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Einleitung

1 Einleitung

Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation,
WHOQO) gehort das Hepatitis B Virus (HBV) mit ca. 400 Millionen chronisch
infizierten Menschen zu den zehn gefahrlichsten Infektionserregern weltweit und
ist 50-100 Mal infektioser als HIV. Schatzungen zufolge hatten bereits 40 % der
Weltbevolkerung Kontakt mit HBV und jahrlich sterben bis zu 1 Millionen
Menschen an den Folgen einer HBV-Infektion [Perz et al., 2006; WHO, 2008]. Es
gibt grof3e Unterschiede in der Pravalenz, abhangig von ethnischer Zugehorigkeit
und Gefahrdungspotential. In den Hochendemiegebieten wie Sudostasien und
Zentral - und Sudafrika liegt die Pravalenz fir anti-HBc, Marker einer
durchgemachten oder aktuellen HBV-Infektion, bei Uber 50 %. Eine Hepatitis B
(griech.: hepar = Leber; -itis = Entzindung), die durch HBV hervorgerufene
Erkrankung der Leber, kann in akuter oder chronischer Form auftreten. Menschen
mit einer chronischen Lebererkrankungen haben ein bis zu 100-fach hdheres
Risiko an den Folgeerkrankungen wie der Leberzirrhose und dem
hepatozellularen Karzinom (Hepatocellular carcinoma, HCC) zu sterben [Beasley
et al.,, 1981; Lavanchy, 2004]. Da HBV selbst nicht zytopathogen ist, wird die
Pathogenese der akuten und chronischen Hepatitis durch die einsetzende
Immunabwehr des Wirtes, insbesondere durch zytotoxische T-Lymphozyten,

hervorgerufen [Chisari und Ferrari, 1995].

1.1 Das Hepatitis B Virus als Mitglied der Familie Hepadnaviridae

1.1.1 Historischer Uberblick

Bereits im Jahr 1963 konnte das sog. Australien-Antigen (Australia antigen), ein
20 nm-Partikel ohne Nukleinsdure, im Blut eines australischen Ureinwohners
nachgewiesen werden [Blumberg et al., 1967], welches einige Jahre spater mit
dem Auftreten von Hepatitis in Verbindung gebracht wurde. Im Jahr 1970 konnten
dann im Elektronenmikroskop neben den 17-25 nm grol3en spharischen und
filamentdsen Partikel, auch 45 nm grof3e Virus-ahnliche Partikel nachgewiesen
werden, die alle das Australia antigen auf ihrer Oberflache trugen [Dane et al.,

1970]. Aus den 45 nm-Partikeln (Dane-Partikeln) konnte ein Jahr spater das core
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antigen isoliert werden [Almeida et al., 1971], in dem daraufhin eine endogene
DNA-Polymerase [Kaplan et al., 1973; Landers et al., 1977; Robinson und
Greenman, 1974] und die zirkulare, partiell doppelstrangige DNA von ca. 3200 nt
[Robinson et al.,, 1974; Summers et al., 1975] identifiziet wurde. Das
Australia antigen wurde daraufhin als Hepatitis B surface Antigen (HBsAQ)

bezeichnet, die infektiosen Dane-Partikel als Hepatitis B Virus (HBV).

1.1.2 Taxonomie

Das humane Hepatitis B Virus (HBV) ist der Prototyp der Familie der
Hepadnaviridae [Mason et al., 2005], deren Name sich als Abklrzung von
Hepatitis-DNA-Viren ableitet und der eine Vielzahl von HBV-ahnlichen Viren
angehoren. Die Mitglieder der Hepadnaviren zeichnen sich alle durch eine hohe
Wirtsspezifitdt, einen ausgepragten Hepatropismus und die Fahigkeit aus, sowohl
akute als auch chronische Leberentziindungen zu verursachen [Robinson, 1991].
Taxonomisch lassen sich die Hepadnaviren in die zwei Genera der
Orthohepadnaviren und der Avihepadnaviren unterteilen. Die Orthohepadnaviren
der Sauger wurden sowohl in Altwelt-Primaten wie Gorilla (GoHBV), Orang Utan
(OuHBV) oder Schimpanse (ChHBYV), als auch in Neuwelt-Primaten wie dem
Wollaffen (WMHBV) entdeckt. Ebenso dient eine Reihe von Nagetieren der
Familie Sciuridae (Hornchen) als Wirt, wie das Nordamerikanische
Waldmurmeltier (WHYV), das Kalifornische Erdhérnchen (GSHV) und das Arktische
Erdhdrnchen (ASHYV). Die Avihepadnaviren dagegen infizieren diverse Vogelarten
wie z.B. die Pekingente (DHBV), den Reiher (HHBV) und einige andere Arten von

Enten und Gansen (Tabelle 1-1).

1.1.3 Morphologie und Genomstruktur

Das umbhtllte Hepatitis B Virus (Abbildung 1-1) hat einen Durchmesser von 42-
47 nm [Dane et al., 1970], die Spharen haben einen Durchmesser von 17-25 nm
und die Filamente sind variabel in ihrer Lange [Robinson, 1977]. Sowohl das
Virion als auch die subviralen Partikel besitzen eine Lipidhdlle in der die HBV
Oberflachenproteine (Hepatitis B surface Antigen, HBsAg) verankert sind [Almeida

et al., 1971], welche in drei unterschiedlichen Formen auftreten.
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Tabelle 1-1 Mitglieder der Familie Hepadnaviridae unterteilt nach den Genera

Orthohepadnaviren und Avihepadnaviren

Genus Virus  Wirt Referenz

Orthohepadnaviren | HBV Mensch [Dane et al., 1970]
ChHBV Schimpanse (Chimpanzee) [Vaudin et al., 1988]
GiHBVY  Gibbon [Norder et al., 1996]
OuHBV Orang Utan [Warren et al., 1999]
GoHBV  Gorilla [Grethe et al., 2000]
WMHBY Wollaffe (Woolly Monkey) [Lanford et al., 1998]

WHV Waldmurmeltier (Woodchuck)  [Summers et al., 1978]
GSHV  Erdhoérnchen (Ground Squirrel) [Marion et al., 1980]

ASHV Arktisches Erdhdérnchen [Testut et al., 1996]
(Arctic Squirrel)
Avihepadnaviren DHBV Pekingente (Duck) [Mason et al., 1980]
HHBV Graureiher (Heron) [Sprengel et al., 1988]
RGHBV Ross-Gans (Ross Goose) [Naumann et al., 1993]

SGHBV Schneegans (Snow Goose) [Chang et al., 1999]
MDHBV Mahnenente (Maned Duck) [Li et al., 1998]

GTHBV WeilRkehlente (Grey Teal) [Li et al., 1998]
STHBV  Weillstorch (Stork) [Pult et al., 2001]
CHBV Kranich (Crane) [Prassolov et al., 2003]

Das kleine Oberflachenprotein SHBs (small HBs), besteht aus der 226 AS grolen
S-Domane. Das mittlere Oberflachenprotein MHBs (middle HBs) besitzt zusatzlich
eine 55AS lange aminoterminale praS2-Doméane, wahrend das grolde
Oberflachenprotein LHBs (large HBs) zusatzlich zur S- und praS2-Domane noch
eine praS1-Domane von 108 AS bzw. 119 AS am N-Terminus aufweist, je nach
Genotyp [Heermann et al., 1984]. Das innerhalb der Virushille liegende
Nukleokapsid (Core-Partikel) hat eine Grofde von 32 nm bzw. 36 nm und besteht
aus 180 bzw. 240 Untereinheiten des Hepatits B core Antigen (HBcAg) [Crowther
et al., 1994; Kenney et al., 1995; Seitz et al., 2007].
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Abbildung 1-1 Schematische Darstellung des Virions und der subviralen Partikel
(Sphéren und Filamente) von HBV; Hillproteine (LHBs, MHBs und
SHBs) mit S-Domane (rot), praS2-Domane (orange) und praS1-Domane
(gelb); HBcAg-Dimere (schwarz); partiell doppelstrangige DNA (blau/rote
Linie); Reverse Transkriptase (RT) mit RNaseH Funktion (grin) und
Primerdomane (hellgriin), PK: Proteinkinase.
[nach Schafer, Glebe und Gerlich, in Druck, 2009]

Innerhalb des Core-Partikels liegt das partiell doppelstrangige DNA-Virusgenom
[Summers et al., 1975], das je nach Genotyp in seiner GroRe zwischen 3182 bp
und 3248 bp variiert (Tabelle 1-2). Aullerdem beinhaltet das Kapsid noch eine
zellulare Proteinkinase und die virale DNA-Polymerase. Die DNA-Polymerase
bestent aus den vier Untereinheiten: priming-Doméane, spacer-Domane,
Reverse Transkriptase-Domane, RNase H-Domane und ist kovalent mit dem
5°'Ende des Negativstranges verbunden (Abbildung 1-2) [Bartenschlager und
Schaller, 1988; Gerlich und Robinson, 1980]. Der Negativstrang fungiert als
kodierender Strang und uberlappt an seinen beiden Enden in einem Bereich von

8-10nt (terminale Redundanz). Dieser Bereich wird zusatzlich vom
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komplementaren Plusstrang Uberspannt [Sattler und Robinson, 1979], sodass dort
das Genom dreistrangig vorliegt [Will et al., 1987]. Der Plusstrang tragt am 5'Ende
eine 18 nt lange, mMRNA-ahnliche Cap-Struktur [Seeger et al., 1986], die als Primer
bei der Doppelstrangsynthese dient. Das 3'Ende des Plusstranges hingegen
variiert zwischen 1100 nt und 2600 nt [Hruska et al., 1977], je nachdem wie weit
die DNA-Polymerase den Strang synthetisieren kann, bevor das Virus sekretiert
wird. Des weiteren gibt es zwei 11 nt lange, identische Sequenzbereiche DR1 und
DR2 (direct repeats), die bei der Virusreplikation eine wichtige Rolle spielen [Will
et al., 1987].

Der Negativstrang kodiert flr vier konservierte, teilweise Uberlappende, offene
Leserahmen (open reading frame, ORF) [Gerlich, 1991; Schlicht und Schaller,
1989]. Die Funktion des X-Proteins (HBxAg), welches vom X-ORF kodiert wird, ist
weitestgehend unbekannt, es scheint als Transaktivator zu fungieren. Der C-ORF
kodiert das Core-Protein (HBcAg) und eine lésliche Form des Core-Proteins
(HBeAg), die durch post-translationale Modifikation der vorangeschalteten
praCore-Region entsteht. Der P-ORF, der etwa 80 % der Genomlange umfasst,
kodiert fur die DNA-Polymerase mit den bereits genannten vier Domanen. Dabei
Uberlappt die Reverse Transkriptase-Domane (RT) mit der S-Domane der
Oberflachenproteine (HBsAg: LHBs, MHBs und SHBs). Diese drei ko-
carboxyterminalen Oberflachenproteine werden vom S-ORF kodiert und entstehen
durch die Nutzung unterschiedlicher Startkodons aber des gleichen Stop-Kodons
[Heermann et al., 1984]. Die Expression der ORFs wird durch mehrere
Kontrollelemente reguliert. Es gibt mindestens vier Promotoren, zwei Enhancer
[Tang et al., 2001], das glucocorticoid-responsive element (GRE) und das
negative-regulating element (NRE). Durch die Kodierung eines Polyadenylierungs-
signals wird die Transkription terminiert und alle viralen mRNAs weisen das
gleiche 3’'Ende auf [Ganem und Varmus, 1987]. Auf Ebene der mRNAs gibt es
zusatzliche regulatorische Elemente wie das posttranskriptionale
Regulationselement (PRE), welches das splicing der transkribierten RNAs
unterdrickt und den Transport in das Zytoplasma ermoglicht [Huang und Liang,
1993]. Das encapsidation signal € am 5’Ende der pragenomischen RNA [Junker-
Niepmann et al.,, 1990] ist zusammen mit der viralen Polymerase an der

Enkapsidierung beteiligt [Bartenschlager et al., 1990; Hirsch et al., 1990]. Das ¢-
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Signal bildet eine Haarnadelstruktur, die in allen Hepadnaviren konserviert ist
[Laskus et al., 1994].

Abbildung 1-2 Schematische Darstellung der Genomstruktur von HBV mit den vier
ORFs (innen) und den korrespondierenden Transkripten (auf3en);
Innen sind die vier ORFs des Minusstrangs der HBV-cccDNA dargestelit
mit den relevanten Start- und Stopkodons. Die Nummerierung gibt die
Basenposition ab der EcoRl Schnittstelle im Genom von HBV
Genotyp A2 (AJ012207) an. S-ORF (orange-rot) mit praS1, praS2 und S-
Domane, Pol-ORF (griin), X-ORF (turkis), C-ORF (grau) mit praC (weil)
mit den jeweiligen Promotoren (grau), GRE: glucocorticoid responsive
element, Enh: enhancer | und I, NRE: negative regulating element.
Aussen sind die Transkripte mit dem Pragenom als duRersten Kreis
dargestellt, mRNAs mit polyA-Schwanz (schwarz). PRE (blau):
posttranslational response element, € (lila): encapsidation-Signal, DR1
und DR2 (pink): direct repeats; ® und ¢ll sind Sequenzelemente, die fur
die Genomreifung bendtigt werden.

[modifiziert nach Schéafer, Glebe und Gerlich, in Druck, 2009]
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1.1.4 HBV Genotypen und Subtypen

Das Hepatitis B Virus lasst sich in acht Genotypen (A bis H) klassifizieren [Arauz-
Ruiz et al., 2002; Naumann et al., 1993; Norder et al., 1994; Okamoto et al., 1988;
Stuyver et al., 2000], die sich in mindestens 8 % bis maximal 14 % der Sequenz
unterscheiden [Norder et al., 2004; Okamoto et al., 1988]. Die Identifikation eines
angeblich neuen Genotyps (Genotyp I) [Huy et al.,, 2008] konnte bislang nicht
bestatigt werden, da das Kriterium der Nukleotid-Divergenz von 8 % nicht erfullt ist
[Kurbanov et al., 2008]. Zusatzlich gibt es eine Reihe von Genosubtypen (A1-A3,
B1-B5, C1-C5, D1-D5, F1-F4) [Schaefer, 2007], die in mindestens 4 % differieren
[Kramvis und Kew, 2005]. Die Genotypen =zeigen eine unterschiedliche
geographische Verteilung [Bartholomeusz und Schaefer, 2004]. Genotyp A ist in
Nordwesteuropa und USA (A2), sowie in Afrika und Indien (A1) lokalisiert,
Genotyp B in China, Japan (B1, B2), Indonesien (B3), Vietnam (B4) und den
Philippinen (B5). Genotyp C ist in Studostasien (C1, C2), sowie in Australien (C4)
zu finden, wahrend Genotyp D in Europa, im Mittleren Osten, Zentralasien (D1-
D3) und in Australien (D4) vertreten ist. Genotyp E ist in West- und Zentralafrika
verbreitet, Genotyp F und H in Mittel- und Stdamerika (F1-F4) und Genotyp G
ursprunglich in Mexiko. Es konnte eine Korrelation zwischen den einzelnen HBV-
Genotypen und der Ethnizitat festgestellt werden [Chu et al., 2003]. Die

Genotypen variieren in der Lange ihres Genoms (Tabelle 1-2).

Tabelle 1-2 HBV Genotypen und ihre Unterschiede in der Genomlange
[modifiziert nach Schafer, 2007]

Genotyp | Genomlédnge (bp) Unterschiede im ORF

A 3221 Insertion von AS 153 und 154 in HBc

B 3215

C 3215

D 3182 Deletion von AS 1-11 in praS1

E 3212 Deletion von AS 11 in pras1

F 3215

G 3248 Insertion von AS 12 in HBc; Deletion von AS 11 in praS1

H 3215




Einleitung

Aulerdem existiert eine Einteilung in immunologische HBsAg-Subtypen aufgrund
ihrer Reaktivitat mit unterschiedlichen Antikorpern. Neben der 1965 beschriebenen
antigenen Determinante a [Blumberg et al., 1965], gibt es noch die zwei Allelpaare
dly und w/r, die 1971 bzw. 1972 entdeckt wurden [Bancroft et al., 1972; Le
Bouvier, 1971]. Des weiteren existiert die Einteilung in die Subdeterminanten wl
bis w4 [Okamoto et al., 1987a], [Norder et al., 2004] sowie " oder q [Courouce-
Pauty et al., 1978; Magnius et al., 1975]. Daraus ergeben sich durch
unterschiedliche Kombinationen neun verschiedene Subtypen. Grundlage bildet
die Variabilitat der hydrophilen Schleife (MHL: major hydrophilic loop) des SHBs
(Abbildung 1-3).
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Abbildung 1-3 Hypothetisches  Modell der HBsAg-Schleife  (AS 100-170)
mit a-Determinante (AS 121-147); Rot: AS, die essentiell fir die
Infektiositat sind [Salisse und Sureau, 2009], Pfeile: AS, die nach IgG-
Therapie und Vaccine-escape beobachtet wurden; GrolRbuchstaben:
vorherrschend selektionierte escape-Mutante; Kleinbuchstaben:
seltenere Variante; subtypspezifische Determinanten an Position 122 und
160; schwarze Linien: Disulfidbricken; N-Glykosylierung an AS 146.
[nach Schafer, Glebe und Gerlich, in Druck, 2009]
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Dabei definieren die Aminosauren an drei Positionen des SHBs die jeweilige
Determinante. Befindet sich an Position 122 ein Lysin (K) gibt das die Subtyp-
Determinante d an, ein Arginin (R) die Subtyp-Determinante y. An Position 160
gibt ein Lysin (K) die Determinante w an, ein Arginin (R) die Determinante r. Die
Position 127 definiert in Kombination mit verschiedenen weiteren AS die
Differenzierung in wl-w4 [Norder et al., 2004; Okamoto et al., 1987a; Purdy et al.,
2007].

1.1.5 Uberblick tiber den Lebenszyklus von HBV

Um in die Zelle zu gelangen, nutzt das HBV-Virion die auf der Hepatozyten-
Oberflache vorhandenen Heparansulfat-Proteoglykane (HSPGs) als low-affinity-
Rezeptor [Leistner et al., 2008]. Anschlielend bindet es mit der praS1-Domane
des LHBs an einen noch unbekannten high-affinity-Rezeptor [Glebe et al., 2005]
und wird dann vermutlich mit Hilfe der S-Doméane in die Zelle aufgenommen
[Glebe et al., 2003; Jaoude und Sureau, 2005]. Es wird davon ausgegangen, dass
HBV Uber Endozytose in die Zelle gelangt. Das Nukleokapsid wird mutmalfilich aus
dem Endosom freigesetzt und dann aktiv Uber Mikrotubuli zum Kern transportiert
[Rabe et al., 2006]. Um in den Kern zu gelangen, muss das Virusgenom durch den
Kernporen-Komplex (NPC: nuclear pore complex) in den Kern transportiert
werden. Dazu gelangt das Kapsid Uber sein NLS (nuclear localisation signal)
mittels der Transportfaktoren Importin a/f an den NPC, desintegriert im
nuclear basket und schleust dann das Genom ins Karyoplasma [Kann et al., 1999;
Rabe et al., 2003]. Im Kern erfolgt dann die Replikation. Dafir wird zunachst das
partiell doppelstrangige DNA-Genom durch die zellulare DNA-Polymerase [Kock
und Schlicht, 1993] und mehrere unbekannte DNA-Reparaturfaktoren in eine
cccDNA (covalently closed circular DNA) vervollstandigt, welche dann mit
Histonen assoziiert als extrachromosomales Minichromosom vorliegt [Bock et al.,
1994]. Nach Synthese der cccDNA erfolgt die Transkription. Der Minusstrang wird
durch die zellulare RNA-Polymerase Il in verschiedene mRNAs transkribiert, unter
anderem eine pragenomische mRNA (pg-mRNA), die durch initiales Uberlesen
des Transkriptionsstops eine Ubergenomléange von 3,5 kb aufweist. Diese pg-
mMRNA wird nach Ausschleusen aus dem Kern in die Polymerase (pol) und das
Core (HBcAg) translatiert und dient dann als Matrize fur die reverse Transkription.
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Auch die anderen drei mRNAs (2,4 kb, 2,1 kb und 0,7 kb) werden aus dem Kern

transportiert und im Zytoplasma in HBsAg (LHBs; MHBs und SHBs) bzw. HBxAg
translatiert.
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Abbildung 1-4 Intrazellularer Lebenszyklus des Hepatitis B Virus; NPC: Kernporen-

Komplex; ER: Endoplasmatisches Retikulum. Die Synthese von HBeAg

und HBxAg werden in dieser Abbildung vernachlassigt. Weitere Details
sind im Text beschrieben.

[nach Schafer, Glebe und Gerlich, in Druck, 2009]
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Die pg-mRNA interagiert mittels ihrer e-Struktur mit der viralen Polymerase und
zellularen Chaperonen zu einem Komplex, der sobald genugend Core-Protein
vorhanden ist, enkapsidiert wird [Hu und Seeger, 1996; Seifer et al., 1993] und ein
unreifes Kapsid bildet. Innerhalb des Core-Partikels dient nun die pg-mRNA als
template fur die reverse Transkription und die anschlieRende Plusstrang-
Synthese. Nach vollendeter Minusstrangsynthese kann das nun reife Kapsid
entweder erneut in den Kern wandern, was zu einer Amplifikation des
intranuklearen cccDNA-Levels fuhrt, oder es kann mit HBsAg-haltigen Membranen
umhullt werden. Dann werden die Viren vermutlich Uber multivesicular bodies
(MVBs) exozytiert [Lambert et al., 2007]. Die viralen Hullproteine kbnnen sich auch
autonom am ER zu nicht-infektidsen, subviralen Partikeln zusammenschliefen,
die Uber den Golgi-Apparat sekretiert werden. Die bei HBV vorhandene
Glykosylierung der Oberflachenproteine findet entweder kotranslational im ER
statt (N-Glykosylierung) oder posttranslational im Golgi Apparat (O-
Glykosylierung).

1.2 Klinische Aspekte der HBV Infektion

1.2.1 Transmission

Die Ubertragung von HBV kann sowohl horizontal (sexueller Kontakt, Blut,
Schleimhautkontakt) als auch vertikal (vorwiegend perinatal von der Mutter auf
den Saugling) erfolgen. Bei hoch virdmischen Tragern (> 10%/ml) ist bereits eine
sehr geringe Menge Serum (1 nl) infektios, aber auch andere Korperflissigkeiten
(Speichel, Ejakulat, Vaginalsekret etc.) kénnen eine Ubertragung verursachen
[Lavanchy, 2004]. Bei der Ubertragung spielt neben dem Infektionstiter, auch die
Haufigkeit und Intensitat der Exposition und der Hygienestandard eine Rolle.
Genomtiter von < 10%ml scheinen selbst bei engem Kontakt kein Risiko
darzustellen, so lange das Virus nicht direkt in die Blutbahn gelangt. Auch eine

perinatale Ubertagung scheint bei geringerer Viramie selten [Ip et al., 1989].
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1.2.2 Serologische Marker
Wahrend der

HBV-Infektion konnen unterschiedliche serologische Marker,

abhangig vom Infektionsverlauf, detektiert werden. Die wichtigsten sind in Tabelle

1-3 aufgefuhrt.

Tabelle 1-3 Charakteristische serologische Marker der HBV Infektion.
[modifiziert nach WHO, 2008]
Antigene Antikbérper
HBsAg anti-HBs
Frihester Indikator einer akuten |Spezifischer Antikbrper zum HBsAg. Er erscheint

Infektion und bei Persistenz von mehr

als 6 Monaten Indikator einer

chronischen Infektion.

HBCcAg

Das HBcAg ist im Blutstrom nicht
direkt nachweisbar, sondern nur
umhallt  durch  HBsAg. In der
Leberzelle ist es histologisch
nachweisbar und indiziert virale
Replikation.

HBeAg

Erscheint wahrend einer akuten

Infektion parallel zum HBsAg, wenn
der Patient hdchst infektids ist. Wird
nicht ins Virion inkorporiert sondern ins
Es
Mutanten die zwar replizieren, aber
HBeAg (z. B.

praCore-Mutante).

Serum  sekretiert. existieren

kein sekretieren

ca. 1-4 Monate nach dem Ausbruch von
Symptomen und indiziert die klinische Genesung
mit folgender Immunitat. Anti-HBs kann HBV
neutralisieren und bietet Schutz gegen eine HBV-

Infektion (z.B bei Impfung).

anti-HBc

Spezifischer Antikorper zum HBcAg, der als IgM
und 1IgG vorkommt und das Virus nicht
neutralisiert. Die Prasenz von hohen IgM anti-
HBc-Titern indiziert eine akute Infektion wahrend
IgG anti-HBc eher auf eine chronische oder

Uberwundene Infektion hindeutet.

anti-HBe

Spezifischer Antikérper zum HBeAg. Wahrend
der Infektion kommt es zur Serokonversion
(anti-HBe), welche das Ausheilen der Infektion
anzeigt. Die Anwesenheit von anti-HBe im Blut
des Patienten (anti-HBc®, HBsAg") indiziert im
Allgemeinen eine niedrige Ansteckungsgefahr

bzw. Genesung.

12
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1.2.3 Infektionsverlaufe

Nach HBV-Infektion kdnnen unterschiedliche Verlaufe definiert werden, basierend
auf den Ergebnissen von serologischen Tests fir HBV-Antigene und deren
korrespondierenden Antikorpern (Tabelle 1-3). Der Verlauf einer HBV-Infektion
kann sehr vielfaltig sein und hangt von mehreren Faktoren ab wie der
Infektionsdosis, dem Immunstatus des Wirtes, sowie dessen korperlichen
Beschaffenheiten (Alter, Geschlecht, Gesundheitszustand).

Ein akuter Infektionsverlauf (AHB: Akute Hepatitis B) entwickelt sich meist bei
immunkompetenten Personen, die mit hoch infektiocsem Serum oder Blut infiziert
wurden. Die AHB heilt in 90-95 % der Falle aus, in 0,5-1 % der akuten Falle
kommt es zu einem besonders schweren Verlauf, der fulminanten Hepatitis. Sie
fuhrt haufig innerhalb weniger Tage bis Wochen zum Leberversagen und verlauft
in zwei Drittel der Falle letal [Ganem und Prince, 2004]. Eine geringe
Infektionsdosis flhrt bei immunkompetenten Personen hingegen meist zu einem
inapparenten, symptomlosen Verlauf mit anschlieRender Immunitat. In anderen
Individuen persistiert HBV und es konnen, basierend auf den serologischen
Markern, unterschiedliche klinische Bilder einer viralen Persistenz definiert
werden: die chronische Hepatitis B (CHB), die Immuntoleranz, der inaktive oder
,gesunde“ HBsAg-Tragerstatus und die okkulte HBV Infektion (OBI) (Tabelle 1-4).

Tabelle 1-4 Typische serologische Profile von Patienten mit einer HBV
Infektion; AHB: Akute Hepatitis B; CHB: chronische Hepatitis B; OBI:
okkulte HBV Infektion; +": > 10° Kopien; +2: 10°-10'° Kopien; +*: < 10°
Kopien; +*: < 10° Kopien; ges.: gesamt; Ausnahmen sind haufig.

[modifiziert und erweitert nach Torbenson und Thomas, 2002]

Serologie HBV AHB Uberstandende CHB Immun- ,Gesunder”“ OBl
Impfung HB toleranz Trager

anti-HBs + - + - - - +/-
anti-HBC (ges) - + + + + + +/-
anti-HBe - - +/- +/- +/- + +/-
HBsAg - + - + + + -
HBeAg - + - +/- + - +/-
HBV-DNA - + - +1 +2) +) +4

13
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1.2.3.1 Akute Hepatitis B (AHB)

Die Symptome der AHB sind zu Beginn eher unspezifisch. Nach einer
Inkubationsphase von mehreren Wochen folgt die Prodomalphase mit
grippeahnlichen Symptomen wie Fieber, Kopf- und Gliederschmerzen, Mudigkeit
oder Unwohlsein, die bis zu vier Wochen dauern kann. Anschlieend folgen
Symptome wie Ubelkeit, Erbrechen, Schmerzen im rechten Oberbauch und in
schweren Infektionsverlaufen ein ikterisches Stadium. Fur die Diagnose der AHB
ist die Bestimmung der Alanin-Aminotransferase (ALT), ein Marker fiur die
Hepatozytenschadigung, essenziell. Werte > 500 U/l sind fur eine akute Hepatitis
charakteristisch [Thomas, 2000]. Der typische zeitliche Verlauf einer AHB ist in
Abbildung 1-5 dargestellt. Der zuverlassigste Parameter einer AHB sind IgM-
Antikérper gegen das HBcAg (IgM anti-HBc), die parallel mit dem Beginn der
Symptome auftreten. Als weiterer klinischer Marker gilt das HBsAg im Serum, das
wahrend der Inkubationsphase ansteigt, typische Spitzen von 10*-10° PEIU/m
erreicht und mit Beginn der Prodomalphase langsam bis zur vollstandigen
Genesung wieder abfallt. HBV-DNA erscheint wahrend der Inkubationsphase und
erreicht vor Beginn der Symptome Maximalwerte von 10°-10° GE/ml.
Rekonvaleszenz wird vermutet, wenn die ALT-Werte auf Normalniveau
abgesunken sind. Das HBsAg verschwindet und anti-HBs erscheint einige
Wochen spater. Das IgM anti-HBc sinkt auf Werte unter 100 PEIU, wahrend
Antikorper des IgG-Typs (IgG anti-HBc) weiter bestehen, oft lebenslang.

A Disease |
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T~ Total anti-HBc
—_—
IgM anti-HBc T—

Log titre

Anti-HBs

Time (months)

Abbildung 1-5 Serologische Marker einer ausheilenden, akuten Hepatitis B (AHB)
im zeitlichen Verlauf (Monate). [nach Kann und Gerlich, 2005]
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1.2.3.2 Chronische Hepatitis B (CHB)

Von einer chronischen Hepatitis B spricht man, wenn HBsAg langer als 6 Monate
nach der akuten Infektion im Serum nachweisbar ist. Die Symptome der CHB sind
gewohnlich mild und unspezifisch und umfassen z.B Antriebslosigkeit, Unwohlsein
oder Gelenkschmerzen. In der frihen Phase der chronischen Infektion ist HBeAg
oft vorhanden und die HBV-DNA detektierbar. Dennoch sind die Mengen an ALT,
HBV-DNA, HBeAg und IgM anti-HBc oft unstabil und fluktuieren, gelegentlich sind
sie sogar negativ. Eine Besonderheit der spaten Phase der CHB ist die Selektion
von Varianten mit Deletionen oder Mutationen, die zu einer veranderten HBV-
Expression fuhren kdnnen. Ein typisches Beispiel ist die praCore-Mutation, welche
die Expression des HBeAg verhindert [Hadziyannis und Vassilopoulos, 2001]. Es
konnen auch Mutationen in den Regionen der B-Zell-Epitope des HBcAg oder des
praS auftreten (1.2.5). Der chronische Verlauf manifestiert sich bei 5-10 % der
Erwachsenen, aber in 90 % der infizierten Neugeborenen [Ganem und Prince,
2004]. Bei der CHB besteht ein hohes Ubertragungsrisiko und generell ist bei
chronisch Infizierten das Risiko zur Entwicklung von Leberzirrhose und dem
hepatozellularen Karzinom (HCC) um den Faktor 100 bis 200 erhoht [Beasley et
al., 1981].
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HBeAg
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N ..'l IgM anti-HBc
T T 1 —
0 3 6 g 12
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Abbildung 1-6 Chronischer Verlauf (Monate) nach akuter HBV Infektion ohne bzw.
vor HBeAg Serokonversion. [nach Kann und Gerlich, 2005}
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1.2.3.3 Immuntoleranz

Je nach Alter und Immunstatus des Infizierten kann die Immunabwehr gegen HBV
stark verzogert oder sogar blockiert sein, so dass sich das Virus stark vermehren
kann und eine Art Immuntoleranz des Wirtes auslost. In diesem Fall liegt eine
hohe Viramie vor und die immuntoleranten Individuen sind hoch infektids. Im
Serum kdnnen hohe Mengen an HBsAg, HBeAg und HBV-DNA (10°-10"° GE/ml)
nachgewiesen werden, die allerdings mit Einsetzen der Immunkontrolle wieder

abnehmen.

1.2.3.4 Inaktiver oder ,gesunder® HBsAg-Tragerstatus

Von einem gesunden Trager spricht man, wenn in dessen Serum das HBsAg
detektierbar bleibt, die Leberenzyme aber auf einen normalen Level sind, HBV
DNA unter 10* Kopien/ml liegt und das HBeAg negativ ist. Das Fehlen von HBeAg
geht meist mit einer niedrigen Viramie einher. Diese Individuen sind im normalen
Umgang nicht infektios, mit Ausnahme von Blutspenden. Aulierdem besitzen sie
ein geringes Risiko fur die Entwicklung einer Zirrhose oder eines HCCs. Das
Fehlen von IgM anti-HBc, in Anwesenheit von IgG anti-HBc, lasst ebenfalls auf

eine niedrige Krankheitsaktivitat und einen stabilen Tragerstatus schliel3en.

1.2.3.5 Okkulte HBV Infektionen (OBI)
Okkulte HBV Infektionen (OBI) sind dadurch charakterisiert, dass mit den

momentan erhaltlichen Testsystemen im Serum kein HBsAg nachweisbar ist und
nur sehr niedrige, oft kaum detektierbare Mengen an HBV-DNA von
< 10 Kopien/ml [Torbenson und Thomas, 2002] oder < 200 |U/ml [Raimondo et
al., 2008]. Bei der Umrechnung entspricht 1 IU ca. 5,4 GE [Saldanha et al., 2001].
Im Lebergewebe kann die HBV-DNA mit Hilfe des sehr sensitiven NAT
(Nukleinsaure-Amplifikations-Test) meist detektiert werden. Aufgrund der
serologischen Marker kann die okkulte HBV Infektion in seropositive oder
seronegative Formen unterteilt werden [Raimondo et al., 2008]. Bei beiden
Formen ist zwar kein HBsAg detektierbar, aber im Gegensatz zur seropositiven
OBI kénnen bei der seronegativen OBI auch anti-HBc und/oder das anti-HBs nicht

nachgewiesen werden. In diesen Fallen sind die spezifischen HBV-Antikdrper
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entweder im Verlauf abhanden gekommen oder eventuell aufgrund einer
serologisch stummen Infektion (primar okkulte Infektion), die sich auf das
lymphatische System beschrankt, von Beginn an negativ sein [Michalak et al.,
2004]. Zusatzlich kann noch die ,falsche“ OBI unterschieden werden. Bei diesen
Fallen sind relativ hohe Mengen an HBV-DNA (> 200 IU/ml) im Serum
nachweisbar und das HBsAg kann aufgrund von escape-Mutationen in den
wesentlichen Epitopen des S-Gens nicht von den kommerziellen immunologischen
Testsystemen erkannt werden (Abbildung 1-7). Solche Falle kdnnen diagnostiziert

werden indem die HBV-DNA mittels PCR nachgewiesen wird.

OBl “false” OBI

HBV DNA levels
< 200 IW/ml

HBV DNA levels
HBsAg lost Primary occult comparable to
after AH avert infaction
HBsAg lost
during CH

Abbildung 1-7 Schematische Darstellung der HBV Profile in echten okkulten HBV
Infektionen (OBI) und ,falschen* OBI; CH: chronische Hepatitis, AH:
akute Hepatitis. [nach Raimondo et al., 2008]

1.2.4 Immunpathogenese bei HBV

Die Immunantwort des Wirtes ist entscheidend fur den Verlauf der HBV-Infektion
sowie den Erfolg einer HBV-Impfung. Fur die Vermittlung des Vakzin-induzierten
Schutzes spielen hauptsachlich Antikdrper eine Rolle, die gegen das in allen
Impfstoffen enthaltene HBsAg von HBV gerichtet sind. Dabei spielen besonders
die Epitope der antigenen Determinante innerhalb der MHL (major hydrophilic
loop) des HBsAg eine wichtige Rolle. Fur die Pathogenese und die

Viruselimination wahrend der natirlichen HBV-Infektion sind insbesondere die
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HBV-spezifischen T-Zellen (CD8" T-Zellen) der =zelluldren Immunantwort
verantwortlich [Chisari und Ferrari, 1995]. Die T-Zellantwort ist bei der akuten,
selbst-limitierenden Infektion stark und multispezifisch, wahrend sie bei der
chronischen Infektion relativ schwach verlauft, abgesehen von den sogenannten
spontan auftretenden flares. Die Effektorfunktion der CD8" T-Zellen umfasst zwei
unterschiedliche Mechanismen. Zum einen konnen sie durch die Sekretion
antiviraler Zytokine wie Interferon Gamma (IFN y) oder Tumornekrosefaktor Alpha
(TNF a) zur Viruselimination beitragen [Guidotti et al., 1996; Guidotti et al., 1999],
zum anderen kdnnen sie als zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) die infizierten
Zellen direkt abtéten. Es wird angenommen, dass die frihe Phase der viralen
clearance mit dem nicht-zytopathischen Effekt und dem Auftreten von IFNy
MRNA in der Leber assoziiert ist [Guidotti et al., 1999; Thimme et al., 2003]. IFN y
und TNF a inhibieren die Virusreplikation indem die HBV-mRNA und angeblich
auch die cccDNA destabilisiert werden [Murray et al., 2005]. Die finale
Viruselimination und damit verbundene Rekonvaleszenz findet erst einige Wochen
spater statt und wird vermutlich durch die zytotoxische Effektorfunktion der CTLs
ausgelost [Guidotti et al., 1999], was auch schon in Woodchucks gezeigt werden
konnte [Guo et al., 2000].

Es gibt allerdings immer mehr Hinweise fur die Annahme, dass auch in
rekonvaleszenten Patienten intrahepatische HBV-Genome existieren. Diese
konnen nach Replikation gelegentlich ins Blut Ubergehen und dort eine low-level
Virdmie verursachen [Allain, 2004] oder sie kénnen weiterhin die CD8" T-Zellen
stimulieren, welche die virale Expression und Replikation kontrollieren
[Rehermann et al., 1996]. Diese low level persistence erlaubt die Reaktivierung
der HBV-Replikation, wenn zum Beispiel aufgrund einer Organtransplantation oder
Chemotherapie, die T-Zellantwort supprimiert wird. Das kann fatale Folgen haben,
da nach Beendigung der Therapie und der damit verbundenen
Immunsuppression, die T-Zellen wieder proliferieren und es zu einer verstarkten
Immunantwort kommt, bei der die Hepatozyten in groler Menge zerstort werden
[Westhoff et al., 2003]. Selbst ein hoher anti-HBs Level kann in diesem Fall nicht
zuverlassig vor einer Reaktivierung schitzen, da escape-Mutanten hochwachsen,

die der Immunkontrolle entgehen konnen.
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1.2.5 HBV-Mutanten und ihre Bedeutung fiur die Pathogenese

Aufgrund der fehlenden proof-reading Aktivitdt der reversen Transkriptase von
HBV ist das Genom wahrend der Replikation flir Nukleotid-Substitutionen anfallig.
Die Mutationen konnen sich ansammeln, so dass eine Reihe von genetisch
unterschiedlichen, aber dennoch nahe verwandten ,Quasispezies® vorliegen.
Einige dieser Varianten besitzen einen Selektionsvorteil und kdnnen sich somit
gegen andere Varianten durchsetzen. Dieser Selektionsprozess liefert
unterschiedliche Mutanten des Hepatitis B Virus, die mit unterschiedlichen
klinischen Bildern manifestiert sind (Tabelle 1-5). Eine der ersten bei HBV
entdeckten Mutationen ist die praCore-Stop-Mutation, die zu einem Verlust des
HBeAg fuhrt [Carman et al.,, 1990; Liang et al.,, 1991]. Andere Mutationen
resultieren in einer veranderten Antigenerkennung und Immunantwort und sind in
Gen-Bereichen des HBsAg lokalisiert [Zuckerman und Zuckerman, 2003]. Auch
die Medikation mit antiviralen Substanzen kann zu Mutationen innerhalb des
Polymerase-Gens und damit resultierenden assoziierten Resistenzen flhren
[Locarnini, 2008; Zoulim und Locarnini, 2009].

Tabelle 1-5 Einige HBV Varianten und ihr potentieller Einfluss auf die
Pathogenese der HBV Infektion; angegeben ist die Region in der die
Mutation auftritt, der daraus resultierende Phanotyp und die klinische

Relevanz. [modifiziert nach Baumert et al., 2007]
HBV-ORF Phénotyp Klinische Relevanz
pras/s Virusretention, Defekter Zusammenbau Fibrosierende cholestatische
Hepatitis (FCH)
Anderung der B- und T-Zell-Epitope Vakzin-escape

Immun-escape

Diagnostischer escape

prac PraC-Stop Mutation — Verlust des HBeAg Schwere Hepatitis

RT/Pol Replikationsdefizienz Virale Latenz, Persistenz
Resistenz gegen Antivirale Substanzen Therapie-escape

Core- verstarkte Replikation Schwere Hepatitis

Promotor
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Daneben gibt es noch eine Reihe von Mutationen, die in regulatorischen
Elementen, wie z.B dem Core-Promotor, auftreten. Die haufigste Core-Promotor-
Mutante weist eine Doppelmutation auf (A1764T, G1766A), die zu einer

verstarkten viralen Replikation fihrt [Baumert et al., 1996].

1.2.5.1 Vaccine-escape-Mutanten

Vaccine-escape-Mutanten zeichnen sich dadurch aus, dass sie trotz der An-
wesenheit von anti-HBs Antikérpern eine HBV-Infektion verursachen kénnen. Im
Rahmen eines Passiv-Aktiv-Impfprogramms in ltalien wurde bei Kinder, trotz
primarer Immunantwort gegen den HBsAg-Impfstoff, eine HBV-Infektion
nachgewiesen. Die Bestimmung der HBV DNA-Sequenz zeigte, dass eines dieser
Kinder mit einer HBV-Variante infiziert war, bei der in der S-Domane das Glycin
(G) an Position 145 zu Arginin (R) ausgetauscht war [Carman et al., 1990; Waters
et al., 1992]. Diese Mutation fuhrt zum Verlust der antigenen a-Determinante,
welche das Hauptziel der Impfantwort darstellt. Somit kann sich trotz Anwesenheit
von anti-HBs eine HBV-Infektion etablieren. Ahnliche Falle, auch solche mit
anderen Mutationen, wurden in Gambia [Fortuin et al.,, 1994] und Japan
[Yamamoto et al., 1994] berichtet und sind weltweit verbreitet [Zuckerman und
Zuckerman, 2003]. Neben dem escape auf dem Level der B-Zellen, kann es auch
zu einem HBsAg-Epitop vermittelten Vaccine-escape auf T-Zell-Ebene kommen
[Bauer et al., 2002].

1.2.5.2 Andere Immune-escape-Mutanten

HBV kann der Immunkontrolle durch zytotoxische T-Lymphozyten entgehen,
indem es die virus-spezifischen T-Zell-Epitope durch Mutationen verandert. Falle
von Immun-escape-Mutanten wurden bei Patienten nach einer
Lebertransplantation beschrieben, die polyklonale anti-HBs Antikorper (HBIG,
Hepatitis B Immunglobulin) verabreicht bekommen hatten um eine Reinfektion des
Organs zu vermeiden [Carman et al., 1996; McMahon et al., 1992; Protzer und
Schaller, 2000]. Ebenso konnte Immune-escape in anti-HBs positiven Individuen

mit okkulter HBV-Infektion identifiziert werden [Yamamoto et al., 1994].
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1.2.5.3 Diagnostik-escape-Mutanten

Die meisten kommerziellen Testsysteme basieren auf dem Nachweis von HBsAg
mittels anti-HBs Antikorper [Yamamoto et al., 1994]. Befinden sich Mutationen
innerhalb der antigenen Determinante der HBsAg-Schleife gegen die das anti-HBs
des Tests gerichtet ist, so kann es zu einem diagnostischen escape kommen. Das
Auftreten solcher Varianten kann zu einer okkulten HBV Infektion fuhren [Chemin
und Trepo, 2005] bei der kein HBsAg nachweisbar ist und dazu beitragen, dass

ein Testergebnis als falsch-negativ bewertet wird.

1.2.5.4 Therapie-escape-Mutanten

In den letzten Jahren wurden immer haufiger Mutationen im Polymerase-Gen bei
chronisch HBV-infizierten Patienten identifiziert, die mit antiviralen Medikamenten
behandelt wurden [Durantel et al., 2005]. Besonders bei langjahriger Gabe von
Nukleosid- oder Nukleotid-Analoga wie Lamivudin oder Adefovir treten
Resistenzen in der reversen Transkriptase-Domane auf, die sich auch auf die
uberlappende S-Doméane auswirken koénnen [Locarnini, 2003]. Aufgrund der
spontanen Fehlerrate der Polymerase akkumulieren sich wahrend des natlrlichen
Infektionsverlaufs virale Mutanten. Werden diese durch die Gabe einer antiviralen
Substanz einem Selektionsdruck ausgesetzt, werden diejenigen Mutanten
selektioniert, die sich am besten unter Anwesenheit des Medikaments replizieren
konnen. Besonders bekannt ist das in der katalytischen Domane der RT
vorliegende YMDD-Motiv, das durch Lamivudin-Therapie zu YIDD (rtM2041) oder
YVDD (rtM204V) mutieren kann [Allen et al., 1998]. Es gibt eine Reihe von
antiviralen Substanzen, die fur die Mutation bestimmter Nukleotid-Positionen im

HBV-Genom verantwortlich sind.

1.2.6 HBV-Ubertragung durch Blutspenden

Im Blutspendewesen mussen alle Blut- und Plasmaspenden auf das Vorhanden-
sein von HBsAg getestet werden, wobei HBsAg-positive Spenden nicht verwendet
werden dirfen. Die Vorfalle der HBV-Ubertragung durch kontaminierte

Blutspenden sind selten und die Wahrscheinlichkeit, dass eine infektiose Spende
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unerkannt bleibt, obwohl sie auf HBsAg getestet wurde, liegt in Deutschland bei
1:230.000 [Offergeld et al., 2005]. Die Grunde, dass eine Spende trotz Testung
HBV enthalt, konnen vielfaltig sein. Zum einen ist das HBsAg bei einem akuten
Infektionsverlauf wahrend der frihen und spaten Fensterphase nicht detektierbar
[Raimondo et al., 2007]. Zum anderen kdénnen Varianten oder escape-Mutanten
fur den negativen HBsAg-Befund verantwortlich sein. Daher werden mittlerweile in
einigen Landern Blutspenden fakultativ mittels Nukleinsaure-Amplifikations-Tests
(NAT) auf das Vorhandensein von HBV-DNA gepriift, um das Ubertragungsrisiko
zu senken [NUbling et al., 2008]. In Deutschland wird dieses Verfahren seit 1997
routinemafig angewendet [Hourfar et al., 2008] und auch in Japan [Ohnuma et al.,
2001] ist die Anwendung ublich, wahrend in anderen Landern wie z.B der Schweiz
[Niederhauser et al., 2008] die routinemafige DurchfiUhrung noch umstritten ist.
Eine Studie des Deutschen Blutspendedienstes, in der Uber 30 Millionen
Blutspenden mittels NAT getestet wurden, hat gezeigt, dass das Risiko einer
unerkannten infektiosen Spende bei 1:360.000 liegt [Hourfar et al., 2008]. Durch
die Anwendung des Minipool-NAT konnten bereits einige HBV-Infektionen in der
frihen Fensterphase detektiert werden [Meisel et al., 2003; Minegishi et al., 2003],
dennoch ist auch dieses System nicht unfehlbar da ihm oftmals die Sensitivitat
fehlt. Seit 2006 wird zusatzlich auf einen weiteren HBV-Marker, das anti-HBc,
getestet [Burger und Offergeld, 2005]. Das fuhrt allerdings gerade in Gebieten mit
hoher Pravalenz zu einer hohen Ausschlussrate an Blutspendern. Sind die
Spender allerdings anti-HBs positiv, wird davon ausgegangen, dass die
protektiven Antikorper Ubertragen werden und somit keine HBV-Transmission
stattfindet. Dies wurde experimentell in Schimpansen-Versuchen Uberpruft [Prince
et al., 2001]. Neuerdings wurde aber trotz anti-HBs doch HBV Ubertragen
[Levicnik-Stezinar et al., 2008], so dass zusatzlich ein negativer HBV-DNA-Befund

verlangt werden muss.
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1.3 Infektionssysteme flur die experimentelle HBV-Infektion

1.3.1 In vivo-Infektion

Die klassischen Labortiere wie Maus, Ratte oder Kaninchen eignen sich nicht fur
Studien der HBV-Infektion, da diese Tiere aufgrund der hohen Wirtsspezifitat der
Hepadnaviridae nicht fir das Virus suszeptibel sind. Schimpansen gelten als
sensitives Tiermodell fur die Untersuchung der humanen HBV-Infektion [Barker et
al., 1975], aber aus ethischer und wirtschaftlicher Sicht ist dieses Modell eher
ungeeignet und wird nur noch selten angewendet. Zur Erforschung der in vivo-
Infektion bei Hepadnaviren wird derzeitig meist das DHBV (Duck Hepatitis B Virus)
der Ente oder das WHV (Woodchuck Hepatitis Virus) des amerikanischen
Waldmurmeltiers eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass Woodchucks auch
mit GSHV (Ground Squirrel Hepatitis Virus) [Seeger et al.,, 1991] und ASHV

(Arctic Squirrel Hepatitis Virus) [Lorenz, 2006] infiziert werden kdnnen.

1.3.2 In vitro-Infektion

Auch die in vitro-Infektion mit HBV erweist sich aufgrund der hohen Wirtsspezifitat
der Hepadnaviren als aulderst schwierig. Humane Hepatomzellinien wie HepG2
oder Huh7 sind zwar in der Lage nach transienter oder stabiler Transfektion
Virionen zu produzieren [Sells et al., 1987], sind aber nicht suszeptibel fur HBV
[Qiao et al.,, 1994]. Eine Ausnahme bildet die HepaRG Zelllinie, die nach
vierwochiger Kultivierung mit 1 % DMSO in Gegenwart von PEG fir HBV
suszeptibel ist [Gripon et al., 2002]. Primare humane Hepatozyten (PHH) kénnen
zwar mit HBV infiziert werden, sind allerdings schwer in Kultur zu nehmen, nicht
regelmaldig verfugbar und zeigen keine homogene Suszeptibilitat. Als Alternative
kann mit primaren Enten Hepatozyten (PDH) oder primaren Tupaia Hepatozyten
(PTH) gearbeitet werden. Ende der 80er Jahre konnte gezeigt werden, dass
primare Hepatozyten des ostasiatischen Spitzhérnchens (Tupaia belangeri) fur
HBV suszeptibel sind [Li et al., 1995; Su, 1987; Yan et al., 1996] und sich diese
Hepatozyten sowohl in vivo als auch in vitro mit HBV infizieren lassen [Walter et
al., 1996]. Der Verlauf der HBV-Infektion ist analog zu der in humanen
Hepatozyten [Glebe et al., 2003].
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1.4 Zielsetzung und experimentelle Ansatze der Arbeit

Zum Sauger-spezifischen Genus Orthohepadnavirus der Familie Hepadnaviridae
gehoren neben dem humanen Hepatitis B Virus (HBV) auch das Arctic Squirrel
(Arktisches Erdhornchen)  Hepatitis  Virus  (ASHV), das Ground Squirrel
(Erdhérnchen) Hepatitis Virus (GSHV) und das Woodchuck (Waldmurmeltier)
Hepatitis Virus (WHV). Allen Hepadnaviren ist gemein, dass sie hepatotrop, nicht-
zytopathogen und sehr wirtsspezifisch sind. In der vorliegenden Arbeit sollte die
Struktur und Funktion naturlich auftretender Virus-Varianten im Genus
Orthohepadnavirus untersucht werden. Dazu sollten sowohl Genome des
Arctic Squirrel Hepatitis Virus (ASHV) als auch Genomabschnitte des humanen
Hepatitis B Virus (HBV) zuerst kloniert und die erhaltenen Sequenzen dann mit
publizierten Referenzgenomen verglichen werden.

Zunachst sollten im Rahmen einer Studie des Instituts fir Medizinische Virologie
in Kooperation mit Dr. Stephan Menne von der Cornell University, Ithaka, USA,
zwei ASHV-Seren untersucht werden. Die eine Serumprobe stammte aus einem
chronisch mit ASHV-infizierten Arctic Squirrel (Wildfang, Kolonie ASHV_3P), die
andere Probe aus einem experimentell, akut mit ASHV-infizierten Woodchuck
(ASHV#3537) [Lorenz, 2006]. Fur den Sequenzvergleich sollten das bereits
publizierte ASHVagu29144 [Testut et al.,, 1996] sowie die Genomsequenzen der
beiden verwandten Hepatitisviren GSHV und WHV herangezogen werden.

Nach Analyse der Hornchen (Sciuridae)-Virussequenzen, sollte dann das humane
Hepatitis B Virus naher untersucht werden. Im Blickpunkt standen dabei
hauptsachlich Seren von Blutspendern mit einer okkulten HBV Infektion (OBI).
Diese Art der Infektion zeichnet sich dadurch aus, dass zwar moderate Mengen
replikationskompetenter HBV-DNA in der Leber vorhanden sind, im Serum aber
kein HBsAg nachgewiesen werden kann [Allain, 2004]. Grund dafur kdnnen
escape-Mutationen in der S-Domane des HBsAg sein, so dass die Veranderung
der B- und T-Zell-Epitope zu einem Vaccine-, Immun-, oder Diagnostischen
escape fuhren kann. In seltenen Fallen fuhrt dieser escape bei Blut- oder
Organspenden zur Transmission von HBV, da die infektidsen Spenden mit den
kommerziellen HBsAg-Testsystemen nicht identifiziert werden kénnen. Aufgrund
der medizinischen Relevanz solcher okkulten Infektionen sollten Kklinisch

interessante Serumproben von okkult infizierten Blutspendern charakterisiert
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werden. Da die Vermehrung des Hepatitis B Virus bei OBl durch das
Immunsystem kontrolliert wird, war ein hoher Selektionsdruck auf die im Serum
nachweisbaren HBV-Genome zu erwarten und eine Vielzahl resultierender
Quasispezies.

Im Zellkultursystem sollte dann geprift werden, ob nach transienter Transfektion
von klonierten HBV-Gesamtgenomen, virale Proteine exprimiert und ins Medium
sekretiert werden. Dazu sollten die Uberstande mittels ELISA auf HBsAg und
HBeAg getestet werden. Besonders interessierte die Frage, ob anti-HBs, welches
gegen normales HBsAg generiert wurde, in der Lage ist, die HBV-Infektion durch
escape-Mutanten, invitro zu inhibieren. Diese Frage sollte durch
Neutralisationsversuche geklart werden, bei denen die HBV-Infektion von

primaren Tupaia Hepatozyten inhibiert werden sollte.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Zum Ansetzen der Losungen wurde das Wasser aus der Reinstwasser-Anlage

(lonenaustauscher, MILLIPORE, Eschborn) des Instituts verwendet. Alle Gerate,

Chemikalien, Kits, Losungen und sonstigen Materialien, die in der vorliegenden

Arbeit verwendet wurden, sind unter dem jeweiligen Punkt aufgelistet und

beschrieben.

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Geréte

Firma

Arterienklemme

AxSym® Plus

Bakterienschalen
Bakterienschuttler

Brutschrank SteriCult 200
Blchnertrichter

Einwegskalpelle

Einwegpipetten (5 ml, 50 ml)
Elektrophoresekammer Agarosegele
(Horizon 11+14)
Elektrophoresekammer SDS PAGE
(X-Cell Sure Lock™ Mini Cell)
ELISA-Schittler ZLI164
ELISA-Washer COLUMBUS
Filterpapier WHATMAN (2mm)
Glasbehalter (Messzylinder,
Erlenmeyerkolben, Becherglaser etc.)
Kaffeemaschine TC60201

Kanulen (0,9 x 40 mm)

Laminar Flow Sterilbank HB 2448
LightCycler® PCR Gerat
LightCycler® Kapillaren
Mastercycler®

Mastercycler® gradient
Mikrotiterplatten MaxiSorb (ELISA)
pH Meter 26

Photometer DU 70

Pipetten

Pipettierhilfen
Pipettenspitzen

MAGV, Rabenau-Londorf

ABBOTT, Wiesbaden

BD Biosciences, Heidelberg

INFORS AG, Bottmingen, CH
LABOTECT, Géttingen

MAGV, Rabenau-Londorf

MAGV, Rabenau-Londorf

BD Biosciences, Heidelberg

GIBCO BRL, Life Technologies INC, USA

INVITROGEN; Karlsruhe

AMERSHAM Biosciences, Braunschweig
TECAN Deutschland GmbH
SCHLEICHER & SCHUELL, Dassel
SCHOTT, Mainz

SIEMENS, Minchen

TERUMO, BE

HERAEUS, Hanau

ROCHE Diagnostics, Mannheim
ROCHE Diagnostics, Mannheim
EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg

NUNC, Wiesbaden
RADIOMETER, Kopenhagen, DK
BECKMAN, Minchen

GILSON, Limburg-Offheim
EPPENDORF, Hamburg
INTEGRA Biosciences, Fernwald
SARSTEDT, Nimbrecht
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Geréte

Firma

Pipettenspitzen, gestopft
Praparierbesteck
Reaktionsgefalle 0,5 ml, 1,5 ml, 2 mi

ReaktionsgefalRe FALCON 15ml, 50 ml
Siebdruckgaze (210 um Porengrolie)

SDS-Gele NuPAGE 12% Bis/Tris
Spannungsquelle Modell 200
Stericup® Filter (22 ym Porengrofe)
Tischzentrifugen

= Centrifuge 5415C

= Centrifuge 5417R
Ultrazentrifuge

= Rotor: SW41L
UV-Transluminator TFX-20M
Vortexer
Wasserbad
Zentrifuge CR422

= Rotor:
Zentrifuge 5810R

» Rotor: A4-62
Zentrifuge CENTRIKON H-401B

= Rotor: AS4.13
Zentrifugenrohrchen fur UZ
Zellkulturschalen

= 6 well, 12 well, 10 cm, 35 cm

VWR, Darmstadt

MAGYV, Rabenau-Londorf

EPPENDORF, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg

MAGV, Rabenau-Londorf

INVITROGEN; Karlsruhe

GIBCO BRL, Life Technologies INC,USA
MILLIPORE, Schwalbach

EPPENDORF, Hamburg

BECKMAN, Minchen

VILBER-LOURMAT, Torcy, FR
IKA Janke&Kunkel, Staufen

JOUAN, Unterhachingen
EPPENDORF, Hamburg
KONTRON Instruments, Miinchen

BECKMAN, Munchen
BD Biosciences, Heidelberg

2.1.2 Chemikalien

Chemikalien Firma

Agar BD Biosciences, Heidelberg
Agarose (SEAKEM) BIOZYM, Oldendorf
Ampicillin ROTH, Karlsruhe

Antioxidans (SDS-PAGE)
Bacto™ Hefe Extrakt
Bacto™ Trypton
Bicarbonat
Bromphenolblau

BSA Fraktion V

Casein 1% L6sung in PBS
DECP Wasser
Dexamethason

dNTP Mix
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylformamid (DMF)
DMEM

INVITROGEN; Karlsruhe
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
SIGMA, Taufkirchen
SIGMA, Taufkirchen

ROTH, Karlsruhe

PIERCE, Bonn
APPLICHEM, Darmstadt
INVITROGEN; Karlsruhe
ROCHE Diagnostics, Mannheim
SIGMA, Taufkirchen
SIGMA, Taufkirchen
INVITROGEN; Karlsruhe
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Chemikalien Firma

DMEM (Pulvermedium) INVITROGEN; Karlsruhe
EDTA (0,5 M) SIGMA, Taufkirchen
EGTA SIGMA, Taufkirchen
Ethanol RIEDEL DE HAEN, Seelze
Ethidiumbromid SERVA, Heidelberg

FKS PAN Biotech, Aidenbach
Glycerol MERCK, Darmstadt

HBSS (ohne MgCl, und CaCly) INVITROGEN; Karlsruhe
Isopropanol MERCK, Darmstadt
Kaliumdihydrogenphosphat MERCK, Darmstadt
Kollagen Typ | BD Biosciences, Heidelberg
Kanamycin ROTH, Karlsruhe

Matrigel™ Basement Membrane Matrix
Natriumchlorid

NuPAGE LDS Probenpuffer (4X)
MOPS

NaOH

Penicillin/Streptomycin-Lsg. (100 X)
Pyruvat

Schwefelsaure

TMB X-tra (ready to use)
Trypanblau (0,4 %)

Tween20

WST-1 Reagenz

X-Gal

BD Biosciences, Heidelberg
ROTH, Karlsruhe
INVITROGEN; Karlsruhe
ROTH, Karlsruhe

MERCK, Darmstadt

PAA, Pasching

PAA, Pasching

MERCK, Darmstadt
KEM-EN-TEC Diagnostics, KoIn
SIGMA, Taufkirchen

MERCK, Darmstadt

ROCHE Diagnostics, Mannheim
SIGMA, Taufkirchen

2.1.3 Enzyme und Kits

Enzyme

Firma

Restriktionsenzyme

(Eagl, Sapl, Sacl, Hindlll)

Taqg Polymerase, nativ

GoTaq® Flexi DNA Polymerase
Trypsin

Fast Start Taq SybrGreen Polymerase
Kollagenase IV

NEB, Frankfurt a.M.

MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot
INVITROGEN; Karlsruhe
PROMEGA, Mannheim

SIGMA, Taufkirchen

ROCHE Diagnostics, Mannheim
SIGMA, Taufkirchen

Kits

Firma

AxSym® AUSAB Reagenz

AxSym® AUSAB Standard Kalibratoren
AxSym® Anti-HBe 2.0 Reagenz
AxSym® Anti-HBe 2.0 Kontrollen
Dynabeads® Protein G

ABBOTT, Wiesbaden
ABBOTT, Wiesbaden
ABBOTT, Wiesbaden
ABBOTT, Wiesbaden
DYNAL BIOTECH, Hamburg
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Kits

Firma

GenElute HP Plasmid Maxiprep Kit
GenElute HP Plasmid Megaprep Kit
High Pure Viral Nucleic Acid Kit
Montage Gel Extraction Kit

NAb Spin Kit 0.2ml for Antibody Purification
pPpGEM-T vector system |

QIAGEN Plasmid Maxi Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QIAquick Gel Extraction Kit

TOPO XL PCR Cloning Kit

TOPO TA Cloning Kit

SIGMA, Taufkirchen
SIGMA, Taufkirchen
ROCHE Diagnostics, Mannheim
MILLIPORE; Schwalbach
PIERCE, Bonn
PROMEGA, Mannheim
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
INVITROGEN; Karlsruhe
INVITROGEN; Karlsruhe

2.1.4 Seren
Virus Bezeichnung |Bemerkung
ASHV 3537 Serum aus experimentell akut infiziertem Woodchuck
3P_1E5852 Serum aus chronisch infiziertem Arctic Squirrel,
Wildfang
3P_2D2521 Serum aus chronisch infiziertem Arctic Squirrel,
Wildfang
3P_123D4A Serum aus chronisch infiziertem Arctic Squirrel,
Wildfang
GSHV 3545 Serum aus experimentell, akut infiziertem Woodchuck
WHV 5389 Serum aus chronisch infiziertem Woodchuck
98035 Serum aus chronisch infiziertem Woodchuck
99252 Serum aus chronisch infiziertem Woodchuck
HBV K301 Genotyp A, Serum aus Konsiliarlabor
K444 Genotyp D, Serum aus Konsiliarlabor
K443 Genotyp D, Serum aus Konsiliarlabor
K442 Genotyp D, Serum aus Konsiliarlabor
ID384 Genotyp A, Serum aus Konsiliarlabor
ID398 Genotyp A, Serum aus Konsiliarlabor
ID385 Genotyp A, Serum aus Konsiliarlabor
ID386 Genotyp A, Serum aus Konsiliarlabor
D387 Genotyp A, Serum aus Konsiliarlabor
K724 Genotyp D, Serum aus Konsiliarlabor
K578 Genotyp D, Serum aus Konsiliarlabor
K438 Genotyp A, Serum aus Konsiliarlabor
D326 Genotyp D, Serum aus Konsiliarlabor
K979 Genotyp G, Serum aus Konsiliarlabor
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2.1.5 Plasmide

Plasmide Herkunft

pmax (GFP) |kodiert fur das Grun Fluoreszierende Protein (GFP) (Amaxa,
LONZA, KolIn)

pRVHBV1.5 |enthélt ein Uberlangen-Genom (1,5mer) von HBV, Subtyp adw, im
pBlueScript KS* Vektor [Bruss und Ganem, 1991]

pSVR45H enthalt das komplette LHBs Gen (praS1/praS2/S), Subtyp adw,
unter der SV40 Promotor Kontrolle [Persing et al., 1986]

pCX kodiert fir das HBV X-Protein [Schuster et al., 2000]

2.1.6 Synthetisierte Oligonukleotide

Alle neu synthetisierten primer und Standardprimer wurden von Eurofins MWG

Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen.

Bezeichnung Art|Lédnge | Sequenz (6'— 3’)
(bp)

Standardprimer

M13uni (-21) s (18 TGT AAA ACG ACG GCC AGT

M13rev (-29) as (18 CAG GAA ACA GCT ATG ACC

HBYV primer

HBV S6s s |16 TGGATG TGT CTG CGG C

HBV S6as as |25 CKT TGA CAD ACT TTC CAA TCA ATAG
(K:GIT) (D:A/IGIT)

HBV preS1s s |20 GTC ACCATATTC TTG GGA AC

HBV M1s s |15 AGG CMA TGC AGT GGA (M:A/C)

HBV P1 [Ginther et al.,|s |41 CCG GAAAGC TTGAGC TCTTCT TTT TCA

1993] CCT CTG CCT AAT CA

HBV P2 Giinther, 1995 | as 41 CCG GAA AGC TTG AGC TCT TCA AAA AGT

#265} TGC ATGGTGCTG G

HBV P1 (Genotyp G) |s |37 CGG GGTACCGAGCTCTTCTTTTTC ACC
TCT GCC TAATCA

HBV P2 (Genotyp G) |as |35 CGG GGT ACC GAG CTC TTC AAA AAG
TTG CAT GGT GCT GG

HBV Ds s |25 TGT TCA TGT CCY ACT GTT CAA GCCT
(Y:CIT)

HBV Das as |22 CCC GAG ATT GAGATCTTCTGC G

HBV X2s s |24 GAC GTC CTT TGT YTA CGT CCC GTC
(Y:CIT)

HBV X2as as |24 TGC AGA GGT GAA GCG AAG TGC ACA
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Bezeichnung Art|Lédnge | Sequenz (6'— 3)
(bp)
ASHV primer
ASHV P1s s |32 CCGGAGCTCTTCTTTTTC ACC TGT GCC
TTGTT
ASHV P2as as |33 CCG GAG CTC TTC AAA AAG ATA CAT GAT
TGC GGC
preC18-37s s (21 TGTGCCTTGTTT TTG CCT GTG
preS1_3-24as as |22 GGT GAC TTT TAT GTT GTT GCC C
preS573-97s s |25 TGT CTC CAC CAT ATT GTC TCC TCCC
X11-31as as |22 GAA TCC AGT TGG CAACAC AGG C
ASHV861s s |22 CCT AAG GCT ACT AAATATTTTC
ASHV1382as as |21 TGG GTTTGATTT CGAAAGTTT
ASHV/GSHVpreS1s |s |21 CTT GGG RAC ACA GAC AGC TAG
(R: G/IA)
ASHV/GSHVpreS1as|as |21 GAG ACC TGA TGG TGA CAT CTC
All-Ortho primer
S3as as |24 CCC CAA WAC CAV ATC ATC CAT ATA
(W:A/T; V:AIG/C)

2.1.7 Referenzgenome

Spezies NCBI-Nummer Referenz

ASHV AGU29144 [Testut et al., 1996]
NCO001719 [Testut et al., 1996],

entfernt aus NCBI

GSHV NC001484 [Seeger et al., 1984]
K02715 [Seeger et al., 1984]

WHV AY628095 [Coffin et al., 2004]
AY628096 [Coffin et al., 2004]
AY334075 [Coffin et al., 2004]
J02442 [Galibert et al., 1982]
M90520 [Kew et al., 1993]
J04514 [Girones et al., 1989]
M11082 [Kodama et al., 1985]
M19183 [Cohen et al., 1988]
M18752 [Cohen et al., 1988]
NC004107 [Cohen et al., 1988]

HBV (Genotyp D) Y07587 [Stoll-Becker et al., 1997]
J02203 [Borisova et al., 1984],

neuer Name: V01460

M32138 [Tong et al., 1990]
U95551 (Rao, 1997)
X97848 [Alexopoulou et al., 1996]
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Spezies NCBI-Nummer Referenz

HBV (Genotyp D) X65259 [Lai, 1992]
X72702 [Preisler-Adams, 1993]
X80924 [Karayiannis et al., 1995]
X02496 [Bichko et al., 1985]

HBV (Genotyp A) AJ012207 [Schaefer, 1998]
X51970 [Koechel, 1990]
AY738141 [Hass, 2004]
AB116081 [Sugauchi et al., 2004]
AY344098 [Araujo et al., 2004]
AY344103 [Araujo et al., 2004]
AY576426 [Kew, 2004]

2.1.8 Antikorper

Bezeichnung Funktion/Herkunft

anti-HBs C20/02
(monoklonal)

anti-HBs/Biotin
Konjugat |
(monoklonal)

Streptavidin-POD
Konjugat Il

monoklonaler Antikorper aus Maus-Hybridomauberstand;
erkennt konformationsabhangig die a-Determinante der
S-Domane von HBV

monoklonaler anti-HBs-Biotin konjugierter Antikorper
Enzygnost-HBsAg 5.0, DADE BEHRING, Marburg

Peroxidase—konjugiertes Streptavidin
DIANOVA, Hamburg

2.1.9 DNA-und Protein-Langenstandards

Marker

Firma

DNA 1kb Leiter

pUC Mix 8 DNA Marker
Mark12 Protein Marker

INVITROGEN; Karlsruhe

MBI FERMENTAS, St. Leon-Rot
INVITROGEN; Karlsruhe
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2.1.10 Puffer und Losungen
DNA-Probenpuffer (6 X) 60
0,1
ad 100

ELISA-Beschichtungspuffer
(0,1M NaPP, pH 7.4)

77,4
22,6
ad 1000

120
ad 500

Fixierer (Silberfarbung)

MOPS/SDS-Puffer 1
1

20,5

69,3

PBS (1 X) 137
2,7

8

1,8

pH 7,4 einstellen

PBS™ )

495

PBS/Tween20
0,01

ml

ml

ml

ml

ml

ml

ml

mM
mM

mM
mM
mM
mM

ml

ml

%

Glycerin
Bromphenolblau
TAE

Na;HPO4 (1 M)
NaH;PO4 (1 M)
dH20

Fotofixierer
dH»0

Tris
MOPS
EDTA
SDS

NaCl, pH 7,4

KCI

Na,HPO4 x 2 H,0
KH2PO4

HCI

CaMg (100 X)

(1,32 g CaCl, + 2,133 g MgCl,
geldst in 100 ml dH,0)

PBS (1 X)

PBS (1 X)
Tween20 (v/v)
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P1 50
10
100

P2 200

P3 3
Reducer (Silberfarbung) 50

0,7
ad 1000

Silbernitratlosung
= Losung A) 1,55
8
3,8
2,8
38,2

Lsg. A) in Lsg. B) tropfen, ad 200

= Ldsung B)

TE (1 X) 50

1

TAE (50 X) 242
57,1

100

pH 8,0 einstellen
TNE (1 X) 20
140

mM
mM

pug/mi

mM
%

mg
ml

ml

ml
ml
ml
ml

ml

mM
mM

ml

ml

mM
mM
mM

Tris-Cl, pH 8,0
EDTA
RNase A

NaOH
SDS (w/v)

Kaliumacetat, pH 5,5

Zitronensaure
Formalin 37%
dH-»0

AgNOs3

dH»0

NaOH (1 M)
Ammoniak (25 %)
dH»0

dH»0

Tris-Cl, pH 8,0
EDTA

Tris
Eisessig
EDTA (0,5 M)

Essigsaure

Tris-HCI, pH 7,4
NaCl
EDTA
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2.1.11 Viren

Die Infektionsversuche wurden mit gereinigten Hepatitis B Viren durchgefuhrt, die
aus dem Serum eines chronisch HBV-infizierten Patienten mittels Saccharose-

Dichtegradientenzentrifugation isoliert wurden (ID 323, Fraktion 4; HBV gt D).

2.1.12 Bakterien

Machl™ T1 Phage-Resistant (T1%) chemisch kompetente E. coli
(INVITROGEN)
Genotyp: F~ ®80(lacZ)AM15 AlacX74 hsdR(rk mK") ArecA1398 endA1 tonA

Die Vermehrung der chemisch kompetenten Bakterien erfolgte in eigener

Herstellung. Die Puffer dafur wurden nach dem Ansetzen sterilfiltriert.

TFB 1 (Transformation Buffer 1)

10 mM MES (pH 6,2) ROTH, Karlsruhe
100 mM RbCI SIGMA, Taufkirchen
10 mM CaCl; x 2 H,O SIGMA, Taufkirchen
50 mM MnCl; x 4 H,O SIGMA, Taufkirchen
ad 500 ml  dH20
pH 5,8 mit Essigsaure einstellen

TFB 2 (Transformation Buffer 2)

10 mM MOPS ROTH, Karlsruhe
10 mM RbCI SIGMA, Taufkirchen
75 mM CaCl, x 2 H,O SIGMA, Taufkirchen
15 % Glycerol (v/v) MERCK, Darmstadt
ad 100 ml dH20
pH 6,5 mit KOH einstellen
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2.1.13 Zelllkulturen
2.1.13.1 Etablierte Zellinien

2.1.13.1.1 HepG2 [Aden und Fogel, 1979 |

Diese Zelllinie ist 1975 aus dem Biopsiematerial eines Hepatoblastoms

hervorgegangen und verfligt Uber zahlreiche differenzierte Leberzellfunktionen.

2.1.13.1.2 HepG2.2.15 [Sells et al., 1987]

Diese Zellen leiten sich von HepG2-Zellen ab. Sie haben in ihrem Genom durch
stabile Transfektion zwei Tetramere des HBV Genoms integriert. Daher
produzieren und sezernieren sie sowohl subvirale Partikel (HBsAg), sowie

infektidse Hepatitis B Viren.

2.1.13.1.3 Huh7 [Nakabayashi et al., 1982]

Diese Zellen wurden Anfang der 80er Jahre aus einem differenzierten

hepatozellularen Karzinoms eines Japaners isoliert.

2.1.13.2 Primarzellen

2.1.13.2.1 Primére Tupaia Hepatozyten (PTHSs)

Fur Infektionsversuche wurden frisch isolierte und dann fur drei Tage kultivierte
primare Hepatozyten des ostasiatischen Spitzhérnchens Tupaia belangeri
verwendet. Diese sind ebenso wie primare humane Hepatozyten (PHH) fir HBV
suszeptibel [Glebe et al., 2003], [Kdck et al., 2001]. Die Tiere stammen aus der
Zucht, die am Institut fur Anatomie und Zellbiologie, Justus-Liebig-Universitat,

GielRen unterhalten wird.
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2.1.14 Haufig verwendete Medien und Losungen fur Zellen

2.1.14.1 Prokaryotische Zellen

LB-Medium 10 g Bacto-Trypton

5¢g Hefeextrakt

10 ¢ NaCl

ad 1000 ml dH,O

Vor Gebrauch wurde das Medium autoklaviert. Zur Herstellung von Agarplatten
wurde dem Medium 2 % Agar zugefugt und in der Mikrowelle aufgekocht. Zur
Herstellung von Selektionsmedium bzw. -platten wurde nach AbkuUhlen des
Mediums 100 pg/ml Ampicilin oder 50 ug/ml Kanamycin hinzugefugt. Fur die Blau-
Weil3-Selektion wurden jeweils 40 ul X-Gal Lésung pro Schale ausplattiert.

X-Gal-Losung (40 mg/ml) 40 mg  5-Brom-4-chlorindol-3-yl-3-D-
galactopyranosid

1 ml N, N-Dimethylformamid

2.1.14.2 Eukaryotische Zellen

2.1.14.2.1 Medien fiir Zelllinien

Zur Kultivierung der Zellen wurde dem DMEM zwischen 1 % und 10 % Fotales
Kalberserum (FKS) zugefiigt. Nach Transfektion wurden die Zellen auf

DMEM “Spezialmedium® gehalten, um ein zu schnelles Wachstum zu verhindern.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
DMEM (Pulvermedium)
ad 10| dH.0
100 ml Penicillin/Streptomycin- Lsg.(100 X)
37 g Bicarbonat
100 ml Pyruvat (100 mM)
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DMEM *“ Spezialmedium*® zur Kultivierung nach Transfektion

ad 101
100 ml
37 ¢
100 ml

0,01 uM

Gefriermedium (2 X) 6 ml
2 ml

2 mi

DMEM (Pulvermedium)

dH,0O

Penicillin/Streptomycin- Lsg.(100 X)
Bicarbonat

Pyruvat (100 mM)

Fotales Kalberserum (FKS) (v/v)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (v/v)

Dexamethason

DMEM
FKS
DMSO

2.1.14.2.2 Medien fiir primére Tupaia Hepatozyten

HBSS (ohne MgCl, und CaCl,)
EGTA

DMEM

Kollagenase Typ IV

0,4% Trypanblau

ITM

Matrigel'™ Basement Membrane Matrix

Kollagen IV

Waschmedium
20 mM
0,2 %

INVITROGEN, Karlsruhe
SIGMA, Taufkirchen
INVITROGEN, Karlsruhe
SIGMA, Taufkirchen
SIGMA, Taufkirchen

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

DMEM
Hepes
BSA (v/v)
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HGM (Hepatocyte Growth Medium)
(nach [Block et al., 1996] modifiziert)

11 DMEM
10 ml  ITS-Mix INVITROGEN, Karlsruhe
0,5 mg/ml Insulin
0,5 mg/ml Transferrin
0,5 ug/ml Natriumselenit
2g BSA SIGMA, Taufkirchen
29 Glukose MERCK, Darmstadt
29 Galaktose MERCK, Darmstadt
01 g Ornithin SIGMA, Taufkirchen
0,03 g Prolin SIGMA, Taufkirchen
0,61 g Nikotinamid SIGMA, Taufkirchen
0,544 g ZnCl, SIGMA, Taufkirchen
0,75 g ZnS0O4 x 7 H20 SIGMA, Taufkirchen
0,2 g CuSO4 x 5 HO SIGMA, Taufkirchen
0,025 pg  MnSOq4 SIGMA, Taufkirchen
50 uM  Glutamax | INVITROGEN, Karlsruhe
0,01 yM Dexamethason INVITROGEN, Karlsruhe
100 mg Gentamycin INVITROGEN, Karlsruhe
250 yg  Amphotericin B INVITROGEN, Karlsruhe

2.1.14.2.3

FuGene (fur HepG2-Zellen)
GenelJuice (fur Huh7-Zellen)

Transfektionsagenzien

ROCHE Diagnostics, Mannheim
INVITROGEN; Karlsruhe
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2.2 Methoden

2.2.1 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien

Von einer Ubernachtkultur E.coli Mach1 wurden 2 ml Bakteriensuspension in
40 ml LB-Medium Uberfuhrt und bei 37°C auf dem Schattler inkubiert bis eine
ODss5q von ca. 0,45 erreicht war. Anschliefend wurde die Bakterienkultur in 50 ml
Plastikrohrchen Uberfuhrt und fur 15 min auf Eis inkubiert. Bei allen folgenden
Schritten wurde darauf geachtet, dass die Bakterien stets bei 4°C gehalten
wurden. Nach Zentrifugation der Bakterien bei 2500 rpm flr 15 min wurde das
Zellpellet in 2 ml kaltem TFB1 aufgenommen und vorsichtig geldst. Anschliel3end
wurde das Volumen auf 16 ml mit TFB1 aufgeflllt und die Bakterien flr weitere
15 min auf Eis inkubiert. Es wurde wiederum fur 15 min bei 2500 rpm zentrifugiert
und dann die Zellpellets in 1,6 ml kaltem TFB2 resuspendiert. Nach einer 15-
minutigen Inkubation auf Eis wurden die Bakterien aliquotiert und bei -70°C
eingefroren. Die Kompetenz der Bakterien wurde mit einer Kontroll-Transformation

getestet (2.2.2). Als DNA-template wurde das Plasmid pCX verwendet.

2.2.2 Transformation von Bakterien

Fur samtliche Transformationen wurden chemisch-kompetente E.coli Mach1
Bakterien verwendet, die max. 5-10 min vorher auf Eis angetaut wurden. Zu 50 ul
Bakteriensuspension wurden dann von der zu transformierenden DNA (Plasmid
oder Ligationsansatz) je nach Konzentration einige pl (zwischen 1-100 ng DNA)
pipettiert und far 20-30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte der
Hitzeschock im Wasserbad oder Heizblock bei 42°C fir 30-45 sec, gefolgt von
einer 2-minutigen Inkubationspause auf Eis. Dann wurden 250 pl bis 950 ul LB-
Medium zu den Ansatzen gegeben und diese auf dem Schuttler bei 37°C fur eine
bis anderthalb Stunden inkubiert. Anschliefend wurde von den Transformations-
ansatzen zwischen 50-200 yl auf LB-Agarplatten mit dem entsprechenden
Selektions-Antibiotikum und ggf. X-Gal ausplattiert. Die Bakterienschalen wurden
uber Nacht bei 37°C invers (auf dem Kopf stehend) inkubiert. Das X-Gal wird als
Substrat bei der Blau-Weil3-Selektion von Bakterien eingesetzt. Es kann durch das

Enzym R-Galaktosidase gespalten werden, was zu einer Blaufarbung der Kolonie
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fuhrt. Wurde die gewlinschte DNA ins Bakteriengenom integriert, so kann das Gen
fur die R-Galaktosidase nicht mehr abgelesen werden, und das X-Gal wird nicht

gespalten (WeilRfarbung der Kolonie).

2.2.3 Ultrazentrifugation von Serum durch ein Saccharosekissen

In die Zentrifugenréhrchen wurde ein diskontinuierliches Saccharosekissen aus
2ml 20 % Sucrose/PBS [w/w] und 2 ml 10 % Sucrose/PBS [w/w] geschichtet.
Anschlieend wurden von dem gewunschten Serum ca. 8 ml aufgetragen und fur
16 h bei 10°C und 26.000 rpm zentrifugiert (BECKMAN Coulter; Rotor SW 41L).
Der Uberstand wurde vorsichtig abgezogen und das Pellet in 50 yl PBS

resuspendiert. Anschlieliend wurde die virale HBV-DNA wie unter 2.2.4 isoliert.

2.2.4 Aufreinigung von DNA aus Serumproben

Die HBV-DNA aus der ultrazentrifugierten Serumprobe wurde mit dem “High Pure
Viral Nucleic Acid Kit* von ROCHE laut Herstellerangaben aufgereinigt. Das
gereinigte DNA-Pellet wurde in 50 ul Reinstwasser eluiert. Anschlieiend konnte

die vorliegende DNA mittels PCR spezifisch amplifiziert werden (2.2.6).

2.2.5 Aufreinigung von PCR-Proben zur Reamplifikation

Bei geringen DNA-Mengen in der Probe musste das Amplifikat reamplifiziert
werden. Damit das mdglich war, musste ein Aufreinigungsschritt durchgefihrt
werden um storende Salze etc. abzutrennen. Dafir wurden die Amplifikate mit
dem ,QIlAquick PCR Purification Kit* von QIAGEN laut Herstellerangaben

aufgereinigt und danach erneut in die PCR eingesetzt.

2.2.6 Amplifikation von DNA mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde je nach Fragestellung entweder der
LightCycler® oder der Mastercycler® fiir die PCR verwendet. Bei sehr geringen
DNA-Mengen im Serum und kleinen zu amplifizierenden Fragmenten wurde

zunachst eine PCR im LightCycler® angesetzt, das Amplifikat anschlieRend mit
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dem ,QlAquick PCR Purification Kit* aufgereinigt und die DNA dann im

Mastercycler® reamplifiziert.

2.2.6.1 Real Time-PCR im LightCycler®

Der LightCycler® eignet sich eigentlich nur fiir die Amplifikation kurzer DNA Stiicke
von bis zu 800 bp, dennoch konnte das LHBs mit einer GroRe von 1,4 kb
erfolgreich amplifiziert werden. Das Ansetzen des Master-Mixes erfolgte nach dem
folgendem Pipettierschema. In die PCR wurden jeweils 10 ul Probe plus 10 pl

Master-Mix eingesetzt.

Tabelle 2-1 Pipettierplan fur Fast Start Taq SybrGreen (ROCHE)

Komponente Volumen
dH,0O 4 ul

10 pmol/ul sense primer 1 ul

10 pmol/ul antisense primer 1l

Fast Start Taq SybrGreen 4 ul
Gesamtvolumen 10 pl

Je nach Versuchsansatz wurden zwei unterschiedliche Programme verwendet.
Die beiden Temperaturprofile fur die PraS1-S6 PCR (amplifiziert das LHBs) und
die S6-PCR (amplifiziert einen Teilbereich des SHBs) sind in Tabelle 2-2 und
Tabelle 2-3 dargestellt.

2.2.6.2 Reaktionen im Mastercycler®

Im Mastercycler wurden unterschiedliche Polymerasen verwendet. Wenn die PCR
besonders sensitiv sein sollte oder grole DNA-Fragmente fur die Klonierung der
ASHV/HBV-Gesamtgenome amplifiziert werden sollten, wurde mit der Platinum®
Taqg DNA-Polymerase High Fidelity gearbeitet. Dieser Polymerase-Mix ist eine
Mischung aus Tag-Polymerase und einer Pyrococcus-Spezies und besitzt eine

proof-reading-Aktivitat.
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Tabelle 2-2 Programm der PraS1-S6 PCR zur Amplifikation des LHBs von HBV

AKTIVIERUNG AMPLIFIKATION SCHMELZKURVE KUHLEN
Cycles 1 50 1 1
Type Regular Quantification Melting Curve Regular
Target Temp. 95°C 95°C | 65°C | 72°C | 84°C | 95°C | 65°C | 95°C 40°C
Incubation Time 10 min. 10” 15” 45” 17 10” | 30” 0” 30”
Temp-RT;tae”Si“O“ 20°C 20°C | 20°C | 5°C | 5°C |20°C |20°C|0,1°C| 20°C
Secc_;rr;c:n Tp:?lrget 60°C
Step Size 1
Step Delay 1
Acquisition Mode none none | none | none | single | none | none | cont

Tabelle 2-3 Programm der S6-PCR zur Amplifikation eines Teilbereichs des
SHBs von HBV
AKTIVIERUNG AMPLIFIKATION SCHMELZKURVE KUHLEN
Cycles 1 50 1 1
Type Regular Quantification Melting Curve Regular
Target Temp. 95°C 95°C [ 69°C | 72°C | 82°C | 95°C | 65°C | 95°C 40°C
Incubation Time 10 min. 10” 20” 25” 1”7 10” 15” 0” 30”
Temp. Transition 20°C 20°C | 20°C | 5°C | 20°C | 20°C | 20°C | 0,1°C | 20°C
SeC(_)I_r;(:n'La.lrget 60°C
Step Size 1
Step Delay 1
Acquisition Mode none none | none | none | single | none | none | cont

Fur PCRs in denen kleinere Fragmente wie das Oberflachenprotein LHBs (1,4 kb)

amplifiziert werden sollten, wurde die normale native Taq DNA-Polymerase von

Invitrogen verwendet.

Diese wurde auch eingesetzt,

wenn

nach der

Gesamtgenom-Klonierung die positiven Klone darauf getestet wurden, ob auch

wirklich das komplette Genom von 3,2 kb inseriert wurde. Fur das generelle
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Screenig auf positive Klone wurde die GoTag von PROMEGA verwendet. Diese
wird mit einem vorgefarbten Puffersystem geliefert, sodass nach der Amplifikation
die Proben direkt auf das Gel aufgeladen werden kdnnen ohne erneut Loading
Buffer dazugeben zu muissen, was eine enorme Zeitersparnis bedeutet. Im
folgenden wird das Pipettierschema der jeweiligen Polymerase sowie die

unterschiedlichen Temperaturprofile dargestellt.

2.2.6.2.1  Platinum® Taq DNA-Polymerase High Fidelity

Tabelle 2-4 Pipettierplan mit High Fidelity Tag Polymerase (INVITROGEN)

Komponente Volumen
10 X Puffer (ohne Magnesium) 5ul

50 mM MgSO, 2l
10mM dNTPs 1l

10 pmol/ul sense primer 1l

10 pmol/pl antisense primer 1l

DNA template 2 ul
Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (5 U/pl) 0,25 yl
dH.0 37,75 pl
Gesamtvolumen 50 ul

Tabelle 2-5 Temperaturprofil der preS1-S6 PCR zur Amplifikation des LHBs mit
High Fidelity Taq (INVITROGEN)

SCHRITT TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
Initial Denaturation 94°C 2 min 1
Denaturation 94°C 45 sec
Annealing 55°C 30 sec 30
Extension 68°C 1 min 40 sec
Final Extension 68°C 10 min 1
Hold 4°C unendlich
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Tabelle 2-6 Temperaturprofil der P1P2-PCR zur Amplifikation des HBV-Gesamt-
genoms mit High Fidelity Taq (INVITROGEN)
SCHRITT TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
Initial Denaturation 94°C 2 min 1
Denaturation 94°C 40 sec
Annealing 55°C 1 min 30 sec 35
Extension 68°C 3 min 30 sec
Final Extension 68°C 15 min 1
Hold 4°C unendlich
2.2.6.2.2 Taq DNA-Polymerase, nativ

Der folgende Pipettierplan bezieht sich auf die preS1-S6-PCR. Fir die
Gesamtgenom-PCR (P1P2-PCR) wurden pro Ansatz 2ul MgSQO., jeweils 5 pl

primer und entsprechend weniger dH,0O eingesetzt.

Tabelle 2-7 Pipettierplan fur Taq Polymerase (INVITROGEN)
Komponente Volumen

10 X Puffer (ohne Magnesium) 5 pl
50 mM MgSO,4 1,5 ul
10mM dNTPs 1 ul
10 pmol/ul sense primer 2,5 ul
10 pmol/ul antisense primer 2,5 ul
template DNA 2-5 pl
Taq Polymerase, nativ (5 U/pl) 0,25 ul
dH,0 32,25 plI-35,25 pl
Gesamtvolumen 50 ul
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Tabelle 2-9 Temperaturprofil der preS1-S6 PCR zur Amplifikation des LHBs mit
Taq Polymerase (INVITROGEN)

SCHRITT TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
Initial Denaturation 94°C 2 min 1
Denaturation 94°C 45 sec
Annealing 60°C 30 sec 30
Extension 72°C 1 min 40 sec
Final Extension 72°C 10 min 1
Hold 4°C unendlich

Tabelle 2-8 Temperaturprofil der P1P2-PCR zur Amplifikation des HBV-Gesamt-
genoms mit Taq Polymerase (INVITROGEN)

SCHRITT TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
Initial Denaturation 94°C 2 min 1
Denaturation 94°C 40 sec
Annealing 60°C 1 min 30 sec 35
Extension 68°C 3 min 30 sec
Final Extension 68°C 15 min 1
Hold 4°C unendlich

2.2.6.2.3 GoTaq® Flexi DNA Polymerase

Zum Screening der Klone wurde die GoTaq® Flexi DNA-Polymerase verwendet.
Dabei wurden entweder die Kolonien der evt. positiven Klone direkt in die PCR
eingesetzt oder zuvor eine Starterkultur angeimpft, von der dann einige pyl in die
PCR eingesetzt wurden .

Tabelle 2-10  Temperaturprofil der preS1-S6 PCR zur Amplifikation des LHBs mit
GoTaq Flexi DNA-Polymerase (INVITROGEN)

SCHRITT TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
Initial Denaturation 94°C 2 min 1
Denaturation 94°C 45 sec
Annealing 60°C 30 sec 20
Extension 72°C 1 min 40 sec
Final Extension 72°C 10 min 1
Hold 4°C unendlich
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Tabelle 2-11  Pipettierplan fur die GoTaq DNA-Polymerase (PROMEGA)

Komponente Volumen

5 X Green GoTagq Flexi Buffer 10 ul

25 mM MgCl, 4 pl
10mM dNTPs 1 ul

10 pmol/ul sense primer 2,5 ul

10 pmol/ul antisense primer 2,5 ul
template DNA 2 ul oder Kolonie
GoTaqg DNA-Polymerase (5 U/ul) 0,25 ul
dH,0O 27,75 ul
Gesamtvolumen 50 ul

2.2.7 Gelelektrophorese von DNA-Proben

Die DNA-Fragmente wurden je nach GroRe mittels Gelelektrophorese unter
Verwendung von 0,8 % bis 2 % Agarosegelen aufgetrennt. Dazu wurde die
entsprechende Menge Agarose abgewogen, in 1 X TAE Puffer gegeben und in der
Mikrowelle aufgekocht. Nach Ldsen der Agarose wurde Ethidiumbromid
(0,1 pg/ml) hinzugegeben und das Gel in die vorbereiteten Gelkammer gegossen.
Nach Auspolymerisation der Agarose wurde das Gel mit 1 X TAE Uberschichtet,
die aufzutrennenden Proben mit DNA-Probenpuffer versetzt und in die Taschen
des Gels geladen. Als GroRenstandard wurden 5 ug der 1 kb DNA-Leiter oder des
pUC-Mix Markers auf das Gel aufgetragen. Sollten die DNA-Fragmente nach
Auftrennung wieder aus dem Gel extrahiert werden, wurde als Puffersystem das
.,modifizierte TAE" aus dem ,Montage Gel Extraction Kit* verwendet und maximal

1,25 % Gele gegossen.
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2.2.8 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fir die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde zu Beginn der
Doktorarbeit das ,QIAquick Gel Extraction Kit* verwendet. Dann wurde aufgrund
der schlechten Extraktionseffizienz das System gewechselt und mit dem
.Montage Gel Extraction Kit* gearbeitet. Die Extraktion erfolgte nach den Angaben

des Herstellers.

2.2.9 Klonierung mit verschiedenen Vektorsystemen

Je nach GroRe des zu klonierenden Fragments wurden unterschiedliche
Vektorsysteme verwendet. Fiir das LHBs (1,4 kb) wurde zunachst das pCR®2.1-
TOPO-System verwendet aber aufgrund der schlechten Effizienz zum pGEM®-T
Vector-System gewechselt. Zur Klonierung des HBV-Gesamtgenoms (ca. 3,2 kb)
wurde das pCR®-XL-TOPO-System verwendet. Alle drei Systeme basieren auf

dem Prinzip, dass das PCR-Produkt tiber TA-Uberhénge in den Vektor ligiert wird.

2.2.9.1 pCR®2.1-TOPO
Fir die Klonierung mittels pCR®2.1-TOPO wurde die Ligation nach dem folgenden

Pipettierschema angesetzt.

Tabelle 2-12  Pipettierplan fir pCR®2.1-TOPO (INVITROGEN)

Komponente Volumen
PCR Produkt 1-3 ul
10X Ligationspuffer 1 ul
pCR®2.1-TOPO Vektor (25ng/ul) 2 ul

dH»0 3-5 pl

T4 DNA Ligase 1 ul
Gesamtvolumen 10 pl
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Anschlieend wurde der Ligationsansatz Uber Nacht bei 4°C inkubiert und dann in
E.coli Mach1 transformiert (2.2.2). Das Ausplattieren erfolgte auf amp-Platten mit
40 yl X -Gal (40 pyg/ml) fur die Blau-Weil-Selektion. Die Platten wurden Uuber
Nacht bei 37°C invers inkubiert.

2.2.9.2 pGEM®-T Vector System

Fur die Klonierung mittels pGEM®-T wurde die Ligation nach dem folgenden

Pipettierschema angesetzt.

Tabelle 2-13  Pipettierplan fir pGEM-T (PROMEGA)

Komponente Volumen
PCR Produkt 1-3

2X Rapid ligation Puffer 5ul
pGEM-T Vektor (50ng/ul) 1l

dH20 0-2 yl

T4 DNA-Ligase 1l
Gesamtvolumen 10 ul

Anschlie®end wurde der Ligationsansatz uber Nacht bei 4°C inkubiert und dann in
E.coli Mach1 transformiert (2.2.2). Das Ausplattieren erfolgte auf amp-Platten mit
40 pl X -Gal (40 ug/ml) fur die Blau-Weil3-Selektion. Die Platten wurden invers
uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.9.3 pCR®-XL-TOPO
Fir die Klonierung groRer Fragmente bis zu 15 kb ist das pCR®-XL-TOPO Vektor

geeignet. Dieser System wurde auch fur die Klonierung des HBV-Gesamtgenoms
verwendet. Dazu mussten die Amplifikate zunachst Uber ein Kristallviolett-Gel
aufgereinigt werden und anschliellend die DNA wieder aus dem Gel extrahiert

werden. Danach erfolgte die Ligation in den Vektor und die Transformation.
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2.2.9.3.1  Aufreinigung der Amplifikate im Kristallviolett-Gel

Nach der PCR wurden die Amplifikate zunachst Uber ein 0,8 % Kristallviolett-Gel
aufgereinigt. Dazu wurden 80 pl Amplifikat mit 16 ul Crystal Violet Loading Buffer
versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Anschlie3iend wurde das Gel bei 80 V fur

ca. 15-20 min gefahren, die gewlnschte Bande ausgeschnitten und gewogen.

2.2.9.3.2 Aufreinigung tiber die S.N.A.P-Sé&ule

Zum ausgeschnittenen Gelstick wurde das 2,5-fache Volumen (0,1 Gel
entsprechen 100 pl) Natriumjodid-Losung (6,6 M) gegeben, gevortext und dann
bei 42°C bis 50°C inkubiert bis die Agarose komplett geschmolzen war.
AnschlieRend wurde das 1,5-fache Volumen Bindepuffer hinzu gegeben, gemischt
und auf die S.N.A.P-Saule gegeben. Dann wurde bei 2900 g fur 30 sec
zentrifugiert und der Durchfluss wiederum auf die Saule gegeben. Dieser Schritt
wurde noch zweimal wiederholt, dann wurde der Durchfluss verworfen. Auf die
Saule wurden 400 pl Final Wash Buffer gegeben und erneut zentrifugiert. Dieser
Waschschritt wurde wiederholt und erneut bei 10.000 g fur 30 sec zentrifugiert.
Die Elution der DNA erfolgte mit 40 yl TE-Puffer. Anschliefend wurde auf einem

1 % Agarosegel das Vorhandensein der DNA kontrolliert.

2.2.9.3.3 Ansetzen der Ligation
Fir die Klonierung mittels pCR®-XL-TOPO wurde die Ligation nach dem folgenden

Pipettierschema angesetzt.

Tabelle 2-14  Pipettierplan fir pCR®-XL-TOPO (INVITROGEN)

Komponente Volumen
S.N.A.P.-gereinigtes PCR Produkt 4 ul
pCR®-XL-TOPO Vektor (10ng/ul) 1l
Gesamtvolumen 5ul
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AnschlieRend wurde der Ligationsansatz flr 5 min bei Raumtemperatur inkubiert
und dann die Reaktion mit 1 ul STOP-L6sung gestoppt. Dann erfolgte die
Transformation in E.coli Mach1 Bakterien (2.2.2) und das Ausplattieren auf Kana-

Platten. Die Platten wurden tber Nacht bei 37°C invers inkubiert.

Die Klone wurden mittels PCR (2.2.6.2.3) getestet. Von den positiven Klonen
wurde dann eine Minipraparation gemacht und die isolierte Plasmid-DNA zum

Sequenzieren (Eurofins MWG Operon, Ebersberg) geschickt.

2.2.10Isolation von Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse

2.2.10.1 Mini- und Maxipraparation
Die Minipraparationen wurden mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit von QIAGEN

durchgefuhrt. Die Vorgehensweise entsprach der Bedienungsanleitung des
Herstellers. Die Resuspension des Pellets erfolgte nicht in TE-Puffer sondern in
DECP-Wasser, da dadurch eindeutigere Sequenzierergebnisse erreicht wurden.
Flr die Maxipraparation wurde das GenElute HP Plasmid Maxiprep Kit von

SIGMA laut Herstellerangaben verwendet.

2.2.11 Sequenzanalyse der Klone

Die Miniprap-DNA wurde zum Sequenzieren verschickt (Eurofins MWG Operon,
Ebersberg). Die erhaltenen DNA-Sequenzen der Klone wurden anschliel3end mit
Hilfe des Programms DNASTAR Lasergene (GATC Biotech, Konstanz)
ausgewertet. Dazu wurden die Sequenzen zunachst in Segman gedffnet und dort
auf ihre Richtigkeit gepruft. AnschlieBend wurden die Sequenzen in MegAlign
geladen und mit der ClustalV-Methode [Higgins und Sharp, 1989] ein Multiple
Sequence Alignment (MSA) erstellt, das die Basis fur die Sequenzanalysen der
klonierten Proben darstellte. Bei der ClustalV-Methode werden zunachst alle
Sequenzen paarweise miteinander verglichen und die Distanz zweier Sequenzen

berechnet. Die Distanz erlaubt eine Aussage Uber die durchschnittliche
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Substitutionsrate und ist umso geringer, desto ahnlicher sich die beiden
Sequenzen sind. AnschlieBend werden die Sequenzen anhand ihrer Ahnlichkeit in
Cluster gruppiert. Das Programm errechnet nun, basierend auf der
phylogenetischen Verwandtschaft, die Divergenzen von Sequenzpaaren. Fur die
Erstellung des phylogenetischen Stammbaums wurde der bootstrap Test mit der
UPGMA-Methode (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) im
Programm MEGA Version 4.0 [Tamura et al., 2007] angewendet.

2.2.12 Zellkultur

Alle verwendeten Zelllinien und Primarzellen wurden auf Zellkulturschalen mit dem
entsprechenden Medium im Brutschrank bei 37°C, 7% CO, und 96% Luft-
feuchtigkeit kultiviert.

2.2.12.1 Auftauen von Zelllinien

Die Zellen wurden im Institut im Stickstofftank bei —158°C gelagert. Zum Auftauen
wurde ein Réhrchen mit Zellen fir ca. 1 min im 37°C warmen Wasserbad erwarmt.
In der Zwischenzeit wurde in die Zellkulturschale 10 ml DMEM mit 10 % FKS
vorgelegt. Die aufgetauten Zellen wurden nun vorsichtig auf die vorbereitete
Schale getropft und diese kurz geschwenkt. Danach erfolgte eine Inkubation von
4 h im Brutschrank damit sich die Zellen anheften konnten. AnschlieRend wurde

das Medium gewechselt und die Zellen weiter kultiviert.

2.2.12.2 Passage von Zelllinien

Im Abstand von zwei bis drei Tagen wurden die Zellen je nach weiterer
Versuchsplanung passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen
anschlieRend kurz mit 1 X PBS gewaschen und dann abtrypsiniert. Nach
Resuspension in neuem Medium wurde ein Teil der Zellsuspension auf neue

Kulturschalen mit Medium ausgesat.
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2.2.12.3 Einfrieren von Zelllinien

Zum Einfrieren wurden die Zellen von der Kulturschale wie gewohnt abtrypsiniert
und dann in DMEM (+ ggf. FKS) resuspendiert. AnschlieRend wurden die Zellen
bei 1500 rpm fiir 10 min abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Alle
folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Das Zellpellet wurde nun in
Medium resuspendiert, wobei fur die Zellzahl einer 10 cm Schale ca. 1 ml DMEM
verwendet wurde. Dann wurden zu der Zellsuspension langsam 0,5 ml Gefrier-
medium (2 X) dazugetropft und fir 10 min auf Eis inkubiert. Nach vorsichtiger
Zugabe von weiteren 0,5 ml Gefriermedium, wurden die 2 ml Gesamtvolumen auf
zwei Cryo-Rohrchen verteilt und bei —70°C eingefroren. Am nachsten Tag erfolgte
die Umlagerung der Réhrchen in den Stickstofftank (-158°C).

2.2.13 Transfektion von Zellen mit GeneJuice oder FuGene

Fur die Transfektion der beiden Hepatom-Zelllinien wurden zwei unterschiedliche
Transfektionsagenzien verwendet, um die DNA mittels Lipofektion in die Zelle zu
schleusen. Fir die Transfektion von Huh7-Zellen wurde mit GeneJuice
(NOVAGEN) gearbeitet, fur die Transfektion von HepG2-Zellen wurde FuGene
(ROCHE) verwendet.

Beide Zelllinien wurden einen Tag vor der geplanten Transfektion auf 10 cm- oder
12 well- Zellkulturschalen ausgesat, so dass sie am nachsten Tag eine Konfluenz
von 50-80 % aufwiesen. Die Transfektion von Huh7-Zellen erfolgte im Verhaltnis
4:2 (ul Transfektionsagens zu pg eingesetzter DNA), die Transfektion von HepG2-
Zellen erfolgte im Verhaltnis 6:2. Die Durchfihrung entsprach den
Herstellerangaben. Am nachsten Tag wurde der Transfektionsansatz von der
Platte genommen und die Zellen mit PBS™ gewaschen. Die Huh7-Zellen wurden
nun mit DMEM + 1 % FKS weiter kultiviert, die HepG2-Zellen wurden auf DMEM
~opezial* (DMEM + 1% FKS + 1% DMSO + 0,01 uyM Dexamethason) weiter
gehalten. Zwei Tage nach dem Ansetzen konnte der Transfektionerfolg durch das
Betrachten des exprimierten Grin Fluoreszierenden Protein (GFP) unter dem

Mikroskop bestatigt werden. Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium
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abgenommen und eingefroren. Aus den Uberstanden wurde mittels ELISA das
HBsAg bestimmt bzw. im AxSym (ABBOTT) das sekretierte HBeAg gemessen.

2.2.14 ELISA zum Nachweis des HBsSAg

Fir den Nachweis des HBsAg wurde zunachst eine 96 well-Platte mit je 100 pl
des monoklonalen Antikdrpers C20/02 bestickt. Der Antikdrper wurde zuvor
1:1000 mit ELISA-Beschichtungspuffer verdunnt. Die beschichtete Platte wurde
uber Nacht bei 4°C aufbewahrt und am nachsten Tag zweimal mit
PBS/0,1 % Tween20 und dann zweimal mit PBS gewaschen. Anschliel3end wurde
geblockt indem je 200 ul 10 % FKS/TNE in jedes well gegeben wurde und die
Platte fur 2 h auf dem Schuttler bei 37°C inkubiert wurde. Danach folgte der schon
beschriebene Waschschritt. Dann wurden der HBsAg-Standard und die Proben in
1 % Casein/PBS bis zur gewiunschten Konzentration verdinnt und je 100 pl pro
well auf die Platte aufgetragen. Die Inkubation der Proben erfolgte Gber Nacht bei
4°C. Am nachsten Tag wurde wiederum gewaschen und dann der erste Antikorper
aufgetragen. Das anti-HBs-Biotin wurde dazu 1:40 in 0,1 % Casein/PBS verdinnt,
dann wurden jeweils 100ul pro well aufgetragen und die Platte fur 1 h bei 37°C auf
dem Schuttler inkubiert. Nach Waschen der Platte wurde der Zweitantikérper, das
Streptavidin-POD in einer 1:500 Verduinnung, mit je 100pl pro well aufgetragen.
Die Inkubationszeit betrug 30 min, dann erfolgte ein erneuter Waschschritt.
SchlieRlich wurden je 100 ul des gebrauchsfertigen Substrats TMB X-tra in jedes
well pipettiert und dann die Reaktion nach einigen Minuten mit 50 pl
1N Schwefelsaure abgestoppt. Die Messung der Extinktion erfolgte bei OD4so mit
der Referenzwellenlange ODgy im ELISA-Reader (LP 400, Diagnostic Pasteur).

2.2.15 Aufreinigung von Hepatitis B Viren aus dem Plasma chronisch-
infizierter Patienten mittels Dichtegradientenzentrifugation

HBV kann mittels Ultrazentrifugation (BECKMAN Coulter; Rotor SW 28.38) durch

einen diskontinuierlichen Saccharose-Gradienten von den subviralen Partikeln
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abgetrennt werden. Fir die Aufreinigung wurde das Plasma eines chronisch-
infizierten Patienten (HBV Genotyp D) mit der ID-Nr. 323 verwendet. Das Serum
wurde uber Nacht im Kuhlschrank aufgetaut und am nachsten Tag zur Abtrennung
von ausgeflockten Serumbestandteilen kurz zentrifugiert. Dann wurde zunachst in
silikonisierten Rohrchen ein diskontinuierliches Sucrosekissen erstellt aus 6 ml
15% und 2ml 10 % Saccharose/PBS [w/w]. Darauf wurden ca. 30 ml des
aufzureinigenden Plasmas geschichtet, dann mit TNE austariert und anschlief3end
fur 18 h bei 25.000 rpm und 10°C ultrazentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde
in 1ml eiskaltem TNE resuspendiert. Nun wurde ein diskontinuierlicher
Saccharose-Gradient geschichtet: 2 ml 60 %, 4 ml 45 %, 4 ml 35 %, 5 ml 25 %,
5ml 15% und 5ml 5% Saccharose/PBS [w/w]. Auf diesen wurde das
resuspendierte Pellet aufgetragen, wiederum mit TNE austariert und dann far 15 h
bei 25.000 rpm und 10°C wiederum ultrazentrifugiert. Nach dem Lauf wurde der
Gradient mit Hilfe einer Schlauchpumpe in 1 ml Fraktionen ausgetropft. Von den
Fraktionen wurden Aliquots genommen um die Dichte der Saccharose im
Refraktometer und den Proteingehalt im Photometer bei ODygy zu bestimmen.
Aulerdem wurde von jeder Fraktion die Anzahl vorhandener Genomaquivalente

mittels real-time PCR bestimmt.

2.2.16 Isolation von anti-HBs aus Serum mittels Protein L-Agarose

FUr das Aufreinigen von Immunglobulinen aus Serum wurde das ,NAb Spin Kit
0.2ml for Antibody Purification* von PIERCE verwendet und jeweils 200 pyl Serum
der unterschiedlichen Proben aufgereinigt. Zunachst wurden die Protein L-
Agarose-haltigen Saulchen equilibriert, indem 400 ul Bindepuffer auf die Matrix
gegeben und dann bei 5.000 g flr 1 min zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde
verworfen und der Equilibrierungsschritt wiederholt. Dann wurden 200 pyl Serum
auf die Saule gegeben, diese verschlossen und invers fur 10 min inkubiert.
Wahrend dieser Zeit konnen alle Klassen von Immunglobulinen Gber den variablen
Teil der leichten Kette an die Protein L-Agarose binden. Anschlielend wurde die
Saule wieder bei 5.000g fur 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde

aufgefangen, um ungebundene Proteinkomponenten analysieren zu kénnen. Es
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folgten drei Waschschritte, in denen jeweils 400 ul Bindepuffer auf das Saulchen
gegeben und anschlieBend zentrifugiert wurde. Dann wurden in die fur den
nachsten Schritt bendtigten Auffanggefale jeweils 40 pl Neutralisationspuffer
vorgelegt. Es wurden 400 ul Elutionspuffer auf die Saule gegeben, vorsichtig
gemixt und dann die Ig’s durch Zentrifugation von der Agarose in das vorbereitete
Auffanggefall eluiert. Dieser Elutionsschritt wurde noch zweimal wiederholt,
sodass am Ende drei Elutionsfraktionen zur Verflugung standen. Von jeder
Fraktion wurde im Photometer bei ODyg die Proteinkonzentration gemessen und
anschlielend ein SDS-Gel gefahren. Die Saulchen wurden gereinigt und konnten
erneut verwendet werden. Die Reaktivitat der aufgereinigten Immunglobuline (anti-
HBs) wurde im AxSym (ABBOTT, Wiesbaden) gemessen.

2.2.17 Auftrennung gereinigter Immunglobuline mittels SDS-PAGE

Um die Proteine der Silberfarbung unterziehen zu kénnen, wurden sie zunachst in
der denaturierenden SDS-PAGE entsprechend ihres Molekulargewichts
aufgetrennt [Laemmli et al., 1970]. Dazu wurden die zu analysierenden Proteine
mit DTT (Dithiothreitol) und SDS (Natriumdodecylsulfat) versetzt und fur 10 min
bei 72°C erhitzt. Durch die hohe Temperatur werden die Proteine vollkommen
denaturiert, durch Zugabe des SDS nehmen sie eine negative Ladung an. Nach
Zugabe von 4 X Probenpuffer wurden die Proben auf das SDS-Gel
(INVITROGEN; NuPAGE 12 % Bis/Tris-Gel) aufgetragen. Die Proteine wanderten
nun im elektrischen Feld entsprechend ihrer Ladung zur Anode. Als Puffersystem
wurde 1 X MOPS-Puffer und zusatzlich 500 pl Antioxidans (INVITROGEN) in die
Gelkammer gefullt. Als Marker wurde der Proteinmarker Mark12 (INVITROGEN)
verwendet. Das Gel wurde bei ca. 200 V fur knapp eine Stunde gefahren und

anschlie3end Silber-gefarbt.
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2.2.18 Silberfarbung der isolierten Immunglobuline

Das SDS-Gel wurde Uber Nacht in eine Schale mit 50 % Methanol/dH,O gelegt.
Am nachsten Tag wurde das Gel zunachst ca. 15 min grindlich mit dH,O
gewaschen, dabei wurde das Wasser haufig gewechselt. Anschlielend wurde das
Gel fur 20 min in einer Silbernitratldsung geschwenkt, danach erfolgte wiederum
ein Waschschritt mit dH,O. Zum Entwickeln wurde nun der Reducer dazugegeben,
bis die gewlunschte Bandenstarke erreicht war. Die Reaktion wurde mit Fixierer
abgestoppt, indem das Gel fur ca. 2 min in dieser Losung geschwenkt wurde. Zur

Dokumentation wurde das gefarbte Gel eingescannt.

2.2.19 Messung von anti-HBs und HBeAg
Die serologischen Marker anti-HBs und HBeAg wurden im AxSym (ABBOTT;

Wiesbaden) laut Herstellerangaben gemessen. Dazu wurde jeweils ein Volumen
von 300 pl der zu testenden Probe verwendet. Fir die Messung des anti-HBs
wurde mit dem AxSym® AUSAB-Kit gearbeitet, fiir die Messung von HBeAg wurde
das AxSym® Anti-HBe 2.0-Kit verwendet.

2.2.20 Primare Tupaia Hepatozyten (PTH)

2.2.20.1 Beschichten der Zellkulturschalen

Das aliquotierte MatriGel wurde bei Zimmertemperatur aufgetaut und
anschlieBend 1:20 in Wasser verdunnt. Zur Beschichtung der 12 well Platten
wurden jeweils 500 pl der MatriGel-Verdinnung in jede Vertiefung pipettiert, die
Platte kurz geschwenkt und nach einigen Minuten wieder abgenommen. Nachdem
das MatriGel angetrocknet war, wurden in jede Kavitat 500 yl HGM + 10 % FKS

vorgelegt.
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2.2.20.2 Isolation primérer Tupaia Hepatozyten

Fiar die Infektionsversuche wurden primare Hepatozyten von Tupaia belangeri
isoliert und anschlieBend kultiviert. Da fur die Infektion mit HBV der
Differenzierungsgrad der Zellen eine entscheidende Rolle spielt, wurden stets
frisch isolierte primare Tupaia Hepatozyten verwendet, die durch Praparation nach
der Zwei-Stufen-Kollagenase-Methode nach [Seglen und David, 1976] gewonnen
wurden. Das zu praparierende Tier wurde durch Begasung mit CO; und
anschlieBendem Genickbruch gemafl der Richtlinien des Tierschutzgesetzes
getotet. Um semisterile Bedingungen zu schaffen, wurde das Tier fur eine halbe
Minute in ein Ethanolbad (70 % in Wasser) getaucht, bevor es auf den Rlcken
gelegt und auf einer Styroporunterlage mit Nadeln fixiert wurde. Anschliel3end
wurde die Abdominal- und Thoraxhdhle entlang der Linea alba gedffnet, der
Brustkorb entfernt und die Leber einschlieBlich der Pfortader (Venae portae)
freigelegt. Die Vena portae wurde mit einer Braunule (Vasocan; BRAUN,
Melsungen) punktiert und die Kunststoffkanile mit Hilfe einer kleinen
Arterienklemme fixiert. Nach Durchtrennen der Venae portae wurde die Leber mit
Hilfe eines an der Braunule angeschlossenen Schlauchpumpensystems mit
HBSS/5 mM EGTA perfundiert. Nach erfolgreicher Spulung der Leber, erkennbar
durch die deutliche Aufhellung der Leberlappen, wurde sie von den Ligamenten
geldst und auf einen Buchnertrichter (MAGV, Rabenau-Londorf) transferiert. Nun
erfolgten zwei weitere Perfusionsschritte. Im ersten Schritt wurde die Leber mit
HBSS (ohne EGTA) fur 20 min gespult, im Zweiten wurde mit einer im
rezirkulierenden System laufenden Kollagenaseldésung fur weitere 15-20 min
perfundiert, bis die Leberkapsel porés wurde. Die Kollagenaselésung wurde im
Vorfeld durch Lésen von 250 mg Kollagenase IV in 200 ml, 37°C warmen DMEM
mit anschlieBender Sterilfiltration hergestellt. Nun wurde die Leber in eine
Zellkulturschale Uberfuhrt und unter der Sterilbank nach Abtrennen der Galle mit
zwei Einmalskalpellen zerkleinert. Die Gewebestlicke wurden mit der zur
Perfusion verwendeten Kollagenaselosung in einem sterilen Erlenmeyerkolben
aufgeschwemmt und fur 10-15 min auf dem Schuttler (80-100 rpm) bei 37°C
geschuttelt. Anschlieend wurde die Lebersuspension mit Hilfe einer
Siebdruckgaze (Porengrof’e 210 um) filtriert, um nicht perfundierte Gewebeteile

abzutrennen. Das Filtrat wurde gleichmaRig auf vorgekuhlte 50 ml Plastikrohrchen
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verteilt und dann in einer vorgekihlten Zentrifuge (EPPENDORF 5810R, Rotor
A4-62) bei 4°C und 40 g fiir 6 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet vorsichtig in 10 ml kaltem DMEM resuspendiert. Anschlie3end
wurde das Volumen auf 40 ml mit kaltem DMEM aufgefullt und wiederum fur 6 min
bei 40 g und 4°C zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt drei Mal
durchgefuhrt und anschlielend das Zellpellet in 30-40 ml kaltem HGM + 10 %
FKS gelost. Die Viabilitat der frisch isolierten Hepatozyten wurde mittels
Trypanblau-Probe Uberpruft, indem 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau
(0,4 %) auf einem Objekttrager vermischt wurden und anschlielend unter dem
Mikroskop die farblosen, lebenden Zellen von den blauen, toten Zellen
unterschieden werden konnten. Bei erfolgreicher Hepatozyten-Isolation lag die
Viabilitat zwischen 90-95 %. Je nach Zelldichte wurden dann zwei bis drei Tropfen
der Zellsuspension in jede Kavitat einer 12 well Zellkulturschalen getropft, so dass
eine Zellzahl von 10° pro well vorlag. Die Platten wurden im Vorfeld mit MatriGel
beschichtet und mit HGM + 10 % FKS befullt (2.2.20.1). Nach Austropfen der
Hepatozyten erfolgte eine vierstindige Inkubationspause im Brutschrank damit
sich die Zellen anheften konnten. AnschlieRend wurde das Medium gegen 600 pl
HGM (ohne FKS) pro Vertiefung ausgetauscht und die Zellen weitere drei Tage

bis zu Beginn der Infektionsversuche kultiviert.

2.2.20.3 Versuche zur Neutralisation der HBV-Infektion

Nachdem die anti-HBs Reaktivitat der Protein L-gereinigten Immunglobuline im
AxSym (ABBOTT; Wiesbaden) bestimmt war, konnten nun definierte Mengen des
anti-HBs in den Versuch eingesetzt werden. Es wurden Proteinmengen
(entsprechend 300 mIU-0 mlU anti-HBs absolut) einer anti-HBs positiven,
geimpften Person eingesetzt und diese mit den korrespondierenden
Proteinmengen einer anti-HBs negativen, nicht geimpften oder HBV infizierten
Person vermischt. Zu jedem dieser Ansatze wurden jeweils 2.5 x 10° GE
gereinigtes HBV eines chronisch infizierten Tragers (ID323, Fraktion 4,
Genotyp D) gegeben und die Gesamtansatze (300 ul) fur 1 h bei Raumtemperatur
auf dem Schittler inkubiert. AnschlieBend wurden diese Virusansatze auf die in

12 well Schalen drei Tage kultivierten primaren Tupaia Hepatozyten gegeben und
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diese flr 16 h im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden das Inokulat
abgenommen und die Zellen mit Waschmedium zweimal vorsichtig gewaschen.
AnschlieRend wurden die Hepatozyten fur weitere 15 Tage kultiviert, wobei jeden
dritten oder vierten Tag ein Mediumwechsel mit 600 pl HGM durchgeflhrt wurde.
Von den Mediumuberstanden wurde das sekretierte HBsAg im ELISA
nachgewiesen. Nachdem das System fir die Inhibition der HBV-Infektion durch
das anti-HBs eines geimpften Spenders stand, wurden im Anschluss
Neutralisationsversuche mit Protein L-gereinigten 1g’s eines okkult infizierten
Blutspenders (ID 384-1D389) nach derselben Methode durchgeflhrt. Hier wurden

Proteinmengen entsprechend 300 mlU eingesetzt.

2.2.20.4 Uberpriufung der Zellviabilitat mittels WST1-Test

Am Tag 15 des Infektionsversuches wurde die Viabilitat der primaren
Tupaia Hepatozyten Uberpruft. Dazu wurde zunachst das Medium abgenommen,
jeweils 300 pl einer 1:50 Verdinnung des WST-1 Reagenz auf die Zellen pipettiert
und dann fur 1h bei 37°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit kann das
Tetrazoliumsalz WST-1 durch die zellularen Enzyme der noch lebenden PTH
gespalten werden, sodass gelbes Formazan entsteht. Dieser Farbumschlag kann
im ELISA-Reader bei OD45,/0ODs2 gemessen werden und ist proportional zur
Menge noch lebender Zellen. Fur die Messung wurden jeweils 100 pl des farbigen

Uberstandes auf eine 96 well Platte gegeben.
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3 Ergebnisse

Zu den Orthohepadnaviren gehéren neben dem humanen Hepatitis B Virus und
einigen Primaten-spezifischen Hepatitisviren auch die Hepadaviren einiger
Hornchen-Arten (Sciuridae), wie das ASHV (Arctic Squirrel Hepatitis Virus), das
GSHV (Ground Squirrel Hepatitis Virus) und das WHV (Woodchuck Hepatitis
Virus), deren naturliche Wirte das Arktische Erdhérnchen, das Kalifornische
Erdhornchen bzw. das Nordamerikanische Waldmurmeltier sind. Im Rahmen einer
Studie des Instituts fur Medizinische Virologie in Zusammenarbeit mit Dr. Stephan
Menne von der Cornell University, Ithaka, USA, wurden Seren aus ASHV-
infizierten Arctic Squirrels gesammelt und Woodchucks damit experimentell
infiziert. In der vorliegenden Arbeit wurden zum einen das im Woodchuck
replizierende ASHV, zum anderen das ASHV aus dem eigentlichen Wirt, einem
chronisch ASHV-infizierten Arctic Squirrel, untersucht. Des weiteren wurde das
humane Hepatitis B Virus in insgesamt 14 Kklinisch interessanten Serumproben,

teilweise von Blutspendern mit okkulter HBV Infektion, analysiert.

3.1 Sequenzanalyse des Arctic Squirrel Hepatitis Virus (ASHV)
aus dem Serum eines Arktischen Hornchens und eines
experimentell infizierten Amerikanischen Waldmurmeltiers

Es wurden Serumproben aus der experimentellen, akuten Infektion von
Woodchucks mit ASHV (Tier 3537, Woche 16, log ASHV DNA: 9,42 GE/ml) und
aus dem naturlichen lIsolat eines chronisch infizierten Arctic Squirrels (Wildfang,
Kolonie 3P_1E5852) verwendet und die virale DNA isoliert. Anschlielend wurde
das Gesamtgenom mit ASHV-spezifischen Primern amplifiziert und in den pCR®-
XL-TOPO cloning vector kloniert (2.2.9.3). Von der Probe 3537 wurden zwei
Klone, von der Probe 3P_1E5852 nur ein Klon untersucht, die im folgenden als
ASHV3s37 #1 bzw. ASHV3s537 # und ASHV3p 41 bezeichnet werden. Fir die Analyse
der Klone wurden, von dem publizierten ASHV-Referenzgenom AGU29144
ausgehend [Testut et al.,, 1996], die passenden Primer konstruiert und das
Gesamtgenom stuckweise sequenziert (MWG, Martinsried). Anschlielend wurden

die Sequenzen in MegAlign (Programm DNASTAR Lasergene) ausgewertet.
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3.1.1 Sequenzanalyse der ASHV-Klone

Fir die Analyse der Sequenzen wurde die ClustalV-Methode [Higgins und Sharp,
1989] angewendet, bei der Sequenzpaare auf Ubereinstimmende Muster in ihrer
Nukleotidsequenz gepruft werden. Das daraus resultierende alignment bildet die
Basis fur Sequenzanalysen und phylogenetische Untersuchungen. Zunachst
wurde das alignment der beiden ASHV-Gesamtgenome aus dem Woodchuck
(ASHV3s37 #1 und 3537 #2) erstellt. Da diese beiden Sequenzen zu 99,9 %
ubereinstimmen, wurde fur die weitere Analyse mit dem Klon ASHV3s37 #1.
gearbeitet. Fur die alignments der Hornchen-Hepadnaviren wurde als Konsensus-
Sequenz der Klon ASHVsp 41 verwendet und die Sequenzen des Klons
ASHV3s37 #1, des publizierten ASHVagu29144 sowie die Sequenzen von GSHVko2715
und WHV os514 mit dem Konsensus verglichen. Es wurden die alignments der
Gesamtgenomsequenzen auf Nukleotidebene (Abbildung 3-1) und die der vier
ORFs auf Aminosaureebene (Abbildung 3-2) erstellt. Des weiteren werden die
Divergenzen der vergleichenden Sequenzpaare in Tabelle 3-2 dargestellt.

Bei der Sequenzanalyse fallt als erstes auf, dass die Gesamtlange aller drei Klone
insgesamt 3323 Nukleotide betragt und somit 21 nt langer ist als bei der bisher
publizierten ASHVacu29144 -Sequenz. Die ASHV-Klone entsprechen in ihrer Lange

der Sequenz von WHV jo4514 (Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1 Genomléangen der Hepadnaviren der Hornchen (Scuiridae)

Spezies Isolat Genomlénge (bp) Referenz
WHV j04514 3323bp [Girones et al., 1989]
GSHVko2715 3311bp [Marion et al., 1980]
ASHVAGU29144 3302bp [Testut et al., 1996]
ASHV3p #1 3323bp diese Arbeit

ASHV ASHV3537 #1 3323bp diese Arbeit
ASHV3537 42 3323bp diese Arbeit
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Abbildung 3-1 Alignment der Gesamtgenom-Nukleotidsequenzen der

Hepadnaviren der Hornchen (Scuiridae); Der Klon ASHV_3P bildet die
Konsensus-Sequenz mit dem die Sequenzen des klonierten ASHV 353744
und die publizierten Referenzgenome von ASHV agu29144, GSHVko2715 Und
WHV 4514 verglichen wurden. Ubereinstimmung mit dem Konsensus
werden durch einen Strich dargestellt, Abweichungen durch das jeweilige
nt; Position 1: Startcodon im praCore; Markierungen (Linien) der vier
ORFs: praC/C: blau; pol: grin; praS/S: rot; X: gelb; Pfeile:
Translationsstartpunkte; schwarze Kasten: Deletionen/Insertion.
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Abbildung 3-2 Alignment der Aminosauresequenzen der einzelnen ORFs von den

Hepadnaviren der Hornchen (Scuiridae); Der Klon ASHV_3P bildet die
Konsensus-Sequenz mit dem die Sequenzen des klonierten ASHV 353741
und die publizierten Referenzgenome von ASHV agu29144, GSHVko2715 UNd
WHV, 04514 Vverglichen wurden. Ubereinstimmung mit dem Konsensus
werden durch einen Strich dargestellt, Abweichungen durch die jeweilige
AS; Markierungen (Linien) der vier ORFs: praC/C: blau; pol: grun;
praS/S: rot; X: gelb; Pfeile: Translationsstartpunkte; YMDD-Motiv im pol-
frame; Glyc: N-Glykosylierungsstellen im praS/S-ORF.
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Der Sequenzvergleich des Klons ASHV3s37 41 aus dem ASHV-infizierten
Woodchuck mit dem aus dem Arctic Squirrel direkt stammenden Klon ASHV3p 4
zeigt eine geringe Divergenz von 0,3 % zwischen diesen beiden Klonen (Tabelle
3-2). Lediglich neun Positionen: nt 320, 347, 425, 953, 1543, 1584, 2123, 2145,
2190 (Abbildung 3-1) variieren, von denen es sich in zwei Dritteln (nt 320, 347,
425, 1584, 2145, 2190) um nicht-synonyme Substitutionen handelt, was sich in
einer Anderung der AS-Sequenz widerspiegelt (Abbildung 3-2). Der Vergleich der
Gesamtgenomsequenzen der beiden Klone ASHV3p #1 und ASHV3s37 #1 mit den
publizierten Sequenzen der Hornchen zeigt Divergenzen von 13,0 % bzw. 12,9 %
zu ASHVacu29144, €ine Divergenz von 14,3 % zu WHVps14 und 159 % zu
GSHVko2715 (Tabelle 3-2). Bei Betrachtung der einzelnen ORFs fallt auf, dass die
praCore-Region im C-ORF bei allen Hornchen sehr konserviert ist, wahrend im
Core-Bereich eine Reihe von Unterschieden auftreten. Auf nt-Ebene divergieren
die ASHV-Klone zu ASHVagu29144 um 10,0 % bzw. 9,9 %, zu GSHVkg2715 um 9,9 %
und zu WHVpa514 um 10,5 % bzw.10,7 % (Tabelle 3-2). In der AS-Sequenz des
C-ORFs fallt auf, dass das publizierte ASHVacu29144 €ine Deletionen von einer AS
(AS 210, C-ORF, Abbildung 3-2) innerhalb des SPRRRR-Motivs aufweist, die in
den Klonen nicht bestatigt wurde und auch nicht bei GSHV oder WHV auftritt. Die
praS-Region im praS/S-ORF ist der heterogenste Bereich der vier ORFs. Auf
Nukleotidebene weichen die ASHV-Klone im praS-Bereich um 16,2 %
bzw.16,6 % von ASHVaguz9144 @b, um 21,2 % bzw. 21,0 % von WHV 04514 und
sogar um 25,0 % bzw. 25,5 % von GSHVko2715. Die S-Domane dagegen ist der am
starksten konservierte Bereich. Hier weichen die Klon-Sequenzen nur um 4,5 %
bzw. 4,3 % von ASHVacu29144, UM 6,8 % bzw. 6,6 % von GSHVkg2715 und um
6,4 % von WHV 514 ab (Tabelle 3-2). Auf AS-Ebene sind im praS/S ebenfalls
etliche Positionen zu erkennen, an denen das publizierte ASHVagu29144 VON den
ASHV-Klonen sowie von GSHVkp715 und/oder WHV 4514 abweicht. Neben
Austauschen wie I5M, W72L, Q131K, T150N, T155S, K232N, Q264L, A374V oder
[404T fallt besonders die Deletion von vier Aminosauren (AS 73-76) bei
ASHVacu29144 auf, die weder bei den ASHV-Klonen noch bei GSHVkg2715 und
WHV jp4514 auftritt (Abbildung 3-2). Im P-ORF weichen die Sequenzen der ASHV-
Klone von ASHVagu29144 um 13,3 % ab, von WHV 4514 um 14,9 % bzw.14,7 %
und von GSHVko2715 um 16,5 % bzw. 16,4 % (Tabelle 3-2).
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Auf AS-Ebene treten zusatzlich zu den zwei schon beschriebenen Deletionen
noch zwei weitere Deletionen im P-ORF des publizierten ASHVagu29144 auf, die
nicht in den ASHV-Klonen oder GSHVkp2715 und WHV jo4514 detektiert wurden. Dort
sind die beiden Positionen AS 701 und AS 738 konserviert und nicht deletiert
(Abbildung 3-2).

Der X-ORF weist ebenso wie der praS-Bereich eine sehr hohe Heterogenitat in
der Sequenz auf. Die ASHV-Klone zeigen hier eine Variabilitat von 13,9 % zu
ASHVacu2914, 18,7 % zu GSHVko2715 und 13,1 % zu WHV 4514 (Tabelle 3-2), die
sich auch in der AS-Sequenz widerspiegelt (Abbildung 3-2). Die wichtigsten
Unterschiede der ASHV-Klone zum publizierten ASHVagu2914 sind in Tabelle 3-3

zusammengefasst.

Tabelle 3-3 Zusammenfassung der im publizierten ASHVagu2014 auftretenden
Deletionen die durch Sequenzvergleich mit den Klonen ASHV3zp #1
und ASHV3s37 #1, sowie den Referenzgenomen GSHVke2715 und
WHV ;04514 detektiert wurden; Die Nummerierung bezieht sich auf die
Sequenzen der ASHV-Klone ASHV3p 4 und ASHV3s37 41 aus Abbildung

1-1 und Abbildung 1-2.

Deletionen bei ASHVagu2914 (im Vergleich zu den Klonen ASHV3p 41 und ASHV3s37 41)

nt-Position im nt-Position, ORF AS-Position, ORF, (AS-

Gesamtgenom (nt-Sequenz) Sequenz)

629-631 629-631, praC/C 210, praC/C, (R)

133-135, pol 45, pol, (A)
(GCT)

1268-1279 210-221,prasS1 73-76, praS1, (QGFP)
775-786, pol 259-262, pol, (QLAR)
(CAATTGGCAAGQG)

2595-2597 2103-2105, pol 701, pol, (1)

(TAG)

2706-2708 2214-2216, pol 738, pol, (F)
(TTG)

Fazit Vier Deletionen bei ASHVagu2914 VON insgesamt 21nt (7aa) und somit
kiirzere Genomlange von nur 3302 nt anstatt 3323nt wie bei den
Klonen ASHV3pz und ASHV 353741
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3.1.2 Evolutionare Beziehungen von ASHV, WHV und GSHV

Basierend auf dem alignment kénnen phylogenetische Beziehungen untersucht
werden. Fur jedes Sequenzpaar wird automatisch eine Distanz errechnet, die ein
Mal fur die durchschnittliche Substitutionsrate des Paares darstellt. Je geringer
die Distanz, also die Substitutionsrate ist, desto hoher ist die Ahnlichkeit, also die
Identitat des Sequenzpaares. Anhand der Distanzen wird dann ein
phylogenetischer Baum konzipiert (Abbildung 3-3) und mathematisch die
Divergenz abgeleitet (Tabelle 3-2). Fur die Erstellung des phylogenetischen
Baums in Abbildung 3-3 A wurde der bootstrap-Test mit der UPGMA-Methode
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) angewendet (Programm
Mega 4.0) [Tamura et al., 2007]. An jedem Knotenpunkt wird ein bootstrap-Wert
angezeigt, der sich auf die Wahrscheinlichkeit der Verzweigung bezieht. Je naher
dieser Wert an 100 liegt, desto wahrscheinlicher ist, dass die wahre Phylogenie
gefunden wurde [Hillis und Bull, 1993]. In Abbildung 3-3 A wird deutlich, dass sich
zuerst GSHV von den anderen Hoérnchen abspaltet, danach erfolgt die
Auftrennung von WHV und ASHV. Innerhalb der ASHV-Gruppe erfolgt am ersten
Knotenpunkt dann die Abzweigung der drei ASHV-Klone von den bekannten
ASHV-Referenzgenomen. Die  bootstrap-Werte liegen fur alle diese
Verzweigungen nahezu bei 100, so dass von der Richtigkeit der Verzweigung
ausgegangen werden kann. Fur die Erstellung des zweiten phylogenetischen
Baums (Abbildung 3-3 B) wurde MegAlign verwendet. Hier gibt die Zweiglange die
genetischen Unterschiede der einzelnen Taxa wieder und zeigt somit die
verwandtschaftliche Beziehungen an. Es wird deutlich, dass GSHV die
entfernteste Verwandtschaft zu WHV und ASHV aufweist da es sich zuerst von
der Gruppe abspaltet. Danach erfolgt die Abtrennung des publizierten ASHYV,
bevor sich schlieRlich die ASHV-Klone vom WHYV trennen. Diese Abbildung zeigt,
dass die ASHV-Klone mehr Ahnlichkeit mit WHV aufweisen, also enger mit WHV
verwandt sind, als das publizierte ASHVacu29144. Das wird auch anhand der
Divergenzen in Tabelle 3-2 deutlich. Die ASHV-Klone weisen zum WHV jo4514 €ine
Divergenz von 14,3 % auf, wahrend das publizierte ASHVagu29144 zu WHV jo4514
um 16,7 % variiert. Es kann gefolgert werden, dass die neuen ASHV-Isolate naher
mit den anderen Hornchen verwandt sind als das publizierte ASHV, was sich auch

durch die Deletionen von ASHVagu29144 belegen lasst (Tabelle 3-3).
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Abbildung 3-3 Phylogenetische Baume der ASHV-Klone und der Referenzgenome
von WHV, ASHV und GSHV basierend auf der alignten
Gesamtgenomsequenz; A) bootstrap-Test mit der UPGMA-Methode
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean), Programm
MEGA 4.0.; an jedem Knotenpunkt ist der bootstrap-Wert angegeben;
Aste sind entsprechend ihrer taxonomischen Zuordnung farbig markiert
(s.u.) B) ClustalvV-Methode, Programm MegAlign, Zweiglédnge gibt
Nukleotidunterschiede an und spiegelt somit verwandtschaftliche
Beziehung wider; farbige Umrandung entsprechend der taxonomischen
Zuordnung: blau: WHYV, gelb/orange: Klone ASHV3py und ASHV 3537 #4142,
rot: ASHV, griin: GSHV; jede Referenz wird mit ihrer Accession-Nummer
der NCBI-Datenbank angegeben.
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3.1.3 Nachweis von ASHeAg, GSHeAg und WHeAg

Nach Sequenzanalyse sollte abschlieRend noch getestet werden, ob das dem
humanen HBeAg vergleichbare ASHV eAg mit den Antikérpern des humanen
HBeAg-Testsystems kreuzreagiert und in den ASHV-Serumproben (ASHV#3537,
ASHV_3P_1E5852) detektierbar ist. Des weiteren wurde untersucht, ob das eAg
der beiden anderen Nagetier-Gattungen (GSHeAg und WHeAg) ebenfalls im Test
nachweisbar ist. Dazu wurden unterschiedliche Serumproben 1:10 verdinnt und
im AxSym (ABBOTT, Wiesbaden) getestet (2.2.19).

Die Tabelle 3-4 zeigt, dass alle Proben im AxSym positiv reagieren, auch wenn die
eAg-Werte unterschiedlich hoch liegen. Die Sekretion des eAg der drei Nagetier-

Gattungen kann also mit dem humanen Testsystem detektiert werden.

Tabelle 3-4 Messung des HBeAg aus ASHV, GSHV und WHV-haltigen
Serumproben (1:10 Verdiinnung), die aus Woodchucks und Arctic
Squirrels isoliert wurden; farbige Unterlegung: Proben, die auch
kloniert wurden, ASHV#3537 = Woodchuck mit experimenteller, akuter
ASHV-Infektion, ASHV_3P =drei unterschiedliche Arctic Squirrel
Kolonien die chronisch mit ASHV infiziert sind,
GSHV#3545 = Woodchuck mit akuter GSHV-Infektion; WHV#5389,
WHV#98035, WHV#99252 = Woodchucks mit chronischer WHV-
Infektion, n.b = nicht bekannt.

. Infektions-| Abnahme |log DNA eAg (S/CO)
Probe Wirt gemessen
verlauf (Woche) (GE/mlI) .
(1:10)
ASHV3537 Woodchuck akut 09/11/03 (16) 9,42 200,08
_ Arc_tic chronisch n.b n.b 135,51
Squirrel
ASHV 3P 2D2521| Arctc chronisch n.b n.b 5,13
Squirrel
ASHV 3P 123D4A| Aretc chronisch n.b n.b 6,91
Squirrel
GSHV #3545 Woodchuck akut 07/03/03 (6) 8,86 135,10
WHYV #5389 Woodchuck | chronisch n.b n.b 10,42
WHYV #98035 Woodchuck | chronisch n.b n.b 22,86
WHYV #99252 Woodchuck | chronisch n.b n.b 27,76
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3.2 Untersuchung und Charakterisierung von Seren okkulter
HBV-Trager mittels unterschiedlicher Klonierungsverfahren

Fir die Untersuchung und Charakterisierung von Quasispezies der HBV-Varianten
wurden Serumproben analysiert, die zum Teil von Blutspendern mit einer okkulten
HBV Infektion (OBI) stammten. Bei der OBl liegen geringe Mengen
replikationskompetenter HBV-DNA in der Leber vor, aber im Serum ist kein HBsAg
nachweisbar. Insgesamt wurden 14 klinisch interessante Serumproben analysiert

und 134 Klone erhalten, die dann sequenziert und verglichen wurden.

3.2.1 Optimierung der Klonierungsmethode mittels unterschiedlicher

PCR Techniken und Expressionssysteme

Aus Patientenseren sollte zunachst die virale DNA isoliert, diese dann mittels PCR
amplifiziert und anschlieBend sequenziert werden. Die Falle, die in der
Direktsequenzierung interessante Mutationen im Bereich der Oberflachenproteine
zeigten, sollten anschlieRend kloniert werden, indem Teile oder wenn maoglich das
komplette HBV-Genom in einen Expressionsvektor eingesetzt werden. Die
resultierenden Klone sollten nach Sequenzierung dann auf Heterogenitaten im
HBsAg analysiert werden. Da die Methodik zu Beginn der Arbeit nicht ausreichend
empfindlich fur die Analyse der OBl war, musste sowohl die Methodik der PCR als

auch die verwendeten Klonierungssysteme zunachst optimiert werden.

3.2.1.1 PCR Techniken

Da sich teilweise nur sehr geringe Mengen HBV-DNA (< 310 GE/ml) in den zur
Verfligung stehenden Serumproben befanden, war es nicht moglich das
Gesamtgenom in der Mastercycler-PCR oder im LightCycler zu amplifizieren. Aus
diesem Grund wurde zunachst die DNA aus einer Probe (K301) mit hoher
Viruslast (10% GE/ml) isoliert und amplifiziert. Da vor allem der Bereich der
Oberflachenproteine bei den Untersuchungen interessierte, wurde zunachst ein
Protokoll fur die Amplifikation des LHBs im LightCycler erarbeitet. Trotz
Amplifikation waren bei Serumproben mit wenig Genomaquivalenten auch nach
durchgefuhrter PCR die DNA-Mengen noch so gering, dass die PCR-Produkte
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zunachst aufgereinigt und anschliefliend im Mastercycler reamplifiziert wurden. Bei
Serumproben mit hoher Viruslast (> 10° GE/ml) wurde die Amplifikation mittels
Mastercycler-PCR durchgefuhrt und wenn mdglich das komplette HBV-Genom
amplifiziert. Je nach Fragestellung wurde mit unterschiedlichen Polymerasen
gearbeitet. FUr die Amplifikation des HBsAg (ca. 1,4 kb) wurde eine normale Tag-
Polymerase verwendet, flir die Amplifikation von Gesamtgenomen (ca. 3,2 kb)
wurde eine Polymerase (Platinum® Tag DNA-Polymerase High Fidelity) mit proof-
reading-Aktivitat verwendet (2.2.6.2.1).

3.2.1.2 Expressionsvektoren

Nach Amplifikation der LHBs-Sequenz wurde das ca. 1,4 kb gro3e DNA-Fragment
mit Hilfe von TA-Uberhdngen in den Vektor pCR®2.1-TOPO des TOPO TA
Cloning Kit kloniert. Wegen der beobachteten geringen Klonierungseffizienz (nur
ca. 30 % potentiell positive Klone) wurde dann auf ein anderes Klonierungssystem
zuruckgegriffen. Die nachfolgenden Klonierungen von HBsAg oder Fragmenten
dieser GroRenordnung wurden mit dem pGEM®-T Vektor aus dem pGEM-T
Cloning Kit von PROMEGA durchgefuhrt. Hier lag die Ausbeute an positiven
Klonen im Durchschnitt bei ca. 80 %. Fur die Klonierung von Gesamtgenomen
wurde der Vektor pPCR®-XL-TOPO von INVITROGEN verwendet (2.2.9.3).
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3.2.2 Ubersicht der HBV-Klonierungen

Die Tabelle 3-5 zeigt eine Ubersicht (iber alle klonierten Patientenproben mit der

Anzahl der analysierten Klone. Die ersten elf Patientenseren (K301-K578) wurden

zwecks Sequenzanalyse kloniert, von den letzten drei Seren wurden das

Gesamtgenom kloniert, um sie spater im Transfektionsversuch testen zu konnen.

Tabelle 3-5 Ubersicht der Patientenseren mit den verwendeten Cloning kits;
Tabellarische Auflistung der klonierten Proben mit entsprechendem HBV-
Genotyp, verwendetem Klonierungsvektor und Informationen zum
klonierten Insert, sowie der Anzahl der untersuchten Klone; oberhalb
gestrichelter Linie: Patientenseren flr Sequenzanalyse, unterhalb
gestrichelter Linie: Klonierungsansatze fiir Transfektionsversuche.
ID-Nr HBV Insert Grolke | Klone
" | Genotyp Expressionsvektor (ORF) (kb) (analys.)
K301 pCR®2.1-TOPO / pGEM®-T LHBs 1,4 31
K444 D pCR®2.1-TOPO / pGEMP®-T LHBs 1,4 12
K443 D pCR®2.1-TOPO / pGEM®-T LHBs 1,4 9
ID384 A pGEM®-T LHBs 1,4 10
ID389 A pGEM®-T LHBs 1,4 7
ID385 A pGEM®-T SHBs 0,6 8
ID386 A pGEM®-T LHBs 1,4 12
D387 A pGEM®-T LHBs 1,4 10
K442 A pGEM®-T LHBs 1,4 19
K724 D pGEM®-T LHBs 1,4 10
K587 D pCR®-XL-TOPO Gesamtgenom | 3,2 3
K438 A pCR®-XL-TOPO Gesamtgenom | 3,2 1
ID326 D pCR®-XL-TOPO Gesamtgenom | 3,2 1
K979 G pCR®-XL-TOPO Gesamtgenom | 3,2 1
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3.2.3 Sequenzanalyse der HBV-Klone

Nach Klonierung und Blau-Weil} Selektion wurden die resultierenden Klone mittels
PCR gescreened. Von den positiven Klonen wurden Ubernacht-Kulturen
angeimpft, die Plasmid-DNA mittels Miniprap (QIAGEN, Hilden) aus den Bakterien
isoliert und anschlieRend sequenziert (Eurofins MWG Operon, Ebersberg). Die
Auswertung der Sequenzen erfolgte in Segman und mit der ClustalV-Methode in
MegAlign (Programm DNASTAR Lasergene) (2.2.11). In den folgenden
Abschnitten werden jeweils kurz der Patientenhintergrund und tabellarisch die
serologischen Marker dargestellt. Dabei wird aus Datenschutzgrinden und zur
besseren Einordnung des Patienten dessen Identifikationsnummer (ID) oder
Konsilliar-Nummer (K) angegeben. Zusatzliche Informationen sind: HBsAg
(PEIU/ml oder pg/ml oder S/N: je nach verwendetem Testsystem), HBeAg
(PEIU/mI), anti-HBs, anti-HBc und anti-HBe (S/CO: signal to cutoff ratio), sowie
HBV-DNA (GE/ml: Genomaquvalente/ml). Anschlielend werden die detektierten
Mutationen beschrieben. Bei der Sequenzanalyse wurde in erster Linie der S-ORF
betrachtet, aber auch die Auswirkungen im P-ORF berucksichtigt. Nach Analyse
der Sequenzen wurde dann die Anzahl der nt-Substitutionen gezahlt, wobei
zwischen nicht-synonymen (dn) und synonymen (ds) Austauschen unterschieden
und der Quotient (dn/ds) errechnet wurde (Tabelle 3-26). In einem letzten Schritt
wurde die Anzahl der AS-Substitutionen (ASsy) ins Verhaltnis zur Gesamtzanhl

untersuchter Aminosauren (ASiota) gesetzt (Tabelle 3-27).

3.2.4 Patientenkollektiv und analysierte Klon-Sequenzen

3.2.4.1 Patient mit chronischer HBV-Infektion (Referenzprobe)

Bei Patient (K301) handelte es sich nicht um einen okkulten HBV-Infizierten, da im
Serum grof’e Mengen an HBsAg nachgewiesen werden konnten und auch grofRe
Mengen (> 10°GE/ml) HBV-DNA (Tabelle 3-6). Die erhaltenen Daten dieses
,normalen“ HBsAg" Patienten dienten somit als Kontrolle bzw. Referenzprobe. Bei
diesem Patienten handelt es sich um eine Person, die sexuellen Kontakt zu einem

HBV-Risikopatienten hatte und deshalb untersucht wurde. Die diagnostische
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Untersuchung ergab, dass es sich um einen hoch viramischen, immuntoleranten
(HBeAg") HBV-Trager handelte (Tabelle 3-6), der bei der Direktsequenzierung des
HBsAg ein Gemisch aus HBV Genotyp A und G aufwies. Der ,Genotyp-
Hemmtest” ergab, dass das vorhandene anti-HBs mit Genotyp D gehemmt

werden konnte, mit Genotyp A war keine Hemmung maglich.

Tabelle 3-6 Serologische Marker des Patienten K301; n.b: nicht bestimmt; pos:
positiv; (+): schwach positiv; (++): positiv; (+++): stark positiv.

ID-Nr. | HBsAg HBsAg | anti-HBs anti- HBeAg anti- HBV-
(KPEIU/mI)| (SIN) (SICO) HBc (PEIU/mI) HBe DNA
(SICO) (S/ICO) | (GE/mI)
K301 51 pos 225 n.b pos (++) n.b 1,5x10°
(+++) | (AxSym)

3.2.4.2 Sequenzanalyse (Referenzprobe)

Von der Klonierung des LHBs wurden insgesamt 31 Klone sequenziert und bei 16
Klonen insgesamt 26 Mutationen festgestellt (Tabelle 3-7). Bei den Klonen trat nur
Genotyp A2 auf, Genotyp G konnte nicht nachgewiesen werden. Auf nt-Ebene
konnten insgesamt 97 Austausche (gegenuber der sieben Genotyp A-
Referenzgenome, 2.1.7) festgestellt werden, von denen mehr als zwei Drittel
(69 Substitutionen) keine Auswirkung auf die AS-Sequenz haben (synonyme
Austausche). Die restlichen 28 nt-Substitutionen sind nicht-synonym. Auf AS-
Ebene konnten in der praS1-Domane elf Mutationen bei acht unterschiedlichen
Klonen detektiert werden, die praS2-Domane weist nur zwei Austausche auf. Im
SHBs befinden sich in den 31 Klonen insgesamt zwolf Mutationen, davon sind vier
in der HBsAg-Schleife lokalisiert und von diesen, zwei in der a-Determinante
(sN131D: 1 Klon, sC139R: 2 Klone). Allerdings kam diese Mutation nur in zwei der
31 Klone vor. Insgesamt fallt auf, dass bei diesem Patienten, verglichen mit den

folgenden Fallen, nur wenige Mutationen auftreten. Die serologischen Marker
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(hoch virdmisch, HBeAg") lassen auf eine Immuntoleranz des Patienten schlieRen,
wodurch die geringe Variabilitat des Virus zu erklaren ware, die fir die gesamte
LHBs-Sequenz bei 0,21 % liegt. Dieser Wert wurde als Vergleichswert bei den
(Tabelle  3-27)
hinzugezogen. Fur den praS1-Bereich ergibt sich eine leicht hdhere Variabilitat
von 0,3 %, fur die HBsAg-Schleife liegt sie bei 0,23 %.

nachfolgenden Berechnungen der anderen Patienten

Ubersicht der Mutationen in 31 untersuchten Klonen von Patient
K301; orange: in mehreren Klonen vorkommend; schwarz:
Einzelmutation; in Klammern: Bezeichnung des Klons.

Tabelle 3-7

SHBs ohne HBsAg — Schleife
praSl/ praS2-Doméane (Klonnummer) HBsAg-Schleife AS 100-170
(Klonnummer) (Klonnummer)
prasi prM12T (C13) sF20S (C21) sT114A (M16)
prL16P (C6) sS34L (C9) sN131D (C22)
prS17P (A3) sS64P (C6) sC139R (C7, C8)
prP19S (C5) sM75T (A3) sA166T (M16)
prF34S (C15) sR78Q (M9)
prN39S (A3) sl86V (C14)
prD50H (C4) sS171Y (C27)

prQ57R (C21) sS187F (C9)

pri84T (C13)

prS89L (M9)

prD114E (C6)

pPras?2 prA130G (C17)

prT168l (C27) Klone: 31, Substitutionen: 26

Bei der Untersuchung des Polymerase-Leserahmens konnten insgesamt zehn
Substitutionen festgestellt werden (Tabelle 3-8). Davon sind sieben Austausche
mit dem S-ORF assoziiert, d.h. die Anderung auf Nukleotidebene hat sowohl eine

Auswirkung auf den P-ORF als auch auf den Uberlappenden Leserahmen der
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Oberflachenproteine. Die Variabilitat im Bereich der analysierten Pol-Sequenz
betragt 0,14 % und liegt damit noch unter der des LHBs (0,21 %) (Tabelle 3-27).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei diesem Patienten die Variabilitat
innerhalb der untersuchten Sequenzen des HBsAg und der Polymerase nur in

sehr geringem Umfang schwankt und keine Mutante selektioniert wurde.

Tabelle 3-8 Mutationen im P-ORF und die korrespondierende Assoziation mit
dem S-ORF bei Patient K301; fette Schrift: Mutation mit Auswirkung auf
S-ORF; orange: in mehreren Klonen vorkommend; schwarz:
Einzelmutation; in Klammern: Bezeichnung des Klons.

P-ORF (Klonnummer) Assoziiert mit S-ORF

rtL72P (C6) sS64P
rtH94R (C14) sl86V
rtS117F (C4)

rtN122Ss (M16) sT114A

rtQ139R (C22) sN131D
rtL144F (A3)

rtL146P (C7,C8) sC139R
rt162V (C4)

rtG174D (M16) sA166T

Klone: 31, Substitutionen: 10

81



Ergebnisse

3.2.4.3 Tddliche HBV-Infektion nach Bluttransfusion (Fall A)

Fall A wurde in Danemark identifiziert, nachdem eine 60-jahrige Patientin (K443)
mit einer Autoimmunhepatitis nach Transfusion von 33 Blutspenden sechs Monate
spater an akutem Leberversagen verstarb. Die Patienten war vor der Transfusion
in regelmaligen Abstanden auf alle serologischen HBV-Marker negativ getestet
worden. Nach der Transfusion wurde bei der Untersuchung der serologischen
Marker eine HBV-Infektion als Ursache des Leberversagens diagnostiziert und der
Fall retrospektiv betrachtet. Der Spender einer der Blutkonserven (K444) stammte
aus einem hoch endemischen Gebiet und wurde anti-HBc positiv und anti-HBs
negativ getestet (Tabelle 3-9). Das HBsAg war beim Spender mit mehreren
Testkits negativ, bei der Patientin war ein Test negativ, aber vier weitere positiv.

Die Blutspenden waren nicht auf HBV-DNA untersucht worden.

Tabelle 3-9 Ubersicht der serologischen Marker im Fall A; K444 Blutspender;
K443 Blutempfangerin; neg: negativ; n.b: nicht bestimmt; pos: positiv;
(+): schwach positiv; (++): positiv; (+++): stark positiv.
ID-N. H(zm‘)g anti-HBs | anti-HBc | HBeAg |anti-HBe| HBV-
(SICO) (S/ICO) [(PEIU/mI)| (S/CO) DNA
(GE/ml)
neg (Murex)
K444 ::g g';)rﬁ%r)n) neg pos (+++) neg neg 240
Spender | e (Ortho) (AxSym)
neg (Dade)
neg (Ortho)
K443 pos+++ (Murex)
| pos+++ (AxSym) neg pos (+) pos (+) | pos (++) | 17.000
Empfangerin pos+++ (Prism)
pos+++ (Dade)
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3.2.4.4 Sequenzanalyse (Fall A)

Von dem Blutspender (K444) wurden zwolf Klone sequenziert, von der
korrespondierenden Empfangerin (K443) konnten neun Klone analysiert werden.
In Tabelle 3-10 sind die Mutationen im Bereich des HBsAg (praS1, praS2 und
SHBs mit HBsAg-Schleife) aufgelistet, die in den untersuchten Klonen detektiert
werden konnten. Auf nt-Ebene konnten beim Spender 290 Austausche (2,07 %)
detektiert werden, von denen 102 Substitutionen (0,73 %) stille Mutationen
darstellen. Die Empfangerin wies 221 nt-Austausche auf (2,10 %), von denen 66
(0,63 %) stille Austausche sind. Durch die hohe Ubereinstimmung der in allen
Klonen auftretenden Mutationen bei Spender und Empfangerin konnte die
Ubertragung vom Spender auf die Patientin bestatigt werden. Wahrend in der
praS1 und praS2-Domane nur wenige Mutationen bei beiden Patienten auftreten
(prD16F, prN87T, prR156K), ist in der S-Domane eine Haufung von Mutationen
erkennbar. Neben den vier Mutationen im S-Gen (auferhalb der HBsAg-Schleife)
die bei beiden Patienten vorkommen (sF8L, sY206H, sP211L, sF220L), besitzt der
Spender noch sechs weitere Austausche und eine Stop-Mutation. Die
Empfangerin besitzt sogar zwolf zusatzliche Substitutionen und eine Stop-
Mutation. Betrachtet man die HBsAg-Schleife, fallt dort das Cluster von
Mutationen innerhalb der a-Determinante auf (sP142L, sS143L, sD144E, sG145K)
mit der klassischen escape-Mutante an Position 145. In diesem Fall wurde
allerdings das Glycin gegen Lysin und nicht gegen Arginin ausgetauscht. Eine
weitere in 90 % der Klone auftretende Mutation (sQ101H) ist nur in der
Empfangerin zu finden.

Zusammenfassend lassen sich auf AS-Ebene beim Spender insgesamt 167
Mutationen innerhalb der zwolf Klone detektieren, bei der Empfangerin sind es
147 Mutationen in neun Klonen. Das entspricht einer Variation des gesamten
LHBs-Leserahmen von 3,58 % beim Spender (K444) und 4,20 % bei der
Empfangerin (K443) und liegt somit 17-20 Mal hoéher als beim der
Referenzpatienten K301 (0,21 %). Betrachtet man nur die HBsAg-Schleife so
liegen die Werte fur die Variation sogar bei 8,69 % (K444) bzw. 10,16 % (K443)
(Tabelle 3-27). Im Vergleich zu K301 (0,23 %) ist hier also die Variabilitat um 37
bzw. 44 Mal héher.
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Tabelle 3-10  Mutationen im Bereich des HBsAg beim Blutspender (K444,
12 Klone) und der Empfangerin (K443; 9 Klone); blau: in 100% der
Klone vorkommend, grin: in >80 % der Klone vorkommend; schwarz:
Einzelmutation; rot: Stop-Mutante; in Klammern: Bezeichnung des Klons.
Ubereinstimmende L _
. Zusétzliche Mutationen
Mutationen
_ Blutspender und . )
Bereich ) . Blutspender Empféangerin
Empfangerin
prasl prD16E prF23S (M7) prV47E (D1)
prN87T prA28T (E10) prT571 (M7)
prQ89stop (M11) prP68S (D1)
prL74P (D8)
pras2 prR156K prF116L (E10) prD122E (M8)
prV140G (C5) prS135P (D33)
prG138R (D8)
prT139S (M8)
SHBs sF8L sl4T (M2) sT23A (M15)
ohne sY206H sS34P (C5) sQ30H (M8)
HBsAg- sP211L sG43R (M17) sS34L (D8)
Schleife sF220L sL1761 (E19) sW35stop (M8)
sV190D (E19) sV47M (M10)
sW196R (E19) sC48R (M10)
sL216stop (E19) sQ51L (M8)
sQ54H (M8)
sS55P (M8)
sS58F (D16)
sC76Y (M10)
sI81T (M17)
sL173R (M15)
HBsAgQ- sP142L sL104stop (E19) sQ101H (aulRer D8)
Schleife sS143L sG112stop (E19) sC149Y (M17)
AS sD144E sS114stop (E19) sA157V (D8)
100-170
sG145K sN146K (E19)
sl150T
sF158L
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Im P-ORF konnten sechs unterschiedliche Mutationen festgestellt werden, die

sowohl beim Spender als auch der Empfangerin in 100 % der Klone vorkommen
(Tabelle 3-11). Davon sind drei mit dem S-ORF assoziiert (fett gedruckt). Daneben
treten beim Spender (K444) noch 19 zusatzliche, bei der Empfangerin (K443)

sechs zusatzliche Mutationen auf, davon sind neun (K444) bzw. funf (K443) mit

dem S-ORF assoziiert (fett gedruckt). Das entspricht einer Variation des P-ORFs
von 3,53 % beim Spender und 2,75 % bei der Empfangerin (Tabelle 3-27).

Tabelle 3-11  Mutationen im P-ORF und assoziierte Mutationen im SHBs (fett
gedruckt) von K444 und K443; blau: in 100% der Klone vorkommend,
grun: in >80 % der Klone vorkommend; orange: in mehreren Klonen
vorkommend; schwarz: Einzelmutation; rot: Stop-Mutante; in Klammern:
Bezeichnung des Klons.

K444 + K443 Blutspender (K444) Empféanger (K443)
P-ORF SHBs P-ORF SHBs P-ORF SHBs
rtvV271

rtll6T sF8L rtD31G (M15) sT23A

(E12,19,24,M6,11)

rtR153K sG145K |rtH35Y (M16) rtE39stop (M8) sQ30H

rtl187L rtL42pP (C5) sS34P rtV44M (M8)

rtV190M rtR51K (M17) sG43R rtR55H (M10) sV47TM

rtvV214A sY206H |rtL101F (E19) rtvV56A (M10) sC48R

tS105T

rtL229M r [tV63S (M8) $S55P

(E12,19,24,M6,11)

rtV112A (M7)

rtR120M (E19) sG112stop
rtF122L (E19) sS114stop

rtT128P (E19)

rtL132M (E19)

rtL155M (E19) sN146K

rtT184N (E19) sL176l

rtC198R (E22)
rtC198stop (E19) sV190D

rtM204K (E19) SW196R

rtS219P (M11)

rtV224A (E10)

rL228P (M2)
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3.2.4.5 Okkult infizierter Blutspender, zehn Monate Verlaufsbeobachtung
(Fall B)

Bei Fall B handelt es sich um einen Blutspender, der in den regularen HBsAg
Screening-Tests stets negativ getestet wurde und Uber einen langen Zeitraum Blut
spendete. Nachdem im Jahre 2006 bei Blutspenden jedoch das Screening eines
zusatzlichen serologischen Markers (anti-HBc) eingefuhrt wurde [Burger und
Offergeld, 2005], wurde er als sogenannter ,anti-HBc-only“ positiver Blutspender
rickwirkend identifiziert. Von diesem Spender standen funf zeitlich aufeinander
folgende Plasmaspenden (ID384-1D389) zur Verfugung, in denen nur sehr geringe
Mengen an HBV-DNA nachgewiesen werden konnten (Tabelle 3-12). Das
Ruckverfolgungsverfahren ergab, dass funf von 13 Rezipienten von Erythrozyten-
Konzentraten anti-HBc positiv waren, allerdings gab es keine HBV-spezifische
Patientendaten, die vor der Transfusion protokolliert wurden. Falle von Hepatitis
wurden nicht beschrieben. Die Empfanger von gefrorenem Frischplasma dieses

Spenders waren alle (elf Rezipienten) anti-HBc positiv.

Tabelle 3-12  Serologische Marker des Patienten aus Fall B zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (ID384: Jan.2005; 389: Mrz.2005; ID385: Mai 2005; ID386
Aug.2005; ID387: Okt.2005); neg: negativ; n.b: nicht bestimmt; (++):

positiv.

ID-Nr. | Abnahme- | HBsAg anti- anti-HBc HBeAg anti- HBV-

datum (S/N) HBs (S/ICO) (PEIU/mI) HBe DNA

(S/ICO) (S/CO) | (GE/mI)

ID384 01/2005 neg neg pos (++) n.b n.b 20
ID389 03/2005 neg neg pos (++) n.b n.b 9
ID385 05/2005 neg neg pos (++) n.b n.b +,<50
ID386 08/2005 neg neg pos (++) n.b n.b 59
ID387 10/2005 neg neg pos (++) n.b n.b 25
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3.2.4.6 Sequenzanalyse (Fall B)

Von diesem Patienten standen funf aufeinander folgende Plasmaspenden (ID384-
ID389) zur Verfugung. Die HBV-DNA, in den funf innerhalb von zehn Monaten
gespendeten Proben, wurde sowohl direkt sequenziert als auch kloniert, um einen
besseren Uberblick von der Vielfalt der Quasispezies zu erhalten. Insgesamt
wurden zwischen sieben und zwolf Klone der jeweiligen Klonierungen untersucht.
Leider war eine Amplifikation des kompletten praS/S Bereichs von Probe 1D385
nicht mdglich, so dass eine Sequenzanalyse der Klone erst ab Position 76 des
SHBs mdoglich war. In der praS1-Sequenz treten zwei Mutationen (prD27A,
prlI91N) auf, die sowohl in allen funf Direktsequenzen als auch in 100 % der Klone
aller funf Klonierungen vorkommen (Tabelle 3-13). Zusatzlich ist eine
Deletionsmutante (prK10del) in den Direktsequenzen zu finden, die sich in den
klonierten Proben nicht detektieren lie3. Eine weitere Mutation (prQ104K), die zu
einem friheren Zeitpunkt noch nicht zu erkennen ist, tritt erst in der letzten Probe
ID387 auf. Innerhalb der praS2-Domane ist die Mutation prT173K in allen
untersuchten Sequenzen vorherrschend. Ein weiterer Austausch (prR135K) ist nur
in der zweiten Probe (ID389) nachweisbar, dort allerdings in 100 % der sieben
untersuchten Klone (Tabelle 3-13). Daneben treten noch eine Reihe von
Einzelmutationen innerhalb der praS1/praS2 Domane der untersuchten Klone auf
(Tabelle 3-15). Bei Betrachtung der S-Domane sind eine Vielzahl von Mutationen
erkennbar (Tabelle 3-14). Zehn der dort 23 auftretenden Mutationen dominieren
sowohl in den Direktsequenzen als auch in den insgesamt 47 untersuchten Klonen
(sN3I, sV14A, sI68T, sM103I, sL109H, sP120Q, sS132F, sT143S, sV209G,
sP217L). Dagegen treten einige Mutationen im zeitlichen Verlauf der
Probennahme auf wie z.B sG10R, sS117G und sT118P, die nur in der letzten
Abnahme ID387 erkennbar sind. Ein anderes Beispiel ist die Mutation sG112V,
welche in der Direktsequenz in der dritten (ID385) bis zur finften Probe (ID389)
nachweisbar ist. In den Klonen tritt diese Mutation nur transient auf. Sie ist in der
zweiten (ID389) und funften Probe (ID389) detektierbar, allerdings nicht in der
dritten (ID385) und vierten (ID386) Probe.
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Ubersicht Giber Mutationen im SHBs von ID384-1D389; blau: in 100%

Tabelle 3-14

der Klone vorkommend;

in >80 %

schwarz: Einzelmutation; turkis mit *: neu auftretende Mutation, schwach

gran:

der Klone vorkommend,

in dieser Klonierung nicht

Querstrich: diese Mutation
vorkommend, in Klammern: Bezeichnung des Klons.

vorhanden;

LLeds 1LL¢ds 1.1¢ds 1LLCds LLeds 1LLCds 1LL¢ds 1LLeds 1LLeds 1LL¢ds
(01) Lelzls / / / / / / / Ielels /
960CNAS | O60ZAS 9D60CNS | O60CNS 9O60ZNS O60CAS 9O60CZAS | O60CANS O60ZAS | O60CNS
SEvLLS SevLls SEvils SEvlLls SEvLLS SEvlLls SEvlLLs SevLls SEvLLS SEvLLsS
4¢€1LSS = FAN RS = FANASE =AM A = TANASE =AM A = FAN A = AN AN 4¢€LSS = FAN AT
ALELNS / ALELNS / ALELNS / ALELNS / ALELNS /
NOELOS | NOELOS S0ELOS / S0ELOs S0¢LOs S0ELOs | S0ELOS S0ELOS | S0ELOS
(2) A8ZLYVS / N8ZLVS / / / / / /
00cZlds | 00cZLds 00cZlds | DOCLds 0o0clLds oo0clds 00clds | DOcZlds 00clds | D0oclds
dglLl1s / / / / / / / /
OLLLSS / / / / / / / /
NCLLOS | ACLLOS / NCLLOS / NCLLOS / / /
H60L1S H60L1S H60L1S H60LS H60171S H60LTS H60L1S H60L1S H60L1S H60L1S
IEOLINS IEOLINS IEOLINS IEOLINS IEOLINS IEOLINS IEOLINS ICOLINS IEOLINS IEOLINS
/ / / / / / SO0LAS / / /
/ / / / 1084s / / / / /
189Is 189Is 189Is 189Is 189Is 189Is 189Is 189Is 189Is
/ / / / / / / V.VN\S /
/ / / / / / / AYyOSs /
/ / AvZHs / USPUEBYIOAL  MPZHS / AYZds AvcHs AYZds
VVILNS VVILAS VY LAS VYLAS zuanbeg VYLAS VVLAS VYLAS VY LAS VYVLINAS
AN/H0LOS / / Sulsy / / / / /
IENS IENS IENS IENS IENS IENS IENS IENS IENS
zuanbas zuanbas zuanbas zuanbas zuanbas
Buniaiuoy| -Mana Buniatuop| -pIg Buniaiuoy| -paIQg Buniaiuopy| -Maag Buniaiuoy| -aaa
,8€dl 98€Edl G8edl 68¢dl ¥8€dl
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Neben den gerade beschriebenen dominanten Mutationen, die in allen Klonen

vorherrschen, konnte auch eine Reihe von Mutationen detektiert werden, die nur

in einzelnen Klonen auftreten (Tabelle 3-15). Lediglich die Austausche an
Position 5 (sT5A/l) und an Position 75 (sM75L/V) im SHBs sind in mehreren

Klonen vertreten. Daneben sind in einigen Klonen Stop-Mutationen zu finden.

Tabelle 3-15  Zuséatzlich auftretende Mutationen in den analysierten Klonen;
schwarz: Einzelmutation; orange: in mehr als einem Klon vorkommend,;
rot: Stop-Mutation; in Klammern: Bezeichnung des Klons.

_ ID384 ID389 ID 385 ID 386 ID 387

Bereich _ _ , _ ,

Klonierung Klonierung Klonierung] Klonierung Klonierung
praS1 |prS5P (5) prS5P (3) prP19S (7) prF25L (10)
prL67F (7) prM121 (5) keine prF45L (7) prF43stop (2)
prS115R (1) |prR103G (9) Sequenz [prW77R (9) prS89P (2)
prl108T (5) vorhanden prS101P (2)
prP105A (4)
prasS2 |prF127L (5) |prW122stop (8) prF127S (6) pri164V (11)
pri157V (5) |prL139P (6) prQ129R (1) [JprR167G (10)
prG169R (9) prA158V (1)
SHBs sT5A (8,9,11,12)
sW35R (10) |sL84P (9) sF85L (6) |sl4T (6)
sT5I (10)
sS136A
sC76R (1) sW172stop (7) (10) sP11L (3) sW35stop (12)
sl110V (5) pG202R (8) sl152V (12) | sN52D (3) sI86V (7)
sP153L (7)
sT116A (2) sM75L/V (2,5) |sT148A (11)
sP153S (9)
sW156stop (8)
sS154P(11)|sC76R (11)
sW156R (9)
sQ181H (9) | sP111L (9) sE164K (2)
sK122R
sW182R (10)
(10,12)
sP211H (alle
sS136A (3)
auller Klon2)
sS193L (8)
sl218T (2)
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Um eine bessere Ubersicht zu erlangen wurden alle Mutationen nochmals
schematisch dargestellt (Abbildung 3-4). Da von ID385 nicht der komplette
Bereich des LHBs kloniert werden konnte, wurde fiir die Ubersichtszeichnung ein
Teil der Direktsequenz dargestellt. Allgemein lasst sich sagen, dass im Bereich
der praS1-Domane nur relativ wenig Mutationen auftreten und dort die Variation
innerhalb der klonierten Proben zwischen 1,89 % (ID386) und 2,86 % (ID389)
schwankt. Damit liegen die Werte dennoch 6-10 Mal hoher als bei der
Kontrollprobe K301. Innerhalb des SHBs, insbesondere der antigenen Schleife,
treten bei dem okkult Infizierten vermehrt Mutationen auf. In der HBsAg-Schleife
variiert die Sequenz innerhalb der Abnahmen zwischen 10,29 % (ID384) und
14,43 % (ID387) und weist damit eine 45-63 Mal hohere Variabilitat auf als die
Referenzprobe (0,23 %).

Auch bei diesem Fall wurde der P-ORF analysiert und die auftretenden
Mutationen dargestellt (Tabelle 3-16). Insgesamt treten in den flinf untersuchten
Proben elf Mutationen auf, die dominant in allen Klonen der jeweiligen Klonierung
vorherrschen (rtD7E/K, rtE11D, rtvV23l, rtL108F, rtV112H, rtN118H, rtR120S,
rtR138K, rtL140l, rtY151F und rtY221F). Alle diese Substitutionen sind mit dem
S-ORF assoziiert. Daneben sind in den jeweiligen Klonierungen noch zahlreiche
Einzelmutationen vorhanden. Auch hier sind einige mit dem Uberlappenden
Leserahmen des HBsAg assoziiert und in fett gedruckt. Insgesamt liegt die
Variation des untersuchten P-ORFs zwischen 3,67 % (ID386) und 4,83 % (ID389)
und damit 26-35 Mal hoéher als bei der Kontrollprobe von Patient K301 (Tabelle
3-27).

Die Untersuchung der synonymen und nicht-synonymen Mutationen ergab, dass
insgesamt zwischen 1,99 % (ID386) und 2,40 % (ID387) der Nukleotide
ausgetauscht sind. Davon sind 0,30 % (ID385) bis 0,48 % (ID384) stumme
Mutationen, wahrend 1,63 % (ID386) bis 2,07 % (ID385) eine Auswirkung auf die

Aminosaure-Sequenz haben (Tabelle 3-26).

91



Ergebnisse

‘uonen|\-dols aujezuIs :9)08}yoay 9ZIeMyds ‘UsuoleInw|azul] :asiay|
aunJb ‘pUBSWWONIOA BUOY JBP % 08 < Ul :8lelpend) ane|q ‘PUSWIWONIOA BUOY Jop %(00] Ul :8slety 8loJ ‘68e-#8€dl
1uailed UOA zuanbaspjaliq Jap ¥9NIS WUIS pun auo[y Jap sgHT Wi usuonelni Jagn wyaisiagn - bunpliqqy

B B L L e ol o—@o —a—|
ooF ooz 00l
ocs
—————rop &= =
oo ocs ooz ook

UBILOP NP ep ‘Zuenbaspang

|‘|.|G|.Hn.|..‘“|.¢l. £ o B P o T

aar ace oo

]

ool

ey i +——o o+ #—o—]
Elk 0cE 00z ook

—————————— P o *— —o—]
oor ooe ooz (aln[

—

| ; aeULLRR] & “ “ : ,
m.._mn_nan_ 1 aEes, WIS BysgH < EhE_m_Em aluau| L WL . m::.___.__t__._ Bunpuig

1 1

sgdHS

Zzseud Lsead

/8¢E

98¢t

G8¢t

68¢€

14:1%

92



Ergebnisse

Ubersicht
Assoziation mit S-ORF; blau: in 100 % der Klone vorkommend, grin: in

im P-ORF von 1[D384-ID389 und

Mutationen

tber

Tabelle 3-16

>80 % der Klone vorkommend; schwarz: Einzelmutation; rot: Stop-

Mutation, turkis: neu auftretende Mutation; Querstrich: diese Mutation in

dieser Klonierung nicht vorkommend, in Klammern: Klonnummer.

/ (11)70024H / / / / / / / /
dzglms | (0L)V0BLAM / / / () dogesH / / / /
MroL3s | (2) 3¢LLou / / HigLOs | (6) 106LAM / / / /
doisggLMs | (8) SG9LOU / / / () d68LSH / (G) M8Le3au / (2) 09.LsM
H9GIMs | (6) dv9LTH | woelss | (e) byl | dvSiss | (LL) 129LiK] ¥20z9s | (8) 301LZ29OM / (Q) A6ZLINM
(spjun) verlls | (1L1)Y9sLHM] / (L1)d9LLsSH / (6) 1L9LdM / (g) ©z0ZSH volLLLs (2) SyzINu
Mﬁﬂmﬂw« dgiils S9ZILAH ¥9.0s | (L) V¥8AM | AZSLIS [ (2L)H09LHH / (8) ©581LSH / (G) ¥z0L0M
ayals
- o/L1Ss | wszLOu »MM_\_\,,__M Mw wmmmm / (eHosLou | dorszzims | (1) LigLw / (¥) dgoLSH
N98IS (2) d¥6HH azsns | (€) Jo9xu / (6) 186NH / (2) 182141 ¥9/.0s (1) V¥8AH
M/H0LOs M8LYM (8) d¥SH 1g84s (9) dee™ / () doysgm HGEMS (01) VEPAH
440-S 440-d 440-S 440-d 440-S 440-d 440-S 440-d 440-S 440-d
QU0 uauolrelInwW|dzuIg | auo|y auolrelnw|dzulg Jauo|y usuoleINwW[BZulg | auo|y uauolrelnw|azulg auo|y uauolrelnwiazulg
IeLels / / / / / / / / 412ZAM /
Seplls | dIGLAM 4LGLAH 4LGLAH 4LGLAM 4LGLAM 4LGLAM 4LGLAM 4LGLAM H4LGLAM 4LGLAM
4zeLss 10¥L 1M / 10¥1TH / 0% 1M / 10¥L 1M / 10¥LTH /
NoeLos | MscirdH | Mselyu MBELHH | M8ElLyM M8ELYH M8ELYH M8ELYH M8ELYH M8ELYH MBELYH
AZLLOS | SOziyw / / / / / S0ZIYM / / /
HBLLNH | H8LLNM H8L LNH H8LLNH H8LLNH H8LLNH H8LLNH H81 LNH H8L LNH H81L LNH
1ZLLAM IZLLAM IZLLAM IZLLAM 1ZLLAM IZLLAH IZLLAM IZLLAM IZLLAM IZLLAM
SO0LAS / / / / / 48017TH / / /
/ / IEZAM / UspuBYIOA / / / / /
IENS arLau arLau arLau arLau zuenbag arLau arLau arLau arLau arau
MW3aLau 3.au 3.au 3.au auIdY Ee 3.au 3/.aM 3.au 3.au
zZuanbag zZuanbag zuanbag zuanbag Zuanbag
dUO|Y -pRAIa aUO|Y -pRIg auo|y PRI aUO|Y -Pauid auo|Y -pRAIa
/8edl 9gedl ggedl 68edl vgeal
440-S 440-d
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3.2.4.7 Blutspender mit mutiertem HBsAg und anti-HBs (Fall C)

Bei FallC handelt sich um eine pseudo-okkulte HBV-Infektion, da die
Blutspenderin nur im ersten Screen (ORTHO) als HBsAg negativ getestet wurde.
Nach Zugabe des Plasmas in einen Probenpool flr die Fraktionierung wurde
dieser erneut mit weiteren Testsystemen fur HBsAg (Murex, Prism, AxSym,
ABBOTT) untersucht und als hoch positiv befunden (Tabelle 3-17). Das
vorgeschriebene Ruckverfolgungsverfahren gab Aufschluss dartber, dass das
erste Testergebnis des Donors als falsch-negativ bewertet wurde. Bei der
Spenderin handelte es sich um einen asymptomatischen HBV-Trager, mit sehr
geringer Viruslast und geringen Mengen an anti-HBs. Untersuchungen innerhalb
der Empfangergruppe zeigten, dass von den vier Rezipienten einer sowohl anti-
HBc als auch anti-HBs positiv war, wahrend die anderen drei Empfanger nicht
infiziert wurden. Insgesamt standen von dieser Patientin zwei Seren mit
unterschiedlichen Abnahmedaten zur Verfugung. Neben dem hier klonierten
Patientenserum K442, wurde bei einem zweiten Serum (K342), das ca. ein Jahr

friher abgenommen wurde, eine Direktsequenzierung durchgefihrt.

Tabelle 3-17  Ubersicht der serologischen Marker der Blutspenderin K442
(Fall C); neg: negativ; pos: positiv, das HBsAg wurde mit verschiedenen
ELISA-Testsystemen gemessen: Ortho und Ortho Vitros Abbott Murex,
Abbott Prism, Abbott AxSym, Dade Behring, Biomerieux Vidas, Roche

Elecsys.
i | HBsAg anti- | anti- |HBeAg| anti- HBV-
:\IDr A%;?Sr’:e (KPEIU H('gfl\Al)g HBs | HBc | (PEIU/| HBe | DNA
' /ml) (un | (s/ICo)| ml) |(S/ICO) | (GE/mI)
K442 | 10/2004 4,5 |neg (Ortho) 20-40 | 0,02 neg 16 18
neg (Vitros Ortho) | (Ortho) | (Ortho) | (Ortho) | (Ortho)

pos (Murex)
pos (Prism)
pos (AxSym)
pos (Dade)
neg (Vidas)
pos (Elecsys)
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Zur Bestatigung des HBsAg wurden beide Serumproben (K342, K442) mittels
Laurell-Elektrophorese getestet (Abbildung 3-5). In den oberen drei Vertiefungen
wurde ein bekanntes Standardserum (KG) in drei unterschiedlichen
Konzentrationen aufgetragen (1, 5, 10 ug/ml). In den beiden unteren Vertiefungen
wurden die zu untersuchende Patientenseren K342 und K442 pipettiert. Als
Antiserum wurde ein bekanntes Serum (,Gottinger Serum®) verwendet. Es ist
erkennbar, dass beide Patientenseren (K442 und K342) im Gegensatz zum
Standardserum KG eher diffuse Prazipitations-Spitzen ausbilden. Das konnte auf
die veranderten Epitope zuruckzuflihren sein, aber dennoch ist das Signal als

eindeutig positiv zu bewerten.

KG 1pg/mL Omm

KG 5ug/mL 3,5 mm [ -
KG 10pg/mL 6,5 mm : | |

K342 3,56 mm ! O
O

K442 3,5 mm . |

Abbildung 3-5 Laurell-Elektrophorese zum Nachweis des HBsSAg in den
Patientenseren K342 und K442; In den oberen drei Gel-Ausstanzungen
wurde das Standardserum KG in den Konzentrationen 1 pg/ml, 5 pg/mi
und 10 pg/ml aufgetragen, darunter die beiden Serumproben des
Patienten (K342: Abnahme: 2003, K442: Abnahme: 10/2004). Als
Antiserum wurde ,Goéttinger Serum® verwendet; die Prazipitations-Linien
der beiden Patientenseren sind eindeutig positiv (3,5 mm).

3.2.4.8 Sequenzanalyse (Fall C)

Von dieser Blutspenderin wurde zum einen die Direktsequenz des Serums K342,
zum anderen die 19 Klone der Klonierung des Serums K442 analysiert. Die
Direktsequenzierung der ersten Probe K342 zeigte folgende Mutationen: prF45L,
prL67F, prl74V, sL109V, sP127T, sM133T, sD144G/D und eine Insertion in der

S-Domane an Position 116 (sT116+T). Diese Mutationen sind auch in den Klonen
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der Probe K442 erkennbar, wobei dort noch eine Vielzahl zusatzlicher Mutationen
auftritt (Tabelle 3-18).

Tabelle 3-18

Ubersicht der Mutationen in 19 untersuchten Klonen von Patient
K442; blau: in 100 % der Klone vorkommend, grin: in > 80% der Klone
vorkommend; orange: in mehreren Klonen vorkommend; schwarz:
Einzelmutation; rot: Stop-Mutation; violett: Insertionsmutante; in
Klammern: Bezeichnung des Klons; fett gedruckt: Mutationen die auch in

der Direktsequenzierung von K342 auftreten.

praSl/ praS2-Doméne

SHBs ohne HBsAg-Schleife

HBsAg-Schleife

(Klonnummer) (Klonnummer) AS 100-170
(Klonnummer)
prasil sM1R (2,4,5,6,8,14,19,26,28,29) sM103T (10)
sM1L (7,9,25) S109V
sM1G (11) sL109Q (27)
prF25L (11,27,29) sM1K (18) sT116+T (27)
prF45L (14,17,18,30) sL12Q (10,26) sP120L (7,9)
sT27A (4) sC121Y(4,5,11,17,19,29)
sC121G (18, 30)
prws2R (28) sS34P (11) sP127T (alle aulRer
27,30)
prL67F sW36L (17,18) sQ129stop (5)
pri74v sS38P (25) sG130D (6,14,26,28)

prI91N (4,26,28)

sN40S (17,18)

sM133T

prN98I (27,29,30)

sG44E(4,5,6,7,9,10,11,19,25,27,30)

sS136P (25)

prQ104K sS45P (alle auRer 17,18) sT143A (28)

(5,10,27,29,30) sS45A (17)

pras2 sV47M (2) sD144G (27)
sS55P (7,9) sN146D (28)
sI86T (6) sC147R (26)

prM120V (19) sW172stop (11) sS155P (18)

prA158T (18)

sW182L (aulRer 17,18)

SE164G (27)

prS162T (26)

sL186P (17)

prT173K (alle auler
17,18)

sP188H (5)

sT189I (aulder 27)

sV190A

sS210R

sP214L (6,10)
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In der praS1-Domane von K442 konnten insgesamt acht unterschiedliche
Mutationen festgestellt werden. In der praS2-Domane wurden vier Mutationen
detektiert, von denen sich eine (prT173K) kurz vor dem SHBs Startcodon befindet.
Bei der Untersuchung des SHBs fiel auf, dass knapp 85 % der Klone (16/19) eine
Mutation des Startcodons (Methionin) aufweisen (

Abbildung 3-6). Am haufigsten ist der Austausch M1R (elf Klone), gefolgt von M1L
(drei Klone) und M1K bzw. M1G (jeweils ein Klon).

SHBs

p—

] [ " "®B §FB FB & & "IN ]
RENITSGFLGPLLVLOAGFFLLTRILTIPOSLOSWNTSLNF LGGPPVCLEQNSQSPTSNH
10 20 30 40 50 A
MENITSGFLEPLLYLOAGEFLLTRILTI PQSLDSWWTSLNF LGGSPVCLEONSQSETSNH
MENITSGFLGPLEVLOAGFFLLTRILTIFOSLDSWHTSLNF LGS FVCLEONSRSEPTSNH
MENITSGLLGPLLVLOAGFFLLTRILTI PQSLDSWHWTSLNFLGGTEVCLEONSQSETSNH
MENITSGFLGPLLVLOAGFFLLTRILTI POSLOSWHTSLNFLGGS PVCLEONSOSPTSNH
MENITSGFLGPLLYLOAGFFLLTRILTIPQSLDSWHNTSLNF LEGSFYCLEONSOSPTSNH
MENITSGFLGPLLVLOAGFFLLTRILTI POSLOSWHTSLNFLEGS PVCLEONSOSPTSNH
MENITSGFLGPLLYLGAGFFLLTRILTIFSLOSWHNTSLNF LEGSFVCLEONSQSPTINH
M MR " P Ll . PSP IoNY
VCLGONSQSPTSNH
WOLGONSQSETSNH
VCLGONSQSPTSNH
VCLGONSJEFTSNH
VCLGONSOSPTSNH
YoLEoNSIERTSNH
WCOLGONSOSPTSNH
VCOLGONSQSETSNH
NITSGFLGPLLVLOAGEFLLTRILTI POSLDSWWTSLNE LGGPEVCLGONSOSPTSNH
r{E:]'-IITSGFLGPLLVLQP.GE‘FLLTRILTIPQSLDSE‘SLGIEUCLGQNSQSPTSHH
sis

Referenz-
genome

NITSEGFLGPLLYLOAGEFLLTRILTIFSSLOS LGGEPYCLGONSQSPTSNH
NITSGFLGPLLVLOAGEFFLLTRILTIPQSLOSWWTSLNEL VCLGQNSQSPTSNH
NITSGFLGPLLYLOAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTELNEL FVOLGQNSQFETSNH
HITSGFLGHEFVLQRGFFLLTRILTIPQSLDSWHTSLNFLG VCLEGONSQSPTSNH
NITSGEELEPLLY LOAGEF LLTRILTIFQILDSWWRTELNEL WOLGONSQIPTSNAH
NITSGFLGFLLYVLOAGEFFLLTREILTIFOSLOSWHTSLNELEG VCLEQNSOSFTSNH
NITSGFLGPLLYLOQAGEFF LLTRILTIPQSLDSWWTSLNE LG VOLGQNSQSPTSNH
MENITSGFLGPLLVLOAGFFLLTRILTIPFOSLOSHWRTSLNEL VWCLEQNSOSETSNH

Blutdonor K442

e e

Abbildung 3-6 Ausschnitt aus dem Alignment im Startbereich des SHBs von 19
Klonen der Spenderin K442 und den Referenzgenomen (Genotyp A);
bunte Kastchen: Abweichungen der Klone in der AS-Sequenz von den
Referenzgenomen (Genotyp A: siehe .2.1.7).
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Zusatzlich gibt es Austausche wie z.B sL12Q oder sT27A, die nur in einzelnen
Klonen zu finden sind. Des weiteren konnten Austausche detektiert werden, die
dominant in der Mehrheit der Klone auftreten (sG44E in 11/19 Klonen) oder sS45P
bzw. sS45A in 18 von19 Klonen.

Bei Betrachtung der HBsAg-Schleife konnte ebenfalls eine hohe Variabilitat
festgestellt werden. Wahrend bei der ersten Abnahme (K342) nur die Mutationen
sL109V, sT116+T, sP127T, sM133T und sD144G/D auftreten (nicht dargestellt),
sind in der Probe K442, die ein Jahr spater abgenommen wurde, eine Reihe

zusatzlicher Mutationen nachweisbar (Abbildung 3-7).

P

C
98 0@@@?
@161

Abbildung 3-7 Detektierte Substitutionen bei Blutspenderin K442 innerhalb der
HBsAg-Schleife (AS 100-170) und der a-Determinante (AS 121-147);
Rahmendicke spiegelt die relative Haufigkeit der Mutation wider; farbig
unterlegte Kastchen: besondere Mutation (s.Text).
[modifiziert nach Schaefer, 2001]
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In den 19 Klonen von K442 treten Einzelaustausche Uber die ganze Schleife
verteilt auf (sM103, sS155P, sE164G) und innerhalb der a-Determinante (sS136P,
sT143A, sD144G, sN146D, sC147R). Daneben sind einige Mutationen dominant
in fast allen Klonen vertreten (sV109L/Q), von denen sich ebenfalls einige im
Bereich der a-Determinante befinden (sC121Y/G, sP127T, sM133T). Der
Austausch an der Position 127 stellt eine Besonderheit dar, da diese Substitution
mit einem Subtypwechsel von adw2 zu adw3 verbunden ist. Ein Klon besal® die
bei der Direktsequenz K342 auftretende Insertion an Position 116 (sT116+T), bei
einem anderen Klon befand sich eine Stop-Mutation an Position 129.

Auf nt-Ebene konnten insgesamt 313 Austausche (1,37 %) gezahlt werden, davon
sind 0,39 % (88 nt) stille Substitutionen und 0,99 % (225 nt) non-synonyme
Mutationen (Tabelle 3-26).

Ingesamt konnten in den 19 Klonen 289 AS-Austausche detektiert werden, von
denen sich 212 in der S-Doméane und die restlichen 77 in der praS1/praS2-
Doméne befanden. In der HBsAg-Schleife wurden von den insgesamt 212
Austauschen der S-Domane circa ein Drittel (77 Substitutionen) detektiert. Fur die
praS1-Domane ergibt sich somit eine Variabilitdt von 2,52 % (Tabelle 3-27),
wahrend der Wert fir die HBsAg-Schleife bei 5,79 % liegt. Verglichen mit der
Referenzprobe K301 liegt hier also die Variation acht Mal (praS1) bzw. 25 Mal
(HBsAg-Schleife) hoher.

Die Untersuchung des Uberlappenden Bereichs des P-ORF konnte insgesamt 30
unterschiedliche Mutationen aufdecken, von denen die Mehrheit (22 Mutationen)
mit dem S-ORF assoziiert sind (Tabelle 3-19). Berechnet auf die 19 Klone ergab
sich hier eine Variabilitdt von 2,68 % (Tabelle 3-27).
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Tabelle 3-19

Ubersicht (ber Mutationen im P-ORF von K442; fett gedruckt:
Assoziation mit S-ORF; blau: in 100 % der Klone vorkommend; grin: in
>80 % der Klone vorkommend; orange: in mehreren Klonen
vorkommend; schwarz: Einzelmutation; rot: Stopmutante; violett:
Insertionsmutante; in Klammern: Bezeichnung des Klons.

Assoziierte Austausche
P-ORF (Klonnummer) )
mit S-ORF
rtW3R (28)
rtD7E (alle aul3er 17,18) pT173K
(kurz vor Start des SHBs)
rtH9Q (2,4,5,6,8,14,18,19,26,27,28,29)
rtH9P (7,9,25) sM1R/L/G/K
rtHOR (11)
rtvV23l (19)
rtH35R (4) sT27A
rtL42P (11) sS34P
rtF46S (25) sS38P
rtI53T (alle auRer 17,18) sS45P
rtI53s (17) sS45A
rtR55H (2) sV47M
rtVe3A (7,9) sS55P
rtS117C (8,10)
rtN123H (7,9,25)
rtN124D (7,9)
rtN124+N (27) sT116+T
rtM1291 (4,5,11,17,19,29) sC121Y
rtM129R (18,30) sC121G
rtS135Y (alle aulRer 27,30) sP127T
rtS137L (5) sQ129stop
rtV1421 (5)
rtL144pP (25) sS136P
rtyY151C (28) sT143A
rtK154R (28) sN146D
rtL155S (26) sC147R
rtvV163A (18) sS155P
rtA181T (11) sW172stop (11)
rtR192C (4)
rtS219A sS210R
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3.2.4.9 Okkult infizierter Blutspender (Fall D)

Dieser Blutspender (K724) fiel auf, da im AxSym (ABBOTT) kein HBsAg, aber
geringe Mengen an HBV-DNA nachweisbar waren. IgG anti-HBc konnte detektiert

werden, aber kein anti-HBs und IgM anti-HBc.

Tabelle 3-20  Serologische Marker des Patienten K724; neg: negativ.
ID-Nr. HBsAg anti-HBs anti-HBc HBeAg anti-HBe | HBV-DNA
(S/N) (S/ICO) (S/ICO) (PEIU/mI) (S/ICO) (GE/ml)
IgM: neg
K724 neg neg (AxSym) neg neg 310
(AxSym) (AxSym) IgG: 0,4 (AxSym)
(Prism)
3.2.4.10 Sequenzanalyse (Fall D)

Insgesamt wurden von dieser Probe zehn Klone analysiert. Auf nt-Ebene konnten
240 Substitutionen detektiert werden, davon sind 88 nicht-synonyme Mutationen,
wahrend 152 stumme Austausche sind. In der AS-Sequenz wurden von den 88
Mutationen in der praS1-Domane neun Austauche detektiert, in der praS2-
Domaéne konnten insgesamt 18 Austauche nachgewiesen werden. Die S-Domane
enthalt 61 Substitutionen in den zehn Klonen, von denen elf unterschiedliche
Mutationen in der HBsAg-Schleife, und davon sechs innerhalb der a-Determinante
lokalisiert sind (Tabelle 3-21).

Die Berechnung der Variabilitat ergab, dass die praS1-Domane um 0,65 %
variiert, die HBsAg-Schleife um 4,43 % (Tabelle 3-27). Bezogen auf die Referenz
K301 liegt hier also die Variation der praS1-Region nur doppelt so hoch, die der
antigenen Schleife 20 Mal hoher.

In der Uberlappenden RT-Domane des P-ORFs konnten insgesamt 23
Substitutionen festgestellt werden, wovon elf mit dem S-ORF assoziiert sind
(Tabelle 3-22). Es ergibt sich eine Variabilitat von 2,52 % (Tabelle 3-27), die 18

Mal hoher liegt als bei der Kontrolle K301.
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Tabelle 3-21

Mutationen im S-ORF von zehn untersuchten Klonen des Patienten

K724; grun: in >80 % der Klone vorkommend; orange: in mehreren
Klonen vorkommend; schwarz: Einzelmutation; violett: Deletionsmutante;
in Klammern: Bezeichnung des Klons.

praSl/ praS2-Domaéne

SHBs ohne HBsAgQ-

HBsAg-Schleife

(Klonnummer) Schleife AS 100-170
(Klonnummer) (Klonnummer)
prasi sG10R (1) sQ101H (1,4,6,8,12)
prM1T (2) sW36del (8) sM103lI (1,4,6,8,12)
prF14S (10) sP62Q (12) sL109I (1,4,6,8,12)
prA28T (1,9) sI82T (1) sP120S (1,4,6,8,12)
prF56S (7) sL94S (1,4,6,8,12) sG130S (7)
prG65E (2) sL175S (1,4,6,12) sT131A (4)
prl73M (7) sV184A (8, 10,11) sY134N (2)
prL741 (2,9) sL192P (8,10,11) sK141E (6)
sS193L (2,8,9,10,11) sD144A (4,6,12)

pras2 sS204R (2,8,10,11) sA157del (9)
prF116S (2) sF212L (2) sK160N (4,6,12)
prH117del (1,8,12) sF220L (2)

prR124stop (12)

prE130L (2,9)

prP149K (1,4,6,7,8,10,11,12)

prS152P (7)

prL162P (1,8)
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Tabelle 3-22 Ubersicht (ber Mutationen im P-ORF von K724; fett gedruckt:
Assoziation mit S-ORF; orange: in mehreren Klonen vorkommend;
schwarz: Einzelmutation; rot: Stop-Mutante; violett: Deletionsmutante; in
Klammern: Bezeichnung des Klons.

P-ORF (Klonnummer)

Assoziierte Austausche

mit S-ORF
rtR18K (1) G10R
rtD45del (8) sW36del
rtS68P (4)
rtS75P (1)
rtF88L (1)
rtvV112I (1,4,6,8,12) sM103|
rtS117y (1,4,6,8,12) sL109L
rtS119P (2,9,10,11)
rtH124Y (1,4,6,7,8,12)
rtT128l (1,4,6,8,12) sP120S
rtQ130stop (2)
rtR138K (7) sG130S
rtN139S (4) sT131A
rtN139H (7) -
rtV142E (2) sY134N
rtQ149K (1,2,6,8,9,10,11)
rtR153W (1,2,8,9,10,11)
rtG165del (9) sA157del
rtiI169L (4,6,12)
rtI169V (8)
rtS189P (12)
rtS213T (2,8,10,11) sS204R
rtL220P (2) sF212L
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3.24.11 Blutspenderin mit ausheilender okkulter HBV Infektion (Fall E)

Bei diesem in Spanien aufgetretenen Fall (K578) handelt es sich im Gegensatz zu
den bisher beschriebenen Fallen um eine Blutspenderin (52 Jahre) mit hoher
HBV-Viruslast, die im NAT 90.000 GE/ml aufwies. HBsAg war im Prism-Test
negativ. Die HBV-Antikorper und die ALT-Werte waren zunachst normal. Bei einer
Untersuchung einen Monat spater, war die ALT auf 122 U/l angestiegen, anti-HBc
schwach positiv und anti-HBs hoch positiv (> 1000 IU/l) und die HBV-DNA
schwach positiv. Zwei Monate spater war die HBV-DNA nicht mehr detektierbar,
die ALT wieder normal, wahrend anti-HBc und anti-HBs positiv blieben (Tabelle
3-23).

Tabelle 3-23  Serologische Marker der Patientenproben K578 Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten; neg: negativ.

ID- |Abnahme-|[ALT |HBsAg | anti- anti- |HBeAg| anti- HBV-DNA
Nr. datum | (U/l)| (S/ICO) | HBs HBc HBe (GE/ml)
(1u/1) (S/ICO)

K587 | 09/2005 | 23 0,63 neg 0,47 neg neg 90.000

(Prism) (AxSym)

10/2005 | 122 0,3 >1000 2,01 neg neg <50
(Prism) (AxSym)

11/2005 | 10 0,3 606 3,68 neg neg <50
(Prism) (AxSym)

3.2.4.12 Sequenzanalyse (Fall E)

Von dieser Patientin wurde das HBV-Gesamtgenom kloniert. Es konnten drei
positive Klone gewonnen werden, von denen Klon 1 komplett, von Klon 2 und
Klon 3 nur der Bereich des HBsAg sequenziert wurde. Die Mutationen der
einzelnen Klone sind in Tabelle 3-24 dargestellt. Bei Klon 1 fallt auf, dass dieser
eine Deletion im praS2-Bereich an Kodon-Position 159 besitzt, wodurch es hier zu

einer Verschiebung im Leserahmen kommt.
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Tabelle 3-24  Aufstellung der Mutationen von Patientin K578 in drei vorhandenen
Klonen; fett gedruckt: Assoziation mit S-ORF; blau: in 100 % der Klone
vorkommend; schwarz: Einzelmutation; rot: Stop-Mutante; violett:
Deletionsmutante.

Bereich Mutationen Klonl Mutationen Klon 2+3
praS1/praS2 prA28T prA28T
prL74l prL74l
prQ107R
prF130L prF130L
prS159del
SHBs sV184A sS61T
sL192P
sS193L sS193L
sS204R sS204R
Polymerase rtS119P rS119P
rtQ149K rtQ149K
rtR153W rtR153W
rtS213w rtS213w
rtP237T rtP237T
rtY257w rtY257wW
rtQ267H rtQ267H
Core praCW28stop
cS49T
cL60l keine
ceE77D Sequenz
cE113D vorhanden
cl116L
cS181P
X xS41T
xP42L keine
xS43P Sequenz
xK118N vorhanden
xV131T
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Ansonsten befinden sich nur drei weitere Mutationen (prA28T, prSL741 und
prF130L) innerhalb der praS1/praS2-Domane und auch innerhalb des SHBs sind
nur vier Austausche detektiert worden, die alle auRerhalb der HBsAg-Schleife
liegen (sV184A, aL192P, sS193L, sS204R). Die Klone 2 und 3 besitzen ebenfalls
die oben genannten Mutationen des praS-Bereiches und zwei der Austausche im
SHBs. In der Uberlappenden reverse Transkriptase-Domane des P-ORFs konnte
in allen drei Klonen sieben Austausche (rtS119P, rtQ149K/E, rtR153W, rtS213W,
rtP237T, rtY257W, rtQ267H) festgestellt werden. Die Sequenz des X-Gen konnte
nur von Klon 1 analysiert werden, hier wurden insgesamt funf Mutationen
nachgewiesen (xS41T, xP42L, xS43P, xK118N, xV131T). Zusatzlich konnte in
diesem Klon eine Stop-Mutation im praCore-Bereich (praCW28stop) entdeckt
werden, die zu einem Verlust der Expression von HBeAg fuhrt.

Der Core-Promotor enthielt zwei Nukleotid-Mutationen (G1764A, T1765C). Von
den Mutationen im P-ORF ist nur die an Position 213 (rtS213W) mit dem S-ORF
assoziiert (sS204R).

3.2.5 Transmission von HBV in den Fallen A bis C

In einer Studie zur Infektiositat und Pathogenitdt von HBsAg negativen
Blutspendern konnten insgesamt funf okkult infizierte Spender und 55 Rezipienten
identifiziert werden [Gerlich et al., 2007]. Drei der funf Falle (Fall A: K444/443;
Fall B: 1D384-ID389; Fall C: K442) wurden im Rahmen dieser Arbeit naher
untersucht und die Ergebnisse der Transmission in Tabelle 3-25
zusammengefasst. Von den Spendern K724 und K578 standen keine Daten zur
Ubertragung zur Verfigung, da ihre Spenden wegen positiver HBV-DNA-Befunde
nicht verwendet wurden. Bei Fall A konnten insgesamt sechs Empfanger
identifiziert werden, von denen finf Rezipienten allerdings keinen Leberschaden
entwickelten, wahrend ein Empfanger (K443) an fataler Hepatitis verstarb. Drei der
funf Rezipienten wurden anti-HBc positiv getestet und von diesen hatten zwei
auch anti-HBs (46 und 308 IU/l), allerdings konnte nicht geklart werden, ob diese
Personen schon vor der Transfusion infiziert waren. Zwei der funf Empfanger
zeigten keine Anzeichen einer HBV-Infektion (anti-HBc negativ). In Fall B wurde

sowohl Erythrozyten-Konzentrat als auch Frischplasma gespendet. Finf der 13
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Empfanger von Erythrozyten-Konzentraten und alle elf Empfanger des
Frischplasmas waren nach der Spende anti-HBc positiv. Obwohl es keine Befunde
zum Zeitpunkt vor der Transfusion gab, wurde von einer Ubertragung durch den
Spender ausgegangen, da die Pravalenz fur anti-HBc in Deutschland nur bei 7 %
liegt [Thierfelder et al., 2001]. Im Fall C wurden vier Rezipienten untersucht. Von
diesen war nur ein einziger sowohl anti-HBc als auch anti-HBs positiv, die anderen

drei Empfanger zeigten keine serologischen Marker einer Infektion.

Tabelle 3-25  Zusammenfassung der HBV-Marker in 34 Rezipienten von drei
untersuchten okkult infizierten Spendern.

Anzahl der N anti- HBc
Donor Rezipienten Hepatitis Positiv Negativ
Fall A
Fall B
(ID384-389) 13 0 5 8
Erythrozyten
Fall B
(ID384-389) 11 0 11 0
Frischplasma
Fall C
(K442) 4 0 1 3
Gesamt 34 1 20 13

3.2.6 Nukleotidaustausche: Verhaltnis von synonymen zu nicht-
synonymen Austauschen

Das Abschatzen von synonymen (stummen) und nicht-synonymen (auswirkenden)
Substitutionen ist eine wichtige Komponente beim Bewerten der evolutionaren
Dynamik. Wahrend stumme Mutationen innerhalb von Protein-kodierenden
Sequenzen eher zufallig auftreten, sprechen die nicht-synonymen Substitutionen

wenn sie relativ haufig auftreten flr einen hohen Selektionsdruck und spiegeln die
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Anpassung mittels der Veranderung des Phanotyps wider. In Tabelle 3-26 sind die

nt-Austausche der Patienten dargestelit.

Tabelle 3-26 Ubersicht
Sequenzen des LHBs. Differenzierung in nicht-synonyme (dy) und
synonyme (ds) Austausche sowie Berechnung des Quotienten
dn/ds; Neuw/Niot: Anzahl substituierter Nukleotide (Ngyo) geteilt durch die

Uber

die Nukleotidaustausche

in den untersuchten

Gesamtzahl sequenzierter Nukleotide (Nit) der Klone; dy: nicht-
synonyme Austausche; ds: synonyme Austausche.
nicht-synonyme | synonyme
Anzahl Austausche Austausche | Quotient
Donor Klone Nsub/Niotal (dv) (ds) (dn/ds)
K301 31 97/37200 28 69 042
(immuntolerant) (0,26 %) (0,08 %) (0,19 %) ’
290/14400 188 102
12
K444 (Fall A) (2,07 %) (1,34 %) ©073%) | 18
221/10503 155 66
K443 (Fall A) 9 (2,10 %) (1,48 %) 063%) | 23°
266/12000 209 57
1
ID384 (Fall B_1) 0 (2.22 %) (1.74 %) (0.48 %) 3,67
177/8400 144 33
7
ID389 (Fall B_2) (2.1 %) (171 %) (0.39 %) 4,36
86/3624 75 11
ID385 (Fall B_3) 8 (2.37 %) (2,07 %) (030 %) 6,82
286/14400 234 52
12
D386 (Fall B_4) (1,99 %) (1,63 %) (0,36 %) 4.5
288/12000 246 42
1
ID387 (Fall B_5) 0 (2,40 %) (2.05 %) (0.35 %) 5,86
313/22800 225 88
19
K442 (Fall C) (1,37 %) (0,99 %) ©039%) | 2%
240/11670 88 152
1
K724 (Fall D) 0 (2,00 %) (0,75 %) 130%) | ©9°°
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Bei der Auswertung der synonymen und nicht-synonymen Austausche wurden die
Nukleotid-Sequenzen aller Klone betrachtet und die Substitutionen ausgezanhlt.
Der Kontrollpatient K301 weist auf nt-Ebene insgesamt nur 97 Austausche
(0,26 %) in 31 untersuchten Klonen auf. Die Mehrheit der Substitutionen, etwa 2/3
(0,19 %) ist synonym, nur 1/3 (0,08 %) zeigt eine Auswirkung auf AS-Ebene. Bei
den untersuchten Fallen A-C zeigt sich ein anderes Bild. Grundsatzlich sind bei
den okkult Infizierten wesentlich mehr Substitutionen aufgetreten (1,37 % -
2,40 %) als bei dem HBsAg" Kontrollpatient (0,26 %). Der zweite Unterschied liegt
darin, dass bei den OBIls im Vergleich zur Kontrollprobe wesentlich weniger
synonyme Substitutionen als nicht-synonyme Mutationen auftreten. Hier liegen die
Werte der synonymen Austausche bei 0,30 %-0,73 %, die der nicht-synonymen
Austausche liegen deutlich hoher bei 0,99 %-2,07 %. Das Verhaltnis von 1/3 zu
2/3 ist hier also auf die Seite der nicht-synonymen Austausche verschoben. Eine
Ausnahme bildet Patient K724. Ahnlich wie bei der Referenzprobe K301 treten
hier mehr stumme (1,30 %) als nicht-synonyme Substitutionen (0,75 %) auf. Da
der (dn/ds)-Quotient relativ niedrig liegt, kann davon ausgegangen werden, dass
der Selektionsprozess gerade erst angefangen hat. Insgesamt allerdings liegt die
Mutationsrate auf AS-Ebene mit 2,26 % bei diesem Patienten ahnlich hoch wie bei
den anderen Fallen. Von Patient K578 wurde das Verhaltnis von synonymen zu
nicht-synonymen Substitutionen nicht ausgezahlt, da keine Mutationen im Bereich
SHBs detektiert wurden und somit eine phanotypische Anpassung

ausgeschlossen wird.

3.2.7 Variabilitat der okkulten HBV Infektionen (OBI)

Im nachsten Schritt sollte nun die Verteilung der Variabilitat in den beschriebenen
Fallen mit okkulter HBV Infektion ndher charakterisiert werden. Dazu wurden
zunachst die Austausche auf AS-Ebene gezahlt und ins Verhaltnis zur
Gesamtzahl untersuchter Aminosauren gesetzt. AnschlieBend wurde
aufgeschlusselt, wie die Verteilung der Austausche in der praS1-Domane bzw. der

antigenen Schleife (AS 100-170) ist. Zusatzlich wurden die Austausche im
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uberlappenden P-ORF ausgezahlt und die entsprechende Variation berechnet.

Die Ergebnisse der Berechnung sind in (Tabelle 3-27) dargestellt.

Tabelle 3-27  Zusammenfassung der prozentualen Verteilung der Variabilitat bei

okkulten HBV Infektionen im S-ORF (gesamt, prdS1 und HBsSAgQ-

Schleife) und im P-ORF (Uberlappender Bereich der RT);

ASg/ASiota : Anzahl substituierter AS (ASq,) bezogen auf Gesamtzahl

sequenzierter AS (ASita) in sieben bis 31 Klonen.
Variation Variation
Donor Anzahl] DNA Gesamter HBsAg—
Klone | (GE/mI) | ASsus/ASiota | S-ORF | praS1 | Schleife] P-ORF
(LHBS) AS 100- (RT)
170

(immuntolerant) 26/12400 0,21% |0,30%| 0,23% | 0,14 %
K444 (Fall A) 12 240 167/4668 3,58% [2,00%| 8,69% | 3,53 %
K443 (Fall A) 9 1,710 | 147/3501 420% (2,26 %|10,16 % | 2,75 %
ID384 (Fall B_1) 10 20 199/4000 498 % |1,93%|10,29% ] 3,72 %
ID389 (Fall B_2) 7 9 129/2800 461% (2,16 % (12,86 % | 4,27%
D385 (FallB_3)| 8 | <50 | s6/1208 (78:*255/‘3 - |1071%| 4,06 %
ID386 (Fall B_4) 12 39 168/4800 3,50% [1,89% 10,48 % | 3,67 %
ID387 (Fall B_5) 10 25 222/4000 555% (2,86 %|14,43 % | 4,83 %
K442 (Fall C) 19 18 289/7600 3,80% [252%| 5,79% | 2,68 %
K724 (Fall D) 10 310 88/3890 226% |0,83%| 4,43 % | 2,52%
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Die Sequenz innerhalb des LHBs variiert in den okkulten HBV Infektionen
zwischen 2,08 % (K724) und 5,55 % (ID387). Verglichen mit dem Wert des
immunotoleranten HBV-Tragers K301 (0,21 %) liegt die Variation im gesamten
ORF der Klone also zehn bis 26 Mal hoher. Innerhalb der HBsAg-Schleife
schwanken die Werte zwischen 4,43 % (K724) und 14,43 % (ID387). Damit ist in
diesem Bereich die Variation sogar 19-62 Mal hoher, als in der Kontrolle des
immunotoleranten Patienten (0,23 %). Betrachtet man hingegen die Prozentzahlen
der Austausche innerhalb der praS1-Domane, erkennt man dort nur gering
varilerende Werte von 0,65 % (K724) bis 2,86 % (ID387). Bezogen auf Donor
K301 (0,30 %) zeigt sich damit innerhalb des praS1-Abschnitts eine maximal 10-
fach hohere Variation in den okkult infizierten Patienten. Der Wert des Patienten
ID385 fur die Variation des gesamten Leserahmens fallt im Vergleich zu den
anderen Blutspendern etwas hdher aus, da hier nur Teile des SHBs untersucht
werden konnten und nicht die praS1-Doméane. Daher ist der untersuchte
Sequenzbereich kurzer und die Austausche innerhalb der HBsAg-Schleife haben
eine starkere Gewichtung.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei den untersuchten okkult HBV
infizierten Blutspendern eindeutig hdhere Mutationsraten innerhalb der HBsAg-
Schleife als in der praS-Region detektiert werden konnten. Die Variabilitat der
antigenen Schleife liegt bei den HBsAg negativen Patienten 19-62 Mal hoher als
bei HBsAg positiven Patienten, wahrend die praS1-Domane eine maximal 10-fach
héhere Variabilitdt zeigt und somit verhaltnismaRig konserviert ist. Es konnten
Mutationen sowohl oberhalb als auch unterhalb der a-Determinante nachgewiesen
werden, sowie an den Subtyp-spezifischen Aminosdure-Positionen 127 (K442)
und 160 (K724). Trotz der hohen Variabilitdt scheinen die Mutanten lebensfahig
und infektids zu sein. Bei den hier untersuchten Fallen wurden von 34 Empfangern
von Blut- oder Plasma-Spenden, insgesamt 21 Rezipienten mit HBV infiziert
(Tabelle 3-25).
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3.3 Expression von Hepatitis B Virusproteinen in humanen
Hepatom-Zelllinien

Nach der Charakterisierung interessanter Seren sollte nun ein Transfektions-
system etabliert werden, um einige Konstrukte in humanen Hepatomzellinien zu
exprimieren. Dafir wurde zunachst untersucht, welche Zelllinie sich am besten fir
die Expression eignet. Zu diesem Zweck wurden die HBV-kodierenden Konstrukte
pRVHBV1.5, pSVB45H oder ein GFP-kodierendes Plasmid (pmaxGFP) in
verschiedenen Ansatzen jeweils in zwei unterschiedlichen humane Hepatom-
Zelllinien (HepG2 und Huh7) mittels Lipofektion transient transfiziert. Nach zwei
Tagen wurden die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet um eine

erfolgreiche Transfektion anhand des exprimierten GFPs zu bestatigen.

Huh7 Zellen Huh7 Zellen

HepG2 Zellen HepG2 Zellen

Abbildung 3-8 Huh7-Zellen mit pmaxGFP/GeneJuice und HepG2-Zellen mit
pmaxGPF/FuGene transient transfiziert in der Durchlichtaufnahme
und Fluoreszensaufnahme.

112



Ergebnisse

In Abbildung 3-8 ist erkennbar, dass nach transienter Plasmidtransfektion mit
pmaxGFP in beiden Zelllinien das Grin Fluoreszierende Protein (GFP) gebildet
wurde. Die Transfektion schien allerdings mit HepG2-Zellen besser zu
funktionieren, was durch eine groRere Zahl GFP-exprimierender Zellen deutlich
wurde.

Des weiteren wurden fur die Transfektion die Plasmide pRVHBV1.5 und pSVB45H
verwendet, die freundlicherweise von Volker Bruss, Gottingen, zur Verflugung
gestellt wurden. pRVHBV1.5 codiert fir ein HBV-Uberlangengenom (1.5mer),
dessen Transfektion in humane Hepatomzellen zur Expression von HBV flhrt
[Bruss und Ganem, 1991]. pSVB45H codiert flr das LHBs des HBV-Wildtyps unter
der Kontrolle eines SV40 Promotor. Nach Transfektion in HepG2-Zellen konnen
LHBs, MHBs und SHBs exprimiert werden [Bruss und Ganem, 1991]. Da beide
Plasmide in der Lage sind, im Zellkultursystem HBsSAg zu exprimieren, kann
dieses anschlieend im ELISA nachgewiesen werden. Nach Ansetzen der
Transfektion wurde daher jeden zweiten bis dritten Tag ein Mediumwechsel
durchgefiihrt, die Uberstande gesammelt und die Sekretion von HBsAg im ELISA
getestet (Abbildung 3-9).

B pRVHBV1.5
14 BmpSVB45H

HBsAg [ng/ml]
2]

HepG2 Huh7

Abbildung 3-9 HBsAg-Sekretion von HepG2- und Huh7-Zellen nach der
Transfektion mit unterschiedlichen HBV-Plasmidkonstrukten;
pRVHBV1.5: codiert fir ein 1.5mer von HBV; pSVB45H: codiert fir HBV-
wt LHBs.
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In dem hier verwendeten Sandwich-ELISA wurde ein konformationsabhangiger
Antikérper verwendet (C20/02), der die a-Determinante der S-Doméane im HBsAg
erkennt (2.1.8). Es konnte nachgewiesen werden, dass HepG2-Zellen nach
Transfektion mit pRVHBV1.5 fast sechs Mal mehr HBsAg sekretierten als Huh7-
Zellen (Abbildung 3-9). Die Transfektion mit pSVB45H fuhrte in HepG2-Zellen zu
einer knapp 40 % geringeren Expression von HBsAg als mit dem
Uberlangengenom. Dennoch lagen beide Werte deutlich tiber dem cut-off. Bei den
Huh7-Zellen konnte nur nach Transfektion mit dem HBV 1.5mer ein Signal fur
HBsAg detektiert werden. Aufgrund dieser Ergebnisse und der leichteren
Handhabung der HepG2-Zellen, wurden die klnftigen Transfektionsversuche mit
dieser Zelllinie durchgefuhrt.

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob virale Proteine nach Transfektion
von klonierten HBV-Gesamtgenomen exprimiert werden. Dazu wurde zunachst
das Gesamtgenom eines chronisch HBV-infizierten Patienten (K438) mit HBV-
Wildtyp, Genotyp A2 (gtA2) in den XL-cloning vector kloniert, anschlieffend in
HepG2-Zellen transfiziert und das Medium wiederum auf sekretiertes HBsAg
mittels ELISA getestet (Abbildung 3-10). Als Referenzkontrolle wurde ein Ansatz

mit dem HBV-Uberldngengenom transfiziert.

-
N
o

-
o
o
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HBsAg Sekretion [%]
& 8

N
o

0

pRVHBV1.5 gtA

Abbildung 3-10 HBsAg-Sekretion [%] nach Transfektion von HepG2-Zellen mit
pRVHBV1.5 (HBV 1,5mer) und dem klonierten HBV-Gesamtgenom-
Vectorsystem des Genotyps A (gtA2).
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Fir die Auswertung wurde die HBsAg-Sekretion des pRVHBV1.5 Plasmids als
Referenzwert genommen. Die Untersuchung der Uberstéande mittels ELISA ergab,
dass fur das klonierte HBV-Wildtyp-Genom (gtA) eine HBV-Sekretion von knapp
25 % nachgewiesen werden konnte. Somit war die Expression im artifiziellen
System (pRVHBV1.5) fast vier Mal héher als im klonierten Konstrukt (1.0 mer).

Da die Sekretion der Oberflachenproteine mittels ELISA nachgewiesen werden
konnte, sollte nun im nachsten Schritt getestet werden, ob die klonierten
Konstrukte auch Virionen bilden kdnnen. Dazu wurden zwei weitere Proben von
HBV mit dem Genotyp D (gtD) und dem Genotyp G (gtG) verwendet und ebenfalls
das Gesamtgenom in den Expressionsvektor kloniert. Nach Herausschneiden des
Gesamtgenoms aus dem Vektorsystem mit dem Restriktionsenzym Sapl (NEB,
Frankfurt a.M.) wurden erneut HepG2-Zellen transfiziert, jeweils mit dem
ungeschnittenen und dem  Sapl-geschnittenen  Konstrukt der drei
unterschiedlichen Genotypen (gtA, gtD und gtG). Das gesammelte Medium wurde
wiederum mittels ELISA auf HBsAg getestet. Zusétzlich wurden die Ubersténde
auf HBeAg untersucht um die Produktion von Virionen zu bestatigen. Nur wenn
das aus dem Vektor geschnittene HBV-Genom religiert und dann cccDNA bildet,
kann HBeAg sekretiert werden.

In Abbildung 3-11 sind die Daten des Transfektionsversuchs mit den
unterschiedlichen Konstrukten dargestellt. Bei der Auswertung wurde wiederum
der héchste HBsAg-Wert als Referenzgrole genommen und die anderen Werte
darauf bezogen. Es fallt auf, dass die Werte der HBsAg-Sekretion bei den
geschnittenen, rezirkularisierten Genomen generell hoher liegen als die der
ungeschnittenen Plasmidkonstrukte, obwohl stochiometrische DNA-Mengen
transfiziert wurden. Die starkste Sekretion von Oberflachenprotein ist bei
Genotyp A nachweisbar und wurde als Referenzwert verwendet. Im Vergleich
sekretiert Genotyp D etwa 25 % weniger, Genotyp G sogar circa 60 % weniger
HBsAg. Betrachtet man die Werte der ungeschnittenen Vektorkonstrukte so ist
erkennbar, dass diese um ca. 20-30 % niedriger liegen als die der
korrespondierenden Sapl-geschnittenen Konstrukte.

Die tabellarische Ubersicht der HBeAg-Messungen zeigt, dass in diesem Versuch

nur bei dem Transfektionsansatz mit dem geschnittenen Genotyp A ein positives
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Ergebnis fir HBeAg detektierbar war. Der gemessene Wert fur das HBeAg lag mit
10,56 S/CO deutlich Uber dem cut-off.
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Abbildung 3-11 HBsAg- und HBeAg-Sekretion nach Transfektion von HepG2-Zellen
mit unterschiedlichen klonierten HBV-Gesamtgenomkonstrukten;
gtA: HBV Genotyp A; gtA-Sapl: HBV Genotyp A mit Sapl aus dem Vektor
geschnitten; gtD: HBV Genotyp D; gtD-Sapl: HBV Genotyp D mit Sapl
aus dem Vektor geschnitten; gtG: HBV Genotyp G; gtG-Sapl:
HBV Genotyp G mit Sapl aus dem Vektor geschnitten; (-):HBeAg negativ
detektiert; (+):HBeAg positiv.
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3.4 Neutralisierungspotential aus Serum gereinigter Antikorper
gegen die HBV Oberflachenproteine

Ein weiterer Aspekt, der in dieser Arbeit untersucht werden sollte, war die Frage
ob anti-HBs, welches gegen normales HBsAg generiert wurde, in der Lage ist, die
durch escape-Mutanten verursachte HBV-Infektion in vitro zu inhibieren. Dazu
wurde das Infektionsmodell mit primaren Tupaia Hepatozyten (PTH) gewahlt, da
die Infektion analog zum humanen System ist [Glebe et al., 2003; Glebe et al.,
2005], und die Zellen im Gegensatz zu primaren humanen Hepatozyten (PHH)
eine homogene Qualitdt und Suszeptibilitdt aufweisen. Da allerdings gezeigt
werden konnte, dass Bestandteile des humanen Serums die Bindung von HBV an
primare Tupaia Hepatozyten hemmen [Kdck et al., 2001], musste zunachst eine
geeignete Methode gefunden werden, um die Immunglobuline mdglichst schonend
aus dem Serum zu isolieren, um anschlielend ihre Funktionsfahigkeit im

Infektionsversuch testen zu konnen.

3.4.1 Reinigung und Isolation von anti-HBs aus Serum

Fir die Etablierung des Systems wurde zunachst Serum eines vakzinierten, anti-
HBs positiven Spenders (ID376: 117.000 IU/ml anti-HBs) und das eines anti-HBs
negativen, nicht geimpften Spenders (ID343) verwendet. Als Methode wurde die
Aufreinigung mit Protein L-Agarose gewahlt, da Protein L in der Lage ist eine
starke Bindung mit dem variablen Teil der leichten Kette aller Immunglobulin-
Klassen einzugehen und somit eine komplette Isolation aller Ig’s erlaubt. Nach
Aufreinigung der beiden Patientenseren wurden von den ersten beiden
Elutionsfraktionen jeweils 100 ng Protein auf ein SDS-Gel aufgetragen, die dritte
Fraktion wurde unverdunnt eingesetzt. Anschlieliend wurde eine Silberfarbung
durchgefuhrt (Abbildung 3-12).

Durch die denaturierenden Bedingungen bei der SDS-PAGE sind die
Untereinheiten der Immunglobuline entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt worden.
Neben den Untereinheiten der schweren Ketten, die bei ca. 50 kDa bandieren,
sind die der leichten Ketten bei ca. 28 kDa zu erkennen. Zusatzlich ist Albumin mit
einer Bande bei 66 kDa nachweisbar. Das verstarkte Signal der beiden Fraktionen

E3 lasst sich darauf zurtckfuhren, dass diese Proben unverdinnt aufgetragen
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wurden. Nach lIsolation der Immunglobuline aus dem Serum wurde nun die
spezifische Menge an anti-HBs in jeder Probe im AxSym mit dem AXSYM®
AUSAB® Reagent Kit bestimmt. Nach der automatischen Berechnung der Milli-
Internationalen Units (mIU) wurde dann ein Versuchsansatz erstellt, um
unterschiedliche Mengen anti-HBs auf ihr Neutralisierungspotential im

Infektionsversuch zu testen.

Protein L Affinitatsreinigung

M 376 343
(kDa)

El E2 E3 El E2 E3

1163 —

97.4 —

66.3 — <«— Albumin

5.4 - <«— Schwere Kette
derlg’s

36.5

31.0 —

) 44— Leichte Kette der

Ig”s

21.5—

14.4 —

6.0 _

Abbildung 3-12 Silberfarbung der Protein L-aufgereinigten Serumproben nach SDS-
PAGE; M: Marker in kDa; Probe 376: Positivkontrolle eines vakzinierten,
anti-HBs positiven Spenders; Probe 343: Negativkontrolle eines anti-HBs
negativen Spenders; E1, E2, E3: Eluat1 und Eluat2 (jeweils 100 ng
Protein aufgetragen), Eluat3 (unverdunnt aufgetragen).
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3.4.2 Neutralisierung der HBV-Infektion priméarer Tupaia Hepatozyten
mittels Protein L-gereinigter AntikOrper

3.4.2.1 Antikdrper aus einem vakzinierten, anti-HBs positiven Spender

Um das Neutralisierungspotential von anti-HBs Antikorpern zu testen, wurde die
den Milli-Internationalen Units (300-0 mIU absolut) entsprechende Proteinmenge
zusammen mit der korrespondierenden Menge Protein aus Negativserum
gemischt, damit in allen Ansatzen die gleiche Endkonzentration an Protein vorlag.
AnschlieBend wurden die Ansatze zusammen mit HBV (Genotyp D) fur eine
Stunde inkubiert und dann auf die primaren Tupaia Hepatozyten (PTH) gegeben.
Nach 16 h wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen gewaschen um
ungebundenes Virus zu entfernen und anschlieend fur weitere elf Tage kultiviert.
Da die HBsAg-Sekretion im Laufe der Infektion aufgrund der intrazellularen
cccDNA-Amplifikation und der damit vermehrten Expression zunimmt, wurde der
Uberstand von Tag 11 im ELISA auf HBsAg, als Marker einer etablierten Infektion,
getestet (Abbildung 3-13).
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Abbildung 3-13Inhibition der HBV-Infektion primérer Tupaia Hepatozyten mittels
Protein L-gereinigter, neutralisierender Antikérper (anti-HBs) eines
vakzinierten, anti-HBs positiven Spenders; fur die Infektion wurden
2,5x10° GE gereinigtes HBV eines chronischen Trégers eingesetzt:
0,25 ul HBV ID323 (gtD) enthalt 2,19 pg HBsAg (c=8,75 ng/ml); y-Achse:
HBsAg als Mall der Infektion [%]; x-Achse: Titration der Menge an
verwendetem anti-HBs (300-0 mIU absolut), @: Negativkontrolle (ohne
HBV); cut-off: unterhalb dieses Wertes hat keine Infektion stattgefunden;
IC50: Wert bei dem die Infektion um 50 % inhibiert ist.
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In diesem Versuch ist erkennbar, dass anti-HBs, welches mittels Protein L aus
Serum aufgereinigt wurde, in der Lage ist die HBV-Infektion in vitro vollstandig zu
neutralisieren, wenn 30-300 mIU absolut (in 300 yI Gesamtvolumen,
¢=1000 mlU/ml) eingesetzt werden. Gibt man das Virus mit 0,3-3 mIU anti-HBs auf
die PTH, so kann zwar eine Infektion stattfinden, allerdings ist diese um bis zu
70 % inhibiert. Die IC50 liegt bei unter 0,3 mlU anti-HBs. Um diese Ergebnisse zu
verifizieren, wurde der Versuch funf Mal wiederholt. Die Abbildung 3-14 zeigt
einen weiteren, unabhangigen Versuchsansatz, bei dem die Ergebnisse
reproduziert wurden. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass die
gereinigten Immunglobuline in der Lage sind die Infektion zu inhibieren bzw. zu

neutralisieren.
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Abbildung 3-14 Wiederholung des Versuches der Inhibition der HBV-Infektion
primarer Tupaia Hepatozyten mittels Protein L-gereinigter,
neutralisierender Antikorper (anti-HBs) ) eines vakzinierten, anti-
HBs positiven Spenders; fir die Infektion wurden 2,5x10° GE
gereinigtes HBV eines chronischen Tragers eingesetzt: 0,25 ul HBV
ID323 (gtD) enthalt 2,19 pg HBsAg (c=8,75 ng/ml); y-Achse: HBsAg als
Mald der Infektion [%]; x-Achse: Titration der Menge an verwendetem
anti-HBs (300-0 mlU absolut), @: Negativkontrolle (ohne HBV); cut-off:
unterhalb dieses Wertes hat keine Infektion stattgefunden; IC50: Wert bei
dem die Infektion 50 % inhibiert ist.
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3.4.2.2 Antikorper aus einem okkult HBV infizierten Blutspender

Nachdem nun ein geeignetes System flir die Untersuchung des
Neutralisierungspotentials gereinigter Immunglobuline zur Verflgung stand, sollten
im nachsten Schritt Serumproben eines okkult infizierten Blutspenders (ID384-
ID389) untersucht werden, der im Screening anti-HBs negativ getestet wurde
(Tabelle 3-12), aber bei der Sequenzanalyse eine Reihe von Mutationen im SHBs
und innerhalb der a-Determinante aufwies (3.2.4.6). Dazu wurden die
Immunglobuline aus finf aufeinanderfolgenden Serumproben mittels Protein L-
Agarose isoliert und fur den Infektionsversuch Proteinmengen entsprechend der
Menge von 300 mlU anti-HBs eingesetzt, da bei diesen Mengen in den
Vorversuchen (Abbildung 3-13 und Abbildung 3-14) eine komplette Inhibition

erreicht wurde.
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Abbildung 3-15Inhibitionsversuch der HBV-Infektion von PTH mit Protein L-
gereinigten Antikdrpern (anti-HBs) von funf aufeinander folgenden
Proben eines okkult infizierten HBV-Tragers (ID384-ID37); fur die
Infektion wurden 2,5x10° GE gereinigtes HBV eines chronischen Trégers
eingesetzt: 0,25yl HBV 1D323 (gtD) enthalt 2,19 pg HBsAg
(c=8,75 ng/ml); y-Achse: HBsAg als Mal} der Infektion [%]; x-Achse:
0: Positivkontrolle (0 mlU anti-HBs), 384-387: ID-Nummern der Proben
des Patienten im zeitlichen Verlauf; @: Negativkontrolle (ohne HBV); cut-
off: unterhalb dieses Wertes hat keine Infektion stattgefunden.
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Die Ansatze wurden fir 1 h mit HBV inkubiert, anschliel’end auf die PTH gegeben
und nach 16 h wieder abgenommen. Nach dem Waschen erfolgte die Kultivierung
der Hepatozyten fur weitere 15 Tage, dann wurden die abgenommenen
Uberstande im ELISA auf sekretiertes HBsAg untersucht (Abbildung 3-15). Der
Ansatz mit 0 mlU anti-HBs wurde als Positivkontrolle fur die Infektion verwendet
und der HBsAg Wert gleich 100 % gesetzt. Die gemessenen HBsAg-Werte liegen
alle eindeutig Uber dem cut-off. Wahrend bei der Probe ID385 die Infektion bei
nahezu 100 % liegt, kann in der Probe ID387 eine Inhibition der Infektion um 50 %
detektiert werden. Die anderen drei Proben weisen eine Inhibition zwischen 30-
40 % auf. Auch dieser Versuchsansatz wurde funf Mal wiederholt, allerdings
waren die erhaltenen Ergebnisse sehr heterogen. Wie Abbildung 3-16 zeigt, kann
keine signifikante Inhibition der Infektion nachgewiesen werden, da alle Werte,
trotz schwankender Standardabweichungen, deutlich Uber dem cut-off liegen. In
diesem Fall kann also davon ausgegangen werden, dass die gereinigten

Immunglobuline nicht in der Lage waren die Infektion in vitro zu neutralisieren.
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Abbildung 3-16 HBV-Infektion priméarer Tupaia Hepatozyten und die Neutralisierbar-
keit durch Protein L-gereinigte Antikdrper (anti-HBs) von funf
aufeinander folgenden Proben eines okkult infizierten HBV Tragers
(ID384-1D387); fiir die Infektion wurden 2,5x10° GE gereinigtes HBV
eines chronischen Tragers eingesetzt: 0,25 yl HBV ID323 (gtD) enthalt
2,19 pg HBsAg (c=8,75 ng/ml); y-Achse: HBsAg als Mal} der Infektion
[%]; x-Achse: 0: Positivkontrolle (0 mIU anti-HBs), 384-387: ID-Nummern
der Proben des Patienten im zeitlichen Verlauf; &: Negativkontrolle (ohne
HBYV); cut-off: unterhalb dieses Wertes hat keine Infektion stattgefunden.
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4 Diskussion

4.1 Sequenzanalyse des Arctic Squirrel Hepatitis Virus (ASHV)
aus dem Serum eines Arktischen Ho6rnchens und eines
experimentell infizierten Amerikanischen Waldmurmeltiers

Neben dem humanen HBV gehort das ASHV (Arctic Squirrel Hepatitis Virus)
ebenso wie das WHV (Woodchuck Hepatitis Virus) und das GSHV
(Ground Squirrel Hepatitis Virus) zum Genus Orthohepadnavirus [Mason et al.,
2005]. Aufgrund der hohen Wirtsspezifitdt der Orthohepadnaviren wurden bislang
in der Natur keine artibergreifenden Infektionsereignisse berichtet. Unter
Laborbedingungen konnte allerdings gezeigt werden, dass sich sowohl neonatale
Woodchucks [Seeger et al., 1991] als auch adulte Tiere [Lorenz, 2006] mit GSHV
infizieren lassen. Umgekehrt sind Ground Squirrels nicht fir WHV suszeptibel
[Seeger et al.,, 1987]. Im Rahmen einer Studie des Instituts fur Medizinische
Virologie in Zusammenarbeit mit Dr. Stephan Menne von der Cornell University,
Ithaka, USA, konnte nachgewiesen werden, dass sich auch adulte Woodchucks
mit ASHV infizieren lassen [Lorenz, 2006].

Fur die vorliegende Arbeit wurde aus der Serumprobe eines experimentell mit
ASHYV infizierten Woodchucks (Tier #3537) die virale DNA isoliert, kloniert und
sequenziert. Ebenso wurde das ASHV-Genom aus dem eigentlichen Wirt, einem
chronisch mit ASHV-infizierten Arctic Squirrel (Wildfang, Kolonie 3P_1E5852)
kloniert und sequenziert. Zusatzlich wurde sowohl von diesen beiden Proben, als
auch von GSHV- und WHV-haltigen Serumproben, das e-Antigen mit einem
diagnostischen HBeAg-Testsystem fur HBV detektiert. Sowohl die natirliche,
chronische ASHV-Infektion im Arctic Squirrel als auch die experimentelle akute
ASHV-Infektion des Woodchucks fuhrte zur Produktion replikationskompetenter
Viren.

Die Sequenzanalyse ergab, dass die ASHV-Genome der klonierten Proben aus
dem Arctic Squirrel (ASHV_3P) und dem akut infizierten Woodchuck
(ASHV_3537) in der Nukleotidsequenz nur an zehn Positionen, also um 0,3 %
voneinander abweichen. Da die Sequenzen dieser beiden klonierten Proben

untereinander eine so hohe Ubereinstimmung zeigen, kann die Notwenigkeit einer
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Anpassung an den Wirt (Woodchuck) weitgehend ausgeschlossen werden.
Insgesamt sind die Sequenzen der Klone 3323 bp lang und somit 21 nt langer als
das bisher publizierte ASHVacu2014 [Testut et al., 1996], welches vier Deletionen in
der Sequenz aufweist. Das Genom ist in vier offenen Leserahmen (praS/S, C, Pol
und X) organisiert, vergleichbar dem Aufbau von HBV [Schlicht und Schaller,
1989; Tiollais et al., 1981], GSHV [Marion et al., 1980] oder WHV [Galibert et al.,
1982].

Die praCore-Region (nt 1-90) ist die Sequenz, die in allen Hepadnaviren am
besten konserviert ist [Miller und Robinson, 1986]. Auch in den Klonen konnte in
diesem Bereich nur eine vereinzelte Substitution (nt40) detektiert werden. Im
carboxyterminalen Bereich der Core-Region liegt das Arginin-reiche SPRRRR-
Motiv, welches bei HBV die Basis des nuklearen Lokalisationssignals (NLS;
nuclear localisation signal) bildet [Eckhardt et al., 1991]. Es vermittelt die
Interaktionen zwischen dem Kapsid und der viralen DNA [Nassal, 1992] und lenkt
das Kapsid zum Nukleus [Rabe et al., 2003]. Dieses Motiv ist, mit Ausnahme des
bereits publizierten ASHVagu2914, Welches eine Deletion des letzten Arginins
(R210del) aufweist, bei allen Sauger-Hepadnaviren vertreten und konnte auch in
den Klonen identifiziert werden. Die Variabilitdten (nt-Level) der Klone ASHV 3537 #1
und ASHV3p #1 zu GSHVko2715 und WHV jo4514 entsprechen im praC/C-Bereich den
Werten der publizierten ASHVacuz2914 -Sequenz zu GSHVkoez715 bzw. WHV jo4514
[Testut et al., 1996].

Das S-Gen der drei Nagetier-Gattungen ist neben dem C-ORF eine sehr
konservierte Region [Kodama et al., 1985]. Generell fallt auf, ist die praS-Region
in den ASHV-Klonen weniger konserviert war, als die S-Domane. Die bei der
bekannten ASHVagu2914-Sequenz detektierte Deletion von 12 bp innerhalb der
praS1-Domane konnte in den ASHV-Klonen nicht nachgewiesen werden, dieser
Sequenzbereich weist also eher eine Ahnlichkeit mit GSHVkoo715 und WHV j04514
auf. Die praS1-Domane spielt bei HBV eine wichtige Rolle bei der Bindung an die
Hepatozyten-Membran [Glebe et al., 2005; Neurath et al.,, 1986] und ist somit
vermutlich flr die enge Wirtsspezifitat verantwortlich sein. Die essentielle
Bindedomane ist innerhalb aller HBV-Genotypen und beim WMHBV
(Woolley Monkey Hepatitis B Virus) konserviert, sie konnte jedoch in den Nager-

Sequenzen nicht nachgewiesen werden. Dennoch konnte gezeigt werden, dass
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WHV-Oberflachenproteine in der Lage sind, primare humane Hepatozyten mit
wHDV zu infizieren, wahrend umgekehrt HBV-Proteine nicht in der Lage sind
primare Woodchuck Hepatozyten mit hHDV zu infizieren [Gudima et al., 2008]. Die
moglichen N-Glykosylierungsstellen (Asn-X-Ser/Thr) an den Positionen N153
(praS2) bzw. N352 (S-Domane) kommen in allen Hepadnaviren vor [Heermann et
al., 1984] und sind in den ASHV-Klonen ebenfalls konserviert.

Im P-ORF konnten insgesamt vier Deletionen im publizierten ASHVagu2914
nachgewiesen werden, die in den ASHV-Klonen nicht vorhanden sind. Die Klone
entsprechen an diesen Positionen der Sequenz von GSHVkg2715 und WHV j4514.
Das E-Element des Enhancer | (nt 2188-2231), welches bei den Hepadnaviren
ebenfalls hoch konserviert ist [Faktor et al., 1990], zeigte auch bei den ASHV-
Klonen Wildtypcharakter.

Die am hdchsten variable Sequenz in den ASHV-Klonen wurde im X-ORF
festgestellt. Die hier gemessenen Variabilititen entsprechen denen, die bei
Vergleichen von unterschiedlichen Sauger-Hepadnaviren mit WHV-Isolaten
nachgewiesen wurden [Cohen et al., 1988; Kodama et al., 1985]. Daraus lasst
sich schlie®en, dass die Struktur des X-Proteins relativ flexibel ist.

Auf der Basis der Gesamtsequenz variieren die ASHV-Klone zum publizierten
ASHVacu2914 um 12,9 % (ASHV aus dem Arctic Squirrel) bzw. 13,0 % (ASHV aus
dem Woodchuck). Die Divergenz zu GSHVkoe2715 liegt bei 15,9 % und bei
WHV 04514. bei 14,3 %. Hingegen weicht das publizierte ASHVagu2914 Sowohl von
GSHVko2715 als auch von WHV 04514 um ca. 16,0 % ab [Testut et al., 1996]. Somit
wird deutlich, dass die in dieser Arbeit analysierten Klone ASHV3s37 41 und
ASHV3p 41 eine hohere Ahnlichkeit zu WHV 4514 aufweisen als das publizierte
ASHVacu2914. Auch Spezies-intern weist das ASHVagu2914 zu den neuen ASHV-
Klonen mit knapp 13 % eine recht hohe Variabilitadt auf, die wesentlich hdher liegt
als die von verschiedenen WHV-Isolaten untereinander (< 3,5 % Variation) [Cohen
et al.,, 1988]. Die Variabilitat ist sogar groRer als zwischen den acht
unterschiedlichen HBV Genotypen (A-H), die sich in mindestens 8 % der
Gesamtgenomsequenz unterscheiden [Norder et al., 2004; Okamoto et al., 1988],
aber dennoch geringer als zwischen zwei aviaren Hepadnaviren [Sprengel et al.,
1988].
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Daraus resultiert die Frage, wie die phylogenetischen Beziehung zwischen den
drei Hornchen-Gattungen ist und wie sie sich evolutionar entwickelt haben
konnten. Evolutionsstudien Uber Viren mit einer Transkriptase-Aktivitat fuhrten zu
dem Schluss, dass die Familie der Hepadnaviren und die Retroviren, ebenso wie
das Blumenkohlmosaikvirus (CMV cauliflower mosaic virus), von einem
gemeinsamen Vorfahren abstammen [Miller und Robinson, 1986; Toh et al., 1983;
Xiong und Eickbush, 1990]. Die aviaren Hepadnaviren, galten zunachst als die
primitiveren Mitglieder der Hepadnaviridae, da man dachte, dass ihnen der X-ORF
fehlt [Mandart et al., 1984] und die evolutionare Weiterentwicklung mit der
Gewinnung des X-Gens in Beziehung steht. Diese These kann verworfen werden,
nachdem ein den Sauger-Hepadnaviren ahnliches X-Protein entdeckt wurde
[Chang et al, 2001]. Dennoch weisen die Avihepadnaviren nur 40 %
Nukleotidhomologie zu HBV auf [Schaefer, 2007]. Da ASHV und GSHYV in die
gleiche phylogenetische Gruppe eingeordnet werden [Testut et al., 1996], liegt die
Vermutung nahe, dass sich das ASHV zur selben Zeit wie das GSHV, vor rund
10.000 Jahren, von dem gemeinsamen Urahn abgespalten hat. Die Vermutung
besteht, dass dabei Virus und Wirt koevolvieren. Bisher konnte von ASHV, GSHV
und WHYV jeweils nur ein einziger ,Genotyp“ beschrieben werden, wahrend sich
das humane Hepatitis B Virus in acht Genotypen klassifizieren lasst [Norder et al.,
2004]. Die unterschiedlichen Genotypen des HBV sind weitflachig Uber den
gesamten Globus verbreitet, auch wenn die einzelnen Genotypen teilweise mit
ethnischen Gruppen korrelieren [Chu et al., 2003]. Die geographische Verbreitung
von WHV und GSHYV ist dagegen sehr begrenzt und beschrankt sich auf Teile der
Vereinigten Staaten (Nord Kalifornien, Oregon, Sudosten der USA) und Kanada
[Marion et al., 1980; Paronetto und Tennant, 1990; Summers et al., 1978]. Das
ASHYV konnte bisher nur aus Tieren isoliert werden, deren Habitat sich in der Nahe
des Toolik Lake (Brooks Range) im Norden Alaskas befindet [Testut et al., 1996].
Die in dieser Arbeit untersuchten Seren stammen aus Tieren, deren Kolonien in
der Nahe von Cantwell (Mittel,- bzw. Sudalaska) beheimatet sind. Die beiden
Kolonien sind also durch eine groRe raumlichen Distanz sowie die zwischen den
Fundorten liegenden Gebirgsketten (Alaska Range und Brooks Range)
voneinander getrennt. Es kann also davon ausgegangen werden, dass es sich um

zwei unabhangige, mit ASHV-infizierte Tiergruppen handelt, die sich
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unterschiedlich von einem gemeinsamen Vorfahren entwickelt haben. Ein weiteres
Argument flr diese These ist, dass das Arktische Hornchen (Spermophilus parryii)
nicht nur in Alaska und Nordkanada, sondern auch rund um die Beringstrasse und
in weiten Teilen Russlands (Nordost Jakutien, Sibirien etc.) verbreitet ist. Durch
die Absenkung des Meeresspiegel zum Ende der Wisconsin-Eiszeit (Ende
Jungpleistozan; ca. 126.000-12.000 Jahre) wurde eine Landverbindung zwischen
Nordamerika und Ostsibirien geschaffen, sodass Jagdwild und andere Landtiere,
einschliellich des Menschen, Uber die Landbricke ,Beringias“ nach Nordamerika
einwandern konnten. Es wurde gezeigt, dass zwei Arten von Hérnchen in Nord-
und Zentralasien mit dem Arktischen Hornchen in Nordamerika naher verwandt
sind, als mit anderen Hornchenarten, die in Eurasien gefunden wurden [Nikolski
und Wallschlager, 1982; Robinson und Hoffman, 1975]. Es ist also durchaus
vorstellbar, dass einige der Arctic Squirrels vom Asiatischen Kontinent nach
Alaska eingewandert sind, sich dort in verschiedenen Habitaten niedergelassen
haben und eine unabhangige Entwicklung des ASHV stattgefunden hat, die in
unterschiedlichen Sequenzen mit einer Variabilitat von bis zu 13 % resultiert. Auch
die in Amerika heimischen HBV-Genotypen F, G und H divergieren um bis zu
16,2 % [Schaefer, 2005].

4.2 Untersuchung und Charakterisierung von Seren okkulter
HBV-Trager mittels unterschiedlicher Klonierungsverfahren

Die serologische Diagnose einer HBV-Infektion basiert hauptsachlich auf dem
Nachweis des Oberflachen-Antigens (HBsAg), welches den Hauptbestandteil der
Virushille bildet. Wahrend der akuten oder chronisch-immuntoleranten Infektion
werden neben den HBV-Virionen typischerweise 1.000-10.000-fach groRere
Mengen an nicht-infektiosen subviralen Partikeln ins Blut sekretiert [Kann und
Gerlich, 2005]. Das HBsAg-Screening ist von daher die Ubliche Methode auch bei
der Uberpriifung von Blut- und Organspenden. Sind im Serum kein HBsAg [Allain,
2004] aber moderate Mengen an HBV-DNA nachweisbar [Raimondo et al., 2008;
Torbenson und Thomas, 2002], wird von einer okkulten HBV Infektion (OBI)

gesprochen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Seren von

127



Diskussion

insgesamt funf okkult HBV-infizierten Blutspendern (Fall A-E) untersucht, deren
Spenden teilweise zu einer Transmission von HBV geflihrt haben [Gerlich et al.,
2007]. Mittels Sequenzanalyse sollten daher die auftretenden Hepatitis B Virus-
Varianten genauer charakterisiert werden. Dafur wurde die HBV-DNA aus den
Seren isoliert und der Bereich des HBsAg mittels spezifischer Primer amplifiziert.
AnschlieRend wurde die DNA in ein Vektorsystem kloniert, sequenziert und die
auftretenden Quasispezies in den Klonen analysiert. Als Referenzprobe wurde das
Serum eines HBsAg-positiven, immuntoleranten, hoch-viramischen Patienten
(K301) verwendet. Dieser Patient wies in 31 untersuchten Klonen insgesamt nur
26 Aminosaure-Austausche (0,21 %) auf, die relativ gleichmalig uber das
komplette LHBs verteilt waren. Auffallig ist die Substitution C139R [Mathet et al.,
2003], bei der es sich um eine schwerwiegende Mutation handelt, da das Cystein
an dieser Position fur die Infektion essentiell ist [Salisse und Sureau, 2009].
Allerdings kam diese Mutation nur in zwei der 31 Klone vor, sodass davon
ausgegangen werden kann, dass zwar ein geringer Selektionsdruck herrschte,
sich die Mutation aber nicht durchsetzen konnte und die Replikation nicht
beeintrachtigt wurde. Die HBsAg-Schleife (MHL: major hydrophilic loop), die ca.
von AS 100-170 reicht, wies insgesamt eine etwas niedrigere Variabilitat auf als
die beiden praS-Domanen. Diese hohe Konserviertheit der hydrophilen Schleife in
HBsAg-positiven Tragern, im Gegensatz zu HBsAg-negativen Patienten, wurde
auch in anderen Studien beobachtet [Candotti et al., 2008; Weinberger et al.,
2000]. Bei dem untersuchten Patienten K301 waren etwa zwei Drittel der
Austausche (69/97) auf Nukleotidebene stumme Mutationen und zeigten somit
keine Veranderung in der Aminosauresequenz. Der daraus errechnete Quotient
von nicht-synonymen (dn: 0,08 %) zu synonymen (ds: 0,19 %) Austauschen
(dn/Ns) lag unter eins (0,42). Bei Werten uber eins wird eine positive Selektion
angenommen [Hanada et al., 2007]. Somit deutet dieser niedrige Wert darauf hin,
dass hier kein auswirkender Selektionsdruck stattgefunden hat und sich das Virus
phanotypisch nicht verandern musste. Dies entspricht der ,Neutralen Theorie der
molekularen Evolution® [Kimura, 1983] die besagt, dass die meisten Mutationen
keiner naturlichen Selektion unterliegen, da sie nicht zu einer Veranderung des
Phanotyps fuhren. Die neutrale Theorie konnte fir die Gene von HBV belegt

werden [Gojobori et al.,, 1990]. Eine Studie zeigt, dass sich die HBV-Sequenz in
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einem durch materno-fetale Transmission persistent infizierten Patienten Uber
einen langen Zeitraum nur geringfugig andert [Okamoto et al., 1987]. Daraus
resultiert, dass bei HBV die synonymen Substitutionen im Vergleich zu den non-
synonymen vorherrschen [Orito et al., 1989]. Die Probe K301 wurde daher als
Referenzprobe verwendet und fur den Vergleich mit den okkult HBV-infizierten
Serumproben herangezogen.

Die Falle A (K444, K443) und C (K442) wurden anhand eines Ruckverfolgungs-
verfahren identifiziert, welches fur Blut- und Plasmaspenden im
Transplantationsgesetz verankert [Bundesgesundheitsministerium, 1999] und bei
vermuteter Ubertragung gesetzlich vorgeschrieben ist. Aufgrund der hohen
Ahnlichkeit der HBV-Sequenz von Spender (K444) und Empfangerin (K443)
konnte die Ubertagung bestatigt werden. Bei Fall B (ID384-ID389) handelte es
sich um einen Langzeit-Blutspender, der erst identifiziert wurde, nachdem das
Screening von Blutspenden auf anti-HBc im September 2006 in Deutschland
eingefuhrt wurde [Burger und Offergeld, 2005]. In den Fallen A und B kam es zu
einer Transmission von HBV [Gerlich et al., 2007]. In Fall A (K444) wurden sechs
Rezipienten identifiziert, wovon eine Empfangerin (K443) an einer Autoimmun-
Hepatitis verstarb. Von den anderen funf Rezipienten wurden drei als anti-HBc
positiv identifiziert, entwickelten aber keine Hepatitis. Vom Spender 1D384-389
(Fall B) bekamen 13 Personen Erythrozyten-Konzentrate und elf Empfanger
Frischplasmen, wovon flinf bzw. alle elf Rezipienten im Nachhinein anti-HBc
positiv getestet wurden. Hier wurde aufgrund der Pravalenz von anti-HBc, die in
Deutschland bei ca. 7 % liegt [Thierfelder et al., 2001], davon ausgegangen, dass
wahrscheinlich alle Spenden infektids waren. Bei Fall C (K442) zeigte nur einer
der vier Rezipienten Anzeichen einer HBV-Infektion. Eine mdgliche Ubertagung in
den Fallen D (K724) und E (K578) wurde durch HBV-DNA Testung der Spenden
vermieden.

Bei Betrachtung der serologischen Marker wird klar, dass es sich in den ersten
vier Fallen um sogenannte ,echte“ OBIs handelt, da bei ihnen kein HBsAg und
wesentlich geringere DNA-Mengen (9-310 GE/ml) als die per Definition
festgelegten 200 IU/ml HBV-DNA (entsprechen ca. 1000 GE/ml [Saldanha et al.,
2001]) im Serum detektiert wurden [Raimondo et al., 2008]. Des weiteren kdnnen

diese Falle als seropositive-OBls eingestuft werden, denn bei allen wurde
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zumindest anti-HBc nachgewiesen [Raimondo et al., 2008]. Der funfte Fall (K578)
stellt eine transiente OBI dar, da zwar kein HBsAg zu detektieren war, aber eine
hohe Viruslast vorherrschte (90.000 GE/ml). Hier waren nur zum Zeitpunkt der
ersten Abnahme das HBsAg negativ, die HBV-Antikdrper und die ALT waren
normal. Einen Monat spater allerdings war anti-HBc schwach positiv und anti-HBs
hoch positiv (> 1000 I1U/l), die HBV-DNA ebenfalls schwach positiv und die ALT
auf 122 U/l angestiegen [Bremer et al., 2009]. Dieser Fall (Fall E) wird daher
gesondert diskutiert, da es sich nicht um einen typischen OBI handelte. Die
Klonierung und Analyse der Sequenzen deckte bei den ersten vier Fallen (A-D)
eine Vielzahl von Quasispezies auf.

In der praS1-Domane der vier Falle A-D wurden generell nur wenige Mutationen
festgestellt. Die Variation schwankte bei den nicht-synonymen Austauchen
zwischen 0,75 % (Fall D) und 2,86 % (Fall B_4, ID386). Interessant waren die
Mutationen prD16E beim GenotypD (Fall A, K444+K443) bzw. die
korrespondierende Mutation prD27A beim Genotyp A (Fall B, ID384-389) sowie
die Mutation sF25L, ebenfalls Genotyp A (Fall C, K442), die alle in der essentiellen
Bindedomane (AS 9-18 bei Genotyp D bzw. AS 20-29 bei Genotyp A) von HBV
liegen [Glebe et al., 2005]. Es konnte gezeigt werden, dass HBV-Partikel mit
Punktmutationen in dieser Bindedomane ihre Infektiositat verlieren [Engelke et al.,
2006]. Da sich die ausgetauschte Asparaginsaure (prD16E, Fall A) jedoch von
Glutaminsaure nur in einer Methylengruppe unterscheidet, ist die Bindung des
Virus vermutlich nicht wesentlich beeintrachtigt. Ein weiterer Hinweis dafur ist,
dass WMHBV und HBV in dieser Region hoch konserviert sind, aber dass
WMHBV an dieser Stelle ebenfalls eine andere Aminosaure (Serin) aufweist
[Glebe et al., 2005]. Eine weitere Mutation in der praS1-Domane wurde bei Fall B
und Fall C an Position 104 (prQ104K) detektiert. Die praS1-Region AS 103 - 124
spielt bei HBV eine wichtige Rolle bei der Virionenbildung und ist an der
Oberflache von HBV exponiert [Bruss, 1997]. Eine ahnlich funktionelle Sequenz
(AS 116-137) konnte auch in der praS-Domane von DHBV identifiziert werden
[Lenhoff und Summers, 1994]. Fur die Umhullung des Nukleokapsids ist das LHBs
essenziell. Fehlt das L-Protein, transportieren die Kapside das virale Genom
zurick zum Kern, wo es dann wie bei der initialen Infektion zu einer Amplifikation

der cccDNA kommt. Daher konnen Mutationen innerhalb dieser Domane dazu
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fuhren, dass aufgrund des fehlenden LHBs die Kapside nicht umhdillt werden
[Summers et al., 1990].

Bei Betrachtung der praS2-Domane fiel besonders bei Fall B (ID384-ID389) und
Fall C (K442) die Mutation T173K auf, die sich kurz vor dem Startcodon des SHBs
befindet und dominant in allen Klonen vertreten war. Der Austausch von Tyrosin
zu Lysin koénnte zu Anderungen in der Proteinkonformation fiihren und vielleicht
die Expression des SHBs beeinflussen. Da allerdings auch einige Quasispezies
mit Wildtypcharakter vorlagen, kann dieser Defekt vermutlich kompensiert werden.
In Fall C (K442) wies ein Klon (Klon 19) einen Austausch im Startcodon von
Methionin zu Valin auf (prM120V), wodurch dieser Klon nicht in der Lage ist MHBs
zu produzieren.

Die signifikant haufigsten Mutationen waren innerhalb der S-Domane zu finden,
die prinzipiell in drei Teile untergliedert werden kann. Die N-terminale Region
(AS 1-99), die HBsAg-Schleife (AS 100-170) und der C-terminale Bereich
(AS 171-226) [Stirk et al., 1992], [Schaefer, 20085].

Im N-Terminus des SHBs konnten eine Reihe von Substitutionen festgestellt
werden, von denen die interessanteste bei Fall C (K442) auftrat. Dort war das
Methionin des SHBs-Startcodons in 16 der 19 Klone mutiert (M1R/L/G/K). Somit
kann bei der Translation der 2,1 kb-mRNA, die fur praS2- und die S-Region
kodiert, nur das erste Codon abgelesen werden [Gallina et al., 1992]. Viren mit
dieser Mutation sind also nur in der Lage LHBs und MHBs zu sekretieren, aber
kein SHBs. Das Fehlen von SHBs hat weitreichende Folgen, da es den
Hauptbestandteil der Virushulle bildet [Ganem und Varmus, 1987; Heermann et
al., 1984]. Diese kann dann vermutlich nicht mehr gebildet werden und die HBV-
Kapside werden nicht aus der Zelle sekretiert [Bruss und Ganem, 1991]. Wird
mehr LHBs im Verhaltnis zu SHBs gebildet, kommt es auRerdem zur Retention
von HBs-Filamenten im ER [Kuroki et al., 1989]. Das Retentionssignal liegt
innerhalb der praS1-Region [Gallina et al., 1995] und die Uberexpression von
LHBs fuhrt zur Bildung von Milchglas-Hepatozyten.

In der C-terminalen S-Domane konnten ebenfalls eine Reihe von Mutationen
nachgewiesen werden, die teilweise mit dem uberlappenden P-ORF assoziiert
waren. Bei Fall A (Spender K444) konnte bei einem Klon (E19) eine Mutation im
YMDD-Motiv (rtM204K) der Polymerase festgestellt werden. Dieses Motiv,
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welches auch in anderen RTs hoch konserviert ist [Kamer und Argos, 1984], steht
im Zusammenhang mit der Resistenz gegen das Nukleosid-Analogon Lamivudin
(LMV) [Locarnini, 2003]. Mutationen innerhalb dieser Sequenz und die damit
assoziierte Resistenz wurden allerdings auch schon in chronisch infizierten,
unbehandelten Patienten gefunden [Kobayashi et al., 2001]. Generell flhrt diese
Mutation (rtM204) zu einer Replikations-Defizienz [Coffin, 1995] und das Virus
versucht diesen Nachteil durch weitere Mutationen zu kompensieren um den
ursprunglichen Replikations-Level wieder herzustellen [Ho et al., 1994]. Bei Fall B
und C wurden Quasispezies (ID389: Klon 7; K442: Klon11) mit der Mutation
rtA181T detektiert, die normalerweise im Laufe der HBV-Therapie mit dem
Nukleotid-Analogon Adefovir auftritt und ebenfalls eine Resistenz verursacht
[Lacombe et al., 2006]. Diese Mutation ist mit dem S-ORF gekoppelt und I6st dort
eine Stop-Mutation (sW172stop) aus, sodass kein vollstandiges SHBs gebildet
werden kann. Viren mit diesem Austausch im S-Protein sind eventuell nicht alleine
lebensfahig, aber mdoglicherweise konnte hier dieser Defekt durch
Transkomplementation des Wildtyps ausgeglichen werden [Yeh et al., 2000].

Am starksten war die HBsAg-Schleife (AS 100-170) in allen vier OBls mutiert. Hier
reichte die Variation von 4,43 % (K724) bis zu 14,43 % (ID387). Insgesamt liegen
acht Cysteine in der HBsAg-Schleife, die inter- und intramolekulare
Disulfidbricken bilden [Mangold und Streeck, 1993; Mangold et al., 1995; Salisse
und Sureau, 2009], was in einer komplexen dreidimensionalen Struktur resultiert
[Gilbert et al., 2005]. Antikorper, die durch eine aktive HBV-Impfung hervorgerufen
werden, oder das in den diagnostischen Tests oder im HBIG vorkommende anti-
HBs, sind hauptsachlich gegen diese Region des HBsAg gerichtet [Carman et al.,
1990; Jilg et al., 1984; Wallace und Carman, 1997]. Eine Anderung der Antigenitat
des HBsAg aufgrund von Mutationen im SHBs kann also weitreichende
diagnostische und immunologische Folgen haben. Die Falle B, C und D wiesen
alle die Mutationen sM1031 und sL109H auf, von denen letztere schon in dhnlicher
Weise (L109P) beschrieben wurde [Lada et al., 2006]. Bei Fall B, von dem funf
Plasmaspenden aus zehn Monaten analysiert wurden, sind aul’erdem einige
dynamische Quasispezies erkennbar (sG112V, sS117G, sT118P). Diese treten

erst im zeitlichen Verlauf der aufeinander folgenden Abnahmen auf und kénnten
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eine Anpassung des Virus darstellen um sich einen Selektionsvorteil zu
verschaffen.

Etliche Mutationen konnten innerhalb der antigenen a-Determinante (AS 121-147)
[Brown et al., 1984] detektiert werden. Interessant ist die in Fall B-D auftretende
Mutation sP120Q. Es konnte gezeigt werden, dass Deletionen innerhalb der
Region AS 118-129 zu einem Verlust der Infektiositat von HDV-Partikeln fuhrt und
dass die Domane AS 119-124 dabei essentiell fur die Infektiositat ist [Avellén und
Echevarria, 2006; Jaoude und Sureau, 2005; Salisse und Sureau, 2009]. Diese
Domane enthalt ein CXXC-Motiv (AS 121-124), welches das katalytische Zentrum
einiger konservierter Proteine, unter anderem der Protein-Disulfid-Isomerase
(PDI), bildet [Vuori et al., 1992] und auch bei tuber 100 HBV-Subtypen und HBsAg-
Mutanten konserviert ist [Qiu et al., 1996]. In 50 % der Klone bei Fall C (K442)
befand sich eine Mutation in diesem CXXC-Motiv (sC121Y/G) und in einem
anderen Klon (Klon 28) eine Mutation des Cysteins an Position 147 (sC147R).
Diese Austausche konnen zu Veranderungen der Infektiositat und der
Umlagerungen innerhalb der Disulfidbricken fuhren [Kohno et al., 1996; Salisse
und Sureau, 2009; Weinberger et al., 2000]. Auch bei ID 386 (Fall B) trat bei zwei
Klonen (Klon-Nr. 10, 12) eine Mutation innerhalb des CXXC-Motivs auf (sK122R).
Unter Berucksichtigung der anderen Subtyp-spezifischen Positionen 160, 127 und
159 [Purdy et al., 2007] ergibt sich hier nun der Subtyp ayw1, wahrend in den
anderen vier Abnahmen bei allen Klonen der Subtyp adw2 vorlag. Bei K442
(Fall C) wurde an Position 127 eine Substitution (sP127T) detektiert, die einen
Subtypwechsel von adw2 zu adw3 bewirkt [Norder et al., 2004].

In allen vier Fallen (A-D) enthielt das S-Gen eine Reihe hintereinander
geschalteter escape-Mutationen innerhalb der a-Determinante: sK141E (nur K724)
[Karthigesu et al.,, 1994], sP142L (FallA) [Wallace und Carman, 1997],
sT/S143L/S/A (Fall A, B, C) [Sayiner et al.,, 2007; Wallace et al.,, 1994],
sD144E/G/A (Fall A, C, D) [Harrison et al., 1994; Wallace et al., 1994] und
sG145K (Fall A) [Carman et al., 1990]. Die Positionen 141 und 145 sind
entscheidend flr das Binden von anti-HBs Antikérpern des rekombinanten
Impfstoffs [Steward et al., 1993]. Die Mutation D144E verhindert die
konformationelle Anordnung der zwei Schleifen der a-Determinate [Wallace et al.,

1994]. Die klassische Vaccine-induzierte escape-Mutante G145R war hier
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allerdings zu Lysin ausgetauscht. Diese Mutation ist zusatzlich mit dem P-ORF
(rtW153W) assoziiert und scheint zu einer gesteigerten Replikation von LMV-
resistenten Hepatitis B Viren zu fihren [Torresi, 2002; Yeh et al., 2000]. Bei Fall B
bis D trat zusatzlich eine escape-Mutante an Position 130 auf, die allerdings nur
bei ID387 zu einem Asparagin (G130N) ausgetauscht war und somit eine
zusatzliche potentielle N-Glykosylierungsstelle bildet [Kohno et al., 1996]. Daflr
gab es bei Fall A und C je einen Klon (Fall A: Klon E19, Fall C: Klon 28), der die
regulare N-Glykosylierungsstelle an Position 146 [Heermann et al., 1984] mutiert
hatte (sN146D bzw. sN146K).

Insgesamt wurden in den vier beschriebenen okkult HBV-infizierten Patienten eine
Vielzahl von Mutationen detektiert, was aufgrund der hohen Mutationsrate der
reversen Transkriptase nicht verwunderlich ist. Die reverse Transkriptase von HBV
ist ein sehr Fehler-anfalliges Enzym und wie bei den Retroviren [Domingo und
Holland, 1997] resultiert das in einer groRen Anzahl von nt-Substitutionen wahrend
der Replikation. Als Folge hat HBV eine Verteilung von ,Quasispezies” in
infizierten Individuen, so dass ein Mix aus genetisch unterschiedlichen, aber nahe
verwandten Varianten vorliegt [Torresi, 2002]. Neu generierte Mutationen
verschaffen diesen Virus-Varianten einen Selektionsvorteil, so dass sie sich gegen
andere Varianten durchsetzen konnen. Solch ein Selektionsprozess kann
theoretisch bei jedem Schritt der Infektion, in jedem der vier Gene auftreten. So
konnen beispielsweise HBsAg-Mutanten unter dem Druck der aktiven oder
passiven anti-HBs Immunisierung entstehen [Carman et al., 1990; Lada et al.,
2006; Torresi, 2002] oder Resistenz-Mutanten im Polymerase-Gen durch die
Therapie mit antiviralen Substanzen [Locarnini, 2003].

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Mutationsrate des gesamten S-ORFs
hoéher lag (2,26 % - 5,55 %) als in der reversen Transkriptase des Uberlappenden
P-ORFs (2,52 % - 4,83 %). Die Mutationen waren in den vier beschriebenen
Fallen A-D, im Gegensatz zum Kontrollpatienten (K301), nicht gleichmaRig Uber
das gesamte HBsAg verteilt, sondern konzentrierten sich im Bereich der HBsAg-
Schleife (AS 100-170). Hier lag die Variation bei 4,43 % bis 14,43 % wahrend im
Gegensatz dazu, die praS1-Domane nahezu konserviert war (0,83 %-2,86 %). Die
Variation der MHL liegt also 19-62 Mal hoher als bei der HBsAg-positiven

Kontrolle, so dass von einer gerichteten Selektion ausgegangen werden kann. Im
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Gegensatz zu Candotti et al (2008), die zwar ebenfalls eine Konzentration der
Austausche in der MHL feststellten, konnten in den hier untersuchten OBlIs
allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Genotypen A
und D festgestellt werden. Das Verhaltnis der nicht-synonymen zu den synonymen
Austauschen wird mit Hilfe des Quotienten dn/Ng angegeben und gibt ebenfalls
einen Hinweis, ob es sich um eine gerichtete Selektion handelt. Da bei den Fallen
A-C die Werte des Quotienten alle Uber eins liegen (1,84-5,86), kann eine positive
Selektion angenommen werden [Hanada et al., 2007]. Bei Fall D liegt der Quotient
bei 0,59. Da dieser Wert relativ niedrig liegt, kann hier davon ausgegangen
werden, dass der Selektionsprozess gerade erst angefangen hat.

Mutationen innerhalb und oberhalb der a-Determinante die zum Immun-escape
und diagnostischen escape fuhren sind seit langem bekannt [Carman et al., 1990;
Waters et al.,, 1992] und auch hier zahlreich nachgewiesen worden. Die
Positionen, die in den hier beschriebenen Fallen am haufigsten betroffen waren,
lagen bei AS 130-133 und AS 142-145. Aufgrund der vielen Mutationen innerhalb
des a-Epitops kann zumindest bei Fall A angenommen werden, dass der
Blutspender wahrscheinlich im Vorfeld anti-HBs positiv war, da vorhandenes anti-
HBs die Selektion von HBsAg-escape-Mutanten begulnstigt [Shiels et al., 1987].
Dies ist allerdings nur der Fall, wenn neben dem anti-HBs kein Uberschuss an
HBsAg vorliegt, da anti-HBs sonst abgefangen wird und nicht zur Selektion
beitragen kann [Lada et al., 2006; Zhang et al., 2007]. Anti-HBs neutralisiert zwar
weitestgehend die HBV Infektion in vitro und in vivo, kann aber die intrazellulare
Replikation von bereits vorhandenen Viren nicht inhibieren. Es wurden auch Falle
beschrieben, in denen es trotz vorhandenem anti-HBs zum Immun-escape
[Yamamoto et al., 1994] bzw. zur Transmission von HBV kam [Candotti et al.,
2008; Levicnik-Stezinar et al.,, 2008]. Die im HBsAg entstehenden escape-
Mutanten konnen sich also der Erkennung und der Neutralisierung durch anti-HBs
entziehen, so dass das mutierte Virus in der Lage ist, sich in der Leber
auszubreiten und die Infektion aufrecht zu erhalten. In immunsuppremierten
Patienten konnen solche escape-Mutanten in Anwesenheit von anti-HBs auch
reaktiviert werden und fatale Folgen haben [Awerkiew et al., 2007; Westhoff et al.,

2003]. Das Virus versucht also der Immunkontrolle des Wirtes zu entgehen, indem
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es die Epitope der Oberflachenproteine sowohl auf B-Zell-Level, als auch auf T-
Zell-Ebene verandert [Chisari und Ferrari, 1995].

Der funfte OBI (Fall E) stellt eine Besonderheit dar, da in diesem Fall der Patient
zu Beginn der Abnahmen eine relativ hohe Viruslast aufwies und ist ein Beispiel
daflr, dass eine okkulte HBV-Infektion nicht zwangslaufig mit einer niedrigen
Viramie assoziiert ist [Raimondo et al., 2008]. Es wurden insgesamt funf
Mutationen im gesamten S-ORF gefunden, von denen drei in der praS-Region und
zwei im SHBs vorlagen. Die a-Determinante war in allen essenziellen Bereichen
stark konserviert. Die Analyse des Gesamtgenoms deckte einige Mutationen in
der praC/C-Region auf. Es konnte eine Stop-Mutation (praCW28stop) detektiert
werden, die aus der nt-Substitution G1896A resultiert und zu einem Verlust des
HBeAg fuhrt [Carman et al., 1989; Locarnini, 2003]. Das Nukleotid G1896 formt in
den Genotypen B, D, E und G normalerweise eine Basenpaarung mit nt 1858
[Bartholomeusz und Schaefer, 2004], so dass Mutationen an Position 1896 die
Stabilitat der Sekundarstruktur des encapsidation signals Epsilon verstarken [Lok
et al., 1994]. Diese Mutation kommt unterschiedlich haufig in den verschiedenen
Genotypen vor. In Genotyp A oder F ist diese praCore-Stop Mutation selten [Li et
al., 1993], wahrend sie bei Genotyp G dominant ist [Kato et al., 2002; Stuyver et
al., 2000]. Der Patient im vorliegenden Fall E ist mit HBV Genotyp D infiziert, dort
ist diese Mutation in 43 % der Falle vertreten und somit gelaufig [Kao et al., 2000].
Es konnten ebenfalls zwei nt-Mutationen (G1764A, T1765C) im basalen Core-
Promotor (BCP) nachgewiesen werden, durch welche die Expression von HBcAg
gegenuber HBeAg bevorzugt wird [Buckwold et al., 1996]. In einer Studie wurden
diese Mutationen bei Genotyp D in 12 % der klinischen Falle detektiert [Kao et al.,
2000]. Die Mutation G1764A ist oft mit HCC assoziiert [Kao et al., 2003; Kuang et
al., 2004], was allerdings wahrscheinlich eine indirekte Assoziation darstellt, da
diese Mutation erst spat im Infektionsverlauf erscheint und zu einer gesteigerter
HBV-Replikation fuhrt [Blackberg und Kidd-Ljunggren, 2003]. Da kein HBsAg
nachweisbar war, lag zunachst die Vermutung nahe, dass fur den OBI-Status
ebenfalls, wie in den anderen vier Fallen, Mutationen in der MHL verantwortlich
sein konnten. Das war hier allerdings nicht der Fall, da insgesamt nur funf
Mutationen im gesamten S-ORF gefunden wurden und keine Austausche

innerhalb der a-Determinante. Somit kann ein diagnostischer escape
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ausgeschlossen werden. Das schnelle Auftreten von anti-HBs bei diesem
Patienten lasst eine schnelle T-Zellantwort vermuten, da HBsAg ein Ty-Zell-
abhangiges B-Zell Antigen ist [Milich, 1988]. Somit kann auf eine schnelle T-
Zellantwort ruckgeschlossen werden, die die Expression von HBV-mRNAs und
Antigenen herunterreguliert [Guidotti et al., 1994]. Die T-Zell vermittelte
Immunselektion wird auch durch die nachgewiesene Heterogenitat des P-ORFs
favorisiert, wohingegen die HBsAg-Schleife mit den dominanten B-Zell-Epitopen
sehr konserviert vorliegt. Auch das Fehlen des Immunmodulators HBeAg aufgrund
der Mutationen, tragt zu einer schnellen nicht-zytotoxischen HBsAg-spezifischen
T-Zell-Antwort bei, die zu einer niedrigen Expression von HBsAg geflhrt hat
[Bremer et al., 2009].

Das Auftreten des okkulten Infektionsmusters kann unterschiedliche Ursachen
haben. Zum einen ist HBsAg beim akuten Infektionsverlauf wahrend der frihen
Fensterphase nicht detektierbar, was sich allerdings meist in einem Zeitraum von
30-38 Tagen andert [Kleinman und Busch, 2006]. Zum anderen kann das
Oberflachenantigen nicht wahrend der spaten Fensterphase, also kurz vor dem
Auftreten von anti-HBs detektiert werden [Raimondo et al., 2007]. OBls konnten
auch bei Individuen beobachtet werden, in denen das HBV auf einem niedrigen
Level persistiert [Allain, 2004] oder wenn die erhaltlichen Testsysteme nicht in der
Lage sind, bestimmte HBV-Varianten zu detektieren [Levicnik-Stezinar, 2004]. Die
HBV-Ubertragung durch Blutspenden ohne detektierbares HBsAg ist schon seit
langem bekannt [Hoofnagle et al., 1975]. Kirzlich wurden erst in einer Studie in
Griechenland 21 okkult infizierte Blutspender identifiziert. Die Sequenzanalyse
zeigte zahlreiche Mutationen innerhalb der a-Determinante [Katsoulidou et al.,
2009], wie sie auch in dieser Arbeit hier nachgewiesen wurden. Obwohl diese
Vorfélle eigentlich eher selten sind, sollten sie dennoch als ernst zu nehmende
Ereignisse eingestuft werden [Offergeld et al., 2005]. Daher werden mittlerweile in
einigen Landern wie Deutschland und Japan, die Blutspenden fakultativ mittels
Nukleinsaure-Amplifikations-Tests (NAT) auf das Vorhandensein von HBV-DNA
gepruft um das Ubertagungsrisiko zu senken [Nibling et al., 2008]. Das Risiko
dass eine infektiose Spende unerkannt bleibt, liegt in Deutschland bei 1:360.000
[Hourfar et al., 2008]. Durch die Anwendung des Minipool-NAT konnten bereits

einige HBV-Infektionen in der frihen Fensterphase detektiert werden [Meisel et
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al., 2003; Minegishi et al., 2003], dennoch ist auch dieses System nicht unfehlbar,
da ihm oftmals die Sensitivitat fehlt. Bei einer nosokomialen Kettentbertragung
wurde der Empfanger, trotz Testung des Erythrozyten-Konzentrat im NAT, mit
HBV infiziert [Furtwangler et al., 2006]. Die Anwendung von Einzelspenden-NAT
ware wahrscheinlich sensitiver, wirde aber vermutlich bei der routinemaligen
Anwendung den Kostenrahmen sprengen. Ein weiterer Aspekt der in Betracht
gezogen werden sollte ist, dass die gelaufigen Impfstoffe alle gegen die S-
Doméne gerichtet sind. Da diese allerdings wie gezeigt werden konnte, im
Gegensatz zur praS1-Domane einer hohen Variabilitat unterliegt, stellt sich die
Frage, ob die praS1-Domaéane nicht ein besseres Ziel fir diagnostische Tests oder

bei der Entwicklung neuer HBV-Impfstoffe ware.

4.3 Expression von Hepatitis B Virusproteinen in humanen
Hepatom-Zelllinien

Etablierte Zelllinien wie die humanen Hepatom-Zelllinien HepG2 [Aden und Fogel,
1979 ] oder Huh7 [Nakabayashi et al., 1982] sind in der Regel nicht fur das
Hepatitis B Virus suszeptibel [Lu et al., 1996; Qiao et al., 1994]. Lediglich zwei
Arbeitsgruppen konnte bisher die Suszeptibilitat von HepG2-Zellen fur HBV
berichten [Bchini et al., 1990; Paran et al., 2001], was aber nicht bestatigt werden
konnte. Obwohl diese Zellen offensichtlich nicht auf nattrlichem Weg mit HBV
infiziert werden koénnen, sind sie durchaus in der Lage nach transienter oder
stabiler Transfektion mit HBV-DNA, effizient zu replizieren und infektiose HBV-
Partikel zu sekretieren [Ladner et al., 1997; Sells et al., 1987; Sureau et al., 1986].
Im ersten Schritt wurden im Rahmen dieser Arbeit die beiden Hepatomzelllinien
HepG2 und Huh7 mit unterschiedlichen Konstrukten transient transfiziert und die
Transfektionseffizienz verglichen. Als Plasmide wurden zwei unterschiedliche
Konstrukte verwendet, die beide nach Transfektion in humane Hepatomzellen
HBsAg sekretieren kénnen [Bruss und Ganem, 1991]. Das Plasmid pRVHBV1.5
codiert fiir ein Uberlangengenom (1.5mer), das andere Plasmid pSVB45H codiert
fur das LHBs des HBV-Wildtyps. Es konnte im ELISA eindeutig nachgewiesen
werden, dass bei Transfektion mit gleichen Mengen Plasmid-DNA die HepG2-

Zellen mehr HBsAg exprimieren als die Huh7-Zellen. Das kdnnte daran liegen,
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dass die HepG2-Zellen am Tag der Transfektion eine héhere Konfluenz auf der
Platte aufwiesen, oder dass das Transfektionsagens welches flir die HepG2-
Zellen verwendet wurde, das Plasmid effizienter in die Zelle geschleust hat und
somit mehr HepG2-Zellen transfiziert wurden. Ein weiterer Aspekt ist, dass die
Huh7-Zellen im Vergleich zu den HepG2-Zellen so schnell gewachsen sind, so
dass sie spatestens nach drei Tagen passagiert werden mussten. Durch haufiges
Passagieren der Zellen kommt es haufig zu einem Verlust der Plasmide, wodurch
ebenfalls die geringere HBsAg-Sekretion zu erklaren ware. Um ein schnelles
Wachstum zu verhindern, wurde fur die Kultivierung der Zellen ein spezielles
Medium verwendet, welches DMSO, Dexamethason und nur geringe Mengen FKS
enthalt. Da die Transkription der HBV-Gene abhangig vom Differenzierungsgrad
der Zelle ist, liegt die Vermutung nahe, dass Differenzierungs-induzierende
Zellkulturbedingungen die HBV-Produktion verstarken kénnen [Glebe et al., 2001].
Es konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von Hepatozyten mit DMSO
sowohl die Expression von Hepatozyten-spezifischen Differenzierungsmarkern
[De La Vega und Mendoza-Figueroa, 1991] als auch die Expression von HBV
verstarkt [Gripon et al.,, 1989]. Die Kultivierung von hepatomen Zellen in
Anwesenheit von DMSO und niedrigen Mengen an FKS flhrt zu einem Zellzyklus-
Arrest [Kost und Michalopoulos, 1991], wodurch die Proliferation der HepG2-
Zellen inhibiert ist. Dieses verlangsamte Zellwachstum begunstigt aus ungeklarten
Grinden die Produktion von Viruspartikeln. Das Dexamethason aktiviert den
Glucocorticoid-Rezeptor, welcher an das GRE (glucocorticoid response element)
bindet. Diese Bindung verstarkt ebenfalls die Transkription um das Zwei- bis
Funffache [Tur-Kaspa et al., 1986]. Da die Handhabung der HepG2-Zellen
einfacher und ihre Sekretionsrate hoher war, wurden die weiteren Versuche an
HepG2-Zellen durchgefliihrt, auch wenn sich laut Literatur Huh7-Zellen effizienter
als HepG2-Zellen transfizieren lassen [Chang et al., 1987]. Es konnte allerdings
gezeigt werden, dass transfizierte HepG2-Zellen wohl eher die Situation eines
chronischen HBV-Tragern widerspiegeln, da sie im Gegensatz zu Huh7-Zellen
vergleichbare Mengen Filamente produzieren kdénnen [Roingeard und Sureau,
1998]. Des weiteren waren die Mengen an detektiertem HBsAg nach Transfektion
mit dem 1.5mer (pRVHBV1.5) deutlich hoher als mit dem LHBs-codierenden
Plasmid (pSVB45H). Das ist nicht verwunderlich, da das Uberlangengenom nicht
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nur in der Lage ist, in der infizierten Zelle replikationskompetente Nachkommen zu
produzieren, sondern auch zu einer intranuklearen Akkumulation von cccDNA.
Durch den intrazellularen Rucktransport des Genoms in den Kern kommt es zu
einer Amplifikation der cccDNA [Kann et al., 2007] und einer vermehrten
Produktion von Virionen und subviralen Partikeln, deren SHBs im ELISA detektiert
werden kann. Ein weiterer Grund konnte sein, dass das Plasmid pSVB45H unter
der Kontrolle eines SV40-Promotors steht. Dieser Promotor ist fur die
Transkription des LHBs zustandig, wahrend MHBs und SHBs von dem internen
PraS2/S-Promotor transkribiert werden [Bruss und Ganem, 1991]. Sowohl der
SV40-Promotor, als auch der M/SHBs-Promotor werden durch den ubiquitar
vorkommenden Transkriptionsfaktor Sp1 aktiviert [Dynan und Tjian, 1983; Raney
et al., 1992]. Dennoch konnte es sein, dass die Verwendung eines HBV-fremden
Promotors irgendeine Auswirkung auf die Transkriptionsrate hat.

In folgenden Experiment wurde ein kloniertes HBV-Gesamtgenom (Genotyp A)
samt Vektorsystem in HepG2-Zellen transfiziert. Als Referenz wurde eine
Transfektion mit dem bereits beschriebenen 1.5mer angesetzt. Fur die
Gesamtgenom-Klonierung wurden Primer gewahlt [Gunther et al., 1995], die an
der nick-Region von HBV an Position nt 1821 (P1) bzw. nt 1825 (P2) ansetzen.
Dadurch kann vermieden werden, dass die Elongation uUber diese
diskontinuierliche Stelle, an der das Genom dreifach vorliegt [Will et al., 1987],
hinweg laufen muss, was zu einer bis zu 1000-fach schwacheren Amplifikation
fuhren wirde [Kock und Schlicht, 1993]. Zusatzlich beinhalten die Primer
Schnittstellen fur mehrere Restriktionsenzyme, unter anderem die Schnittstellen
fur Sapl, die das HBV-Genom rechts und links flankieren [Glnther et al., 1995].
Nach Klonierung kann je nach Fragestellung das Gesamtgenom also wieder aus
dem Vektor geschnitten werden. Hier wurde zunachst die Expression des
ungeschnittenen Vektors untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die
Expression von HBsAg im artifiziellen System (pRVHBV1.5) war fast vier Mal
hdher ist als im klonierten HBV-Konstrukt (1.0mer). Dieses Ergebnis ist
nachvollziehbar, da das HBV-Genom im Klonierungsvektor nicht in seiner nativen
Form vorliegt, sondern linear. Da es sich nur um ein 1.0mer handelt, kann keine
Replikation stattfinden. Die Minimallange einer replikationskompetenten HBV-DNA

im Vektorsystem ist ein 1.28-faches Genom [Tacke et al., 2004]. Obwohl das
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Genom linear vorliegt, kann HBsAg exprimiert werden, da die Transkription der
Oberflachenproteine von den internen HBV-Promotoren praS1 und praS2/S
gesteuert wird. Ein weiterer Grund, warum die Expression des HBsAg bei diesem
1.0mer HBV-Konstrukt niedriger ist, konnte sein, dass der poly(A)-Schwanz bei
den beiden mRNAs des HBsAg (2,1 kb und 2,4 kb) fehlt. HBV besitzt nur ein
einziges Polyadenylierungs-Signal (TATAAA) das in allen Sauger-Hepadnaviren
konserviert ist und kurz hinter dem Start des praC/C-Gens liegt [Simonsen und
Levinson, 1983]. Dadurch, dass das HBV-Genom linear so im Vektor liegt, dass
das Signal am Anfang der Sequenz positioniert ist, kann nach der Transkription
keine Polyadenylierung stattfinden. Dadurch wird die Stabilitat und die Translation
der mRNAs negativ beeinflusst, wodurch eine geringere Sekretionsrate zu
erklaren ware.

Im nachsten Schritt wurde die Sekretion von HBsAg und HBeAg von transient
transfizierten HepG2-Zellen untersucht. Dazu wurden Klonierungs-Konstrukte von
unterschiedlichen HBV-Genotypen sowohl ungeschnitten als auch mit Sapl
geschnitten in die Zellen transfiziert. Durch das Herausschneiden mit Sapl aus
dem Vektor kann das HBV-Genom durch zellulare Ligasen zur cccDNA
rezirkularisiert werden [Gunther et al., 1995]. Hier kann also, im Gegensatz zum
linear inserierten HBV-Genom, die Replikation und alle folgenden Schritte
stattfinden, und somit musste HBeAg detektierbar sein und HBsAg in hdheren
Mengen vorliegen. Das konnte im Versuch bestatigt werden. Die HBsAg-Sekretion
fiel bei den geschnittenen Ansatzen generell hdher als bei den Plasmiden mit dem
eingebauten HBV-Genom. Aulerdem fiel auf, dass es Unterschiede zwischen den
drei Genotypen in der HBsAg-Expression gab, obwohl alle Ansatze mit
stéchiometrisch gleichen Mengen DNA transfiziert wurden. Genotyp A zeigte die
starkste HBsAg-Sekretion, gefolgt von Genotyp D und Genotyp G. Das konnte
auch bei [Sugiyama et al., 2006] beobachtet werden, allerdings wurde hier
Genotyp G nicht untersucht. Bei Betrachtung der HBeAg-Sekretion zeigte nur
Genotyp A ein positives Ergebnis. Da Genotyp G allerdings zwei translationale
Stop-Codons im Bereich der praCore Region aufweist [Stuyver et al., 2000] und
somit kein HBeAg sezernieren kann wurde in diesem Fall auch kein positives
Resultat erwartet. Der negative HBeAg-Befund fur den Ansatz gtD-Sapl entsprach

hingegen nicht den Erwartungen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
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Genotyp D sogar groliere Mengen an HBeAg exprimiert als Genotyp A [Sugiyama
et al., 2006]. Durch Sequenzanalyse konnte eine Mutation in der akzessorischen
Domane Il im praS1 detektiert werden (prN35D) und zwei weitere Mutationen in
der S-Domane (sF8L, sQ129H). Die Mutation sF8L liegt in der putativen
Fusionsdomane [Berting et al., 2000], aber da die HBV-DNA mittels Transfektion
in die Zelle gebracht wurde, sollte keine negative Auswirkung erkennbar sein. Die
Substitution sQ129H befindet sich innerhalb der a-Determinante, aber diese AS ist
fur den Infektionsprozess nicht essentiell [Salisse und Sureau, 2009]. Es wurden
keine Mutationen im Core-Promotor oder enhancer Il wie A1762T oder G1764A
nachgewiesen. Von daher kann ausgeschlossen werden, dass Mutationen flr die
geringen HBeAg-Werte verantwortlich sind. Ein weiterer Aspekt ist, dass die
Mengen an HBsAg nicht mit den Mengen an sekretietem HBeAg korrelieren
[Sugiyama et al., 2006]. Obwohl Genotyp A einen hohen HBsAg-Wert und ein
positives HBeAg-Ergebnis zeigt, muss bei Genotyp D trotz moderater HBsAg-
Sekretion nicht zwangslaufig auch ein positives HBeAg-Resultat auftreten. Der im
Vergleich hohe HBeAg-Wert bei Genotyp A kann eventuell auf eine Kreuzreaktion
des HBeAg-Testsystems mit HBcAg zurtickgefuhrt werden. Es wurde beobachtet,
dass das von HepG2.2.15-Zellen sekretierte Core ebenfalls im Test detektiert

wird, was zu hohen HBeAg- Messwerten fuhrt [D. Glebe, personliche Mitteilung].

4.4 Neutralisierungspotential aus Serum gereinigter Antikorper
gegen die HBV-Oberflachenproteine

Durch das Fehlen geeigneter Zelllinien oder Tiermodelle ist es schwierig, die
frthen Schritte der HBV Infektion invitro zu untersuchen. Da HBV sehr
wirtsspezifisch ist, galten lange Zeit nur primare Hepatozyten von Mensch und
Schimpanse als suszeptibel [Gripon et al., 1988]. Ende der achtziger Jahre
wurden jedoch Versuche zur Infizierbarkeit an Hepatozyten des ostasiatischen
Spitzhérnchens Tupaia belangeri durchgefuhrt [Kock et al., 2001; Li et al., 1995;
Su, 1987; Walter et al, 1996; Yan et al, 1996]. Heute gelten
primare Tupaia Hepatozyten (PTH) als zuverlassiges Infektionssystem, die sich
sowohl in vivo als auch in vitro mit dem Hepatitis B Virus infizieren lassen [Glebe
et al., 2003; Glebe et al., 2005]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Infektions-
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und Neutralisationsversuche in vitro an isolierten primaren Tupaia Hepatozyten
durchgefihrt.

Ein Aspekt der untersucht werden sollte war die Frage, ob anti-HBs, welches
gegen normales HBsAg generiert wurde, in der Lage ist, die durch escape-
Mutanten verursachte HBV-Infektion invitro zu neutralisieren. Da allerdings
gezeigt wurde, dass Bestandsteile des humanen Serums die Bindung von HBV an
primare Tupaia Hepatozyten hemmen [Kock et al., 2001], mussten zunachst die
Immunglobuline mdglichst schonend aus dem Serum isoliert werden um
anschlie3end ihre Funktionsfahigkeit im Infektionsversuch zu testen. Protein A und
Protein G werden haufig fur die Bindung und Detektion von IgG-Antikérpern
verwendet, die Uber den Fc-Teil der schweren Kette gebunden werden. Der
Nachteil ist, dass andere Klassen von Immunglobulinen nicht mit Protein A und G
reagieren. Um die Immunglobuline mdglichst vollstandig aus dem Serum zu
isolieren, wurde mit Protein L gearbeitet, welches eine Affinitat zu den leichten
Ketten der Immunglobuline aufweist und somit ein breites Bindungsspektrum
bietet [Bjorck, 1988; Myhre und Erntell, 1985].

Zunachst wurde versucht, die HBV-Infektion experimentell mit Protein L-
gereinigtem anti-HBs einer vakzinierten Person zu inhibieren. Eine vollstandige
Inhibition der Infektion wurde hier im in vitro-Modell bei 30 mlU/ml anti-HBs
erreicht. Dieser Wert liegt ungefahr in der GroRenordnung wie er in der Literatur
beschrieben wird. Es wird davon ausgegangen, dass nach aktiver Impfung oder
durchgemachter HBV-Infektion, ein Serumschutz gegen eine (erneute) Infektion
vorliegt wenn ein anti-HBs Level von uber 10 mlU/ml vorliegt [Cornberg et al.,
2007]. In Grol3britannien wurde die Menge an anti-HBs fur die Seroprotektion neu
definiert und auf = 100 mlU/ml angehoben [Shouval, 2003].

Nachdem gezeigt wurde, dass die Infektion mit aufgereinigtem anti-HBs
inhibierbar ist, wurden nun die funf Seren des Blutspenders aus Fall B (ID384-
ID389) mittels Protein L aufgereinigt und in den Neutralisationsversuch eingesetzt.
Die Seren dieses Blutspenders waren zwar anti-HBs negativ, aber die vielen
immer wieder neu auftretenden escape-Mutationen lielen vermuten, dass doch
anti-HBs vorlag, welches aber im normalen Test nicht erkannt wurde. Hier konnte

keine signifikante Inhibition der HBV-Infektion erreicht werden, was im Einklang
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mit den beobachteten HBV-Ubertragungen auf die Blutempfanger steht. Die
Sequenzanalyse des HBsAg dieses Patienten ergab eine Reihe von escape-
Mutanten in der HBsAg-Schleife (3.2.4.6), die alleine oder in Kombination die
Detektion von HBsAg beeintrachtigen kdnnen [Coleman et al., 1999; Hsu et al.,
1999]. Mutmallich hat sich das anti-HBs parallel zum HBsAg entwickelt. Dadurch
konnte das mutierte anti-HBs eventuell nicht mehr in der Lage sein, die HBV-

Infektion mit dem Wildtyp zu inhibieren.
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5 Zusammenfassung

Hepatitis B Virus (HBV) ist eines der wichtigsten humanpathogenen Viren. Da
HBV schwierig zu untersuchen ist werden oft Modellviren aus derselben Familie
(Hepadnaviridae) verwendet Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden
naturlich auftretende Virus-Varianten im Genus Orthohepadnavirus naher
charakterisiert. Dazu wurden zunachst Genom-Abschnitte des
Arktischen Hornchen Hepatitis Virus (ASHV) kloniert, sequenziert und dann einer
Sequenzanalyse unterzogen. Es wurden zwei ASHV-Seren untersucht, von denen
die eine Probe aus einem chronisch mit ASHV infizierten Arktischen Hornchen
stammte (ASHV3p), die andere aus einem experimentell, akut mit ASHV infizierten
Waldmurmeltier (ASHV3s37). Die beiden Klon-Sequenzen unterschieden sich auf
Nukleotidebene nur um 0,3 %, so dass die Notwendigkeit einer Anpassung an den
neuen, phylogenetisch verwandten Wirt (Waldmurmeltier) weitgehend
ausgeschlossen werden konnte. Die Nukleotid-Differenz der beiden Klone ASHV3p
und ASHV3s37 zur publizierten Sequenz ASHVacu29144 [Testut et al., 1996] lag
dagegen uberraschenderweise bei 13,0 % bzw. 12,9 %. Daher handelte es sich
um einen neuen Genotyp des ASHYV, der vom zuerst beschrieben Genotyp fast so
weit entfernt war wie von den entsprechenden Viren in Waldmurmeltieren (WHYV)
oder Erdhérnchen (GSHV).

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Quasispezies von HBV-Varianten bei okkulter
Hepatitis B Infektion (OBI) in 14 Serumproben analysiert. Die OBI ist ein
zunehmendes Problem bei der Sicherheit von Blutspenden und bei der
immunsuppressiven Behandlung von Patienten. Sie zeichnet sich durch
Nichtnachweisbarkeit der, an sich vorhandenen, HBV-Surface-Proteine aus. Die
Grinde dafur sind nicht genau bekannt, eine Immunselektion von Mutanten wird
vermutet. Es wurde hier nachgewiesen, dass die Mutationsrate im offenen
Leserahmen der HBV-Surface-Proteine (S-ORF) héher lag als im Uberlappenden
Polymerase-ORF. Es wurde eine besonders hohe Variabilitdt in der Antigen-
Schleife der HBV-Surface-Proteine detektiert (4,43 %-14,43 %), wahrend die fur
die Virusanheftung essenzielle PraS-Domane im Vergleich starker konserviert war
(0,83 %-2,86 %). Daraus resultierte eine 19 bis 62 Mal héhere Variabilitat fur die
HBsAg-Schleife bei den OBIs als bei ,normalen® HBsAg-positiven HBV-
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Infektionen. Es wurde eine Reihe von escape-Mutanten identifiziert, obwohl die
Proben keinen messbaren protektiven Antikérper (anti-HBs) enthielten. Dennoch
kann von einer gerichteten Selektion im S-ORF ausgegangen werden, da die
Differenzierung in synonyme und nicht-synonyme Substitutionen eindeutig gezeigt
hat, dass sich die Mehrheit der Mutationen direkt auf die AS-Sequenz des S-ORF
auswirkt. Das Virus versucht also der Immunkontrolle des Wirtes durch
Veranderungen der variierbaren B- Zell-Epitope in den Surface-Proteinen zu
entgehen.

Im letzten Teil der Arbeit wurden zum einen HBV-Konstrukte in einem etablierten
Zellkultursystem exprimiert, zum anderen wurde versucht die HBV-Infektion mit
affinitatsgereinigten,  neutralisierenden  Antikorpern im  Primaren  Tupaia
Hepatozyten -Infektionssystem zu inhibieren. Eine vollstandige Inhibition der HBV-
Infektion wurde allerdings nur bei Konzentrationen von 30 miU/ml anti-HBs einer

vakzinierten Person erreicht.
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6 Summary

Hepatitis B Virus (HBV) is one of the most important human pathogenic viruses.
Due to difficulties in the investigation of HBV it is common to use model systems of
the same family (Hepadnaviridae). In the first part of this thesis naturally occurring
viral variants of the genus Orthohepadnavirus were characterised. For this
purpose genome fragments of the Arctic Squirrel Hepatitis Virus (ASHV) were
cloned, sequenced and subsequently analysed. Two sera of ASHV were
investigated, one from a chronically ASHV-infected Arctic squirrel (ASHV3p) and
another from an acute experimentally ASHV-infected woodchuck (ASHV3s37). Both
sequences diverged only by 0.3% on the nucleotide-level so that the necessity of
an adaptation to the phylogenetically related host (woodchuck) can for the most
part be ruled out. Surprisingly, the differences in nucleotides between the two
ASHV-clones and the published ASHVacu29144 Sequence were about 12.9% and
13.0%, respectively. Hence a new ASHV genotype was identified, which is almost
as far removed from the published ASHV genotype as the corresponding viruses
of the woodchuck (WHV) or the Ground Squirrel (GSHV).

In the second part of the thesis viral quasispecies of HBV variants during an occult
HBV infection (OBI) were analysed in 14 serum samples. OBl is a severe problem
for safety in blood donations and immune suppressive therapy of patients. It is
characterized by the non-detectability of existent HBV surface proteins. The
reasons are not fully known but an immune selection of mutants is assumed. In
this study the mutation rate of the surface protein open reading frame (S-ORF)
was shown to be higher than in the overlapping polymerase-ORF. Within the
antigenic loop of the HBV surface proteins a particularly high variability was
detected (4.43% - 14.43%), whereas the preS-domain, which is essential for virus
adsorption, showed a comparatively higher degree of conservation (0.83% -
2.86%). Hence, in the case of OBI the antigenic loop shows a variability 19 to 62
times higher than “normal” HBsAg positive HBV infections. A number of escape
mutations were identified, although the samples did not contain detectable
protective antibodies (anti-HBs). However, a directed selection process on the S-
ORF can be expected, because the differentiation into synonymous and non-

synonymous substitutions demonstrated that the majority of substitutions had an
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effect on the amino acids of the S-ORF. The virus attempts to escape the host
immune control by altering the variable B-cell epitopes of the surface proteins.

The aim of the last part of this study was to express HBV-constructs in established
cell culture systems and to inhibit the HBV infection in primary Tupaia hepatocytes
by affinity-purified, neutralising antibodies. A complete inhibition of the HBV
infection was only achieved by using anti-HBs from a vaccinated person at
concentrations of 30 mlU/ml.
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