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Zusammenfassung I

Zusammenfassung

Zurzeit sind etwa 240 Mio. Menschen auf der Wetbarsch mit dem Hepatitis-B-Virus (HBV) infiziert.

Im Gegensatz zu einer akuten Infektion sollte dieonische Hepatitis B therapiert werden, um das
Risiko von oft fatalen Folgeerkrankungen zu minirare Die Therapie mit Interferonist nur bei einem
Teil der Patienten erfolgreich. Daher bleibt vieRatienten nur eine Therapie mit Inhibitoren dealein
Reversen Transkriptase. Diese muss jedoch meigindtdng erfolgen, da die ungewohnlich hohe
Variabilitat dieses DNA-Virus eine Resistenzbildudgegiinstigt. Deshalb ist eine optimale und
individualisierte Therapie von grof3er Bedeutungthilfie genotypischer Analysen der HBV-Genome
kdnnen bereits bekannte virale Resistenzmutatiadentifiziert und so die antivirale Behandlung
angepasst werden. Aber nur mit einer phanotypis€eamakterisierung kénnen neue, bislang unbekannte
HBV-Varianten eindeutig identifiziert und mit einBesistenz verknipft werden.

Der bereits in der Arbeitsgruppe von PD Dr. D. @ledim Institut fir Medizinische Virologie der
Universitat Giel3en etablierte phénotypische Assayviralen Resistenzbestimmung des HBV wurde
weiter optimiert, um auch fir HBV-Mutanten mit sefperinger Replikation noch verlasslichere und
genauere Resistenzdaten ermitteln zu kdnnen. Diasédichkeit des verwendeten Assays konnte inreine
Ringstudie mit einer ebenfalls am Projekt betedligfrbeitsgruppe bestétigt werden.

AuBerdem wurde eine neue Methode fur den Replikatiachweis von 1.5-fachen
Uberlangenkonstrukten entwickelt. Zumindest HBMd$® mit einer ausreichend starken Replikation
konnen daher jetzt auch unter der vollstandigentidtia ihres natirlichen Promotors phanotypisch
charakterisiert werden.

Im Rahmen eines vom BMBF-geforderten Projekts zotelularen Diagnostik (HOPE-Projekt) wurden
in dieser Arbeit 26 HBV-Isolate aus chronisch iditen Patienten auf ihre Resistenz gegen die vier
bedeutendsten antiviralen Medikamente (Lamivudidefavir, Entecavir und Tenofovir) getestet. Ein
Grol3teil der Ergebnisse bestétigte die bisherigeerihtnisse Uber die Resistenzentwicklung. Einige
Phanotypen konnten jedoch anhand der bekanntest®ezinutationen nicht erklart werden. So wurde
eine Kreuzresistenz auf Grundlage der Lamivuding@szmutationen rtM2041/V gegen Adefovir und
Tenofovir detektiert, die aul3erhalb des HOPE-Ptsjdiisher nicht beschrieben wurde. AufRerdem
wurde ein vermindertes Ansprechen auf hohe Entdaawientrationen im phanotypischen Assay
festgestellt.

Die auRergewdhnlich hohe Adefovir- und Tenofovisenz des bereits zuvor charakterisierten
multiresistenten Isolats FvB 150-1 war allein nehdoekannten Mutationen rtA181T und rtN236T nicht
zu erklaren. Es konnte gezeigt werden, dass neleserdbeiden Mutationen der Austausch T76S in der
Primerdoméne fur die hohen Resistenzen verantebrtlist. Damit wurde erstmals ein
Aminoséaureaustausch auflerhalb der Reversen Trptada@ider HBV-Polymerase als Resistenzmutation
identifiziert.

Unabhangig davon wurden weitere virale Variantetegjet, die in einer kirzlich publizierten Studie
beschrieben wurden. Sie wurden gehauft in PatieeEnwahrend der Therapie einen virologischen
Durchbruch der HBV-Infektion erlitten hatten, gefiem und standen daher im Verdacht einen Einfluss
auf die Resistenzentwicklung zu haben. Die ernétephanotypischen Daten zeigten jedoch, dasgles si
bei den Austauschen rtS78T, rtL229F/V und rtM309Khvecheinlich nicht um Resistenzmutationen
handelte.



Summary Il

Summary

Currently, about 240 million people in the worlceahronically infected with the hepatitis B virds
acute infection does not require a specific theraghereas the chronic Hepatitis B has to be treaied
minimize the risk of a secondary disease like osrb of the liver and hepatocellular carcinoma. The
therapy with interferon is by far not in all cases successful. Thereffmemany patients remain only an
inevitable life-long treatment with reverse tramgsiase inhibitors. In addition, the high varialyiliof the
virus favors the development of resistance. Hengeoptimal adapted therapy is very important.
Genotypic analyzes can only identify already knawsistance mutations. But the clear link of a new
mutation to resistance is only possible with theuhs of a phenotypic characterization

The already in the group of PD Dr. D. Glebe at litngitute of Medical Virology of the University of
Giessen established phenotypic assay for resistastirg was further optimized in order to obtaioren
reliable and accurate resistance data even with -HiBtants with very low viral replication. The
reliability of the assay was confirmed in a colleditve study with a working group, which is also
involved in the project.

In addition, a new PCR-based method for the queatibn of the viral replication of 1.5-fold HBV ev
length constructs was developed. With this gPCReast HBV isolates with a sufficiently strong
replication can be characterized under the fulltr@brof its natural promoter to analyze its effe€tthe
replication strength.

In the context of the BMBF-funded HOPE-project &6lates from chronic infected patients were tested
for their resistance to the four major antiviralgls (lamivudine, adefovir, entecavir and tenofoviifye
majority of the results confirmed the previous figk on the development of resistance. Howevergsom
phenotypes could not be explained based on the kkmesistance mutations. Thus, cross-resistance was
detected on the basis of lamivudine resistance tiootartM2041/V to adefovir and tenofovir and the
phenotypic data showed a reduced response on htgbasir concentrations, which both have not been
described outside the HOPE-project before.

The extremely high adefovir and tenofovir resis&nt the previously characterized multidrug-resista
isolate FvB 150-1 could not be explained solelyths known mutations rtA181T and rtN236T. It could
be shown that in addition the substitution T76%ted in the priming domain is responsible for thgh
resistance. The mutation T76S is the first knovgistance mutation of HBV, which is located outside
the reverse transcriptase.

Regardless of the HOPE-project the influence ofessmbstitutions were tested, which were described i
a recently published study. The mutations were domore often in patient with virological breakthgiu
than in untreated patients. However, the determptehotypic data showed that the exchanges rtS78T,
rtL229F/V and rtM309K probably not acted as resiseamutations.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hepatitis-B-Virus

1.1.1 Geschichte

Im Jahr 1963 wurde von Samuel Blumberg im Blut emstralischen Ureinwohnern ein neues Antigen
entdeckt (Blumberg et al. 1965). Dieses Australidigen schien gehauft in Verbindung mit Leukamie,
Down-Syndrom und einer Hepatitis aufzutreten (Blengbet al. 1967). Kurze Zeit spater gelang es einen
direkten Zusammenhang zwischen dem Australia-Antiggnd der Serumhepatitis herzustellen
(Prince 1968). Die 20 nm grol3en Partikel des Aliatintigens schienen jedoch keine Nukleinsauren zu
enthalten.

Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen wuri®70 zusatzlich zu den bereits bekannten
20 nm grofRen Partikeln, grofRere Partikel mit eirf@anchmesser von 45 nm entdeckt. Sie enthielten
ebenfalls das Australia-Antigen und wurden nachernhr Entdecker Dane-Partikel genannt
(Dane et al. 1970). Ein Jahr spater wurden auediBsrtikeln durch die Behandlung mit Detergenzien
die sogenannten Core-Partikel isoliert (Almeidalef971). Im Jahr 1973 entdecke W.S. Robinsorein d
Core-Partikeln zunéachst eine endogene PolymeraapldK et al. 1973, Robinson und Greenman 1974)
und konnte anschlieBend auch die dazugehdrige larkupartiell doppelstrangige DNA nachweisen
(Robinson et al. 1974, Summers et al. 1975).

Die Dane-Partikel wurden nun als Hepatitis-B-Viilii8V) und das Australia-Antigen als Hepatitis B
Oberflachenantigen (HBsAbgpatitis B surface antigg¢hezeichnet.

1.1.2 Taxonomische Einordnung

Das Hepatitis-B-Virus gehort zu dd#epadnaviridae(Mason et al. 2005). Charakteristisch fir diese
Virusfamilie sind eine hohe Wirtsspezifitdat sowia ausgepragter Lebertropismus (Robinson 1991). Die
Virusfamilie wird in die beiden Gattunge®rthohepadnaviridae (Viren der Saugetiere) und
AvihepadnaviridagViren der Vogel) unterteilt. Neben dem humanenvHBurden weitere Vertreter der
Orthohepadnaviridagum Beispiel in Altweltaffen wie dem Schimpans¥&audin et al. 1988) oder dem
Orang-Utan (Warren et al. 1999) aber auch im Wfaf(Lanford et al. 1998), einem Vertreter der
Neuweltaffen sowie in Fledermausen (Drexler eRall3, He et al. 2013) gefunden. Aul3erdem wurden
Viren dieser Gattung in Nagetieren der Familie Seuridae(Hornchen) wie dem Nordamerikanischen
Waldmurmeltier (Summers et al. 1978) und dem Néhadih Spitzhérnchen (Marion et al. 1980) entdeckt.
Vertreter derAvihepadnaviridaevurden zum Beispiel in der Pekingente (Mason etl@80) und der
Schneegans (Chang et al. 1999) gefunden.

Das humane Hepatitis-B-Virus wird in neun Genotyp&bis 1) unterteilt. Innerhalb der Genotypen A bi

D und F findet zusétzlich eine Einteilung in Subggpen statt. (Norder et al. 2004, Yu et al. 2010).
Das virale Genom der Genotypen unterscheidet sicmindestens 8 % und das der Subgenotypen zu
mindestens 4 % (Schafer et al. 2009).
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1.1.3 Morphologie

Das Hepatitis-B-Virus ist ein umhilltes Virus. Naebden Virionen mit einem Durchmesser von 42 nm
existieren aul3erdem die in ihrer Lange variabldanf@énte sowie Spharen mit einem Durchmesser von
ca. 22 nm, die zusammen als subvirale Partikelibezet werden (Robinson 1977).

Die auRRere Hulle der Virionen und die subviralerikReal bestehen aus drei viralen Oberflachenpretein
die in eine Lipidmembran eingebettet sind. Die dmteine haben das gleiche carboxyterminale Ende,
unterscheiden sich jedoch N-terminal. Das kleiner@&chenprotein (SHBs) besteht lediglich aus der
S-Doméne, das mittlere Oberflachenprotein (MHBS}tddat aus der S- und PraS2-Domane und das grof3e
Oberflachenprotein (LHBs) besteht aus der S-, d@SP- und der PraS2-Doméane. Den Hauptbestandteil
der &ufReren Hulle der Virionen und der subviralartikel stellt das SHBs dar. Der Anteil des LHBSIis

den Spharen geringer als in den Virionen und Fitgere Dem MHBs konnte bislang keine eindeutige
Funktion zugewiesen werden (Glebe und Urban 2007).den Virionen kann das LHBs zwei
verschiedene Topologien annehmen. Die praS-Domi&imramen fur die Interaktion mit dem Core-Partikel
in das Lumen oder fUr die Interaktion mit dem sfiezihen HBV-Rezeptor nach aul3en gerichtet sein
(Bruss et al. 1994).

Im Vergleich zu den Virionen werden die subviralartikel in infizierten Patienten meist in einem
1.000-fachen Uberschuss gefunden. Da sie jedockem@dre-Partikel noch eine virale Nukleinsaure
enthalten, sind sie nicht infektios (Ganem 1991).

Im Inneren der Virionen befindet sich das Core4iRaktmit einem Durchmesser von ca. 32 nm. Es
besteht aus 180 oder 240 Core-Proteinen und weistentsprechend eine ikosaedrische T3- oder
T4-Symetrie auf (Crowther et al. 1994, Kenney etl895, Dryden et al. 2006, Seitz et al. 2007). Das
Core-Partikel enthélt das ca. 3,2 kb groRRe, phadigbpelstrangige DNA-Genom, das kovalent mit der
Polymerase verbunden ist (Gerlich und Robinson 19B&rtenschlager und Schaller 1988). Die
Polymerase besteht aus der Primerdoméne, der Spat@ne, der Reversen Transkriptase und der
RNaseH (Bartenschlager und Schaller 1988, Radzval. 1990).

Virion Subvirale Partikel

Reverse Transkriptase
DNA-Genom

Core-Protein Dimer

Filament
SHBs Dimer

Spacerdoméne MHBs

Rnase H
Primerdoméane

Proteinkinase

LHBs Sphare

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der Morphadgie von Virionen und subviralen Partikeln (Filamene

und Spharen).Dargestellt sind die PraS1- (gelb), das PraS2nfmaund S-Domane (rot) der Oberflachenproteine
(SHBs, MHBs und LHBs) sowie die Core-Proteine (safmrgrau). AulRerdem ist die Polymerase (griin) hmgn
Domanen (Primer, Spacer, Reverse TranskriptasdRivaseH), das DNA-Genom (rot-blau) und eine Protaade
(lila) gezeigt. Abbildung verandert nach Glebe Brdmer (2013).
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1.1.4 Genomorganisation

Das Hepatitis-B-Virus hat mit ca. 3,2 kb eins diirksten bisher gefundenen Virusgenome, wobei die
exakte Lange je nach Genotyp leicht variiert (Sunsmet al. 1975, Schafer 2007). Aufgrund der
unvollstandigen Synthese des Plusstrangs varigm$ah Lange am 3'-Ende (Hruska et al. 1977, Landers
et al. 1977). Das 5'-Ende beginnt dagegen immeremigm 18 nt langen RNA-Fragment mit einer Cap-
Struktur, das als Primer fur die Zweitstrangsynghelent (Seeger et al. 1986). Der kodierende
Minusstrang ist vollstandig vorhanden und besitztian Enden kurze 10 bp lange redundante Bereiche.
An sein 5'-Ende ist die Primerdoméne der Polymegadrinden (Bartenschlager und Schaller 1988). Die
zirkulare Struktur des Genoms wird durch eine 2d@imfassende Uberlappung der beiden Strange und
nicht durch die kovalente Bindung der Enden desusirangs erreicht (Sattler und Robinson 1979).

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der HBV-Geomorganisation. Dargestellt ist der Minusstrang (rot)
und der Plusstrang (blau) des partiell doppelstgiamg DNA-Genoms mit den Promotoren (hellblau) sodés
Enhancern (E | + E II) dem Glucocorticoid-Respoasiilement (GRE), dem negativ regulatorischen Elémen
(NRE) (alle rot) und den direkten Sequenzwiedenngiin DR1 und DR2 (lila). Die pgRNA und die restéch
MRNAs (beide schwarz) sind mit dem PolyA-Ende ¢vall), dem Enkapsidierungssignal(grin) und dem
posttranskriptorischen Regulationselement (PRB,gezteigt. AuBerdem sind die vier ORFs zu sehelynroase
(griin), Oberflachenproteine (gelb-orange-rot), XtBin (lila) und Core-Protein (grau). Abbildung &edert nach
Glebe und Bremer (2013).

Das Virus hat vier sich Uberlappende offene Lesasth(ORFsppen reading framgsund transkribiert
funf verschiedene virale RNAs, die zellularen mRN&Akneln. Das virale Genom enthalt nur ein
Polyadenylierungssignal, daher haben alle viral&Nds das gleiche 3'-Ende (Tiollais et al. 1985)eDi
pragenomische RNA (pgRNA) umfasst etwas mehr adsggaamte Genom. Sie dient als Vorlage fur die
Replikation des Genoms, stellt aber auch die Matfir die Synthese der Polymerase und des HBc
(Core-Protein) dar. Durch einen vorverlegten Traipsionsstart wird die praCmRNA gebildet. Sie wird
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in eine sekretierte Form des HBc, das HBe tramstatDer ORF der Oberflachenproteine enthalt drei
Translationsstartpunkte, wobei MHBs und SHBs von gleichen mRNA translatiert werden. FiUr das
LHBs wird eine eigene langere mRNA transkribieiheeweitere kurze mRNA wird fur die Produktion
des X-Protein gebildet (Ganem und Varmus 1987).

Die Transkription wird von vier Promotoren, zwei Hamcern (Tang et al. 2001) sowie einem
Glucocorticoid-Responsive-Element (Tur-Kaspa et H)88) und einem negativen regulatorischen
Element (Park et al. 1997) gesteuert. Das Enkagsidgssignal ist fur die Erkennung der
pragenomische RNA durch die Polymerase (Laskusl.e1994) sowie auch fur die anschlie3ende
Verpackung in die Kapside (Bartenschlager et al.9019 von Bedeutung. Die direkten
Sequenzwiederholungen DR1 und DRfrdct repeaty sind fur die Replikation des Genoms nétig
und das posttranskriptorische RegulationselemerREJP verhindert das Splicen der mRNAs
(Huang und Liang 1993).

1.1.5 Viraler Replikationszyklus

Das Hepatitis-B-Virus bindet zunachst an Hepardas#roteoglykane, die als initiale Rezeptoren mit
niedriger Affinitdt dienen (Schulze et al. 2007,idteer et al. 2008, Sureau und Salisse 2013). Im
nachsten Schritt folgt die hochspezifische Bindanglen einen Rezeptor, bei dem es sich um den-eber
spezifischen Gallenséaure-Transporter NTGBd{um-taurocholate cotransporting polypepjideandelt
(Yan et al. 2012). Der anschlieRende zellulare Abfmemechanismus in die Zelle ist noch immer
unbekannt. Nach der Aufnahme in die Zelle wird Nakleokapsid in das Zytosol freigelassen und tber
Mikrotubuli zum Zellkern transportiert (Rabe et a006). Dort erfolgt innerhalb der Kernporen der
Zerfall des Core-Partikels und das Genom wird aktiden Kern entlassen (Rabe et al. 2003).

Die partiell doppelstrangige DNA (rcDNAglaxed circulaj aus dem Nukleokapsid wird im Kern mit
Hilfe der zellularen DNA Polymerase und weitererpRaturenzyme in die kovalent geschlossene
zirkulare DNA (cccDNA, covalently closed circular umgewandelt (Kock und Schlicht 1993).
Die cccDNA liegt im Zellkern assoziiert mit Histameals Minichromosom vor (Bock et al. 1994,
Newbold et al. 1995). Die cccDNA wird von der z&hen RNA Polymerase 1l in die pgRNA sowie die
weiteren mRNAs transkribiert (Rall et al. 1983).

Die virale Polymerase bindet an das Enkapsidiesiggal der pgRNA und wird anschlieRend
zusammen mit dieser durch Core-Proteine zu unréifgdeokapsiden verpackt (Junker-Niepmann et al.
1990, Bartenschlager und Schaller 1992, Seifed.et®3, Hu und Seeger 1996). In diesen unreifen
Kapsiden findet nun die reverse Transkription sodveeZweitstrangsynthese statt (Summers und Mason
1982). Sobald die reverse Transkription abgescaiosst, wird ein Teil der nun reifen Kapside zuriick
zum Kern transportiert, was dort zur Erh6hung @ebiNA-Menge fuhrt (Tuttleman et al. 1986, Wu et al.
1990).

Der andere Teil der reifen Kapside wird mit in d&-Membran eingebetteten Oberflachenproteinen
umhdllt und Uber multivesikulare Korperchemu(tivesicular bodi€s aus der Zelle ausgeschleust
(Lambert et al. 2007). Der Grofdteil der Oberflagireteine wird jedoch Uber das ER und den
Golgi-Apparat als subvirale Partikel sekretiert (dila et al. 1992, Patient et al. 2007).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Replik®nszyklus. 1) Bindung und Aufnahme des Virus, 2) Virus
wird aus dem Endosom entlassen und das virale Bartikel zum Zellkern transportiert, 3) das Genoirdwn den
Zellkern entlassen und in cccDNA umgewandelt, £Dd¢A liegt im Zellkern als Minichromosom vor, 5)a2NA
wird in pgRNA und mRNAs transkribiert, 6) Transtatider mRNAs in die Oberflachenproteine am ER, ifjuBg

der subviralen Partikel 8) Konstitutive Sekreticar dubviralen Partikel Uber den Golgi-Apparat, 9rElation der
pgRNA in die Polymerase und Core-Proteine. 10) &ekpng der pgRNA und der viralen Polymerase durch
Core-Proteine, 11) Kapsidreifung durch reverse dkdption und DNA-Zweitstrangsynthese, 12) Ricksgort der
Kapside zum Kern, 13) Verpackung der Kapside migi@échenproteinen, 14) Ausschleusung tber multwdire
Kdrperchen. Abbildung verandert nach Glebe und Bref2013).

1.2 Hepatitis B als Infektionskrankheit

1.2.1 Epidemiologie und Infektionsverlauf

Die Hepatitis B ist eine lebensbedrohliche Infeftider Leber. Laut der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) gibt es ca. 240 Mio. chronisch infizierte Mehen weltweit (WHO 2013). Ungeféhr ein Drittel
der Weltbevolkerung hat serologische Anzeichenreiherstandenen oder vorhandenen HBV-Infektion
(EASL 2012). Jedes Jahr sterben geschatzt ca. @DOMEnschen an den Folgen einer akuten oder
chronischen Erkrankung. Damit gehoért die HepatBiszu den bedeutendsten Infektionskrankheiten
weltweit (WHO 2013).

Laut den aktuellen Zahlen der WHO ist die Pravald@zHepatitis B mit 5 — 10 % chronisch infizierten
Erwachsenen in den subsaharischen Landern Afriadi¢éh der Sahara) und Ostasien am hdchsten. Die
Infektion findet in Subsahara-Afrika meistens i #éndheit und in Ostasien Uberwiegend wahrend der
Geburt statt. Im mittleren Osten und auf dem infaescSubkontinent sind geschatzte 2 — 5 % chronisch
infiziert. In Nordamerika und Westeuropa trifft diefr weniger als 1% der Bevdlkerung zu
(WHO 2013).

Eine HBV-Infektion kann parenteral, perinatal unekell erfolgen, wobei die perinatale Infektion
besonders in hoch endemischen Gebieten sehr haufi§chon geringste Mengen Blut (1 nl) eines hoch
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viramischen Virustragers mit bis zu “¥®iren/ml Blut kénnen fir eine Infektion ausreickesein
(Lavanchy 2004). Das Virus kann auch nach einer WoauRRerhalb des Kdrpers noch infektios sein
(WHO 2013). Die Inkubationszeit betragt 30 bis Tage (WHO 2013). Die Infektion mit einer geringen
Dosis verlauft meist inapparent und zieht eine hlis@ende Immunitat nach sich. Erfolgt die Infektio
mit einer héheren Dosis, hat dies meist einen akinéektionsverlauf zur Folge. Typische Symptome
sind die Gelbverfarbung der Haut und der Augen W&eatht), dunkler Urin, extreme Mudigkeit,
Schmerzen im Oberbauch und Ubelkeit mit ErbrecBém Symptome dauern meist mehrere Wochen an.
Die akute Hepatitis B heilt jedoch bei ansonstesugden Erwachsenen in mehr als 90 % der Falle
innerhalb eines halben Jahres vollstandig aus (V2BTB). Selten kommt es zur fulminanten Hepatitis,
die unbehandelt in 70 % der Falle zum Tod fuhrthé®er et al. 2009). Seit 1982 ist eine Impfung
verfugbar, die in Uber 90 % der Falle zu einem sarken Schutz vor einer Infektion fuhrt
(Lavanchy 2004).

Die Chronifizierung ist abhéngig vom Alter und démmunstatus des Infizierten. Weniger als 5 % der
infizierten immunkompetenten Erwachsenen entwiclahe chronische Infektion. Fand die Infektion
jedoch vor dem sechsten Lebensjahr statt, stegg€CHronifizierungsrate auf bis zu 90 % an (Ganeth un
Prince 2004, WHO 2013). Eine chronische Hepatiti®eBt bei einem Nachweis von HBsAg uber einen
Zeitraum von mindestens sechs Monaten vor. Bekaroligeerkrankungen der chronischen Hepatitis B
sind die Leberzirrhose und das Leberzellkarzinoras Blepatitis-B-Virus ist damit die funft haufigste
Krebsursache der Welt (Lavanchy 2005).

1.2.2 Therapie

Eine akute Hepatitis B Infektion muss im Normalfaitht therapiert werden, da die meisten Félle von
alleine ausheilen. Bei einem fulminanten Kranklweituf kann dagegen die friihzeitige Gabe von
Inhibitoren der viralen Reversen Transkriptase eittvéft sein (Yu et al. 2010). Liegt jedoch eine
chronische HBV-Infektion vor, erhodht sich das Risikan einer Leberzirrhose und einem
Leberzellkarzinom zu erkranken in den Folgejahretrdchtlich. Dabei ist das Risiko eine dieser
Folgeerkrankungen zu erleiden direkt von der Hobeiddividuellen Viruslast der einzelnen Patienten
abhéangig (Beasley et al. 1981, Arbuthnot und Ke@12®lock et al. 2003, Cougot et al. 2005, Chen et
al. 2006, lloeje et al. 2006). In der REVEAL-Studiarde die kumulative Inzidenz einer Leberzirrhirse
Abhangigkeit des Virustiters (ermittelt als virgdBenomaquivalente pro ml Serum, GE/ml) Uber einen
Zeitraum von 13 Jahren untersucht (lloeje et ab620In der Patientengruppe mit einem Titer von meh
als 16 GE/ml erkrankten siebenmal mehr chronisch Inftei@n einer Lebezirrhose als in der Gruppe mit
einem Titer von weniger als 300 GE/ml. (Abbildung)1 Ziel der Therapie ist es daher die Viruslast
sowie das ALT-Level (Alanin-Aminotransferase, eimider fur eine Leberfunktionsstérung) im Blut der
Patienten moglichst weit zu senken und im optimdtafi eine HBeAg-Serokonversion zu erreichen
(EASL 2012).

Fur die Therapie stehen zwei Moglichkeiten zur Aakly Interferon und Inhibitoren der viralen
Reversen Transkriptase. Interferokann fir die Therapie in der herkdmmlichen Formsgichs Wochen
oder in der pegylierten Form fir 48 Wochen gegeberden. Es stimuliert das Immunsystem und tragt so
zur Kontrolle der Infektion bei. Bei etwa 40 % d@&atienten fuhrt die Therapie zur HBeAg-
Serokonversion und zu einer deutlichen Verringerdag Viruslast. Bei einem kleinen Teil kommt es
sogar zur HBs-Serokonversion und der kompletteretdniickung der Viramie (Perrillo et al. 1990, Wong
et al. 1993). Die Therapie kann jedoch zu starkebddwirkungen wie Depressionen, grippeéhnlichen
Symptomen, Leukopenie und Haarverlust flihren, dalofite in jedem Fall das Ansprechen auf die
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Therapie verfolgt werden (Perrillo et al. 1990)eOiherapie mit Interferon ist besonders gut geeignet
fur HBeAg-positive Patienten mit hohem ALT-LeveleDT herapieerfolg ist auerdem auch vom Genotyp
des Virus abhangig. So konnte gezeigt werden, siabseine Interferontherapie gut fir einer Infektio

mit den Genotypen A und B, jedoch weniger gut fiillednfektion mit den Genotypen C und D eignet
(Perrillo 2009).

40 A HBV-Titer zu Beginn [GE/ml]
> 108 (n = 602) ulg
105 bis 108 (n = 333)

- 10% bis 105 (n = 628)
——— 300 bis 104 (n = 1.150)
<300 (n = 869)

30 A1

20 A

10 1

Kumulative Inzidenz einer Leberzirrhose [%)]

Erkrankungszeit in Jahren

Abbildung 1.4: Abhéngigkeit der Inzidenz einer Lebezirrhose von der Viruslast bei einer chronischen
Hepatitis B Infektion. Es wurden 3.582 Patienten Uber einen durchsclohigti Zeitraum von elf Jahren
beobachtet. Fiur die Darstellung wurden die Patiemtach ihrem HBV-Titer zu Beginn der Infektion ifinf
Gruppen eingeteilt. Dargestellt ist die kumulatilrezidenz einer Leberzirrhose in % in Abhangigkeir d
Erkrankungszeit in Jahren. Abbildung verandert riaagje et al. (2006).

Kommt eine Therapie mit Interferonnicht in Frage oder war diese nicht erfolgreidijldi nur noch die
Therapie mit Inhibitoren der viralen Reversen Tkaiptase. Dabei handelt es sich um Nukleosid- und
Nukleotidanaloga. Sie kompetieren mit den natldiciNukleotidtriphosphaten als Substrat der viralen
Polymerase und fihren letztendlich zum Kettenalibrdes neu synthetisierten DNA-Strangs. Die
Therapie mit Nukleos(t)idanaloga verursacht meistr mvenige Nebenwirkungen, da die virale
Polymerase relativ spezifisch inhibiert wird. Dieréits in den infizierten Zellen vorhandenen vinale
cccDNAs werden jedoch nicht direkt beeinflusst. Dreerapie muss daher meist lebenslang erfolgen, da
es ansonsten ausgehend von den cccDNAs in detentdiz Zellen zu einer raschen Reaktivierung des
Virus und damit zu einem Anstieg der Viruslast koemmvirde (Zoulim und Locarnini 2009).

Tabelle 1.1: Vor- und Nachteile der Therapie mit Ierferon und Nukleos(t)idanaloga.Tabelle verandert nach
EASL (2012).

Interferon Nukleos(t)idanaloga

begrenzte Behandlungsdauer

starker antiviraler Effekt
gute Vertraglichkeit
orale Einnahme

Vorteile keine Resistenzentwicklung
mehr HBe- und HBc-Serokonversion
moderater antiviraler Effekt
schlechtere Vertraglichkeit

Nachteile  Risiko von Nebenwirkungen

subkutane Injektionen notig

lebenslange Therapie notwendig
Risiko der Resistenzentwicklung
Risiko von Spétfolgen unbekannt
Risiko von Nebenwirkungen

nur bei einem Teil der Patienten erfolgreich
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Zurzeit gibt es funf fir die HBV-Therapie zugelasséNukleos(t)idanaloga (Abbildung 1.5). Das sirg di
Nukleosidanaloga Lamivudin, Telbivudin und Entecaund die Nukleotidanaloga Adefovir und
Tenofovir (Zoulim und Locarnini 2013). Lamivudin wee urspringlich fir die HIV-Therapie entwickelt
und als erstes auch fir die Therapie von HBV zwgela (Ghany und Liang 2007). Es ist ein Analog des
Cytidins bei dem das 3‘-Kohlenstoffatom der Ribakech ein Schwefelatom ersetzt wurde. Dadurch
kommt es zum Verlust der fir die Elongation nétigydroxylgruppe (Severini et al. 1995, Ghany und
Liang 2007). Telbivudin ist das L-Enantiomer desyiidins, es hat aufgrund seiner ausgepragten
Kreuzresistenz zu Lamivudin nur eine geringe ktihiss Bedeutung (Ghany und Liang 2007). Entecavir
ist ein Analog des Guanosins und wurde als Medikargegen Herpes entwickelt. Es gehdrt zur Klasse
der Cyclopentane, wobei das Sauerstoffatom der nésea durch ein Kohlenstoffatom mit einer
Methylenseitengruppe ersetzt ist (Innaimo et al97)9 Nach dem Einbau in den DNA-Strang ist
die Elongation energetisch und sterisch so weitchi@skt, dass es zum Kettenabbruch kommt
(Langley et al. 2007). Entecavir ist im Moment gatenteste antivirale Medikament gegen HBV, seine
ICso ist im Vergleich zu Lamivudin 100-fach geringerh&v und Locarnini 2004, Ghany und Liang
2007). Bei den beiden Nukleotidanaloga Adefovir uhehofovir handelt es sich um azyklische
Posphonate, die dem Adenosin sehr dhnlich sindawié Lamivudin stammen sie aus der HIV-Therapie
(Ghany und Liang 2007). Auch ihnen fehlt die Hyddgxuppe fir die Elongation, sodass es nach dem
Einbau in den DNA-Strang zum Kettenabbruch kommias [2rst vor einigen Jahren fir die HBV-
Therapie zugelassene Tenofovir unterscheidet sioh durch eine zusatzliche Methylgruppe vom
Adefovir. Diese kleine Anderung fiihrt jedoch zu eirdeutlich geringeren Nephrotoxizitit, sodass
Tenofovir in einer héheren Dosis verabreicht werkleamn (Reynaud et al. 2009).

NH; o 0o NH,
HsC
SN NH N N X
[ [ </ f\NH </ I‘\N
HO. HO. HO. HO.
kif& ij i o ol ‘
OH OH OH OH OH OH OH
Cytidin Thymidin Guanosin Adenosin
NH, (] 0 NH, NHz
K\N HN)Jj/ch </le\)kr\m NSy NS
c
HO\kO 7/ N/KO O)\N o . oS T w NANHZ HO\I/O <N | N/) HO\I/O <N l N/)
a4 \(
S
OH OH
Lamivudin Telbivudin Entecavir Adefovir Tenofovir

Abbildung 1.5: Fir die HBV-Therapie zugelassene Nukos(t)idanaloga.Dargestellt sind die Strukturformeln
der Nukleos(t)ide mit ihren Analoga.

1.2.3 Entwicklung der Resistenz gegen Nukleos(t)idanaloga

Bei der Therapie mit Nukleos(t)idanaloga stellt Higgwicklung von Resistenzen ein ernstzunehmendes
Problem dar. Eine Resistenz entsteht auf der Gagedleiner Mutation im Polymerasegen des
HBV-Genoms. Es kommt in Anwesenheit des antiviratkenden Medikaments zum Anstieg des
Virustiters und zeitlich versetzt auch zum Anstileg ALT-Levels. Man spricht von einer Resistenzmven
der Titer um den Faktor 10 angestiegen ist. WiglREhandlung nicht angepasst, steigt in der Fodge d
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Risiko an einer der HBV-typischen Folgeerkrankungéeberzirrhose und Leberzellkarzinom) zu
erkranken (Zoulim und Locarnini 2013).

Die Entstehung von viralen Resistenzmutationen wircth die starke Replikation des HBV mit bis zu
10" neuen Viren pro Tag in einem chronisch infizierRatienten sehr begiinstigt (Nowak et al. 1996).
AuRBerdem besitzen weder die zellulare DNA-abh&ngRsA-Polymerase 1l noch die virale
Polymerase/Reverse Transkriptase eine Fehlerkarfakktion. Aufgrund dessen ist die Mutationsrate |
Replikationszyklus mit 18 Fehlern pro Basenpaar (bp) sehr hoch (GironesMilidr 1989). Daraus
folgt, dass jede Base des ca. 3,2 kb groRen HB\Gfasrjeden Tag bis zu 1.000-mal mutiert werden
kann. Es entstehen also jeden Tag Tausende neueMiBAnten. Diese bilden einen Pool aus
unterschiedlichen Quasispezies, die als cccDNAén deberzellen ,archiviert wird. Das Ziel der
Therapie ist es daher die Viruslast moglich schnelksiv zu senken. Denn je hoher die Viruslast ist,
desto hoher ist auch die Mutationsrate. Damit eirgeht eine schnelle Entwicklung von Resistenzen
(Zoulim und Locarnini 2013).

Die Wahrscheinlichkeit einer Resistenzentwicklungtesscheidet sich zwischen den verschiedenen
Nukleos(t)idanaloga (Abbildung 1.6). Bei den Paten einer Studie war die Wahrscheinlichkeit
innerhalb von funf Jahren eine Lamivudin- oder Adetesistenz zu entwickeln mit etwa 80 bzw. 29 %
relativ hoch. Bei der Therapie mit Entecavir kam degyjegen nur bei etwa 1 % der Patienten zur
Entstehung einer Resistenz. Allerdings eignet &okecavir nicht fir die Therapie von Patienten mit
einer bereits vorhandenen Lamivudinresistenz. Imeitee mit Lamivudin behandelten Patienten
entwickelte sich zu 51 % innerhalb von funf Jahrebenfalls eine Entecavirresistenz. Eine
Resistenzentwicklung gegen Tenofovir wurde in vissher noch nicht beobachtet. Allerdings ist
Tenofovir auch das zuletzt fir die HBV-Therapie elagsene Medikament, sodass hier noch weniger
Erfahrungen vorhanden sind (Zoulim und Locarnird2®013).
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Abbildung 1.6: Wahrscheinlichkeit der Resistenzenticklung bei der Therapie mit Nukleos(t)idanaloga.
Gezeigt ist die Zahl der resistenten Patienten im&bh ein bis finf Jahren Therapie mit Lamivudiniefovir,
Entecavir, Tenofovir und der Therapie mit Entecaxn Lamivudin-resistenten Patienten. Daten audi@ound
Locarnini (2009).
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Bei den Resistenzmutationen unterscheidet man hkefmsdrimérmutationen, die fir die Resistenz
gegenlber der Reversen Transkriptase verantworlimth und den Sekundarmutationen. Diese werden
auch kompensatorische Mutationen genannt, da e fidi das Virus nachteiligen Effekte der
Primarmutationen ausgleichen. Sie erhthen zum Beisliie herabgesetzte Replikationsfahigkeit des
Virus (Zoulim und Locarnini 2013). Tabelle 1.2 zegjnen Uberblick iber die wichtigsten bisher nat d
Resistenz assoziierten Mutationen.

Tabelle 1.2: Ubersicht iber die primaren Resistenzotationen. Die Resistenzen gegen die Nukleotidanaloga
Lamivudin (LMV) und Entecavir (ETV) sowie die Nukiddanaloga Adefovir (ADV) und Tenofovir (TDF) sind
starke Resistenz (rot), intermediare Resistenn@@aund keine Resistenz (grin) eingeteilt

Mutationen LMV ETV ADV TDF
rtM2041/VvV
rtL180M + rtM2041/V + rt1169 + rtT184 + rtS202 Hvi250
rnA181T/V
rN236T
rtA181T/V + rtN236T

Die bedeutendsten Primarmutationen fur eine Lamiredistenz sind im katalytischen Zentrum der
Reversen Transkriptase zu finden (YMDD-Motiv). Eandelt sich dabei um den Austausch des
Methionins an Position 204 zu Valin oder Isoleu@tuyver et al. 2001). Die Mutation rtM204V tridist
ausschlie3lich zusammen mit mindestens einer Sékomdation auf, meistens ist dies die rtL180M. Die
Mutation rtM2041 wurde dagegen haufiger auch alegefunden (Delaney et al. 2001, Shaw et al. 2006).
Weitere Sekundarmutationen sind zum Beispiel rth8@0Dgata et al. 1999) und rtV173L (Delaney et al.
2003). Neben den Mutationen rtM204I1/V verursachemcha die Mutationen rtA181T/V eine
Lamivudinresistenz. Sie verursachenvitro jedoch eine im Vergleich zu den Mutationen rtM2041
deutlich schwachere Resistenz und sind auch iKlil@k weniger bedeutsam. Allerdings verursachen si
dafiir eine Kreuzresistenz gegen Adefovir und Teviof&haw et al. 2006, Villet et al. 2008).

Eine Entecavirresistenz entwickelt sich immer asf @rundlage der Lamivudinresistenzmutationen
rtL180M und rtM204I1/V. Fir eine klinisch relevantResistenz wird zusatzlich mindestens eine
der Mutationen rtl169T, rtS184A/G, rtS202G/I odéM250V bzw. eine Kombination aus diesen
bendtigt. Die Mutation rtM250V verursacht auch ialle eine geringe Resistenz gegen Entecavir
(Tenney et al. 2004).

Eine Resistenz gegen Adefovir wird von den MutaiomtA181T/V und rtN236T verursacht (Angus et
al. 2003, Fung et al. 2005). Da sich Adefovir umehdfovir ihrer Struktur sehr ahnlich sind, verursat
die erwahnten Mutationen ebenfalls ein vermindefasprechen auf Tenofovir (Lok et al. 2007, van
Bommel et al. 2010, Patterson et al. 2011). Ternpf&ann jedoch aufgrund seiner geringeren
Nephrotoxizitat in einer hoheren Dosis verwendetder. Wahrscheinlich spielt die vitro festgestellte
Resistenz gegen Tenofovir dalerivo nur eine geringe Rolle (Kitrinos et al. 2013).

1.2.4 Resistenzbestimmung

Die Therapie mit Nukleos(t)idanaloga ist meist Witzte Behandlungsmdglichkeit fur chronisch HBV-
Infizierte. Gerade deswegen ist es enorm wichte Therapie von Anfang an mdglichst optimal zu
gestalten und so das Risiko einer Resistenzentwigkizu minimieren. Das Verstandnis der viralen
Mutationsmuster und vor allem auch das der Kreisterwen spielt daher eine sehr wichtige Rolle.
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Um dieses Verstandnis voran zu treiben und bessralgrth um die bereits im Patienten vorhandenen
Resistenzmutationen vor und wahrend der Therapstzustellen, bietet sich die genotypische
Charakterisierung der Quasispezies an. Hierflr nilass Genom komplett oder teilweise PCR-basiert
amplifiziert werden. Anschlieend koénnen verschiedeMethoden wie die Sequenzierung, die
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analys&L(R), derLine Probe AssayLPA) oder auch
DNA-Chips zur Anwendung kommen. Mit diesen Methodd@mnnen jedoch nur bereits bekannte
Mutationen beurteilt werden und eine quantitativesgage Uber die Resistenz ist ebenfalls nicht etdgli
(Bartholomeusz und Schaefer 2004).

Die phanotypische Analyse einzelner HBV-Mutantenm@glicht sowohl die Quantifizierung der
Resistenz als auch die Entdeckung neuer Resistetegmund ist damit der reinen Genotypisierung
deutlich Gberlegen. Der Nachteil dieser Methodedest hohere zeitliche und finanzielle Aufwand. Das
Genom muss in einer replikationsfahigen Form vgdie und anschlielRend in eine Hepatomzelllinie
eingebracht werden. So kann die Replikation deraiitat in Abhangigkeit eines Nukleos(t)analogons im
Vergleich zu einem Wildtypvirus bestimmt werden.rinterschied in der Replikationsstéarke ist dabei
ein Mal} fir die Resistenz. Es existieren phanotiygisAssays, die ohne die Nutzung eines Vektors
auskommen, aber auch Methoden bei denen das HBW#beas Uberléngenkonstrukt in einen
Expressionsvektor kloniert wird. Hierbei kann digpEession unter dem natirlichen HBV-Promotor
(1.3- bis 2.0-fache Uberlangenkonstrukte) oder aibéer einem starken heterologen Promotor (1.1efach
Uberlangenkonstrukte) stehen. Wurde die Replikafigher noch mit Southern Blots quantifiziert, so
kommen heute meistens quantitative realtime PCRsEinsatz (Durantel et al. 2005).

1.3 Ziel der Arbeit

Der in der Arbeitsgruppe von PD Dr. D. Glebe im Reh des HOPE-Projektsi€patitis B Therapie:
Optimierung durchphénotypischeEvaluation) am Institut fir Medizinische Virologieeteits etablierte
phanotypische Assay zur Resistenzbestimmung von-MB¥nten gegen Nukleos(t)idanaloga sollte
zur Charakterisierung von weiteren speziellen HBWishten aus der klinischen Praxis genutzt
werden.

Ein entscheidender limitierender Faktor des Assstydie oft sehr niedrige Replikationsfahigkeit der
testenden HBV-Mutanten, sodass viele Isolate aaffyruhrer zu geringen Replikation nicht
phanotypisch charakterisiert werden konnten. Datwlte die Methodik des Assays dahingehend
optimiert werden.

AuRBerdem sollte versucht werden, weniger artifigieHBV-exprimierende Plasmide flir die
Phéanotypisierung zu verwenden. Hierzu sollte dienirungsmethode so angepasst werden, dass die
HBV-Konstrukte vollstandig unter der Kontrolle inrenatirlichen Promotoren stehen (1.5-fache
Uberlangenkonstrukte). Fur den Nachweis der virdkaplikation dieser Uberlangenkonstrukte sollte
aufRerdem eine neue quantitative PCR etabliert werde

Im Rahmen des HOPE-Projekts wurde bereits zuvomeittiresistentes HBV-Isolat mit au3ergewdéhnlich
hohen Adefovir- und Tenofovirresistenzen gefund2er optimierte phanotypische Assay sollte genutzt
werden um das Isolat zusammen mit weiteren HBVavden aus dem gleichen Patienten im Rahmen
dieser Arbeit weitergehend genotypisch und phanstyp zu charakterisieren. Das Ziel dieser
Charakterisierung war es, eine Erklarung fur da®bedere Resistenzprofil zu finden.
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2 Material und Methoden

Einige Abschnitte dieses Kapitels wurden bereitden Dissertation von Dr. Andreas Geipel (2011) und

der Masterarbeit von Pia Seiz (2011) beschrieben.

2.1 Material

2.1.1 Puffer und L6ésungen

Wenn nicht anders angegeben wurden samtliche Ruftet 6sungen mit O angesetzt.

Tabelle 2.1: Verwendete Puffer und Losungen

Name Zusammensetzung Hersteller
1x TAE 2 % (v/v) 50x TAE
2 M Diethanolamin
2x SEAP-Puffer 1 mM MgClh
20 mM L-Homoarginin
50x TAE Applichem (Darmstadt) Kat.-Nr.: A1691,1000
60 % (v/v) Glycerin
6x Ladepuffer 0,1 % (w/v) Bromphenolblau
in 1x TAE
Methylenblaulésung 0,02 % (w/v) Methylenblau
83,0 mM NaCl,
8,6 mM KClI
PBS 10,0 mM NaHPO,
1,8 mM KH,PO,
PBS++ l:tlol/gé\;/v) PBS++ Stammlosung
0,90 mM Cadl
PBS++ Stammlosung 0,52 mM MgC}
0,16 mM MgSQ
SEAP-Substrat 50 nM pNitrophenylphosphat
10 % (v/v) Trypsin/EDTA Life Technologies (Darmstadt)

Trypsin/EDTALOSUNG 1 ppg Kat.-Nr.: 15400-054
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2.1.2 Antibiotika

Ampicillin und Carbenicillin wurde in BD angesetzt, sterilfiltriert und aliquotiert beD-2C gelagert.

Tabelle 2.2: Verwendete Antibiotika

Name Stammkonz. Arbeitskonz. Hersteller

Ampicillin 50 mg/ml 50 pg/mi

Carbenicillin 50 mg/ml 50 pg/mi

Penicillin/Streptomycin  100x 1x PAA (Pasching), Kait.: P11-010
2.1.3 Medien

Das LB-Medium wurde bei 21 °C und 1 bar UberdruokZ0 min im Autoklav VX-150 der Firma Systec
sterilisiert. Zur Selektion wurde dem LB-Medium hatem Autoklavieren und Abkuhlen auf unter 60 °C
Ampicillin oder Carbenicillin (2.1.2) zugesetzt. &iMedien fur die Zellkultur wurden als fertiges
Flissigmedium gekauft und mussten nur noch mit idefabelle 2.3 angegebenen Zusatzen versetzt
werden.

Tabelle 2.3: Verwendete Medien

Name Zusammensetzung Hersteller
DMEM Life Technologies (Darmstadt),
: Kat.-Nr.: 41966-029
DMEM mit Phenolrot 5 o5 (viv) FKs PAA (Pasching), Kat.-Nr.: A15-101
1 % (v/v) Penecillin/StreptomycinPAA (Pasching), Kat.-Nr.: P11-010
DMEM Life Technologies (Darmstadt),
DMEM ohne alles Kat.-Nr.: 21063-029
DMEM Life Technologies (Darmstadt),
Kat.-Nr.: 21063-029
DMEM ohne Phenolrot 2 % (v/v) FKS PAA (Pasching), Kat.-Nr.: A15-101
1 % (v/v) Penecillin/StreptomycinPAA (Pasching), Kat.-Nr.: P11-010
1 mM Pyruvat PAA (Pasching), Kat.-Nr.: S11-003

1,0 % (w/v) Trypton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt

1,0 % (w/v) NaCl

1,5 % (w/v) Agar

1,0 % (w/v) Trypton

LB-Medium (flussig) 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1,0 % (w/v) NaCl

LB-Medium (fest)

Clontech (Saint-Germain-en-Laye),

SOC-Medium Kat.-Nr.: 636763
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2.1.4 Nukleosid- und Nukleotidanaloga

Die Nukleosid- und Nukleotidanaloga wurden inCHgeldst, sterilfiltriert und aliquotiert bei -8C°
gelagert. Das restliche Pulver wurde bei -20 °@Ggeit.

Tabelle 2.4: Verwendete Nukleosid- und Nukleotidarlaga

Name Stammkonzentration Hersteller

. Sequoia (Pangbourne), Kat.-Nr.: SRP02644a
Adefovir 2 mM Sigma Aldrich (St. Louis), Kat.-Nr.: SML0240
Entecavir 1nM Sequoia (Pangbourne), Kat.-Nr.: SRB87e
Lamivudin 10 mM Sequoia (Pangbourne), Kat.-Nr.: SRR25|
Tenofovir 2mM Sequoia (Pangbourne), Kat.-Nr.: SRFIt

2.1.5 Enzyme und Kits

Tabelle 2.5: Verwendete Enzyme und Kits

Name

Hersteller

ABsolute Blue QPCR SYBR Green Mix

Fisher Scientfichwerte), Kat.-Nr.: AB-4166

ABsolute QPCR Capillary Mix

Fisher Scientific (Sobse), Kat.-Nr.: AB-1283

dNTP Mix

Fisher Scientific (Schwerte), Kat.-Nr.: FID

Dpnl

Fisher Scientific (Schwerte), Kat.-Nr.: ER1705

dsDNase

ArcticZymes (Tromsg), Kat.-Nr.: 70600-201

FUGENE HD Transfection Reagent

Promega (Mannhe{a);Nr.: E2312

GoTaqg Flexi DNA Polymerase

Promega (Mannheim),-Kat. M8301

High Pure Viral Nucleic Acid Kit

Roche (Penzbeript.-Nr.: 11858874001

In-Fusion HD Cloning System

Clontech (Saint-GermreatinLaye), Kat.-Nr.: 639643

innuPREP Gel Extraction Kit

Analytik Jena (Jenadf.KNr.: 845-KS-5030250

innuPREP PCRpure Kit

Analytik Jena (Jena), Kat:-845-KS-5010250

innuPREP Plasmid Mini Kit Plus

Analytik Jena (Jenégt.-Nr.: 845-KS-5240250

InviMag Virus DNA/RNA Mini Kit

Stratec (Birkenfeld)Kat.-Nr.: 1440100300

Kpnl-HF

NEB (Ipswich), Kat.-Nr.: R3142S

PfuTurbo DNA Polymerase

Agilent Technologies (Bogén), Kat.-Nr.: 600250

Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

Fisher Scim{iSchwerte), Kat.-Nr.: F530s

Proteinase K

Abbott Laboratories (lllinois), Katr-N8L78-60

QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit

Qiagen (Hilden), Katlr.: 12943

QIAprep Spin Miniprep Kit

Qiagen (Hilden), Kat.-NR7104

QIAquick Gel Extraction Kit

Qiagen (Hilden), Kat.rN28704

QIAquick PCR Purification Kit

Qiagen (Hilden), Katlr.: 28104

Sample Preparation System DNA

Abbott Laboratotiéedis), Kat.-Nr.: 06K12-24

T4 DNA Ligase

Fisher Scientific (Schwerte), Kat.-NgL0011




Material und Methoden 15

2.1.6 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotiderdan von den Firmen Eurofins MWG (Ebersberg),
metabion (Martiensried) und biomers.net (Ulm) setiiert. Die Primersequenzen kénnen den folgenden

nach Anwendung sortierten Tabellen entnommen werden

Tabelle 2.6: Sequenzierprimer

Name Sequenz (5° - 3‘ Orientierung)
150erPrimer-F TATTTGGTGTCTTTCGGAGTGT
150erPrimer-R GTCGGGAAAGAATCCCAG
150erRT-F GGCTCCAGTTCAGGAACAG
150erRT-R AGCCAGAAAGGTTCCACG
AD15-1-as CTGAGTGCAGTATGGTGAGG
AGD15-2-as TGAGTCCAAGGAATACTAAC
AGD15-3-as CTGCATGGCCTGAGGATG
AGD15-4neu-s AGGTATGTTGCCCGTTTG
AGD15-4-s GAAATTGCACCTGTATTCCC
AGD15-5-as CGAACCACTGAACAAATGGC
AGD15-6-s ACATGGAGAACATCACATCAG
CMV-antisense GAGCTCTGCTTATATAGACC
CMV-F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
CMV-sense ATAGCGGTTTGACTCACG
G15-1-as CAATGATCAGAGGACTCTAAGG
pCEP-ohneCMV-fw GCTATTGGCCATTGCATACG
pCEP-ohneCMVneu-fw TGTCCTCATAAACCCTAACCTC
pCEP-Puro-reverse AGCTGCATGTGTCAGAGG
pCH9-200-forward AAATGTCGTAACAACTCCGC
pCH9-200-reverse ACACATACGATTTAGGTGACAC
POL-sense ACTCCTCCAGCTTATAGACC
PreS1-sense GTCACCATATTCTTGGGAAC
Primer-antisense GTTCCCARGWATATGGTGAC
Primer-sense CTATCYTATCMACACTTCCGG
S4as-sense TTACCAATTTTCTTTTGTC
S6-sense TGGATGTGTCTGCGGC
vorSV40reverse ATGTCTGGATCCGGCCTTGC

GCGTTCACGGTGGTCTCCATGC
TACGTCCCGTCGGCGCTGAATCC
GACGTCCTTTGTYTACGTCCCGTC
TTTGTTTACGTCCCGTCG

X1-antisense

X1-sense

X2-sense

X3-sense
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Tabelle 2.7: Primer und Sonden fur die quantitativePCR

Name Sequenz (5' - 3‘ Orientierung)
dsDNase-fw CATACTGCGGAACTCCTAGC
dsDNase-rev GGGACGTAAACAAAGGACG
HOPE Ke-Forward ACTAGGAGGCTGTAGGCATA
HOPE Ke-Reverse AGACTCTAAGGCTTCCCG

X2-antisense

TGCAGAGGTGAAGCGAAGTGCACA

X2-sense

GACGTCCTTTGTTTACGTCCCGTC

X-sense-alt-Dpnl

GGHTGTGCTGCCAACTGGATCC

X-Tagmansonde

Fam-CTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGCCG-tamr

Tabelle 2.8: Primer fur die Klonierung

Name Sequenz (5' - 3' Orientierung)

11-A-fw ATAAGCAGAGCTCGTCGACGCACCATGCAACTTTTTCACC
11-D-fw TGGATGTGTCTGCGGC

11-l-rev AGCAAGCTTGCTAGCGAAGGAAAGAAGTCAGAAGGC
11-N-rev CCGCAGACACATCCAGC

150erPrimer-F TATTTGGTGTCTTTCGGAGTGT

150erPrimer-R GTCGGGAAAGAATCCCAG

150erRT-F GGCTCCAGTTCAGGAACAG

150erRT-R AGCCAGAAAGGTTCCACG

15-A-fw TGTCCAATATGACCGTCGACCTTTCCCCCACTGTYTGG
3091-Cloning-S-fw CAATCTTCTCGAGGATTGGG

CEPU-30nt-fw GCTAGCAAGCTTGCTAGCGG

CEPU-30nt-rev

ACGAGCTCTGCTTATATAGACCTCC

CEPU-ohneCMV-rev

CGGTCATATTGGACATGAGCC

Cloning-BB-Will-fw

ACCATGCAACTTTTTGAAGAGCTCAAGCTTCGCTAGCCCTATAGTGA
GTCG

Cloning-BB-Will-rev

GGCAGAGGTGAAAAAGAAGAGCTCAAGCTTCTGCTTATATAGACCT
CCCAC

gtA-11-A-fw ATAAGCAGAGCTCGTCGACGCACCATGCAACTTTTTCAC
gtA-Will-P1-11-fw TTTCACCTCTGCCTAACCATC

gtG-11-A-fw ATAAGVAGAGCTCGTCGACGCACCATGTAACTTTTTCACTC
otG-11-I-rev AGCAAGCTTGCTAGCGACGGGAAAAAGTCAGAAGG
gtG-Will-P2-11-rev AAGTTACATGGTGCTGGTGC

HNOG6-A-fw ATAAGCAGAGCTACCAGCACCATGCAACTTTTTCACC
HNO06-Klon12-D-fw TCGATGTGTCTGCGGC

HNO6-Klon12-N-rev CCGCAGACACATCGAGC

Pali-rev GCAGCCGGATCATAATCAGC

Pol-Hope-Forward

GTCACTTCCGGAGACTACTGTTGTTAGACGACG
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Pol-Hope-Reverse

GCGCATCGGTCCGGCAGATGAGAAGGC

Primer-antisense

GTTCCCARGWATATGGTGAC

Primer-sense

CTATCYTATCMACACTTCCGG

Will1-xs TTTTTCACCTCTGCCTAATCA
Will1-xs2 TTTTTCACCTCTGCCTAATCATCT
Will2-xs AAAAAGTTGCATGGTGCTGG
Will2-xs2 AAAAAGTTGCATGGTGCTGG
Will-P1-11-fw TTTCACCTCTGCCTAATCATC
Will-P2-11-rev AAGTTGCATGGTGCTGG

Tabelle 2.9: Primer fir die ortsspezifische Mutagease

Name

Sequenz (5° - 3‘ Orientierung)

150-1 ohne T76S-fwd

GTCTTTAACCCTAATTGGAAAACACCCTCTITCC

150-1 ohne T76S-rev

GGAAAAGAGGGTGTTTTCCAATTAGGGTTAYGAC

3091-L229F-fw

CGCTGTTACCAATTTTCTTTTCTCTTTGGGTATAC

3091-L229F-rev

GTATACCCAAAGAGAAAAGAAAATTGGTAACAGCG

3091-L229V-fw

CGCTGTTACCAATTTTCTTGTGTCTTTGGGTATAC

3091-L229V-rev

GTATACCCAAAGACACAAGAAAATTGGTAACAGCG

3091-S78T-fw

GTCCTCCAACTTGACCTGGTTATCGCTG

3091-S78T-rev

CAGCGATAACCAGGTCAAGTTGGAGGAC

3091-Y135S-fw

GACCTGCATGACTCCTGCTCAAGGAAC

3091-Y135S-rev

GTTCCTTGAGCAGGAGTCATGCAGGTC

3091-Y135T-fw

CGGACCTGCATGACACCTGCTCAAGGAAC

3091-Y135T-rev

GTTCCTTGAGCAGGTGTCATGCAGGTCCG

3091-309K-fw

ATGTGGTTSTCCTGCGTTGAAGCCTTTGTATGCATG

9091-309K-rev

CATGCATACAAAGGCTTCAACGCAGGATAACCACAT

FvB-164-7-rtA181V-fw

CCCGTTTCTCCTGGCTCAGTTTACTAGTG

FvB-164-7-rtA181V-rev

CACTAGTAAACTGAGCCAGGAGAAACGGG

HNO6Klon08-A1844C-as

GAAGATCCTGGAAGTAGAGGACAAACGG

HNO6KIon08-A1844C-s

CCGTTTGTCCTCTACTTCCAGGATCTTC

HNO6KIlon08-A2198C-as

CTTTTTGTTTTGTTAGGGGTTAAATGTATBCCAAAG

HNO6KIon08-A2198C-s

CTTTGGGTATACATTTAACCCCTAACAAAABAAAAG

HNO06-Klon12-D-fw

TCGATGTGTCTGCGGC

HNO06-Klon12-N-rev

CCGCAGACACATCGAGC

HN19-A1874C-as

CAGGTTCTGCATGGTCCCGTGCTGGTG

HN19-A1874C-s

CACCAGCACGGGACCATGCAGAACCTG

RK-117-3-rtA181V-fw

GTCCGTTTCTCTTGGCTCAGTTTACTAGTG

RK-117-3-rtA181V-rev

CACTAGTAAACTGAGCCAAGAGAAACGGAC

RK-117-3-rtS78T-fw

CTGTCCTCCAATTTGACCTGGTTATCGCTG

RK-117-3-rtS78T-rev

CAGCGATAACCAGGTCAAATTGGAGGACAG
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2.1.7 Langen- und GrdélRenstandard

Um die GroRRe von DNA-Fragmenten im Agarosegel atizitzen, wurde ddr Kb Plus DNA Laddevon
Life Technologies (Darmstadt) verwendet.

2.1.8 Plasmide

2.1.8.1 pCEP-Puro

Das Plasmid pCEP-Puro (Abbildung 2.1) wurde voniGeipel (2011) auf Grundlage des pCEP4 der
Firma Life Technologies (Darmstadt) und des pPurHilena Clontech (Saint-Germain-en-Laye) erstellt.
Wie das Plasmid pCH9-3091 besitzt es einen CMV-BtomZur Selektion und Vermehrung enthélt es
ebenfalls ein Ampicillinresistenzgen sowie einerplkationsursprung fuE. coli. Aul3erdem enthélt es
ein Puromycinresistenzgen fir die Selektion in Eydten sowie das EBNA-1 Gen und den Ori-P des
Epstein-Barr-Virus, um stabile Zelllinien mit episalem Plasmid erzeugen zu kénnen. Das Plasmid
diente als Klonierungskassette fiir die erstelltdn and 1.5-fachen Uberlangenkonstrukte. Wobeufér
1.5-fachen Uberlangenkonstrukte der CMV-Promotdfeent wurde.

Der unter anderem als Wildtyp fir den phanotypiachssay verwendete pCEP-Puro-3091-1.1 tragt als
Insert zwischen CMV-Promotor und Polyadenylieruigyssl das 1.1-fache Uberlangenkonstrukt des
Plasmids pCH9-3091 (2.1.8.2) und wurde freundlislegse von Dr. A. Geipel zur Verfligung gestellt.

CMV  PolyA

Puromycin

pCEP-Puro
9.656 bp

Ori-P
_ pUC-Ori

AmpR EBNA-1

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Expresmsplasmids pCEP-Puro. Es enthalt einen CMV-
Promotor (CMV), ein Polyadenylierungssignal (PolyA)ein Ampicillinresistenzgen (AmpR), einen
Replikationsursprung fiE. Coli (ColE1), ein Puromycinresistenzgen (Puromycin) gosds EBNA-1 Gen und den
OriP des Epstein-Barr-Virus. Die Primer fiir die Kierung der Uberlangenkonstrukte sind als schwafedle
dargestellt (von links: CEPU-ohneCMV-rev, CEPU-36¢ und CEPU-30nt-fw)

2.1.8.2 pCH9-3031

Das Plasmid pCH9-3091 (Abbildung 2.2) enthalt eirfhiches Uberlangenkonstrukt eines HBV-Genoms
des Genotyp D und einen vorgeschalteten CMV-Prom@assal 1992). Aufgrund der Uberlange des
Konstruktes wird die virale Replikation ermdglicAuiRerdem enthalt es ein Ampicillinresistenzgen zur
Selektion sowie einen Replikationsursprung Eircoli. Das Plasmid wurde im Rahmen des HOPE-
Projekts als Wildtyp und als Klonierungskassette dén phanotypischen Assay verwendet. Es wurde
freundlicherweise von Prof. U. Protzer (TU Muncheu) Verfligung gestellt.
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pCH9-3091

o COIE1

6.338 bp

AmpR

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des im Rahem des HOPE-Projekts verwendeten
Wildtypkonstrukts pCH9-3091. Es enthalt ein 1.1-faches UberlangenkonstruktsehiBV-Genoms (HBV) unter
der Kontrolle eines CMV-Promotors (CMV) sowie ein mAicillinresistenzgen (AmpR) und einen
Replikationsursprung fl. coli(ColE1).

2.1.8.3 pCH9-200

Das Plasmid pCH9-200 entspricht dem pCH9-3091 &2). Es wurde lediglich das 1.1-fache
Uberlangenkonstrukt entfernt.

pCH9-200

3.176 bp

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des Expresmsplasmids pCH9-200.Es enthalt einen CMV-
Promotors (CMV), ein Ampicillinresistenzgen (AmpRhd einen Replikationsursprung fi: Coli (ColE1). Die
Primer fir die Ganzgenomklonierung sind als schwaPfeile dargestellt (links: Cloning-BB-Will-revechts:
Cloning-BB-Will-fw).

2.1.8.4 pSEAP2-Control

Das Plasmid pSEAP2-Control der Firma Clontech (S@&rmain-en-Laye) enthélt ein Gen fir die
humane plazentale alkalische Phosphatase (SEAPheiwdieser der Membrananker fehlt. Das
SEAP-Gen steht unter der Kontrolle eines SV40-Ptorso Auch dieses Plasmid enthalt fur die
Vermehrung ein Ampicillinresistenzgen sowie eineplkationsursprung fUE. coli.
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2.1.9 HBV-Isolate des HOPE-Projekts

Alle im Rahmen dieser Arbeit phanotypisch charagiernen HBV-Isolate des HOPE-Projekts wurden
von Dr. M. Neuman-Fraune (Uniklinik KéIn) in dasaBmid pCH9-3091 kloniert. Bei allen Isolaten
wurde lediglich der Polymerase-ORF und nicht day/#nzgenom kloniert.

Tabelle 2.10: Im Rahmen des HOPE Projekts phanotypierte HBV-Isolate aus Patientenseren

BW 103-2 BW 111-3 BW 125-2 MS 18-3 RK 22-15 RK 83-2 VS 2-12
BW 107-3 BW 113-1 FvB 170-3 MS 19-2 RK 22-20 VS 1-4 WH 2-16-1
BW 108-3 BW 113-5 FvB 84-2 RK 182-2 RK 266-1 VS 1-5

BW 108-5 BW 121-5 MS 10-3 RK 194-5 RK 5-5 VS 2-10

2.1.10Humane Seren

Als Standard fur die X-PCR sowie als HBV-DNA flredEtablierung der dsDNase-PCR wurde
aufgereinigte DNA aus dem Serum ID382 der Serumdiatiek des Instituts fir Medizinische Virologie
(Universitat GielRen) verwendet. Die Seren des PRatie FvB 150-1 wurden freundlicherweise von
Dr. F. van Bommel (Universitat Leipzig) zur Verfirgu gestellt. Ein Ethikvotum fir die verwendeten
humanen Serumproben liegt vor.

2.1.11 Bakterienstamm

Fur samtliche Klonierungsarbeiten, die ortsspeziiisMutagenese sowie die Vermehrung von Plasmiden
wurden Stellar Competent Cellder Firma Clontech (Saint-Germain-en-Laye) verveen8ie sind Tell
desin-Fusion HD Cloning Systef2.1.5).

2.1.12 Zelllinien

2.1.12.1HepG2

Bei den HepG2 Zellen handelt es sich um eine Hepatelllinie, die 1975 aus dem Biopsiematerial
eines Hepatoblastoms gewonnen wurde. Sie zeichobndarch viele spezifische Leberzellfunktionen
aus (Aden et al. 1979).

2.1.12.2HuH7

Bei den HuH7 Zellen handelt es sich um eine Hepaétlimie, die aus einem hepatozellularen Karzinom
eines Japaners gewonnen wurde (Nakabayashi €&84).1

2.1.12.3HuH7-Minchen

Bei den HuH7-Minchen Zellen handelt es sich umreseziellen Abkdmmling der HuH7 Zellen. Bei
dieser Zelllinie sollen die reifen Core-Partiketii mehr in den Zellkern reimportiert werden kdnnen
(personliche Mitteilung Prof. U. Protzer, TU Minche
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung vonE. coli erfolgte in LB-Medium. Zur Selektion nach der Kiemung und der
ortsspezifischen Mutagenese wurden die Bakterignemem sterilen Drigalskispatel auf Festmedium
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubidiisdigkulturen wurden in Reagenzglasern oder in
Erlenmeyerkolben bei 37 °C und 220 rpm ebenfallsr itbacht durchgefihrt. AuRRer fur die Herstellung
von kompetenten Bakterien wurde dem Medium stetgetibiotikum zugesetzt.

2.2.2 Transformation von Bakterien

Fur die Transformation wurdetellar Competent Cellsverwendet. In ein mit Eis vorgekihltes
Reaktionsgefald wurden 1 pl des Plasmids oder 34 #ieés Klonierungsansatzes vorgelegt. Zu der DNA
wurden vorsichtig 45 pl kompetente Zellen gegeldach einer Inkubation von 20 min auf Eis erfolgte
ein Hitzeschock fur 50 s bei 42 °C. Bevor dem An2&0 pl SOC-Medium hinzugefuigt wurden, erfolgte
eine erneute Inkubation fur 2 min auf Eis. Der Bfamrmationsansatz wurde dann fur 1 h bei 37 °C und
220 rpm inkubiert und anschlie3end auf Festmediusg@strichen und tber Nacht inkubiert (2.2.1).

2.2.3 Plasmidpraparation aus Bakterien

2.2.3.1 Minipraparation

Die Minipraparation von Plasmiden erfolgte nachdtidlerangaben mit de@IAprep Spin Miniprep Kit
(2.1.5) oder denmnuPREP Plasmid Mini Kit PluDa auch dagnnuPREP Plasmid Mini Kit Plustets
nur mit 4 ml Ausgangsmaterial verwendet wurde, wardie Puffermengen dementsprechend angepasst.

2.2.3.2 Midipraparation

Sollten Plasmide in eine Transfektion eingesetztiem®, so wurden diese mit d€phbAGEN Plasmid Plus
Midi Kit isoliert, da dieses Kit einen speziellen Wasclgyufiir die Entfernung von Endotoxinen enthalt.
Die Praparation erfolgte nach déwgh-yield protocodes Herstellers.

2.2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Plasmiden

Die Konzentrationsbestimmung von Plasmiden erfolgten Picodrop Microliter UV/Vis
Spectrophotometerder Firma Biozym (Oldendorf). Hierfir wurden 5 [Plasmidiésung nach
Herstellerangaben verwendet. Midipraparationen emrzbvor 1:3 mit Elutionspuffer aus dé€phAGEN
Plasmid Plus Midi Kitverdinnt.

2.2.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Amplifikateirde von der Firma LGC Genomics (Berlin)
als FlexiRun durchgefihrt. Hierfir wurde die DNA nach den Amferungen von LGC Genomics
eingeschickt. Die bendtigten Primer wurden entwesdgrarat mitgeschickt oder die Synthese direkt bei
LGC Genomics in Auftrag gegeben. Die typische Lestmbetrug 800 - 1.000 bp.
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2.2.5 Agarose Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Analyse von DNA-Fragmenten uR€R-Produkten wurde eine Agarose
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Daflr wurde 1 %v)wgarose durch Aufkochen in der Mikrowelle in
1x TAE geldst und in eine Gelkammer gegossen. Prolee denlOx FastDigest Green Buffeler Firma
Fisher Scientific (Schwerte) oder dém Green GoTaq Flexi Buffeter Firma Promega (Mannheim)
enthielten, konnten direkt ohne Ladepuffer auf @&$ geladen werden. Alle anderen Proben wurden
zuvor mit 6x Ladepuffer versetzt. Zusatzlich wurdepl 1 Kb Plus DNA Laddeals GréfRenstandard auf
das Gel geladen. Der Gellauf erfolgte in 1x TAELadsfpuffer bei 75 V fir ca. 40 min.

Um die DNA unter UV-Licht sichtbar zu machen, wurdie Agaroselésung nach dem Aufkochen mit
0,1 pug Ethidiumbromid pro ml versetzt. Sollte diggetrennte DNA anschlieRend fir eine Klonierung
oder Sequenzierung verwendet werden, wurde dieréufting jedoch in einem Ethidiumbromid-freien
Gel durchgefiihrt. Das Gel wurde anschlieBend mithiWenblau gefarbt, sodass die Banden unter
normalem Licht sichtbar waren. Dafir wurde das G¥) min in einer 0,02 %igen (w/v)
Methylenblauldsung unter Schitteln gefarbt und klesi8end mit HO entfarbt bis die Banden deutlich
sichtbar waren. Das 8 wurde dabei mehrmals gewechselt.

2.2.6 Aufreinigung von DNA-Fragmenten und PCR-Produkten

2.2.6.1 Aufreinigung aus Enzymreaktionen

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten und PCR-Pro@ukaus Enzymreaktionen wurden déquick
PCR Purification Kitund dasnnuPREP PCRpure Kihach Herstellerangaben verwendet. Die Elution
erfolgte in 30 pl Elutionspuffer.

2.2.6.2 Aufreinigung aus Agarosegelen

Zur Aufreinigung von DNA-Fragmenten und PCR-Produkaius Agarosegelen wurden dakhquick
Gel Extraction Kitund dasnnuPREP Gel Extraction Kihach Herstellerangaben verwendet. Die Elution
erfolgte in 30 pl Elutionspuffer.

2.2.7 Restriktionsverdau

Zur Kontrolle von einigen Klonierungen wurde einsRiktionsverdau durchgefiihrt. Hierfir wurden
FastDigestRestriktionsenzyme der Firma Fisher Scientifichi@erte) verwendet. Der Reaktionsansatz
(Tabelle 2.11) wurde fir 1 h bei 37 °C inkubierdutas Enzym wenn moglich nach Herstellerangaben
deaktiviert.

Tabelle 2.11: Reaktionsansétze fir den Restriktiongrdau

Einfachverdau  Doppelverdau

10x FastDigest Green Buffer 2 ul 2 ul

Plasmid 1ug 1ug
FastDigesttEnzym 1 (1 FDU/ul) 1ul 1l
FastDigestEnzym 2 (1 FDU/ul) 1l

H,O ad 20 pl ad 20 pl
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2.2.8 Polymerasekettenreaktion

2.2.8.1 PCR mit der Phusion High-Fidelity DNA Polymerase

Fur die Amplifikation von viraler DNA aus hochtigen Seren sowie von Plasmiden wurde Rlieision
High-Fidelity DNA Polymerase mit einer Fehlerrate von nur 410% verwendet. Im Vergleich zu einer
normalenTag DNA Polymerase hat sie eine 50-fach geringere dfedie. Die Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes sowie die Reaktionsbedingungemeko Tabelle 2.12 entnommen werden. Der
Hotstartmix wurde nach dem Erhitzen der Probe Bei@ direkt in der PCR-Maschine hinzugegeben.
Wenn nicht anders angegeben wurde die Anlagerumgsteitur (k) 3 °C geringer als die niedrigere
Schmelztemperatur der beiden Primer gewéhlt. FéirAgnplifikation von Plasmiden waren 35 Zyklen
ausreichend, fur die Amplifikation von Seren wadénzZyklen nétig.

Tabelle 2.12Reaktionsansataind Reaktionsbedingungeritir die PhusionHigh-Fidelity DNA Polymerase

Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen
5x Phusion HF Buffer 10,0 pl 95 °C 1 min
Template 5,0 ul Hotstart 80°C 30s
dNTP Mix (10 mM) 1,0 ul 80 °CZugabe Hotstartmix
Primer 1 (10 pM) 3,0 ul Denaturierung 95 °c min
Primer 2 (10 puM) 3,0 ul Denaturierung 95°C10s
DMSO (optional) 2,5 ul Anlagerung APC  30s 35 - 45x
H,0 ad 45 pl Elongation 72 °C20 s/kb
+ Hotstartmix Elongation 72 °C 10 min
ig ﬁ: |:I%)iPhusion HF Buffer 504l
0,5 pIPhusionDNA Polym. (Anlagerungstemperatury, & Ty — 3)

2.2.8.2 PCR mit der PfuTurbo DNA Polymerase

Fur die Amplifikation von niedrigtitrigen Seren vda diePfuTurboDNA Polymerase verwendet. Sie ist
deutlich sensitiver als dighusion High-FidelityDNA Polymerase und hat eine Fehlerrate von 1,8% 1
Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes sowiRediktionsbedingungen kdnnen Tabelle 2.13
entnommen werden. Fir besonders niedrigtitrigerBetede die Zyklenzahl von 35 auf 45 erhoht.

Tabelle 2.13: Reaktionsansatz und Reaktionsbedinggen fiir die PfuTurbo DNA Polymerase

Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen
10x cloned Pfu reaction buffer 5 ul Denaturierung 95°C 2 min
Template 5ul Denaturierung 95°C 30s
dNTP Mix (10 mM) 1l Anlagerung 60°C 30s 35 - 45x
Primer Will1l-xs (10 pM) 3ul Elongation 72 °C1 min/kb
Primer Will2-xs (10 uM) 3 ul Elongation 72 °C 10 min
PfuTurboDNA Polymerase 2 ul

H>,O ad 50 l.ll




Material und Methoden 24

2.2.8.3 Kolonie-PCR

Zur Kontrolle von einigen Klonierungen wurde eineléhie-PCR durchgefihrt. Hierfur wurde mit Hilfe
einer Pipettenspitze ein wenig Zellmaterial in d&eaktionsansatz gelést und mit dem restlichen
Material eine FlUssigkultur (2.2.1) angeimpft. Dlasammensetzung des Reaktionsansatzes sowie die
Reaktionsbedingungen kdnnen Tabelle 2.14 entnomveeden.

Tabelle 2.14: Reaktionsansatz und Reaktionsbedinggen fiir die Kolonie-PCR.

Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen
5x Green GoTaq Flexi Buffer 5,0 pl Denaturierung 95 °C 3 min
MgCl, (25 mM) 2,0 ul Denaturierung 95°C 45s
dNTP Mix (10 mM) 0,1 pl Anlagerung Aal’C 30s 30x
Primer 1 (10 pM) 1,25 pl Elongation 72 °CL min/kb
Primer 2 (10 puM) 1,25 pl Elongation 72 °C10 min
GoTagDNA Polymerase (5 U/ul) 0,25 pl
H,O ad 25 pl (Anlagerungstemperatur, & Ty, — 3)

2.2.9 Quantitative Polymerasekettenreaktion

Alle quantitativen Polymerasekettenreaktionen (qPGRurden imLightCycler 480 llder Firma Roche
(Penzberg) durchgefihrt.

2.2.9.1 X-PCR

Die X-PCR wurde zur Quantifizierung der HBV-Genomi#glente in Seren verwendet (Jursch et al.
2002). Sie ist sensitiver als die HOPE-PCR (2.2.@&fUr jedoch nicht diskriminierend gegeniber
Plasmiden. Da die Primer sowie die Sonde in hoctdosierten Bereichen des X-ORFs binden, kann
diese PCR zur Quantifizierung von einem Groldteit #HV-Genotypen verwendet werden. Der
Reaktionsansatz kann Tabelle 2.15 und die Reakigmlisgungen kdénnen Tabelle 2.16 entnommen
werden.

Als Standard fuir die absolute Quantifizierung déeatis dem Serum ID382 aufgereinigte DNA.

Tabelle 2.15: Reaktionsansatz fur die X-PCR

Reaktionsansatz
ABsolute QPCR Capillary MigX) 7 ul
Primer X2-sense (10 uM) 1l
Primer X2-antisense (10 uM) 1l
X-Tagmansonde (5 pM) 1l

Template 10 pl
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Tabelle 2.16: Reaktionsbedingungen fur die X-PCR

Reaktionsbedingungen

Aktivierung 95 °C 15 min
95°C 10s 7
Touchdown 62°C 15s e;ir;glig;ohizz!jjng— 12x
72°C 13s i
95°C 10s ]
Amplifikation 50°C 15s einmalige Messung- 33x
95°C 13s i
Kihlung 45°C 30s

2.2.9.2 HOPE-PCR

Die HOPE-PCR wurde zur Quantifizierung der Genomzdente in Zellkulturiiberstanden verwendet.
Diese PCR diskrimiert die Plasmid-DNA gegenuberdealen rcDNA (Geipel 2011). Daflr wurden die
Primer so gewahlt, dass von der viralen rcDNA &in300 bp grolRes Fragment amplifiziert wird. Binden
die Primer jedoch auf einem Plasmid mit einem adhén HBV-Uberlangenkonstrukt, ergibt sich ein
deutlich groReres Amplifikat. Im Fall des pCH9-3084re dieses ca. 3,4 kb grol3 (Abbildung 2.4). [@a di
Elongationszeit auf das 300 bp groRe Amplifikat edtignmt ist, werden Plasmide etwa 1.000-fach
ineffizienter nachgewiesen (Geipel 2011). Die HORER wurde mit denABsolute Blue QPCR SYBR
Green Mix durchgefiihrt. Dieser Mastermix enthalt den undperien FarbstoffSYBR-Greenzur
Detektion der doppelstrangigen DNA. Der Reaktiosstn kann Tabelle 2.17 und die
Reaktionsbedingungen kdnnen Tabelle 2.18 entnomveeden.

5—— 0,3 kb 3.0‘““ —_—

Y r—

HBV-Genom

N\—

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Primerund Amplifikate der HOPE-PCR fir den
Replikationsnachweis von 1.1-fachen Uberlangenkorsikten. Binden die Primer (roter und orangener Pfeil) auf
dem HBV-Genom (links) entsteht ein ca. 0,3 kb geomplifikat. Binden sie jedoch auf dem Plasmid 823091,
das ein 1.1-faches Uberlangenkonstrukt eines HBNeB®s enthilt, entsteht ein ca. 3,4 kb groRes Aikatif
Neben dem CMV-Promotor (CMV), dem Ampicillinresisggen (AmpR), dem Replikationsursprung firColi
(ColE1) und den Primern (roter und oranger Pféilp sauch die ORFs des HBV dargestellt: Polymerasény,
HBs (gelbrot), Core (blau) und X (lila).

pCH9-3091
1.1




Material und Methoden 26

Samtliche HOPE-PCRs wurden mit einem Standard aaisuell aufgereinigtem Zellkulturiiberstand
absolut quantifiziert. Dafir wurde das Wildtypkangt pCH9-3091 in HuH7-Minchen Zellen
transfiziert (2.2.14), die Zellen am nachsten Tage wir den phanotypischen Assay zur
Resistenzbestimmung gewaschen (2.2.16.1) und dm&ge Tohne eine Inhibition durch ein
Nukleos(t)idanalogon inkubiert. Der Zellkulturibensd wurde aufgereinigt (2.2.12.1) und die
HBV-Genomaquivalentmenge des Eluats mit Hilfe dddMStandards bestimmt.

Tabelle 2.17: Reaktionsansatz fur die HOPE-PCR

Reaktionsansatz
Absolute Blue QPCR SYBR Green #x) 8 ul
Primer HOPE Ke-Forward (10 uM) 1l
Primer HOPE Ke-Reverse (10 pM) 1l
Template 10 ul

Tabelle 2.18: Reaktionsbedingungen fiir die HOPE-PCR

Reaktionsbedingungen
Aktivierung 95 °C 15 min

95 °C 15s

Amplifikation 60 °C 10s 40x
72 °C 20s einmalige Messung
95 °C 10s

Schmelzkurve 60 °C 15s
95°C 6 °C/min kontinuierliche Messung

Kihlung 45 °C 30s

2.2.9.3 dsDNase-PCR

Die dsDNase-PCR wurde zur Quantifizierung der Geimnvalente in Zellkulturiiberstanden verwendet,
wenn ein 1.5-faches Uberlangenkonstrukt transfizirde. Der Plasmidhintergrund wurde hier mit
einer doppelstrangspezifischen DNase (dsDNase)ziedu Sie verdaut die Plasmide, jedoch nicht
den einzelstrangigen Bereich des HBV-Genoms, der aer PCR nachgewiesen wurde. Eine
Diskriminierung der Plasmide gegeniber den HBV-Gesio wie bei der HOPE-PCR war hier aufgrund
des groReren doppelten Sequenzbereiches in defach&- Uberlangenkonstrukten nicht moglich
(Abbildung 2.5).

Die dsDNase konnte direkt zum PCR-Ansatz gegebemlemeund wurde durch die Aktivierung der
Polymerase bei 95 °C deaktiviert. Der Reaktionsansann Tabelle 2.19 und die Reaktionsbedingungen
konnen Tabelle 2.20 enthommen werden.

Fir eine absolute Quantifizierung wurde der gleiStendard wie fir die HOPE-PCR (2.2.9.2) genutzt.
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Primerund Amplifikate der dsDNase-PCR fir den
Replikationsnachweis von 1.5-fachen Uberlangenkonstkten. Wird ein 1.5-faches Uberlangenkonstrukt in das
Plasmid pCH9-3091 (rechts) kloniert, ist gut eintet des Genoms doppelt vorhanden Aufgrund debgwdet der
Senseprimer fur die HOPE-PCR zweimal (rote Pfellgher werden zwei Fragmente amplifiziert (ca. Kh3und
3,9 kb), wobei das kleinere die gleiche GroRe was Amplifikat vom HBV-Genom besitzt. Zum Vergleichuf
einem Vektor mit 1.1-fachen Uberlangenkonstruktt®)ibinden die Primer nur einmal und amplifiziessn 3,4 kb
groBes Fragment. Durch das Versetzen des Senseqrirsedass er nur einmal auf dem 1.5-fachen
Uberlangenkonstrukt bindet (gestrichelter roterilRfaird vom Vektor ein 5,0 kb groRes Fragment waoin HBV-
Genom ein 1,3 kb groRes Fragment amplifiziert. Bigner fur die dsDNase-PCR (blaue Pfeile) ampéfien ein
0,2 kb groRBes Fragment. Neben dem CMV-Promotor (GMdem Ampicillinresistenzgen (AmpR), dem
Replikationsursprung fUE. Coli (ColE1) und den Primern (roter und oranger Pféily sauch die ORFs des HBV
dargestellt: Polymerase (grin), HBs (gelbrot), Cgrau) und X (lila). Die partiell doppelstrangi@ruktur des
HBV-Genoms ist links in der Mitte angedeutet (sciaya

Tabelle 2.19: Reaktionsansatz fiir die dsDNase-PCR

Reaktionsansatz
Absolute Blue QPCR SYBR Green K#x) 8,0 ul
Primer dsDNase-fw (10 pM) 1,0 ul
Primer dsDNase-rev (10 uM) 1,0 pl
DTT (100 mM) 0,2 pul
dsDNase (2 U/ul) 0,5 pul
Template 10,0 ul

Tabelle 2.20: Reaktionsbedingungen fiir die dsDNafecR

Reaktionsbedingungen

dsDNase Verdau 37°C 2h

Deaktivierung / Aktivierung 95 °C 15 min
95 °C 15s

Amplifikation 60 °C 10s 40x
72 °C 20s einmalige Messung
95 °C 10s

Schmelzkurve 60 °C 15s

95°C 6 °C/min kontinuierliche Messung
Kihlung 45 °C 30s
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2.2.100rtsspezifische Mutagenese

Mithilfe der ortsspezifische Mutagenesité directed mutageneyiwurden spezifisch Mutationen in das
Polymerasegen von 1.1-fachen HBV-Uberlangenkonstrukeingefiigt. Die ortspezifische Mutagenese
beruht auf der Amplifikation des vollstdndigen hé&ds mit zwei zueinander komplementaren Primern,
die in der Mitte die Mutation tragen. Die Templ&BA wird anschlielend mit dem Restriktionsenzym
Dpnl verdaut um den Hintergrund in der anschlie@en@iransformation zu verringern. Dpnl verdaut
ausschlie3lich dam-methylierte DNA, daher bleitd B&€R-Amplifikat intakt (Papworth et al. 1996).

Die Primer wurden mitPrimerX (www.bioinformatics.org) nach dem Protokd@luickChange Site-
Directed Mutagenesis Kit by Stratagen&onstruiert. Die Zusammensetzung sowie die
Reaktionsbedingungen der PCR kdnnen Tabelle 2 @bemen werden. Der Zusatz von DMSO war nur
fur das Einfugen von Mutationen in den Vektor pCHElRe ndétig. Nach der PCR wurde der
Reaktionsansatz mit 5 ul 1Buffer Tangosowie 2 pl Dpnl versetzt und fir 1 h bei 37 °Cuhbiert und
danach das Enzym in 20 min bei 80 °C inaktiviemséhlieRend wurden 10 pl des Ansatzes in eine
Transformation (2.2.2) eingesetzt.

Tabelle 2.21: Reaktionsansatz und Reaktionsbedinggen fir die ortsspezifische Mutagenese

Reaktionsansatz Reaktionsbedingungen
10x cloned Pfu reaction buffer 5,0 pl Denaturierung 95 °C 30s
Plasmid 5-50 ng Denaturierung 95 °C 30s
dNTP Mix (10 mM) 1,0 ul Anlagerung 55 °C 1 min 18x
Primer 1 125 ng Elongation 68 °C 1 min/k
Primer 2 125 ng Elongation 72°C 10 min
DMSO (optional) 2,5 ul
PfuTurboDNA Polymerase 2,0 ul
H,O ad 50 pl

2.2.11Klonierungen mit dem In-Fusion HD Cloning System

Bei dieser Klonierungsmethode werden Vektor underngiber die Erkennung von 15 bp langen
komplementdren Bereichen an den Enden der DNA-Miéekzusammengefiigt. Der genaue
molekularbiologische Mechanismus wird vom Herstatlieht bekannt gegeben. Der gro3e Vorteil dieser
Methode ist die Unabhangigkeit vom Vorhandensein Restriktionsschnittstellen. Die beiden hier
verwendeten Anwendungen desFusion HD Cloning Systemurden von Dr. A. Geipel (2011) etabliert.

2.2.11.1Ganzgenomklonierung

Fur die Klonierung von vollstandigen Genomen wudievirale DNA mit denmHigh Pure Viral Nucleic
Acid Kit wie in 2.2.12.1 beschrieben aufgereinigt. Zuenstde versucht das komplette Genom mit der
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2.2.8.1) und den Primern Willl-wsd Will2-xs (2.1.6,
Ta = 60°C, modifiziert nach Ginther et al. (1995))araplifizieren. War dies nicht erfolgreich, wurde d
PCR mit derPfuTurbo DNA Polymerase (2.2.8.2) wiederholt. Parallel waurder Vektor pCH9-200
(2.1.8.3) mit dePhusion High-FidelitypNA Polymerase (2.2.8.1) und den Primern Clonimp\Bill-fw
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und Cloning-BB-Will-rev (2.1.6, 1= 62°C) amplifiziert. Je 5 pl der PCR-Amplifikatgurden zur
Kontrolle der korrekten Amplifikation und zur Absitizung der DNA-Menge auf ein Ethidiumbromid-
haltiges Agarosegel (2.2.5) aufgetragen. WarerP@iBs erfolgreich, wurde der restliche PCR-Ansafz au
ein Ethidiumbromid -freies Agarosegel aufgetragheses anschlieRend mit Methylenblau gefarbt (2.2.5
und die entsprechenden Banden aus dem Gel aufiggr@i.6.2).

Die beiden PCR-Amplifikate wurden im molaren Veth& 2:1 (Insert zu Vektor) in einem
Gesamtvolumen von 10 pl mit 2 gk In-Fusion HD Enzyme Premgemischt und dieser Ansatz fur
20 min bei 50 °C inkubiert. Anschliel3end wurdenl 2igses Ansatzes iB. coli transformiert (2.2.2).

HBV Ganzgenom
Quasispezies =100 Klone

In-Fusion
PCR Klonierung
—-> —->

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der Ganzgemklonierung einer Quasispezies aus einem

Patientenserum.Das HBV-Genom wird in einem Stiick amplifiziert uiider komplementare Uberhinge mit der
In-Fusion Klonierung in einen Vektor gebracht. Nadér Transformation erhalt man mehr als 100 Kloee d
HBV-Quasispezies. Abbildung verandert nach GeipelL{) und Glebe und Bremer (2013).

2.2.11.2Klonierung von Uberlangenkonstrukten

Fiur die Klonierung von 1.1- und 1.5-fachen Uberkmgnstrukten wurde das Genom zuerst als
Ganzgenom in das Plasmid pCH9-200 kloniert (2.2)11Abbildung 2.7 zeigt eine schematische
Ubersicht der eigentlichen Klonierungsmethodik dig Uberlangenkonstrukte. Samtliche PCRs wurden
mit der Phusion High-FidelityDNA Polymerase (2.2.8.1) durchgefiihrt. Die jewsiswendeten Primer
kdnnen den Tabellen 2.22 und 2.23 entnommen werden

Im ersten Schritt musste das Ganzgenom fir dieltrsg eines zirkularen Genoms amplifiziert undriibe
ein Agarosegel aufgereinigt werden. Die Enden dastandenen DNA-Fragments konnten dann zu
einem zirkularen Genom ligiert werden. Dafur wurdénpyl PCR-Produkt mit 2 pdOx T4 DNA Ligase
Buffer und 2 pl Ligase gemischt und mit® auf 20 pl aufgefullt. Der Ligationsansatz wurdé Bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 5 pl Kontrolle auf ein Ethidiumbromid-haltiges
Agarosegel aufgetragen (2.2.5). Im Gel solltennidez (zirkulares Genom) und grof3ere Banden (Dimere,
Trimere, ...) als die Ganzgenomlange zu sehen seér. mBstliche Ansatz wurde wie in 2.2.6.1
beschrieben aufgereinigt. Das ligierte zirkularen@a wurde nun als Template fur die Amplifikatiorr de
beiden Inserts fir dim-FusionKlonierung genutzt.

Parallel wurden 3-5 pg des Vektors pCEP-Puro (218it 2 uINEBuffer4 und 3ul Kpnl HF gemischt
und mit HO auf 20 pl aufgefullt. Der Reaktionsansatz wurdet&i 37 °C inkubiert und anschlie3end
wie in 2.2.6.1 beschrieben aufgereinigt. Das vemla@lasmid wurde dann als Template fur die
Vektoramplifikation genutzt. Der Verdau wurde dugefiihrt, da sich das 10 kb grofR3e Plasmid durch die
Linearisierung einfacher amplifizieren liel3.

Zum Schluss wurden die drei Amplifikate in einemlanen Verhaltnis von 2:2:1 (Insert:Insert:Vektan) i
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einem Gesamtvolumen von 10 pl mit 25x In-Fusion HD Enzyme Premgemischt und fur 20 min bei
50 °C inkubiert. Anschlieend wurden 2 pl diesesares irkE. colitransformiert (2.2.2).

A B

@ Ligation

—
,l, PCR
[
Ganzgenom
cccDNA
D
B T1T7
S I -
In-Fusion
Klonierung
Vektor N mit
Uberlangenkonstrukt

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Klonieung von 1.1-fachen wund 1.5-fachen
Uberlangenkonstrukten ausgehend von einem klonierte Ganzgenom. Ein kloniertes und sequenziertes
Ganzgenom wird amplifiziert (A) und die Enden ward@iert, sodass ein zirkulares Genom entsteht {Bhn
dieser cccDNA konnen die beiden Inserts fiir dieridoung des Uberlangenkonstruktes amplifiziert weardC).
Dabei entscheidet die Lange des 1. Inserts (gefbkio 1.1-faches oder ein 1.5-faches Uberlangemkdis
entsteht. Die beiden Inserts werden im letzten iaimithilfe der In-Fusion Klonierung in einen Vektgebracht
(D und E). Abbildung verandert nach Geipel (20114 Glebe und Bremer (2013).

Tabelle 2.22: Standardprimer fur die Klonierung von Uberlangenkonstrukten. Angegeben sind jeweils die
Primerpaare, die verwendete Anlagerungstemperag)rspwie die entstehenden AmplifikatgrofRen (kb).

. 1.1-faches Uberlangenkonstrukt 1.5-faches Uberlangenkonstrukt
Amplifikat - -
Primer Ta kb Primer Ta kb
S Will-P1-11-fw o Will-P1-11-fw R
zirkulares Genom Will-P2-11-rev 64 °C 3,2 Will-P2-11-rev 64 °C 3,2
11-A-fw o 15-A-fw R
Insert 1 11-N-rev 64 °C 1,8 11-N-rev 64 °C 2,9
Insert 2 11-D-tw 64°C 1,6 11-D-tw 64°C 1,6
11-l-rev 11-l-rev
Vektor CEPU-30nt-fw 64°C 100 CEPU-30nt-fw 64 °C 9.0

CEPU-30nt-rev CEPU-ohneCMV-rev
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Tabelle 2.23: Angepasste Primer fiir die Klonierungon Uberlangenkonstrukten

Verwendung Standardprimer  angepasster Primer
_ 11-A-fw gtA-11-A-fw
Klonierung der Genotyp G Konstrukte - -
Will-P1-11-fw gtA-Will-P1-11-fw
11-A-fw gtG-11-A-fw
Klonierung der Genotyp A Konstrukte 11-l-rev gtG-11-I-rev
Will-P2-11-rev gtG-Will-P2-11-rev
Klonierung der Klone 1-05, 1-06, 1-08 und 1-12 1HwA HNO6-A-fw
. 11-D-fw HNO06-Klon12-D-fw
Klonierung des Klons 1-12
11-N-rev HNO06-Klon12-N-rev

2.2.12 Aufreinigung viraler DNA

2.2.12.1Manuelle Aufreinigung mit dem High Pure Viral Nucleic Acid Kit

Die Aufreinigung der viralen DNA aus Seren und Kelluriiberstanden wurde nach Herstellerangaben
mit demHigh Pure Viral Nucleic Acid Kitler Firma Roche (Penzberg) durchgefuhrt.

2.2.12.2Automatisierte Aufreinigung mit dem Sample Preparation System DNA

Die Aufreinigung der viralen DNA aus den Zellkulfilberstanden des phéanotypischen Assays (2.2.16)
wurde in dem Pipettierautomatdéfreedom Evo 100-4Rler Firma Tecan (Mannedorf) durchgefihrt.
Hierfir wurde dasSample Preparation System DN&f das verwendete Probenvolumen angepasst und
ein Programm fir den Automaten etabliert. Die \foarsikel wurden mithilfe eines speziellen Lysepuffe
und dem Enzym Proteinase K lysiert. Die freigegetfNA wurde an magnetische Mikropartikel
gebunden, mit Ethanol-haltigen Puffern gewaschehimiVasser eluiert.

Im Pipettierautomaten wurden dafir 100 pl Zellkuilerstand mit 70 pl ¥, 40 ul Lysepuffer und

10 pl Proteinase K durch resuspendieren gemisctitfiin 15 min bei 58 °C inkubiert. Anschliel3end
wurden 300 ul Lysepuffer und 20 pl magnetische Bilartikel hinzugegeben, resuspendiert und
nochmal fur 15 min bei 58 °C inkubiert. Nun wurddie magnetischen Mikropartikel mit Hilfe eines
Magneten an die Wand des ReaktionsgefalRes gezegdass der Uberstand abgenommen werden
konnte. Danach wurden die Mikropartikel in 300 Wash1Puffer resuspendiert, fir 2 min bei 58 °C
inkubiert und der Uberstand mit Hilfe des Magnetemeut abgenommen. Es folgten zwei Waschritte mit
Wash2Puffer. Hierfir wurden die Mikropartikel in je 3Q0 Wash2Puffer resuspendiert und der
Uberstand unter Zuhilfenahme des Magneten wiedegeradmmen. AnschlieRend wurden die
Mikropartikel fur 15 min bei 80 °C inkubiert um dasgstliche Ethanol aus den Waschpuffern zu
verdampfen. Die getrockneten Mikropartikel wurderi00 pl Elutionspuffer resuspendiert und fiir 8 min
bei 80 °C inkubiert. Nachdem die Mikropartikel unteuhilfenahme des Magneten an die Wand des
Reaktionsgefalies gezogen wurden, konnte das Bleate 96-Well-Mikrotiterplatte Giberfihrt werden.
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2.2.13Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Die verwendeten Zellen wurden im Stickstofftank €6 °C gelagert. Das Auftauen fand bei 37 °C im
Wasserbad statt. Wahrend des Auftauens wurden IDM#EM mit Phenolrot und 10 % FKS in eine
Zellkulturschale (@ = 10 cm) vorgelegt und die atémten Zellen dazu gegeben. Nachdem die Zellen
sich 4 h im Brutschrank anheften konnten, wurdennsit 10 ml PBS++ gewaschen und anschlie3end
neues Medium hinzugegeben.

Generell fand die Kultivierung der Zellen bei 37, €5 % Luftfeuchte und 7 % GGtatt. Wenn nicht
anders angegeben wurden sie in DMEM mit Phenolnot B % FKS auf Zellkulturschalen mit einem
Durchmesser von 10 cm gehalten. Fur die Kultivigruan HepG2-Zellen wurden die Zellkulturschalen
mit Kollagen beschichtet.

Die Zellen wurden regelméaRig passagiert um einefldenz von ca. 50 % zu halten. Dafir wurden die
Zellen mit vorgewarmtem PBS gewaschen und in €imgosin/EDTA-L6sung im Brutschrank inkubiert
bis sich die Zellen von der Zellkulturschale abgeldatten. In der Zwischenzeit wurde neues
vorgewarmtes Medium in die entsprechende Anzalddlkulturschalen vorgelegt. Die Zellen wurden in
der Trypsin/EDTA-LOsung resuspendiert und auf dieen Schalen ausgetropft.

2.2.14Transfektion von eukaryotischen Zellen

Um eine optimale Transfektionseffizienz zu erhaltsollten die Zellen fur die Transfektion ca. 80 %
konfluent sein. Wenn nicht anders angegeben wuiidtkulturschalen mit einem Durchmesser von
10 cm fur die Transfektion verwendet. Samtliche MedPuffer und Losungen wurden vor dem Beginn
der Transfektion vorgewarmt.

Fur die Transfektion wurden 7 pg des zu transfeniden Plasmids mit 1 pg pSEAP2-Control (2.1.8.4)
und 350 pul DMEM ohne alles in einem Reaktionsgajéfhischt und fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlielBend wurden dem Ansatz 3ZHuIGENE HD Transfektionsreagenz hinzugefugt,
gemischt und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubikr der Zwischenzeit wurden die Zellen mit
PBS++ gewaschen und neues DMEM mit Phenolrot unélo 2FKS hinzugegeben. Der
Transfektionsansatz wurde trépfchenweise auf dike@Zegegeben und diese wurden dber Nacht im
Brutschrank (2.2.14) inkubiert.

2.2.15Bestimmung der Transfektionseffizienz (SEAP-Test)

Die Transfektionseffizienz wurde mit dem SEAP-Tesstimmt. Dieser nutzt eine alkalische Phosphatase
(secreted embryonic alkaline phosphataS&EAP), die im Gegensatz zu den im Zellkulturibersta
enthaltenen endogenen Phosphatasen hitzestabilnidt sich daher gut als Reportergen eignet
(Berger et al. 1988).

Fur den SEAP-Test wurde das Plasmid pSEAP2-Cokbthnsfiziert (2.2.14). Das Plasmid tragt das
Gen fur die SEAP unter der Kontrolle eines SV40arutors. Je Transfektionsansatz wurden sechsmal
50 ul Zellkulturiiberstand (DMEM ohne Phenolrot) aie 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert und fur
30 min bei 65 °C inkubiert, um die endogenen Phatgden zu inaktivieren. AnschlieRend wurde eine
1:2-Verdunnungsreihe des SEAP-Standards und eigatNkontrolle auf die Mikrotiterplatte pipettiert.

In jedes Well wurden nun 100 pl 2x SEAP-Puffer wsipnl SEAP-Substrat hinzugegeben und die
optische Dichte bei einer Wellenldnge von 450 nnPimotometer gemessen. Die sechs Werte wurden zu
einem Mittelwert zusammengefasst und mit der Stainddne verglichen.
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Fur die Herstellung des laborinternen SEAP-Starslanarden 8 pg pSEAP2-Control in HuH7-Miuinchen
Zellen transfiziert und der Zellkulturiberstand mailrei Tagen abgenommen. Nachdem die endogenen
Phosphatasen in 30 min bei 65 °C hitzeinaktivientden, wurde der Uberstand aliquotiert und bei>Q0
gelagert. Als Negativkontrolle wurde eine nichinsfizierte Zellkulturplatte genauso behandelt viie f
die Standardherstellung.

2.2.16 Phanotypischer Assay zur Resistenzbestimmung

2.2.16.1Experimentelle Durchfuihrung

Mit dem phanotypischen Assay wurde die Resistemgcidedener HBV-Mutanten gegeniber den vier
gangigsten Nukleosid- und Nukleotidanaloga (Nukipm&analoga) sowie die virale Fitness der Mutanten
bestimmt. In verdnderter Form wurde er auch zum likgpnsnachweis der 1.5-fachen
Uberlangenkonstrukte verwendet.

Wenn nicht anders angegeben wurden HuH7-MincheterZelie in 2.2.14 beschrieben mit dem
Konstrukt der zu testenden HBV-Mutante transfizibiében den zu testenden Konstrukten wurde immer
auch ein Ansatz mit dem entsprechenden Wildtypkaks{pCH9-3091 oder pCEP-Puro-3091-1.1) mit
getestet

Am nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS gewascimehmit 5 ml Trypsin-EDTA-L6sung von der
Zellkulturplatte abgel6st. Die abgeltsten Zellenraen in ein 50 ml Reaktionsgefal3, in das 20 ml
DMEM mit Phenolrot und 2 % FKS vorgelegt wurdengiilihrt und 6 min bei 60 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen vorsictitig?5 ml DMEM mit Phenolrot und 2 % FKS
resuspendiert und erneut fiir 6 min bei 60 x g Hegtert. Der Uberstand wurde wieder verworfen, die
Zellen in 25 ml DMEM mit Phenolrot und 2 % FKS rependiert und in ein neues 50 ml Reaktionsgefaf
Uberfuhrt. Nach einem dritten Zentrifugationssehviturden die Zellen in 10 - 25 ml DMEM ohne
Phenolrot und 2 % FKS aufgenommen und je 100 plsdgbension pro Well auf eine 96-Well-
Zellkulturplatte pipettiert. Zuvor wurden je 100 dér Nukleos(t)idanaloga-Verdinnungsreihen auf die
Zellkulturplatte vorgelegt. Die Nukleos(t)idanalogairden in DMEM ohne Phenolrot und 2 % FKS
verdiinnt. Die beiden verwendeten Pipettierschesiathin Tabelle 2.24 und Tabelle 2.25 angegeben.

Tabelle 2.24: Ursprungliches Pipettierschema fir de HOPE-Assay.Angegeben ist jeweils die Endkonzentration
nach Zugabe der Zellen. Daher wurde die doppeltez&otration vorgelegt. Fur die nicht inhibiertenld/evurde
reines Medium vorgelegt. Die mit --- markierten WWelurden leer gelassen

Adefovir Entecavir | Lamivudin | Tenofovir
Well| 1| 2| 3| 4/ 5| 6/ 7, 8 9 10 11 12
A | 100.000 nM| 1.000nM | 100.000 nM 100.000 HM
10.000 nM 100 nM 10.000 nM  20.000 n¥1

1.000 nM 10 nM 1.000 nM 4.000 nM|
100 nM 1 nM 100 nM 800 nM
10 nM 1nM 10 nM 160 nM

nicht inhibiert nicht inhibiert] nicht inhibiert nicht inhibiert

T/ QM m|alo
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Tabelle 2.25: Verbessertes Pipettierschema fur deHOPE-Assay. Angegeben ist jeweils die Endkonzentration
nach Zugabe der Zellen. Daher wurde die doppeltez&otration vorgelegt. Fur die nicht inhibiertenld/evurde
reines Medium vorgelegt.

Adefovir Entecavir | Lamivudin | Tenofovir
Well| 1| 2| 3| 4/ 5| 6/ 7, 8 9 10 11 12
A | 100.000 nM| 1.000nM | 100.000 nM 100.000 M
20.000 nM 200 nM 20.000nM  20.000 n\¥!

C 4.000 nM 40 nM 4.000 nM 4.000 nM|
D 800 nM 8 nM 800 nM 800 nM
E 160 nM 1,6 nM 160 nM 160 nM
F 32 nM 0,32 nM 32 nM 32 nM
G |nicht inhibiert nicht inhibiert nicht inhibiert nicht inhibier
H | nicht inhibiert nicht inhibiert nicht inhibiert nicht inhibierd

Nach drei Tagen Inkubation im Brutschrank (2.248yden die Zellkulturiberstande abgenommen und
es wurde mit dem SEAP-Test (2.2.15) die Transfektdfizienz bestimmt. Wenn nicht anders

angegeben wurde anschliellend die virale DNA mitadgomatisierten Aufreinigung (2.2.12.2) isoliert

und die Menge an Genomaquivalenten mit der HOPE-@CF9.2) bestimmit.

2.2.16.2Statistische Auswertung

Die absoluten Genoméagquivalentmengen aus der HOFEYMACden zuerst in relative Replikationswerte
umgerechnet. Dafir wurde der Mittelwert aller nigftiibierten Werte gleich 100 % gesetzt. Mit diesen
relativen Werten wurde eine nicht lineare Regressiit drei Parametern durchgefihrt (Abbildung 2.8
links) um die IG, und die I1G, sowie darauf aufbauend die entsprechenden Rediskéoren (RE, und
RFy0) zu berechnen (Abbildung 2.8 rechts). Dieol@ibt die Nukleos(t)idanalogakonzentration an, bei
der die Replikation 50 % der nicht inhibierten Repbbetrdgt. Analog dazu gibt die (}Cdie
Nukleos(t)idanalogakonzentration an, bei der dipliRation 10 % der nicht inhibierten Proben betragt
Die Resistenzfaktoren geben den Quotient aus éfiaganten IC durch die Wildtyp IC als MaR fir die
Resistenz an. Fir die Berechnung der Resistenzéaktovurden Konsensuskurven aus mehreren
Wildtypmessungen verwendet.

Um festzustellen, ob der Unterschied zwischen ziméibitionskurven signifikant ist, wurde eine
einfaktorielle univariate ANOVA mit den beiden Daséitzen durchgefiihrt (Kohler et al. 2007). Hierbei
wurden die Konzentrationsstufen, die beim Wildtyeim keinen inhibitorischen Effekt zeigten, nicht fi
die ANOVA bertcksichtigt. Bei mehreren Vergleichmit den gleichen Datensdtzen wurde dddiveau
nach Bonferroni adjustiert (Kohler et al. 2007).eDilaraus resultierenden Signifikanzgrenzen sind
entsprechend in den Ergebnissen angegeben.
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Abbildung 2.8: Regressionsmodell fir die statistidte Auswertung der Daten des phanotypischen Assayarz
Resistenzbestimmung (links).Dargestellt ist die Replikation in % auf der y-Aehin Abhangigkeit von der
Konzentration des Nukleos(t)idanalogons (logariwhi skaliert) auf der x-Achse. Die Inhibitionskumwid mit
der rechts oben angegebenen sigmoidalen Funktischlieben. Sie enthalt drei Parameter. Der Pararefeot)
beschreibt die Amplitude der Kurve, also die Diiez zwischen maximaler und keiner Inhibition. Dardmeter b
(grun) definiert die Steigung der Kurve (Abstand déNerte mit y = 1/6 a und y = 5/6 a). Und der daeter ¥
(blau) definiert den Wendepunkt, also den Punkdam y = 1/2 a ist. Abbildung veréndert nach (Gep@l2).
Berechnung der 1G5, und ICyq sowie der Resistenzfaktoren aus den Daten des pludypischen Assays zur
Resistenzbestimmung (rechts)Dargestellt ist die Replikation in % auf der y-Aehsn Abhangigkeit von der
Konzentration des Nukleos(t)idanalogons (logariguhiskaliert) auf der x-Achse. Gezeigt sind digbitbrischen
Konzentrationen bei denen die Replikation noch 50@,) bzw. 10 % (IGy) betragt sowie die dazugehdrigen
Resistenzfaktoren (RFund Rkg). Die Formeln zur Berechnung der Resistenzfaktsied rechts oben angegeben
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung einer sensitiveren Amplifikation wvon viralen
Ganzgenomen aus Patientenseren

Bisher wurde diePhusion High FideltyDNA Polymerase (2.2.8.1) genutzt um virale Ganpges aus
Patientenseren zu amplifizieren. Sie benétigte estehs 1 x 10 Genoméaquivalente (GE) als
Ausgangsmaterial fur eine erfolgreiche Amplifikati@Abbildung 3.1). Wurde das Serum manuell mit
demHigh Pure Viral Nucleic Acid Kitwfgereinigt (2.2.12.1), musste dies daher miraasseinen Titer
von 5 x 16 GE/ml aufweisen.

Seren mit einem geringeren Titer konnten bishehtnads Ganzgenom amplifiziert werden. Um diese
jedoch auch fir eine phanotypische Charakterisgerangdnglich zu machen, wurde nach einer
alternativen Polymerase gesucht. Diese sollte dfmmpromiss aus einer héheren Sensitivitat undreine
ausreichenden Fehlerkorrektur darstellen. Wie Ahiniy 3.1 zeigt, war die Amplifikation mit der
PfuTurbo DNA Polymerase (2.2.8.2) selbst mit nur 1 ¥ IBenomaquivalenten als Template noch
erfolgreich. Dies entspricht bei zuvor genanntefréinigung einem Titer von 5 x $@GE/ml Serum. Die
erhaltene Bande wurde ausgeschnitten und konniégesich in eine Ganzgenomklonierung (2.2.11.1)
eingesetzt werden.

eingesetzte Genomaiquivalente (log)

8 75 7 65 6 55 Marker 5 4 3 2 1

3,2kb

Phusion High Fidelity DNA Polymerase PfuTurbo DNA Polymerase
50-fach Fehlerkorrektur 6-fach Fehlerkorrektur

Abbildung 3.1: Sensitivitat der Amplifikation von viralen Ganzgenomen.Es wurden verschiedene Mengen
aufgereinigter HBV-DNA aus einem humanen SerumiénRCR eingesetzt. Die erhaltenen Amplifikate wurdef
einem Agarosegel aufgetrennt. Zu den Polymeragdetias-ehlerkorrektur im Vergleich ziaqg DNA Polymerase
angegeben

Aufgrund der geringeren Fehlerkorrektur im Vergtemir bereits etabliertddhusion High FidelityDNA
Polymerase (52-fach) musste gezeigt werden, dads dia 6-fache Fehlerkorrektur fur eine fehlerfreie
Amplifikation des HBV-Genoms ausreichend ist. Datimrde ein bereits kloniertes HBV-Genom aus
dem Plasmid pCH9-3091 als ein Template mit einén@eten Sequenz amplifiziert und kloniert. Von
zehn Klonen wurde das gesamte Genom sequenziertmindler Sequenz des Ursprungsplasmids
verglichen. Dabei wurde kein Fehler festgestellt.
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3.2 Klonierung und Replikationsnachweis von 1.5-fachenHBV-
Uberlangenkonstrukte nach transienter Transfektion

3.2.1 Etablierung eines PCR-basierten Replikationsnachwees

Der Replikationsnachweis von HBV-Uberlangenkongtuoknach einer transienten Transfektion ist mit
einer normalen quantitativen PCR nicht moglich. BP&asmidhintergrund, der durch die grof3e Zahl an
transfizierten Plasmiden entsteht, wirde das Sigealneu gebildeten HBV-Genome (uberlagern. Die
HOPE-PCR (2.2.9.2) Iost dieses Problem in dem igiePthsmid-DNA gegeniber den neu produzierten
HBV-Genomen bei der Amplifikation diskriminiert. &es Prinzip funktioniert fur 1.1-fache
Uberlangenkonstrukte, jedoch nicht bei 1.5-fachiender Senseprimer auf dem Plasmid doppelt bindet
(Abbildung 2.5). Daher wurde nach einer alternati%oglichkeit gesucht, um den Plasmidhintergrund
zu verringern. Es wurden verschiedene Enzyme g@ttesie die doppelstrangige Plasmid-DNA
unspezifisch verdauen (dsDNase) oder zumindestagmpnentieren, dass eine Amplifikation nicht mehr
moglich ist (Restriktionsenzyme Dpnl und BamHl).

Die verschiedenen Mdglichkeiten der Reduzierung B&smidhintergrunds wurden getestet, indem
HBV-DNA aus einem humanen Serum, Plasmid-DNA (pC3891) und DNA aus Zellkulturtiberstanden
(nicht inhibiert und inhibiert) mit den verschiegen Methoden nachgewiesen wurden. Fur die
Zellkulturiberstande wurde das Plasmid pCH9-309HuiH7-MUnchen Zellen transfiziert (2.2.14), die
Zellen gewaschen (2.2.16.1) und drei Tage ohne édgkt)idanalogon (nicht inhibiert) und mit 2000 nM
Entecavir (inhibiert) inkubiert. Die vier Proben sden dann in die verschiedenen Enzymreaktionen und
PCRs eingesetzt. Als Referenz diente die Quardrfizrig mit der X-PCR, die Plasmide und HBV-DNA
gleichermal3en nachweist. Die mit der X-PCR gemess®&NA-Mengen wurden gleich 100 % gesetzt
(Abbildung 3.2).

Die diskriminative HOPE PCR konnte 60 % der HBV-DMMAs dem Serum nachweisen, wahrend nur
0,01 % der Plasmide nachgewiesen wurden (Abbildu2y In der nicht inhibierten Probe wurde etwa
100-mal so viel Signal detektiert, wie in der irbitten Probe.

Als erste Alternative zur HOPE-PCR wurden die Probée in 2.2.7 beschrieben mit Dpnl verdaut.
Dieses Enzym schneidet nur dam-methylierte DNA. Bieben wurden 1:10 verdiinnt in die X-PCR
eingesetzt, da ansonsten der Puffer des Restrileimyms die PCR inhibiert hatte. Wie in Abbildung 3
zu sehen ist, konnte die Plasmidmenge durch den-Yagrdau auf ca. 5 % reduziert werden. Von der
HBV-DNA wurden noch 27 % nachgewiesen. Ein Unteithzwischen inhibiertem und nicht
inhibiertem Zellkulturiiberstand war nicht nachweisbn beiden Uberstanden wurde nur ca. 1 % der
DNA im Vergleich zur Referenz nachgewiesen.

Das Enzym dsDNase verdaut ausschlie3lich doppetstr@ DNA. Die Primer der fur diesen Ansatz
verwendeten gPCR (2.2.9.3) binden im einzelstrargigereich des partiell doppelstrangigen HBV-
Genoms (Abbildung 2.5). Die dsDNase konnte direiktimden PCR-Reaktionsansatz gegeben werden.
Der Verdau erfolgte fur zwei Stunden bei 37 °C, Bagym wurde anschlieRend durch die Aktivierung
der Polymerase bei 95 °C deaktiviert (2.2.9.3). BPlessmidmenge konnte so um fast drei Zehnerpotenzen
verringert werden (Abbildung 3.2). Von der HBV-DNyurden dagegen noch etwa 34 % nachgewiesen.
Zwischen nicht inhibiertem und inhibiertem Zellkuiiberstand konnte ein deutlicher Unterschied von
17 % zu 2 % gemessen werden.
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Das ebenfalls verwendete Enzym BamHI gehort zuTdgnll Restriktionsenzymen, die ebenfalls nur
doppelstrangige DNA schneiden. Unter anderem befisich eine BamHI-Schnittstelle im Amplifikat
der dsDNase-PCR. Da dieser Bereich jedoch beiaf@NA-Form des HBV-Genoms einzelstrangig ist,
bleibt er im Gegensatz zum Plasmid intakt. Der ®ardvurde wie unter 2.2.7 durchgefuhrt und die
Proben 1:10 verdinnt in die dsDNase-PCR eingesetohei die PCR ohne dsDNase-Verdau
durchgefuhrt wurde. Mit dieser Methode wurden 98&6 HBV-Genome aus dem Serum, aber nur 0,5 %
der Plasmide nachgewiesen. Allerdings war die detédk DNA-Menge im inhibierten
Zellkulturiiberstand nur fiinfmal geringer als imhtimhibierten Uberstand.

Zusatzlich wurde auch die Kombination aus BamHId uisDNAse-Verdau getestet. Dafir wurden die
Proben wie unter 2.2.7 beschrieben verdaut und ih: e dsDNase-PCR (inkl. Verdau) eingesetzt. Das
Verhaltnis zwischen HBV-DNA aus einem Serum undsia-DNA konnte im Vergleich zur alleinigen
dsDNase-PCR jedoch nicht verbessert werden (Abtgdu2).

+2

+1

M Serum

o Plasmid

M nicht inhibiert
M inhibiert

GE in log % der nicht verdauten Proben

-3 4

HOPE-PCR Dpnl dsDNase BamHI dsDNase + BamHI

Abbildung 3.2: Vergleich verschiedener Mdglichkeite den Plasmidhintergrund im PCR-basierten Nachweis
der HBV-Replikation nach transienter Transfektion zu verringern. Dargestellt sind Genomaquivalente (GE) in
%, die nicht verdauten und mit der X-PCR nachgesviea Proben wurden gleich 100 % gesetzt. Es wurir

DNA aus einem humanen Serum (blau), das Plasmid 9g&91 (griin) und aufgereinigte DNA aus nicht
inhibierten (rot) und inhibierten (orange) Zellludiiberstdnden wie folgt nachgewiesen: HOPE-PCR: HBER

mit unverdauten Proben, Dpnl: X-PCR mit Dpnl-vergauProben, dsDNase: dsDNase-PCR inkl. dsDNaseaverd
der Proben, BamHI: dsDNase-PCR mit BamHI-verdaesben aber ohne dsDNase-Verdau, dsDNase + BamHI:
dsDNase-PCR mit BamHI-verdauten Proben inkl. ds2Nésdau.

Zur Verbesserung des Nachweises der viralen Reijolikanit der dsDNase-PCR, wurde versucht den
dsDNase-Verdau zu optimieren. Daflr wurde die eiatge Menge an dsDNase erhoht. Bisher wurden
0,5 Units Enzym pro Reaktion verwendet. Zwar konmite 2,5 Units dsDNase die Plasmidmenge von
0,3% auf 0,01 % um mehr als eine Zehnerpotenmzied werden, jedoch nahm gleichzeitig der
unspezifische Verdau des einzelstrangigen TeilsHBY-DNA von 35 % auf 93 % zu (Abbildung 3.3).
Dieses Problem verschéarfte sich noch beim Verddawbrinits Enzym. Hier wurde nahezu die gesamte
DNA verdaut. Nilsen et al. (2010) haben gezeigtssddie dsDNase-Effektivitat von zweiwertigen
Kationen, besonders von Kfrbegiinstigt wird. Daher wurde versucht der PCR 1 MiVCl, zuzusetzen.
Jedoch war so keine effiziente Amplifikation in @&CR mehr moglich (Tabelle A.1).
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Abbildung 3.3: Optimierung der Menge an eingesetzte Units dsDNase fir den PCR-basierten
Replikationsnachweis von 1.5-fachen HBV-Uberlangerdnstrukten. Dargestellt sind mit der dsDNase-PCR
gemessene Genomaquivalente in % (logarithmiscAphéngigkeit von der Menge der eingesetzten Ursi3Nhse
von Plasmid-DNA (pCH9-3091) und HBV-DNA aus einemmtanen Serum.

Die dsDNase-PCR wurde aufgrund der erwahnten Ergsbnweiterhin mit 0,5 Units dsDNase
durchgefuhrt. Die Effektivitdt der PCR in Bezug aldn Replikationsnachweis mit der HOPE-PCR
wurde verglichen indem verschiedene VerhaltnissesrRid-DNA und HBV-DNA aus einem humanen
Serum in der X-PCR, in der HOPE-PCR und der dsDN&3R eingesetzt wurden. Es wurden
ca. 1 x 16GE Plasmid-DNA (mittlerer Plasmidhintergrund) urals héchste HBV-DNA Menge
ca. 7 x 10 GE (mittlere Replikation des Wildtyps) eingeseRlasmid und HBV-DNA wurden alleine
und in Kombination in die PCR eingesetzt, wobeieelli1l0-Verdinnungsreihe der HBV-DNA mit
gleichbleibender Menge Plasmid-DNA angesetzt wuige.sollte eine Inhibitionsreihe bei gleichem
Plasmidhintergrund simuliert werden.

1x108
1x10°
M unverdaut
1x10% —  WHOPE-PCR
dsDNase-PCR
1x103 |
1x102

1x 1068 1x 108 1x 108 1x 106 1x 108 Plasmid
7 %108 7 % 10% 7 %108 7 %103 7x102  DNA aus Serum
eingesetzte Genomaquivalante

Abbildung 3.4: Bestimmung des Plasmidhintergrund inder dsDNase-PCR fur den Replikationsnachweis von
1.5-fachen HBV-Uberlangenkonstrukten. Dargestellt sind die gemessenen Genoméaquivalenfsbiriingigkeit
von der eingesetzten Menge Plasmid-DNA und/oder HBIA aus einem humanen Serum. Es wurden Plasmid-
DNA (pCH9-3091) und HBV-DNA einzeln sowie in versetienen Mischungsverhéltnissen mit der X-PCR
(unverdaut, dunkelgrau), mit der HOPE-PCR (miti@lgrund mit der dsDNase-PCR (hellgrau) nachgewiesen

gemessene Genomaquivaelente
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Der reine Plasmidhintergrund von 1 X*IBE lieR sich mit der HOPE-PCR auf 6 ¥ GE und mit der
dsDNAse-PCR auf 3 x 1@GE reduzieren. Mit der HOPE-PCR konnten 7 XGE und mit der
dsDNase-PCR 5 x Y@GE der eingesetzten HBV-DNA nachgewiesen werde.d8r Kombination aus
HBV-DNA und Plasmid-DNA, fielen die mit der HOPE-RCgemessenen Genomaéaquivalente bis zu
einem Hintergrund von 7 x 1GE annahernd proportional zur eingesetzten Memgé&lBV-DNA ab.
Wurden die gleichen Proben mit der dsDNase-PCR ggeeme fiel die gemessene
Genomagquivalentmenge nicht unter einen Hintergruamd5 x 16 GE.

3.2.2 Klonierung von 1.5-fachen HBV-Uberlangenkonstrukten

In 1.1-fachen Uberlangenkonstrukten stehen demialgse- und der Core-ORF unter der Kontrolle eines
CMV-Promotors. Um auch diese ORFs unter die Kolgribirer natirlichen HBV-Promotoren zu stellen
und damit die natirliche Regulation dieser ORFssoichen zu kdénnen, ist es notig ein am 5'-Ende
erweitertes 1.5-faches Uberlangenkonstrukt zu vedes.

Aufbauend auf die von Dr. A. Geipel (2011) etalder Klonierung von 1.1-fachen
Uberlangenkonstrukten, musste lediglich der Semseprfir das weiter 5'-liegende Insert so weit in
5'-Richtung verschoben werden, dass alle Elemesgendtirlichen HBV-Promoters enthalten sind. Damit
moglichst alle Genotypen mit dem gleichen Primerdddniert werden konnen, wurde anhand eines
Sequenzvergleiches aller Genotypen ein konservi@geeich (S-Doméane bzw. Reverse Transkriptase)
des HBV-Genoms als Primerbindestelle gewahlt. Beér dVerwendung von 1.5-fachen
Uberlangenkonstrukten wird die Funktion des CMVisRotors vollstandig durch den natiirlichen HBV-
Promotor ersetzt. Daher konnte dieser aus dem Wekitiernt werden. Zu diesem Zweck wurde der
Antisenseprimer (Abbildung 2.1: CEPU-ohneCMV-revjr fdie Amplifikation des Vektors ebenfalls
versetzt, sodass der CMV-Promotor nicht mit angéfit wird.

Die Klonierung wurde am Beispiel des HBV-Genoms Béssmids pCH9-3091 nach dem in 2.2.11.2
beschriebenen Protokoll durchgefuhrt. Obwohl zweuttich unterschiedlich groRe Fragmente in das
Plasmid kloniert werden mussten, ergab die Klomgrmehrere Hundert korrekte Klone und war damit
weiterhin aulerst effizient.

Um die Replikationsfahigkeit des 1.5-fachen Ubegkirkonstrukts zu zeigen, wurde das erstellte Pthsmi
pCEP-Puro-3091-1.5 in HuH7-Minchen Zellen tranefizi(2.2.14), die Zellen am nachsten Tag
gewaschen (2.2.16.1) und drei Tage auf einer 24-Xédkulturplatte mit verschiedenen
Entecavirkonzentrationen inkubiert. Die Zellkultbdistdnde wurden manuell aufgereinigt (2.2.12.8) un
in die dsDNase-PCR (2.2.9.3) zur Quantifizierung @Genomaquivalente eingesetzt. Zum Vergleich
wurde das gleiche HBV-Genom ebenfalls als 1.1-facbieerlangenkonstrukt (pCEP-Puro-3091-1.1)
transfiziert. In Abbildung 3.5 (links) ist als Ré@tionsnachweis deutlich eine konzentrationsabigéng
Inhibition der Replikation zu sehen. Dabei ist k&lnterschied in der Inhibition zwischen den beiden
Konstrukten zu erkennen. Betrachtet man jedochaldsmlut gemessene Menge an Genomaquivalenten,
ist zu erkennen, dass das 1.5-fache Uberlangenk&hstur ein Drittel der Replikation des 1.1-fachen
Uberlangenkonstrukts aufwies (Abbildung 3.5 rechts)
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Abbildung 3.5: Replikationsnachweis eines 1.5-fache Uberlangenkonstrukts. Es wurde das Plasmid

pCEP-Puro-3091-1.1, das ein 1.1-faches Uberlangestiukt enthalt zum pCEP-Puro-3091-1.5 mit einem

1.5-fachen Uberlangenkonstrukt umkloni€eplikationsnachweis (links):Es ist die Replikation in % der beiden

Konstrukte (1.1: blau, 1.5: rot) in Abh&ngigkeitrvder Entacavirkonzentration in nM gezeigt. Dargiissind die

Mittelwerte mit Standardfehler sowie die Regresskamve.Vergleich der Replikation (rechts): Dargestellt sind

die absoluten Mengen an Genomaquivalenten in GRlenMal? fir die Replikation der beiden Konstruldesgils

mit 1.000 nM Entecavir inhibiert und nicht inhibier

4 x10°

Replikation [%)]

3x10°

Genomaquivalente pro ml

3.3 Optimierung der automatisierten DNA-Aufreinigung

Die Zellkulturiiberstande des phanotypischen AsgayResistenzbestimmung wurden bis dato mit dem
InviMag Virus DNA/RNA Mini Kitler Firma Stratec in dem Pipettierautomédtesedom Evo 100-4der
Firma Tecan aufgereinigt (Geipel 2011). Obwohl Hieearitat der Aufreinigung gewahrleistet war,
konnte im Vergleich zuriligh Pure Viral Nucleic Acid Kitder Firma Roche (manuelle Aufreinigung) mit
dem automatisierten Kit nur eine Aufreinigungsediz von 15 % erreicht werden (Abbildung 3.6). Bei
der Suche nach einem alternativen Aufreinigundakiinte mit dem auch fur die Diagnostik zugelassenen
Sample Preparation Systel@NA der Firma Abbott ein Kit gefunden werden, dass dieiche
Aufreinigungseffizienz wie das Kit der Firma Rodtreeichte (Abbildung 3.6).

100
80
60

40

Aufreinigungseffizienz [%]

20

Roche Stratec Abbott

Abbildung 3.6: Vergleich der Effizienz verschiedeneKits zur automatisierten Aufreinigung viraler DNA . Es

wurden Zellkulturiberstdande mit dekligh Pure Viral Nucleic Acid Ki{Roche), demnviMag Virus DNA/RNA
Mini Kit (Stratec) und derBample Preparation System DNAbbott) aufgereinigt. Die Aufreinigungseffiziewtes

Kits der Firma Roche wurde gleich 100 % gesetzt.
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Das vom Hersteller vorgeschlagene Aufreinigunggikait wurde an die Bedingungen des
Hochdurchsatzassays angepasst und verifiziert. [8mt Puffermengen wurden an das geringere
Probenvolumen angeglichen. Au3erdem konnte daskeibtron flinf vorgesehenen Waschritten auf drei
gekurzt werden. Durch die vorgenommenen Verandemungurden eine deutliche Zeitersparnis und
zusatzlich eine Kosteneinsparung von 75 % erzielt.

Abbildung 3.7 zeigt, dass die Aufreinigung in dealevanten Konzentrationsbereich linear verlauft.
Hierflr wurde der Zellkulturiberstand, der auch dig Erstellung des PCR-Standards verwendet wurde
(2.2.9.2), in einer 1:10-Verdinnungsreihe aufgegeéinnd die HBV-Genomaquivalente anschlie3end mit
der HOPE-PCR quantifiziert.

R? = 0,9996

gemessene Genomiquivalente [log GE ml]
w

eingesetzte Genomadquivalente [log GE ml?]

Abbildung 3.7: Linearitat der automatisierten DNA-Aufreinigung mit dem Sample Preparation System DNA
Dargestellt sind die gemessenen Genomaquivaleni&biréingigkeit von der in die Aufreinigung eingesetr
Menge an Genomaquivalenten. Gezeigt sind die Miggk mit Standardabweichung aus drei unabhangigen
Versuchen. Die gestrichelten Linien begrenzen den phanotypischen Assay zur Resistenzbestimmung zu
erwartenden Konzentrationsbereich. Mit einem BestineitsmaR (B von 0,9996 besteht in diesem Bereich ein
linearer Zusammenhang.

3.4 Phanotypisierung von HBV-Isolaten aus Seren von clonisch
infizierten Patienten (HOPE-Projekt)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fir das HOPE-Projekgesamt 26 HBV-Isolate aus Patientenseren
phanotypisch charakterisiert. AuRerdem wurden eftll ortspezifische Mutagenese erstellte Klone fir
eine Ringstudie mit einer ebenfalls am HOPE-Propekeiligten Arbeitsgruppe getestet. Fir alle Klone
und Isolate wurde die Resistenz gegen die vier dag(t)idanaloga Adefovir, Tenofovir, Entecavir und
Lamivudin sowie die replikative Fitness mit dem pb&pischen Assay zur Resistenzbestimmung
(2.2.16) ermittelt. Die Ergebnisse sind jeweils @lsersicht in einer Tabelle dargestellt (Tabelleh l&is
3.7). Fur reprasentative Beispiele sowie auffalligelate werden zusatzlich die Inhibitionskurven im
Vergleich zum Wildtyp gezeigt (Abbildungen 3.8 Bi20).

Die Patientenisolate wurden im nachfolgenden nhadr iResistenz gegen die vier Nukleos(t)idanalaga i
Gruppen eingeteilt. Dabei wurden HBV-Isolate mithderimarmutationen rtM204V/l und eventuell
vorhandenen Sekundarmutationen wie rtL80V/I, rtM1,78L180M als Lamivudin-Resistenzmuster
zusammengefasst. Die beiden HBV-Isolate, die zlishtzur rtM204V die Mutation rtS202G oder
rtI169L enthielten, wurden dagegen den EntecavgifRenzmustern zugeordnet. Obwohl die Mutationen
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rtA181T/V auch zu einer Lamivudinresistenz fihremrden sie zusammen mit der Mutation rtN236T
der Gruppe mit Adefovir- und Tenofovir-Resistenzatittnen zugeschrieben. Diese Einteilung erfolgte
aufgrund der klinisch bedeutenderen Adefovirresisteolcher Isolate. Zusatzlich wurde ein HBV-Isolat
mit einer Insertion charakterisiert, sowie Isolaltme bekannte Resistenzmutationen getestet.

3.4.1 Vergleich der Inhibitionskurven des Wildtypkonstruk ts

Aufgrund der Tatsache, dass beim Testen der Pemisolate stets auch ein Wildtypkonstrukt
(pCH9-3091) als Kontrolle mitgetestet wurde, lageehrere Inhibitionskurven fir den Wildtyp vor. Der
Assay wurde sukzessive weiter entwickelt, nach rjed¥erdnderung wurden neue
Wildtypkonsensuskurven erstellt. Aus diesem Grundrden die Isolate mit drei verschiedenen
Konsensuskurven je Nukleos(t)idanalogon verglichen.

In Tabelle 3.1 und Abbildung 3.8 sind die Konseksigen vergleichend dargestellt. Es ergaben sich nu
geringe Unterschiede zwischen den einzelnen Konskosven. Ein statistischer Vergleich auf
signifikante Unterschiede war mit der ANOVA aufgduder unterschiedlichen Konzentrationsstufen nicht
moglich. Die prozentuale Standardabweichung lag dile IC-Werte bei 14 bis 27 %. Nur die
Standardabweichungen derd@on Adefovir und der 16 von Entecavir waren hdher. Diesfbzw. 1G,

der beiden Nukleotidanaloga Adefovir und Tenof@ghwankten beide um 2.000 nM bzw. 20.000 nM.
Fur Entecavir wurde im Mittel eine 1.000-fach utid Eamivudin eine 100-fach geringeres$@ind 1G,
ermittelt.

Mit dem verwendeten Regressionsmodell lieRen siEh gemessenen Datenpunkte sehr gut als
Inhibitionskurven darstellen. Alle Bestimmtheitsred8gen Uber 0,94.

Tabelle 3.1: Vergleich der Inhibitionskurven des Widtypkonstrukts. Aufgrund der Optimierung des Assays
ergaben sich fur die Charakterisierung der Isotlte HOPE-Projekts jeweils drei Wildtypkonsensusgégeben
sind die 1Go, die 1Gy, und das BestimmtheitsmaR?jRler Regressionskurve fiir die Resistenz gegerjesiaslige
Nukleos(t)idanaloga. Zusatzlich sind die Mittelveertaus allen drei Konsensus und die dazugehdrigen
Standardabweichungen angegeben.

Adefovir Tenofovir Entecavir Lamivudin
ICse | ICa | ICs | ICo | ICs | IC | ICs | ICq
R? R? R? R?
Wi 1.801 | 15257 1.413 13.086 1, 113 227 2333
ildtyp Konsensus 1
0,98 1,00 1,00 1,00
Wildtyp Konsensus 2 2.287 | 21.776 1.3272 18.654 0, 138 169 1§65
0,97 0,99 1,00 0,99
Wildtyp Konsensus 3 2577 | 34399 2213 21176 1, 16,5 290 2444
0,94 0,94 0,99 0,98
Mittelwert 2.222 | 23.811| 1.666| 17.639 1,3 13,9 229 2mM
Standardabweichung (absolut) 392 9.732 474 4.139 0,5 2,6 61 265
Standardabweichung (%) 17,6 40,9 28,5 23,5 38,5 818,265 13,9
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Abbildung 3.8: Vergleich der Inhibitionskurven desWildtypkonstrukts. Dargestellt ist die Replikation der drei
Wildtypkonsensuskurven in % in Abhéngigkeit von Henzentration des entsprechenden Nukleos(t)idgoal® in
nM. Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardfetdemwie die Regressionskurven. Die BestimmtheitsnfRReder
Regressionen sowie diedglind 1Gg sind jeweils in der Box rechts oben angegeben.

3.4.2 HBV-Isolate ohne bekannte Resistenzmutationen

Es wurden vier HBV-Isolate ohne eine bekannte Raszsnutation getestet. Eine Ubersicht tber die
Ergebnisse ist in Tabelle 3.2 dargestellt. Bis dab Isolat RK 266-1 zeigten die Isolate keine
signifikanten Resistenzen gegen die vier Nuklemg(taloga. Die Bestimmtheitsmalie aller Regressionen
betrugen mindestens 0,95. Reprasentativ sind inlduiy 3.9 die Inhibitionskurven des Isolats MS30-
zu sehen. Die ermittelte Fitness der Isolate lag8nhiis 28 % deutlich unter der des Wildtypkonstsuk
Eine Ausnahme bildete hier das Isolat MS 10-3,mia®iner replikativen Fitness von 440 % eine as3er
hohe Replikation aufwies.

Auffallig war das Isolat RK 266-1 (Abbildung 3.1@ie Replikation dieses Isolats wurde von allerr vie
Nukleos(t)idanaloga signifikant starker inhibieig der Wildtyp.
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Tabelle 3.2: HBV-Isolate ohne bekannte Resistenzmationen in der viralen Reversen Transkriptase.
Angegeben sind der Genotyp (GT), die replikativenéss (F) in % relativ zum Wildtyp und fur die Reenzen
gegen die Nukleos(t)analoga das BestimmtheitsmaR d& Inhibitionskurve sowie die Resistenzfakto(&frsg
und RFRyg) und die Signifikanz (Sign.) des Unterschieds Atfitdtyp. Die Bonferroni-adjustierte Signifikanzgran
betragt * p<1x 10 ns nicht signifikant. Die Starke der Resistenz isk&ine (griin), schwach (orange) und
stark (rot) sowie erhdéhte Suszeptibilitat (blaujeuteilt.

G Adefovir Tenofovir Entecavir Lamivudin .
Isolat Mutationen T RFs; | RFec | RFsg | RFg | RFsg | RFye | RFsg | RFg (%]
Sign. R | Sign. R | Sign. R | Sign. R
BW keine D 0,8 0,7 0,5 0,7 2,5 1,1 0,7 0,7 3
125-2 ns | 099| ns | 1,00 ns | 0,95 ns | 0,99
MS . 0,9 1,0 0,8 1,2 0,7 1,2 0,7 0,8
kelne A b L b L b L b L 440
10-3 ns | 1,00 ns | 099| ns | 1,00| ns | 0,99
RK . 0,2 0,5 0,4 0,8 0,1 0,1 0,2 0,4
kelne C 1 L 1 L 1 L 1 L 10
266-1 * 0,98 * 0,98 * 1,00 * 1,00
RK keine D 0,3 2,2 0,8 0,9 1,6 2,1 1,6 2,3 28
5-5 ns | 1,00 ns | 099| ns | 095| ns | 0,96
Y — el ol s &
— \
& 75 & 15 :
) \ " \K
0 : ; \g\l 0 ; ; ; & '
100 1.000 10.000 100.000 0,1 1 10 100 1.000
Adefovir [nM] Entecavir [nM]
R?=0,99 RFy, =10 l R2=0,99 RF,=0,7
100 Sign.=ns Ry =14 b Sign.=ns RFy, =0,8
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Abbildung 3.9: Resistenzprofil des HBV-Isolats MS Q-3 ohne bekannte Resistenzmutationemargestellt ist
die Replikation in % in Abhangigkeit von der Konmaion des entsprechenden Nukleos(t)idanalogomdvirdes
Isolats MS 10-3 (rot) und des Wildtyps (schwarzez€igt sind die Mittelwerte mit Standardfehler udie
Regressionskurven. Das Bestimmtheitsmaf} g8wie die Resistenzfaktoren (8Rind Rko) und die Signifikanz
des Unterschieds zum Wildtyp sind jeweils in derxBmchts oben angegeben. Die Bonferroni-adjustierte
Signifikanzgrenze betragt * p<1 x 10°, ns nicht signifikant. Die Starke der Resistenz istkigine (griin),
schwach (orange) und stark (rot) unterteilt.
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Abbildung 3.10: Resistenzprofil des HBV-Isolats RK266-1 ohne bekannte ResistenzmutationeBargestellt ist

die Replikation in % in Abhangigkeit von der Konmaion des entsprechenden Nukleos(t)idanalogomdvirdes
Isolats RK 266- (rot) und des Wildtyps (schwarz)ez€igt sind die Mittelwerte mit Standardfehler udig
Regressionskurven. Das Bestimmtheitsmafy §8wie die Resistenzfaktoren (8Rind Rk und die Signifikanz
des Unterschieds zum Wildtyp sind jeweils in derxBmchts oben angegeben. Die Bonferroni-adjustierte
Signifikanzgrenze betragt * p<1 x 1% ns nicht signifikant. Die Starke der Resistenz istkieine (griin),
schwach (orange) und stark (rot) sowie erhdhte ehisilitat (blau) unterteilt.

3.4.3 HBV-Isolate mit Lamivudin-Resistenzmutationen

Insgesamt wurden 15 HBV-Isolate mit Lamivudin-Resigmutationen charakterisiert (Tabelle 3.3). Die
Primarmutation rtM204V wurde in vier Isolaten gedienm und trat ausschlief3lich in Kombination mit der
Sekundarmutation rtL180M auf. Die zweite PrimarniotartM2041 wurde in elf Isolaten gefunden. Im
Gegensatz zur rtM204V trat diese Mutation in desilaten auch ohne eine Sekundarmutation auf. Die
Sekundarmutation rtV173L wurde ausschlie3lich zusammit den Mutationen rtL180M und rtM204I1/V
gefunden. Die Sekundarmutationen rtL80I/V tratenindiKombination mit der Mutation rtM204I, jedoch
nicht mit der rtM204V auf.

Alle getesteten Isolate zeigten eine starke Lamnnedistenz und eine mittlere bis starke
Entecavirresistenz. In drei Isolaten wurde zusétzéiine Adefovirresistenz festgestellt. Ein Isdeigte
eine leichte Resistenz gegen Tenofovir.
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Tabelle 3.3: HBV-Isolate mit Lamivudin-Resistenzmuationen. Angegeben sind die bekannten
Resistenzmutationen in der Reversen TranskriptieseGenotyp (GT), die replikative Fitness (F) inrétativ zum
Wildtyp und fiir die Resistenzen gegen die Nukldaséloga das BestimmtheitsmafR?)(Rler Inhibitionskurve
sowie die Resistenzfaktoren (BFund RFRg) und die Signifikanz (Sign.) des Unterschieds ZWfidtyp. Die
Bonferroni-adjustierte Signifikanzgrenze betragt p < 1 x 1%, ns nicht signifikant. Die Stérke der Resistenz
ist in keine (griin), schwach (orange) und stark) Gowie erhéhte Suszeptibilitat (blau) unterteilt.

G Adefovir Tenofovir Entecavir Lamivudin .
Isolat Mutationen T RFsqc | RFyc | RFsg | RFyg | RFsq | RFgc | RFsq | RFgc [%]
Sign. R | Sign. R | Sign. R | Sign. R
VS L180M + M204V D 0.7 1 07 | 09 | 16
1-4 ns 0,98 ns 0,99
FVB | \/1731 + L180M + M204v | A [ 20 [ 19 [ 18 | 3.3
84-2 ns 1,00 ns 0,99
MS | \/173L + L180M + M204V | A | o2 | 34 | 15 | 2.1
19-2 * 0,98 | ns | 0,99
VS V173L + L180M + M204V | D 40 | 15106 | 19
1-5 * 0,95 ns 0,98
VS 39 | 25| 15 | 0,7
M204I ' ’ : ’
2-10 Gl . 0,96 | ns | 1,00
VS 16 | 1,0 | 25 | 2,3
M2041 A ! : ! .
2-12 ns | 0,95 | * 0,85
WH 07 | 1,1 | 11 | 1,8
M2041 A : : ! '
2-16-1 ns | 0,94 | ns | 1,00
BW 21| 12 | 16 | 1,0
L180M + M204I AF— : : :
103-2 ns | 0,95| ns | 1,00
RK 04 | 1,2 | 10 | 11
L180OM + M204I Al ' ’ :
83-2 ns | 0,97 | ns | 0,99
RK 03| 04| 08| 1,9
V173L + L180M + M204l |G |— ’ ’ ’
182-2 ns | 0,94 | ns | 0,97
BW 04| 09| 09| 0,9
L8Ol + L180M + M204l |D | ' ’ !
108-3 ns 0,99 ns 1,00
BW 04 | 06 | 09| 1,0
L80I + M204I Bl ' : :
107-3 ns | 0,99 | ns | 0,99
BW 05| 05| 0,7 | 07
L8Ol + M204I DI : ’ ’
113-5 ns 1,00 ns 1,00
BW 1,1 | 06 | 1,1 | 0,6
L80! + M204I DI ’ : :
108-5 ns | 0,99 | ns | 0,98
BW 06 | 22| 05| 0,7
L8OV + M204l DF . ' :
113-1 ns | 0,84 | ns | 1,00

Abbildung 3.11 zeigt die Inhibitionskurven des BslVS 1-4 als Beispiel fur ein typisches Isolat deir

Primarmutation rtM204V. In dem verwendeten Konzativnsbereich konnte keine Inhibition durch
Lamivudin gemessen werden. Die Replikation betrughabei 100.000 nM etwa 100 %. Daher wurde
hier auf eine Regression verzichtet und es wurdeinek exakten Resistenzfaktoren berechnet. Fir
Entecavir ergab sich ein hoher ffvon 140,8. Der Rfs konnte nicht exakt ermittelt werden. Die
Inhibitionskurve ist hier nicht nur nach rechtssavoben, sondern es ist deutlich zu erkennen, diass
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Kurve im Vergleich zum Wildtyp flacher abféllt. Diahibitionskurven der Nukleotidanaloga Adefovir
und Tenofovir @hneln sehr stark der Kurve des Wfikbnsensus. Dies spiegelte sich auch in den
Resistenzfaktoren, die im Bereich von 0,7 bis ageh, wieder und wurde durch die nicht signifikante
ANOVA bestatigt.
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Abbildung 3.11: Resistenzprofil des HBV-Isolats V-4 mit den Mutationen rtL180M + rtM204V. Dargestellt

ist die Replikation in % in Abh&ngigkeit von der t&zentration des entsprechenden Nukleos(t)idanatbgonM

des Isolats VS 1-4 (rot) und des Wildtyps (schwa@gzeigt sind die Mittelwerte mit Standardfehler udie
Regressionskurven. Das Bestimmtheitsmafy §8wie die Resistenzfaktoren (8Rind Rk und die Signifikanz
des Unterschieds zum Wildtyp sind jeweils in derxBmchts oben angegeben. Die Bonferroni-adjustierte
Signifikanzgrenze betragt * p<1 x 1% ns nicht signifikant. Die Starke der Resistenz istkigine (griin),
schwach (orange) und stark (rot) unterteilt.

Als Beispiel fir ein Resistenzprofil mit der Primértation rtM204l sind in Abbildung 3.12 die
Inhibitionskurven des Isolats BW 108-5 gezeigt. Damivudinresistenz war mit der des Isolats VS 1-4
mit der Primarmutation rtM204V vergleichbar. Die di#enz lag auch hier aul3erhalb des
guantifizierbaren Bereichs des Assays. Eine Adefadler Tenofovirresistenz wurde nicht festgestellt
Mit einem RFE von nur 4,4 konnte lediglich eine geringe Resistgagen Entecavir festgestellt werden.
Im Vergleich zum Isolat VS 1-4 (Abbildung 3.11) g& dies die relativ starken Schwankungen der
Entecavirresistenzen innerhalb aller Lamivudin-Resizmuster (Tabelle 3.3). Der KFer meisten
Isolate lag im Bereich von 5 bis 50. Drei Isolat®sen einen R von Uber 100 auf. Fur das Isolat
VS 2-10 wurde sogar ein Rfvon 884,1 gemessen. Wie bereits fur das Isolat M®eschrieben, fiel die
Replikation mit steigender Entecavirkonzentratiom Vergleich zum Wildtyp langsamer ab. Der im
Vergleich zum RE, fast 30-mal hohere Rfverdeutlichte diese Beobachtung. Dieser im Vecgleum
Wildtyp flachere Verlauf der Inhibitionskurve wurdei 80 % der getesteten Isolate festgestellt. Nur
von 15 Isolaten zeigten eine Differenz zwischen &g und Ry, die kleiner als 10 war (Tabelle 3.3).



Ergebnisse 49

R?=0,99 RFy,=1,1 R?=0,96
125 Sign.=ns RFy =0,6 125 Sign. = *

NN A N
, RN NN

. AN . AN .

100 1.000 10.000 100.000 0,1 1 10 100 1.000
Adefovir [nM] Entecavir [nM]

/]

Replikation [%]
Replikation [%]

R?=0,98 RF;=11
125 Sign.=ns RFy =0,6 125

R?z---  RFs >1000
Sign.= *  RFy, > 1000

——

100 100 —
s
\ I
75 \ 75 \
50 \. 50 \
" " \
0 ; ; \§q 0 i ; ; : -

100 1.000 10.000 100.000 10 100 100.000
Tenofovir [nM] Lamivudin [nM]
= Wildtyp mBW 1085

Abbildung 3.12: Resistenzprofil des HBV-Isolats BWL08-5 mit den Mutationen rtL80I + rtM204I. Dargestellt

ist die Replikation in % in Abh&ngigkeit von der t&zentration des entsprechenden Nukleos(t)idanatbgonM

des Isolats BW 108-5 (rot) und des Wildtyps (sclanaGezeigt sind die Mittelwerte mit Standardfehled die
Regressionskurven. Das Bestimmtheitsmafy §8wie die Resistenzfaktoren (8Rind Rk und die Signifikanz
des Unterschieds zum Wildtyp sind jeweils in derxBmchts oben angegeben. Die Bonferroni-adjustierte
Signifikanzgrenze betragt * p<1 x 1% ns nicht signifikant. Die Starke der Resistenz istkieine (griin),
schwach (orange) und stark (rot) unterteilt.

Replikation [%]
Replikation [%]

Auffallig waren die Isolate MS 19-2, VS 1-2, VS 0;1da diese eine signifikante Resistenz gegen
Adefovir zeigten, obwohl sie keine klassischen AdéfResistenzmutationen zeigten. Das Isolat
VS 2-12 zeigte eine schwache Resistenz gegen Teénolas restliche Resistenzprofil entsprach bei
allen vier Isolaten dem der Ubrigen Isolate mit bhamdin-Resistenzmuster. Als Beispiel sind die
Adefovir- und Tenofovir-Inhibitionskurven der Istda MS 19-2 und VS 2-10 in Abbildung 3.13
dargestellt.

Die Isolate mit der Mutation rtL80I/V hatten im Dnschnitt eine hdhere replikative Fitness als die
restlichen charakterisierten Isolate. Hier fiel ¢sdat BW 113-5 mit einer Fitness von 254 % besosd
auf. Ansonsten liel3 sich kein Einfluss der Mutadiomister auf die Fitness feststellen. Auch in Bezuig
den Genotyp konnte weder ein Einfluss auf die Bgneoch auf die Resistenzen festgestellt werden
(Tabelle 3.3).
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Abbildung 3.13: Adefovir- und Tenofovir-Resistenzpofile der HBV-Isolate MS 19-2 mit den Mutationen
rtvV173L + rtL180M + rtM204V und VS 2-12 mit der Mut ation rtM2041 Dargestellt ist die Replikation in % in
Abhangigkeit von der Konzentration des entsprechenidukleos(t)idanalogons in nM der Isolate MS 1®et) und

VS 2-12 (blau) sowie des Wildtyps (schwarz). Gezesqnd die Mittelwerte mit Standardfehler und die
Regressionskurven. Das Bestimmtheitsmafy §8wie die Resistenzfaktoren (8Rind Rk und die Signifikanz
des Unterschieds zum Wildtyp sind jeweils in derxBmchts oben angegeben. Die Bonferroni-adjustierte
Signifikanzgrenze betragt * p<1 x 1% ns nicht signifikant. Die Starke der Resistenz istkieine (griin),
schwach (orange) und stark (rot) unterteilt.
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3.4.4 HBV-Isolate mit Entecavir-Resistenzmutationen

Es wurden lediglich zwei Isolate mit einem klaskest Entecavir-Resistenzmuster im Rahmen dieser
Arbeit getestet (Tabelle 3.4). Beide Isolate wiegém typisches Lamivudin-Resistenzmuster mit der
Priméarmutation rtM204V auf. Zusatzlich hatte eiol# die Mutation rtS202G und das andere Isolat die
Mutation rtI169L. Aufgrund dieser Mutationen wurdesie nicht den Isolaten mit Lamivudin-
Resistenzmutationen zugeordnet. Beide Isolate ereigine starke Lamivudin- und Entecavirresistenz,
eine schwache Tenofovirresistenz aber keine sigmife Resistenz gegen Adefovir. Die replikative
Fitness beider Isolate war &hnlich der des Wildoyysirukts.

Das Isolat RK 194-5 (Abbildung 3.14) hatte nebem Hehen Lamivudinresistenz eine sehr hohe
Entecavirresistenz mit einem RFvon ca. 1.800 nM. Dieser Wert lag knapp aul3ertdak verwendeten
Konzentrationsbereiches und musste daher anhariledgessionsmodells extrapoliert werden. DegRF
konnte nicht mehr zuverlassig bestimmt werden. Bxigecavirresistenz war damit 20-mal héher als bei
Lamivudin-Resistenzmustern (Tabelle 3.3) ohne t8202G. AuRerdem wurde eine schwache Resistenz
gegen Tenofovir detektiert. Die Tendenz zu eineefadirresistenz war mit Resistenzfaktoren von 2,2
nicht signifikant.
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Tabelle 3.4: HBV-Isolate mit Entecavir-Resistenzmudtion. Angegeben sind die bekannten Resistenzmutationen
in der Reversen Transkriptase, der Genotyp (GE)relplikative Fitness (F) in % relativ zum Wildtypd fur die
Resistenzen gegen die Nukleos(t)analoga das BetfieitsmaR (B der Inhibitionskurve sowie die
Resistenzfaktoren (RFund Rkg) und die Signifikanz (Sign.) des Unterschieds Zwfitdtyp. Die Bonferroni-
adjustierte Signifikanzgrenze betragt *p <1 x 1%, ns nicht signifikant. Die Stéarke der Resistenz isk&ine
(griin), schwach (orange) und stark (rot) unterteilt

G Adefovir Tenofovir Entecavir Lamivudin .
Isolat Mutationen T RFs; | RFec | RFsg | RFgc | RFsg | RFy | RFsg | RFg (%]
Sign. R | Sign. R | Sign. R | Sign. R
RK L180M + S202G + M204V| D 2.2 2.2 3.6 18 110
194-5 ns | 0,93 * 0,99
MS 1169L + V173L D 0,8 0,9 3,8 1,3 04
18-3 + L180M + M204V ns | 0,99 * 1,00
R2=0,93 RF,=2.2 R2=0,71 RFy ~1800
125 Sign.=ns RFy, =2,2 125 i Sign. = *  RFy > 1000

N : |
) O ) \ -
) NG .

T T
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Abbildung 3.14: Resistenzprofil des HBV-Isolats RK194-5 mit den Mutationen rtL180M + rtS202G +
rtM204V. Dargestellt ist die Replikation in % in Abhangigkeion der Konzentration des entsprechenden
Nukleos(t)idanalogons in nM des Isolats RK 194€)(und des Wildtyps (schwarz). Gezeigt sind digtdliverte

mit Standardfehler und die Regressionskurven. DestiBmtheitsmaR (% sowie die Resistenzfaktoren (g8find
RFy) und die Signifikanz des Unterschieds zum Wildsipd jeweils in der Box rechts oben angegeben. Die
Bonferroni-adjustierte Signifikanzgrenze betragt p <1 x 1%, ns nicht signifikant. Die Stéarke der Resistenz
ist in keine (griin), schwach (orange) und stark) (noterteilt.

Replikation [%]
Replikation [%]

Im Gegensatz zum Isolat RK 194-5 zeigte das Isdi& 18-3 keine erhdhte Entecavirresistenz
(Abbildung 3.15). Mit einem Rf von 105,6 lag diese im oberen Bereich der Isolaie der
Primarmutation rtM204V (Tabelle 3.3). Das Isolaigte eine hohe Lamivudinresistenz. Eine Resistenz

gegen Adefovir wurde nicht gemessen, jedoch zeiges Isolat ebenfalls eine schwache
Tenofovirresistenz.
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Abbildung 3.15: Resistenzprofil des HBV-Isolats MSL8-3 mit den Mutationen rtI169L + rtV173L + rtL180M

+ rtM204V. Dargestellt ist die Replikation in % in Abhangigkeion der Konzentration des entsprechenden
Nukleos(t)idanalogons in nM des Isolats MS 19-3)(tmd des Wildtyps (schwarz). Gezeigt sind dietdterte

mit Standardfehler und die Regressionskurven. DestiBmtheitsmaR @R sowie die Resistenzfaktoren (gFkind
RFy) und die Signifikanz des Unterschieds zum Wildsipd jeweils in der Box rechts oben angegeben. Die
Bonferroni-adjustierte Signifikanzgrenze betragt p <1 x 1¢, ns nicht signifikant. Die Stéarke der Resistenz
ist in keine (griin), schwach (orange) und stark) (noterteilt.
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3.4.5 HBV-Isolate mit Adefovir- und Tenofovir-Resistenzmuationen

Es wurden vier HBV-Isolate mit Adefovir- und TenefieResistenzmutationen getestet (Tabelle 3.5)i Dre
Isolate enthielten eine Mutation an der Positioh1&1, wobei ein Isolat mit der Mutation rtA181T
zusatzlich die Mutation rtA194V enthielt. AuRerdevarde ein Isolat mit den Mutationen rtN236T und
rtM250L getestet. Alle Isolate zeigten eine gering@ikative Fitness, wobei diese beim Isolat Fui®-B

mit 25 % noch am hdchsten war.

Die beiden Isolate mit der Mutation rtA181T zeigtediglich eine Resistenz gegen Lamivudin. Anhand
der leicht erhbhten Resistenzfaktoren ist eine @andn Richtung Adefovirresistenz zu erkennen. Bies
Resistenz war jedoch bei beiden Isolaten nichtifgkgmt. Als Beispiel sind die Inhibitionskurven sle
Isolats RK 22-20 in Abbildung 3.16 gezeigt.
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Tabelle 3.5: HBV-Isolate mit Adefovir- und Tenofovi-Resistenzmutationen Angegeben sind die bekannten
Resistenzmutationen in der Reversen TranskriptieseGenotyp (GT), die replikative Fitness (F) inrétativ zum
Wildtyp und fiir die Resistenzen gegen die Nukldaséloga das BestimmtheitsmafR?)(Rler Inhibitionskurve
sowie die Resistenzfaktoren (BFund RFRg) und die Signifikanz (Sign.) des Unterschieds ZWfidtyp. Die
Bonferroni-adjustierte Signifikanzgrenze betragt p <1 x 1¢, ns nicht signifikant. Die Stérke der Resistenz
ist in keine (griin), schwach (orange) und stark) (noterteilt.

G Adefovir Tenofovir Entecavir Lamivudin .
Isolat Mutationen T RFs; | RFec | RFsg | RFgc | RFsg | RFy | RFsg | RFg (%]
Sign. R | Sign. R | Sign. R | Sign. R
RK ALS1T D 2,1 4,2 1,7 2,5 0,4 6,7 3
22-15 ns | 0,93 ns | 0,97 ns | 1,00
FvB 55 9,3 5,0 3,7
170-3 AlBLV D @ 0,99 2 0,99 25
BW N236T + M250L D 0,9 1,8 2,4 3,1 1,8 | 23,6 n
121-5 ns | 0,95 ns | 0,99 * 0,95
RK ALSLT + A194V D 1,7 2,4 1,5 1,9 0,4 0,2 7
22-20 ns | 0,96 ns | 0,99| ns | 1,00
125 R2=0,96 RF,=1,7 125 R2=1,00 RFy, =04
Sign.=ns RF,=2,4 Sign.=ns RF, =0,2
100 Q"\\ 100
§ 75 § 75
E 50 \l& E- 5 \\
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0 ; : : . 0 . -x\-\‘ a
100 1.000 10.000 100.000 0,1 1 10 100 1.000
Adefovir [nM] Entecavir [nM]
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Abbildung 3.16: Resistenzprofil des HBV-Isolats RK22-20 mit den Mutationen rtA181T + rtA194V. .
Konzentration des entsprechenden
Nukleos(t)idanalogons in nM des Isolats RK 22-2ft)(und des Wildtyps (schwarz). Gezeigt sind digtdliverte

mit Standardfehler und die Regressionskurven. DestiBmtheitsmaR (% sowie die Resistenzfaktoren (g8find
RFy) und die Signifikanz des Unterschieds zum Wildsipd jeweils in der Box rechts oben angegeben. Die
Bonferroni-adjustierte Signifikanzgrenze betragt p <1 x 1%, ns nicht signifikant. Die Stéarke der Resistenz
ist in keine (griin), schwach (orange) und stark) (noterteilt.

Dargestellt ist die Replikation

in

% in Abhangigkevon der
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Das Isolat BW 121-5 (Abbildung 3.17) mit den Mubaiggn rtN236T und rtM250L zeigte ebenfalls eine
Tendenz zu einer Tenofovirresistenz. Ein signifteatnterschied war jedoch weder bei Tenofovir noch
bei Adefovir festzustellen. Daflr wies dieses Is@ime leichte aber signifikante Entecavirresistand
eine mittlere Lamivudinresistenz auf.
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Abbildung 3.17: Resistenzprofil des HBV-Isolats BW121-5 mit den Mutationen rtN236T + rtM250L. .
Dargestellt ist die Replikation in % in Abhangigkevon der Konzentration des entsprechenden
Nukleos(t)idanalogons in nM des Isolats BW 121€)(und des Wildtyps (schwarz). Gezeigt sind digtdfiverte

mit Standardfehler und die Regressionskurven. DestiBmtheitsmaR (% sowie die Resistenzfaktoren (g8find
RFy) und die Signifikanz des Unterschieds zum Wildsipd jeweils in der Box rechts oben angegeben. Die
Bonferroni-adjustierte Signifikanzgrenze betragt p <1 x 10°, ns nicht signifikant. Die Starke der Resistenz
ist in keine (griin), schwach (orange) und stark) (uoterteilt.

Das Isolat FvB 170-3 (Abbildung 3.18) mit der Minat rtA181V zeigte dagegen eine signifikante
Resistenz gegen alle vier getesteten Nukleos(@idga. Mit RE-Werten von 5,5 und 5,0 hatte dieser
Klon die héchsten im Rahmen des HOPE-Projekts @sati Arbeit gemessenen Resistenzen gegen
Adefovir und Tenofovir. Das Isolat wies ebenfall;nee mittlere Entecavirresistenz auf. Der gRF
unterschied sich kaum vom RF daher ist in Abbildung 3.18 auch ein parallelesrl®uf der
Inhibitionskurve im Vergleich zur Wildtypkurve zuelsen. Die gemessene Lamivudinresistenz war
deutlich niedriger als bei den Primarmutationen2@i/V.
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Abbildung 3.18: Resistenzprofil des HBV-Isolats FvB170-3 mit der Mutation rtA181V. Dargestellt ist die
Replikation in % in Abh&ngigkeit von der Konzenimat des entsprechenden Nukleos(t)idanalogons indesl
Isolats FvB 170-3 (rot) und des Wildtyps (schwarm@gzeigt sind die Mittelwerte mit Standardfehlerd utie
Regressionskurven. Das Bestimmtheitsmaf} g8wie die Resistenzfaktoren (BRind Rkg) und die Signifikanz
des Unterschieds zum Wildtyp sind jeweils in derxBmchts oben angegeben. Die Bonferroni-adjustierte
Signifikanzgrenze betragt * p<1 x 10°, ns nicht signifikant. Die Starke der Resistenz istkigine (griin),
schwach (orange) und stark (rot) unterteilt.
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3.4.6 HBV-Isolat mit einer Insertion in der Reversen Trarnskriptase

Es wurde ein HBV-Isolat mit den Mutationen rtl1698d rtA181S gefunden, das zusatzlich eine
Insertion der Aminosauren Serin, Lysin; Lysin, @pstund Isoleucin zwischen den Aminosauren 118 und
119 der Reversen Transkriptase aufwies (TabelleuBdb Abbildung 3.19). Im Uberlappenden S-ORF
ergab sich dadurch jedoch kein Stoppcodd@heses spezielle Isolat war trotz der Insertion
replikationsfahig und zeigte lediglich eine leichtResistenz gegen Lamivudin. Fur die

Nukleos(t)idanaloga Adefovir, Tenofovir und Enteicagrgaben sich keine signifikanten Unterschiede
zum Wildtyp. Die replikative Fitness lag im Verglbi zu den restlichen charakterisierten Isolaten mit
17 % im eher niedrigen Bereich.
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Tabelle 3.6: HBV-Isolat mit einer HBV-Insert zwiscten den Aminosduren 118 und 119Angegeben sind die
bekannten Resistenzmutationen in der Reversen Kriptase, der Genotyp (GT), die Fitness (F) in %atie zum
Wildtyp und fiir die Resistenzen gegen die Nukldaséloga das BestimmtheitsmafR?)(Rler Inhibitionskurve
sowie die Resistenzfaktoren (BFund RFRg) und die Signifikanz (Sign.) des Unterschieds ZWfidtyp. Die
Bonferroni-adjustierte Signifikanzgrenze betragt p < 1 x 1%, ns nicht signifikant. Die Stérke der Resistenz
ist in keine (griin), schwach (orange) und stark) (noterteilt.

Adefovir Tenofovir Entecavir Lamivudin

Isolat Mutationen $ RFs; | RFec | RFsg | RFgc | RFsg | RFy | RFsg | RFg [ol/z]
Sign. R | Sign. R | Sign. R | Sign. R

BW 118-SKKCI-119 D 3117 19| 22 10 | 35 44 | 193 17
111-3 +1169L + A181S ns | 093 ns | 097 ns | 100 * | 0,82
i — e, s Bl
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Abbildung 3.19: Resistenzprofil des HBV-Isolats BW111-3 mit der Insertion rt1188-SKKCI-119 und den
Mutationen rtI169L + rtA181S. Dargestellt ist die Replikation in % in Abhangigkeon der Konzentration des
entsprechenden Nukleos(t)idanalogons in nM desiis@W 111-3 (rot) und des Wildtyps (schwarz). Ggizeind
die Mittelwerte mit Standardfehler und die Regresskurven. Das BestimmtheitsmafR ?(Rsowie die
Resistenzfaktoren (RFFund RFy) und die Signifikanz des Unterschieds zum Wildsypd jeweils in der Box rechts
oben angegeben. Die Bonferroni-adjustierte Sigaifilgrenze betragt * p <1 x 1¢%, ns nicht signifikant. Die
Starke der Resistenz ist in keine (griin), schwacéinge) und stark (rot) unterteilt.

Replikation [%]
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3.4.7 Ringstudie zur Verifizierung des phanotypischen Asays

Im Rahmen einer kleinen Ringstudie mit der ebesfath HOPE-Projekt beteiligten Arbeitsgruppe von
Prof. U. Protzer (TU Minchen) sollten die ermigeltErgebnisse wechselseitig verifiziert werden.lDaz
wurden durch ortsspezifische Mutagenese erzeugteoneKl (pCH9-3091) mit typischen

Resistenzmutationen in der Reversen Transkriptase HBV-Polymerase von der AG Protzer zur
Verfugung gestellt. Diese wurden im Rahmen diesebeA in den phéanotypischen Assay zur
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Resistenzbestimmung eingesetzt. Tabelle 3.7 zelggm den eingefligten Mutationen auch den Grund fur
die Auswabhl der Klone fir die Ringstudie (AuffaKigjt).

Die Phanotypisierung im Rahmen dieser Arbeit efgakelf der 15 zu verifizierenden Resistenzfaktoren
keine relevante Abweichung zu den Ergebnissen dér Protzer. Die Abweichung von neun
Resistenzfaktoren war geringer als 40 %. Die amdbeiden wichen um weniger als das Zweifache ab.
Damit konnte der Grol3teil der Ergebnisse des Progetners bestatigt werden.

Einige Ergebnisse der AG Protzer konnten jedoclhtnestatigt werden (Abbildung 3.20). Statt der
unerwartet hohen Tenofovirresistenz der Isolate MIAGund MUC 16 wurde im Rahmen dieser Arbeit
keine Resistenz gemessen. Beide Klone hatten di;mdére Lamivudin-Resistenzmutation rtL80I, der
Klon MUC 16 hatte zusatzlich auch die PrimarmutatidM2041. Die Phéanotypisierung der Klone
MUC 18 und MUC 20 ergab eine drei- bis finffachiggere Resistenz gegen Tenofovir als von der AG
Protzer ermittelt. Beide Klone hatten ein LamivuBiesistenzmuster auf der Grundlage der
Primarmutation rtM204V. Die fir den Klon MUC 37 dttelte Adefovirresistenz war lediglich halb so
stark wie zuvor in Miinchen gemessen. Dieser Klditehdie Mutationen rtL180M und rtN236T. Diese
Kombination wurde im Rahmen dieser Arbeit in kein@atientenisolat gefunden. Die in Minchen
aufgefallene hohe Varianz in den Daten des KlonsOMB8 konnte nicht beobachtet werden. Die
Adefovir- und Tenofovirresistenz wurde jedoch begta

Tabelle 3.7: Ringstudie mit durch ortspezifische Mtagenese generierten Klonen aus Muncheingeben sind
die eingefligten Mutationen in der Reversen Trapskse, das verwendete Nukleos(t)idanalogon (NAg der
Grund fur die Auswahl des Klons fir die Ringstudfuffalligkeit). Fur die von der AG Protzer in Mien
ermittelten Resistenzen ist jeweils der ermittBlesistenzfaktor (Rf) zum Wildtyp angegeben. Zu den im Rahmen
dieser Arbeit ermittelten RF sind auBerdem das Bestimmtheitsmaf) @r Regression sowie die Signifikanz
(Sign) der Resistenz angegeben. Die Bonferronistigjtie Signifikanzgrenze betragt *p <1 x 1%, ns nicht
signifikant. Die Starke der Resistenz ist in keifgtn), schwach (orange) und stark (rot) sowie kténo
Suszeptibilitat (blau) unterteilt. Die voneinanddsweichenden Resistenzfaktoren sind fett dargeskik Daten
aus Miunchen wurden freundlicherweise von Prof. tdtZer (TU Minchen) zur Verfiigung gestellt.

Miinchen in dieser Arbeit
Klon Mutationen NA (RF-Werte und Analyse) ermittelt
Auffalligkeit RFs | RFs; | Sign. R
MUC 01 L8Ol Tenofovir] R unerwartet hoc 0,6 ns | 0,99
Adefovir Ausreiler 0,7 0,9 ns | 0,98
MUC 05 A181V
Tenofovir Ausreil3er 0,8 1,4 ns | 0,98
Adefovir | RF5q unerwartet hoc
MUC 11 M204V .
Tenofovir| RFsg unerwartet hoc
MUC 12 M204| Entecavil AusreilRer
MUC 16 L80I + M204l Tenofovil RFsg unerwartet hoc 0,7 ns | 0,99
MUC 18 L180M + M204l Entecav_|r RFsq unerwgrtet hoc
Tenofovir Ausreiler 2,3 J 0,96
MUC 20 L180M + M204V Tenofovil RF5 unerwartet hoc 53 * 0,99
MUC 21| M173L + L180M + M204V Entecaviy AusreilRer
MUC 29| L180M + T184G + M204V Adefovil RF5, unerwartet hoc
MUC 37 L180M + N236T Adefovir| R, unerwartet hoc
1 1 *
MUC 38 A181V + N236T Adefowr hohe Varfanz 3,3 3.4 0,99
Tenofovir hohe Varianz 3,9 3,7 J 0,93
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Abbildung 3.20: Ausgewdhlte Resistenzprofile der Rigstudie. Dargestellt ist die Replikation in % in
Abhéangigkeit von der Konzentration des entsprecBendNukleotidanalogons in nM der Klone (rot)
MUC 01 (rtL80I), MUC 16 (rtL50I + rtM204l), MUC 1&rtL180M + rtM204l), MUC 20 (rtL180M + rtM204V)
und MUC 37 (rtL180M + rtN236T) sowie des jeweiligV¥ildtyps (schwarz). Gezeigt sind die Mittelwertét m
Standardfehler und die Regressionskurven. DasBestieitsmaR (B sowie die RE, aus GieRen (ohne Klammer)
und die Signifikanz des Unterschieds zum Wildtymdgieweils in der Box rechts oben angegeben. Dief@ooni-

adjustierte Signifikanzgrenze betragt *p <1 x 1¢, ns nicht signifikant. Zusétzlich ist der von der AGoEzer

ermittelte Rk, in Klammern angegeben. Die Starke der Resistdnn iseine (griin), schwach (orange) und stark
(rot) unterteilt.

Replikation [%)]

3.5 Charakterisierung neuer potentieller Resistenzmutabnen

Der fur das HOPE-Projekt entwickelte phanotypisébgay zur Resistenzbestimmung wurde auch fir die
Charakterisierung von HBV-Mutanten auf3erhalb desjeRtes verwendet. In einer Publikation von
Cento et al. (2013) wurden Mutationen beschrielmia, signifikant gehauft in Patienten unter der
Therapie mit Nukleos(t)idanaloga beobachtet wurdktit Hilfe des phéanotypischen Assays zur
Resistenzbestimmung sollte nun der tatsachlich@usi dieser Mutationen auf die Resisténzvitro
Uberprift werden. Ausgewahlte Mutationen wurdenidatfittels ortspezifischer Mutagenese (2.2.10) in
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das Wildtypkonstrukt pCH9-3091 eingefiigt und die siRenz gegen das entsprechende
Nukleos(t)idanalogon bestimmt (2.2.16).

3.5.1 Einfluss der Mutationen rtL229F/V auf die Resistenentwicklung

Die Mutationen rtL229F und rtL229V wurden gehauft iamivudin-behandelten Patienten gefunden.
Beide Mutationen traten jedoch ausschlief3lich zusammit den Mutationen rtL180M und rtM204V auf
und sollten daher auch in Kombination mit diesenddr®® Mutationen getestet werden. Die
Primarmutation rtM204V verursacht jedoch alleinerefte eine 1G, aullerhalb des Lamivudin-
Konzentrationsbereiches des phanotypischen Assagsdiesem Grund ware ein zusatzlicher Effekt der
Mutationen rtL229V/F nicht zu sehen gewesen. Lagtivesistenzen filhren jedoch zu einer
Kreuzresistenz gegen Entecavir, daher wurden digafidmen rtL229F/V stattdessen gegen Entecavir
getestet.

Der Klon mit den Mutationen rtL180M und rtM204YV fiib zu einem Resistenzfaktor von 79,4. Enthielt
das Konstrukt zusatzlich zu den beiden Mutationechneine Mutation an der Position rtL229, wurde
eine 12- bis 13-fach geringere Entecavirresistegrmassen (Abbildung 3.21). Ein Unterschied in der
replikativen Fitness konnte dagegen nicht festdiesterden. Diese betrug flr die Mutationen rtL180M
und rtM204V 15 % und zusammen mit der Mutation 22/V 20 bzw. 21 %.

100

X 7 -

X 75 X Entecavir |

s Mutationen f 1Signifikanz

£ R? | RFs,

£ 5 Wildtyp 10,98 1,0

& rtL180M + rtM204V 0,90 | 79,4 ]:

rtL180M + rtM204V + rtL229V| 0,93 | 6,1 | |¥ -*

25 I | {

0,1 1 10 100 1.000
Entecavir [nM]

Abbildung 3.21: Einfluss der Mutationen rtL229V und rtL229F auf die Entecavirresistenz.Dargestellt ist die
Replikation in % in Abhangigkeit von der Entecawanizentration in nM des Wildtyps (schwarz), der Laudiin-
Resistenzmutationen rtL180M + rtM204V alleine (Blaowie in Kombination mit den Mutationen rtL229%61)

und rtL229F (orange). Gezeigt sind die Mittelwemait Standardfehler und die Regressionskurven. Die
BestimmtheitsmaRe @R die Resistenzfaktoren (Bff zum Wildtyp und die Signifikanzen der Unterschienl den
bekannten Lamivudin-Resistenzmutationen rtL180MM204V sind in der Box rechts oben angegeben. Die
Bonferroni-adjustierten Signifikanzgrenzen betragen p<8,3x 10, * p<1,7x10, * p<1,7 x 10,

ns nicht signifikant.

3.5.2 Einfluss der Mutation rtM309K auf die Resistenzentwcklung

Die Mutation rtM309K wurde in Entecavir-behandelteatienten ebenfalls ausschlie3lich zusammen mit
den Mutationen rtL180M und rtM204V gefunden. Daheurde die Kombination aus allen drei
Mutationen phanotypisch mit der gut charakterisieiKombination rtL180M und rtM204V verglichen.
Die Mutation rtM309K fiuhrte in Kombination mit dies Mutationen dabei zu keiner signifikanten
Anderung der Resistenz. Auch die replikative Fisndsr Mutationen rtL180M und rtM204V mit der
rtM309K von 9 % unterschied sich kaum von der Egder Variante ohne die rtM309K (15 %).
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Abbildung 3.22: Einfluss der Mutationen rtM309K auf die Entecavirresistenz Dargestellt ist die Replikation in
% in Abhangigkeit von der Entecavirkonzentration M des Wildtyps (schwarz), der Lamivudin-
Resistenzmutationen rtL180M + rtM204V alleine (hlaaowie in Kombination mit der Mutation rtM309K (jo
Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardfehler wlié Regressionskurven. Die BestimmtheitsmafiR®, (e
Resistenzfaktoren (RE zum Wildtyp und die Signifikanz des Unterschielés beiden Klone sind in der Box rechts
angegeben. Die Bonferroni-adjustierten Signifikarngen betragen * p<8,3x 10, * p<1,7x 10,
#* p<1,7x10d, ns nicht signifikant.

3.5.3 Einfluss der Mutation rtS78T auf die Resistenzentwiklung

Die Mutation rtS78T wurde in Adefovir-behandelteatiBnten gefunden. Diese Mutation kam dabei
sowohl in Kombination mit der Mutation rtA181V asich einzeln im Patienten vor und wurde deshalb
in beiden Varianten phéanotypisiert. Wie in AbbilguB.23 dargestellt ergaben sich jedoch weder zum
Wildtyp noch untereinander signifikante Unterscleiefluch fir die replikative Fitness ergaben sichrka
Unterschiede. Die Fitness der Mutation rtA181V bgtr23 %, die der rtS78T 21 % und die der
Kombination aus rtA181V und rtA78T 19 %.

125 +

100

) Adefovir N
Mutationen — 1 Signifikanz
R? | RFg,
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Wildtyp 0,98 | 1,0

rtA181v 0,97 0,6 ] ] alle
rtS78T + rtA181V| 0,92 | 1,0 ] ns
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Abbildung 3.23: Einfluss der Mutationen rtS78T aufdie Adefovirresistenz.Dargestellt ist die Replikation in %
in Abhéngigkeit von der Adefovirkonzentration in niiés Wildtyps (schwarz), der Adefovir-Resistenzriaten
rtA181V alleine (blau), der Kombination aus rtA183\tS78T (rot) sowie die Mutation rtS78T alleirergnge).
Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardfehler déonzentrationsstufen sowie die Inhibitionskurvebie
BestimmtheitsmaRe @R die Resistenzfaktoren (B§f zum Wildtyp und die Signifikanz des Unterschiedky
beiden Klone sind in der Box rechts angegeben. Banferroni-adjustierten Signifikanzgrenzen betragen
* p<83x10,* p<1,7x10,* p<1,7x1d, ns nicht signifikant.
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3.6 Charakterisierung der HBV-Mutanten des Patienten F\B 150

Im Rahmen des HOPE-Projekts wurde ein multiresiseeiiBV-Isolat gefunden (Geipel 2011). Das
Isolat FvB 150-1 mit den Mutationen rtA181V und 2B86T zeigte eine aulergewdhnlich hohe Resistenz
gegen Adefovir und Tenofovir. Die Hohe der Resist&var mit den bekannten Mutationen nicht zu
erklaren. AuRerdem zeigte das Isolat eine hohe \waimresistenz und eine fir diese Mutationen
untypische Entecavirresistenz. Im Rahmen diesereirivurde die Entwicklung des Klons im
Zusammenhang mit der klinischen Vorgeschichte déigften naher betrachtet.

Abbildung 3.24 zeigt den Therapie- und Infektiomtaagf des Patienten FvB 150. Die zugrundeliegenden
Daten wurden freundlicherweise von Dr. F. van Boinfdaiversitat Leipzig) zur Verfligung gestellt. Die
chronische HBV-Infektion wurde zunachst fur 39 Mnanit Lamivudin und anschlieRend fur weitere
20 Monate mit Adefovir behandelt. Nachdem es wéthmder Adefovirtherapie jedoch zu einem starken
Anstieg des Virustiters auf 1 x 4GE/ml, was formal einem virologischen Durchbruatee resistenten
Variante entspricht, wurde die Therapie auf dasehoHosierbare Nukleotidanalogon Tenofovir
umgestellt. Unter Tenofovirtherapie fiel der Vintsst innerhalb von drei Wochen um fast drei
Zehnerpotenzen auf ca. 2 x’1BE/ml ab. Danach blieb der Titer jedoch vorerdtdiesem Niveau und
fiel erst nach sechs weiteren Wochen ziigig weiteabf ca. 3 x 7Z0GE/ml ab. In den Wochen 18 und 19
der Tenofovirtherapie war ein leichter zwischerigeit Anstieg des Virustiters auf ca. 1 ¥ GE/ml zu
verzeichnen. In Woche 33 stieg der Titer jedoch s&irk auf 1 x T70GE/ml an, um anschlieBend wieder
auf ca. 5 x 1dbis 1 x 10 GE/ml abzufallen. Das ALT-Level (Alanin-Aminotrdesase, ein Marker fiir
eine Leberfunktionsstérung) folgte dem Virustitat wenig Verzégerung nach. Die Menge HBs-Antigen
blieb in etwa konstant. Insgesamt zeigte der Patgamit ein auflergewdhnlich langsames und
vermindertes Ansprechen auf die Therapie mit Teriofo

Abbildung 3.24: Verlauf und Therapie der HBV-Infektion des Patienten FvB 150Dargestellt ist die Viruslast in
log GE/ml (rot), die Menge an HBs-Antigen in log/fl (blau) und das ALT-Level in IU/l (grin) in Abhgigkeit
vom Verlauf der Therapie in Monaten. Der Patientdeuzuerst mit Lamivudin-behandelt. Nach 39 Monatede

die Therapie auf Adefovir umgestellt und nach weite20 Monate erfolgte ein erneuter Wechsel aubferir. Die
schwarzen Pfeile markieren die Zeitpunkte der Blnédomen, deren Quasispezies in dieser Arbeit cteisilert
wurde. Fur den Zeitraum der Lamivudin- und Adeftherapie lagen keine Daten vor. Die Daten wurden
freundlicherweise von Dr. F. van Bémmel (Universitéipzig) zur Verfligung gestellt.
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3.6.1 Genotypische Charakterisierung der viralen Quasispaes

Fur die genotypische Charakterisierung der vir@erasispezies des Patienten FvB 150 wurden die erste
Abnahme unter Tenofovir sowie die Abnahme nach 88Mn Tenofovirtherapie ausgewahlt. Zum einen
wiesen diese Abnahmen einen ausreichenden Vinudiite die Ganzgenomamplifikation auf, zum
anderen konnte so der Einfluss der Tenofovirgalh@i@uZusammensetzung der Quasispezies untersucht
werden. Die DNA aus beiden Seren wurde aufgereid@s Ganzgenom amplifiziert und in den Vektor
pCH9-200 kloniert (2.2.11.1). Beide Klonierungergadyen mehrere Hundert Klone. Von der ersten
Abnahme wurden zehn Klone ausgewahlt und sequérfbnahme 1, Klon 1-XX). Auf3erdem wurde
das Isolat FvB 150-1 als elfter Klon unter dem Narm&0-1 mit in die genotypische Charakterisierung
einbezogen. Dieser Klon lag jedoch nur als klorigtblymerase im Wildtypkonstrukt des pCH9-3091
und nicht als Ganzgenom vor. Von der Abnahme n&M@8naten Tenofovirtherapie wurden elf Klone
ausgewahlt und ebenfalls sequenziert (Abnahmed) RiXX).

3.6.1.1 Phylogenetischer Stammbaum

Die Sequenzen der 22 analysierten Klone wurdedi&iErstellung eines phylogenetischen Stammbaums
genutzt. Der Stammbaum wurde lediglich mit den Pweisasesequenzen erstellt, um auch das
urspringliche Isolat 150-1 in die Analyse einsdbdie zu konnen. Das Wildtypkonstrukt pCH9-3091
diente als Genotyp-spezifische Fremdgruppe. Dien&laliederten sich dabei in zwei Gruppen
(Abbildung 3.25), die im Folgenden als griine unaukl Gruppe bezeichnet werden. Das Isolat 150-1
flgte sich in die blaue Gruppe ein.

Abbildung 3.25: Phylogenetischer Stammbaum der segumzierten HBV-Klone des Patienten FvB 150Die
Analyse wurde mit den Sequenzen der Polymerase dachaximum-LikelihooeMethode mit dem Programm
MEGA durchgefuihrt (Tamura et al. 2011). Die Zahlen® geben an wie viel Prozent der mittels Bogbstra
errechneten Stammb&ume die gleiche Eingruppierufvgesen.
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3.6.1.2 Polymorphismusanalyse anhand eines Genotyp D Kons&us

Fur die weitere Auswertung der sequenzierten Klbe® Patienten FvB 150-1 wurde ein Konsensus aus
83 publizierten Aminosauresequenzen der HBV-Polaseides Genotyp D gebildet (Norder et al. 2004,
Ghosh et al. 2010). Die sequenzierten Klone wumlgrErmittlung der Mutationen und Polymorphismen
mit diesem Konsensus verglichen. Hierbei wurdea diterschiede zum Konsensus, die in mehr als 5 %
der 83 Sequenzen auftraten, als Polymorphismusidgfiln den Tabellen 3.8 und 3.9 ist eine Ubéatsic
uber die Sequenzanalyse der untersuchten Klondggemmbei fir eine bessere Ubersichtlichkeit die
Polymorphismen nicht dargestellt werden. Eine Ubhtsinklusive aller Polymorphismen kann im
Anhang eingesehen werden (Tabellen A.4 und A.5).

Die phylogenetischen Gruppen (3.6.1.1) unterschiesieh deutlich in den gefundenen Mutationen der
Polymerase. Fir die grine Gruppe waren die Mutetidd45D in der Primerdoméne, R211G, C264G
und F310S in der Spacerdomdne sowie die Mutatiofi7a6d in der Reversen Transkriptase
charakteristisch (Tabelle 3.8, griin hinterlegt)e Mutationen H73N und T76S (Primerdomane) sowie
A273T, A290T und R302K (Spacerdomane) und auRemienMutationen rtR110G und rtT128N in der
Reversen Transkriptase waren typisch fur die blaugpe (Tabellen 3.8 und 3.9, blau hinterlegt). Die
Mutation T76S war jedoch nur in 14 der 17 KlonesdieGruppe vorhanden.

Die beiden bekannten Adefovir- und Tenofovir-Resigmutationen rtA181V und rtN236T wurden
ebenfalls in den sequenzierten Klonen gefundenMiitation rtA181V war in allen 22 Klonen vertreten.
Die rtN236T wurde dagegen deutlich seltener gefun@®e war in zwei der finf griinen Klone und
lediglich in zwei der insgesamt 17 blauen Klonehamrden (Tabelle 3.8, rot hinterlegt).

Das exakte Mutationsmuster des urspriinglichen tlssolvB 150-1 wurde allerdings nicht erneut
gefunden. Jedoch gliederte sich der Klon 150-1 én phylogenetischen Stammbaumanalyse in der
blauen Gruppe ein (Abbildung 3.25). Die Zugehdrigkand sich auch im Mutationsmuster wieder
(Tabelle 3.8).

In der ersten Abnahme zu Beginn der Tenofovirtheramd die beiden Gruppen in etwa zu gleichen
Teilen vertreten. In der zweiten Abnahme nach 33h&en Therapie mit Tenofovir wurden jedoch
ausschlief3lich Klone der blauen Gruppe gefundea.Nbitation T76S ist in der ersten Abnahme in vier
von sechs Klonen vorhanden, in der zweiten Abnainnzehn von elf Klonen. Im Gegensatz dazu konnte
sich die Mutation rtN236T unter Tenofovirtherapieht durchsetzen. Ist sie in der ersten Abnahmé noc
in zwei der sechs blauen Klone vorhanden, wurdegier zweiten Abnahme gar nicht mehr gefunden.

3.6.1.3 Polymorphismusanalyse anhand eines Konsensus alldBV Genotypen

Die festgestellten Mutationen wurden im nachstemri@anhand eines Vergleiches mit einem Konsensus
aus deutlich mehr Sequenzen uberprift. Fir diesegldich wurden tber 4.000 Aminosauresequenzen
der HBV-Polymerase aus der Onlinedatenbank HBVIe (Hepatitis B Virus databaselayer et al.
2013) herangezogen. Im Gegensatz zum vorangegangémgleich umfassten diese Sequenzen alle
neun HBV-Genotypen. Dies hatte den \orteil das tRwsn, die nur innerhalb des Genotyps D
konserviert sind, identifiziert werden konnten. itnen an diesen Stellen der Polymerase kénntén si
so als Polymorphismen herausstellen.

Auch hier wurden Austausche mit einer Haufigkeih voehr als 5 % als Polymorphismus definiert. Auf
diesem Weg wurden in der Primerdomane die Austausé¢#i5D und H73N als Polymorphismus
eingestuft (Tabellen 3.8 und 3.9, schraffiert).der Spacerdoméane stellten sich die Mutationen A273T
und F310S als Polymorphismus heraus. Und in dereiRem Transkriptase wurden die Austausche
rtN118T und rtF221Y aus den Mutationsprofilen gebgn.
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Tabelle 3.8: Charakterisierung der viralen Quasipeies der Abnahme zu Beginn der Tenofovirtherapie des
Patienten FvB 150.Der Klon 150-1 stellt das urspriingliche Isolat F¥BO-1 aus dem HOPE-Projekt aus der
selben Abnahme dar. Die fiir die beiden gefundenatatibnsmuster charakteristischen Mutationen siad bind
grun hinterlegt dargestellt. Mutationen die in all€lonen gefunden wurden sind grau und die fir Riésistenz
wabhrscheinlich entscheidenden Mutationen sind irdeHegt dargestellt. Mutationen, die anhand degMichs mit
einem allgemeinen HBV-Konsensus als Polymorphisdefimiert wurden, sind schraffiert hinterlegt.

Abnahme zu Beginn der Tenofovirtherapie
Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon
1-03 1-04 1-05 1-06 1-07 1-08 1-10 1-11 1-12 1-13
N45D | N45D N45D | N45D N45D
H73N | H73N | H73N | H73N H73N H73N
T76S | T76S T76S T76S
K90E | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K90E
C169Y C169F
R211G| R211G R211G R211G| R211G

150-1

Domane

Primer

G2508
C264G C264G C264G| C264G
P269A
A273T | A273T | A273T | A273T A273T A273T
A290T | A290T | A290T | A290T A290T A290T

Spacer

F295K | F295K | F295K | F295K | F295K | F295K | F295K | F295K | F295K | F295K | F295K
R302K | R302K | R302K | R302K R302K R302K
E306G
F310S| F310S F310S F310S | F310S
ItN76D | rtN76D rtN76D ItN76D | rtN76D

rtR110GrtR110GrtR110GrtR110G rtR110G rtR110G
rtN118T|rtN118T] rtN118T, rtN118T] rtN118T|rtN118T|
rtT128N[rtT128N[rtT128N rtT1281|rtT128N rtT128N
rtV142E|

rtC164H
rtA181V|rtA181V|rtA181V|rtA181V|rtA181V|rtA181V|rtA181V|rtA181V|rtA181V|tA181V|rtA181V|
rS219A rtS219A rtS219A rtS219A rtS219A rtS219A rtS219A rtS219A rtS219A rtS219A rtS219A
rtF221Y|rtF221Y|rtF221Y|rtF221Y|rtF221Y|rtF221Y|rtF221Y|rtF221Y|rtF221Y|rtF221Y|rtF221Y|
rtN236T] rtN236T] rtN236T] rtN236T|rtN236T|

Reverse Transkriptase

rtkK270RrtkK270R rtK270R| rtK270R|rtK270R{rtK270R{rtk270R{rtkK270R{rtk270R(rtK270R{rtKk270R

R726H

RNaseH
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Tabelle 3.9 Charakterisierung der viralen Quasipezas der Abnahme nach 33 Monaten Tenofovirtherapie de
Patienten FvB 150.Die fir das einzige gefundene Mutationsmuster attaristischen Mutationen sind blau
hinterlegt dargestellt. Mutationen die in allen Kém gefunden wurden sind grau und die fir die RE®s
wabhrscheinlich entscheidenden Mutationen sind irdeHegt dargestellt. Mutationen, die anhand degMichs mit
einem allgemeinen HBV-Konsensus als Polymorphisdefimiert wurden, sind schraffiert hinterlegt.

_% Abnahme nach 33 Monaten Tenofovirtherapie

g Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon
Q| 2-01 | 2-07 | 2-08 | 2-09 | 2-10 2-11 2-12 | 2-13 | 2-14 | 2-15 | 2-16
5 H73N | H73N | H73N [ H73N | H73N | H73N | H73N | H73N | H73N | H73N | H73N
g T76S T76S | T76S | T76S | T76S | T76S | T76S | T76S | T76S | T76S
O | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE | K9OE

T239I
G245H

2

© | A273T | A273T | A273T | A273T | A273T | A273T | A273T | A273T | A273T | A273T | A273T
n

A290T | A290T | A290T | A290T | A290T | A290T | A290T | A290T | A290T | A290T | A290T
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3.6.2 Phanotypische Charakterisierung ausgewahlter Klone

Neben der genotypischen Charakterisierung wurdegeauiihlte reprasentative Klone auch phanotypisch
auf ihre Adefovir- und Tenofovirresistenz getesksh Ziel dieser phanotypischen Charakterisierumg w
es, die fur die hohen Resistenzen ursachliche(njafilum(en) zu finden. Dafir wurden aus den
Ganzgenomklonen zunachst 1.1-fache Uberlangenkimstrhergestellt (2.2.11.2). Diese konnten
anschlieend in den phanotypischen Assay zur Reglsestimmung eingesetzt werden (2.2.16).
Tabelle 3.10 zeigt einen Uberblick tiber die ausddteé Klone mit ihren Mutationen, die ermittelten
Resistenzfaktoren und die Fitnesswerte.

Far das urspringliche Isolat FvB 150-1 wurden rmem RFE, von 41,5 fur Adefovir und einem BF
von 28,2 fur Tenofovir erneut extrem hohe Residakiaren ermittelt (Tabelle 3.10, Klon 150-1). Alle
neu klonierten Klone zeigten jedoch eine etwa Mis-zwdlffach geringere Adefovirresistenz und eine
drei- bis achtfach geringere Tenofovirresistenziifung 3.26).

Abbildung 3.26: Vergleich des urspriinglichen Isolas FvB 150-1 mit den neu klonierten KlonenDargestellt ist
die Replikation in % in Abhangigkeit von der Adefevund der Tenofovirkonzentration in nM des Wildsy
(schwarz), der neu klonierten Klone 1-16 (braurd81(hellblau) und 2-11 (griin), 1-12 (rosa) und6l(raun) und
des Klons 150-1 (orange). Gezeigt sind die Mittetevemit Standardfehler sowie die Regressionskunizie.
Gruppenzugehérigkeit der Klone, die Bestimmthei8eéR) der Regressionen und die Resistenzfaktorer JRF
zum Wildtyp sowie die Signifikanz der relevantentéschiede sind in der Box Uber den Graphen angegdbie
Bonferroni-adjustierten Signifikanzgrenzen betragen p < 1,4 x 16, * p<29x1d, * p<2,9x 10,

ns nicht signifikant.

Mit Ausnahme des nicht replizierenden Klons 1-0&y wer Klon 1-08 genotypisch dem Klon 150-1 am
ahnlichsten (Tabelle 3.8). Ihm fehlte jedoch untanderem die Adefovir- und Tenofovir-
Resistenzmutation rtN236T. Im nachsten Schritt tesokrmittelt werden, ob diese Mutation eine
Bedeutung fur die auf3ergewohnlich hohen ResistedesrKlons 150-1 haben kdnnte. Dafir wurde sie
Uber eine ortspezifische Mutagenese (2.2.10) in ldlem 1-08 eingefligt. Der daraus resultierende
Klon 1-08-A zeigte im phéanotypischen Assay sigmifik hthere Resistenzen gegen Adefovir und
Tenofovir (REgADV = 26,6 und RE, TDF = 29,7; Abbildung 3.27 oben). Mithilfe zwei ierer
ortsspezifischer Mutagenesen des Klons 1-08-A wurdech die Positionen rtN118 und rtT128 der
Reversen Transkriptase an den Genotyp des Klonsl188geglichen. Der daraus resultierende
Klon 1-08-C zeigte jedoch keine signifikante Andeguder Resistenzfaktoren gegeniiber dem



Ergebnisse 67

Klon 1-08-A (Abbildung 3.27 oben). Die Klone 1-08-And 1-08-C zeigten die gleichen sehr
aulRergewdhnlich Resistenzen wie der Klon 150-1 {{#bbg 3.27 unten).

Tabelle 3.10: Ubersicht iiber die Resistenz ausgewt#r Klone des Patienten FvB 150Der Klon 150-1 stellt
das Isolat FvB 150-1 dar. Die Klone 1-08-A, -C ufd wurden durch eine Mutagenese des Klons 1-08ugtze
Resistenzfaktor und replikative Fitness (oben)Die phanotypische Resistenz ist als ResistenzafgRésq) im
Vergleich zum Wildtyp angegeben. Die Replikatiaar &onstrukte ist als Fitness in % in Bezug auf Wétdtyp
angegeben. Mutationen in reprasentativen Klonen (unten): Die fur die beiden Mutationsmuster
charakteristischen Mutationen sind blau und griimehniegt dargestellt. Mutationen die in allen Klangefunden
wurden sind grau und die fir die Resistenz wahiatibke entscheidenden Mutationen sind rot hinterbaygestellt.
Mutationen, die anhand des Vergleichs mit allen ddgren als Polymorphismen definiert wurden, sinkraffiert
hinterlegt. Mittels ortspezifischer Mutagenese werte Aminosauren sind fett dargestellt.

Abnahme zu Beginn der TDF-Therapie und Abnahme nach
durch ortspezifische Mutagenese generierte Klone [89M) 33 Monaten
TDF-Therapie
Klon Klon Klon
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Abbildung 3.27: Rekonstruktion der hohen Adefovir-und Tenofovirresistenzen (oben) und Vergleich mit ém
urspringlich gefundenen Isolat FvB 150-1 (unten)Dargestellt ist die Replikation in % in Abhangigkeon der
Adefovir- und der Tenofovirkonzentration in nM da¥ildtyps (schwarz), des Klons 1-08 (hellblau), des
Klons 1-08-A (dunkelblau), des Klons 1-08-C (rotjdudes urspriunglichen Isolats 150-1 (orange). Géesaid die
Mittelwerte mit Standardfehler sowie die Regressikamven. Die Gruppenzugehdrigkeit der Klone, die dén
Vergleich relevanten Mutationen, die Bestimmtheie (R) der Regressionen und die Resistenzfaktoren RF
zum Wildtyp sowie die Signifikanz der relevantentéischiede sind in der Box Uber den Graphen angegdbie
Bonferroni-adjustierten Signifikanzgrenzen betragen p < 1,4 x 16, * p<29x1d, * p<2,9x 10,

ns nicht signifikant.

Die Mutation K9OE war sowohl in der blauen, alstairt der grinen Gruppe vorhanden. Der Klon 1-12
(grine Gruppe), der neben der KQOE auch die beannten Resistenzmutationen rtA181V und
rtN236T hatte, zeigte deutlich geringere Resisterine Vergleich zu den Klonen 150-1, 1-08-A und

1-08-C (Abbildung 3.28 oben).

Der Einfluss der genotypisch als relevant eingéstufT76S wurde Uberprift, in dem sie mittels
ortspezifischer Mutagenese aus dem Klon 1-08-Cesritfwurde (2.2.10). Der aus der Mutagenese
resultierende Klon 1-08-D zeigte eine im Vergleidum Klon 1-08-C achtfach geringere

Adefovirresistenz und eine vierfach geringere Tewmfesistenz (Abbildung 3.28 unten). Die

Resistenzfaktoren des Klons 1-08-D entsprachen tdamietwa denen der Ubrigen unveranderten
Ganzgenomklone (Tabelle 3.10).
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Abbildung 3.28: Einfluss der Mutationen K90OE (oben)und T76S (unten).Dargestellt ist die Replikation in % in
Abhéngigkeit von der Adefovir- und der Tenofovirkemtration in nM des Wildtyps (schwarz), des KIdr88-C
(rot) mit T76S und des Klons 1-08-D (lila) ohne B/685ezeigt sind die Mittelwerte mit Standardfetdewie die
Regressionskurven. Die BestimmtheitsmaRR® (Rr Regressionen und die ResistenzfaktorergfRiim Wildtyp
sowie die Signifikanz der relevanten Unterschiedw sn der Box rechts oben angegeben. Die Bonférron
adjustierten Signifikanzgrenzen betragen p<1,4x 16, * p<29x1d, ** p<29x106, ns nicht
signifikant.

AulRerdem konnte festgestellt werden, dass die MutattA181V ohne die Mutationen T76S oder
rtN236T zu tendenziell geringeren Resistenzen @jrats in der Kombinationen mit einer diese beiden
Mutationen (Abbildung 3.29). Zwischen dem Klon 1-@fr rtA181V) und den Klonen 1-08 und 2-11
(beide T76S + rtA181V) war dieser Unterschied figrAdefovirresistenz sogar signifikant. Fir Tenafov
war dagegen der Unterschied zwischen dem Klon @irf@bden Klonen 1-12 (rtA181V + rtN236T) und
2-11 (T76S + rtA181V) signifikant.
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Abbildung 3.29: Vergleich der Mutation rtA181V mit Kombinationen aus zwei Mutationen.Dargestellt ist die
Replikation in % in Abhangigkeit von der Adefovirnd der Tenofovirkonzentration in nM des Wildtysshwarz),
der Klone 1-08 (hellblau) und 2-11 (griin) mit T768&A181V, der Klon 1-12 (rosa) mit rtA181V + rtN&8 und
des Klons 1-16 (braun) nur mit rtA181V. Gezeigt dsimie Mittelwerte mit Standardfehler sowie die
Regressionskurven. Die Gruppenzugehorigkeit dern&lodie fur den Vergleich relevanten Mutationene di
BestimmtheitsmaRe @Rder Regressionen und die ResistenzfaktorerJREm Wildtyp sowie die Signifikanz der
relevanten Unterschiede sind in der Box Uber derap@n angegeben. Die Bonferroni-adjustierten
Signifikanzgrenzen betragen *p < 1,4 x 1¢,* p<29x1d,*»* p<29x 10, ns nicht signifikant.
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4 Diskussion

4.1 ErschlieBung von niedrigtitrigen Patientenseren fur die
phanotypische Charakterisierung von HBV-Mutanten

In der Vergangenheit wurden fur die Charakterisigrovon HBV-Mutanten auf ihre Resistenz oft
lediglich bestimmte Bereiche der Reversen Transksg angeschaut. Fir eine exakte ph&notypische
Charakterisierung ist die PCR-basierte Amplifikataes kompletten Genoms jedoch duRRerst ratsam. Eine
entscheidende Rolle spielt dabei die Wahl eineigpe¢en Polymerase. Diese muss moglichst sensitiv
sein, um auch geringe Ausgangsmengen an HBV-Genam@iifizieren zu kdnnen, denn Patienten
haben wahrend der Therapie oft nur einen niedrigenstiter. Aul3erdem steht oft nur ein geringes
Volumen des Serums fir die Charakterisierung zufiigeing. Neben einer hohen Sensitivitat muss die
PCR aber auch die fehlerfreie Amplifikation des @ms gewdhrleisten. Dieser Punkt ist besonders
wichtig, wenn die Amplifikate anschlieRend auf da@shandensein von Resistenzmutationen analysiert
werden sollen, denn schon durch ein einziges veréesl Basenpaar kann aus einem Wildtyp eine
resistente Mutante werden.

Bis dato wurde in dieser Arbeitsgruppe fur die Affiidtion von HBV-Genomen aus Seren sowie fir
samtliche PCRs im Rahmen von KlonierungenRfieision High FidelitypNA Polymerase genutzt. Sie
zeichnet sich durch eine sehr geringe Fehlerrateleiglich 4,4 x 10 Fehlern pro Basenpaar aus. Das
bedeutet, dass statistisch bei einer PCR mit 3%eBhylediglich 0,05 Basenpaare des 3,2 kb groRen-HBV
Genoms nicht korrekt sind. In der Praxis ist digesgnge Fehlerwahrscheinlichkeit kaum noch relevant
sollte aber bei der Sequenzauswertung nicht gémzidier Acht gelassen werden. Bibusion High
Fidelity DNA Polymerase hat allerdings die nachteilige Bighaft einer relativ geringen Sensitivitat im
Vergleich zu anderen Polymerasen. Fiir eine erfislgee Amplifikation mussten mindestens 1 ¥ 10
Genomagquivalente in die PCR eingesetzt werden (éibbg 3.1). Mit dem sehr effizientddigh Pure
Viral Nucleic Acid Kitkonnte die DNA aus bis zu 200 pl Serum aufgeréinigl von den 50 pl Eluat
konnten anschlielend nicht mehr als 5 pl in die RGResetzt werden. Daraus ergab sich, dass Seren
mit einem Virustiter von weniger als 5 x"1GE/ml nicht mehr zuverlassig als Ganzgenom arzpgifi
werden konnten. Diese Seren konnten hdochstens wdgesomische Teilstiicke amplifiziert und
anschlieBend wieder zu einem Ganzgenom zusammerngeserden. Allerdings kann hierbei
kaum vermieden werden, dass auch Teilstliicke vedeher Virusvarianten der Quasispezies zu
einem Genom zusammengefigt werden. Die so entsteheenome konnen im Patienten nicht
vorkommende Klonierungsartefakte darstellen undegeldaher nicht unbedingt die urspriingliche
Quasispezies wieder.

Es wurde daher nach einer sensitiveren Polymerasecyt, die trotzdem noch eine ausreichende
Fehlerkorrektur besitzt. Mit dé?fuTurboDNA Polymerase war es moglich Ganzgenome aus Ssiten
einem Titer von nur 5 x £@GE/ml zu amplifizieren (Abbildung 3.1). DRfuTurboDNA Polymerase war
damit um vier Zehnerpotenzen sensitiver alsRlieision High FidelityDNA Polymerase, weist jedoch
laut Herstellerangaben eine etwa sechsfach hotekerdfrate (2,8 x 10 Fehler pro bp) auf. Statistisch
ergeben sich damit 0,3 falsche Basenpaare pro Mikatli In der Praxis konnte jedoch in zehn
sequenzierten Klonen kein einziger Fehler gefunderden. Daher kann davon ausgegangen werden,
dass auch die sechsfach hthere Fehlerrate noclutabssreichend fur die Amplifikation von HBV-
Ganzgenomen ist.
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Franziska Rinker (2013) konnte in ihrer Masteréarbeder Arbeitsgruppe von PD Dr. D. Glebe zeigen,
dass sich eine normaleag DNA Polymerase nicht fur die Ganzgenomamplifikatieignet. Bei einer
theoretischen Anzahl von 2,6 fehlerhaften Basempagaro Amplifikat, hat sie insgesamt sogar sechs
Fehler beim entsprechenden Versuchsansatz empiestdestellt. Hierbei wurde allerdings nur ein iKlo
sequenziert

Die Sensitivitat der Ganzgenomamplifikation konmtié der PfuTurboDNA Polymerase in dieser Arbeit
um den Faktor 10.000 entscheidend verbessert weBderEtablierung dieser neuen PCR-Methodik war
essentiell um die zweite Abnahme des Patienten Fs@Bmit einem Virustiter von etwa 1 x°1GE/ml
Uberhaupt als Ganzgenom amplifizieren zu kénnerbi{dbng 3.24).

4.2 HBV-Konstrukte unter der vollstandigen Kontrolle ihrer
naturlichen Promotoren

Im ersten Schritt der Erstellung von replikatioms@i@n HBV-Uberlangenkonstrukten wird das
Ganzgenom in ein Expressionsplasmid kloniert. Diéant vor allem der einfachen Sicherung der
vorhandenen Variantenvielfalt der Quasispezies.Kirierten Virusvarianten des amplifizierten Sesum
kénnen auflerdem sequenziert und genotypisch chaggtt werden. Soll eine Auswahl der
charakterisierten Klone jedoch zusatzlich phanatypigetestet werden, missen die entsprechenden
Genome zuerst in eine replikationsfahige Form getiraverden. Dieser Schritt ist notig, denn die dirge
Form eines Ganzgenoms kann nicht in die pragentmmiBINA (pgRNA) transkribiert werden, da diese
etwa 200 bp langer als das komplette Genom isti{dlohg 1.2). Fir eine Replikation des Virus wird
daher entweder eine zirkuldre Form des Genoms (@iirgt al. 1995) oder ein Uberlangenkonstrukt
benétigt (Durantel et al. 2005). In der Literatuurden bereits verschiedene Uberlangenkonstrukte
beschrieben.

Das kirzeste lineare replikationsfahige in ein midsklonierte HBV-Konstrukt ist als 1.1-faches
Uberlangenkonstrukt beschrieben worden (Durantal. 2005). Im Vergleich zum einfachen Ganzgenom
besitzt es am Ende eine etwa 200 bp lange Wiedergales Genomananfangs und am Anfang eine 12 bp
lange redundante Sequenz, so dass die kompletgeldar viralen pgRNA enthalten ist (Abbildung 2.7).
In diesem Konstrukt wird jedoch lediglich die Exgsen der Oberflachenproteine und des X-Proteins
vom jeweils naturlichen HBV-Promotor reguliert. Fiie Expression der restlichen Proteine, sowie auch
fur die Transkription der pgRNA muss dieser Vek&dnen externen Promotor bereitstellen. Die im
Rahmen dieser Arbeit verwendeten Plasmide kodiertemer fir den frihen Promotor des
Cytomegalievirus (CMV-Promotor) direkt vor dem Uli@genkonstrukt. Hierbei handelt es sich um
einen sehr starken Promotor, was eine dementspr@ctiarke Transkription und folglich auch eine hohe
Replikationsrate des Virus zur Folge hat. Wird dalerlangenkonstrukt jedoch in 5-Richtung
entsprechend erweitert, sodass alle Elemente dérlinhen HBV-Promotoren enthalten sind, kdnnen
diese den CMV-Promotor ersetzen. Mit einem solchdifachen Uberlangenkonstrukt ist auch eine
Analyse der regulatorischen Funktionen der einzefPr@motorelemente mdglich.

Durch die 5'-Erweiterung der HBV-Sequenz in diedefirfachen Uberlangenkonstrukt ergibt sich jedoch
ein Problem beim gPCR-basierten Nachweis der Rapdik in transient transfizierten Zellen. Anders al
beim Southern Blot werden die Amplifikate in derQf fur die Quantifizierung nicht nach ihrer GroRRe
aufgetrennt. Daher kann die gPCR nicht zwischen den gebildeten HBV-Genomen und dem
Hintergrund aus transfizierten Plasmiden untersidreiTrotz dreimaligem Waschen der Zellen nach der
Transfektion Ubersteigt der Plasmidhintergrund Mienge an neu gebildeten HBV-Genomen um das
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Hundertfache (Geipel 2011). Um dennoch die Repbkat von transfizierten 1.1-fachen
Uberlangenkonstrukten detektieren zu koénnen, wumie der diskriminierenden HOPE-PCR eine
Methode entwickelt, die spezifisch neu produziditdV-DNA nachweisen kann (Geipel 2011). Die
virale DNA wird durch diese PCR 1.000-fach bessekament als Plasmide mit 1.1-fachen
Uberlangenkonstrukten. Um diesen Effekt zu erreiclverden die Primerbindestellen so gewahlt, dass
vom zirkularen HBV-Genom ein etwa 300 bp groRegyfent amplifiziert wird (Abbildung 2.4). Die
gleichen Primer binden auf dem Expressionsplasmigches fiir ein 1.1-faches Uberlangenkonstrukt
kodiert, jedoch in einem Abstand von etwa 3,4 kie Blongationszeit der PCR ist aber an das zehnfach
kleinere Amplifikat angepasst. Die PCR diskrimihigaher die Plasmide gegentiber den HBV-Genomen,
da die Amplifikation des groReren Fragments deuiheffizienter ist.

Diese Methode lieR sich fiir den Nachweis von 1c¢hém Uberlangenkonstrukten allerdings nicht
verwenden. Im Gegensatz zu den 1.1-fachen Ubentdogstrukten ist die Bindestelle des reversen
Primers in den langeren 1.5-fachen Konstrukten dibpporhanden (Abbildung 2.5). Die zweite
Bindestelle befindet sich in einem Abstand von e®@® bp vom Forwardprimer, wodurch von den
Plasmiden ebenfalls ein kleines Fragment effizemiplifiziert werden kann. Dieses Problem kdnnte
theoretisch umgangen werden, in dem die Primerbietle des Forwardprimer um 1 kb in 5’-Richtung
versetzt wirde. Der Primer wirde damit wieder nimmal auf dem Uberlangenkonstrukt binden.
Allerdings miisste der versetzte Forwardprimer ineei Bereich der rcDNA binden, der auf dem
Amplifikat des Plusstranges nicht enthalten ist, ddssen Amplifikation mit dem mRNA-Stick am
Anfang des Stranges endet (Abbildung 2.5). Aufgrdad nicht kovalent geschlossenen Form des HBV-
Genoms ist daher eine Verlangerung des PCR-Fragmentliese Richtung nicht mdglich. Fir den
Replikationsnachweis von 1.5-fachen Uberlangenkakstn war eine einfache Adaption der HOPE-PCR
deshalb nicht realisierbar und es musste nach enderen Moglichkeit gesucht werden, um den
Plasmidhintergrund zu verringern.

Mit einem spezifischen Verdau durch das Restrilsgmzym Dpnl wurde bereits erfolgreich zwischen
Plasmid- und HBV-DNA unterschieden (Kdck et al. 2PJllerdings nicht in einer hoch sensitiven qPCR
sondern im weniger sensitiven Southern Blot. Aufigfruseines relativ kurzen Erkennungssequenz
(GATC) schneidet Dpnl die meisten Nukleinsdurervigle kleine Stlicke. Als Restriktionsenzym des
Typs IIM erkennt es aufRerdem ausschlieBlich danmytiette DNA. Diese Eigenschaft wird in der
ortsspezifischen Mutagenese fur die Unterscheidemwischen dem Plasmid-Template abs coli
(methyliert) und dem mutagenisierten PCR-Amplifikaicht methyliert) genutzt (Papworth et al. 1996).
Genau wie das PCR-Amplifikat ist auch die HBV-DNi&hit methyliert und sollte daher nicht von Dpnl
erkannt werden. Dies konnte durch den NachweisDpnl-verdauter HBV-DNA aus einem humanen
Serum bestétigt werden, sie wurde im Vergleich Blasmid-DNA deutlich ineffektiver verdaut
(Abbildung 3.2). Es konnte allerdings kein Untersdhzwischen inhibiertem und nicht inhibiertem
Zellkulturiberstand nach dem Dpnl-Verdau nachgesviewerden. Damit eignete sich der Verdau mit
Dpnl offensichtlich nicht zur Verringerung des PRiaghintergrunds. Die DNA-Mengen der nicht
inhibierten Proben waren vergleichbar mit den HGRER-Werten der inhibierten Zellkulturtiberstande,
daher war davon auszugehen, dass auch die virale @Klaut wurde. Eukaryotische Zellen besitzen
jedoch keine dam-Methylasen, deshalb kann nur emspezifische Aktivitdt des Dpnl verantwortlich
sein. Eine mdgliche Erklarung fir den unspezifisch&¥erdau waren Faktoren aus dem
Zellkulturiberstand, die bei der DNA-Aufreinigungtimt weggewaschen wurden.

Ein weiterer methodischer Ansatz basierte auf dew®ndung des Enzyms dsDNase. Hierbei handelt es
sich um eine rekombinante DNase &®&andalus borealiglie laut dem Hersteller doppelstrangige DNA
1.000-mal effizienter verdaut als einzelstrangigdAD(Nilsen et al. 2010). Da das HBV-Genom nur
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partiell doppelstrangig ist (Abbildung 1.2), sollter einzelstrangige Bereich nur in sehr geringem
Ausmafd von der dsDNase verdaut werden, wahrendPldiemid-DNA komplett fragmentiert werden
musste. FUr den Nachweis der Genome mittels gPCiRlemudaher Primer verwendet, die in diesem
einzelstrangigen Bereich des Genoms binden (AbbgdA.5). Ein zusatzlicher Vorteil des Enzyms
besteht darin, dass es direkt in den PCR-Mastegageben werden kann. Es wird nach dem Verdau
durch die Aktivierung der Hotstart-Polymerase béi °@ deaktiviert. Der dsDNase-Verdau mit
anschlieBender gPCR wird im Folgenden zusammendsBNase-PCR bezeichnet. Mithilfe der
dsDNase-PCR wurden etwa 1.000-mal weniger Plasmmdehgewiesen als mit der X-PCR
(Abbildung 3.2), die nicht zwischen Plasmiden undBWDNA unterscheidet. Ein schwacher
unspezifischer Verdau der viralen DNA war allerdinguch zu erkennen. Wird die Verringerung der
viralen DNA in die Berechnung der Spezifitdt minkezogen, so wurde die Plasmid-DNA etwa
230-mal effizienter verdaut als die HBV-DNA. Es @é&von auszugehen, dass in dem PCR-Mastermix
keine optimalen Bedingungen fiir den dsDNase-Vetdewschten, da dieser an die Erfordernisse der
enthaltenen Polymerase angepasst ist. Dies erldért Unterschied zu dem Ergebnis von
Nilsen et al. (2010).

Um die Spezifitdt des dsDNase-Verdaus zu verbessemde die Enzymmenge titriert (Abbildung 3.3).
Durch die Erhéhung der Enzymmenge nahm jedoch lgteitig auch die unspezifische Aktivitat der
dsDNase zu. Die Veréanderungen fihrten daher nichteiner Verbesserung des Verhaltnisses von
Plasmid- zu HBV-DNA (Abbildung 3.3). Ein weitereralgor fir die Effektivitdt des Verdaus ist die
Abhangigkeit der dsDNase-Aktivitat von zweiwertig€ationen, wobei besonders mit geringen Mengen
an Mrf* eine starke Erhdhung der Aktivitat erreicht werttann (Nilsen et al. 2010). Bereits der Zusatz
von 1 mM MnC} zeigte jedoch einen stark inhibierenden Effekt alig anschlieRende gqPCR
(Tabelle A.1), denn auch DNA Polymerasen sind agigiwon zweiwertigen Kationen. Eine Anpassung
der MgCl-Konzentration in der PCR-Reaktion war jedoch niohitglich, da das Mgglbereits im
fertigen Mastermix enthalten war. Um optimale Begdingen fiir den Verdau zu schaffen, hatte dieser
unabhangig von der PCR durchgefihrt werden undPdiéen anschlie3end erneut aufgereinigt werden
mussen. Bei der Aufreinigung ware ein technischirggdr Verlust von viraler DNA jedoch nicht zu
vermeiden gewesen, was die Sensitivitat der Nagmathode negativ beeinflusst hétte.

Im Amplifikat der dsDNase-PCR befindet sich einenBH-Schnittstelle. BamHI gehdrt zu den
Restriktionsenzymen des Typs Il, die ebenfalls dappelstrdngige DNA verdauen. Der BamHI-Verdau
der Plasmide sollte den Hintergrund in der dsDNRG& noch weiter reduzieren. Allerdings zeigte sich
im Vergleich zur dsDNase-PCR kein Verbesserung {ldbhg 3.2).

Dennoch konnte mit der dsDNase-PCR ein deutlicheetdchied (Faktor 10) zwischen inhibiertem und
nicht inhibiertem Zellkulturiberstand gezeigt werdeEs ist also mdglich mit Hilfe dieser
Nachweismethode trotz Plasmidhintergrunds eine H&ylikation nach einer transienten Transfektion
in der Zellkultur nachzuweisen. Die HOPE-PCR bligb Fall von transient transfizierten 1.1-fachen
Uberlangenkonstrukten allerdings deutlich sengiti®e reduzierte den gemessenen Plasmidhintergrund
um mehr als vier Zehnerpotenzen, wahrend die dsBR&R lediglich eine Reduktion um etwa
eine Zehnerpotenz erreichte (Abbildung 3.5). DieDMase-PCR ist jedoch derzeit die einzige
Mdglichkeit des PCR-basierten Replikationsnachveeis®n transient transformierten 1.5-fachen
Uberlangenkonstrukten.

Mit dieser neuen Nachweismethode konnte gezeigtdever dass das erstellte 1.5-fache Wildtyp-
Uberlangenkonstrukt in HuH7-Minchen Zellen replizieEs zeigte sich allerdings auch, dass die
Replikation im Vergleich zum entsprechenden 1.héac Uberlangenkonstrukt etwa vierfach geringer
ausfiel. In 1.5-fachen Uberlangenkonstrukten wikel Transkription der viralen pgRNA nicht wie in den
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1.1-fachen Konstrukten vom starken CMV-Promotor tkahiert, sondern von den natirlichen HBV-
Promotoren und Enhancern. Eine geringere Replikates Wildtyps war daher zu erwarten.

Aufgrund der geringeren Replikation der 1.5-fachBiberlangenkonstrukte und der geringeren
Sensitivitdt des Replikationsnachweises wurde bessén fir die Phanotypisierung weiterhin 1.1-fache
Uberlangenkonstrukte zu verwenden. Viele HBV-Vagan weisen weniger als 10 % der
Wildtypreplikation auf, ein Replikationsnachweisréh 1.5-fachen Uberlangenkonstrukten mit der
dsDNase-PCR ware daher nur schwer mdglich. Eirbitdnischer Effekt der Nukleo(s)tidanaloga bei
diesen Viren ware mit der dsDNase-PCR nicht mebhwaisbar und folglich die Berechnung einegIC
oder gar einer 16 nicht durchfihrbar gewesen. Es kann davon ausgegamerden, dass die Resistenz
des HBV gegen die Nukleos(t)idanaloga wahrschéirdigsschliel3lich von Mutationen in der Polymerase
abhangig ist. Daher sollte die Wahl des kirzerédfdchen Uberlangenkonstruktes keine Auswirkung auf
die ermittelten Resistenzen haben.

Die Kombination aus den 1.5-fachen Uberlangenkok&n und der dsDNase-PCR als schnell
durchzufilhrender Replikationsnachweis stellt altegd ein sehr nutzliches Werkzeug fur die
Charakterisierung der Promotorbereiche des HBV-@endar. Es kbnnten zum Beispiel Promotoren aus
verschiedenen lIsolaten in das gut replizierendaltWikonstrukt kloniert und so ihr Einfluss auf die
Replikation getestet werden. Bis dato war es nadigefiir die Charakterisierung der Promotorbereiche
stabile Zelllinien herzustellen, da in diesen Keiasmidhintergrund mehr den Replikationsnachwéid.st
Alternativ hatte die Replikation mit Southern Blasantifiziert werden mussen. Aufgrund des erhéblic
héheren Aufwands fur die Erstellung stabiler Zeidih und des Southern Blots war es nicht mdglide ei
grol3e Anzahl an Isolaten zu testen. Mit den inatidgbeit etablierten Methoden lasst sich aberén d
Zukunft eine grof3e Zahl an HBV-Varianten mit tb&eagbarem Arbeitsaufwand charakterisieren.

4.3 Optimierung des phanotypischen Assays zur Bestimmunder
viralen Resistenz gegen Nukleos(t)idanaloga

Der bereits von Dr. A. Geipel (2011) etablierte mpdtitpische Assay zur Resistenzbestimmung bei HBV-
Varianten wurde im Rahmen dieser Arbeit deutlictbessert.

Als erstes wurde die automatisierte DNA-Aufreiniguauf ein deutlich effizienteres Kit umgestellt.eDi
Aufreinigungseffizienz konnte so um fast das Siébelme gesteigert werden. Dadurch konnten auch
Assays mit geringerer Transfektionseffizienz urmdse mit schwacherer Replikation noch verlassiich
ihrer Replikation quantifiziert werden. AuRerdernkte mit dem neuen Kit der Probendurchsatz um
25 % gesteigert und eine deutliche Kostenreduktamn75 % erreicht werden.

Zusatzlich wurde die Zahl der nicht inhibierten lB¥p pro Assay verdoppelt, da ihre Replikationswerte
fur die Berechnung der kg und 1Go besonders entscheidend sind. Ein verlasslicher gemhuer
Mittelwert der absoluten Replikation ist fir dientittlung der relativen Werte unerlasslich. Durcle di
Erhohung der Anzahl dieser Proben wurde somit desaGitgenauigkeit des Assays entscheidend
verbessert. Die entstehenden hoheren Kosten wutderh die Kostenreduktion bei der Aufreinigung
mehr als kompensiert. Die erhthte Probenzahl kormhiech den verbesserten Durchsatz in der
Aufreinigung aufgefangen werden.
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4.4 Einordnung der phanotypischen Daten des HOPE-Projets

4.4.1 Wildtypkonstrukt und HBV-Isolate ohne Resistenzmutdionen

Die Optimierung des phanotypischen Assays wurdemniehreren Schritten vorgenommen. Um
Nebeneffekte der Optimierung bei der AuswertungsehieRen zu kdnnen, wurde nach jeder
Veranderung des Assay eine neue Wildtypkonsensuskeirstellt. AuRerdem ware eine ANOVA mit
unterschiedlichen Konzentrationsabstufungen derédskt)analoga nicht moglich gewesen. Es konnten
keine entscheidenden Unterschiede zwischen deneksoskurven festgestellt werden (Abbildung 3.8).
Die Ergebnisse des verbesserten Assay sind dahedenen des zu Beginn verwendeten Assays
vergleichbar. Die im Rahmen dieser Arbeit ermittie1G-Werte (Tabelle 3.1) waren insbesondere fur
Adefovir und Lamivudin leicht hoéher als in der Dasstion von Dr. A. Geipel (2011) angegeben. Diese
geringen Unterschiede resultierten eventuell ausn denterschiedlichen mathematischen
Auswertungsmethoden. In der genannten Dissertatioden die 1G-Werte mit einer einfachen linearen
Regression ermittelt. In diese wurden lediglich i didesspunkte einbezogen. Alle in dieser
Arbeit angegebenen Resistenzwerte wurden stattdangeeiner wesentlich genaueren nicht linearen
Regression mit drei Parametern berechnet. In digseell wurden sdmtliche Konzentrationsstufen mit
einbezogen.

Im Vergleich zu anderen phanotypischen Assays msidRenzbestimmung ergaben sich ebenfalls leichte
Abweichungen (Langley et al. 2007, Villet et al0Z). Wie bereits von Dr. A. Geipel (2011) bescheieb
lassen sich diese durch die unterschiedlichen y&stae erklaren. Einen entscheidenden Einfluss
konnten zum Beispiel die verwendeten Zelllinien udie Methode der Quantifizierung der
Genomagquivalente haben. Die ermittelten Untersehmdschen den vier getesteten Nukleos(t)idanaloga
entsprechen den zuvor publizierten Daten (VillealeR007, Geipel 2011).

Neben den Wildtypkonstrukten wurden auch vier Ipédigisolate ohne eine bekannte Resistenzmutation
getestet. Bei diesen Isolaten konnte keine sigamifi& Resistenz festgestellt werden (Tabelle 3.23, die
Verlasslichkeit des Assays untermauerte. Auffaigr das Isolat RK 266-1, das signifikant niedrigere
Resistenzfaktoren als der Wildtyp zeigte (Abbilduh@0). Neben resistenten HBV-Mutanten scheint es
also auch Varianten zu geben, die besonders segsiieniber den Nukleos(t)idanaloga sind. Hierbei
konnte es sich um einen zufallig ausgewahlten Hilme handeln aber auch ein Selektionsvorteil dese
Klons zum Beispiel durch eine erhohte Infektiosivdler andere, im Rahmen dieser Arbeit nicht zu
ermittelnde Faktoren, ware denkbar.

4.4.2 Lamivudinresistenzen

Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten genotypéstibaten der HBV-Patientenisolate untermauerten
die Beobachtung, dass die Primarmutation rtM204Gegensatz zur rtM204V auch relativ haufig ohne
eine Sekundarmutation vorkommt (Shaw et al. 20@&rner et al. (2007) haben publiziert, dass die
Sekundarmutationen rtL80I/V haufiger im Zusammeighanit der Mutation rtM2041 als mit der

rtM204V zu finden ist. Auch dies konnte mit denrhjezeigten Daten bestétigt werden. Die Mutationen
rtL80I/V wurde sogar ausschlief3lich zusammen mit d&12041 gefunden. Die Tatsache das keine
Kombination aus rtM204V und rtL80I/V gefunden wuytkg jedoch sehr wahrscheinlich an der geringen
Stichprobe von nur vier Isolaten mit rtM204V. Wier erwarten war, zeigten alle Isolate mit den
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Primarmutationen rtM2041/V eine sehr starke Ressigegen Lamivudin (Allen et al. 1998) sowie eine
Kreuzresistenz gegen Entecavir (Tenney et al. 2004)

Ein Zusammenhang einzelner Mutationen mit der Hdée Fitness war nicht eindeutig festzustellen.
Eventuell verursachten die Mutationen rt801/V eieredenziell héhere Fitness. Dies wirde die Ergsknis
von Warner et al. (2007) bestatigen. Allerdings seirsdie Fitnesswerte des verwendeten phanotypischen
Assays sehr vorsichtig bewertet werden. Es wurdiglieh der Polymerase-ORF aus den Patientenseren
in das Wildtypkonstrukt kloniert, daher stellenem&anderem das Core-Protein und die pgRNA Chiméaren
aus Patientenisolat und Wildtyp dar. Das Zusammehgpeser Chimaren mit der nicht chiméren
Polymerase konnte einen Einfluss auf die Replikatiaben (Geipel 2011), da die reverse Transkription
direkt abhangig von der Bildung der NukleokapsatgBartenschlager und Schaller 1992).

4.4.3 Kreuzresistenzen zwischen Lamivudin und den Nukleadanaloga

Es ist bekannt, dass die Mutationen rtA181V/T sdwah einer Resistenz gegen Lamivudin als auch
gegen die Nukleotidanaloga Adefovir und Tenofovuhren (Shaw et al. 2006, Villet et al. 2008). Diese
Beobachtungen wurden mit den hier ermittelten phgmechen Daten fur die Mutation rtA181V
bestatigt (Abbildung 3.18). Die Isolate mit der Mubn rtA181T wiesen lediglich eine
Lamivudinresistenz, jedoch keine Resistenz gegemdkleotidanaloga auf (Tabelle 3.5). Die mdglichen
Ursachen werden spater noch ausfuhrlich diskufiért.5). Wie von Dr. A. Geipel (2011) erstmals
beschrieben, wurden jedoch auch Resistenzen gedefovir und Tenofovir in Isolaten mit einer
primaren Lamivudin-Resistenzmutation an der PasitiM204 gefunden. Diese Isolate enthielten keine
Mutation die bisher mit einer Resistenz gegen Naotid@naloga in Verbindung gebracht wurde. Diese
Resistenzentwicklung lief3 sich auch keiner der beten Sekundarmutationen zuschreiben. Ursachlich
missen also eine oder mehrere bisher unbekanntatibhén sein, die wahrscheinlich nur im
Zusammenspiel mit einer Primarmutation an der RosittM204 ihren Effekt verursachen. Entwickelt
ein Patient eine Lamivudinresistenz wird der Wetlme einer Therapie mit Tenofovir empfohlen
(Zoulim und Locarnini 2013). Wahrscheinlich spielelie eher niedrigen Resistenzém vivo bei
Tenofovir keine Rolle. Tenofovir kann im Vergleictu Adefovir in einer deutlich héheren Dosis
verabreicht werden, da es weniger nephrotoxischGlstbal steht Tenofovir allerdings nicht tberait f
die HBV-Therapie zur Verfiigung. Die entdeckte Kmmsistenz sollte auf jeden Fall bei Lamivudin-
vorbehandelten Patienten beachtet werden, die oidét schlechter auf die Gabe von Tenofovir und
insbesondere Adefovir ansprechen.

4.4.4 Entecavirresistenzen

Alle HBV-Isolate mit einer Mutation an der PositiciM204 wiesen neben einer Lamivudinresistenz auch
eine Resistenz gegen Entecavir auf. Auffallig wigr litbhe Varianz dieser Entecavirresistenzen, die mi
den bekannten Resistenzmutationen nicht zu erkl&eenWahrscheinlich haben daher eine oder mehrere
noch nicht bekannte Mutationen in der Reversen skigptase einen zusatzlichen Einfluss auf die
Entecavirresistenz, wie bereits von Dr. Andreapp@g2011) vermutet.

AulRerdem wurde bei fast allen Isolaten mit eineleEavirresistenz ein deutlicher Unterschied zwiache
dem RFE, und RFRy festgestellt (Tabelle 3.3). Diese Diskrepanz wachain den im Vergleich zum
Wildtyp deutlich flacher abfallenden Inhibitionsken dieser Isolate zu sehen (Abbildungen 3.11 und
3.12). Dieses verminderte Ansprechen bei hohen &manationen konnte in bisherigen phanotypischen
Studien nicht entdeckt werden, da nur digglBetrachtet wurde (Villet et al. 2007). Der gleiche
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Sachverhalt wurde auch von Dr. A. Geipel (2012)baebtet und konnte von Pia Seiz in einer anderen
Hepatomzelllinie (HepG2) reproduziert werden (Datesch unveréffentlicht). Ein ahnlicher Effekt
wurde auch in der HIV-Therapie beobachtet (Sampatal.e2011). Die hohen RfWerte lassen
vermuten, dass auch bei einer Therapie mit hohtecanirdosis die verbleibende Replikation ausreicht
um die Selektion von zusatzlichen Resistenzmutatiaiber die Zeit zu begiinstigen.

Aufgrund ihrer Kreuzresistenz fihren die Mutatiomévi2041/V und rtL180M schon zu einer mittleren
Entecavirresistenz. Diese wird jedoch unter andevem der Mutation rtS202G noch verstarkt und
fuhrt damit zu einer klinisch relevanten ResistéhAaulim und Locarnini 2013). Diese Beobachtungen
konnte in vitro mit einem mehr als 20-fach hoheren sRBes Isolats RK 194-5 bestétigt werden
(Abbildung 3.14).

Die Mutation rtI169T verursacht zusammen mit dentatfanen rtM2041/V und rtL180M ebenfalls eine
starke Entecavirresistenz. Das Isolat MS 18-3 rem d/Autationen rtl169L, rtvV173L, rtL180M und
rtM204V zeigte dagegen keine hothere Resistenz ingl&éleh zu den anderen Isolaten mit der
Primarmutationen rtM2041/V. Allerdings handelte sssh an der Position rt169 auch lediglich um einen
Austausch des Isoleucins durch das sehr &hnlicheitheBeide Aminosduren haben eine fast identische
unpolare Seitenkette. Die Aminosdure Threonin, eiiee hdhere Entecavirresistenz verursacht, hat
dagegen eine polare Seitenkette. Daher entspraclerdiittelte Resistenz des Isolats MS 18-3 den
Erwartungen.

4.4.5 Resistenzen gegen Nukleotidanaloga Adefovir und Tefovir

Eine Resistenz gegen die Nukleotidanaloga Adef@uigus et al. 2003, Fung et al. 2005) und Tenofovir
(Lok et al. 2007, van Bommel et al. 2010, Pattersbral. 2011) wird laut der Literatur von den
Mutationen rtA181V/T oder rtN236T verursacht. Esrdeibei zwei getesteten Isolaten mit der Mutation
rtA181T im Rahmen dieser Arbeit dennoch keine $ikgiten Resistenzen festgestellt (Tabelle 3.5).
Auch der mittels ortspezifischer Mutagenese etstddlon MUC 05 mit der Mutation rtA181V wies
keine Resistenzen gegen die Nukleotidanaloga alfefle 3.7). Dies wurde unabhangig voneinander in
der Arbeitsgruppe von Frau Prof. U. Protzer (TU ktign) sowie im Rahmen dieser Arbeit ermittelt. Fur
das Isolat FvB 170-3 (Abbildung 3.18) sowie funf iteee im Rahmen des HOPE-Projekts
phanotypisierte Isolate (Geipel 2011) mit der MiotatrtA181V wurden dagegen mittlere Adefovir- und
Tenofovirresistenzen ermittelt. Ob eine Mutation dar Position rtA181 allein ausreichend fiir eine
Resistenz gegen die Nukleotidanaloga ist oder atereeMutationen in diesem Zusammenhang ebenfalls
eine Bedeutung haben, lasst sich anhand dieserbisge nicht mit Sicherheit sagen. Fur eine
verlassliche Beurteilung sollten auf jeden Fall teses Isolate mit diesen Mutationen phanotypisiert
werden. Insbesondere miussen weitere Isolate miMdéation rtA181T getestet werden, da im HOPE-
Projekt lediglich zwei Isolate mit dieser Mutatianalysiert wurden.

Das Isolat RK 22-20 enthielt neben der Mutation18AT aufRerdem die Mutation rtA194V, die im
Verdacht steht eine Tenofovirresistenz zu verursacfAmini-Bavil-Olyaee et al. 2009). Dies konnte
nicht bestétigt werden (Abbildung 3.16). Es iste&laébenfalls anzuzweifeln, dass die Mutation rtA194
tatsachlich Einfluss auf die Resistenzbildung Wdier auch hier ware es ratsam, das Ergebnis mit
weiteren Isolaten abzusichern.

Das Isolat FvB 170-3 mit der Mutation rtA181V wiesben einer mittleren Resistenz gegen Adefovir und
Tenofovir sowie einer leichten Kreuzresistenz gedemmivudin (Abbildung 3.18) ebenfalls eine
Entecavirresistenz auf. Laut Literatur verursaci® Mlutation rtA181V jedoch keine Kreuzresistenz
gegen Entecavir (Zoulim und Locarnini 2013). Dasvaru im Rahmen des HOPE-Projekts
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charakterisiertes Isolat FvB 150-1 mit den MutagionrtA181V und rtN236T zeigte ebenfalls eine
Resistenz gegen Entecavir (Geipel 2011). In einemu&nzvergleich zeigten die beiden Isolate eine
groRe Ahnlichkeit. Etwa 75 — 80 % der Mutationendagr Reversen Transkriptase waren identisch, die
Mutationen rtR110G und rtKk270R wurden ausschlidfdlicdiesen Isolaten gefunden und kénnten fir die
Entecavirresistenz verantwortlich sein. Dieses alsolvies aul3erdem sehr hohe Adefovir- und
Tenofovirresistenzen auf und wird daher am Endseadiérbeit noch néher charakterisiert (4.6). Eine
genauere Analyse des Isolats FvB 170-3 ware jedoch sehr interessant.

Die auf3ergewoOhnliche, klinisch aul3erst seltene turtskombination aus rtN236T und rtM250L zeigte
ebenfalls einen unerwarteten Phanotyp (Abbilduriy)3.Das Isolat zeigte Uberraschenderweise keine
Resistenz gegen Adefovir und Tenofovir. Die leicEmecavirresistenz lasst sich recht gut durch die
Mutation rtM250L erklaren. Wird das Methionin aresler Stelle zu einem Valin statt wie hier zu einem
Leucin mutiert, fuhrt dies auch ohne weitere Mata¢in zu einer Resistenz gegen Entecavir (Tenney et
al. 2004). Valin und Leucin haben sehr @hnlicheolsme Seitenketten, womit ein &hnlicher Einflusé au
die Resistenzbildung erklart werden konnte. DiedtziEh beobachtete Lamivudinresistenz liel3e sich
dabei eventuell mit einer Kreuzresistenz erkladauf. jeden Fall ist eine weitergehende Analyse diese
Isolats sehr ratsam um den Mechanismus der Redligung naher zu verstehen.

4.4.6 Insertion in der Reversen Transkriptase

Das Isolat BW 111-3 wies einen sehr ungewohnlicamotyp auf. Neben den beiden Mutationen
rtiL69L und rtA181S hatte es eine Insertion vorf fiminosauren zwischen den Positionen 118 und 119
der Reversen Transkriptase. Aul3er einer sehr st¢temaResistenz gegen Lamivudin zeigte es keine
weiteren Resistenzen. Die Lamivudinresistenz Isisst mit der Mutation rtA181S erklaren. Das Senn a
dieser Stelle ist dem Threonin sehr &hnlich und\ligation rtA181T fuhrt zu einer Lamivudinresistenz
(Shaw et al. 2006, Villet et al. 2008). Dass die tiion rtA181S keine Resistenz gegen die
Nukleotidanaloga verursachte, stimmte mit den Engeden fur die Isolate mit der Mutation rtA181T
Uberein (Tabelle 3.5). Die nicht vorhandene Enteesistenz war zu erwarten, da eine Mutation an de
Position rtl169 nur im Zusammenhang mit den Mutsio rtM204V und rtL180M zu einer Resistenz
gegen Entecavir fihrt (Zoulim und Locarnini 2013).

Die Insertion hatte wahrscheinlich keinen starkanflisss auf die Replikation, da sie sich aul3ertugb
katalytischen Subdomé&nen der Reversen Transkrijefsedet. Sie ist zwischen der Doméne A und B
lokalisiert und fuhrt erstaunlicherweise nicht zineen kompletten Funktionsverlust der Reversen
Transkriptase (Ghany und Liang 2007).

Der Leserahmen der S-Doméne der Oberflachenprotéberlappt vollstindig mit der Reversen
Transkriptase (Abbildung 1.2), daher besitzt didsekat auch dort eine Insertion. Es kommt jedoichtn

zu einem Stoppcodon (Tabelle A.2), sodass die kamkier Oberflachenproteine wahrscheinlich erhalten
bleibt.

4.4.7 Auswertung der Ringstudie zur Verifizierung des Asays

Fur die Ringstudie mit der Arbeitsgruppe von Fraof FU. Protzer (TU Minchen) wurden ausschlie3lich
Ergebnisse verifiziert, die nicht der gangigen Tre@ntsprachen. Trotzdem konnten die meisten in
Minchen gemessenen Resistenzfaktoren bestatigtewegithbelle 3.7), was die Zuverlassigkeit des
verwendeten Testsystems verdeutlicht.
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Insbesondere einige unerwartet hoheR&r Tenofovir bei Klonen mit Lamivudinresistenzrationen
konnten nicht bestatigt werden (Abbildung 3.20)r #iése Klone wurde entweder keine Resistenz oder
eine deutlich geringere Resistenz ermittelt. Im Z&an wurde eine groRe Bandbreite der
Nukleotidanalogaresistenzen bei Klonen mit Laminuesistenzmutationen festgestellt. Hierbei handelte
es sich nicht um Patientenisolate sondern um Wildipstrukte mit der zu testenden Mutation. Fiur das
Auftreten und die hohe Varianz der Kreuzresistenngissen also Polymorphismen mit verantwortlich
sein, die auch im Wildtypkonstrukt vorhanden sifickten sie im Zusammenhang mit den Mutationen
rtM2041/V auf, fihren sie zu einer Resistenz, allehaben sie dagegen keinen Einfluss. Wie bereits
beschrieben (4.4.3) wurden diese Kreuzresistenzen ia Patientenisolaten gefunden, allerdings waren
die dort detektierten Resistenzfaktoren im Schmiggdriger. Auf die moglichen Auswirkungen in der
Therapie wurde bereits eingegangen.

4.5 Bewertung der Mutationen rtS78T, rtL229F/V und rtM3 09K

In einer kurzlich verdéffentlichten Studie wurden fdtionen ermittelt, die signifikant haufiger in
Patienten vorkommen, die einen viralen Durchbruéhnend der Therapie erlitten haben, als in nicht
behandelten Patienten (Cento et al. 2013). EinewAbbk dieser Mutationen wurde mit dem
phanotypischen Assay zur Resistenzbestimmung aut ikatsdchliche Bedeutung auf die
Resistenzentwicklung getestet.

Die Mutationen rtL229F/V wurden geh&uft in Lamivodiehandelten Patienten zusammen mit den
Mutationen rtL180M und rtM204V gefunden. Die Prirméutationen an der Position rtM204 verursachen
bereits ohne weitere Mutationen eine sehr hohe wadimresistenz, die aul3erhalb des Messbereichs des
verwendeten phanotypischen Assays liegt. Eine Englder Lamivudinkonzentration war aufgrund der
begrenzten Loslichkeit nicht méglich. Ein zuséatzéic Effekt der Mutationen rtL229F/V ware daher hich
nachzuweisen gewesen. Aus diesem Grund wurdentldl@aF/V in Kombination mit den Mutationen
rtL180M und rtM204V nur auf ihren Einfluss auf di@euzresistenz gegen Entecavir getestet. Fir die
Klone mit allen drei Mutationen wurde eine deutlisthwachere Entecavirresistenz als fir die Klone
ohne eine zusatzliche Mutation an der Position28E2V ermittelt (Abbildung 3.21).

Drei Isolate mit der Primarmutation rtM2041, die Rahmen des HOPE-Projekts phénotypisiert wurden,
wiesen ein ahnliches Entecavir-Resistenzprofil @abelle 3.3: RK 83-2, BW108-5, BW 113-1). Eines
dieser Isolate enthielt die Mutation rtL229M, diedaren beiden wiesen keine Mutation an der
entsprechenden Position auf. Austausche an detidPosil229 kdnnten also verantwortlich flr eine
verminderte Resistenz gegen Entecavir sein. DassMiitationen auf die Lamivudinresistenz einen
gegenteiligen Effekt haben ist aber als eher unsainlich anzusehen.

Die Mutation rtM309K wurde ebenfalls zusammen neib diutationen rtL180M und rtM204V gefunden.
Ihr Einfluss auf die Resistenz konnte allerding®kli getestet werden, da sie in Entecavir-behagnlelt
Patienten gehauft auftrat. Ein Einfluss auf diee€avirresistenz wurde bei dieser Mutation jedocintni
festgestellt (Abbildung 3.22). Im Gegensatz zu drtationen rtL229F/V liegt die Mutation rtM309K
nicht innerhalb einer der sieben katalytischen $ufithen der Reversen Transkriptase (Ghany und Liang
2007). Alle bisher beschriebenen Resistenzmutatiired Teil einer dieser Subdomanen. Der fehlende
Effekt der Mutation rtM309K auf die Resistenzbildupasst daher in das bisherige Muster.

Die Mutation rtS78T wurde alleine und zusammen dat rtA181V gehauft in Adefovir-behandelten
Patienten gefunden. Sie verursachte alleine uibmbination mit der Mutation rtA181V jedoch keine
Adefovirresistenz (Abbildung 3.23). Problematisoéi bler Phanotypisierung war hier, dass auch die
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Mutation rtA181V alleine keine Adefovirresistenzruesachte, obwohl es sich hierbei um eine bekannte
Resistenzmutation handelt. Der fehlende EffekiMletation rtA181V wurde auch beim Isolat FvB 170-3
(Abbildung 3.18) sowie in der Ringstudie (Tabell&’)3festgestellt. Eine sinnvolle Beurteilung der
Mutationskombination rtS78T und rtA181T war dahé&hh méglich. Die Tatsache, dass auch fir die
Mutation rtS78T alleine keine Resistenz festgdstellrde, lasst die Vermutung zu, dass die Mutation
wahrscheinlich keinen Einfluss auf die Adefovirstsnz hat. Fur eine verlasslichere Aussage waren
jedoch weitere Tests mit geeigneten Kontrollenguéti

Insgesamt liel3 sich die Bedeutung der Mutationen dié Resistenzbildung in keinem der Falle
bestatigen. Fir die Mutation rtM309K konnte einetddiyung an der Resistenzentwicklung sicher
ausgeschlossen werden, wahrend bei den Mutatiath@29F/V sogar indirekt ein sensibilisierender
Effekt festgestellt wurde. Insgesamt erscheint dibsieine Bedeutung der in der Studie gefundenen
Mutationen fir die Resistenzbildung eher unwahnsticé.

4.6 Ursache fur die hohen Resistenzen des HBV-IsolatvB 150-1

Das multiresistente HBV-Isolat FvB 150-1 zeigteeeaulRergewohnlich hohe Resistenz gegen Adefovir
und Tenofovir (Geipel 2011). Es stammt aus einetie®&n, der vor Beginn seiner Tenofovirtherapie
bereits mit Lamivudin und anschlieBend mit Adefobghandelt wurde. Er zeigte ein ungewdhnlich
langsames Ansprechen auf die Tenofovirtherapie i{@ibg 3.24). Solch ein vermindertes Ansprechen
von Adefovir-vorbehandelten Patienten auf die Temwotherapie wurde Dbereits von
van Bommel et al. (2010) in einer retrospektived® beschrieben. Um ein genaueres Bild der
Resistenzentwicklung der Quasispezies dieses Ratienu erhalten, wurden Ganzgenome kloniert und
analysiert.

Die Population der Quasispezies zu Beginn der Tefidherapie lieR sich durch eine
Stammbaumanalyse (Abbildung 3.25) und anhand iMatationen (Tabelle 3.8) in zwei Gruppen
einteilen (blau und griin). Von diesen Gruppen hsitte die blaue wéahrend der ersten 33 Monate unter
Tenofovirtherapie durchgesetzt (Abbildung 3.25 diatbelle 3.9). Interessanterweise wurde zu Beginn
der Tenofovirtherapie neben der Mutation rtA181V emem Teil der blauen Klone zusatzlich die
Mutation rtN236T gefunden, letztere konnte sicheralings unter der Therapie mit Tenofovir nicht
durchsetzen. Die Mutationen rtA181V und rtN236Tlstedie beiden bekannten Primarmutationen fur
eine Resistenz gegen Nukleotidanaloga dar (Zoufichlocarnini 2013), wobei sich ihre Wirkung beim
Vorhandensein beider Mutation addiert (Geipel 20Di¢ Mutation rtN236T verursacht auRerdem eine
starkere Resistenz gegen Tenofovir als die Mutatiéd81V (Ghany und Liang 2007). Die rtN236T
hatte also theoretisch unter der Tenofovirtherapgmalten bleiben missen.

Der Genotyp des urspringlichen Isolats 150-1 wumidet noch einmal gefunden. Die Erwartung in der
zweiten Abnahme nach dem Wiederanstieg der Virugi@hauft das Mutationsmuster eines hoch
resistenten Isolats (z.B. 150-1) zu finden, wurttrerfullt (Abbildung 3.26). Dies lasst vermutelass

der Patient zu diesem Zeitpunkt das Tenofovir nkcimisequent eingenommen hatte, so dass der selektiv
antivirale Druck hier nicht mehr bestand. Méglickeise flhrte gerade dies zur Selektion von Variante
von geringerer Resistenz gegentber Tenofovir.

Auch alle anderen Isolate zeigten deutlich geriad@gsistenzen als das urspringliche Isolat. (Abbdd
3.26). Der Klon 1-08 war dem lIsolat 150-1 genotghbi@m &hnlichsten. Es fehlte ihm jedoch unter
anderem die Mutation rtN236T. Hierbei handelt eshsiwie bereits erwahnt, um eine bekannte
Resistenzmutation. Daher wurde vermutet, dass dlliesation an der Ausbildung der hohen Resistenzen
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beteiligt sein konnte. Diese Annahme konnte mit ghanotypischen Daten des Klons 1-08-A, in den
die Mutation rtN236T mittels ortsspezifischer Mutagse eingefigt wurde, bestatigt werden
(Abbildung 3.27).

Isolate mit den Mutationen rtA181T und rtN236T mzigedoch normalerweise lediglich eine funf- bis
zehnfache Resistenz im Vergleich zum Wildtyp (Ghang Liang 2007, Geipel 2011). Daher konnten
diese beiden Mutationen allein nicht fur die hoResistenzen gegen Adefovir und Tenofovir des Isolat
150-1 (Rky = 41,5 bzw. 28,2) verantwortlich sein. Aus der Mearbeit von Pia Seiz (2011) in der
Arbeitsgruppe von PD Dr. D. Glebe war bereits bekamlass die ursachlichen Mutationen nicht
ausschlie3lich innerhalb der Reversen Transkripiéegen konnen. Mithilfe der in dieser Arbeit
durchgefuhrten genotypischen Analyse wurden Mutatioin der RNaseH-Domane als Ursache fur die
Resistenz ausgeschlossen, da in dieser Doméandidadigolymorphismen gefunden wurden. Eine
funktionelle Bedeutung der Spacerdomane kann andlyifarer allgemein hohen Variabilitat und bisher
nicht nachweisbaren Funktion als sehr unwahrsabhiahgesehen werden. Daraus folgt, dass die &ir di
hohen Resistenzen verantwortlichen Mutationen vedeiglich in der Primerdomane liegen missen.

In der Primerdomane des Isolats 150-1 wurden digattunen T76S und K9OE gefunden (Tabelle 3.8).
Der Austausch H73N stellte sich im Vergleich mikeal Genotypen als Polymorphismus heraus und
wurde bei der Suche nach der verantwortlichen Resimutation daher nicht mehr in Betracht gezogen.
Im Gegensatz zur Mutation T76S, die nur in der &aGruppe gefunden wurde, war die Mutation K9OE
in allen sequenzierten Klonen vorhanden. Der Klat2lder grinen Gruppe, welcher neben der K90E
auch die Mutationen rtA181V und rtN236T enthielgigte jedoch im Vergleich zum Isolat 150-1
signifikant niedrigere Resistenzen. Die MutatiorOE%konnte also als Ursache fir die hohen Resistenze
ebenfalls ausgeschlossen werden. Nach dem AussphihEp blieb daher nur die Mutation T76S als
potentielle Resistenzmutation brig. Sie wurde dishmittels ortspezifischer Mutagenese aus dem hoch
resistenten Klon 1-08-C entfernt. Der daraus resehde Klon 1-08-D zeigte deutlich geringere
Resistenzen im Vergleich zum Klon 1-08-C und deatats150-1. Damit konnte gezeigt werden, dass es
sich bei der Mutation T76S um eine bisher unbel@arRésistenzmutation handelt. Eine besondere
Bedeutung erhalt diese Entdeckung, da es die masteagewiesene Resistenz-assoziierte Mutationiést, d
sich au3erhalb der Reversen Transkriptase der HiByRerase HBV befindet. Sie verursacht zusammen
mit den Mutationen rtA181V und rtN236T eine aul3erglenlich hohe Resistenz gegen die klinisch sehr
bedeutsamen Nukleotidanaloga Adefovir und Tenofdiese Ergebnisse konnten von Pia Seiz im
Rahmen ihrer Promotion in einer parallelen, unablgam Analyse bestatigt werden (Daten noch
unverdffentlicht). Auch beim HIV gibt es Resisten#ationen, die auRerhalb der Reversen Transkriptase
liegen. Bis jetzt wurden im HIV jedoch nur Mutatenin der RNaseH-Domane und nicht wie hier beim
HBV in der Primerdoméne gefunden (Lengruber e2@1.1).

Uber die genauen molekularen Auswirkungen der Narial76S lasst sich nur spekulieren, da kein
verlassliches dreidimensionales StrukturmodelldigrPrimerdoméane der HBV-Polymerase verfligbar ist.
Die existierenden 3D-Modelle der Reversen Transksg beruhen auf der Homologie zur HIV-
Polymerase. Der hierflir nétige hohe Grad der Hogieltst jedoch fur die Primerdoméne nicht gegeben.
Eventuell wird durch den Austausch an der Positidé die Tertiarstruktur der Polymerase so verandert
dass dies auch einen Einfluss auf die Reverse Rniptesse hat. Beim Priming der Replikation simulier
die Hydroxylgruppe des Tyrosins an der Positiord68 Primerdoméane das 3‘-Ende einer Nukleinséure
(Protein-Priming). Durch die Reverse Transkriptageden dort die vier Nukleotide TGAA angehangt
(Lanford et al. 1995). Die aufgrund der Mutation65/veranderte Tertiarstruktur kénnte den Einbau des
natirlichen Substrats gegeniiber den Adenosinan@ldgéovir und Tenofovir beglinstigen, sodass es
anschlieBend zu weniger Kettenabbriichen kommt.eDidseorie wirde auch die fur die Mutationen
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rtA181V und rtN236T ungewodhnliche Entecavirresigteles Isolats FvB 150-1 (4.4.5) erklaren, da es
sich bei Entecavir um ein Analogon des Guanosinsiéla

Die umfassende genotypische Analyse in dieser Arbai ergeben, dass die Position T76S in der
Primerdoméane der HBV-Polymerase Uber alle Genotyyi@weg hoch konserviert ist (Tabelle A.3). Die
Mutation wurde in der umfangreichen HBV-Sequenzi@datenbank HBVdbThe Hepatitis B Virus
database Hayer et al. 2013), mit Gber 4.000 Polymerasemezgn kein zweites Mal gefunden. Im
Hinblick auf die Resistenzentwicklung wurde bigzjatmmer nur die Reverse Transkriptase genotypisch
charakterisiert. Daher sind nur wenige SequenzerPdmerdoméane aus chronisch infizierten Patienten
vorhanden. So umfasst zum Beispiel die OnlinedatekbHBVItDB der Universitat Stanford
ausschlie3lich die Reverse Transkriptase (Rhed. &2040). Dieser Umstand verdeutlicht warum die
Mutation kein zweites Mal entdeckt werden konnteerhkt ein Umdenken notwendig, in Zukunft sollte
stets die vollstdndige Polymerase in Bezug auRdisistenzentwicklung charakterisiert werden.

4.7 Ausblick

Das hier etablierte System aus der transientersfoanation von 1.5-fachen Uberlangenkonstrukten und
dem Replikationsnachweis mit der dsDNase kann gemdrden, um den Einfluss der Promotorbereiche
auf die virale Replikation zu charakterisieren. Weschrieben ist mit dieser Methodenkombination nun
eine einfache und schnelle Analyse einer groRemrem Promotorvarianten maoglich.

Die Ergebnisse des HOPE-Projekts haben das vochemnde Bild der existierenden Resistenzmutationen
weitestgehend bestatigt. Es wurden jedoch auch Brgen aufgeworfen auf die bis jetzt keine sichere
Antwort gefunden wurde. Dazu gehort die Frage ndeh Mutationen, die flr die sehr heterologen
Entecavirresistenzen bei klassischen Lamivudingt@szmutationsmustern urséchlichen sind. Hier lohnt
auf jeden Fall eine Analyse einer héheren Stichgmabhl, um am Ende bestimmte bisher nicht beachtete
Austausche mit den unterschiedlichen Auspragungem Ehtecavirresistenz korrelieren zu kénnen.
Gleiches sollte auch fur die Kreuzresistenzen gefierbeiden Nukleotidanaloga auf der Grundlage der
Mutationen rtM204I/V sowie das verminderte Anspethauf hohe Entecavirkonzentrationen
durchgefuhrt werden.

Das Isolat FvB 170-3 sollte aufgrund seiner ungevithen Entecavirresistenz einer ausfuhrlichen
Charakterisierung unterzogen werden. Wie fir daklimasistente Isolat FvB 150-1 bereits durchgefihrt
sollten als erstes samtliche Polymorphismen duncineSequenzvergleich ausgeschlossen werden. Die
verbleibenden Mutationen missen anschlieBend py@iaoh getestet werden.

Das Isolat FvB 150-1 wurde bis jetzt nur auf diesashe flr seine hohe Resistenz gegen die
Nukleotidanaloga untersucht. Es muss jedoch Ubgrpgrden, ob die Mutation T76S ebenfalls einen
Einfluss auf die ungewdhnliche Entecavirresisteazdder ob hierfir andere Mutationen verantwortlich
sind.

Alle genotypischen und phénotypischen Charaktetisgen zur HBV-Resistenzentwicklung dirfen in
Zukunft nicht mehr auf die Reverse Transkriptasschginkt werden. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass die Mutation T76S in der Primerdomé&iee entscheidende Bedeutung fir die
Resistenzentwicklung hat. Es muss daher davon gasgen werden, dass auch weitere Austausche
auBerhalb der Reversen Transkriptase einen Einflu$sdie Resistenzen gegen Nukleos(t)idanaloga
haben kdnnen. Eventuell finden in diesen bishentrebarakterisierten Bereichen auch Ursachen &ir di
anderen ungeklarten Resistenzentwicklungen.
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Tabelle A.1: Funktionstest der dsDNase-PCR mit derdusatz von Mr*. Als Template diente der normale PCR-

Standard aus Zellkulturiiberstand. Die dsDNase-PQRdev mit und ohne den Zusatz von 1 mM MnClI

durchgefuhrt.

eingesetzte GE dsDNase-PCR dsDNase-PCR + 1 mM {1
1x10 1,00 x 16 nicht quantifizierbar
1x1d 9,97 x 10 nicht quantifizierbar
1x10 1,00 x 16 nicht quantifizierbar
1x 10 8,74 x 16 nicht quantifizierbar
1x10 1,13 x 10 nicht quantifizierbar

negativ Kontrolle| nicht quantifizierbarn nicht quantifizierbar

Tabelle A.2: Mutationen der Isolate des HOPE-Projefs. Die Mutationen wurden mit geno2pheno [hbv] 2.0
(http://hbv.geno2pheno.orppestimmt. Die bekannten Resistenzmutationenfsittdlargestellt.

Isolat Reverse Transkriptase Oberflachenproteine
WT A21S, F122L, H124N, Q130P, N131D, D263E, V278I 12%M
BW 103-2 D7H, 153S,L180M, C188SM204I, L217R, S219A, S45A, V180L, V184A, W196L,
M336L S207N, L209V, S210R
BW 107-3 L80I, N124H, N134DM204l, A222T, V253I, T259S, K122R, T143M, W196L, F200Y,
M271L M213I
BW 108-3 L80I, Y135S,L.180M, M2041, N248H S53L, T127P, W196L
BW 108-5 L80I, Y135S,M2041, N248H T127P, W196L
G10A, G18V, R24K, L49R, I86T,
H13Y, R18S, Y54H, L91l, S106T, L115V, S117€8-| Y100S, L109V, 110-SKKCI-111,
BW 111-3 SKKCI-119, R120K, 1121D, F122C, N123I, Q125R, G112R, S113T, S114A, T115S,
T128S, R138S, N1398169L, A181S A194S, F221Y, S117G, A128V, Q129P, G130V,
V2241, N248H, Y257H, D263E, L336R T131A, Y134F, K160N, W172C,
S174N, V177A, P178Q, L213I
H13Y, 116T, A21S, Y54HL.80V, L91I, N118D, F8L. R24K, O30R, T127P, Y134F,
BW 113-1 | F122L, Q130P, Y135$£34111|: Q215S, D263E, 1266V, W196L,QY2068, S207R
BW 113.5 H13Y, 116T, A21S, Y54HL80I, L91l, N118D, F122L, F8L, R24K, Q30R, T127P, W196L
Q130P, Y135SM2041, Q215S, D263E, 1266V, E271T Y206S, S207R
H13Y, 116T, F122W, H124Y, Y135S, Q149K, Q2158S,
BW 121-5 N236T. N248H.M250L CZSGS Q F8L, N40S, S114G, T127P, S207H
A21S, V112A, F122L, Q130P, Y135A, L145M,
BW 125-2 Q149K, R153W, I163V,(3/214A, Q215A, C256S, QI01R, T12872F87T; 82'0881_2 04N, Y204
D263E, 1266V, Q267L ’
FVB 170-3 Y54H, R110G, T128N, Y135S, 11634181V, S219A,| P120T, T127P, S155P, L173F, S21(

F221Y, N248H, C256S, K270R

L213Il, L215R

Y54H, R110C, Y135S, A181V, S219A, F221Y,
N248H, C256S, K270R

R,
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Isolat

Reverse Transkriptase

Oberflachenproteine

FvB 84-2

V173L, L180M, M204V, L217R

E164D, 1195M, L209V

MS 10-3

H13N, T54N, L217R, S219A, S332R, K333Q

P46IP4V, L209V, S210R

MS 18-3

V56M, L91l, H126Q, Y135S, Q149K, R153W,69L,
V173L, L180M, M204V, P237T, N238T, N248H,
Y257W, Q267H, Y305F

192T, Q101R, T118K, T127P, P142%

K160N, E164V, V177A, 1195M,
V224G

MS 19-2

V1121, L1401, M145L, W153CY173L, L180M,
M204V, L217R

Q101H, M103I, K122R, N131K,
G145A, E164D, V168A, V177A,
P178Q, 1195M, L209V, C221Y

RK 182-2

V1421V173L, L180M, C188SM204|

M133l, E164D, F179L, W196L

RK 194-5

Y135S, N139S|.180M, S202C, M204V, N248H,
M309K, S317A, A329T

T127P, T131A, A166G, 1195M

RK 22-15

L91l, G127R, Y135%181T, L231V, N248H

T127P, W172L

RK 22-20

L91V, Y135S, T150R181T, A194V, L231V, N248H

182M, T127P, K141N, W172L, L186

RK 266-1

Y141S, 1269L, A317S, N337H

M133L, L175S

RK 5-5

S78T, L911, A113G, Y135S, L231V, N248H

C69105A, T127P, D144G, L209

RK 83-2

153S,L180M, M2041, V207L, L217R, S219A,
L229M, H271Q, K333Q

N40S, S45A, W196L, M198I, S207N
L209V, S210R, P217L, F220L

=

VS 1-4

16T, A21S, A38K, Y54H, F122L, Q130P, Y135S,
V142E,L180M, T184A,M204V, V214A, N238H,
N248H, C256S, D263E, 1266R

F8L, Q30K, N40S, T127P, Y134S,
1195M, Y206H, S207N, 1208T

VS 1-5

16T, A21S, A38K, Y54H, F122L, Q130P, Y135S,
V142E,V173M, L180M, T184A,M204V, V214A,
N238H, N248H, C256S, D263E, 1266R, W284G

F8L, Q30K, N40S, T127P, Y134S,
[1195M, Y206H, S207N, 1208T

VS 2-10

Y111S, R138VW12041, Q267K

M103L, A128V, Q129H, W196*

VS 2-12

116TM2041, L217R

F8L, W196L, L209V

WH 2-16-1

V27A, 153SM2041, L217R, Y221F

F19L, G44E, S45A, W196L, L209V
1213L
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Tabelle A.3: Haufigkeit der Aminosaureaustausche

Doméne| Position| Haufigkeit in Genotyp D Haufigkeit in allen Genotypen

45 95 %N,4%D,1%K 81%N,8%L,6%D

. 73 98 % H,1%N,1%E |46 % E,19%H,14%K,11%D,9%N,1%Q

E 76 100% T 100% T

a 90 91% K,8%N,1%Y [52%N,25%D,18% K, 2% S,2%T, 1%
169 Y%WC,1%F 7%C,2%F,2%Y
211 100 % R 100 % R
239 100% T 52% T,35%S,12% P,1%A
245 100 % G 100 % G
250 V%G, 1%S B%G,3%S
264 NPVWC,1%BR,1%Y 100% C

5 269 91% P, 7%T,2%A T9%A, 17%P,2%S

§ 273 B %A A4%T,1%L 64 %A 32%T,3%K,2%E

» 290 Q%A 1%T M4 %A 3%T,2%E
294 98%H,1%Q,1%Y 49%H,39% N,10% C,4% S
295 100 % F 36%1,33%L,24%F, 7%V
302 Y%WR,1%Q 79%R,20%G,1%K
306 YWE,1%K 49 % E, 40 % Q, 10 % K
310 97 % F,1%S,2%L 57 % F,31%L, 8%S,4%P
rt76 98%N,1%S,1%D 96 % N,4% D
rt109 9%S,1%L 79%S,21%P
rt110 100 % R YVWR,1%G
rt118 97 % N,2%D,1%S 63%N,34%T,2%D

@ rt128 100% T BT, 3%A 1%N

8 | m42 [94%V,4%S 1%E 1% 100 % V

% rt164 9B%C,2%M 100% C

l‘_i rt181 100 % A 100 % A

@ rt219 9 %S, 1%A 96 % S,2%A

% rt221 96 %,4 %Y 50 % F,50% Y

o r236 100 % N 100 % N
rt249 100 % F 100 % F
rt270 100 % K 100 % K
rt315 100 % | 100 % |
rt327 100 % Y 100% Y
701 9 %H,1%N 99 % H

é 726 100 % R 9 %R

% 827 9%V,1%I 100 % V
828 9%A1%T Q%A 1%T
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Tabelle A.4: Charakterisierung der viralen Quasiperes der Abnahme zu Beginn der Tenofovirtherapie ink
der gefundenen PolymorphismenDer Klon 150-1 stellt das urspriingliche Isolat F¥B0O-1 aus dem HOPE-
Projekt dar. Die fir die beiden Mutationsmuster rakteristischen Mutationen sind blau und griin hlatg
dargestellt. Mutationen die in allen Klonen gefumdeurden sind grau und die fur die Resistenz wdiwistich
entscheidenden Mutationen sind rot hinterlegt dstedie. Polymorphismen sind in grauer Schrift, Migtaen in
schwarzer Schrift gehalten.

Domén Abnahme zu Beginn der Tenofovirtherapit
15C-1 Klon 1-03 | Klon 1-04 | Klon 1-0% | Klon 1-06 | Klon 1-07 | Klon 1-08 | Klon 1-1C | Klon 1-11 | Klon 1-12 | Klon 1-13
N45D N45D N45D N45D N45D
H73N H73N H73N H73N H73N H73N
E K90E K90E K90E K90E K90E K90E K90E K90E K90E K90E K90E
= N118K
& 1156V 1156V 1156V 1156V 1156V
H164R H164R H164R H164R H164R| H164H H164R H164R 4RL6 H164R H164R
C169Y C169F
E178K E178K E178K E178K E178K E178K E178 E178 BK7 E178K E178K
R211G R211G R211G R211G R211G
G250S
C264G C264G C264G C264G
- P269A
§ A273T A273T A273T A273T A273T A273T
‘% A277S
K283R K283R K283R K283R K283R
A290T A290T A290T A290T A290T A290T
F295K F295K F295K F295K F295K F295K F295K F295K F295K F295K F295K
R302K R302K R302K R302K R302K R302K
E306G
F310S F310S F310S F310S F310S
tN76D tN76D tN76D tN76D tN76D
rtR110G | rtR110G | rtR110G | rtR110G tR110G tR110G
rtN118T rtN118T rtN118T rtN118T rtN118T rtN118T
rtT128N | rtT128N | rtT128N rtT128l rtT128N rtT128N
@
S
2
=
% rtV142E
= 1tC164P
Q
g tS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A
E tF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y
tK270R | rtK270R | rtkK270R | rtK270R | rtK270R | rtK270R | rtK270R | rtK270R | rtK270R | rtk270R | rtk270R
V698A V698A V698A V698A V698A V698A V698A V698A VERA V698A V698A
M699I M699I M699I M699I M699I M699I M699I M699I Mes M699I M699I
T
% R726H
=z L7341 L734l L7341 L7341 L7341 L7341 L7341 L7341 L78 L7341 L7341
o F749Y F749Y F749Y F749Y F749Y F749Y F749Y| F749 BY4 F749Y F749Y
S787Y S787Y S787Y S787Y S787Y| S787 S787 S7814Y 7878| S787Y S787Y
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Tabelle A.5: Charakterisierung der viralen Quasipees der Abnahme nach 33 Monaten Tenofovirtherapie
inkl. der gefundenen PolymorphismenDer Klon 150-1 stellt das urspriingliche Isolat Fi&)-1 aus dem HOPE-

Projekt dar. Die fir die beiden Mutationsmuster rakteristischen Mutationen sind blau und griin hlatg

dargestellt. Mutationen die in allen Klonen gefumdeurden sind grau und die fur die Resistenz wdiwistich
entscheidenden Mutationen sind rot hinterlegt dstedie. Polymorphismen sind in grauer Schrift, Migtaen in

schwarzer Schrift gehalten.

Doméne Abnahme nach 33 Monaten Tenofovirthrapie
Klon 2-01 | Klon 2-07 | Klon 2-08 | Klon 2-08 | Klon 2-1C | Klon 2-11 | Klon 2-12 Klon 2-14 | Klon 2-1E | Klon 2-1€
H73N H73N H73N H73N H73N H73N H73N H73N H73N H73N
g K90E K90E K90E K90E K90E K90E K90E K90E K90E K90E
£
H164R H164R H164R H164R H164R H164H H164 4RL6 H164R H164R
E178K E178K E178K E178K E178K E178K E178K BK7 E178K E178K
T239I
% A273T A273T A273T A273T A273T A273T A273T A273T A273T A273T
=3 A277T
%)
A290T A290T A290T A290T A290T A290T A290T A290T A290T A290T
F295K F295K F295K F295K F295K F295K F295K F295K F295K F295K
R302K R302K R302K R302K R302K R302K R302K R302K R302K R302K
1tS109P
rtR110G | rtR110G | rtR110G | rtR110G | rtR110G | rtR110G | rtR110G rtR110G | rtR110G | rtR110G
rtT128N | rtT128N | rtT128N | rtT128N | rtT128N | rtT128N | rtT128N rtT128N | rtT128N | rtT128N
b
S
g3
=
[%2]
c
©
}_
&
5 rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A | rtS219A rtS219A | rtS219A | rtS219A
E rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y rtF221Y | rtF221Y | rtF221Y
rtF249S
ntK270R | rtK270R | rtK270R | rtk270R | rtK270R | rtK270R | rtK270R tK270R | rtK270R | rtK270R
rtI315L rtI315L
rtY327F
V698A V698A V698A V698A V698A V698A V698A VERA V698A V698A
M699I M699I M699I M699I M699I M699I M699I M63 M699I M699I
H701P
T
@
2 L7341 L734l L7341 L734l L734l L7341 L7341 L78 L7341 L7341
@ F749Y F749Y F749Y F749Y F749Y F749Y F749Y BY4 F749Y F749Y
S787Y S787Y S787Y S787Y S787Y| S787 S787 7878 S787Y S787Y
V827A
A828T
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Erklarung

Ich erklare: Ich habe die vorgelegte Dissertatielbstéandig und ohne unerlaubte fremde Hilfe und nur
mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Disséida angegeben habe.

Alle Textstellen, die wortlich oder sinngemald aestifentlichten Schriften entnommen sind, und alle
Angaben, die auf mindlichen Auskinften beruherd ais solche kenntlich gemacht.

Bei den von mir durchgefihrten und in der Diss@taterwahnten Untersuchungen habe ich die
Grundsatze guter wissenschaftlicher Praxis, wignsier ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat @ield
zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis” eigdlegt sind, eingehalten.

GielRen, den 20. Dezember 2013
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