

3.1.2 Agarosegelelektrophorese

In 1%igen, ethidiumbromidhaltigen Agarosegelen wurden DNA-Moleküle elektrophoretisch
aufgrund ihrer negativen Ladung der Größe nach aufgetrennt und durch Bestrahlung mit
UV-Licht sichtbar gemacht. Als Größenstandard diente je nach Größe der eingesetzten DNA
der 100 bp bzw. der 1 kb GeneRuler von Fermentas.
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3.1.3 Restriktionsverdau

Mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen ist es möglich, DNA-Moleküle an spezifischen Stellen
zu schneiden. Für eine Klonierung wurden 1–2 µg Plasmid-DNA und der gesamte PCR-Ansatz,
für einen Kontrollverdau 5 µl Minipräparations-DNA eingesetzt. Alle Restriktionsenzyme wur-
den nach Herstellerangaben mit den mitgelieferten Puffern verwendet und bei optimaler Reak-
tionstemperatur für 1–2 h in einem 30 µl Ansatz inkubiert. Tabelle 3.3 zeigt beispielhaft einen
Reaktionsansatz. Zur Analyse des Restriktionsverdaus wurde dieser auf einem Agarosegel elek-
trophoretisch aufgetrennt.

3.1.4 Vektordephosphorylierung

Um die Religation von geschnittenen Plasmiden bei einer Ligation zu vermeiden, wurden pa-
rallel zum Restriktionsverdau 10 U des Enzyms Calf-Intestine-Phosphatase (CIP) zugegeben
(siehe Tabelle 3.3). Die Phosphatase entfernt Phosphatreste am 5‘-Ende von klebrigen Enden
der geschnittenen DNA und verhindert somit eine Selbstligation des Vektors ohne Insert.

Tabelle 3.3: Reaktionseinsatz eines Restriktionsverdaus

Komponente Menge

Restriktionsenzym [1–10 U/µl] 1 µl
Puffer 3 µl
DNA [0.1–1 µg/µl] 1–5 µl
CIP 1 µl
Ad H2O 30 µl

3.1.5 Aufreinigung und Konzentrierung von DNA

3.1.5.1 Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Reinigung von DNA von Proteinen in einer Lösung wurde eine Phenol-Chloroform-
Extraktion durchgeführt. Hierzu wurde der Probe das gleiche Volumen einer Phenol/Chlo-
roform/Isoamylalkohol-Lösung (25:24:1) zugegeben, 30 s kräftig gemischt (Vortexer) und an-
schließend für 2 min bei 4 ◦C und 13 000 rpm zentrifugiert. Die obere, wässrige und DNA-haltige
Phase wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Dieser Extraktionsschritt wurde drei Mal
wiederholt. Um Phenolreste aus der wässrigen Phase zu entfernen, wurde der Probe das glei-
che Volumen Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugegeben, 30 s kräftig gemischt (Vortexer),
erneut für 2 min bei 4 ◦C und 13 000 rpm zentrifugiert und die obere Phase gewonnen. Durch
eine anschließende Ethanolfällung wurde die DNA präzipitiert.

3.1.5.2 Ethanolfällung

Zur Präzipitation von DNA in einer wässrigen Lösung wurden der Probe zwei Volumen 99%iges
Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) zugegeben. Die Probe wurde mit Hilfe
eines Vortexers gut gemischt und anschließend für mindestens 30 min bei −20 ◦C inkubiert. An-
schließend erfolgte die Fällung der DNA durch eine Zentrifugation bei 4 ◦C und 13 000 rpm für
mindestens 30 min. Es folgte ein Waschschritt mit 70%igem Ethanol. Zur Sichtbarmachung von
kleinen DNA-Mengen wurde der Probe vor der Fällung 0.5 µl Glykogen (20 mg/ml) zugegeben.
Das getrocknete DNA-Pellet wurde in 20 µl H2O resuspendiert.
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3.1.5.3 Gelextraktion

Nach Auftrennung von DNA-Fragmenten eines Restriktionsverdaus oder einer PCR-Reaktion
mit Hilfe eines Agarosegels wurden die gewünschten DNA-Banden unter UV-Licht mit einem
Skalpell ausgeschnitten und in ein Eppendorfgefäß überführt. Die anschließende Aufreinigung
der DNA erfolgte nach Herstellerangaben mit Hilfe des PCR-Cleanup-Gel-Extraction-Kit von
Machery-Nagel. Aufgereinigte Plasmide wurden in 30 µl, aufgereinigte PCR-Produkte in 20 µl
H2O eluiert.

3.1.5.4 DNA-Konzentrationsmessung

Die DNA-Konzentration von Proben wurde mit Hilfe eines Nanodrop2000c Sepktrophotome-
ters von Thermo Scientific bestimmt. Hierfür wurde die zu messende Probe 1:5–1:10 in H2O
verdünnt. Die Messung erfolgte durch Auftragen von 2–3 µl Probe und der Bestimmung der
Absorption bei 260 nm.

3.1.6 Ligation

Für die Ligation von spezifisch geschnittenen Plasmiden und PCR-Fragmenten wurde die T4-
DNA-Ligase verwendet. Einem Reaktionsansatz wurden 5 µl von 20 µl des isolierten Fragments
aus einer PCR und 1 µl von 30 µl des geschnittenen Vektors zugegeben. Tabelle 3.4 zeigt bei-
spielhaft einen Reaktionsansatz. Der Ligationsansatz wurde für 1 h bei 22 ◦C inkubiert, für
5 min bei 75 ◦C deaktiviert und für die nachfolgende Transformation in E.coli 1:3 in H2O
verdünnt.

Tabelle 3.4: Ligationsansatz

Komponente Menge

Plasmid 1 µl
Insert 5 µl
10× Ligasepuffer 2 µl
T4-DNA-Ligase 5 U/µl 1 µl
Ad H2O 20 µl

3.1.7 Plasmidpräparation

3.1.7.1 Minipräparation

Die Plasmidminipräparation diente der Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien im kleinen
analytischen Maßstab. Dazu wurden 4 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum mit
einer Einzelkolonie aus einer vorausgegangenen Transformation beimpft und über Nacht bei
37 ◦C auf dem Schüttler inkubiert. Am Folgetag wurden 1.5 ml Bakterienkultur in ein Eppen-
dorfgefäß überführt und für 1 min bei 4◦C und 13 000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde
entfernt und das Pellet in 100 µl Puffer 1 resuspendiert und mit Hilfe eines Vortexers gut ge-
mischt. Nach Zugabe von 200 µl Puffer 2 und sechsmaligen, kräftigem Schütteln wurde 150 µl
Puffer 3 zugegeben, erneut sechs Mal kräftig geschüttelt und die Probe für 3 min auf Eis in-
kubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt für 5 min bei 4 ◦C und 13 000 rpm. Der Überstand
wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt, mit 900 µl 99%igem Ethanol versetzt und mit
Hilfe eines Vortexers gut gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 2 min bei RT wurde der
Ansatz für 5 min bei 4 ◦C und 13 000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt, das
Pellet getrocknet und in 50 µl H2O, das 10 µg RNaseA enthielt, resuspendiert.
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3.1.7.2 Midipräparation

Die Plasmidmidipräparation diente der Isolation größerer Mengen Plasmid-DNA aus Bakteri-
en, die z. B. für die Transfektion von HuH-7-Zellen eingesetzt werden konnte. Hierfür wurden
100 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum mit einer Einzelkolonie beimpft und
über Nacht bei 37 ◦C auf dem Schüttler inkubiert. Die Aufreinigung der Plasmide erfolgte am
Folgetag mit dem NucleoBond-Xtra-Midi-Kit von Machery-Nagel nach den Angaben des Her-
stellers. Das DNA Pellet wurde anschließend in 300 µl TE-Puffer resuspendiert. Typischerweise
wurden so 300–500 µg Plasmid-DNA erhalten.

3.1.8 Sequenzierung

Sequenzierreaktionen wurden bei der Firma GATC Biotech AG in Auftrag gegeben. Dazu
wurde die zu sequenzierende DNA in 30 µl H2O mit einer Konzentration von 100 ng/µl und
10 pmol Sequenzierprimer in 20 µl H2O gelöst und eingeschickt. Die Ergebnisse wurden am
nächsten Tag entweder online über http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi oder mit der Soft-
ware VectorNTI Advance (Version 11.5.3) ausgewertet.

3.1.9 Präparation von HBV-Genomen

HBV-Genome wurden, wie in Schittl & Bruss [166] beschrieben, präpariert. Hierfür wurden
HuH-7-Zellen im 6-Well-Format mit den Plasmiden pSVHBV1.1LE- (HBV-Genom, das zwei
Stopkodons im ORF der Hüllproteine trägt), pSV45–57 (kodiert für die drei Hüllproteine S,
M und L) und pSVBX24H (kodiert für das kleine Hüllprotein S) kotransfiziert. Die Überlap-
pung der ORFs der HBV-Polymerase und der HBV-Hüllproteine bewirkt, dass Mutationen
in S in der Regel Einfluss auf die Polymerase haben. Aus diesem Grund wurde der Komple-
mentationsansatz gewählt und die S-Mutationen in die Plasmide pSVBX24H und pSV45–57
eingefügt. Somit konnte der Effekt dieser Mutationen auf die Virusproduktion untersucht und
ein möglicher Einfluss auf die Polymerase ausgeschlossen werden. Als Negativkontrolle diente
die alleinige Transfektion mit dem Plasmid pSVHBV1.1LE-, da hier nur nicht umhüllte Kap-
side mit Genom sekretiert werden. Als Positivkontrolle diente die Kotransfektion mit den
Plasmiden pSVHBV1.1LE-, pSVBX24H und pSV45-57, die zur Sekretion von Virionen führt.
Fünf Tage nach Transfektion wurde der Überstand geerntet und wie nachfolgend beschrieben
für die qPCR präpariert.

3.1.9.1 Immunpräzipitation

Virionen im Überstand transfizierter Zellen wurden mit Hilfe von Protein-G-Agarose-Beads
und einem HBV-S-Antikörper präzipitiert. Hierfür wurden 25 µl Beads pro Ansatz drei Mal
mit PBS gewaschen (Zentrifugation bei 4 ◦C für 5 min und 2500 rpm) und mit 2 µl Schaf-
anti-S-Antikörper in 800 µl PBS für 6 h bei 4 ◦C auf einem Rotator präinkubiert. Die Beads
wurden anschließend einmal mit PBS gewaschen, in 50 µl PBS aufgenommen und zu 750 µl
Überstand transfizierter Zellen gegeben. Der Ansatz wurde bei 4 ◦C über Nacht auf einem
Rotator inkubiert, um Virionen zu binden. Am Folgetag wurden die Beads drei Mal mit PBS
gewaschen und in 87.5 µl PBS resuspendiert.

3.1.9.2 DNase I Verdau

Um die für die Transfektion eingesetzte Plasmid-DNA im Überstand zu entfernen und so-
mit das Hintergrundsignal bei der nachfolgenden qPCR zu reduzieren, wurde ein DNase I
Verdau durchgeführt. Hierfür wurden 87.5 µl der Immunpräzipitation 10 µl RDD-Puffer und
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2.5 µl DNase I (Qiagen RNase-free-DNase-Kit) zugegeben und für 30 min bei RT inkubiert.
Anschließend wurden die Beads zwei Mal mit PBS gewaschen und in 45 µl PBS resuspendiert.

3.1.9.3 Proteinase K Verdau

Um die virale DNA zu isolieren, wurde die Virushülle mit Detergenz geöffnet und das Kapsid
durch das Enzym Proteinase K verdaut. Hierfür wurden 4 5µl der Immunpräzipitation 50 µl
2× Proteinase K Puffer und 5 µl Proteinase K hinzugegeben und für 3 h bei 56◦C inkubiert.
Die isolierte DNA wurde durch eine Phenol-Chloroform-Extraktion und eine Ethanolfällung
gereinigt und konzentriert und schließlich in 20 µl H2O gelöst.

3.1.10 HBV-genomspezifische Real-Time-Polymerasekettenreaktion

3.1.10.1 PCR-Standard

Als PCR-Standard zur absoluten Quantifikation wurde das Plasmid pSVHBV1.5LE- einge-
setzt. Durch das verwendete Primerpaar wurde dasselbe 222 bp Fragment amplifiziert wie beim
Einsatz von HBV-Genomen. Es wurde eine Verdünnungsreihe hergestellt (108–103 Kopien/µl)
und als Standard für jeden PCR-Lauf verwendet. Anschließend konnte eine Standardkurve
berechnet und die Konzentration der eingesetzten Proben verglichen werden.

3.1.10.2 qPCR

Für die qPCR wurde der SYBRGreen I Mastermix von Roche verwendet. Der Reaktionsansatz
ist Tabelle 3.5 zu entnehmen. Die Reaktionsansätze wurden in eine 96-Well-Platte pipettiert,

Tabelle 3.5: qPCR-Reaktionsansatz

Komponente Menge

SYBR Green I Master 10 µl
Primer VBBS8 und VBBS18 [20 µmol] je 1 µl

Template

Probe (präparierte HBV-Genome) 8 µl
Standard (pSVHBV1.5LE-) 8 µl (1:10 verdünnt)
Negativkontrolle H2O 8 µl

die mit einer Folie versiegelt wurde. Das PCR-Programm ist Tabelle 3.6 zu entnehmen. Für
den PCR-Lauf wurde ein Light Cycler 480 II von Roche, für die Auswertung das Programm
Light Cycler 480 (Software-Release 1.5.0 SP4) verwendet.

Tabelle 3.6: qPCR-Programm

Schritt Temperatur Zeit

Initialdenaturierung 95 ◦C 5 min
Denaturierung 95 ◦C 20 s



 40×Annealing 60 ◦C 10 s

Elongation 72 ◦C 10 s
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3.1.11 Kultivierung von E.coli

3.1.11.1 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

250 ml LB-Medium ohne Antibiotika wurden mit 1.5 ml einer E.coli DH10B Übernacht-Kultur
beimpft und bei 37 ◦C auf dem Schüttler inkubiert. Hatten die Zellen die logarithmische Wachs-
tumsphase erreicht OD578 = 0.6–1), wurden die Bakterien für 20 min auf Eis inkubiert und
anschließend für 15 min bei 5000 rpm und 4 ◦C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen,
das Zellpellet in 250 ml eiskaltem H2O komplett suspendiert und für 15 min bei 5000 rpm und
4 ◦C zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt. Anschließend wurde das Pellet in 10 ml eis-
kaltem, sterilem 10%igem Gylcerol suspendiert und erneut für 15 min bei 5000 rpm und 4 ◦C
zentrifugiert. Das Pellet wurde in eiskaltem 750 µl 10%igem Glycerol suspendiert, auf Eis in
55 µl Aliqutos aufgeteilt und bei −80 ◦C gelagert.

3.1.11.2 Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Durch Anlegen eines elektrischen Stromstoßes werden Membranen elektrokompetenter E.coli
Bakterien durchlässig (Elektroporation). Dadurch kann DNA von diesen Zellen aufgenommen
werden (Transformation). Für die Transformation wurden 25 µl elektrokompetente E.coli auf
Eis aufgetaut und Küvetten auf Eis gekühlt. Nach Zugabe von 1 µl Ligationsansatz oder 1 µl
einer 1:100 000 Verdünnung eines vorhandenen Plasmids für eine Retransformation zu den
Bakterien wurde der gesamte Ansatz in eine vorgekühlte Küvette überführt. Nach Anlegen
eines elektrischen Pulses (1.8 kV) wurden die transformierten Zellen in 1 ml vorgewärmtem LB-
Medium ohne Antibiotikum aufgenommen und für 30–45 min bei 37◦C und 450 rpm inkubiert.
Es folgte die Pelletierung der Bakterien für 5 min bei 9000 rpm. 900 µl des Überstandes wurden
verworfen, die Zellen in 100 µl Restmedium resuspendiert und anschließend auf LB-Platten mit
entsprechendem Antibiotikum ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37 ◦C über Nacht im
Brutschrank oder für drei Tage bei RT.

3.2 Methoden der Zellkultur

Für diese Arbeit wurde ausschließlich die adhärent wachsende Lebertumorzelllinie HuH-7 ver-
wendet [160]. HuH-7-Zellen sind nicht mit HBV infizierbar. Nach Transfektion mit entspre-
chenden Expressionsplasmiden werden jedoch virale Proteine, subvirale Partikel und Virionen
gebildet, die zur weiteren Analyse verwendet werden können.

3.2.1 Kultivierung von Huh7-Zellen

Die Kultivierung von HuH-7-Zellen erfolgte in DMEM++++-Medium in 10 cm Schalen oder
T75-Flaschen bei 37 ◦C und 5 % CO2-Atmosphäre in einem humiden Brutschrank. Zur Passa-
gierung der Zellen bei einer Konfluenz von 80–100 % wurde das Medium entnommen und die
Zellen zwei Mal mit vorgewärmten PBS gewaschen. Zur Ablösung und Vereinzelung der Zellen
wurde das Proteasegemisch Trypsin hinzugegeben und die Zellen für 3–5 min bei 37 ◦C inku-
biert. Zur Inaktivierung des Trypsins erfolgte die Zugabe von frischem DMEM++++-Medium.
Anschließend wurden die Zellen im gewünschten Teilungsverhältnis auf neue Zellkulturflaschen
oder Schalen aufgeteilt.

3.2.2 Kryokonservierung und Rekultivierung von HuH-7-Zellen

Zur längeren Aufbewahrung von HuH-7-Zellen wurden diese in 10 cm Schalen kultiviert, bei
100%iger Konfluenz abtrypsiniert und in 900 µl vorgewärmtem FCS aufgenommen. Nach Über-
führung der Zellen in Kryoröhrchen wurde als Gefrierschutz 100 µl 10%iges DMSO tröpfchen-
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weise zu den Zellen gegeben. Die vorbereiteten Zellen wurden für ca. eine Woche bei −80 ◦C
gelagert und zur längeren Lagerung in flüssigem Stickstoff aufbewahrt. Gefrorene Zellen wurden
bei 37 ◦C im Wasserbad aufgetaut und anschließend in ein 15 ml Falcon-Röhrchen überführt.
10 ml vorgewärmtes DMEM++++-Medium wurde langsam zu den Zellen gegeben. Die gelösten
Zellen wurden für 5 min bei 1000 rpm zentrifugiert, in frischem DMEM++++-Medium resus-
pendiert und im gewünschten Teilungsverhältnis auf T75-Flaschen aufgeteilt. Vor der weiteren
Verwendung wurden die Zellen mindesten zwei Mal passagiert.

3.2.3 Transfektion von HuH-7-Zellen

Durch die Transfektion von eukaryotischen Zellen kann Plasmid-DNA in diese eingebracht und
z. B. eine Proteinexpression induziert werden. Für HuH-7-Zellen wurden die Transfektionsrea-
genzien Fugene HD von Promega bzw. X-treme-Gene von Roche verwendet. Am Vortag der
Transfektion wurden je nach Assay Zellen in 12-Well-Platten, 6-Well-Platten oder 10 cm Scha-
len ausgesät. Am Tag der Transfektion wurden 100 µl vorgewärmtes DMEM-Medium ohne Zu-
sätze in Eppendorfgefäße vorgelegt. Nach Zugabe von DNA und Fugene HD oder X-treme-Gene
wurde der Transfektionsansatz für 30–45 min bei RT inkubiert. Ein typischer Transfektionsan-
satz ist Tabelle 3.7 zu entnehmen. Während der Inkubationszeit wurden die zu transfizierenden

Tabelle 3.7: Beispielhafter Transfektionsansatz

Format

Komponente 12-Well 6-Well 10 cm Schale

Zellzahl 1, 5 × 105 3 × 105 3 × 106

DNA 0.5–1 µg 1–2 µg 2–5 µg
Fugene HD 1.5–3 µl 3–6 µl 6–15 µl
X-treme-Gene 0.5–1 µl 1–2 µl 2–5 µl
DMEM 100 µl 100 µl 100 µl

Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen und frisches DMEM-Medium ohne Zusätze hinzugegeben.
Anschließend wurde der Transfektionsansatz tröpfchenweise zu den Zellen pipettiert. Nach 6 h
Inkubationszeit bei 37 ◦C im Brutschrank wurden die Zellen zwei Mal mit PBS gewaschen und
frisches DMEM++++-Medium hinzugegeben.

3.2.4 Ernte von Zellkulturüberständen

Die zu analysierenden Zellkulturüberstände wurden in neue Eppendorfgefäße überführt und
für 10 min bei 13 000 rpm und 4 ◦C zentrifugiert, um abgelöste tote Zellen und Zellfragmente
zu entfernen. Der Überstand wurde in ein frisches Eppendorfgefäß überführt und bei −20 ◦C
gelagert oder direkt zur weiteren Analyse weiterverwendet.

3.2.5 Konzentrierung von HDV-Pseudopartikeln

Fünf Tage nach Transfektion von 10 cm Schalen wurde das Medium abgenommen und für 1 h
bei 4 ◦C und 4000 rpm zentrifugiert. Nach Überführung in ein neues Falcon-Gefäß wurde dem
Überstand PEG8000 zugegeben (Endkonzentration 10 % (w/v)) und für 1 h und 4◦C auf dem
Schüttler inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt für 1h bei 4 ◦C und 4000 rpm. Das
Pellet wurde in 1/100 Volumen TAN-Puffer resuspendiert, in SlideALyzer-Säulchen überführt
und über Nacht bei 4 ◦C gegen PBS dialysiert. Die gereinigten HDV-Partikel wurden entweder
bei −20 ◦C gelagert oder direkt für eine Westernblot-(WB)-Analyse weiterverwendet.
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3.3 Proteinbiochemische und immunologische Methoden

3.3.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Zur Vorbereitung von Proteinextrakten für die WB-Analyse wurden transfizierte Zellen zwei
Mal mit PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe von 500 µl (6-Well) bzw. 1000 µl (10 cm Schale)
Lysepuffer pro Well/Schale und die Inkubation der Zellen für 15 min auf Eis. Das Gesamt-
lysat wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt und für 10 min bei 13 000 rpm und 4 ◦C
zentrifugiert, um die unlöslichen Zellbestandteile zu entfernen. Der klare Überstand wurde in
ein neues Eppendorfgefäß überführt und bei −20 ◦C gelagert oder direkt für eine WB-Analyse
weiterverwendet.

3.3.2 Herstellung von HDV-Proteinextrakten

Das kleine und große HDV-DAg lokalisieren in Zellen zum größten Teil im Zellkern. Zur Ex-
traktion dieser Proteine aus transfizierten Zellen wurden diese zwei Mal mit PBS gewaschen. Es
folgte die Zugabe von 500 µl (6-Well) oder 1000 µl PNL-Puffer (10 cm Schale) und die Inkubati-
on der Zellen für 5–10 min bei RT. Anschließend wurde das Lysat in ein frisches Eppendorfgefäß
überführt, drei Mal für 30 s sonifiziert und das Gesamtzelllysat für 10 min bei 13 000 rpm und
4 ◦C zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 5 ml (6-Well) bzw. 10 ml (10 cm Schale) Methanol
gemischt und über Nacht bei −20 ◦C inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt für 25 min
bei 3500 rpm und 4 ◦C wurde der Überstand verworfen, das Pellet kurz getrocknet und an-
schließend in 100 µl (6 Well) bzw. 500 µl (10 cm Schale) TNE-Puffer resuspendiert. Das Lysat
wurde bei −20 ◦C gelagert oder direkt für eine WB-Analyse weiterverwendet.

3.3.3 Zellfraktionierung mit Triton-X114

Bei dieser Zellfraktionierung wurde das nichtionische Detergenz Triton-X114 verwendet.
Triton-X114-Lösungen trennen sich bei Temperaturen über 20 ◦C in eine wässrige und eine
Detergenzphase. Hydrophile Proteine lösen sich dabei ausschließlich in der wässrigen Pha-
se, amphiphile Transmembranproteine sammeln sich hingegen in der Detergenzphase. Trans-
membranproteine können somit z. B. von hydrophilen Proteinen in Gesamtzelllysaten getrennt
werden. Um den Einfluss verschiedener Mutationen im S-Protein hinsichtlich der Membran-
verankerung zu analysieren, wurde Triton X-114 eingesetzt. Hierfür wurden im 6-Well-Format
transfizierte Zellen zwei Mal mit kaltem PBS gewaschen und mit 400 µl Triton X-114-Lysepuffer
für 45 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt für 5 min bei 1000 g und 4 ◦C.
20 µl des Überstandes wurden entnommen und für eine WB-Analyse vorbereitet (Gesamt-
lysat). Der restliche Überstand wurde für 10 min bei 12 000 g und 4 ◦C zentrifugiert. 350 µl
Saccharosepuffer wurden in einem neuen Eppendorfgefäß mit 350 µl Überstand aus der voran-
gegangenen Zentrifugation überschichtet und für 5 min bei 30 ◦C inkubiert. Die Probe sollte
anschließend eine milchig-weiße Trübung aufweisen. Nach einer Zentrifugation für 3 min bei
12 000 g bei RT wurden 20 µl der wässrigen Phase für eine WB-Analyse vorbereitet (wässrige
Fraktion). Der restliche Überstand wurde komplett entnommen und verworfen. Die gesamte
Detergenzphase (Membranfraktion) wurde mit 25 µl 5× SDS-Ladepuffer versetzt und für eine
WB-Analyse vorbereitet.

3.3.4 Zellfraktionierung mit Triton-X100 und NP40

Um Zellen in eine nukleäre und zytosolische Fraktion aufzutrennen, wurden HuH-7-Zellen drei
Tage nach Transfektion abtrypsiniert, in frischem DMEM++++-Medium aufgenommen und
einmal mit PBS gewaschen (Zentrifugation für 5 min bei 4 ◦C und 3000 rpm). Der Überstand
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wurde verworfen, die Zellen in 1 ml Puffer 1 suspendiert, mit Hilfe eines Vortexers kräftig
gemischt und anschließend für 5–10 min auf Eis inkubiert. Das Zelllysat wurde anschließend
durch Zentrifugation für 3 min bei 13000 rpm und 4◦C in eine zytosolische Fraktion (Über-
stand) und eine nukleäre Fraktion getrennt (Pellet). Die zytosolische Fraktion wurde mit 5 ml
Methanol versetzt und bei −20 ◦C über Nacht inkubiert, um die Proteine zu präzipitieren. Es
folgte ein Zentrifugationsschritt bei 4 ◦C für 25 min bei 3500 rpm. Der Überstand wurde ver-
worfen, das Pellet für ca. 10 min bei RT getrocknet und anschließend in 50–100 µl TNE-Puffer
resuspendiert.

Die nukleäre Fraktion wurde mit Puffer 1 gewaschen (Zentrifugation bei 4 ◦C für 3 min und
13 000 rpm). Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 100 µl Puffer 2 suspendiert. Um
die Zellkerne aufzuschließen, wurde die nukleäre Fraktion sonifizert (900 Hz, 5 min, 20 s Puls,
20 s Pause).

Beide Fraktionen wurden entweder bei −20 ◦C gelagert oder für eine WB-Analyse weiter-
verwendet.

3.3.5 Crosslinking

Der membrangängige Crosslinker Disuccinimidylsuberate (DSS) reagiert bei räumlicher Nähe
zweier Proteine oder Peptide mit deren primären Aminogruppen (z. B. in Lysin oder Arginin)
und führt unter Abspaltung von N-hydroxysuccinimid-Gruppen zur Bildung von Peptidbin-
dungen. Interagieren zwei Proteine miteinander, kann diese Interaktion durch DSS dauerhaft
stabilisiert und durch eine WB-Analyse nachgewiesen werden.

Zum Nachweis von Oligomeren wurde zunächst eine 50 mM DSS-Lösung in DMSO herge-
stellt. Im 6-Well-Format transfizierte HuH-7-Zellen wurde drei Tage nach Transfektion zwei
Mal mit PBS gewaschen, in 1 ml PBS suspendiert und anschließend für 5 min bei 4 ◦C und
1000 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 100 µl PBS suspendiert und in 32 µl Aliquots aufge-
teilt. Nun wurden die Zellen für 30 min mit und ohne DSS bei RT behandelt. Durch Zugabe von
2 µl 1 M Glycin (Endkonzentration 25 mM) wurde die Reaktion für 15 min bei RT abgestoppt.
Das Reaktionsschema ist Tabelle 3.8 zu entnehmen.

Tabelle 3.8: Crosslinking-Reaktionseinsschema

Zellen 50 mM DSS [Endkonz.] DMSO 1 M Glycin [Endkonz.]

Mock [32 µl] - [0 mM] 8 µl 2 µl [25 mM]
Mock [32 µl] 0.8 µl [1 mM] 7.2 µl 2 µl [25 mM]
Transfiziert [32 µl] - [0 mM] 8 µl 2 µl [25 mM]
Transfiziert [32 µl] 0.8 µl [1 mM] 7.2 µl 2 µl [25 mM]

Die behandelten und unbehandelten Zellen wurden für 5 min bei 4◦C und 1000 g zentrifu-
giert, das Pellet in 30 µl Lysepuffer suspendiert und für 10 min bei 4 ◦C auf Eis inkubiert. Das
Lysat wurde für 10 min bei 4 ◦C und 13 000 rpm zentrifugiert, der Überstand verworfen, das
Pellet in 20 µl 5× SDS-Ladepuffer suspendiert und für eine WB-Analyse vorbereitet.

3.3.6 SDS-PAGE und Westernblot

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auftrennung von Proteinen
nach ihrem Molekulargewicht. Dabei werden durch die Zugabe von SDS alle Proteine negativ
geladen, was eine Auftrennung in einem elektrischen Feld möglich macht. Alle Proben wurden
mit 5× SDS-Ladepuffer versetzt (Endkonzentration 1× SDS-Ladepuffer), für 10 min bei 95 ◦C
aufgekocht und anschließend für 1 min bei 13 000 rpm bei 4 ◦C zentrifugiert. Die Proben wurden
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bei −20 ◦C gelagert oder direkt auf ein SDS-Gel aufgetragen. Das vorbereitete Gel wurde mit
4–20 µl Probe pro Tasche beladen. 4 µl des PageRuler Plus Prestained Markers von Thermo
Scientific diente als Molekulargewichtsstandard. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei
150–180 V für 2–3 h. Die Zusammensetzung der SDS-Gele ist Tabelle 3.9 zu entnehmen.

Tabelle 3.9: SDS-Gel Zusammensetzung

12 % Trenngel 3,9 % Sammelgel

Komponenten Mengea Komponenten Mengea

H2O 4950 µl H2O 3400 µl
30 % Bis-Acrylamid 6000 µl 30 % Bis-Acrylamid 850 µl
1.5 M Tris (pH 8,8) 3750 µl 1 M Tris (pH 6,8) 650 µl
10 % SDS 150 µl 10 % SDS 50 µl
10 % APS 150 µl 10 % APS 50 µl
TEMED 6 µl TEMED 5 µl

a Angegebene Menge für ein Gel.

Der WB dient der dauerhaften Übertragung von Proteinen aus einem SDS-Polyacrylamid-
gel auf eine Trägermembran. Anschließend ist eine Detektion von Proteinen mit spezifischen
Antikörpern möglich. Zur Vorbereitung wurden zwei Whatmanpapiere und eine Nitrocellulose-
membran pro Gel in Gelgröße zugeschnitten und zusammen mit dem SDS-Gel in Blottingpuffer
eingelegt. In einer Blotkassette wurden nun ein Schwamm, ein Whatmanpapier, das Gel, die
Membran und erneut ein Whatmanpapier und ein Schwamm übereinandergelegt und in die
Nassblotkammer von BIO RAD eingebaut. Die Übertragung der Proteine auf die Membran
erfolgte bei 100 V für 70 min. Nach dem Transfer wurde die Membran kurz in 0.1 % PBS-T
gewaschen und für mindestens 30 min in Blockingmilch bei RT inkubiert, um alle Protein-
Bindestellen der Membran zu besetzen. Die Membran wurde anschließend mit einem Erstanti-
körper, der in Blockingmilch verdünnt wurde, bei 4 ◦C über Nacht inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit 0.1 % PBS-T wurde der Meerrettichperoxidase-(Horseradish-Peroxidase, HRP)-
gekoppelte Zweitantikörper in Blockingmilch verdünnt und zusammen mit der Membran für
1–2 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 0.1 % PBS-T wurde die Membran
gleichmäßig mit der Detektionslösung benetzt und entweder mit einem Röntgenfilm am Curix
60 Developer (Agfa) oder digital am Fusion FX mit der Fusion-Capt-Software entwickelt.

3.3.7 Immunfärbung und Fluoreszenzmikroskopie

Die Immunfärbung (IF) dient der Sichtbarmachung zellulärer oder viraler Proteine mit Hilfe
von Antikörpern mittels Fluoreszenzmikroskopie. Dazu wurden auf Deckgläschen gewachsene
und transfizierte Zellen im 12-Well-Format ein bis zwei Tage nach Transfektion zwei Mal
mit PBS gewaschen und anschließend für 15 min mit 4 % PFA in PBS bei RT fixiert. Die
Zellen wurden drei Mal für 5 min mit PBS gewaschen und für mindestens 1 h in Blockingpuffer
bei RT inkubiert. Die Inkubation mit dem Erstantikörper erfolgte bei 4 ◦C über Nacht in
einer Feuchtkammer. Nach dreimaligem Waschen mit PBS für 5 min wurden die Zellen für ca.
1 h mit einem fluorochromkonjugierten Zweitantikörper bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS für 5 min wurden die Zellen mit MOWIOL auf Objektträger
fixiert und bis zur Verwendung bei 4 ◦C im Dunkeln gelagert. Die Auswertung der Proben
erfolgte an einem Nikon Ti Eclipse Spinning-Disc-Fluoreszenzmikroskop (ausgestattet mit
dem Perkin Elmer UltraViewVox System (Yokogawa CSU-X1)).
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3.3.8 FACS-FRET

Mit Hilfe des von Theodor Förster 1946 entdeckten physikalischen Prinzips, dem Förster-
Resonanz-Energie-Transfer (FRET), ist es möglich, Protein-Protein-Interaktionen zu detektie-
ren. Dabei wird die Energie eines durch Einstrahlung mit einer Anregungswellenlänge λ1 an-
geregten Donor-Moleküls über Dipol-Dipol-Wechselwirkungen auf ein Akzeptor-Molekül über-
tragen, das dann im Anschluss die Energie mit einer längeren Wellenlänge λ2 wieder abgibt.
Grundvoraussetzungen für die Energieübertragung sind die Überlappung des Emissionsspek-
trums des Donors mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors sowie die räumliche Nähe der
beiden Moleküle (bis zu 10 nm). In dieser Arbeit wurde als Donor-Molekül das blau fluores-
zierende Protein (Blue-Fluorescent-Protein, BFP) und als Akzeptor-Molekül das gelb fluores-
zierende Protein (Yellow-Fluorescent-Protein, YFP) verwendet (Spektren von BFP und YFP,
siehe Abbildung 3.1). Alle analysierten S-Mutanten wurden N-terminal jeweils mit einem BFP-
oder YFP-Tag versehen.

Abbildung 3.1: YFP/BFP-Absorptions-(Abs)- und Emissionsspektren (Em). BFP wird im
FACS mit einem Laser der Wellenlänge λ1 = 405 nm angeregt und emittiert höherwelliges Licht
(BFPEm, roter Bereich). Da sich das BFPEm-Spektrum und das YFPAbs-Spektrum überlappen, wird
YFP bei räumlicher Nähe dadurch angeregt und emittiert höherwelliges Licht λ2 (=̂ YFPAbs) (Ab-
bildung erstellt mit https://www.chroma.com/spectra-viewer)

Bei der FACS-FRET-Analyse nach Banning et al. [163] wird FRET mit der Durchflusszy-
tometrie (Fluorescence-Activated-Cell-Sorting, FACS) kombiniert. Der Vorteil dieser Methode
gegenüber der FRET-Messung mittels Fluoreszenzmikroskopie ist die Möglichkeit, FRET-Sig-
nale einer großen Anzahl lebender Zellen schnell und reproduzierbar zu messen. Vorausset-
zung für die Detektion eines spezifischen FRET-Signals mittels FACS ist die richtige Gating-
Strategie sowie die Verwendung der richtigen Kontrollen (siehe Abbildung 3.2). Dazu wur-
den HuH-7-Zellen zum einem jeweils mit Plasmiden, die nur für BFP oder YFP kodieren
transfiziert sowie mit beiden Plasmiden kotransfiziert (Negativkontrollen). Des Weiteren wur-
den Zellen mit einem Plasmid transfiziert, das für ein BFP-YFP-Fusionsprotein kodiert (Po-
sitivkontrolle). Durch die Analyse Mock-transfizierter Zellen wurden anhand des Vorwärts-
(Forward-Scatter, FSC) und des Seitwärtsstreulichts (Side-Scatter, SSC) als Parameter für das
Volumen und die Granularität der Zellen zunächst lebende Zellen für die weitere Untersu-
chung ausgewählt (gegatet). Mit Hilfe der oben genannten Kontrollen wurden die Spannung
am Photoelektronen-Vervielfacher (Photomµltipliertube, PMT) und die Kompensation an die
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YFP- bzw. BFP-Signalstärke angepasst, sodass doppelt-positive Zellen hinsichtlich des FRET-
Signals analysiert werden konnten (siehe Abbildung 3.2, 1. Reihe). YFP wird nicht ausschließ-
lich durch den 488 nm Laser, sondern zu einem geringen Teil auch durch den 405 nm Laser
angeregt (siehe Abbildung 3.1). Um die Detektion eines falsch-positiven FRET-Signals aus-
zuschließen, wurde das YFP- gegen das FRET-Signal aufgetragen und falsch-positive Zellen
durch ein zweites Gate von der Messung ausgeschlossen (siehe Abbildung 3.2, 2. Reihe YFP
only). In einem dritten Gatingschritt wurde das BFP-Signal gegen das FRET-Signal aufgetra-
gen. BFP und YFP kotransfizierte Zellen (Negativkontrolle) wurden durch das dritte Gate von
der Messung ausgeschlossen, da das gemessene FRET-Signal durch zufällige räumliche Nähe
zustande kommt und somit ebenfalls ein falsch-positives Signal liefern würde (siehe Abbildung
3.2, 3. Reihe BFP and YFP). In einem letzten Schritt konnte nun die Prozentzahl der FRET-
positiven Zellen der Positivkontrolle (siehe Abbildung 3.2, 3. Reihe BFP fused YFP) oder der
untersuchten Mutanten ausgelesen werden.

Abbildung 3.2: FACS-FRET Gatingstrategie. HuH-7-Zellen wurden mit den Kontrollen BFP,
YFP, BFP und YFP sowie YFP-BFP (ko)-transfiziert und am FACS analysiert. YFP- und BFP-
doppelt-positive Zellen wurden für die weitere Messung gegatet (1. Reihe). In einem zweiten Schritt
wurden falsch positive Zellen durch die Anregung von YFP mit dem 405 nm Laser ausgeschlos-
sen (2.Reihe, YFP). In einem dritten Schritt wurden mit Hilfe der YFP und BFP kotransfizierten
Negativkontrolle falsch positive Zellen von der Messung ausgeschlossen (3.Reihe, YFP und BFP)
(verändert nach [163]).

Nach Kotransfektion der S-Mutanten in HuH-7-Zellen wurden diese einen Tag nach Trans-
fektion zwei Mal mit PBS gewaschen, mit 100 µl Trypsin vereinzelt und in 800 µl FACS-Puffer
aufgenommen. Die Zellen wurden in FACS-Röhrchen überführt und für 5 min bei 1300 rpm
und 4 ◦C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, die Zellen in 200 µl FACS-Puffer sus-
pendiert und der FACS-FRET-Analyse unterzogen.

3.4 Statistik

Der Mann-Whitney-Test wurde verwendet, um signifikante Unterschiede zwischen verschiede-
nen Mutanten bei der FACS-FRET-Analyse zu berechnen. Für die Korrelationsanalyse wurde

vall von 95 % verwendet. Diese statistischen Auswertungen wurden mit der Software GrapPad
Prism® berechnet. Der Pearson’s Korrelations Koeffizient wurde für die Kolokalisationsexpe-
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der Spearman-Rank-Test verwendet. Für alle statistischen Analysen wurde ein Konfidenzinter-
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rimente verwendet und wurde mit der Software Volocity® berrechnet.
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4.1 Herstellung von doppelt-fluoreszenzmarkierten HDV-Partikeln

Ziel dieses Versuchsteils war es, GFP- und YFP-markierte DAg-Fusionsproteine zu generieren
und zusammen mit dem bereits im Labor vorhandenen mCherry-S-Fusionsprotein [161] deren
Funktionalität zu überprüfen. Insbesondere wurde dabei untersucht, ob mCherry-S zusam-
men mit GFP/YFP-LDAg in der Lage ist, doppelt-fluoreszenzmarkierte HDV-Pseudopartikel
(Virus-like-Particles, VLP) zu bilden, die für weitere Studien zur HDV/HBV-Morphogenese
und Infektion verwendet werden können.

4.1.1 DAg-Konstrukte

Shih & Lo [170] konnten bereits zeigen, dass ein GFP-markiertes LDAg stabil exprimiert und
effizient in HDV-VLP eingebaut wurde. Um doppelt-fluoreszenzmarkierte HDV-VLP herzustel-
len, wurden zunächst GFP bzw. YFP N-terminal markierte DAg-Konstrukte generiert. Auf-
grund fehlender kommerzieller Antikörper gegen das DAg wurden als Kontrolle Hämagglutinin-
(HA)-markierte DAg-Konstrukte hergestellt. Abbildung 4.1 zeigt eine Übersicht über die ge-
nerierten Fusionskonstrukte.

Abbildung 4.1: DAg-Konstrukte. SDAg und LDAg wurden sowohl mit einem HA-Tag als auch mit
den Fluoreszenzproteinen GFP und YFP am N-Terminus fusioniert. FP: fluoreszierendes Protein.

4.1.2 Funktionelle Charakterisierung der DAg-Fusionsproteine

4.1.2.1 Expression und Lokalisation

Nach Klonierung der DAg-Konstrukte wurde deren Expression in HuH-7-Zellen untersucht.
Wie in Abbildung 4.2 zu sehen ist, konnten sowohl die HA- (SDAg: 24 kDa, LDAg: 27 kDa)
als auch die GFP/YFP-Fusionsproteine (SDAg: ~50 kDa, LDAg: ~52 kDa) drei Tage nach
Transfektion im Zelllysat durch WB-Analyse detektiert werden. Die Banden auf Höhe von ca.
35 kDa in Abbildung 4.2 B stellen vermutlich proteolytische Abbauprodukte der GFP/YFP-
DAg-Fusionsproteine dar.

Alle LDAg-Fusionsproteine wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer zellulären Lokalisation ge-
testet. HA-LDAg lokalisiert in Abwesenheit des HBV-S Proteins ausschließlich im Nukleus
[33, 171], was durch IF-Versuche bestätigt werden konnte. Repräsentative Aufnahmen aus
diesen Versuchen sind in Abbildung 4.3 dargestellt. Allerdings konnte in Zellen, die mit den
GFP/YFP-Konstrukten transfiziert wurden, ebenfalls ein zytoplasmatisches Signal detektiert
werden. Dieses Signal korreliert vermutlich mit den 35 kDa Banden der WB-Analyse (siehe
dazu Abbildung 4.2 B) und stellt wahrscheinlich proteolytische Abbauprodukte dar, denen
das Kernlokalisationssignal zwischen AS 66–75 des LDAg-Anteils fehlte [172].
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Abbildung 4.2: WB-Analyse zur Kontrolle der Proteinexpression der HA-DAg- (A) und
der GFP/YFP-DAg-Konstrukte (B). Transfizierte HuH-7-Zellen wurden drei Tage nach Trans-
fektion lysiert und durch WB analysiert. SDAg und LDAg wurden mit einem HA-Antikörper (A)
oder einem GFP-Antikörper (B) detektiert. Als zelluläre Ladekontrolle wurde ein Antikörper gegen
das zelluläre Protein Tubulin eingesetzt.

Das von Patra [161] generierte mCherry-S-Fusionsprotein ist in der Lage, HBV-SVP zu
bilden und wird auch in HBV-Virionen eingebaut. Deshalb wurde in den folgenden Versuchen
die Funktion von mCherry-S im Hinblick auf die Interaktion mit dem LDAg und die Fähigkeit,
das LDAg zu umhüllen, untersucht.

Mittels Immunfluoreszenz wurde die zelluläre Verteilung der LDAg-Konstrukte nach
Kotransfektion mit WT-S oder mCherry-S untersucht. Dazu wurden HuH-7-Zellen (ko)-
transfiziert, einen, zwei oder drei Tage nach Transfektion fixiert und mindestens 100 doppelt-
transfizierte Zellen mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops analysiert. Abbildung 4.4 zeigt die
Auswertung dieser Untersuchung. Wie erwartet, konnte HA-LDAg in Abwesenheit von S einen,
zwei oder drei Tage nach Transfektion fast ausschließlich im Nukleus detektiert werden. Nach
Kotransfektion mit WT-S zeigte sich nach drei Tagen in ca. 30 % der Zellen eine zytoplasma-
tische Verteilung des HA-LDAg. Im Gegensatz dazu zeigten nur ca. 10 % der Zellen, die mit
mCherry-S kotransfiziert wurden, eine zytoplasmatische Verteilung des HA-LDAg (siehe Ab-
bildung 4.4 C). Eine eindeutige Untersuchung der Verteilung des GFP-LDAg-Fusionsproteins
war nicht möglich, da zwischen GFP-LDAg und dessen proteolytischen Abbauprodukts in
IF-Versuchen nicht unterschieden werden konnte (siehe dazu auch Abbildung 4.3 und 4.5).
Repräsentative Aufnahmen aus diesem Versuch sind in Abbildung 4.5 dargestellt.

Als biochemische Bestätigung der IF-Untersuchungen wurden (ko)-transfizierte HuH-7-
Zellen drei Tage nach Transfektion mit Triton-X100 und NP40 lysiert, in eine nukleäre und
zytoplasmatische Fraktion fraktioniert und anschließend durch WB analysiert. Wie in Abbil-
dung 4.6 A zu sehen ist, konnte HA-LDAg ohne S deutlich in der nukleären Fraktion auf
Höhe der ~25 kDa Markerbande detektiert werden. Es wurden ebenso, unabhängig von der
Anwesenheit von WT-S oder mCherry-S, schwache Signale in der zytoplasmatischen Fraktion
detektiert. Dies lag vermutlich an der unvollständigen Trennung der zytoplasmatischen und
nukleären Fraktion. Schwache Banden des nukleären Proteins Histon 4 waren ebenfalls in der
zytoplasmatischen Fraktion detektierbar. GFP-LDAg war in der nukleären Fraktion und nach
Kotransfektion mit WT-S auch in der zytoplasmatischen Fraktion detektierbar. Nach Kotrans-
fektion mit mCherry-S konnte hingegen kein GFP-LDAg in der zytoplasmatischen Fraktion
detektiert werden. Diese Daten decken sich mit den vorausgegangen IF-Versuchen.

4.1.2.2 HDV-Partikelbildung

Um die Fähigkeit von mCherry-S zu testen, mit dem LDAg VLP zu bilden, wurde das Zell-
kulturmedium (ko)-transfizierter HuH-7-Zellen sechs Tage nach Transfektion konzentriert und
durch WB analysiert. Wie in Abbildung 4.7 A zu erkennen ist, konnte nach Kotransfektion mit
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Abbildung 4.3: Lokalisation von HA-LDAg, GFP-LDAg und YFP-LDAg. Transfizierte HuH-
7-Zellen wurden einen Tag nach Transfektion fixiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.
HA-LDAg wurde mit einem monoklonalen anti-HA-Antikörper und einem fluorochromgekoppeltem
Sekundärantikörper detektiert (Alexa 488, grün). Die DNA des Zellkerns wurde mit DAPI gefärbt
(blau).

mCherry-S kein HA-LDAg im Überstand detektiert werden. Eine Kotransfektion mit WT-S
führte hingegen zur effizienten Sekretion von HA-LDAg. Die Kotransfektion von WT-S mit
GFP/YFP-LDAg führte ebenfalls zur Sekretion von GFP/YFP-LDAg. MCherry-S war hinge-
gen nicht in der Lage, VLP mit dem LDAg zu bilden.

Abbildung 4.4 (nächste Seite): Zelluläre Verteilung von HA-LDAg und GFP-LDAg in An-
und Abwesenheit von WT-S und mCherry-S. Transfizierte HuH-7-Zellen wurden einen, zwei
oder drei Tage nach Transfektion fixiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Untersucht
wurde die zelluläre Lokalisation von LDAg in An- bzw. Abwesenheit von WT-S/mCherry-S. Für die
Auswertung wurden pro Ansatz mindestens 100 transfizierte Zellen untersucht (n ≥ 100).
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Abbildung 4.5: Lokalisation von LDAg nach Kotransfektion mit WT-S oder mCherry-
S. Transfizierte HuH-7-Zellen wurden drei Tage nach Transfektion fixiert und mittels Fluoreszenz-
mikroskopie analysiert. HA-LDAg wurde mit einem monoklonalen anti-HA-Antikörper und einem
fluorochromgekoppeltem Sekundärantikörper (Alexa 488, grün), WT-S mit einem polyklonalen anti-
S-Antikörper und einem fluorochromgekoppeltem Sekundärantikörper detektiert (Alexa 555, rot).
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Abbildung 4.6: Fraktionierung von HuH-7-Zellen zur Untersuchung der Lokalisation von
HA-LDAg (A) und GFP-LDAg (B) nach Kotransfektion mit WT-S oder mCherry-S.
HuH-7-Zellen wurden drei Tage nach Transfektion lysiert, die nukleäre und zytoplasmatische Fraktion
mit Triton-X100 und NP40 getrennt und durch WB analysiert. HA-LDAg wurde mit einem mono-
klonalen anti-HA-Antikörper, GFP-LDAg mit einem monoklonalen anti-GFP-Antikörper, WT-S und
mCherry-S mit einem monoklonalen anti-S-Antikörper detektiert. Als zytoplasmatische Ladekontrol-
le wurde ein Antikörper gegen das zelluläre Protein Tubulin eingesetzt. Als nukleäre Ladekontrolle
wurde ein Antikörper gegen das zelluläre Protein Histon 4 eingesetzt. NF: nukleäre Fraktion, ZF:
zytoplasmatische Fraktion.

Abbildung 4.7: Sekretion von HA-LDAg (A), GFP-LDAg (B) und YFP-LDAg (C) nach
Kotransfektion mit WT-S oder mCherry-S. Der Überstand transfizierter HuH-7-Zellen wurde
sechs Tage nach Transfektion abgenommen, mit PEG8000 konzentriert, anschließend dialysiert und
durch WB analysiert. HA-LDAg wurde mit einem monoklonalen anti-HA-Antikörper, GFP-LDAg
mit einem monoklonalen anti-GFP-Antikörper, WT-S und mCherry-S mit einem monoklonalen anti-
S-Antikörper detektiert.
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4.2 Untersuchung der Oligomerisierung des kleinen HBV-Hüllproteins S

Ziel dieses Versuchsteils war, die Oligomerisierung des HBV-S-Proteins genauer zu untersu-
chen. S als integrales Membranprotein wird am ER synthetisiert, assembliert sehr effizient
zu SVP und wird in die Hülle von HBV- und HDV-Virionen eingebaut. Welche Rolle dabei
die Oligomerisierung spielt und welche Bereiche von S daran beteiligt sind, ist bislang nicht
genau geklärt. Siegler & Bruss [155] konnten zeigen, dass die TM2 von S eine wichtige Rolle
im Prozess der Assemblierung von SVP und vermutlich auch bei der Oligomerisierung spielt.
Deshalb konzentrierte sich die Arbeit zunächst auf die TM2 und die phänotypische Charakte-
risierung verschiedener TM2-Mutanten. Insbesondere wurde dabei die Stabilität, die zelluläre
Lokalisation sowie die Oligomerisierungsfähigkeit der TM2-Fusionsproteine untersucht.

Im zweiten Teil wurde weitere transmembrane, luminale und zytoplasmatische Bereiche von
S mit Hilfe einer Mutationsanalyse identifiziert, die am Prozess der Oligomerisierung beteiligt
sind. Alle Mutanten wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer Stabilität, der zellulären Lokalisation
und der Oligomerisierungsfähigkeit werden.

Im letzten Teil wurden ausgewählte S-Mutanten hinsichtlich ihrer Fähigkeit untersucht,
weiterhin SVP, HBV-Virionen und HDV-VLP zu bilden.

4.2.1 Die Rolle der Transmembrandomäne 2 im Prozess der Oligomerisierung

4.2.1.1 TM2-Konstrukte

Um zu untersuchen, ob die Sequenz der 22 AS langen TM2 des S-Proteins (AS-Sequenz: RR-
FIIFLFILLLCLIFLLVLLD, AS 78–99 von S [155]) allein in der Lage ist, Dimere/Oligomere
zu bilden, wurden zunächst Fusionsproteine der TM2 mit YFP bzw. BFP für eine FRET-
Analyse hergestellt. Die fluoreszierenden Proteindomänen waren hierbei N-terminal lokalisiert.
Zur Detektion der TM2-Konstrukte durch eine WB-Analyse wurde zusätzlich ein HA-Tag
am C-Terminus kloniert. Da Leuzine in TM-Domänen Oligomerisierung herbeiführen können
[173], wurden drei Leuzine an Position 84, 91 und 98 (relativ zur AS-Sequenz des S-Proteins)
innerhalb der TM2 zu Alaninen mutiert. Des Weiteren wurden die 13 zentralen AS der TM2
durch eine Polyalanin-Sequenz ersetzt. Als Kontrolle wurde das 27 AS lange Typ-II-Signal
des humanen Transferrinrezeptors I (HTR) (AS-Sequenz: CSGSICYGTIAVIVFFLIGFMIG-
YLGY, AS 62–88 des HTR [165]) ebenfalls N-terminal mit einem YFP/BFP sowie C-terminal
mit einem HA-Tag fusioniert. Alle generierten TM2/HTR-Fusionsproteine und Mutanten sind
in Abbildung 4.8 dargestellt.

Abbildung 4.8: Darstellung der generierten YFP/BFP-TM2 und YFP/BFP-HTR-
Fusionsproteine. Die TM2/HTR-Sequenz wurde C-terminal an YFP/BFP fusioniert. Der C-
terminale HA-Tag diente zur Detektion der Konstrukte bei einer WB-Analyse.
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4.2.1.2 Funktionelle Charakterisierung der TM2-Konstrukte

Nach Herstellung der TM2/HTR-Fusionskonstrukte (siehe Abbildung 4.8) wurde deren Ex-
pression in HuH-7-Zellen durch eine WB-Analyse untersucht.

Wie in Abbildung 4.9 zu erkennen ist, waren alle generierten Fusionsproteine drei Tage
nach Transfektion im Zelllysat detektierbar (Banden bei ~25 kDa). Für die TM2polyA- und
HTR-Konstrukte konnte ein etwas stärkeres Signal detektiert werden als für die TM2 und
TM2-L84–98A-Konstrukte. Als zelluläre Ladekontrolle wurde Tubulin durch ein gegen Tubulin
gerichteten Antikörper detektiert. Alle Spuren zeigten die gleiche Signalstärke.

Abbildung 4.9: WB-Analyse zur Kontrolle der Proteinexpression der YFP/BFP-
TM2/HTR-Fusionsproteine. Transfizierte HuH-7-Zellen wurden drei Tage nach Transfektion ly-
siert und durch WB analysiert. Alle Fusionsproteine wurden mit einem monoklonalen HA-Antikörper
detektiert. Als zelluläre Ladekontrolle wurde ein Antikörper gegen das zelluläre Protein Tubulin
eingesetzt.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde untersucht, wo die hergestellten Konstrukte innerhalb
der Zelle lokalisieren. Für diesen Versuch wurden ausschließlich die YFP-markierten Konstruk-
te eingesetzt. Als Marker des Golgi-Apparats wurde ein GalT-CFP-Fusionsprotein verwendet
[164]. Zur Markierung des ER wurde ein Antikörper gegen das zelluläre ER-Enzym PDI ver-
wendet. Repräsentative Aufnahmen der Lokalisationsstudie sind in Abbildung 4.10 dargestellt.

Wie in Abbildung 4.10 zu erkennen ist, lokalisierten alle TM2-Fusionsproteine am Golgi und
nicht wie das WT-S am ER ([96]; vgl. auch Abbildung 4.19, oben). Eine Ursache hierfür könnte
das Fehlen des Typ-I-Signals des WT-S sein. Das HTR-Fusionsprotein zeigte ebenfalls eine
Lokalisation am Golgi. Somit konnte das HTR-Konstrukt als Kontrolle für weitere Versuche
verwendet werden.

Um biochemisch nachzuweisen, dass alle Fusionsproteine membrangebunden in der Zelle
vorliegen, wurden Zelllysate mit Hilfe des Detergenz Triton-X114 in eine lösliche Fraktion und
eine Membranfraktion getrennt. Für diesen Versuch wurden ausschließlich die YFP-markierten
Konstrukte verwendet.

Wie in Abbildung 4.11 (oben) zu erkennen ist, konnten alle Fusionsproteine hauptsächlich
im Gesamtzelllysat und der Membranfraktion detektiert werden. Das zelluläre ER-Membran-
Protein Calnexin konnte ebenfalls hauptsächlich in der Membranfraktion detektiert werden.
Das zytoplasmatische Protein Tubulin hingegen konnte ebenso wie das luminale ER-Enzym
PDI hauptsächlich im Gesamtzelllysat und der löslichen Fraktion detektiert werden. Die etwas
schwächeren Banden in der Membranfraktion deuten jedoch auf eine unvollständige Trennung
des Lysats hin. Insgesamt lässt dieses Ergebnis aber den Schluss zu, dass alle verwendeten
Fusionsproteine membrangebunden vorliegen.

47



4 Ergebnisse

Abbildung 4.10: Lokalisation der YFP/BFP-TM2/HTR-Fusionsproteine. Transfizierte
HuH-7-Zellen wurden einen Tag nach Transfektion fixiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Die YFP/BFP-TM2/HTR-Fusionsproteine wurden mit einem monoklonalen anti-HA-
Antikörper und einem fluorochromgekoppeltem Sekundärantikörper (Alexa 488, grün), das ER mit
einem monoklonalen PDI-Antikörper und einem fluorochromgekoppeltem Sekundärantikörper detek-
tiert (Alexa 555, rot). Als Golgi-Marker diente das GalT-CFP-Fusionsprotein (blau).
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass alle generierten Fusionsproteine expri-
miert werden, am Golgi lokalisieren und dort vermutlich membrangebunden vorliegen.

Abbildung 4.11: Membranstatus der YFP-TM2/HTR-Fusionsproteine. Transfizierte HuH-7-
Zellen wurden drei Tage nach Transfektion mit Trition-X114 lysiert und das Lysat anschließend in
eine lösliche Fraktion und eine Membranfraktion getrennt. Die YFP-TM2/HTR-Fusionsproteine wur-
den mit einem monoklonalen anti-HA-Antikörper, Calnexin mit einem monoklonalen anti-Calnexin-
Antikörper, PDI mit einem monoklonalen anti-PDI-Antikörper und Tubulin mit einem monoklo-
nalen anti-Tubulin-Antikörper detektiert. Als Marker für die Membranfraktion diente das zelluläre
ER-Membran-Protein Calnexin, als Marker für die lösliche Fraktion diente das zytoplasmatische
Protein Tubulin und das luminale ER-Enzym PDI. G: Gesamtzelllysat, L: Lösliche Fraktion, M:
Membranfraktion.

Durch Kolokalisationsexperimente wurde untersucht, ob die YFP/BFP-markierten TM2
und HTR-Fusionsproteine innerhalb der Zelle tatsächlich kolokalisieren, um das HTR-
Fusionsprotein als Kontrolle in den folgenden FRET-Versuchen verwenden zu können. Da-
zu wurden HuH-7-Zellen mit den entsprechenden Konstrukten kotransfiziert und einen Tag
nach Transfektion fixiert. Anschließend wurden Aufnahmen von YFP/BFP-doppelt-positiven
Zellen gemacht und die YFP/BFP-Bereiche markiert. Danach erfolgte die Berechnung des
Pearson’s Korrelations-Koeffizienten R mit Hilfe der Software Volocity als Maß für die lineare
Abhängigkeit des YFP und BFP-Signals. R kann somit als Maß für die Wahrscheinlichkeit der
Kolokalisation zweier Proteine verwendet werden. Ein Wert R = 0 bedeutet dabei eine totale
Unabhängigkeit der Signale, wohingegen R = 1 eine Kolokalisation beider Proteine widerspie-
gelt. Wie in Abbildung 4.12 zu erkennen ist, konnte für die TM2- und HTR-Fusionsproteine
(Positivkontrollen), wie erwartet, ein Pearson’s Korrelations Koeffizient R ≥ 0.8 errechnet
werden. Eine Kotransfektion der YFP-TM2 und BFP-HTR-Konstrukte führte ebenfalls zu
einem Pearson’s Korrelations Koeffizient R ≥ 0.8. Somit konnte davon ausgegangen werden,
dass die TM2 und HTR-Fusionsproteine kolokalisierten. Das HTR-Fusionsprotein war somit
eine geeignete Kontrolle.

4.2.1.3 Interaktionsstudien mittels FACS-FRET und Crosslinking

Durch eine FACS-FRET-Analyse nach Banning et al. [163] wurde untersucht, ob die TM2-
Domäne des S-Proteins in Lage ist, mit sich selbst zu interagieren. Wie in Abbildung 4.13 (A)
zu sehen ist, zeigten die Fusionsproteine Y/B-TM2 im Vergleich zur Positivkontrolle Y-B und
zur Negativkontrolle (Y + B) ein FRET-Signal von 35 % (±13 % Standardabweichung (SA),
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Abbildung 4.12: Kolokalisation der TM2/HTR-Fusionsproteine. Kotransfizierte HuH-7-Zellen
wurden einen Tag nach Transfektion fixiert und anschließend mittels Fluoreszenzmikroskopie ana-
lysiert. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen des Pearson’s Korrelations Ko-
effizienten R. Pro Ansatz wurden mindestens 20 YFP/BFP-doppelt-positive Zellen analysiert. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism®.

blauer Balken), was auf eine starke Interaktion hindeutet. Die Kotransfektion von Y-TM2 + B
und B-TM2 + Y sowie Y-TM2 + B-MEM und B-TM2 + Y-MEM zeigten jeweils FRET-Werte
von <5 %. Damit konnte zum einen gezeigt werden, dass die TM2 des S-Proteins allein in der
Lage ist, mit sich selbst zu interagieren und zum anderen, dass diese Interaktion mit Hilfe der
FACS-FRET-Methode messbar ist.

Um zu zeigen, dass die Selbstinteraktion der TM2 spezifisch war, wurden die YFP/BFP-
markierten HTR-Konstrukte kotransfiziert und einer FACS-FRET-Analyse unterzogen, da be-
reits bekannt ist, dass die HTR-Sequenz über ein Glycin-Zipper-Motiv (GxxxG) mit sich selbst
interagieren kann (D.Langosch, persönliche Mitteilung). Wie in Abbildung 4.13 (B) zu erken-
nen ist, zeigten die HTR-Konstrukte einen FRET Wert von 45 % (±25 % SA, violetter Balken).
Wurden die HTR-Konstrukte mit den TM2-Konstrukten kotransfiziert, konnten FRET-Werte
von 5–10 % gemessen werden, was auf eine sehr schwache Interaktion hindeutet. Dieses Er-
gebnis lässt den Schluss zu, dass die gemessene Interaktion der TM2 und HTR-Konstrukte
spezifisch war und nicht durch zufällige räumliche Nähe oder Überexpression zustande kam.

Im weiteren wurde untersucht, ob die Leuzine an Position 84, 91 und 98 (relativ zur S-
Sequenz) eine Rolle bei der Selbstinteraktion der TM2 spielen. Die FACS-FRET-Analyse ergab
für die TM2-L84–98A-Mutanten einen FRET-Wert von 26 % (±11 % SA, blauer Balken), was
darauf hindeutet, dass dies Mutante weiterhin in der Lage war, mit sich selbst zu interagieren.
Die Substitution der 13 zentralen AS der TM2-Sequenz durch Alanine hingegen führte zu einem
Rückgang des FRET-Signals auf <5 % (oranger Balken). Somit konnte gezeigt werden, dass
die 13 zentralen und hydrophoben AS der TM2 für dessen Selbstinteraktion verantwortlich
sind.

Alle FRET-Werte der Kotransfektionen der TM2/HTR-Konstrukte mit den Y/B bzw. den
Y/B-MEM-Konstrukten sind tabellarisch im Anhang aufgelistet. Des Weiteren sind beispiel-
haft die FACS-Primärdaten jeweils eines Versuchs im Anhang abgebildet.

Um die FRET-Daten biochemisch zu bestätigen, wurden HuH-7-Zellen mit den YFP-
markierten TM2- und HTR-Konstrukten transfiziert und anschließend mit dem Crosslinker
DSS behandelt. DSS reagiert bei räumlicher Nähe zweier Proteine mit deren primären Ami-
nogruppen und führt unter Abspaltung von N-hydroxysuccinimid-Gruppen zur Bildung von
Peptidbindungen. Interagieren zwei Proteine miteinander, kann diese Interaktion somit durch
DSS dauerhaft stabilisiert und durch eine WB-Analyse nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.13: Analyse der Oligomerisierung der TM2/HTR-Fusionsproteine durch eine
FACS-basierte FRET-Analyse. (Ko)-transfizierte HuH-7-Zellen wurden einen Tag nach Trans-
fektion einer FACS-FRET-Analyse unterzogen. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabwei-
chungen der Gesamtmenge an FRET+-Zellen aus aus mindestens drei unabhängigen Experimenten
mit je zwei Ansätzen. Pro Experiment wurden mindestens 1000 YFP/BFP-doppelt-positive Zellen
analysiert. Bei FRET-Werten >10 % (gestrichelt-rote Linie) wurde von einer Interaktion ausgegan-

Wie in Abbildung 4.14 zu erkennen ist, konnten für alle TM2/HTR-Konstrukte, die mit DSS
behandelt wurden, drei Tage nach Transfektion Banden auf Höhe der 250 kDa Marker-Bande
detektiert werden. Für das TM2-polyA und das HTR-Konstrukt konnten außerdem Banden
im Bereich der 70 kDa Marker-Bande detektiert werden. Diese Banden repräsentieren vermut-
lich höhere Oligomere und deuten auf eine Selbstinteraktion der TM2/HTR-Fusionsproteine
hin. Das TM2-polyA- und HTR-Konstrukt zeigten zudem eine stärkere Expression als das
TM2- und das TM2-L84–98A-Konstrukt. Diese Daten stehen im Widerspruch zu den FRET-
Daten. Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass durch DSS auch temporäre und schwache
Interaktionen dauerhaft stabilisiert werden. Es kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass
die TM2-Fusionsproteine mit zellulären Proteinen interagieren, diese Interaktionen durch DSS
dauerhaft stabilisiert werden und zu einem höheren Molekulargewicht bei einer WB-Analyse
führen.
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Abbildung 4.14: Analyse der Oligomerisierung der TM2/HTR-Fusionsproteine durch
Crosslinking. Transfizierte HuH-7-Zellen wurden drei Tage nach Transfektion mit DSS behandelt.
Anschließend wurden die Zellen lysiert und einer WB-Analyse unterzogen. Die YFP-TM2/HTR-
Fusionsproteine wurden mit einem monoklonalen anti-HA-Antikörper detektiert.
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4.2.2 Mutationsanalyse der Oligomerisierung von S

4.2.2.1 S-Konstrukte

Zur Analyse der Oligomerisierung des S-Proteins mittels FRET wurden YFP/BFP-
Fusionskonstrukte des WT-S sowie aller generierten S-Mutanten hergestellt. Die YFP/BFP-
S-Konstrukte wurden analog zum mCherry-S-Konstrukt [161] konzipiert. Als ER-
Translokationssignal für die N-terminale YFP/BFP-Domäne wurde die 22 AS lange Signal-
sequenz des Rabiesvirus Glykoproteins am N-Terminus von YFP/BFP positioniert.

Zunächst wurden alle acht Cysteine (an Position 107, 121, 124, 137–139, 147 und 149) in
der luminalen Schleife 2 von S zu Serinen mutiert, um die Bedeutung der intermolekularen
Disulfidbrückenbildung im Prozess der Oligomerisierung zu untersuchen. Es ist bekannt, dass
über diese Cysteine S zu stabilen Dimeren vernetzt wird [118–120]. Da in dieser Arbeit jedoch
gezeigt werden konnte, dass die Disulfidbrückenbildung keine Voraussetzung für die Selbstin-
teraktion von S ist, diente diese Mutante (S-CS) im weiteren Verlauf als Grundlage für alle
weiteren Konstrukte. Somit war es möglich, eine stabile Vernetzung von S-Dimeren zu verhin-
dern und weitere, für die Oligomerisierung von S wichtige Domänen, zu identifizieren.

Im Folgenden wurden transmembrane Bereiche wie die TM1 (AS-Sequenz: FLGPLLVLQA-
GFFLLT, AS 8–23 von S [155] und/oder TM2 (AS 78–99 von S [155]) durch das Typ-I-Signal
der β-Lactamase (AS-Sequenz: VALIPFFAAFCLPVFA, AS 8–24 der β-Lactamase [174]) oder
eine Poly-Alanin-Sequenz ersetzt. Weiterhin wurden verschiedene C-terminale luminale und
transmembrane Bereiche von S deletiert (ab AS 178, 153 und 100), sowie Punktmutationen in
der zytoplasmatischen Schleife 1 von S (C48S, C65S, C69S, C76S) eingebracht. Alle generier-
ten YFP/BFP-Punkt-, Substitutions- und Deletionsmutanten sind schematisch in Abbildung
4.15 dargestellt. Für die Untersuchung der Partikelbildung wurden alle Mutanten auch ohne
YFP/BFP-Tag aber mit einem C-terminalen HA-Tag kloniert.

4.2.2.2 Funktionelle Charakterisierung der S-Mutanten

Nach Herstellung der S-Fusionskonstrukte (siehe Abbildung 4.15) wurde die Expression der
YFP-Fusionsproteine durch eine WB-Analyse untersucht.

Wie in Abbildung 4.16 zu erkennen ist, waren alle generierten YFP-Fusionsproteine drei Ta-
ge nach Transfektion im Zelllysat detektierbar (linker Blot, Banden bei ~50 kDa, rechter Blot
∆100-Mutanten, Banden bei ~40 kDa). Die Mutanten S-CS-TM2polyA, S-CS-beta-TM2polyA,
S-CS-TM1TM2polyA, und S-CS-∆153 wurden im Vergleich zum WT-S schwächer exprimiert.
Die zusätzlichen Doppelbanden der S-CS-∆153- und ∆178-Mutanten kommen möglicherwei-
se durch das Überlesen des eingefügten Stopkodons an Position 153 bzw. 178 zustande. Das
nächste Stopkodon ist außerhalb des S-ORF positioniert und würde das größere Molekluarge-
wicht im Vergleich mit dem WT-S erklären. Die S-∆100-Mutanten wurden ebenfalls schwächer
exprimiert als das WT-S. Um die S-∆100-Mutanten detektieren zu können, musste der Blot
ca. 4 Mal länger belichtet werden. Bis auf die S-∆100-Mutanten, denen das Asn 146 fehlt,
zeigten alle Fusionsproteine das charakteristische Glykosylierungsmuster von S, was auf eine
Translokation der luminalen Schleife 2 in das ER-Lumen durch die TM2 hindeutet.

Zusätzlich wurden HuH-7-Zellen mit den YFP- und BFP-Fusionskonstrukten kotransfiziert
und die Expression einen Tag nach Transfektion mittels FACS-Analyse überprüft. Wie in Ab-
bildung 4.17 zu erkennen ist, konnte sowohl das YFP- (dunkelgraue Balken) als auch das
BFP-Signal (hellgraue Balken) mittels FACS-Analyse detektiert werden. Dabei konnte für die
YFP- und BFP-Varianten desselben Fusionsproteins immer in etwa dieselbe Anzahl an YFP-
bzw- BFP-transfizierten Zellen gemessen werden. Im Vergleich zum WT-S wurden die Mutan-
ten S-CS-TM2polyA, S-CS-∆178, S-CS-∆153, S-C48S-CS, S-C65S-CS und S-C76S-CS sowie
die ∆100-Mutanten schwächer exprimiert. Zusätzlich wurde auch die Fluoreszenzintensität (FI)
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Abbildung 4.15: Darstellung der generierten YFP/BFP-S-Fusionsproteine. Die YFP/BFP-
Sequenz wurde N-terminal an die S-Sequenz kloniert. Als Linker diente eine 22 AS lange Poly-Glycin-
Sequenz. N-terminal vor der YFP/BFP-Sequenz wurde eine Signalsequenz des Rabiesvirus Glyko-
proteins kloniert (RV) [161]. Lu: luminale Schleife, Cy: zytoplasmatische Schleife, C–>S: Mutation
aller acht Cysteine in der luminalen Schleife 2 zu Serinen. Ausführliche Beschreibung im Text.
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Abbildung 4.16: WB-Analyse zur Kontrolle der Proteinexpression der YFP-S-
Fusionsproteine. Transfizierte HuH-7-Zellen wurden drei Tage nach Transfektion lysiert und die
Fusionsproteine mit einem monoklonalen GFP-Antikörper detektiert. Als zelluläre Ladekontrolle
wurde ein Antikörper gegen das zelluläre Protein Tubulin eingesetzt.

des YFP/BFP-Signals als Maß für die stärke der Expression analysiert (siehe Abbildung 4.18).
Auch hier zeigte sich in etwa das gleiche Bild wie in Abbildung 4.17. Die FI der YFP- und
BFP-Varianten desselben Fusionsproteins hatten größtenteils die gleiche Stärke. Die Mutanten
S-CS-∆178, S-CS-∆153 sowie die ∆100-Mutanten zeigten im Vergleich zum WT-S eine FI von
ca. 50 %.

Dieses Ergebnis korreliert nicht mit der WB-Analyse, was an der kürzeren Expressionsszeit
liegen könnte. Insgesamt kann jedoch festgehalten werden, dass alle Konstrukte exprimiert
wurden und somit für weitere Analysen verwendet werden konnten.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurde untersucht, welchen Einfluss die eingebrachten Mu-
tationen in S auf dessen Lokalisation hatten. Für diesen Versuch wurden das WT-S und die
YFP-Fusionsproteine eingesetzt. WT-S wurde mit einem Schaf-anti-S-Antikörper detektiert.
Als Marker des Golgi-Apparats wurde ein GalT-CFP Fusionsprotein [164] verwendet. Zur
Markierung des ER wurde ein Antikörper gegen das zelluläre ER-Enzym PDI verwendet. Re-
präsentative Aufnahmen der Lokalisationsstudie sind in Abbildung 4.19 dargestellt.

Wie in Abbildung 4.19 zu erkennen ist, lokalisierte WT-S erwartungsgemäß hauptsächlich
am ER (siehe WT-S und [96]). Auch YFP-S lokalisierte wie WT-S am ER. Die Mutation aller
acht Cysteine in der luminalen Schleife 2 hatte keine Einfluss auf die Lokalisation (siehe Mu-
tante S-CS). Die Substitution der TM1 bzw. der TM2 durch das Typ-I-Signal der β-Lactamase
bzw. durch eine Poly-Alanin-Sequenz hatte ebenfalls keine veränderte Lokalisation von S zur
Folge (Mutanten S-CS-TM2polyA und S-CS-beta-TM2polyA). Mit zunehmender Deletion C-
terminaler Bereiche von S hingegen zeigten die Mutanten eine stärkere Lokalisation am Golgi,
vergleichbar mit den TM2-Konstrukten, die nur die TM2 des S-Proteins enthalten (vgl. Abbil-
dung 4.10). Die Mutanten S-∆178 und S-∆153 lokalisierten hauptsächlich am ER und teilweise
am Golgi. Die Mutanten S-∆100 und S-betalac-C65S-TM2polyA-∆100 hingegen lokalisierten
ausschließlich am Golgi. Der C-Terminus scheint somit eine wichtige Rolle bei der korrekten
Lokalisation von S am ER zu spielen.

Um zu untersuchen, welchen Einfluss die eingebrachten Mutationen, Deletionen oder Sub-
stitutionen in S auf den Membranstatus von S hatten, wurden transfizierte HuH-7-Zellen mit
Hilfe des Detergenz Triton-X114 in eine lösliche Fraktion und eine Membranfraktion getrennt.
Für diesen Versuch wurden die HA-markierten S-Konstrukte eingesetzt.

Wie in Abbildung 4.20 (oben) zu erkennen ist, konnte das WT-S, wie zu erwarten, haupt-
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Abbildung 4.17: FACS-Analyse zur Kontrolle der Proteinexpression der YFP/BFP-S-
Fusionsproteine. Kotransfizierte HuH-7-Zellen wurden einen Tag nach Transfektion mittels FACS
analysiert. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Gesamtmenge an YFP-
positiven (dunkelgraue Balken) bzw. BFP-positiven (hellgraue Balken) Zellen aus mindestens drei
unabhängigen Experimenten. Pro Experiment wurden mindestens 20000 Zellen analysiert.

Abbildung 4.18: FACS-Analyse zur Kontrolle der Stärke der Proteinexpression der
YFP/BFP-S-Fusionsproteine. Kotransfizierte HuH-7-Zellen wurden einen Tag nach Transfektion
mittels FACS analysiert. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der Fluores-
zenzintensitäten (FI) des YFP- (dunkelgraue Balken) bzw. BFP-Signals (hellgraue Balken) Zellen aus
mindestens drei unabhängigen Experimenten. Die FI von YFP/BFP-S wurde auf 100 % normiert.
Pro Experiment wurden mindestens 20 000 Zellen analysiert.
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Abbildung 4.19: Lokalisation ausgewählter YFP-S-Fusionsproteine. Transfizierte HuH-7-
Zellen wurden einen Tag nach Transfektion fixiert und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert.
WT-S wurde mit einem polyklonalen anti-S-Antikörper und einem fluorochromgekoppelten Sekun-
därantikörper (Alexa 488, grün), das ER mit einem monoklonalen anti-PDI-Antikörper und einem
fluorochromgekoppelten Sekundärantikörper detektiert (Alexa 555, rot). Als Golgi-Marker diente das
GalT-CFP-Fusionsprotein (blau).
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sächlich in der Membranfraktion (Spur M) detektiert werden. Für das zelluläre ER-Membran-
Protein Calnexin konnte im Vergleich zur löslichen Fraktion erwartungsgemäß ebenfalls eine
stärkere Bande in der Membranfraktion detektiert werden. Das zytoplasmatische Protein Tu-
bulin hingegen konnte ebenso wie das luminale ER-Enzym PDI hauptsächlich in der löslichen
Fraktion detektiert werden (Spuren L). Damit konnte gezeigt werden, dass S und alle verwen-
deten Kontrollen in den zu erwarteten Fraktionen detektiert wurden und der Assay somit zur
Kontrolle des Membranstatus der S-Mutanten geeignet war. Das Auftragen des Gesamtzellly-
sats diente der Überprüfung der Expressionslevel. Alle getesteten Mutanten wurden exprimiert
(Spuren G) und ebenso wie das WT-S hauptsächlich in der Membranfraktion detektiert (Spu-
ren M). Lediglich die Mutante S-∆153 zeigte zusätzlich eine schwache Bande in der löslichen
Fraktion (Spur L). Die Auswertung der S-∆100-Mutanten (siehe Abbildung 4.21) ergab ein

Abbildung 4.20: Membranstatus ausgewählter S-Mutanten. Transfizierte HuH-7-Zellen wur-
den drei Tage nach Transfektion mit Triton-X114 lysiert und das Lysat anschließend in eine lösliche
Fraktion und eine Membranfraktion getrennt. Die S-Mutanten wurden mit einem monoklonalen anti-
HA-Antikörper detektiert. Als Marker für die Membranfraktion wurde das zelluläre ER-Membran-
Protein Calnexin, als Marker für die lösliche Fraktion das luminale ER-Protein PDI und das zy-
toplasmatische Protein Tubulin verwendet. Calnexin wurde mit einem monoklonalen anti-Calnexin-
Antikörper, PDI mit einem monoklonalen anti-PDI-Antikörper und Tubulin mit einem monoklonalen
anti-Tubulin-Antikörper detektiert. G: Gesamtzelllysat, L: Lösliche Fraktion, M: Membranfraktion.

ähnliches Bild. Alle Mutanten wurden im Vergleich zum WT-S zwar wesentlich schwächer ex-
primiert (vgl. hierzu auch Abbildung 4.16 und 4.17), konnten aber ebenso hauptsächlich in der
Membranfraktion detektiert werden. Auch die Kontrollen zeigten die erwartete Lokalisation
in der Membranfraktion (Calnexin) bzw. der löslichen Fraktion (PDI). Lediglich für Tubulin
wurde ein gleichstarkes Signal in allen Fraktionen detektiert.

Durch Kolokalisationsexperimente wurde untersucht, ob das BFP-markierten S-Fusionspro-
tein innerhalb der Zelle mit dem YFP-E2-Protein des HCV kolokalisiert, um E2 als Kontrolle
in den folgenden FRET-Versuchen verwendet zu können (siehe dazu auch 4.2.1.3). Als Po-
sitivkontrolle diente die Kotransfektion der Y/B-S-Fusionsproteine, als Negativkontrolle die
Kotransfektion von Y/B-S mit den zytoplasmatisch lokalisierten Proteinen YFP und BFP.

Wie in Abbildung 4.22 zu erkennen ist, konnte für die S-Fusionsproteine ein Pearson’s
Korrelations-Koeffizient R ≥ 0.8 errechnet werden. Eine Kotransfektion der Y/B-S-Konstrukte
mit den Kontrollen Y/B führte hingegen zu einem Pearson’s Korrelations Koeffizient R von
0.2–0.3. Eine Kotransfektion von B-S mit der YFP-markierten Variante des HCV-E2-Proteins
ergab einen R-Wert von 0.7, was auf eine zumindest partielle Kolokalisation hindeutet. Somit
konnte davon ausgegangen werden, dass S und HCV-E2 kolokalisierten und das HCV-E2-
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Abbildung 4.21: Membranstatus der S-∆100-Mutanten. Transfizierte HuH-7-Zellen wurden drei
Tage nach Transfektion mit Triton-X114 lysiert und das Lysat anschließend in eine lösliche Fraktion
und eine Membranfraktion getrennt. Die S-Mutanten wurden mit einem monoklonalen anti-HA-
Antikörper detektiert. Als Marker für die Membranfraktion wurde das zelluläre ER-Membran-Protein
Calnexin, als Marker für die lösliche Fraktion das luminale ER-Protein PDI und das zytoplasmatische
Protein Tubulin verwendet. Calnexin wurde mit einem monoklonalen anti-Calnexin-Antikörper, PDI
mit einem monoklonalen anti-PDI-Antikörper und Tubulin mit einem monoklonalen anti-Tubulin-
Antikörper detektiert. G: Gesamtzelllysat, L: Lösliche Fraktion, M: Membranfraktion.

Fusionsprotein als Kontrolle geeignet war.

4.2.2.3 Interaktionsstudien mittels FACS-FRET und Crosslinking

Durch eine FACS-FRET-Analyse nach Banning et al. [163] wurde zum einen untersucht ob
die Oligomerisierung des S-Proteins mittels FRET messbar ist. Zum anderen sollten durch
verschiedene S-Mutanten die Bereiche von S identifiziert werden, die am Prozess der Oligome-
risierung beteiligt sind.

Wie in Abbildung 4.23 (A) zu sehen ist, zeigten die Fusionsproteine Y/B-S im Vergleich zur
Positivkontrolle (Y-B) und zur Negativkontrolle (Y + B) ein FRET-Signal von 80 % (±5 % SA,
blauer Balken), was auf eine starke Interaktion hindeutet. Nach Kotransfektion der Y/B-S-
Konstrukte mit den Kontrollen Y/B bzw. Y/B-MEM konnten jeweils FRET-Werte von <5 %
gemessen werden. YFP und BFP als zytoplasmatische Kontrollen dienten dem Nachweis, dass
S nicht unspezifisch mit zytoplasmatischen Proteinen interagiert. Die MEM-Konstrukte kodie-
ren für palmitoylierte Peptide [163], die an zellulären Membranen lokalisieren. Somit konnte
nach Kotransfektion mit diesen Konstrukten auch gezeigt werden, dass die gemessene Interak-
tion zwischen S auch in der Membran spezifisch war. Nach Kotransfektion von B-S mit dem
Y-E2-Fusionsprotein des HCV konnte keine Interaktion gemessen werden, obwohl E2 wie S
ebenfalls an der ER-Membran lokalisiert [164]. Damit konnte zum einen gezeigt werden, dass
die Oligomerisierung des S-Proteins mit Hilfe der FACS-FRET-Methode messbar ist und zum
anderen, dass diese Interaktion spezifisch war.

Die Analyse der S-CS-Mutante zeigte, dass eine stabile Vernetzung von S über die Ausbil-
dung von Disulfidbrücken keine Voraussetzung für die Oligomerisierung von S war (siehe Abbil-
dung 4.23 (A), blauer Balken). Die Substitution der TM1, TM2 oder beider Transmembrando-
mänen durch das Typ-I-Signal der Betalactamase bzw. durch eine Poly-Alanin-Sequenz führte
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Abbildung 4.22: Analyse der Kolokalisation der S-Fusionsproteine. Kotransfizierte HuH-7-
Zellen wurden einen Tag nach Transfektion fixiert und anschließend mittels Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen des Pearson’s Korrelations
Koeffizienten R. Pro Experiment wurden mindestens 20 YFP/BFP-doppelt-positive Zellen analysiert.
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prims®.

zu einer abgeschwächten Interaktion von S (FRET-Werte im Bereich von 60–70 %). Ein deut-
lich stärkerer Verlust der Oligomerisierungsfähigkeit von S hingegen zeigten die C-terminalen
Deletionsmutanten ∆178, ∆153 und ∆100. Wurden im Hintergrund der ∆100-Mutante die TM1
und TM2 durch eine Poly-Alanin-Sequenz substituiert, führte dies zu einem fast vollständigen
Rückgang der Oligomerisierungsfähigkeit von S. Auch die Punktmutation C65S führte zu ei-
nem deutlichen Rückgang des FRET-Wertes auf 25 %. Zu einem nahezu vollständigen Verlust
der Oligomerisierungsfähigkeit führte jedoch die gleichzeitige Substitution der TM1 und TM2,
die Punktmutation C65S sowie die Deletion C-terminaler Bereiche von S ab AS 100.

Alle FRET-Werte der Kotransfektionen der S-Konstrukte mit den Y/B bzw. den Y/B-
MEM-Konstrukten sind tabellarisch im Anhang aufgelistet. Des Weiteren sind beispielhaft die
FACS-Primärdaten jeweils eines Versuchs im Anhang abgebildet.

Wie in Kapitel 4.2.2.2 dargestellt, wurden die Y/B-S-Fusionsproteine unterschiedlich stark
in HuH-7-Zellen exprimiert. Um auszuschließen, dass eine verminderte Expression der S-
Mutanten auch zu einem verringerten FRET-Wert führt, wurden die Werte der Y- und B-
transfizierten Zellen gegen die gemessenen FRET-Werte aufgetragen und analysiert. Es zeigte
sich kein linearer Zusammenhang zwischen diesen beiden Parametern (R2 = 0.01992, siehe
Abbildung 4.24), was darauf schließen lässt, dass zwischen der Expressionsrate und dem ge-
messenen FRET-Wert kein Zusammenhang besteht.

Um die FRET-Daten ausgewählter S-Mutanten biochemisch zu bestätigen, wurden transfi-
zierte HuH-7-Zellen mit dem Crosslinker DSS behandelt und anschließend durch WB analy-
siert. Wie in Abbildung 4.25 zu erkennen ist, konnten für das WT-S drei Tage nach Transfektion
Banden auf Höhe der 25 kDa, 55 kDa, 100 kDa und 250 kDa Marker-Banden detektiert werden.
Diese S-Derivate repräsentieren Monomere und vermutlich Dimere und höhere Oligomere. So-
mit konnte für das WT-S die Oligomerisierung auch biochemisch nachgewiesen werden. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Mutation aller acht Cysteine in der luminalen Schleife
von S keinen Einfluss auf die Oligomerisierungsfähigkeit von S hatte. Auch für die Mutanten
S-∆178, S-∆153, S-C48S-CS, S-C69S-CS und S-C76S-CS konnten Oligomere detektiert wer-
den, wobei die Dimere deutlich überwiegen. Für die Mutanten S-TM1polyA-C65S-TM2polyA-
∆100 und S-C65S-CS hingegen waren keine höheren Oligomere, sondern nur schwache Dimere
zu detektieren. Da die S-TM1polyA-C65S-TM2polyA-∆100-Mutante allerdings sehr schwach
exprimiert wurde, lässt sich hier keine eindeutige Aussage über die Oligomerisierungsfähigkeit
treffen. Diese Ergebnisse decken sich jedoch weitestgehend mit der FACS-FRET-Analyse.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sowohl transmembrane und luminale als
auch zytoplasmatische Bereiche von S am Prozess der Oligomerisierung beteiligt sind.
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Abbildung 4.23: Analyse der Oligomerisierung der S-Fusionsproteine durch eine FACS-
basierte FRET-Analyse. (Ko-)transfizierte HuH-7-Zellen wurden einen Tag nach Transfektion
einer FACS-FRET-Analyse unterzogen. Angegeben sind die Mittelwerte und Standardabweichungen
der Gesamtmenge an FRET+-Zellen aus mindestens drei unabhängigen Experimenten mit je zwei
Ansätzen. Pro Experiment wurden mindestens 2000 YFP/BFP-doppelt-positive Zellen analysiert.
Bei FRET-Werten ≥10 % (gestrichelt-rote Linie) wurde von einer Interaktion ausgegangen. Die sta-

Abbildung 4.24: Korrelation zwischen Expressionsrate und FRET-Wert der S-
Fusionsproteine. Transfizierte HuH-7-Zellen wurden einen Tag nach Transfektion mittels
FACS analysiert. Untersucht wurden mindestens 2000 YFP/BFP-doppelt-positive Zellen. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism®.
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4 Ergebnisse

Abbildung 4.25: Analyse der Oligomerisierung ausgewählter S-Mutanten durch Crosslin-
king. Transfizierte HuH-7-Zellen wurden drei Tage nach Transfektion mit DSS behandelt. Anschlie-
ßend wurden die Zellen lysiert und einer WB-Analyse unterzogen. Alle S-Mutanten wurden mit einem
monoklonalen anti-HA-Antikörper detektiert.

4.2.3 Partikelbildung ausgewählter S-Mutanten

4.2.3.1 Bildung subviraler Partikel

Um die Fähigkeit der verschiedenen S-Mutanten zu analysieren, weiterhin subvirale Partikel
zu bilden, wurde der Partikel-haltige Zellkulturüberstand sowie das Zelllysat drei Tage nach
Transfektion mittels WB analysiert. Um sicherzustellen, dass alle S-Mutanten detektiert wer-
den konnten, wurden die HA-markierten Varianten für diesen Versuch verwendet, da einige
Mutanten Mutationen oder Deletionen im Hauptepitop von S trugen. Wie in den Abbildun-
gen 4.26 und 4.28 zu erkennen ist, zeigten alle Volllänge-Varianten sowie die C-terminalen
Deletionsmutanten S-∆178 und S-∆153 im Vergleich zum WT-S vergleichbare intrazelluläre
Expressionslevel. Lediglich die S-TM1TM2polyA-Mutante zeigte eine verringerte Expression.
Alle Mutanten zeigten das charakteristische Glykosylierungsmuster von S, was auf eine korrekte
Membrantopologie hindeutet. Die S-∆100-Mutanten wurden wesentlich schwächer exprimiert.
Um diese Mutanten detektieren zu können, wurde dieser Blot ca. 4 Mal länger belichtet (siehe
Abbildung 4.27). Für die S-∆100-Mutanten konnte nur eine Bande detektiert werden, da ih-
nen die Glykosylierungsstelle am Asn 146 fehlt. Im Gegensatz zur Oligomerisierungsfähigkeit
wurde von S lediglich die Substitution der TM1 durch eine Poly-Alanin-Sequenz sowie die
Deletion der C-terminalen 48 AS hinsichtlich der Bildung von SVP toleriert (siehe Mutanten
S-TM1polyA und S-∆178 in Abbildung 4.26). Dies lässt den Schluss zu, dass die Oligomerisie-
rung von S nicht ausreichend für die Sekretion von SVP ist, sondern dass die mutierten oder
deletierten Bereiche weitere Funktionen erfüllen.

4.2.3.2 HBV-Virusproduktion

Für das S-Protein ist bekannt, dass es sehr effizient zu Oligomeren und anschließend zu SVP as-
semblieren kann. Welchen Einfluss die Oligomerisierung jedoch auf die Bildung von infektiösen
Virionen hat ist bislang nicht geklärt. Wie in Kapitel 4.2.2.3 und 4.2.3.1 gezeigt werden konnte,
war die C65S-Mutante nur noch eingeschränkt in der Lage zu oligomerisieren und konnte keine
SVP in den Überstand sekretieren. Um zu analysieren, welchen Einfluss diese Punktmutation
auf die Bildung von Virionen hat, wurden HuH-7-Zellen mit den in Kapitel 3.1.9 beschriebenen
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4 Ergebnisse

Abbildung 4.26: WB-Analyse zur Kontrolle der SVP-Bildung der S-Mutanten. Das Zellly-
sat und der Zellkulturüberstand (ÜS) transfizierter HuH-7-Zellen wurde drei Tage nach Transfektion
durch WB analysiert. Alle S-Mutanten wurden mit einem monoklonalen anti-HA-Antikörper detek-
tiert. Als zelluläre Ladekontrolle wurde ein Antikörper gegen das zelluläre Protein Tubulin eingesetzt.

Abbildung 4.27: WB-Analyse zur Kontrolle der SVP-Bildung der S-Mutanten. Das Zellly-
sat und der Zellkulturüberstand (ÜS) transfizierter HuH-7-Zellen wurde drei Tage nach Transfektion
durch WB analysiert. Alle S-Mutanten wurden mit einem monoklonalen anti-HA-Antikörper detek-
tiert. Als zelluläre Ladekontrolle wurde ein Antikörper gegen das zelluläre Protein Tubulin eingesetzt.
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4 Ergebnisse

Abbildung 4.28: WB-Analyse zur Kontrolle der SVP-Bildung der S-Mutanten. Das Zellly-
sat und der Zellkulturüberstand (ÜS) transfizierter HuH-7-Zellen wurde drei Tage nach Transfektion
durch WB analysiert. Alle S-Mutanten wurden mit einem monoklonalen anti-HA-Antikörper detek-
tiert. Als zelluläre Ladekontrolle wurde ein Antikörper gegen das zelluläre Protein Tubulin eingesetzt.

Plasmiden transfiziert, Partikel im Zellkulturüberstand fünf Tage nach Transfektion präzipi-
tiert, die HBV-Genome gereinigt und über eine HBV-genomspezifische qPCR nachgewiesen.
Als Positivkontrolle des Assays diente 1 µl konzentriertes Serum eins HBV-positiven Spenders.

Wie in Abbildung 4.29 (A) zu erkennen ist, war die Punktmutation C65S ausreichend, um die
Virusproduktion vollständig zu verhindern. Die C65S-Mutation führte im Hintergrund des M
und L-Proteins auch zu einer vollständigen Verhinderung der Sekretion von S, M und L. Da die
S-C65S-Mutante keine SVP sekretieren kann, wurde in einem zweiten Ansatz (Abbildung 4.29
A und B, Ansatz WT -S und C65S -S) nur das Plasmid pSVHBV1.1LE- mit pSV45–57 bzw.
der entsprechenden Mutante kotransfiziert, um eine eventuelle inhibitorische Wirkung durch
die Überexpression und intrazelluläre Retention von S auszuschließen. Ohne eine zusätzliche
Expression von S wurden jedoch deutlich weniger WT-Virionen gebildet. Somit konnte dieser
Effekt ausgeschlossen werden.

Wie in Kapitel 4.2.3.1 gezeigt, war die S-∆178-Mutante weiterhin in der Lage, SVP zu bilden.
Wie in Abbildung 4.30 zu erkennen ist, unterstützte diese Mutante allerdings die Virionenbil-
dung nicht mehr.

4.2.3.3 HDV-Partikelbildung

Für die Bildung von HDV-Virionen und HDV-VLP ist die Interaktion des LDAg mit dem
HBV-S-Protein essentiell [39]. Die Interaktion des LDAg mit dem S-Protein wird über das
Prenylierungsmotiv des LDAg und das Trp 196 des S-Proteins vermittelt [175, 176]. Aus
diesem Grund wurde die S-∆178-Mutante als Negativkontrolle verwendet. Um den Einfluss
der Punktmutation C65S in S hinsichtlich der Bildung von HDV-VLP zu testen, wurden der
Zellkulturüberstand transfizierter HuH-7-Zellen fünf Tage nach Transfektion konzentriert und
anschließend mittels WB analysiert.

Wie in Abbildung 4.31 (A) zu erkennen ist, wurde das LDAg intrazellulär exprimiert (Banden
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Abbildung 4.29: Nachweis der Virusproduktion S-C65S-Mutante durch qPCR. (A) Quan-
tifizierung von HBV-Genomen durch eine HBV-spezifische qPCR in Zellkulturüberständen (ko)-
transfizierter HuH-7-Zellen. Angegeben sind die Mittelwerte und SA aus drei unabhängigen Experi-
menten (B) WB-Analyse zur Kontrolle der Sekretion von HBV-Oberflächenproteinen im Zellkultur-
überstand. Dargestellt ist ein repräsentativer Blot aus drei unabhängigen Experimenten.

Abbildung 4.30: Nachweis der Virusproduktion der S-∆178-Mutante durch qPCR. Quan-
tifizierung von HBV-Genomen durch eine HBV-spezifische qPCR in Zellkulturüberständen (ko)-
transfizierter HuH-7-Zellen. Angegeben sind die Mittelwerte und SA aus zwei unabhängigen
Experimenten.
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auf Höhe von ~27 kDa). Eine alleinige Transfektion mit dem LDAg-Konstrukt ist jedoch nicht
ausreichend für die Sekretion des LDAg. Auch die Kotransfektion mit der S-∆178-Mutante
führte erwartungsgemäß nicht zur Sekretion des LDAg (Spur 3). Lediglich die Kotransfektion
mit WT-S führte zur Sekretion des LDAg (Spur 2). Auch die S-C65S-Mutante war nicht in der
Lage, mit dem LDAg zu interagieren, es zu umhüllen und schließlich in den Zellkulturüberstand
zu sekretieren. In Abbildung 4.31 (B) wurden sowohl das LDAg als auch die S-Derivate im
Lysat und Zellkulturüberstand analysiert. Es zeigte sich ein ähnliches Bild wie in Abbildung A.
S-∆178, S-C65S und auch S-C48S waren nicht mehr in der Lage LDAg zu sekretieren. Lediglich
nach Kotransfektion des LDAg mit S und S-TM1polyA konnte LDAg im Überstand detektiert
werden, wobei das Ergebniss für die TM1polyA-Mutanten hier nicht eindeutig ist.

Abbildung 4.31: WB-Analyse zur Kontrolle der HDV-VLP-Bildung ausgewählter S-
Mutanten. Der Zellkulturüberstand transfizierter HuH-7-Zellen wurde fünf Tage nach Transfek-
tion mit PEG8000 konzentriert. Anschließend wurden LDAg und S mit einem monoklonalen HA-
Antikörper detektiert. Als zelluläre Ladekontrolle wurde ein Antikörper gegen das zelluläre Protein
Tubulin eingesetzt. (A) HuH-7-Zellen wurden mit dem LDAg und dem WT-S oder den S-Mutanten
∆178 und C65S kotransfiziert. Hier wurde nur das LDAg im Lysat und Zellkulturüberstand detek-
tiert. (B) HuH-7-Zellen wurden mit dem LDAg und dem WT-S oder den S-Mutanten TM1polyA,
∆178, C65S und C48S kotransfiziert. Hier wurden sowohl S als auch LDAg im Lysat und Zellkultu-
rüberstand detektiert.

4.2.4 Übersicht der Ergebnisse zur Charakterisierung der S-Mutanten

Um die Phänotypen der einzelnen S-Mutanten besser vergleichen zu können, sind alle Ergeb-
nisse in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Die Mutanten wurden dabei hinsichtlich ihrer mutierten
Bereiche in die Kategorien transmembran, luminal, zytoplasmatisch, C-terminal und kombi-
niert zusammengefasst, um die funktionellen Bereiche von S zu verdeutlichen.
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5 Diskussion

5.1 Herstellung von doppelt-fluoreszenzmarkierten HDV-Partikeln

Die Mechanismen, die der Hepatitis-Delta-Virus-Morphogenese und Infektion von Hepatozyten
zu Grunde liegen, sind bislang nicht vollständig aufgeklärt. Um den Prozess der Virusaufnahme,
des intrazellulären Transports und der Morphogenese von neu synthetisierten HDV-Partikeln
mit Hilfe von Live-Cell-Imaging untersuchen zu können, sollten doppelt-fluoreszenzmarkierte
HDV-Partikel generiert werden. Shih & Lo [170] konnten bereits zeigen, dass ein Fusionsprotein
aus GFP und dem LDAg weiterhin funktionell blieb, in HDV-VLP eingebaut und effizient
sekretiert wurde. Des Weiteren konnte in früheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe
gezeigt werden, dass ein Fusionsprotein aus dem rot fluoreszierenden Protein mCherry und
dem HBV-S-Protein sowohl 20 nm SVP bildet als auch in die Hülle des HBV integriert wird
[161].

Die vorliegenden Ergebnisse zeigten, dass alle genierten LDAg-Fusionskonstrukte stabil ex-
primiert wurden und die korrekte nukleäre Lokalisation in Abwesenheit von HBV-S aufwie-
sen (siehe Abbildung 4.2 und 4.3). Des Weiteren wurden alle LDAg-Fusionskonstrukte nach
Kotransfektion mit dem WT-S, aber nicht mit dem mCherry-S, ins Zytoplasma transloziert.
Offensichtlich kam es zu keiner, die zelluläre Verteilung des LDAg verändernden Interaktion
zwischen GFP-LDAg und mCherry-S. Dies konnte sowohl durch IF-Untersuchungen als auch
biochemisch bestätigt werden (siehe Abbildung 4.4 und 4.5). Passend zu diesen Daten ist der
Befund, dass mCherry-S auch nicht in der Lage war, HDV-VLP mit HA-LDAg, GFP-LDAg
oder YFP-LDAg zu bilden (siehe Abbildung 4.7). Dies ist insofern überraschend, da die In-
teraktion zwischen LDAg und HBV-S über Trp 196, 199 oder 201 von S und die C-terminale
Prenylierung des Cys 211 des LDAg vermittelt wird [32, 176, 177] und diese Elemente in den
Konstrukten unverändert blieben. Die Fluoreszenzproteine GFP/YFP bzw. mCherry wur-
den an den N-Terminus von LDAg bzw. S positioniert und sollten demnach diese Interaktion
nicht inhibieren. Ein möglicher Grund könnte die Größe der Fluoreszenzprotein-Domäne sein
(~25 kDa). Schon in früheren Arbeiten wurde versucht, HBV-S mit dem wesentlich kleineren
Tetracystein-(TC)-Tag (AS-Sequenz: CCPGCC) [178] zu markieren. Eine Färbung des S-TC-
Konstrukts war allerdings nicht erfolgreich [179].

Da sowohl HDV-VLP, SVP und HBV-Virionen an unterschiedlichen zellulären Komparti-
menten assemblieren, wäre es denkbar, dass die Fusion von großen Protein-Tags wie GFP
oder mCherry die Assemblierung von HDV-VLP am trans-Golgi-Netzwerk, jedoch nicht die
effiziente Knospung von SVP am ER/ERGIC oder die Bildung von HBV-Virionen an MVB
verhindert. Vorstellbar ist auch eine ineffiziente Interaktion mit bislang unbekannten zellulären
Faktoren, die für die Knospung von HDV essentiell sind.
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5.2 Untersuchung der Oligomerisierung des kleinen HBV-Hüllproteins S

5.2.1 Die Rolle der Transmembrandomäne 2 im Prozess der Oligomerisierung

Nach der Synthese des kleinen HBV-Hüllproteins S an der ER-Membran kommt es zur Knos-
pung von S an der ER/ERGIC-Membran und zur Bildung von subviralen Partikeln. In früheren
Deletions- und Mutationsstudien konnte die essentielle Rolle der TM2 im Prozess der Parti-
kelmorphogenese und als topologisches Signal zur Verankerung in der ER-Membran gezeigt
werden. So führt beispielsweise eine teilweise oder komplette Deletion der TM2 nicht nur zu
einem kompletten Verlust der Sekretionsfähigkeit, sondern auch zu einer Destabilisierung von
S [180–182]. Weiterhin konnten Siegler & Bruss [155] zeigen, dass die Insertion eines Alanins
an C-terminaler, zentraler oder N-terminaler Position innerhalb der TM2 zu einer verminder-
ten aber stabilen Expression und der korrekten Translokation C-terminaler Bereiche von S
führte, die Sekretionsfähigkeit von S jedoch vermutlich durch die induzierte Helixdrehung um
100 ◦C vollständig verhindert wurde. Wurden die Alanin-Insertionsmutanten mit dem WT-S
kotransfiziert wurde die Sekretion von S transdominant von diesen Mutanten inhibiert. Dies
lässt den Schluss zu, dass eine durch die Alanin-Insertionen induzierte Helixdrehung zwar die
Interaktion mit dem WT-S nicht beeinträchtigte, hinsichtlich der Sekretion von SVP aber
nicht toleriert wurde. Die Substitution der TM2 durch die homologe TM2-Sequenz des DHBV
oder des Typ-II-Signals des HTR hatten ebenfalls nur einen geringen Einfluss auf die stabile
Expression und die korrekte Translokation C-terminaler Bereiche von S, führten aber ebenfalls
zu einem vollständigen Verlust der Sekretionsfähigkeit von S. Im Gegensatz zu den Alanin-
Insertionsmutanten zeigten diese Mutanten allerdings keinen transdominant-negativen Effekt
nach Kotransfektion mit dem WT-S. Dies würde bedeuten, dass die WT-TM2-Sequenz entwe-
der wichtig für die Ausbildung von intramolekularen Interaktionen zwischen anderen Trans-
membransegmenten von S und somit für die Ausbildung von stabilen Dimeren ist, oder dass
die TM2-Sequenz direkt an der intermolekularen Interaktion zwischen S-Proteinen beteiligt
ist.

Für einige virale Proteine wie z. B. das Bovine Papillomavirus-E5-Protein [183], den M2-
Protonen-Kanal des Influenza-A-Virus [184], das G-Protein des Vesikularen Stomatitis-Virus
[185] oder das HIV-1 Vpu-Protein [186] ist bekannt, dass sie über Transmembrandomänen
miteinander interagieren und Dimere oder höhere Oligomere ausbilden. Auch die Heterodi-
merbildung der HCV-Glykoproteine E1 und E2 wird über Transmembrandomänen vermittelt
[187]. Für viele zelluläre Proteine wie z. B. das humane Glycophorin A [188] oder den MHC-II-
Komplex [189] konnte ebenfalls eine Interaktion über ihre TM-Domänen nachgewiesen werden.

In diesem Teil der Arbeit wurde nun die Fähigkeit der TM2, mit sich selbst zu interagieren,
analysiert. Dazu wurde der von Banning et al. [163] etablierte FACS-FRET-Assay verwendet.
Zunächst wurden die in Abbildung 4.8 dargestellten und erfolgreich klonierten YFP/BFP-
Fusionskonstrukte funktionell charakterisiert. Sie wurden stabil exprimiert und waren somit
geeignet für die weitere Analyse (siehe Abbildung 4.9). Im Gegensatz zum WT-S lokalisierten
alle TM-Fusionsproteine am Golgi (siehe Abbildung 4.10). Es konnte jedoch gezeigt werden,
dass sie weiterhin mit Membranen assoziiert waren (siehe Abbildung 4.11). Dies könnte zum
einen am Fehlen der TM1-Sequenz liegen, die das WT-S und seine N-terminalen Bereiche in
das ER translozieren. Zum anderen konnte bereits gezeigt werden, dass das zelluläre Enzym
PDI für die Ausbildung der Disulfidbrücken von S verantwortlich ist [96]. Durch das Fehlen
der luminalen Schleife 2 von S und somit der in die Disulfidbrückenbildung involvierten Cy-
steine kommt es womöglich zu einem schnellen Transport der TM2-Fusionsproteine über das
ERGIC zum Golgi. Auch die fehlende N-Glykosylierungsstelle am Asn 146 könnte hierfür eine
Ursache sein. Des Weiteren konnten Mades et al. [190] zeigen, dass die intra- und extrazelluläre
Konzentration der HBV-Hüllproteine über den zellulären Faktor Sec63 reguliert wird. Sec63
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ist Teil des Sec61-Proteinkomplexes der ER-Membran, der für die Translokation, Integration
und den Transport von neusynthetisierten Proteinen in das ER bzw. entlang der ER-Membran
verantwortlich ist [191]. Sec63 reguliert dabei nur Proteine mit mehreren TM-Domänen, wie
z. B. das HBV-S-Protein [190]. Proteine oder Peptide wie die TM2- oder HTR-Fusionsproteine
mit nur einer TM werden deshalb wahrscheinlich über den konstitutiven Signalweg zum Golgi
transportiert.

Die Interaktionsstudie zeigte eine deutliche Selbstinteraktion der WT-TM2-Sequenz (siehe
Abbildung 4.13). Somit konnte in dieser Arbeit zum einen die Funktionalität des FACS-FRET-
Assay für Transmembrankonstrukte bestätigt werden und zum anderen eine Selbstinterakti-
on der TM2 zum ersten Mal nachgewiesen werden. Es ist bekannt, dass TM-Interaktionen
über spezifische Sequenzmotive wie z. B. Glycin-Zipper (GxxxG), QxxS-Motive oder Ser/Thr-
Cluster vermittelt werden [192]. Im Gegensatz zur TM-Sequenz des HTR, die über ein Glycin-
Zipper Motiv mit sich selbst interagieren kann (D. Langosch, persönliche Mitteilung), konnte
in der TM2-Sequenz von S kein spezifisches Motiv gefunden werden. Betrachtet man jedoch
die AS-Sequenz der TM2 (siehe Abbildung 5.1), fällt auf, dass diese hauptsächlich aus den
aliphatischen AS Ile, Leu und Val und der aromatischen AS Phe besteht.

Heptadmotiv ..GA..DE.GA..DE.GA..DE
HBV-S-TM2 RRFIIFLFILLLCLIFLLVLLD
HBV-S-TM2-Leu84-98A RRFIIFAFILLLCAIFLLVLAD
HBV-S-TM2polyA RRFIIAAAAAAAAAAAAAVLLD

X sauer (−)

X basisch (+)

X polar ungeladen

X hydrophob unpolar

Abbildung 5.1: TM2-, TM2-Leu84–98Ala-, TM2polyA-Sequenz und Leuzin-Zipper-
Heptad-Motiv.

Gurezka et al. [193] konnten zeigen, dass neben löslichen und membrangebundenen viralen
Proteinen, wie z. B. das Tegumentprotein pUL71 des HCMV [194] oder des HN-Protein des
Newcastle-Desease-Virus [195] auch artifizielle, membrangebunde Peptide über Leuzin-Zipper-
Motive interagieren können. Die Interaktion wird über ein sogenanntes Heptad-Motiv vermit-
telt (gaxxdexgaxxdexga), wobei die Positionen a, d, e und g mit hydrophoben AS besetzt sind
und die Positionen a und d den hydrophoben Kern des Interaktionsmotivs darstellen. Vergleicht
man dieses Heptad-Motiv mit der TM2-Sequenz (siehe Abbildung 5.1), erkennt man, dass alle
a, d, e und g Positionen bis auf eine Ausnahme (AS Asp an letzter Position der TM2-Sequenz)
mit aliphatischen AS besetzt sind. Alle a und d Positionen sind bis auf eine Ausnahme (AS
Ile an vierter Position der TM2-Sequenz) mit Leuzinen besetzt. Aus diesem Grund wurde eine
Mutante generiert, bei der die Leuzine an Position 84, 91 und 98 der TM2-Sequenz (relativ zur
S-Sequenz) zur Alaninen mutiert wurden (in Sequenz hellgrün markiert), um die Bedeutung
dieser AS bei der Interaktion zu untersuchen. Wie in Abbildung 4.13 dargestellt, hatten die-
se Mutationen keinen signifikanten Rückgang der Interaktion zur Folge. Eine Ursache hierfür
könnten die weiterhin vorhandenen hydrophoben AS an den a, g und e Positionen sein. Um
die Bedeutung dieser Positionen zu untersuchen, aber gleichzeitig die Membranlokalisation
der TM2 aufrechtzuerahlten, wurden die 13 zentralen AS der TM2-Sequenz zu Alaninen mu-
tiert. Alanine führen in TM-Domänen zu einem starken Verlust der Oligomerisierungsfähigkeit
[193]. Diese Substitution führte, wie in Abbildung 4.13 beschrieben, zu einem fast vollstän-
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digen Rückgang der Interaktion der TM2. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die TM2
nicht unspezifisch mit dem Typ-II-Signal des HTR interagiert. Durch diese Interaktionsstudie
konnte die Bedeutung der TM2 im Prozess der Oligomerisierung nachgewiesen werden. Das
Typ-II-Signal des S-Proteins interagiert spezifisch mittels eines Leuzin-Heptad-Motivs mit sich
selbst.

5.2.2 Mutationsanalyse der Oligomerisierung von S

Welche Sequenzbereiche von S kurz nach der Synthese am Prozess der Oligomerisierung be-
teiligt sind, ist bislang nicht geklärt. Allerdings sind direkte intra- oder intermolekulare In-
teraktionen von S auf Domänen beschränkt, die im selben Zellkompartiment lokalisieren. Es
ist bereits bekannt, dass S intra- und intermolekulare Disulfidbrücken zwischen den Cysteinen
der luminalen Schleife 2 bildet (siehe Abbildung 1.6) [96, 118–120]. Eine Beteiligung zytoplas-
matischer oder transmembraner Bereiche ist bislang jedoch nicht dokumentiert. Die Arbeit
von Siegler & Bruss [155] und die vorliegenden und diskutierten Daten aus dem vorangegan-
genen Kapitel 5.2.1 dieser Arbeit lassen jedoch den Schluss zu, dass die TM2 am Prozess der
Oligomerisierung von S beteiligt ist.

Um diese Hypothese im Hintergrund des S-Proteins zu testen, wurde zunächst das WT-
S N-terminal mit YFP/BFP fusioniert, um die Interaktion von S mittels FACS-FRET [163]
messen zu können. Eine N-terminal vor YFP/BFP positionierte Signalsequenz des Rabiesvirus-
Glykoproteins diente der korrekten Translokation von S ins ER. Die funktionelle Charakteri-
sierung ergab, dass das YFP/BFP-S-Fusionsprotein stabil exprimiert wurde (siehe Abbildung
4.16 und 4.17) und wie das WT-S am ER lokalisierte (siehe Abbildung 4.19 und 4.22). Die
vorliegenden Ergebnisse zeigen somit, dass eine Fusion von S mit den fluoreszierenden Prote-
inen YFP oder BFP weder die Stabilität, noch die Lokalisation von S beeinträchtigen. Auch
wurde das Fusionsprotein topologisch korrekt in der Membran verankert, was durch das typi-
sche Glykosylierungsmuster bestätigt wird. Somit konnten alle auftretenden Phänotypen der
YFP/BFP-S-Mutanten auf die eingebrachten Mutationen, Deletionen oder Substitutionen zu-
rückgeführt werden. Allerdings bildeten diese Mutanten keine SVP, obwohl sie sehr ähnlich zum
mCherry-S-Konstrukt waren, das SVP bilden kann (siehe Abbildung 4.7). Da sowohl YFP als
auch BFP im Gegensatz zu mCherry schwach dimerisieren [196], könnte die unterschiedliche
Faltung oder Größe der Fluoreszenzproteine eine Ursache hierfür sein.

Die Interaktion von YFP/BFP-S war mittels FRET spezifisch nachweisbar. Eine Interak-
tion mit den zytoplasmatischen Kontrollen YFP/BFP oder der Membrankontrolle MEM war
wie erwartet nicht messbar. Auch war eine Interaktion mit dem HCV-E2-Protein selbst bei
räumlicher Nähe, Überexpression und der partiellen Kolokalisation mit S nicht nachweisbar
(siehe Abbildung 4.23). Diese Kontrollen belegten, dass ein FRET-Signal der S-Derivate eine
spezifische Wechselwirkung widerspiegelt.

Die im weiteren Verlauf dieser Arbeit getesteten Mutanten zeigten sehr unterschiedliche Ex-
pressionsraten im Vergleich zu YFP/BFP-S. Mit Hilfe einer Korrelationsanalyse konnte jedoch
gezeigt werden, dass eine verminderte Expression nicht automatisch ein vermindertes FRET-
Signal zur Folge hatte. Dies bestätigte die Funktionalität des Assays auch im Hintergrund von
S (siehe Abbildung 4.24). Biochemisch konnte mit Hilfe des Crosslinkers DSS nachgewiesen
werden, dass S intrazellulär nicht nur als Monomer und Dimer vorliegt. Es wurden schwache
Banden auf Höhe mutmaßlicher Tetramere und höherer Oligomere detektiert (siehe Abbil-
dung 4.25). Dies lässt den Schluss zu, dass S nach der Dimerisierung zu höheren Oligomeren
assembliert.

Im weiteren Verlauf wurden alle acht Cysteine in der luminalen Schleife 2 gemeinsam zu
Serinen mutiert, um die stabile Vernetzung von S zu Dimeren zu verhindern. Dadurch war
es zum einen möglich zu untersuchen, ob die Disulfidbrückenbildung Voraussetzung für eine

71



5 Diskussion

stabile Oligomerisierung ist, und wenn nicht, mittels Mutagenese und des FACS-FRET-Assays
weitere, involvierte Bereiche von S zu identifizieren. Die S-CS-Mutante wurde mit WT-Effizienz
exprimiert und zeigte dieselbe Lokalisation an ER-Membranen wie das WT-S. Auch konnte
kein Rückgang des FRET-Wertes und somit der Oligomerisierungsfähigkeit beobachtet wer-
den. Diese Daten wurden teilweise durch Crosslinking-Experimente gestützt. Im Gegensatz
zum WT-S konnten jedoch nur Monomere, Dimere und Tetramere beobachtet werden. Dieser
Phänotyp wird später bezüglich der Partikelmorphogenese genauer besprochen.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine Fusionierung des S-Proteins mit YFP/BFP weder
einen Einfluss auf die Proteinstabilität noch eine veränderte Lokalisation zur Folge hatte, die
Interaktion von S mittels FACS-FRET und Crosslinking messbar war und die stabile Vernet-
zung von S zu Dimeren durch Disulfidbrückenbildung keine Voraussetzung für eine Interaktion
war, wurden weitere Mutanten auf Grundlage der S-CS-Mutante zur Identifizierung von Inter-
akionsmotiven generiert. Auf Grundlage der Daten aus Kapitel 4.2.1 wurden zunächst die 13
zentralen, hydrophoben und für die TM2-Interaktion wichtigen AS durch Alanine substituiert,
was eine verminderte Proteinstabilität im Vergleich zum WT zur Folge hatte. Dies deutet dar-
auf hin, dass die TM2 neben der Verankerung in der Membran auch eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung von S z. B. über direkte Interaktionen bei der Dimerisierung spielt. Diese Daten
decken sich mit denen früherer Arbeiten, die eine wichtige Rolle der WT-TM2-Sequenz bei der
Stabilität zeigen konnten [155, 180]. Trotz der verminderten Stabilität der S-CS-TM2polyA-
Mutante lokalisierte diese jedoch am ER und wies die korrekte Topologie auf, was darauf
schließen lässt, dass die mutierte TM2polyA für eine Verankerung in der Membran ausrei-
chend ist. Die durchgeführte Interaktionsstudie zeigte, dass die PolyA-Sequenz innerhalb der
TM2 nur einen geringen Einfluss auf die Oligomerisierungsfähigkeit des Gesamtproteins hat-
te, was bedeutet, dass die nachgewiesene Interaktion der TM2 durch andere Domänen von S
kompensierte werden konnte.

Betrachtet man die Sequenz der TM1, fällt auf (siehe Abbildung 5.2), dass diese ebenso wie
die TM2-Sequenz hauptsächlich aus hydrophoben AS wie Phe, Leu und Val besteht. Aller-
dings konnte auch in der TM1 kein spezifisches Interaktionsmotiv wie z. B. ein Glyzin-Zipper
identifiziert werden. Da TM-Interaktionen aber auch über polare Reste wie Asn, Gln, Asp,
His oder Trp vermittelt werden können [192], wurden die 12 zentralen AS der TM1 durch
das Typ-I-Signal der β-Lactamase oder ebenfalls durch eine PolyA-Sequenz substituiert, um
den Effekt des Gln und der umgebenden hydrophoben AS zu untersuchen (siehe Abbildung
5.2). Diese Substitutionen hatte nur einen geringen Einfluss auf die Proteinstabilität und kei-
ne veränderte Lokalisation zur Folge. Dies steht im Einklang mit vorangegangenen Arbeiten
mit TM1-Substitutionsmutanten [155]. Auch Bruss & Ganem [180] konnten zeigen, dass ei-
ne Deletion der TM1 die Proteinstabilität nicht veränderte. Die Interaktionsstudie ergab bei
der S-CS-beta-Mutante keine Reduktion des FRET-Signals. Für die S-CS-TM1polyA-Mutante
konnte ein signifikant verringerter FRET-Wert detektiert werden, dieser lag aber immer noch
bei ca. 60 %, was auf eine weiterhin starke Interaktion schließen lässt. Dieses Ergebnis lässt
zwei Schlüsse zu. Zum einen kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Typ-I-Signal der β-
Lactamase selbst fähig zur Interaktion ist. Deshalb wird bei allen weiteren TM1-Mutanten
der Fokus auf die TM1polyA-Mutanten gelegt. Zum anderen ist die TM1 allein, wie erwar-
tet, nicht essentiell für die Oligomerisierung von S. Selbst bei einer Beteiligung der TM1 an
Interaktionen könnte die TM2 vermutlich diesen Ausfall kompensieren. Dafür spricht auch
der transdominant-negative Effekt der S-beta-Mutante im Hinblick auf die Sekretion von SVP
nach Kotransfektion mit dem WT-S [155]. Weiterhin wird für die TM1 eher eine Rolle bei der
Membranfusion und dem Infektionsprozess angenommen [126].
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HBV-S-TM1 FLGPLLVLQAGFFLLT
Betalactamase-Typ-I-Signal VALIPFFAAFCLPVFA
HBV-S-TM1polyA FLAAAAAAAAAAAALT

X sauer (−)

X basisch (+)

X polar ungeladen

X hydrophob unpolar

Abbildung 5.2: HBV-S-TM1-, TM1polyA und β-Lactamase-Typ-I-Signal.

Um zu testen, ob neben TM1 und TM2-Sequenzen weitere Proteinbereiche für die Interakti-
on von S verantwortlich sind, wurde eine doppelte Substitutionsmutante generiert bei der die
TM1 und TM2 durch eine PolyA-Sequenz substituiert wurde (Mutante S-CS-TM1TM2polyA).
Diese Mutante zeigte hinsichtlich der Stabilität und Lokalisation, wie erwartet, den gleichen
Phänotyp wie die S-CS-TM2polyA-Mutante. Zwar konnte ein signifikant niedrigerer FRET-
Wert im Vergleich zum WT-S gemessen werden, dieser lag jedoch immer noch bei ca. 60 %. Die-
se Daten lassen darauf schließen, dass weitere Domänen von S im Prozess der Oligomerisierung
involviert sind. Da in den C-terminalen Bereichen von S ab AS 179 zwei weitere Transmem-
brandomänen vermutet werden, wurde der C-Terminus von S ab AS 178 deletiert (Mutante
S-CS-∆178). Eine Deletionsmutante ab AS 153 (Mutante S-CS-∆153) wurde generiert, weil
vermutet wird, dass eine potentielle amphipathische Helix (AS 154–174) eine Funktion bei
der Membranassoziation übernimmt (C. Sureau, persönliche Mitteilung). Die AS-Sequenz des
C-Terminus von S ist in Abbildung 5.3 dargestellt.
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Abbildung 5.3: C-Terminus von S ab AS 153

Um einen Effekt der luminalen Schleife 2 zu untersuchen, wurde außerdem eine Deletions-
mutante ab AS 100 generiert (Mutante S-∆100). Die phänotypische Charakterisierung der
C-terminalen Deletionsmutanten ergab eine abgeschwächte Expression, je größer die Deletion
C-terminaler Bereiche war. Des Weiteren lagen zwar alle Mutanten membrangebunden vor,
zeigten aber eine zunehmende Lokalisation am Golgi. Dies steht im Einklang mit Berichten
über die Funktion von potentiellen amphipatischen Helices. Diese scheinen wichtig für den
Prozess der Membrankrümmung zu sein [197]. So konnten Aberle et al. [198] für das Pestivirus
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Glykoprotein eine wichtige Bedeutung der amphipatischen Helix in der Membranverankerung
zeigen. Eine verhinderte Membrankrümmung und eine daraus resultierende möglicherweise
falsche Proteinfaltung oder Insertion in die ER-Membran könnte zu einem verstärkten Abbau
am ER oder zu einer Mislokalisation am Golgi führen.

Die Interaktionsstudie ergab ungefähr gleich starke FRET-Werte für alle C-terminalen Dele-
tionsmutanten. Diese waren signifikant verringert und hatten Werte von ca. 40 %. Damit waren
die gemessenen FRET-Werte geringer, als die der TM1 und TM2-Mutanten, was auf eine grö-
ßere Bedeutung des C-Terminus beim Prozess der Oligomerisierung hindeutet. So konnten Ito
et al. [199] zum Beispiel zeigen, dass die Punktmutationen R169P/G/L im C-Terminus von S
ausreichen, um die Partikelsekretion zu hemmen. Ebenso führten Substitutionen C-terminaler
Bereiche von S (AS 164–168, 169–173, 184–188, 194–198, 209–213) zu einem kompletten Se-
kretionsverlust von SVP, was die Bedeutung des C-Terminus unterstreicht [176]. Wie Bruss &
Ganem [180] allerdings zeigen konnten wird eine C-terminale Deletionsmutante ab AS 164 mit
dem WT-S weiterhin kosekretiert. Da wie in der TM1 und TM2-Sequenz keine spezifischen
Interaktionsmotive gefunden werden konnten, aber der C-Terminus von S sehr tryptophanreich
ist, besteht auch die Möglichkeit, dass diese Tryptophane an direkten Interaktionen beteiligt
sind. Die zytoplasmatischen Tryptophane an Position 196, 199 und 201 sind z. B. für die di-
rekte Interaktion von S mit dem HDV-LDAg essentiell [177]. Auch ist für transmembrane
Tryptophane bekannt, dass sie an Protein-Protein-Interaktionen beteiligt sind [192]. Auch ei-
ne direkte Interaktion mit dem zellulären Sec61-Komplex zur ER-Translokation ist vorstellbar
[191]. Ob dies beim S-Protein der Fall ist, müssen genauere Untersuchungen zeigen.

Sowohl die Substitution der TM1 und TM2 als auch die Deletion C-terminaler Bereiche von
S hatten signifikant verminderte FRET-Werte zur Folge. Die Kombination dieser Mutationen
resultierte in der Mutante S-TM1TM2polyA-∆100. Diese Mutante wurde im Vergleich zum
WT wesentlich schwächer exprimiert, lag jedoch membrangebunden vor und lokalisierte, wie
erwartet, am Golgi (Daten nicht gezeigt). Dies bedeutet, dass diese Mutante trotz der Deletion
und Substitution großer Bereiche von S weiterhin bis zum Schritt der Synthese und der In-
tegration in die Membran funktionell blieb und für eine Interaktionsstudie verwendet werden
konnte. Es zeigte sich ein FRET-Wert von unter 20 %, was auf eine nur noch sehr schwache
Interaktion hindeutet. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass sowohl das bestätigte Typ-I und
Typ-II-Signal als auch die vermuteten Transmembrandomänen 3 und 4 und die amphiphatische
Helix im Prozess der Oligomerisierung involviert sind.

Da jedoch immer noch eine schwache Interaktion messbar war, wurde die Rolle der vier Cy-
steine in der zytoplasmatischen Schleife 1 von S genauer untersucht. Drei der vier Cysteine an
Position 48, 65, 69 und 76 sind innerhalb der Hepadnaviridae konserviert und für die Sekretion
von SVP des HBV essentiell (Subgenotyp ayw) [118]. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Subgenotyp adw2 ist auch das Cys 76 essentiell. Für alle vier Cysteine konnte keine Be-
teiligung an der intermolekularen Disulfidbrückenbildung nachgewiesen werden [118–120]. Die
Punktmutanten S-CS-C48S, C65S, C69S und C76S wurden etwas schwächer exprimiert als das
WT-S, zeigten jedoch eine ER-Membranlokalisation und die korrekte Topologie. Überraschen-
derweise ergab die Interaktionsstudie der C65S-Punktmutante ein drastisch reduziertes FRET-
Signal auf 25 %. Die C48S, C69S und C76S-Punktmutanten interagierten hingegen auf WT-
Niveau. Eine Kombination der C65S-Punktmutation mit der S-TM1TM2polyA-∆100-Mutante
(S-TM1polyA-C65S-TM2polyA-∆100) ergab einen weiteren Rückgang des FRET-Wertes auf
unter 5 %. Dies ist insofern erstaunlich, da Curdt [200] zeigen konnte, dass Insertionen von bis
zu 41 AS in der zytoplasmatischen Schleife 1 zwischen AS 50 und 51 nicht zu einem Sekreti-
onsverlust von SVP führten. Da die Oligomerisierung essentiell für die SVP-Bildung ist, würde
dieses Ergebnis gegen eine direkte Beteiligung des Cys 65 an diesem Prozess sprechen. Jedoch
ist das C65 für die SVP-Bildung essentiell und wurde in seiner Funktion trotz großer Insertio-
nen nicht beeinträchtigt. Auch eine Modifikation mit Fettsäuren wie z. B. eine Palmitoylierung
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konnte bislang nicht gezeigt werden [109]. Eine mögliche Prenylierung des Cys 65 ist auch un-
wahrscheinlich, da Prenylierungen meistens am C-Terminus stattfinden, wie z. B. beim LDAg
des HDV [32]. Auch erste Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe zeigten keine Prenylierung des
S-Proteins (Daten nicht gezeigt). Gegen eine posttranslationale Modifikation spricht auch die
korrekte Lokalisation der C65S-Mutante, da z. B. eine Acetylierung oder Prenylierung meist an
einer korrekten Membranassoziation beteiligt sind. Hier sind allerdings weitere Untersuchun-
gen notwendig. Da alle vier Cysteine konservativ durch die sehr ähnliche AS Serin ausgetauscht
wurden, ist ein Einfluss auf die Konformation von S eher unwahrscheinlich. Cystein und Se-
rin unterscheiden sich lediglich durch den Austausch eines Schwefels zu einem Sauerstoff in
ihrer Seitenkette. Sauerstoff (3.44) ist dabei geringfügig elektronegativer als Schwefel (2.58)
und würde eventuell auftretende Wasserstoffbrückenbindungen eher begünstigen. Eine mög-
liche Funktion der vier Cysteine 48, 65, 69 und 76 wäre die Bildung von intramolekularen
Disulfidbrücken mit anderen Cysteinen des S-Proteins, wobei für die Oligomerisierung nur
die Disulfidbrückenbildung des Cys 65 und für die SVP-Bildung die Ausbildung von Disul-
fidbrücken an allen Cysteinen essentiell wäre. Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass Cys 65
an der Interaktion mit zellulären Faktoren, wie dem Sec61-Komplex [191], beteiligt ist, um die
Insertion in die ER-Membran oder die Membrankrümmung und somit die Interaktion zwischen
einzelnen S-Proteinen zu ermöglichen. Zudem scheint eine Interaktion von S mit dem Mem-
branprotein LC3, das ein Teil der zellulären Autophagozytose-Maschinerie ist, eine wichtige
Rolle bei der Umhüllung von HBV zu spielen [99]. Tian et al. [98] haben gezeigt, dass S mit
dem zellulären Chaperon CypA interagiert und dass CypA mit S kosekretiert wird. Es wird
spekuliert, dass die Interaktion mit CypA über Proline in der zytoplasmatischen Schleife 1 von
S vermittelt wird [143]. Zwei Proline an Position 66 und 67 liegen direkt neben dem Cys 65.
Eine Mutation zu Serin könnte somit eventuell ein potentielles Interaktionsmotiv beeinträch-
tigen. Interessanterweise konnte eine S-Mutante (R169P), die nicht mehr zur Sekretion von
SVP fähig war, auch keine Sekretion von CypA induzieren aber weiterhin mit CypA intera-
gieren [98]. Auch für das HIV-1 Gag-Protein, das HCV-NS5B-Protein und das M1-Protein des
Influenza-A-Virus konnte eine Assoziation mit CypA gezeigt werden und unterstreicht damit
die wichtige Rolle dieser Interaktion [201]. Auch für das HBV-L-Protein konnten Interaktionen
mit zellulären Faktoren gezeigt werden, so z. B. mit den Chaperonen Hsc70 und BiP [143]. Für
eine Beteiligung des Cys 65 oder weiterer angrenzender AS an Interaktionen mit zellulären
Faktoren würde auch die Lokalisation des Cys 65 in der zytoplasmatischen Schleife sprechen.
Um neue Interaktionspartner von S bzw. Interaktionsmotive zu identifizieren, sind allerdings
weitere Untersuchungen notwendig.
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5.2.3 Partikelbildung ausgewählter S-Mutanten

Hinsichtlich der HBV und HDV-Partikelbildung wurden ausgesuchte S-Mutanten untersucht.
Es ist bekannt, dass S sowohl der Hauptbestandteil von HBV-SVP als auch der Hülle von
HBV-Virionen HDV-Partikeln ist [47, 202].

5.2.3.1 Bildung subviraler HBV-Partikel

Zunächst wurden alle Mutanten hinsichtlich ihrer intrazellulären Expression und der Bildung
von SVP analysiert. Dafür wurden HA-getaggte und nicht YFP/BFP-getaggte Varianten be-
nutzt, um den blockierenden Einfluss von YFP/BFP auf die Sekretion zu eliminieren. Der
HA-Tag wurde eingeführt, um Mutanten detektieren zu können, die Mutationen im Haupte-
pitop von S trugen. Damit waren alle Mutanten mit demselben Antikörper detektierbar und
die Expressions- und Sekretionslevel vergleichbar. Es ist bekannt, dass die Mutation der acht
Cysteine in der luminalen Schleife 1 zur Verhinderung der Sekretion von S in verschiedenen
Genotypen führt. Die Sekretion konnte im Hintergrund des M-Proteins jedoch wiederherge-
stellt werden [118–120]. Auch in der vorliegenden Arbeit war die S-CS-Mutante nicht in der
Lage, SVP zu sekretieren, wurde allerdings ähnlich stark wie das WT-S exprimiert. Aus die-
sem Grund wurden alle anderen Mutanten nicht im S-CS, sondern im S-Hintergrund getestet.
Es zeigte sich in Übereinstimmung mit früheren Mutationsanalysen, dass die Punktmutanten
C48S, C65S, C69S und C76S auf WT-Niveau exprimiert wurden, aber nicht mehr in der Lage
waren, SVP zu sekretieren. Für die Mutanten S-CS, C48S, C69S und C76S konnten FRET-
Werte ähnlich der des WT gemessen werden, in der Crosslinking Analyse zeigte sich jedoch,
dass hier nur maximal Tetramere aber keine höheren Oligomere detektiert werden konnten.
Dies lässt den Schluss zu, dass für die Sekretion von S die Knospung von Tetrameren in zelluläre
Membranen nicht ausreichend, sondern die kovalente Verbindung von S zu höheren Oligomeren
essentiell ist. Für die C65S-Mutante konnten in Crosslinking-Analysen nur schwache Banden
auf Höhe von S-Dimeren detektiert werden, was mit der FRET-Analyse korreliert.

Es ist ebenso bereits bekannt, dass die Substitution der TM1 oder TM2 durch homologe
Sequenzen des DHBV oder durch fremde Typ-I (der β-Lactamase) bzw. Typ-II-Signale (des
HTR) hinsichtlich der SVP-Bildung nicht toleriert wurden [155]. Die Substitution der TM1
durch die TM des HIV-1 gp41 oder der TMs der HCV-Proteine E1/2 führte jedoch weiter-
hin zur Sekretion von SVP [203]. Die S-beta-Mutante in dieser Arbeit bestätigte die früheren
Ergebnisse von Siegler & Bruss [155]. Auch die S-TM2polyA-Mutante war nicht mehr in der
Lage, SVP zu bilden. Überraschenderweise wurde die S-TM1polyA-Mutante weiterhin sekre-
tiert. Dies würde bedeuten, dass die zwei N- und C-terminal flankierenden WT-AS der TM1
zusammen mit der PolyA-Sequenz ausreichend sind, um die Funktion der TM1 aufrecht zu
erhalten. Im Gegensatz zur TM2 scheint damit die komplette Sequenz der TM1 weder für
die SVP-Bildung noch für die Interaktion von S essentiell zu sein. Vielmehr spielt die TM1
bei der Infektion und hier bei der Interaktion mit zellulären Rezeptoren eine essentielle Rolle
[126]. Die TM2 hingegen ist an der Oligomerisierung von S beteiligt und ist auch für die SVP-
Bildung essentiell. Erwartungsgemäß wurden auch die doppelten Substitutionsmutanten nicht
mehr sekretiert, da ihnen das WT-TM2-Signal fehlte.

Übereinstimmend mit den Ergebnissen der Lokalisations- und Interaktionsstudien führte
auch eine zunehmende Deletion C-terminaler Bereiche zu einer schwächeren Expression von
S. C-terminale Deletionen ab AS 153 und auch alle ∆100-Mutanten wurden nicht mehr sekre-
tiert. Nur die ∆178-Mutante war noch in der Lage, SVP zu bilden und zu sekretieren. Dies
steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von Jenna & Sureau [176], die zeigen konnten, dass
Deletionen ab AS 162 zu einer stark verminderten Expression von S und einem totalen Verlust
der Sekretionsfähigkeit von S führten. Übereinstimmend war hingegen jedoch die Tatsache,
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dass die sekretieren SVP hauptsächlich in unglykosylierter Form vorlagen, obwohl die Gly-
kosylierungsstelle am Asn 146 liegt. Durch den fehlenden C-Terminus kam es vermutlich zu
einer veränderten Proteinfaltung, die nicht mehr kompatibel mit der Glykosylierung von S war.
Da die Glykosylierung jedoch nicht essentiell für die Sekretion von SVP ist, wurden folglich
hauptsächlich unglykosyliertes S-Protein im Zellkulturmedium detektiert.

5.2.3.2 HBV-Virusproduktion

Für die Bildung und Ausschleusung infektiöser Virionen benötigt das HBV, im Gegensatz zur
Bildung von SVP, die zelluläre ESCRT-Maschinerie. Es konnte gezeigt werden, dass L mit
γ2-Adaptin und Core mit Nedd4 interagiert. Der L/γ2-Adaptin/Core/Nedd4-Komplex rekru-
tiert dann vermutlich den ESCRT-II/III-Komplex und Vps4, die zusammen die intraluminale
Knospung in MVB und die Umhüllung von Virionen initiieren [140–142, 204]. Obwohl die
Interaktion mit γ2-Adaptin nicht über die S, sondern über die präS1-Domäne des L-Proteins
vermittelt wird [138] und keine Interaktionen von S mit ESCRT-Proteinen bekannt sind, wurde
die Rolle ausgewählter S-Mutanten bei der Virusmorphogenese untersucht, da S Hauptbestand-
teil der viralen Hülle und essentiell für Bildung von Virionen ist. Sowohl die C65S als auch die
∆178-Mutante waren nicht mehr in der Lage Virionen zu sekretieren. Erwähnt werden muss
hierbei, dass die Mutation bzw. die Deletion aufgrund der verwendeten Plasmide in alle drei
Hüllproteine S, M und L eingebracht wurde. Da die C65S-Mutante auch nicht in der Lage war,
SVP zu bilden, muss zusammen mit dem hier vorliegenden Ergebnis angenommen werden,
dass eine Mutation des Cys 65 essentiell für sowohl für die SVP als auch die HBV-Vironen-
Bildung ist. Ob, wie in Kapitel 5.2.2 diskutiert, fehlende posttranslationale Modifikationen,
die Verhinderung intramolekularer Disulfidbrücken oder die Inhibition von Interaktionen mit
zellulären Faktoren dafür verantwortlich sind, müssen weitere Untersuchungen zeigen.

Interessanterweise war auch die ∆178-Mutante nicht mehr in der Lage, Virionen zu bilden,
obwohl diese weiterhin SVP sekretieren konnte. Möglicherweise ist der fehlende C-Terminus
wichtig für die Ausbildung der I-präS-Konformation von L, die für die Interaktion mit γ2-
Adaptin essentiell ist [138]. Auch hier sind weitere Untersuchungen notwendig, um den genauen
Mechanismus aufzuklären.

5.2.3.3 HDV-Partikelbildung

HDV als Virusoid benötigt für seine Umhüllung die HBV-Hüllproteine. Dabei ist die Interak-
tion des LDAg mit Trp 196, 199 oder 201 von S essentiell [176, 177]. Aus diesem Grund wurde
die ∆178-Mutante als Negativkontrolle in diesem Assay verwendet. Wie zu erwarten, konnte
diese Mutante das LDAg nicht mehr umhüllen und wurde nur als SVP in das Zellkulturmedium
abgegeben. Die TM1polyA-Mutante hingegen war in der Lage, HDV-VLP zu bilden und zu
sekretieren. Dies steht im Einklang mit vorangegangenen Ergebnissen und bestätigt die nicht
essentielle Rolle der TM1 bei der Reifung und Ausschleusung von S. Das Ergebnis der C65S-
Mutante bestätigt ebenso die vorangegangenen Ergebnisse. Die C65S-Mutation verhindert die
Bildung von HDV-VLP ebenso wie die Sekretion von SVP und HBV-Virionen, obwohl alle
drei Partikelformen unterschiedliche zelluläre Sekretionswege nutzen.
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5.3 Ausblick

Die Ergebnisse der Interaktionsstudien sollten durch Koimmunpräzipitations-(CoIP)-
Experimente bestätigt werden. Dazu müsste ein CoIP-Protokoll für Transmembranproteine
etabliert werden. Des Weiteren könnte in bestimmten Bereichen von S, wie z. B. der TM2 oder
dem C-Terminus über das Einbringen von Punktmutationen versucht werden, mögliche Inter-
aktionsmotive einzugrenzen oder die für die Oligomerisierung essentiellen AS zu identifizieren.

Eine Analyse von S mit Hilfe der Kernspinresonanzspektroskopie kann Aufschluss über mög-
liche, bislang nicht entdeckte posttranslationale Modifikationen von S oder über Wechselwir-
kungen zwischen S-Proteinen geben.

Ferner könnte mit Hilfe einer Hepatozyten-spezifischen YFP/BFP-cDNA-Bank ein FACS-
basiertes High-Throughput-Screening entwickelt werden, um mit Hilfe des YFP/BFP-
Fusionsproteins neue zelluläre Interaktionspartner von S zu identifizieren. Mit Hilfe der be-
reits vorhandenen Mutanten wäre es so auch möglich, Interaktionsmotive für neue oder bereits
bekannte zelluläre Faktoren wie LC3 oder CypA einzugrenzen. Diese Motive stellen Angriffs-
punkte für Inhibitoren der HBV/HDV-Morphogenese dar, da S, wie gezeigt, essentiell für die
HDV/HBV-Partikelmorphogenese ist.
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Anhang

Abbildung 5.4: FRET-Werte aller Konstrukte und Kontrollen. Angegeben sind die Mittelwer-
te der FRET-Werte (und Standardabweichungen) aus mindestens 3 unabhängigen Versuchen (jeweils
Duplikate). Y=YFP, B=BFP, 1=MEM, 2=TM2, 3=TM2-Leu84-98Ala, 4=TM2polyA, 5=HTR,
6=S, 7=S-CS, 8=S-CS-beta, 9=S-CS-TM2polyA, 10=S-CS-beta-TM2polyA, 11=S-CS-TM1polyA,
12=S-CS-TM1TM2polyA, 13=S-CS-δ178, 14=S-CS-δ153, 15=S-δ100, 16=S-beta-TM2polyA-δ100,
17=S-beta-C65S-TM2polyA-δ100, 18=S-TM1TM2polyA-δ100, 19=S-TM1polyA-C65S-TM2polyA-
δ100, 20=S-C48S-CS, 21=S-C65S-CS, 22=S-C69S-CS, 23=S-C76S-CS, 24=HCV-E2.
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Anhang

Abbildung 5.5: FACS-FRET-Primärdaten. Abgebildet ist die BFP (Anregungs-/Emissions-
wellenlänge: 405 nm/450 nm)/FRET (Anregungs-/Emissionswellenlänge: 405 nm/529 nm)-doppelt-
positive Zellpopulation. Zellen innerhalb des P3-Gates sind FRET+ und in rot dargestellt.
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Anhang

Abbildung 5.6: FACS-FRET-Primärdaten. Abgebildet ist die BFP (Anregungs-/Emissions-
wellenlänge: 405 nm/450 nm)/FRET (Anregungs-/Emissionswellenlänge: 405 nm/529 nm)-doppelt-
positive Zellpopulation. Zellen innerhalb des P3-Gates sind FRET+ und in rot dargestellt.
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