Das Hepatitis B Virus folgt dem Transport der neutralen Lipide in die Leber und

in die Hepatozyten, um seine Wirtszelle zu erreichen und zu infizieren

Inaugural-Dissertation
zur
Erlangung des Doktorgrades
Dr. nat. med.
der Medizinischen Fakultat
und
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat
der Universitat zu Koln

vorgelegt von

Knud Esser
aus Koln

Ko6ln, Februar 2012



Berichterstatter/Berichterstatterin: Prof. Dr. Dagmar Knebel-Maorsdorf
Prof. Dr. Herbert Pfister

Tag der letzten mundlichen Prifung:  14. Mai 2012









ZUSAMMENFASSUNG.........cc ottt sss s ass s s e s anns 1

= 153 X O SRR 3
= 5
R 1 0 = 5
1.1.1 GefdBversorgung Und AUTDAU ................ueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
T.2 HEPATITIS B VIRUS ...ttt e e es 7
1.2.1 EPIdEMUOIOGIE ... 8
1.2.2 KranKREItSVEITAUT ...........ccooe oot 9
1.2.3 IMMUNGNTWOIT ...t e e e e e e 9
1.2.4 ViruSMOIPRAOIOGIE.........ccoeeeeeeeeeeeeeeeee e 10
IV Yo = Lo o 12
1.2.6 Viraler LEDENSZYKIUS................cooomieeeeeeee e 13
1.2.6.1 HBV Transport zur Wirtszelle...............ooiiiiieeiieee e 13
1.2.6.2 Aufnahme von HBV in die Wirtszelle ... 15
1.2.6.3 Intrazellularer Virus- und Kapsidtransport...........cccooeiiiiiiiiiiciiiieneeenn. 19
1.2.6.4 Transfer der viralen DNA in den Zellkern............cooooiccciieee e 20
1.2.6.5 Transkription und Expression der HBV-Proteine ............cccccceeeeeeenen. 20
1.2.6.6 Sekretion der viralen Partikel ..............coooiiiiiiiiii 21

1.3 LIPOPROTEINSTOFFWECHSEL.....titeeeeeeeaeeeeeeeeeeannnnnaaaaaaeeeeeeaeaeeeeeeeennnsnnnnnnaaaeeeens 22
1.3.1 Lipide uUnd LipOPIOtEINE ...........coooeeeeeeeeeeee e 22
1.3.2 Stoffwechselwege der LipOProteine.............ccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
1.3.2.1 Exogener StoffweChSelweg...........ooooiiiiiiieee e 24
1.3.2.2 Endogener Stoffwechselweg.............coooiiiiiiiis 25
1.3.2.3 Reverser Cholesteroltransport .............cccooiiieieiiieei e 26
1.3.3 Metabolisierung endozytierter Lipoproteine und intrazellulérer Transport
der von ihnen stammenden Lipide....................eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 30

L 0 i I 1 | USSP 31
1.3.3.2 TRL et e e e a e e e e a e e e e e 33

1.4 STOFFAUSTAUSCH ZWISCHEN ZELLEN ....ciiiiiiiiiiiiiiniaaaaa e e e e e eeeeeeeeeeeeennnnnnnnnaaaeeeens 35
1.4.1 Transport lber den extrazelluldren Raum ..............c.cccoovvviiiiiiiiiiaaaaeea.. 35

1.4.2 Direkter interzelluldrer Transport (iber tubulére Zell-Zell-Verbindungen.... 35
1.4.2.1 Gap JUNCHONS ..o 35
R 37 1 [ U 36



1.5 ZIELSETZUNG DER ARBEIT ...ttt ettt e e e e e et e e e e e eeaes 38

2ERGEBNISSE ........ s e 40
2.1 AUFREINIGUNG UND FLUORESZENZMARKIERUNG DER VP .....cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 40
2.1.1 Aufreinigung L-Protein-reicher VP aus HBV-positivem Plasma ................ 40
2.1.2 Fluoreszenzmarkierung der aufgereinigten VP ..................oceceiieeeeeeee... 43

2.2 UNTERSUCHUNG DER ROLLE DER VERSCHIEDENEN LEBERZELLTYPEN IN DER FRUHEN
= A 1N == g 1] 45
2.2.1 Das humane ex vivo Lebergewebsperfusionsmodell ................................ 45
2.2.2 Kurzzeitige Perfusion des humanen Lebergewebes mit VPsgs-haltigem

Medium (45 MINUEEN) ..............uueeeeeeeeeeeeeeeeee et 47
2.2.3 Kurzzeitige Perfusion des humanen Lebergewebes mit nicht-modifizierten
VP (45 MINUEEN) ..ottt e et a e e e s eaaaeeeaaas 48
2.2.4 Injektion fluoreszenzmarkierter VP in Maus ................oooovvvicieiiieaaaeaan.. 51
2.2.5 Injektion nicht-modifizierter VP in Maus................ccooomeeeeiiiiiiiiciiieeeeaeeee 52
2.2.6 Analyse der HBV-Lipoproteinassoziation in serum- und plasmahaltigen
01T T = o 53
2.2.7 Pulse-Chase-Perfusion des humanen Lebergewebes (17h)..................... 57
2.2.8 HBV-Trans-Infektion von PHH durch Kupffer-Zellen in vitro...................... 60
2.3 CHARAKTERISIERUNG DES HBV-TRANSPORTMECHANISMUS IN KUPFFER-ZELLEN....62
2.3.1 Charakterisierung der VPsg4-enthaltenden Kompartimente........................ 62
2.3.2 Effekt von U18666a auf den Transport freier Cholesterole und VPsg4 in
1Y = LA ( o] o] g = Te L= o 66
2.3.3 Analyse der Cholesterol- und HBV-Resekretion aus Makrophagen.......... 68
2.4 UNTERSUCHUNG DES TRANSPORTES VON VPsg4 UND NEUTRALEN LIPIDEN AUS
KUPFFER-ZELLEN IN DIE HEPATOZYTEN IM HUMANEN LEBERGEWEBE .......cccvvuuueaaaennnnn. 70
3 DISKUSSION..........ceriiriiicscnmrrerrssssssssss e e s s s s s ssssns s e s s s s s s sssnns e s esssssnnnnessssssssnnnnessssnnnnns 77
3.1 AUFREINIGUNG DER VP ... e 77
3.2 FLUORESZENZMARKIERUNG DER VP.....oiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 79
3.3 DAS HUMANE LEBERGEWEBSPERFUSIONSMODELL ....cccvvvuttteuaiaaaaeeeeeeeeaeeeeeeeenennnnnns 80
3.4 HBV AKKUMULIERT IN DER LEBER INITIAL IN KUPFFER-ZELLEN .......cceeeeeeeeeeeeieennnnnns 83

TRLAKOMPLEXEN ... eeeeee et e e et e et et e e e e e e e e e e e e eaae 91
3.6 KUPFFER-ZELLEN TRANS-INFIZIEREN HEPATOZYTENMITHBV ..o 95



3.7 HBV FOLGT IN MAKROPHAGEN DEM TRANSPORTWEG DER FREIEN CHOLESTEROLE
ENDOZYTIERTER LIPOPROTEINE .....cceiittiieeeeieiiieeeeeeeteie e e e eeeataeeeeeeeesanaeeeeessnnaaeeaeennnn 97
3.8 HBV FOLGT DEM TRANSPORTWEG DER IN DEN KUPFFER-ZELLEN AKKUMULIERENDEN
NEUTRALEN LIPIDE ZUR UND IN SEINE WIRTSZELLE ....ccvuuiieeeieiiieeeeeeeiiie e e e e eevnieeeee e 103
3.9 ZUSAMMENFASSUNG DER AUFGESTELLTEN THEORIE UBER DIE FRUHEN

INFEKTIONSSCHRITTE DES HBV ....eeiiiieee s 110
4 MATERIAL UND METHODEN ...........correriecccceeeere s sssssnn e s e s sssmnn e s s s smmnn e e s 112
g Ny = USRS 112
4.1.1 VerbrauChSmaterial.....................uuuieeeeeeee e 112
Y 01 01T 11 = 1= o N 113
o1 B KIES oottt e e e e e e e e e 114
4.1.4 Medien und MedienNZUSELZe..............cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 115
4.1.5 Gewichts- und Lédngenstandards.............ccccoeeeeeeeeiiiciieeieeeee e 116
4.1.6 AntikSrper Und Proteine .................ceeeeeeee e 116
417 ENZYM@.....oo oot 117
4.1.8 OlIQONUKIEOLIE ..ot 117
I Ol ¢ To 0] Yo o] o= 2SN 118
O B L =T 1= B 118
I By Yo 4 V7 T = SN 120
O B Y - 11 (] SRR UUPRP 120
4.1.13 EukaryotiSChe ZellliNI€N ...............ccoooeeiiiiiiiiiieeeee e 120
4.1.14 LESUNGEN UNA PUITEI ..o 121
4.1.15 Angesetzte Zellkulturmedien ..................oooomeeeeeeioiiiieieeeeeee e 121
4.1.15.1 Medien fur die Leberzellpraparation............ccccoeeeeeiiiiiiiiiiiiin. 121
4.1.15.2 Medien zur Kultivierung primarer humaner Zellen .......................... 122
4.1.15.3 Medium fur die ex vivo Perfusion humanen Lebergewebes ........... 123
4.1.15.4 Medien zur Kultivierung humaner Zelllinien ..............cccccooiiiiiinins 123

2 /1= T = N SO 124
4.2.7 BIOCREIMUE ...ttt e e e e eeenaanns 124
4.2.1.1 Dichtegradientenultrazentrifugation ..............cccoooes 124
4.2.1.2 Dichtebestimmung der Gradientenfraktionen..............cccccciiiiinnnns 125
4.2.1.3 Berechnung der Durchmesser mit HBV assoziierter Lipoproteine.... 126
4.2.1.4 Umpuffern der VP mittels Ultrafiltration................cccc e, 127
4.2.1.5 Bestimmung der Proteinkonzentration ............cccccoooinns 127



4.2.1.6 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen ...........ccccccoeiiiiiiiiiniiiiiiiinns 129

4.2.1.7 Trennung von Proteinen durch Gelelektrophorese ........................... 129
4.2.1.8 Silberfarbung der SDS-Polyacrylamidgele..........cccccccoiiiniiiiiinnns 130
4.2.1.9 Fluoreszenzanalyse der SDS-Polyacrylamidgele ........................... 131
4.2.1.10 Aufreinigung von humanen TRL ... 131
4.2.1.11 Radioaktive Markierung der TRL mit *H-Cholesterolen .................. 131
4.2.1.12 Markierung der TRL mit NBD-Cholesterolen ...............ccccoviiinnnnne 132
4.2.1.13 ,Enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA).............ccoiiiinne 132
4.2.1.14 ,Microparticle enzyme immunoassay “ (MEIA) ..........c.ccooiiiiiinns 132
4.2.2 MoleKUIarbiOIOGIE.................oeeeeeeeeeee et 132
4.2.2.1 Isolation zellularer RNA.........oo s 132
4.2.2.2 Isolation viraler DNA ... 133
4.2.2.3 CDNA-SYNthESE.....ccoiiiiiiiiee e 133
4.2.2.4 Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentrationen ..................cce.e 133
4.2.2.5 Quantitative Light Cycler® PCR...........ccovovevoieeeeeeeeeeeeeeeeees 134
4.2.2.6 HBV-spezifischer DNA Dot-Blot ..........oeueeiiiiiiien 135
B WA= | o] (0] (oo =3 137
4.2.3.1 Produktion nativer VP in HepG2.2.15-Zellen ..., 137
4.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat...............ccccccoiiniiiiinnns 137
4.2.3.3 Praparation primarer humaner Leberzellen ..............ccccccoiiiiiiinnnnns 137
4.2.3.4 Trans-Infektionsversuche mit Kupffer-Zell-PHH-Mischkulturen ........ 139
4.2.3.5 Praparation primarer muriner Leberzellen .............ccccccooiiiiiiiiinns 139
4.2.3.6 Das humane ex vivo Lebergewebsperfusionsmodell........................ 140

4.2.3.7 Isolierung primarer humaner Monozyten und Differenzierung zu pro-

inflammatorischen Makrophagen ... 141
4.2.3.8 Differenzierung monozytarer THP-1 Zellen zu Makrophagen........... 142
4.2.3.9 Pulse-Chase-Experimente ... 142

4.2.4 MIKIOSKOPIE........ccceeeeeeeeeeeeeeeee et a e e e e e e e e e e e e eaeeannnnns 142
4.2.4.1 ImmunfluoreszenzmikroSkopi€.............uuuuiiiieniiiieeieeeieeeeen 142
4.2.4.2 Transmissionselektronenmikroskopi€ .........ccccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiinn. 143

5 ABKURZUNGSVERZEICHNIS ..........ccooeeereereeeecenssceassesaesessesessesessesessesssssssnens 144
L L N N U 150
DANKSAGUNG ... .ot r s s e e e e e e e nmmmm s 165



ERKLARUNG



Zusammenfassung

Das humane Hepatitis B Virus (HBV) gehort zu der Familie der Hepadnaviren und ist
ein ausgesprochen spezies- und leberspezifisches Pathogen. Die Infektion mit HBV
stellt weltweit ein groRes Gesundheitsproblem dar. Uber 350 Millionen Menschen
sind chronische Virustrager, von denen viele eine Leberzirrhose und ein
hepatozellulares Karzinom entwickeln. Ein Grund fur die starke Ausbreitung des
Virus in der menschlichen Bevolkerung ist seine hohe Infektiositat, wobei eine
minimale Infektionsdosis, wahrscheinlich ein einzelnes Virion, zur Infektion eines
Menschen ausreicht. Dies lasst auf einen hochspezifischen Infektionsweg schliel3en,
uber den das Virus seine Wirtszelle in der Leber, den Hepatozyten, erreicht.

Trotz vieler Bemuhungen ist bis heute nicht verstanden, wie das Virus einer
vorzeitigen Elimination aus der Blutzirkulation entgeht und so effizient in seine
Wirtszelle transportiert werden kann. Da HBV nur Menschen und Menschenaffen
produktiv infiziert, wurde in dieser Arbeit zur Untersuchung der frihen
Infektionsschritte ein neuartiges humanes ex vivo Lebergewebsperfusionssystem
entwickelt. Die unveranderte Gewebearchitektur und die physiologisch angepassten
Perfusionsbedingungen ermdglichten die Untersuchung der Virus-Leberzell-
Interaktionen, wie sie in vivo in der menschlichen Leber stattfinden. Die
durchgefuhrten Experimente zeigten, dass HBV, assoziiert mit Triacylglycerid-
reichen Lipoproteinen (TRL), in der Leber zunachst von den Kupffer-Zellen
aufgenommen und die viralen Partikel anschlieBend zum Hepatozyten weiter
transportiert werden. Dies fuhrte zu einer produktiven Infektion der Hepatozyten. Die
initiale Aufnahme von HBYV in der Leber durch Kupffer-Zellen wurde auch in Mausen
beobachtet. Im Gegensatz zu dem humanen System fand sich in der Maus jedoch
kein Transfer viraler Partikel in die Hepatozyten.

Anschlielend wurde der molekulare Mechanismus untersucht, Uber den HBV von
den Kupffer-Zellen dem Perfusat entzogen und in die Hepatozyten transportiert
wurde. Im Menschen stellt der Transport von TRL-Remnants aus der Peripherie in
die Leber einen Stoffwechselweg dar, Uber den neutrale Lipide effizient zur Leber
und in die Leberparenchymzellen, den Hepatozyten, gelangen. Dies kann uber einen
direkten Transport der Lipoproteine durch das Lebersinusendothel in die
Parenchymzellen oder auch indirekt Uber eine initiale Lipoproteinaufnahme durch

nicht-parenchymale Kupffer-Zellen mit anschlieBender Lipidubertragung in die
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Hepatozyten geschehen. In dieser Arbeit wurde zunachst durch biochemische
Analysen die im Perfusionsmodell beobachtete Assoziation von HBV mit TRL aus
menschlichem Serum bestatigt. Dies unterstitzt die Annahme einer wichtigen
Funktion des TRL-Metabolismus beim spezifischen Transport von HBV in die Leber.
AnschlieBend wurde in kultivierten Kupffer-Zellen und Makrophagen sowohl
funktionell als auch in Lokalisationsstudien Parallelen der Transzytose von HBV zu
dem transzellularen Transport der neutralen Lipide endozytierter Lipoproteine
aufgezeigt, was nach Aufnahme von HBV in die Kupffer-Zellen eine intrazellulare
Migration entlang des Transportweges dieser Lipide nahelegt. Auch im perfundierten
Lebergewebe lieR sich eine Migration des HBV entlang des Transportweges der aus
den Kupffer-Zellen stammenden neutralen Lipide in die Hepatozyten darstellen.
Zuletzt konnten Hinweise dafur gesammelt werden, dass der interzellulare Lipid- und
Virustransfer Uber fusionierte Zellmembranen vermittelt wird.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit einen Infektionsweg auf, bei
dem HBV im menschlichen Organismus Uber die Assoziation mit TRL dem
physiologischen Transport der neutralen Lipide in die Leber folgt, dort als Virus-
Lipoproteinkomplex von den Kupffer-Zellen aufgenommen wird und sich entlang des
Transportweges der neutralen Lipide der endozytierten Lipoproteine bewegt, um

seine Wirtszelle zu infizieren.



Abstract

The human hepatitis B virus (HBV) belongs to the family hepadnaviridae and is a
highly species- and liver-specific pathogen. Infection with HBV represents a major
health problem worldwide. More than 350 million people are chronic carriers of the
virus being at high risk for developing liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma.
One reason for the effective spread of the virus within the human population is its
high infectivity requiring an only extremely low infectious dose, with probably one
single virion being sufficient to establish an infection. Thus, HBV must possess an
extraordinary specific infection pathway to target the liver and its host cell, the
hepatocyte.

Despite exceeding efforts it is not understood how the virus is efficiently transported
from the circulation into its host cell. Since only primates become productively
infected, a new experimental system was developed to investigate the early HBV
infection pathway. In this model, a human liver tissue is perfused ex vivo under
physiological conditions. Due to the preserved histological context and
microenvironment, virus-human liver cell interactions could be investigated like they
also occur in vivo. It was found that HBV, associated with TRL, was rapidly taken up
preferentially by Kupffer cells and viral particles were subsequently delivered into
hepatocytes, leading to productive host cell infection. Initial uptake of HBV by Kupffer
cells was also observed in mice livers, however, in marked contrast to the human
system, no viral particle transfer into hepatocytes could be detected.

Next the molecular mechanism how the virus was detracted from the perfusate and
transported into hepatocytes was investigated. In humans the triglyceride rich
lipoprotein (TRL) remnant transport is a liver-specific pathway by which neutral lipids
are carried to the liver and into its parenchymal cells, the hepatocytes. This can
either occur directly by lipoprotein transport through the endothelial fenestrae into the
parenchymal cells, or indirectly by initial TRL-uptake into non-parenchymal Kupffer
cells following neutral lipid transfer into hepatocytes in a second step. In these
studies, the HBV-TRL-association observed in the ex vivo perfusion model was
proved by biochemical analyses supporting an important role of the TRL-metabolism
in HBV transport to the liver. Functional as well as colocalization investigations with
cultured Kupffer cells and macrophages showed that virus transcytosis occurred

along the transcellular pathway of neutral lipids derived from endocytosed
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lipoproteins. Viral transport along Kupffer cell derived neutral lipid routes was also
observed from liver macrophages into hepatocytes in ex vivo perfused human liver
tissue. Finally, the intercellular lipid and viral transport is suggested to occur via fused
Kupffer cell and hepatocyte plasma membranes.

Taken together, these studies present an infection pathway in which HBV, by
associating with TRL, follows the physiological neutral lipid transport into the liver
where it is taken up as a virus-lipoprotein complex by Kupffer cells. Subsequently,
HBV is delivered into hepatocytes along the intercellular transport route of lipoprotein

derived neutral lipids leading to productive host cell infection.



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Leber

Die Leber (griechisch: hepar) ist ein bei einem Erwachsenen ungefahr 1,5-2 kg
schweres, rotbraunes Organ, welches die groRte Drise und das grofite
Stoffwechselorgan unseres Korpers darstellt. Sie besitzt vielfaltige Aufgaben, zu
deren wichtigsten folgende zahlen:

1. Die Aufnahme von Proteinen, Glukose und Lipiden (vgl. 1.3) aus dem Blut und
deren Metabolisierung, 2. der Aufbau von Proteinen (u.a. einen grof3en Teil der
Serumproteine, wie z.B. Gerinnungsfaktoren und Albumin) und Glykogen als auch
Cholesterol und Fetten, wobei letztere beiden zur Sekretion in Lipoproteine
eingebaut werden konnen (vgl. 1.3), 3. die chemische Entgiftung des Blutes, 4. die
Beteiligung (Uber Kupffer-Zellen) am Abbau der Erythrozyten und 5. die Bildung von
Galle: Eisenfreies Bilirubin, welches beim Abbau von Hamoglobin in den
Retikulumzellen der Milz und den Kupffer-Zellen entsteht und ins Blut abgegeben
wird, wird (an Albumin gebunden) den Leberzellen zugefihrt und dort an
Glucuronsaure gebunden und als wasserlosliches Bilirubinglucuronid uber die
Gallengange in den Darm ausgeschieden. Die Leber produziert taglich etwa einen
Liter Galle, die, neben dem Bilirubinglucuronid, die Gallensaure (diese dient der
Emulgierung von Fetten im Darm und wird wieder ruckresorbiert und der Leber
zugefuhrt, vgl. 1.3.2.1), Cholesterol und Mineralien enthalt. Zu den aufgezahlten
Funktionen der Leber kommt in der Fetalzeit noch die Bildung von Blutzellen hinzu
(Moll und Moll, 2002).

1.1.1 GefaBversorgung und Aufbau

Die Leber wird von zwei Gefallen mit Blut versorgt. Zum einen von der Arteria
hepatica propria, welche als Vas privatum sauerstoffreiches Blut zur Leber
transportiert, und zum anderen von der Pfortader (Vena portae), welche als
funktionelles Gefald (Vas publicum) sauerstoffarmes, aber nahrstoffreiches Blut aus
dem Darm zur Leber befordert. Das abflieRende Blut sammelt sich in den Venae
hepaticae, welche in die Vena cava munden (Moll und Moll, 2002).

Die Leberzellen lassen sich in parenchymale und nicht-parenchymale Zellen
unterteilen. Erstere werden als Hepatozyten bezeichnet und erfullen die meisten
Stoffwechselfunktionen der Leber (s.0.). Zu den nicht-parenchymalen Zellen gehoren
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Einleitung

die Leber-Sinus-Endothel-Zellen (LSEC, ,liver sinusoidal endothelial cells“), die
Kupffer-Zellen und die Ito-Zellen (s. Abb. 1.1). Die LSEC bilden die Lebersinusoide,
in die das Blut von der Pfortader fliel3t. Sie stellen feine Kapillare mit fenestriertem
Endothel dar, das die Hepatozyten von dem Blutstrom abtrennt. Die Kupffer-Zellen
liegen im Lebersinus und sind die ortsstandigen Makrophagen der Leber. Sie
entstammen dem Blut eingewanderter Monozyten und spielen die Hauptrolle bei dem
Entzug alterer Erythrozyten aus dem Blutkreislauf und deren Abbau. Die Ito-Zellen
liegen im Zwischenraum vom Lebersinusendothel und den Hepatozyten, dem sog.
Disse-Raum. Sie besitzen in der Leber eine Speicherfunktion, indem sie Fett und
Vitamin A einlagern (Malarkey et al., 2005; Moll und Moll, 2002).

O (e — O )

Sinus
LSEC
= }‘N ——
zgﬁé Disse-Raum

Tlght-junctlons

Hepatozyt

Disse-Raum m

O (s D ) (=

Abbildung 1.1: Anordnung der verschiedenen Leberzelltypen im sinusoidalen GefaBsystem

Die Leber erhalt Blut sowohl aus der Ateria hepatica propria als auch der Vena portae. Von diesen
Gefallen ausgehend wird es in sich weiter verzweigende, kleinere GefalRe geleitet, bis es im Sinus,
der kleinsten Gefalstruktur der Leber, angekommen ist. Dieser wird von dem fenestrierten Endothel
der Leber-Sinus-Endothel-Zellen (LSEC) begrenzt, hinter dem sich die Parenchymzellen der Leber,
die Hepatozyten, als auch die Fettspeicherzellen, die Ito-Zellen, befinden. Die Hepatozyten sind Gber
Llight-junctions® miteinander verbunden. Im Sinus befinden sich die ortsstandigen Makrophagen der
Leber, die Kupffer-Zellen (KuZz).
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1.2 Hepatitis B Virus

Das Hepatitis B Virus (HBV) stellt den Prototypen einer Familie von verwandten
Viren dar, die als Hepadnaviren bezeichnet werden. Der Name dieser Virusfamilie
leitet sich, aufgrund ihres hohen Lebertropismus und des enthaltenden
Nukleinsauretyps, von griechisch ,hepar® sowie der Abkurzung fur englisch
,deoxyribonucleic acid“ (DNA, deutsch: ,Desoxyribonukleinsaure®) ab. Die sehr hohe
Speziesspezifitat stellt ein weiteres Charakteristikum dieser Erreger dar. Nach
Studien an australischen Ureinwohnern wurde 1966 erstmals eine als Australien-
Antigen-positiv bezeichnete Hepatitis beschrieben, als deren infektioses Agens 1969
das humane HBV charakterisiert (Blumberg et al., 1966; Blumberg et al., 1969) und
1970 von Dane durch Elektronenmikroskopie dargestellt wurde (Dane et al., 1970).
Das erste der nicht humanen Hepadnaviren wurde in amerikanischen
Waldmurmeltieren (WHV, ,woodchuck hepatitis virus®) (Summers et al., 1978)
entdeckt. Es ist morphologisch nicht von dem humanen HBV zu unterscheiden und
besitzt mit ihm eine Nukleotidsequenz-Homologie von ungefahr 60% (Galibert et al.,
1982; Kodama et al., 1985). Daruber hinaus wurden weitere Viren dieser Gattung in
Erdhdrnchen (GSHV, ,ground squirrel hepatitis virus®) (Ganem et al., 1982; Marion et
al., 1980) und Ente (DHBV, ,duck hepatitis B virus“) (Mason et al., 1980) festgestellt.
Weniger gut charakterisierte Viren sind in Reihern sowie in verschiedenen Arten von
Gansen, Beuteltieren und Orang-Utans beschrieben (Schettler, 1971; Sprengel et al.,
1988; Testut et al., 1996; Warren et al., 1999). Die Hepadnaviren des
Waldmurmeltieres und der Ente stellen wichtige Modellsysteme fur das humane HBV
dar.

Hepadnaviren verursachen Leberinfektionen, bei denen bei persistierendem Verlauf
die Leberzirrhose und das hepatozellulare Karzinom (HCC, ,hepatocellular
carcinoma“) mogliche Spatfolgen darstellen. Eine direkte Zytopathogenitat dieser
Viren liegt vermutlich nicht oder nur in sehr geringem Malde vor, wie in Lebern von
immuntoleranten, HBV-transgenen Mausen festgestellt (Chisari, 1995) sowie
aufgrund einer nahezu vom Virustiter unabhangigen Leberzellschadigung bei
infizierten Schimpansen geschlussfolgert wurde (s. 1.2.3) (Guidotti et al., 1999). Die
Infektion erfolgt parenteral Uber virushaltiges Blut (oder Blutprodukte), und zwar
horizontal zwischen Individuen oder vertikal von der HBV-positiven Mutter auf das
Neugeborene (Ganem, 1982).



Einleitung

Von dem humanen HBV sind zurzeit 7 Genotypen (A-G) beschrieben, die zu 8-15%
in der Nukleotidsequenz ihres Virusgenoms voneinander abweichen. Hominide
Primaten, z.B. Schimpansen, sind die einzigen Tiere, die mit dem humanen HBV
infiziert werden konnen. Eine Besonderheit stellt das asiatische Spitzhérnchen
(Tupaia belangeri) dar: Obwohl es (wenn auch eng verwandt) nicht zu den Primaten
gezahlt wird (Novacek, 1992), konnen isolierte Tupaiahepatozyten in vitro mit dem
humanen HBYV infiziert werden (Walter et al., 1996; Yan et al., 1996).

Tupaia-, als auch humane Hepatozyten, konnen zur Repopulation der Leber von
immundefizienten uPA/RAG-2-Mausen benutzt werden, deren murine Hepatozyten
gezielt zerstort wurden (Dandri et al., 2005). Diese Kleintiermodelle werden
heutzutage zur Untersuchung der humanen HBV-Infektion benutzt, da Schimpansen
hierzu kaum noch Verwendung finden. Der Nachteil dieser Modelle ist ein hoher
experimenteller Aufwand sowie eine im Vergleich zum Menschen geringere
Infizierbarkeit und Viramie. Hinzu kommt, dass die nicht-parenchymalen Leberzellen,
im Gegensatz zur menschlichen Leber, murinen Ursprungs sind und potentielle

Interaktionen mit HBV moglicherweise nicht oder nur teilweise eingehen.

1.2.1 Epidemiologie

Weltweit haben sich im Laufe ihres Lebens etwa 2 Milliarden Menschen mit HBV
infiziert von denen mehr als 350 Millionen chronische Trager des Virus sind (World
Health Organization. Hepatitis B. World Health Organization Fact Sheet 204. WHO
Web site. 2008. http://who.int/inf-fs/en/fact204.html). Letztere besitzen, verglichen mit
HBV-negativen Menschen, ein 100-fach erhdhtes Risiko, ein HCC zu entwickeln
(Beasley, 1988; Beasley et al., 1981). Man nimmt an, dass von den chronischen
Tragern 15-40% eine Leberzirrhose, ein Leberversagen oder ein HCC entwickeln
werden (Lok, 2002). Die HBV-Infektion ist die Ursache fur 500.000 bis 1,2 Millionen
Todesfalle jahrlich weltweit (Lee, 1997; Mahoney, 1999). Trotz eines verfugbaren
Impfstoffes steigen besonders in den Entwicklungslandern die Infektionsraten
weiterhin an (Ganem und Schneider, 2001).

Zu den hochendemischen Regionen mit Tragerraten von 5-10% zahlen der Mittlere
Osten sowie weite Teile Afrikas und Asiens. In diesen Bereichen ist der vertikale
Ubertragungsweg haufig (World Health Organization. Hepatitis B. World Health
Organization Fact Sheet 204. WHO Web site. 2008. http://who.int/inf-
fs/en/fact204.html). In den Landern mit geringer Tragerrate wie Westeuropa und

Nordamerika (0,1-0,5%) erfolgen Neuinfektionen hauptsachlich im Erwachsenenalter
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(Lok et al., 2001), wobei das Virus durch sexuellen Kontakt oder Kontakt mit
virushaltigem Blut bzw. Blutprodukten Ubertragen wird (Ganem, 1982; Hoofnagle,
1981).

1.2.2 Krankheitsverlauf

Die HBV-Infektion kann sehr unterschiedlich verlaufen. Neben einem inapparenten
Verlauf kann es bei Erwachsenen zu einer akuten Hepatitis kommen. In den meisten
Fallen heilt die Infektion aus und wird nur bei etwa 5% sonst gesunder Individuen
chronisch (Hyams, 1995). Von einer chronischen Infektion spricht man, wenn
Patienten Uber einen Zeitraum langer als sechs Monate positiv fur Hepatitis B
Oberflachenantigene (HBsAg, ,hepatitis B surface antigen) sind. Sie kann
symptomlos  verlaufen oder mit einer unterschiedlich  ausgepragten
Leberzellschadigung und Leberentzindung verbunden sein (Lau und Wright, 1993).
Als weitere Form der HBV-Infektion tritt in seltenen Fallen (<1%) eine fulminante
Leberentzindung auf, die unter Ausfall des Blutgerinnungssystems und Ausbildung
einer hepatischen Enzephalopathie zu 70% letal ist. Im Gegensatz zu Erwachsenen
verlauft bei Neugeborenen die Infektion meistens ohne akute Phase, wird jedoch in
80-90% der Falle chronisch (Beasley et al., 1977; Lee et al., 1978).

Die klinischen Symptome der HBV-Infektion sind oft unspezifisch wie Schmerzen im
rechten Oberbauch, Mudigkeit und Ikterus, wobei letzterer bei mildem Verlauf fehlen
kann. Aufgrund von Leberzellschadigungen lassen sich im Blut erhohte
Konzentrationen von Alaninaminotransferasen (ALT) nachweisen, die von

apoptotischen Hepatozyten freigesetzt werden.

1.2.3 Immunantwort

Im Schimpansenmodell konnte gezeigt werden, dass vier bis sechs Wochen nach
einer Infizierung mit HBV HBsAg und virale DNA im Serum nachweisbar werden,
wobei der hochste Titer nach ungefahr acht Wochen erreicht wird und mehr als 75%
der Hepatozyten infiziert sind (Guidotti et al., 1999). Im DHBV- und WHV-Modell
werden bei einer typischen Primarinfektion nahezu 100% der Hepatozyten infiziert
(Jilbert et al., 1987; Jilbert et al., 1992; Kajino et al., 1994). Beim Menschen kdnnen
Virustiter von 10° bis 10'° Virionen/ml erreicht werden (Ribeiro et al., 2002).
Interessanterweise gibt es bis zum Erreichen des hochsten Virustiters im
Schimpansen kaum Hinweise auf eine Leberzellschadigung (Guidotti et al., 1999),
was in Einklang mit einer Nicht-Zytopathizitat des HBV-Replikationszyklusses steht
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(Chisari, 1995). Ein Anstieg der ALT im Blut wird erst durch die einsetzende T-
Zellantwort, insbesondere zytotoxischer T-Lymphozyten (CTL, ,cytotoxic T-
lymphocytes®), vermittelt und Iasst sich ungefahr ein bis drei Wochen nach Erreichen
der hochsten Virusproduktion beobachten (Franco et al., 1997; Moriyama et al.,
1990; Penna et al., 1992).

Kurz nach Erreichen des Blutkonzentrations-Gipfels von HBsAg und viraler DNA
konnen beim Menschen erste HBV-spezifische Antikorper (Anti-HBcAg (,hepatitis B
core antigen®)) detektiert werden. Ungefahr 10 Wochen spater lassen sich bei akuter,
selbstlimitierender Infektion (jedoch nicht bei chronischem Verlauf) auch Anti-HBsAg-
und Anti-HBeAg (,hepatitis B e antigen®)- Antikdrper nachweisen (Rehermann und
Nascimbeni, 2005).

Die T-Zellantwort, insbesondere die CTL-Antwort, auf HBV spielt bei der Ausheilung
der HBV-Infektion eine essentielle Rolle. Bei Patienten, die keine chronische HBV-
Infektion entwickeln, ist die CTL-Antwort stark, polyklonal und gegen alle der viralen
Genprodukte gerichtet. Im Gegensatz dazu ist die CTL-Antwort gegen virale
Antigene bei chronischen HBV-Tragern schwach oder gar nicht detektierbar
(Bertoletti et al., 1991; Chisari, 1997; Penna et al., 1991).

1.2.4 Virusmorphologie

HBV ist ein membranumhulltes Virus, das sich im Elektronenmikroskop in
wasserfreier, fixierter Form mit einem Durchmesser von 42 nm darstellt und nach
seinem Entdecker ,Dane Partikel“ genannt wird (Dane et al., 1970). Es besitzt eine
Dichte von 1,22 g/ml in CsCl und einem Sedimentationskoeffizienten in Saccharose
von 280 Svedberg (S) (Hollinger und Liang, 2001; Kaplan et al., 1976). In der
Virusmembran befinden sich die drei HBV Oberflachenproteine (s. Abb. 1.2), die je
nach Glykosilierungsstatus der Asn-146 zwei unterschiedliche Proteinmassen
aufweisen: Das 39/42 Kilodalton (kDa) L- (,large®), das 35/38 kDa M- (,middle“) und
das 24/28 kDa grofRe S- (,small“) Protein (Heermann und Gerlich, 1991; Neurath et
al., 1985). Hierbei enthalten das M- und L-Protein zusatzlich zur S-Proteinsequenz
die sog. Pre-S2 bzw. Pre-S2 und Pre-S1 Sequenz. Das M-Protein enthalt zu der
potentiellen Glykosilierung der S-Domane ein weiteres N-Oligosaccharid (Heermann
et al., 1984). Beim L-Protein ist als posttranslationale Modifikation zudem eine
Myristylierung am N-terminalen Glycin vorhanden, die fur die Infektiositat von HBV
eine essentielle Rolle spielt (Persing et al., 1987). Die Oberflachenproteine sind Uber

wahrscheinlich vier transmembranare Domanen der S-Proteinsequenz in der
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Virusmembran verankert (Berting et al., 1995). Daruber hinaus dienen 14 teilweise
vernetzte Cysteine der Stabilisierung der S-Proteinkonformation (Mangold und
Streeck, 1993).

Das Innere der Virionen bildet das Nukleokapsid, welches die Virus-DNA und die
virale Polymerase beinhaltet (s. Abb. 1.2). Das Kapsid ist ein Oligomer aus 180 bzw.
240 Core-Proteinen und hat (gemal} kryoelektronenmikroskopischer Analysen) einen
Durchmesser von 30 bzw. 34 nm (Crowther et al., 1994). Bei der Kapsidbildung
entstehen, durch die Anlagerung von je zwei Alpha-Helices zweier Core-Proteine zu
einem Vier-Helix-Bundel, Dimere, die sich wiederum zu |kosaeder mit T=3 bzw. T=4
Symmetrie zusammenlagern (Crowther et al., 1994; Wynne et al., 1999). Die 21 kDa
grolRen Core-Proteine sind basische Phosphorproteine und enthalten in ihren
carboxyterminalen Bereichen kationische Seitenketten, welche vermutlich mit dem
viralen Genom im Inneren des Kapsids interagieren (Gallina et al., 1989; Nassal,
1992). Serologisch wird das Core-Protein als HBcAg bezeichnet.

Bei den im Serum infizierter Patienten vorhandenen viralen Partikel (VP) findet man
neben den Virionen nukleokapsidfreie, nicht infektiose Partikel, die als subvirale
Partikel (SVP) bezeichnet werden und in 1.000- bis zu 100.000-fachem Uberschuss
zu den Virionen vorliegen (Ganem und Prince, 2004). Die SVP lassen sich in
filamentdse und spharische SVP unterteilen. Filamentose SVP besitzen (bei einem
konstanten Durchmesser von ungefahr 22 nm) eine variable Lange mit bis zu 200
nm. Sie enthalten in ihrer Hulle alle drei Virusoberflachenproteine (mit Anteilen
S>M>L vergleichbar zu Virionen). Die spharischen SVP sind ungefahr 20 nm grof}
und enthalten das S- und M-Protein, jedoch kein, oder teilweise in nur sehr geringen
Mengen, das L-Protein (s. Abb. 1.2) (Glebe und Gerlich, 2004; Heermann et al.,
1984). Die Dichte der nukleokapsidfreien SVP in CsClI betragt 1,18 g/ml mit einem
Sedimentationskoeffizienten der spharischen SVP von 39 bis 54 S (Hollinger und
Liang, 2001; Robinson, 1995). Die Lipide der SVP-Hulle entstammen der Wirtszelle,
wobei es sich hauptsachlich um Phosphatidylcholine, freie Cholesterole,
Cholesterolester (CE) und Triacylglyceride (TG) handelt (Gavilanes et al., 1982).
Aufgrund der hohen Konzentration von SVP in Seren HBV infizierter Patienten
dienen die viralen Oberflachenproteine als serologischer Marker und werden als
HBsAg Dbezeichnet, wobei die &aullere Schleife des S-Proteins die
Antigendeterminanten enthalt.
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Zusatzlich zu den SVP kann im Serum von HBV-Patienten das virale e-Protein
nachgewiesen werden. Es ist mit dem Core-Protein verwandt, enthalt jedoch
zusatzlich ein Sekretionssignal, weshalb es nicht in die VP eingebaut, sondern
separat von den infizierten Hepatozyten sezerniert wird. Serologisch wird es als
HBeAg bezeichnet.

Virion filamentéses SVP sphéarisches SVP

Q«W%
Q ‘ .‘ﬂﬁ}—/s Protein

M-Protein

| i 17-25
42 nm ?“g Core-Protein "Q nm

-200 nm

K
vas®

Abbildung 1.2: Aufbau der VP

Die infektiosen Virionen bestehen aus einem von Core-Proteinen gebildeten Kapsid, welches die
virale DNA und Polymerase (POL) enthélt, sowie einer das Nukleokapsid umhillenden Lipid-
Doppelschicht, in die die drei HBV-Oberflachenproteine (L-, M- und S-Protein) eingebaut sind. Die
nicht infektiosen SVP enthalten kein Nukleokapsid und liegen entweder in einer langlichen Form mit
unterschiedlicher GréRe und allen drei viralen Oberflachenproteinen, oder spharisch mit nur den S-
und M-Proteinen vor. (Aus: Bundesgesundheitsblatt 43, 3 (2000):240-248).

1.2.5 Virusgenom

Das Genom des HBV besteht aus ungefahr 3200 Nukleotiden und ist eines der
kleinsten, das bei Viren nachgewiesen wurde. Die im Nukleokapsid enthaltene virale
DNA ist (ohne Verdrillung) zirkular angeordnet (rcDNA, relaxed circular DNA), ohne
an seinen Enden kovalent verbunden zu sein (Robinson et al., 1974; Summers et al.,
1975). Wahrend der DNA-Minusstrang in der Lange des gesamten Genoms vorliegt,
variiert der Plusstrang in seiner Lange am 3'-Ende (Lien et al., 1987). An das 5'-
Ende des viralen Minusstrangs ist kovalent ein terminales Protein gebunden (Gerlich
und Robinson, 1980), welches als virale Polymerase identifiziert wurde (Bosch et al.,
1988). Am 5-Ende des Plusstranges befindet sich eine aus 18 Ribonukleotiden
bestehende Cap-Struktur (Lien et al., 1986; Seeger et al., 1986).

Charakteristisch fur die Hepadnavirusgenome ist die hohe Informationsdichte ihrer
Nukleotidsequenz, die durch ihre mehrfache Nutzung erreicht wird. So Uberlappen
zum einen die vier offenen Leseraster (ORF, ,open reading frames®) innerhalb der
HBV DNA und zum anderen enthalt ein ORF mehrere Start-Codons, was die Anzahl
der von einem ORF kodierten Proteine erhoht.
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Folgende virale Proteine werden durch die ORF kodiert: Die virale Polymerase durch
das P-ORF, das X-Protein durch das X-ORF, das Core- und e-Protein durch das
PreC/C-ORF und die viralen Oberflachenproteine durch das PreS/S-ORF (s. Abb.
1.3).

3

§
™

$F

Abbildung 1.3: Genomorganisation von HBV

Im Inneren der Zeichnung zeigen die kreisférmigen Pfeile die vier offenen Leseraster (ORF) und die
kodierten Proteine Polymerase (P), Oberflachenproteine S, M (PreS2 +S) und L (PreS1/ 2 +S), sowie
Core- (C) und X-Protein. In der Mitte stellen die beiden dicker gezeichneten Kreise das teilweise
doppelstrangige Genom dar. Abgebildet sind zudem die Verstarkerelemente (Enh, ,enhancer®) und
die posttranskriptionalen Regulationselemente (DR1+2, ,direct repeats®). Die dauBeren Kreise stellen
die genomischen und subgenomischen Transkripte dar, wobei die dreieckigen Pfeilspitzen die
Transkriptionsstartstellen und das Viereck die &-Verpackungssequenz kennzeichnen. (Modifiziert
nach: (Protzer et al., 1999)).

1.2.6 Viraler Lebenszyklus

1.2.6.1 HBV Transport zur Wirtszelle

Die frGhen Schritte im Lebenszyklus des humanen HBV sind bis heute nur wenig
verstanden. Studien mit Schimpansen und dem DHBV-System deuten darauf hin,
dass (intravenOs appliziert) geringste Mengen Virus, wahrscheinlich ein einziges

Virion, fur eine produktive Infektion der Leber ausreichen (Asabe et al., 2009; Jilbert
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et al., 1996). Das lasst einen sehr effizienten Mechanismus vermuten, uber den das
Virus aus der Peripherie zu seiner Wirtszelle gelangt. Wahrend bis heute fur HBV
kein hepatotroper physiologischer Transportweg beschrieben wurde, den das Virus
zum gezielten Erreichen der Leber nutzt, wird fur das leberspezifische Hepatitis C
Virus (HCV) angenommen, dass es Uuber eine Assoziation mit TG-reichen
Lipoproteinen (TRL) (Prince et al., 1996; Thomssen et al., 1992) dem Transport der
TRL-Remnants folgt (Diaz et al., 2006) (vgl. 1.3). Denkbar ist dabei, dass im
Lebersinus initial die TRL-Komponente des Lipoprotein-Viruskomplexes an
leberzellenspezifische Glykosaminoglykane und/oder LDL-Rezeptoren bindet, bevor
es zu weiteren Interaktionen mit zellularen Rezeptoren kommt (Sabahi, 2009).
Weiterhin ist unklar, ob in der Leber ausschlieRlich Hepatozyten HBYV initial binden,
bevor es in die Wirtszelle aufgenommen wird. Hepatozyten haben zu dem durch die
Leber flieRenden Blut keinen direkten Kontakt, sondern liegen hinter einer zellularen,
fenestrierten Barriere aus LSEC und Kupffer-Zellen (vgl. 1.1), durch die HBV
gelangen muss, um seine Wirtszelle zu erreichen. Fur Molekule groRer als 17 nm
konnte kein direkter Transport durch das fenestrierte Endothel beobachtet werden
(Kempka und Kolb-Bachofen, 1988). Da HBV einen Durchmesser von 42 nm besitzt
(vgl. 1.2.4), wird aufgrund des wahrscheinlich stark verminderten direkten
Transportes des Virus durch das Endothel ein Infektionsweg vermutet, bei dem HBV
im Sinus initial durch nicht-parenchymale Leberzellen aufgenommen und
nachfolgend zu den Hepatozyten weitergereicht wird. Diese Hypothese basiert auf
Untersuchungen im DHBV-Modell. Hier wurde beobachtet, dass sowohl
fluoreszierende SVP als auch Gold markiertes PreS-Oberflachenprotein intravenos
appliziert nach 30 Minuten nicht in Parenchymzellen, sondern in LSEC akkumulierten
(Breiner et al., 2001). Fur das humane HBV ist eine mogliche Rolle von nicht-
parenchymalen Leberzellen bei dem Virustransport zur Wirtszelle bis heute nicht
untersucht worden.

Auch fur das HCV wird ein Infektionsweg diskutiert, bei dem in der Leber eine initiale
Aufnahme des Virus von nicht-parenchymalen Leberzellen vor der Weitergabe an die
Hepatozyten stattfindet. Es wird vermutet, dass die C-Typ-Lektine ,liver/lymph node-
specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing integrin” (L-SIGN) und ,dendritic
cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing nonintegrin” (DC-SIGN) hier
eine entscheidende Rolle spielen. So konnte gezeigt werden, dass nach Bindung an
diese Rezeptoren HCV internalisiert wird. Dartber hinaus transinfizieren tber L-/DC-
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SIGN aufgenommene HCV-Pseudoviren umliegende Leberzellen in vitro (Cormier et
al., 2004; Gardner et al., 2003).

1.2.6.2 Aufnahme von HBYV in die Wirtszelle

Uber den Mechanismus, wie das Virus in die Hepatozyte aufgenommen wird, ist bis
heute wenig bekannt. Ein Grund hierfur ist, dass lange Zeit nur primare humane
Hepatozyten (PHH) produktiv mit HBV infiziert werden konnten. Dabei kann die
Effizienz der PHH Infektion durch Zugabe von Polyethylenglykol gesteigert werden,
welches eine vermehrte Bindung der Virionen an Glykosaminoglykane der
Hepatozyten vermittelt (s.u.) (Gripon et al., 1993; Schulze et al., 2007). Entscheidend
fur die Infizierbarkeit der PHH ist ihr Differenzierungsstatus. Durch Kultivierung mit
DMSO und kortikoidhaltigem Medium koénnen PHH noch bis zu drei Wochen nach
Aussaat mit HBV infiziert werden, wahrend sie ansonsten innerhalb weniger Tage
diese Eigenschaft verlieren (Gripon et al., 1988). Dies ist wahrscheinlich darauf
zuruckzufuhren, dass DMSO-haltiges Medium den Differenzierungsstatus von
primaren Hepatozyten stabilisiert, indem es die Expression von Hepatozyten-
spezifischen Detoxifikationsenzymen, wie z.B. P450, hochhalt (Muakkassah-Kelly et
al., 1987). Neuerdings werden neben den PHH auch HepaRG-Zellen fur HBV-
Infektionsstudien verwendet. Zellen dieser Hepatoma-Zelllinie lassen sich nach
mehrwochiger Differenzierung mit DMSO- und kortikoidhaltigem Medium mit HBV
infizieren (Gripon et al., 2002). Interessant ist, dass die zellulare HBV-Aufnahme von
nicht-differenzierten und differenzierten HepaRG-Zellen vergleichbar ist. Dies deutet
darauf hin, dass die mangelnde Infizierbarkeit nicht-differenzierter Zellen nicht auf
eine geringere Anzahl oder Abwesenheit von Virusaufnahme vermittelnder
Wirtsfaktoren  zurlckzufuhren ist, sondern auf ausbleibende Virus-Zell-
Interaktion(en), die in differenzierten Zellen erst nach Viruseintritt in die Zelle
stattfinden (Glebe und Urban, 2007).

Bisherige Untersuchungen mit kultivierten Hepatozyten legen dar, dass das Virus
nicht hepatozytenspezifisch zunachst an hochgradig sulfatierte Glykosaminoglykane
bindet. Bindungsstudien bei 4°C zeigten, dass dieser Vorgang vom viralen L-Protein
vermittelt wird und von geringer Affinitat ist (Leistner et al., 2008; Schulze et al.,
2007; Ying et al., 2002). Bei Erwarmen auf 37°C kommt es zu einer Virusaufnahme
in die Zelle. Eine direkte Fusion der Virus- und Zellmembran bei primaren
Hepatozyten erscheint dabei eher unwahrscheinlich, da in mit fluoreszenzmarkierten,

filamentdsen SVP inkubierten Zellen eine Akkumulierung in endosomalen Strukturen
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dargestellt werden konnte (Glebe und Gerlich, 2004). Auch fur DHBV wurde eine
Aufnahme in primare Entenhepatozyten durch Endozytose beschrieben (Funk et al.,
2006; Kock et al., 1996). Neuere Untersuchungen an HepaRG-Zellen ergaben, dass
funktionelles Caveolin-1 fur die zellulare Aufnahme entscheidend ist. Da die
Depletion von zellularem Cholesterol mit Methyl-beta-Cyclodextrin bzw. die
Behandlung der Zellen mit Genistein, einem Inhibitor fur Caveolae vermittelte
Endozytose, die Infektion ebenfalls stark reduzierte, Inhibitoren far Clathrin
abhangige Endozytose jedoch keinen Effekt zeigten, schlugen die Autoren eine
Caveolae-vermittelte Virusaufnahme in HepaRG-Zellen vor (Macovei et al., 2010).
Diese Theorie wird durch kurzlich an einer Fibroblastenzelllinie (COS-7 Zellen)
durchgefuhrten Studien unterstutzt, nach denen Cholesterol in der Plasmamembran
fur die zellulare Aufnahme fluoreszenzmarkierter, HBV-Oberflachenprotein-haltiger
Partikel notwendig ist (Hao et al., 2011).

Rolle der viralen Oberflachenproteine und potenzielle Bindungspartner
Unabhangig von der die HBV-Aufnahme vermittelnde Endozytoseform ist bis heute
kein HBV-bindender zellularer Rezeptor bekannt. Obwohl mittels HBV-Peptiden oder
viralen Partikeln verschiedene HBV-bindende Komponenten der Plasmamembran
primarer Hepatozyten oder auch von Hepatoma-Zelllinien identifiziert wurden (s.u.),
konnte bis heute fur keine eine entscheidende Rolle in der HBV-Infektion gezeigt
werden. Fur DHBV konnte die membranstandige Carboxypeptidase D (CPD) als ein
bei der Virusaufnahme essentieller Rezeptor dargestellt werden (Breiner et al.,
1998). CPD bindet dabei hochaffin an die Pre-S1 Domane des viralen L-Proteins
(Kuroki et al., 1994; Urban et al., 2000). Es ist jedoch wahrscheinlich, dass weitere
Rezeptoren an der DHBV-Aufnahme in die Zelle beteiligt sind, da die Expression von
CPD in nicht-permissiven Zelllinien, die jedoch kompetent fur die Replikation des
Virus sind, z.B. LMH-Zellen, nicht zu einer Infizierbarkeit der Zellen fihren (Breiner et
al., 1998).

Fir das humane HBV wird im Rahmen der Virusaufnahme in die Wirtszelle der Pre-
S1-Doméne des L-Proteins ebenfalls eine essentielle Rolle zugesprochen. Man
vermutet eine hochaffine Bindung der Pre-S1 Domane an einen (noch nicht
charakterisierten) Rezeptor, da geringste Mengen (<100nM) synthetischen Peptids,
welche die N-terminale Sequenz des L-Proteins enthalt, eine HBV Infektion in vitro
und in vivo vollstandig inhibieren (Gripon et al., 2005; Petersen et al., 2008). Hierbei
sind besonders die Aminosauren neun bis 18 sowie die N-terminale Myristoylierung
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des Peptids von Bedeutung (Glebe et al., 2005; Gripon et al., 2005). Die
entscheidende Rolle dieser Pre-S1 Sequenzen fur die HBV-Infektion der
Hepatozyten konnte durch HBV-Mutanten bestatigt werden (Engelke et al., 2006).
Durch die Modifikation der Fettsaurelange der Pre-S1-Peptide lasst sich eine
Steigerung der Inhibition von C5 (pentanoyl) Uber C14 (myristoyl), C16 (palmitoyl)
und C18 (stearoyl) feststellen (Glebe et al., 2005; Gripon et al., 2005). Es wird
vermutet, dass die Fettsauremodifikation des L-Proteins dessen Rezeptorinteraktion
verstarkt, indem der Myristoylrest in die Membran oder den Rezeptor eingelassen
wird (Glebe und Urban, 2007). Die Exposition eines Myristoylrestes lasst sich bei
einigen nicht umhullten Viren im Zuge der Virusaufnahme in die Zelle beobachten
und wird als ,myristoyl-switch® bezeichnet (Hogle, 2002; Liemann et al., 2002).

Als maoglicher hochaffiner zellularer Interaktionspartner der viralen Pre-S1-Doméane
wird der Asialoglykoproteinrezeptor (ASGPR) diskutiert. HBV-Bindung an ASGPR
konnte durch monoklonale PreS1, aber nicht PreS2 spezifische Antikorper inhibiert
werden (Treichel et al., 1994). Daruber hinaus nehmen, im Gegensatz zu ASGPR-
negativen CHO Zellen, ASGPR-positive HepG2 und HuH7 Zellen HBV auf (Treichel
et al., 1997). Wurde HBV vor Inkubation mit HepG2 Zellen desialyliert, fuhrte dies zur
HBV-Infektion der nicht mit HBV-Wildtyp infizierbaren Hepatomazelllinie (Owada et
al., 2006). Es ist denkbar, dass die Desialylierung der HBV-Oberflachenproteine und
nachfolgende Bindung an ASGPR einen entscheidenden Schritt beim Viruseintritt in
die Wirtszelle darstellt. Als weitere zellulare Interaktionspartner der viralen PreS1-
Domane werden hepatozellulare Immunglobulin A (IgA)- Rezeptoren diskutiert. Es
konnte gezeigt werden, dass die Pre-S1 Domane eine Sequenzhomologie mit IgA
aufweist und auf der Hepatozytenmembran die Bindung von IgA in gleichem Male
inhibiert wie aufgereinigtes unmarkiertes IgA. Aufgrund dieser Beobachtungen
vermutet man, dass HBV an hepatozellulare IgA-Rezeptoren bindet, was beim Eintritt
des Virus in die Wirtszelle von Bedeutung sein konnte (Neurath und Strick, 1990;
Pontisso et al., 1992). Weitere zellulare Bindungspartner der PreS1-Domane und
potentielle HBV-Rezeptoren sind das ,human squamous cell carcinoma antigen 1°
(De Falco et al., 2001) und die Glycerinaldehyde-3-phosphate-dehydrogenase
(Duclos-Vallee et al., 1998; Petit et al., 1992). Dartber hinaus wurde die Bindung von
PreS1-Peptiden an Interleukin 6 und Interleukin 6-exprimierenden Zelllinien gezeigt
(Neurath et al., 1992a; Neurath et al., 1992b).
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Im Gegensatz zum L-Protein ist das M-Protein fur die HBV-Infektion nicht essentiell.
Virionen, die nur S- und L-Proteine in der viralen Membran enthalten, zeigen keinen
Verlust an Infektiositat (Fernholz et al., 1993). Es wird allerdings diskutiert, ob die
PreS2-Sequenz im L-Protein beim Viruseintritt in die Zelle eine Rolle spielt. Der
carboxyterminale Bereich enthalt ein Translokationsmotiv (TLM), von dem vermutet
wird, dass es am Viruseintritt beteiligt sein konnte (Oess und Hildt, 2000). Gegen
diese These spricht allerdings die Beobachtung, dass rekombinante HBV-Varianten
mit veranderter oder fehlender TLM-Sequenz in der PreS2-Domane in PHH-Kulturen
infektios sind (Le Seyec et al., 1998).

Fir das S-Protein scheint eine alleinige Beteiligung an der initialen Virusbindung an
die Wirtszelle unwahrscheinlich, da SVP, die nur das S-Protein als
Oberflachenprotein enthalten, nicht an PHH binden (Glebe et al., 2005). Allerdings
legt die Tatsache, dass anti-HBsAg Antikorper die HBV Infektion in vitro und in vivo
inhibieren, den Schluss nahe, dass der S-Domane eine Rolle bei der Virus-
Aufnahme in die Zelle zukommt (Iwarson et al., 1985; Ogata et al., 1999; Shearer et
al., 1998). Fiur das Hepatitis D Virus (HDV), welches die HBV Oberflachenproteine
fur den viralen Eintritt nutzt, konnte gezeigt werden, dass Deletionen innerhalb der
Antigenerkennungsstelle (Aminosauren 104 bis 163) zu reduzierter Infizierbarkeit
fuhren. Der hierfur essentielle Bereich konnte noch weiter auf die Aminosauren 119
bis 124 eingegrenzt werden (Jaoude und Sureau, 2005). Diese Doméane enthalt ein
CXXC-Motiv, welches eine aktive Stelle fur Protein-Disulfid-lIsomerasen darstellt, die
wiederum den Austausch von Disulfidbrickenbindungen katalysieren. Im Gegensatz
zur Pre-S-Domane enthalt die S-Domane inter- wund intramolekulare
Disulfidbrickenbindungen ausbildende Cysteine (vgl. 1.2.4). Fur das Maus-
Leukamie-Virus konnte gezeigt werden, dass eine CXXC-Sequenz in der
rezeptorbindenden Untereinheit (SU, .receptor-binding subunit®) der
Oberflachenproteine nach Rezeptorbindung aktiviert wird. Dies fuhrt zu einer
Isomerisierung der SU-Transmembranuntereinheit-Disulfidbricken und
Fusionsaktivierung innerhalb der Transmembranuntereinheit (Wallin et al., 2004,
2005). Eine vergleichbare Rolle der S-Doméanen CXXC-Sequenz in der HBV-
Infektion wird diskutiert.

Eine gesicherte Funktion bei der Virusaufnahme in die Wirtszelle wird der ersten,
transmembranalen Sequenz der S-Domane zugeschrieben. Sie enthalt Sequenz-
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Ahnlichkeiten zu Typ 1 Fusionspeptiden und vermittelt die Aggregation von
phospholipidhaltigen Vesikeln sowie deren Lipidaustausch, was ihre Rolle in der
Fusion von viraler und zellularer Membran unterstutzt. Fur DHBV konnte gezeigt
werden, dass eine Verringerung der Hydrophobizitat in der ersten transmembranalen
Sequenz in der S-Domane des L-Proteins, nicht aber in der des S-Proteins die
Infektion von Hepatozyten verhinderte. Daruber hinaus konnte die Sequenz im DHBV
durch die des HBV ersetzt werden, ohne die Infektiositat des Virus zu beeinflussen
(Chojnacki et al., 2005). Diese Untersuchungen deuten darauf hin, dass die
Topologie der S-Doméane im L-Protein von der des S-Proteins abweicht und
moglicherweise nach Aufnahme von HBV die Fusion von viraler und zellularer
Membran vermittelt.

Als potentielle Bindungspartner fur das S-Protein konnte Apolipoprotein (Apo) H
dargestellt werden, welches von Hepatozyten exprimiert und ins Blut sezerniert wird
(Mehdi et al., 1994). Da ApoH an Annexin 2 auf Zellmembranen bindet, konnte ApoH
uber die Assoziation mit HBV die Bindung des Virus an zellulares Annexin 2
vermitteln (Gao et al., 2007; Ma et al., 2000). Neben ApoH wurde eine Bindung des
S-Proteins an Annexin 5 dargestellt, welches auf der Oberflache von Hepatozyten
und Makrophagen vorkommt (Diakonova et al., 1997; Hertogs et al., 1993). Sowohl
fur Annexin 2 als auch Annexin 5 wird eine wichtige Rolle in Endozytosevorgangen
vermutet (Burgoyne und Clague, 1994; Gruenberg und Emans, 1993). Die Bindung
von HBV an ApoH und Annexin 5 wird anscheinend nicht nur Uber virale
Oberflachenproteine, sondern auch Uber Phosphatidylserine der Virusmembran
vermittelt (De Meyer et al., 1999; Stefas et al., 2001). So wurde fur ApoH gezeigt,
dass trotz einer vergleichbaren Oberflachenproteinzusammensetzung Virionen
starker ApoH binden als filamentése SVP, was moglicherweise auf einen hoheren
Phosphatidylserin-Anteil in der Membran der Virionen zurtckzufuhren ist (Stefas et
al., 2001).

1.2.6.3 Intrazellularer Virus- und Kapsidtransport

Wie HBV nach Aufnahme in die Zelle weiter transportiert wird, ist nahezu vollstandig
unbekannt. In COS-7-Zellen konnte fur fluoreszenzmarkierte, HBV-
oberflachenproteinhaltige Partikel ein eher ungewohnlicher Aktin-, aber nicht
Mikrotubuli-abhangiger Transport dargestellt werden (Hao et al., 2011). Dies scheint
im Gegensatz zu DHBV zu stehen, in dem eine Mikrotubuli-abhangige endosomale

Virusmigration gezeigt wurde (Funk et al., 2004). Ungewohnlich fur endosomal
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transportierte Viren, scheint hierbei eine Fusion der viralen und der zellularen
Membranen unabhangig von einer Erniedrigung des pH-Wertes und vor Erreichen
der spaten Endosomen stattzufinden, bei der die virale DNA ins Zytosol entlassen
wird (Funk et al., 2006; Kock et al., 1996). Fur HBV scheint die Infektion der
Hepatozyten ebenfalls unabhangig von einer Erhohung der endosomalen
Protonenkonzentration zu sein (Macovei et al., 2010).

Die Uberfihrung des nach einer Fusion von zelluldrer und viraler Membran ins
Zytosol freigesetzten Nukleokapsids zum Zellkern ist fur HBV ebenfalls kaum
untersucht. In HuH-7-Zellen konnte ein Mikrotubuli-basierender Transport gezeigt
werden (Rabe et al., 20006).

1.2.6.4 Transfer der viralen DNA in den Zellkern

Man geht heute davon aus, dass die virale DNA innerhalb intakter Kapside in das
Innere des Zellkerns gelangt und dort erst entlassen wird (Rabe et al., 2003). Dies
erscheint moglich, da der Kapsid-Durchmesser mit 34 nm gerade an der Grenze
eines funktionellen Transportes durch die Kernporen liegt (Pante und Kann, 2002).
Im Zellkern wird die zirkulare virale DNA kovalent geschlossen und die cccDNA
(,covalently closed circular DNA") gebildet. Dieser Prozess beinhaltet die Synthese
des viralen Plusstrang zur vollen Lange, die Entfernung der 5'-terminalen Strukturen
(Polymerase und Cap-Struktur) sowie die kovalente Verbindung der Enden der
vervollstandigten viralen Plus- und Minusstrange. Dieser Vorgang wird vermutlich
uberwiegend von zellularen Komponenten durchgefuhrt (Kock und Schlicht, 1993).
Die cccDNA dient als Matrize der viralen RNA.

1.2.6.5 Transkription und Expression der HBV-Proteine

Die Transkription von cccDNA-Nukleotidsequenzen wird von zwei Verstarker-
Elementen (,enhancer®) und vier Promotoren kontrolliert. Es gibt zwei Klassen von
viralen Transkripten: Die genomische und die subgenomische Klasse (s. Abb. 1.3).
Subgenomische Transkripte dienen ausnahmslos als Boten-RNA (mRNA,
,messenger RNA®) fur die Translation der Oberflachenproteine (L, M und S) und des
X-Proteins. Die fur das L-Protein kodierende mRNA ist 2,4 Kilobasen (kb) grof3 und
enthalt das erste Startcodon des L-ORF. Sie wird von dem leberspezifischen PreS1-
Promotor kontrolliert. Die fur die M- und S-Proteine kodierenden mRNA haben eine
ungefahre GroRe von 2,1 kb und beginnen entweder kurz vor (nRNA des M-
Proteins) oder nach (MRNA des S-Proteins) dem zweiten Startcodon des L-ORF. Sie
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stehen unter der Kontrolle des ubiquitaren PreS2/S-Promotors. Die fur das X-Protein
codierende mRNA ist 0,7 kb groR.

Bei den genomischen Transkripten gibt es zwei Formen: Enthalt die mRNA lediglich
das zweite Startcodon des Core-ORF, wird das Core-Protein sowie die Polymerase
translatiert. Diese mRNA dient daruber hinaus als Matrize fur die reverse
Transkription des viralen DNA Negativstrangs und wird deswegen auch
pragenomische DNA (pgRNA) genannt. Die zweite Form der genomischen RNA
enthalt das erste Startcodon des Core-ORF und dient nur fur die Translation des e-
Proteins.

Die fur die Synthese der viralen Genom-DNA (rcDNA) notwendige reverse
Transkription der pgRNA findet innerhalb der Kapside statt. Nach Enkapsidierung der
pgRNA wird bei der durch die virale Polymerase durchgeflihrten Reaktion zunachst
der virale DNA-Minusstrang und nachfolgend der Plusstrang synthetisiert (Ganem et
al., 1994; Lien et al., 1986; Seeger et al., 1986).

Die rcDNA enthaltenden  Nukleokapside werden entweder zellularen
Sekretionstransportwegen zugefugt (s. 1.2.6.6) oder zum Zellkern transportiert, in
den die rcDNA zur Auffullung des zellularen cccDNA-Pools entlassen wird.

1.2.6.6 Sekretion der viralen Partikel

Im Falle der spharischen SVP geht man davon aus, dass sowohl ihr Zusammenbau
als auch ihre Sekretion ausnahmslos vom S-Protein vermittelt werden (Laub et al.,
1983; Liu et al., 1982; Persing et al., 1985). Die S-Proteine werden als integrale
Membranproteine am ER translatiert, wobei vermutlich der N- und C-Terminus im
ER-Lumen liegen (Eble et al., 1986; Eble et al., 1987). Die Zusammenlagerung von
Oberflachenproteine und Lipidkomponenten fuhren dann innerhalb des ER zur
Bildung der SVP (Gerber et al., 1974; Patzer et al., 1986), die nachfolgend Uber den
Golgi-Apparat sezerniert werden, wobei ihre Glykosylierung zu der komplexen Form
modifiziert wird (Patzer et al., 1984).

Fur die Bildung von Virionen werden neben den S-Proteinen auch L-Proteine
bendtigt (Bruss und Ganem, 1991). Im Gegensatz zu S-Proteinen werden zellular
exprimierte L-Proteine jedoch nicht sezerniert (Cheng et al., 1986). Dies deutet
darauf hin, dass die Sekretion der Virionen von den S-Proteinen vermittelt wird. Fur
das L-Protein wird jedoch eine entscheidende Rolle bei der Membranumhullung der
Nukleokapside vermutet. Bei diesem Vorgang konnte die im ER uberwiegend

zytosolisch lokalisierte PreS-Doméane (Ostapchuk et al., 1994) mit den gereiften
21



Einleitung

DNA-haltigen Nukleokapsiden interagieren und die Virusmembrananlagerung
vermitteln (Bruss, 1997; Bruss et al., 1994). Unterstutzt wird diese Theorie durch die
Beobachtung, dass bei L-Proteinmutanten mit im ER luminal orientierter PreS-
Domane zwar L-Protein-haltige SVP, jedoch keine Virionen sezerniert wurden (Bruss
und Vieluf, 1995). Nach Kapsidinteraktion der PreS-Domane und Virusbildung wird
im weiteren Verlauf der Virusprozessierung wahrscheinlich ungefahr die Halfte der
an das Kapsid gebundenen PreS-Domanen auf die Oberseite der Partikel transloziert
(Bruss et al, 1994), wo sie nach deren Sekretion fur die Virus-Rezeptor-
Interaktion(en) zur Verfugung stehen (vgl. 1.2.6.2).

Das M-Protein ist bei der Bildung und Sekretion der Virionen entbehrlich
(Santantonio et al., 1992).

1.3 Lipoproteinstoffwechsel

1.3.1 Lipide und Lipoproteine

Lipide erfullen im menschlichen Organismus verschiedene Iebenswichtige
Funktionen. Sie bilden die Lipiddoppelschicht zellularer Membranen, dienen als
Ausgangsstoffe fur die Herstellung vieler Hormone und Vitamine, sind Bestandteil
der Gallensauren und stellen mit den TG die konzentrierteste Speicherform von
Energie dar: Im Vergleich zu Glukose oder Proteinen besitzen TG ungefahr den
doppelten physiologischen Brennwert und binden zudem aufgrund ihrer Lipophilie bei
ihrer Speicherung wesentlich weniger Wasser (Klinke und Silbernagl, 2003).
Aufgrund ihres hydrophoben Charakters sind Lipide in polaren Losungsmitteln wie
Wasser weitgehend unldslich. Um im Blut transportiert werden zu kdnnen, bilden sie
mit Apolipoproteinen wasserlosliche Lipid-Protein-Komplexe, die als Lipoproteine
bezeichnet werden und chemisch Mizellen darstellen. Freie Fettsduren werden auch
an Serum-Albumin gebunden transportiert. In der Hulle der kugelférmigen
Lipoproteine bewirken die Apolipoproteine mit ihren hydrophilen und hydrophoben
Kettenabschnitten zusammen mit amphiphilen Phospholipiden und unveresterten
Cholesterolen die Emulsion der im Inneren der Lipoproteine eingelagerten, apolaren
neutralen Lipide (TG und CE) (Klinke und Silbernagl, 2003). Apolipoproteine
vermitteln zudem die Bindung der Lipoproteine an Lipoproteinrezeptoren und haben
weitere Funktionen im Lipidstoffwechsel (s.u.). Mindestens 15 unterschiedliche

Apolipoproteine wurden bis heute beschrieben. Sie besitzen ein Molekulargewicht
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von 6,5 kDa bis ungefahr 1000 kDa und werden uberwiegend in der Leber und dem
Darm gebildet (s. Tab. 1).

Lipoproteine werden gemall ihrer unterschiedlichen physiko-chemischen
Eigenschaften wie Durchmesser, Dichte und elektrophoretische Mobilitat
unterschieden. Eine Auftrennung der Lipoproteine mittels
Dichtegradientenzentrifugation ermdglicht ihre Unterteilung in funf Hauptklassen:
1. Chylomikronen, 2. Lipoproteine sehr niedriger Dichte (VLDL, ,very low density
lipoproteins®), 3. Lipoproteine mittlerer Dichte (IDL, ,intermediate density
lipoproteins®), auch als VLDL-Remnants bezeichnet (vgl. 1.3.2.2), 4. Lipoproteine
niedriger Dichte (LDL, ,low density lipoproteins®) und 5. Lipoproteine hoher Dichte
(HDL, ,high density lipoproteins®) (s. Tab. 1). Die geringste Dichte unter den
Lipoproteinen haben die Chylomikronen, was durch ihren grof3ten Anteil an Lipiden
im Verhaltnis zu Apolipoproteinen begrindet ist. Da sowohl Chylomikronen als auch
VLDL im Gegensatz zu Lipoproteinen hoherer Dichte TG-reich sind, werden sie auch

unter der Bezeichnung TRL zusammengefasst.

Tabelle 1: Eigenschaften und Zusammensetzung der humanen Plasmalipoproteine

Lipoproteine werden gemaR ihrer Dichte gewdhnlich in 5 Klassen eingeteilt: Chylomikronen (CM),
Lipoproteine sehr niedriger Dichte (VLDL), Lipoproteine mittlerer Dichte (IDL), Lipoproteine niedriger
Dichte (LDL) und Lipoproteine hoher Dichte (HDL). Neben unterschiedlicher Dichte besitzen sie auch
verschiedene Apolipoprotein- und Lipidanteile (TG: Triacylglyceride; C: freie Cholesterole; CE:
Cholesterolester; PL: Phospholipide; P: Protein; %: prozentualer Masseanteil an der
Partikelgesamtmasse). (Modifiziert nach: (Klinke und Silbernagl, 2003; Mahley et al., 1984)).

Dichte Durchmesser Apo- TG C CE PL P
[g/ml] [nm] lipoproteine | [%] [%] [%] [%] [%]
B48. AV,
cM <0,96 100-500 e 8489 | 13 | 35 | 79 | 25
VLDL | 0,96-1,006 30-90 B1C°|?|’”E’ 50-65 | 5-10 | 10-15 | 15-20 | 5-10
1,006' B100! E5
IDL o1 25-50 ol 30 | 8 | 22 | 22 |15-20
LDL 11’%13%‘ 18-28 B100 7-10 | 7-10 | 35-40 | 15-20 | 20-25
HDL 11’0262%‘ 8-12 ANIV.E | 35 | 3.4 | 12 | 22 |40-55

1.3.2 Stoffwechselwege der Lipoproteine

Im menschlichen Organismus unterscheidet man drei Stoffwechselwege der
Lipoproteine: Den exogenen und den endogenen Weg, sowie den reversen
Cholesteroltransport (s. Abb. 1.4).
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1.3.2.1 Exogener Stoffwechselweg

Uber den exogenen Weg werden Lipide (insbesondere TG) transportiert, die tber die
Nahrung aufgenommen werden (s. Abb. 1.4). Die TG werden zunachst durch die
Magenlipase, hauptsachlich jedoch im Duodenum durch die Pankreaslipase, in
Mono- und Diacylglyceride, freie Fettsauren und Glycerin aufgespalten. Diese
Lipidbestandteile werden, da sie eine nur geringe Wasserloslichkeit besitzen, mit
amphiphilen Gallensduremolekilen zu Mizellen komplexiert, aus denen von den
Mukosazellen des Darms die Lipide aufgenommen und zu TG resynthetisiert werden,
wahrend die Gallensaure wieder Uber den enterohepatischen Kreislauf in die Leber
gelangt. Zudem werden in den Enterozyten resorbierte freie Cholesterole durch die
Acyl-Coenzym A-Cholesterol-Acyltransferase verestert. Dann werden aus TG, CE,
Phospholipiden sowie ApoB-48 und -Al Chylomikronen gebildet, die in das intestinale
Lymphsystem exozytiert und Uber den Ductus thoracicus dem vendsen Blutkreislauf
zugefuhrt werden. Hier nehmen sie u.a. ApoClIl aus HDL auf (Klinke und Silbernagl,
2003). Die aus dem Kapillarbett an die Chylomikronen gebundene Lipoproteinlipase
(LPL) wird durch ApoCll aktiviert und es kommt zur Freisetzung von
Monoacylglyceriden und freien Fettsauren, die von Muskel- und Fettgewebe
aufgenommen werden, und dadurch zur Abnahme des Lipoprotein TG-Gehaltes
(Heeren et al.,, 2002; Patsch, 1987). Wahrend dieses Prozesses tauschen die
Chylomikronen mit den HDL ApoAl gegen ApoE aus (Vigne und Havel, 1981). Die
nun TG-armen und CE bzw. ApoE reichen Chylomikronen werden als
Chylomikronenremnants bezeichnet, die aufgrund des erhohten ApoE-Gehaltes
zusammen mit der gebundenen LPL eine verstarkte Affinitat zu Heparansulfaten und
dem LDL-Rezeptor verwandten Protein 1 (LRP1, ,LDL-receptor related protein 17
auch als Alpha2-Makroglobulinrezeptor (a2MR) oder CD91 bezeichnet) besitzen.
Nach initialer Bindung an die Glykosaminoglykane im Lebersinus werden die
Chylomikronenremnants schlieRlich Uber LRP1 (und wahscheinlich auch uber den
LDL-Rezeptor) in die Hepatozyten aufgenommen (Beisiegel et al., 1989; Heeren et
al., 2002; Mahley und Ji, 1999; Rohlmann et al., 1998; Verges et al., 2004). Neuere
Untersuchungen zeigen, dass bestimmte Subgruppen von Heparansulfaten, sog.
Syndekane, nach Bindung der Remnants direkt deren Endozytose vermitteln kdnnen
(Stanford et al., 2009; Wilsie et al., 2006).
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1.3.2.2 Endogener Stoffwechselweg

Im Falle mangelnder Nahrungszufuhr wird das periphere Gewebe Uber den
endogenen Lipoproteinstoffwechsel mit TG und Cholesterol versorgt (s. Abb. 1.4).
Hierbei werden in den Hepatozyten VLDL synthetisiert, die TG, Cholesterol und
Phospholipide sowie ApoB-100 und geringe Mengen an ApoE und -C enthalten.
VLDL gelangen durch die Fenster des Sinusendothels in die Blutbahn, wo sie aus
HDL mit weiterem ApoE und -C angereichert werden und im Austausch gegen freie
Cholesterole Phospholipide an HDL abgeben. Die LPL hydrolysiert die TG und
bewirkt die Abgabe von Monoacylglyceriden und freien Fettsauren (Merkel et al.,
2002), wobei (unter Ruckgabe eines Grofteils der ApoC und der freien Cholesterole
an HDL) die VLDL-Remnants (gewohnlich als IDL bezeichnet, vgl. 1.3.1) entstehen,
die reich an ApoE und CE sind (Pagnan et al., 1977). Im Gegensatz zu den
Chylomikronen binden die VLDL wahrscheinlich keine (oder nur im sehr geringen
MalRe) LPL aus dem Kapillarbett, welche somit auch keine Rezeptorbindung der
VLDL-Remnants vermittelt (Heeren et al., 2002; Xiang et al., 1999). Diese binden
Uber ApoB-100 und ApoE an Heparansulfate im Lebersinus und anschlieend an
den LDL-Rezeptor der Leberzellen, uber den sie dann (und im Gegensatz zu
Chylomikronenremnants vermutlich nicht LRP1-vermittelt) in diese aufgenommen
werden (Ishibashi et al., 1994; Mahley und Ji, 1999; Veniant et al., 1998). Daruber
hinaus werden auch (wie bei den Chylomikronenremnants) Syndekane fur die direkte
Vermittlung einer Endozytose diskutiert (Stanford et al., 2009; Wilsie et al., 2006).
Alternativ zur Aufnahme der VLDL-Remnants in die Zelle kdnnen diese weiter zu
LDL umgewandelt werden. Dabei wird das ApoE der Lipoproteine abgegeben und
CE, vermittelt durch das Cholesterolester-Transferprotein (CETP), von HDL
aufgenommen. Die LDL besitzen nun lediglich ApoB-100 als Apolipoprotein und
versorgen vor allem (Uber Bindung an den LDL-Rezeptor) periphere Zellen des
Organismus mit Cholesterol oder werden wieder von der Leber aufgenommen
(Klinke und Silbernagl, 2003).

Wird ab einer LDL-Konzentration von ungefahr 200 mg/dl die LDL-
Rezeptorsattigungskonzentration uUberschritten, werden die LDL aufgrund ihrer
langeren Verweilzeit im Blutkreislauf durch Oxidation chemisch verandert. Das so
entstandene oxidierte LDL wird von sog. Scavengerrezeptoren erkannt und in die
Zelle aufgenommen. Im Gegensatz zu den LDL-Rezeptoren ist die Expression der
Scavengerrezeptoren unabhangig von dem Cholesterolgehalt der Zelle. Da
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Scavengerrezeptoren insbesondere auf Makrophagen vorkommen, fuhrt dies zu
einer vermehrten Lipideinlagerung in diesen Zellen. Dabei wird Uberschussiges
Cholesterol als CE in ,lipid droplets“ gespeichert, was zu ihrem charakteristischen
Aussehen als Schaumzellen fuhrt. Subintimale Schaumzellen in GefalBwanden von
Arterien spielen bei der Entstehung der Arteriosklerose eine bedeutende Rolle
(Goldstein et al., 1979; Steinberg, 1997). Neuere Untersuchungen zeigen, dass bei
Hypertriglyzeridamie auch VLDL von Makrophagen aufgenommen werden und zur
Schaumzellbildung beitragen (Gianturco et al., 1982; Nakajima et al., 2011).

1.3.2.3 Reverser Cholesteroltransport

Obwohl nahezu jede Zelle Cholesterol synthetisieren kann, ist die Leber das einzige
Organ, das Cholesterol im grolReren Male ausscheiden kann. Demnach muss
Cholesterol, welches Uberschussig in extrahepatischen Zellen anfallt, zur Leber
transportiert werden. Dieser Prozess wird als reverser Cholesteroltransport
bezeichnet. Er wird insbesondere von Makrophagen, die vermehrt Cholesterol in der
Peripherie anhaufen (vgl. 1.3.2.2), betrieben und, auf diesen Zelltyp bezogen,
Makrophagen reverser Cholesteroltransport genannt. In der Leber wird das
Cholesterol, in nicht veresterter freier Form oder konjugiert als Gallensaure, Uber die
Gallengange in den Darm sezerniert, wo es entweder Uber den enterohepatischen
Kreislauf recycelt oder ausgeschieden wird (Brewer, 2004; Ikonen, 2008).

Der reverse Cholesteroltransport Iasst sich in zwei Schritte unterteilen:

1. Zellularer Efflux von Cholesterol

Im ersten Schritt werden freie Cholesterole aus nicht-hepatischen Zellen auf
extrazellulare Cholesterolakzeptoren Ubertragen, die anschlielend das
Cholesterol zur Leber transportieren. Dies kann Uber einen passiven,
diffusionsgetriebenen oder einen aktiven Prozess ablaufen. Ersterer findet in
allen Zellen statt, wobei freie Cholesterole aus der Plasmamembran auf
lipidreiche Lipoproteine und Albumin Ubertragen werden. Der Transport ist
ATP-unabhangig und wird durch einen Konzentrationsunterschied an freien
Cholesterolen angetrieben, welcher durch die extrazellulare Veresterung der
Cholesterole in Lipoproteinen mittels der Lecithin-Cholesterol-Acyltransferase
(LCAT) aufrechterhalten wird (Johnson et al., 1991; Yancey et al., 2003). Da
der grofdte Teil der freien Cholesterole auf der zytoplasmatischen Seite der

Plasmamembran-Doppelschicht konzentriert ist, kbnnen nur die wenigen, auf
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der extrazellularen Seite der Membran konzentrierten Cholesterole
diffundieren. In vivo ist der passive Cholesterolefflux sehr ineffizient und tragt
nur im geringen Mal3e zur Reduktion des zellularen Cholesterolgehaltes bei.
Im Gegensatz zum passiven Cholesteroltransport wird der aktive
Cholesterolefflux durch die Hydrolyse von ATP angetrieben und findet
extrahepatisch insbesondere in Makrophagen statt (Klucken et al., 2000; Lawn
et al, 2001). Es gibt hierbei  verschiedene  Cholesterol-
Transportmechanismen, die sich in Lipidakzeptoren und Transporterproteinen
unterscheiden. Eine Reihe von ATP-bindenden Kassetten (ABC, ,ATP-binding
cassette”)-Transmembrantransporter sind dabei von Bedeutung: ABCA1
vermittelt den Transfer von Phospholipiden und freien Cholesterolen zu einer,
aufgrund ihrer elektrophorethischen Migration in der prap-Bande als prap-HDL
bezeichnete, Cholesterol- und CE-armen Subfraktion der HDL, sowie zu
lipidarmen/freien  Apolipoproteinen wie  ApoAl, ApoE und ApolV.
Demgegenuber Ubertragen ABCG1 und ABCG4 freie Cholesterole an prap-
HDL und grof3e, phospholipidreiche HDL. Der Scavengerrezeptor B1 (SR-B1)
vermittelt die Lipidierung vorzugsweise grof3er, phospholipidreicher HDL
(Wang wund Tall, 2003; Yancey et al, 2003). Dysfunktionen im
Cholesterolefflux fuhren in Makrophagen zur intrazellularen Lipidanhaufung
und Schaumzellenbildung (Klucken et al., 2000; Lawn et al., 2001; Tall et al.,
2002) (vgl. 1.3.2.2). Auf den Lipidakzeptoren werden die meisten freien
Cholesterole, vermittelt durch die LCAT, zu CE verestert.

Der molekulare Mechanismus der Lipidubertragung auf die Lipidakzeptoren ist
bis heute nur unvollstandig verstanden. Die meisten zellularen freien
Cholesterole befinden sich (unter physiologischen Bedingungen) in der
Plasmamembran. Diese werden entweder durch neu synthetisierte, freie
Cholesterole aus dem ER, intrazellularen Speichern wie ,lipid droplets®, oder
dem endosomalen System nach Endozytose und Metabolisierung von
cholesterolhaltigen Lipoproteinen (s. 1.3.3) nachgeliefert. Ob die
Lipidubertragung auf extrazellulare Akzeptoren nur an der Plasmamembran
(Oram et al., 1987; Vaughan und Oram, 2005) oder auch intrazellular mit
folgender Retroendyzytose der Lipidakzeptoren stattfindet (Azuma et al.,
2009; Pagler et al., 2006; Schmitz et al., 1985), ist Gegenstand aktueller
Forschung.
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2. Aufnahme von Cholesterol in die Hepatozyten

Die in der Peripherie lipidierten HDL transportieren das CE zuruck zur Leber,
wo es in die Hepatozyten aufgenommen wird. Ein Teil der HDL-CE werden
vorher Uber die CETP an LDL abgegeben, welche wiederum uber den
hepatozellularen LDL-Rezeptor endozytiert werden kdnnen (s.o.). Wahrend
beim zweiten Prozess die Lipoprotein-CE indirekt Uber die Endozytose des
LDL aufgenommen und nach dessen intrazellularen Metabolisierung durch die
saure Lipase als freie Cholesterole endosomal prozessiert werden (vgl. 1.3.3),
werden beim HDL die HDL-CE ohne eigene Internalisierung des Lipoproteins
direkt aus dem Lipoprotein in die Zelle Ubertragen und intrazellular
unabhangig von der sauren Lipase hydrolysiert (Glass et al., 1983; Pittman et
al., 1987; Rinninger et al., 1994). Die isolierte Aufnahme der CE aus den HDL
wird selektive Lipidaufnahme genannt.

Der erste Schritt der selektiven Lipidaufnahme ist der Lipidtransfer in die
Hepatozyten-Plasmamembran. Im Mausmodell wird dieser Transfer einzig
durch SR-B1 vermittelt (Out et al., 2004). Ob SR-B1 auch im Menschen eine
Hauptrolle bei diesem Prozess ubernimmt, ist unklar. In vitro konnte gezeigt
werden, dass der humane SR-B1 effizient nicht nur die direkte Aufnahme von
CE, sondern beider neutralen Lipoproteinlipide, CE und TG, sowie deren
hydrophoben Hydrolyseprodukte (z.B. freie Cholesterole), bewirkt (Thuahnai
et al., 2001). Neben HDL konnte die selektive Lipidaufnahme uber SR-B1
auch aus LDL dargestellt werden (Stangl et al., 1998; Swarnakar et al., 1999).
Der genaue Mechanismus, wie SR-B1 den Lipidtransfer in die
Plasmamembran vermittelt, ist noch nicht genau verstanden. Im Falle von
HDL geht man von einem zweistufigen Prozess aus. Dabei bindet HDL
zunachst hochaffin an die extrazellulare Domane von SR-B1, bevor
nachfolgend die Lipide in die Plasmamembran ubertragen werden (Connelly et
al., 1999; Gu et al., 1998). Fir den letzteren Vorgang wird angenommen, dass
SR-B1 einen unpolaren Kanal zwischen dem gebundenen HDL-Partikel und
der Membran ausbildet, durch den hydrophobe Molekile wie CE aus dem
Lipoprotein diffundieren. Angetrieben wird dieser Mechanismus durch einen
CE-Konzentrationsunterschied = zwischen  Plasmamembran und HDL
(Rodrigueza et al., 1999).
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Entgegen alterer Annahmen weisen neuere Ergebnisse darauf hin, dass die
selektive Lipidaufnahme von HDL in zellulare Membranen nicht nur an der
Zelloberflache in die Plasmamembran, sondern auch wahrend der
Retroendozytose des Lipoproteins innerhalb von Endosomen in die
endosomalen Membranen stattfindet (Silver et al., 2000; Silver et al., 2001).
Den zweiten Schritt der selektiven Lipidaufnahme nach der Ubertragung der
Lipide in die zellularen Membranen stellt der weitere Lipidtransport ins
Zellinnere dar. Dieser ist, wie auch der Transfer von HDL-Lipiden in die
Plasmamembran, nicht auf CE beschrankt, sondern findet effizient auch fir
andere neutrale Lipide und freie Cholesterole statt (Pittman et al., 1987,
Wustner et al., 2004). Vermittelt wird dieser Transport uber einen
clathrinunabhangigen, moglicherweise vesikularen und/oder nicht-vesikularen
Mechanismus, Uber den die Lipide direkt zu dem ER/Golgi-Apparat oder den
LJlipid droplets” befordert werden (Frolov et al., 2000; Pittman et al., 1987;
Reaven et al., 1996; Schroeder et al., 2001). Dieser Prozess ist bis heute nur
sehr wenig verstanden. In SR-B1-expremierenden CHO-Zellen konnte fur CE
gezeigt werden, dass der Lipidtransport von einem Caveolin-1/Annexin
[I/Cyclophilin  A/Cyclophilin  40-Komplex aus Caveolae vermittelt wird
(Uittenbogaard et al., 2002). Uber diesen Komplex werden auch freie
Cholesterole in die Zelle aufgenommen (Smart et al., 2004). In Hepatozyten
von Caveolin-1-knockout Mausen konnte jedoch keine reduzierte und in
Caveolin-1 Uberexprimierenden Hepatozyten nur eine leicht erhdhte direkte
Sterolaufnahme beobachtet werden, was auf weitere bzw. andere Lipid-
Aufnahmetransportwege hindeutet (Harder et al., 2006). Dem Sterol-Carrier-
Protein-2 (SCP-2), welches besonders in der Leber stark exprimiert wird, wird
ebenfalls eine Funktion bei der =zellularen Sterolaufnahme aus der
Plasmamembran  zugesprochen. @ SCP-2  bindet Cholesterol und
Uberexpression in Zellen zeigte eine wahrscheinliche Beteiligung am
Cholesteroltransport von der Zellmembran zu intrazellularen Strukturen
(Moncecchi et al., 1996).
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o:LPL

Makrophagen

Abbildung 1.4: Lipoproteinstoffwechsel

Die mit (1) bezeichnete Pfeilfolge zeigt den exogenen Lipoproteintransport: TG-reiche Chylomikronen
(CM) werden im Darm gebildet. Im Blut lagern sich endothelstandige Lipoproteinlipasen (LPL) an die
CM an und spalten deren TG, wobei freie Fettsduren (FFS) ins Blut entlassen werden. Die so
gebildeten Chylomikronenremnants werden Gber LRP1 in die Leberzellen aufgenommen. Die mit (2)
markierte Pfeilfolge stellt den endogenen Lipoproteintransport dar: VLDL werden in den Hepatozyten
gebildet und ins Blut sezerniert. Im Blut werden am GefalRendothel durch die LPL Triacylglyceride der
VLDL gespalten und FFS ins Blut entlassen. Die so gebildeten VLDL-Remnants werden entweder
Uber den LDL-Rezeptor in die Leberzellen aufgenommen oder weiter zu LDL umgebaut, die
Cholesterol in die peripheren Blutzellen oder zuriick zur Leber beférdern. Die mit (3) bezeichnete
Pfeilfolge zeigt den reversen Cholesteroltransport: Aus peripheren Zellen werden freie Cholesterole
auf HDL Ubertragen, welche zurlick zur Leber transportiert werden. Uber SR-B1 wird die selektive
Cholesterolaufnahme in die Hepatozyten vermittelt. Die gestrichelten Pfeile verdeutlichen den
Transportweg der unter hyperlipiddmischen Bedingungen chemisch modifizierten Lipoproteine. SR:
Scavengerrezeptor

1.3.3 Metabolisierung endozytierter Lipoproteine und intrazellularer Transport
der von ihnen stammenden Lipide

Wie in Kapitel 1.3.2 dargestellt, werden die Lipoproteine im Blut von verschiedenen
Zellen dem Blutkreislauf entzogen. Im folgenden soll erlautert werden, wie die
Lipoproteine nach zellularer Aufnahme metabolisiert und die von ihnen stammenden

Lipide intrazellular transportiert werden. Hierzu wird auf die neutralen Lipide,
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insbesondere die CE, eingegangen, welche wichtige Kargos der Lipoproteine
darstellen und in der Zelle einem komplexen Recyclingweg folgen, der die aus den
Lipoproteinen stammenden Cholesterole dem hepatozytenspezifischen reversen
Cholesteroltransport zufuhrt (vgl. 1.3.2.3).

1.3.3.1 LDL

Die intrazellulare Verstoffwechselung von Lipoproteinen ist auf molekularer Ebene
noch in weiten Teilen unverstanden. Fur die CE-reichen LDL wird folgender
Mechanismus angenommen (s. Abb. 1.5): Die Lipoproteine binden an der
Zelloberflache an den LDL-Rezeptor und werden uber sog. ,clathrin-coated pits”
aufgenommen, wobei anschlieRend die Vesikel ihre Clathrin-Hulle abgeben und mit
dem frGhen Endosom fusionieren (lkonen, 2008). LDL wird von dem Rezeptor
abgelost und Uber das spate Endosom in das Lysosom transportiert. Jedoch
erreichen nicht alle Lipoproteinbestandteile das Lysosom. CE werden von der sauren
Lipase, beginnend in frtheren endosomalen Kompartimenten, hydrolysiert und die
entstandenen freien Cholesterole (wie auch die in Lipoproteinen bereits vorhandenen
freien Cholesterole) im Gegensatz zu ApoB Uber nur wenig verstandene
Mechanismen dem endosomalen System entzogen (Brown und Goldstein, 1986;
Goldstein et al., 1975; Sugii et al., 2003). Die Hydrolyse des CE ist fur den weiteren
Transport aus dem Endosom dabei obligatorisch, da die Dysfunktion der sauren
Lipase zur endosomalen Anhaufung von CE fuhrt (Goldstein et al., 1975). Die freien
Cholesterole werden weiter zur Plasmamembran oder dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) transportiert (Liscum und Munn, 1999). In der Plasmamembran
konnen die freien Cholesterole auf exogene Cholesterolakzeptoren Ubertragen (vgl.
1.3.2.3), oder auch von hier weiter zum ER transportiert werden (Liscum und Munn,
1999; Neufeld et al., 1996). Im ER werden die freie Cholesterole von der Acyl-
Coenzym A-Cholesterol-Acyltransferase verestert und anschlief3end in ,lipid droplets®
gespeichert (Liscum und Munn, 1999).

Ein besseres Verstandnis, wie die freien Cholesterole aus den Endosomen
transportiert werden, konnte durch Untersuchungen von Mutationen in Niemann-Pick
Typ C (NPC) Proteinen, wie sie bei der neurodegenerativen NPC-Krankheit
vorkommen, erreicht werden. Bei dieser, zu den lysosomalen Speicherkrankheiten
zahlenden Erkrankung, fuhren Mutationen in den Proteinen NPC1 und dem NPC2 zu
einer zellularen Anhaufung von freien Cholesterolen, wobei in 95% der Falle NPCA1,

und in 5% der Falle NPC2 Veranderungen aufweisen (Wraith et al., 2009).
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NPC1 ist ein 1278 Aminosauren grol3es, integrales Transmembranprotein mit 13
potentiellen Transmembrandomanen, welches primar in spaten Endsomen und in
geringem Malde auch in Lysosomen und dem Trans-Golgi-Netzwerk lokalisiert ist
(Davies und loannou, 2000; Higgins et al., 1999). NPC2 ist ein 131 Aminosaure
grolRes, losliches Protein (Naureckiene et al., 2000). Der Funktionsverlust eines
dieser beiden Proteine fuhrt zu einer Anhaufung von freien Cholesterolen, aber auch
Sphingosinen und Gangliosiden, in spaten Endosomen und Lysosomen (Karten et
al., 2009). Untersuchungen an Fibroblasten von NPC1-Patienten zeigten, dass die
Ursache hierfir ein dysfunktionaler Transport der aus LDL stammenden freien
Cholesterole aus endosomalen Kompartimenten zum ER bzw. zur Plasmamembran
ist, wahrend LDL vergleichbar zu gesunden Zellen endozytiert und hydrolysiert wird
(Pentchev et al., 1985). Neuere Untersuchungen ergaben, dass die Expression von
NPC1 in Fibroblasten von NPC1-Patienten eine Anhaufung von freien Cholesterolen
in spaten Endosomen/Lysosomen verhindert (Carstea et al., 1997). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die von aufgenommenen Lipoproteinen
stammenden freien Cholesterole aus spaten Endosomen Uber einen NPC1-
abhangigen Transport aus dem endosomalen System entfernt werden. Neuere
Untersuchungen unterstitzen diese Theorie, wobei der Cholesteroltransport
wahrscheinlich iber NPC1-haltige Vesikel erfolgt, die sich von NPC1-positiven, freie
Cholesterole akkumulierenden endosomalen Strukturen abspalten und Uber den
Golgi-Komplex weitertransportiert werden (Ko et al., 2001; Urano et al., 2008).

Wie NPC1 und NPC2 mit Cholesterol interagieren, ist noch nicht genau verstanden.
Bindungsstudien und Kristallstrukturanalysen ergaben, dass NPC2 Cholesterol in
einer hydrophoben Tasche bindet, wobei der hydrophile Teil des Cholesterols (OH-
Gruppe) zum Losungsmittel exponiert bleibt (Infante et al., 2008a). Fur NPC1 konnte
eine umgekehrte Ausrichtung des gebundenen Cholesterols gezeigt werden (Kwon
et al., 2009). Diese Tatsache fuhrte zu dem Modell, dass NPC2 durch Hydrolyse der
Lipoprotein-CE freigesetzte, freie Cholesterole im Endosom bindet und an NPC1
weitergibt. Unterstutzt wird diese Theorie durch die Beobachtung, dass NPC2 den
Cholesteroltransfer von NPC1 auf Akzeptorliposomen stark erhoht (Infante et al.,
2008b). Alternativ wird auch das umgekehrte Szenario diskutiert, bei dem
endosomales Cholesterol initial von NPC1 gebunden und nachfolgend auf NPC2
Ubertragen wird.

In vitro kann in NPC1/2-exprimierenden Zellen der NPC-Phanotyp durch Zusatz von
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Steroiden wie Progesteron, oder von hydrophoben Aminen (Klasse |l Amphiphile)
wie U18666a, zum Zellkulturmedium erzeugt werden. Dabei inhibiert U18666a den
Transport NPC1-haltiger Vesikel von perinukledren Kompartimenten in die
Peripherie, was (vergleichbar mit NPC1-defizienten Zellen) zu einem Ruckhalt von
freien Cholesterolen in perinuklearen Organellen fuhrt (Ko et al., 2001; Liscum und
Faust, 1989). Der zugrunde liegende Mechanismus ist nicht bekannt. Fur U18666a
ist zwar eine Membranbindestelle beschrieben, aber nicht genauer charakterisiert
worden (Underwood et al., 1996).

Neben einem NPC1/2-abhangigen Cholesteroltransport Uber spatere Endosomen
gibt es auch Hinweise darauf, dass Teile der freien LDL-Cholesterole bereits aus
dem frihen Endosom Uber einen NPC1/2-unabhangigen Mechanismus und recycling
Endosomen zur Plasmamembran transportiert werden (s. Abb. 1.5) (Holtta-Vuori et
al., 2002).

Abbildung 1.5: Intrazellulédrer Transport der aus LDL stammenden freien Cholesterole

Nach Aufnahme der LDL Uber den LDL-Rezeptor werden die CE der Lipoproteine in endosomalen
Kompartimenten von der sauren Lipase hydrolysiert und freie Cholesterole lber einen NPC1-
abhangigen Mechanismus aus spaten Endosomen entweder erst zur Plasmamembran und
anschlieBend oder direkt zum ER transportiert. Hier werden die freien Cholesterole von der Acyl-
Coenzym A-Cholesterol-Acyltransferase (ACAT) zu CE verestert. Geringe Mengen freier Cholesterole
gelangen auch aus frihen endosomalen Kompartimenten Uber recycling Endosomen zur
Plasmamembran. Durchgehende Pfeile zeigen vesikulare, gestrichelte Pfeile nicht-vesikulare
Transportwege an. (Modifiziert nach: (Soccio und Breslow, 2004)).

1.3.3.2 TRL

Im Gegensatz zu LDL besitzen TRL neben Cholesterol hohe Mengen an TG sowie
die Apolipoproteine E und C und (im Falle der Chylomikronen) die LPL. Abgesehen
vom ApoB-100 bzw. -48 wird der Uberwiegende Proteinanteil der TRL nach
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Aufnahme der Lipoproteine in Zellen wie Hepatozyten, Fibroblasten und
Makrophagen nicht wie das ApoB100 der LDL lysosomal degradiert, sondern
recycelt (Hasty et al., 2005; Heeren et al., 2001; Heeren et al., 1999).

ApoE scheint bei dem intrazellularen Transport der TRL eine wichtige Rolle zu
spielen. Enthielten TRL die Isoform ApoEZ2, die zu einer deutlich geringeren Bindung
der Lipoproteine an TRL-Rezeptoren fuhrt als die meist vorzufindende ApoE3-
Isoform (Mahley et al., 1999; Schneider et al., 1981), zeigten TRL in peripheren
Makrophagen einen den LDL vergleichbaren endosomalen Transport (Tabas et al.,
1990). Im Gegensatz dazu zeigten ApoE3-enthaltende TRL eine nach zellularer
Aufnahme anfangs deutlich starkere Akkumulierung in peripheren Vesikeln. Da
zudem eine wesentlich starkere Aktivierung der Acyl-Coenzym A-Cholesterol-
Acyltransferase beobachtet wurde als bei ApoE2-haltigen TRL oder bei LDL (Tabas
et al., 1990), und auch die TRL-stammenden, freien Cholesterole vermehrt in
peripheren, ApoE-positiven Vesikeln akkumulieren (Heeren et al., 2003), ist es
moglich, dass der intrazellulare Cholesteroltransport ApoE3-haltiger Lipoproteine
sich teilweise von dem Transport der LDL-stammenden freien Cholesterole
unterscheidet und nach verstarkter Hydrolyse der Lipoprotein-CE in peripheren
Vesikel in geringerem Male Uber perinukledre Kompartimente wie spaten
Endosomen verlauft (s. Abb. 1.5) (Holtta-Vuori et al., 2002). Charakteristisch fur die
ApoE- und freie Cholesterole enthaltenden Vesikeln ist der Transport der ApoA1
endozytierter HDL in diese und der durch HDL verstarkte Efflux von ApoE und freien
Cholesterolen aus diesen Kompartimenten (Hasty et al., 2005; Heeren et al., 2003).
Die intrazellulare Metabolisierung der zum grof3en Teil in den TRL enthaltenden TG
ist bis heute nur sehr wenig untersucht worden. Vergleichbar zu den Lipoprotein-CE
werden die TRL-TG von der sauren Lipase endosomal hydrolysiert und freie
Fettsauren zellular resezerniert, wobei eine Dysfunktion der sauren Lipase zur
endosomalen Akkumulierung von TG fuhrt (Salvayre et al., 1989; van Dijk et al.,
1992). Da sich freie Fettsauren, analog zu den freien Cholesterolen, aufgrund ihrer
Amphiphilie leicht in Doppelmembranen einlagern, ist es denkbar, dass sie
intrazellular dem Transport der freien Cholesterole aus dem endosomalen System
folgen (Hornick et al., 1997). Diese Hypothese ist vereinbar mit der Beobachtung,
dass es bei cholesterol- und fettreicher Ernahrung von ABCG1-knock out Mausen in
Hepatozyten und Kupffer-Zellen sowohl zur Akkumulierung von CE als auch von TG
kommt (Kennedy et al., 2005).
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In Endosomen von Leberzellen sind neben der sauren Lipase mehrere neutrale
Lipasen nachgewiesen worden, die ebenfalls TG aufgenommener Lipoproteine

hydrolysieren (Hornick et al., 1992).

1.4 Stoffaustausch zwischen Zellen

1.4.1 Transport liber den extrazellularen Raum

Einen gut charakterisierten Mechanismus des interzellularen
Informationsaustausches stellt der Transport von Stoffen Uber den extrazellularen
Raum dar. Hierbei wird der Kargo aus der Donorzelle exozytiert, mittels eines
stromungs- und/oder diffusionsgetriebenen Prozesses durch den interzellularen
Raum transportiert und schliellich rezeptorvermittelt von der Akzeptorzelle
gebunden (Sherer und Mothes, 2008). Dieser Vorgang ist z.B. fur Insulin
beschrieben, bei der von den B-Zellen im Pankreas Insulin sezerniert und dieses in
der Peripherie von den Insulinrezeptoren der Zielzellen gebunden wird. Auch flr
Zytokine findet man einen interzellularen Austausch Uber den extrazellularen Raum.
Daruber hinaus spielt dieser Mechanismus in neuronalen Systemen eine wichtige
Rolle, in denen Uber den synaptischen Spalt Informationen rezeptorvermittelt an

angrenzende Nervenzellen weitergeleitet werden.

1.4.2 Direkter interzellularer Transport liber tubulare Zell-Zell-Verbindungen

Im Gegensatz zu dem extrazellularen Transportweg konnen Uber tubulare
Verbindungen der Zytoplasmata von Donor- und Akzeptorzelle zytosolische Molekule
direkt interzellular ausgetauscht werden. Dies ermdglicht einen sehr effizienten Stoff-
Austausch, da der gerichtete Transport in die Zielzelle zum einen unabhangig von
einem wenig gerichteten Transport Uber einen extrazellularen Raum ist und zum
anderen keine Ligandenerkennung durch Rezeptoren der Akzeptorzelle bendtigt. Bis
heute stellen ,gap junctions® und ,tunneling nanotubes“ (TNT) die beiden einzigen
bekannten Zell-Zell-Verbindungen dar, die Uber einen direkten Kontakt zwischen den
Zytoplasmata zweier verbundener Zellen den direkten Austausch zytoplasmatischer

Komponenten ermdoglichen.

1.4.2.1 Gap Junctions
,Gap junctions” (= Nexus) sind gut untersuchte tubulare Zell-Zell-Verbindungen, bei

denen kanalartige Proteine die Zellmembranen zweier aneinander grenzender Zellen
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durchqueren und so den direkten interzellularen Transport zytosolischer
Komponenten Uber einen stark eingeengten Interzellularraum (2-4 nm) ermdglichen
(s. Abb. 1.6). Connexin ist der Hauptbestandteil dieser Kanalproteine, bei denen
sechs Untereinheiten einen Zylinder mit einem Innendurchmesser von 1,5 nm bilden
und Moleklile bis zu einer relativen Molekulmasse von ungefahr 1500 Da
durchlassen (z.B. Aminosauren, Nukleotiden, Disaccharide, cAMP und

Steroidhormone) (Hirsch-Kaufmann, 2009).

1.4.2.2 TNT

TNT wurden erstmals 2004 in Pheochromocytoma Zellen (PC 12) als eine neuere
Form der tubularen interzellularen Verbindung zwischen Zellen von S&ugetieren
beschrieben (Rustom et al., 2004). TNT stellen interzellulare Membrankanale dar, die
als Zytoskelett-Hauptbestandteil filamentoses Aktin (F-Aktin) enthalten (Onfelt et al.,
2006). Im Gegensatz zu den ,gap junctions” sind bei den TNT jedoch nicht nur die
Zytoplasmata, sondern auch die Plasmamembranen zweier Zellen miteinander
verbunden (s. Abb. 1.6). Dies ermdglicht, neben einem interzellularen Stoffaustausch
Uber das Tubuluslumen, den Transport Uber die fusionierten Plasmamembranen. So
ist neben zytoplasmatischen Komponenten auch der interzellulare Austausch von
Plasmamembran-Proteinen wie z.B. den humanen Leukozytenantigenen A bis C
(HLA-A bis C), dem Haupthistokompatibilitatskomplex | (MHC |, ,major
histocompatibility complex 1), Glykosylphosphatidylinositol (GPI)- verankerten
Proteinen, oder auch von Plasmamembran-Lipiden Uber TNT beschrieben (Gerdes
et al., 2007; Onfelt et al., 2004). Als weiterer Unterschied zu den ,gap junctions”
ermoglichen TNT die direkte, interzellulare Kommunikation Uber Distanzen von bis zu
800 um (Onfelt et al., 2004; Vidulescu et al., 2004) und den Transfer auch grol3erer
Kargos wie zytosolischer Proteine bis hin zu intrazellularen Vesikeln (Onfelt et al.,
2005). Die Ausbildung von TNT wurde fur verschiedene Zelltypen beschrieben,
darunter (neben verschiedenen Zelllinien) auch in Primarkulturen von Makrophagen,
T-Zellen, aktivierten B-Zellen und menschlichen Glioblastomzellen (Gerdes et al.,
2007; Onfelt et al., 2006; Onfelt et al., 2004). Bei diesem Prozess geht man davon
aus, dass zunachst von einer Donorzelle langliche Plasmamembranausstulpungen
zu einer Akzeptorzelle gebildet werden, deren Membranen nachfolgend mit der
Plasmamembran der Akzeptorzelle fusionieren (Rustom et al., 2004). TNT werden
nicht nur innerhalb eines Zelltyps, sondern auch zwischen unterschiedlichen

Zelltypen ausgebildet (Onfelt et al., 2004).
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Interzellularer Transport Uber TNT ist ATP-abhangig und zumindest teilweise
selektiv, da zytoplasmatische Molekule wie Calcein nicht transportiert werden. Es ist
jedoch noch nicht geklart, welche Faktoren eine unspezifische Diffusion von
Zellkomponenten verhindern. Moglich ist, dass der hohe Aktinanteil in den TNT
sterisch einen diffusionsgetriebenen Transport Uber das Tubuluslumen erschwert
(Rustom et al., 2004).

Eine besonders ausgepragte Tendenz, TNT auszubilden, wurde bei myeloiden
Zellen beobachtet, bei denen eine einzelne Zelle bis zu 75 interzellulare
Membranfusionen eingehen kann (Watkins und Salter, 2005). Fur Makrophagen sind
zwei Arten von TNT beschrieben. TNT mit einem Durchmesser <700 nm, die als
Zytoskelett lediglich F-Aktinflamente enthalten, und solche mit einem Durchmesser
>700 nm, in denen neben Aktinfilamenten auch Mikrotubuli vorkommen. Fur beide
Formen wurden unterschiedliche Transportwege von interzellularen Kargos
beschrieben. Wahrend bei den dickeren TNT ausnahmslos ein Mikrotubuli-
vermittelter, ATP-abhangiger Transport von intrazellularen Kargos uber das
Tubuluslumen beobachtet wurde, wurde bei den dunneren TNT nur ein Mikrotubuli-
unabhangiger, ATP-abhangiger oberflachiger Transport von membrangebundenen
Kargos entlang der fusionierten Plasmamembranen beschrieben (Onfelt et al., 2006).
Neuere Untersuchungen zeigen, dass TNT nicht nur in vitro gebildet werden,
sondern auch in vivo vorkommen (Chinnery et al., 2008). Zudem gibt es zunehmend
Beispiele, in denen TNT als interzellulare Transportwege von Pathogenen wie
Bakterien, Viren und Prionen fungieren und eine sehr effiziente interzellulare
Ausbreitung der Erreger vermitteln (Eugenin et al., 2009b; Gousset et al., 2009;
Onfelt et al., 2006; Sowinski et al., 2008).
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Interzellularraum
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Abbildung 1.6: Tubulare Interzelluldrverbindungen

»,Gap junctions® (A) vermitteln die direkte Verbindung der Zytoplasmata zweier Zellen. Dabei bilden sie
Uber eine kurze Distanz (2-4 nm) einen aus 6 Untereinheiten gebildeten Proteinkanal, durch den
zellulare Bestandteile bis zu einer GréRe 1500 Da durchgelassen werden. Demgegentber verbinden
s<tunneling nanotubes® (TNT) (B) die Zytoplasmata zweier Zellen Gber eine Distanz von bis zu 800 um.
Im Gegensatz zu ,gap junctions werden auch gréRere Kargos (bis hin zu zellularen Vesikeln und
Organellen) transportiert. Zudem sind die Plasmamembranen von Akzeptor- und Donorzelle
miteinander verbunden, was neben dem tubuldren Austausch auch den interzelluldren Transport von
Membrankomponenten uber die fusionierten Plasmamembranen ermdglicht. (Modifiziert nach: (A)
(Hirsch-Kaufmann, 2009); (B) (Gerdes et al., 2007)).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im Gegensatz zu der intrazellularen Replikation des HBV, die im Detail untersucht
ist, sind die frihen Infektionsschritte des Virus bis heute nahezu unverstanden. Es ist
unklar, wie das Virus in vivo effizient der Blutzirkulation entzogen und in die Leber
und in seine Wirtszelle transportiert wird. Dieses fehlende Wissen ist ein wesentlicher
Grund dafur, dass bei HBV die gangigen Therapien lediglich in den viralen
Replikationszyklus eingreifen und nicht (wie z.B. bei HIV) zusatzlich den Viruseintritt
in die Zelle verhindern. Neue Erkenntnisse Uber den viralen Transport zur und in die
HBV-Wirtszelle stellen somit wichtige Grundlagen zu der Entwicklung erweiterter und
wirksamerer Therapieansatze dar.

Viren nutzen physiologische Transportwege, um effizient Zugang zu ihrer Wirtszelle
zu erhalten. Die Leber ist das einzige Organ, das Uberschussiges Cholesterol aus
der Zirkulation aufnimmt und ausscheidet. Dieses gelangt Uberwiegend als veresterte
CE in den TRL-Remnants oder in den HDL zielgerichtet zur Leber und dort in die
Hepatozyten. Neben den CE transportieren TRL-Remnants auch die nicht in der
Blutzirkulation hydrolysierten TG. Der leber- und hepatozytenspezifische Transport
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der neutralen Lipide CE und TG stellt somit einen physiologischen Stoffwechselweg
fur hepatotrope Pathogene wie dem HBV dar, den das Virus nutzen kann, um
effizient die Leber und seine Wirtszelle zu erreichen und eine Infektion zu etablieren.
In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass, neben einem direkten Transport zu
den Hepatozyten, sowohl die neutralen Lipide als auch Pathogene in der Leber
zunachst von nicht-parenchymalen Leberzellen aufgenommen und anschlielRend zu
und in die Parenchymzellen weitergereicht werden.

In dieser Arbeit sollte daher der molekulare Mechanismus untersucht werden, Uber
den das HBV im menschlichen Organismus aus der Blutzirkulation in die Wirtszelle
transportiert wird und diese infiziert. Hierbei sollte insbesondere die Rolle des leber-
und hepatozytenspezifischen Neutrallipidtransportes Uber nicht-parenchymale
Leberzellen im Mittelpunkt stehen. Da HBV nur Menschen und hominide Primaten
produktiv infiziert, sollte ein neuartiges Modell entwickelt werden, welches die frihen
Infektionsschritte des Virus im humanen Lebergewebe so wiedergibt wie sie in vivo in
der Leber vorzufinden sind. Hierzu sollte humanes Lebergewebe ex vivo mit
fluoreszenzmarkierten VP perfundiert werden und mittels
immunfluoreszenzmikroskopischer Analysen des Gewebes eine Visualisierung der
HBV-Infektion erreicht werden. Zusatzlich sollte in hochreinen humanen
Leberzellpopulationen Uber den Vergleich zum Lipidstoffwechsel der zellulare
Transportmechanismus der HBV genauer charakterisiert und abschlieRend die
entwickelte Theorie durch gezielte fluoreszenzmikroskopische Analysen im ex vivo
perfundierten humanen Lebergewebe verifiziert werden.
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2 Ergebnisse

In dem ersten Abschnitt des Ergebnisteils (2.1) sind die Aufreinigung und die
Fluoreszenzmarkierung der VP beschrieben.

In dem zweiten Abschnitt (2.2) wurde die Rolle der verschiedenen Leberzelltypen in
der frihen Infektionsphase des HBV untersucht. Hierbei dienten ein neu
entwickeltes, humanes Lebergewebsperfusionsmodell und fluoreszenzmarkierte VP
dazu, verschiedene frihe Zeitpunkte einer HBV-Infektion in der humanen Leber zu
visualisieren. Die Ergebnisse wurden mit Mausen, die als ein in vivo-Modell der
frihen HBV-Infektion dienten, verglichen. Nachfolgend wurde die postulierte Rolle
der verschiedenen Leberzelltypen in der frihen HBV-Infektion in Mischkulturen aus
humanen Kupffer-Zellen und Hepatozyten Uberpruft.

In dem dritten Abschnitt (2.3) ist die in humanen Kupffer-Zellen und in in vitro
differenzierten Makrophagen durchgefuhrte Analyse der zellularen Mechanismen
dargestellt, die dem Virus eine (im Sinne einer HBV-Infektion) produktive Interaktion
mit den Lebermakrophagen auf seinem Weg zur Wirtszelle ermdglichen.
AbschlieRend wurde in dem Abschnitt 2.4 die in 2.3 entwickelte Theorie in Schnitten
des perfundierten Lebergewebes aus 2.2 uberprift und hieraus Ruckschlusse auf
zellulare Mechanismen der fruhen HBV-Infektion in der humanen Leber, wie sie in

vivo stattfinden kdonnten, gezogen.

2.1 Aufreinigung und Fluoreszenzmarkierung der VP

In dieser Arbeit wurden fur die Untersuchung der frihen Schritte der HBV-Infektion in
den humanen Lebergeweben und der Charakterisierung des HBV-
Transportmechanismus in Makrophagen fluoreszenzmarkierte VP verwendet. Die
Aufreinigung und Fluoreszenzmarkierung der VP erfolgte nach einem von Glebe und
Gerlich (2004) publizierten Verfahren.

2.1.1 Aufreinigung L-Protein-reicher VP aus HBV-positivem Plasma

Die Aufreinigung L-Protein-reicher VP aus dem Plasma von HBV-positiven Patienten
wurde durch die Anwendung mehrerer Ultrazentrifugationsschritte erreicht.

Zunachst wurde das Plasma mittels einer Saccharose-Dichtegradienten-
ultrazentrifugation aufgetrennt, fraktioniert und anschlieBend die einzelnen
Fraktionen mittels SDS-PAGE mit nachfolgender Silberfarbung des Gels sowie HBV-
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spezifischer DNA Dot-Blot-Analyse charakterisiert. Das silbergefarbte SDS-
Polyacrylamidgel zeigt das Proteinbandenmuster der einzelnen Gradientenfraktionen
nach Zentrifugation (Abb. 2.1 A). In den Spuren funf bis neun erkennt man neben
den Proteinbanden mit hoheren Molekulargewichten vier Proteinbanden mit
apparenten Molekulargewichten zwischen ungefahr 24 und 36 kDa. In der Spur funf
lassen sich daruber hinaus zwei Proteinbanden mit apparenten Molekulargewichten
von etwa 39 und 42 kDa von Proteinbanden mit hdherer Molekularmasse abgrenzen,
wobei die 39 kDa Proteinbande in Fraktion sechs ebenfalls zu erkennen ist. In den
Spuren zehn bis 15 sind Proteinbanden mit apparenten Molekulargewichten von
ungefahr 24 und 28 kDa erkennbar, die in den Spuren 16 bis 18 nicht feststellbar
sind. Keine der genannten Proteinbanden ist in den Spuren eins bis drei erkennbar.

Der DNA Dot-Blot zeigt den spezifischen HBV-DNA-Gehalt der Fraktionen eins bis
neun (Abb. 2.1 B), wobei dieser mit 62,8 ng/ml in Fraktion vier am hochsten ist, in
den Fraktionen drei und funf geringer ausfallt und in den Fraktionen eins, zwei und

sechs bis neun nicht nachweisbar war.

Fr.1 2 3 4 5 6 7 8 9 Fr.100 11 12 13 14 15 16 17 18
[kDa] [kDa] e — —
130 — 130 —
100 — 100 —
72 — 72 —
55 — 55 —
40 — 40—
— 4
+ - 1 *
33— 33— - R
Sesnnabld
- = -—
— —
Hohe Dichte geringe Dichte

7 8 9 HBV-DNA Standard

2 3 4 5 6
Qe TIXXE

99 628 25 [ng/ mi] 1000 250 62,5 15,6 [pg]

Fr. 1

Abbildung 2.1: Anreicherung von VP aus HBV-positivem Plasma mittels Saccharose-
Dichtegradientenultrazentrifugation

Das Plasma eines HBV-positiven Patienten wurde auf einen Saccharose-Dichtegradienten
geschichtet (Gradient 1, vgl. 4.2.1.1), ultrazentrifugiert und fraktioniert. (A) Die Proteine in den Proben
der 18 Fraktionen des Gradienten wurden mittels SDS-PAGE (12,5%) aufgetrennt und die Gele
silbergefarbt. Links von den Gelen sind die Fragmentgrofen eines GrofRenstandards in kDa
angegeben. Die Pfeile an der rechten Seite der Gele zeigen auf 6 Proteinbanden mit apparenten
Molekulargewichten zwischen etwa 24 und 42 kDa. Die Gradientendichte nimmt von Fraktion 1-18 hin
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ab. Auftrag Fraktionen 1-6: je 10 pl; Fraktionen 7+8: je 5 pl; Fraktionen 9+10: je 2 pl; Fraktionen 11-
18: je 1 ul. (B) HBV-DNA Dot-Blot-Analyse der Fraktionen 1-9 des Saccharose-Dichtegradienten.
Unter den positiven Fraktionen ist die HBV-DNA-Konzentration in ng/ml angegeben. Rechts: HBV-
DNA-Standard beginnend mit 1000 pg bis 8 pg DNA. kDa: Kilodalton; Fr.: Fraktion. Der Versuch
wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Anja Langenkamp durchgefihrt.

Zur weiteren Aufreinigung der VP wurden die Fraktionen drei bis sechs mittels
Ultrafiltration in PBS umgepuffert, in einen CsCI-Gradienten aufgenommen und
zentrifugiert. Nach der Ultrazentrifugation wurde der CsCI-Gradient fraktioniert, die
Dichte der einzelnen Fraktionen refraktometrisch bestimmt und mittels HBsAg-
spezifischem ELISA und HBV-spezifischer DNA Dot-Blot-Analyse auf ihren Gehalt an
HBV-Oberflachenproteinen bzw. HBV-DNA hin untersucht.

Abbildung 2.2 zeigt das Dichte-, HBV-DNA- und HBsAg-Profil einzelner CsCI-
Gradientenfraktionen. Man erkennt eine deutliche Anhaufung der HBV-DNA in
Fraktion 18, die eine Dichte von 1,22 g/ml aufweist, sowie eine Konzentrierung der
HBsAg in Fraktion 19 mit einer Dichte von 1,19 g/ml.

Fur die weiteren Aufreinigungsschritte wurden die HBsAg- und HBV-DNA-positiven
Fraktionen 17 bis 22 vereinigt und mittels Ultrafiltration in PBS umgepuffert.

2,01 HBV-DNA Dot-Blot 1.4
| so00 | —— HBsAg

1,57 - 1,3
o
o
2 =
a — 1,2 o
o) 1,0 g
3

0,5+ - 1,1

T T T T T T T T I T 110

Fr.13 15 17 19 21 23 25 27

Abbildung 2.2: Auftrennung von L-Protein-haltigen VP mittels CsCl-Dichtegradientenultra-
zentrifugation

Die in PBS umgepufferten Fraktionen 17-22 des Saccharose-Dichtegradienten wurden mit einer CsClI-
Lésung auf eine Dichte von 1,3 g/ml eingestellt, in einen CsCl-Gradienten Uberfiihrt, ultrazentrifugiert
und der Gradient fraktioniert. Dargestellt sind die HBV-DNA Dot-Blot-Analyse und die Ergebnisse des

HBsAg-spezifischen ELISA der Fraktionen 13-27, sowie deren mittlere Dichten. Ergebnisse sind
Durchschnittswerte zweier unabhangiger Replikate £ SD.

In einem letzten Ultrazentrifugationsschritt wurde die in PBS umgepufferte VP-haltige
Losung auf einen zweiten Saccharose-Dichtegradienten (Gradient 2, vgl. 4.2.1.1)
geschichtet und ultrazentrifugiert. Anschlieend wurde der Gradient fraktioniert, die

HBV-DNA- bzw. HBsAg-positiven Fraktionen vereinigt und mittels Ultrafiltration in

PBS umgepuffert. Die Uberpriifung der Reinheit der isolierten VP sowie deren
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Anreicherung an L-Protein-haltigen Partikeln erfolgte durch SDS-PAGE und
nachfolgender Silberfarbung des Gels. Wie in Abbildung 2.3 dargestellt, lassen sich
lediglich sechs Proteinbanden mit einem apparenten Molekulargewicht von etwa 24
bis 42 kDa erkennen, wo hingegen Banden von Proteinen anderer molekularer
Masse nicht feststellbar sind.
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Abbildung 2.3: Charakterisierung der aufgereinigten VP mittels SDS-PAGE und Silberfarbung
Die Proteine einer Probe (2 pg) der aufgereinigten VP wurden mittels SDS-PAGE (12,5%) aufgetrennt
und das Gel silbergefarbt. Links sind die FragmentgroRen eines GroRenstandards angegeben. Die
Pfeile rechts zeigen auf angefarbte Proteinbanden mit apparenten Molekulargewichten zwischen etwa
24 und 42 kDa. kDa: Kilodalton

2.1.2 Fluoreszenzmarkierung der aufgereinigten VP

FUr die Fluoreszenzmarkierung der VP wurden die Succinimidylester gekoppelten
Fluorophore Alexa Fluor® 488 und 594 (Invitrogen) sowie der Isothiocyanat
gekoppelte Fluorophor Fluorescein (FITC, Fluoresceinisothiocyanat) verwendet.
Zunachst wurde der pH-Wert der in 2.1.1 aufgereinigten und in PBS geldsten VP mit
einer Natriumhydrogencarbonat-LOosung auf neun eingestellt und anschlieRend der
Fluoreszenzfarbstoff hinzugegeben. Nach Inkubation wurde die Losung auf einen
Saccharose-Dichtegradienten geschichtet und ultrazentrifugiert. Die HBsAg- und
HBV-DNA-positiven Fraktionen wurden vereinigt und mittels Ultrafiltration in PBS
umgepuffert. Mittels HBV-spezifischer DNA Dot-Blot-Analyse wurde die HBV-
Konzentration (1 pg HBV-DNA entsprechen 3x10° Virionen (Gaillard et al., 2002))
und mittels Absorptionsmessungen bei 280 und 590 nm und den Formeln in 4.2.1.5
die Gesamtkonzentration der VP in der Probe bestimmt. Die ODygp von 4,3 entspricht
hierbei einer Konzentration an HBV-Oberflachenproteinen von 1 pg/ul (Glebe und
Gerlich, 2004) und 1,6 pg naherungsweise einer Anzahl von 1x10™ filamentdsen
SVP bzw. Virionen (Heermann und Gerlich, 1991). Die SVP liegen demnach in
einem etwa 200-fachen Uberschuss zu den Virionen vor (s. Tab. 2). Die Anzahl der
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gekoppelten Fluorophore wurde, wie in 4.2.1.6 beschrieben, bestimmt und betragt
ungefahr neun pro Partikel.

Um die erfolgreiche Fluoreszenzmarkierung der viralen Proteine zu uberprufen,
wurde jeweils eine Probe unmarkierter und eine Probe der mit Alexa Fluor® 594
markierten VP (im folgenden VPs9s genannt) auf ein SDS-Polyacrylamidgel
aufgetragen, nach Elektrophorese das Gel mit elektromagnetischer Strahlung im
ultravioletten Wellenlangenbereich beleuchtet und die Emission im sichtbaren
Wellenlangenbereich bei 602 nm untersucht. Wahrend auch bei langerer Belichtung
der nicht fluoreszenzmarkierten Probe keine fluoreszierenden Proteinbanden
sichtbar waren (s. Abb. 2.4 A), liellen sich bereits bei kurzer Belichtung der
fluoreszenzmarkierten Probe sechs fluoreszierende Proteinbanden mit apparenten

Molekulargewichten zwischen ungefahr 24 und 45 kDa detektieren (s. Abb. 2.4 B).

Tabelle 2: Analyse der aufgereinigten und fluoreszenzmarkierten VP

ODyg ODsg Anzahl VP HBV-DNA | Anzahl Virionen
inm] | [om] | [x10"my | Fluorophor/VP [ng/ml] [x10""/mi]
1,631 0,858
0,030 £0.018 167 8,62 25,5 0,765
A B
[kDa] [kDa]
130 — 130 —
100 — 100 —
72 — 72 —
55— 55—
-
4_
33— 33 —| — —
-_ | —
24— 24— )| —
17— 17—

Abbildung 2.4: Charakterisierung der fluoreszenzmarkierten VP mittels SDS-PAGE und
Fluoreszenzanalyse

Die Proteine einer Probe (2 pg) der aufgereinigten VP wurden vor (A) bzw. nach (B)
Fluoreszenzmarkierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 594 mittels SDS-PAGE (12,5%)
aufgetrennt, die SDS-Polyacrylamidgele mit elektromagnetischer Strahlung der Wellenlange von 365
nm beleuchtet und die Emission bei 602 nm detektiert. Links sind die FragmentgréRen eines
Grolenstandards angegeben. Pfeile deuten auf Banden, die Licht der Wellenlange von 602 nm
emittieren.

AnschlieBend sollte untersucht werden, ob die VPsgs in vitro nach zellularer
Aufnahme mittels HBsAg-spezifischer Immunfluoreszenzanalyse detektiert werden
konnten. Hierzu wurden isolierten Kupffer-Zellen 1h mit VPsgs4 inkubiert und
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anschlielfend fixiert. Nachfolgend wurden die VPsgs mittels HBsAg-spezifischer
Antikdrper und eines Alexa Fluor® 488-gekoppelten Sekundarantikdrpers
fluoreszenzmarkiert und dessen Signal mit dem Eigenfluoreszenzsignal der VPsg4
verglichen. Abbildung 2.5 zeigt eine mit konfokaler Laserscanning-Mikroskopie
aufgenommene Zelle. Man erkennt, dass die Eigenfluoreszenzsignale der VPsgs mit
denen des Sekundarantikorpers kolokalisieren (Pfeile zeigen beispielhafte

Kolokalisation an).

Abbildung 2.5: Detektion der VP54 mit anti-HBsAg-spezifischen Antikérpern in Kupffer-Zellen
Kupffer-Zellen wurden 1h mit 1 pg/ml VPse4 bei 37°C inkubiert und nachfolgend mit 4% PFA-haltigem
Puffer fixiert. AnschlieRend wurde zunachst mit HBsAg-spezifischen Antikdrpern aus Kaninchen und
nachfolgend mit einem Alexa Fluor® 488-gekoppelten Sekundarantikdrper Ziege-anti-Kaninchen
inkubiert. AbschlieRend wurden die Zellen mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert.
Dargestellt sind die separaten Fluoreszenzkanale sowie deren Uberlagerung. Pfeile weisen auf
Beispiele fur kolokalisierende Fluoreszenzsignale hin.

2.2 Untersuchung der Rolle der verschiedenen Leberzelltypen in
der frihen HBV-Infektion

2.2.1 Das humane ex vivo Lebergewebsperfusionsmodell

Um die im Rahmen einer HBV-Infektion in der menschlichen Leber stattfindenden
Interaktionen der Viren mit unterschiedlichen Leberzelltypen untersuchen zu kdnnen,
wurde in dieser Arbeit ein neuartiges ex vivo Lebergewebsperfusionssystem
etabliert. Hierbei wurden kurz zuvor enthommene humane Leberresektate verwendet
und das Gewebe, wie in 4.2.3.6 beschrieben, fur die Perfusion vorbereitet. Um die
physiologischen Bedingungen wie sie im menschlichen Korper vorliegen
nachzustellen, wurde die Perfusion in einem geschlossenen Zirkulationssystem
durchgefuhrt, bei dem sich das Gewebe und das Perfusionsmedium in einem
Zellkulturinkubator befanden (s. Abb. 2.6).
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\

Lebergewebsstick Medium Perfusionspumpe

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung des humanen Lebergewebsperfusionssystem

Links ist der innerhalb des Zellkulturinkubators angebrachte Teil des Systems dargestellt. In einem
offenen Gefall befindet sich im (mit humanem Serum versetzten) Medium das Lebergewebsstlck,
welches Uber Aste der Pfortader mit dem Perfusionssystem verbunden ist. Die auRerhalb des
Inkubators angebrachte Perfusionspumpe saugt Medium aus dem Behalter an und fiihrt es Uiber den
das Leberstlick versorgenden Perfusionsschlauch dem Gefa im Inkubator wieder zu. Rechts ist eine
AuBenansicht des Systems zu sehen. Wahrend der Perfusion herrschen innerhalb des Inkubators die
fur die Zellkultur optimierten Bedingungen (37°C, 5% CO,).

Far die weiteren Arbeiten sollte zunachst abgeklart werden, inwieweit das System die
Untersuchung von Virus-Zellinteraktionen Uber einen Zeitraum von bis zu 20h
ermoglicht. Im Folgenden wurde deswegen die Vitalitat der Leberzellen Uber einen
Perfusionszeitraum von 20h Uberprift. Da bekannt ist, dass LSEC Ovalbumin effektiv
in der Leber endozytieren (Kindberg et al., 1990), wurde nach 19,5h Perfusion mit
Zellkulturmedium fir 30 Minuten fluoreszenzmarkiertes Ovalbumin in das
Zirkulationssystem gegeben und anschlieBend die Aufnahme in die Leberzellen
mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Wie in Abbildung 2.7 dargestellt, ist bei
dem in dieser Arbeit benutzten Lebergewebsperfusionsmodell nach 20h ein starkes

Fluoreszenzsignal in den sinusoidalen Leberzellen feststellbar.
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Abbildung 2.7: Uberpriifung der Zellvitalitit im ex vivo perfundierten Lebergewebsperfusions-
system

Nach 19,5h Perfusion des humanen Lebergewebes im Zellkulturinkubator mit humanem Serum-
haltigem Medium wurde 20 pg/ml Alexa Fluor® 488-gekoppeltes Ovalbumin zum Medium gegeben
und nach 20h die Perfusion gestoppt. Nach Fixierung des Gewebes mit 4% PFA-haltigem Puffer und
der Anfertigung von Gewebeschnitten wurden einzelne Schnitte mittels Fluoreszenzmikroskopie
analysiert. Gezeigt ist das Ovalbuminsgs-Fluoreszenzsignal eines mit Weitfeldmikroskopie
aufgenommenen reprasentativen Mikroskopausschnittes.

2.2.2 Kurzzeitige Perfusion des humanen Lebergewebes mit VPsqs-haltigem
Medium (45 Minuten)

Um zu untersuchen, welche Zellen in der Leber HBV bei einer Infektion initial
aufnehmen und so dem Blutkreislauf entziehen, wurde ein Leberresektat fur 45
Minuten mit VPsgs-haltigem Medium perfundiert. Anschlielend wurde das Gewebe
durch Perfusion mit PBS gewaschen, fixiert und nach Anfertigung von
Gewebeschnitten mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Abbildung 2.8 A
zeigt einen Mikroskopausschnitt, in dem die Kupffer-Zellen durch CD68-spezifische
Antikorper markiert wurden (Alabraba et al., 2007; Holness und Simmons, 1993).
VPsqs lassen sich hier lediglich in CDG68-positiven Zellen nachweisen.
Abbildung 2.8 B zeigt die statistische Auswertung von zehn zufallig ausgewahlten
Mikroskopausschnitten, wobei nahezu alle Kupffer-Zellen (>99%), jedoch fast keine
CD68 negativen Leberzellen (<1%) positiv fur VPsg4 sind. Abbildung 2.8 C zeigt die
Nahaufnahme einer CD68-positiven Zelle, die eine deutliche Anreicherung an VPsg4
innerhalb CD68-positiver Bereiche sowohl bei Aufnahme in der x-y-Ebene als auch

bei y-z-Projektion einer z-Stapelaufnahme erkennen lasst.
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Abbildung 2.8: Inmunfluoreszenzanalyse des Lebergewebes nach 45-miniitiger Perfusion mit
VPsq4-haltigem Medium

Humanes Lebergewebe wurde fir 45 min mit 5x10" VPsg4- und 50% humanem Serum enthaltenden
Medium bei 37°C perfundiert. Danach wurde das Gewebe durch Perfusion mit PBS gewaschen und
mit 4% PFA-haltigem Puffer fixiert. Nach Anfertigung von Gewebeschnitten wurden einzelne Schnitte
zunachst mit CD68-spezifischen Antikdrpern aus Maus und nachfolgend mit einem Alexa Fluor® 647-
gekoppelten Sekundarantikérper Ziege-anti-Maus inkubiert. AbschlieRend wurden die Gewebeschnitte
mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. In (A, C) sind die separaten
Fluoreszenzkanale reprasentativer Mikroskopausschnitte dargestellt sowie die Uberlagerungen der
Kanale, in denen zusatzlich in (A) die Differentialinterferenzkontrastaufnahme und in (C) die
Zellkernfarbung mit DAPI gezeigt ist. In (C) ist zusatzlich die y-z-Projektion der Uberlagerten
Fluoreszenzkanale einer z-Stapel-Aufnahme dargestellt. Die GrofRenstandards entsprechen 10 um.
(B) zeigt die statistische Auswertung von 10 zufallig aufgenommenen Mikroskopausschnitten.

2.2.3 Kurzzeitige Perfusion des humanen Lebergewebes mit nicht-modifizierten
VP (45 Minuten)

In 2.2.2 wurde gezeigt, dass VPsqs im perfundierten humanen Lebergewebe initial
von Kupffer-Zellen aufgenommen werden. Im Folgenden sollte untersucht werden,
ob dieses Ergebnis auch mit nicht fluoreszenzmarkierten, nativen VP erhalten wird.
Hierzu wurde anstelle der fluoreszenzmarkierten VP Zellkulturiberstand von VP-
exprimierenden HepG2.2.15-Zellen zur Perfusion des Lebergewebes verwendet.
Nach 45-minutiger Perfusion wurde das Gewebe mit PBS gewaschen, fixiert und
anschliellend mittels Immunfluoreszenz- und Elektronenmikroskopie analysiert.
Abbildung 2.9 A zeigt einen Mikroskopausschnitt der Immunfluoreszenzanalyse, in
der die VP durch HBsAg- und die Kupffer-Zellen durch CD68-spezifische Antikorper
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markiert wurden. In Analogie zu 2.2.2 lassen sich VP lediglich in CD68-positiven
Zellen nachweisen. Um die Spezifitat der HBsAg-spezifischen Antikorper zu
uberprufen, wurde eine weitere Immunfluoreszenzanalyse durchgefuhrt, bei der ein
Gewebeschnitt mit Kaninchenserum, welches die polyklonalen Antikorper gegen das
HBsAg enthielt, und ein folgender Gewebeschnitt mit Kaninchenserum ohne HBsAg-
spezifische Antikorper inkubiert wurde. Abbildung 2.9 B zeigt jeweils einen
Mikroskopausschnitt der gleichen Gewebestelle zweier aufeinander folgender
Schnitte, wobei nur das mit HBsAg-spezifischen Antikdrpern behandelte Gewebe ein
in sinusoidalen Zellen detektierbares Fluoreszenzsignal zeigt.

Abbildungen 2.9 C und D zeigen die ultrastrukturelle Untersuchung des
Lebergewebes mittels Elektronenmikroskopie. In Abbildung 2.9 C erkennt man in der
Ubersicht eine Kupffer-Zelle mit charakteristisch langlichem Zellkern. Unterhalb der
Kupffer-Zelle befindet sich ein Hepatozyt mit typisch rundem Zellkern. In der
VergroRerung sieht man in der Kupffer-Zelle eine endosomale sowie eine kleinere,
vesikulare Struktur, die beide Virionen enthalten. Ein tubulares VP und eine rundliche
Struktur von der Grof3e eines TRL sind ebenfalls zu erkennen. In Abbildung 2.9 D ist
eine weitere Kupffer-Zelle und ein Hepatozyt zu sehen. Die VergroRerung zeigt ein
Endozytosevesikel, in welchem sich zwei rundliche Strukturen von der Grol3e eines
Virions angelagert an einer rundlichen Struktur von der Grofe eines Chylomikrons
befinden.
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Abbildung 2.9: Immunfluoreszenz- und Ultrastrukturanalyse des Lebergewebes nach 45-
minutiger Perfusion mit native VP-haltigem Medium

Humanes Lebergewebe wurde bei 37°C fiir 45 min mit Medium perfundiert, das den Uberstand von
HepG2.2.15-Zellen entsprechend einer Anzahl von 2,5 x 10" Virionen sowie 20% humanes Serum
enthielt. Danach wurde das Gewebe durch Perfusion mit PBS gewaschen und mit 4% PFA- (A+B)
oder 2,5% Glutharaldehyd- (C+D) haltigem Puffer fixiert. (A+B): Nach Anfertigung von
Gewebeschnitten wurden einzelne Schnitte zunachst mit CD68-spezifischen Antikérpern aus Maus
(A), HBsAg-spezifischen Antikérpern aus Kaninchen (A+B) bzw. unspezifischem Kaninchenserum (B)
und nachfolgend mit einem Alexa Fluor® 488-gekoppelten Sekundarantikérper Ziege-anti-Maus (A)
bzw. Alexa Fluor® 594-gekoppelten Sekundéarantikérper Ziege-anti-Kaninchen (A+B) inkubiert.
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AbschlieRend wurden die Gewebeschnitte mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. In
(A) sind die separaten Fluoreszenzkandle eines reprasentativen Mikroskopausschnittes sowie die
Uberlagerung der Kanéale dargestellt. In (B) sind die Fluoreszenzkanale der HBsAg-spezifischen bzw.
-unspezifischen Antikdrperfarbungen gezeigt. Die GroRenstandards entsprechen 10 ym. In (C+D) sind
zwei elektronenmikroskopische Aufnahmen der ultrastrukturellen Untersuchung dargestellt, wobei die
in den Ubersichten mit einem weien Rahmen markierten Ausschnitte rechts vergréRert gezeigt sind.
Pfeile zeigen auf Virionen, Pfeilspitze in (C) auf ein tubulares VP. KuZ: Kupffer-Zelle; Hep: Hepatozyt;
TRL: Triacylglycerid reiches Lipoprotein; CM: Chylomikron. Die GréRenstandards in den Ubersichten
entsprechen 1 uym, in den VergroRerungen 100 nm. Die elektronenmikroskopischen Analysen wurden
in Zusammenarbeit mit Frau Jennen erstellt.

Im Folgenden wurden die Ergebnisse des ex vivo Perfusionsmodells mit einem in

vivo-System verglichen. Hierzu wurden C57BL/6 Mause verwendet.

2.2.4 Injektion fluoreszenzmarkierter VP in Maus

VPsg4 bzw. VPgrc wurden intravends in eine Maus injiziert, nach 45 Minuten die
Leber durch Perfusion mit PBS gewaschen, fixiert und nach Anfertigung von
Gewebeschnitten mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Abbildung 2.10
zeigt zwei Mikroskopausschnitte, in denen die Kupffer-Zellen durch MHC II- (A) bzw.
F4/80- (B) spezifische Antikbrper markiert wurden (Austyn und Gordon, 1981; You et
al., 2008). Fluoreszenzsignale der VPsgs bzw. VPgirc lassen sich hier lediglich in
MHC IlI- bzw. F4/80-positiven Zellen nachweisen. Die Anreicherung der
fluoreszenzmarkierten VP in den Kupffer-Zell-Marker-positiven Bereichen ist sowohl
bei Aufnahme in der x-y-Ebene als auch bei x-z- bzw. y-z-Projektion einer z-
Stapelaufnahme erkennbar. Abbildung 2.10 C zeigt die statistische Auswertung von
zehn zufallig ausgewahlten Mikroskopausschnitten aus dem in (B) verwendeten
Gewebeschnitt, wobei nahezu alle Kupffer-Zellen (>99%), jedoch fast keine F4/80
negativen Leberzellen (<1%) positiv fur VPg1c sind.
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Abbildung 2.10: Immunfluoreszenzanalyse des murinen Lebergewebes nach Injektion von
VP594 bzw. VP|:|TC

200 pl PBS mit 2x10"" VPsg, (A) bzw. VPgrc (B) wurden i.v. in eine C57BL/6 Maus injiziert, nach 45
min die Leber durch Perfusion mit PBS gewaschen, mit 4% PFA-haltigem Puffer fixiert und nach
Anfertigung von Gewebeschnitten einzelne Schnitte zunachst mit MHC II- (A) bzw. F4/80- (B)
spezifischen Antikérpern und nachfolgend mit einem Alexa Fluor® 488- (A) bzw. Alexa Fluor® 594- (B)
gekoppelten Sekundarantikorper inkubiert. AbschlieRend wurden die Gewebeschnitte mittels
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Dargestellt sind die separaten Fluoreszenzkanale
reprasentativer Mikroskopausschnitte sowie die Uberlagerungen der Kanale. Zudem sind jeweils von
dem mit gelben Rahmen markierten Bereich eine x-z- und eine y-z-Projektion der Uberlagerten
Fluoreszenzkanale einer z-Stapel-Aufnahme gezeigt. Die GréRenstandards entsprechen 10 ym. (C)
zeigt die statistische Auswertung von 10 zuféllig aufgenommenen Mikroskopausschnitten mit F4/80-
markierten Kupffer-Zellen. Die Antikdrperfarbungen der Schnitte wurden von Dr. Mathias
Heikenwalder vorgenommen.

2.2.5 Injektion nicht-modifizierter VP in Maus
Zur Anreicherung nativer Virionen wurde die HBV-enthaltende Fraktion drei der
Saccharose-Dichtegradientenultrazentrifugation aus 2.1.1 mittels Ultrafiltration in
PBS umgepuffert. Alternativ. wurden identisch aufgereinigte Virionen aus
Zellkulturiberstand von HepG2.2.15-Zellen verwendet. Anschliefend wurden die
HBV-haltigen Losungen (2 x VP aus Plasma, 1 x VP aus HepG2.2.15-Zellen)
intravenos in jeweils eine Maus injiziert, nach 45 Minuten die Lebern durch Perfusion
mit PBS gewaschen und die CD11b-negativen Hepatozyten und die CD11b-positiven
Kupffer-Zellen isoliert (Do et al., 1999). Aus den aufgereinigten Zellen wurde die
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zellulare DNA und RNA isoliert und mittels quantitativer PCR (qPCR) die zu dem
Einzelkopie-Gen NID2 relative rcDNA-Konzentration bzw. nach cDNA-Synthese die
zu GAPDH relative Expression von Albumin als hepatozytenspezifischen Marker (Li
et al., 2005) und von CD11b als Marker fur Kupffer-Zellen (s.o.) bestimmt. Abbildung
2.11 zeigt die Ergebnisse der qPCR: Die HBV-rcDNA-spezifische gPCR ergibt eine
in den CD11b-positiven Zellen etwa 12-mal so hohe HBV-rcDNA-Konzentration
relativ. zu NID2 wie in den Hepatozyten (Abb. 2.11 A). Die CD11b- bzw.
albuminspezifische qPCR zeigt bei den CD11b-positiven Zellen eine deutliche
Expression von CD11b, jedoch eine nur geringe Albuminexpression relativ zu
GAPDH, wahrend bei den Hepatozyten eine deutliche Expression von Albumin und
nahezu keine Expression von CD11b relativ zu GAPDH detektierbar war (Abb. 2.11
B).
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Abbildung 2.11: RT-PCR-Analyse muriner Leberzellen nach der Injektion nativer VP

In drei Mause wurden i.v. je 1x10° Virionen (zweimal aufgereinigt aus Patientenplasma, einmal
aufgereinigt aus Zellkulturiiberstand von HepG2.2.15-Zellen), in 200 pl PBS geldst, injiziert. Nach 45
min wurde die Leber durch Perfusion mit PBS gewaschen und nach einer Zwei-Schritt
Collagenaseperfusion, Zentrifugationsschritten und Zellisolierung mittels CD11b-spezifischer
Antikérper CD11b-positive Zellen und CD11b-negative Hepatozyten isoliert. Anschlieend wurde die
zellulare DNA und RNA aufgereinigt und aus letzterer cDNA hergestellt. Die DNA wurde in einer
gqPCR mit HBV-rcDNA- und NID2-spezifischen Primern und die cDNA in einer g°PCR mit CD11b-,
Albumin- und GAPDH-spezifischen Primern analysiert. In (A) sind die Ergebnisse der HBV-rcDNA-
spezifischen qPCR der isolierten Leberzellen aus drei Mausen als relative Konzentrationen
normalisiert zu NID2 angegeben. In (B) sind die Ergebnisse der CD11b- bzw. albuminspezifischen
gPCR der isolierten Leberzellen aus einer Maus als relative Konzentrationen der Gene normalisiert zu
GAPDH angegeben. Ergebnisse sind Durchschnittswerte dreier Zellisolationen + SD in (A). rel.: relativ

2.2.6 Analyse der HBV-Lipoproteinassoziation in serum- und plasmahaltigen
Losungen

Die Ergebnisse der Elektronenmikroskopieuntersuchungen in 2.2.3 zeigen, dass
HBV moglicherweise wahrend der Zirkulation im serumhaltigen Perfusionsmedium

mit TRL assoziierte.
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Im Folgenden wurde zunachst untersucht, ob im Plasma von HBV-positiven
Patienten HBV geringer Dichte vorliegt bzw. in serumfreien Losungen aufgereinigter
Virionen nach Zugabe von humanem Serum gebildet wird. Aufgrund der geringen
Dichte der meisten Lipoproteine (vgl. Tab. 1), sollte ihre Assoziation mit HBV zu einer
Verringerung der Dichte fuhren, in der die Viren nach Ultrazentrifugation banden.
Patientenplasma wurde mittels einer Saccharose-Dichtegradientenultrazentrifugation
aufgetrennt, fraktioniert und mittels Refraktometrie die durchschnittlichen Dichten der
einzelnen Fraktionen bestimmt. Zusatzlich wurden die Fraktionen mittels HBV-
spezifischer DNA Dot-Blot-Analyse untersucht (Abb. 2.12 A). In Fraktionen hoherer
Dichte (Fr. 3 bis 6, insbesondere Fr. 3 mit 1,21 g/ml mittlerer Dichte), lassen sich die
hochsten Konzentrationen von HBV-DNA nachweisen (22,4 bis 7,8 ng/ml). In
Fraktionen geringerer Dichte (Fr. 17 bis 26) lasst sich (auch bei einem achtfach
hoheren Auftragsvolumens von 200 pl) nur in Fraktion 26 (<1,011 g/ml) HBV-DNA
detektieren (3,7 ng/ml). Zusatzlich wurde eine relative Quantifizierung der HBV-DNA-
Konzentrationen der einzelnen Fraktionen mittels HBV-DNA-spezifischer qPCR
vorgenommen (Abb. 2.12 C). Die hochste HBV-Konzentration ist in Fraktion drei
erkennbar, wahrend die Werte bis Fraktion acht konstant abnehmen und bis Fraktion
22 keine signifikante Veranderung detektierbar ist. Ab Fraktion 23 bis 26 hingegen
sind zwei aufeinander folgende, signifikante Erhohungen der HBV-DNA-
Konzentration mit Hochstwerten in Fraktion 24 und 26 erkennbar. Eine vergleichbare
Tendenz fur die Fraktionen 24 bis 26 1asst sich auch mit HBsAg-spezifischem ELISA
feststellen (Abb. 2.12 B).

Erklart man die mittels Dot-Blot- bzw. qPCR-Analyse detektierten, erhdhten HBV-
DNA-Konzentrationen in den Fraktionen geringer Dichte (Fr. 26, Dot Blot; Fr. 23, 24
und 26, qPCR) mit der Assoziation von dichteren Virionen mit weniger dichten
Lipoproteinen und vernachlassigt man naherungsweise die Konzentration der nicht
lipoproteinassoziierten Virionen in den Fraktionen 23, 24 und 26, so ergibt sich (nach
Aufsummierung der HBV-DNA geringerer Dichte und Division durch die Gesamt-
HBV-DNA des Gradienten) von allen im HBV-positiven Plasma befindlichen Virionen
ein Anteil der mit Lipoproteinen geringerer Dichte assoziierten Virionen von 7,5%
(Dot-Blot-Analyse) bzw. 11,4% (qPCR).

Nimmt man bei der Assoziation von Viren und Lipoproteinen eine
Oberflachenanlagerung und naherungsweise eine kugelsymmetrische Form beider
Komponenten an, so ergeben sich aus den gemessenen mittleren Dichten der HBV-
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positiven Fraktionen 23 bis 26 und einer angenommenen Lipoproteindichte
entsprechend der TRL von 0,96 bzw. 1,006 g/ml gemald der Formel in 4.2.1.3 (bei
mindestens einem assoziierten Virion pro Lipoprotein) Mindestdurchmesser der
assoziierten Lipoproteine zwischen 59,0 und 157,3 nm (s. Tab. 3).

In einem zweiten Ansatz wurden in PBS gelGoste aufgereinigte HBV nach
Prainkubation entweder ohne oder mit humanem Serum (30 min, 37°C, 10% finale
Serumkonzentration) mittels Saccharose-Dichtegradientenultrazentrifugation
aufgetrennt, fraktioniert, die durchschnittliche Dichten der einzelnen Fraktionen
refraktometrisch bestimmt und diese mittels HBV-spezifischer DNA Dot-Blot-Analyse
untersucht (Abb. 2.12 D). Die hochste HBV-Konzentration ist bei beiden Gradienten
in Fraktionen hoher Dichte (Fr. 1 und 2) erkennbar. Im Vergleich zu der nicht mit
humanem Serum prainkubierten Probe lasst sich mittels DNA Dot-Blot-Analyse
jedoch nur bei der mit Serum behandelten Probe HBV-DNA in der Fraktion geringster
Dichte (1,032 g/ml) detektieren. Das Verhaltnis der DNA-Menge in Fraktion 5 zur
Gesamtmenge an DNA betragt hier 4,6%.

Eine weitere Moglichkeit, die Assoziation von Viren mit ApoB-haltigen Lipoproteinen
im Blut von Patienten zu untersuchen ist die Analyse des Plasmas mittels eines
ApoBug/100- und HBsAg-spezifischen ELISA. Hierzu wurde der Boden von ELISA-
GefalRen mit ApoB- bzw. HNF3beta-spezifischen Antikdrper benetzt und nach
Inkubation mit dem Plasma HBV-positiver Patienten Peroxidase-gekoppelter HBsAg-
spezifischer Detektionsantikbrper zugegeben. Man erkennt, dass lediglich die mit
ApoB-spezifischen Antikorpern benetzten Gefalle mit steigender HBV-Konzentration
der Proben zunehmend positiv fur HBsAg wurden (Abb. 2.12 E).

Tabelle 3: Mindestdurchmesser der HBV-assoziierten Lipoproteine

Aus der jeweiligen Dichte der Fr. 23-26, des HBV (1,22 g/ml) und der TRL (0,96 g/ml fir
Chylomikronen bzw. 1,006 g/ml fur VLDL) wurde mittels der Formel in 4.2.1.3 der

Mindestdurchmesser der HBV-assoziierten Lipoproteine bestimmt. Dargestellt sind die Werte fir die
einzelnen Fraktionen 23-26.

Lipoproteindurchmesser | Lipoproteindurchmesser
(Dichte TRL: 0,96 g/ml) (Dichte TRL: 1,006 g/ml)
Fr. [nm] [nm]
23 59,0 85,1
24 63,2 104,6
25 67,2 145,8
26 67,8 157,3
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Abbildung 2.12: Untersuchung von HBV-Lipoproteinkomplexen in serum- bzw. plasmahaltigen
Lésungen

In (A-C) wurde das Plasma eines HBV-positiven Spenders auf einen Saccharose-Dichtegradienten
geschichtet, ultrazentrifugiert und fraktioniert. In (D) wurde die Fraktion 3 des Saccharose-
Dichtegradienten aus (A) mittels Ultrafiltration in PBS umgepuffert und nach 30-minutiger Inkubation
bei 37°C entweder ohne weitere Zugaben oder mit 10% humanem Serum (finale Konzentration) auf
einen weiteren Saccharose-Dichtegradienten geschichtet, ultrazentrifugiert und fraktioniert.
Anschlielfend wurde mittels Refraktometrie die durchschnittliche Dichte, und mittels HBV-spezifischer
DNA Dot-Blot-Analyse (A, D) bzw. qPCR (C) die HBV-rcDNA-Konzentration und mittels HBsAg-
spezifischem ELISA (B) der HBsAg-Gehalt einzelner Fraktionen bestimmt. Dargestellt ist der DNA
Dot-Blot der Fraktionen 1-8, 25+26 (je 25 pl Auftrag) bzw. 17-26 (je 200 ul Auftrag) eines

56



Ergebnisse

reprasentativen Dichtegradienten in (A) und aller Gradientenfraktionen (je 75 pl Auftrag der Fraktionen
1+2, und 700 pl Auftrag der Fraktionen 3-5) in (D). In (A) sind die aus den 25 pl Probenauftragen
bestimmten HBV-DNA-Konzentrationen unterhalb des Blots angegeben. Unterhalb der einzelnen
Fraktionen sind zudem fir jede (D) bzw. jede zweite (A) Fraktion deren mittlere Dichte dargestellt. In
(D) ist zusatzlich der HBV-DNA-Standard fur (A) und (D) gezeigt. Diagramm in (C) gibt die mittels
gPCR-bestimmten, zu Fraktion 3 relativen HBV-DNA-Konzentrationen aller Fraktionen und (B) die
Ergebnisse des HBsAg-ELISA der Fraktionen 24-26 an. In (E) wurden verschiedene Konzentrationen
des HBV-positiven Plasmas in mit ApoBsg00- bzw. HNF3beta- spezifischen Antikérpern (beide
polyklonal aus Ziege) benetzten ELISA-GefaRen inkubiert und nach mehrmaligem Waschen das
HBsAg mit Peroxidase gekoppelten HBsAg-spezifischen Antikérpern und Substrat quantifiziert.
Negativ gibt den Wert fur HBsAg-negativen ELISA-Probenpuffer an. Ergebnisse in (B, C) sind
Durchschnittswerte dreier bzw. in (E) vierer unabhangiger Replikate + SD. ***P<0,001. Fr.: Fraktion.

2.2.7 Pulse-Chase-Perfusion des humanen Lebergewebes (17h)

Die Untersuchungen des humanen Lebergewebes nach 45-minutiger Perfusion mit
VP ergaben, dass VPsqs und HBV initial von Kupffer-Zellen aus der Zirkulation
entzogen werden (vgl. 2.2.2, 2.2.3). Im folgenden sollte untersucht werden, ob bei
verlangerter Perfusion VP von den Kupffer-Zellen in die Hepatozyten
weitertransportiert werden. Um den VP-Transport zeitlich verfolgen zu kbnnen, wurde
die Perfusion im Sinne eines Pulse-Chase-Experimentes durchgefuhrt. Dazu wurde
zunachst analog zu 2.2.2 das Lebergewebe fur 45 Minuten mit VPsges-haltigem
Medium perfundiert (Pulse), anschlielfend mit VP-freiem Medium gewaschen und fur
weitere 16h mit VP-freiem Medium perfundiert (Chase). AbschlieRend wurde das
Gewebe erneut gewaschen, danach fixiet und nach Anfertigung von
Gewebeschnitten mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert. Abbildung 2.13 A
zeigt einen Mikroskopausschnitt, in dem die Kupffer-Zellen durch CD68-spezifische
Antikorper markiert wurden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen nach 45-minutiger
Perfusion lieBen sich VPsgs in grofem Umfang in CDG68-negativen Zellen
nachweisen, wahrend viele CDG8-positive Zellen keine oder nur eine geringe
Anreicherung von VPsgs zeigten (in der Abbildung durch Pfeile markiert). Die
vergroRerte Darstellung des im Mikroskopausschnitt markierten Bereiches zeigt
VP54 teilweise in einer CDG68-positiven Zelle, im grolen MalRe jedoch in
umliegenden CD68-negativen Zellen lokalisiert. Hier markieren Pfeilspitzen entlang
der aulleren Zellbegrenzung und gestrichelte Pfeile von der Zellperipherie ins
Zellinnere verlaufende VPsgs-positive Strukturen. Die statistische Auswertung von
zehn zufallig ausgewahlten Mikroskopausschnitten ergab, dass ungefahr 50% der
CD68-positiven und 40% der CD68-negativen Zellen positiv fur VPsg4 sind (Abb. 2.13
D). Es lielen sich auch wenige Bereiche finden, in denen (vergleichbar mit den

57



Ergebnisse

Ergebnissen fur 45-minutige Perfusion) alle Kupffer-Zellen positiv waren, jedoch die
CD68-negativen Zellen keine Anhaufung von VPsg4 zeigten (Abb. 2.13 B).

Im Folgenden wurde untersucht, ob es sich bei den CD68-negativen, VPsgs-positiven
Zellen um Hepatozyten handelte. Abbildung 2.13 C zeigt einen Mikroskopausschnitt,
in dem ein Hepatozyt durch HepPar1-spezifische Antikdrper markiert wurde. Sowohl
bei Aufnahme in der x-y-Ebene als auch bei y-z-Projektion einer z-Stapelaufnahme
ist eine Anreicherung von VPsg4 innerhalb HepPar1-positiver Bereiche erkennbar. Die
statistische Auswertung von zehn zufallig ausgewahlten Mikroskopausschnitten
ergab, dass nach 16h knapp 40% der Hepatozyten positiv fur VPsg4 sind (Abb. 2.13
D).

Wurden analog 2.2.4 VPsg4 intravends in eine Maus injiziert, das Lebergewebe nach
18h fixiert und nach Anfertigung von Gewebeschnitten mittels Fluoreszenz-
mikroskopie analysiert, konnten im Gegensatz zum humanen Gewebe keine VPsg4
detektiert werden (Abb. 2.13 E).
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Abbildung 2.13: Immunfluoreszenzanalyse des Lebergewebes nach 45-miniitiger Perfusion mit
VPsg4-haltigem Medium gefolgt von 16h Perfusion mit VP-freiem Medium

Humanes Lebergewebe wurde fiir 45 min mit 5x10'* VPses- und 50% humanem Serum- enthaltendem
Medium bei 37°C perfundiert. Danach wurde das Gewebe durch Perfusion mit VPsgs-freiem Medium
gewaschen und fir weitere 16h mit serumhaltigem, jedoch VPsgs-freiem Medium perfundiert. Nach
erneutem Waschen wurde das Gewebe mit 4% PFA-haltigem Puffer fixiert und nach Anfertigung von
Gewebeschnitten einzelne Schnitte zunachst mit CD68- (A, B) bzw. HepPar1- (C) spezifischen
Antikérpern aus Maus und nachfolgend mit einem Alexa Fluor® 647-gekoppelten Sekundarantikérper
Ziege-anti-Maus inkubiert. AbschlieRend wurden die Gewebeschnitte mittels konfokaler
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Laserscanning-Mikroskopie analysiert. In (A-C) sind die separaten Fluoreszenzkanéale reprasentativer
Mikroskopausschnitte sowie die Uberlagerungen der Kanale, in denen zusétzlich die
Zellkernfarbungen mit DAPI gezeigt sind, dargestellt. Zur besseren Kontrastdarstellung ist die DAPI-
Farbung in dem vergréRerten Ausschnitt des in der Uberlagerung markierten Bereiches in (A) in Weily
abgebildet. In (C) ist zusatzlich die x-z-Projektion der einzelnen und der uberlagerten
Fluoreszenzkanadle (mit DAPI) einer z-Stapel-Aufnahme dargestellt. Die GréRenstandards
entsprechen 10 um. (D) zeigt die statistische Auswertung von 10 =zuféllig aufgenommenen
Mikroskopausschnitten. In (E) ist ein reprasentativer Mikroskopausschnitt eines mittels konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie analysierten murinen Lebergewebes gezeigt, welches 18h nach Injektion
von 2x10"" VPse4 i.v. in eine C57BL/6 Maus (vgl. 2.2.4) mit 4% PFA-haltigem Puffer fixiert worden war.
Dargestellt ist der Fluoreszenzkanal fiir Alexa Fluor® 594 sowie fiir FITC als Kontrolle.

2.2.8 HBV-Trans-Infektion von PHH durch Kupffer-Zellen in vitro
Im Folgenden sollte in Mischkulturen von humanen Hepatozyten und Kupffer-Zellen
Uberpruft werden, ob die initiale Aufnahme von HBV in die Kupffer-Zellen zu einer
produktiven Infektion der Wirtszelle fuhrt. Hierzu wurden Kupffer-Zellen nach einem
in Zusammenarbeit mit Mathias Broxtermann entwickelten Protokoll (verwendet in:
(Ebert et al., 2011; Hosel et al., 2011)) isoliert und fur 6h mit HBV-haltigem Medium
bei entweder 4° oder 37°C inkubiert. Nach intensivem Waschen wurden die PHH zu
den Zellen ausgesat und verschiedene Infektionsmarker Uber einen Zeitraum von 12
Tagen gemessen. Als Kontrolle dienten einzelne mit HBV bei 37°C inkubierten
Kupffer-Zell-Kulturen, zu denen keine PHH ausgesat worden waren. Abbildung 2.14
A zeigt zwei Phasenkontrastaufnahmen der Mischkulturen und eine der reinen
Kupffer-Zell-Kulturen. Die Pfeile in den Mischkulturen zeigen auf einzelne Kupffer-
Zellen, wahrend die Pfeilspitzen Beispiele fur PHH markieren. In Abbildung 2.14 B ist
die Nahaufnahme einer Kupffer-Zelle zu sehen (s. Pfeil) die von PHH umgeben ist.
Im Gegensatz zu den PHH zeigt die Kupffer-Zelle eine deutliche Aufnahme von
Alexa Fluor® 488-markiertem acLDL. Auffallig ist eine ungefahr 10 pm lange
interzellulare Verbindung zwischen Kupffer-Zelle und Hepatozyt (s. Pfeilspitze). In
Abbildung 2.14 C und D sind die Ergebnisse der HBeAg- und HBsAg-Messungen
eines reprasentativen Experimentes und die gemittelten, relativen Werte der
zellularen cccDNA-Konzentrationen zweier Experimente dargestellt. Man erkennt,
dass nur bei der Mischkultur mit Kupffer-Zellen, die bei 37°C mit HBV-haltigem
Medium inkubiert worden waren, es zu einem deutlichen Anstieg von HBeAg bzw.
HBsAg bis zu Tag 12 kommt. Die durchschnittiche cccDNA-Konzentrationen der
Mischkulturen, deren Kupffer-Zellen bei 37°C mit HBV inkubiert worden waren,
betragt an Tag 12 ungefahr das Dreifache der Mischkulturen, deren Kupffer-Zellen
bei 4°C mit HBV inkubiert worden waren. Reine Kupffer-Zell-Kulturen konnten nicht
mit HBV infiziert werden (Abb. 2.14 D). Demnach werden die bei 37°C in die Kupffer-
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Zellen aufgenommenen HBV an die Hepatozyten weitergegeben und infizieren diese

produktiv.
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Abbildung 2.14: Trans-Infektion von PHH durch Kupffer-Zellen mit HBV in vitro
PHH und humane Kupffer-Zellen wurden nach einer Zwei-Schritt Collagenaseperfusion des
Lebergewebes mit anschlieRenden Zentrifugationsschritten und Adhérenz isoliert und die Kupffer-
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Zellen bei 4° bzw. 37°C fur 6h mit HBV-haltigem Medium (1x108/ml) inkubiert. Nach funfmaligem
Waschen wurden PHH zu einzelnen Kupffer-Zell-Kulturen geséat und die Mischkulturen und reinen
Kupffer-Zell-Kulturen fir 12 Tage kultiviert. In (A) sind zwei Phasenkontrastaufnahmen der
Mischkulturen gezeigt, deren Kupffer-Zellen bei 4°C bzw. bei 37°C mit HBV-haltigem Medium inkubiert
wurden und einer reinen Kupffer-Zell-Kultur ohne PHH, die ebenfalls bei 37°C mit HBV-haltigem
Medium kultiviert wurde. (B) zeigt den Bildausschnitt einer Mischkultur nach 6h Inkubation mit 4 pg/ml
Alexa  Fluor® 488-gekoppelten acLDL. Dargestellt sind eine Fluoreszenz- und eine
Phasenkontrastaufnahme sowie die Uberlagerungen beider Bilder. Pfeile zeigen auf einzelne Kupffer-
Zellen (A, B) und Pfeilspitze(n) markieren beispielhaft PHH (A) bzw. eine Interzellularverbindung in
(B). GréRenstandard in (A) entspricht 100 um und 10 ym in (B). (C, D) zeigen die Ergebnisse des
HBsAg- bzw. HBeAg-spezifischen MEIA der Zellkulturiibersténde eines reprasentativen Experimentes
mit 4 unabhangigen Replikaten an Tag 4, 8 (C) und 12 (C, D) der Misch- (C) bzw. der reinen Kupffer-
Zell-Kulturen (D). In (C) sind zuséatzlich aus zwei Experimenten mit jeweils 3 unabhangigen Replikaten
die mittels qPCR ermittelten relativen cccDNA-Konzentrationen normalisiert zur mitochondrialen DNA
dargestellt. Werte sind + SD bzw. + SEM (qPCR), ***P<0,001, **p<0,01. Der Versuch wurde in
Zusammenarbeit mit Xiaoming Cheng durchgefuhrt. rel.: relativ; Hep: Hepatozyt; KuZ: Kupffer-Zellen

2.3 Charakterisierung des HBV-Transportmechanismus in Kupffer-
Zellen

Die in 2.1 durchgefuhrten Lebergewebsperfusions-Experimente mit VP ergaben eine
initiale Rolle der Kupffer-Zellen beim Erreichen der Wirtszelle durch HBV. Darauf
aufbauend sollte in kultivierten Makrophagen der Transportmechanismus untersucht
werden, der nach Aufnahme in die Kupffer-Zellen die Weitergabe der VP in die
Hepatozyten vermittelt. Hierbei wurde ein Vergleich zum intrazellularen Transport der
aus den endozytierten Lipoproteinen stammenden freien Cholesterole

vorgenommen.

2.3.1 Charakterisierung der VPsgs-enthaltenden Kompartimente

Zunachst sollte untersucht werden, ob die VP in Kupffer-Zellen in Kompartimenten
konzentrieren, die eine Rezirkulierung ihnrer Komponenten vermitteln. Dies ist z.B. fur
Transferrin beschrieben (Maxfield und McGraw, 2004; Mellman, 1996). Hierzu
wurden primare Kupffer-Zellen fur 1h mit Medium inkubiert, dem VPsg4- und FITC-
gekoppeltes Transferrin zugegeben waren. AnschlieBend wurden die Zellen
gewaschen, fur 1h mit VP- und Transferrin-freiem Medium kultiviert und fixiert.
Danach wurden die Kulturen mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert.
Wie in Abbildung 2.15 A dargestellt, kolokalisieren die Fluoreszenzsignale der VPsg4
mit denen des Transferringrc.

AnschlieBRend wurden die Kompartimente, in denen die VP in Kupffer-Zellen
akkumulierten, auf gemeinsame Charakteristika mit den Kompartimenten, in denen

aus Lipoproteinen stammende freie Cholesterole konzentrieren, untersucht.
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In einem ersten Versuch wurde die Lokalisation der VPsgs mit der aus TRL-
stammenden Nitrobenzoxadiazole (NBD)-markierten Cholesterolen in Kupffer-Zellen
verglichen. Hierzu wurden aufgereinigte TRL mit NBD-gekoppelten freien
Cholesterolen beladen und zusammen mit VPsg4 in serumhaltigem Medium fur 1h auf
isolierte Kupffer-Zellen gegeben. AnschlieRend wurden die Zellen gewaschen, 2h mit
Medium ohne VPsgs bzw. NBD-Cholesterolen beladenen TRL kultiviert, fixiert und
mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Wie in Abbildung 2.15 B
dargestellt, kolokalisieren die Fluoreszenzsignale der NBD-Cholesterole mit denen
der VPs94 sowohl in perinuklearen Bereichen (s. Pfeile, vergroRerter Ausschnitt) als
auch in der Peripherie (s. Pfeilspitze, Ubersicht).

Freie Cholesterole endozytierter Lipoproteine akkumulieren in Kompartimenten, in
die aus HDL stammendes ApoA1 nach zellularer Lipoproteinaufnahme transportiert
wird (Heeren et al., 2003). In kultivierten humanen Kupffer-Zellen wurde untersucht,
ob in Gegenwart von humanem Serum VPsg-haltige Kompartimente positiv fur
ApoA1 sind und im serumfreien Medium die Proteinkomponenten der HDL in diese
hinein transportiert werden. Isolierte Kupffer-Zellen wurden 1h mit VPsg4-haltigem
Medium inkubiert, dem entweder humanes Serum oder keine weiteren Zusatze
beigefugt waren. Die mit Serum inkubierten Zellen wurden anschlief3end fixiert und
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert (Abb. 2.15 C), wahrend die Zellen in
serumfreiem Medium vorher gewaschen und 1h mit HDL, deren Proteine mit dem
Fluorophor Alexa Fluor® 488 gekoppelt worden waren, inkubiert wurden (Abb. 2.15
D). Abbildung 2.15 C zeigt einen Mikroskopausschnitt, in dem ApoA1 durch
spezifische Antikorper markiert wurde. Man erkennt, dass die Fluoreszenzsignale der
VPsg94 mit denen der ApoA1-Markierung kolokalisieren (s. Pfeile). In dem in Abbildung
2.15 D dargestellten Mikroskopausschnitt kolokalisieren einige der Fluoreszenz-
signale der VPsgs und HDL4sgs (s. Pfeile).
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Abbildung 2.15: Charakterisierung der VPsys-positiven Kompartimente in Kupffer-Zellen

(A-C) Humane Kupffer-Zellen wurden mit VPsgs- haltigem Medium (1x10”/m|), ohne (A, D) oder mit
(B, C) humanem Serum versetzt, fir 1h bei 37°C inkubiert. In (A) waren dem Medium zuséatzlich 10
pg/ml Transferringrc- und in (B) zusatzlich 1 ug/ml mit NBD-Cholesterolen beladene TRL beigefluigt.
AnschlielRend wurden die Zellen gewaschen und entweder mit 4% PFA-haltigem Puffer fixiert (C) oder
vor Fixierung fur 2h mit serumhaltigen (B) oder 1h mit serumfreien (A, + 2 pg/ml HDLy4gg in D) Medium
inkubiert. Zellen in (C) wurden mit ApoA1-spezifischen Antikbrpern aus Kaninchen gefolgt von einem
Alexa Fluor® 488-gekoppelten Sekundarantikdrper Ziege-anti-Kaninchen inkubiert. Schliellich wurden
die Zellen mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Dargestellt sind die separaten
Fluoreszenzkanale reprasentativer Mikroskopausschnitte sowie die Uberlagerungen der Kanéle, in
denen zusatzlich (in (A) nur Ausschnitt) die Zellkernfarbung mit DAPI gezeigt ist. Der in der
Uberlagerung mit weiRem Rahmen markierte Bereich in (A-C) ist unter den Mikroskopausschnitten
vergroRert dargestellt. Pfeile zeigen auf kolokalisierende Fluoreszenzsignale. Die Grofenstandards
entsprechen 10 pym.

Zur weiteren Charakterisierung der zellularen Kompartimente in denen HBV in
Makrophagen akkumuliert, wurden Versuche in aus primaren humanen Monozyten
differenzierten Makrophagen durchgefunhrt.

Es ist bekannt, dass freie Cholesterole endozytierter LDL in NPC1-positiven
Kompartimenten konzentrieren (Sugii et al., 2003; Wojtanik und Liscum, 2003). Um
die Lokalisation der VP in NPC1- und freie Cholesterole-positiven Kompartimenten
zu prufen, wurden Makrophagen zunachst mittels 24-stundiger Kultivierung mit
acLDL-haltigem Medium lipoproteinbeladen und anschliellend fur 2h mit VPsg4-
haltigem Medium inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fur 4h mit acLDL-
haltigem, VPsgs-freiem Medium kultiviert, fixiert und NPC1 mit spezifischen
Antikorpern und freie Cholesterole mit Filipin markiert. Danach wurde die Lokalisation
der VPsgs- und der NPC1- bzw. freien Cholesterole enthaltenden Kompartimente
mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Abbildungen 2.16 A und B zeigen zwei
Mikroskopausschnitte  einer  (Immun-)Fluoreszenzanalyse. Der in den
Mikroskopausschnitten markierte Bereich ist vergrofRert dargestellt. Man erkennt,
dass die Fluoreszenzsignale der VPsgs- und der NPC1- bzw. der Filipin-Markierung
kolokalisieren (s. Pfeile).
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Abbildung 2.16: Charakterisierung der VPsy-positiven Kompartimente in aus Monozyten
differenzierten Makrophagen

Humane aus Monozyten differenzierte Makrophagen wurden 24h mit 50 pg/ml acLDL- und
anschlieBend fir 2h mit VPsgs-haltigem Medium (1x10”/ml) inkubiert. Nach intensivem Waschen
wurde fir weitere 4h mit acLDL-haltigem Medium inkubiert und anschlieffend mit 4% PFA-haltigem
Puffer fixiert. Zellen wurden mit NPC1-spezifischen Antikérpern aus Maus gefolgt von einem Alexa
Fluor® 488-gekoppelten Sekundarantikdrper Ziege-anti-Maus (A) oder mit Filipin (B) inkubiert.
SchlieBlich wurden die Zellen mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Dargestellt
sind die separaten Fluoreszenzkandle reprasentativer Mikroskopausschnitte sowie die
Uberlagerungen der Kanale, in denen zusatzlich in (A) die Zellkernfarbung mit DAPI gezeigt ist. Die in
den Uberlagerungen mit weiRem Rahmen markierten Bereiche sind unter den Mikroskopausschnitten
vergroBert dargestellt. Pfeile zeigen auf Beispiele kolokalisierender Fluoreszenzsignale. Die
GroRenstandards entsprechen 10 pm. Die Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Xiaoming Cheng
durchgefiihrt.

2.3.2 Effekt von U18666a auf den Transport freier Cholesterole und VPsy4 in
Makrophagen

U18666a bewirkt in Zellen, inklusive Makrophagen, eine Akkumulierung von freien
Cholesterolen endozytierter Lipoproteine in perinukledaren Kompartimenten (Delton-
Vandenbroucke et al., 2007; Ko et al., 2001; Liscum und Faust, 1989). Im folgenden

66



Ergebnisse

Pulse-Chase-Experiment sollte der Effekt von U18666a auf die Verteilung von freien
Cholesterolen und VPsg4 in Makrophagen untersucht werden.

Aus humanen Monozyten differenzierte Makrophagen wurden entweder mit oder
ohne U18666a fur 24h mit acLDL-haltigem Medium Lipoprotein beladen und
anschlielend fur 2h mit VPsg4-haltigem Medium, mit oder ohne U18666a versetzt,
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fur 16h mit acLDL-haltigem und VPsgs-
freiem Medium, mit oder ohne U18666a versetzt, kultiviert, fixiert und die zellulare
Verteilung der VPsg4 und der freien Cholesterole analysiert. Hierzu wurden die freien
Cholesterole mit Filipin fluoreszenzmarkiert und die mittlere perinukleare und
periphere Fluoreszenzintensitat der VPsg4 und des Filipins, wie in Abbildung 2.17 A
dargestellt, bestimmt. Da die mittlere Fluoreszenzintensitat multipliziert mit der
Flache proportional zu der Anzahl der jeweiligen Fluorophore und damit der VPsg4
bzw. Cholesterole in dieser Flache ist, gibt der Quotient aus perinuklearer und
peripherer Fluoreszenzintensitat, die mit der jeweiligen Flache multipliziert wurde,
das Verhaltnis aus perinuklearer zu peripherer Anzahl der VPs94 bzw. Cholesterole
wieder. Abbildung 2.17 B zeigt die statistische Auswertung des Experimentes.
U18666a bewirkt sowohl bei Filipin als auch bei VPsg4 eine Erhohung der aus der
Multiplikation von perinukledrer Fluoreszenzintensitat und Flache erhaltenden
Werten verglichen zu den fur die Peripherie ermittelten Werte. Demnach fuhrt die
Behandlung der Makrophagen mit U18666a zu einer signifikanten perinuklearen

Konzentrierung von VPsg4 und freien Cholesterolen.
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Abbildung 2.17: Effekt von U18666a auf die freie Cholesterole- und VPsgs-Verteilung in
Makrophagen

Humane, aus Monozyten differenzierte Makrophagen wurden 24h mit 50 pg/ml acLDL-haltigem
Medium, mit oder ohne 5 yM U18666a versetzt kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen
und fur 2h mit VPsgs- haltigem Medium (1x10 VP, mit oder ohne U18666a) inkubiert. Nach erneutem
Waschen wurde fir weitere 16h mit acLDL-haltigem und VPsgs-freiem Medium (mit oder ohne
U18666a) kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen gewaschen, mit 4% PFA-haltigem Puffer fixiert
und mit Filipin inkubiert. AbschlieRend wurden die Zellen mittels konfokaler Laserscanning-
Mikroskopie analysiert und die perinukledren und peripheren Begrenzungen, wie in (A) am Beispiel
einer mit U18666a behandelten Zelle dargestellt, festgelegt: Der innere Kreis zeigt die Begrenzung fir
den perinukledren, der duere Kreis die Begrenzung fir den peripheren Bereich an. In (B) sind die
durchschnittlichen Werte fir die perinuklearen und peripheren Fluoreszenzintensitaten multipliziert mit
der jeweiligen Flache von 42 analysierten Zellen aus einem reprasentativen Versuch gezeigt.
***P<0,001; I: Intensitét; A: Flache. Der Versuch mit Auswertung wurde in Zusammenarbeit mit
Xiaoming Cheng durchgefihrt.

2.3.3 Analyse der Cholesterol- und HBV-Resekretion aus Makrophagen

Serum bzw. Serumbestandteile wie ApoA1 und HDL induzieren in Makrophagen den
Efflux von freien Cholesterolen endozytierter Lipoproteine (Wang und Tall, 2003;
Yancey et al., 2003). In den folgenden Pulse-Chase-Experimenten sollte untersucht
werden, ob HBV, nach Aufnahme in Makrophagen, resezerniert wird und dieser
Prozess durch Zugabe von humanem Serum bzw. ApoA1-haltigen

Serumbestandteilen induziert werden kann.
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Aus humanen Monozyten differenzierte Makrophagen wurden 3h mit Medium,
welches mit konzentriertem Uberstand von HBV-exprimierenden HepG2.2.15 Zellen
versetzt worden war, inkubiert und anschlieRend fur 16h mit HBV-negativem Medium
kultiviert, welches entweder keine weiteren Zugaben, humanes Serum oder HDL
enthielt. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und mittels HBsAg-
spezifischem ELISA der Gehalt an HBV-Oberflachenproteinen quantifiziert (Abb.
218 A). Es lassen sich in mit HDL bzw. humanem Serum versetztem Medium
hohere Mengen von HBsAg detektieren als im Medium ohne weitere Zusatze, wobei
der HBsAg-Gehalt in mit humanem Serum gegenuber mit HDL versetztem Medium
hoher war.

THP-1-Makrophagen wurden analog zu den Makrophagen zuvor behandelt, wobei
zusatzlich in einem weiteren Experiment mit ApoA1-haltigem Medium fur 16h
inkubiert wurde. Neben dem HBsAg-Gehalt mittels ELISA wurde mittels gPCR die
HBV-rcDNA-Konzentration von HDL-haltigem oder keine Zusatze enthaltendem
Medium quantifiziert. Die Ergebnisse der HBsAg-ELISA-Untersuchung sind in
Abbildung 2.18 B dargestellt. Man erkennt in dem ersten Experiment (Diagramm
oben links), dass steigende Konzentration von HDL einen Anstieg von HBsAg im
Medium bewirkten, wobei bei Inkubation mit humanem Serum versetzten Medium
gegenuber HDL eine weitere Erhohung erreicht wurde. In dem zweiten Experiment
(Diagramm oben rechts) Iasst sich ebenfalls eine deutlich gesteigerte HBsAg-Menge
in dem mit Serum versetzten Medium ausmachen, wobei (ahnlich zu HDL) ApoA1
eine geringere Erhohung bewirkt. Abbildung 2.18 B zeigt zusatzlich das Ergebnis der
gPCR eines weiteren Experimentes. Vergleichbar zu den ELISA-Ergebnissen ist bei
Inkubation des Mediums mit HDL ein deutlicher Anstieg der HBV-DNA-Konzentration
detektierbar.

In einem weiteren Pulse-Chase-Versuch sollte untersucht werden, ob die
Resekretion von HBV mit dem Efflux von freien Cholesterolen endozytierter
Lipoproteine assoziiert ist. Hierzu wurde der Versuch mit THP-Makrophagen
entsprechend dem vorhergehenden Protokoll durchgefuhrt, jedoch zu dem HBV-
haltigen Pulse-Medium *H-Cholesterole-beladene TRL gegeben. Nach dem Chase
wurde mittels ELISA der HBsAg-Gehalt und mittels Flussigszintillationszahlung die
Tritiumaktivitit pro Volumen Medium bestimmt, wobei letzteres als MaR fiir die *H-
Cholesterolkonzentration im Medium genommen wurde (Abb. 2.18 C). Man erkennt,
dass bei Chase-Inkubation mit humanem Serum sowohl der HBsAg- als auch der *H-
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Cholesterolgehalt im Medium deutlich erhoht sind. Wie fur die serumhaltigen Proben
dargestellt, korrelieren auch die einzelnen Werte fiir HBsAg- und *H-Cholesterole.

1,27 = 0.8 ke
. W w/o ) T
1,11 * [ HDL 100 pg/ml
[ Serum )
g 1,01
=) ,
0,7 —1 . p—
- HBV - HBV
C 157 B w/o
— [ HDL 100 pg/ml
20,62 - :'BSAQ 35107 ApoA1 "
0,37 = 4218 -30 [ °H-Cholesterol o -g_ =3 Serum
0,2080,017 —_ 7 X
8% T8 057
- 0,21 L20 E g =
8 28 0-
0,11 H -10 53
0 0

- w/o Serum

Abbildung 2.18: Resekretion der VP und der aus Lipoproteinen stammenden Cholesterole aus
Makrophagen

Aus Monozyten differenzierte Makrophagen (A) und THP-Makrophagen (B, C) wurden 3h mit Medium
bei 37°C inkubiert, welches mit konzentriertem Uberstand von HepG2.2.15-Zellen entsprechend einer
Konzentration von 1x10° Virionen/ml versetzt worden war (zuzuglich 1 pg/ml *H-Cholesterol-TRL in
(C)). Nach intensivem Waschen wurden die Zellen fur 16h in HBV-negativem Medium kultiviert, dem
entweder nichts (w/o), 100 pg/ml (A, B) bzw. 200 yg/ml HDL (B), 25 ug/ml ApoA1 (B) oder 10%
humanes Serum (A-C) beigefligt worden war. Es sind die Ergebnisse der HBsAg-ELISA sowie in (B)
zusatzlich die mittels HBV-rcDNA-spezifischer qPCR bestimmten HBV-DNA-Konzentrationen der
Zellkulturiberstande nach 16h Chase-Phase gezeigt. In (C) sind zudem die Ergebnisse der mittels
Flussigszintillationszahlung ermittelten Tritiumaktivitdten/ml dargestellt wobei die Werte der serum-
haltigen Proben einzeln gezeigt und die Mittelwerte + SD Uber den Balken angegeben sind. (-) gibt
den Wert von VP-freiem Medium an (A-C). Ergebnisse entsprechen mittleren Werten + SD jeweils drei
(A) bzw. vier (B+C) unabhangiger Replikate eines reprasentativen Experimentes. *P<0,05, **p<0,01,
***n<0,001. Versuche in (A, C) wurden in Zusammenarbeit mit Xiaoming Cheng durchgefiihrt.

2.4 Untersuchung des Transportes von VP59, und neutralen Lipiden
aus Kupffer-Zellen in die Hepatozyten im humanen Lebergewebe

In 2.3 konnte zum einen gezeigt werden, dass VPsg4 innerhalb von Makrophagen in
den gleichen Kompartimenten lokalisieren wie die nach Hydrolyse der Lipoprotein-
CE freigesetzten freien Cholesterole und zum anderen, dass der zellulare Transport
der VP mit dem Transport der freien Cholesterole assoziiert ist. Im Folgenden sollte
anhand von Gewebeschnitten des in 2.2.7 perfundierten Lebergewebes untersucht
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werden, ob HBV in vivo den Transportweg der hydrophoben Hydrolysate neutraler
Lipide von den Lebermakrophagen zu den und mdglicherweise auch in die
Hepatozyten nutzt.

BODIPY 493.503 ist ein unpolares Derivat des Fluorophors BODIPY und besitzt unter
den lipidfarbenden Fluoreszenzfarbstoffen die hochste Spezifitat fur neutrale Lipide
und deren hydrophoben Hydrolysate und lasst sich zudem gut mit konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie analysieren (Rudolf und Curcio, 2009). Um die
Verteilung dieser Lipide in dem perfundierten Lebergewebe zu untersuchen, wurden
die Gewebeschnitte mit BODIPY493.503 inkubiert und das Gewebe mittels
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Im Gegensatz zu den Hepatozyten zeigen die
sinusoidalen Kupffer-Zellen eine den ganzen Zellkorper ausfullende starke
Anfarbung mit BODIPY 493.503 (S. Abb. 2.19 A, B). Die Zellmembranen der in direkter
Nahe zu den Kupffer-Zellen liegenden Hepatozyten in der Abbildung 2.19 A (s.
Pfeilspitzen) sind im Gegensatz zu denen der weiter von den Kupffer-Zellen entfernt
liegenden Zellen (s. beispielhaft Pfeil) ebenfalls stark positiv fur BODIPY 493.503. Im
Sinus zwischen einer Kupffer-Zelle und der verstarkt mit BODIPY 493.503 markierten
Hepatozyten-Zellmembran sind langlich angeordnete, punktformige BODIPY 493-503-
Fluoreszenzsignale erkennbar (s. gestrichelten Pfeil). Auch in Abbildung 2.19 B sind
ebenfalls an eine Kupffer-Zelle angrenzende starker BODIPYg93.503- angefarbte
Hepatozyten-Plasmamembranen erkennbar, die sich weiter entlang mehrerer
Hepatozyten verzweigen (s. Pfeilspitzen). Fluoreszenzsignale der VPsgs sind
ausschlieRBlich entweder in den stark BODIPY 493.503-positiven Kupffer-Zellen oder
entlang angrenzender, stark mit BODIPYg3503-gefarbten  Hepatozyten-
Plasmamembranen detektierbar (s. Abb. 2.19 A, B).

71



Ergebnisse
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Abbildung 2.19: Vergleich der Transportwege von VP59, und neutralen Lipiden von den Kupffer-
Zellen zu den Hepatozyten im ex vivo perfundierten humanen Lebergewebe

Fixierte Gewebeschnitte des in 2.2.7 mit VPsgs ex vivo perfundierten Lebergewebes wurden mit
BODIPY 493.503 inkubiert und anschlieBend mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. In
(A, B) sind die separaten Fluoreszenzkanale eines reprasentativen Mikroskopausschnittes dargestellt
sowie die Uberlagerungen der Kandle, in denen zusétzlich die Zellkernfarbung mit DAPI gezeigt ist.
Pfeile in (B) zeigen auf in Hepatozyten-Plasmamembranen lokalisierte VPsg4, Pfeile in (A) zeigen auf
nur gering und Pfeilspitzen in (A, B) auf stark mit BODIPY 93503 angefarbte Zellmembranen der
Hepatozyten. In (A) weist der gestrichelte Pfeil auf eine gepunktete, langlich angeordnete
BODIPY 493.503-positive Struktur hin, die von einer Kupffer-Zelle zu einer stark mit BODIPY493.503
markierten Hepatozyten-Zellmembran verlauft. Der mit x bezeichnete Bereich markiert den Sinus. Der
Grolenstandard entspricht 10 um. BODIPY: BODIPY 493.503; Hep: Hepatozyt; KuZ: Kupffer-Zelle.

AnschlieBend wurde das Lebergewebe auf BODIPY 493.503-positive Strukturen
innerhalb der Hepatozyten untersucht und diese mit der Lokalisation von
intrazellularen VPsg4 verglichen. In Abbildung 2.20 A und B erkennt man innerhalb
der Hepatozyten und in der Nahe der Zellmembran VPsgq-Fluoreszenzsignale, die
sich ausschliellich innerhalb BODIPY 493.503-positiver, von der Zellmembran in das
Zytosol verlaufender Strukturen befinden (s. Pfeilspitzen). Zur deutlicheren
Darstellung dieses Befundes sind einzelne VergroRerungen und verschiedene z-

Ebenen dargestellt.
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+ BODIPY +

Abbildung 2.20: Vergleich der Transportwege von VPsy, und neutralen Lipiden in die
Hepatozyten

Fixierte Gewebeschnitte des in 2.2.7 mit VPsgs ex vivo perfundierten Lebergewebes wurden mit
BODIPY 493.503 inkubiert und anschlieBend mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. In
(A, B) sind die Uberlagerten Fluoreszenzkanale zuziglich der Zellkernfarbung mit DAPI zweier
reprasentativer Mikroskopausschnitte dargestellt, bei denen die mit weilem Rahmen markierten
Bereiche seitlich zusammen mit den separaten Fluoreszenzkanalen in verschiedenen z-Ebenen
vergroRert wiedergebeben sind (1+2 in (A) bzw. 1-3 in (B)). Pfeilspitzen zeigen auf intrazellulare, von
der Plasmamembran ins Zytosol verlaufende BODIPY 493.503-positive Strukturen. Der mit x bezeichnete
Bereich markiert den Sinus, Sterne zeigen ,lipid droplets® an. Der Gréf3enstandard entspricht 10 um.
BODIPY: BODIPY 493.503; Hep: Hepatozyt; KuZ: Kupffer-Zelle.

Freie Cholesterole endozytierter Lipoproteine werden intrazellular zum grof3en Teil
zur Plasmamembran transportiert, von wo sie entweder auf extrazellulare Akzeptoren
ubertragen oder zu intrazellularen Kompartimenten befordert werden (Neufeld et al.,
1996; Soccio und Breslow, 2004). Im Folgenden sollte in den Gewebeschnitten des
in 2.2.7 perfundierten humanen Lebergewebes untersucht werden, ob VPsg4 in den
Plasmamembranen von Kupffer-Zellen detektiert werden konnten. Hierbei diente SR-
B1 als Marker der Leberzellen-Plasmamembranen, der insbesondere in primaren
Hepatozyten in der Plasmamembran lokalisiert ist (Ahras et al., 2008; Babitt et al.,
1997; Silver et al., 2001).

Abbildung 2.21 zeigt zwei reprasentative Mikroskopausschnitte, in denen SR-B1

durch spezifische Antikorper markiert wurde. Man erkennt eine deutliche Anfarbung
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der Plasmamembranen sowohl| der Hepatozyten (A, B) als auch einer im Lebersinus
lokalisierten Kupffer-Zelle mit zu den Hepatozyten hin verlaufenden Filopodien (A, s.
Pfeilspitzen). Entlang der Plasmamembran der Filopodien lassen sich mehrere
Fluoreszenzsignale der VPsg4 detektieren (s. Pfeile in A). Im rechteckigen Ausschnitt
in (A) ist dies, wie vergroflert dargestellt, in einer anderen z-Ebene ebenfalls
vorzufinden. Im quadratischen Ausschnitt in (A) erkennt man in der Aufnahme
entlang der x-y-Achsen als auch bei y-z-Projektion einer z-Stapelaufnahme von
einem Filopodium zu einem Hepatozyten durchgehende Fluoreszenzsignale der
SR-B1-Markierung. Wie in (B) dargestellt, lokalisieren VP auch in der

Plasmamembran von Hepatozyten.

Abbildung 2.21: Visualisierung des VPsgs-Transportes entlang der Kupffer-Zell-Plasmamembran
zur Hepatozyte im perfundierten Lebergewebe

Fixierte Gewebeschnitte des in 2.2.7 mit VPsgs ex vivo perfundierten Lebergewebes wurden mit SR-
B1-spezifischen Antikdrpern aus Kaninchen und nachfolgend mit einem Alexa Fluor® 647-gekoppelten
Sekundarantikérper Ziege-anti-Kaninchen inkubiert. Danach wurden die Zellen mittels konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Dargestellt sind die iberlagerten Fluoreszenzkanale zuzilglich
der Zellkernfarbung mit DAPI zweier reprasentativer Mikroskopausschnitte. Die mit weilem Rahmen
markierten Bereiche sind seitlich vergroRert wiedergegeben, mit separaten und Uberlagerten
Fluoreszenzkanalen zuzlglich einer x-z-Projektion einer z-Stapel-Aufnahme des Fluoreszenzkanals
der SR-B1-Markierung fir den quadratischen Ausschnitt in (A). Pfeile markieren Fluoreszenzsignale
der VPsy in der Plasmamembran, Pfeilspitzen zeigen auf Filopodien der Kupffer-Zellen. Der
Grolkenstandard entspricht 10 um. Hep: Hepatozyt; KuZ: Kupffer-Zelle.

74



Ergebnisse

In verschiedenen Zellkultursystemen, insbesondere bei kultivierten Makrophagen,
konnte ein effizienter interzellularer Transport von Pathogenen uber TNT gezeigt
werden (Eugenin et al., 2009b; Onfelt et al., 2006; Sowinski et al., 2008). Auch fur
Viren wie HIV wird ein interzellularer Transport zwischen Makrophagen Uber TNT
angenommen (Eugenin et al., 2009b). Abschlief3end sollte untersucht werden, ob der
HBV-Transport von den Kupffer-Zellen zu den Hepatozyten Uber interzellulare
Plasmamembranverbindungen vermittelt wird.

Hierzu wurde in den perfundierten Lebergeweben aus 2.2.2 und 2.2.7 die
Lokalisation von CD68 in den verschiedenen Leberzellen analysiert. CDG68 ist ein
makrophagenspezifisches integrales Membranprotein vom Typ 1, das zwischen
Endosomen und der Plasmamembran zirkuliert (Holness und Simmons, 1993;
Kurushima et al., 2000). In den fixierten Lebergewebestucken wurde CD68 mit
spezifischen Antikdrpern markiert und das Gewebe mittels Fluoreszenzmikroskopie
analysiert.

In dem kurzzeitig perfundierten Lebergewebe aus 2.2.2 lasst sich CDG8 fast
ausschlieRlich in den Lebermakrophagen detektieren, wahrend sich in dem langer
perfundierten Lebergewebe aus 2.2.7 CD68 haufig in geringem Malde auch in den
die Kupffer-Zellen angrenzenden Hepatozyten feststellen lasst (s. Abb. 2.22).
Fluoreszenzsignale der VPsg, sind in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in 2.2
nach kurzzeitiger Perfusion nur in den Kupffer-Zellen und nach 16h Chase-Perfusion
auch deutlich in den die Kupffer-Zellen umgebenden Hepatozyten detektierbar.
Dieser Befund legt nahe, dass VP die Ausbildung interzellularer Kontakte induzieren,

die zum Austausch des membranstandigen CDG68 fuhren.
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Abbildung 2.22: Lokalisierung des makrophagenspezifischen Membranproteins CD68 im
perfundierten Lebergewebe

Fixierte Gewebeschnitte der in 2.2.2 und 2.2.7 mit VPso, ex vivo perfundierten Lebergewebe wurden
mit CD68-spezifischen Antikérpern aus Maus und nachfolgend mit einem Alexa Fluor® 647-
gekoppelten Sekundarantikdrper Ziege-anti-Maus inkubiert. Danach wurden die Zellen mittels
konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Dargestellt sind die Uberlagerungen der
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Fluoreszenzkanale reprasentativer Mikroskopausschnitte, in denen zusétzlich Zellkernfarbung mit
DAPI in WeilR gezeigt ist. X markiert den Lebersinus. Der GréRenstandard entspricht 10 ym. Hep:
Hepatozyt
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3 Diskussion

Das HBYV ist ein hepatotropes Virus mit hoher Wirtszellspezifitat, Uber dessen frihen
Infektionsschritte bis heute nur wenig bekannt ist. In dieser Arbeit sollte untersucht
werden, wie das Virus in vivo in der Leber dem Blutkreislauf entzogen, zur Wirtszelle
transportiert und schlielllich in diese aufgenommen wird. Anhand eines neu
entwickelten ex vivo Lebergewebsperfusionsmodells konnten wir zeigen, dass in der
humanen Leber initial Kupffer-Zellen HBV-TRL-Komplexe aufnehmen und VP
anschliellend von den Lebermakrophagen in die Hepatozyten transportiert werden.
In vitro wurden PHH durch primare humane Kupffer-Zellen, die zuvor mit HBV
inkubiert worden waren, tfrans-infiziert. In kultivierten Makrophagen konnten mittels
Lokalisations- und Resekretionsstudien Parallelen des intrazellularen HBV-
Transportes zum Recycling und Efflux von freien Cholesterolen, die aus
endozytierten Lipoproteinen stammten, aufgezeigt werden. Fluoreszenzmarkierung
der neutralen Lipide bzw. derer hydrophoben Hydrolyseprodukte im ex vivo
perfundierten Lebergewebe unterstitzen die Theorie, dass HBV in vivo den
Transportweg der neutralen Lipide aus dem Blutkreislauf in die Kupffer-Zellen und
von diesen weiter in die Hepatozyten nutzt, um seine Zielzelle zu erreichen und zu

infizieren.

3.1 Aufreinigung der VP

VP wurden aus dem Plasma von HBV-infizierten Personen gemal} dem Protokoll von
Glebe und Gerlich (2004) Uber zweifache Saccharose- und eine CsCl-
Dichtegradientenultrazentrifugation aufgereinigt. Hierbei wurden speziell L-Protein-
reiche VP isoliert, um Partikel mit einer Oberflachenproteinzusammensetzung
vergleichbar mit der von infektiosen Virionen zu erhalten (vgl. 3.4).

Nach Auftrennung der Plasmabestandteile mittels Saccharose-
Dichtegradientenultrazentrifugation bandeten gemafl der Dot-Blot-Analyse die
HBV-DNA-positiven Virionen in den Fraktionen drei bis funf (vgl. Abb. 2.1). Die in der
SDS-PAGE-Analyse in den Fraktionen vier bis 14 erkennbaren Proteinbanden mit
einem apparenten Molekulargewicht von ungefahr 24 und 28 kDa, in den Fraktionen
funf bis neun von ungefahr 33 und 36 kDa und in den Fraktionen finf und sechs von
ungefahr 39 und 42 kDa konnen in Analogie zu der Literatur als virale S-, M- bzw.

L-Proteine interpretiert werden (Glebe und Gerlich, 2004). Demnach bandeten
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L-Protein-reiche filamentose SVP in den Fraktionen funf und sechs, wahrend
spharische SVP in den Fraktionen sieben bis 14 konzentrierten. Der Grofdteil der
nicht viralen Plasmaproteine ist in den Fraktionen groRer als neun detektierbar.
Diese Ergebnisse sind mit denen in der Literatur fur das angewandte
Aufreinigungsverfahren angegebenen Daten gut vergleichbar (Glebe und Gerlich,
2004).

Die typische Dichte der Fraktionen des in dieser Arbeit aufgeschichteten
Saccharose-Dichtegradienten 1 betragt nach Zentrifugation fur die Fraktionen drei
bis sechs 1,21 bis 1,15 g/ml (vgl. Abb. 2.12 A). Da sowohl der Grolteil der
Plasmaproteine als auch der SVP in héheren Fraktionen bandete und demnach nur
ein geringer Teil der Plasmabestandteile seine Partikeldichte erreichte (Dichte nicht
lipidassoziierter Serumproteine: 1,2-1,7 g/ml (Lottspeich und Zorbas, 1998)), handelt
es sich bei der hier durchgefuhrten Zentrifugation um eine Zonenzentrifugation, bei
der die Partikel nicht nach ihrer unterschiedlichen Dichte, sondern nach ihrer
Sedimentationsgeschwindigkeit in Saccharose aufgetrennt werden (vgl. 4.2.1.1).
Diese ist bei den VP fur HBV am hochsten (280 S), fur flamentose SVP aufgrund
ihrer GrolRe hoher als fur spharische SVP (letztere: 39-56 S) und fur die meisten
nicht viralen Plasmaproteine, wie z.B. Albumin, sehr viel geringer (etwa 10 S)
(Hollinger und Liang, 2001; Lottspeich und Zorbas, 1998; Robinson, 1995). Dies
erklart, warum durch die initiale Saccharose-Dichtegradientenultrazentrifugation die
Virionen und filamentose SVP von den meisten nicht viralen Plasmaproteinen und
spharischen SVP effizient abgetrennt wurden.

Bei der nachfolgenden CsCI-Dichtegradientenultrazentrifugation bandeten aufgrund
der geringen Viskositat der Losung alle Plasmabestandteile in Fraktionen
entsprechend ihrer Eigendichte. Mittels ELISA konnte gezeigt werden, dass der
Grofteil der VP bei einer Dichte von 1,19 g/ml konzentrierte, wobei es sich hierbei
(gemald HBV-DNA-spezifischer Dot-Blot-Analyse) hauptsachlich um
nukleokapsidfreie SVP handelte. Die Virionen bandeten bei einer Dichte von 1,22
g/ml. Die ermittelten Dichten der Virionen und der SVP sind hierbei mit den in der
Literatur angegebenen Werten vergleichbar (Hollinger und Liang, 2001; Kaplan et al.,
1976; Robinson, 1995). Zusatzlich wurden aufgrund der hohen lonenstarke der CsClI-
L6sung mit VP assoziierte Serumproteine abgelost.

Der Funktionalitatsverlust der viralen Polymerase, der vermutlich durch die
hochmolare CsCl-Losung verursacht wird, wurde in dieser Arbeit toleriert, da das
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Protein erst zu einem spateren Zeitpunkt der Infektion eine wichtige Rolle spielt
(Virusreplikation), in dieser Arbeit jedoch die Aufnahme des Virus in die Zelle
untersucht werden sollte (Heermann und Gerlich, 1991).

Nach Abtrennung der VP von den verbliebenen, langsamer sedimentierenden
Plasmaproteinen mittels einer zweiten Zonenzentrifugation, wurde die Reinheit der
isolierten VP durch SDS-PAGE und anschliel3ender Silberfarbung des Gels Uberpruft
(vgl. Abb. 2.3). Die dargestellten Proteinbanden mit einem apparenten
Molekulargewicht von ungefahr 24, 28, 33, 36, 39 und 42 kDa entsprechen der
GrolRe der viralen Oberflachenproteine, wie sie auch in der Literatur fur die nach dem
in dieser Arbeit verwendeten Protokoll aufgereinigten VP beschrieben sind (Glebe
und Gerlich, 2004) und weisen auf einen hohen L-Proteinanteil der VP hin. Da
andere Proteinbanden nicht darstellbar sind, kann von einer hohen Reinheit der

isolierten VP ausgegangen werden.

3.2 Fluoreszenzmarkierung der VP

Fir die Fluoreszenzmarkierung der VP wurde Alexa Fluor® 594 (Invitrogen) als
Fluorophor verwendet, welcher in dem pH-Bereich von vier bis zehn unveranderte
optische Eigenschaften aufweist und in allen zellularen Kompartimenten (inklusive
Lysosomen) mittels Fluoreszenzanalysen mit vergleichbarer Fluoreszenzintensitat
detektierbar ist. Demnach sollte eine Darstellung der markierten VP in allen
Zellkompartimenten moglich sein. In dem in vivo-Mausmodell wurden zusatzlich zu
den Alexa Fluor® 594- auch Fluorescein-gekoppelte VP benutzt. Beide Fluorophore
besitzen ein unterschiedliches heteroaromatisches Grundgerust, welches zudem
beim Fluorescein carboxyliert (R-COzH) und beim Alexa Fluor® 594 sulfoniert (R-
SO3H) ist (www.invitrogen.com, Molecular Probes amine reactive dyes, table 1.1).
Die Verwendung zweier chemisch unterschiedlicher Fluorophore sollte uns helfen,
fluorophorspezifische Auswirkungen auf die VP-Zellinteraktionen auszuschlielRen
(vgl. 3.4).

Die Fluoreszenzmarkierung der VP wurde bei einem basischen pH-Wert von neun
durchgefuhrt, bei dem nicht nur die N-Termini der Proteine, sondern auch die
primaren Amine der Lysin-Seitenketten deprotoniert vorliegen und eine nukleophile
Additions-Eliminierungsreaktion am positivierten Carbonyl-C-Atom des
Succinimidylesters (im Falle von FITC: des Isothiocyanats) eingehen. Auf diese

Weise konnte eine starkere Fluoreszenzmarkierung der VP als bei einem neutralen
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pH-Wert erreicht werden, was eine bessere Detektion der VP bei den
fluoreszenzmikroskopischen Analysen ermoglichte.

Zur Abtrennung der fluoreszenzmarkierten VP von den ungebundenen Fluorophoren
nach Inkubation der VP mit dem Succinimidylester (bzw. Isothiocyanat) gekoppelten
Farbstoff, wurde in dieser Arbeit eine Saccharose-Dichtegradientenultrazentrifugation
durchgefuhrt (vgl. 2.1.2). Diese ermoglichte eine effiziente Isolierung der markierten
VP, da der Fluorophor aufgrund seiner deutlich geringeren Grol3e eine wesentlich
geringere Sedimentationsgeschwindigkeit besitzt als die VP.

Die bei der Fluoreszenzmarkierung entstehende kovalente Bindung zwischen den
Alexa Fluor® 594-Fluorophoren und den Proteinen entspricht chemisch einer
Carbonsaure-Amid-Gruppe (-NH-CO-), uber die auch Aminosauren in Peptiden und
Proteinen verbunden sind und die dort Peptidbindung genannt wird. Die Starke der
Bindung zwischen den Fluorophoren und den Proteinen ist demnach mit der Bindung
der einzelnen Aminosauren untereinander in den Peptidketten der Proteine
vergleichbar. Dies erklart auch, warum Auftrennungen der Proteine im
denaturierenden SDS-PAGE nicht zu einer Abspaltung des Fluorophors fuhren und
so als Nachweis fur eine erfolgreiche Markierung der viralen Proteine verwendet
werden konnten (vgl. Abb. 2.4). Daruber hinaus sollten zellulare Bedingungen, die
nicht zu einer Auftrennung der Peptidbindungen fuhren, auch keine Abtrennung der
Fluorophore von den Proteinen bewirken. Da VP in Kupffer-Zellen in nicht
lysosomalen Kompartimenten akkumulierten (vgl. Abb. 2.15 A; 3.7), kann man
demnach von einer intakten Fluorophor-VP-Bindung auch intrazellular ausgehen.
Diese Theorie stimmt mit den Ergebnissen der Immunfluoreszenzanalyse mit
HBsAg-spezifischen Antikorpern Uberein, bei denen eine Kolokalisation mit
fluoreszenzmarkierten VP in der Zelle detektiert wurde und eine intrazellulare
Abtrennung des Fluorophor von den VP unwahrscheinlich erscheinen lasst (vgl. Abb.
2.5). Im Folgenden wird demnach angenommen, dass das intrazellulare
Fluoreszenzsignal der mit VPsg-inkubierten Zellen bzw. Lebergewebesticken
tatsachlich die Lokalisation der fluoreszenzmarkierten VP wiedergibt.

3.3 Das humane Lebergewebsperfusionsmodell

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte humane Lebergewebsperfusionsmodell
sollte ermdglichen, die fruhen Infektionsschritte des HBV im menschlichen
Lebergewebe mit unveranderter Gewebearchitektur und unter physiologischen
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Bedingungen, wie sie in vivo bei der Infektion des Menschen in der Leber

vorzufinden sind, zu untersuchen. Hierzu wurde der Versuchsaufbau fir die

Gewebeperfusion so gewahlt, dass die Bedingungen, denen das Gewebe ausgesetzt

war, denen im menschlichen Korper entsprachen (vgl. Abb. 2.6):

Das Lebergewebe wurde in einem mit bis zu 100 ml Medium gefullten
Reaktionsgefald aufbewahrt, welches sich innerhalb des Zellkulturinkubators
befand. Auf diese Weise wurde gewahrleistet, dass das Gewebe komplett von
37°C warmem Medium umgeben war und nicht von aulden vertrocknete.
Daruber hinaus wurde uber den konstanten CO»-Gehalt der Inkubatorluft in
dem das Gewebe umgebende Medium ein physiologischer pH-Wert
beibehalten.

Das Medium wurde Uber einen geschlossenen Schlauchkreislauf dem Inneren
des Gewebes zugefuhrt, wobei nur eine geringe Schlauchstrecke aul3erhalb
des Zellkulturinkubators verlief. Hiermit konnte sichergestellt werden, dass das
Gewebeinnere mit 37°C warmem und einem auf physiologischen pH-Wert
eingestellten Medium versorgt wurde.

Fur die Gewebeperfusion wurde ein achtkopfiger Pumpenkopf verwendet, um
in den Lebergewebegefalien einen fast laminaren Fluss zu erreichen, wie er in
vivo im peripheren Gefallendothel vorliegt. Zudem wurde der Perfusionsdruck
in der Pulse-Phase dem physiologischen Druck im menschlichen Korper
angepasst, indem mit einer GesamtflieRgeschwindigkeit von 1 ml/g/min Uber
Aste der Pfortader perfundiert wurde (Moll und Moll, 2002). Eine hohere
FlieRgeschwindigkeit hatte zu verstarkten Stromungseffekten, eine geringere
FlieRgeschwindigkeit zu uberhohten Diffusionseffekten beim
Komponententransport fuhren konnen. Beide Perfusionsbedingungen hatten
moglicherweise artifizielle Virus-Zellinteraktionen bewirkt, was mit einer wie
oben beschrieben eingestellten Perfusionsgeschwindigkeit verhindert wurde.
Bei der 16-stundigen Chase-Perfusion wurde die Fliel3geschwindigkeit auf bis
zu 3 ml/g/min erhdht, um eine bessere Oxygenierung des Gewebes zu
gewabhrleisten, ohne jedoch die Mikrostruktur des Gewebes zu zerstoren
(Bessems et al., 2006).

Dem Medium waren 20 bis 50% humanes Serum beigefugt, um es den

Eigenschaften des serumhaltigen Blutes anzunahern. Hiermit wurden
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Assoziationen von HBV mit Serumkomponenten ermoglicht, die bei

bestimmten Virus-Leberzellinteraktionen eine wichtige Rolle spielen konnten.
Die im Perfusionssystem vorliegenden, physiologisch angepassten Bedingungen
waren fur den Zeitrahmen der Versuche fur Leberzellen weder toxisch, noch konnte
eine veranderte Gewebearchitektur festgestellt werden, wie die Analyse von
Lebergewebe ergab (vgl. Abb. 2.7): Hierbei bestatigte die Aufnahme des
fluoreszenzmarkierten Ovalbumins in sinusoidale Zellen die Vitalitat der Leberzellen,
wahrend keine Abweichungen in den Ausmalien der Sinusse oder des
Parenchymgewebes vom unbehandelten Lebergewebe festzustellen waren.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde davon ausgegangen, dass HBV bei den
gewahlten Perfusionsbedingungen die gleichen Interaktionen mit den Leberzellen
eingeht, wie sie in vivo stattfinden.
Nicht vollstandig berucksichtigt bei der Nachstellung der physiologischen
Bedingungen im menschlichen Korper wurde die Sauerstoffkonzentration im Blut.
Hier liegen nur geringe Mengen Sauerstoff physikalisch gelost vor, wahrend grolde
Mengen an Erythrozyten gebunden sind (Klinke und Silbernagl, 2003). In dem
Lebergewebsperfusionsmodell wurde aufgrund des Fehlens von Erythrozyten
Sauerstoff nur physikalisch gelost transportiert. Da besonders periportale
Hepatozyten neben einem anaeroben einen ausgepragten aeroben Stoffwechsel
betreiben, wird dieser in dem Modell (trotz der erhohten Perfusionsgeschwindigkeit in
der Chase-Phase, s.0.) wahrscheinlich nur unzureichend nachgestellt. Es ist jedoch
bekannt, dass kultivierte Hepatozyten in der Gegenwart von Glukose in Kultur ohne
signifikanten Viabilitatsverlust ihren aeroben Stoffwechsel auf anaerob umstellen
(Hugo-Wissemann et al., 1991). Aufgrund der hohen Glukosekonzentration im
Perfusionsmedium (val. 4.1.15.3) sollten demnach im humanen
Lebergewebsperfusionsmodell die Stoffwechselfunktionen der Hepatozyten
unverandert sein.
Ebenfalls abweichend von den im menschlichen Koérper herrschenden
physiologischen Bedingungen ist die konstante Exposition des Perfusionsmediums
zu der Inkubator-Luft, die zu etwa 21% Sauerstoff enthalt. Dies kann wahrend der
Perfusion zu einer verstarkten Oxidation von Lipoproteinen fuhren, wie sie im
menschlichen Korper vermehrt nur unter hyperlipamischen Bedingungen stattfindet
(Kanazawa et al., 1994; Miyazawa et al., 1990; van Dijk et al., 1992). Dies wuirde

wiederum zu einer gesteigerten Aufnahme von modifizierten Lipoproteinen durch
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Kupffer-Zellen fuhren, wahrend unter physiologischen Bedingungen die nicht-
modifizierten Lipoproteine Uberwiegend von Hepatozyten dem Blutkreislauf entzogen
werden (Naito und Wisse, 1978; van Dijk et al., 1992). Diese Hypothese ware mit der
starken BODIPY403.503-Farbung der Kupffer-Zellen in dem ex vivo perfundierten
Gewebe vereinbar, die auf eine starke Anhaufung von neutralen Lipiden hindeutet
(vgl. Abb. 2.19). Falls, wie in dieser Arbeit postuliert, HBV in vivo mit TRL assoziiert
und dem physiologischen Transportweg der TRL-Remnants in die Leber folgt,
konnten unter  hyperlipamischen Bedingungen, wie sie in dem
Lebergewebsperfusionsmodell modglicherweise vorliegen, HBV-TRL-Komplexe
verstarkt von Kupffer-Zellen statt von Hepatozyten aufgenommen worden sein (vgl.
3.4). Folglich konnte auch der Transport der hydrophoben Neutrallipidhydrolysate
von den Kupffer-Zellen in die Hepatozyten (vgl. 3.8) unter physiologischen
Bedingungen im geringeren Male stattfinden als im Perfusionsmodell beobachtet.
Moglich ist aber auch, dass HBV selbst die Aufnahme der Virus-TRL-Komplexe in die
Kupffer-Zellen erhoht (vgl. 3.4) und es deswegen auch unter physiologischen
Bedingungen zu einer erhohten Lipidaufnahme in die Kupffer-Zellen kommt, wie es
im Perfusionsmodell zu beobachten war.

Auch wenn aufgrund der hyperlipamischen Bedingungen der in dieser Arbeit
postulierte Infektionsweg von HBV zur Wirtszelle Uber die Kupffer-Zellen
moglicherweise quantitativ  verzerrt wiedergeben wird und dieser unter
physiologischen Bedingungen in geringerem Male stattfindet als im
Perfusionsmodell beobachtet, bleibt die qualitative Aussage des Modells Uber diesen

Infektionsweg unberuhrt.

3.4 HBV akkumuliert in der Leber initial in Kupffer-Zellen

Fur die Untersuchung der fruhen Infektionsschritte des HBV im humanen
Lebergewebsperfusionsmodell wurden in dieser Arbeit fluoreszenzmarkierte
L-Protein-reiche VP verwendet. Obwohl nur Virionen Hepatozyten produktiv
infizieren, wurden zusatzlich L-Protein-reiche SVP verwendet, da sie aufgrund der
identischen Oberflachenproteinzusammensetzung zu den Virionen gleiche Virus-
Oberflachenproteininteraktionen mit potentiellen viralen Rezeptoren auf Leberzellen
eingehen sollten (Glebe und Gerlich, 2004; Heermann et al., 1984). Da hierbei eine

deutlich hohere Konzentration an fluoreszenzmarkierten VP eingesetzt werden
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konnte als bei alleiniger Verwendung von Virionen, sollte so eine bessere
Visualisierung der Infektion ermoglicht werden.

Nach 45-minutiger ex vivo Perfusion des humanen Lebergewebes konnte die
Aufnahme der fluoreszenzmarkierten VP lediglich in Kupffer-Zellen detektiert werden,
wahrend die fur den Makrophagenmarker CD68 negativen Zellen keine
detektierbaren Fluoreszenzsignale der VP aufzeigten (vgl. Abb. 2.8) (Alabraba et al.,
2007; Holness und Simmons, 1993). Makrophagen, inklusive Kupffer-Zellen,
besitzen eine grolRe Anzahl von Scavengerrezeptoren, Uber die sie modifizierte
Serumproteine und eine Vielzahl an Pathogenen binden und aufnehmen (Goldstein
et al., 1979; Greaves und Gordon, 2005; Platt und Gordon, 1998). Um
auszuschliel3en, dass der Aufreinigungsprozess bzw. die Fluoreszenzmarkierung zu
Modifikationen der VP fuhrte, die artifiziell eine Erkennung durch
Scavengerrezeptoren bewirkten, wurde das Lebergewebe mit Zellkulturiberstand
von HBV-produzierenden HepG 2.2.15-Zellen perfundiert. Dieses Medium enthalt
native VP, wie sie im Blut von HBV-Patienten vorliegen, jedoch keine HBsAg-
spezifischen Antikorper, die nach der Ausbildung von HBV-Immunkomplexen Uber
die Bindung an Immunglobulinrezeptoren eine (im Sinne der fruhen Infektion)
artifizielle  Virusaufnahme in  Kupffer-Zellen vermitteln  konnten.  Mittels
Immunfluoreszenzanalysen konnte die initiale Akkumulierung von nativen VP in
Kupffer-Zellen, wie mit fluoreszenzmarkierten VP beobachtet, dargestellt werden
(vgl. Abb. 2.9 A, B). Dies deutet darauf hin, dass die fluoreszenzmarkierten VP die
Partikel-Zellinteraktionen der nativen VP wiedergeben.

Die elektronenmikroskopische Analyse des mit Uberstand von HepG2.2.15-Zellen
perfundierten Lebergewebes ergab eine Lokalisation von rundlichen Strukturen mit
der GrolRe von TRL in zellularen Kompartimenten von Kupffer-Zellen. Da
Lipoproteine nach der Osmiumtetroxidfixierung im Elektronenmikroskop dunkel
dargestellt werden (Anderson et al., 1989), ist es sehr wahrscheinlich, dass es sich
hierbei um endozytierte TRL handelt. Daruber hinaus wurden in den gleichen
Kompartimenten Uberwiegend VP detektiert, die mit ungefahr 42 nm den
Durchmesser von HBV besitzen und die morphologischen Charakteristika dieser
Virionen in der elektronenmikroskopischen Darstellung erfullen (vgl. Abb. 2.9 C, D)
(Roingeard und Sureau, 1998). Bei dem in Abbildung 2.9 C ebenfalls erkennbaren
tubularen VP handelt es sich moglicherweise um ein sog. ,cobra-shaped® Virion.

Diese Viren besitzen an einer Seite tubulare Ausstulpungen und sind sowohl im
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Serum und in den Hepatozyten von Patienten als auch im Zellkulturiberstand von
Hep(G2.2.15-Zellen in groReren Mengen nachgewiesen worden (Kaito et al., 2006).
Es ist allerdings auch mdoglich, dass es sich bei der tubularen Struktur um ein
filamentoses SVP handelt. Dagegen spricht jedoch, dass das VP im
Elektronenmikroskop eine am (hier in der Darstellung linken) Ende dichtere rundliche
Struktur besitzt, was typisch fur ,cobra-shaped® Virionen ist und hier die
Nukleokapside darstellt.

In dem in Abbildung 2.9 C dargestellten, perinuklearen und endosomenartigen
Kompartiment liegen die akkumulierten Virionen, im Gegensatz zum TRL,
ausnahmslos membranassoziiert vor. Eine vergleichbare endosomale Anordnung fur
Virionen kann auch in spaten Endosomen von Hepatozyten HBV-infizierter Patienten
beobachtet werden (Falcon et al., 2008). Die Membranassoziation der Virionen stellt
eine geometrische Anordnung von rezirkulierenden Komponenten dar (Mayor et al.,
1993; Mellman und Warren, 2000) und deutet darauf hin, dass die Partikel nicht ins
Lysosom, sondern zuruck zur Zelloberflache transportiert wurden. In
Ubereinstimmung hiermit kénnte das VP-haltige Vesikel, das in direkter Nahe zu dem
VP-akkumulierenden perinuklearen Kompartiment  elektronenmikroskopisch
darstellbar war und ebenfalls membranassoziierte Virionen enthielt, von diesem
abgeschnurt worden sein und den Transport der VP zur Plasmamembran vermitteln.
Virionen in von Endosomen abgeschnurten Vesikeln sind auch in Hepatozyten
infizierter Patienten beobachtet worden (Falcon et al., 2008). Ein Recycling der VP ist
dariiber hinaus in Ubereinstimmung mit der in dieser Arbeit beobachteten
Kolokalisation von VPsgs und Transferrin, einem Marker fur Recycling-vermittelnde
Kompartimente (vgl. Abb. 2.15 A) (Maxfield und McGraw, 2004; Mellman, 1996).
Obwohl HepG2.2.15-Zellen im groRen Uberschuss SVP sezernieren, konnten in der
elektronenmikroskopischen Analyse nur in seltenen Fallen Strukturen, die
gegebenenfalls filamentose SVP darstellten, jedoch keine Strukturen, die
spharischen SVP entsprachen, detektiert werden (vgl. Abb. 2.9 C, D). Geht man bei
der Aufnahme der (in dieser Arbeit postulierten) Virionen-TRL-Komplexe in die
Kupffer-Zelle von einem ausschlieRlich von Viruskomponenten vermittelten Vorgang
aus (s.u.), konnte die bevorzugte Endozytose des HBV durch unterschiedliche
Erkennungsmechanismen der verschiedenen VP Uber Rezeptoren der Kupffer-Zellen
erklart werden: Virionen besitzen in ihrer viralen Membran im Gegensatz zu SVP

vermutlich einen hoheren Anteil an Phosphatidylserinen. So wurde die gegenuber
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filamentosen SVP verstarkte Bindung von Virionen an ApoH mit einem
unterschiedlichen Gehalt an Phosphatidylserinen begrindet (Stefas et al., 2001).
Auch die Bindung der VP an Annexin 5 ist Phosphatidylserin-vermittelt (De Meyer et
al.,, 1999). Ein hoherer Anteil dieser negativ-geladenen Lipide in der Membran der
Virionen gegenuber dem sehr geringen Anteil in den SVP (Gavilanes et al., 1982)
konnte demnach eine unterschiedliche Erkennung durch Kupffer-Zell-Rezeptoren
bewirken. Dies wurde zu einer Selektion von infektiosen gegenuber nicht infektiosen
VP fuhren, die in der Leber dem Blutkreislauf entzogen werden.

ApoH und Annexine binden beide anionische Phospholipide. Wahrend ApoH
wahrscheinlich die Aufnahme Phosphatidylserin-exponierender Komponenten, wie
z.B. apoptotischer Zellen, tUber einen LRP-Rezeptor in Phagozyten vermittelt (Maiti et
al., 2008), ist Annexin 5 im grof3en Male in der Plasmamembran, frihen und spaten
Endosomen sowie Phagosomen von Makrophagen lokalisiert (Diakonova et al.,
1997) und wahrscheinlich auch direkt an Endozytosevorgangen von Pathogenen
beteiligt (Huang et al., 1996; Majeed et al., 1994). Der aulderordentlich effiziente
Entzug von Phosphatidylserin-exponierenden Komponenten aus dem Blutkreislauf
durch Kupffer-Zellen in vivo ist am Beispiel fur von Erythrozyten stammenden
Vesikeln gezeigt (Willekens et al., 2005). Aufgrund dieser Uberlegungen ist es
denkbar, dass HBV ebenfalls Uber einen Phosphatidylserin-vermittelten

Erkennungsmechanismus in die Kupffer-Zellen aufgenommen wird.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen deuten darauf hin, dass HBV
nicht als einzelnes Partikel, sondern als Virionen-TRL-Komplex von der Kupffer-Zelle
dem Blutkreislauf entzogen wird (vgl. Abb. 2.9 D; 2.2.6, 3.5). Es bleibt zu
untersuchen, welche Zellinteraktionen in der Leber von welcher Komponente eines
Virus-Lipoproteinkomplexes vermittelt werden. Da fur aufgereinigtes HBV lediglich
die Bindung an leberzellunspezifische Glykosaminoglykane gezeigt werden konnte
(Leistner et al., 2008), ware es denkbar, dass die TRL-Komponente die initiale
Bindung an leberzellspezifische Glykosaminoglykane bewirkt und so moglicherweise
zum Lebertropismus von HBV beitragt. Ein vergleichbares Szenario wird fur HCV
angenommen: Obwohl das virale Oberflachenprotein E2 an Glykosaminoglykane
bindet (Olenina et al., 2005), sind in vivo nur Viren sehr geringer Dichte hoch
infektios (Beach et al., 1992; Bradley et al., 1991). Da diese im Blut als TRL-
assoziierte Lipoprotein-Viruspartikel, sog. Lipo-Viropartikel, vorliegen (Prince et al.,
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1996; Thomssen et al., 1992), wird vermutet, dass die TRL-Komponente fur das
Erreichen der Leberzellen durch HCV in vivo essentiell ist (Diaz et al., 2006).

Fraglich ist auch, inwieweit die zellulare Aufnahme eines HBV-TRL-Komplexes in die
Kupffer-Zelle von der Virus- oder der TRL-Komponente, oder von beiden
Komponenten zusammen, vermittelt wird. Die Hypothese, dass die Lipoprotein-
Komponente auch uUber Bindung an TRL-Rezeptoren an der Aufnahme eines
Virionen-TRL-Komplexes beteiligt sein konnte, wird durch die Beobachtung gestarkt,
dass Patienten mit einem ApoE2-Genotyp einen deutlich schwacheren
Krankheitsverlauf aufzeigen, als solche mit einem ApoE3-Genotyp, was mit einer
geringeren Affinitat von ApoE2 als ApoE3 an TRL-Rezeptoren begrindet sein konnte
(Mahley et al., 1999; Schneider et al., 1981; Toniutto et al., 2010). Die in dieser
Arbeit durchgefuhrten elektronenmikroskopischen Analysen deuten jedoch darauf
hin, dass spatestens nach Aufnahme eines HBV-TRL-Komplexes in die Kupffer-Zelle
auch eine hoher affine Bindung der Viruskomponente an Zellrezeptor(en) stattfinden
muss, da, im Gegensatz zu Lipoproteinstrukturen, einzelne Virionen
membranassoziiert in perinukledren Kompartimenten vorliegen (vgl. Abb. 2.9 C). Die
Tatsache, dass hochaufgereinigte VP im serumfreien Medium effizient von Kupffer-
Zellen aufgenommen werden (vgl. Abb. 2.5, 2.15 A, D), lasst vermuten, dass eine
HBV-Bindung an Zellrezeptor(en) bereits an der Zelloberflache stattfindet und die
Endozytose der Virionen vermittelt. Die Hypothese, dass HBV direkt von
Leberzellrezeptor(en) in die Zelle aufgenommen wird, wird durch in vitro Studien
bestarkt, die die Aufnahme von aufgereinigten nativen als auch
fluoreszenzmarkierten VP hoher Dichte in serumfrei kultivierte primare Hepatozyten
darstellen (Glebe und Gerlich, 2004; Leistner et al., 2008). Demnach scheint eine
Assoziation von Lipoproteinen geringer Dichte nicht essentiell fur eine zellulare
Aufnahme von HBV zu sein. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass
wahrscheinlich beide, die Virus- und die TRL-Komponente, Uber Bindung an zellulare
Rezeptoren die Aufnahme der HBV-TRL-Komplexe in die Zelle vermitteln.

Interessanterweise wurden im Mausmodell vergleichbare Ergebnisse zu den mit VP
ex vivo perfundierten humanen  Lebergewebesticken erzielt, wenn
fluoreszenzmarkierte VP oder angereicherte native Virionen aus Patientenplasma
intravenos injiziert und anschlieRend das Lebergewebe bzw. die Leberzellen
analysiert wurden (vgl. 2.2.4, 2.2.5): Die in gleichem Malde detektierbare Aufnahme
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der mit chemisch unterschiedlichen Fluorophoren markierten VP (vgl. Abb. 2.10)
durch Kupffer-Zellen, und nicht durch Hepatozyten, deutet darauf hin, dass auch in
vivo in der Mausleber native VP von Kupffer-Zellen endozytiert werden. Die in den
Kupffer-Zellen gegenuber den Hepatozyten stark erhohte HBV-DNA-Konzentration
nach Injektion der nativen Virionen (vgl. Abb. 2.11) stammt demnach von deren
Aufnahme in die Zellen, und nicht lediglich von einer zellularen Assoziation. Der
zellulare Erkennungsmechanismus von VP durch Kupffer-Zellen scheint demnach
speziesubergreifend zu sein, wobei Phagozytose von artifiziellen VP-Aggregaten
durch Lebermakrophagen ausgeschlossen werden kann, da Partikel mit einem
groReren Durchmesser als 100 nm vor der Injektion mittels Filtration abgetrennt
wurden.

Die Ergebnisse der RT-PCR deuten darauf hin, dass eine Maus-Kupffer-Zelle in vivo
etwa das 18-fache an HBV akkumuliert wie ein Hepatozyt. Da die isolierten
Leberzelltypen eine sehr hohe Reinheit aufwiesen und nur eine sehr geringe
Expression von Albumin in der Kupffer-Zell-Fraktion verglichen mit der Hepatozyten-
Fraktion detektierbar war (vgl. Abb. 2.11), kann davon ausgegangen werden, dass
die Werte tatsachlich die HBV-DNA-Konzentrationen in den verschiedenen
Leberzelltypen wiedergeben.

In der Leber liegen die Hepatozyten in einem etwa siebenfachen Uberschuss
gegenuber den Kupffer-Zellen vor (Pertoft und Smedsrod, 1987). Demnach werden,
gemall der RT-PCR-Analyse, von den nativen Virionen, die in der Mausleber von
den Kupffer-Zellen und Hepatozyten dem Blutkreislauf entzogen werden, etwa 72%
von den Kupffer-Zellen und nur ungefahr 28% von den Hepatozyten direkt gebunden
bzw. aufgenommen. Da in dieser Arbeit mittels Immunfluoreszenzanalysen keine
detektierbare Aufnahme von VP in LSEC oder Ito-Zellen beobachtet werden konnte
(vgl. Abb. 2.10), kann naherungsweise davon ausgegangen werden, dass die
angegebenen Prozentzahlen nicht nur auf die Aufnahme von HBV durch Kupffer-
Zellen und Hepatozyten, sondern auf alle Leberzelltypen bezogen werden kdnnen.
Inwieweit Maushepatozyten HBV aufnehmen, ist nicht bekannt. Da die Bindung von
Virionen an Rattenhepatozyten und HBV-permissiven Tupaiahepatozyten
vergleichbar ist (Leistner et al., 2008), ist es wahrscheinlich, dass auch
Maushepatozyten HBV zumindest mit der gleichen Effektivitat binden konnen wie
Tupaiahepatozyten oder PHH. Dennoch ist es moglich, dass Maushepatozyten HBV

nicht oder nur in geringen Mengen aufnehmen und die im Mausmodell ermittelten
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Werte fur die Virusassoziation mit Hepatozyten im Menschen deutlich hoher liegen.
Als wichtige Schlussfolgerung aus dem in dieser Arbeit durchgefuhrten Mausversuch
kann jedoch gezogen werden, dass auch in vivo Kupffer-Zellen sowohl
fluoreszenzmarkierte VP, als auch native Virionen, effizient dem Blutkreislauf

entziehen und (im Falle der nativen Virionen: wahrscheinlich) aufnehmen.

Obwohl der Durchmesser der Fenestrae des menschlichen Lebersinusendothels im
Durchschnitt 150 nm und maximal bis zu 300 nm betragt (Braet und Wisse, 2002),
deuten die Daten dieser Arbeit darauf hin, dass Virionen in vivo nicht, oder nur in
geringem Male, durch die Fenestrae direkt zu den Hepatozyten gelangen.

Die effektive Begrenzung fur Partikel, die direkt durch die Fenestrae das Endothel
passieren konnen, ist nicht eindeutig bestimmt. /n vivo Untersuchungen ergaben,
dass Mannan-benetzte Goldpartikel mit einem Durchmesser groRRer als 17 nm nicht
die Endothel-Barriere Uberwinden koénnen (Kempka und Kolb-Bachofen, 1988).
Demgegenuber werden TRL-Remnants mit einer Grolle bis maximal der
Durchmesser der Fenestrae wahrscheinlich direkt durch das Endothel filtriert (Naito
und Wisse, 1978).

Die unterschiedlichen Grolkenangaben der Partikel fur einen effizienten Transport
durch das Endothel konnten darin begrindet sein, dass zu der PartikelgroRe ein
weiterer Faktor hinzukommt, der eine Filtration begrenzt. Dieser konnte die Dichte
der partikelspezifischen Rezeptoren auf den einzelnen Leberzellen darstellen.
Mannan-bindende C-Typ-Lektin-Rezeptoren sind in grof3er Anzahl auf den nicht-
parenchymalen Leberzellen vorhanden (Feinberg et al., 2001; Noorman et al., 1997).
Wahrend Mannan-benetze Goldpartikel von 5 nm Durchmesser noch im geringen
Male direkt zu den Hepatozyten gelangen (Kempka und Kolb-Bachofen, 1988),
konnten aufgrund des erschwerten direkten Transportes grof3erer Partikel durch die
Fenestrae (hier anscheinend ab einer GroRe von 17 nm) die Bindung an
Scavengerrezeptoren der nicht-parenchymalen Leberzellen im Sinus Uberwiegen
und so effektiv mit einem diffusions- und stromungsgetriebenen Partikeltransport
durch das Sinusendothel konkurrieren.

Ein ahnliches Gleichgewicht konnte bei den nicht-modifizierten und durch Oxidation
modifizierten TRL-Remnants vorliegen. In Ratten konnte gezeigt werden, dass unter
nicht-lipamischen Bedingungen TRL-Remnants in vivo in der Leber nur in deutlich
geringerem Malde von Kupffer-Zellen als von Hepatozyten aufgenommen werden
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(ungefahr zu 10% von Kupffer-Zellen und zu 90% von Hepatozyten) (Naito und
Wisse, 1978; van Dijk et al., 1992), wahrend durch Oxidation modifizierte TRL-
Remnants, wie sie vermehrt unter hyperlipamischen Bedingungen in vivo vorzufinden
sind, zu einem grof3en Teil von den Lebermakrophagen dem Blutkreislauf entzogen
werden (bis zu 80%) (van Dijk et al., 1992). Eine vermehrte Aufnahme von TRL in
Kupffer-Zellen unter hyperlipdmischen Bedingungen in vivo ist in Ubereinstimmung
mit der Akkumulation von TG und CE in Kupffer-Zellen nach fett- und
cholesterolreicher Ernahrung und vermindertem Cholesterolefflux aus Makrophagen
in Mausen (Kennedy et al., 2005). Demnach scheint die Anzahl der Rezeptoren, die
die Aufnahme nicht-modifizierter TRL-Remnants vermitteln, auf den Hepatozyten
groBer zu sein als auf den Kupffer-Zellen, obwohl auch in Kupffer-Zellen eine
deutliche Expression von unmodifizierten TRL-Remnants-bindenden Rezeptoren wie
LRP1 gezeigt wurde (Moestrup et al.,, 1992). Demgegenuber ist die
Rezeptorverteilung fur modifizierte TRL-Remnants auf den Leberzellen anscheinend
genau umgekehrt. Basierend auf diesen Uberlegungen kénnte bei der geringeren
Rezeptordichte auf den nicht-parenchymalen Leberzellen fur nicht-modifizierte TRL-
Remnants somit auch ein erschwerter direkter Transport groRerer Lipoproteine durch
das Endothel stattfinden, wahrend bei hoher Rezeptordichte (wie fur die modifizierten
TRL) dieser jedoch effektiv verhindert wird (van Dijk et al., 1992).

Da HBV in vitro anscheinend sehr effizient an Kupffer-Zellen bindet und in diese
aufgenommen wird (s.0.), und bei einem Durchmesser von mindestens 42 nm nach
den bisherigen Annahmen die Filtration des Virus durch das Lebersinusendothel
erschwert ware, ist es wahrscheinlich, dass bereits nicht mit Lipoproteinen
assoziiertes HBV in vivo (neben dem erschwerten direkten Transport zu den
Hepatozyten) auch verstarkt von den Kupffer-Zellen aufgenommen wurde.

Ahnliches wirde fir die Virus-TRL-Komplexe gelten. Da durch das assoziierte Virus
zum einen die Bindung der TRL an Kupffer-Zellen verstarkt wirde, und zum anderen
der Durchmesser gegenuber den nicht-assoziierten Lipoproteinen erhdoht und folglich
der Transport durch die Endothelfenster erschwert ware, ist es wahrscheinlich, dass
in vivo auch unter physiologischen Bedingungen mehr Virus-TRL-Komplexe als nicht
komplexierte TRL von den Kupffer-Zellen aufgenommen werden, anstatt direkt durch

das Lebersinusendothel zu gelangen.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die im ex vivo Perfusionsmodell
beobachtete initiale Virusaufnahme im Lebersinus durch Kupffer-Zellen aufgrund der
Leberarchitektur und der Viruseigenschaften auch in vivo wahrscheinlich ist, auch
wenn eine quantitative Analyse im Vergleich zum direkten Transport des Virus zur
Wirtszelle schwierig bleibt (vgl. 3.3).

Diese Theorie ist in Ubereinstimmung mit der postulierten Rolle nicht-parenchymaler
Leberzellen fur verschiedene hepatotrope Pathogene beim Erreichen der
Hepatozyten. So wurde fur HCV die Trans-Infektion von Hepatozyten durch L- und
DC-SIGN-exprimierende Zellen gezeigt (Cormier et al.,, 2004), d.h. durch
Rezeptoren, die in groller Anzahl auf humanen Kupffer-Zellen und LSEC vorhanden
sind (Bashirova et al., 2001; Lai et al., 2006). Fur DHBV konnte in vivo eine initiale
Virusaufnahme in LSEC statt in Hepatozyten dargestellt werden, was einen Entzug
der Viren der Blutzirkulation durch LSEC vermuten lasst (Breiner et al., 2001).
Daruber hinaus transmigrieren Plasmodium-Sporozoiten Kupffer-Zellen, bevor sie in
die Hepatozyten gelangen, wobei Kupffer-Zellen in der Leber in vivo fur eine
produktive Infektion der Hepatozyten notwendig sind (Baer et al., 2007; Frevert et al.,
2005; Pradel und Frevert, 2001).

3.5 HBV assoziiert in serum- und plasmahaltigen Losungen mit TRL
zu Virus-TRL-Komplexen

Die elektronenmikroskopischen Analysen des ex vivo perfundierten Lebergewebes
deuten auf die Existenz von Virus-Lipoproteinkomplexen in dem serumhaltigen
Zirkulationsmedium hin (vgl. Abb. 2.9 D). Die Grofde des in der Osmiumtetroxid-
Fixierung dunkel erscheinenden Lipoproteins betragt 200 nm, wobei es sich
demnach wahrscheinlich um ein Chylomikron handelt. Die beiden assoziierten,
rundlichen Strukturen besitzen mit etwa 42 nm den Durchmesser von HBV. Diese
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass in der Blutzirkulation von Patienten
HBV mit TRL komplexiert vorliegt.

Vergleichbar zu Untersuchungen mit HCV sollten HBV, die mit Lipoproteinen
geringerer Dichte assoziieren, nach Auftrennung von Patientenplasma mittels
Dichteultrazentrifugation in Fraktionen geringerer Dichte als der Eigendichte der
Viren banden (Nielsen et al., 2006). Die Existenz HBV-positiver Fraktionen
geringerer Dichte nach Dichteultrazentrifugation wurde in dieser Arbeit mittels HBV-

DNA-spezifischer Dot-Blot-Analyse bzw. RT-PCR sowie mittels HBsAg-spezifischem
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ELISA erbracht (vgl. Abb. 2.12 A-C), wobei mit letzterem sichergestellt werden sollte,
dass tatsachlich komplette Virionen mit Oberflachenproteinen und nicht nur HBV-
DNA in diesen Fraktionen vorhanden sind.

Wahrend mittels HBV-DNA-spezifischer Dot-Blot-Analyse bzw. RT-PCR in der
Fraktion 25 im Vergleich zu der Fraktion 26 keine bzw. eine nur sehr geringe
Konzentration von HBV-DNA detektiert werden konnte (vgl. Abb. 2.12 A, C), lasst
sich mittels ELISA in Fraktion 25 noch ein HBsAg-Signal mit knapp einem Drittel der
Starke von Fraktion 26 detektieren (vgl. Abb. 2.12 B). Dies ist sehr wahrscheinlich
darauf zurtckzufuhren, dass die in gro3er Mehrheit vorhandenen SVP aufgrund ihrer
geringeren Sedimentationsgeschwindigkeit in geringerem Malie in Fraktionen
hoherer Dichte sedimentiert sind als die nicht Lipoprotein-assoziierten Virionen.
Somit erwartete man ein starkes Signal neben Virus-Lipoproteinkomplexen in
Fraktionen geringer Dichte im ELISA.

Die Tatsache, dass in der RT-PCR-Analyse oberhalb der Fraktion 12 die Fraktionen
24 und 26 deutlich positiv sind, in der Dot-Blot-Analyse jedoch nur Fr. 26, liegt
wahrscheinlich an der Maskierung der HBV-DNA durch die hohe Anzahl der
Plasmaproteine in Fraktion 24 und einer daraus resultierenden, verminderten
Bindung der HBV-spezifischen DNA-Sonde. In Fraktion 26 ist die Konzentration der
meisten Plasmaproteine deutlich geringer, da sie aufgrund ihrer hoheren Dichte in
dichtere Fraktionen sedimentiert sind. Da ihre Sedimentationsgeschwindigkeit jedoch
teilweise sehr gering ist, ist ihre Konzentration in Fr. 24 noch deutlich hoher als in
Fraktion 26. Bei der quantitativen Auswertung sind demnach die hoheren Werte der
RT-PCR-Analyse fur die HBV-DNA-Konzentration in den Fraktionen geringer Dichte
(11,4%) gegenuber denen der DNA Dot-Blot-Analyse (7,5%) vorzuziehen.
Demzufolge liegen im Plasma HBV-positiver Patienten mindestens 11,4% der
Virionen assoziiert mit Lipoproteinen geringerer Dichte vor.

Geht man bei den Virus-Lipoproteinkomplexen von einer Oberflachenassoziation der
Komponenten (s.u.) und mindestens einem assoziierten Virion pro Lipoprotein sowie
naherungsweise bei Virionen und Lipoproteinen von kugelsymmetrischen Strukturen
aus, ergab sich bei einer angenommen Dichte der Lipoproteine hochstens
entsprechend der VLDL (1,006 g/ml) gemalR 4.2.1.3 ein Mindestdurchmesser der
Lipoproteine im Virus-Lipoproteinkomplex von 85,1 nm (Fr. 23) bzw. 157,3 nm (Fr.
26) (vgl. Tab. 3). Der ermittelte Mindestdurchmesser deutet in Ubereinstimmung mit
den elektronenmikroskopischen Analysen auf Chylomikronen (> 100 nm), VLDL (bis
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90 nm) oder Chylomikronenremnants (> 40 nm; (Mjos et al., 1975)), also TRL, als
Lipoproteinkomponente der Komplexe hin. Verwendete man fur die Berechnung statt
der Dichte der VLDL die der Chylomikronen (0,96 g/ml), so ergab sich ein
Mindestdurchmesser von 59,0 nm (Fr. 23) bzw. 67,8 nm (Fr. 26). Auch hiermit erhalt
man  Werte, die mindestens den Durchmessern der VLDL bzw.
Chylomikronenremnants entsprechen, aber oberhalb der Mindestdurchmesser
dichterer Lipoproteine liegen.

Aufgrund des berechneten geringeren Mindestdurchmessers der in den Fraktionen
23 und 24 als in Fraktion 26 enthaltenden Lipoproteine ist es wahrscheinlich, dass es
sich in diesen Fraktionen bei der Lipoproteinkomponente um
Chylomikronenremnants oder VLDL handelt, wahrend in Fraktion 26 eher groRere
Chylomikronenremnants oder Chylomikronen die Virus-Lipoproteinkomplexe bilden
durften.

Bei den  durchgefuhrten  Berechnungen wurde fur die  assoziierte
Lipoproteinkomponente eine Annahme der Dichte entsprechend der VLDL oder
geringer gemacht, da Viruskomplexe mit LDL in Fraktionen 23 oder hoher dadurch
auszuschlielen sind, dass zum einen der berechnete Durchmesser der
Lipoproteinkomponente bei eingesetzter Dichte entsprechend der LDL (1,019 g/ml)
bei mindestens 112,3 nm (Dichte Fr. 23) liegen musste, was fur LDL nicht
beschrieben ist, oder zum anderen die durchschnittliche Fraktionsdichte gleich (Fr.
24) bzw. unterhalb der Eigendichte der LDL lag (Fr. 25 und 26). Diese Uberlegungen
stutzen die Theorie, dass es sich bei den im Plasma infizierter Patienten mit HBV-
assoziierten Lipoproteinen um TRL handelt.

Als ein weiterer Ansatz, die Assoziation von Viren mit ApoB-haltigen Lipoproteinen
im Blut von Patienten nachzuweisen, wurde in dieser Arbeit eine Analyse des
Plasmas mittels eines ApoBagi100- und HBsAg-spezifischen ELISAs durchgefuhrt.
Hierbei binden die Virus-Lipoproteinkomplexe mit ihrer Lipoproteinkomponente an
die ApoB-spezifischen Antikdrper, mit denen der Boden der ELISA-Gefalde benetzt
ist, wahrend die Viruskomponente von dem Peroxidase-gekoppelten HBsAg-
spezifischen Detektionsantikorper nachgewiesen wird. Als Negativkontrolle diente in
dieser Arbeit ein HNF3beta-spezifischer Antikorper, der keine Lipoproteine bindet.
Da auch bei hoheren HBV-Konzentrationen nur bei den mit ApoB-spezifischen
Antikorpern und nicht mit HNF3beta-spezifischen Antikorpern benetzten Gefalien
HBsAg detektiert werden konnte, weisen auch der ApoBass/10o-/HBsAg-spezifische
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ELISA in Analogie zu den Ultrazentrifugations-Untersuchungen auf das Vorliegen
von Komplexen aus Viren und ApoB-haltigen Lipoproteinen hin (vgl. Abb. 2.12).

Es ist seit langerem bekannt, dass im Blut von HCV-Patienten Virus-TRL-Komplexe
vorliegen (Prince et al., 1996; Thomssen et al., 1992). Die genauere Untersuchung
dieser Lipo-Viropartikel ergab, dass das Virus sehr wahrscheinlich in das Innere der
Lipoproteine eingebaut und von den Lipiden und Proteinen der TRL umhdallt ist,
wobei anscheinend einzelne Oberflachenproteine der Virionen auch auf der
Oberflache der Lipoproteine vorhanden sind (Andre et al., 2002; Diaz et al., 2006;
Nielsen et al., 2006; Prince et al., 1996). Im Gegensatz zu HCV deuten die
Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Analyse bei HBV eher auf eine
Virusassoziation mit TRL an der Lipoproteinoberflache hin (vgl. Abb. 2.9 D). Auch die
Ergebnisse des ApoB-/HBsAg-spezifischen ELISA unterstitzen diese Theorie: Die
deutliche Detektion von HBsAg auf ApoB-gebundenen Plasmabestandteilen lasst
eine starke Exposition der Virusoberflachenproteine zu dem mit HBsAg-spezifischen
Antikorpern versetzten ELISA-Puffer vermuten, wie sie eher bei einer
Oberflachenassoziation als Inkorporation der Virionen zu erwarten ware.

Wahrend der Einbau der HCV in die TRL im Zuge der Produktion der Lipoproteine
innerhalb der Hepatozyten stattfindet und anschlie3end die Lipo-Viropartikel ins Blut
sezerniert werden (Gastaminza et al, 2006; Ye, 2007), ware eine
oberflachenvermittelte Assoziation von HBV mit den Lipoproteinen mdglicherweise
unabhangig von einem intrazellularen Produktionsweg der Lipoproteine und konnte
somit auch erst nach Sekretion der einzelnen Komponenten im Blut stattfinden. Eine
im Blut stattfindende Oberflachenassoziation mit Lipoproteinen ist z.B. fur die mit
Chylomikronen assoziierte LPL gezeigt (Heeren et al., 2002).

Die Fahigkeit von HBV im Serum Komplexe mit TRL zu bilden, wurde in dieser Arbeit
mit aufgereinigten Virionen hoher Dichte Uberprift, die zu dem Serum einer nicht
gegen HBsAg-vaccinierten Person gegeben worden waren und das Serum
anschlieBend nach Dichteauftrennung Uber Ultrazentrifugation mittels HBV-
spezifischer DNA Dot-Blot-Analyse untersucht wurde (vgl. Abb. 2.12 D). Da im
Vergleich zu den nicht mit Serum versetzten Virionen nur in der serumhaltigen Probe
in der Fraktion mit der geringsten Dichte HBV-DNA detektierbar war, ist davon
auszugehen, dass HBV-TRL-Komplexe nach Zugabe des Serums gebildet wurden.

Da ein Einbau der Virionen im Serum in Lipoproteine unwahrscheinlich erscheint,
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unterstutzen diese Ergebnisse die Hypothese einer Oberflachenassoziation von HBV
und Lipoproteinen im Blut infizierter Patienten.

Die in dieser Arbeit postulierte Form der Assoziation von HBV mit TRL kénnte auch
zur Folge haben, dass in vivo groldere Mengen Virionen an Lipoproteinen gebunden
vorliegen, als die Ergebnisse der quantitativen Auswertung der Dichteauftrennung
des Patientenplasmas ergab: Bereits fur kleine TRL-oberflachenassoziierte Proteine
mit im Vergleich zu den Lipoproteinen groRerer Dichte, wie z.B. der LPL, konnte eine
im groRen Male stattfindende Abtrennung von den Lipoproteinen wahrend einer
Dichteultrazentrifugation gezeigt werden (Heeren et al., 2002). Da HBV einen
deutlich schwereren Liganden als die LPL darstellt, auf den wahrend einer
Ultrazentrifugation erheblich grolere Zentrifugalkrafte wirken, ist es wahrscheinlich,
dass viele HBV-TRL-Komplexe wahrend einer Dichteultrazentrifugation zerstort
werden und ihr Anteil demnach im Blut von HBV-Patienten wesentlich hoher ausfallt
als die quantitative Auswertung der Dichteauftrennung des Patientenplasmas in
dieser Arbeit ergab.

Was vermittelt im Blut HBV-infizierter Patienten die Assoziation von Virionen mit
TRL? Wie bereits erwahnt, bindet HBV spezifisch ApoH (Stefas et al., 2001),
welches wiederum als Proteinbestandteil von TRL nachgewiesen wurde (Polz und
Kostner, 1979). Demnach kdnnten im Blut Uber die Bindung von HBV an ApoH Virus-
TRL-Komplexe gebildet werden, was fur ein Erreichen der Wirtszelle durch HBV
essentiell sein konnte (vgl. 3.4). Die Moglichkeit einer ApoH-vermittelte Assoziation
von HBV mit TRL, insbesondere Chylomikronen, wurde bereits vorgeschlagen
(Mehdi et al., 1994). Neben ApoH ist auch fur die LPL eine Bindung an HBV gezeigt
worden (Deng et al., 2007), was ahnlich zu ApoH die Bildung von Virus-TRL-

Komplexen im Blut vermitteln konnte.

3.6 Kupffer-Zellen trans-infizieren Hepatozyten mit HBV

Im Rahmen eines Pulse-Chase-Experimentes konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass nach 45-miniutiger Perfusion des Lebergewebes mit
fluoreszenzmarkierten VP und nachfolgender 16-stindiger Chase-Phase mit
VP-freiem Medium fluoreszenzmarkierte VP in Hepatozyten detektierbar waren (vgl.
2.2.7). Durch den experimentellen Aufbau als Pulse-Chase-Versuch sollte dabei
erreicht werden, dass die Ergebnisse nach 16h den Fluoreszenzsignalen der initial in
die Kupffer-Zellen aufgenommenen VP zugeordnet werden konnten und nicht als
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eine langsame, unabhangige und direkte Aufnahme der VP in die Hepatozyten
hatten interpretiert werden konnen. Auch wenn eine direkte Aufnahme von VP dabei
nicht auszuschlielen ist, ware sie vergleichsweise gering und lage unterhalb der
Detektionsgrenze des Fluoreszenzmikroskops, da nach der Pulse-Phase die
Fluorszenzsignale der VP nur in den Kupffer-Zellen darstellbar waren, auf die dann
nach der Chase-Inkubation mit VP-freiem Medium die detektierbaren Signale
zuruckgefuhrt wurden (vgl. 2.2.2). Diese experimentelle Anordnung lasst demnach
den Schluss zu, dass in dem ex vivo perfundierten humanen Lebergewebe initial in
den Kupffer-Zellen akkumulierende VP von den Makrophagen in die Hepatozyten
weitertransportiert wurden.

Gestarkt wird diese These durch folgende Beobachtungen: Hepatozyten sind nur
dann positiv fur VP, wenn umliegende Kupffer-Zellen negativ oder gering positiv fur
VP sind (vgl. Abb. 2.13 A), also VP abgegeben haben. Im Gegensatz dazu sind
Kupffer-Zellen in den Bereichen, in denen Hepatozyten negativ fur VP sind,
vergleichbar stark positiv fur VP wie nach der 45-minutigen Pulse-Perfusion, haben
also keine oder nur wenige VP abgegeben (vgl. Abb. 2.13 B). Die beobachtete
Verminderung der Anzahl an VP-positiven Kupffer-Zellen ist demnach an den
Anstieg der Anzahl VP-positiver Hepatozyten gekoppelt (vgl. Abb. 2.13 D). Daruber
hinaus zeigen Nahaufnahmen im Gewebe VP-positive Strukturen in Kupffer-Zellen
und Hepatozyten auf, die darauf hindeuten, dass VP von der Kupffer-Zelle zu der
Hepatozyte transportiert worden sind. Hierbei werden VP offensichtlich zunachst zu
der und dann entlang der Hepatozyten-Zellmembran transportiert, bevor sie
anschlieBend von der Plasmamembran in die Wirtszelle hinein aufgenommen
werden (vgl. Abb. 2.13 A, VergroRerung; Abb. 2.19, 2.20, 2.21).

Ein weiterer Hinweis dafur, dass Kupffer-Zellen in vivo HBV an Hepatozyten
weitergeben, liefern die Infektionsversuche in Mischkulturen aus Kupffer-Zellen und
PHH (vgl. 2.2.8). Hierbei infizierten initial mit HBV inkubierte Kupffer-Zellen spater
zugefugte Hepatozyten produktiv und in frans (d.h. ohne HBV-Replikation in den
Kupffer-Zellen). Da isolierte reine Kupffer-Zell-Kulturen nicht produktiv mit HBV
infiziert werden konnten, lasst sich eine Infektion der Hepatozyten durch Kupffer-
Zellen in cis (mit HBV-Replikation in den Kupffer-Zellen) ausschliefen. Diese
Ergebnisse zeigen zudem, dass der fur die fluoreszenzmarkierten VP beobachtete
Transfer von der Kupffer-Zelle in die Hepatozyte ein funktionelles Korrelat besitzt und
eine Trans-Infektion der Hepatozyte bewirkt.
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Interessanterweise werden fluoreszenzmarkierte VP in der Maus nach 45 Minuten
zwar effizient von Kupffer-Zellen aufgenommen (vgl. Abb. 2.10), aber vermutlich
nicht oder nur sehr ineffizient an Hepatozyten weitergegeben: In dieser Arbeit
konnten 18h nach Injektion der VP im fixierten Lebergewebe mittels
Fluoreszenzmikroskopie keine VP mehr detektiert werden, weder in Kupffer-Zellen
noch in Hepatozyten (vgl. Abb. 2.13 E). Auffallig war zudem ein stark grun gefarbter
Urin der Tiere 3h nach Injektion. Da die VP aufgrund des gebundenen Fluorophors
im Tageslicht violett/blaulich erscheinen und demnach bei Zugabe in eine gelbe
Flussigkeit diese grun farben, ist die Verfarbung des Urins wahrscheinlich auf eine
starke renale Elimination der VP zuruckzufuhren. In der Niere werden jedoch
Proteine, die groRer als 70 kDa sind, nicht filtriert (Pavenstadt et al., 2003;
Wartiovaara et al., 2004). Es ist demnach wahrscheinlich, dass die VP vor der
glomerularen Filtrierung in den Kupffer-Zellen (und im Gegensatz zu den humanen
Kupffer-Zellen, vgl. Abb. 2.15 A; 3.7) lysosomal verdaut und als VP-Fragmente in das
Blut resezerniert worden sind. Diese Erklarung unterstutzt die oben geadullerte
Hypothese, dass in Mausen kein oder nur in sehr geringem Malie ein gerichteter
Transport der in die Kupffer-Zellen aufgenommenen VP zu und in die Hepatozyten
stattfindet. Dieser nur im humanen Lebergewebsperfusionsmodell dargestellte

Infektionsweg scheint demnach speziesspezifisch zu sein.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass in der menschlichen Leber von
Kupffer-Zellen aufgenommenes HBV an seine Wirtszelle weitergegeben wird und

diese trans-infiziert.

3.7 HBV folgt in Makrophagen dem Transportweg der freien
Cholesterole endozytierter Lipoproteine

FUr die Untersuchung des HBV-Transzytoseweges durch Kupffer-Zellen wurden
isolierte  humane Kupffer-Zellen oder, als Modell fir humane primare
Lebermakrophagen, aus humanen Monozyten bzw. THP-Zellen differenzierte
Makrophagen verwendet. Letztere boten in dieser Arbeit gegenuber den Kupffer-
Zellen den Vorteil, dass sie unabhangig von den seltenen Leberpraparaten standig
fur Untersuchungen zur Verfugung standen. Daruber hinaus ist die
Hintergrundfluoreszenz im Vergleich zu den primaren Kupffer-Zellen wesentlich

geringer, was insbesondere bei fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen im
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kurzwelligen Wellenbereich, wie z.B. bei der Verwendung von Fluorophoren wie
Filipin, von grofer Bedeutung ist.

Da die elektronenmikroskopischen Untersuchungen auf eine Aufnahme von HBV und
TRL in identische Kompartimente hinwiesen (vgl. Abb. 2.9 C, D) und HBV in serum-
bzw. plasmahaltigen Losungen mit TRL assoziiert (vgl. 2.2.6, 3.5), wurde in dieser
Arbeit untersucht, ob auch das intrazellulare Recycling von HBV in den
Lebermakrophagen an den Transport von Lipoproteinen oder einer
Lipoproteinkomponente gekoppelt ist.

Das ApoBiooss enthaltende Core der endozytierten Lipoproteine wird nach Hydrolyse
der neutralen Lipide CE und TG nicht dem endosomalen System entzogen, sondern
wird als nicht membranassoziiertes Kargo ins Lysosom transportiert (Davis et al.,
1987; Goldstein und Brown, 2009; Heeren et al., 2001; Heeren et al., 1999; Mayor et
al., 1993). Da HBV endosomal offensichtlich im Gegensatz zu den
Lipoproteinstrukturen membranassoziiert vorliegt (vgl. Abb. 2.9 C), erscheint es
unwahrscheinlich, dass es dem Transport des Lipoprotein-Cores folgt. Im Gegensatz
zu dem Lipoprotein-Core werden die hydrolysierten CE und TG jedoch als freie
Cholesterole und Fettsauren zellular recycelt (Liscum und Munn, 1999; Salvayre et
al., 1989; van Dijk et al., 1992), weswegen es wahrscheinlich ist, dass HBV dem
Transportweg der hydrolysierten neutralen Lipide endozytierter Lipoproteine folgt, um
die Kupffer-Zelle zu transmigrieren.

Um diese Theorie zu uberpriufen, wurde zunachst die intrazellulare Lokalisation
fluoreszenzmarkierter VP in Kupffer-Zellen analysiert: Sollte HBV in den
Lebermakrophagen tatsachlich einem nicht degradierenden Recyclingweg folgen,
sollten VP auch nach langerer Chase-Inkubation mit VP-freiem Medium nicht in
lysosomalen Kompartimenten konzentrieren. Hierzu wurde die Lokalisation
fluoreszenzmarkierter VP mit der von fluoreszenzmarkiertem Transferrin verglichen.
Wie bereits erwahnt, wird Transferrin nicht ins Lysosom transportiert, sondern
akkumuliert in zellularen Kompartimenten, aus denen bzw. Uber die Komponenten
recycelt werden (Maxfield und McGraw, 2004; Mellman, 1996). In Einklang mit einem
zellularen Recycling von intakten HBV und einer Konzentrierung in nicht-lysosomalen
Zellorganellen wurden auch nach einer zweistundigen Chase-Inkubation mit VP-
freiem Medium VP ausschliel3lich in Transferrin-positiven Kompartimenten detektiert
(vgl. Abb. 2.15 A).

98



Diskussion

Im Folgenden wurde die Lokalisation von fluoreszenzmarkierten VP mit der von
freien Cholesterolen, stammend aus endozytierten Lipoproteinen, in Kupffer-Zellen
verglichen (vgl. Abb. 2.15 B). Hierfur wurden mit NBD-Cholesterolen markierte TRL
verwendet, bei denen die amphiphilen NBD-Cholesterole in die aul’ere Schicht der
Lipoproteine eingebaut worden waren. Die Versuchsbedingungen zur Untersuchung
des VP-Transports in Kupffer-Zellen wurden dabei so gewahlt, dass das NBD-
Fluoreszenzsignal nicht die Lokalisation der TRL, sondern die der von den TRL
abgetrennten NBD-Cholesterole wiedergab. Hierzu wurden die Zellen nach
Inkubation mit VPsg4- und TRLngp-haltigem Medium 2h mit VPsg4- und TRLngp-freiem
Chase-Medium kultiviert. Auf diese Weise sollte bewirkt werden, dass nach 2h
endosomalen Transportes die auldere Schicht der Lipoproteine abgebaut worden war
und die NBD-Cholesterole nicht mehr in die TRL inkorporiert, sondern als freie
Cholesterole vorlagen und das Fluoreszenzsignal die aus den TRL stammenden
freien Cholesterole nach 2h intrazellularer Prozessierung der Lipoproteine wiedergab
(Lusa et al., 2001). Die ausschlieRliche Kolokalisation beider Komponenten nach 2h
Inkubation mit VPsg4- und TRLNgp-freiem Medium ist ein starker Hinweis dafur, dass
die VP in Kupffer-Zellen dem gleichen Transportweg intrazellular folgen wie aus TRL
stammende, freie Cholesterole. Interessant ist auch die perinukleare Anordnung
beider Komponenten, die fur freie Cholesterole endozytierter Lipoproteine
beschrieben ist (Ko et al., 2001; Liscum und Munn, 1999) und in Bezug auf die VP
mit den Ergebnissen der elektronenmikroskopischen Analysen ubereinstimmt (vgl.
Abb. 2.9 C).

Fur freie Cholesterole endozytierter Lipoproteine ist der Transport aus perinuklearen
Kompartimenten uber cholesterolhaltige Vesikel zur Plasmamembran beschrieben
(Ko et al., 2001; Liscum und Munn, 1999). Da auch in der Peripherie die
Fluoreszenzsignale der VP mit denen der NBD-Cholesterole (hier in offensichtlich
kleinen Vesikeln) Uberlagerten und es sich hierbei aufgrund der zweistindigen
Chase-Inkubation mit TRLngp- und VPsgs-freiem Medium nicht um kurz vor der
Zellfixierung endozytierte Komponenten handelt, ist nicht nur von einem Transport
der VP entlang des Transportweges der Lipoprotein-CE und -TG zu perinuklearen
Kompartimenten, sondern auch ihrer hydrophoben Hydrolysate weiter zur
Plasmamembran auszugehen. Ein Abschnuren kleiner HBV-haltiger Vesikel von
perinukledaren Kompartimenten ist auch gut mit den Ergebnissen der
elektronenmikroskopischen Analyse vereinbar (vgl. Abb. 2.9 C).
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Die Hypothese, dass HBV intrazellular dem Recyclingweg der aus Lipoproteinen
stammenden freien Cholesterole folgt, wird auch durch die weiteren in dieser Arbeit
durchgefuhrten immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen bekraftigt. So ist
eine deutliche Kolokalisation der VPsg4 mit ApoA1 detektierbar, wenn Kupffer-Zellen
zusammen mit humanem Serum inkubiert wurden (vgl. Abb. 2.15 C). Dies ist in
Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass die freien Cholesterole endozytierter
TRL in Vesikeln akkumulieren, in die ApoA1 aus HDL transportiert wird (Heeren et
al., 2003). Gestutzt wird diese Hypothese durch das mit fluoreszenzmarkiertem HDL
durchgefuhrte Pulse-Chase-Experiment. Hierbei kolokalisieren die fluoreszierenden
Proteinkomponenten exogen zugefuhrter HDL mit VP-positiven Kompartimenten (vgl.
Abb. 2.15 D). Da ApoA1 die Hauptproteinkomponente der HDL darstellt, bestatigt
diese Beobachtung einen Transport der aus HDL-stammenden ApoA1 in die VP-
akkumulierenden, zellularen Strukturen. Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse
darauf hin, dass analog zu den freien Cholesterolen stammend aus endozytierten
TRL die VP in zellularen Kompartimenten lokalisieren, in die ApoA1 aus exogenem
HDL transportiert wird.

Ein weiterer gut charakterisierter Marker fur zellulare Kompartimente, die freie
Cholesterole endozytierter Lipoproteine akkumulieren, ist NPC1 (Sugii et al., 2003;
Wojtanik und Liscum, 2003). In Pulse-Chase-Experimenten konnte in dieser Arbeit in
aus Monozyten differenzierten = Makrophagen eine  Kolokalisation von
fluoreszenzmarkierten VP mit NPC1 nach vierstundiger Inkubation mit VP-freiem
Chase-Medium gezeigt werden (vgl. Abb. 2.16 A).

Weiter gestarkt wird die Hypothese eines HBV-Transportes in Kompartimente, die
freie Cholesterole endozytierter Lipoproteine konzentrieren, durch die Ergebnisse,
die nach Fluoreszenzmarkierung der zellularen freien Cholesterole mittels Filipin eine
Lokalisation von VP in Filipin-positiven Kompartimenten zeigten (vgl. Abb. 2.16 B).
Vergleichbar zu den Ergebnissen mit NBD-Cholesterolen markierten TRL in Kupffer-
Zellen konnte sowohl mit NPC1 als auch Filipin eine Kolokalisation nicht nur in
perinuklearen, sondern auch in peripheren vesikularen Strukturen detektiert werden.
Hierbei konnte es sich aufgrund einer vierstundigen Inkubation mit VP-freiem
Medium ebenfalls nicht um kurz vor Zellfixierung endozytierte VP handeln. Da freie
Cholesterole endozytierter Lipoproteine aus perinuklearen Regionen uber NPC1-
haltige Vesikel zur Plasmamembran transportiert werden (Ko et al., 2001; Liscum
und Munn, 1999), unterstutzt dies die Hypothese, dass HBV nicht nur in
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Kompartimenten konzentriert, in denen freie Cholesterole akkumulieren, sondern
auch dem weiteren Transport der freien Cholesterole zur Plasmamembran folgt.

Die Theorie der transzellularen HBV-Migration entlang des Transportweges freier
Cholesterole endozytierter Lipoproteine wird auch durch die in dieser Arbeit
durchgefuhrten funktionellen Vergleiche beider Transportwege gestark:

U18666a inhibiert den Transport freier Cholesterole von perinuklearen
Kompartimenten zu der Plasmamembran (Delton-Vandenbroucke et al., 2007; Ko et
al., 2001; Liscum und Faust, 1989). Vergleichbar wie fur freie Cholesterole mittels
Fluoreszenzmarkierung durch Filipin gezeigt fiuhrt U18666a auch fur VP zu einer
verstarkten Akkumulierung in perinukledren Kompartimenten (vgl. Abb. 2.17). Dies
deutet darauf hin, dass U18666a, vergleichbar zu den freien Cholesterolen, den
Transport der HBV zur Plasmamembran inhibiert und HBV demnach nach Aufnahme
in freie Cholesterole akkumulierende Kompartimente weiter dem Transport der freien
Cholesterole in die Zellperipherie folgen.

Auch die Induktion der HBV-Retroendozytose in Makrophagen mittels ApoA1-haltiger
Serumkomponenten unterstutzt unsere Annahme (vgl. Abb. 2.18 A, B). ApoA1 und
HDL bewirken eine Verstarkung des Cholesteroltransportes zur Plasmamembran mit
resultierendem erhohten Cholesterolefflux (Wang und Tall, 2003; Yancey et al.,
2003). Da ApoA1-haltige Serumkomponenten ebenfalls den Transport von VP in das
Zellkulturmedium verstarken, ist es wahrscheinlich, dass HBV dem Weg der freien
Cholesterole zur Plasmamembran folgt.

Mittels in TRL inkorporierter, radioaktiv markierter Cholesterole konnte in
Kollaboration mit Xiaoming Cheng auch die parallele Induktion der Resekretion von
HBV und freien Cholesterolen dargestellt werden (vgl. Abb. 2.18 C). Diese
beobachtete Assoziation der HBV Retroendozytose mit dem Efflux von freien
Cholesterolen stammend aus endozytierten TRL starkt weiter die Hypothese, dass
der Transport von HBV und der von den Lipoprotein-CE-stammenden Lipide in
Kupffer-Zellen aus perinuklearen Kompartimenten in die Zellperipherie funktionell

gekoppelt sind.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sowohl die Lokalisationsstudien der
fluoreszenzmarkierten VP in Kupffer-Zellen und aus humanen Monozyten
differenzierten Makrophagen, als auch die funktionellen, den zellularen Transport
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freier Cholesterole beeinflussenden Versuche darauf hinweisen, dass HBV in
Kupffer-Zellen dem Transport der freien Cholesterole, die aus endozytierten

Lipoprotein-CE stammen, folgt, um die Zelle zu transmigrieren.

Aktuelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass freie Cholesterole endozytierter
Lipoproteine in sphingolipid-/cholesterolreichen Membranmikrodomanen (sog. ,lipid
rafts“) akkumulieren (Lusa et al., 2001; Storey et al., 2007), welche entscheidend den
weiteren Transport der in ihnen konzentrierenden Lipide und Proteine steuern
(Schuck und Simons, 2004; Simons und lkonen, 1997). Es erscheint demnach
moglich, dass HBV den Transportweg der freien Cholesterole folgt, um in diesen
Mikrodomanen zu konzentrieren und in ,lipid rafts® gerichtet weitertransportiert zu
werden (vgl. 3.8). Eine Lokalisation von HBV in ,lipid rafts ist bei dem gerichteten
intrazellularen Transport neu gebildeter Viren in polarisierten Hepatozyten zur
basolateralen als auch zur apikalen Plasmamembran vorgeschlagen worden (Bhat et
al., 2011). Auch Untersuchungen an HepaRG-Zellen legen eine Konzentrierung von
HBV in lipid rafts nahe, wobei die Autoren eine lipid raft‘/Caveolae-vermittelte
Virusaufnahme postulieren (Macovei et al., 2010). Unterstutzt wird diese Theorie
durch Endozytosestudien mit fluoreszenzmarkierten SVP an COS-7-Zellen (Hao et
al., 2011).

Die Ergebnisse dieser Arbeit stutzen die Theorie, dass HBV nach Aufnahme in die
Lebermakrophagen Uber einen mit den freien Cholesterolen endozytierter
Lipoproteine gekoppelten Transport in sphingolipid-/cholesterolreichen
Membrandomanen konzentriert. In U18666a-behandelten Zellen kommt es zu einer
verstarkten Bildung und Anhaufung von ,lipid rafts“ in spaten Endosomen (Lusa et
al., 2001). Da die VP ebenfalls in U18666a-behandelten Zellen perinuklear
akkumulierten (vgl. Abb. 2.17) erscheint es moglich, dass HBV in ,lipid rafts®
konzentriert und deshalb der Transport zur Plasmamembran verhindert wird.
Allerdings ist zu berlcksichtigen, dass die freien Cholesterole endozytierter
Lipoproteine in spaten Endosomen in NPC1-funktionalen Zellen wahrscheinlich initial
nicht in lipid rafts“ akkumulieren und tber einen lipid raft“-unabhangigen Transport
zur Plasmamembran transportiert werden, wo sie erst im weiteren Verlauf in
sphingolipidreiche Membrandomanen eingebaut werden (Lusa et al., 2001). Im
Gegensatz zu spaten Endosomen sind frUhe und rezirkulierende Endosomen reich
an Llipid rafts®, die hier auch den Transport der Cholesterole zur Plasmamembran
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vermitteln (Gagescu et al., 2000; Hao et al., 2002; Hornick et al., 1997; Mayor et al.,
1998; Mukherjee et al., 1998). Da freie Cholesterole endozytierter Lipoproteine,
insbesondere der TRL, wahrscheinlich auch Uber frihe und recycelnde Endosomen
zur Plasmamembran transportiert werden (vgl. 1.3.3.1, 1.3.3.2) (Holtta-Vuori et al.,
2002; Soccio und Breslow, 2004), ware es demnach mdglich, dass HBV, je nach
Transportweg, bereits endosomal oder erst nach Erreichen der Plasmamembran in
diesen konzentriert.

Eine Lokalisierung von HBV in sphingolipid-/cholesterolreichen Membrandoméanen
nach intrazellularem Transport in den Kupffer-Zellen wéare auch in Ubereinstimmung
mit der Kolokalisation von SR-B1 und VP, wie sie in Abbildung 2.21 zu beobachten
ist (vgl. Pfeile), da SR-B1 in ,lipid rafts“ konzentriert (Atshaves et al., 2007; Camarota
et al., 2004; Storey et al., 2007).

Die Viruslokalisierung in lipid rafts* konnte durch das virale L-Protein vermittelt
werden, welches moglicherweise uber seinen N-terminalen Acylrest als
Virusmembrananker fungiert (Glebe und Urban, 2007). Fir Proteine, die uUber
gesattigte Acylketten in Membranen verankert vorliegen (wie z.B. die GPI-
gekoppelten Proteine oder das Hemagglutinin der Influenzaviren), wurde eine
primare Lokalisation in sphingolipid-/cholesterolreichen Membranmikrodomanen
(Melkonian et al., 1999) und eine Kopplung an den endosomalen Transport von
freien  Cholesterolen  endozytierter Lipoproteine aus Transferrin-positiven
Kompartimenten zur Plasmamembran gezeigt (Mayor et al., 1998). Demnach
konnten in die zellulare Membran eingelassene Acylreste der L-Proteine die
Lokalisation von HBV in ,lipid rafts“ bewirken, was eine Kopplung des Virus an den
Transport dieser Domanen zur Folge hatte. Alternativ konnte HBV an einen Rezeptor
binden, der seinerseits in ,lipid rafts“ konzentriert.

3.8 HBV folgt dem Transportweg der in den Kupffer-Zellen
akkumulierenden neutralen Lipide zur und in seine Wirtszelle

Die Ergebnisse in Abschnitt 2.3 deuten darauf hin, dass HBV in Makrophagen dem
Recyclingtransportweg der freien Cholesterole endozytierter Lipoproteine folgt. Da in
vivo neutrale Lipide endozytierter Lipoproteine nach intrazellularer Metabolisierung
aus Makrophagen gezielt Uber den reversen Cholesteroltransport zu und in die
Hepatozyten transportiert werden (Brewer, 2004; lkonen, 2008) und speziell fur

Kupffer-Zellen in vivo der gezielte Transfer von hydrophoben Hydrolysaten der aus
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den endozytierten TRL-stammenden neutralen Lipide in die Hepatozyten
vorgeschlagen wurde (van Dijk et al., 1992), sollte im letzten Abschnitt dieser Arbeit
untersucht werden, ob HBV diesen Transportweg in vivo nutzt, um seine Wirtszelle
zu erreichen und gegebenenfalls auch in diese aufgenommen zu werden.

Um die inter- und intrazellularen Transportwege neutraler Lipide und ihrer
hydrophoben Hydrolyseprodukte im ex vivo perfundierten humanen Gewebe zu
visualisieren, wurden die Lipide mit BODIPY4g3.503 fluoreszenzmarkiert (vgl. Abb.
2.19, 2.20). Dabei Iasst sich eine starke Anfarbung einzelner Zellen erkennen, bei
denen es sich aufgrund ihrer sinusoidalen Lokalisation sehr wahrscheinlich um
Kupffer-Zellen handelt (vgl. Abb. 2.19). Auch die teilweise starke Akkumulierung
dieser Zellen von VPsgs weist in Ubereinstimmung mit 2.2 auf Lebermakrophagen
hin. Von diesen Zellen sind verstarkt BODIPY 493503 positive Strukturen zu und
entlang den Plasmamembranen direkt angrenzender Hepatozyten erkennbar, die
sich mit abschwachender Fluoreszenzintensitat entlang weiter entfernter
Hepatozytenmembranen verzweigen (vgl. Abb. 2.19 A, B, Pfeilspitzen). Es erscheint
demnach wahrscheinlich, dass wahrend der Perfusion des Lebergewebes neutrale
Lipide bzw. deren hydrophoben Hydrolysate von den Neutrallipid-akkumulierenden
Kupffer-Zellen in die Plasmamembranen umliegender Hepatozyten transportiert
worden sind.

Die BODIPYg3503-Farbung lasst eine Unterscheidung zwischen veresterten
neutralen Lipiden und deren hydrophoben Hydrolysaten nicht zu (Rudolf und Curcio,
2009). Es lassen sich demnach keine Ruckschlusse darauf ziehen, ob die Farbung
den interzellularen Transport freier Cholesterole bzw. Fettsduren oder derer
neutralen Ester CE und TG darstellt. Da die neutralen Lipide endozytierter TRL und
LDL von den endosomalen Lipasen hydrolysiert werden und nur die Hydrolysate aus
dem endosomalen System entzogen und zellular recycelt werden (vgl. 1.3.3), ist es
wahrscheinlich, dass es sich bei den aus den Kupffer-Zellen zu den Hepatozyten
transportierten BODIPY 493.503-positiven Komponenten im groRen Umfang um freie
Cholesterole bzw. freie Fettsauren handelt.

In Makrophagen ist jedoch auch die selektive Lipidaufnahme von nicht hydrolysierten
CE aus Lipoproteinen in die Zelle uber SR-B1 und LRP, als auch neuerdings der
Efflux von nicht hydrolysierten CE aus der Zelle uber LRP, beschrieben worden
(Matveev et al., 1999; Takahashi et al., 2005). Ein Teil der CE der Lipoproteine
konnte demnach selektiv den Lipoproteinen entzogen (Pittman et al., 1987; Rinninger
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et al., 1994; Takahashi et al., 2005) und nicht als freie Cholesterole, sondern in
veresterter Form zu den Hepatozyten weitertransportiert worden sein. Bei diesem
Transportweg konnte die Hydrolyse der CE dann erst nach Aufnahme der Lipide in
die Hepatozyten bewirkt werden, wobei freie Cholesterole generiert wurden, die in
den Hepatozyten dann weiteren Stoffwechselwegen zu Verfugung stinden (lkonen,
2008). Zu untersuchen bleibt bei einem direkten Transport von CE aus den Kupffer-
Zellen in die Hepatozyten, inwieweit dieser und der der freien Cholesterole Parallelen
aufweist, da die nur schwer in den Membrandoppelschichten l6slichen CE auch in
Mikrodomanen nachgewiesen wurden, in denen freie Cholesterole sowie die die
Aufnahme der CE vermittelnden Rezeptoren, wie z. B. SR-B1 und Caveolin-1,

konzentrieren (Storey et al., 2007).

Die Detektion von VP aulRerhalb der Kupffer-Zellen lediglich entlang der verstarkt mit
BODIPY 493.503-angefarbten Plasmamembranen der Hepatozyten deutet darauf hin,
dass HBV auch in vivo entlang des Transportweges neutraler Lipide endozytierter
Lipoproteine die Kupffer-Zelle transmigriert und weiter Uber den Transportweg der
Kupffer-Zell-stammenden hydrophoben Neutrallipid-Hydrolysate in die
Plasmamembranen umliegender Hepatozyten seine Wirtszelle erreicht (vgl. Abb.
219 A, B). Die Lokalisation der VP in der Plasmamembran der Hepatozyten nach
verlangerter Perfusion des Lebergewebes wird durch die Kolokalisation der VP mit
SR-B1, ein insbesondere in Hepatozyten primar in der Plasmamembran lokalisierter
Rezeptor, bestarkt (vgl. Abb. 2.21 B) (Ahras et al., 2008; Babitt et al., 1997; Silver et
al., 2001).

Fraglich ist allerdings, wie im perfundierten Lebergewebe die Lipide und VP von den
Kupffer-Zellen in die Plasmamembranen der Hepatozyten transferiert worden sind.
Bei den Lipiden fallt dabei ein offensichtlich zielgerichteter Transport in die
Plasmamembranen einzelner die Kupffer-Zellen umgebender Hepatozyten auf (vgl.
Abb. 2.19 A, gestrichelter Pfeil). Waren die Lipide (wie fur periphere Makrophagen im
reversen Cholesteroltransport beschrieben) auf Lipidakzeptoren Ubertragen und Uber
den folgenden diffusions- und stromungsgetriebenen Transport im Interzellularraum
zu den Hepatozyten befordert worden (Brewer, 2004; Ikonen, 2008), wirde man eine
gleichmafige Verteilung der Lipide in den die Kupffer-Zellen umgebenden
Hepatozyten erwarten. Die beobachtete zielgerichtete Ubertragung der Lipide lasst

sich nur mit einer engen raumlichen Nahe beider Zellen erklaren, die eine Diffusion
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der Lipidakzeptoren stark einschrankt. Gleiches gilt auch fur die zu den Hepatozyten
transportierten VP  (vgl. Abb. 213 A, Vergrollerung). Ein gerichteter
Komponententransport Uber einen interzellularen Raum ware demnach nur maoglich,
wenn die Kupffer-Zellen Filopodien zu den Hepatozyten auspragten, die einen
unmittelbaren Kontakt von Kupffer-Zell- und Hepatozytenmembran ermoglichten.
Dann konnten Liganden ohne deren wesentliche Diffusion auf Rezeptoren der
Hepatozyten Ubertragen werden, wie es z.B. fur den interzellularen Ligandentransfer
Uber sog. Cytoneme beschrieben ist (Sherer und Mothes, 2008).

Ein zielgerichteter interzellularer Transport von Plasmamembrankomponenten wie
Lipiden, aber auch GPI-verankerten Membranproteinen und Pathogenen (wie fur
Prionen gezeigt), ist Uber fusionierte Plasmamembranen von ,tunneling nanotubes®
(TNT) beschrieben worden (Gousset et al., 2009; Onfelt et al., 2004; Rustom et al.,
2004). Bei einem Transfer Uber TNT wuirden in den Kupffer-Zellen die Lipide
endozytierter Lipoproteine zunachst zur Plasmamembran transportiert werden, wo
sie jedoch nicht auf exogene Lipidakzeptoren Ubertragen, sondern Uber fusionierte
Plasmamembranen in die Zellmembranen der Hepatozyten transferiert wirden. Ein
solcher Transportweg zwischen Makrophage und Hepatozyte ist bis heute allerdings
nicht bewiesen. So wie moglicherweise in Abbildung 2.14 B dargestellt (s.
Pfeilspitze), konnten Kupffer-Zellen jedoch (im Gegensatz zu peripheren
Makrophagen) aufgrund ihrer raumlichen Nahe zu den Hepatozyten TNT zu den
Leberparenchymzellen ausbilden, was einen deutlich effizienteren Lipidtransfer
ermoglichen wurde.

Unterstutzt wird die Hypothese der Ausbildung von TNT zwischen Kupffer-Zellen und
Hepatozyten in vivo dadurch, dass in dieser Arbeit im perfundierten Lebergewebe
SR-B1 positive, von den Filopodien der Kupffer-Zellen zu der Plasmamembran der
Hepatozyten durchgangige Strukturen detektierbar waren (vgl. Abb. 2.21 A). Da
SR-B1 ein primar in der Plasmamembran lokalisierter Rezeptor ist (s.0.), kdnnten
diese Strukturen Uber TNT fusionierte Plasmamembranen von Kupffer-Zellen und
Hepatozyten darstellen. Daruber hinaus ist nach langerer Perfusion des humanen
Lebergewebes der makrophagenspezifische Marker CD68 nicht nur auf Kupffer-
Zellen, sondern in geringem Malie auch auf umgebenden Hepatozyten detektierbar
(vgl. Abb. 2.22). Bei CD68 handelt es sich um ein Typ-1-integrales
Transmembranprotein, das zwischen Endosomen und Plasmamembran zirkuliert

(Holness und Simmons, 1993; Kurushima et al., 2000). Da fur Typ-1-integrale
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Transmembranproteine wie MHC | ein interzellularer Austausch Uber TNT
beschrieben wurde (Gerdes et al., 2007; Natarajan et al., 1999), erscheint es
demnach wahrscheinlich, dass im langer perfundierten Lebergewebe CDG8 in
geringem MalRe von den Kupffer-Zellen uber TNT in die Plasmamembranen der
Hepatozyten transportiert wurde. Die starkere CDG68-Farbung entlang der
Plasmamembran Kupffer-Zellen-umliegender Hepatozyten im langer perfundierten
Gewebe deutet zudem darauf hin, dass HBV moglicherweise die Ausbildung von
TNT zwischen Kupffer-Zellen und Hepatozyten triggert. Eine vergleichbare Induktion
von TNT in Makrophagen ist auch fur HIV beschrieben, wobei fusionierte
Plasmamembranen einen erheblich effizienteren interzellularen Virustransport
ermoglichen (Eugenin et al., 2009a).

In Abbildung 2.22 ist erkennbar, dass VP offensichtlich entlang des gleichen
Transportweges wie CD68 von den Kupffer-Zellen zu den umliegenden Hepatozyten
transferiert wurden. Dies deutet darauf hin, dass VP ebenfalls Uber fusionierte
Plasmamembranen der TNT von den Kupffer-Zellen zu den Hepatozyten gelangten.
Diese Hypothese wird durch die Beobachtung unterstutzt, dass VP nach langerer
Perfusion des Lebergewebes in der Plasmamembran von Kupffer-Zell-Filopodien
konzentrierten und offensichtlich entlang dieser zu den Hepatozyten und in deren
Plasmamembranen transportiert wurden (vgl. Abb. 2.21).

Interessanterweise deuten elektronenmikroskopische Analysen von Leberbiopsien
HBV-infizierter Patienten ebenfalls darauf hin, dass HBV von angrenzenden Zellen
uber filopodienartige Strukturen direkt die benachbarten Hepatozyten erreicht und
infiziert (Falcon et al., 2008). Demnach scheint ein direkter interzellularer HBV-
Transport auch in vivo stattzufinden.

Eine entscheidende Rolle bei dem Transport von HBV aus den Kupffer-Zellen in die
Plasmamembranen der Hepatozyten dber TNT konnte der postulierten
Konzentrierung von HBV in sphingolipid-/cholesterolreichen Membranmikrodoméanen
zukommen (vgl. 3.7). ,Lipid rafts“ vermitteln den gerichteten Transport von in ihnen
konzentrierenden Proteinen, wie das Hemaglutinin der Influenzaviren oder GPI-
verankerte Proteine, und Lipiden zu Plasmamembranen polarisierter Zellen (inklusive
Hepatozyten), wobei auch Transzytosewege beschrieben sind (Brown und Rose,
1992; Simons und lkonen, 1997; Skibbens et al., 1989; Slimane et al., 2003). HBV
konnte demnach, nach Konzentrierung in sphingolipid-/cholesterolreichen

107



Diskussion

Membranmikrodomanen, in diesen uber fusionierte Plasmamembranen gerichtet in
die Zellmembran der Hepatozyten transportiert werden.

In Einklang mit einem selektiven Transport, wie er durch ,lipid rafts® vermittelt wird,
ist die Beobachtung, dass im langer perfundierten Lebergewebe VP offensichtlich
deutlich effizienter als CD68 zu den Hepatozyten transferiert wurden: Wahrend
Kupffer-Zellen nach langerer Perfusion haufig negativ und umliegende Hepatozyten
positiv fur VP waren, konnte im Gegensatz dazu in den Hepatozyten, im Vergleich zu
den Kupffer-Zellen, nur sehr geringe Mengen von CD68 detektiert werden (vgl. Abb.
2.13 und 2.22). Gleiches trifft offensichtlich auch fur BODIPY 493.503-positiv angefarbte
Lipide zu, deren Konzentration entlang der Plasmamembranen Kupffer-Zellen-
umliegender Hepatozyten ebenfalls relativ hoch im Verhaltnis zu der Konzentration in
den Lebermakrophagen erscheint (vgl. Abb. 2.19).

Nicht auszuschlieRen ist, dass der in dieser Arbeit beobachtete interzellulare
Transfer von CD68 und VP Uber Exosomen vermittelt wurde (Thery et al., 2002). Die
in Abbildung 2.21 beobachteten durchgangigen SR-B1-positiven Strukturen zwischen
Kupffer-Zellen und Hepatozyten und die Tatsache, dass diffundierende Vesikel einen
weniger gerichteten Transport der Komponenten in die Hepatozyten bewirkt hatten,
unterstitzen jedoch die Theorie eines Uuber fusionierte Plasmamembranen
vermittelten Transfers.

Falls HBV und Cholesterole Uber TNT von der Kupffer-Zelle zur Hepatozyte
transportiert werden, was verhindert dann einen Efflux dieser Komponenten aus den
Kupffer-Zellen wie er in vitro in Makrophagen stattfindet (vgl. Abb. 2.18; 1.3.2.3)? Die
hohe Konzentration von VP in Kupffer-Zellen, bei denen kein Transfer zu den
umliegenden Hepatozyten beobachtet wurde, deutet darauf hin, dass in vivo die
Resekretion von HBV aus den Kupffer-Zellen zurtick in den Blutkreislauf tatsachlich
effizient verhindert wird (vgl. Abb. 2.13. B). Gemal der in dieser Arbeit aufgestellten
Theorie einer funktionellen Kopplung des Transportes von HBV- und aus
Lipoproteinen stammenden freien Cholesterolen in Kupffer-Zellen koénnten die
Grunde hierfur, analog wie fur Hepatozyten und periphere Zellen dargestellt, ein in
Kupffer-Zellen im Verhaltnis zu peripheren Makrophagen unterschiedliches
Gleichgewicht im bidirektionalen Cholesteroltransport aus der Plasmamembran sein
(Atshaves et al., 2003; Atshaves et al., 2000; Moncecchi et al., 1996; Schroeder et
al., 2001): Wahrend periphere Makrophagen spezialisiert fur den Efflux von
Cholesterolen sind und ein verminderter Cholesterolefflux und damit verbundener
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erhohter Cholesterolinflux zu der pathologischen Bildung von Schaumzellen fuhrt
(Klucken et al., 2000; Lawn et al., 2001; Tall et al., 2002), sollte dies in Kupffer-Zellen
Uber den Lipidtransport entlang fusionierter Plasmamembranen einen effizienten
Transfer der Lipide in die Hepatozyten, Zellen spezialisiert fur den Influx von
Cholesterolen und deren Ausscheidung in die Gallengange (Atshaves et al., 2007;
Puglielli et al., 1996; Schroeder et al., 1998), bewirken und eine Schaumzellbildung
der Kupffer-Zellen verhindern. Dieses ware, in Einklang mit der Theorie einer HBV-
Migration entlang des Transportes freier Cholesterole in Kupffer-Zellen, mit der
Beobachtung vereinbar, dass VP im perfundierten Lebergewebe anscheinend nicht
aus der Kupffer-Zell-Plasmamembran ins Blut entlassen, sondern entlang der
Membran zu den Hepatozyten transportiert werden (vgl. Abb. 2.21 A). Eine
entscheidende Rolle konnte hierbei auch der in dieser Arbeit vorgeschlagenen
Konzentrierung von HBV in sphingolipid-/cholesterolreichen Membranmikrodoméanen
zukommen (vgl. 3.7), da Sphingomyeline freie Cholesterole in der Plasmamembran
binden und damit einen Lipid-Efflux auf exogene Akzeptoren reduzieren (lto et al.,
2000). Demnach konnte eine Akkumulation von HBV in diesen  lipid rafts"
entscheidend fur eine Aufnahme in die Zelle anstelle einer Resekretion sein.

Abschlielend sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob HBV nach Migration
entlang der freien Cholesterole endozytierter Lipoproteine aus den Kupffer-Zellen in
die Plasmamembranen umliegender Hepatozyten auch weiter dem Transportweg
dieser Lipide in seine Wirtszelle folgt.

Die Fluoreszenzmarkierung neutraler Lipide bzw. ihrer hydrophoben Hydrolysate in
den Gewebeschnitten der ex vivo perfundierten Lebergewebssticke mit
BODIPY493.503 zeigt in den Hepatozyten langliche Strukturen, die von den stark
angefarbten Plasmamembranen ins Zellinnere fuhren, teilweise zu ebenfalls deutlich
angefarbten, rundlichen Strukturen, die vermutlich lipid droplets® darstellen (vgl.
Abb. 2.20). Wahrend es sich in der Plasmamembran analog den oben gemachten
Annahmen wahrscheinlich um aus Kupffer-Zellen stammende Lipide handelt, geben
die in das Zellinnere verlaufenden Strukturen Transportwege wieder, die Lipide aus
der Plasmamembran in das Innere der Zelle bringen. In der Literatur ist der Transport
von CE sowohl (vereinbar mit Abb. 2.20) zu den ,lipid droplets® als auch zu dem
Golgi-Apparat bzw. (wie ebenfalls fur freie Cholesterole gezeigt) dem perinuklearen
ER beschrieben (Neufeld et al., 1996; Reaven et al., 1996; Schroeder et al., 2001).
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VP konnten in den Hepatozyten entweder nur in stark BODIPYsg3.603-poOsitiven
Plasmamembranen oder intrazellular entlang der BODIPY s93.603-positiven Strukturen
detektiert werden (vgl. Abb. 2.19, 2.20). Dies deutet darauf hin, dass die VP nach
dem Transfer in die Plasmamembranen der Hepatozyten dem Transport der von den
Kupffer-Zellen stammenden neutralen Lipide in die Zelle folgen. Dabei konnte in den
Gewebeschnitten keine Assoziation der VP mit lipid droplets®, haufig jedoch
Transportwege der VP von der Plasmamembran in perinukledre Bereiche beobachtet
werden (vgl. Abb. 2.13 A inklusive VergroRerung). Aufgrund dieser Ergebnisse
erscheint es moglich, dass HBV Uber einen Mechanismus in die Hepatozyte
aufgenommen wird, der auch den Transport neutraler Lipide bzw. ihrer hydrophoben
Hydrolysate aus der Zellmembran zu dem ER oder dem Golgi-Apparat vermittelt.

Da in Caveolin-1 exprimierenden Zellen die Aufnahme der CE und freier
Cholesterole Uber Caveolin-1/Annexin Il-Komplexe postuliert wurde (Smart et al.,
2004; Uittenbogaard et al., 2002), ist dies in Ubereinstimmung mit Untersuchungen
der fruhen Phase der HBV-Infektion in HepaRG-Zellen, fur die ein funktionelles

Caveolin-1 notwendig erscheint (Macovei et al., 2010).

Ob HBV auch nach direkter Bindung an die Hepatozyten uUber den gleichen
Mechanismus in die Zelle aufgenommen wird und diese infiziert, lasst sich nur
spekulieren. Es ware ein Szenario denkbar, in dem HBV, vergleichbar zu dem
Transport in den Kupffer-Zellen, zunachst in die Endosomen der Hepatozyten
aufgenommen wird, in denen es dem Transport der hydrolysierten neutralen Lipide
zur Plasmamembran folgt und nachfolgend Uber den gleichen Mechanismus die
Zelle infiziert, wie nach Transfer von den Kupffer-Zellen Uber interzellulare TNT in die
Hepatozyten-Zellmembran. Hierfur fehlen allerdings experimentelle Belege.

3.9 Zusammenfassung der aufgestellten Theorie uUber die friihen
Infektionsschritte des HBV

Abschlielend lasst sich aufgrund der in dieser Arbeit durchgefuhrten
Untersuchungen folgende Theorie Uber den Transport des HBV zum Hepatozyten

und die Infektion der Wirtszelle in vivo postulieren, die in Abbildung 3.1

zusammengefasst ist:
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1. HBV assoziiert im Blut mit TRL und folgt dem Transportweg der TRL-Remnants
in die Leber.

2. Im Lebersinus binden die Virus-Lipoproteinkomplexe Uber die TRL-Komponente
an leberspezifische Glykosaminoglykane und werden nachfolgend Uber
lipoprotein- und virusspezifische Rezeptoren entweder direkt in die Hepatozyten
oder zunachst in die Kupffer-Zellen aufgenommen.

3. In den Lebermakrophagen folgt HBV dem Recyclingweg der durch endosomale
Lipasen zu freien Cholesterolen und Fettsauren hydrolysierten neutralen Lipide
endozytierter Lipoproteine zur Plasmamembran.

4. Die hydrophoben Hydrolysate und HBV werden uber TNT zwischen Kupffer-
Zellen und Hepatozyten in die Plasmamembran der Wirtszelle weitergereicht
und Uber einen gemeinsamen Transportmechanismus zu perinukledren
Kompartimenten aufgenommen, was

5. schliel3lich zu der produktiven Infektion der Hepatozyten fihrt.
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Abbildung 3.1: Theorie iiber das Erreichen und Infizieren der Wirtszelle durch HBV

KuZ: Kupffer Zelle; LSEC: Lebersinusendothelzelle; FE: Frihes Endosom; SE: Spates Endosom; Lys:
Lysosom; ER: Endoplasmatisches Retikulum; HDL: Lipoprotein hoher Dichte; TRL: Triacylglycerid-
reiches Lipoprotein; GAG: Glykosaminoglykane; ApoE: Apolipoprotein E; NPC1: Niemann Pick
Typ C 1 Protein
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4 Material und Methoden

4.1 Material

Alle Lésungen wurden ausschlieBlich mit deionisiertem Wasser (H20) aus dem Milli-

Q Water System von Millipore hergestellt. Soweit erforderlich, wurden die Losungen
durch Autoklavieren (20 min; 121°C) sterilisiert.

4.1.1 Verbrauchsmaterial
Adhésionsobjekttrager, HistoBond®

Chromatographiesaulen, ,Spin columns®
P-30

Cryo-Gefriergefalle

Einmalpipetten

ELISA 96-Loch-Platte, Maxisorb®

Fettstift (,Pap Pen®)

Gaze

Histoacryl-Kleber

4-Kammer-Zellkulturobjekttrager

(Lab-Tek™ II)

Kryoeinbettmedium (Tissue Taq®)

Klvetten
24-Loch-Zellkulturplatten
Pipettenspitzen
Plasmardhren
Reaktionsgefalle, 1,5 ml
Serumrohren
Ultrafiltrationsgefalie:
Centricon® Plus-70
Vivaspin 2, 30.000 MWCO, Hydrosart
Venenverweilkatheter
Whatman-Papier

Marienfeld, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Biorad, Hercules, USA

Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Nunc, Wiesbaden, Deutschland

G. Kisker, Steinfurt, Deutschland
Maimed, Neuenkirchen, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Sakura, Alphen aan den Rijn,
Niederlande

Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Starlab, Ahrensburg, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

Millipore, Billerica, USA

Sartorius, Gottingen, Deutschland

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Whatman, GE Healthcare, Chalfont St
Giles, UK
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Zellkulturflaschen
Zellsieb
Zentrifugengefalle (15 ml/50 ml)

4.1.2 Chemikalien

Acrylamid

Alexa Fluor® 488, 594; Succinimidylester
Biocoll Seperation Reagent
Ammoniumchlorid
Ammoniumpersulfat (APS)
BODIPY 493.503
Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)
BSA, ,Essential fatty acid free*
Casiumchlorid (CsCl)
Calciumchlorid (CaCl,)
Diazabicyclooctan (DABCO)
Diamidinphenylindol (DAPI)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Di-Natriumhydrogenphosphat (NazHPO,)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigsaure

Ethanol

Filipin

FITC

Folin-Ciocalteus Phenolreagenz
Formaldehyd

Glycerin

Glycin

Glutaraldehyd (2,5%, 0,1 M Cacodylat)
Glutaraldehyd (25% in H20O)
Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

Kaliumnatriumtartrat

Nunc, Wiesbaden, Deutschland
Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Falcon, BD, Heidelberg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Biochrome, Berlin, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Electron Microscopy Sciences, Hatfield

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Kollagen

Kupfersulfat
Granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor (GM-CSF)
Magnesiumchlorid (MgCly)
2-Mercaptoethanol

Mowiol 4-88

Natriumacetat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcarbonat
Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumthiosulfat
NBD-Cholesterol

OptiPrep™

Paraformaldehyd (PFA)
Phorbolmyristatacetat (PMA)
Saccharose

Salzsaure

Saponin

Silbernitrat
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-Base

Trizol Reagenz

Tween 20

U18666a

Ziegenserum

4.1.3 Kits
cDNA-Synthese

gRT-PCR, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

DNA-Aufreinigung

Serva, Heidelberg, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Genzyme, Neu-Isenburg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Axis-Shield, Oslo, Norwegen
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Abcam, Cambridge, UK

SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix for

Virus DNA Isolation Kit, Qiagen, Hilden, Germany
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DNA Verdau

ELISA

gPCR

RNA-Aufreinigung

Zellisolation

NucleoSpin®  Tissue Kit, Macherey-Nagel,
Deutschland

RQ1 RNase-Free DNase, Ref. M6101, Promega,
Madison, USA

1. Murex HBsAg Version 3, Abbott Laboratories,
Wiesbaden, Deutschland

2. HBeAg 2.0 and HBsAg (V2) Abbott Laboratories,
Wiesbaden, Deutschland

DNA Amplification Kit SYBR Green® und
LightCycler® 480 96-Loch Mikrotiterplatten, Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland

NucleoSpin® RNA I, Macherey-Nagel,
Deutschland

CD11b MicroBeads, human und Maus, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland

4.1.4 Medien und Medienzusatze

Calciumchlorid

Dulbeccos MEM

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)

Fotales Kalberserum (FCS)

Gentamycin

Glucose

Glutamin

Gepufferte Salzlosung nach
Hank (HBSS) (Ca*/Mg**-frei)

Heparin

Hydroxyethylpiperazinyl-
ethansulfonsaure (HEPES),
pH 7,4

Humanes Serum/Plasma

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Gibco, BRL, Eggenstein, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
HyClone, South Logan, USA

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland
Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland
Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Liquemin N 25000, Roche, Mannheim, Deutschland
Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Postprandiales, vendses Blut nicht vaccinierter
freiwilliger  Personen  wurde entweder in
Serumrohren (nach Gerinnung) oder in EDTA-
Plasmarohren bei 2000 g, 10 min (RT) zentrifugiert,
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die Uberstande (US) aliquotiert und bei -20°C
aufbewahrt. Plasma HBV-positiver Patienten wurde

mittels Plasmapherese gewonnen und bei -20°C

gelagert.
Hydrocortison Rotexmedica, Trittau, Deutschland
Insulin Serva, Heidelberg, Deutschland
Inosin Serva, Heidelberg, Deutschland
Natriumpyruvat Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Nicht essentielle Aminosauren Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Phosphatgepufferte Salzlosung Biochrom AG, Berlin, Deutschland
(PBS)

Penicillin/Streptomycin Biochrom AG, Berlin, Deutschland
(Pen/Strep)

Polyethylenglykol 6000 (PEG) Merck, Darmstadt, Deutschland

VLI RPMI 1640 Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

Williams Medium E Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland

4.1.5 Gewichts- und Langenstandards
Protein — Standard

Page Ruler™, Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
,Prestained protein ladder”

4.1.6 Antikorper und Proteine
Priméare Antikorper:

Kaninchen anti HBsAg Heinz Schaller, Heidelberg

Kaninchen anti ApoA1 (EP1368Y), Novus Biologicals, Littleton
human

Kaninchen anti NPC1 Novus Biologicals, Littleton
(polyklonal), human

Kaninchen anti SR-B1 Novus Biologicals, Littleton
(polyklonal), human

Maus anti CD68 (PG-M1), DakoCytomation, Glostrup, Denmark
human

Maus anti HepPar1 (OCH1ES5), DakoCytomation, Glostrup, Denmark

human
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Ziege anti ApoB
(polyklonal), human

Ziege anti HNF3beta
(polyklonal), human

Sekundare Antikorper:
Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 594

Alexa Fluor® 647

Alexa Fluor® 647

Proteine:

Apolipoprotein A1 (ApoA1),
human

HDL, human

Transferrin, human

4.1.7 Enzyme
Kollagenase Typ IV

4.1.8 Oligonukleotide

Merridian Life Scince, USA

Santa Cruz Biotechnology, USA

Ziege anti Kaninchen IgG, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Ziege anti Maus IgG, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Ziege anti Kaninchen IgG, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Ziege anti Kaninchen IgG, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Ziege anti Maus IgG, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Acris Antibodies, Deutschland

Acris Antibodies, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Worthington, Lakewood, USA

Die aufgefuhrten Primerpaare wurden bei Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)
bestellt. Die Primer wurden mit Nuklease-freiem H>O zunachst zu einer Stockldsung
(100 uM) und dann fur die PCR weiter zu Aliquots (20 uM) verdunnt und bei —20°C
gelagert.

Primer HBV rcDNA
rcDNA (1844):
rcDNA (1745):

5 GTTGCCCGTTTGTCCTCTAATTC 3’
5 GGAGGGATACATAGAGGTTCCTTGA 3’
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Primer HBV cccDNA
cccDNA (92): 5 GCCTATTGATTGGAAAGTATGT 3
cccDNA (2251): 5 AGCTGAGGCGGTATCTA 3

Primer NID2 (Maus)
mNID2 (+): 5 ATCCTACCGGGAAACAG 3’
mNID2 (-): 5 CCCAAGGTCTTCGTTGA &

Primer Housekeeping-Gene (Maus)
MGAPDH (+): 5 ACCAACTGCTTAGCCC &
MGAPDH (-): 5 CCACGACGGACACATT 3

Primer Markergene (alle Maus)

mAlbumin (+): 5" GCAACACAAAGATGACAACC &
mAlbumin (-): 5 CTTCATGCAAATAGTGTCCCA 3
mCD11b (+): 5 GACTCAGTGAGCCCCATCAT 3
mCD11b (-): 5 AGATCGTCTTGGCAGATGCT 3’

4.1.9 Radioisotope

Desoxycytosin—5’—[a32P]—triphosphat, spezifische Aktivitat >3000 Ci/mmol; Hartmann
Analytic, Braunschweig, Deutschland

[1,2—3H(N)]-Cholesterol, spezifische Aktivitat 40-60 Ci/mmol; Hartmann Analytic,
Braunschweig, Deutschland

4.1.10 Gerate

Autoradiographie Molecular Imager FX, Biorad, Hercules, USA
Blotapparatur MiniFold® -1, Whatman, GE Healthcare, Chalfont
St. Giles, UK
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Brutschranke
Cryostat
ELISA Reader
Feinwaage

Flussigkeitsszintillationszahler

Gelkammer

Heizblocke

Light Cycler

Mikroskope

Neubauer-Zahlkammer
pH-Meter

Perfusionspumpe

Photometer

Photosystem Agarosegele

Pipettierhilfe
Refraktometer
Schuttler

Sterilbank (Zellkultur)
Thermomixer

Vortex

Zentrifugen

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
CM3050S, Leica, Wetzlar, Deutschland

Infinite F200, TECAN, Crailsheim, Deutschland
Kern 440-47, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
LS 6500, Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland
Biometra, Gottingen, Germany

Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

LightCycler® 480, Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Olympus FluoView 1000-confocal laser scanning
Microscope, Olympus, Hamburg, Deutschland

CKX 41, Weitfeldmikroskop, Olympus, Hamburg,
Deutschland

EM 10 CR Transmissionselektronenmikroskop,
Zeiss, Deutschland

Blaubrand®, Brand, Wertheim, Deutschland

WTW, wissenschaftlich technische Werkstatten
Masterflex: L/S, Cole-Parmer Instrument Comapy,
Berrington, USA

Smart Spec 3000, BIO-RAD Laboratories,
Hercules, USA

Gel-doc 2000, BIO-RAD Laboratories, Hercules,
USA

Swift Pet®, Abimed, Langenfeld, Deutschland

Zeiss, Deutschland

Innova 4230, New Brunswick scientific, USA
Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland
Comfort, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortex Genie 2, Scientific Industries, New York,
USA

Centrifuge 5417C/5417R, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Micro Centrifuge SD, Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Megafuge 1.0/1.0R, Heraeus Holding GmbH,
Hanau, Deutschland

Ultrazentrifuge XL-70, Beckman Coulter, Krefeld,
Deutschland

4.1.11 Software

Autoradiographie Quantity One Software, Biorad, Hercules, USA
Datenverarbeitung MS Office 2000 for Mac, Word, Microsoft, Redmont,
USA
PRISM 5.0a for Mac OS 10, GraphPad Software
Inc.
Fluoreszenzmikroskop FV10-ASW, Olympus, Hamburg, Deutschland
Grafikprogramme Adobe Photoshop CS3, Version 10, Adobe, San
Jose, USA
Adobe lllustrator CS3, 13.0.0, Adobe, San Jose,
USA
Light Cycler Probe Design Analysis und Rel Quant, Roche

Diagnostics, Mannheim, Deutschland

4.1.12 Statistik

Fur alle statistischen Kalkulationen wurde GraphPad Prism 5.0a verwendet. Die
Signifikanz wurde mit dem ungepaarten zweiseitigen Student'schen T-Test ermittelt.
Signifikanzen sind als * (p < 0,05) = signifikant, ** (p < 0,01) = sehr signifikant und ***
(p < 0,001) = hoch signifikant angegeben. Fehlerbalken geben in einfach
durchgefuhrten Experimenten die Standardabweichung (SD, ,standard deviation®)
des Mittelwertes (mit n Wiederholungen) an. Bei mehrfach wiederholten
Experimenten (mit n unabhangigen Experimenten) geben die Fehlerbalken den
Standardfehler (SEM, ,standard error mean®) des Mittelwertes aus allen

Experimenten an.

4.1.13 Eukaryotische Zelllinien

HepG2.2.15 Stabil mit vier Dimerkopien des HBV-Genoms
transfizierte humane Hepatomzelllinie (HepG2-
Zelllinie), die infektiose Dane Partikel, SVP und
HBe-Antigen sezerniert (Sells et al., 1987).
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THP-1 (TIB-202™) Humane Monozytenzelllinie, akute Leukamie
(Tsuchiya et al., 1980)

4.1.14 Loésungen und Puffer
Church-Puffer: 0,25 M Phosphatpuffer (pH 7.2)
1 mM EDTA
1% BSA (w/v)
7% SDS (w/v)
MACS Puffer: 2% FCS (v/v)
2,0 mM EDTA
in PBS, pH 7,4
Mowiol/DABCO-Eindeckel- Nach dem Protokoll des Herstellers
medium:
PBS: 140 mM NacCl
3 mM KCI
8 mM NayHPO4
1 mM CaCl;
1 mM KH2PO4
1 mM MgCl, , auf 1 | mit H,O auffullen, pH auf 7,4
einstellen
PBS 0,05% Tween (PBS-T): 11PBS
0,5 ml Tween 20

1x SSC: 150 mM NaCl
15 mM Natriumcitrat

4.1.15 Angesetzte Zellkulturmedien

4.1.15.1 Medien fur die Leberzellpraparation

Praperfusions Medium:

HBSS (Ca?*/Mg?*-frei) 500 ml
EGTA (100 mM) 2,5 ml
Heparin (5000 U/ml) 1ml
Kollagenase Medium:

Williams Medium E 250 ml
CaClz (1 M) 0,9 mi
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Gentamycin (10 mg/ml) 2,5ml
Kollagenase Typ IV (419 U/mg) 200 mg
Williams E+ (= Wasch Medium):

Williams Medium E 500 mi
*Glutamin (200 mM) 5,6 ml
*Glucose (5%) 6 ml
*HEPES (1 M, pH 7,4) 11,5 ml
*Pen/Strep (5000 U/ml) 5,6 ml

(*Die Losungen wurden vereinigt und bei -20°C als Pramix aufbewahrt.)

4.1.15.2 Medien zur Kultivierung primarer humaner Zellen
Prim&re humane Hepatozyten (PHH):

PHH Medium

Williams E+ mit folgenden Additiva:

Gentamycin (10 mg/ml) 5ml
Hydrocortison 0,5 ml
Insulin 1,4 ml
DMSO 8,7 ml
Inosine (82,5 mg/ml) 2ml

Primére Kupfferzellen:
Makrophagen Medium 1

VLE RPMI 1640 500 ml
Pen/Strep (5000 U/ml) 5,5 ml
FCS 50 mi

Makrophagen Medium 2

Makrophagen Medium 1 ohne FCS
+ 0,2% BSA (,Essential fatty acid free”)

Prim&re humane Monozyten:

Differenzierungsmedium

Makrophagen Medium 1
+ 2-Mercaptoethanol (25 mM)
+ 800 U/ml GM-CSF
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Aus Monozyten differenzierte Makrophagen:

Makrophagen Medium 1 bzw. 2

4.1.15.3 Medium fiir die ex vivo Perfusion humanen Lebergewebes

Williams E+

+ 20% bzw. 50% humanes Serum

4.1.15.4 Medien zur Kultivierung humaner Zelllinien

HepG2.2.15:

Dulbeccos MEM

Fotales Kalberserum (FCS)
Glutamin (200 mM)

Pen/Strep (5000 U/ml)

Nicht essentielle Aminosauren

Natriumpyruvat

Produktionsmedium fiir HepG2.2.15:

1/2 :

Williams Medium E

FCS

Glutamin (200 mM)

Pen/Strep (5000 U/ml)

Nicht essentielle Aminosauren
Natriumpyruvat

+1/2 :

PHH-Medium

THP:
Makrophagen Medium 1

+ 2-Mercaptoethanol (25 mM)

Differenzierungsmedium:

Makrophagen Medium 1

500 ml
50 ml

5,5 ml
5,5 ml
5,5 ml
5,5 ml

500 ml
50 ml

5,5 ml
5,5 ml
5,5 ml
5,5 ml
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+ 2-Mercaptoethanol (25 mM) und 100 nM PMA

Aus monozytaren THP-1 Zellen differenzierte Makrophagen:

Makrophagen Medium 1 bzw. 2

4.2 Methoden
4.2.1 Biochemie

4.2.1.1 Dichtegradientenultrazentrifugation

Bei der Ultrazentrifugation bewegen sich Teilchen in einer Flussigkeit aufgrund der
radialen Beschleunigung gemal} ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit (Svedberg-
Gleichung). Die Sedimentationsgeschwindigkeit wird in S (Svedberg) angegeben.

v=(d** (pr-pr) * 9) / (18 * m)

v: Sedimentationsgeschwindigkeit

d: Durchmesser

g: relative Zentrifugalbeschleunigung
pt: Dichte Teilchen

pr: Dichte Flussigkeit

n: Viskositat der Flussigkeit

In dieser Arbeit wurden fur die Aufreinigung von VP mittels Ultrazentrifugation drei
unterschiedliche Dichtegradienten verwendet:

Gradient 1:

15% Saccharose in PBS-EDTA (1 mM EDTA, pH=7,4) (w/w), 5 ml
25% Saccharose in PBS-EDTA (w/w), 5 ml

35% Saccharose in PBS-EDTA (w/w), 4 ml
45% Saccharose in PBS-EDTA (w/w), 4 ml
60% Saccharose in PBS-EDTA (w/w), 2 ml
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Gradient 2:

5% Saccharose in PBS-EDTA (w/w), 5 ml
10% Saccharose in PBS-EDTA (w/w), 5 ml
15% Saccharose in PBS-EDTA (w/w), 5 ml
20% Saccharose in PBS-EDTA (w/w), 5 ml
25% Saccharose in PBS-EDTA (w/w), 5 ml
60% Saccharose in PBS-EDTA (w/w), 5 ml
Gradient 3:

40,3% CsCl in PBS (w/v), 20 ml; (p = 1,4 g/ml)
54,5% CsCl in PBS (w/v), 5 ml; (p = 1,3 g/ml)

w/w

Bei beiden Saccharose-Dichtegradienten wurden die VP-haltigen LoOsungen
vorsichtig auf die vorgefertigten Gradienten aufgeschichtet, wobei HBV-Plasma bzw.
der Zellkulturiberstand von HepG2.2.15 Zellen vorher fur 15 min bei 1700 g und
10°C zentrifugiert wurde, um Aggregate abzutrennen. Anschlielend wurde der
Gradient fur 15h bei 120.000 g und 10°C zentrifugiert und danach fraktioniert. Vor
der Ultrazentrifugation des CsCl-Gradienten bei 120.000 g und 10°C fur 40h wurden
die VP-haltige PBS-Losung mittels CsClI auf eine Dichte von 1,3 g/ml eingestellt und
vorsichtig in den vorgeschichteten Gradienten gegeben. Nach Zentrifugation wurde
der Gradient fraktioniert.

4.2.1.2 Dichtebestimmung der Gradientenfraktionen

Zunachst wurden mittels Refraktometrie die Brechungsindizes einzelner Saccharose-
bzw. CsCI-Losungen mit bekannter Dichte bestimmt (RT) und eine Eichgerade
erstellt. Dargestellt ist die Eichgerade fur CsCl in H,O und eine exemplarische
Eichgerade fur Saccharose in HO:

CsClin HO Saccharose in H,O

1,45

14

1,35

y =10,011x - 12,341

13 R'= 0,0987

y =2,616x - 2,4867

2
1,25 R*=0,9997

1.2

Dichte [g/ml]
Dichte [g/ml]

1,15

11

1,05

1
1,33 133 134 1345 135 135 136 1365 137 1375 138 132 133 134 135 136 137 138 1,39 14 141 142 143

Brechungsindex Brechungsindex
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AnschlieBend wurden die Brechungsindizes der einzelnen Gradientenfraktionen
ermittelt und gemal der mit der Eichgerade bestimmten Proportionalitdt zwischen

Dichte und Brechungsindex die Dichte der Losungen berechnet.

4.2.1.3 Berechnung der Durchmesser mit HBV assoziierter Lipoproteine

In dieser Arbeit wurde bei den postulierten HBV-Lipoproteinkomplexen im Plasma
von Patienten von einer Oberflachenassoziation beider Komponenten ausgegangen.
Daruber hinaus wurden beide Komponenten naherungsweise als kugelsymmetrisch
betrachtet.

Das Gesamtvolumen und die Gesamtmasse zweier oberflachig assoziierter Objekte
ergibt sich aus der Summe beider Einzelvolumina bzw. -massen. Die mittlere
Gesamtdichte des Komplexes lasst sich nach Dichteultrazentrifugation Uber die
Fraktionsdichte refraktometrisch bestimmen (s. 4.2.1.2). Durch Umformen berechnet

sich der Durchmesser der assoziierten Lipoproteinkomponente wie folgt:

o
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2 =HBV
1 2
_m
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% 1
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Index 1 = Lipoprotein
Index 2 = HBV
p = Dichte
m = Masse
V = Volumen
r = Radius
d = Durchmesser
4.2.1.4 Umpuffern der VP mittels Ultrafiltration
Die VP-enthaltenen Fraktionen der einzelnen Gradienten wurden nach der
Ultrazentrifugation in 2 ml Ultrafiltrationsgefalle (Sartorius) pipettiert und diese bei
10°C und 2.500 g zentrifugiert. Nach Aufkonzentrieren auf 200 yl wurde mit PBS auf
2 ml aufgefullt, das Filtrat verworfen und erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde

dreimal wiederholt und die Losung als umgepuffert angesehen.

4.2.1.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Photometrie:

Die Proteinkonzentrationen der VP-haltigen Losungen wurde photometrisch durch
Messung der Extinktion bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum der aromatischen
Aminosaure Tryptophan, bestimmt. Auch Tyrosin tragt zu der Absorption bei 280 nm
bei, wenn auch in geringerem Male als Tryptophan. Die Extinktion einer
proteinhaltigen Losung ist gemall dem Lambert-Beerschen Gesetz proportional zu

deren Proteinkonzentration:
E=¢*c*d<c=E/(¢*d)

E: Extinktion bei 280 nm

e: Extinktionskoeffizient (ml * Mol * cm™)
c: Konzentration (mol/l)

d: Schichtdicke (cm)

Fur die Messung der Extinktion (auch als ,Optische Dichte“ (OD) bezeichnet) wurde
eine Probe 1:5 verdinnt und hiervon 200 pl in eine Quarzkivette gegeben.

Anschlielend wurde die Kuvette in einen Photometer gestellt und die Extinktion bei

127



Material und Methoden

280 nm gemessen. Eine ODggy (OD bei einer Wellenlange von 280 nm) von eins
entspricht einer Konzentration an VP von 1 mg/ml (Glebe und Gerlich, 2004). Unter
Berucksichtigung des Verdinnungsfaktors ergeben sich hieraus die Konzentrationen
der VP-haltigen Losungen. Bei den mit Alexa Fluor® 594 fluoreszenzmarkierten VP
wurde zusatzlich die Extinktion bei 590 nm bestimmt. Die Konzentrationen der VP-
haltigen LOsungen berechnen sich hier unter Berucksichtigung eines Farbstoff-

spezifischen Korrekturfaktors:
C = (E280 — E590*0,56) / (¢ * d)

Proteinbestimmung nach Lowry:

Die Proteinkonzentration der TRL wurde in dieser Arbeit nach der Methode von
Lowry durchgefuhrt (Lowry et al., 1951). Im Gegensatz zu anderen Methoden, wie
z.B. nach Bradford, erlaubt diese Technik die Bestimmung der
Proteinkonzentrationen lipidhaltiger Proben.

Die Methode beruht auf zwei Reaktionen: In einem ersten Schritt werden in einer
alkalischen Losung blauviolette Farbkomplexe aus zweiwertigen Kupfer-lonen und
den Peptidbindungen der Proteine gebildet (,Biuretreaktion®). In einem zweiten
Schritt werden zunachst die zweiwertigen Kupfer-lonen zu einwertigen lonen
reduziert, die dann wiederum das molybdat- und wolframathaltige Folin-Ciocalteau-
Reagenz reduzieren. Dies fuhrt zu einer tiefblauen Farbung der Losung, was uber
photometrische Messung die Quantifizierung der Proteinkonzentration ermoglicht
(Lottspeich und Zorbas, 1998).

Es wurden folgende Losungen verwendet:

1. Losung A: 2% Natriumcarbonat, 5% SDS, 0,02% Kaliumnatriumtartrat in
0,1 M NaOH; w/v

2. Losung B: 0,5% Kupfersulfat; w/v

3. Losung C: 20 ml Lésung A + 0,4 ml Losung B, frisch zubereitet

4. Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz, frisch 1:2 mit H,O verdinnt

5. Proteinstandard (BSA), 0,125-2 mg/ml in 0,1 M NaOH

6. NaOH, 0,1 M
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Zu 100 pl'in 0,1 N NaOH verdunnter Probe wurde 1 ml Losung C gegeben, vorsichtig
geschuttelt und far 10 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Anschlielfend wurde 0,1 ml
verdunntes Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz zugegeben, vorsichtig geschuttelt und
fur weitere 30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Abschlielend wurde je 250 ul Probe
in eine 96-Loch-Platte uberfuhrt und die Extinktionen bei 650 nm und als Referenz
bei 450 nm gemessen. Die Referenzwerte wurden von den Messwerten bei 650 nm
subtrahiert und anhand des Proteinstandards die Proteinkonzentrationen der TRL

ermittelt.

4.2.1.6 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Die aufgereinigten VP, HDL und Transferrin wurden mit den Amin-reaktiven
Succinimidylester gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffen Alexa Fluor® 488 bzw. Alexa
Fluor® 594 sowie mit dem Isothiocyanat gekoppelten Fluorophor Fluorescein (FITC)
fluoreszenzmarkiert. Hierbei wurde gemald den Vorschriffen des Herstellers
verfahren: Zu einer proteinhaltigen PBS-Losung wurde jeweils zu 10% (v/v) eine
einmolare  Natriumhydrogencarbonatlosung sowie der in DMSO gelGste
Fluoreszenzfarbstoff (1 mg/ml) gegeben und 2h bei RT unter leichtem Schutteln
inkubiert. Der nicht gebundene Farbstoff wurde entweder mittels Ultrazentrifugation
(Gradient 2; VP) oder GroRenausschlusschromatographie (P-30 Gel, Biorad)

abgetrennt. Die Anzahl gebundener Fluorophore pro VP wurden wie folgt berechnet:

Fluorophor / Protein = Esgo / (€ *C)

Esg0: Extinktion bei 590 nm
e: Extinktionskoeffizient (ml * Mol * cm™)

c: Konzentration (mol/l)

4.2.1.7 Trennung von Proteinen durch Gelelektrophorese

In dieser Arbeit wurden Proteine durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in Modifikation nach (Laemmli, 1970) aufgetrennt.
Die SDS-PAGE wurde in einer ,Minigel Twin“-Kammer der Firma Biometra
vorgenommen, wobei die Trenngele 10% und die Sammelgele 5% Acrylamid (v/v)
enthielten (s.u.). Die Proben wurden 3:1 mit 4x SDS-Probenpuffer gemischt und vor
Auftragen fur 5 min bei 100°C gekocht und 2 min bei 5000 g zentrifugiert. Die
elektrophoretische Trennung der Proteine erfolgte bei 15 mA im Sammelgel und 20

mA im Trenngel und dauerte in etwa 90 min.
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Trenngel:

40% Acrylamid (kalt) 6,25 ml

1,5 M Tris, pH 8,8 5ml

H.O 8,55 ml

10% SDS 330 pl

TEMED (kalt) 20 pl

10% APS 100 pl

Sammelgel:

40% Acrylamid 0,375 ml

1,5 M Tris, pH 6,8 1,2 ml

H,O 3,325 ml

10% SDS 50 pl

TEMED (kalt) 4 ul

10% APS 50 pl

4x SDS-Probenpuffer: 10x SDS-Laufpuffer:
8% SDS(w/v) 250 mM Tris (w/v)
200 mM Tris/HCI pH 6,8 1% SDS (w/v)

50% Glycerin (w/v) 1,92 M Glycin (w/v)

4% b-Mercaptoethanol (v/v)
0,04% Bromphenolblau (v/v)

4.2.1.8 Silberfarbung der SDS-Polyacrylamidgele
Bei der Silberfarbung werden Proteinbanden angefarbt, indem Silber-lonen von den
Proteinen gebunden und initial von deren funktionellen Gruppen und
Peptidbindungen reduziert werden. Durch Zugabe eines starken Reduktionsmittels
werden alle Silber-lonen im Gel zu metallischem Silber reduziert. Diese Umwandlung
findet in der Nahe der (von den Proteinbestandteilen durch Reduktion der Silber-
lonen gebildeten) Silberkeime wesentlich schneller statt als im Rest des Gels,
weswegen sich die Proteinbanden dunkelbraun bis schwarz farben. Die Reaktion
wird durch eine starke pH-Anderung mit Essigsaure gestoppt (Lottspeich und Zorbas,
1998).
In dieser Arbeit wurde zur Silberfarbung des Polyacrylamidgels 30 min mit Losung 1
fixiert und anschlieBend fur 30 min mit Losung 2 inkubiert. Danach folgte ein
130



Material und Methoden

dreifacher Waschschritt fur 5 min mit H,O, bevor das Gel fur 20 min in die
Silberlésung (L6sung 3) gelegt wurde. Anschliel3end wurde die Silberlosung entfernt

und mit Losung 4 das Gel entwickelt. Abschlielend wurde mit Losung 5 gestoppt.

Losung 1: 500 ml Ethanol, 100 ml Essigsaure, aufgefullt auf 1 | mit H,O

Losung 2: 300 ml Ethanol, 68 g Natriumacetat, 2 g Natriumthiosulfat, aufgefullt
auf 1 | mit HxO; pro 100 ml wurde 0,5 ml einer 25%
Glutaraldehydlosung frisch zugegeben

Losung 3: 1 g Silbernitrat auf 1 | mit H,O aufgefullt

Losung 4: 25 g Natriumcarbonat, aufgefullt auf 1 | mit H.O

Losung 5: 5% Essigsaure

4.2.1.9 Fluoreszenzanalyse der SDS-Polyacrylamidgele

Alexa Fluor® 594 besitzt neben dem Absorptionsmaximum bei 590 nm eine
Absorption im UV-Wellenlangenbereich (OD2gy entspricht 54% der ODsgg). Dies
ermoglicht (ahnlich wie bei Ethidiumbromid) die Anregung des Farbstoffs mit UV-
Licht und Detektion der Emission im roten Wellenlangenbereich bei etwa 600 nm.
Hierzu wurde das SDS-Polyacrylamidgel nach Elektrophorese auf ein UV-
Photosystem fur Agarosegele (Gel-doc 2000, BIO-RAD) gelegt und die Emission
fotografiert.

4.2.1.10 Aufreinigung von humanen TRL

EDTA-Blut anti-HBsAg negativer Personen wurde bei 2000 g und RT fur 10 min
zentrifugiert und der Plasmauberstand abgenommen. Aufgrund ihrer sehr geringen
Dichte wurden die TRL mittels Ultrazentrifugation aufgereinigt. Hierzu wurde der
Plasmauberstand fur 60 min in der Beckman-Ultrazentrifuge bei 200.000 g und 4°C
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die in der obersten Schicht des Gradienten
konzentrierenden TRL vorsichtig abgenommen. Um die TRL von den verbliebenen
Plasmaproteinen wie Albumin zu trennen, wurden die Lipoproteine in 2 ml einer 15%
Saccharose-Losung (in PBS-EDTA, 10 mM, pH = 7,4; w/v) aufgenommen, mit PBS-
EDTA uUberschichtet und wiederholt ultrazentrifugiert. Die isolierten TRL wurden in
PBS-EDTA bei 4°C fur bis zu 14 Tagen gelagert.

4.2.1.11 Radioaktive Markierung der TRL mit *H-Cholesterolen
100 pl in Ethanol gelOstes *H-Cholesterol (3.7 MBq) (Hartman) wurde unter
Stickstoffgas getrocknet und in 100 pl einer 2% BSA-Losung (in PBS-ETDA, 10 mM,
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pH=7.,4; w/v) resuspendiert. Nach Zugabe von 0,5 mg TRL wurde fur 24h unter
leichtem Schutteln bei 37°C inkubiert und anschlielend die nicht inkoorperierten

Cholesterole mittels Ultrazentrifugation (s. 4.2.1.10) abgetrennt.

4.2.1.12 Markierung der TRL mit NBD-Cholesterolen

Zu 0,5 mg TRL in 100 pl PBS-EDTA (10 mM, pH=7,4) wurden 50 pg NBD-
Cholesterol (0,5 mg/ml in DMSO; Invitrogen) gegeben und die Losung fur 24h unter
leichtem Schutteln bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurden die nicht inkorporierten
Cholesterole mittels Ultrazenentrifugation (s. 4.2.1.10) abgetrennt.

4.2.1.13 ,,Enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA)

Das HBsAg in Zellkulturiberstanden wurde mittels dem kommerziell erhaltlichen
ELISA Murex HBsAg, Version 3, von Abbott nach dem Herstellerprotokoll
durchgefuhrt. Die in der Arbeit angegebenen Ergebnisse sind Werte der Extinktion
bei 450 nm, von denen die Extinktion bei 650 nm (Referenzwert) subtrahiert wurde.

4.2.1.14 ,,Microparticle enzyme immunoassay “ (MEIA)

Bei den Trans-Infektionsversuchen wurden die HBsAg- und HBeAg-Konzentrationen
mit kommerziell erhaltlichen MEIA von Abbot bestimmt (Axsym® System, HBeAg 2.0
and HBsAg (V2)) und die Ergebnisse als Verhaltnisse der Signale zu dem Grenzwert
(S/CO, ,Signal to cut-off ratio“) angegeben.

4.2.2 Molekularbiologie

4.2.2.1 Isolation zellularer RNA

Die RNA-Isolation aus primaren Maushepatozyten wurde in dieser Arbeit mittels des
Trizol Reagenz durchgefiihrt. Hierbei wurden 2 x 10° aufgereinigte Zellen mit 1 mi
Trizol Reagenz uber 5 min bei RT lysiert. Die Lysate wurden in 1,5 ml
Reaktionsgefalle (RNase frei) pipettiert und durch wiederholtes Pipettieren
resuspendiert. Anschliefend wurden 200 ul Chloroform zu der Zellsuspension
gegeben, kurz geschuttelt und 3 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Suspension
bei 12.000 g und 4°C fur 15 min zentrifugiert, wobei eine Auftrennung in drei Phasen
stattfand. Die obere wassrige Phase enthalt die geloste RNA und wurde vorsichtig
abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal® pipettiert. Nach Zugabe von 500 pl
Isopropanol zur Zellsuspension wurde 10 min bei RT inkubiert und anschlieRend bei
12.000 g und 4°C fur 15 min zentrifugiert. Hierdurch wurden die RNA und Salze
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pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 1 ml Ethanol (75%)
gewaschen. Nach Zentrifugation bei 7500 g und 4°C fir 5 min wurde der US
abgenommen, wobei nach der ersten Abnahme erneut kurz zentrifugiert wurde, um
das Ethanol vollstandig entfernen zu konnen. Die isolierte RNA wurde 5 min bei RT
getrocknet und anschlieRend in DEPC-Wasser aufgenommen. Abschlielend wurde
die RNA-Konzentration bestimmt und entweder die cDNA-Synthese durchgefuhrt
oder die RNA bei -80°C eingefroren.

Die Isolation der RNA muriner Kupffer-Zellen wurde mit dem NucleoSpin® RNA II-
Isolation Kit von der Firma Machery und Nagel nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefuhrt.

4.2.2.2 Isolation viraler DNA

Die zellulare virale cccDNA sowie die zellassoziierte virale rcDNA der murinen
Leberzellen wurde mit dem NucleoSpin® Tissue Kit (Macherey-Nagel) nach dem
Protokoll des Herstellers isoliert. Wurde virale rcDNA aus dem Zellkulturiberstand
oder aus Fraktionen von Gradienten isoliert, diente das Virus DNA Isolation Kit
(Qiagen) zur Aufreinigung der DNA. Hierbei wurde ebenfalls nach dem Protokoll des
Herstellers verfahren.

4.2.2.3 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese ermoglicht die Umschreibung von mRNA in cDNA. In dem
Mastermix des Kits (SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix for qPCR,
Invitrogen) sind eine reverse Transkiptase sowie unterschiedliche Hexamer Primer
enthalten, so dass alle RNA-Sequenzen umgeschrieben werden konnen. Die cDNA-
Synthese wurde nach dem Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Bei mit Trizol
Reagenz aufgereinigter RNA wurden vor der cDNA-Synthese verbliebene DNA-
Fragmente mit dem RQ1 RNase-Free DNase Kit (Promega) verdaut.

4.2.2.4 Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentrationen

Die Konzentrationsbestimmungen der DNA und RNA erfolgten photometrisch (vgl.
4.2.1.5). Hierbei wurde die Extinktion bei dem Absorptionsmaximum der
Nukleinsauren (260 nm) gemessen. Eine ODyp von eins entspricht einer
Konzentration von 50 ug/ml dsDNA, 35 pg/ml ssDNA und 40 ug/ml ssRNA. Aus den
Verhaltnissen der Extinktionen von Nukleinsauren und Proteinen lasst sich aufgrund

der unterschiedlichen Absorptionsmaxima der Reinheitsgrad der isolierten
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Nukleinsauren bestimmen: Das Verhaltnis OD2g/ODogg sollte dabei zwischen 1,8 und
2,0 liegen.

4.2.2.5 Quantitative Light Cycler® PCR

Das Gerét Light Cycler® 480 (Roche) besteht aus einen Thermocycler, das mit einem
Fluorimeter kombiniert ist. Fur die Durchfuhrung einer quantitativen PCR (qPCR)
werden die einzelnen Reaktionsansatze in speziell fur das Gerat hergestellte 96-
Loch-Mikrotiterplatten  pipettiert. Bei der qPCR-Reaktion lagert sich der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green (Absorptions-/Emissionsmaximum: 488/530) in
neu gebildete dsDNA ein, wobei durch die Interkalierung die Fluoreszenzintensitat
des Fluorophors stark ansteigt. Die Fluoreszenzintensitat der Proben wird nach jeder
Elongationsphase gemessen und ist direkt proportional zur DNA-Konzentration.

Die ursprunglich in dem Reaktionsansatz enthaltene Menge an Matrizen DNA kann
Uber die Bestimmung des ,Crossing Point“ (CP) quantifiziert werden. Unter dem CP
verstent man die Zyklusnummer, bei der fur alle Amplifikationen die gleichen
Fluoreszenzintensitaten gemessen werden. Dieser sollte im linearen Bereich der in
Form einer sigmoiden Kurve ansteigenden Fluoreszenzintensitat liegen und wird von
der Light-Cycler Software automatisch ermittelt. Bezieht man die CP der Proben auf
die CP eines gemessenen Standards mit bekannten DNA-Konzentrationen, lasst sich
die absolute Konzentration der Matrizen DNA bestimmen. In dieser Arbeit wurden bei
den qPCR zur Bestimmung der absoluten HBV rcDNA-Konzentrationen jeweils ein
Standard bestehend aus mindestens funf bekannten rcDNA-Konzentrationen
mitgemessen. Bei den quantitativen PCR zur Bestimmung der relativen DNA-
Konzentrationen wurde eine Verdunnungsreihe einer mit Matrizen-DNA-haltigen
Probe erstellt und als relativer Standard in der PCR eingesetzt.

Uber Analyse der Schmelztemperatur kann die Spezifizitit des in der qPCR
gebildeten Produktes Uberpruft werden. Hierbei kommt es im Verlaufe einer
schrittweisen Erwarmung der Probe bei einer produktspezifischen Temperatur zu
einem Schmelzen der dsDNA, was zu einem Entlassen des Cyber Green und
Fluoreszenzabfall fuhrt.

Die fiir die quantitative Light Cycler® PCR verwendeten Materialien wurden alle von
Roche Diagnostics bezogen. Folgender Master Mix wurde angefertigt und zu je 2 pl
Matritzen DNA gegeben:
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gqPCR-Ansatz:

Volumen Reagenz

5 ul Light Cycler® 480 SYBR Green | Master
0,5 pl Vorwartsprimer (20 M)

0,5 pl Ruckwartsprimer (20 uM)

2 ul H>O

“Light Cycler® 480 SYBR Green | Master’ enthalt dNTP, Tag-DNA-Polymerase,
Reaktionspuffer, MgCl2 und SYBR Green I.

Bei den Negativkontrollen wurde statt 2 ul DNA 2 ul H20 eingesetzt.

Fur die qPCR wurde folgendes Standardprogramm verwendet:

1. Initiale Denaturierung 95°C 300 s
2. Zyklische Denaturierung 95°C 15s
3. Primeranlagerung 60°C 5s
4. Elongation 72°C 15s

Die Schritte 2. bis 4. wurden in 45 Zyklen wiederholt.
5. Schmelzkurve von 65°C auf 95°C mit einer Geschwindigkeit von 0,1°C/s
6. Kuhlen 40°C 30s

Far die Quantifizierung der HBV-rcDNA wurde folgendes Programm benutzt:

1. Initiale Denaturierung 95°C 300 s
2. Zyklische Denaturierung 95°C 25s
3. Primeranlagerung 60°C 15s
4. Elongation 72°C 30s

Die Schritte 2. bis 4. wurden in 40 Zyklen wiederholt.
5. Schmelzkurve von 65°C auf 95°C mit einer Geschwindigkeit von 0,1°C/s
6. Kuhlen 40°C 30s

4.2.2.6 HBV-spezifischer DNA Dot-Blot
In dieser Arbeit wurden die HBV-DNA-Konzentrationen einzelner Fraktionen von
Dichtegradienten mittels HBV-spezifischer DNA Dot-Blot-Analyse ermittelt. Die DNA

Dot-Blot-Analyse stellt ein Verfahren dar, bei dem die Konzentration einer
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bestimmten Nukleinsaure in einer Probe Uber die Hybridisierung spezifischer DNA-
Sonden bestimmt werden kann. Hierzu werden virushaltige Losungen mittels einer
Blotapparatur auf eine Tragermembran aufgebracht und immobilisiert.

Zunachst wurde eine Nylonmembran und ein Whatmanpapier gleicher GroRe mit
H.O befeuchtet und in die Blotapparatur eingespannt. Anschlielfend wurden Proben
der einzelnen Fraktionen direkt in die Auftragskavitaten der Apparatur pipettiert und
durch eine angeschlossene Vakuumpumpe mit identischen Querschnittsflachen auf
die Membran aufgetragen. Nachfolgend wurde die Membran einmal mit PBS
gewaschen, zur Denaturierung der dsDNA fur 5 min auf einem mit 0,4 M NaOH
getrankten Whatmanpapier inkubiert und danach zur Neutralisation fur 5 min auf ein
mit 2 x SSC-Puffer getranktes Whatmanpapier gelegt. AbschlieRend wurde die
Membran an der Luft getrocknet und die DNA mit UV-Licht (125 mJ/cm?)
quervernetzt und so die Nukleinsauren fur die Hybridisierung fixiert.

Die radioaktive Markierung der DNA-Sonde wurde Uber ein ,Random®-Priming mit
Desoxycytosintriphosphaten, in die radioaktive Phosphoratome eingebaut worden
waren (32P—dCTP), erhalten. HierfUr wurde das Rediprime || DNA Labeling System
der Firma Amersham verwendet. Der Mastermix des Kits enthalt dINTP, Mg®* und die
DNA-Polymerase. Nach dem Pipettieren von 25 ng linearer, HBV-dsDNA in den
Mastermix wurde die DNA fur 5 min bei 100°C denaturiert und anschlieend kurz auf
Eis gelagert. Danach wurde 5 pl der radioaktiven dCTP (50 pCi) zu dem Ansatz
pipettiert und far 10 min bei 37°C inkubiert.

Zur Absattigung unspezifischer Bindungen wurde die Membran bei 65°C im
Hybridisierungsofen mit einem Blockpuffer (50 upl Heringssperma-DNA in Church-
Puffer, 10 ug/ml) fur 30 min inkubiert. Die radioaktive Sonde wurde in Blockpuffer
gegeben, bei 100°C fur 5 min denaturiert, auf Eis abgekuhlt und anschlieRend gegen
den reinen Blockpuffer gewechselt. Die Hybridisierung erfolgte uber 24 h bei 65°C.
AnschlieRend wurde zweimal mit auf 65°C temperierten 2 x SSC bei 65°C fur 5 min
gewaschen gefolgt von einem Waschschritt mit 2 x SSC mit 0,1% SDS fur 10 min bei
65°C. Die Membranen wurden auf einem Whatmanpapier bei RT getrocknet und
anschliellend in Haushaltsfolie eingeschweil3t. Zur Quantifizierung der Radioaktivitat
einzelner Membranbereiche wurde die Membran unter einen Phosphorscreen gelegt
und 6h in einer abdunkelnden Kassette inkubiert. AnschlieBend wurde der Screen
mittels eine CCD-Kamera (CCD: ,Charge coupled device®, ladungsgekoppeltes
Bauelement) ausgelesen. In dieser Arbeit wurde ein Standard mit bekannter HBV-
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DNA Konzentration mit auf die Membranen aufgetragen, so dass uber die
Bestimmung der ,Counts® pro Flache die Konzentrationen der einzelnen Proben

bestimmt werden konnte.
4.2.3 Zellbiologie

4.2.3.1 Produktion nativer VP in HepG2.2.15-Zellen

Hep(G2.2.15-Zellen wurden fur eine Langzeitkultivierung auf einem kollagenisierten
Haftgrund kultiviert, da hierdurch die Ausbildung eines Monolayers begunstigt wird.
Hierzu wurde der Boden der Zellkulturflaschen mit einer 10% Kollagenlosung (v/v,
0,2 mg/ml) benetzt und fur 1h bei 37°C gelagert. Anschliefend wurde die Losung
abgenommen und der Boden der Flaschen zweimal mit sterilem PBS gewaschen.
Die Zellen wurden in 20 ml HepG2.2.15-Medium in 150 cm? Zellkulturflaschen bis zur
Konfluenz  kultiviert. AnschlieBend wurde das Medium zur optimierten
Virusproduktion mit Produktionsmedium gewechselt. Alle drei Tage wurde das
Medium abgenommen und neues Produktionsmedium zugegeben. Das
abgenommene Medium wurde vereinigt und bei 4000 g fur 4 min zentrifugiert, um
Zellfragmente zu entfernen. Dann wurden 70 ml des Mediums auf
UltrafiltrationsgefaRe (Centricon® Plus-70, Millipore) gegeben und durch Ultrafiltration
bei 3500 g und 4°C die im Medium enthaltenen VP aufkonzentriert. Das filtrierte
Medium wurde verworfen und das Konzentrat mit 10% Glycerin (v/v) versetzt,

aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

4.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat

10 pl einer Zellsuspension wurden mit 10 ul einer 0,5% Trypanblauldsung gemischt,
in eine Neubauer-Zahlkammer Uberfuhrt und die Zellen gezahlt. Hierbei erscheinen
die toten Zellen blau angefarbt, da ihre Plasmamembranen fur den Farbstoff
durchlassig werden, wahrend vitale Zellen ungefarbt bleiben. Die Anzahl der Zellen

ermittelt sich wie folgt:

Zellen/ml = n*VerdUnnunqsfaktor*104

(n = Mittelwert der aus vier Quadranten gezahlten Zellen)

4.2.3.3 Praparation primarer humaner Leberzellen
Humane Leberresektate, die bei routinemalligen Leberoperationen anfielen, wurden
durch das Universitatsklinikum Koln bzw. das Klinikum rechts der Isar, Minchen,
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bezogen. Die in dieser Arbeit dargestellten Experimente wurden im Konsens mit den
Spendern und den lokalen Ethikkommissionen durchgeflhrt.

Grundlage der Standardtechnik fur die Isolierung primarer humaner Leberzellen
bildet die Kollagenaseperfusion (Seglen, 1976), die um eine vorherige Perfusion mit
calciumfreiem und EGTA-haltigem Medium (s. Praperfusionsmedium) erweitert
wurde (Berry et al., 1997) und als Zwei-Schritt-Collagenaseperfusion bezeichnet
wird.  Vorbereitend fur die einzelnen Perfusionsschritte wurden das
Praperfusionsmedium und das Kollagenasemedium auf 42°C erwarmt und das
Waschmedium bei 4°C gelagert und unter der Sterilbank ein Wasserbad (42°C) und
die Perfusionspumpe aufgebaut. Fur die Praparation primarer humaner Leberzellen
werden frische Lebergewebssticke bendtigt. Da bei  tumorbedingten
Leberteilresektionen gesundes Peritumorgewebe prophylaktisch mitentfernt wird,
konnte dieses vom Pathologen abgetrennt und fur die Praparation der Zellen
verwendet werden. Das Gewebe wurde in PBS gelagert transportiert und
anschlieBend uber einen 0,8 mm dicken Venenverweilkatheter, der an das
Perfusionssystem angeschlossen war, mit Praperfusionsmedium Uber zugangliche
GefalRaste perfundiert (Durchflussrate 20 ml/min). Nach dem Durchspulen von 500
ml des Praperfusionsmediums wurde auf Kollagenasemedium umgestellt und nach
weiterer Perfusion das Gewebe in 100 ml Kollagenasemedium mit einem Skapell
zerteilt. Daraufhin wurde die Zellsuspension durch zwei Lagen Gaze und durch ein
Zellsieb (PorengroRe 70 pm) in 50 ml Zentrifugengefalle filtriert. In der Gaze
verbliebene Lebersticke wurden vorsichtig zerdrickt, um verbleibende Zellen zu
gewinnen. Die Leberzellen wurden fur 5 min bei 50 g und 10°C zentrifugiert, das
Zellpellet viermal in 50 ml Waschmedium resuspendiert und erneut abzentrifugiert.
Die US dieser Zentrifugationen wurden gesammelt und bei 300 g und 10°C fiir 10
min abzentrifugiert. Die pelletierten Zellen der Zentrifugation bei 50 g, bei denen es
sich zum groften Teil um PHH handelt, wurden in 50 ml PHH-Medium (+10% FCS)
aufgenommen, mittels Trypanblaufarbung die Zahl der vitalen Zellen bestimmt und
mit der in den einzelnen Experimenten gewunschten Dichte ausgesaht (vgl. 4.4.3.4).
In einem in Zusammenarbeit mit Mathias Broxterman etablierten Protokoll
(verwendet in: (Ebert et al., 2011; Hosel et al., 2011)) wurden aus den pelletierten
Zellen der 300 g Zentrifugation, bei denen es sich Uberwiegend um nicht-
parenchymale Leberzellen handelt, Kupffer-Zellen isoliert. Zunachst wurde das

Zellpellet in PBS aufgenommen und vorsichtig auf einen vorgelegten Gradienten aus
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16% und 9% OptiPrep (in PBS, v/v) geschichtet. Anschlielend wurde bei 800 g fur
25 min (RT) mit deaktivierter Bremse zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurden die
Zellen der OptiPrep-Interphase vorsichtig mit einer 10 ml Pipette abgenommen, in
ein Zentrifugengefal® Uberfuhrt und mit PBS auf 50 ml aufgefullt. Danach wurden
zum Entfernen des Gradientenmediums die Zellen bei 300 g, 10°C pelletiert und
erneut in PBS resuspendiert. Dann folgte ein 50 g Zentrifugationsschritt um
verbliebene PHH abzutrennen und der US wurde ein letztes Mal bei 300 g, 10°C
zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in Makrophagen Medium 1 ohne FCS
aufgenommen, mittels Trypanblaufarbung die Zahl der vitalen Zellen bestimmt und
mit einer Dichte von 6x10° Zellen pro cm? in 24-Loch-Zellkulturplatten ausgesat. Die
Zellen wurden fur 45 min bei 37°C inkubiert, um die Adharenz der Kupffer-Zellen an
die Plastikoberflache zu ermdglichen. Abschlieend wurden die Zellen dreimal
grundlich mit PBS gewaschen und in Makrophagen Medium 1 kultiviert.

4.2.3.4 Trans-Infektionsversuche mit Kupffer-Zell-PHH-Mischkulturen

Die Inkubation der Kupffer-Zellen mit HBV fand in Makrophagen-Medium 1 mit 5%
PEG 6000 (w/v, Merck) statt. Das Makrophagen-Medium 1 wurde gegen
Makrophagen-PEG-Medium ausgetauscht, dem HBV mit einer MOl = 200
Virionen/Zelle zugefugt worden war, und fur 6h entweder bei 4°C oder bei 37°C
inkubiert. Die bei 4°C aufbewahrten Zellen wurden vor Zugabe des Virus fur 10 min
bei 4°C prainkubiert. Nach der Inkubation mit dem virushaltigen Medium wurde der
Zellkulturiberstand entfernt und funfmal mit Makrophagen-Medium 1 (ohne FCS)
gewaschen. Danach wurden die isolierten PHH in PHH-Medium + 10% FCS mit einer
Dichte von 4x10° Zellen pro cm? zu den Kupffer-Zellen ausgesat und bei 37°C
inkubiert. Nach 24h wurden nicht angewachsene, tote Zellen durch vorsichtiges
Waschen entfernt und das Medium gewechselt. Nach weiteren 24h wurde das FCS-
haltige PHH-Medium gegen FCS-freies PHH-Medium ausgetauscht. Es folgte ein

Mediumwechsel alle drei Tage.

4.2.3.5 Praparation primarer muriner Leberzellen

Mauslebern wurden nach Narkotisierung der Tiere analog der fur die humanen
Leberzellen beschriebenen Zwei-Schritt-Collagenaseperfusion Uber die Pfortader
perfundiert und die Hepatozyten von den nicht-parenchymalen Leberzellen wie in
4.2.3.3 fur humane Leberzellen beschrieben durch mehrfache Zentrifugation
getrennt. Im Gegensatz zu PHH wurden die Maushepatozyten jedoch nicht mit 50 g,
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sondern 20 g pelletiert. Zur weiteren Aufreinigung wurden das Zellpellet in MACS-
Puffer resuspendiert und durch Anwendung von CD11b magnetischen Beads gemal}
dem Herstellerprotokoll (Miltenyi Biotec) verbliebene Kupffer-Zellen depletiert.
AnschlieRend wurden die CD11b-negativen Hepatozyten bei 20 g zentrifugiert und
die pelletierten Zellen fur spatere RNA- und DNA-Isolationen zur Halfte vor dem
Einfrieren bei -80°C in 1 ml Trizol Reagenz aufgenommen, die andere Halfte wurde
direkt eingefroren. Von den nicht-parenchymalen Leberzellen wurde durch weitere
Anwendung von CD11b magnetischen Beads ebenfalls gemall dem
Herstellerprotokoll die Kupffer-Zellen depletiert und zwei Zellpellets fur spatere RNA-
und DNA-Isolationen bei -80°C weggefroren.

4.2.3.6 Das humane ex vivo Lebergewebsperfusionsmodell
Um HBV-Interaktionen mit humanen Leberzellen, wie sie in vivo stattfinden,
untersuchen zu kénnen, wurde in dieser Arbeit ein neuartiges System entwickelt,
welches die Perfusion von humanen Lebergewebssticken ex vivo unter
Bedingungen ermoglichte, die an die physiologischen Bedingungen in vivo
angepasst wurden. Hierbei wurde ein bei den Leberteilresektionen anfallendes (vgl.
4.2.3.3), frisches humanes Lebergewebsstick zunachst gewogen und bis zu vier
G18-Venenverweilkathetern mit Gewebskleber (Histoacryl® tissue glue, Braun) in
Asten der Pfortader befestigt. Danach wurde mit einer Flussrate von 1 ml/g/min das
Gewebe mit 37°C warmen PBS fur funf Minuten durchspult, um verbliebenes Blut
aus den Gefallen zu entfernen. AnschlieBend wurde das Gewebe in ein
geschlossenes, rezirkulierendes System Uberfuhrt, welches die stetige Perfusion mit
50 ml Zellkulturmedium (Williams E+) bei 37°C und 5% CO, ermdglichte (vgl. Abb.
4.6). Im Medium war zusatzlich 50% humanes Serum anti-HBsAg-negativer
Personen und 1 x 10"" Alexa Fluor® 594 markierte VP/ml, oder 20% humanes Serum
und 50% Zellkulturiiberstand von HepG2.2.15-Zellen (entsprechend 2,5 x 10"%/ml
Virionen) enthalten. Vor Zugabe in das Medium wurden die VP-haltigen Losungen fur
funf Minuten bei 3000 g zentrifugiert, um eventuelle Aggregate zu entfernen. Nach
Perfusion mit dem VP-haltigen Medium wurde das Gewebe entweder 5 min mit
Medium (Williams E+) durchspult und anschlieRend funf Minuten mit 4% PFA-L6sung
(in PBS, w/v) perfusionsfixiert oder vor Perfusionsfixierung 15 Minuten mit Medium
durchspult und 16h im Sinne eines Pulse-Chase-Experimentes (s. 4.2.3.9) mit 100 ml
VP-freiem Medium (Wiliams E+ zusatzlich 20% humanem Serum) bei einer
Flussrate von 3 ml/g/min perfundiert. Danach wurde das Gewebe mit einem Skalpell
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in 5 x 5 mm groRRe Stucke geschnitten und fur 2h bei 4°C postfixiert. Die fixierten
Gewebsstucke wurden in eine 30% Saccharoselosung (in PBS-EDTA, 1 mM,
pH=7,4; w/v) gelegt und U.N. bei 4°C gelagert. Durch die Diffusion der Saccharose in
das, und die Diffusion von H,O aus dem Gewebe erhohte sich die Dichte des
Gewebes soweit, dass es in der Saccharoselosung absank. Die Einlagerung der
Saccharose sollte verhindern, dass bei anschlieBender Gefrierung des Gewebes
Scherkrafte, die bei der Kristallisation von H,O auftreten, Proteinstrukturen zerstorten
und eine Immunfluoreszenzanalyse des Gewebes unmoglich machten. Abschlief3end

wurde das Gewebe in Kryoeinbettmedium (,Tissue Taq®™

, Sakura) eingebettet und
bei -80° C eingefroren. Fur Immunfluoreszenzanalysen wurden von dem gefrorenen
Gewebe an einem CM3050S Cryostaten von Leica 10 ym Schnitte angefertigt und
auf Adhasionsobjekttragern (Marienfeld) fixiert.

Die Aufarbeitung des Gewebes fur elektronenmikroskopische Analysen ist in 4.2.4.2

beschrieben.

4.2.3.7 Isolierung primarer humaner Monozyten und Differenzierung zu pro-
inflammatorischen Makrophagen

Spenderblut wurde in 50 ml ZentrifugengefalRe (Falcon) uberfuhrt, in die 10 ml PBS
und 25 U/ml Heparin vorgelegt worden war. In weitere 50 ml Gefale wurden 20 ml
Biocoll Seperation Reagent (Ficoll) pipettiert und mit dem heparinisierten Blut auf 50
ml aufgeflullt. Die Falcon-Gefalte wurden bei 2000 rpm und RT fur 20 min mit
deaktivierter Bremse zentrifugiert. Die Erythrozyten wurden bei diesem Vorgang
pelletiert und die peripheren Blutleukozyten (PBMC) sammelten sich in der Plasma-
Ficoll-Interphase an. Die PBMC wurden vorsichtig mit einer 10 ml Pipette
entnommen, in ein neues 50 ml Falcon-Gefal} Uberfuhrt und dieses mit PBS auf 50
ml aufgefullt. AnschlieRend wurde die Zellsuspension bei 300 g und RT fur 10 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in GM-CSF-haltigem
(800 U/ml) Differenzierungsmedium aufgenommen und mit einer Dichte von
1x10%cm? in 24-Loch-Platten ausgesat. Nach Kultivierung {iber sieben Tage in dem
Differenzierungsmedium (mit Mediumwechsel nach drei bis vier Tagen) gelten die
adharenten Zellen als differenzierte Makrophagen (Puig-Kroger et al., 2009) und

standen fur in vitro Versuche zur Verfugung.
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4.2.3.8 Differenzierung monozytarer THP-1 Zellen zu Makrophagen

Monozytare THP-1 Zellen wurden in THP-Differenzierungsmedium (100 nM PMA)
aufgenommen und mit einer Dichte von 1x10%cm? in 24-Loch-Platten ausgesit.
Nach 48h wurden die nun adharenten und zu Makrophagen differenzierten Zellen mit
PBS gewaschen und fur in vitro Versuche verwendet (Dahl et al., 2011; Tsuchiya et
al., 1982).

4.2.3.9 Pulse-Chase-Experimente

Ein Ziel dieser Arbeit bestand darin, die zellulare Lokalisation und Rezirkulierung von
HBV in kultivierten Makrophagen zu charakterisieren. Hierzu wurden Pulse-Chase-
Versuche durchgefuhrt, da sie es ermoglichen, die Dynamik von Aufnahme und
Transport eines Liganden in Zelle, Zellorganellen und ins Medium zu untersuchen.
Bei dieser Methode inkubiert man die Zellen fur einen bestimmten Zeitraum mit
einem Liganden, dessen Zellinteraktionen untersucht werden sollen (Pulse), wascht
intensiv und kultiviert anschlieBend fur einen weiteren Zeitraum in einem Medium
ohne diesen Liganden (Chase).

Zunachst wurden die Makrophagen fur einen in den Experimenten angegebenen
Zeitraum mit VP in Makrophagen Medium 2 mit oder ohne weitere Zusatze bei 37°C
und 5% CO; inkubiert (Pulse). AbschlieBend wurde funf mal mit 1 ml PBS
gewaschen und weiter Uber einen bestimmten Zeitraum ohne den Zusatzen des
Pulse-Mediums in Kupffer-Zellen Medium 2 (mit oder ohne anderen Zusatzen)
inkubiert (Chase).

4.2.4 Mikroskopie

4.2.4.1 Immunfluoreszenzmikroskopie

Far immunfluoreszenzmikroskopische Analysen wurden die Zellen in 4-Kammer-
Zellkulturobjekttragern (Lab-Tek™ 1, Nunc) kultiviert. Nach Durchfiihrung des
Versuches wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 4% PFA-L6sung
(in PBS, w/v) 10 min fixiert. Anschlielend wurde die Fixierungslosung abgenommen
und fur 5 min mit 50 mM Ammoniumchlorid inkubiert, um verbliebenes freies PFA zu
inaktivieren. Danach wurden die Zellen mit 0,5% Saponinlésung (in PBS, w/v) fur 10
min permeabilisiert und unspezifische Bindestellen durch einstindige Inkubation mit
Blockpuffer (0,1% Saponin (w/v) und 10% Ziegenserum (v/v) in PBS) abgesattigt. Die
Inkubation mit dem Primarantikorper (anti ApoA1, 1:100; anti NPC1, 1:200) oder 50

pg/ml Filipin (2,5 mg/ml in DMSO) erfolgte in Blockpuffer bei 4°C tber Nacht. Durch
142



Material und Methoden

dreimaliges Waschen mit Waschpuffer (0,1% Saponin in PBS, w/v) wurde der
Primarantikorper entfernt und anschlieliend mit dem Sekundarantikorper (Ziege anti
Kaninchen, 1:1000) in Blockpuffer (0,1% Saponin (w/v) und 2% Ziegenserum (v/v) in
PBS) fur 2h bei RT lichtgeschutzt inkubiert. Zusatzlich wurde dem Blockpuffer DAPI
beigefugt (1:200, 1 mg/ml DAPI-L6sung), um die Zellkern-DNA zu farben.
AbschlieRend wurde zweimal mit Waschpuffer und zweimal mit PBS fur 10 min
gewaschen, die Zellen mit Mowiol/DABCO-Eindeckelmedium uberschichtet, mit
einem Deckglas bedeckt und die Zellen mit einem Fluoreszenzmikroskop analysiert.
Die Immunfluoreszenzanalysen der Gewebeschnitte wurden in dieser Arbeit analog
dem Protokoll fur kultivierte Zellen vorgenommen. Die einzelnen Losungen wurden
dabei auf den Objekttragern gehalten, indem um das Gewebe herum mit einem
Fettstift (Kisker) eine geschlossene hydrophobe Markierung gesetzt wurde, die ein
AbflieBen der wassrigen Losungen verhinderte. Es wurden folgende
Primarantikorperverdinnungen gewahlt: anti CD68, 1:50; anti HepPar 1, 1:25; anti
SR-B1, 1:100. Die Sekundarantikorper (Ziege anti Maus, Ziege anti Kaninchen)
wurden 1:250 verdunnt eingesetzt und zu den Losungen DAPI (1:250) und
gegebenenfalls BODIPY 493503 (1:100) gegeben.

4.2.4.2 Transmissionselektronenmikroskopie

Das Lebergewebe wurde mit einem Skalpell in kleine Stiicke geschnitten (ungefahr 1
mm?®) und in 2,5% Gluaraldehydpuffer (in 0,1 M Cacodylate, w/v) (Electron
Microskopy Sciences) fixiert. Die Proben wurden bei 4°C fur 1h in 1% OsO4 (w/v)
nachfixiert, dreimal gewaschen, in Alkohol dehydriert und in Epoxidharz eingebettet.
Ultradlinne Schnitte wurden mit einem Ultramikrotom angefertigt, mit Uranylacetat
und Bleicitrat gefarbt und mit einem Zeiss EM 10 CR Transmissions-
elektronenmikroskop analysiert. In dieser Arbeit wurden die Praparationen der
Schnitte fur die Elektronenmikroskopie von dem Institut fur Pathologie der

Technischen Universitat Munchen/Helmholtz Zentrum Minchen durchgefuhrt.
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