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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Trotz der Verfligbarkeit einer prophylaktischen Impfung sind weltweit geschétzte 296 Millionen
Menschen chronisch mit dem Hepatitis-B-Virus (HBV) infiziert, wovon ca. 5% zusatzlich mit
dessen Satellitenvirus, dem Hepatitis-Delta-Virus (HDV) koinfiziert sind. Diese Koinfektion hat
die Ausbildung einer chronischen Entziindung der Leber, der Hepatitis D, zur Folge, welche
rasch zur Ausbildung von Leberzirrhose und Leberzellkarzinom fuhrt. Die Ausloser und Folgen
der chronischen Hepatitis D sind nur unzureichend geklart.

Ziel dieser Arbeit war es zum einen den Rezeptor fir die Erkennung der HDV Infektion durch
das angeborene Immunsystem zu identifizieren. Zum anderen die Konsequenzen der HDV
Infektion auf das Immunsystem und vice versa, der Einfluss des Immunsystems auf die HDV

Infektion, sowie die Interaktion zwischen HBV und HDV zu erforschen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde ein zuverlassiges in vitro Modell zur Infektion mit HDV
etabliert, welches ein Auslesen der angeborenen Immunantwort als Reaktion auf die HDV
Infektion erméglichte. Dadurch konnte gezeigt werden, dass HDV in verschiedenen Hepatom-
Zelllinien repliziert und nach einer Latenzphase unabhangig von der Anzahl der HDV Genome
in den infizierten Zellen eine ausgepragte Induktion Interferon stimulierter Gene (ISGS)
ausloste. Die durch HDV induzierte ISG Expression wurde durch das haufig koexistierende

HBV in HBV transgenen Zelllinien nicht abgeschwacht.

Der zweite Teil diente der Identifikation des Mustererkennungs-Rezeptors, der fir die
Erkennung des HDV nach Infektion essenziell war. Mit Hilfe der CRISPR-Technologie konnten
wir zeigen, dass die HDV Erkennung sowohl in infizierten Zellen als auch in Zellen mit einem
Adeno-assoziierten Virus-Vektor, der ein HDV Genom transferierte, im Wesentlichen vom
zytoplasmatischen Mustererkennungs-Rezeptor MDA5 und seinem Signalmolekil abhangig
war. Die ebenfalls untersuchte RNase L spielte hierbei nur eine untergeordnete Rolle.
Abschlieend wurden diese Erkenntnisse auf ein in vivo HDV Infektionsmodell in Mausen
Ubertragen. Hierbei wurde in der Maus nur eine transiente Infektion mit HDV beobachtet und
selbst durch das Ausschalten von MDA5 keine langanhaltende Replikation von HDV in

Méausen etabliert.

Mittels Immunfluoreszenzfarbungen und Kokultur-Experimenten wurde im dritten Teil der
Arbeit der Einfluss der Immunantwort auf die Replikation sowie Ausbreitung des HDV
untersucht. Weder die HDV-induzierte Immunantwort noch die Aktivierung von MDA5 und
RIG-I durch Poly-I:C waren in der Lage, die HDV-Replikation und -Ausbreitung zu hemmen.
Die durch HDV ausgeldste Immunantwort erh6hte jedoch die Zytotoxizitdt von T-Zellen, die

einen HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptor oder Chimaren Antigen-Rezeptor (CAR)-tragen. Das
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Zusammenfassung

deutet darauf hin, dass die persistierende HDV-Replikation einen permanenten Treiber fiir die
T-Zell-vermittelte, adaptive Immunitat darstellt.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass HDV von MDA5 erkannt wird,
was wiederum eine Aktivierung der angeborenen Immunitdt zur Folge hat.
Bemerkenswerterweise ist diese Immunantwort nicht direkt in der Lage, die HDV-Infektion
einzuschréanken, sondern nur indirekt, indem sie die Effizienz der zytotoxischen T-Zell-Antwort
erhoht. Die Tatsache, dass die spezifische Eliminierung von HBV-HDV-koinfizierten
Hepatozyten durch HBV-spezifische T-Zellen durch eine Mustererkennung des HDV
verbessert wurde, erdffnet die Mdglichkeit, die Stimulation von Mustererkennungsrezeptoren

mit anderen antiviralen Therapien zu kombinieren.
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Abstract

Abstract

Regardless of the availability of prophylactic vaccination, an estimated 296 million people
worldwide are chronically infected with hepatitis B virus (HBV), of which approximately 5% are
additionally coinfected with its satellite virus, hepatitis delta virus (HDV). This co-infection
results in the formation of chronic inflammation of the liver, known as hepatitis D, which rapidly
leads to the development of liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. The triggers and
consequences of chronic hepatitis D are poorly understood.

The aim of this work was to identify the receptor for the recognition of HDV infection by the
innate immune system. Secondly, to investigate the consequences of HDV infection on the
immune system and vice versa, the influence of the immune system on HDV infection, and the

interaction between HBV and HDV.

In the first part of this work, a reliable in vitro model for infection with HDV was established,
which allowed readout of the innate immune response as a reaction to HDV infection. This
demonstrated that HDV replicated in different hepatoma cell lines and, after a latency phase,
triggered a pronounced induction of interferon stimulated genes (ISGs) independently of the
number of HDV genomes in the infected cells. The ISG expression induced by HDV was not

mitigated by the frequently coexisting HBV in HBV transgenic cell lines.

The second part was dedicated to the identification of the pattern recognition receptor, which
was essential for HDV recognition after infection. Using CRISPR technology, we were able to
show that HDV recognition was mainly dependent on the cytoplasmic pattern recognition
receptor MDAS and its signaling molecule in both infected cells but also in cells with an adeno-
associated virus vector that transferred an HDV genome. RNase L, which was also studied,
played only a minor role in this context. Finally, these findings were applied to an in vivo HDV
infection model in mice. In this model, only a transient infection with HDV was observed in

mice and even silencing of MDAS did not establish a long-lasting replication of HDV in mice.

Using immunofluorescence staining and coculture experiments, the influence of the immune
response on HDV replication as well as spread was investigated in the third part of the work.
Neither the HDV-induced immune response nor the activation of MDA5 and RIG-I by poly-I:.C
were able to inhibit HDV replication and spread. However, the immune response induced by
HDV increased the cytotoxicity of T cells carrying an HBV-specific T cell receptor or chimeric
antigen receptor (CAR). This indicates that persistent HDV replication is a permanent driver of

T cell-mediated adaptive immunity.
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Abstract

In summary, the results of this work show, that HDV is recognized by MDAS5, which in turn
results in an activation of innate immunity. Remarkably, this immune response is not directly
able to limit HDV infection, but only indirectly by increasing the efficiency of the cytotoxic T cell
response. The fact that specific elimination of HBV-HDV co-infected hepatocytes by HBV-
specific T-cells was enhanced by pattern recognition of HDV opens the possibility of combining

stimulation of pattern recognition receptors with other antiviral therapies.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Das Hepatitis-B-Virus

Das Hepatitis-B-Virus (HBV) wurde erstmals 1970 durch David Dane beschrieben (Dane, et
al., 1970). Es wird als das Prototypvirus innerhalb der Familie der Hepadnaviridae
(zusammengesetzt aus den Begriffen fur ,hepar® (lat. Leber) und ,DNA® (fir das Genom))
klassifiziert und tbt somit einen stark ausgepragten Lebertropismus aus (Schaefer, 2007).
Basierend auf Vergleichen zwischen den bekannten Genomsequenzen, wird HBV momentan
in 9 verschiedene Genotypen eingeteilt (A bis I), welche jeweils eine charakteristische
geographische Verteilung aufweisen. Dabei ist es bemerkenswert, dass geschatzte 96% aller
weltweit auftretenden chronischen HBV Infektionen durch die Genotypen C (26%), D (22%),
E (18%), A (17%) und B (14%) verursacht werden (Velkov, et al., 2018). Die Infektion mit HBV
kann zu dessen Persistenz und folglich einer inflammatorischen Leberkrankheit, der Hepatitis
B, fuhren. Obwohl eine effektive prophylaktische HBV-Impfung existiert, sind weltweit
geschatzte 257 Millionen Menschen chronisch mit HBV infiziert. Die chronische HBV Infektion
fuhrt zu einem deutlich erhéhten Risiko, eine Leberzirrhose und im weiteren Krankheitsverlauf
ein hepatozellulares Karzinom zu entwickeln und verursachte dadurch weltweit
schatzungsweise 820000 Todesfalle im Jahr 2019 (WHO, 2021) (Hu, 2019).

1.1.1 Die Virionstruktur und Genomorganisation des HBV

Das infektiose HBV Virion, welches nach seinem Entdecker auch als “Dane Partikel”
bezeichnet wird, ist eine spharische, umhillte Struktur mit einem Durchmesser von 42 nm
(Dane, et al., 1970). Wie in Abbildung 1.A dargestellt, befindet sich im Inneren des Virions ein
ikosaedrisch geformtes Kapsid, welches das HBV Genom enthédlt. Das sich selbst
assemblierende Kapsid besteht aus HBV-Kapsidprotein (engl. HBV core protein, HBCc),
welches zwei verschiedene Dimere bilden kann. Zum einen werden das aus 120 Dimeren
bestehende ,T=4 Kapsid“, das Hauptprodukt der Assemblierung (liegt zu etwa 95% vor), sowie
zum anderen das ,T=3 Kapsid“ (90 Dimere) gebildet (Venkatakrishnan, et al., 2016). Die
Kapside werden von einer aufReren Lipiddoppelschicht umhdllt, in welche die drei HBV-
Hullproteine, die S-, M- und L-Proteine (vom englischen small, middle und large) eingelagert
sind. Das HBVY Genom, welches als relaxiert-zirkulare DNA (engl. relaxed circular DNA,
rcDNA) vorliegt, ist partiell doppelstrangig und kovalent mit der viralen Polymerase (P-Protein)
verbunden (Nassal, 2015). Neben diesen soeben beschriebenen “Dane Partikeln” werden aus
HBV-infizierten Hepatozyten auch nicht-infektidse subvirale Partikel sekretiert. Zu diesen
gehdren einerseits filamentdse und spharische Strukturen, welche beide in die Lipidmembran

eingebetteten HBV-Hiillproteine besitzen, dafur aber keine viralen Nukleinsauren beinhalten.
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Einleitung

Andererseits werden auch Partikel gebildet, die aus Lipoproteinhtlle und Kapsid bestehen, in
die jedoch keine rcDNA verpackt wurde (Hu, et al., 2017)

A B
ENVELOPE CORE

K PARTICLE
000« ® core-

protein

Abbildung 1: Die Struktur und Genomorganisation des HBV.

(A) Die Hulle (engl. envelope) besteht aus den HBV S-, M- und L-Proteinen, die in eine Lipidmembran
eingebettet sind. Sie umschlie3t das Kapsid (engl. core particle), das aus HBV-Kapsidproteinen (engl.
core proteins) aufgebaut ist und das relaxiert-zirkulare DNA (rc-DNA) Genom beherbergt, welches
kovalent mit der viralen Polymerase (P) verbunden ist (engl. P-linked). (B) Die @&ufReren Linien stellen
die viralen Transkripte schematisch dar, die Startpunkte der Transkription sind mit wei3en Pfeilspitzen
gekennzeichnet. Das Verpackungssignal auf der pragenomischen (pg)RNA wird durch das ,e&*
symbolisiert. Der un- bzw. vollstandige plus (+) bzw. (-) Strang der rcDNA ist jeweils als grauer bzw.
blauer Kreis dargestellt. Die inneren farbigen Pfeile stehen fir die translatierten HBV-Proteine (siehe
Text).

Das HBV rcDNA Genom ist, obwohl es fur insgesamt sieben unterschiedliche virale Proteine
kodiert, nur 3,2 kb lang. Diese Kompaktheit wird durch vier sich teilweise Uberlappende offene
Leserahmen (engl. open reading frames, ORFs) erreicht (Abbildung 1.B), wobei jedes einzelne
Nukleotid an der kodierenden Funktion beteiligt ist (Karayiannis, 2017). Die
Oberflachenproteine des HBV werden im “PreSurface/Surface-ORF” (preS/S ORF) kodiert
und besitzen den gleichen Carboxy(C)-Terminus, unterscheiden sich jedoch in ihren jeweiligen
N-Termini. Somit stellen sowohl das M- (PreS2) als auch das L-Protein (PreS1) N-terminale
Erweiterungen des S-Proteins (S) dar. Im ,PreCore/Core-ORF* (preC/C ORF) werden zum
einen das Kapsidprotein (C), welches als Untereinheit des Kapsids dient, als auch das HBe-
Protein (PreC) kodiert (Seeger, et al., 2015). Hierbei kodiert PreC flir ein zusatzliches, 19
Aminosauren langes N-terminales Signalpeptid, welches proteolytisch abgespalten wird, um
die Sekretion des HBe-Antigens (HBeAg) zu ermdglichen (Tong, et al., 2005). Fir das HBeAg
wird eine immunmodulatorische Funktion vermutet, da es fir den Replikationszyklus nicht
bendtigt wird und eine Toleranz des adaptiven Immunsystems gegentiber HBV zu vermitteln
scheint. Dariiber hinaus dient das HBeAg im Serum infizierter Patienten als charakteristischer
diagnostischer Marker der HBV Infektion (Chen, et al., 2005) (Ganem, et al., 2004). Der
Polymerase-ORF (P ORF) kodiert die namensgebende Polymerase, welche wahrend der

rcONA Synthese als reverse Transkriptase, RNaseH und Primer fungiert, um die
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pragenomische HBV-RNA in rcDNA umzuschreiben (Seeger, et al., 2015). Das nicht
strukturgebende HBV X-Protein (HBx) wird im X-ORF kodiert und ist fir die Initierung und
Aufrechterhaltung der viralen Replikation nach Infektion essenziell (Lucifora, et al., 2011).
AulRerdem steht es unter Verdacht, onkogenes Potenzial zu besitzen und die HBV bedingte
Karzinogenese mit zu verursachen (Bouchard, et al., 2004).

1.1.2 Der HBV Replikationszyklus

Der virale Replikationszyklus wird in Abbildung 2 schematisch dargestellt. Aufgrund seines
stark ausgepragten Lebertropismus infiziert HBV ausschlieBlich Hepatozyten, sowie
immortalisierte Hepatozytenzelllinien (Ko, et al., 2018). Zun&chst findet eine unspezifische,
reversible Bindung an Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) auf der Oberfliche von
Hepatozyten statt, wobei insbesondere Glypican 5 als wichtiger Faktor beschrieben wurde
(Verrier, et al., 2016). AnschlieBend erfolgt die spezifische Interaktion zwischen der
myristoylierten  PreS1-Doméane des L-Proteins und dem Natrium-Taurocholat-
cotransportierenden Polypeptid (NTCP), das als funktioneller HBV-Rezeptor identifiziert wurde
(Yan, et al., 2012). Das NTCP befindet sich auf der basolateralen Membran von humanen
Hepatozyten und transportiert Gallensduren aus dem Blut in die Leberzelle (Anwer, et al.,
2014). Nach der NTCP-Bindung kommt es zu einer Clathrin-vermittelten Endozytose, sowie
einer anschlieBenden Freisetzung des Kapsids in das Zytoplasma (Huang, et al., 2012).
AnschlieRend erfolgt der Transport des Kapsids zum Nukleus, dort wird die verpackte rcDNA
freigesetzt und in den Zellkern aufgenommen (Schmitz, et al., 2010). Im Nukleus wird der
partielle Doppelstrang der rcDNA durch zellulare Proteine zur vollstandig doppelstréangigen,
kovalent geschlossenen zirkuldren DNA (engl. covalently closed circular DNA, cccDNA)
komplettiert (Guo, et al., 2012). In den Nuklei HBV infizierter Zellen, liegt die cccDNA episomal
vor und dient als Matrize fur die Transkription der verschiedenen mRNA-Transkripte, sowie
der pragenomischen RNA (pgRNA) durch die RNA-Polymerase Il. Im Zytosol erfolgt
anschlieRend die Translation der viralen Proteine. Die S-, M- und L-Proteine und das X-
Protein, werden ausgehend von drei subgenomischen RNA-Transkripten translatiert, das HBe-
Protein wird von der PreC-mRNA und die Polymerase sowie das Kapsidprotein von der pgRNA
abgelesen. Die pgRNA wird durch Bindung der viralen Polymerase innerhalb des Kapsids
verpackt und reverse-transkribiert, was zur dortigen Synthese der rcDNA fuhrt (Nassal, 2015)
(Seeger, et al., 2015). AnschlieBend werden die dadurch gebildeten, mit rcDNA beladenen
Kapside zum einen zurlick zum Nukleus transportiert und reimportiert, um dort ein stabiles
Reservoir an cccDNA zu gewahrleisten (Lucifora, et al., 2016). Zum anderen werden sie zum
endoplasmatischen Retikulum (ER) transportiert, umhullt und genau wie die filamentdsen

subviralen Partikel tber multivesikulare Kérperchen (engl. multivesicular bodies) exozytiert
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und freigesetzt, wohingegen die sphérischen subviralen Partikel die Zelle Uber den Golgi-
Apparat verlassen (Jiang, et al., 2015).
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Abbildung 2: Der Replikationszyklus von HBV.

(1) Zunachst findet eine unspezifische Bindung (engl. attachment) des HBV an Heparansulfat-
Proteoglykane und (2) die spezifische Rezeptorbindung (engl. receptor binding) an NTCP auf der
Zelloberflache von Hepatozyten statt. (3) AnschlieRend wird das Virion mittels Endozytose (engl.
endocytosis) in die Zelle aufgenommen, (4) das Kapsid freigesetzt (engl. uncoating) und (5) zum
Nucleus transportiert. (6) Dort wird das rcDNA Genom freigesetzt (engl. genome release), (7) zu
cccDNA komplettiert und (8) diese dann transkribiert sowie (9) translatiert. (10) Die pgRNA wird
zusammen mit der HBV Polymerase in das Kapsid eingeschlossen (engl. encapsidation) und (11)
reverse transkribiert. (12A) Die mit rcDNA beladenen Kapside werden entweder am ER umhdillt, oder
(12B) zurtick zum Nukleus transportiert. (13) Die Sekretion (engl. secretion) neu gebildeter Virionen und
subviraler Filamente (engl. filaments) findet mittels multivesikularer Kdrperchen (engl. multivesicular
bodies) statt, die subviralen Spharen (engl. spheres) verlassen die Zelle Uber den Golgi-Apparat (Ko, et
al., 2017).
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1.2 Das Hepatitis-Delta-Virus

Das Hepatitis-Delta-Virus (HDV), das 1977 zum ersten Mal beschrieben wurde (Rizzetto, et
al., 1977), reprasentiert und definiert als einziges Mitglied die Gattung Deltavirus und ist das
kleinste bekannte Virus, welches S&ugetiere infiziert (Magnius, et al., 2018). Es ist ein
inkomplettes RNA-Virus ohne selbst kodierte Hullproteine und bendtigt als Satellitenvirus des
HBV dessen Hilfe in Form der S-, M-, und L-Proteine fir die Assemblierung neuer Virionen
und deren Transmission (Mentha, et al., 2019). Aufgrund dessen wurde die HDV Infektion
bisher nur als Koinfektion mit HBV oder als Superinfektion chronisch HBV infizierter Personen
beschrieben. Vor kurzem wurde allerdings gezeigt, dass einige weitere Virengattungen den
HDV Replikationszyklus unterstutzen kénnen, indem sie die Verpackung des HDV Genoms,
aufgrund seiner Zusammensetzung aus RNA und Proteinkomplexen auch als
Ribonucleoprotein (RNP) bezeichnet, Gbernehmen. So kdnnen sowohl das Vesikulare-
Stomatitis-Virus (VSV) als auch das Hepatitis-C-Virus (HCV) als Helferviren von HDV
fungieren, indem sie das HDV RNP umhillen (Perez-Vargas, et al., 2019). Momentanen
Schatzungen der WHO zufolge, sind mindestens 5% aller chronisch HBV infizierter Patienten
und damit etwa 15-20 Millionen Menschen weltweit mit HDV koinfiziert (WHO, 2021), wahrend
andere Quellen, welche sich auf eine globale Meta-Analyse berufen, sogar von bis zu 70
Millionen HDV infizierter Personen ausgehen (Chen, et al., 2018). Es gibt auf Basis
variierender Genomsequenzen acht beschriebene HDV Genotypen (1-8), welche eine
unterschiedliche geographische Verteilung aufweisen. Hauptgebiete der HDV Pravalenz
umfassen den Mittelmeerraum, den Nahen Osten, Zentral- und Nordasien, West- und
Zentralafrika, die Amazonas-Region, Venezuela, Kolumbien und manche Pazifikinseln, wobei
nur Genotyp 1 eine weltweite Verbreitung aufweist (Pascarella, et al., 2011). Sowohl Ko- als
auch Superinfektion kdnnen zur HDV Persistenz und einer inflammatorischen
Lebererkrankung, welche als Hepatitis D bezeichnet wird, fuhren. Diese gilt aufgrund ihres
schnellen Fortschreitens hin zu Leberzirrhose und hepatozellularem Karzinom als schwere

Form der chronischen viralen Hepatitis mit hoher Mortalitat (Rizzetto, 2016).

1.2.1 Die Virionstruktur von HDV

Wie schematisch in Abbildung 3 dargestellt, sind die Virionen des HDV spharische Partikel mit
einem Durchmesser von ca. 35-37 nm. Sie bestehen aus einer das HDV-RNP umschlieRende
Lipidhtille, in welche die HBV-Oberfachenproteine eingebettet sind (Lempp, et al., 2016). Das
RNP besteht aus einer genomischen RNA, welche mit beiden Isoformen des Hepatitis-Delta-
Antigens (HDAg), dem 195 Aminosauren langen, 24 kDa schweren S-HDAg (vom englischen
small, S), sowie dem 214 Aminosauren langen, 27 kDa schweren L-HDAg (vom englischen
large, L), komplexiert ist. (Tavanez, et al., 2002). Hierbei ist das L-HDAg essenziell fir die

Interaktion des RNPs mit den HBV-Hiillproteinen, was folglich zur Umhullung des RNP fuhrt
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(Surreau, 2006). Mit einer relativen Zusammensetzung der HBV S-, M-, und L-Proteine von
95(S) zu 5(M) zu 1(L) ahnelt die Virushiille eher der Umhillung subviraler HBV Partikel als die
der infektiosen Dane Partikel. (Bonino, et al., 1986).

HDV small (S)
Cmm genomic RNA @ envelope protein

] L-HDAg & middle (M) .
envelope protein
large (L)
S-HDAg =) envelope protein

Abbildung 3: Die Struktur des HDV.

Die Hulle des HDV besteht aus einer Lipidmembran in welche die drei transmembranen von HBV
stammenden S-, M- und L-Hullproteine (engl. small (S), middle(M) and large (L) envelope proteins)
eingebettet sind. Sie umgibt das sogenannte Ribonucleoprotein (RNP), das aus dem stabahnlichen
HDV RNA Genom (engl. HDV genomic RNA) und den beiden Isoformen des Hepatitis-Delta-Antigens
(HDAg), dem kleinen S-HDAg (engl. small, S) und dem groRen L-HDAg (engl. large, L), besteht.

1.2.2 Die HDV Genomorganisation und die Genom-Editierung durch ADAR1

Das Genom des HDV ist eine einzelstrangige, zirkulare RNA mit negativer Polaritat und einer
Lange von etwa 1680 Nukleotiden. Aufgrund der ausgepragten Basenkomplementaritéat
innerhalb der RNA (ca. 74%) erscheint das Genom als doppelstrangige stabahnliche Struktur,
vergleichbar mit der Erscheinung von Pflanzen-infizierenden Viroiden (Radjef, et al., 2004)
(Wang, et al., 1986). Zusatzlich zum Genom, werden wahrend der nach dem Prinzip des
doppelten ,Rolling-Circle-Mechanismus® ablaufenden HDV Replikation im Nukleus noch zwei
weitere RNAs, namlich das Anti-Genom als das exakte Komplement des Genoms und die
virale mRNA, gebildet (Modahl, et al., 1998). Obwohl im Genom mehrere offene Leserahmen
vorzufinden sind, wird nur einer davon aktiv transkribiert, was zur Expression beider Isoformen
des HDAg, S- und L-HDAg, fuhrt (Gudima, et al., 2002). Da ein Stopcodon innerhalb des
Genoms die anfangliche Translation von L-HDAg unterbindet, wird zu Beginn ausschlieflich
S-HDAg gebildet. Um die Generierung der groRen Isoform des HDAg zu ermdglichen, wird
das Stopcodon (UAG) innerhalb des Anti-Genoms, das wahrend der Genomreplikation
gebildet wird, durch das zellulare Enzym ADARL1 (engl. Adenosine Deaminase Acting on RNA
1) in ein Tryptophan-Codon (UGG) umgewandelt. ADAR1 desaminiert Adenosin zu Inosin
(UAG - UIG), welches wéhrend des nachsten Replikationszyklus von der Polymerase als
Guanin erkannt wird. Anstelle des urspringlichen AUC Basentripletts, fihrt dieser Prozess zur

Bildung eines ACC Tripletts innerhalb des Genoms und dementsprechend zu einem
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Tryptophan codierenden UGG Codon in der mRNA. Folglich wird der ORF bis zum Erreichen
des nachsten Stopcodons verlangert, was in der Translation von 19 zusatzlichen Aminoséuren
miindet und somit zur Bildung des L-HDAg fihrt (Polson, et al., 1996) (Wong, et al., 2002).
Dieser Vorgang wird schematisch in Abbildung 4 zusammengefasst.
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Abbildung 4: Die ADAR1 bedingte Editierung des Anti-Genoms und die Translation von S- und
L-HDAg.

Beide HDAg Isoformen werden von einem einzigen offenen Leserahmens innerhalb des HDV Anti-
Genoms exprimiert. Durch die Interaktion von ADAR1 (engl. Adenosine Deaminase Acting on RNA 1)
mit dem Anti-Genom wird die Desaminierung des Adenosins zu einem Inosin innerhalb des Stopcodons
(UAG - UIG), welches ansonsten zum Translationsstop und Bildung des S-HDAg flihren wirde,
katalysiert. Im Verlauf des nachsten Replikationszyklus wird das Inosin des UIG-Basentripletts als
Guanin erkannt, was zur Umwandlung des Stopcodons in ein Tryptophan-Codon (UIG = UGG) fihrt.
Dadurch kann die Translation bis zum nachsten Stopcodon fortgesetzt werden, was das Ablesen 19
weiterer C-terminaler Aminosauren ermdoglicht und damit zur Bildung von L-HDAg fihrt (Mentha, et al.,
2019).

1.2.3 Der HDV Replikationszyklus

Der HDV Replikationszyklus ist in Abbildung 5 schaubildlich zusammengefasst. Da HDV von
den HBV-Hllproteinen abhangig ist, nutzt es analog zu HBV dieselben zellularen
Eintrittsmechanismen, was zu starkem Lebertropismus sowie ausgepragter Wirtsspezifitat von
HDV so wie bei HBV fihrt (Li, et al., 2016). Allerdings beruht der Lebertropismus ausschlief3lich
auf der von HBV stammenden Umbhillung, da die HDV Genomreplikation bei kiinstlicher
Einbringung in eine Zelle in einer Vielzahl weiterer Zelltypen stattfinden kann (Taylor, 2009)

(Perez-Vargas, et al., 2019). Wie bereits fir HBV beschrieben, findet als erster Schritt des
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HDV Replikationszyklus eine unspezifische Bindung der Virionen an HSPGs auf der
Oberflache von Hepatozyten statt. Anschliel3end erfolgt die spezifische Interaktion zwischen
der myristoylierten PreS1-Doméne des L-Proteins und dem NTCP (Yan, et al., 2012). Im
Vergleich dazu sind die nachfolgenden Schritte, wie die Freisetzung des HDV RNP ins
Cytoplasma und dessen Aufnahme in den Nucleus, weniger gut charakterisiert. Es wird jedoch
vermutet, dass das Genom von HDAg geflihrt und aufgrund seines Kernlokalisierungssignals
mit Hilfe der zellularen Kernimport-Maschinerie in den Zellkern geschleust wird. (Chou, et al.,
1998).

Da das HDV Genom fur keine eigene RNA-abhangige RNA-Polymerase codiert und
dementsprechend von den Polymerasen der Wirtszelle abhangig ist, findet die Replikation der
HDV RNA ausschlieBlich im Nucleus statt. Hierbei ist die RNA-Polymerase | fur die
Transkription des Genoms in das Anti-Genom im Nucleolus verantwortlich. Die RNA-
Polymerase Il wird einerseits fur die Genomreplikation von Anti-Genom zu Genom und
andererseits fur die Transkription der mRNA im Nucleoplasma benétigt. (Chen, et al., 1986)
(Huang, et al., 2008). Wahrend des HDV Replikationszyklus werden dadurch in jeder
infizierten Zelle etwa 3x10° Genome, 6x10* Anti-Genome und 6x10> mRNAs synthetisiert
(Taylor, 2015). Dabei werden sowohl das HDV Genom als auch das Anti-Genom ohne DNA-
Intermediate mittels doppeltem ,Rolling-Circle-Mechanismus® gebildet. Wahrend dieses
Prozesses werden RNA-Oligomere multipler Genomlangen in sowohl genomischer als auch
anti-genomischer Polaritat generiert und anschlieRend durch die intrinsische Ribozymaktivitat
von Genom und Anti-Genom durch Selbstspaltung in Monomere geschnitten (Modahl, et al.,
1998) (Macnaughton, et al., 1993). AnschlieBend werden die Monomere beider Polaritaten,
vermutlich entweder durch eine selbstligierende Funktion des Ribozyms oder mit Hilfe
zellularer Ligasen, ligiert um schlief3lich zirkulare Genome und Anti-Genome zu bilden (Reid,
et al., 2000) (Sharmeen, et al., 1989). Aufgrund der negativen Polaritdt des Genoms und der
strikten Lokalisation des Anti-Genoms im Zellkern, ist die Transkription der etwa 800
Nukleotide langen HDV mRNA, welche wie zelleigene mRNA am 5°-Ende mit einer “Cap”-
Struktur (engl. cap “Kappe”) modifizert und am 3"-Ende polyadenyliert wird, fir das Virus
essentiell. Die virale mMRNA wird folglich aus dem Zellkern exportiert und, abhangig von der
vorangegangenen Editierung durch ADAR1, entweder in S-HDAg oder L-HDAg translatiert
(Hsieh, et al., 1990).

Die beiden HDAg Isoformen teilen sich mehrere funktionelle Domanen, wie die “Coiled-coil”
(bestehend aus zwei Einzelhelices) Domane die Protein-Protein Interaktionen erleichtert
(Rozzelle, et al., 1995) , sowie ein zweigeteiltes Kernlokalisierungssignal welches den HDAg
Proteinen den Eintritt in den Nucleus erméglicht (Xia, et al., 1992). lhre spezifischen
Funktionen sind hauptsachlich auf ihre jeweiligen posttranslationalen Modifikationen

zurickzufuhren. Im Falle des S-HDAg wurde gezeigt, dass erst die Phosphorylierung eines
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Abbildung 5: Der Replikationszyklus von HDV.

HDV lagert sich zunachst an Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) an, bindet dann an NTCP und
entlasst sein Ribonucleoprotein (RNP) ins Cytosol, wo es anschlieend zum Zellkern geschleust und
durch die zelluldare Kernimport-Maschinerie (engl. nuclear import machinery) in den Nucleus
aufgenommen wird. Dort dient die genomische (engl. genomic) RNA als Matrize fir die erste ,Rolling-
Circle“-Amplifikation (RCA), was zur Produktion anti-genomischer (engl. anti-genomic) RNA Oligomere
fuhrt, die durch intrinsische Ribozymaktivitat in Monomere gespalten (engl. ribozyme cleavage) werden.
Analog dazu durchlaufen die Anti-Genome eine zweite ,Rolling-Circle“-Amplifikation, um neue Genome
bilden zu kdnnen. Die Editierung der Anti-Genome durch ADAR1 (engl. ADARL1 editing) flhrt zur
Transkription von heterogenen viralen mRNAs, welche in S-HDAg bzw. L-HDAg translatiert werden.
Beide Isoformen werden wieder in den Nucleus transportiert, um dort die Virusreplikation zu regulieren
bzw. zusammen mit dem Genom neue RNPs zu bilden. Durch die Hilfe der HBV Hiullproteine (S-, M-
und L-HBsAg) werden die RNPs umhdillt um neue HDV Abkdmmlinge (engl. progeny) zu formen, welche
wahrscheinlich tber den Golgi-Apparat die Zelle verlassen (Lempp, et al., 2016).

Serylrests an Position 177 die Interaktion zwischen S-HDAg und der zellularen RNA-
Polymerase Il ermdglicht und somit essentiell fiir die Genomreplikation ist (Hong, et al., 2010).
Innerhalb seiner C-terminalen Verlangerung gegeniiber S-HDAg, besitzt L-HDAg zum einen
ein exklusives Kernexportsignal (Lee, et al., 2001) und zum anderen eine prenylierbare Stelle
welche die Farnesylierung des Proteins ermdglicht. Durch die Farnesylierung des L-HDAg wird
ein konformationelles Epitop verdeckt, welches in S-HDAg frei zuganglich und essenziell fur
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die Transaktivierung der HDV RNA Replikation ist. Somit wirkt die farnesylierte Form des L-
HDAg inhibierend auf die virale Replikation (Hwang, et al., 1994). Des Weiteren ist die
Farnesylierung des L-HDAg von entscheidender Bedeutung fir die Assemblierung der
Virionen, da sie die Interaktion des viralen Genoms mit einer tryptophanreichen Region
innerhalb der cytosolischen Schleife des S-Proteins vermittelt (Surreau, 2006). Dabei kdnnen
aufgrund gemeinsamer, argininreicher Strukturmotive innerhalb von S- und L-HDAgQ beide
Isoformen RNA binden und somit den RNP Komplex bilden (Rizzetto, 2009).

Der Export des RNP in das Cytoplasma, wahrscheinlich durch NFX1 (engl. Nuclear RNA
export factor 1) und durch den zellularen Exportfaktor TAP/Aly vermittelt, ermdglicht die
Assemblierung neuer HDV Virionen (Huang, et al., 2016). Hierbei kann das HDV-RNP sowohl
mit dem S- als auch dem L-Oberflachenprotein effizient assembliert werden, was im Falle einer
kunstlich herbeigefiihrten Umhillung des RNPs ausschlief3lich mit S-Protein zur Bildung nicht
infektioser Virionen fuhrt (Sureau, et al., 1993). Im Kontext der natirlicherweise auftretenden
HBV-HDV Kaoinfektion, translatieren infizierte Hepatozyten ausgehend von der HBV cccDNA
alle HBV-Hiillproteine im Uberschuss, weshalb hauptséchlich infektiose HDV Virionen gebildet
werden. Aufgrund der &hnlichen Hullzusammensetzung von spharischen subviralen HBV
Partikeln und HDV Virionen scheint es wahrscheinlich, dass das HDV die Zelle mit Hilfe des
Golgi-Apparats verlasst und nicht wie HBV Uber multivesikulare Kdrperchen freigesetzt wird
(Bonino, et al., 1986) (Mentha, et al., 2019).

1.2.4 Therapie und Pravention der Hepatitis B und D

Da HDV als Satellitenvirus des HBV dessen Hullproteine fur die Assemblierung neuer Virionen
und deren Transmission bendtigt, schitzt die prophylaktische HBV-Impfung auch vor einer
HDV Infektion, da die vorwiegend verwendeten Impfstoffe das rekombinant hergestellte HBV-
S-Protein enthalten (Shouval, et al., 1994). Trotz der Verflgbarkeit dieser effektiven Vakzine
sind weltweit geschatzte 296 Millionen Menschen chronisch mit HBV infiziert, wovon ca. 5%
zusatzlich mit HDV koinfiziert sind, was eine antivirale Therapie notwendig macht (WHO,
2021). Bei chronischen HBV und HDV Infektionen werden momentan hauptséachlich
pegyliertes IFN-a und Nukleosid- bzw. Nukleotidanaloga (z.B. Entecavir, Lamivudin), entweder
einzeln oder in Kombination, verabreicht. Dennoch kénnen diese Behandlungen die infizierten
Patienten nicht vor der Ausbildung von Leberzirrhose und hepatozellularem Karzinom
beschiitzen (Terrault, et al., 2018) (Mentha, et al., 2019).

Aufgrund dieser unzureichenden Behandlungsmdglichkeiten sind neue antivirale Therapien in
klinischer Entwicklung. Dazu gehdren unter anderem die Verwendung des besser
vertraglichen Typ Il Interferons IFN-A anstelle von IFN-a (Chan, et al., 2016), von Kapsid-
Assembly-Modfikatoren (Nijampatnam, et al., 2019), von small intefering (si)RNAs (Yuen, et

al., 2020) sowie von Nukleinsaure-Polymeren (engl. nucleic acid polymers, NAPs) welche die
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Freisetzung von HBV-Hullproteinen hemmen (Blanchet, et al., 2019). Eine weitere antivirale
Strategie stellt die Hemmung des Eintritts von HBV und HDV in Hepatozyten dar, was durch
die Applikation von Myrcludex B, ein vom N-Terminus des HBV-L-Proteins abgeleitetes Peptid,
das den NTCP-Rezeptor blockiert, verfolgt wird (Bogomolov, et al., 2016). Myrcludex B,
welches mittlerweile als Bulevirtide bezeichnet wird, wurde von der Europaischen
Arzneimittelagentur im Jahr 2020 zur Behandlung der chronischen Hepatitis D bei
Erwachsenen zugelassen (Urban, et al., 2021). Dartber hinaus sind auch Behandlungen in
Entwicklung, die spezifisch HDV inhibieren sollen. So fuihrt die Therapie mit Lonafarnib, einem
Inhibitor der Farnesyltransferase der die Assemblierung neuer Virionen verhindert, zu deutlich
reduzierten HDV RNA Mengen im Serum chronisch HDV infizierter Patienten (Koh, et al.,
2015). Die genannten neuen antiviralen Medikamente werden dabei entweder allein oder in
Kombination mit Interferon verabreicht (Koh, et al., 2019).

Als ultimatives Angriffsziel fir eine antivirale HBV bzw. HDV Therapie wird die cccDNA von
HBV angesehen, da diese durch bisherige Therapien nur unzureichend angegriffen wird und
bei Behandlungsunterbrechung zu einer Reaktivierung der HBV Transkription und Replikation
fuhrt (Lucifora, et al., 2016) (Revill, et al., 2016). Hierbei kdnnte die T-Zell Therapie eine
wichtige Rolle spielen, da sie eine spezifische Eliminierung infizierter Hepatozyten ermdglicht.
Es wurde gezeigt, dass T-Zellen, welche mit einem HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptor (engl.
T cell receptor, TCR) ausgestattet werden, das Potential einer Klarung der HBV Infektion
haben (Wisskirchen, et al., 2019). AuRerdem wird durch die Applikation von T-Zellen, die einen
fur die HBV- Hillproteine spezifischen Chimaren Antigen-Rezeptor (engl. HBV S protein
specific chimeric antigen receptor, S-CAR) exprimieren, ein signifikanter antiviraler Effekt in
HBV-transgenen Mausen erzielt (Krebs, et al., 2013) (Festag, et al., 2019).

Ein weiteres und vielversprechendes Therapiekonzept ist die therapeutische Impfung. Diese
hat das Ziel die HBV-spezifische Immuntoleranz zu tberwinden und antivirale B- und T-Zell-
Antworten wiederherzustellen, um die chronische HBV-Infektion und dadurch auch eine
chronische HDV-Infektion zu eliminieren (Kosinska, et al., 2017). Eine mogliche Impfstrategie
ist das mehrmalige Spritzen von HBV-Proteinen, um spezifische Helfer-T-Zellen und B-Zellen
zu aktivieren. Dies konnte in mehreren praklinischen Experimenten in HBV-transgenen
Mausen bzw. Mausen, welchen mittels Adeno-assoziierten Virus (AAV) ein HBV-Genom in
Uberlange lbertragen wurde, erfolgreich gezeigt werden. So filhrte die Impfung mit HBV-
Proteinen, gefolgt von einer Boost-Impfung mit einem Modified-Vaccinia-Ankara-Virus (MVA)
Vektor zur Uberwindung der Immuntoleranz, indem HBV-spezifische B- und T-Zell-Reaktionen
induziert wurden (Backes, et al., 2016) (Michler, et al., 2020).
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1.3 Die Erkennung viraler Infektionen durch das angeborene Immunsystem

Als erste Verteidigungslinie gegen eindringende Pathogene, ist die Interferon (IFN) vermittelte
angeborene Immunantwort ein elementarer Bestandteil des Immunsystems. Dabei erfolgt die
Erkennung pathogener Erreger durch sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (engl. pattern
recognition receptors, PRRs), welche konservierte Strukturen der Krankheitserreger
detektieren konnen und dadurch die Immunantwort in der infizierten Zelle induzieren, indem
sie die Produktion von Interferonen ausldsen. Die initial gebildeten Typ | Interferone binden
wiederum an spezielle, sich auf der Zelloberflache befindende Rezeptoren, was zur Auslésung
einer Signalkaskade uber den JAK-STAT Signalweg (engl. janus kinase, JAK; signal
transducer and activator of transcription, STAT pathway) fuhrt. Die IFN-Signaltransduktion hat
weitreichende Folgen fir die transkriptionelle Regulation einer Vielzahl von IFN regulierter
Gene (IRGs), welche im Falle einer gesteigerten Expression auch als IFN stimulierte Gene
(ISGs) bezeichnet werden. Dieses Zusammenspiel aus Erkennung des Eindringlings und
veranderter transkriptioneller Regulation ermdglicht die Etablierung eines ausgepragten
antiviralen Verteidigungszustands gegeniiber vielen RNA- und DNA-Viren innerhalb infizierter
Zellen (Schneider, et al., 2014) (Raftery, et al., 2017).

Die PRRs zur Erkennung viraler Infektionen sind bereits vor Eindringen der Viren in die Zelle
vorhanden, ihre Genexpression wird allerdings als Teil einer positiven Riickkoppelung durch
Interferone gesteigert, weshalb sie auch den ISGs zugeordnet werden kdnnen. Es gibt eine
Vielzahl an unterschiedlichen PRRs und jeder davon ist auf die Erkennung eines bestimmten
Pathogen-assoziierten molekularen Musters (engl. Pathogen-associated molecular pattern,
PAMP) spezialisiert: Retinoic acid—inducible gene 1 (RIG-I) -dhnliche Rezeptoren (RLRS)
erkennen doppelstréangige RNA und 5 Triphosphat-RNA (nur RIG-1) im Cytoplasma (Hornung,
et al.,, 2006), (Pichlmair, et al., 2006), wohingegen AIM2-ahnliche Rezeptoren (ALRS)
cytosolische DNA detektieren (Hornung, et al., 2009). Die Toll-like-Rezeptoren (TLRs) 2 und
4 sind Transmembranproteine die virale Strukturproteine und insbesondere bakterielle
Lipopolysaccharide auf der Zelloberflache erkennen kénnen. TLRs 3, 7 und 9 sind ebenfalls
Transmembranproteine, allerdings sind sie in Endosomen lokalisiert und erkennen, ahnlich zu
den RLRs, virale Nukleinsduren (Kawai, et al., 2011). Virale RNA kann im Zytoplasma
auRerdem durch das Zusammenspiel von Oligoadenylatsynthetase (OAS) mit der latenten
Ribonuclease L (RNase L) (Chakrabarti, et al., 2011) (Malathi, et al., 2010), sowie indirekt
durch die Proteinkinase R (PKR) erkannt werden (Munir, et al., 2013). Als jlingstes Mitglied
der PRR-Familie wurde die cyclische GMP-AMP-Synthase (cGAS) beschrieben, welche
cytosolische DNA detektieren kann (Sun, et al., 2013).

Nachdem ein PRR durch sein spezifisches PAMP aktiviert wurde, erfolgt eine
Signaltransduktion innerhalb der Zelle, welche schlussendlich zur Produktion von Interferonen

und zur Expression von ISGs fuhrt, was in Abbildung 6 zusammengefasst wird. So findet fur
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CcGAS und die ALRs eine Signaltibermittlung Giber STING (engl. stimulator of interferon genes)
statt, wohingegen diese bei den RLRs RIG-I und MDAS lber MAVS (engl. mitochondrial
antiviral-signaling protein) erfolgt. Durch die Aktivierung von STING bzw. MAVS werden die
Interferon regulatorischen Faktoren (IRFs) 3 und 7 phosphoryliert, dimerisiert und in den
Nucleus transloziert. AuRerdem kénnen STING und MAVS, sowie PKR, den NF-kB-Signalweg
aktivieren. Im Zellkern binden IRF3, IRF7 und NF-kB unter anderem innerhalb der
Promotorbereiche von IFN-B, IRFs, ISGs und PRRs, steigern deren Expression und verstarken
somit die Erkennung des eingedrungenen Pathogens und fuhren zu einer frihen angeborenen
Immunantwort. Zusétzlich induziert das gebildete Interferon via JAK-STAT Signalweg die
Genexpression einer Vielzahl an 1ISGs, was die Immunantwort und damit die Ausbildung eines
antiviralen Zustands weiter fordert. ISGs werden hierbei in antivirale Effektoren, wie
beispielsweise Mx1 und Viperin, und positive bzw. negative Regulatoren der IFN Signalgebung
unterteilt. Dabei ist eines der besonderen Merkmale der IFN-Signaltransduktion die
Geschwindigkeit mit welcher sie auftritt, da die dafiir notwendigen Komponenten bereits vor
einer Infektion vorliegen (Schneider, et al., 2014) (Wu, et al., 2014).
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Abbildung 6: Erkennung viraler Nukleinsduren im Zytoplasma und Aktivierung von ISGs.

Virale einzelstrangige (engl. single-stranded, ss) und doppelstrangige (engl. double-stranded, ds) DNA
und RNA werden durch ihre entsprechenden Mustererkennungsrezeptoren (engl. pattern recognition
receptors, PRRs) im Cytoplasma (engl. cytoplasm) erkannt. Die Signalweiterleitung erfolgt Giber STING
(engl. stimulator of interferon genes) bzw. MAVS (engl. mitochondrial antiviral-signaling protein), deren
Aktivierung zu einer anschlieBenden Phosphorylierung und Dimerisierung von Interferon
regulatorischen Faktoren (IRFs) 3 und 7 fuhrt bzw. den NF-kB-Signalweg stimuliert. Die anschlieRende
Translokation der phosphorylierten Homodimere von IRF3/7 bzw. von NF-kB in den Nucleus ermoglicht
ihre Bindung an spezifische Promotoren, was eine Expression von Interferonen und einem Teil (engl.
subset) an ISGs ausldst. Um die Immunantwort weiter zu verstarken, induziert das gebildete Interferon
via JAK-STAT Signalweg die Genexpression weiterer 1SGs, welche in antivirale Effektoren (engl.
antiviral effectors) und positive bzw. negative Regulatoren (engl. positive/negative regulators) der
Interferon-Signaltransduktion klassifiziert werden (Schneider, et al., 2014).

27



Einleitung

1.3.1 Typ | Interferone und der JAK-STAT Signalweg

Interferone sind Proteine, welche nach Erkennung eines Pathogens durch die Zelle gebildet
und sekretiert werden. Die Einteilung der Interferone erfolgt in drei Hauptgruppen (Typ | bis
I1), wobei die Mitglieder der Typ | Interferone, zu denen IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-K, und IFN-
w gehdren, die grolte Gruppe darstellen und Uber den heterodimeren Rezeptorkomplex,
bestehend aus IFN-a-Rezeptor 1 (IFNAR1) und IFNAR2, wirken (Schneider, et al., 2014). Sie
sind von besonderer Bedeutung fiir die angeborene Immunantwort, da sie nach PRR
Aktivierung von nahezu jeder Zelle des Korpers produziert werden kénnen (Trinchieri, 2010).
Die verschiedenen Typ | Interferone unterscheiden sich durch ihre alternierende Expression
in verschiedenen Geweben sowie der Starke ihrer Bindeaffinitat an IFNAR1/2 (Pestka, et al.,
2004). Bei Bindung der Typ | Interferone an das IFNAR1/2 Heterodimer, welches permanent
mit Tyrosinkinase 2 (TYK2) und Januskinase 1 (JAK1) assoziiert ist, werden zundchst TYK2
und JAK1, als auch anschlieend der Rezeptorkomplex intrazellular an konservierten Tyrosin-
Resten phosphoryliert. Dies fuhrt zur Rekrutierung und Phosphorylierung von STAT1 (engl.
signal transducer and activator of transcription 1) und STAT2, welche ein Heterodimer formen
und dann zusammen mit IRF9 eine als ISGF3 (engl. IFN-stimulated gene factor 3)
bezeichneten Komplex bilden. Durch die Translokation von ISGF3 in den Nucleus und dessen
Bindung an sogenannte ISREs (engl. IFN-stimulated response elements) in der
Promotorregion von ISGs wird deren Expression induziert und ein antiviraler Zustand innerhalb
der Zelle etabliert (Stark, et al., 2012) (Schneider, et al., 2014). Die hier beschriebene

Signaltransduktion wird in Abbildung 7 schematisch dargestellt.

TypelIFN Type lll IFN

Abbildung 7: Signaltransduktion von Typ | IFN.
Typ | Interferone binden an der Zelloberflache an
ihren Rezeptor, das IFNAR1/2 Heterodimer. Die
Bindung flhrt zur intrazellularen Phosphorylierung
von Tyrosinkinase 2 (TYK2) und Januskinase 1
(JAK1), sowie IFNAR1/2. Dadurch werden STAT1
(engl. signal transducer and activator of
transcription 1) und STAT2 rekrutiert, phosphoryliert
und zur Bildung des ISGF3 (engl. IFN-stimulated
response elements) Komplexes zusammen mit dem
Interferon regulatorischen Faktor 9 (IRF9) angeregt.
Im Nucleus wirkt ISGF3 durch Bindung an ISREs
(engl. IFN-stimulated  response  elements)
stimulierend auf die Expression von ISGs. Eine sehr
ahnliche Signaltransduktion findet auch bei Typ IlI
Interferonen statt, welche jedoch zu Beginn an
einen Rezeptorkomplex binden, welcher sich aus
Interleukin-10 Rezeptor 2 (IL-10R2) und Interferon-
Lambda Rezeptor 1 (IFNLR1) zusammensetzt
(Schneider, et al., 2014).
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1.3.2 RIG-I-ahnliche Rezeptoren

Die Infektion durch RNA Viren, wie beispielsweise Influenza A, fuhrt zu einer starken
Produktion von Typ | Interferonen. Als PAMP, welches erkannt und fiur die Typ-I IFN Antwort
verantwortlich ist, fungiert die virale RNA, welche in das Cytoplasma eingeschleust wurde und
bei der viralen Replikation zusétzlich angereichert wird. Hierbei nehmen die RIG-I-&hnlichen
Rezeptoren (RLRs) bei der Erkennung viraler Genome, Transkripte und Replikationsprodukte
eine entscheidende Rolle ein (Wu, et al., 2014) (Rehwinkel, et al., 2010).

Der Prototyp der Familie der RLRs, die RNA Helikase RIG-I (engl. retinoic acid inducible gene-
I) sowie MDAS (engl. melanoma differentiation associated gene 5) wurden im Jahr 2004 als
Sensoren cytosolischer RNA identifiziert (Yoneyama, et al., 2004). Als weiteres Mitglied der
RLRs wurde LGP2 (engl. laboratory of genetics and physiology 2) beschrieben. RIG-I, MDA5
und LGP2 gehen auf ein gemeinsames Ursprungsgen zuriick und sind daher in Vertebraten
stark konserviert (Zou, et al., 2009). Die drei RLRs weisen eine ausgepragte strukturelle
Ahnlichkeit auf (Abbildung 8): So besitzen sie eine zentrale DExD/H Box RNA-Helikase-
Doméne, bestehend aus den beiden Helikasedoméanen Hel-1 und Hel-2, zur Bindung und
Entwindung von RNA und einer C-terminalen Domane (CTD), welche im Zusammenspiel die
RNA Erkennung ermdglichen. Im Gegensatz zu LGP2 besitzen RIG-I und MDAS5 noch zwei
CARD (engl. caspase activation and recruitment domains) Domanen, welche fir die weitere
Signaltransduktion Uber Adapter-Proteine notwendig sind (Goubau, et al., 2013) (Wu, et al.,
2014).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der strukturellen Organisation der RLRs und MAVS.

Alle drei RLRs sind aus einer C-terminalen Domane (CTD) und einer zentralen DExD/H Box RNA-
Helikase-Doméane aufgebaut. Nur RIG-I und MDAS5 besitzen zusatzlich noch zwei N-terminale CARD
(engl. caspase activation and recruitment domains) Domanen. MAVS (engl. mitochondrial antiviral-
signaling protein) dient mittels CARD-CARD-Interaktion als Adapter-Protein fir RIG-I und MDA5 (Wu, et
al., 2014).

Bei Stimulation durch ihr entsprechendes PAMP werden RIG-1 und MDAD5 aktiviert und lagern
sich mit MAVS (engl. mitochondrial antiviral-signaling protein) per CARD-CARD Interaktion zu
Homooligomeren zusammen. Auf Grund der fehlenden CARD Domane, kommt es bei LGP2

zu keiner Interaktion mit MAVS, das auf der auferen mitochondrialen Membran lokalisiert ist
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(Seth, et al., 2005) (Komuro, et al., 2006). Die Interaktion zwischen RLR und MAVS fiuhrt zu
dessen massiver Aggregation in der mitochondrialen Membran (Hou, et al., 2011) was neben
der Rekrutierung von E3-Ubiquitinligasen wiederum zur Aktivierung von IKK- (IkB Kinase) und
TBK1- (engl. TANK-Binding Kinase 1) Komplexen fuhrt (Liu, et al., 2013). An den MAVS-
Aggregaten werden zum einen die Dimere bildenden IRF3/IRF7 durch TBK-1 phosphoryliert,
was die Expression von Typ | Interferonen induziert (Paz, et al., 2006). Zum anderen findet
eine Phosphorylierung des NF-kB-Inhibotors IkBa durch den-IKK Komplex statt, wodurch der
NF-kB Signalweg aktiviert wird und es zuséatzlich zu einer Transkription proinflammatorischer
Zytokine kommt (Ramos, et al., 2011).

Ein elementarer Unterschied zwischen RIG-I und MDA5 besteht in ihrer jeweiligen Bindung
der zu erkennenden doppelstrangigen RNA (dsRNA) durch die CTDs. In inaktivem Zustand
liegt RIG-I in offener Konformation vor und die CTD ist frei zugénglich. Bei Bindung des
Liganden an die CTD erfolgt ein Wechsel in eine geschlossene Konformation in der die dSRNA
durch die CTD in unmittelbare Nahe zur Helikase gebracht und von der sie anschlieBend
gebunden wird. Durch diesen Vorgang werden die CARD-Domaéanen freigelegt und ihre
Interaktion mit den CARD-Domé&nen von MAVS ermdglicht (Kolakofsky, et al., 2012). Hierbei
erfolgt die Initiale Bindung durch die CTD am RNA Terminus. Im Gegensatz dazu bindet die
CTD von MDAS5 nicht an das Ende, sondern innerhalb der dsRNA. Die CTDs der MDA5S
Molekile interagieren hierbei mit der charakteristischen Duplexstruktur innerhalb der dsRNA
(Wu, et al., 2013). Dadurch kommt es zur Anlagerung des MDAGS als filamentéses Oligomer
entlang der RNA und schlie3lich zur Freilegung der CARD-Doménen, um die Interaktion mit
MAVS zu ermoéglichen. (Peisley, et al., 2011).

1.3.2.1 RIG-I

Die RNA Helikase RIG-I ist ein Protein mit einer Lange von 925 Aminosauren und einer Masse
von 102 kDa (Raniji, et al., 2010). Wie experimentell gezeigt wurde, erkennt es synthetische
Inosin-Cytosin Polynucleotid (Poly I:C) dsRNA-Fragmente von eher kurzer Lange (ca. 300 bp)
(Kato, et al., 2008). Dabei wurde zunachst angenommen, dass fir die RIG-I basierte
Erkennung die Prasenz einer Triphosphat-Gruppe am 5" -Ende der RNA essenziell sei, welche
bei den mRNAs der Wirtszelle fehlt und somit die Unterscheidung zwischen kdrpereigen und
korperfremd ermdglicht (Hornung, et al., 2006), (Pichlmair, et al., 2006). In einer spateren
Studie wurde allerdings gezeigt, dass bereits eine Diphosphat-Gruppe am 5 -Ende der RNA
fur eine RIG-I basierte Erkennung ausreichend ist (Goubau, et al., 2014). Neben der 5°-Tri-
bzw. Diphosphorylierung der RNA scheint des Weiteren auch die RNA-Struktur selbst eine
wichtige Rolle fir die Detektion durch RIG-I zu spielen. So kénnen einzelstrangige (engl. single
stranded, ss) 5 Triphosphat Oligoribonukleotide nicht an RIG-lI binden und aktivieren,

wohingegen deren Synthese zu einem Doppelstrang mit glattem Ende zu einer Aktivierung
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und Erkennung fuhrt (Schlee, et al., 2009). Diese synthetisierten Strukturen ahneln den partiell
doppelstrangigen Regionen der sogenannten ,Panhandle“-Struktur (zu Deutsch
.Pfannenstiel“-Struktur) mancher ssRNA Viren. Diese ,Panhandle“-Struktur gilt als Grundlage
fur die Erkennung auch einzelstréangiger RNA Viren durch RIG-I (Weber, et al., 2013). Dartber
hinaus scheinen die Degradationsprodukte der RNase L, kurze dsRNA 5‘-Hydroxyl (5-OH)
und 3‘-Monophosphoryl (3‘-p) Stlicke, auch als Liganden fur RIG-I zu wirken (Malathi, et al.,
2007). Zusammengefasst ist RIG-1 damit in der Lage, virale Genome, Replikationsintermediate
und Transkripte und damit auch DNA-Viren, sowie durch Rnase L generierte dsRNA zu
erkennen. In der Literatur beschriebene Viren, welche durch RIG-I detektiert werden umfassen
zum einen Viren aus der Familie der Paramyxoviridae (z.B. das Sendai- und Newcastle-
Disease-Virus), wie auch Viren aus der Familie der Flaviviridae (z.B. das Japanische-
Enzephalitis-Virus, JEV und Hepatitis-C-Virus, HCV) und Viren aus der Rhabdoviridae-Familie
(z.B. das Vesikulare-Stomatitis-Virus, VSV) sowie das Influenzavirus aus der Familie der
Orthomyxoviridae (Kato, et al., 2006) (Wu, et al., 2014). Als Besonderheit von RIG-I sticht
dessen Fahigkeit heraus, auch DNA-Viren zu erkennen, wenn diese RNA basierte
Replikationsintermediate bilden. So transkribiert die RNA-Polymerase Il cytosolische DNA zu
doppelstrangiger 5 Triphosphat RNA, welche dann durch RIG-I detektiert wird. Durch diesen
Mechanismus wird das Epstein-Barr-Virus als doppelstrangiges DNA-Virus aus der Familie
der Herpesviridae indirekt Gber seine Replikationsintermediate erkannt und die Produktion von

Typ | Interferonen ausgelost (Ablasser, et al., 2009).

1.3.2.2 MDA5

Mit einem Molekulargewicht von 117 kDa und einer Lange von 1035 Aminosauren ist das
MDAJS Protein etwas gréf3er als RIG-I (Ranji, et al., 2010). Genau wie RIG-I lasst sich MDA5
mit dem synthetischen dsRNA Analogon Poly I:C stimulieren, wobei MDAS5 insbesondere
durch langere dsRNA-Fragmente (> 4 kbp) aktivierbar zu sein scheint (Kato, et al., 2008). In
Picornavirus infizierten Zellen ist MDA5 in der Lage die 7,5 kbp lange doppelstrangige
Replikationsform zu erkennen und eine starke Typ | Interferonantwort auszulésen (Feng, et
al.,, 2012). Die weiteren notigen Eigenschaften des MDAb5-Liganden sind nicht so Klar
charakterisiert wie fir RIG-I, dabei kdnnte die Struktur bzw. die Komplexitat der RNA sogar
entscheidender fur die MDAS Aktivierung sein als deren reine Lange. Es wurde berichtet, dass
sich MDA5 durch ein komplexes Netz, das sich aus Einzel- und Doppelstrangbereichen
verschiedener RNA-Strange zusammensetzt, aktivieren lasst (Pichlmair, et al., 2009). Neben
den bereits genannten Picornaviridae (z.B. Poliovirus und Encephalomyocarditis-Virus,
EMCV) wurde wahrend dieser Dissertation auch das HDV als durch MDAS5 detektierbar
beschrieben (Zhang, et al., 2018) (Altstetter, et al., 2021). Die Erkennung mancher Viren erfolgt

im Gegensatz dazu nicht nur durch einen einzigen RLR. Manche Viren werden sowohl von
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RIG-I als auch MDA5 erkannt, dazu zahlen beispielsweise das Dengue-Virus und das West-
Nil-Virus (WNV), beides Vertreter aus der Familie der Flaviviridae (Fredericksen, et al., 2008)
(Wu, et al., 2014).

1.3.2.3 LGP2

Aufgrund der fehlenden N-terminalen CARD-Domaéanen, ist LGP2 mit einer Masse von 75 kDa
und einer Lange von 678 Aminosauren der kleinste Vertreter unter den RLRs und kann nicht
direkt mit MAVS interagieren (Ranji, et al., 2010). Dementsprechend tragt es trotz dessen
Fahigkeit dsRNA zu binden nicht direkt zur Signalgebung bei und auf der Grundlage von
LGP2-Uberexpressionsstudien zunachst wurde angenommen, dass es sich bei LGP2 um
einen inhibitorischen Faktor der RLR Signaltransduktion handelt (Yoneyama, et al., 2005). Im
Gegensatz dazu, zeigten anschlieende in vivo Studien, dass LGP2 die IFN Produktion nach
Infektion mit RNA Viren, wie EMCV und VSV férdert, indem es als positiver Regulator von
RIG-I und MDAGS auftritt (Satoh, et al., 2010) (Venkataraman, et al., 2007). Insbesondere fir
die Funktion von MDA5 scheint LGP2 eine unterstiitzende Rolle zu spielen, da es bei der
MDAS5-Filamentbildung entlang der RNA assistiert (Bruns, et al., 2014). Daruber hinaus wurde
gezeigt, dass sogenannte Pumilio-Proteine wichtig fir die RNA Erkennung durch LGP2 sind,
indem sie dessen RNA-Bindeaffinitdt erhéhen und dadurch die RIG-I-Signaltransduktion
positiv regulieren (Narita, et al., 2014). Zusammengefasst zeigen LGP2 Knockout Studien
somit ein diffuses Bild tGber die Rolle von LGP2 bei der Detektion von RNA Viren, vermutlich
da die ersten Experimente als LGP2-Uberexpressionsstudien durchgefiihrt wurden. Der
aktuelle Stand der Forschung deutet aber eher auf eine unterstiitzende als eine inhibierende
Funktion des LGP2 im Kontext der RLR-Signaltransduktion hin (Yoneyama, et al., 2015).

1.3.3 Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind Transmembranproteine, die aus Ekto-, Transmembran- und
Toll/IL-1-Rezeptor (TIR)-Doménen aufgebaut sind und sowohl in Wirbeltieren als auch
Insekten evolutionar stark konserviert sind (Bauer, et al., 2008). Die hufeisenférmige
Ektodoméne der TLRs, erkennt mit Hilfe leucinreicher Wiederholungseinheiten extrazellulare
PAMPs eindringender Pathogene, was mittels intrazellularer TIR-Doméne zu einer
Signaltransduktion Uber die Adapterproteine TRIF (engl. TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-B) und MyD88 (engl. Myeloid differentiation primary response 88) flihrt
(Kawai, et al., 2010). Unter den 10 im Menschen bzw. 13 in der Maus identifizierten TLRs sind
funf, im speziellen TLRs 3, 7, 8, 9 und 13, fir die Erkennung von Nukleinsauren involviert.
Diese Rezeptoren tberwachen das Lumen von Endosomen auf Nukleinsduren pathogenen

Ursprungs und ihre Aktivierung fuhrt entweder zur Signaltransduktion tber TRIF (fir TLR3)
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bzw. Uber MyD88 (fur TLRs 7, 8, 9 und 13). In beiden Fallen wird der NF-kB Signalweg
aktiviert, wohingegen IRF3 durch TRIF und IRF7 durch MyD88 aktiviert wird (Wu, et al., 2014).
Unter den Nukleinsauren-erkennenden TLRs, sind es im Menschen die TLRs 3, 7 und 8 bei
denen RNA als Ligand fungiert. Experimentell wurde durch die Verwendung von poly I:C als
synthetischer Ligand gezeigt, dass dsRNA von TLR3 erkannt werden kann (Alexopoulou, et
al., 2001). Im Verlaufe einer natirlich auftretenden viralen Infektion erkennt TLR3 dsRNA, die
bei der Replikation von ssRNA Viren wie beispielsweise WNV und EMCV produziert wird
(Kawai, et al., 2008). Die phylogenetisch zu TLR3 nah verwandet TLRs 7 und 8 teilen sich die
Spezifitat fur ssRNA viralen Ursprungs, hierbei ist die Erkennung allerdings speziesspezifisch.
So wird Guanin/Uracil (GU)-reiche ssRNA in Mausen durch TLR7 erkannt, wohingegen im
Menschen TLRS fiur die Erkennung verantwortlich ist. TLR8 hat in M&usen keine Relevanz da
der Rezeptor in diesen Tieren nicht funktional ist. Dies deutet auf eine abweichende Funktion
der TLRs in verschiedenen Spezies hin (Heil, et al., 2004) (Kawai, et al., 2010).

1.3.4 Das 2'5"0Oligoadenylat-Synthetase/RNase L System

Noch deutlich vor der Entdeckung der RLRs, wurde die 2°5 Oligoadenylat-Synthetase (OAS)
als dsRNA erkennendes Protein beschrieben, welches eine antivirale Antwort in der Zelle
auslésen kann (Minks, et al., 1979). Bei Bindung von dsRNA wird die OAS aktiviert und
katalysiert die Umwandlung von Adenosintriphosphat (ATP) in 2’5 Oligoadenylate, welche
wiederum an die latent exprimierte RNase L binden und diese aktivieren. Dadurch werden
sowohl virale als auch zellulare einzelstrangige RNAs degradiert (Silverman, 2007). Die
RNase L Abbauprodukte stimulieren dabei den RIG-I und MDA5 Signalweg und induzieren
somit die Produktion von Typ | Interferonen (Malathi, et al., 2007) (Malathi, et al., 2010).

Das eigentliche Effektorprotein, die RNase L (L steht fur latent) ist eine Ribonuclease mit einer
Lange von 741 Aminosauren und einer Masse von 83,5 kDa, welches ubiquitar exprimiert wird
(Zhou, et al., 1993). Sie ist aus drei Hauptdomanen, einer N-terminalen regulatorischen ARD-
(engl. ankyrin repeat domain) Domane, einer Proteinkinase (PK)-ahnlichen Domane und einer
C-terminalen Ribonuclease-Domane aufgebaut (Chakrabarti, et al., 2011). In inaktiver,
geschlossener Form liegt die RNase L als Monomer vor. Die Bindung von 25 Oligoadenylat
an die ARD-Domane 16st einen Ubergang in eine offene Konformation aus, wodurch eine
Ausbildung von RNase L-Homodimeren mdglich ist und die C-terminale, katalytisch aktive
Ribonuclease-Doméne freigelegt wird (Dong, et al., 1995) (Tanaka, et al., 2004). Diese
schneidet RNA bevorzugt am 3"-Ende einer UU, UA oder UG-Sequenz und ausschlieRlich in
Einzelstrangbereichen, hierbei entstehen RNA Stiicke (< 200 Nukleotide) mit einer 5° OH-
Gruppe und einem 2°3"zyklischen Phosphat. (Floyd-Smith, et al., 1981) (Chakrabarti, et al.,
2011). So wird der antivirale Effekt der RNase L zum einen direkt Uber das Schneiden des

ssRNA Genoms und damit einer Inhibition der viralen Replikation, wie beispielsweise bei
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EMCV, vermittelt (Silverman, 2007). Zum anderen wird durch RNase L Aktivitdt auch die
zellulare ribosomale RNA degradiert und somit die Translation viraler Proteine gehemmt
(Silverman, et al., 1983). Ein weiterer antiviraler Mechanismus umfasst die Aktivierung der
RIG-1 und MDAGS basierten Signaltransduktion durch RNase L Abbauprodukte. So wird durch
2’5"0ligoadenylat induzierte RNase L Aktivitat, nach Erkennung viraler dSRNA durch die OAS,
zelleigene RNA geschnitten. Ein bestimmter, jedoch unbekannter Teil dieser RNA-Fragmente
dient anschlielRend als Ligand fur RIG-I1 was zu einer Expression von IFN-B und damit zur
Ausbildung einer antiviralen angeborenen Immunantwort fuhrt (Malathi, et al., 2007) (Malathi,
et al., 2010).

1.3.5 Immunmodulation durch HDV und HBV

Da das HDV Genom als einzelstrangige, zirkulare RNA beschrieben ist und aufgrund von
ausgepragter Basenkomplementaritat eine doppelstrangige, stabahnliche Struktur vorweist
(Mentha, et al., 2019), musste man vermuten, dass das Virus mittels RLRs erkannt wird. Diese
Hypothese wurde im Verlauf dieser Arbeit bestatigt, als zum einen berichtet wurde, dass eine
Transduktion von HDV Genomen mittels AAV-HDV in MAVS Knockout Mause eine signifikante
Abschwéchung der angeborenen Immunitat, verglichen mit der Transduktion von Wildtyp-
Mausen, zur Folge hat (Suarez-Amaran, et al., 2017). Zum anderen konnten wir und andere
anschlieRend unabhangig davon zeigen, dass die HDV induzierte Immunaktivierung und die
Expression von Interferonen in humanen primaren Hepatozyten sowie Hepatomazelllinien von
MDADS abhéangig ist (Zhang, et al., 2018) (Altstetter, et al., 2021). Wahrend hauptséachlich die
HDV RNA als PAMP fiir die Immunaktivierung angesehen wird, existieren auch Berichte Uber
eine direkte Induktion der angeborenen Immunantwort durch S- und L-HDAg (Williams, et al.,
2009).

Im Gegensatz zu HDV gilt HBV als ,stummes* (engl. stealth) Virus, welches vom angeborenen
Immunsystem nicht erkannt wird bzw. dieses nicht inhibiert und die HBV Replikation somit
keine Expression von Typ | Interferonen nach sich zieht (Wieland, et al., 2005) (Suslov, et al.,
2018) (Mutz, et al., 2018). Allerdings wurde auch berichtet, dass Makrophagen HBV Partikel
erkennen kdénnen und manche HBV Proteine aktiv mit der Erkennung des Virus durch das
angeborene Immunsystem interferieren (Hosel, et al., 2009) (Cheng, et al., 2017). So kann in
chimaren Mausen mit humanisierten Lebern eine HBV bedingte Inhibition der Immunantwort
der Hepatozyten auf IFN-a festgestellt werden (Litgehetmann, et al., 2011). Aulerdem gibt
es Hinweise, dass der RIG-I Signalweg zum einen durch das X-Protein inhibiert wird, indem
es die Signaltransduktion Uber MAVS inhibiert (Wei, et al., 2010) und es zum anderen durch
die HBV-Polymerase zu einer Interferenz mit der IRF3 bzw. TBK1 Aktivierung kommt (Yu, et
al., 2010).
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1.4 Zielsetzung der Doktorarbeit

Da permissive Zellkultursysteme zu Beginn dieser Doktorarbeit noch nicht lange verfiigbar
waren, war die Auswirkung der HDV Infektion auf das Immunsystem, sowie die Interaktion
zischen HBV und HDV nur wenig erforscht. Es war bekannt, dass HDV vom angeborenen
Immunsystem erkannt wird und die Produktion von Interferonen ausldsen kann, jedoch waren
die Konsequenzen fur das Immunsystem und das Virus dabei weitgehend ungeklart.

Deshalb sollte im ersten Teil der Arbeit ein in vitro Infektionsmodell fir HDV in HepG2 und
HepaRG basierten Zellen etabliert werden, das eine robuste Induktion Interferon stimulierter
Gene (ISGs) durch HDV erlaubte. AuRerdem wurde damit der Einfluss von HBV auf die HDV
bedingte angeborene Immunitét untersucht.

Auf Grundlage dieser Infektionsmodelle sollte anschlieRend der Rezeptor identifiziert werden,
der fur die HDV Erkennung durch das angeborene Immunsystem verantwortlich ist. Hierfr
sollten HepG2 Hepatom-Zellen mittels CRISPR/Cas9 Methode systematisch mit Gen-
Knockouts der potenziellen PRRs aus der Familie der RIG-1 &hnlichen Rezeptoren, sowie die
an der Signaltransduktion beteiligten Moleklle versehen werden. AuRerdem sollte die Rolle
weiterer, unterstutzender Mechanismen der HDV Erkennung erforscht werden.

Ein weiteres Ziel dieser Doktorarbeit sollte es sein, sich mit den Konsequenzen der HDV
Muster-Erkennung und der damit verbundenen Aktivierung des angeborenen Immunsystems
auseinanderzusetzen und die Auswirkungen auf die Persistenz und Replikationsfahigkeit des
HDV zu untersuchen. Dabei sollte zum einen der Einfluss der PRR-Knockouts auf die HDV
Infektion, zum anderen der eines kunstlich herbeigeflhrten antiviralen Zustands untersucht
werden. Zudem sollte der Effekt der HDV induzierten, angeborenen Immunantwort auf die
Eliminierung HBV-infizierter Hepatozyten durch Effektor-T-Zellen, die das HBV-Hullprotein
erkennen, analysiert werden.

AbschlieRend sollten diese Erkenntnisse auf ein in vivo HDV Infektionsmodell in Mausen
Ubertragen werden. Hierbei sollte untersucht werden, wie gut sich NTCP-humanisierte Mause
mit HDV infizieren lassen und welchen Einfluss die PRR bedingte Erkennung hierbei auf die
HDV Infektion hat.

35






Ergebnisse

2. Ergebnisse

2.1 Etablierung und Charakterisierung von in vitro HDV Infektionsmodellen

Fur die Experimente dieser Doktorarbeit war es notwendig, ein reproduzierbares Protokoll zur
Infektion von immortalisierten Hepatozytenzelllinien mit HDV zu etablieren, welches ein
Auslesen der angeborenen Immunantwort als Reaktion auf die HDV Infektion ermoglicht. Als
Grundlage hierflr dienten die Protokolle zur Produktion von HDV, sowie zur Infektion von
Hepatomazelllinien aus meiner Masterarbeit (Altstetter, 2016) am Institut fur Virologie der

Technischen Universitat Minchen, welche weiter optimiert und standardisiert wurden.

2.1.1 HDV induziert ISGs in humanen Hepatomazelllinien

Aus meiner Masterarbeit (Altstetter, 2016) ging hervor, dass eine HDV Infektion von HepG2-
NTCP und HepaRG Zellen zu einer angeborenen Immunantwort in Form von erhohter
Expression von ISGs fuhrt, was auch durch Berichte weiterer Gruppen bestétigt wurde
(Alfaiate, et al.,, 2016). Auf Grundlage dieser Beobachtung wurden zu Beginn dieser
Dissertation die HepG2-NTCP Zellen 2 Tage und die HepaRG Zellen 14 Tage lang differenziert
bevor sie mit HDV infiziert wurden. Allerdings erwies sich die Induktion von ISGs in HepG2-
NTCP Zellen als sehr schwach, weswegen die Dauer der Zelldifferenzierung von 2 auf 14
Tage, wie bei der HepaRG Zelllinie, angehoben wurde. Die Infektion beider Zelllinien erfolgte
mit 20 Virionen pro Zelle (entspricht einer MOI = 20 - engl. multiplicity of infection) und um den
Infektionsverlauf nachzuverfolgen, wurden die Zellen jeweils 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9 und 10 Tage
nach der Infektion (engl. days post infection - dpl) lysiert, die RNA extrahiert und die viralen
Genomagquivalente (engl. viral genome equivalents — vGE) per One-Step RT-gPCR bestimmt.
Eine Zunahme der viralen Genoméquivalente im zeitlichen Verlauf des Experiments
bedeutete, dass die Zelllinien erfolgreich infiziert wurden und HDV in den Zellen replizieren
konnte. Bei den HepaRG Zellen erfolgte zusatzlich an den Tagen 5 und 6 nach Infektion eine
Analyse, um eine lickenlose Kinetik zu erhalten. Dabei zeigte sich, dass bis einschlief3lich Tag
2 nach Infektion kein Anstieg viraler Genomaquivalente und somit keine HDV Replikation
stattfand. Erst nach 3 Tagen stieg die Anzahl von HDV- Genomagquivalenten sprunghaft an
und erreichte ab Tag 7 nach Infektion ein Plateau ohne weitere Anstiege. Insgesamt nahmen
die gemessenen viralen Genomagquivalente in etwa um den Faktor 100 zu (Abbildung 9 A)
(Altstetter, et al., 2021).

Im Falle der HepG2-NTCP Zellen zeigte sich aufgrund der ausbleibenden viralen Replikation
in den ersten beiden Tagen nach Infektion ein vergleichbares Bild wie bei den He paRG Zellen,
jedoch war die initiale Anzahl an gemessenen HDV-Genomaquivalenten ca. doppelt so hoch.
Ab Tag 3 nach Infektion nahm diese dann ohne Stagnation bis Tag 7 stark zu (Faktor 250)
und erreichte ab diesem Zeitpunkt ebenfalls ein Plateau (Abbildung 9 B) (Altstetter, et al.,

2021).
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Abbildung 9: Die Kinetik der HDV Infektion und ISG Expression in HepaRG und HepG2-NTCP
Zellen.

Die HDV Infektion erfolgte mit 20 Virionen pro Zelle nach 14 Tagen Zelldifferenzierung, die Zelllyse und
RNA Extraktion wurde an den angegebenen Tagen nach Infektion (engl. days post infection, dpl)
durchgefiihrt. (A) Die viralen Genomaquivalente pro Well (engl. viral genome equivalents per well,
vGE/well) wurden mittels RT-qPCR in HepaRG Zellen (ausgesat in 6-Well Platten) und (B) HepG2-
NTCP Zellen (ausgesat in 24-Well Platten) absolut quantifiziert. (C) Die Veranderung der mMRNA Menge
von MDA5, OAS1 und IP-10 nach HDV Infektion in HepaRG und (D) HepG2-NTCP Zellen wurde mittels
gPCR als Vielfaches (engl. fold change) in Relation zu TBP (TATA-Box-Binde-Protein) bestimmt.

Die Analyse der ISG Expression erfolgte per relativer gPCR Quantifizierung der mRNA Menge
des jeweiligen ISGs in Relation zur mRNA Menge des konstitutiv exprimierten Haushaltsgens
(engl. housekeeping gene) TATA-Box-Binde-Protein (TBP). Hierbei wurde die extrahierte
RNA, die auch fur die Bestimmung der HDV-Genomagquivalente verwendet wurde, in cDNA
umgeschrieben und die Genexpression infizierter Zellen im Vergleich zu uninfizierten Zellen
per gPCR analysiert. HDV infizierte HepaRG Zellen zeigten erst ab Tag 7 nach Infektion eine
deutlich gesteigerte OAS1 Expression, die bis Tag 10 langsam wieder abnahm. Die Induktion
von IP-10 erfolgte ebenfalls ab Tag 7 nach Infektion und nahm bis zu Tag 10 kontinuierlich ab,
ohne dabei auf den Ursprungswert abzuflachen. Die Expression von MDA5 wurde durch die
HDV Infektion von HepaRG Zellen kaum gesteigert (Abbildung 9 C) (Altstetter, et al., 2021).

Bei den mit HDV infizierten HepG2-NTCP Zellen konnte schon ab Tag 4 nach Infektion eine

gesteigerte IP-10 Expression beobachtet werden, die analog zu den Beobachtungen in

38



Ergebnisse

HepaRG Zellen an Tag 7 nach Infektion gipfelte und dann langsam zuriickging. Die jeweiligen
Induktionen von OAS1 bzw. MDAS erfolgten ab Tag 7 nach Infektion und nahmen bis zu Tag
10 kontinuierlich ab. (Abbildung 9D). Interessanterweise korrelierte der Expressionsanstieg
der I1SGs in beiden Fallen nicht direkt mit der sprunghaften Zunahme der HDV-
Genomaquivalente, sondern fand deutlich zeitversetzt statt, als sich HDV schon Uber einen
langen Zeitraum repliziert hatte (Altstetter, et al., 2021).

2.1.2 Die Veranderung der MOI hat wenig Einfluss auf die Induktion von ISGs

Um herauszufinden, ob zunachst eine bestimmte Menge an HDV Genomen benétigt wird,
bevor 1ISGs induziert werden kdnnen, wurden HepG2-NTCP Zellen mit verschiedenen MOIls
(2, 5, 10, 20 und 50 Virionen pro Zelle) infiziert. Die Zelllyse erfolgte nach 1, 3, 4 und 7 Tagen
nach der Infektion, da sich diese Zeitpunkte, wie in 2.1.1 gezeigt, zur Analyse der HDV
bedingten ISG Induktion sehr gut eigneten. Die Quantifizierung der HDV-Genomaquivalente
mittels RT-qPCR ergab, dass sich HDV uber alle verwendeten MOIs hinweg erfolgreich
replizieren konnte und die absolute Anzahl an viralen Genoméaquivalenten direkt mit der MOI
korrelierte. Relativ zu den Basiswerten, welche einen Tag nach Infektion bestimmt wurden,
war die jeweilige Zunahme der Genoméaquivalente allerdings kaum von der MOI abhangig und
lag in etwa bei Faktor 100-200 (Abbildung 10 A).
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Abbildung 10: Der Einfluss der MOI auf die Expression von ISGs in HepG2-NTCP Zellen.

Die HDV Infektion 14 Tage differenzierter HepG2-NTCP Zellen (ausgesat in 24-Well Platten) erfolgte
mit MOIs von 2, 5, 10, 20 und 50 Virionen pro Zelle. Die Zelllyse wurde 1, 3, 4 und 7 Tage nach Infektion
(dpl) durchgeftihrt. (A) Die viralen Genomaquivalente pro Well (vGE/well) wurden mittels RT-gPCR
absolut quantifiziert. (B) Die Verdnderung der mRNA Menge von IP-10, OAS1 und IFIT1 nach HDV
Infektion wurde mittels qPCR als Vielfaches (engl. fold change) in Relation zu TBP bestimmit.
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Auch auf die Induktion von ISGs hatte eine Erhdhung bzw. Verminderung der MOI grof3tenteils
keinen Einfluss. So befand sich der Zeitpunkt fiir die maximale 1SG Induktion, wie bereits in
2.1.1 festgestellt, bei 7 Tagen nach HDV Infektion. Lediglich im Falle von IP-10 fuhrte eine
hohere MOI (20 und 50 Virionen pro Zelle) bereits nach 3 Tagen zu dessen gesteigerter
Expression, fur OAS1 und IFIT1 traf dies nicht zu (Abbildung 10 B). Somit schien die absolute
Anzahl an initial vorhandenen HDV Genomen nur eine untergeordnete Rolle auf die Induktion
von ISGs zu haben (Altstetter, et al., 2021).

2.1.3 HBV schwécht die HDV induzierte ISG Expression nicht ab

Da eine HDV Infektion im Menschen nie allein, sondern immer entweder als Koinfektion mit
HBV oder als Superinfektion bereits mit chronisch HBV infizierter Patienten auftritt, sollte der
Einfluss von HBV auf die HDV induzierte angeborene Immunantwort untersucht werden. Wie
von Jung et al. zusammengefasst, wurde unter anderem bereits von einer direkten Blockade
des Interferon Signalwegs durch die HBV-Oberflachenproteine (Xu, 2016) und das X-Protein
(Tsunematsu, et al., 2017) berichtet. AuRerdem wurde gezeigt, dass das X-Protein mit dem
MAVS Signalweg interferieren kann und dadurch mdoglicherweise eine Aktivierung des
angeborenen Immunsystems durch HDV verhindert werden kdnnte (Wei, et al., 2010) (Jung,
et al., 2020a). Um zu vermeiden, dass im Experiment HDV monoinfizierte Zellen vorlagen,
wurden HepG2 (-NTCP) basierte HBV-transgene Zelllinien verwendet. Dabei handelten es
sich um HepG2 Zellen, welche ein 1,3-faches HBV Genom trugen (HepG2 1.3) und im Falle
der HepG2 1.3X- und HepG2-NTCP 1.3L- Zellen kein X-Protein (HepG2 1.3X-) bzw. kein L-
Protein (HepG2-NTCP 1.3L-) bildeten. Da weder die HepG2 1.3 noch die HepG2 1.3X-
Zelllinien den fiir eine HDV Infektion notwendigen NTCP Rezeptor besalRen, wurde in
Kooperation mit Prof. Dr. Gloria Gonzalez Aseguinolaza [Direktorin am CIMA, Pamplona,
Spanien] ein NTCP unabhangiges Adeno-assoziiertes Virus-HDV Konstrukt (AAV-HDV)
verwendet. Hierbei handelte es sich um ein AAV, in dessen Kapsid des Serotyps 8 ein 1,2-
faches wildtypisches HDV-Uberlangengenom verpackt wurde und welches sich als Vektor zur
Transduktion von Hepatomazelllinien eignet (Suarez-Amaran, et al., 2017).

Nachdem die Zellen fir 14 Tage differenziert wurden, erfolgte die AAV-HDV vermittelte
Transduktion des HDV Genoms mit einer MOl von 2x10* Virionen pro Zelle. Die HBV-
transgenen Zelllinien wurden 4, 7, 11 und 14 dpi lysiert und die viralen Genomaquivalente
sowie die ISG Induktion mittels gPCR mit HBV-freien HepG2-NTCP Zellen verglichen. Bei
allen mit AAV-HDV transduzierten Zelllinien konnte ein Anstieg der Genoméaquivalente im
zeitlichen Verlauf beobachtet werden, was auf eine erfolgreiche Replikation des HDV Genoms
schlieRen lieR (Abbildung 11 A). Bezlglich der ISG Induktion war auffallig, dass diese
verglichen mit den Ergebnissen aus 2.1.1 erst ab Tagen 11 bzw. 14, je nhach gemessenem

ISG, ihren jeweiligen HOhepunkt hatte. Dabei zeigten die HepG2-NTCP Zellen eine
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schwéchere Expression von IFNB1 sowie den beiden ISGs OAS1 und IFIT1, als die HepG2
basierten HBV-transgenen Zelllinien. Insbesondere die HepG2 1.3 und HepG2 1.3X- Zellen
wiesen eine starke Immunstimulation auf, wohingegen die HepG2-NTCP 1.3L- Zellen
schwécher stimuliert wurden, dabei aber immer noch eine hohere ISG Induktion aufwiesen,
als die HepG2-NTCP Zellen (Abbildung 11 B). Folglich konnte eine durch HBV vermittelte
Abschwéachung der HDV induzierten ISG Expression, wie sie zuvor beschrieben wurde, nicht
bestétigt werden.
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Abbildung 11: Der Einfluss von HBV auf die HDV induzierte ISG Expression.

HepG2-NTCP sowie HBV transgene HepG2 1.3X-, HepG2 1.3 und HepG2-NTCP 1.3L- Zellen wurden
14 Tage in einer 24-Well Platte differenziert und anschlieBend mittels AAV-HDV transduziert
(MOI=2x10* Virionen pro Zelle). Zelllyse und RNA lIsolation erfolgten 4, 7, 11 und 14 Tage nach
Transduktion. (A) Die viralen Genomaquivalente pro Well (vGE/well) wurden mittels RT-gPCR absolut
quantifiziert. (B) Die Veranderung der mRNA Menge von IFNB1, OAS1 und IFIT1 nach AAV-HDV
Transduktion wurde mittels qPCR als Vielfaches (engl. fold change) in Relation zu TBP bestimmt.
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2.2 Die Identifizierung von MDA5 als Rezeptor zur Erkennung der HDV
Replikation
Wie aus dem vorherigen Teil der Arbeit hervorgeht, fuhrt eine HDV Infektion von
Hepatomazelllinien zu einer Aktivierung ihres angeborenen Immunsystems. Dies bedeutet,
dass das Virus von einem PRR der Zelle erkannt werden muss, damit die anschlie3ende
Signalkaskade ablaufen und ISGs induziert werden kénnen. Zu Beginn dieser Doktorarbeit
war nicht bekannt, welcher Rezeptor fir die Erkennung der HDV Infektion verantwortlich ist.
Da das HDV Genom als einzelstrdngige RNA mit stark ausgepragten Sekundarstrukturen
vorliegt, wurde vermutet, dass, neben den Toll-like Rezeptoren (TLRs) 3,7 und 8, entweder
RIG-I oder MDAS aus der Familie der RIG-I-&hnlichen Rezeptoren (engl. RIG-I-like receptors,
RLRs) eine wichtige Rolle bei der Erkennung von HDV spielen, da diese intrazellulare virale
RNA erkennen kdnnen (Schneider, et al., 2014) (Wu, et al., 2014). Dementsprechend handelt
dieser Teil meiner Doktorarbeit von der Identifikation des Rezeptors, der fir die Erkennung der

HDV Infektion essenziell ist.

2.2.1 Der Gen-Knockout von MAVS verhindert die Induktion des angeborenen
Immunsystems nach HDV Infektion

Um zu Uberprifen, ob RIG-1 und/oder MDAS flr die Erkennung von HDV bendétigt werden,
wurde in Kooperation mit Dr. Francesca Pinci [Postdoktorandin am Genzentrum Minchen der
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen] und Prof. Veit Hornung [Professor am Genzentrum
Minchen der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen] mittels CRISPR/Cas-Methode ein
MAVS Gen-Knockout in die bereits verwendeten HepG2-NTCP Zellen eingebracht (im
Folgenden als HepG2-NTCP MAVS KO bezeichnet) und damit sowohl die RIG-I als auch die
MDAGS basierte Signalgebung ausgeschaltet. Sowohl die nativen HepG2-NTCP Zellen als auch
die HepG2-NTCP MAVS KO Zellen wurden 14 Tage differenziert und anschliel3end wie zuvor
beschrieben mit HDV infiziert und die ISG Expression per gPCR 1, 4, 7 und 11 Tage nach
Infektion analysiert. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit HBV infiziert (MOl = 100
Virionen pro Zelle), da HBV im Gegensatz zu HDV die angeborene Immunantwort nicht
aktiviert und somit keine ISGs induziert (Mutz, et al., 2018).

In HDV infizierten HepG2-NTCP Zellen wurde an Tag 7 nach Infektion, wie bereits in 2.1
berichtet, eine klare Induktion der Expression von IP-10 und IFIT1 detektiert, die an Tag 11
groftenteils wieder abgeklungen war. Bei den HBV infizierten HepG2-NTCP Zellen konnte
keine Induktion der ISGs festgestellt werden (Abbildung 12 A). Der Gen-Knockout von MAVS
hatte zur Folge, dass die Expression von IP-10 und IFIT1 in HDV infizierten Zellen nicht
angeregt wurde. Die ISG Induktion war, wie bei der mit HBV infizierten Kontrollgruppe, nicht
detektierbar (Abbildung 12 B). Zusammengefasst lasst sich aus diesen Ergebnissen ableiten,

dass MAVS essenziell fur die Aktivierung der angeborenen Immunantwort nach HDV Infektion
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ist und somit HDV entweder durch RIG-I oder MDA5 innerhalb der Zelle erkannt wird
(Altstetter, et al., 2021).
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Abbildung 12: Der Einfuss des MAVS Genknockouts auf die ISG Expression in HepG2-NTCP
Zellen nach HDV Infektion.

HepG2-NTCP sowie HepG2-NTCP MAVS KO Zellen wurden nach 14 Tagen Zelldifferenzierung in einer
24-Well Platte entweder mit HDV (MOI=20 Virionen pro Zelle), HBV (MOI=100 Virionen pro Zelle) oder
nicht (mock) infiziert. Die Zelllyse und RNA Extraktion wurden 1, 4, 7 und 11 Tage nach Infektion (dpl)
durchgeflihrt. (A) Die Veranderung der mRNA Menge in HepG2-NTCP und (B) HepG2-NTCP MAVS
KO Zellen von IP-10 und IFIT1 nach HDV Infektion wurde mittels gPCR als Vielfaches (engl. fold
change) in Relation zu TBP bestimmt.

2.2.2 MDAJ5 und nicht RIG-I ist fur die Erkennung von HDV essenziell

Die Ergebnisse aus 2.2.1 lassen die Folgerung zu, dass entweder RIG-I oder MDAS fiir die
Erkennung von HDV in infizierten Zellen verantwortlich ist, da MAVS mit beiden PRRs
interagiert und elementar fur die Signaltransduktion und damit die anschlieRende angeborene
Immunantwort ist (Kawai, et al., 2005). Um herauszufinden, welcher der beiden Rezeptoren
fur die Induktion der angeborenen Immunantwort nétig ist, wurden in erneuter Kooperation mit
Dr. Francesca Pinci und Prof. Veit Hornung weitere HepG2-NTCP basierte Gen-Knockout
Zellklone fir RIG-1 und MDA5 mittels CRISPR/Cas-Methode erzeugt (im Folgenden als
HepG2-NTCP RIG-I KO bzw. HepG2-NTCP MDA5 KO bezeichnet) und in
Stimulationsexperimenten auf ihre Funktionalitat Uberprift (durchgefthrt von Dr. Francesca
Pinci). Hierfur wurden die Zellen zum einen mit synthetischer dsRNA aus Inosin-Cytosin
Polynucleotiden (engl. polyinosinic:polycytidylic acid, poly I:C), welche TLR3, RIG-I/MDAS5 und
PKR aktivieren kann, als auch mit dem synthetischen RIG-I-Ligand VT4 (engl. in vitro

transcript 4) stimuliert. Die wildtypischen HepG2-NTCP Zellen lieRen sich sowohl durch
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poly I:C als auch VT4 stark stimulieren, was zur Produktion von IP-10 (CXCL10) fuhrte. Die
beiden HepG2-NTCP MDA5 KO Klone A4 und A12 wurden durch beide Liganden insgesamt
etwas schwéacher, aber ausreichend stark stimuliert, die HepG2-NTCP RIG-I KO Klone A2 und
G7 reagierten erwartungsgeman nur auf poly I:C. Beziglich beider HepG2-NTCP MAVS KO
Klone D3 und D4 konnte keiner der beiden Stimulantien eine IP-10 Produktion induzieren
(Abbildung 13 A). Auf Grundlage dessen, wurden alle folgenden Infektionsexperimente mit
diesen Klonen durchgefiihrt: HepG2-NTCP MDA5 KO A4, HepG2-NTCP RIG-I KO G7 und
HepG2-NTCP MAVS KO D4.

100004 Il unstimulated
m lipo
8000+
. VT4
= 60004
Il polyl:C
§ 4000+ i
S 3000+
0
& 2000+
1000
U-
& F Y e
© © S
+ + +
© o & & & P
B IP-10 IFIT1
§25' Ew-
@ o EE mock
g 20 e 8 HBV
s 2 s HDV
£ 151 £ 64
3 & B
T o 101 = 44
~ £ 2
£ 51 E 2
- o
N x . n 2,
s 0- S 04
. <+ * © © -
e}b ?ﬁ) ‘f.)
& *® <«
c IP-10 IFIT1
g‘zs- gw-
e = Ml mock
g 20 e 8 HBV
s 2 B HDV
- 8154 E 6+
g 3 s
— g 101 o 44
- 2 2
£ 51 -
- o
z x T - z
s [IE s 0-
<+ * © © & © © ©
Q,)‘ ?“) ‘fg O" 'Q&’ ‘fg
& Yy & ® <«

Abbildung 13: Die Rollen von RIG-1 und MDAS bei der Erkennung der HDV Replikation.

(A) Die Klone der HepG2-NTCP (MDA5- RIG-I- bzw. MAVS KO) Zellen wurden mit IVT4 und poly I:C
stimuliert und die Produktion von IP-10 (CXCL10) im Vergleich zu unstimulierten (unstimulated) bzw.
Lipofectamin (lipo) behandelten Zellen mittels ELISA bestimmt. (B) HepG2-NTCP (MDA5- RIG-I- bzw.
MAVS KO) Zellen wurden nach 14 tagiger Differenzierung mit HDV (MOI=20 Virionen pro Zelle ), HBV
(MOI=100 Virionen pro Zelle) oder nicht (mock) infiziert. 7 Tage (C) bzw. 11 Tage nach Infektion (dpl)
wurde die Veranderung der mRNA Menge von IP-10 und IFIT1 mittels gPCR als Vielfaches (engl. fold
change) in Relation zu TBP bestimmt.

44



Ergebnisse

Sowohl die wildtypischen HepG2-NTCP Zellen als auch die jeweiligen HepG2-NTCP Knockout
Zellen wurden 14 Tage differenziert und anschlieRend mit HDV bzw. HBV infiziert. Auf
Grundlage der Ergebnisse aus 2.2.1 erfolgte die Analyse an den Tagen 7 und 11 nach
Infektion, da zu friheren Zeitpunkten keine klare ISG Induktion zu beobachten war. 7 Tage
nach Infektion konnte im Falle der HDV-, aber nicht HBV-Infektion bei den HepG2-NTCP und
den HepG2-NTCP RIG-I KO Zelllinien eine gesteigerte Expression von IP-10 und IFIT1
beobachtet werden, wohingegen die Induktion dieser beiden ISGs ,wie in 2.2.1 beschrieben,
bei den HepG2-NTCP MAVS KO Zellen ausblieb. Wie die Expressionsanalyse der HepG2-
NTCP MDAS KO Zellen ergab, konnte die HDV Infektion in diesen Zellen keine angeborene
Immunantwort auslésen (Abbildung 13 B). Dieselben Beobachtungen galten auch fur Tag 11
nach Infektion, der Gen-Knockout von RIG-I hatte, im Gegensatz zu den Knockouts von MAVS
und MDAS5, keinen Einfluss auf die ISG Induktion (Abbildung 13 C). Dies bedeutet, dass
RIG-I bei der Erkennung der HDV Infektion in den HepG2-NTCP Zellen keine Rolle spielt und
MDAS5 der entscheidende Faktor fir die Aktivierung der angeborenen Immunantwort ist
(Altstetter, et al., 2021).

Um diese Hypothese weiter zu untermauern, wurde der Versuch mit dem unter 2.1.3
beschriebenen AAV-HDV Vektor wiederholt. Die AAV-HDV vermittelte Transduktion des HDV
Genoms erfolgte mit einer MOI von 2x10* Virionen pro Zelle und die Zellen wurden 4, 7 und
11 Tage danach lysiert. Wie zuvor beobachtet, erfolgte die ISG Induktion mit diesem
Modellsystem generell 3 bis 4 Tage spater als bei der direkten Infektion mit HDV.
Demensprechend konnte an Tagen 4 und 7 nach Transduktion keine erhdhte Expression von
ISGs festgestellt werden. An Tag 11 wurden dann in den HepG2-NTCP RIG-I KO, aber nicht
in den HepG2-NTCP MDA5 KO und HepG2-NTCP MAVS KO Zelllinien eine gesteigerte
Expression von IP-10, IFIT1, OAS1 und IFNL1 detektiert (Abbildung 14 A-D).
Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die HDV Replikation durch MDAS detektiert wird,
was eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems in Form einer ISG Induktion zur Folge
hat (Altstetter, et al., 2021).
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Abbildung 14: DielSG Expression nach AAV-HDV Transduktion in HepG2-NTCP basierten Zellen
HepG2-NTCP (MDA5- RIG-I- bzw. MAVS KO) Zellen wurden nach 14-tégiger Differenzierung in einer
24-Well Platte mit AAV HDV transduziert (MOI=2x10* Virionen pro Zelle) und die Zellen nach 4, 7 und
11 Tagen lysiert und die RNA extrahiert. Die Veréanderung der mRNA Menge von (A) IP-10 (B) IFIT1
(C) OAS1 und (D) IFNL1 nach AAV-HDV Transduktion wurde mittels gPCR als Vielfaches (engl. fold
change) in Relation zu TBP bestimmt.

2.2.3 RNase L spielt bei der HDV induzierten angeborenen Immunantwort nur eine
begrenzte Rolle
Nachdem MDAGS als HDV-detektierender Rezeptor identifiziert wurde, was auch durch weitere
Berichte untermauert wurde (Zhang, et al., 2018), sollte untersucht werden, ob noch weitere
Elemente des angeborenen Immunsystems eine Rolle bei der Erkennung der HDV Infektion
spielen. Grundlage dieser Annahme war die Beobachtung, dass bei den HepG2-NTCP Zellen
eine Differenzierungsdauer von 2 Tagen nicht ausreichte, um eine klare, durch HDV induzierte
ISG Expression hervorzurufen. Erst eine Verlangerung der Differenzierungsdauer auf 14 Tage
machte eine HDV bedingte ISG Induktion messbar. Deswegen wurde eine Analyse der
Genexpression von verschiedenen PRRs und Proteinen der Signaltransduktion im Verlaufe
der Zelldifferenzierung durchgefihrt. Hierfir wurden HepG2-NTCP Zellen ausgeséat und
2 Tage spater differenziert. Im weiteren Verlauf wurden die Zellen nach entweder 1, 2, 4, 7, 10
oder 14 Tagen lysiert und ihre Genexpression zum jeweiligen Zeitpunkt per gPCR analysiert
(Abbildung 15 A). Weder MDA5, RIG-I, LGP2 noch OAS1 wurden im Verlauf der
Differenzierung stark in ihrer Expression gesteigert. Das Gleiche galt auch fir die
Signalmolekille MAVS und STAT1. Allerdings konnte eine ausgeprégte, durch die
Zelldifferenzierung induzierte Expression von RNase L beobachtet werden, die nach 7 Tagen

Differenzierung um den Faktor 14 gesteigert wurde (Abbildung 15 B).
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Abbildung 15: Analyse der Genexpression wahrend der Differenzierung von HepG2-NTCP Zellen.
(A) HepG2-NTCP Zellen wurden in einer 24-Well Platteausgeséat und differenziert. Dabei wurden sie zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (1, 2, 4, 7, 10 und 14 Tage nach Start der Differenzierung) lysiert und die
RNA isoliert. (B) Die Analyse der Genexpression erfolgte anhand der mRNA Menge von MAVS, MDAD5,
RIG-I, LGP2, OAS1, STAT1 und RNase L mittels qPCR als Vielfaches (engl. fold change) in Relation
zu TBP.

In der Literatur wurde bereits von RNase L als Verstarker der antiviralen angeborenen
Immunitat berichtet (Malathi, et al., 2007) (Malathi, et al., 2010), weshalb in den folgenden
Experimenten die Rolle der RNase L bei der Induktion von ISGs nach HDV Infektion untersucht
wurde. Zunachst wurde versucht, einen per siRNA (engl. small interfering RNA) verursachten
RNase L-Gen-Knockdown in HepG2-NTCP Zellen einzubringen. Durch den Vorgang der RNA-
Interferenz, welcher durch die in die Zelle eingebrachte siRNA ausgeldst wird, wird die
Expression von Genen voribergehend unterdriickt, indem die vom Zielgen transkribierte
MRNA spezifisch degradiert wird (Lagana, et al., 2015). Um einen durch RNA-Interferenz
bedingten Gen-Knockdown von RNase L zu erreichen, wurden HepG2-NTCP Zellen 14 Tage
nach Beginn der Differenzierung mit siRNA spezifisch fir RNase L-mRNA transfiziert und fur
2 Tage inkubiert, um den Grof3teil der RNase L aus dem System zu eliminieren. AnschlieRend
wurden die Zellen mit HDV infiziert, 1, 4 und 7 Tage danach lysiert und die viralen
Genomagquivalente sowie die ISG Induktion mittels gPCR mit Kontroll-siRNA transfizierten
HepG2-NTCP Zellen verglichen. Wie die Quantifizierung der HDV-Genomaquivalente zeigte,
replizierte HDV im zeitlichen Verlauf in allen Gruppen gleich effizient (Abbildung 16 A).
Generell I6ste die HDV Infektion, unabh&ngig von der Behandlung, eine Induktion von I1SGs
aus, jedoch war 4 Tage nach Infektion bei den mit RNase L-siRNA transfizierten HepG2-NTCP
Zellen ein Rickgang der Expression von IP-10, IFIT1 und OAS1 verglichen mit der Kontrolle

Zu beobachten. Allerdings war diese Verminderung nach 7 Tagen wieder verschwunden und
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die ISG Induktion war sogar starker als bei der Kontrollgruppe (Abbildung 16 B).
Moglicherweise wurde zu diesem Zeitpunkt die transfizierte SiRNA bereits vollstandig
abgebaut und demensprechend wieder RNase L exprimiert, um die angeborene

Immunantwort wieder zu verstarken.
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Abbildung 16: Der Einfluss des Knockdowns von RNase L auf die ISG Expression.
HepG2-NTCP Zellen wurden in einer 24-Well Platte fur 14 Tage differenziert und anschlieRend mit
SiRNA spezifisch fir RNase L-mRNA (siRNase L) bzw. funktionsloser Kontroll-siRNA (control siRNA)
transfiziert oder unbehandelt (untreated) gelassen. Die Zellen wurden 2 Tage danach mit HDV
(MOI=20 Virionen pro Zelle) infiziert und die Zellen 1, 4 und 7 Tage nach Infektion (dpl) lysiert und die
RNA extrahiert. (A) Die viralen Genomaquivalente pro Well (vGE/well) wurden mittels RT-gPCR
absolut quantifiziert. (B) Die Veranderung der mRNA Menge von IP-10, IFIT1 und OAS1 nach HDV
Infektion wurde mittels gPCR als Vielfaches (engl. fold change) in Relation zu TBP bestimmt.

Um solch einen tempordren Effekt, bedingt durch den transienten Ansatz des Gen-
Knockdowns, auszuschlieRen, sollten HepG2-NTCP basierte Zelllinien mit dauerhaftem Gen-
Knockout des RNase L Gens erzeugt werden. Hierfir wurden 4 verschiedene, RNAse L
spezifische sgRNAs (engl. single guide) entworfen, jeweils in Plasmide kloniert und damit
Lentiviren als Vektoren der sgRNAs produziert (Shalem, et al., 2014). Anschlieend wurden
HepG2-NTCP Zellen, welche Cas9 exprimierten (HepG2-NTCP Cas9), mit den lentiviralen
Vektoren transduziert und mit Hilfe von Puromycin Zellpopulationen selektioniert. Der Gen-
Knockout der transduzierten Zellen, im Folgenden als HepG2-NTCP RNase L KO1-4
bezeichnet, wurde per Westernblot bestatigt. Im Gegensatz zu den Kontroll-Zellen, konnte bei
den HepG2-NTCP RNase L KO1-4 Zellen kaum Protein nachgewiesen werden (Abbildung 17
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A). Zur Uberprifung des Effekts des RNase L-Gen-Knockouts auf die Induktion von ISGs nach
HDV Infektion, wurden die HepG2-NTCP RNase L KO1-4 Zellen 2 Wochen differenziert, mit
HDV infiziert und die viralen Genomaquivalente sowie die ISG Induktion mittels gPCR mit den
HepG2-NTCP Cas9 Zellen verglichen. Hierbei zeigte sich, dass HDV alle Zellen infizieren und
sich in ihnen replizieren konnte. Der Gen-Knockout von RNase L schien dabei eine leicht
verstarkte virale Replikation zu ermdglichen, da die detektierten HDV-Genomé&quivalente
gegenuber der Kontrolle etwas erhdht waren (Abbildung 17 B). Bei der HDV induzierten ISG
Expression konnte bei den HepG2-NTCP RNase L KO Zellen keine deutlich verminderte
Expression von IFIT1 und IP-10, verglichen mit der Kontrolle, beobachtet werden. Der
Knockout von RNase L hatte 7 Tage nach der Infektion tendenziell sogar eine Steigerung der
IFIT1 Expression zur Folge, wohingegen die Induktion von IP-10 bei den HepG2-NTCP RNase
L KO 3 und 4 Zellen etwas schwéacher war (Abbildung 17 C).

Zusammengefasst lasst sich auf Basis dieser Daten keine maf3gebliche Rolle der RNase L bei

der Aktivierung der angeborenen Immunantwort bei HDV Infektion feststellen.

A B

RnaseL RnaselL RnaselL Rnasel
wt  MDASKO Cas9 ko1  KO2 KO3 Ko4 108

— Rnase L 107
83 kDa

VGE/well

10¢
2 h 4
S SN o S D e S - - " e --il I

42 kDa i

IFIT1 IP-10
200+

(%
=3
1

I Il HepG2-NTCP Cas9
| HepG2-NTCP RNase L KO1
B HepG2-NTCP RNase L KO2
100 HepG2-NTCP RNase L KO3
Bl HepG2-NTCP RNase L KO4

1504

-

o
1
-

50

fold change (relative to TBP) =)
N
(=]

..
fold change (relative to TBP)

o
1

Abbildung 17: Analyse der ISG Expression bei HepG2-NTCP RNase L KO Zellen.

(A) HepG2-NTCP Cas9 Zellen (Cas9) wurden mit 4 verschiedenen Lentiviren zum Knockout von
RNase L transduziert und mit Puromycin selektioniert (RNase L KO1-4). Der RNase L Knockout wurde
per Westernblot im Vergleich zu HepG2-NTCP MDA5 KO (MDA5 KO) und HepG2-NTCP (wt) Zellen
verifiziert. (B) HepG2-NTCP Cas9 sowie HepG2-NTCP RNase L KO1-4 Zellen wurden nach 14 tagiger
Differenzierung mit HDV (MOI=20 Virionen pro Zelle) infiziert und die viralen Genomaquivalente pro
Well (vGE/well) mittels RT-gPCR 1, 4 und 7 Tage nach Infektion (dpl) absolut quantifiziert. (C) Die
Veranderung der mRNA Menge von IP-10, und IFIT1 nach HDV Infektion wurde mittels qPCR als
Vielfaches (engl. fold change) in Relation zu TBP bestimmit.
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2.3 Der Einfluss der HDV induzierten angeborenen Immunantwort auf die
HDV- Replikation und Eliminierung

Der vorangegangene Teil dieser Dissertation zeigt die essenzielle Rolle von MDAS5 bei der
Erkennung der HDV Infektion und Replikation innerhalb der Zelle. Durch diese Erkennung
kann die Zelle einen antiviralen Status etablieren, um die verschiedenen Schritte des
Replikationszyklus eines Virus zu inhibieren und es damit einzudammen (Schneider, et al.,
2014). Im folgenden Abschnitt soll deshalb der Einfluss der angeborenen Immunantwort auf
die Replikation sowie Eliminierung von HDV ermittelt werden.

2.3.1 Die MDAS5 abhangige Erkennung von HDV hat keinen Einfluss auf dessen
Replikation

Zur Untersuchung des Einflusses der Aktivierung des angeborenen Immunsystems auf die
HDV Replikation wurden die unter 2.2.2 beschriebenen HepG2-NTCP basierten MDAS5, RIG-I
bzw. MAVS Gen-Knockout Zelllinien verwendet. Wenn die HDV Erkennung und die damit
verbundene Induktion von ISGs eine Wirkung auf das Virus haben, hatte HDV in HepG2-NTCP
MDA5 KO und MAVS KO Zellen aufgrund der ausbleibenden Detektion einen
Replikationsvorteil gegeniber wildtypischen HepG2-NTCP und HepG2-NTCP RIG-I KO
Zellen. Diese Hypothese konnte durch die Quantifizierung der HDV-Genomaquivalente im
zeitlichen Verlauf einer HDV Infektion besagter Zelllinien Gberprift werden. Um eine wie in
2.2.2 beobachtete ISG Induktion zu erreichen, wurden die Zellen vor der Infektion 14 Tage
differenziert und die Analyse erfolgte 1, 4, 7 und 11 Tage nach Infektion.

Hierbei konnte festgestellt werden, dass sich HDV unabhangig von der Zelllinie und
dementsprechend auch unabhéngig von seiner Erkennung durch das angeborene
Immunsystem replizieren konnte. (Abbildung 18 A) (Altstetter, et al., 2021).

Um diese Beobachtungen zu Uberprifen, wurde auRerdem eine Immunfluoreszenzfarbung
des HDAg der infizierten Zellen durchgefiihrt. Hierfir wurden die Zellen 5 und 11 Tage nach
der Infektion fixiert, permeabilisiert und das HDAg mittels monoklonalem Antikdrper
HDAg#280 (Buchmann, et al., 2017) bzw. der Zellkern mit dem DNA-Farbstoff 4',6-Diamidin-
2-phenylindol (DAPI) gefarbt. Die Analyse mittels konfokaler Mikroskopie ergab, dass bereits
5 Tage nach Infektion HDAg in den infizierten Zellen gebildet wurde und somit gefarbt werden
konnte (=HDAg positiv). Hierbei war es unerheblich, ob ein Knockout von MDA5, RIG-I oder
MAVS vorlag oder ob die wildtypischen HepG2-NTCP Zellen betrachtet wurden, der Anteil
HDAg-positiver Zellen variierte kaum. 11 Tage nach der Infektion, also einem Zeitpunkt aktiver
angeborener Immunantwort (wie in 2.2.1 und 2.2.2 gezeigt), war der Anteil HDAg gefarbter
Zellen, analog zu den per gPCR gemessenen HDV-Genomdaquivalenten, ebenfalls

gleichmalig angestiegen.
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Abbildung 18: Charakterisierung der HDV Infektion von HepG2-NTCP (MDA5- RIG-I- bzw.
MAVS KO) Zellen.

HepG2-NTCP (MDA5- RIG-I- bzw. MAVS KO) Zellen wurden nach 14 t&giger Differenzierung
(ausgesat in 24-Well Platten) mit HDV infiziert (MOI=20 Virionen pro Zelle). (A) Die viralen
Genomagquivalente pro Well (vGE/well) wurden mittels RT-gPCR 1, 4, 7 und 11 Tage nach Infektion
(dpl) absolut quantifiziert. (B) HDAg (rot) und die Zellkerne (blau) wurden 5 und 11 Tage nach
Infektion mittels monoklonalem Antikorper HDAg#280+ AlexaFluor594gam bzw. DAPI gefarbt und
die Immunfluoreszenzfarbung mittels Konfokalmikroskopie analysiert.
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Erneut trugen die Gen-Knockouts von MDA5 und MAVS nicht malRgeblich zu einer Erhéhung
der relativen Menge HDAg-positiver Zellen bei (Abbildung 18 B). Dies deutete darauf hin, dass
die Erkennung von HDV und die damit verbundene Induktion von ISGs keine Konsequenzen
fur die Replikation des Virus hatten (Altstetter, et al., 2021).

Als nachstes wurde dieser Versuch mit dem AAV-HDV Vektor wiederholt und die viralen
Genomagquivalente 4, 7 und 11 Tage nach Transduktion per gPCR quantifiziert. Aufgrund der
hohen Anzahl an Virionen (2x10* pro Zelle), welche fur die Transduktion eingesetzt wurde,
konnten bereits an Tag 4 verhaltnismaRig viele virale Genoméaquivalente gemessen werden.
Dies war zu grofl3en Teilen auf die DNA des AAV-HDV Vektors und nicht auf neu gebildete
HDV Genome zuriickzufuihren. Unabhangig davon war die virale Replikation in der HepG2-
NTCP RIG-I KO Zelllinie nicht schwéacher als in den HepG2-NTCP MDAS5 KO und MAVS KO
Zellen (Abbildung 19 A). Um die Limitation der gPCR basierten Quantifizierung der HDV
Genome bei der Verwendung des AAV-HDV Vektors zu umgehen, wurde erneut eine
Immunfluoreszenzfarbung des HDAg 8 und 12 Tage nach Transduktion durchgefiihrt. Analog
zu den Beobachtungen, die bei der direkten Infektion mit HDV gemacht wurden, konnte kein
signifikanter Unterschied beziglich des Anteils HDAg-positiver Zellen zwischen den jeweiligen
Zelllinien observiert werden (Abbildung 19 B) (Altstetter, et al., 2021).

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich festhalten, dass HDV durch die Erkennung durch MDAS
und MAVS keinen Nachteil in Form einer eingeschrankten Replikation hat und die Aktivierung
des angeborenen Immunsystems somit keine direkten Konsequenzen fir HDV zu haben

scheint.
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Abbildung 19: Charakterisierung der AAV-HDV Transduktion von HepG2-NTCP (MDA5- RIG-I-
bzw. MAVS KO) Zellen.

HepG2-NTCP (MDA5- RIG-I- bzw. MAVS KO) Zellen wurden nach 14 tagiger Differenzierung mit AAV-
HDV transduziert (MOI=2x10* Virionen pro Zelle, ausgeséat in 24-Well Platten). (A) Die viralen
Genomagquivalente pro Well (vGE/well) wurden mittels RT-gPCR 4, 7 und 11 Tage nach Transduktion
absolut quantifiziert. (B) HDAg (rot) und die Zellkerne (blau) wurden 8 und 12 Tage nach Transudktion
mittels monoklonalem Antikbrper HDAg#280+ AlexaFluor594gam bzw. DAPI gefarbt und die
Immunfluoreszenzfarbung mittels konfokaler Mikroskopie analysiert.
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2.3.2 Die Vorbehandlung mit Poly I:C hat keinen Effekt auf die HDV Replikation

Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, hat die wahrend der HDV Infektion ausgeltste
angeborene Immunantwort keinen direkten Einfluss auf die HDV Replikation. Da die Induktion
von ISGs aufgrund unbekannter Mechanismen erst mit etwa 4 Tagen Verzégerung eintritt, ist
die Latenzphase, in der das Virus ungehindert replizieren kann, verhaltnismagig lang. In
diesem Zusammenhang sollte im folgenden Teil untersucht werden, welchen Einfluss eine
Vorstimulation der Zellen und damit eine von Beginn an vorliegende Aktivierung des
angeborenen Immunsystems auf das HDV hat. Hierfur wurden HepG2-NTCP (MDA5 KO)
Zellen mit poly I:C transfiziert, Lipofectamin diente als Transfektionsreagenz. Als Agonist von
TLR3, RIG-I/MDAS5 und PKR, konnte poly I:C die Zellen somit in einen antiviralen Zustand
versetzen, bevor mit HDV infiziert wurde. Die Infektion erfolgte 6 Stunden nach der poly I:.C
Stimulation und die Induktion der ISGs wurde mittels gPCR bestimmt. Anschlie3end wurden
die Zellen nach 1, 3 und 6 Tagen lysiert. AuRerdem erfolgte in einem weiteren Ansatz eine
zusatzliche poly I:C Stimulation nach 4 Tagen, in diesem Fall wurden die Zellen 1, 4, 7 und 11
Tage nach Infektion lysiert und die HDV-Genomaquivalente quantifiziert (Abbildung 20 A).

6 Stunden nach poly I:C Stimulation wurde in den HepG2-NTCP sowie HepG2-NTCP MDA5S
KO Zellen eine gesteigerte Expression von IFNB1, IFIT1 und IP-10 festgestellt, wobei diese in
letzteren, bedingt durch das Fehlen von MDAS, etwas geringer ausfiel. Beide Zelllinien
konnten also erfolgreich mit poly I:C stimuliert und bereits vor der Infektion mit HDV in einen
antiviralen Zustand versetzt werden (Abbildung 20 B). Die Quantifizierung der HDV-
Genomaquivalente ergab, dass die HDV Infektion beider Zelllinien trotz vorheriger poly I:C
Stimulation nicht beeintrachtigt wurde, da unabhangig von der Behandlung ein Anstieg der
Anzahl an viralen Genomagquivalenten von Zeitpunkt zu Zeitpunkt festgestellt wurde. Hierbei
schien die Transfektion mit poly I:C fur die HDV Replikation nicht inhibierend zu sein
(Abbildung 20 C). Auch bei einer erneuten Stimulation 4 Tage nach der Infektion konnte kein
Ruckgang bei der Anzahl gebildeter HDV-Genomaquivalente, im Vergleich mit der
Lipofectamin-Kontrolle, beobachtet werden und HDV konnte sich unabhangig von der
Behandlung erfolgreich replizieren. Allerdings konnten bei der einmaligen poly I:C Stimulation
insgesamt mehr HDV-Genomé&quivalente detektiert werden als bei der zweimaligen
Stimulation (Abbildung 20 D) (Altstetter, et al., 2021).

54



Ergebnisse

A qPCR Analyse
-6h 0 1d 3d 4d 6d 7d 11d
l | | | | | | L~
| | | | 1 | | |
poly I:C HDV poly I:C
Stimulation Infektion Restimulation
B HepG2-NTCP HepG2-NTCP MDA5 KO
o o
0 1500- D 1500+ MW lipofectamine
o o m poly I:C
E 1000 E 1000 L
S g0l s gl
£ 1501 £ 1507
W w
2 100+ 2 100
£ 50 £ 50
. i . a |
e 0= N < N e o N N S
¥ & N ¥ N
\{8‘ \Q\\Q’ & K {(‘\ \Q‘\Q \Q<\ Q
c HepG2-NTCP HepG2-NTCP MDA5 KO
108 10%
Hl untreated
107 1074 0 lipofectamine
= = N poly I:C
> 105 = 10
S S
S 103 II o 105
gl I " LLHOE
1044 1044
> - ‘Q\ > > \
X ,,,eﬁ oS X ,be J’Q
109+ )
Il lipofectamine
108 i poly I:C 1x stimulated
_ B poly I:C 2x stimulated
E 1074 I
W
O 10°-
g |
1051

10“-[I. l.l l.l l.l

N
&R
N

Abbildung 20: Der Einfluss der poly I:C Stimulation auf die HDV Replikation.

(A) HepG2-NTCP (MDA5 KO) Zellen wurden 6 Stunden vor HDV Infektion (MOI=20 Virionen pro Zelle,
ausgesat in 24-Well Platten) mit 30 ng poly I:C transfiziert (poly I:C 1x stimulated) bzw. in einer weiteren
Gruppe 4 Tage nach Infektion erneut mit poly I:C restimuliert (poly I:C 2x stimulated). (B) Analyse der
Veranderung der mRNA Menge von IFNA1, IFNB1, IP-10 und IFIT1 6 Stunden nach poly I:C
Transfektion mittels gPCR als Vielfaches (engl. fold change) in Relation zu TBP. (C) Bestimmung der
viralen Genomagquivalente pro Well (vGE/well) mittels RT-gPCR 1, 3 und 6 Tage nach Infektion in
unbehandelten (untreated), Lipofectamin behandelten (lipofectamine) und poly I:C transfizierten
HepG2-NTCP (MDAS5 KO) Zellen. (D) Absolute Quantifizierung der viralen Genoméaquivalente pro Well
(vGE/well) nach einmaliger bzw. zweimaliger Transfektion mit poly I:C
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Um die Ergebnisse gPCR basierten Quantifizierung der HDV Replikation zu tberpriifen, wurde
zusatzlich eine Immunfluoreszenzfarbung des nach HDV Infektion gebildeten HDAg innerhalb
stimulierter und nicht-stimulierter HepG2-NTCP Zellen durchgefiihrt. Hierfir wurden die Zellen
nach 4 und 7 Tagen fixiert und das HDAg, wie in 2.3.1 bereits geschildert, gefarbt und
analysiert. Die Auswertung ergab, dass innerhalb der ausschlie3lich mit Lipofectamin
behandelten Kontrollgruppe 4 Tage nach Infektion in etwa gleich viele HDAg-positive Zellen
wie bei der mit poly I:C stimulierten Gruppe vorlagen (Abbildung 21 A). Verglichen dazu nahm
der Anteil HDAg-positiver Zellen 7 Tage nach Infektion insgesamt zu, dabei war es jedoch
unerheblich ob die HepG2-NTCP Zellen einmalig bzw. zweimalig mit poly I:C transfiziert
wurden oder sie gar nicht stimuliert wurden (Abbildung 21 B).

Auf der Grundlage dieser Beobachtungen lasst sich konstatieren, dass die durch poly I:C
ausgeltste Vorstimulation der Zellen und damit eine von Beginn an induzierte angeborene

Immunantwort keinen Einfluss auf die HDV Replikation hat (Altstetter, et al., 2021).

A B

control

poly I:C 1x

poly I:C 2x
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Abbildung 21: Immunfluoreszenzfarbung des HDAg in poly I:C stimulierten HepG2-NTCP Zellen.
HepG2-NTCP (MDA5 KO) Zellen wurden 6 Stunden vor HDV Infektion (MOI=20 Virionen pro Zelle,
ausgesat in 24-Well Platten) mit 30 ng poly I:C transfiziert (poly I:C 1x) bzw. in einer weiteren Gruppe 4
Tage nach Infektion erneut mit poly I:C restimuliert (poly 1:C 2x) bzw. nur mit Lipofectamin inkubiert
(control). (A) HDAg (rot) und die Zellkerne (blau) wurden 4 und (B) 7 Tage nach HDV Infektion mittels
monoklonalem  Antikdrper HDAg#280+ AlexaFluor594gam bzw. DAPI gefarbt und die
Immunfluoreszenzfarbung mittels Konfokalmikroskopie analysiert.
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2.3.3 Die Erkennung von HDV fuhrt zu einer verstarkten Eliminierung von HBV-HDV
koinfizierten Hepatozyten durch zytotoxische T-Zellen

Nachdem in den beiden vorherigen Abschnitten gezeigt wurde, dass HDV von der infizierten
Zelle zwar detektiert wird, diese Erkennung aber keine Auswirkung auf die virale Replikation
und die intrazellulare Eliminierung des Virus hat, sollte im folgenden Teil untersucht werden,
ob die Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch HDV einen Einfluss auf die
Eliminierung HBV-HDV koinfizierter Hepatozyten durch zytotoxische T-Zellen hat.
Vorhergehende Ergebnisse aus unserem Institut zeigten, dass HBV infizierte HepG2-NTCP
Zellen durch den Einsatz von T-Zellen, welche mit einem HBV-spezifischen T-Zell-Rezeptor
(engl. T cell receptor, TCR) ausgestattet wurden, effizient eliminiert werden konnten
(Wisskirchen, et al., 2019). Des Weiteren konnte durch die Applikation von T-Zellen, die einen
fur die HBV- Oberflachenproteine spezifischen Chimaren Antigen-Rezeptor (engl. HBV S
protein specific chimeric antigen receptor, S-CAR) exprimierten, ein signifikanter antiviraler
Effekt in HBV-transgenen Mausen erzielt werden (Krebs, et al., 2013). Der Einfluss der durch
HDV Infektion ausgeldsten adaptiven Immunantwort auf das T-Zell-induzierte Abtoten der
infizierten Hepatozyten wurde dabei nicht untersucht. Deshalb wurden im folgenden
Experiment neben den HepG2-NTCP Zellen auch die HepG2-NTCP MDA5 KO Zellen mit HBV
bzw. HBV und HDV (ko-) infiziert und zusammen mit T-Zellen, welche einen fur die HBV-
Oberflachenproteine spezifischen T-Zell-Rezeptor (4G-TCR) exprimieren, kokultiviert. Die
Infektion erfolgte nach 14-tagiger Differenzierung mit einer MOI von 500 Virionen pro Zelle
(HBV) bzw. 40 Virionen pro Zelle (HDV). AnschlieRend wurden die Zellen fur 7 Tage inkubiert,
um eine Etablierung der Infektion sowie die Induktion der angeborenen Immunantwort im Falle
der HBV-HDV Kaoinfektion zu gewahrleisten. Die Analyse der Zellviabilitat erfolgte mit Hilfe der
XCELLigence Plattform fur einen Zeitraum von insgesamt 9 Tagen (Abbildung 22 A). Die
Kokultur wurde mit verschiedenen Verhaltnissen von Effektor (T-Zelle) zu Zielzelle (Target =
Hepatozyt), im Folgenden als E: T-Verhaltnis ausgedrickt, durchgefihrt.

Bei einem E:T-Verhéltnis von 1:1 konnte bei den HBV-HDV koinfizierten HepG2-NTCP Zellen
eine starkere T-Zell induzierte Eliminierung der Zellen beobachtet werden als bei den
ausschlieB3lich HBV infizierten Zellen, wohingegen die uninfizierten Zellen weiter proliferierten.
Das Gleiche galt auch fiir ein E:T-Verhdltnis von 1:9, hierbei begann die Eliminierung der
infizierten Hepatozyten aufgrund der geringeren Anzahl an 4G-TCR transduzierten T-Zellen
jedoch deutlich spater (Abbildung 22 B). Im Gegensatz dazu spielte es bei den HepG2-NTCP
MDAS5 KO Zellen keine Rolle, ob diese nur mit HBV oder zusatzlich mit HDV koinfiziert wurden,
da zwischen den beiden Gruppen kein Unterschied in ihrer jeweiligen Eliminierung
festzustellen war. Insgesamt setzte das Absterben der HepG2-NTCP MDA5 KO Zellen etwa
25 Stunden spater ein und war unabhangig vom E:T-Verhaltnis insgesamt klar schwacher als
bei den HepG2-NTCP Zellen (Abbildung 22 C). Zusammengefasst fuhrt die durch HDV
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Abbildung 22: Der Einfluss von HDV auf die Eliminierung HBV-HDV koinfizierter HepG2-NTCP
(MDA5 KO) Zellen durch 4G-TCR transduzierte T-Zellen.

(A) HepG2-NTCP (MDA5 KO) Zellen wurden nach 14 tagiger Zelldifferenzierung mit HBV (MOI=500
Virionen pro Zelle) bzw. HBV und HDV (MOI: HBV=500 Virionen pro Zelle, HDV=20 Virionen pro Zelle)
infiziert und 7 Tage danach auf ein 96-well xCELLigence Platte Uberfuhrt und fiir 2 Tage ruhen gelassen.
AnschlieBend wurden 4G-TCR transduzierte T-Zellen in verschiedenen Effektor:Target (E:T)-
Verhaltnissen auf die adharenten HepG2-NTCP (MDA5 KO) Zellen gegeben und die Kokultur gestartet.
(B) Viabilitatsmessung der HBV bzw HBV/HDV (ko-)infizierten HepG2-NTCP Zellen (E:T-Verhaltnis 1:1
bzw. 1:9) und (C) HepG2-NTCP MDAS5 KO Zellen (E:T-Verhéltnis 1:1 bzw. 1:3) nach Start der Kokultur
im Vergleich zu uninfizierten (uninfected) Zellen. Die Messung wird als normalisierter Zellindex (engl.
normalized cell index) in Relation zur Zeit in Stunden (engl. time in hours, time [h]) nach Aussaat der
Zellen angezeigt (Altstetter, et al., 2021).
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induzierte angeborene Immunantwort der HepG2-NTCP Zellen zu einer gesteigerten
Eliminierung HBV infizierter Zellen durch 4G-TCR exprimierende T-Zellen. Dieser Effekt geht
bei den HepG2-NTCP MDAS KO Zellen verloren, da diese keine Aktivierung des angeborenen
Immunsystems durch HDV ermdglichen (Altstetter, et al., 2021).

In einem weiteren Kokultur-Experiment sollte untersucht werden, ob die HDV Infektion von
HepG2-NTCP Zellen auch bei Verwendung von S-CAR transduzierten T-Zellen zu einer
verstarkten Abtotung von HBV-HDV koinfizierten Zellen fiihrt. Im Gegensatz zu einem
klassischen T-Zell-Rezeptor, wie er auch im vorherigen Experiment verwendet wurde,
erkennen Chimére Antigen-Rezeptoren native Antigene auf der Zelloberflache und sind daher
nicht von einer Peptidprasentation auf Haupthistokompatibilitatskomplexen (engl. major
histocompatibility complex, MHC) abhangig (Harris, et al., 2016). Durch die Nutzung S-CAR
exprimierender T-Zellen kann deshalb tberprift werden, ob die verstarkte Eliminierung der
infizierten Hepatozyten auf eine durch HDV induzierte Veranderung der Présentation von
prozessierten Peptiden der HBV-Oberflachenproteine auf MHC Molekilen zurtickzufiihren ist.
Hierbei erfolgte der Ablauf des Experiments, mit Ausnahme der Verwendung von S-CAR
anstelle von 4G-TCR exprimierender T-Zellen, nach demselben Schema wie zuvor
beschrieben.

Die Analyse der Zellviabilitat mittels der xCELLigence Plattform ergab, dass HBV-HDV
koinfizierte HepG2-NTCP Zellen durch die S-CAR transduzierten T-Zellen starker eliminiert
wurden, als ausschlie3lich HBV infizierte HepG2-NTCP Zellen. Diese Beobachtung galt
sowohl bei einem E:T-Verhaltnis von 1:1 als auch 1:3, bei Letzterem setzte das Absterben der
Zellen bedingt durch die verringerte Anzahl an T-Zellen jedoch spater ein. Insgesamt war die
Eliminierung infizierter HepG2-NTCP Zellen durch die 4G-TCR exprimierenden T-Zellen etwas
effektiver als das durch die S-CAR T-Zellen (Abbildung 23 A). Der Knockout von MDAS hatte
erneut zur Folge, dass die Viabilitat der ausschlie3lich HBV sowie der HBV-HDV koinfizierten
Zellen in gleichem MalR3e abnahm, ihre Eliminierung somit mit gleicher Effektivitat erfolgte. Wie
bei der Kokultur mit den 4G-TCR transduzierten T-Zellen zeigte sich, dass die HepG2-NTCP
MDA5 KO Zellen insgesamt schlechter abgetdtet werden konnten, was auf eine Zelllinien
spezifische Eigenschaft hindeutete. Bei einem E:Z-Verhéltnis von 1:3 konnte verglichen mit
uninfizierten Zellen kaum noch ein Absterben festgestellt werden, hierbei war die Eliminierung
HBV monoinfizierter, verglichen mit HBV-HDV koinfizierter Zellen, sogar effektiver (Abbildung
23 B) (Altstetter, et al., 2021).

Zusammengefasst lasst sich aus diesen Ergebnissen ableiten, dass die Aktivierung des
angeborenen Immunsystems durch HDV die Eliminierung HBV-HDV koinfizierter Hepatozyten
durch zytotoxische T-Zellen verstarkt. Dieser, durch die HDV Infektion herbeigefuhrte Effekt,
scheint dabei nicht von einer verdnderten Expression von MHC Molekilen bzw. von einer

verénderten Peptidprasentation abzuhéngen.
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Abbildung 23: Der Einfluss von HDV auf die Eliminierung HBV-HDV koinfizierter HepG2-NTCP
(MDA5 KO) Zellen durch S-CAR transduzierte T-Zellen.

HepG2-NTCP (MDAS5 KO) Zellen wurden nach 14 tagiger Zelldifferenzierung mit HBV (MOI=500 Virionen
pro Zelle) bzw. HBV und HDV (MOI: HBV=500 Virionen pro Zelle, HDV=20 Virionen pro Zelle) infiziert und
7 Tage danach auf ein 96-well XCELLigence Platte tberfiihrt und fir 2 Tage ruhen gelassen. Anschlie3end
wurden S-CAR transduzierte T-Zellen in verschiedenen E:T-Verhdaltnissen auf die adharenten HepG2-
NTCP (MDA5 KO) Zellen gegeben und die Kokultur gestartet. (A) Viabilitdtsmessung der HBV bzw
HBV/HDV (ko-)infizierten HepG2-NTCP Zellen (E:T-Verhaltnis 1:1 bzw. 1:3) und (B) HepG2-NTCP MDA5
KO Zellen (E:T-Verhaltnis 1:1 bzw. 1:3) nach Start der Kokultur im Vergleich zu uninfizierten (uninfected)
Zellen. Die Messung wird als normalisierter Zellindex (engl. normalized cell index) in Relation zur Zeit in
Stunden (engl. time in hours, time [h]) nach Aussaat der Zellen angezeigt (Altstetter, et al., 2021).
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2.4  Die Charakterisierung muriner HDV-Infektionsmodelle

Nachdem alle bisherigen Experimente in humanen Hepatomazelllinien durchgefihrt wurden,
sollte die HDV Infektion auch in murinen Hepatozyten sowohl in vitro als auch in vivo
untersucht werden. Maushepatozyten sind per se nicht mit HDV infizierbar, da das murine
NTCP (mNTCP) keine Aufnahme des Virus in die Zelle zulasst. Es wurde jedoch gezeigt, dass
murine Hepatozyten bei kiinstlicher Expression des humanen NTCPs (hNTCP) fir eine HDV
Infektion empféanglich werden (Lempp, et al., 2016). Dementsprechend sollte zun&chst die
Infektion der murinen AML12 Leberzelllinie, sowie von primaren Maushepatozyten mit HDV

Uberpruft werden und anschlieend in vivo Experimente durchgefuhrt werden.

2.4.1 HDV kann AML12 basierte Zellen und primére Maushepatozyten nicht infizieren

Um die HDV Infektion muriner Leberzellen zu testen, wurden neben hNTCP transgener AML12
Zellen (AML12-NTCP) auch native AML12 Kontrollzellen mit HDV inokuliert. Aul3erdem wurde
in Kooperation mit Dr. Martin Muck-H&ausl zur Expression von hNTCP in AML12 Zellen ein
adenoviraler Vektor der dritten Generation (Hd-Ad, engl. Helper-dependent adenoviral vector)
verwendet. Die Transduktion dieses Hd-Ad-NTCP Vektors zur Expression des hNTCPs wurde
bereits erfolgreich in primaren Makaken-Hepatozyten durchgefiihrt (Burwitz, et al., 2017) und
erfolgte 3 Tage vor der Infektion mit HDV. Die Zellen wurden 1, 4, 7 und 11 Tage nach der
Infektion lysiert und die HDV-Genomaquivalente mittels gPCR bestimmt.

Dabei zeigte sich, dass keine Zunahme der viralen Genomaquivalente bei den AML12-NTCP
erfolgte, da deren Anzahl von Tag 1 bis Tag 11 nach Infektion in etwa konstant war. Fir die
AML12 Kontrollzellen, sowie die mit Hd-Ad-NTCP transduzierten AML12 Zellen wurde
tendenziell eine Abnahme der HDV-Genomaguivalente von Zeitpunkt zu Zeitpunkt beobachtet.
Da weder in den AML12-NTCP noch in den Hd-Ad-NTCP transduzierten AML12 Zellen eine
Zunahme viraler Genomaquivalente festgestellt werden konnte, schien keine HDV Replikation
abgelaufen zu sein (Abbildung 24 A). Zur Uberpriifung dieser Ergebnisse wurde auf3erdem
eine Immunfluoreszenzfarbung des HDAgQ in AML12-NTCP Zellen 4, 7 und 11 Tage nach der
Inokulation mit HDV durchgefiihrt. Die Analyse mittels Konfokalmikroskopie bestatigte die
Ergebnisse der qPCR, da sich die Zellen nicht positiv auf das HDAg farben lieRen (Abbildung
24 B). Neben den AML12 Zellen wurden des Weiteren primare Maushepatozyten mit dem Hd-
Ad-NTCP transduziert, um diese permissiv fir eine Infektion mit HDV zu machen. Die
Transduktion erfolgte 3 Tage vor der Inokulation mit HDV, was eine ausreichende Expression
des hNTCP ermdglichen sollte. Die Auswertung der gPCR der HDV-Genomaéaquivalente nach
1, 4 und 7 Tagen nach Infektion ergab, dass keine HDV Replikation stattgefunden hat, da die
Anzahl viraler Genoméquivalente im zeitlichen Verlauf stetig abnahm (Abbildung 22 C).
Somit konnte, im Gegensatz zu den Berichten anderer Arbeitsgruppen, keine Infektion und

Replikation von HDV in murinen Hepatozyten bestétigt werden.
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Abbildung 24: Charakterisierung der HDV Infektion von AML12 basierten Zellen und priméren
Maushepatozyten.

(A) AML12 (-NTCP) Zellen und mit Hd-Ad-NTCP Vektor transduzierte AML12 Zellen wurden mit HDV
(MOI=20 Virionen pro Zelle) inokuliert und die viralen Genomaquivalente pro Well (vGE/well) mittels
RT-gPCR 1, 4, 7 und 11 Tage nach Infektion (dpl) absolut quantifiziert. Die Transduktion mit Hd-Ad-
NTCP erfolgte 3 Tage vor der Infektion mit HDV. (B) Immunfluoreszenzfarbung von HDAg (rot) und
Zellkernen (blau) der mit HDV inokulierten AML12-NTCP Zellen 4, 7, und 11 Tage nach Infektion
mittels monoklonalem Antikérper HDAg#280+ AlexaFluor594gam bzw. DAPI. (C) RT-qPCR gestltzte
Quantifizierung der vGE/well von Hd-Ad-NTCP transduzierten primaren Maushepatozyten 1, 4 und 7
Tage nach Inokulation mit HDV (MOI=20 Virionen pro Zelle). Die Transduktion mit Hd-Ad-NTCP
erfolgte 3 Tage vor Inokulation mit HDV.

2.4.2 In h/mNTCP transgenen Mausen ist keine dauerhafte HDV Infektion mdéglich

Trotz des nicht erfolgreichen Versuchs der Infektion von AML12 - und primaren
Mausleberzellen sollte versucht werden, in vivo eine HDV Infektion von Mausen zu etablieren.
Aus der Literatur war bekannt, dass transgene Mause, die das humane NTCP (hNTCP)
exprimierten, eine schwache HDV Infektion erlaubten, welche allerdings nach 20 Tagen nicht
mehr detektierbar war (He, et al., 2015). In unserem Institut wurden deshalb fir das NTCP

humanisierte Mause erzeugt, welche im Folgenden als h/mNTCP Mause bezeichnet werden.
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Im Unterschied zu den von He et al. beschriebenen Mausen, handelte es sich beim NTCP der
h/mNTCP Tiere um ein chimares Molekil, welches nur den fir die Aufnahme von HBV und
HDV bendtigen Teil des humanen NTCP (Aminosauren 84-87) besalR und der Rest des
Proteins unverandert blieb. Da eine Ausbreitung von HDV ohne die Oberflachenproteine von
HBV nicht moglich war, wurde in Kooperation mit Dr. Julia Festag au3erdem ein AAV-HBV
Vektor verwendet (Hasreiter, 2018). Dieser wurde h/mNTCP transgenen Mausen 14 Tage vor
HDV Infektion intravends (i.v.) verabreicht, um eine HBV Infektion nachzuahmen.
AnschlieRend wurde den Tieren HDV i.v. injiziert und 3, 7, 10, 14 und 28 Tage danach jeweils
die Leber zur RNA-Isolation entnommen. AuRerdem wurde den Mausen Blut abgenommen,
um eine systemische Ausbreitung des HDV in den mit AAV-HBV transduzierten Tieren
detektieren zu kdnnen (Abbildung 25 A).

Die HDV-Genomaquivalente wurden wie zuvor beschrieben per gPCR quantifiziert. Dabei
wurde mit zunehmender Infektionsdauer sowohl fir HDV mono- als auch fir HBV-HDV
koinfizierte Mause ein Riuckgang der viralen Genomaquivalente in der Leber beobachtet,
welche ab Tag 14 kaum und ab Tag 28 nicht mehr detektierbar waren (Abbildung 25 B). Im
Serum konnten nur bis Tag 7 nach HDV Injektion Genomaquivalente gemessen werden,
hierbei lag die Anzahl in den zusétzlich mit AAV-HBYV transduzierten Tieren nur unwesentlich
Uber der in den HDV monoinfizierten, in denen keine Ausbreitung in das Serum moglich war
(Abbildung 25 C). Um eine mdégliche Induktion angeborener Immunitat zu bestimmen, wurde
die aus den Leberlysaten gewonnene RNA zur Quantifizierung von ISGs verwendet. Wie die
Analyse der OAS1 und IP-10 Expression ergab, fand Uber den gesamten Zeitraum der
Untersuchung keine Induktion des angeborenen Immunsystems, weder nach HDV-
Monoinfektion noch nach HBV-HDV Koinfektion, statt (Abbildung 25 D). An Tag 7 nach
Injektion von HDV wurde in Kooperation mit Dr. Marc Ringelhan eine immunhistochemische
Farbung auf das HDAg von Leberschnitten der h/mNTCP transgenen Mause durchgefiuhrt. Die
Analyse zeigte eine vereinzelte braune Farbung der Nuclei innerhalb der Hepatozyten HBV-
HDV koinfizierter Mause, auf die Gesamtzahl an Leberzellen gesehen war diese Anzahl
allerdings als auRRerst gering zu betrachten (Abbildung 25 E).

Zusammengefasst konnte somit lediglich eine transiente Infektion der h/mNTCP transgenen
Mause mit HDV erzielt werden, welche selbst bei gleichzeitig vorhandenen HBV-
Oberflachenproteinen nicht zu einer systemischen Ausbreitung des HDV fiihrte und keine

angeborene Immunantwort in den Leberzellen hervorrufen konnte.
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Abbildung 25: Charakterisierung der HDV Infektion von h/mNTCP transgenen Mausen.
(A) h/mNTCP transgene C57BL/6 Mause wurden 14 Tage vor i.v. Injektion mit HDV (2x10” VGE)
teilweise mit AAV-HBV (1x10'° vGE) i.v. injiziert. Die Lebern wurden 3, 7, 10, 14 und 28 Tage nach der
Injektion von HDV entnommen. AuRerdem wurden den Mausen an selben Tagen Blut abgenommen
und aus Lebern und Serum dir RNA extrahiert. (B) Quantifizierung der HDV-Genoméaquivalente in Leber
(C) und Serum der h/mNTCP Méause mittels RT-gPCR. (D) Analyse der mRNA Menge von OAS1 und
IP-10 in der Leber mittels gPCR als Vielfaches (engl. fold change) in Relation zur Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) Expression. (E) HE-Farbung des HDAg von Leberschnitten von
HDV+AAV-HDV bzw. AAV-HBV inokulierten Mausen 7 Tage nach Injektion. Die weil3en Pfeile
markieren die positiv braun gefarbten Nuclei HDV infizierter Hepatozyten.
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2.4.3 In Mausen fuhrt der Gen-Knockout von MDAS5 zu keiner erhohten
Empfanglichkeit gegentber HDV

Nachdem in h/mNTCP transgenen Méausen keine langanhaltende Infektion mit HDV erzielt
werden konnte, wurde untersucht, ob ein Gen-Knockout von MDAS zu einer verlangerten HDV
Infektion in vivo flhrt. In MAVS defizienten Mausen wurde, verglichen mit Wildtyp Mausen,
eine gesteigerte Anzahl an HDAg positiven Zellen nach Transduktion mit AAV-HDV berichtet
(Suarez-Amaran, et al., 2017). Aufgrund dessen wurde vermutet, dass bei MDAS5 defizienten
Tieren ein ahnlicher Effekt auftritt. Da diese Tiere kein hNTCP exprimierten, wurde zur
Infektion mit HDV in erneuter Kooperation mit Dr. Martin Muck-H&ausl der Hd-Ad-NTCP Vektor
eingesetzt. Neben der Injektion von HDV wurde zum Vergleich ebenfalls jener, von Suéarez-
Amaran et al. und unter 2.1.3 beschriebene, AAV-HDV Vektor zur Transduktion des HDV
Genoms in die Hepatozyten der MDAS5 Knockout Mause verwendet. Die Transduktion mit dem
Hd-Ad-NTCP zur Expression des hNTCPs in Wildtyp und MDA5 Knockout Mausen erfolgte 7
Tage vor der Verabreichung von HDV. Als Kontrolle wurden zusatzlich MDA5 Mause ohne
vorherige Transduktion durch den Hd-Ad-NTCP eingesetzt, in denen keine HDV Infektion
stattfinden konnte. Weitere 7 und 14 Tage nach der Injektion von HDV bzw. AAV-HDV wurden
die Lebern der Wildtyp und MDA5 Knockout Mause entnommen, um daraus RNA fiir die gPCR
basierte Quantifizierung der HDV-Genomaquivalente zu extrahieren (Abbildung 26 A).

Im Vergleich zu den Wildtyp- und Kontrolltieren zeigte sich, dass durch den MDA5 Knockout
keine HDV Infektion und Replikation ermdglicht wurde, da die Anzahl der HDV-
Genomagquivalente in dem MDA5 Knockout Tieren nicht von der Kontrollgruppe abwich.
(Abbildung 26 B). Die Transduktion des HDV Genoms durch den AAV-HDV Vektor
funktionierte wie von Suarez-Amaran et al. beschrieben, jedoch war der Unterschied zwischen
den Wildtyp und MDAS5 Knockout Mausen sehr gering und lie3 keine Rickschlisse auf einen
Replikationsvorteil fur HDV bei fehlendem MDAS5 zu (Abbildung 26 C).

Insgesamt konnte somit auch durch das Ausschalten von MDA5S als Rezeptor zur Detektion
der HDV Replikation keine langanhaltende Infektion von HDV in Mausen etabliert werden. Des
Weiteren scheint bei dem AAV-HDV vermittelten HDV Genomtransfer in die Leberzelle der

Knockout von MDADS keinen klaren Vorteil bei der HDV Genomreplikation in vivo zu bringen.
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Abbildung 26: Der Einfluss des MDA5 Knockouts auf die HDV Infektion in vivo.

(A) Wildtyp (wt) und MDA5 Knockout (MDA5 KO) C57BL/6 Mause wurden 7 Tage vor i.v. Injektion mit
HDV (6x107 vGE) mit Hd-Ad-hNTCP transduziert bzw. ausschlieRBlich mit AAV-HDV (2x10'° vGE)
injiziert. Aul3erdem wurde eine Kontrollgruppe mit HDV injiziert ohne vorherige Verabreichung des
Hd-Ad-hNTCP (control). AnschlieRend wurden die Lebern 7 und 14 Tage nach HDV bzw. AAV.HDV
Injektion entnommen und daraus RNA isoliert. (B) Quantifizierung der HDV-Genomaquivalente in der

Leber HDV injizierter (C) und AAV-HDV injizierter Mause mittels RT-qPCR.
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3. Diskussion

3.1 Etablierung und Charakterisierung von in vitro HDV Infektionsmodellen

Zu Beginn dieser Doktorarbeit war bekannt, dass HDV im Gegensatz zu HBV vom
angeborenen Immunsystem erkannt wird und die Produktion von Interferonen auslosen kann
(Giersch, et al.,, 2015). Allerdings blieben die Konsequenzen der HDV induzierten
angeborenen Immunitat fur das Immunsystem dabei weitgehend ungeklart, gleiches galt fir
die Auswirkung der Erkennung auf die HDV Replikation und die Interaktion zwischen HBV und
HDV. Deshalb sollte zundchst der Rezeptor identifiziert werden, welcher fur die HDV
Erkennung durch das angeborene Immunsystem verantwortlich ist, und anschlie3end die
Konsequenzen der HDV Erkennung und die damit verbundene Aktivierung des angeborenen
Immunsystems untersucht werden. Somit war es zunachst essenziell, ein reproduzierbares
Protokoll zur Infektion von Hepatozytenzelllinien mit HDV zu etablieren, welches ein
verlassliches Auslesen angeborener Immunitdat als Reaktion auf die HDV Infektion

ermdglichte.

3.1.1 HDV induziert die angeborene Immunitat in humanen Hepatomazelllinien

Wahrend meiner Masterarbeit (Altstetter, 2016) wurde bereits ein vorlaufiges
Infektionsprotokoll von HepG2-NTCP und HepaRG Zellen mit HDV etabliert, das ein erstes
Auslesen Interferon stimulierter Gene (ISGs) ermdglichte. Dabei eignet sich die
Quantifizierung der Expression von ISGs sehr gut zur Charakterisierung der durch HDV
induzierten angeborenen Immunitat, da diese direkt auf die Erkennung einer viralen Infektion
zurtckzufihren ist (Schneider, et al., 2014).

Es konnte gezeigt werden, dass eine HDV Infektion in HepaRG bzw. HepG2-NTCP Zellen
eine Induktion von ISGs nach sich zieht (Altstetter, 2016) (Alfaiate, et al., 2016) (Zhang, et al.,
2018). Allerdings zeigte sich, dass eine ISG Induktion in HDV infizierten HepG2-NTCP Zellen
sehr gering bzw. nicht verlasslich reproduzierbar war, wenn diese vor der HDV Infektion nur
fur 2 Tage differenziert wurden. Erst die Verlangerung der Differenzierungszeit auf 14 Tage,
welche auch bei HepaRG Zellen durchgefiihrt wird, filhrte zu einer gesteigerten Expression
der ISGs (Altstetter, et al.,, 2021). Der Effekt der verlangerten Differenzierung auf die
Erkennung von HDV wird im Abschnitt 3.2.2 weiterfiihrend diskutiert.

Durch diese MalRnahme konnte eine ISG-Induktion durch HDV-Infektion reproduzierbar
beobachtet werden, jedoch war auffallig, dass die Induktion der ISGs erst deutlich zeitversetzt
zum Infektionsbeginn einsetzte und erst an Tag 7 nach Infektion ein Maximum erreichte. Dabei
ist eines der besonderen Merkmale des angeborenen Immunsystems normalerweise die
Schnelligkeit, mit welcher es auf eindringende Pathogene reagiert, da die dafiir notwendigen

PRRs und Proteine der Signaltransduktion bereits vor einer Infektion vorliegen (Schneider, et
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al., 2014). So kann bei direkter Applikation von Typ | und Il Interferonen in Hepatozyten eine
Zunahme der ISG Expression bereits innerhalb weniger Stunden anhand gesteigerter mRNA
Mengen gemessen werden kann (Bolen, et al., 2014). Auch bei anderen viralen Infektionen
kann eine ISG Induktion bereits nach 24 bis 48 Stunden nachgewiesen werden, wie Studien
fur das Influenza A Virus und Sendai Virus zeigen (Crotta, et al., 2013) (Gitlin, et al., 2010).
Eine mdgliche Erklarung fur die spate ISG Induktion nach Infektion mit HDV liefert zum einen
die Infektionsrate, welche bei der verwendeten MOI=20 Virionen pro Zelle tiber den gesamten
Zeitraum der Infektion nicht Gber 10 -15% liegt. Damit ist sie moglicherweise zu gering, um
auf Grundlage der Gesamtzahl der Zellen einen signifikanten Anstieg der ISG Expression zu
einem frihen Zeitpunkt detektieren zu kdnnen. Zum anderen ist es mdglich, dass in der Zelle
durch virale Replikation zuerst eine gewisse Menge an HDV RNA akkumuliert werden muss,
damit die PRRs aktiviert werden. Dabei ist denkbar, dass die RNA Menge zum Zeitpunkt des
initialen HDV Eintritts noch nicht ausreicht, um den Schwellenwert zur Aktivierung der PRRs
zu Uberschreiten und dadurch eine angeborene Immunantwort auszulésen (Altstetter, et al.,
2021).

Um die Kinetik der ISG Induktion weiter zu untersuchen und zu Uberprifen ob ein bestimmter
Schwellenwert von PAMPs im Zusammenhang mit der HDV-Replikation tberschritten werden
muss, bevor das angeborene Immunsystem aktiviert wird, wurden die Zellen mit
verschiedenen MOIs (engl. multiplicities of infection) infiziert. Es zeigte sich, dass die
verwendete MOI, dabei wenig Einfluss auf die Induktion der ISGs hat. So konnte lediglich far
IP-10 bereits 3 Tage nach Infektion eine gesteigerte Expression bei einer MOI von 20 und 50
Virionen pro Zelle festgestellt werden, die allerdings einen Tag spéater wieder abgenommen
hatte. Selbst bei einer MOI=2 Virionen pro Zelle wurde die IP-10 Expression 7 Tage nach
Infektion deutlich gesteigert und lag auf demselben Niveau wie bei der Infektion mit einer
MOI=50 Virionen pro Zelle und somit einer initial 25-fach gréReren Anzahl an HDV Virionen.
Auf Grundlage dieser Beobachtungen konnte konstatiert werden, dass die ISG Induktion nicht
von der initialen Anzahl an HDV Partikeln, sondern von einer aktiven viralen Replikation
abhangt (Altstetter, et al., 2021). Auch Zhang et al. berichten, dass die eine aktive HDV RNA
Replikation zur Stimulation des angeborenen Immunsystems notwendig ist, da durch UV-
Strahlung inaktivierte HDV Virionen keinen Effekt auf die Expression von Interferonen hat
(Zhang, et al., 2018). Dartber hinaus sekretieren HDV infizierte Zellen extrazellulare Vesikel,
welche nur bei vorangegangener aktiver viraler Replikation innerhalb der infizierten Zellen, zu
einer Produktion proinflammatorischer Zytokine durch mononukledre Zellen des peripheren
Blutes (engl. peripheral blood mononuclear cell, PBMC) sowie Makrophagen fiihren (Jung, et
al., 2020b).

Interessanterweise ist es fur die HDV Infektionseffizienz mdglicherweise sogar forderlich, eine

angeborene Immunitit auszuldsen, da sein Replikationszyklus von dem zellularen Enzym
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ADAR1 (engl. Adenosine Deaminase Acting on RNA 1) abhangt. ADAR1 existiert in zwei
Isoformen, dem konstitutiv exprimierten ADAR1-S und dem durch Interferon induzierten
ADARI1-L, letzteres stellt somit selbst ein ISG dar. So fiihrt die Behandlung von Zellen mit IFN-
a zu einer Induktion von ADAR1-L und infolgedessen zu einer Verdopplung der ADAR1
bedingten Editierung der HDV RNA (Hartwig, et al., 2006) (Casey, 2012). Da L-HDAg
inhibierend auf die HDV Genomreplikation wirkt (Hwang, et al., 1994) und fur die
Assemblierung der Virionen notig ist (Surreau, 2006), hatte eine frihzeitige Synthese von L-
HDAg negative Auswirkungen auf den gesamten Replikationszyklus. Deshalb wére zu einem
fortgeschrittenen Zeitpunkt der Infektion eine durch HDV selbst induzierte Expression von
ADARI1-L forderlich, um die Freisetzung des Virus aus der Zelle zu initiieren. Allerdings konnte
in dieser Doktorarbeit keine HDV-induzierte gesteigerte Expression von ADAR1-L beobachtet
werden [Daten nicht gezeigt].

3.1.2 Der Einfluss der HBV Koinfektion

Der Einfluss der HBV Infektion auf die HDV bedingte angeborene Immunantwort bzw. die
Erkennung von HBYV durch das angeborene Immunsystem ist in der Literatur ein kontrovers
gefuhrtes Thema. Wie von Xia und Protzer zusammengefasst, ist HBV sensitiv gegentber
Cytokinen, da sie auf die HBV Replikation auf transkriptioneller und post-transkriptioneller
Ebene inhibierend wirken (Xia, et al., 2017). Daher ist es schlissig, dass sich HBV als
»heimliches* (engl. stealth) Virus gibt, welches vom angeborenen Immunsystem nicht erkannt
wird bzw. nicht mit diesem interagiert und die HBV Replikation somit keine Expression von Typ
| Interferonen nach sich zieht. Dennoch gibt es Berichte, dass HBV einerseits dazu in der Lage
ist die angeborene Immunitat und andererseits die Interferon bedingte Signaltransduktion
unter anderem mit Hilfe des X-Proteins zu inhibieren (Tsunematsu, et al., 2017) (Wei, et al.,
2010) (Jiang, et al., 2010).

Um diese Beobachtungen zu tberprifen, wurden HepG2 basierte HBV1.3-transgene Zelllinien
mit Knockouts des X- und L-Proteins bzw. mit unverandertem HBV1.3 Uberlangegenom
verwendet und mit AAV-HDV transduziert, um das HDV Genom in die Zellen einzubringen.
Eine direkte Infektion mit HDV war nicht bei allen Zelllinien méglich, da sie den zum Zelleintritt
essenziellen NTCP-Rezeptor nicht exprimierten (Yan, et al., 2014). Der verwendete AAV-HDV
Vektor wurde bereits von Suarez-Amaran et al. beschrieben und fiihrte in Wildtyp C57BL/6
Mausen, im Gegensatz zu einem AAV-Luciferase Kontrollvektor, zu einer Typ | Interferon
bedingten Induktion von ISGs und eignete sich somit zur Untersuchung des HBV Einflusses
auf die HDV induzierte angeborene Immunantwort (Suédrez-Amaran, et al., 2017). Nach
Transduktion mit AAV bildet das mit ITRs (engl. inverted terminal repeats) flankierte Transgen,
in diesem Fall das HDV1.2 Uberlangegenom, erst zirkulare Concatemere, die dann als

Episomen im Nukleus transduzierter Zellen persistieren. Ausgehend von dieser episomalen
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DNA kann dann das HDV RNA Genom transkribiert und repliziert werden (Naso, et al., 2017).
Somit beginnt die Replikation des HDV Genoms nach Transduktion mittels AAV-Vektor erst
nach Ausbildung der Episomen und dadurch erst spater als bei einer direkten Infektion mit
HDV, da hier kein DNA Intermediat gebildet werden muss. Dies spiegelte sich in der Kinetik
der HDV Genomreplikation nach AAV-HDV Transduktion wider, welche verglichen mit der
HDV Infektion um etwa 3 Tage nach hinten versetzt stattfand. Dementsprechend fand auch
die Induktion der ISGs zeitversetzt statt, welche 11 und 14 Tage nach Transduktion am
starksten war. Hierbei zeigten die HepG2 basierten, HBV transgenen Zellen eine Kklar
gesteigerte Expression von ISGs, welche Uber alle gemessenen Gene hinweg durchschnittlich
sogar starker war als bei den HBV-freien HepG2-NTCP Zellen. Auch bei der Studie von
Suarez-Amaran et al. konnte bei Kotransduktion von AAV-HDV mit AAV-HBV eine Induktion
von ISGs, die sich nicht signifikant von der der AAV-HDV Monotransduktion unterschied, und
somit kein generell inhibierender Effekt von HBV auf die angeborene Immunitat beobachtet
werden (Suarez-Amaran, et al., 2017). Bei der Verwendung von zwei verschiedenen
Konstrukten zur Transduktion der viralen Genome besteht die Mdglichkeit, dass Zellen nicht
gleichzeitig mit beiden, sondern nur mit einem Vektor transduziert werden und somit entweder
HBV oder HDV bzw. keines der beiden vorliegt. Dieser Zustand konnte durch die Verwendung
HBV-transgener Zelllinien ausgeschlossen werden, doch auch in diesem Versuchsaufbau
fuhrten HBV bzw. dessen virale Proteine nicht zu einer Reduktion der HDV induzierten ISG
Expression. Somit konnte ein aktives Eingreifen von HBV in die angeborene Immunantwort
hierbei nicht bestatigt werden.

Wie auch Jung et al. hypothesieren, sollte eine HBV Koinfektion mit einem positiven Effekt fir
HDV einhergehen, da das HDV RNP auch von anderen Helferviren als HBV umhillt und
verbreitet werden kann (Jung, et al., 2020a). So wurde beispielsweise gezeigt, dass das
Vesikulare-Stomatitis-Virus (VSV) ebenfalls als Helfervirus von HDV fungieren kann, indem es
dessen RNP umhdillt und damit dazu beitragt, dass HDV seinem durch HBV auferlegten
Lebertropismus prinzipiell entgehen und HEK293 Zellen infizieren kann (Perez-Vargas, et al.,
2019). Da HBV die HDV induzierte Expression von ISGs nicht klar zu beeinflussen scheint,
bleibt offen wie HDV, abgesehen von der Umhiillung, genau von der Koinfektion mit HBV
profitiert. Eine Moglichkeit stellt die Inhibition des Tumornekrosefaktor (engl. tumor necrosis
factor, TNF) vermittelten Zelltods durch HBV dar (siehe Doktorarbeit von Sandra Lampl, Institut
fur molekulare Immunologie und experimenteller Onkologie, TUM), wodurch HDV indirekt
durch die Koinfektion mit HBV geschitzt ware. Dennoch sind weitere Untersuchungen nétig,

um diese Frage abschlie3end zu klaren.
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3.2 Die Identifizierung des PRRs zur Erkennung von HDV

Wie aus dieser Doktorarbeit und weiteren Berichten anderer Arbeitsgruppen hervorgeht, ist
HDV dazu in der Lage, neben HepaRG Zellen auch in HepG2 basierten Zellen eine Aktivierung
der angeborenen Immunitat auszulosen (Alfaiate, et al., 2016) (Zhang, et al., 2018) (Altstetter,
et al., 2021). Somit ist offenkundig, dass das Virus von den Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems erkannt werden muss. Als Pathogen-assoziiertes molekulares Musters (engl.
Pathogen-associated molecular pattern, PAMP), welches als Ligand fur die Erkennung dient,
wurde die HDV RNA vermutet, da im Falle viraler Infektionen hauptséchlich Nukleinsauren
viralen Ursprungs, wie sie beispielsweise bei der Virus-Replikation entstehen, fir die Induktion
der angeborenen Immunantwort verantwortlich sind (Jung, et al., 2020a). Zur zellularen
Erkennung viraler RNA dienen zwei grol3e Familien der Mustererkennungsrezeptoren (engl.
pattern recognition receptors, PRRs), zum einen die TLRs zur Detektion endosomaler RNA
und zum anderen die RLRs im Cytoplasma (Wu, et al., 2014). Da das HDV Genom nach der
Replikation im Nukleus zur Assemblierung neuer Virionen in das Cytoplasma transportiert wird
(Mentha, et al., 2019), galten zu Beginn der Doktorarbeit insbesondere die beiden in der Leber
funktionell exprimierten RLRs RIG-I (engl. retinoic acid inducible gene-l) und MDA5 (engl.
melanoma differentiation associated gene 5) als Kandidaten fur die HDV Erkennung.
Allerdings wird das HDV Genom vor dem Export in das Zytoplasma bereits im Nukleus mit
beiden Isoformen des HDAg komplexiert, um zusammen das RNP zu bilden (Lempp, et al.,
2016). In dieser Form ist die RNA flr eine Erkennung durch RIG-I bzw. MDA5 nicht direkt
zuganglich und somit war es unklar, ob diese Komplexierung eine Detektion durch diese

beiden RLRs verhinderte.

3.2.1 MDAG5 und nicht RIG-I erkennt die HDV Replikation

Um herauszufinden, inwiefern die HDV Erkennung durch die RLRs und an der
Signaltransduktion beteiligten Molekille abhangt, wurden Knockout Zelllinien fir MAVS (engl.
mitochondrial antiviral-signaling protein), RIG-1 und MDAS auf Basis der HepG2-NTCP Zellen
generiert. Dies geschah in Kooperation mit Dr. Francesca Pinci und Prof. Veit Hornung am
Genzentrum Minchen der LMU Minchen mittels CRISPR/Cas Methode, indem in die
entsprechenden Gene beider Allele Rasterschubmutationen via Insertion bzw. Deletion
eingefiigt und per Western-Blot validiert wurden (Altstetter, et al., 2021).

Da MAVS als essenzielles Adapter-Protein der RLR- Signaltransduktion nach Stimulation von
RIG-I und MDA5 mit beiden PRRs interagiert, fihrt ein Gen-Knockout von MAVS zu einer
kompletten Verhinderung der RLR-induzierten angeborenen Immunreaktion auf eindringende
Pathogene (Sun, et al., 2006) (Wu, et al., 2014). Im Fall der HDV Infektion von HepG2-NTCP
Zellen fuhrte der Knockout von MAVS, im Vergleich zu Wildtyp HepG2-NTCP Zellen, zu einem
kompletten Verlust der ISG Induktion. Diese ausbleibende ISG Induktion in den MAVS
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Knockout Zellen liel3 auf eine essenzielle Beteiligung von RLRs bei der Erkennung von HDV
RNA schlieRen (Altstetter, et al., 2021). Auch Suarez-Amaran et al. kommen zu dieser
Schlussfolgerung, da sie in Mausen ebenfalls MAVS als ein Schlisselprotein der IFN-
Induktion nach Transduktion mit AAV-HDV identifizieren konnten (Suarez-Amaréan, et al.,
2017).

Die anschliel3ende Infektion der HepG2-NTCP RIG-I bzw. MDAS5 Knockout Zellen zeigte, dass
MDAD5, aber nicht RIG-I fur die Erkennung von HDV elementar war. Die Analyse der ISG
Expression ergab, dass die HDV Infektion sowohl in den wildtypischen als auch in den RIG-I
Knockout HepG2-NTCP Zellen eine Aktivierung der angeborenen Immunitat nach sich zog,
diese hingegen bei den MDA5 und MAVS Knockout Zellen ausblieb. Um die Ergebnisse zu
bestatigen, wurde der Versuch mit dem AAV-HDV Vektor wiederholt. Dabei gilt der AAV-
Vektor per se als kaum immunogen (Naso, et al., 2017), weshalb eine Stimulation der
angeborenen Immunitat von der Immunogenitat der einzubringenden Nukleinséure, in diesem
Fall also die des HDV Genoms, abhéngt. Auch bei der Verwendung des AVV-HDV Vektors
zeigte sich, dass im Falle des Gen-Knockouts von MDA5 bzw. MAVS keine gesteigerte
Expression von ISGs einsetzte, wohingegen der Knockout von RIG-I keinen Einfluss auf die
Induktion angeborener Immunitét hatte (Altstetter, et al., 2021). Diese Beobachtungen wurde
auch von Zhang et al. bestatigt, welche keine veranderte IFN-Induktion nach HDV Infektion
von HepG2 basierten RIG-I und TLR3 Knockdown Zellen feststellten. Der Knockdown von
MDAGS fihrte jedoch zu einem fast ganzlichem Ausbleiben der angeborenen Immunantwort
(Zhang, et al., 2018).

Somit stellt sich die RNA Helikase MDAGS als entscheidender Rezeptor zur Erkennung der HDV
RNA heraus, wobei bislang ungeklart ist, welche Struktur bzw. Bereich der viralen RNA genau
fur die spezifische Aktivierung von MDA5 aber nicht RIG-I verantwortlich ist. Da die HDV
Replikation ausschlie3lich im Zellkern stattfindet (Taylor, 2015), kénnen die dabei gebildeten
RNA Intermediate nicht durch die cytosolischen RLRs erkannt werden. Erst durch die
Komplexierung des Genoms mit L-HDAg, kann RNA in Form des RNPs durch die Hilfe der
zellularen Kernexportfaktoren TAP and Aly in das Cytoplasma exportiert werden (Huang, et
al., 2016). Abgesehen vom RNP, wird nur noch die virale mRNA aktiv exportiert. Wie die
zelleigene MRNA ist sie am 5°-Ende mit einer “Cap”-Struktur modifiziert und somit die
immunogene 5 -Triphosphat-Gruppe verdeckt, was eine Detektion der viralen mRNA durch
das angeborene Immunsystem unwahrscheinlich macht (Hsieh, et al., 1990) (Gebhardt, et al.,
2017). Dadurch verhindert HDV mdglicherweise die RIG-I vermittelte Erkennung der
Triphosphat-Gruppe am 5"-Ende der viralen mRNA (Hornung, et al., 2006) (Pichlmair, et al.,
2006), was erklart, wieso RIG-I bei der Detektion der HDV Infektion keine Rolle spielt. Wie
diese Doktorarbeit und Zhang et al. jedoch aufzeigen, ist die aktive virale Replikation fur die

Erkennung durch das angeborene Immunsystem von groRer Bedeutung (Altstetter, et al.,
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2021) (Zhang, et al., 2018). Zusammengefasst deutet dies darauf hin, dass es vermutlich die
nach Replikation ins Zytoplasma exportierten und mit HDAg komplexierten HDV Genome sind,
die von MDAS erkannt werden, (Suslov, et al., 2018). Dennoch kénnen nur tiefgreifendere
Strukturanalysen bzw. ein Mapping der verschiedenen Bereiche des HDV Genoms die Antwort
darauf liefern, was genau bei der HDV Infektion als Ligand fir MDAS fungiert und wie es die
RNA trotz ihrer Komplexierung mit den HDAgs erkennen kann.

3.2.2 Die Rolle der RNase L bei der Erkennung von HDV

Fur HepaRG Zellen ist charakteristisch, dass sie im Gegensatz zu HepG2 basierten Ziellinien,
ein vergleichbares Genexpressionsprofil von Toll-like-Rezeptoren (TLRs) und RIG-I-&hnlichen
Rezeptoren (RLRs) wie primare humane Hepatozyten aufweisen und damit ihre angeborene
Immunitat vergleichsweise leicht stimulierbar sind (Luangsay, et al., 2015) (Maire, et al.,
2008). Wie bereits in Abschnitt 3.1.1 erwahnt wurde, war somit nur eine sehr schwache ISG
Induktion in HDV infizierten HepG2-NTCP Zellen nach 2 Tagen Differenzierung zu
beobachten. Durch die auf 14 Tage verlangerte Differenzierung wurde deshalb versucht, die
Expression von PRRs und Proteinen der Signaltransduktion in HepG2 basierten Zelllinien zu
steigern, um eine durch HDV induzierte ISG Expression ahnlich wie in den HepaRG Zellen zu
erreichen. Wie sich zeigte, konnte dadurch in der Tat eine ISG Induktion nach HDV Infektion
beobachtet werden, weshalb sich die Frage stellte, welcher Faktor daftr verantwortlich war.
Um diese Fragestellung naher zu beleuchten, wurden die Zellen Uber einen Zeitraum von 14
Tagen differenziert und die sich wahrenddessen verdndernde Genexpression potenzieller, zur
Mustererkennung bzw. Signaltransduktion nétiger Faktoren (z.B. RLRs, MAVS, OAS, STAT)
analysiert. So wurde unter anderem die Expression des LGP2 untersucht, welches aufgrund
fehlender CARD-Doméanen selbst nicht als direkter Rezeptor zur Erkennung von Pathogenen
in Erscheinung tritt, jedoch eine regulatorische Funktion fiir die beiden anderen Mitglieder der
Familie der RLRs, RIG-1 und MDA5, aufweist (Wu, et al., 2014). Insbesondere in Kombination
mit dem fur die HDV Erkennung so wichtigen MDA5 weist LGP2 eine synergistische Funktion
auf und steigert die MDAS basierte antivirale Signalgebung (Bruns, et al., 2015). Allerdings
veranderte sich die Genexpression von LGP2, wie auch von MDA5, Uber den gesamten
Differenzierungsvorgang kaum und lag auf einem Level mit undifferenzierten HepG2-NTCP
Zellen. Somit schien es keinen essenziellen Teil zur Erkennung des HDV beizutragen.

Aus zwei Berichten von Malathi et al. geht hervor, dass die RNase L eine wichtige Rolle bei
der angeborenen Immunatwort bei viralen Infektionen einnimmt. So schneidet sie zellulare
RNA in kleinere Fragmente, welche anschliel3end als Liganden fir RIG-I dienen und dadurch
eine IFN-B Expression auslésen (Malathi, et al., 2007) (Malathi, et al., 2010). Auch fir eine
weiter RNase, die RNase T2, wird ein ahnlicher Effekt beschrieben. Hierbei schneidet die

RNase T2 einzelstrangige, exogene RNA Molekile ebenfalls in kleinere Fragmente, welche
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dann wiederum als agonistische Liganden fiur TLR8 im Endosom fungieren (Greulich, et al.,
2019). Wie aus der Genexpressionsanalyse hervorging, wurde die RNase L, im Vergleich zu
allen weiteren untersuchten Faktoren, im Laufe der Differenzierung tatsachlich verstarkt
exprimiert. Deshalb schien es mdglich, dass die RNase L eine Rolle bei der Detektion von
HDV einnimmt. Um die Funktion der RNase L bei der Induktion der angeborenen Immunitat
nach HDV Infektion zu untersuchen, wurde zunachst versucht ihre Expression transient mit
Hilfe von siRNA (engl. small interfering RNA) zu inhibieren. Durch den Vorgang der RNA-
Interferenz, welcher durch die in die Zelle eingebrachte, fir RNase L spezifische siRNA
ausgelost wird, wird die Expression der RNase L voribergehend unterdrickt, indem die vom
RNase L-Gen transkribierte mRNA spezifisch degradiert wird (Lagana, et al., 2015). Der
transiente Knockdown von RNase L fuhrte zu einem leichten Rickgang der ISG Induktion 4
Tage nach HDV Infektion, hatte 7 Tage nach Infektion jedoch keinen Effekt mehr. Da zu
diesem Zeitpunkt die siRNA mdglicherweise bereits komplett degradiert war, konnte eine
wiedereinsetzende Expression der RNase L nicht ausgeschlossen werden. Um den Nachteil
des temporédren Gen-Knockdowns der RNA-Interferenz zu umgehen, wurden mittels
CRISPR/Cas Methode HepG2 -NTCP basierte RNase L-Knockout Zelllinien erzeugt und der
Knockout mittels Westernblot validiert. Allerdings wurde in den HepG2-NTCP RNase L
Knockout Zelllinien, im Vergleich zu den Kontrollzellen, keine klare Reduktion der I1SG
Expression nach HDV Infektion festgestellt. Zusammengefasst lasst sich auf Basis dieser
Beobachtungen keine unterstitzende Rolle der RNase L bei der durch HDV bedingten

angeborenen Immunantwort festhalten.

3.3 Der Einfluss der HDV induzierten angeborenen Immunitat auf die HDV
Replikation und Persistenz

Obwohl momentan einige neue Anséatze erforscht werden, existieren gegenwartig keine direkt
gegen HDV gerichteten antiviralen Behandlungsmdglichkeiten. Die bisherige Empfehlung zur
Behandlung der chronischen Hepatitis D ist zum einen auf eine langfristige Verabreichung von
pegyliertem IFN-a und zum anderen auf die Hemmung des Viruseintritts durch das Peptid
Bulevirtide beschrankt. Dabei wird fur IFN-a, je nach Studie, in weniger als 40% der Falle nach
Beendigung der Behandlung keine HDV RNA mehr detektiert und es bleibt weiterhin unklar,
aufgrund welchen genauen Mechanismus IFN-a antiviral auf HDV wirkt (Mentha, et al., 2019)
(Urban, et al., 2021). AuRerdem fuhrt die HDV Infektion aufgrund der Erkennung der
zytoplasmatischen HDV RNA durch MDADb, per se zu einer Produktion von Interferonen und
zur Ausbildung eines antiviralen Zustandes (Altstetter, et al., 2021) (Zhang, et al., 2018).
Deshalb wird im Folgenden der Einfluss der durch HDV und externe Faktoren (z.B. Typ |
Interferone) ausgeldsten angeborenen Immunantwort auf die Replikation von HDV und dessen

Persistenz weiterfiihrend diskutiert.
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3.3.1 Die durch HDV induzierte angeborene Immunitat hat keinen Effekt auf dessen
Replikation

Um den Effekt des durch HDV Infektion aktivierten angeborenen Immunsystems auf die virale
Replikation zu untersuchen, wurden zum einen die viralen Genoméaquivalente nach HDV
Infektion von HepG2-NTCP basierten MDA5, RIG-I bzw. MAVS Knockout Zelllinien
quantifiziert und mit denen HDV infizierter Wildtyp HepG2-NTCP Zellen verglichen. Zum
anderen wurde aufRerdem eine Immunfluoreszenzfarbung des HDAg der infizierten Zellen
durchgefuhrt. Dabei konnte kein Unterschied zwischen den jeweiligen Zelllinien festgestellt
werden, da sich das HDV unabhangig von dessen Erkennung durch MDAS in gleichem Mal3e
replizieren konnte und dadurch der Anteil HDAg-positiver Zellen 5 und 11 Tage nach Infektion
kaum variierte. Vergleichbares galt auch, wenn Anstelle der HDV Infektion der AAV-HDV
Vektor zur Genomtransduktion verwendet wurde, da die Quantifizierung der HDV-
Genomagquivalente und die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbung des HDAg keinen
Replikationsvorteil in MDAS5 und MAVS Knockout- gegentiber Wildtyp und RIG-1 Knockout
Zellen offenbarten (Altstetter, et al., 2021). Auch Zhang et al. berichten, dass die HDV
Erkennung durch MDAS5, trotz der daraus resultierenden angeborenen Immunantwort, nur
einen sehr geringen Effekt auf die HDV Replikation hat (Zhang, et al., 2018). Deshalb stellt
sich die Frage, wieso HDV zwar durch das angeborene Immunsystem erkannt, aber von der
Etablierung eines antiviralen Zustandes nicht wirklich tangiert wird.

Wie Suslov et al. hypothetisieren, stehen HDV zwei Mdglichkeiten zur Verfigung, um dem
angeborenen Immunsystem zu entgehen. Zum einen ein direktes Blockieren der IFN-
Signaltransduktion oder zum anderen die Inhibierung bzw. Vermeidung IFN induzierter
antiviraler Effektormolekule (Pugnale, et al., 2009) (Giersch, et al., 2015). So konnte gezeigt
werden, dass nach der Transfektion von HuH7 Zellen mit dem pSVL(D3) Plasmid, das fir das
HDV-Genom kodiert und auch die Grundlage fir die in dieser Arbeit produzierten und
verwendeten HDV Stocks bildete, HDV mit der IFN-a-Signaltransduktion interferiert. Hierbei
inhibiert das HDV die Phosphorylierung der STAT-Proteine und schwacht somit die Expression
von ISGs wie beispielsweise Mx1 ab (Pugnale, et al., 2009). Im Gegensatz dazu existieren
allerdings auch Berichte, dass bei einer HDV Infektion bzw. nach der Transfektion von S- und
L-HDAg kodierenden Plasmiden die Mx1 Expression nicht abgeschwécht, sondern sogar
gesteigert wird (Zhang, et al., 2018) (Williams, et al., 2009). Bei der HBV/HDV-Koinfektion
humanisierter Mause, berichten Giersch et al. von einer Akkumulation und Aktivierung
humanem STATSs in den Lebern infizierter Tiere. Allerdings ist die Zunahme von STAT in den
Nuklei HDV infizierter Hepatozyten, welche besonders viel HDAg aufweisen, deutlich
schwécher. Dies legt nahe, dass HDV mit der STAT basierten Signalgebung interferiert, was
allerdings nicht ausreichend ist, um einen signifikanten Anstieg der Expression humaner ISGs

zu verhindern (Giersch, et al.,, 2015). Zusammengefasst scheint damit die IFN-
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Signaltransduktion durch HDV unter gewissen Umstéanden zwar beeintrachtigt zu sein, was
jedoch offensichtlich nicht ausreichend ist, um eine Induktion von ISGs zu vermeiden
(Altstetter, et al., 2021).

Da in HepG2-NTCP Zellen eine messbare ISG Induktion erst mehrere Tage nach HDV
Infektion auftrat, hatte das Virus moglicherweise genug Zeit, um eine stabile Infektion zu
etablieren, bevor antivirale Effektoren die virale Replikation inhibieren konnten. Auf Grund
dessen wurden HepG2-NTCP Zellen vor Infektion mit Poly I:C transfiziert und die angeborene
Immunitat durch Poly I:C Bindung an die RLRs (Kato, et al., 2008) und TLR3 (Zhou, et al.,
2013) stimuliert. Dadurch wurde bereits zum Zeitpunkt der HDV Infektion ein antiviraler
Zustand innerhalb der Zelle erreicht. Allerdings hatte die von Beginn an wirkende angeborene
Immunitat gegentber HDV erneut keinen Effekt, was sich in der Kinetik der HDV Replikation
niederschlug, welche sich kaum von der der Kontrollgruppe unterschied. Auch eine zweimalige
Stimulation mit poly I:C, einmal unmittelbar vor und einmal 4 Tage nach der Infektion, hatte
keinen messharen Einfluss auf die HDV Replikation, wie zusatzlich die Auswertung der
Immunfluoreszenzfarbung des HDAg ergab. Unabhangig von der Transfektion mit poly I:C
wurde eine vergleichbare Anzahl an HDAg positiven Zellen gefarbt. Diese Ergebnisse
untermauerten die bisherigen Beobachtungen, dass die durch HDV verursachte angeborene
Immunantwort nur einen sehr geringen Effekt auf die HDV Replikation hat (Altstetter, et al.,
2021).

Einen moglichen Erklarungsansatz liefert die Tatsache, dass sich HDV nur im Nukleus
repliziert und antiviralen Effektoren mit Hilfe der Kompartmentalisierung der Zelle vermeidet.
Dadurch kénnten die Replikationsintermediate fir IFN induzierte Effektoren nicht zuganglich
(Taylor, 2015). So interferiert beispielsweise nur siRNA, welche gegen die im Zytoplasma
lokalisierte HDV mRNA gerichtet ist, mit der HDV Replikation, wohingegen siRNAs, welche
gegen die sich im Zellkern befindlichen (Anti-) Genome gerichtet sind, keinen Effekt haben
(Chang, et al., 2003).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse sowohl aus diesem Teil der Doktorarbeit als auch
aus der Literatur, dass sich die HDV Replikation in vitro kaum durch einen antiviralen Zustand,
wie er beispielsweise durch die Verwendung von Interferonen erreicht wird, beeinflussen lasst.
Dies ist eine mdgliche Erklarung, weshalb die Verabreichung von pegyliertem IFN-a bei der
chronischen Hepatitis D nur in einem Teil der Patienten effektiv ist (Yurdaydin, 2019). Hierbei
ist zu beachten, dass nicht alle Patienten mit demselben Genotyp infiziert sind. So kénnte
neben individuellen Faktoren auch der HDV Genotyp eine Rolle spielen, da die jeweiligen
Genotypen mit unterschiedlichen Krankheitsverlaufen assoziiert werden. Somit ist es denkbar,
dass der Genotyp maoglicherweise einen Einfluss auf die Erkennung durch das angeborene
Immunsystem, sowie auf die Sensitivitat gegeniber der Interferonbehandlung hat. (Negro,

2014) (Borzacov, et al., 2016). Interessanterweise berichten Giersch et al. von einer
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Unterdriickung der HDV Replikation nach Applikation pegyliertem IFN-Alphas in HBV/HDV
koinfizierten humanisierten Mausen (Giersch, et al., 2017), was im Wiederspruch zum Bericht
dieser, sowie anderer Arbeiten steht (Chang, et al., 2006) (Zhang, et al., 2018) (Altstetter, et
al., 2021). Eine mogliche Erklarung fur die beobachtete unterschiedliche Wirksamkeit von
IFN-a findet sich zum einen in den Charakteristika der jeweiligen Modellsysteme (in vivo vs. in
vitro) und vor allem in der Koinfektion mit HBV, welche nur bei Giersch et al. vorlag. Wie von
Xia und Protzer diskutiert, ist HBV sensitiv gegeniiber Cytokinen, da sie auf die HBV
Replikation inhibierend wirken (Xia, et al., 2017). Somit scheint es wahrscheinlich, dass der
Effekt welcher durch die Therapie mit pegyliertem IFN-a erzielt wird nur indirekt auf HDV wirkt,
indem es sein Helfervirus, das HBYV, inhibiert und somit die weitere Verbreitung des Virus
verhindert wird (Taylor, 2006).

3.3.2 Die HDV bedingte angeborene Immunitét fihrt zu einer verstarkten Eliminierung
HBV-HDV koinfizierter Hepatozyten durch zytotoxische T-Zellen

Wie bereits in den vorherigen Abschnitten beschrieben wurde, ist aufgrund der momentan
verfugbaren und grof3tenteils unzureichenden Behandlungsmaoglichkeiten der chronischen
Hepatitis B und D die Erforschung neuer antiviraler Therapien von groRer Wichtigkeit. Hierbei
konzentrieren sich die neuen Strategien zur spezifischen Eliminierung infizierter Hepatozyten
hauptséchlich auf HBV, da dessen Bekampfung automatisch auch einen indirekten Effekt auf
die HDV Persistenz hat. Eine Mdglichkeit zur spezifischen Eliminierung HBV und HDV
infizierter Hepatozyten stellt die T-Zell Therapie dar. So wurde gezeigt, dass T-Zellen, welche
mit einem HBV-Hullprotein-spezifischen T-Zell-Rezeptor (engl. T cell receptor, TCR, im
Folgenden als 4G-TCR bezeichnet) ausgestattet werden, das Potential einer Klarung der HBV
Infektion haben (Wisskirchen, et al., 2019). Des Weiteren wird durch die Expression eines
ebenfalls fur HBV- Hiullproteine spezifischen Chimaren Antigen-Rezeptors (engl. HBV S
protein specific chimeric antigen receptor, S-CAR) in transduzierten T-Zellen ein signifikanter
antiviraler Effekt bei deren Verwendung in HBV-transgenen Mausen erzielt (Krebs, et al.,
2013) (Festag, et al., 2019).

Bei beiden Ansatzen wurde dabei der Einfluss der durch HDV induzierten Aktivierung des
angeborenen Immunsystems auf die Eliminierung infizierter Hepatozyten nicht untersucht.
Deshalb wurde zunéachst ein Kokultur Experiment von HBV bzw. HBV/HDV (ko-) infizierten
HepG2-NTCP (MDA5 KO) Zellen mit 4G-TCR transduzierten T-Zellen durchgefiihrt. Dabei
wurden HBV/HDV koinfizierte HepG2-NTCP Zellen durch die T-Zellen starker eliminiert als bei
der HBV Monoinfektion, wohingegen dieser Effekt bei den HepG2-NTCP MDA5 KO Zellen
nicht auftrat (Altstetter, et al., 2021). Dies lie3 zum einen die Schlussfolgerung zu, dass die
Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch die MDA5 bedingte Erkennung der HDV

Infektion einen eindeutigen Effekt auf die Eliminierung infizierter Hepatozyten durch das
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adaptive Immunsystem hat. Zum anderen verdeutlichte dieser Versuch, dass die Therapie
einer chronischen HBV Infektion mit transduzierten T-Zellen durch HDV nicht gestort wird,
sondern im Gegenteil, die spezifische Abtétung infizierter Zellen sogar erleichtert. Diese
Ergebnisse decken sich mit Studien von Tham et al., die berichten, dass eine HBV-HDV-
Koinfektion zu einer verstarkten Eliminierung von HBV infizierten Zellen durch zytotoxische
T-Zellen fuhrt (Tham, et al., 2020).

Dabei ist die Erkennung der infizierten Zellen durch den T-Zell-Rezeptor von der
Peptidprasentation auf Haupthistokompatibilitdtskomplexen (engl. major histocompatibility
complex, MHC) auf der Oberflache der Hepatozyten abhangig (Harris, et al., 2016). Eine
mogliche Erklarung fiir die gesteigerte Eliminierung kdnnte somit eventuell eine veranderte
Expression von MHC Molekuilen in den Hepatozyten liefern, welche durch die Aktivierung der
angeborenen Immunitéat durch HDV herbeigefuhrt wurde. Ein vergleichbarer Effekt existiert in
dendritischen Zellen, die nach Stimulation mit Typ | Interferonen die Antigenprasentation auf
MHC Molekllen erhdéhen und dabei die Peptidprozessierung nicht herunterregulieren
(Simmons, et al., 2012). Abgesehen von Immunzellen steigern auch alle anderen Zelltypen die
Expression von MHC | Molekilen als Antwort auf Typ | Interferone (Murphy, et al., 2016).
Allerdings zeigte die Wiederholung des Versuchs mit S-CAR transduzierten T-Zellen, dass die
gesteigerte Eliminierung der koinfizierten Hepatozyten nicht von einer veranderten Expression
von MHC Komplexen und damit einer veranderten Peptidprasentation abhéngig war. Im
Gegensatz zu klassischen T-Zell-Rezeptoren, erkennen Chimare Antigen-Rezeptoren native
Antigene und sind deshalb nicht durch die Antigenprasentation auf MHC Molekilen limitiert
(Harris, et al., 2016). So konnte bei der Kokultur von S-CAR transduzierten T-Zellen mit HBV
bzw. HBV/HDV (ko-) infizierten HepG2-NTCP (MDA5 KO) Zellen derselbe Effekt wie bei der
Kokultur mit mit 4G-TCR transduzierten T-Zellen beobachtet werden. Die Koinfizierten Zellen
wurden erneut starker eliminiert als die HBV-Monoinfizierten Zellen solange die Erkennung
von HDV durch MDAS5 gewahrleistet war (Altstetter, et al., 2021). Sowohl bei der Kokultur mit
4G-TCR als auch S-CAR transduzierten T-Zellen war das Abtéten der wildtypischen HepG2-
NTCP Zellen generell starker als das der MDA5 Knockout Derivate, unabhangig von Ko- oder
Monoinfektion der Zellen, was vermutlich auf einen Zelllinien spezifischen Effekt und nicht auf
die T-Zellen zurickzufihren war.

Da durch die Verwendung der S-CAR transduzierten T-Zellen eine veranderte MHC
Expression als Ursache fiir die verstarkte Eliminierung ausgeschlossen werden konnte, muss
die durch HDV Infektion induzierte angeborene Immunantwort einen anderen Einfluss auf die
Interaktion zwischen T- und infizierter Zelle haben. CD8 positive T-Zellen initiieren die
Apoptose ihrer Zielzellen zum einen durch die Interaktion von FasL (engl. first apoptosis signal
ligand) mit dem Fas-Rezeptor, der sich auf der Zielzelle befindet, sowie durch die Sekretion

von Perforin und Granzyme B. Beide Mechanismen aktivieren die Caspase-Kaskade in den
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Zielzellen und l6sen dadurch deren Apoptose aus (Murphy, et al., 2016). Somit ist es denkbar,
dass die Aktivierung des angeborenen Immunsystems eine gesteigerte Expression des Fas-
Rezeptors auf der Oberflache der infizierten Hepatozyten zur Folge hat und diese folglich
effizienter eliminiert werden kénnen. Unabhéngig davon zeigen diese Ergebnisse, dass die
Behandlung der chronischen Hepatitis D mittels 4G-TCR bzw. S-CAR transduzierter T-Zellen
eine vielversprechende Alternative zu den momentanen Behandlungsstrategien darstellen

kann.

3.4 Die Charakterisierung muriner HDV-Infektionsmodelle

Maushepatozyten sind per se nicht mit HBV und HDV infizierbar, da das murine NTCP
(mMNTCP) keine Aufnahme des Virus in die Zelle zulasst. Wie Lempp et al. fur die AML12
Mausleberzelllinie zeigen, ist diese Restriktion umganglich, indem in murine Hepatozyten das
humane NTCPs (hNTCP) kinstlich eingebracht sowie exprimiert wird und diese dadurch
sowohl fur eine HBV als auch eine HDV Infektion empféanglich werden (Lempp, et al., 2016).
Interessanterweise konnte im Gegensatz dazu im Laufe dieser Doktorarbeit keine Infektion
von hNTCP-AML12 Zellen erzielt werden, da zum einen die Anzahl an HDV
Genomagquivalenten nach Infektion sich nicht von nativen AML12 Zellen unterschied und zum
anderen keine mit HDV inokulierten hNTCP-AML12 Zellen positiv auf das HDAg gefarbt
werden konnten. Des Weiteren wurde versucht das humane NTCP mittels adenoviralem
Vektor der dritten Generation (Hd-Ad, engl. Helper-dependent adenoviral vector) in AML12
Zellen und primare Maushepatozyten einzubringen. Hierfur wurden die Zellen mit dem Hd-Ad-
NTCP Vektor zur Expression des hNTCPs transduziert, welcher bereits zur erfolgreichen HBV
Infektion primarer Makaken-Hepatozyten verwendet wurde (Burwitz, et al.,, 2017). Jedoch
konnte auch hierbei sowohl in AML12 basierten Zellen als auch in primaren murinen
Hepatozyten keine HDV Infektion erzielt werden. Auch bei weiteren Arbeiten am Institut
zeigten sich die hNTCP-AML12 Zellen nicht permissiv gegenilber einer Infektion mit HBV
[Daten nicht gezeigt]. Wie sich gegen Ende der Doktorarbeit herausstellte, war die nicht
Vorhandene Permissivitat der AML12 Zellen wahrscheinlich auf die Eigenarten der Zelllinie
zurtckzufuhren, welche urspriinglich vom Hersteller geliefert wurde, da sich eine neu bestellte
AML12-NTCP Zelllinie auch an unserem Institut mit HBV infizieren liel3.

Weshalb die primaren Maushepatozyten nach Transduktion mit dem Hd-Ad-NTCP Vektor
nicht permissiv fir eine Infektion mit HDV wurden, ist unklar. Méglicherweise existieren neben
der spezifischen Bindung an NTCP noch weitere Voraussetzungen fur eine Permissivitat der
Zelle gegenuber HDV. Da das HDV Genom bei kiinstlicher Einbringung in das Cytoplasma
einer Vielzahl weiterer Zelltypen erfolgreich Replizieren kann und neben HBV auch weitere
Helferviren zur Umhullung und Verbreitung seines RNPs verwenden kann (Taylor, 2009)

(Perez-Vargas, et al.,, 2019), scheint eine Limitation nach dem Eindringen in die murine
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Leberzelle unwahrscheinlich. Deshalb ist es wahrscheinlicher, dass neben der Expression
eines funktionalen NTCP-Rezeptors auch die speziesspezifische Zusammensetzung der
Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) auf der Oberflache der Hepatozyten eine Rolle spielt,
um die initiale Bindung des Virions und dadurch eine Infektion zu gewéhrleisten (Verrier, et al.,
2016).

Nichts desto trotz wurde versucht, die in vivo HDV Infektion von C57BL/6 h/mNTCP Mé&usen,
welche ein chiméres NTCP exprimieren, zu etablieren. Das NTCP der h/mNTCP Mé&use ist an
den fur die Aufnahme von HDV kritischen Aminosauren 84-87 humanisiert und besitzt
ansonsten die normale murine Sequenz. Um eine Ausbreitung des HDV zu gewahrleisten,
wurde auf3erdem ein AAV-HBV Vektor verwendet, um die HBV-Hullproteine fur eine mogliche
Assemblierung neuer HDV Partikel zu liefern. Allerdings konnte sowohl bei der HDV
Monoinfektion als auch bei der durch Transduktion mit AAV-HBV herbeigefihrten Imitation der
HBV/HDV Koinfektion nur eine sehr transiente Infektion der h/mNTCP transgenen Mause mit
HDV erzielt werden, bei der 14 Tage nach Infektion keine HDV RNA mehr in der Leber
detektiert werden konnte. Hierbei wurde in den Leberzellen keine angeborene Immunantwort
nach HDV Injektion ausgeldst und es konnten bei der zusatzlichen Transduktion mit AAV-HBV
keine neu gebildeten HDV Partikel im Serum detektiert werden.

Wie He at al. berichten, kbnnen C57BL/6 Mause, welche das humane NTCP (hNTCP)
exprimieren, mit HDV infiziert werden. Allerdings ist auch hier die Infektion eher schwach und
transient, da nach 20 Tagen keine intrahepatische HDV RNA mehr nachweisbar ist. Des
Weiteren wird keine HDV Infektion etabliert, wenn die Mause ein gewisses Alter Uberschreiten.
So sind nur sehr junge Tiere, die nicht dlter als 17 Tage sind, fur die HDV Infektion empfanglich,
wohingegen 4 Wochen alte Mause keine Etablierung der Infektion zulassen obwohl sie das
hNTCP effizient exprimieren (He, et al., 2015). Interessanterweise konnten He at al. in einer
darauffolgenden Studie zeigen, dass auch adulte, 10 Wochen alte h/mNTCP Mause
gegenlber einer HDV Infektion permissiv sind, wenn sie auf Basis des FVB-Mausstamms
geziichtet werden. Dabei scheint allerdings nicht der Mausstamm entscheidend fur die
Effizienz der Infektion zu sein, da heterozygote h/mNTCP Mause eine deutlich reduzierte
Empfanglichkeit gegeniber HDV zeigen, als homozygote Tiere. Bei den hNTCP
exprimierenden Mausen aus der vorangegangenen Studie war die Infektionseffizienz
allerdings unabhéangig von der Homozygotie der Tiere, da heterozygote hNTCP Mause mit
derselben Effizienz infiziert werden konnten. Dies deutet darauf hin, dass das wildtypische
murine NTCP, welches in den heterozygoten h/mNTCP Mausen exprimiert wird und in den
Homozygoten nicht gebildet wird, mdglicherweise eine inhibitorische Wirkung auf die
Aufnahme von HDV in die Zelle hat (He, et al., 2016). Die homozygoten h/mNTCP Tiere,
welche wahrend dieser Doktorarbeit mit HDV inokuliert wurden, waren zum Zeitpunkt der

Injektion mindestens 10 Wochen alt und somit moglicherweise zu alt fur die HDV Infektion (He,
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et al., 2015). Darlber hinaus war die applizierte Menge an HDV Partikeln technisch bedingt
auf 2x107 limitiert und somit deutlich geringer als bei den eben beschriebenen Publikationen
von He at al. (5x10%°). Zusammengefasst liefern diese methodischen Limitationen mogliche
Begriindungen, fur die sehr schwache und transiente HDV Infektion der h/mNTCP Mause,
welche unter dem Level war, das von He at al. beschrieben wird.

Da selbst mit einem sehr hohen HDV Inokulum nur eine transiente Infektion von hNTCP
Mausen madglich ist, (He, et al., 2015) (He, et al., 2016) sollte untersucht werden, inwiefern die
Erkennung der Infektion durch das angeborene Immunsystem hierbei eine Rolle spielt. Wie in
3.2 diskutiert, ist MDAS fiir die Detektion der HDV Replikation in vitro und damit zur Aktivierung
der angeborenen Immunantwort essenziell. Deshalb wurde untersucht, ob ein Knockout von
MDADS in vivo zu einer gesteigerten HDV Infektion verglichen zu Wildtyp Tieren fuhrt. Da diese
Tiere kein hNTCP exprimierten, wurden diese vor der HDV Injektion mit dem Hd-Ad-NTCP
Vektor transduziert. Zum Vergleich wurde den Tieren au3erdem den von Suarez-Amaran et
al. beschriebenen AAV-HDV Vektor injiziert (Suarez-Amaran, et al., 2017).

Insgesamt konnte auch durch den Gen-Knockout von MDAS5S keine langanhaltende Infektion
von HDV in Mausen etabliert werden. Auch He at al. berichten, dass die HDV Infektion von
hNTCP Mausen, die zusatzlich einen Knockout des Typ | Interferon Rezeptors tragen, zwar
anfangs eine deutlich gesteigerte Infektionseffizienz aufweisen, die Infektion aber dennoch
nach zwei Wochen geklart wird (He, et al., 2015). Dartber hinaus wurde in MAVS defizienten
Mausen, verglichen zu Wildtyp Tieren, eine gesteigerte Anzahl an HDAg positiven Zellen nach
Transduktion mit AAV-HDV berichtet (Suarez-Amaran, et al., 2017). Dieser Replikationsvorteil
konnte bei der Verwendung der MDA5 Knockout Tiere nicht beobachtet werden, allerdings
war die Anzahl der fUr diesen Versuch verwendeten Tiere auch zu gering, um diesbeziglich
eine eindeutige Aussage zu treffen. Wie jedoch auch die in vitro Experimente dieser Arbeit
nahelegen, wird die HDV Replikation und Persistenz durch die angeborene Immunitat kaum
beeinflusst, was auf eine elementare Rolle des adaptiven Immunsystems fiir die Klarung der
HDV Infektion in vivo hindeutet. Interessanterweise zeigen He at al. durch die Verwendung
von SCID- (engl. severe combined immunodeficiency) Mausen, welche keine funktionellen B-
und T-Zellen bilden kénnen, dass das adaptive Immunsystem nicht fir die Klarung der HDV
Infektion in hNTCP Mausen verantwortlich ist, da auch in den SCID-Mausen nur eine
transiente Infektion moglich ist (He, et al., 2015). Im Gegensatz zu den rein murinen
Modellsystemen wurde fur chimére Mausmodelle, welche eine humanisierte Leber besitzen,
allerdings eine langanhaltende (mindesten 6 Wochen) und von HBV unabhangige HDV
Infektion beobachtet (Giersch, et al., 2014). Zusammengefasst scheint es abgesehen von
NTCP und MDAGS also weitere, unbekannte und speziesspezifische Faktoren zu geben, welche

essenziell fur eine Infektion mit HDV sind und Uber die virale Persistenz in Mausen bestimmen.
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3.5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnte gezeigt werden, dass trotz der vermeintlichen
Simplizitat des HDV, dessen Interaktionen mit der Wirtszelle sowie dem Helfervirus HBV sehr
komplex sind. Dabei liefert die Arbeit klare Erkenntnisse zum Prozess der Erkennung der HDV
Infektion sowie dessen funktionellen Konsequenzen. So wurde zum einen MDAS als der PRR
zur Erkennung der HDV Infektion identifiziert. Zum anderen konnte gezeigt werden, dass die
dadurch ausgeloste Aktivierung angeborener Immunitét interessanterweise jedoch kaum
einen direkten Einfluss auf die Replikation und Persistenz des Virus hat. Hierbei bleibt
weiterhin unklar, welcher Teil bzw. welche Struktur des HDV Genoms von MDAS erkannt wird,
weshalb weiterfihrende Untersuchungen zur Interaktion zwischen HDV RNA und MDAS notig
sind. Trotz bisheriger Untersuchungen sollte des Weiteren geklart werden, wie es dem HDV
gelingt, durch das angeborene Immunsystem zwar einerseits erkannt zu werden und dieses
zu stimulieren und andererseits dabei nicht offenkundig von antiviralen Effekten innerhalb der
Zelle betroffen zu sein.

Daruber hinaus verdeutlicht die Arbeit das Potential der T-Zell Therapie der chronischen
Hepatitis D, welche durch die Aktivierung des angeborenen Immunsystems durch HDV
maoglicherweise sogar noch effizienter sein kénnte als bei der HBV Monoinfektion. Um eine
Therapie der chronischen Hepatitis D mit beispielsweise S-CAR transduzierten T-Zellen in
Mausen zu untersuchen, bedarf es vorher noch einer weiterfihrenden Untersuchung, wieso
die HDV Infektion von hNTCP exprimierenden Mausen lediglich zu einer schwachen und
transienten Infektion flhrt, welche auch nicht durch den Knockout von MDA5S gesteigert wird.
Alternativ kénnte auch das AAV-HDV System verwendet werden, das eine langanhaltende

HDV Replikation erméglicht.
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Material und Methoden

4.1 Material
41.1 Gerate
Gerat Bezugsquelle
BEP Ill System Siemens, Erlangen, Deutschland

ECL Chemocam

Einfrierhilfe

Fusion Fx7

Gefrierschrank (-20 °C)
Gefrierschrank (-80 °C) HFU 506

Gelkammer fur Agarosegele

Gelkammer fur SDS-PAGE
Hera-cell 150-Zell-Inkubator
Incubator for bacteria

Isotemp GPD 20 - Wasserbad

Konfokalmikroskop Fluoview FV10i

LightCycler® 480 Real-time PCR 96-well

system |l

MasterFlex Pumpe L/S
Mikroskop Axiovert 40 C
Mikrozentrifuge 5417 C/R
NanoDrop One
Nanodrop Photometer
Neubauer Zahlkammer
PCR Thermocycler
Pipette “Accu-jet pro”

Sicherheitswerkbank

Tecan Plattenleser Infinite F200

Thermomixer compact

Intas, Gottingen, Deutschland
Nalgene, New York, USA
Peglab, Erlangen, Deutschland
Liebherr, Biberach, Deutschland

Heraeus, Hanau, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH,

Erlangen, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA
Heraeus, Munchen, Deutschland
Heraeus, Munich, Germany
Thermo Scientific, Waltham, USA

Olympus, Hamburg, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland

Cole-Parmer, Wertheim, Deutschland
Zeiss, Jena, Deutschland

Eppendorf, Wesseling, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA
Implen, Minche, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Core Life Sciences, Laguna Niguel, USA

Brand, Wertheim, Deutschland

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH,

Sonnenbuhl, Deutschland

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Eppendorf AG, Wesseling, Germany
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TissueLyser LT Gewebehomogenisierer
Ultrazentrifuge Beckman SW55ti rotor

Vortexer

Western Blotting Kammer (Transblot SD
Semi-Dry)

XCELLigence RTCA Single Plate

Zentrifuge 5920R

Qiagen, Hilden, Deutschland
Beckman Coulter, Brea, USA

VWR International, Radnor, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

ACEA Biosciences, San Diego, USA

Eppendorf, Wesseling, Deutschland

4.1.2 Verbrauchsmaterial

Produkt

Bezugsquelle

96-well Platten zur gPCR, FrameStar
480/96

Cryo Konservierungsgefalle
E-Plate VIEW 96
Filter 0,2/0,45 um

Gefilterte Pipettenspitzen
HiTrap™ Heparin HP-Saulen

Kanilen

Nunc™ EasyFill™ Cell Factory™
PCR ReaktionsgefalRe
Pipettenspitzen

PVDF Membran
Reaktionsgefalie 1,5 und 2 ml
Reaktionsgefalie 15 and 50 ml
Serologische Pipetten

Spritzen 0,5; 2 und 50 ml

Vivaspin Turbo 15 Ultrafiltration Unit,
50kDa

Whatman-Papier

Zellkulturflaschen, und Platten

4titude, Berlin, Deutschland

Greiner Bio-One, Munich, Deutschland
ACEA Biosciences, San Diego, USA
Greiner Bio-One, Minchen, Deutschland

Greiner Bio-One, Minchen, Deutschland

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg,

Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA
Greiner Bio-One, Minchen, Deutschland
Bio-Rad, Hercules, USA

Eppendorf, Wesseling, Deutschland
Greiner Bio-One, Minchen, Deutschland
Greiner Bio-One, Minchen, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland

Bio-Rad, Hercules, USA
Techno Plastic Products AG (TPP),

Schweiz
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Produkt

Bezugsquelle

10x FastDigest Green Puffer
10x T4 Ligase Puffer

Agarose

Amersham ECL Prime Western Blotting
Detektionsreagenz

Ampicillin

APS

Basticidin

Benzonase

Beta-Mercaptoethanol (50 nM)

BSA

Collagen R Lésung 2.0%, steril, 10x
DAPI Fluoromount-G

DMSO

DNA Smart ladder (1kb)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

Ethanol
FBS Fetalclone Il, Hyclone

FCS (100X)

FUGENE® HD Transfektionsreagenz
Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Hydrocortison

Insulin (Insuman Rapid)

lodixanol (Optiprep Dichtegradienten-

Medium

Thermo Scientific, Waltham, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg,
Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gibco, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
SERVA, Heidelberg, Deutschland
SouthernBiotech, Birmingham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Eurogentec, Cologne, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg,

Deutschland

Gibco, Darmstadt, Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Darmstadt, Deutschland

Pfizer, New York, USA

Sanofi Aventis, Frankfurt, Deutschland

Progen, Heidelberg, Deutschland
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Isopropanol
Kaliumchlorid

L-Glutamat (100X)
LightCycler 480 SYBR Green | master mix

Lipofectamine 2000
Lipofectamine 3000
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

MEM NEAA (100X)
Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Natriumpyruvat (100X)
Opti-MEM

Page Ruler Plus Prestained protein ladder
Paraformaldehyd (PFA) 4%

PBS pH 7.4, (10X)

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)
(100X)

Phenolrot-Lésung (0.5 %)
Pierce RIPA Puffer

Polybren

Poly I:C

Polyacrylamid
Polyethylenglykol (PEG) 6000
Polyethylenimin (PEI)
Protease Inhibitor (Complete)
Puromycin

rDNAse

RNAlater RNA Stabilisierungsreagenz
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Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Darmstadt, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
Life Technologies, Carlsbad, USA

Thermo Scientific, Waltham, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, Darmstadt, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Scientific, Rockford, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

InvivoGen, Toulouse, Frankreich

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Polysciences, Warrington, USA

Roche, Mannheim, Deutschland
InvivoGen, Toulouse, Frankreich
Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland



Roti-Safe Gelfarbstoff
RPMI 1640
Sucrose

TEMED

Tris HCI
Triton-X-100
Trypanblau 0.4%
Trypsin (10X)
Trypton

Tween 20
Versene

William’s Medium E

Material und Methoden

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Gibco, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Gibco, Darmstadt, Deutschland

Gibco, Darmstadt, Deutschland

Zeocin InvivoGen, Toulouse, Frankreich
414 Kits
Produkt Bezugsquelle

AAVpro® Titrations-Kit

Gene Jet Plasmid Gelextraktions-Kit
Gene Jet Plasmid Miniprep Kit
NucleoSpin RNA Isolations Kit

NucleoSpin Tissue Kit
Phusion® Hot Start Flex Kit

Plasmid PlusMidi Kit

PureLink HiPure Plasmid Gigaprep Kit
QIlAamp MinElute Virus Spin Kit
QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit
QuantiTect Virus +ROX Vial Kit
RNeasy Mini Kit

SuperScript® Il First-Strand Synthesis
System fur RT-PCR

Takara, Kusatsu, Japan

Thermo Scientific, Rockford, USA
Thermo Scientific, Rockford, USA
Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

Macherey-Nagel, Diren, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt a. M.,

Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
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4.1.5 Puffer und Lésungen

Puffer

Zusammensetzung

50x TAE Puffer

AAV Lyse-Puffer

ACK Lyse-Puffer

SDS-Page Lauf-Puffer (10x)

TBS-T Puffer

Westernblot Transferpuffer

Tris 2M

Essigsaure 2M

EDTA pH 8,0 50 mM in H.O
50mM Tris

150mM NacCl

5mM MgCI2 x 6 x H20 in H20O

NH4CI 150 mM
KHCO; 10 mM
Na:EDTA 0,1 mM
pH 7,2 — 7,4 in H,0

Tris 250 mM
Glycin 2 M
SDS 1% in H20

Tris 20 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0.1% in H2O

3 g/l Tris
14,4 g/l Glycin
20 % Methanol in H2O

416 Zelllinien und Bakterien

Name Beschreibung

Bezugsquelle

AML12: differenzierte murine

AML12 (-NTCP)

ermdglichen)

Hepatozytenzelllinie (stabil mit NTCP
transfiziert, um die HBV/HDV Infektion zu

Institut fur Virologie,
TU Minchen,
Deutschland

Humane embryonale Nierenzelllinie; mit

Fragmenten der Adenovirus Typ 5 DNA Institut fUr Virologie,
HEK 293T transformiert. Exprimiert eine mutierte TU Minchen,

Version des groRen SV40 T-Antigens Deutschland

Humane Hepatomzelllinie, kann in
Hepatozyten &hnliche Zellen differenziert
werden, empfanglich gegeniber

HepaRG
HBV/HDV
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HepG2 (-NTCP)

HepG2-NTCP
RIG-I/MDA5/MAVS
knockout

HepG2 HBV1.3 (X-)

HepG2-NTCP
HBV1.3 L-

HepG2-NTCP Cas9

HepG2-NTCP
RNase L KO 1-4

HUH7

One Shot® StbI3™
chemisch
kompetente E. coli

Humane Hepatomzelllinie (stabil mit
NTCP transfiziert, um die HBV/HDV
Infektion zu ermdéglichen)

Humane Hepatomzelllinie mit durch
CRISPR/Cas9-Methode eingebrachte
Gen-Knockouts fur RIG-I, MDAS5 bzw.
MAVS

Humane Hepatomzelllinie, in die ein 1,3-
faches HBV Uberlangegenom stabil
integriert wurde (und einen Knockout fiir
das X-Protein hat)

Humane Hepatomzelllinie, in die ein 1,3-
faches HBV Uberlangegenom stabil
integriert wurde und einen Knockout des
L-Proteins hat, exprimiert NTCP

Humane Hepatomzelllinie, stabil mit
NTCP transfiziert. Exprimiert das Cas9
Protein

Humane Hepatomzelllinie, stabil mit
NTCP transfiziert. Durch CRISPR/Cas9-
Methode eingebrachter Gen-Knockout
von RNase K

Differenzierte humane Hepatomzelllinie

Chemisch kompetente Escherichia coli
Bakterien

Material und Methoden

Institut fur Virologie,
TU Miinchen,
Deutschland

Genzentrum
Munchen / Hornung
Lab, LMU,
Deutschland

Institut fur Virologie,
TU Minchen,
Deutschland

Institut fur Virologie,
TU Miinchen,
Deutschland

Institut fur Virologie,
TU Miinchen,
Deutschland

Institut fur Virologie,
TU Miinchen,
Deutschland

Institut fur Virologie,
TU Miinchen,
Deutschland

Invitrogen, Life
Technologies GmbH,
Darmstadt,
Deutschland

4.1.7

Medien fiur Zellkultur und Bakterien

Die Zellkulturmedien und die jeweiligen Supplemente wurde von der Gibco Life Technologies

GmbH, Darmstadt, Deutschland bezogen.

Medium Zusammensetzung
DMEM 500 ml
FCS 50 ml
L-Glutamat, 200 mM 5,5 ml
DMEM Vollmedium Pen/Strep, 10000 U/ml 5,5 ml
MEM NEAA, 100x 5,5 ml
Natriumpyruvat, 100mM 5,5 ml
DMEM 500 ml
FCS 50 ml
. . . L-Glutamat, 200 mM 55 ml
DMEM Differenzierungsmedium Pen/Strep, 10000 U/ 55 ml
MEM NEAA, 100x 5,5 ml
Natriumpyruvat, 100mM 55 ml
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DMEM Transfektionsmedium

Einfriermedium

humanes T-Zell-Medium

LB Medium

PMH Erhaltungsmedium

PMH Praperfusionsmedium

PMH Verdaumedium

90

DMSO

DMEM

FCS

L-Glutamat, 200 mM
NEAA, 100x
Natriumpyruvat, 100 mM

FCS
DMSO

RPMI 1640

FCS

Pen/Strep, 10,000 U/ml
L-Glutamat, 200 mM
MEM-NEAA, 100x
Natriumpyruvat, 100 mM
HEPES

Gentamicin

Trypton
Hefeextrakt
Natriumchlorid
H.O

DMEM

FCS

Pen/Strep, 10,000 U/ml
L-Glutamin, 200 mM
HEPES

Insulin, 40 1U/ml

Glucose, 50 mg/ml
Gentamicin, 50mg/ml
Hydrocortison, 4,42 mg/ml
Inosin, 2,5 mg/ml

HBSS

Pen/Strep, 10,000 U/ml
L-Glutamin, 200 mM
Natriumpyruvat, 100 mM
HEPES

Insulin, 40 1U/ml
Glucose, 50 mg/ml
EDTA, 100 mM

Williams Medium E
Pen/Strep, 10,000 U/ml
L-Glutamin, 200 mM
Natriumpyruvat, 100 mM
HEPES

Insulin, 40 1U/ml
Glucose, 50 mg/ml
Cacly, 1 M

13,75 ml

500 ml
50 ml
55ml
55ml
55ml

450 pl
50 pl

500 ml
50 ml
55ml
55ml
55ml
55ml
55 ml
208 ul

109
59
109
1000 ml

500 ml
50 ml
5,5 ml
5,5 ml
11,5 ml
2,865 ml
6 mi
0,55 ml
0,549 mi

2,8 ml

500 ml
5,5 ml
5,5 ml
28 ml

11,5 ml

0,328 ml
6 mi
2,8 ml

500 ml
5,5 ml
5,5 ml
30 ml

11,5 ml

0,328 ml
6 ml
1,8 ml



William’s E Standardmedium

William’s E Differenzierungsmedium

William’s E Transfektionsmedium

Williams Medium E

FBS Fetalclone I
Pen/Strep, 10000 U/ml
L-Glutamat, 200 mM
Humanes Insulin, 40 IU/ml
Hydrocortison, 4.42 mg/mi
Gentamicin 50mg/ml

Williams Medium E

FBS Fetalclone I
Pen/Strep, 10000 U/ml
L-Glutamat, 200 mM
Humanes Insulin, 40 IU/ml
Hydrocortison, 4.42 mg/mi
Gentamicin 50mg/ml
DMSO

Williams Medium E
FCS

L-Glutamat 200 mM
Pen/Strep 10000 U/ml

Material und Methoden

500 ml
50 ml
5,5 ml
5,5 ml
320 pl
580 pl
550 pl

500 ml
50 ml
55 ml
55 ml
320
580 ul
550 ul

9,9 ml

500 ml

50 ml

5,5 ml
55 ml

4.1.8 Antikorper

Antikorper Verdinnung Verwendung Bezugsquelle
Alexa Flour 594 Ziege 1:750 I Invitrogen, Darmstadt,
anti-Maus IgG ' Deutschland
Anti-Beta-Actin 1:10000 WB Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Ant"Ma.L.JS W.B.. 1:10000 WB Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sekundarantikorper

. AG Thomas von Hahn, MH
HDAg#280 1:500 IF Hannover, Deutschland
RNase L Antikérper 1:100 WB Santa Cruz Biotechnology,

(E-9): sc-74405

Dallas, USA

4.1.9 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der MicroSynth AG, Balgach, Schweiz bezogen.

Primer

Sequenz 5> 3

gRNA1 RNAseL Oligo fw
gRNA1 RNAseL Oligo rev
gRNA2 RNAseL Oligo fw

CACCGATTCATCGTC TCT TCCATCC

AAA CGG ATG GAA GAG ACG ATG AATC

CAC CGC GACTGTCTGAGTGACCTGC
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gRNA2 RNAseL Oligo rev AAA CGC AGG TCACTCAGACAGTCCC
gRNA3 RNAseL Oligo fw CAC CGC TAT AGG ACG CTT CGG AAT G
gRNA3 RNAseL Oligo rev AAA CCATTC CGAAGC GTCCTATAGC
gRNA4 RNAseL Oligo fw CAC CGC CAC GTC CTC CAG CGG TAG A
gRNA4 RNAseL Oligo rev AAA CTC TAC CGC TGG AGG ACG TGG C
HDV fw CCCTTAGCCATC CGAGTG G

HDV rev TCC TCT TCG GGT CGG CA

HDV Sonde ATG CCC AGG TCG GAC CGC G

hiP-10 fw ACT GTACGC TGTACCT

hiP-10 rev TGG CCT TCG ATT CTG GA

hOASL1 fw AGA GCT GGA CGG ATG TTAGC

hOASL1 rev GGT TTG GTG CCA GAACTG AG

IFIT1 fw GAT CAG CCATATTTCATT TTG AATC
IFIT1 rev GAAAATTCTCTT CAGCTTTTC TGT G
IFNB1 fw GCC GCATTGACCATCT

IFNB1 rev AGT TTC GGA GGT AAC CTG

IFNL1 fw TAG CGA GCT TCA AGA AGG CC

IFNL1 rev ACA GGG CGC TCC CTC AC

MDAS fw GGC ACCATG GGAAGT GATT

MDAS rev ATT TGG TAA GGC CTG AGC TG
MGAPDH fw ACC AACTGCTTAGCCC

MGAPDH rev CCACGACGGACACATT

mIP-10 fw CCA GTG AGA ATG AGG GCC ATA
mIP-10 rev CTCAACACGTGG GCAGGAT

mMOAS1 fw CTG GGT CAT GTT AAT ACT TCC

MOASL1 rev CACTCG GGAACCATCCTTTTTA

TBP1 fw TAT AAT CCC AAG CGC TTT GC

TBP1 rev CTGTTCTTC ACT CTT GGC TCC
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Plasmid

Beschreibung

Bezugsquelle

593-pSVL (D3)

594-pT7HB2.4
660-

pRR_PRomotorS1_L
M_S X IRES Puro

pAAV-HDV1.2

pXR8
pXX6

psPAX2

pVvSV-G

p246LentiGuide-Puro

p246 gRNA1_ RNaseL
p246 gRNA2_RNaseL
p246 gRNA3_RNaseL

p246 gRNA4_RNaseL

Kodiert fiir drei Kopien des HDV Genoms,
wurde fur die HDV Produktion verwendet

Kodiert die HBV Hiullproteine

Kodiert die HBV Hullproteine und das X-
Protein

Kodiert fir das 1,2-Fache HDV
Uberlangegenom, flankiert von ITRs

Kodiert AAV Verpackungsproteine (Rep, Cap)

Kodiert adenovirale Helferproteine (E2A, E4
undv4)

Kodiert lentivirale Helferproteine (gag, pol)

Kodiert das VSV G Glykoprotein

Backboneplasmid fir gRNAs zur Produktion
von lentiviralen Vektoren

P246 basiertes Plasmid mit gRNA1 zum
spezifischen Knockout von RNase L
P246 basiertes Plasmid mit gRNA2 zum
spezifischen Knockout von RNase L
P246 basiertes Plasmid mit gRNA3 zum
spezifischen Knockout von RNase L
P246 basiertes Plasmid mit gRNA4 zum
spezifischen Knockout von RNase L

AG Protzer

AG Protzer

AG Protzer

Dr. Gloria
Gonzalez-
Aseguinolaza

AG Protzer
AG Protzer

Addgene

AG Protzer

Addgene

Sebastian
Altstetter
Sebastian
Altstetter
Sebastian
Altstetter
Sebastian
Altstetter

4.1.11 Mausstamme

Alle erzeugten Mausstamme wurden auf Basis des C57BI/6J Mausstamms geziichtet.

Mausstamm Beschreibung Bezugsquelle
C57Bl/6J Wildtyp C57BI/6J Mause Charles River
C57BI/6J Mause, welche ein chiméares NTCP,
exprimieren, sind transgen fur den fir die
h/mNTCP Aufnahme von HBV und HDV bendtigen Teil AG Protzer
des humanen NTCP (Aminoséuren 84-87)
C57BI/6J Mause, welche einen Knockout im Bernhard
MDAS5 k.o. MDAJS5 Lokus haben und dieses nicht
Holzmann

exprimieren
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4.1.12 Software

Software

Bezqugsquelle

Graph Pad Prism 6.01

Imaged

LightCycler 480 Software 1.5.1.62
Olympus FluoView

RTCA Software 2.0

Serial Cloner 2.6.1

Windows 7/8/10, MS Office

Graph Pad, La Jolla, USA

NIH, Bethesda, USA

Roche, Mannheim, Deutschland
Olympus, Hamburg, Deutschland
ACEA Biosciences, San Diego, USA
Serial Basics

Microsoft, Redmond, USA

94



Material und Methoden

4.2 Methoden
4.2.1 Molekularbiologische Methoden
4.2.1.1 DNA-Gelelektrophorese

Um die jeweiligen GroRen von PCR Produkten bzw. von Fragmenten, welche per
Restriktionsverdau erzeugt wurden, zu Uberprifen, wurde grundsatzlich eine
Gelelektrophorese mit einprozentigem Agarosegel durchgefuhrt. Als Laufpuffer wurde TAE
(1x) verwendet und die Farbung der DNA erfolgte mit Roti-Safe (5 pl pro 100ml Gel). Um eine
bessere Sichtbarkeit beim Auftragen zu erméglichen, wurden die DNA-Proben vorher mit
Farbepuffer gemischt. Die Elektrophorese erfolgte bei 100-120 Volt fur 30 bis 40 min,
anschlieBend wurden die DNA-Banden mittels UV-Bestrahlung (312 nm), anhand einer
definierten DNA ladder analysiert.

4.2.1.2 Generierung der gRNA Plasmide zum Knockout von RNase L

Zunachst wurde das lentiGuide-Puro Backbone-Plasmid mit BsmBI fiir 30 Minuten bei 37 °C

folgendermalen linearisiert:

Substanz Volumen/Menge
p246LentiGuide-Puro 5 ug

FastDigest BsmBI 3ul

10X FastDigest Puffer 3ul

ddH20 auf 30 ul auffallen

AnschlieRend wurde der Restriktionsverdau mittels Elektrophorese aufgetrennt und die
groBere Bande (das linearisierte Backbone Plasmid) mit dem Gene Jet Plasmid
Gelextraktions-Kit anhand der Instruktionen des Herstellers aufgereinigt. Als nachstes wurden
anhand der Publikation von Shalem et al. vier verschiedene Oligonukleotidpaare designt,
welche flr potenzielle gRNA Sequenzen zum Knockout von RNase L kodierten (Shalem, et
al., 2014). Hierfur wurden die jeweiligen Oligonukleotide (fw und rev) nach folgendem Schema

zu einem Paar hybridisiert (engl. annealing):

Substanz Volumen
Oligonukleotid fw (100 uM) 1l
Oligonukleotid rev (100 puM) 1l
10X T4 Ligation Puffer (NEB) 1ul
ddH20O 7 ul
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Das Annealing erfolgte fur 37 °C fir 30 min, gefolgt von 95 °C fir 5 min und abschlie3ender
Abkuhlung auf 25 °C (Abkuhlung um 5°C pro Minute).

Anschlieend wurden die Oligonukleotidpaare 1:100 in ddH.O verdinnt und mit dem
linearisierten lentiGuide-Puro Plasmid fiir 10 min bei RT nach folgendem Schema ligiert:

Substanz Volumen/Menge
BsmBI verdautes p246LentiGuide-Puro 50 ng
Oligunukleotidpaar 1l

2X Quick Ligase Puffer 5ul

Quick Ligase (NEB M2200S) 1l

ddH-0O auf 11 pl auffullen

Die daraus erhaltenen Plasmide p246 gRNA1-4_RNaseL wurden anschlieRend in Stbl3

Bakterien transformiert und zur Uberprifung sequenziert.

4.2.1.3 Transformation

Zur Amplifikation von Plasmiden, wurden chemisch kompetente E. coli StbIl3 mittels
Hitzeschock transformiert. Hierflir wurden 50 ul der aliquotierten Bakterien auf Eis aufgetaut
und mit 500 ng des zu amplifizierenden Plasmids gemischt. AnschlieRend wurden die Zellen
fur 20 Minuten auf Eis inkubiert und danach der Hitzeschock (42 °C fur 90 Sekunden) im
Wasserbad durchgefihrt. Im Anschluss wurden die Bakterien zum Abkihlen kurz auf Eis
gestellt, dann 200 pl SOC Medium dazugegeben und die Zellen fiir 30 Minuten bei 37 °C im
Heizblock inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Bakterien durch Zentrifugation pelletiert
(600g, 5 min), der Uberstand verworfen und die Zellen in 100 pl frischem SOC Medium
resuspendiert. Je nach auf dem Plasmid kodierten Resistenzgen, wurden die Bakterien auf
Kanamycin bzw. Ampicillin supplementierten LB-Agarplatten ausplattiert und Uber Nacht bei
37 °C inkubiert.

4.2.1.4 Isolierung der Plasmid-DNA

Nach erfolgreicher Transformation wurden einzelne Kolonien gepickt und fiir ca. 8 Stunden bei
37 °C, 185 rpm in 3 ml LB-Flussigmedium inokuliert, welches je nach Selektionsmarker mit
100 pg/ml Ampicillin bzw. 50 pg/ml Kanamycin supplementiert wurde. Nach der Inkubation
wurden die Bakterien durch Zentrifugation (2 min, 6800g) pelletiert und die Plasmide mittels
GeneJET Plasmid Miniprep Kit aufgereinigt, wenn nur geringe Plasmidmengen nétig waren.
Als Alternative fur grof3e Plasmidmengen, wurden 50 pl aus dem 3 ml Inokulum in 100 ml

frisches LB-Flussigmedium (erneut mit Ampicillin bzw. Kanamycin supplementiert) Uberfihrt
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und uber Nacht bei 37 °C, 185 rpm inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Bakterienkulturen
durch Zentrifugation (3400g, 10 min, 4 °C) pelletiert und die Plasmid-DNA mittels Plasmid Plus
Midi Kit anhand der Anleitung des Herstellers aufgereinigt.

4.2.1.5 RNA-Extraktion

Zellulare RNA aus Zellkulturexperimenten wurde mittels NucleoSpin RNA isolation Kit gemaf
der Anleitung des Herstellers isoliert. Nachdem die Zellen durch den RA1-Puffer (mit 1% [3-
Mercaptoethanol supplementiert) lysiert wurden, wurden die Lysate bei -80 °C gelagert und
anschlie3end die RNA-Extraktion durchgefihrt. Wenn die RNA im weiteren Verlauf zur cDNA
Synthese und gPCR verwendet werden sollte, wurde ein DNA-Verdau durchgefihrt (15 min,
RT).

Zur RNA Isolation aus Lebergewebe, wurden 30 mg der in RNAlater Reagenz eingelegten
Leberwirfel zundchst mittels TissueLyser LT in 600 pl RLT Puffer fur 3 Minuten bei 50 Hz
homogenisiert. AnschlieRend wurde die RNA mittels RNeasy Mini Kit entsprechend der
Anleitung des Herstellers isoliert, dabei wurde zur RNA-Féllung 50 prozentiges Ethanol
verwendet.

Um RNA und gleichzeitig DNA aus Serum zu isolieren, wurde das QIAamp MinElute Virus

Spin Kit entsprechend der Anleitung des Herstellers verwendet.

4.2.1.6 Bestimmung von DNA- und RNA-Konzentrationen

DNA- und RNA-Konzentrationen wurden am NanoDrop One gemessen. Hierfur wurde
zunachst mit 1 pl des entsprechenden Elutionspuffers der Referenzwert bestimmt und

anschlieend 1 yl des DNA bzw. RNA Proben aufgetragen und die Konzentration gemessen.

4.2.1.7 Sequenzierung

Zur Sequenzierung von Plasmiden bzw. Proben, wurden diese auf eine Konzentration von 30
— 100 ng/ul eingestellt. AnschlieBend wurden 20 pl der Probe und 20 ul des entsprechenden
Primers (10 uM) zum sequenzieren an den externen Anbieter GATC Biotech (Konstanz,

Deutschland) gesendet.

4.2.1.8 cDNA Synthese

Zur cDNA Synthese ausgehend von extrahierter RNA, wurde das SuperScript® Il First-Strand
Synthesis System fiir RT-PCR Kit verwendet. Dabei wurden 4 ul der RNA Probe (maximal bis
zu 500 ng) mit 5 pl 2x RT Reaktions-Mix und 1 pl RT Enzym-Mix gemischt und anschlieRend

im PCR Thermocycler mit folgendem Programm inkubiert:
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Schritt T [°C] T [min]
Vorwarmen 25 5
Synthese 50 30
Inaktivierung 85 5
Kihlen 4 -

Danach wurde 0.5 pl RNaseH pro Sample hinzugegeben und die RNA fir 20 min bei 37 °C im
Thermocycler degradiert. Vor der gPCR wurden die cDNA Proben 1:10 bzw. 1:20 mit H,O
verdunnt und anschlie3end bei -20 °C gelagert.

4.2.2 Allgemeine Zellkulturmethoden

Alle Zelllinien wurden unter sterilen Konditionen kultiviert und Zellkulturexperimente wurden
unter einer Sicherheitswerkbank durchgefuhrt. Die Zellen wurden in einem Zellinkubator bei
37 °C, 5% CO- and 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert.

4.2.2.1 Aufrechterhaltung der Zellkultur

Zum Passagieren der Zellkultur, wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen, dann zum Ablésen
der Zellen mit Trypsin fir 5 bis 10 Minuten bei 37 °C inkubiert und in dem entsprechenden
Zellkulturmedium resuspendiert. Alle HepG2, HuH7 und HEK293 basierten Zelllinien wurden
alle 3 bis 4 Tage 1:10, HepaRG und AML12 basierte Zellen einmal wochentlich 1:5 passagiert.
Alle Platten und Flaschen, die zur Kultivierung von HepG2 und AML12 basierten Zelllinien
verwendet wurden, wurden vorher kollagenisiert (Collagen R, 1:10 in H2O, 30 min, 37°C gefolgt
von 2x Waschen mit PBS). HepG2, Huh7 und HEK293 basierte Zellen wurden in DMEM
Vollmedium und HepaRG und AML12 Zellen in William’s E Standardmedium kultiviert.

4.2.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Um Zellen einzufrieren, wurden sie durch Zentrifugation (350 g, 5 min, RT) pelletiert, in 500 pl
Einfriermedium pro Kryoréhrchen (90% FCS und 10% DMSO) resuspendiert und in 1,5 ml
Kryoréhrchen aliquotiert. Die R6hrchen wurden direkt in eine Einfrierhilfe Gberflhrt, um einen
langsamen und konstanten Temperaturabfall fiir 24 Stunden auf -80 ° C im Gefrierschrank zu
ermdglichen. Zur Kurzzeitlagerung wurden die Zellen bei -80°C gehalten und alternativ zur
Langzeitlagerung in Flissigstickstofftanks tberfiihrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen kurz in ein Wasserbad (37 ° C) gehalten, bis ungeféahr die
Hélfte der Zellsuspension aufgetaut war. AnschlieBend wurde tropfchenweise 1 ml

vorgewarmtes Medium zugegeben und die verdinnten Zellen in 20 ml Kulturmedium tberfihrt.
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Danach wurden die Zellen zentrifugiert (350 g, 5 min), der Uberstand verworfen, die Zellen in

5 ml Kulturmedium resuspendiert und zur weiteren Kultivierung in eine T25-Flasche Uberfihrt.

4.2.2.3 Zellzahlung

Vor der Zellzdhlung wurden 10 ul Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau zur lebend-tot-Farbung
gemischt. Dann wurden 10 ul dieser Mischung in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben und
lebensfahige, nicht gefarbte Zellen wurden unter einem Lichtmikroskop gez&hlt. Um die

Zellzahl zu berechnen, wurde fir zwei gezahlte Quadrate die folgende Formel verwendet:

Zellen
v

— ) = Anzahl der gezahlten Zellen x 10*/ml

4.2.3 Produktion der HDV-Stocks

Fur die HDV-Produktion wurden 1x10° HuH7-Zellen einen Tag vor der Transfektion in
William’s E- Transfektionsmedium pro 10 cm Petrischale ausgesét. Die Zellen wurden mit den
Plasmiden p593-pSVL (D3), das drei Kopien des gesamten HDV-Genoms kodiert und p660-
kodiert, im Verhdltnis 1:1 kotransfiziert. Pro Schale wurde die Transfektion mit 10 pg der
jeweiligen Plasmide und 60 pul FugeneHD-Transfektionsreagenz in 1 ml Opti-MEM
durchgefuihrt. Nach Inkubation Uber Nacht wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, um
die Menge des Input-Plasmids zu verringern, anschlieBend wurde 15 ml frisches William's E-
Transfektionsmedium zugegeben. Die Uberstande wurden alle 2-3 Tage bis einschlieRlich 17
Tage nach der Transfektion gesammelt und bei 4 ° C gelagert, bis sie fur die Reinigung mittels
Heparinsaule verwendet wurden. Vor der Reinigung wurden die gesammelten Uberstande
filtriert (0,22 um), um Zellaggregate zu entfernen, und dann auf eine 5 ml Heparinsaule
geladen. Um die Menge der Input-Plasmid-DNA zu reduzieren, wurde ein DNA-Verdau auf der
Saule mit 200 U rDNase (Macherey-Nagel, Duren, Deutschland) fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Anschlieend wurden die an die Heparinsaule gebundenen
Virionen mit 3xPBS eluiert und die gesammelte Elution wurde durch Zentrifugation
(3500 g, 4 ° C) in Vivaspin Turbo 15 Ultrafiltrationsséulen (50 kDa Cutoff) konzentriert. Der
HDV-Titer wurde Uber gPCR, wie in 4.2.10.1 beschrieben, bestimmt und die HDV-Stocks bei
-80 °C gelagert (Altstetter, et al., 2021).

4.2.4 Produktion der AAV-HDV-Stocks

Die Produktion von Adeno-assoziiertem Virus (AAV) Serotyp 2, welcher in einem AAV-Serotyp
8-Kapsid verpackt wurde, erfolgte in transient transfizierten HEK293T Zellen. Diese wurden

auf 15 cm2-Schalen (insgesamt 18) kultiviert und bei einer Konfluenz von ~ 80% geerntet, dann
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in zwei Flaschen DMEM-Vollmedium resuspendiert und in eine Zellfabrik (Nunc™ EasyFill™
Cell Factory™) mit 10 Ebenen tberfuhrt. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit dem pXX6-
Helperplasmid (Xiao et al., 1998), dem AAV-HDV-Vektorplasmid pAAV-HDV 1.2 und dem
Verpackungsplasmid pXR8 (Gao et al., 2004) in einem Verhaltnis von 4:1:1 unter
Zuhilfenahme von 1 mg / ml Polyethylenimin (PEI) transfiziert. Im Detail wurden 4425 ug
pXR8, 4425 ug pAAV-HDV 1.2 und 1720,8 pg pXX6 in 45 ml DMEM-Transfektionsmedium
(Mix 1) verdunnt und zuséatzlich 4 ml PEI zu weiteren 45 ml DMEM-Transfektionsmedium (Mix
2) gegeben. Danach wurden Mix 1 und 2 gemischt, sorgfaltig resuspendiert und schlie3lich 15
min bei Raumtemperatur inkubiert. Als nachstes wurde diese Transfektionsmischung zu 1000
ml DMEM-Transfektionsmedium gegeben und damit das Medium in der Zellfabrik ersetzt.
Nach sechsstiindiger Inkubation wurde das Transfektionsmedium gegen DMEM-Volimedium
ausgetauscht. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet, pelletiert (1000
g, 15 min, 8 ° C), mit PBS gewaschen und in 7,4 ml AAV-Lyse-Puffer (50 mM Tris, 150 mM
NaCl, 5 mM MgCl; in H20) resuspendiert. Danach wurde das Zelllysat insgesamt drei Einfrier-
Auftau-Zyklen (-80 °C Gefrierschrank dann 37 °C Wasserbad und dann wieder -80 °C
Gefrierschrank) ausgesetzt und schlie8lich 30 Minuten bei 37 °C mit 50 U/ml Benzonase
behandelt. Die Reinigung des AAV-HDV 1.2-Stocks wurde Uber einen lodixanol-Gradienten
(60, 40, 25 und 15% lodixanol in PBS-MK (1 mM MgCl; und 2,5 mM KCI in 1 x PBS))
durchgefiihrt. Die 15% -Phase wurde mit 1 M NaCl (PBS-MKN) ergéanzt, die 60%-igen und
25%-igen lodixanolphasen wurden mit 1,25 pl bzw. 2,5 ul Phenolrot (0,5%) pro ml erganzt. Die
Schichtung des Gradienten wurde durchgefiihrt, indem 600 ul 60%-ige mit 600 ul 40%-iger
lodixanollésung Uberlagert wurden und dann mit 25%-iger und 15%-iger lodixanollésung
nahezu aufgefillt wurde. SchlieRlich wurde das verarbeitete Zelllysat auf den Gradienten
gegeben (insgesamt 6 Rohrchen). Nach 2-stindiger Zentrifugation in einem SW55Ti-Rotor bei
50.000 rpm und 4 °C, wurde der AAV-HDV-Vektor aus der 40%-igen lodixanolphase
gesammelt. Virale DNA wurde isoliert, indem 5 pl Virus-Stock mit 5 pl TE-Puffer (aus dem
Plasmid Gigaprep Kit) und 10 pl NaOH (2 M) 30 Minuten lang bei 56 °C inkubiert und danach
480 ul HCI (40 mM) zugegeben wurde. Die viralen Genomaquivalente wurden durch qPCR
unter Verwendung des AAVpro® Titrations Kits gemafld den Anweisungen des Herstellers
bestimmt. Die AAV-HDV Stocks wurden bei -80 °C gelagert (Altstetter, et al., 2021).

4.2.5 Produktion von Lentiviren zum RNase L Knockout

Zur Produktion lentiviraler Vektoren, welche zur Einbringung von gRNAs zum Gen-Knockout
von RNase L bestimmt waren, wurden 8 x 10° HEK293T Zellen pro Well (6 Well Platte) in 2 ml
DMEM Vollmedium ausgesat und uber Nacht in den Inkubator gestellt. Am folgenden Tag

erfolgte die Transfektion der Zellen mit den Plasmiden psPAX2, pLP-VSV-G und einem der
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jeweiligen gRNA kodierenden Plasmiden p246 gRNA1-4 RNaselL (siehe 4.2.1.2) mit
Lipofectamine 2000 in folgendem Verhaltnis:

p246 gRNA1-4_RNaseL : psPAX2 : pVSV-G = 1,5ug : 1,07ug : 0,35pug und 9pl Lipo2000 in
1,5 ml DMEM Vollmedium pro Well. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel und 3 Tage
nach Transfektion wurden die jeweiligen Uberstande gesammelt, zentrifugiert und filtriert. Die
Lagerung der jeweiligen Virusstocks erfolgte bei -80 °C.

4.2.6 Generierung der HepG2-NTCP RNase L Knockout Zelllinien

Zur Generierung der HepG2-NTCP RNase L Knockout Zelllinien wurden 0,5 x 106 HepG2-
NTCP Cas9 Zellen pro Well einer kollagenisierten 6-Well Platte in DMEM Vollmedium
ausgesat und am néchsten Tag (ca. 50% Konfluent) mit den produzierten Lentiviren (siehe
4.2.5) transduziert. Dazu wurden 0,5 ml der jeweiligen Virusstocks mit 0,5 ml DMEM
Vollmedium und 6 pg/ml Polybren gemischt und auf die ausgesaten HepG2-NTCP Cas9 Zellen
gegeben und tber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen
und die Selektion der transduzierten Zellen, durch Zugabe von 1,5 pg/ml Puromycin in das
DMEM Vollmedium, gestartet. Die Selektion der Zellen erfolgte tber einen Zeitraum von 2
Wochen. AnschlieRend wurden die positiv selektionierten Zellen gepoolt und der RNase L
Knockout mittels Westernblot Uberprift. Dadurch wurden vier verschiedene RNase L
Knockout-Zelllinien generiert, die als HepG2-NTCP RNase L KO 1, 2, 3 bzw. 4 bezeichnet

wurden.

4.2.7 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese und Westernblot Analyse

Zur Analyse des RNase L Gen-Knockouts wurden die Zellen mit Pierce RIPA Puffer mit
supplementiertem Protease Inhibitor (Complete) lysiert und mit reduzierendem SDS
Ladepuffer gemischt und bei 95 °C, 5 min, 800 rpm aufgekocht. Anschlie3end wurden die
Lysate zusammen mit einem Proteinladder auf das SDS-Gel aufgetragen. Dies setzte sich wie

folgt zusammen:

Trenngel 12,5 % Sammelgel 5%
40% Polyacrylamid 2,5ml 40% Polyacrylamid 0,24 ml
1M Tris pH 8.8 3ml 1M Tris pH 8.8 0,5ml

10% SDS 80 pl 10% SDS 20 pl
VE-Wasser 2,5 ml VE-Wasser 1,25 ml

TEMED 7 ul TEMED 2 ul

APS 40 pl APS 15 pl
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Die Elektrophorese erfolgte bei 20mA pro Gel in SDS-Page Lauf-Puffer fur ca. 2 Stunden. Die
Proteine wurden auf einer, durch Methanol aktivierten, PVDF Membran per Wet-Blot in
Transferpuffer geblottet. Das Blotting erfolgte bei 300 mA fur 2 Stunden. Anschlielend wurde
die Membran mit 5% Milchpulver in TBS-T fur 1 Stunde bei RT geblockt und danach mit dem
Priméarantikorper (1:100 RNase L Antikorper (E-9): sc-74405 bzw. anti-Beta-Actin 1:10000 in
5% Milchpulver in TBS-T) bei 4 °C lber Nacht inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Membran 3x mit TBS-T fur 10 min gewaschen und anschlieRend mit dem Sekundarantikdrper
(1:20000 Anti-Maus mit Peroxidase gekoppelt in 5% Milchpulver in TBS-T ) fur 1 Stunde bei
RT inkubiert. Die Entwicklung der Westernblots erfolgte nach dreimaligem Waschen mit
Amersham ECL Prime Western Blotting Substrat und gefolgt von der Analyse mittels ECL

Chemocam.

4.2.8 Invitro Infektionen mit HBV/HDV und Transduktion mit AAV-HDV

Der Virus-Stock, fur alle wahrend dieser Arbeit durchgefihrten HBV-Infektionen, wurde
freundlicherweise von Jochen Wettengel zur Verfiigung gestellt. HDV-Infektionen wurden mit
den selbst hergestellten Stocks durchgefihrt (siehe 4.2.3). Sowohl HBV- als auch HDV-
Infektionen folgten demselben Protokoll. Hierbei wurden differenzierte Zellen ber Nacht mit
5% PEG in Differenzierungsmedium mit den angegebenen HBV bzw. HDV MOIs inokuliert.
Ungefahr 18 Stunden nach Start der Infektion, wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen
und frisches Differenzierungsmedium zugegeben. Die Transduktion mit AAV-HDV erfolgte
nach demselben Protokoll, die verwendete MOI betrug stets 2x10* Virionen pro Zelle. Im Fall
von HepG2-basierten Zelllinien, welche in 24-Well-Platten ausgeséat wurden, erfolgte die
Zelldifferenzierung vor der Infektion mittels DMEM-Differenzierungsmedium flir 14 Tage. Fur
HepaRG-basierte Zelllinien, die in William's E-Standardmedium in einem 12-Well-Format
ausgesat und fur zwei Wochen kultiviert wurden, wurde vor der Infektion eine Differenzierung
fur zwei Wochen in William's E-Differenzierungsmedium durchgefiihrt. AML12 basierte Zellen
wurden fiir 2 Tage mit William's E-Differenzierungsmedium differenziert und anschlief3end
infiziert. Die AML12 Zellen und primaren murinen Hepatozyten, welche kein hNTCP
exprimierten, wurden 3 Tage vor der HDV Infektion zusatzlich mit 1x10” TU/ul Hd-Ad-NTCP
Vektor von Dr. Martin Mick-Hausl transduziert (Altstetter, et al., 2021).

4.2.9 Transfektion mit sSiRNA und poly I:C

Die Transfektion differenzierter, HepG2 basierter Zelllinien mit siRNA und poly I:C erfolgte mit
Lipofectamin 3000. Die siRNA fiur den RNase L Gen-Knockdown wurde von Santa Cruz
Biotechnology bezogen (RNase L siRNA (h): sc-45965). Im Vorlauf wurden 1x 10° Zellen pro
Well in eine 24-Well Platte ausgesét und fur 14 Tage in DMEM Differenzierungsmedium

differenziert, um bei Transfektion eine Konfluenz von 80-90% zu erreichen. Fiur die
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Transfektion wurden pro Well 1,5 pl Lipofectamin 3000 Reagenz mit 25 pl Opti-MEM gemischt
und gevortext. AnschlieRend wurden die in 25 pl Opti-MEM verdiinnte siRNA bzw. das poly
I:C zu der Lipofectamin/Opti-MEM Mischung gegeben, kurz gevortext und fur 10 Minuten bei
RT inkubiert. Anschlielend wurden pro Well 50 ul der Suspension auf die Zellen gegeben. Die
finale Konzentration pro Well betrug fur die siRNA 30pmol und fir das poly I:C 30 ng. Die
Infektion der Zellen erfolgte 2 Tage nach siRNA- bzw 6 Stunden nach poly I:C-Transfektion.

4.2.10 Quantitative PCRs

Im Allgemeinen wurden alle qPCRs durch Pipettieren von 4 pl Probe, Standard oder H,O-
Kontrolle und 6 pl des jeweiligen Master-Mixes zusammen in ein Well einer 96-Well-PCR-
Platte (FrameStar 480) in einem Kuhlblock, durchgefiihrt. Danach wurde die Platte versiegelt,
zentrifugiert (300 g, kurzer Spin) und die Analyse im LightCycler 480 Real-Time PCR 96-Well-
System Il durchgefuhrt.

4.2.10.1 gPCR zur Detektion von HDV

Zum Nachweis von HDV-Virionen in infizierten Zellen bzw. produzierten Stocks wurde die
daraus extrahierte RNA direkt mit dem QuantiTect Virus + ROX Vial Kit in einem einstufigen
gPCR-Ansatz analysiert. Zum Nachweis von viraler RNA wurde eine HDV-spezifische
TagMan-Sonde verwendet. Zunachst wurde ein Primer-Sonden-Mix hergestellt, indem 4 pl der
TagMan-Sonde (100 pM) zusammen mit 8 pl der HDV-spezifischen Vorwérts- und
Ruckwartsprimer (100 uM) in 80 pl H,O pipettiert wurden. Der Master-Mix bestand aus 2
5x QuantiTect Virus NR Master Mix, 0,5 pl Primer-Sonden-Mix, 0,1 pl 100x QuantiTect Virus
RT Mix und 3,5 ul DEPC H20. Im Falle einer gewlinschten Bestimmung der Menge an HDV-
Input-Plasmid, wurde der 100x QuantiTect Virus RT Mix aus dem Master-Mix entfernt. Um die
HDV-Genomaquivalente (GE) absolut zu quantifizieren, wurde eine Verdinnungsreihe eines
HDV-Plasmidstandard mit definierter Konzentration verwendet. Das durchgefihrte gPCR-

Programm ist im Folgenden aufgefiihrt (Altstetter, et al., 2021):

Schritt T [°C] t [sek] Zyklen
Reverse Transkription 50 1200 1
Denaturierung 95 300 1
Amplifikation 95 15
45
60 45
Kihlen 40 300 1
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4.2.10.2 gPCR zur Analyse der Genexpression

Fur die gPCR-basierte Genexpressionsanalyse wurde zunachst ein Master-Mix, bestehend
aus 5 pl LightCycler 480 SYBR Green I-Master-Mix und 0,5 pl des jeweiligen Vorwarts- und
Ruckwartsprimers (20 uM), hergestellt. Die Quantifizierung der Genexpression wurde mittels
relativen Ansatzes durchgefuhrt, indem TBP1 (bei humanen Analysen) bzw. GAPDH (bei
murinen Analysen) als Referenzgene verwendet wurden. Der Standard wurde aus den
Positivkontrollen gepoolt und eine Verdinnungsreihe durchgefiihrt, um die PCR-Effizienz zu

bestimmen. Die Genexpression wurde mit folgendem gPCR-Programm gemessen:

Schritt T[°C] t [sek] Zyklen
Denaturierung 95 300 1
Amplifikation 95 15
60 10 45
72 25
Schmelzen 95 10
60 45 !
95
Kuhlen 40 30 1

4.2.11 Immunfluoreszensfarbung des HDAg

Um die HDV-Replikation in infizierten Zellen sichtbar zu machen, wurde HDAg intrazellular
gefarbt. Vor der Farbung wurden die Zellen auf kollagenisierten Deckgldsern ausgesat,
differenziert und mit HDV infiziert. Der zur Farbung verwendete HDAg#280-Antikbrper murinen
Ursprungs wurde freundlicherweise von Thomas von Hahn von der MH Hannover zur
Verfligung gestellt (Buchmann, et al., 2017). Zu den angegebenen Zeitpunkten nach der HDV-
Infektion wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Danach wurde die Fixierung der Zellen
durchgefiihrt, indem 4% PFA pro Well zugegeben, 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen wurde. Danach wurden die Zellen durch
Zugabe von PBS/0,25% Triton-X-100 fir 10 Minuten permeabilisiert, dann erneut dreimal mit
PBS gewaschen und anschlieBend wurde mit 5% BSA in PBS fir 1 Stunde geblockt. Die
anschlie3ende HDAg-Farbung wurde mit dem Priméarantikorper HDAg#280 (1:500 in 1% BSA)
durchgefihrt, der zu den Zellen gegeben und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurde.
Nach der Inkubation mit dem Primarantikorper wurde ein weiterer Waschschritt durchgefiihrt

(3 x PBS fur 5 Minuten) und die Zellen mit dem Sekundéarantikorper (Alexa Flour 594 Ziege-
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Anti-Maus-1gG, 1:750 in 1% BSA) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
AbschlieRend wurden die Zellen erneut mit PBS (3x fir 5 Minuten) gewaschen, gefolgt von
der Fixierung der Deckglaser mit DAPI Fluoromount-G auf einem Objekttrager. Der
Objekttrager wurde bei 4 ° C gelagert, bis eine Analyse mit dem Konfokalmikroskop Fluoview
FV10i durchgefuhrt wurde. Dabei wurde sichergestellt, dass alle Proben mit konstanter
Laserintensitat und Sensorempfindlichkeit gemessen wurden, um einen korrekten Vergleich

zwischen verschiedenen Gruppen und Experimenten zu ermdglichen (Altstetter, et al., 2021).

4.2.12 Echtzeit-Bestimmung der Zellviabilitat mittels xCELLigence RTCA

Um den Einfluss der HDV-Erkennung auf die Viabilitdit von Zielzellen in Ko-Kultur-
Experimenten zu bestimmen, wurde das XCELLigence RTCA-System verwendet. Daher
wurden 5 x 10* HBV-mono-, HBV-HDV-koinfizierte sowie nicht infizierte HepG2-NTCP und
HepG2-NTCP MDAS5 KO Zellen zwei Tage vor Beginn der Ko-Kultur in 200 pl/Well DMEM-
Differenzierungsmedium auf zwei kollagenisierten xCELLigence 96-Well-Platten ausgesat. In
der Zwischenzeit wurde die Impedanz kontinuierlich Uber die integrierten Goldelektroden der
Platte gemessen, um die Lebensfahigkeit und das Wachstum der Zellen zu Gberwachen. Einen
Tag vor Beginn der Ko-Kultur wurden S-CAR-, TCR-4G- und mock-transduzierte T-Zellen, die
freundlicherweise von Antje Malo bereitgestellt wurden, frisch aufgetaut und bei einer
Konzentration von 1x108 Zellen/ml in humanem T-Zellmedium ruhen gelassen. Am Tag des
Beginns der Ko-Kultur wurden 100 ul Medium aus den Wells der ausgesaten Zellen entfernt
und die jeweiligen transduzierten T-Zellen wurden in 100 pyl humanem T-Zellmedium in
verschiedenen Verhaltnissen aus Effektor- zu Zielzellen (1:1, 1:3, 1:9) zugegeben. Die
Lebensfahigkeit der Zellen wurde anhand des normalisierter Zellindex zu Beginn der Ko-Kultur
durch kontinuierliche Messung der Impedanz anhaftender Zielzellen bestimmt (Altstetter, et
al., 2021).

4.2.13 Mausexperimente
4.2.13.1 Isolierung primarer Maushepatozyten

Zunachst wurde das PMH Verdaumedium mit Collagenase IV (30 mg pro 100 ml medium)
supplementiert, filtriert und auf 37 °C (30 bis 60 Minuten) vorgewarmt, damit sich die
Collagenase im Medium lI6sen konnte. Etwa 30 min vor dem Beginn der Isolation der primaren
Maushepatozyten (PMH) wurde den Mausen 200 pl Heparin (1000 1U/ml) i.p. verabreicht, um
eine spatere Koagulation zu verhindern. Die Mause wurden mit CO- abgetétet, getffnet und
eine Kanile in die Portalvene der Leber eingefihrt, um die Leber mit 60 ml
Praperfusionsmedium zu perfundieren. Anschlielend wurde die Perfusion mit 80 ml
Kollagenase supplementiertem PMH Verdaumedium fortgefiihrt und die Leber danach
entnommen. Unter Zuhilfenahme von Skalpellen und Pinzetten wurden die Leberzelle aus der
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Leberkapsel entfernt und gefiltert (70 um), um die Zellen voneinander zu I6sen. Im Folgenden
wurden die isolierten Zellen dreimal mit PMH Erhaltungsmedium gewaschen (50g, 2min, 4°C),
gezahlt und auf 2,5 x 10° Zellen pro ml Erhaltungsmedium verdiinnt. Danach wurden die Zellen
in kollagenisierten 12-Well Platten ausgesat (1ml pro Well), fir 4 Stunden im Inkubator ruhen
gelassen und anschlieRend mit PBS gewaschen und mit PMH Erhaltungsmedium tber Nacht
kultiviert. Am folgenden Tag wurde das Medium durch PMH Erhaltungsmedium, welches mit
1,8% DMSO supplementiert wurde, ausgetauscht und mit 1x10” TU/ul Hd-Ad-NTCP Vektor

von Dr. Martin Mick-Hausl transduziert.

4.2.13.2 Injektion und Bluten

Generell erfolgte die Injektion von HDV, AAV-HDV, AAV-HBV bzw. Hd-Ad-NTCP (alle maximal
200 plin PBS) intravenos in die Schwanzvene. Die Anzahl der jeweils injizierten viralen Partikel
ist bei der Beschreibung des jeweiligen Experiments angegeben.

Zur Bestimmung neu gebildeter HDV Partikel im Serum wurden die Mause alternierend aus
der rechten und linken Backe geblutet. Das Blut wurde in 1,1 ml Z-Gel R6hrchen gesammelt
und das Serum wurde anschlieend per Zentrifugation (10000g, 5 min) abgetrennt und fir die

RNA Isolation verwendet.

4.2.13.3 Organentnahme und Prozessierung

Vor der Organentnahme wurden die Mause mit CO; abgetdtet und anschlieRend getffnet, um
die Organe freilegen zu kénnen. Das Blut wurde aus der Hohlvene entnommen und in 1,1 ml
Z-Gel Roéhrchen gesammelt. Anschliel3end wurde die Leber entnommen und fiir verschiedene
Analysen verwendet. Zum einen wurde ein kleiner Teil der Leber in kleine Wirfel geschnitten
(ca. 5mm Kantenlange) und diese in RNAlater Reagenz eingelegt, um spater eine RNA
Isolation zu ermoglichen (siehe 4.2.1.5). Der Rest der Leber wurde in 4 % PFA fir 24 Stunden
fixiert und anschlieend bis zur Einbettung in Paraffin in PBS eingelegt. Die Leberschnitte
wurden durch die ,Comparative experimental Pathology (CeP)"- Gruppe unter der Leitung von
Katja Steiger angefertigt. AnschlieRend wurde eine immunhistochemische Farbung auf das
HDAg in Kooperation mit Dr. Marc Ringelhan durchgefiihrt, hierfir wurde der HDAg#280-

Antikdrper verwendet.
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