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Kopsavilkums

Hroniskie HBV neséji biezi vien satur hepatita B virusa (HBV) variantus ar iek$éjam
delécijam kora géna (CID). Sadi mutanti ari tika izdaliti no imunosupresétiem nieru
transplantacijas pacientiem, kur delécijas saturoSu kora génu papildus mutacijam
kora promotora/enhansera rajona un preS rajona uzkrasanas ir batiski saistita ar
aknu saslim$anas nondkSanu galéja fazé. Ta ka Saja pacientu grupa saimnieka
imdnas atbildes pazeminasana, domajams, dod lielako ieguldijumu HBV patogenézé,
tika aplukoti alternativie patogénie mehanismi, pieméram, tiesa citotoksicitate.

Saja pétijuma raksturotas proteinu Tpasibas vairakiem HBV kora géna variantiem ar
delécijam kora géna centralaja dala. So del&ciju garums mainijas no astonam [idz
trisdesmit aminoskabém. Eksperimentalaja modeli Sie CID géni tika ekspreséti
eikariotiskaja sistéma, kas izmantoja Semliki Forest virusa (SFV) replikonu.

Ta ka CID protelnu uzkraSanas tika uzskatita par patogenézes posmu, pirmais
jautajums saistijas ar iekS€jas delécijas saturoSu HBV kora génu ekspresijas ITmeni
salidzinajuma ar dabiga tipa HBV kora génu. Lai atbildétu uz So jautajumu, proteinu
sintéze tika pétita divas atSkirigas S0nu Inijas: (i) SFV sistémai pielagotas BHK
Stnas un (ii) HBV specifiskas Huh $Gnas. Tika noskaidrots, ka CID génu ekspresijas
[Tmenis bija batiski zemaks par dabiga tipa HBV kora proteina sintézes limeni. Tika
aplukoti iespéjamie proteinu sintézes samazinaSanas un proteinu degradacijas
pastiprinadanas iemesli. Tika paradits, ka CID génu transkripcijas un translacijas
procesi netika ietekméti. Proteinu degradacijas celu analize tomér paradija, ka
proteasomalas degradacijas cela inhibicija bdtiski paaugstinaja CID proteina
intracellularo limeni.

lepriek$ paraditas atSkiribas HBV kora proteina intracellularaja lokalizacija ir saistitas
ar patogeno stavokli. Tade] mutanto un dabiga tipa HBV kora proteinu subcellularo
sadaltfjumu pétija ar imunokrasoSanas palidzibu. Mutanto variantu un dabiga tipa
HBc proteinus atrada citoplazma, bet parsteidzoSas atSkirtbas paradijas ar HBc
proteina lokalizaciju saimniek8tnas kodola. Nelielu daudzumu HBc proteina atrada to
8unu kodolos, kuras ekspreséja CID génus, turpretim dabiga tipa HBc proteinu
atrada tikai citoplazma. Svarigi, ka HBV pregenoma ekspresija paradija HBc proteina
atraSanos kodola un citoplazma, iesp&jams, vienlaicigi ar replikacijas cikla iniciaciju.
Tadejadi, ir paradits, ka CID proteini neuzkrajas eikariotiskajas Stnas, bet tiek atri

degradéti pa proteasomalo degradacijas celu. lek$&jas delécijas saturoSu HBV kora



proteinu jutiba pret proteasomalo degradacijas celu, ka arT atSkirigais intracellulara

sadalljuma spektrs var ietekmét $as pacientu grupas patogenézi.



Literataras apskats

HBV patogenéze

Hepatita B viruss (apskats: Seeger et al., 2000) pieder pie Hepadnaviridae dzimtas
un ir daléji divpavedienu DNS viruss, kas replicéjas ar apgrieztas transkripcijas
palidzibu (Will et al., 1987).Virusa mazais, 3,2 kb garais, genoms satur Cetras dalgji
parklajodas atvertas translacijas fazes (ORF), kas kodé viralo polimerazi, X proteinu,
tris daZzada garuma apvalka proteinus un divus C géna produktus: kora proteinu un
sekretéjamo HBeAg, kam ir saisinatas C-gala un N-gala sekvences. Dalgji
dubultspiralizéto DNS saturoS$as kapsidas pie kodola membranas atbrivo genomu, lai
tas iekldtu kodola, kur atbrivota cirkulara DNS tiek parvérsta kovalenti noslégta
cirkulara DNS (cccDNS). CccDNS kalpo par matricu viralas RNS (subgenomiskas
RNS un pregenomiskds RNS) transkripcijai, kas tiek iepakotas un apgriezeniski
transkribétas.

Neskatoties uz efektivas vakcinas pieejamibu kop$ 1982. gada, inficéSanas ar
hepatita B virusu joprojam ir |oti svariga probléma. Vairums pacientu k|Gst akuti
inficeti un, galu gala, parvar virusu; tomér, no 1% (attistitas valstis) [[dz 10%
(jaunattistibas valstis) klast hroniski inficéti un, galu gala, ir paklauti augstam
progreséjosas aknu cirozes vai hepatocellularas karcinomas riskam (Vispasaules
Veselibas Organizacijas dati) Tapéc patogenézes mehanisma noskaidro$ana ir |oti
svariga.

Dazas publikacijas ir noradne par HBV proteinu tieSo citotoksicitati (Roingeard et al.,
1990) vai citotoksicitati, kuru izraisa virala kovalenti noslégta cirkulara DNS, kura
satur mutaciju preS proteina, ka tas paradits pilu HBV gadijuma (Lenhoff et al.,
1999). Tapat, saistiba ar nopietnu imino supresiju tiek ierosinata ideja par HBV tieSu
citopatisku efektu, kas neierobezotas proteinu ekspresijas dé| noved pie virdlo
proteinu uzkrasanas, Stnu bojajumiem un, galu gala, pie Sinas naves (Meuleman et
al., 2006). Parasti tomér tiek pienemts, ka saimnieka imdna atbilde ir HBV
patogenézes kritiskais elements (apskatu skatit Chisari et al., 1995). Tas loma ir
duala: no vienas puses tiek uzskatits, ka ta ir galvenais faktors organisma
atbrivoSanas procesa no virusa, no otras puses ta ir arl iesaistita Slinas sabojasSanas

procesa (Bertoletti et al., 2000). Pédeéjos gados lielaka uzmaniba ir pievérsta



mehanismiem, kas inficétajai SGnai pielauj iesp&ju kontrolét viralo infekciju ar
necitolitisko mehanismu palidzibu (apskatu skatit Guidotti et al., 2001).

Humorala imana atbilde, kas rodas lielakoties pret apvalka proteiniem, dod savu
ieguldijumu atbrivoSanas procesa no virusa, aizvadot brivas virusa dalinas no asins
plismas, un pacientiem, kas veiksmigi atbrivojuSies no virusa, tiek atrasta
paaugstinata MHC |l klases specifiska T Snu atbilde, kas tiek veidojas galvenokart
pret HBc un HBeAg daudzajiem epitopiem. Tomér galveno ieguldijumu saimnieka
iminaja aizsardziba dod Sinas imdna atbilde ar MHC | klases specifiskajiem
citotoksiskajiem T limfocitiem (CTL), kas ir atbildigi par infekcijas iznicindSanu, ka art
par aknu slimibas attistibu (Chisari, 1997). CTL efektivi darbojas ar divu at3kirigu
mehanismu palidzibu — hepatocitu lizéSanu apoptozes rezultata ((Bertoletti et al.,
1991; Ando et al., 1994) un atbrivoSanas no virusa necitopatiska veida (Guidotti et
al., 1994a; Guidotti, 2002). Kamér HLA | klases atbilde ir izteikta pacientiem ar akatu
nearstétu hepatitu, pacientiem ar hronisku hepatitu ta ir vaja (Penna et al., 1991).
HLA | klases atbilde ir poliklonala un vérsta tieSi pret daudzajiem, lielakoties,
polimerazes un apvalka proteina epitopiem; HBV kora proteina tika identificéti tris
Sadi epitopi: HLA-A-2 CTL epitops 18-27 (Bertoletti et al., 1991, Bertoletti et al., 1993,
Bertoletti et al., 1997), HLA-Aw-68 CTL epitops 141-151 (Missale et al., 1993) un
HLA-A-11 CTL epitops 88-96 (Tsai et al., 1996). Ir paradits, ka epitopu 141-151 Skel|
imunoproteasomas (Sijts et al., 2000).

Ar transgéno pelu palidzibu tika izveidots fulminanta hepatita modelis (Ando et al.,
1993), kuru var uzskatit par | klases specifiskds CTL inducétas imunopatologijas
modeli. Saja modell HBsAg specifiskie CTL izsauc akdtu nekroinflamatoro aknu
saslim$anu, kas norit trijos atSkirigos histopatologiskos posmos. Pirmaja posma CTL
piesaistds pie hepatocitiem, kas pardda apoptozes citologiskas TpaSibas, kas
izpauzas ka acidofilie Kouncilmana kermenisi — apoptiskie hepatociti, kas ir raksturigi
akdtajam hepatitam. Hepatocitu lize apoptozes rezultatd notiek ar Fas vadita
mehanisma palidzibu (Kondo et al, 1997). NakoSaja posma veidojas
nekroinflamatorie perékli. CTL [idzigi neitrofiliem, limfocitiem un makrofagiem aptver
iekaisuSas Slnas. Parasti aknu saslimSana neprogresé talak par So posmu, kas
raksturo parejoSu saslim$anu. TreSaja, IFN-y atkarigaja posma, kuru raksturo smaga
nekroze, CTL skaita vismaz 100 kartigi parspéj saimniekorganisma raditas iekaisuma
Sunas, lielakoties makrofagi. Tiek uzskatits, ka nevirusu specifisko T-Sunu lielie

infiltrati dod savu ieguldijumu hepatocitu bojajumu radiSana (Maini et al., 2000).



Tiek uzskatits, ka tieSais CTL citopatiskais efekts tiek ierobezots tikai ar daziem
hepatocitiem. Citoplazmatiskie nukleokapsidi un tajos esoSie replikativie
starpprodukti var izdzivot CTL inducétaja hepatocitu apoptozé (Pasquetto et al.,
2000). Tadejadi, organisma atbrivoSanai no virusa nepiecieSami citi mehanismi,
pieméram, infekcijas necitolitiska kontrole ar citokinu, lielakoties IFN- y un TNF- q,
sekréciju (apskatu skatit Guidotti et al., 2001; McClary et al., 2000).

Ir identificéti divi funkcionali neatkarigi virocidie celi: agrinais cel§, kas no
hepatocitiem eliminé HBV nukleokapsida dalinas un tajas eso$as virusa genoma
replicéjosSas formas (Wieland et al., 2000), un vélinais celS, kas post-transkripcionali
pazemina viralas RNS Iimeni (Tsui et al., 1995).

Agrinaja cela, kuru stimulé IFN-a / B, no hepatocita citoplazmas tiek izdalitas
pregenomisko RNS saturoSas kapsidas, ka ari vienpavediena DNS saturoSas
kapsidas.

Vélinaja cela kodola un citoplazma tiek pamatigi samazinatas 3,5 un 2,1 kb viralas
RNS, tai pat laika transkripcijas atrums netiek ietekméts vai arT tikai nedaudz
samazinas (Tsui et al., 1995). Citokinu inducéta atbrivoSanas no viralas RNS ir
saistita ar RNS saisto$a proteina saskelSanu (Heise et al., 1999a, Heise et al.,
1999b). Ta rezultatd RN-aZu SkelSanas vietas uz RNS molekulas kllst vieglak
pieejamas (Heise et al., 2001).

IFN stimulétai HBV replikacijas inhibicijai nepiecieSama Janusa kindzes un STAT
transkripcijas faktoru aktivitate (Robek et al., 2003). HBV replikacijas inhibicijas
apstaklos ar IFN-a / B un IFN- y palidzibu tiek inducéta virkne génu (Wieland et al.,
2003). IFN inducetie antiviralie efekti ir atkarigi no proteasomas aktivitates (Robek et
al.,, 2002). Proteasomalas subvienibas LMP2 un LMP7 tieSi neietekmé& virusa
replikacijas inhibiciju, bet iedarbojas caur HBV-specifisko CD8 T Siinu atbildi (Robek
et al., 2007).

Lidz Sim bridim nav pilntba izprasts par hepatocelularas karcinomas attistibu
hroniskds HBV infekcijas laika atbildigais patogénais mehanisms. Domajams, ka
HBV specifiskais hroniskais iminas sistémas inducétais aknu Sdnu bojajums ir
pietiekams, lai uzsaktu un turpinatu hepatokarcinogenézes procesu (Nakamoto et al.,
1998).



HBYV kora proteins (HBc)

Dabigo21 kDa HBV kora proteinu (HBc-wt) kodé HBV kora géns, un tas tiek transléts
no pregenomiskas RNS (Cattaneo et al., 1984).

HBc proteins ir virusa nukleoproteina kapsidu strukturalais materials. HBV dalinas
sastav no ar apvalku parklatas kapsidas, kura satur 3,2 kb daléji divpavediena DNS
genomu un viralo polimerazi. Kapsidu veido 180 vai 240 HBc subvienibas, kuras ir
organizétas T=3 vai T=4 ikosaedros, atbilstoSi. T=4 izkartojums ir nobriedusas DNS
saturoSas kora struktiras, kas atSkiras no RNS saturo§am kora struktGram ar
hidrofobo ieloci cilpa (Roseman et al., 2005).

HBc proteins ir salocits 2 antiparaléli orientétds a spiralés, kuras asocié lidz
dimériem, kas izvirzas laukd no kapsidas virsmas. Galvenais imunodominantais
rajons (MIR) atrodas a spiralu galos, kas veido cilpas uz kapsidas virsmas (Wynne et
al., 1999; Conway et al., 1998).

Atkariba no genotipa HBc proteins ir 185 vai 183 aminoskabju garS. Tas sastav
amino-terminala paSsavakties spéjiga doména (aminoskabes 1. [idz 150., Birnbaum
et al., 1990) un karboksi-terminala protaminam [idziga ar argininu bagata doména.
Pédejais satur nuklearas lokalizacijas signalu ( Eckhardt et al., 1991) un ir iesaistits
RNS iekapsidésana, fosforiléSana un nuklearaja lokalizacija (apskatu skatit Pumpens
et al.,, 1999). Tris serina atlikumi karboksi-terminalaja doména, kas parklaj nuklearas
lokalizacijas signalu, var but fosforileti un var ietekmét HBV replikacijas regulaciju
(Melegari et al., 2005) un nuklearo lokalizaciju (Liao et al., 1995).

Hroniskiem HBV neséjiem HBc proteins ir atklats gan kodola, gan citoplazma
(Mondelli et al., 1986). Tika atklats, ka atraSanas kodola korelé ar vieglu hepatita
formu, kameér citoplazmatiska lokalizacija ir saistita ar hronisku aktivu hepatitu ((Hsu
etal., 1987, Chu et al., 1987).

HBc proteina subcelularo atraSanos regulé nuklearas lokalizacijas signala serina
atlikumu fosforileSana (Liao et al., 1995), un ta ir atkariga no Sinas cikla, nuklearajai
lokalizacijai pieaugot G1 fazes laika (Yeh et al., 1993). Citoplazmatiskais HBc
proteins ir fosforiléts, kamér nuklearais HBc proteins ir nefosforiléts. Fosforilétais
HBc proteins piesaistas pie kodola poru kompleksa (Kann et al., 1999), lai pie kodola
membranas atbrivotu genomu; ta nokluSanu iekSpusé regulé virala polimeraze, bet

ieklGSanas process ir neatkarigs no HBc proteina (Kann et al., 1997).
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HBc kora proteina varianti

Var iz8kirt divu tipu HBc variantus: HBc proteini ar punktveida mutacijam un proteini
ar delécijam vai insercijam (apskatu skatit Gunther et al., 1999). Punktveida
mutacijas rada HBV polimeraze, kas, iesp&jams, apgriezeniskas transkripcijas laika
zaudeé precizas nolasidanas spé€ju. Polimorfismu novéro HBc dalas, kuras veido aréjo
virsmu, un dabigas kapsidas uz arpusi vérstajas cilpas (Chain et al., 2005).

Delécijas un insercijas rodas dazadu mehanismu rezultata, kuri ietver matrices
parslégSanos apgriezeniskas transkripcijas laika, pregenomiskas RNS splaisingu
(Gunther et al., 1997), HBV DNS topoizomerazes | SkelSanu/ligéSanu (Wang et al.,
1991) un linedras HBV DNS nehomologo rekombinaciju replikacijas laika (Yang et
al., 1995).

Hepatita B virusa (HBV) varianti ar delécijam kora géna bieZi tiek atklati pacientiem
ar hronisku hepatitu un parasti tiek saistiti ar batisku nekroinflamatoro aktivitati aknas
(Marinos et al., 1996). Sis delécijas lielakoties nemaina nolasi$anas fazi un atrodas
kora géna centralaja dala. Varianti ar kora géna iek§éjam delécijam (CID) vienmér
tiek atrastas kopa ar dabiga tipa HBV celmiem, kuri satur pilna garuma kora génu
(Marinos et al., 1996). Sie varianti bieZi vien ir replikacijas defektivi, jo nesatur stabilu
kora proteinu, bet replikacijas sp&ju kompensé dabiga tipa kora proteins (wt) (Yuan
et al.,, 1998a, Okamoto et al., 1993). CID varianti uzvedas lidzigi defektivam
interferéjoSam dalinam wun tiek raksturoti péc to spé€jas sasniegt relativu
bagatinasanos, kad tiek ko-transficéti kopa ar dabiga tipa HBc géna variantiem (Yuan
et al., 1998b).

HBc variantu paradi$anos izskaidro ka imunologisko izvairi§anos, jo HBc mutacijas
uzkrajas T S0nu epitopos (Hosono et al., 1995).

Atbilstosi iepriek§ minétajam, HBc géna deléciju varianti izzid péc serokonversijas
no HBeAg uz anti-HBe (Marinos et al., 1996).CID varianti tika izoléti no nieru
transplantaciju parcietuSiem pacientiem, kuriem, atSkirlba no situacijas ar
imunokompetentiem hroniskiem neséjiem (apskatu skatit Gunther et al., 1999), tika
novérots nopietns slimibas saasinajums, kas noved pie aknu saslimSanas galéja fazée

(Gunther et al., 1996, skatit talak "Pétijuma aktualitate un mérki").
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SFV ekspresijas sistéema

Ka eukariotiska ekspresijas sisttma tika izvéleta Semliki Forest virusa (SFV)
ekspresijas sistéma (Liljestrom et al., 1991a, Liljestrom et al., 1991c), kas dod iespéju
pla8a dzivnieku Sdnu spektra augsta Iiment sintezét funkcionali aktivus
rekombinantos proteinus. SFV un Sindbis virusi ir alfavirusi, apvalku saturoS$i virusi
ar pozitivas polaritates vienpavediena RNS genomu (Frolov et al., 1996). Ta 11442
nukleotidu gara RNS var tiesSi kalpot ka mRNS Cetru nestrukturalo génu (nsP1 Iidz
nsP4) transléSanai, veidojot RNS replikazi, kura sintezé pilna garuma minus-
pavedienu (apskatu skatit Strauss et al., 1986). Tas kalpo par transkripcijas matricu
pilna garuma (+)- pavediena genomiskajai RNS un Tsakai (+)-pavediena
subgenomiskajai RNS, kura kodé strukturalos génus. Strukturalie proteini tiek
sintezéti ka poliproteins, kuru péc tam secigi saske| kapsidas un apvalka proteinos
E1 un p62, kas ir E3 un E2 prekursors (Liljestrom et al., 1991b).

Ekspresijas vektora konstruéSanai SFV cDNS modificé tada veida, lai strukturalie
geéni tiktu deletéti un tos bltu iespéjams aizvietot ar intereséjoSo génu (Liljestrom et
al., 1991a). Pirms cDNS genoma varianta eso$ais SP6 promotors tiek transkribéts in
vitro apstaklos, un rekombinantd RNS péc tam tiek transficéta audu kultdru Stnas.
Alternativi ir izstradata iepako8anas sistéma, kura rekombinanta RNS un defektiva
.helpera” RNS, kas nodro8ina strukturalo génu sintézi, tiek kopigi ar elektroporacijas
palidzibu transficéta audu kultiras 8tnas. Rezultata rekombinanta RNS tiek iepakota
infekciozas virusu dalinas, kas tiek izmantotas audu kultiru inficéSanai (Berglund et
al., 1993, Smerdou et al., 1999). SveSo génu ekspresija palielinas vektoros, kuros
virusa kapsidas géna pirmas 102 bazes ir saglabatas, jo tas kalpo par translacijas
enhanseru (Sjoberg et al., 1994).

SFV ekspresijas sisttmas priekSrocibas aptver plaso saimniekSinu klastu, augsto
proteinu ekspresijas limeni un vieglo pielietojamibu. Augsta lilmena génu ekspresija ir
savienota ar saimnieksSinas génu ekspresijas izslégSanu un translacijas mehanisma
parslégSanos uz virdlo mRNS, kam seko Slnu bojaeja 12-24 stundu laikd péc
inficéSanas. Galvenais Skérslis daudzajiem praktiskajiem izmantoSanas gadijumiem
ir vektora citotoksicitate ar p53 neatkarigo apoptozi (Glasgow et al., 1998 ), kuru
izsauc nestrukturalais rajons. Nesen aprakstiti mazak citotoksiski vektori, kas raditi,

nestrukturalaja géna nsP2 ievadot mutacijas (Garoff et al., 1998; Lundstrom et al.,
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2001). Sie necitopatiskie vektori ir izmantojami, lai raditu kultivéjamo $tnu pastavigu
inficeSanu (Perri et al., 2000).

SFV vektori (Liliestrom, 1994) ir tikuSi izmantoti rekombinanto proteinu ekspresijai,
arm HBV strukturalo proteinu ekspresijai (Zajakina et al., 2004). Sie vektori arf ir
domati vakcinam (Riezebos-Brilman et al., 2006) un génu terapijai (Wahlfors et al.,
2000; Lundstrom, 2005)
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Péetijuma aktualitate un meérki

Imunosupresétos nieru transplantacijas pacientos uzkrajas iekS$éjas delécijas saturosi
HBc géni saistiba ar genomiem, kas biezi ir modificéti ar papildus mutacijam pre-S1/2
rajona, X géna un kora géna promotora rajona (Preikschat et al., 1999a; Preikschat
et al.,, 2002). To uzkrasanas ir saistita ar aknu saslimSanas galéjas fazes (ESLD)
attistibu. AtSkiriga situacija ir imunokompetentos hroniskos HBV nesgjos, kur CID
variantu paradiSanas parasti ir saistita ar slimibas labvéligu iznakumu (Marinos et al.,
1996). Izmainitie virusa celmi nav spéjigi autonomi replicéties, bet uzrada
pastiprinatu replikaciju, kad tiek trans-komplementéti ar dabiga tipa virusu (Gunther
et al., 2000 ); Sim fenomenam var sekot pastiprinata virusa proteinu sintéze. Ta ka
CID varianti tika izoléti no imunosupresétiem pacientiem, tika izvirzita hipotéze par no
iminas sistémas neatkarigu tieSas citotoksicitates patogénais mehanismu, kas
nodroSina mutanto proteinu uzkrasanos hepatocitos (Gunther et al., 1995; Glnther
et al., 1996; Marinos et al., 1996).

lepriekSeja péetijuma bakteriala ekspresijas sistéma tika raksturots $ads dabigi radies
mutantu kopums — tika pétita mutanto HBc proteinu ekspresija, savakSanas spé&ja un
antigénas 1paSibas (Preikschat et al.,1999b). Tikai dazos gadijumos — ar 1sam
delécijam — tika novérota efektiva HBc proteina sintéze. Dazos gadijumos HBc
protetna varianti tika stabilizéti mozaikveida kora dalinas, kuras tika izveidotas no
mutanta un dabiga HBc proteina (Preikschat et al., 2000). Vispar, HBc proteini ar
garakam delécijam E.coli ekspresijas sisttma uzradija zemaku sintézes limeni un
nespéju savakties kapsidas. Sie rezultati diez vai var izskaidrot iespéjamo iek3éjas
delécijas saturoSo HBc proteinu citotoksisko raksturu. Tika pienemts, ka zemais HBc
proteina variantu ekspresijas Iimenis radas, pateicoties atrajai ko-translacionalajai
proteTnu degradacijai specifisko eikariotisko stabilizacijas faktoru (Saperoninu)

trikuma dé| (Lingappa et al., 1994).
Saja darba tiek raksturotas ar Semliki Forest virusa ekspresijas sistémas

palidzibu transléto nieru transplantacijas pacientu iek$€jas delécijas saturoSu HBc

génu proteinu Tpasibas.
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Tika nosprausti Sadi mérki:
- noskaidrot SFV ekspresijas sisttmas pielietojamibu HBc deléciju variantu
analizei;
- SFV ekspresijas sisttma salidzinat HBc proteina variantu un nativa HBc
proteina (HBc-wt) sintézi;
- noskaidrot HBc proteina variantu stabilitati un sintézes un degradacijas celus;

- noteikt HBc proteina variantu un nativa HBc proteina subcelularo lokalizaciju.
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Iss metozu apraksts
Metodes detalizéti ir aprakstitas publikacijas | un Il.

Visparejas DNS metodes. Eksperimenti ar DNS tika veikti, izmantojot standarta
procediras (Sambrook et al., 1989). Polimerazes kédes reakcijas, DNS restrikcijas
un ligéSanas reakciju apstakli tika izvéléti saskana ar fermentu piegadataja
(Fermentas) ieteikumiem. Kloné8anai un plazmidu pavairoSanai tika izmantots E.coli

celms DH5a.

Kora géni un plazmidu konstrukcijas. Saja pétfjuma izmantotie iek$&jas delécijas
saturoSie mutantie HBc géni (1. attéls) ir iegdti no imunosupresétu nieru
transplantacijas pacientu asins seruma (Preikschat et al., 1999b). HBc géni ir iegti
no pacientiem 8. (delécija A77-93), 12. (delécijas A86-93, A45-46 +A86-93, A77-106)
un 36. (A85-93 + A102-113) ar aknu saslim3$anu gal€ja faze, aknu cirozi un bez aknu
cirozes, atbilstoSi (Preikschat et al., 2002). KlonéSana pSFV1 vektora (Liljestrom un
Garoff, 1991) ka arT plazmidas ir aprakstitas publikacijas | un Il. Tsuma, HBc géni péc
PCR amplifikacijas no sakotnéjam plazmidam tika ievaditi pSFV1 vektora.
Nedeletétais dabiga tipa A genotipa HBc géns ari tika ieklonéts plazmida pSFV1.
legatas plazmidas tika apzimétas ka pSFV1/A86-93, pSFV1/A45-46+A86-93,
pSFV1/A77-106, pSFV1/A85-93+A102-113, pSFV1/A77-93 un pSFV1/HBc-wt (1.

attels).
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1. attéls. Rekombinanto SFV konstrukciju ar iekSéjas delécijas saturosu HBc géna
variantu shematisks attélojums. (A) Saja pétijuma izmantoto rekombinanto SFV
konstrukciju visparéja shéma. SFV vektors satur $adus elementus: SP6 promotoru, kas tiek
izmantots rekombinantas SFV RNS in vitro transkripcijai, SFV nestrukturalos génus (nsP1-4),
kas kodé SFV replikacijas kompleksu, SFV 26S subgenomisko promotoru un komplekso
klonéSanas saitu. HBc géna deléciju variantu ievadiSanai tika izmantoti BamHI un Smal
restrikcijas saiti. (B) lek$€jas delécijas saturosu HBc génu ekspresija SFV sistéma. HBc-wt
proteina 41.-120. ask fragments ir paradits aug$8a ar viena burta kodu, a-spirdles ir
pasvitrotas. lekSéjas delécijas saturoSi HBc proteina varianti ir paraditi apaksa. Linijam
atbilst HBc-wt identiska seciba, deletéto aminoskabju pozicijas ir paraditas ramiSa iekSpusé.
Konstrukcijam pSFV1/A86-93 un pSFV1/A45-46+A86-93 ir apmaina 94. pozicija (G uz S).
Konstrukcija pSFV1/A77-106 ir apmaina 107. pozicija (C uz G). Konstrukcija pSFV1/A85-
93+A102-113 ir papildus G insercija 63. pozicija (noradita ar bultu) un apmaina 69. pozicija
(A uz V). Konstrukcijas pSFV1/A77-106 un pSFV1/A77-93 ir apmaina 144. pozicija (L uz P)
(nav paradita). MIR — HBc proteina galvenais imunodominantais rajons. (C) Shematisks
grafisks HBV kora protelna monoméra trisdimensionalas struktiiras attélojums ar iezimétam

a-spiralém. Deléciju atrasanas vietas atskirigos variantos ir apzimétas ar svitram.
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Papildus D genotipa HBV pregenoms (Génu bankas pieejas kods: NCBI: 329640) pa
Smal saitu tika ieklonéts plazmida pSFVdelStNrul (H. Garofa davana, aprakstita

publikacija I, nosaukta ka pSFV/pg).

Sinu kultiira un SFV ekspresijas sistéma. ir aprakstitas publikacija |. Seit seko Tss
apraksts.

RNS transkripcija, transfekcija un inficéSana. RNS in vitro ar SP6 polimerazes
palidzibu tika transkribéta no Spel linearizétam pSFV1 plazmidam vai no Nrul
linearizétas pSFVdelStNrul plazmidas. /n vitro transkribéta RNS saskana ar razotaja
rekomendacijam tika transficeta BHK Sdnas ar elektroporaciju vai ar lipofekciju ar
oligofektaminu (/nvitrogen). Alternativi, BHK (vai Huh7 3&0nas) tika inficétas ar
rekombinantajam SFV dalinam (recSFV). Rekombinantas SFV dalinas BHK Sinas
tika raditas SFV dalinas ar ko-elektroporaciju iepakojot rekombinanto RNS un SFV

“palig-RNS” (kura nodroSina SFV strukturalos génus).

Intracelularas RNS analizes (aprakstitas publikacija Il). Transficeto BHK Sinu

klatbdtne Northern blota.

DNS izoléSana (aprakstitas publikacija Ill). Pie Stnu lizatiem pievienoja DN-azi | Iidz
beigu koncentracijai 200 gg/ml un MgCl, Iidz beigu koncentracijai 20 mM un inkubéja
30 mindtes pie 37 °C. Pec tam DN-azi inaktivéja, pieliekot EDTA Iidz beigu
koncentracijai 50 mM.

Lai dezintegrétu kapsidas, pievienoja proteinazi K (beigu koncentracija - 1 mg/ml) un
SDS (beigu koncentracija - 2%) un maisijumu inkub&ja 2 stundas pie 37
°C.Suspensiju nodzidrindja no proteiniem, pievienojot [fdzigu tilpumu fenola; péc
centrifugéSanas DNS tika izgulsnéta no supernatanta, pievienojot Iidzigu tilpumu
izopropanola un NaCl Iidz beigu koncentracijai 0,3 M. PrecipitéSanu veica pa nakti
pie -20 °C. Peéc centrifugéSanas pie 11000 rpm pie 4 °C nogulsnes mazgaja 75%

etanola, izzavéja un resuspendgéja tdent.

Southern blots (aprakstitas publikacija Ill). Paraugu elektroforézi veica 1% agarozes

gela, un pa nakti ar kapilara blota palidzibu veica parnesi uz neilona membranu
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(Boehringer). Péc parneses DNS imobilizéja uz membranas, eksponéjot to 3 mindtes
ar ultravioleto gaismu transiluminatora.

NoteikSana. Imobilizéto DNS pa nakti pie 58 °C hibridiz€ja ar DIG ieziméto zondi
(par matricu izmanto A genotipa pregenoma nejau$as zondes, Roche). NoteikSanai
saskana ar razotaja rekomendacijam izmantoja DIG Iluminiscento noteikSanas

komplektu (Roche) un CDP (Tropix). Blotu attistija, to eksponéjot uz rentgenfilmas.

In vitro translacija (publikacija Il). HBc géni A77-106 un A85-93 + A102-113 tika
ieklonéti pSP64poly(A) vektord (Promega). AtbilstoSa HBc varianta RNS tika
transkribéta in vitro ar SP6 RNS polimerazi no EcoRI linearizétas plazmidas un
izmantota in vitro translacijai ar trusu retikulocttu lizata sistéemu (Amersham). Proteini
tika ieziméti in vitro translacijas reakcijas laika ar [358]-metionTnu (Amersham) un

analizéti ar SDS-PAGE. Izzavétu gélu eksponéja uz rentgenfilmas.

Inficeto Sunu metaboliska iezimésana (publikacija Il). Lai iezimétu inficéto Stnu

jaunsintezéto proteinu, tika izmantots [>°S]-metionins.

Sinu lizéSana un HBc produktu analize. Sinu lizé$anu veica Nonidet P-40 (NP-
40) saturosa hzes bufert (publikacija 1), un iegdtos supernatantus izmantoja
imunoprecipitacijai (IP) un imunofermentativajai analizei (ELISA).

NP-40 lizatu HBc proteina imunoprecipitacija tika veikta ar monoklonalajam anti-HBe
antivielam un truSa anti-HBc poliklonalo serumu (publikacija Il). IP tika analizéta ar
14% SDS-PAGE un sekojo3o autoradiografiju. Lizé€to Sunu neatSkaiditi supernatanti
tika izmantoti HBc proteina variantu imunologiskai noteik§anai ar HBeAg ELISA

komplektu (Diasorin).

Western blots (publikacija Il). Proteini no inficétajam BHK Sinam tika sadaliti 14%
SDS-PAGE un parnesti uz PVDF membranu. HBc protelnu noteica reakcija ar trusa
anti-HBc poliklonalo serumu, kam talak sekoja reakcija ar anti-trusu IgG, kas
konjugéta ar marrutku peroksidazi (HRP), un hemiluminiscento substratu, un

membranas eksponéSana uz rentgenfilmas.

Proteinu degradacijas inhibitori (publikacija Il). Pie inficétam BHK Sidnam 8

stundas péc infekcijas tika pievienoti proteasomala metabolisma cela proteinu
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degradacijas inhibitori (MG132, laktacistins) un lizosomala metabolisma cela proteinu
degradacijas inhibitori (leupeptins, pepstatins), un inkubacija tika turpinata 12-16

stundas. No inficeétam Stnam iegitos proteinus analizéja ar Western blotu.

Pulse-chase eksperiments (publikacija IlI). Lai noteiktu HBc varianta A86-93
pussabruk$anas laiku BHK 8&lnas apstaklos, kad degradacija pa proteasomalo
metabolisma celu ir blokéta, ar atbilstoSo recSFV inficetas BHK Slnas metaboliski
ieziméja jaunsintezétos proteinus MG132 inhibitora klatbatné un bez ta. Péc iezimi
saturoSas barotnes aizvietoSanas ar neiezimétu pilnvértigu barotni Stinas tika lizétas
péc dazadiem laika periodiem, un HBc proteinu Sdnu lizatos noteica ar IP. HBc
specifiskas joslas autoradiografos noteica ar programmu TINA (Raytest GmbH,
Straubenhardt).

Elektrommikroskopija. Inficétds BHK $tnas (~10°) lizéja lizes buferT ar NP-40. Kora
dalinas izgulsnéja ar centrifugéSanu caur 10% (svars/tipums, TNE buferi: 20 mM
Tris-HCI, pH 7,5 + 50 mM NaCl + 1 mM EDTA) saharozes “spilvenu” SW28 rotora
(Beckman) pie 25000 rpm 90 mindtes pie 4 °C. Nogulsnes resuspendéja TNE buferr.
Kora dalinu EM analizes veica ar JEM100C elektronmikroskopu (JOEL Ltd, Tokija,
Japana) pie 80 kV paatrinoSa sprieguma un ekrana palielinajuma 200 000x. Paraugu

negativi krasoja ar 2% fosfovolframskabi.

lekSunas HBc variantu imunocitokimiska noteikSana ar monoklonalajam
antivielam (publikacija I). Tika nofiksétas speciala Stnu kultiras trauka ar segstiklinu
audzétas inficétds BHK Sunas. HBc proteinu noteica reakcija ar monoklonalajam
antivielam un sekojoSajam reakcijam ar anti-pelu 1gG konjugétu sarmaino fosfatazi

un ar gaismas mikroskopu detekt&jamu substratu.
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Rezultati un diskusija

lekSéjas delécijas saturoSu HBc géna variantu eikariotiska ekspresija.

Tika pétita no imunosupresétu nieru transplantacijas pacientu asins seruma izdalitu
piecu iekSejas delécijas saturoSu HBc génu proteinu ekspresija. Tika izvéléta uz
Semliki Forest virusa pamata izstradata ekspresijas sistéma (Liljestrom et al., 1991),
jo ta nodroSina mérka proteina efektivu citoplazmatisko sintézi, un ir parbaudita tas
pielietojamiba HBV proteinu ekspresijai (Zajakina et al., 2004).

Piecu mutanto HBc génu un delécijas nesaturo$a HBc-wt géna (1. attéls) DNS
kopijas tika insertétas pSFV1 ekspresijas vektora, kura kontroli nodroSinaja SFV
subgenomiskais (26S) promoters. Konstrukcijas pSFV1/ A 86-93, pSFV1/ A 45-46 +
A 86-93, pSFV1/ A 77-106, pSFV1/ A 85-93 + A 102-113, pSFV1/ A 77-93 un
pSFV1/HBc-wt tika izmantotas k& matricas rekombinantas RNS in vitro transkripcijai
ar SP6 RNS polimerazi. ST RNS tika transficéta ziditaju $inas (BHK un Huh7), kur
meérka dabigais (HBc-wt) un mutantie HBc géni tika ekspreséti ar SFV replikdzu
palidzibu. Alternativi, Sunas tika inficeétas ar rekombinantajam virusa dalinam
(recSFV), kuras bija raditas, SFV virionos iepakojot atbilstoSo rekombinanto RNS.
Transficéto vai inficéto un péc tam metaboliski ieziméto BHK Sdnu lizatu analize ar
SDS-PAGE paradija paredzétas molekularas masas HBc proteinu klatbdtni HBc-wt
konstrukcijas gadijuma (21,4 kDa). To pasu noveéroja triju (no pieciem) pétito mutantu
gadijuma: A 86-93 (19,5 kDa), A 45-46 + A 86-93 (19,3 kDa) un A 77-93 (18,4 kDa).
Paredzamas molekularas masas zonu specifiskums tika apstiprinats ar HBc proteinu
imunoprecipitaciju ar monoklonalajam anti-HBe antivielam (2A. un 2C. attéli) un ar
poliklonalo serumu pret HBc (2B. attéls). Géni ar lielakam delécijam A 77-106 (2.
attéls, 4. Iinija) un A 85-93 + A 102-113 (2. attéls, 5. lnija) neuzradija detekt&jamus
atbilstoSo HBc proteinu daudzumus (17,5 kDa un 17,8 kDa, atbilsto$i). Turklat,
mutanto génu ekspreséta HBc proteinu daudzums, ka tas noteikts péc SDS-PAGE
zonu intensitates, bija ievérojami zemaks par HBc-wt géna produkta limeni. Isdko
deléciju A 86-93 saturoSais mutantais géns uzradija augstako detektejama HBc
proteina [Tmeni, kamér mutanta HBc proteina Iimenis delécijas A 77-93 gadijuma bija

arkartigi zems. Sos rezultatus ari apstiprina HBe ELISA dati (rezultati nav paradftti).
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2. attéls. lek$€jas delécijas saturosu HBc proteinu analizes Ar recSFV inficétas BHK (A, B)
un Huh7 (C) $ianas tika radioaktivi iezimétas ar [*°S]-metioninu. Sanu lizati tika izmantoti
specifisko HBc proteinu imunoprecipitacijai (IP) ar (A, C) monoklonalajam anti-HBe
antivielam vai (B) poliklonalo serumu pret HBc, kam sekoja SDS-PAGE analize.

Linija 1: proteinu garuma markieris; linija 2: A86-93 (19,5 kDa); linija 3: A45-46+A86-93 (19,3
kDa); linija 4: A77-106 (17,5 kDa); Iinija 5: A85-93+A102-113 (17,8 kDa); linjja 6: A77-93
(18,4 kDa), linjja 7: HBc-wt (21,4 kDa). Bultinas nordda HBc-wt proteina atraSanas vietu
(21,4 kDa). Punkti norada atbilstoSos HBc mutantu proteinus. Proteinu garuma markiera

(varaviksnes ['*C]metiléts, Amersham) izméri ir doti kDa.

Sinu lizatu elektronmikroskopiska analize paradija, ka savakts raksturigajas HBc
dalinas bija redzams tikai HBc-wt (3B. attéls).

Mutanto HBc génu ekspresija tika parbaudita divas Stnu Iinijas Huh7 un BHK.
Abas Sunu lnijas, parbaudot ar IP, nenovéeroja atskiribas dazadu HBc proteinu

sintézes attiecibas (2A. attéls, BHK un 2C. attéls, Huh7). Ta ka ekspresijas profili
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neatSkiras Huh7 un BHK Sinas, visus talakos eksperimentus veica BHK Slinas,
kuras bija értakas SFV vektoru ekspresijas sisttmas izmantoSana.

E.coli sistema ir aprakstits vaj$ stabilizéjoss HBc-wt ,paligefekts” uz mutantajiem
HBc proteiniem, vismaz uz A 77-93 proteinu ((Preikschat et al., 2000). A 77-93
proteins spéja veidot mozaikveida dalinas ar HBc-wt, kas stabilizéja mutanto

proteinu.

(A)
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3. attéls. HBc-wt un CID génu ko-ekspresija ar recSFV inficétds BHK sdnas. 16 stundas péc
ko-infekcijas $inas tika iezimétas ar [*°S]-metioninu, un $inu lizati tika izmantoti specifisko
HBc proteinu imunoprecipitacijai (IP) ar monoklonalajam anti-HBe antivielam.

(A) Linija 1: proteinu garuma markieris; linija 2: HBc-wt un A86-93 (19,5 kDa); linija 3: HBc-
wt un A45-46+A86-93 (19,3 kDa); linija 4: HBc-wt un A77-106 (17,5 kDa); linija 5: HBc-wt un
A85-93+A102-113 (17,8 kDa); Iinija 6: HBc-wt un A77-93 (18,4 kDa). Bultina norada HBc-wt
proteina atraSanas vietu, punkti norada atbilsto§os HBV mutantu proteinus.

(B) Péc BHK $inu inficESanas ar recSFV/HBc-wt iegita HBc-wt elektronu mikrofotogréfija
(EM veikta uz JEM 100C elektronu mikroskopa, JEOL Ltd, Tokija, Japana). Svitra: 30 nm.

Lai parbauditu iesp&jamo HBc-wt proteina stabiliz€joSo ietekmi uz iekS&jas delécijas
saturoSiem HBc proteiniem, tika 1stenota HBc-wt un CID génu ko-ekspresija (3A.
attéls). BHK Sdnu ko-infekcija ar SFV1/HBc-wt un kadu no atskirigajam SFV1/HBc

mutantajam konstrukcijam, kam sekoja S0nu lizatu analize ar IP un SDS-PAGE,
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paradija HBc-wt un mutanto proteinu A 86-93, A 45-46 + A 86-93 un A 77-93 sintézi.
Tomér, HBc mutanto proteinu A 77-106 un A 85-93 + A 102-113 sintéze netika
konstatéta pat HBc-wt klatbatné.

Tas nozimé, ka HBc-wt proteins batiski nestabilizé izmaintto kora proteinu. Tas
saskan ar rezultatiem, kadi iegati rauga divhibridu sistéma, kura tikai A 86-93 variants
paradija spécigu mijiedarbibu ar HBc-wt un pasSu proteinu, bet A 77-93 paradija

vidéju mijiedarbibu ar HBc-wt proteinu (R.Krenzer, 2001).

Sintézes celS: iekSéjas delécijas saturoSu HBc génu mRNS analize un in vitro
translacija. Ta ka CID variantu zema, salidzinot ar HBc-wt, proteinu sintéze varétu
blt izskaidrojama ar pazeminatu transkripciju vai translaciju, tika pétiti abi Sie
sintézes posmi.

Mutanto un HBc-wt génu transkripcija tika analizéta, nosakot mRNS daudzumu.
kuras ekspreséja HBc-wt vai mutantos génus, un talak veikta Northern blota

analize ar HBc géna specifisko zondi.
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4. attéls. No BHK Ssinam, kas transficétas ar rekombinantajam SFV/HBC konstrukcijam,
iegato HBc génu specifisko RNS paraugu Northern blota analize. Noteiktas rekombinantas
SFV/HBc genomiskas (8816 bazes HBc-wt gadijuma) un subgenomiskas (1500 bazes HBc-
wt gadijuma) RNS ir atzimétas ar bultinam. Linija 1: RNS markieris (Roche); linija 2: A86-93;
linija 3: A45-46+A86-93; linija 4: A77-106; linija 5: A85-93+A102-113; linija 6: HBc-wt; linija
7: A77-93.
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SFV replikacijas cikla bija sagaidamas divu veidu HBc RNS: a) replikons vai
genomiska RNS un a) subgenomiska RNS. Ekspreséjamo HBc géna variantu
gadijuma recSFV genoms atbildis subgenomiskda RNS HBc protetnu mRNS.
Transficeto BHK Slnu kopé&jas RNS preparatos Northern blota redzama abu tipu
SFV RNS klatbatne (4. attéls). Starp HBc-wt un mutantajiem géniem netika
atklatas atSkirlbas to detekiejamas RNS Iimeni. Netika novérota RNS
degradacija. Rezultati ierosina uz domu, ka iek$€jas delécijas saturoSu HBc géna
variantu zemas ekspresijas célonis ir izmainitie translacijas vai péctranslacijas
procesi.

Lai atbildétu uz jautajumu, vai rekombinanto mMRNS translacija norit netraucéti,
atbilstoSo proteinu sintézi SGnu kultGra neuzradosas HBc konstrukcijas A 77-106
un A 85-93 + A 102-113 tika in vitro translétas trusSu retikulocttu lizatu sistema (5.
attéls). Abos variantos tika noteikti paredzétas molekularas masas proteini — 17,5
un 17,8 kDa, atbilstosi. Tas nozime, ka, atSkiriba no 8tnu kultdru eksperimentiem,
HBc géni ar garakam delécijam tika efektivi transléti in vitro sistéma. Tadejadi,
més uzskatam, ka péctranslacijas degradacija ir atbildiga par 3&0nas

nenovérojamiem proteiniem.

kDa 1 2 3 4

30_ —
20— <+— HBc-wt
LI el '_
-
14—

5. attéls. HBc génu A77-106 un A85-93+4102-113 translacija in vitro trusu retikulocitu
translacijas sistéma (Amersham). Proteinus ieziméja ar [*°S]-metioninu un analizéja ar SDS-
PAGE. Bultina norada HBc-wt (4. linija) atrasanas vietu, punkti nord&da HBc variantu A77-106
(2. Inija) un A85-93+A102-113 (3. linija) atraSanas vietas, atbilstoSi. Proteinu garuma
markiera (varaviksnes, ["*C] metiléts, Amersham) izméri ir doti kDa attéla kreisaja pusé (1.

Iinija).
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Degradacijas celi. Ta ka HBc proteina variantu sintéze bija normala, radas

jautajums, vai CID géni in vivo tiek efektivi transléti un atri degradéti. Lai atbildétu

uz So jautajumu, tika parbauditi divi galvenie degradacijas metaboliskie celi —

degradacija ar lizosomam un ar proteasomam, blok€jot Sos celus ar inhibitoriem

un, tadejadi, stabiliz€jot savadak nestabilos proteinus.

(A) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
HBc-wt—p - e
® — Pap— -
— -
y
DMSO [ + + + + =] + -]+ + -
MG132| + - + = = + =1+ - -
A85-93+
A102-113 AT77-106 HBc-wt EGFP
(B) 1 2 3 4
HBc-wt —» ”
. -
Lactacystin - + - +
AT77-106 HBc-wt

6. attéls. lek$éjas delécijas saturoSu HBc proteinu iek§Sdnas uzkradanas péc proteasomalas
inhibicijas. Stinas tika inficétas ar recSFV, kas ekspreséja mutanto vai HBc-wt génu; 8

stundas péc infekcijas Stnas vide tika aizvietota ar identisku, inhibitoru saturo$u, vidi. 12-16

stundas vélak Sdnu lizatus analizEja Western blota ar poliklonalajam anti-HBc antivielam.

(A) A85-93+4102-113 un A77-106 mutanto variantu analize péc $inu apstrades ar MG132
inhibitoru; (B) A77-106 mutantad varianta analize péc Sinu apstrades ar inhibitoru

laktacistinu. Punkti norada mutantd HBc proteina paredzamo atraSanas vietu. Bultinas

norada pilna garuma HBc-wt proteina atraSanas vietu.

Eksperimenta ar HBc-wt vai CID génus saturoSu recSFV inficétas BHK Sinas tika

audzétas atbilstoSo degradacijas celu inhibitoru klatbitne; sintezéto HBc proteinu

peéc Sunu lizéSanas analizéja Western blota reakcija ar poliklonalo anti-HBc



serumu. Lizosomalas degradacijas inhibitors leupeptins, kas ir apgriezenisks
serina un cisteina protedZu inhibitors, un pepstatins, kas ir spécigs skabo
proteazu inhibitors, neuzradija ietekmi uz HBc-wt un mutanto proteinu sintézi.
Inhibitora MG132, kas ir zinams ka 26S un 20S proteasomu blokétajs,
pievienoSana deva iesp&ju ar Western blota palidzibu atrast mutantos HBc
proteinus pat gadijumos ar lielakajam delécijam A 85-93 + A 102-113 un A 77-106
(BA. attéls), kas nebija nosakami ar IP un ELISA. HBc proteinu A 86-93, A 45-46 +
A 86-93 un A 77-93 gadijuma arT tika novérota palielindta proteina zonas
intensitate, ja tika pievienots proteasomalais inhibitors MG132 (dati nav paradtti).
Apstrade ar MG132 noveda pie pilna garuma HBc proteinu un saisinatu
(iespéjams, noSkeltu), zemakas molekularas masas proteinu uzkrasanas.
Konstrukcija, kas pSFV1 vektora ekspreséja modificétu zalo fluorescéjoSo
proteinu (EGFP), tika izmantota par negativo kontroli visos inhibicijas
eksperimentos (6A. attéls, 9.-11. linijas)

Ta ka MG132 nav absollti specifisks proteasomai un ietekmé art noteiktas
lizosomalas proteazes, més izvélgjamies A 77-106 géna variantu, kas uzradija
efektivu ekspresiju péc apstrades ar inhibitoru MG132, talakai analizei ar
laktacistinu, citu proteasomalas degradacijas inhibitoru, kas specifiski inhibé
proteasomalo B-subvienibu, modificéjot tas treonina atlikumu (Coux et al., 1996).
Laktacistins efektivi bloké mutanto HBc proteinu degradaciju (6B. attéls). Més
novérojam HBc A 77-106 un HBc-wt protelnus un zemakas molekularas masas
HBc specifiskds zonas, kas nav redzamas bez proteasomala inhibitora.
Visizteiktak tas ir gadijuma ar HBc-wt (6A. un 6B. attéli), kur varéja detektéet tris
papildus zonas. Tas varéja atbilst faze nolasitiem polipeptidiem, kas tika sintezéti,
ja translacija uzsakas kodona pozicijas 66 un 92 (Kim et al., 2003), vai pilna
garuma proteina degradacijas starpproduktiem.

Citos apstaklos nestabilo iek$€jas delécijas saturoSo HBc proteinu uzkraSanas
proteasomalas degradacijas inhibitoru klatbatné notiek mutanto proteinu
pussabruk8anas laika palielinaSanas dél. Tas tika paradits pulse chase
eksperimenta, kur $nas HBc proteins laika gaita tika kvantitéts. Sai analizei tika
izvéléts A 86-93 variants, jo tas uzradija augstako ekspresijas [Tmeni starp visiem
HBc géna mutantiem. A 86-93 ekspreséjosas Sunas tika impulsveida iezimétas ar
[3°S]-metionTnu ar vai bez proteasomala inhibitora MG132; [*°S]-metionina iezimei

sekoja neieziméta metionina parakums, un Sunas tika lizétas péc atdkirigiem laika
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intervaliem. Mutantais HBc proteins tika imunoprecipitéts no Snu lizatiem ar anti-

HBe monoklonalajam antivielam un analizéts ar SDS-PAGE (7A. attéls).

(A)
kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9
30—
14— W
Chase time(h) 0 05 15 3 0 05 15 3
- J . ]
Y s
+MG132 -MG132
B) _ .
2 100 . o—o with MG132
2 H e with DMSO
2 80
=
E 607 .
=
‘Z-* 40 .
= 1l e
E 20
0 T T T T
0 1 2 3

chase time [h]

7. attéls. Proteina A86-93 intracellulara stabilitate (A) Ar A86-93 recSFV inficétas BHK $inas
tika 2 stundu laika radioaktivi iezimétas ar [F°S]-metioninu un tad parnestas barotné ar
neieziméta metionina parakumu. Sinas tika lizétas iezimes beigu punkta (nulles laiks) un
péc tam péc dazadiem laika intervaliem (0,5, 1,5 un 3 stundas). Viens Sinu komplekts tika
paklauts MG132 iedarbibai. A86-93 produkts tika imunoprecipitéts no Sdnu lizatiem ar anti-
HBe monoklonalajam antivielam un analizéts ar SDS-PAGE. leziméta proteina pieaugums
0,5 stundas péc iezimes beigam izskaidrojams ar proteinos vél neinkorporéto brivo
intracellularo [*°S]-metioninu, kas bija saglabajies péc gara iezimes perioda.

(B) Autoradiografs tika noskenéts un kvantitéts ar TINA programmatiru (Raytest GmbH,

Straubenharta, Germany). Rezultati ir paraditi ka procenti no spécigaka signala.

Novértétas proteina zonas atkariba no laika péc iezimes briza tika atliktas grafika
(7B. attéls). Kontroles Stinas (BHK Sinas, kas inficétas ar A 86-93 ekspreséjoSu

recSFV, bez inhibitora) proteina pussabruksanas laiks bija apméram 1 stunda. Ar
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MG132 apstradatas Stnas proteina degradacija bija IEndka, pussabrukSanas laiks
bija gardks par 3 stundam. Sie rezultati paradija, ka proteasomas aktivitates
blokéSana butiski pagarinaja mutanta HBc proteina pussabrukSanas laiku.

Mutanto HBc proteinu detekcija MG132 un laktacistina klatbatné norada, ka in vivo
Sie proteini atri tiek degradéti pa proteasomalo degradacijas celu. lespé&jams,
delécijas izjauc HBc proteina formu tada veida, ka tas k|Ust vismaz daléji nesavakts.
Ka 8adu nepareizu strukttru mutanto HBc proteinu proteasoma atpazist un degrade.
Pétitajos HBc proteina variantos delécijas atrodas rajona, kas gandriz pilniba ir a-
spiralisks (Wynne et al., 1999) (1C. attéls), un tapéc tas nepielauj mutacijas (Koschel
et al., 1999).

Degradacija pa proteasomalo degradacijas celu tika atklata arT citam HBV proteinam
— HBX proteinam (Hu et al., 1999). Saja gadijuma tika noradits, ka mijiedarbiba starp
X proteinu un proteasomu var radit izmainas proteasomas darbiba un noteikt X
proteina patogéno efektu inficétajas Stnas.

Proteasomas generé vairumu MHC | klases prezentéto epitopu. HBc proteinam ir
raksturoti tris CTL epitopi: HLA-A2 specifiskais CTL epitops 18-27 (Bertoletti et al.,
1991; Bertoletti et al., 1993), HLA-Aw68 specifiskais CTL epitops 141-151 (Missale et
al., 1993) un HLA-A11 specifiskais CTL epitops 88-96 (Tsai et al., 1996). HLA-Aw68
specifisko HBc CTL epitopu 141-151 Ske| imunoproteasomas (Sijts et al., 2000).
Talak, ir ticis paradits, ka interferona stimuléta HBV replikacijas inhibicija ir
proteasomas atkariga (Robek et al., 2002). Mutantais HBc proteins tadejadi var
veicinat patogenézi ar atru nesavakta mutanta proteina apriti $na, ta degradaciju un
CTL epitopu generéSanu. Visos pétitajos variantos bija saglabati epitopi 18-27 un
141-151, bet CTL epitops 88-96 ir pilniba vai dal€ji deletéts vairuma mutanto HBc
varaintu. Ir art iespéjams, ka delécijas rada jaunus epitopus, kuri neatrodas HBc-wt.
Hipotézi, ka raditie epitopi var dot ieguldijumu HBV patogenézé, apstiprina fakts, ka

8Ts grupas pacientiem imunosupreséjosas zales pilniba nelikvide CTL atbildi.

lekSeéjas delécijas saturoSu un dabiga tipa HBc proteinu subcellulara
lokalizacija. Hroniskiem HBV nesé&jiem HBc proteins ir atklats gan kodola, gan
citoplazma (Mondelli et al., 1986). Saskana ar dazadu hepatita formu sadalijuma
profilu tika konstatéts, ka atraSanas kodola korelé ar vieglu hepatita formu, kamér
citoplazmatiska lokalizacija ir saistita ar hronisku aktivu hepatitu ((Hsu et al.,
1987, Chu et al.,, 1987). Ta ka CID varianti tika izoléti no hroniskiem virusa
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neséjiem, kuriem aknu saslim$ana atradas galéja fazé, més bijam ieintereséti
izpétit no S8is hronisko neséju grupas izdalito HBc variantu subcellularo
sadalijumu.

Lai to noskaidrotu, tika veikta ar CID un HBc-wt génus ekspreséjoSu recSFV
inficetu BHK Sanu kultdru imunocitokimiska analize. HBc sintéze tika kontroléta ar
gaismas mikroskopiju péc reakcijas ar monoklonalajam antivielam, kuru
piesaistes vieta 134.-140. ask bija saglabata visos CID variantos. SFV sistema
HBc-wt tika ekspreséts no divam atSkirigam konstrukcijam: viena konstrukcija,
kas kodé vienu pasSu HBc génu, un otra konstrukcija, kas kodé visu HBV
pregenomu.

Pirmo 24 stundu laika péc inficéSanas pieauga to Slnu procentualais skaits, kas
krasojas pozitivi. Vairuma gadijumu $aja laika tika sasniegts maksimalais Iimenis.
Tadé|l HBc géna ekspresija tika kontroléta vienu dienu péc inficéSanas. Nokrasoto
SUnu skaits un krasojuma intensitate batiski mainijas. Nokrasoto Sunu skaits
lielakais bija HBc-wt gadijuma (ar abam konstrukcijam), maksimalas veértibas
sasniedzot virs 60% (un [[dz pat 80%); atbilstoSas vértibas CID mutantiem bija
daudz zemakas.

Citoplazmatiska krasoSanas tika detektéta visos gadijumos, kad HBc proteins tika
ekspreséts no CID un HBc-wt géniem (8. attéls). Stipra citoplazmatiska
krasoSanas tika novérota HBc-wt gadijuma, kad ekspresijai tika izmantotas abas
konstrukcijas, kur HBc proteins uzkrajas Sinas telpa ap kodolu. CID proteinu
citoplazmatiska kraso$anas bija mazak intensiva.

Talaka HBc proteina iekSSdnas sadalljuma analize paradija, ka CID proteinu
gadijuma neliels HBV kora proteina daudzums ir detektéjams BHK Sanu kodolos
(apméram 5% variantam A 86-93, mazak par 5% citu variantu gadijuma). Tas
pats ekspresijas sadalijums — citoplazmatiskd un nukleara krasoSanas — tika
novérots, kad HBc-wt proteins tika ekspreséts kopa ar HBV pregenomu (9. attéls).
ParsteidzoSi, ka no SVF1/core-wt ekspresétais HBc-wt uzradija stipru

citoplazmatisko, bet ne reizi - nuklearo krasosanos (8F. attéls)
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8. attéls. Imunocitokimiska HBc kora proteina noteik§ana BHK-21 Sunu kultaras, kas ir
tikusas inficétas ar SFV1/HBV kora variantiem un SFV1/HBc-wt. HBc tika detektéts reakcija
ar monoklonalo antivielu 10C6. A486-93 (A) uzrada gan nuklearo (bultina), gan
citoplazmatisko krdsosanos.

Attélos paraditas BHK-21 $inas, kas ekspresé sadus HBV kora variantus: (A) A86-93
(palielinajums x 270), (B) A45-46+A86-93 (palielinajums x 108), (C) A77-93 (palielinajums x
270), (D) A85-93+A102-113 (palielinajums x 108),(E) A77-106 (palielinajums x 108), (F)
dabigais kora proteins no pSFV1/HBc-wt (palielingjums x 108).
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9. attéls. Imunocitokimiskd HBc kora proteina noteik§ana BHK-21 Sdnu kultirds, kas ir
tikuSas inficétas ar virusa dalinam, kuras ekspresé HBV pregenomu. HBc kora proteins tika
detektéts reakcija ar monoklonalo antivielu 10C6.

No konstrukcijas pSFV1/HBVpg ekspresétais HBc kora proteins tika atrasts Sinu citoplazma

un kodolos (palielinajums x 270).

Sis kraso$anas sadalijums varétu atspogulot atskirigu HBc proteinu stabilitati un to
Spé€ju pasSsavakties kapsidveida struktdras.

HBc proteins sava karboksi-gala satur nuklearas lokalizacijas signalu. Ta ka pétitajos
HBc proteina variantos delécijas atrodas rajona, kas gandriz pilniba ir a-spiralisks
(Wynne et al.,, 1999), un tapéc tas nepielauj mutacijas (Koschel et al., 1999),
delécijas, iesp€jams, izsauc deformaciju un vismaz daléju nespé€ju pienemt
konformaciju, kdda nepiecieSama normalam kapsidas paSsavak$anas procesam.
Nepareizas konforméacijas dé| nuklearas lokalizacijas signals kllst eksponéts, un HBc
proteins tiek transportéts uz kodolu.

Sie rezultati neatbalsta hipotézi, ka HBc proteina nuklearad lokalizacija atbilst
vieglakam hepatita formam. Visi deléciju varianti, iznemot A 85-93 + A 102-113, tika
izdaliti no pacientiem ar aknu cirozi un ESLD. Ta ka més novérojam nuklearo HBc
proteiniem ar CID, kam tika paradita saistiba ar ESLD, ir vilinoSi izskaidrot to

nuklearas lokalizacijas saistibu ar patogenézi. HBc proteina funkcija kodola joprojam
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nav Tsti skaidra. Skiet, ka HBc proteins nav nepiecie$ams HBV genoma importésanai
(Kann et al., 1997). Liao et al. (1995) izvirza domu, ka tas varétu piesaistit
superspiralizéto DNS un, tadejadi, supresét viralas mRNS transkripciju, izveidojot
pastavigas inficeSanas stavokli.

No divam dazadam konstrukcijam ekspreséta HBc-wt proteina atSkirigo subcellulara
sadaltjumu spektru art var izskaidrot ar stabilitates atSkirtbam.

No tikai HBc génu kodéjoSas recSFV ekspresétais HBc-wt proteins ir stabils un
savacas kapsidas, kuras ir nosakamas ar elektronu mikroskopiju (3B. attéls) un kuras
neskérso kodola membranu. Transgéno pelu modeli intakta kora dalinas neiet cauri
kodola membranai (Guidotti et al., 1994b), un kapsidu izjukS8ana tika novérota ka
nepiecieSamais priekSnoteikums HBc proteina transportam saimniekSinas kodola.
So viedokli apstrid nesenie pétijumi. Tika atklats, ka kodola poru diametrs ir lielaks
(Pante et al., 2002) par sakotné&ji domato (Dworetzki et al., 1988), tapec HBV
kapsidas var izk|lt cauri neskarta veida (Rabe et al., 2003). Jebkura gadijuma notiek
zinama kapsidas reorganizacija, jo fosforiléSanas rezultata HBc proteina nuklearas
lokalizacijas signalu saturo$as C-terminalas sekvences k|Ust eksponétas (Rabe et al.,
2003).

No HBc pregenoma ekspresétais HBc-wt proteins tiek importéts uz kodolu,
iespéjams, vienlaicigi ar HBV replikacijas cikla inducé$anu.

Replikacijas indukcijas eksperimentalais pieradijums ir divu veidu HBV specifisko
DNS paraugu noteikS8ana ar Southern blotu (11. attéls) péc BHK Sinu inficeSanas

ar HBV pregenomu ekspreséjoSam virusu dalinam. Fakts, ka pregenoma
ekspresija ir pietiekama, lai uzsaktu HBV replikaciju alfavirusu sistéma, jau
ieprieks$ ir aprakstits pilu HBV ekspresijai Sindbis virusa sisttma (Huang et al.,
1991). Huang et al., 1991, arm demonstréja modeli, ka alfavirusu sisttma notiek
HBV replikacija. Alfavirusu sistema transficeta vai inficéta (+)-RNS tiek
transkribéta in vivo par (-)-RNS, no kuras tiek transkribétas (+)-genomiska RNS

un subgenomiska RNS. Sie RNS paraugi péc kopé&jas $inas RNS izdali$anas no

transficetam BHK $iGnam tika noteikti ar Northern blotu (10. attéls).
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10. attéls. BHK-21 Sdnas tika lipofektétas ar rekombinanto SFV, kas ekspreséja HBV
pregenomu, un analizéta HBV specifiskas RNS transkripcija. Kopéja RNS tika izoléta no
Sdnam, elektroforétiski sadalita agarozes géla denaturéjoSos apstaklos un blotéta uz
nitrocelulozes membranas, kur specifisko RNS vizualizEja ar CCD kameru péc reakcijas ar
DIG iezimétu zondi pret HBV genomu. Aug$éja zona atbilst genomiskajai RNS, apak$éja
zona — subgenomiskajai RNS, kas kalpo par matricu proteinu translacijai. Linija 1: izoléta
RNS no BHK $inam, kas transficétas ar HBV pregenomu ka iepriek$ aprakstits; linijja 2:

negativa kontrole (neinficétas Sdnas); linija 3: RNS markieris.

Plazmida pSFV/pg alfavirusu strukturalie géni subgenomiskas RNS rajona tika
aizvietoti ar HBV pregenoma sekvenci. No §is RNS tiek transléti HBV proteini.
HBV polimerazes proteina translacijas laika HBV pregenoma apgriezeniska
transkripcija par (-)-DNS noved pie nepilnigi pabeigtas (+)-DNS sintézes. Sos
replikacijas cikla pirmos solus més varam paradit. Paradas diva veida DNS (11.

attéls): lielakd DNS , kas migré Iéndk par HBV genoma PCR fragmentu un kuru
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var attiecinat uz divpavedienu relaksétu cirkularu DNS, kamér mazakais

fragments varétu bat vienpavediena DNS.

rcDNA |

ssDNA > .‘
¥

11. attéls. BHK-21 Sdnas tika inficétas ar HBV pregenomu ekspreséjosam SFV dalinam.
Kopéja DNS tika izoléta no $inam, elektroforétiski sadalita agarozes géla un blotéta uz
nitrocelulozes membranas, kur specifisko DNS vizualizéja ar CCD kameru péc reakcijas ar
DIG iezimétu zondi pret HBV genomu.

No inficétam BHK Sdnam izdalita DNS uzradija divas HBV specifiskas zonas, aug$éja zona

ir ar nedaudz lielaku molekularo svaru par HBV genoma PCR produktu un, tadejadi, atbilst

ar pSFV1/pregenomu inficétam BHK sdnam izoléta DNS; linija 2: negativa kontrole

(neinficétas $dnas); linija 3: HBV pregenoma PCR fragments.

Lai gan més nevaram pieradit pilnu HBV pregenoma replikacijas ciklu SFV
sistéma, jo nav iespéjams noteikt kovalenti noslégtu cirkularu HBV DNS, kam par
pamatu varétu bat fakts, ka tas ir neefektivs process, més pielaujam, ka DNS tiek
parnesta uz kodolu. Més pienemam, ka vienlaicigi HBc proteins tiek importéts uz
saimniek8tnas kodolu vai nu kapsidu dezintegracijas rezultata, vai ari savakta
veida. Rezultata dabiga tipa HBc proteinu atrod kodola, kad tas tiek ekspreséts

kopa ar HBV pregenomu.
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Secinajumi

1) SFV sistema izradijas piemérota sakotngji no imunosupresétu nieru
transplantacijas slimnieku asins seruma izdalitu iek$éjas delécijas saturoSu HBC
kora géna variantu pétijumiem. Pieci atSkirigi CID varianti tika ekspreséti ar SFV
replikona palidzibu, un dazada tipa Sanas (BHK, Huh7) tika pétits proteinu sintézes
[Tmenis salidzinajuma ar dabigo HBc. Mutanto HBc proteinu sintézes I[imenis
izradijas ievérojami zemaks par HBc-wt sintézi un divos gadijumos pat zemaks par

izmantoto metozu jutibas robeZzu.

2) CID proteinu zemas sintézes iemesli tika analizéti transkripcijas un translacijas
[fmeni. CID variantu mRNS Iimenis nebija samazinats salidzinajuma ar HBc-wt. Divu
HBc mutantu, kuru sintéze nebija detekt€jama IP un ELISA, in vitro translacija bija
veiksmiga. Tika izdarits secinajums, ka sintézes cela — transkripcijas un translacijas
— soli mutantajiem HBc notiek normali, bet posttranslacijas process ir atbildigs par

zemo CID proteinu Iimeni Sana.

3) Degradacijas celu analize paradija, ka lizosomala cela inhibicijai nebija ietekme uz
CID proteinu intracellularo daudzumu, bet proteasomala degradacijas cela inhibicija
visos gadijumos palielina CID proteina [imeni [1dz detekt&jamam limenim. S& fakta

iemesils ir pagarinatais CID proteina pussabrukSanas laiks.

CID proteina subcellulara lokalizacija tika pétita salidzinajuma ar HBc-wt. CID
proteini lielakoties atradas citoplazma, tomeér, neliels daudzums CID proteina tika
detektéts inficeto BHK Sinu kodolos. HBc-wt tika ekspreséts no divam atSkirigam
konstrukcijam: viena konstrukcija, kas kodé vienu pasSu HBc génu, un otra
konstrukcija, kas kodé HBV pregenomu. No SFV/HBc-wt ekspresétais HBc-wt
atradas tikai citoplazma, kamér no SFV-pg ekspresétais HBc-wt atradas gan
citoplazma, gan kodola. Nuklearo lokalizaciju var saistit ar HBc proteina stabilitati.
CID variantos proteina struktlra ir parrauta ar delécijam, un proteins nevar ienemt
pareizo telpisko struktlru; ta rezultatd, nukledras lokalizacijas signals Kklust
eksponéts, un CID proteins tiek translocéts caur kodola membranu. No SFV/HBc-wt

ekspresétais HBc-wt savacas stabilas kora dalinas, kuras paliek citoplazma; HBc
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kapsidu savakSanas ir pieradita ar elektronu mikroskopiju. No SFV/pg ekspresétais

HBc-wt inicié replikacijas ciklu un vienlaicigi tiek transportéts uz kodolu.

5) SFV vektora ir ievadits HBV pregenoms. Ar Southern blota palidzibu ir
demonstréti HBV replikacijas cikla agrinie etapi. Saja aspekta ar SFV replikona
palidzibu ekspresétais HBV pregenoms var tikt izmantots HBV biologijas pétijumiem.

Tomeér nepiecieSama talaka optimizacija.

Hipotéze par CID variantu ietekmi uz HBV patologiju ar HBc deletantu uzkrasanos
netika pieradita. lekSeéjas delécijas saturoSie HBc proteini atri tiek degradéti
proteasomalaja degradacijas cela; tas varétu ietekmét patogenézi ar nepareizo
konformaciju ieguvuSo proteinu atro apriti Stna, degradaciju un CTL epitopu
radiSanu, ieskaitot arT jaunus CTL epitopus, kadus nerada dabigais kora géns.
Nukleara lokalizacija arT var ietekmét patogenézi. Talakaja pétijuma Siem aspektiem

vélams pievérst uzmanibu.
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