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1. Einleitung

1.1 Historische Einflihrung

Die Gelbsucht begleitet den Menschen als epidemische Erkrankung schon seit
dem Altertum. Hippokrates beschreibt bereits im flnften Jahrhundert vor
Christus die Verbindung zwischen Ikterus und Lebererkrankung in der
Schriftensammlung Corpus Hippocraticum (Papavramidou N. 2007).

Dass es sich dabei meist um eine infektiose Krankheit handelt, wurde allerdings
erst Ende des 19. Jahrhunderts durch Lirmann festgestellt. Er beschrieb 1885
den Ausbruch einer ,lkterusepidemie“ bei Werftarbeitern, die zuvor eine
Pockenschutzimpfung erhielten (Lirmann A. 1885). Wahrscheinlich handelte es
sich dabei um den ersten dokumentierten Fall eines Hepatitis-B-Ausbruchs.

In den nachsten Jahrzehnten gelang es durch Beobachtungen zwei Formen der
Krankheit zu unterscheiden. Zum einen den fakal-oral Gbertragenen Typ A, der
immer ausheilt und zum anderen den durch Blut oder Serum Ubertragenen Typ
B (Serumhepatitis), der bei circa (ca.) 10% der Betroffenen zu einer chronischen
Erkrankung flhrte.

Trotz weiterer Gelbsuchtepidemien, wie zum Beispiel (z. B.) 1937 nach einer
Gelbfieberimpfung von Soldaten (Findlay und MacCallum 1937), konnte der
Erreger der Krankheit Gber lange Zeit nicht identifiziert werden.

Den ersten Hinweis lieferte schlieRlich 1963 der erst kirzlich verstorbene
Mediziner Baruch S. Blumberg. Er beschaftigte sich mit den genetischen
Unterschieden menschlicher Serumproteine und entdeckte dabei im Blut eines
australischen Ureinwohners ein neues Antigen, das er Australia-Antigen nannte
(Blumberg et al. 1965). Es gelang Blumberg schliellich eine Verbindung
zwischen dem gehauften Auftreten des Australia-Antigens und den Krankheiten
Leukdmie, Down-Syndrom und Hepatitis festzustellen (Blumberg et al. 1967).
Die direkte Verbindung zwischen dem Australia-Antigen und dem
Serumhepatitis-Antigen wurde schliel3lich ein Jahr spater gezeigt (Prince 1968).
Da in den 20 nm grofRen Partikeln, die vom Australia-Antigen gebildet werden,
keine Nukleinsauren gefunden wurden, war zunachst unklar ob es sich hierbei
um eine Viruserkrankung handelte.

Virusartige  Partikel wurden 1970 durch elektronenmikroskopische
Untersuchungen von D. S. Dane entdeckt. Er untersuchte Seren von Patienten
bei denen eine Australia-Antigen assoziierte Erkrankung vorlag und konnte
zeigen, dass neben den 20 nm groRen Partikeln auch groRere Partikel mit etwa
45 nm vorlagen, die ebenfalls Australia-Antigen auf ihrer Oberflache enthielten
(Dane et al. 1970). Man bezeichnete diese daraufhin als Dane-Partikel.

Nur ein Jahr spater gelang J. Almeida die Trennung des inneren Core-Partikels
von der Virushille durch Detergenzbehandlung und der Nachweis des Core-



Antigens, gegen das infizierte Personen ebenfalls Antikérper bildeten (Almeida
et al. 1971).

Eine mit den Core-Partikeln assoziierte endogene Polymeraseaktivitdt konnte
1973 nachgewiesen werden (Kaplan et al. 1973). SchlieRlich konnte man mit
der Entdeckung einer circular doppelstrangigen DNA innerhalb der Dane-
Partikel (Robinson und Greenman 1974) die Serumhepatitis endgultig mit einer
viralen Infektion in Verbindung bringen.

Auf Grundlage dieser Erkenntnisse bezeichnete man die Dane-Partikel als
Hepatitis B Virus (HBV), das Australia Antigen als Hepatitis-B-Surface-Antigen
(HBsAg) und das Core-Antigen als Hepatitis-B-Core-Antigen (HBCAQ).

1.2 Hepadnaviridae

1.2.1 Eigenschaften

Das humane Hepatitis B Virus gehort zur Familie der Hepadnaviridae. Diese
Virusfamilie umfasst ausschlieRlich Vertreter, die sich durch einen ausgepragten
Lebertropismus und eine hohe Wirtsspezifitdt auszeichnen. Die Mitglieder
dieser Familie replizieren ihr DNA-Genom mittels reverser Transkription aus
einem MRNA-praGenom (Summers und Mason 1982) und zeigen somit eine
phylogenetische Verwandschaft mit dem Blumenkohlmosaikvirus
(Caulimoviridae) und den Retroviren (Toh et al. 1983, Miller und Robinson
1986). Vertreter der Familie bilden neben den infektiosen Viruspartikeln auch
nicht infektiose subvirale Partikel (Summers et al. 1978, Mason et al. 1980,
Marion et al 1980) und verursachen wahrend der Replikation keine direkte
Zytopathogenitat (Chisari und Ferrari 1995).

1.2.2 Taxonomie

Die Familie der Hepadnaviridae wird in zwei verschiedene Genera eingeteilt.
Die Avihepadnaviren infizieren ausschliel3lich Vogel. Vertreter dieser Gattung
sind zum Beispiel das Duck Hepatitis B Virus (Mason et al. 1980), das Snow
Goose Hepatitis B Virus (Chang et al. 1999) oder das Heron Hepatitis B Virus
(Sprengel et al. 1988).

Die Orthohepadnaviren kommen bei Menschen und Altweltaffen wie zum
Beispiel dem Schimpansen (Vaudin et al. 1988) oder dem Gorilla (Grethe et al.
2000), aber auch bei Neuweltaffen wie dem Wollaffen (Lanford et al. 1998) vor.
Auch bei einigen Nagetieren der Familie Sciuridae konnten Vertreter der
Orthohepadnaviren gefunden werden. Dabei handelt es sich zum Beispiel um
das Woodchuck Hepatitis Virus (Summers et al. 1978) oder das Ground Squirrel
Hepatitis Virus (Marion et al. 1983).

Das menschliche Hepatitis B Virus lasst sich in 9 verschiedene Genotypen (A
bis 1) unterteilen, die sich in jeweils mindestens 8% der DNA-Sequenz des



kompletten Genoms unterscheiden (Norder et al. 2004, Yu et al. 2010).
Aulerdem werden noch Genosubtypen unterschieden, welche eine Divergenz
der Nukleotidsequenz von mindestens 4% aufweisen. Die verschiedenen HBV-
Genotypen und Subgenotypen zeigen dabei eine unterschiedliche geografische
Verteilung (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Geografische Verteilung der HBV-Genotypen und Subgenotypen:
Dargestellt ist der jeweils am haufigsten in der Region vorkommende HBV-Genotyp bzw.
Subgenotyp (nach Schéfer, Glebe und Gerlich, 2010, modifiziert)

Die Hepatitis B Viren der Altweltaffen sind den humanen Genotypen sehr
ahnlich und bilden deshalb keine eigene Spezies. Das Hepatitis-Virus des
Wollaffen als auch die verschiedenen Vertreter unter den Nagetieren
unterscheiden sich jedoch starker untereinander als auch von den
menschlichen Varianten (Abb. 2).
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Abbildung 2: Verwandschaftsbeziehungen der verschiedenen Orthohepadnaviren

Als Grundlage des Stammbaums wurden die Nukleotidunterschiede der kompletten Genome
analysiert. Die menschlichen Varianten sind mit dem jeweiligen Genotyp bezeichnet (nach
Schéfer, Glebe und Gerlich, 2010, modifiziert)



1.3 Epidemiologie und Ubertragung

Das Hepatitis B Virus wird parenteral vorwiegend Uber Blut und teilweise Uber
andere  Korperflussigkeiten ~ Ubertragen. In  Gebieten mit  hoher
Durchseuchungsrate sowie schlechten medizinischen und hygienischen
Bedingungen spielt vor allem die perinatale Ubertragung wahrend der Geburt
oder die Ubertragung im Kleinkindalter eine groe Rolle wahrend in Landern mit
besseren Lebensbedingungen die Verbreitung Uber sexuellen Kontakt die
grofRte Bedeutung hat.

Weitere Ubertragungsmdglichkeiten sind die nosokomiale Infektion durch
Bluttransfusion oder invasive Eingriffe mit blutkontaminierten Geratschaften
(z. B. mehrfach benutzte Spritzen, diese insbesondere bei illegalem
Drogenmissbrauch). Tatowierungen oder Piercings konnen ebenfalls zu einer
Infektion fuhren.

Hauptgrund fur die Verbreitung der Krankheit sind chronische hoch viramische
Virustrager, die 10° bis 10" Viruspartikel pro ml Blut besitzen kénnen. Es
reichen bereits winzigste Mengen ihres Blutes (1 nl) aus um eine Infektion
hervorzurufen (Gerlich und Schafer 2002).

Laut Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO, 2002) hatte etwa ein
Drittel aller Menschen (2 Milliarden) bereits Kontakt mit dem Hepatitis B Virus
und ca. 5% der Weltbevokerung (350 Mio.) sind chronisch infiziert.
Hochendemiegebiete sind dabei vor allem Subsahara-Afrika, Studostasien sowie
Ozeanien und weite Teile der ehemaligen Sowjetunion. Es wird davon
ausgegangen, dass weltweit ca. 30% aller Falle von Leberzirrhose und 53%
aller Falle eines hepatozellularen Karzinoms auf die Infektion mit Hepatitis B
zurickzufihren  sind. Durch diese mit dem Virus assoziierten
Folgeerkrankungen sterben jahrlich etwa 1 Millionen Menschen (Perz et al.
2006).

In Deutschland sind nur 7% der erwachsenen Bevolkerung (18- 79 Jahre) mit
dem Virus in Kontakt gekommen und nur 0,6% zeigen HBsAg als Marker fur
eine noch laufende Infektion (Epidemiologisches Bulletin, 2010). Damit ist
Deutschland bei den Landern mit niedriger Tragerrate einzuordnen (Thierfelder
et al. 2001), was vor allem auf die hohen hygienischen wie gesundheitlichen
Standards, sowie eine mittlerweile gute Durchimpfung der Bevolkerung
zurlckzuflhren ist.

1.4 Morphologie

Das Hepatitis-B-Virus gehort zu den umhduliten Viren. Es besitzt eine
Lipidmembran, in die drei virale Oberflachenproteine: L(arge)HBs, M(iddle)HBs
und S(mall)HBs eingebettet sind (Abbildung 3).

Aufgrund des gemeinsam genutzten ORFs sind alle Oberflachenproteine Co-
Carboxyterminal und unterscheiden sich lediglich in der Lange ihres



aminoterminalen Endes. Dabei ist das MHBs ein um die PraS2-Domane (55
Aminosauren) verlangertes SHBs (226 Aminosauren) und das LHBs ein um die
PraS1-Domane (109 bis 118 AS) verlangertes MHBs (Heermann et al. 1984).
Die verschiedenen Oberflachenproteine unterscheiden sich auRerdem noch in
ihrem Glykosylierungsmuster (Schmitt et al. 1999).

Den Hauptanteil der Oberflachenproteine macht sowohl in den subviralen
Partikeln als auch im eigentlichen Virus das SHBs aus. Im Viruspartikel, sowie
in den filamentdsen subviralen Partikeln ist der Anteil an LHBs gréfler als in den
spharischen Partikeln. MHBSs ist Uberall nur in geringen Mengen vorhanden und
hat bis jetzt keine eindeutige Funktion (Heermann et al. 1984).
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Abbildung 3: Darstellung der Virusmorphologie

a) schematische Darstellung des Viruspartikels und der subviralen Partikel: duere Huille aus
Obeflachenproteinen bestehend aus: SHBs (rot), PréaS2-Doméne (orange) und PraS1-Doméne
(gelb), schwarz-grau: Core-Dimere, rot-blaue Linie: partiell doppelstrangige DNA, Pr: Primer-
Domane, RT: reverse Transkriptase-Domane, RNAse H: RNAse H-Domane, PK: Proteinkinase
b) externe und c) interne Topologie des LHBs, N-glyc: N-Glycosylierung, Myr: N-terminale
Myristoylierung, | bis V: postulierte Transmembrandomanen, die Bereiche fir die Umhullung der
Capside beziehungsweise Bindung an den Rezeptor sind gekennzeichnet (nach Schafer, Glebe
und Gerlich, 2010, modifiziert)

Die subviralen Partikel existieren im Patienten im Vergleich zum infektidsen
Virus meist in einem deutlichen Uberschuss um den Faktor 1000 bis 10000.

Das LHBs kann im Viruspartikel zwei unterschiedliche Topologien einnehmen,
die beide zu etwa 50% vorliegen (Abbildung 3 b und c). Die interne Topologie,
bei der die PraS-Domane nach innen gerichtet ist, dient der Interaktion



zwischen Core-Partikel und Virushulle. Bei der externen Topologie ist die PraS-
Domane nach aullen gerichtet und dient der Bindung an den spezifischen
Rezeptor (Bruss et al. 1994, Lambert und Prange 2001).

Das ceigentliche Viruspartikel zeigt in der Elektronenmikroskopie bei
Negativkontrastierung einen Durchmesser von 42 bis 47 nm (Dane 1970),
wahrend die subviralen spharischen Partikel eine Durchmesser von 17 bis 25
nm aufweisen und die filamentésen Partikel den gleichen Durchmesser bei
variabler Lange zeigen (Robinson 1977).

Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Viruspartikel (links), filamentosen
subviralen Partikel (Mitte) und sphérischen subviralen Partikel (rechts), Negativkontrastierung
(Kann und Gerlich 2005, modifiziert)

Im Inneren des Virus befindet sich das aus 180 oder 240 Core-Protein-
Untereinheiten bestehende Capsid. Die Untereinheiten kdnnen sich spontan
und ohne Mithilfe anderer zellularer oder viraler Proteine zu einem Capsid mit
T3 oder T4 Symmetrie zusammenlagern (Crowther et al. 1994, Dryden et al.
2006, Seitz et al.2007).

Fur dieses Self-Assembly sind vor allem die 145 aminoterminalen Aminosauren
des Core-Proteins verantwortlich, warhend das basische carboxyterminale Ende
fur die RNA-Bindung wichtig ist (Nassal 1992).

Die partiell doppelstrangige DNA ist kovalent mit der viralen Polymerase
verbunden (Gerlich and Robinson 1980) und in das 34 nm grof3e Kapsid
verpackt (Almeida et al. 1971, Robinson 1974, Summers et al. 1975). Im Kapsid
befinden sich auRerdem noch zellulare Chaperone, sowie eine Proteinkinase
(Albin und Robinson 1980 Gerlich et al. 1982, Bartenschlager und Schaller,
1992; Hu et al., 1997, Wittkop et al. 2010).

Die virale Polymerase ist ein Polyprotein, das aus vier Domanen besteht: dem
Terminalen Protein, dem Spacer, der reversen Transkriptae und der RNase H.
(Bartenschlager und Schaller 1988, Radziwill et al. 1990, Beck und Nassal
2007).



1.5 Genomstruktur

Die im Viruspartikel vorliegende Form des Genoms ist partiell doppelstrangige
DNA, da die Sekretion des Virus noch vor Vollendung der Plusstrangsynthese
erfolgt (Hruska et al. 1977; Landers et al. 1977). Dadurch ist der nicht
codierende Plusstrang am 3’-Ende in seiner Lange variabel. Das 5’-Ende des
Plusstranges ist festgelegt und beginnt mit einem 18 bp langen RNA-Fragment
mit einer Cap-Struktur (Seeger et al., 1986). Der codierende Minusstrang des
Genoms ist hingegen vollstdndig und besitzt am 3’-Ende sogar eine kurze
terminale Redundanz von etwa 10 Basenpaaren. An das 5’-Ende des Stranges
ist das Terminale Protein des Polymerasekomplexes kovalent gebunden
(Bartenschlager et al. 1988). Da die viralen DNA-Strange unterschiedliche 5'-
und 3’-Enden aufweisen, wird die Zirkularitat durch die Paarung beider Strange
erreicht, wodurch zusatzlich ein kurzer dreifach vorliegender DNA-Abschnitt
entsteht (Sattler und Robinson 1979, Will et al. 1987).

Das HBV-Genom ist mit seinen etwa 3200 Basenpaaren (genotypabhangig)
eines der kleinsten bisher bekannten Virusgenome (Summers et al. 1975). Der
Minusstrang enthalt insgesamt vier ORFs, die vollstandig oder teilweise
Uberlappen (Tiollais et al., 1985) und fur die viralen Proteine codieren: 1. die
Oberflachenproteine LHBs, MHBs und SHBs, die durch unteschiedliche
Stardcodons des S-ORFs gebildet werden, 2. HBcAg das als Grundbaustein
des Kapsids dient und vom C-ORF codiert wird 3. HBeAg welches
immunmodulatorische Funktion hat und eine sekretierte Form des HBCcAg
darstellt (wird durch ein vorgelagertes Startcodon des C-ORFs translatiert) 4.
das Polymeraseprotein, welches durch den P-ORF codiert wird und 5. das X-
Protein, das durch den X-ORF codiert wird und dessen Funktion noch nicht
genau bekannt ist.

Die ORFs werden durch mindestens vier Promotoren, sowie zwei Enhancer
(Tang et al. 2001) als auch das Glucocorticoid responsive Element (GRE) und
das negativ regulierende Element (NRE) kontrolliert.

An GRE und NRE binden leber- und differenzierungsabhangige Faktoren, die
zu einer hepatozytenspezifischen Transkription und Replikation fihren.

Die verschiedenen gebildeten mRNAs besitzen das gleiche 3’-Ende, da sie alle
das einzige virale Polyadenylierungssignal verwenden (Ganem und Varmus,
1987). Neben den Elementen auf DNA-Ebene besitzen auch die mRNAs
verschiedene cis-Elemente. Das hochkonservierte encapsidation signal (g)
(Laskus et al., 1994) ist fur die Erkennung des Pra-Genoms durch die virale
Polymerase und die anschlieBende Enkapsidierung verwantwortlich
(Bartenschlager et al., 1990; Hirsch et al., 1990), wobei der Abstand des
Elements vom 5-Ende der mRNA eine entscheidende Rolle fir dessen
Funktionalitat spielt (Ryu et al. 2010). Weitere cis-Elemente sind die direct
repeats (DR1 und DR2) und die Sequenzelemente ¢ll, w and ¢, die alle flr die
Genomreifung von Bedeutung sind, sowie das posttranslatorische



regulatorische Element, welches das Splicing der mRNAs verhindert und den
Transport in das Cytoplasma verstarkt (Huang und Liang 1993).

Abbildung 5: Uberblick iiber die Genomstruktur des HBV

Die Zahlen geben die Basenpositionen ab der EcoRI Schnittstelle im Genom von HBV-Genotyp
A2 (AJ012207) an. Innen sind die vier ORFs der HBV-cccDNA dargestellt: S-ORF (rot) mit
PraS1- (gelb), PraS2-Domane (orange), Pol-ORF (griin), X-ORF (turkis), C-ORF (grau) mit
praC-Bereich fir HBeAg (wei’) mit den entsprechenden Promotoren (grau), GRE und NRE
(schwarz). AuRRen sind die verschiedenen mRNAs dargestellt mit dem PRE in blau, sowie den
verschiedenen fir die Replikation und Genomreifung wichtigen cis-Elementen in lila und der
Polyadenylierungsstelle in schwarz (nach Schéfer, Glebe und Gerlich 2010, modifiziert)

1.6 Viraler Replikationszyklus

HBV bindet initial mit niedriger Affinitat an Heparansulfatproteoglykane auf der
Zelloberflache (Schulze et al., 2007; Leistner et al., 2008). Nachfolgend wird
Uber die PraS1-Domane des extern vorliegenden LHBs und dessen N-terminal
angehangte Myristinsdure die Bindung an den hochaffinen noch nicht
bekannten spezifischen Rezeptor vermittelt. (Le Seyec 1999, Glebe et al. 2003,
Engelke et al. 2006, Glebe und Urban 2007). Der anschlieRende Mechanismus
der Aufnahme des Virus in die Leberzelle ist nicht geklart. Man weil} allerdings,
dass ein bestimmter Bereich des SHBs fur die Infektion von Bedeutung ist.



Dieser Bereich induziert wahrscheinlich die Fusion der Virusmembran mit einer
zellularen Membran (Jaoude and Sureau 2005).

Das Entenhepatitisvirus (DHBV) wird Uber Endocytose aufgenommen und
bendtigt dabei keinen sauren pH um das Kapsid freizusetzen (Kock et al. 1996).
Fur das humane HBYV lasst sich ein ahnlicher Mechanismus annehmen.

Nach der noch nicht vollstandig geklarten Aufnahme des Virus wird das Kapsid
anschliellend mittels Miktrotubuli aktiv zum Kern transportiert (Rabe et al.
2006). Der carboxyterminale Teil der HBcAg-Proteine enthalt ein
Kernlokalisationssignal (NLS), welches die Bindung des Kapsids an die
Kernporen Uber den Importin a/f Weg vermittelt (Kann et al. 1999). Nachdem
das Kapsid den nuklearen Basket erreicht hat, destabilisiert es sich und entlasst
das HBV-Genom in das Innere des Kerns (Rabe et al. 2003).

Die partiell doppelstrangige nicht kovalent geschlossene HBV-DNA wird mittels
zellularer DNA-Polymerase und anderer zellularer Reparaturmechanismen
anschlielend in die replikative kovalent geschlossene zirkulare Form (cccDNA)
umgewandelt (Kéck und Schlicht 1993). Diese cccDNA assoziiert anschliel3end
mit Histonen und liegt als eine minichromosomahnliche Struktur episomal vor
(Bock et al. 1994). Durch die zellulare RNA-Polymerase |l werden anschliel3end
die viralen mRNAs transkribiert (Rall et al. 1983). Die ca. 3,3 kb lange
pragenomische mRNA (pgmRNA) dient nicht nur als Template fir die
Translation von HBcAg und viraler Polymerase sondern auch als Matrize fur die
Replikation des viralen Genoms. Die virale Polymerase erkennt die
Sekundarstruktur des ¢-Signals der pgmRNA und bindet zusammen mit
zellularen Chaperonen an dessen bulge Region. Dies fuhrt zur Unterdriickung
der Translation und zur Verpackung des Komplexes mit HBCAg zu einem
unreifen Kapsid (Junker-Niepmann 1990; Bartenschlager und Schaller 1992;
Seifer et al. 1993; Hu and Seeger 1996, Ryu et al. 2010). Die Bildung der
partiell dopplestrangigen Virus DNA aus der pgmRNA findet innerhalb des
Kapsids statt (Summers und Mason, 1982).

Die reverse Transkription beginnt an der Sekundarstruktur des ¢-Signals (Wang
und Seeger 1992 und 1993). Die Hydroxylgruppe des Tyrosins 63 (Tyrosin 93
bei DHBV) des terminalen Proteins simuliert hierbei das 3’-Ende einer
Nukleinsaure (Weber et al., 1994; Zoulim und Seeger, 1994, Lanford et al.
1997). An dieses Ende werden mittels reverser Transkription 3 bis 4 DNA-
Basen angehangt, welche anschlieBend zu dem am 3’-Ende liegenden DR1
verschoben werden (erster Matrizensprung, Abbildung 6a). Dies ist
wahrscheinlich durch die zirkulare Form der pg mRNA mdglich, welche durch
zellulare Faktoren hervorgerufen wird. Am 3'-Ende dienen die Nukleotide als
Primer fir die komplette reverse Transkription des Minusstranges. Dies erklart
warum spater im Viruspartikel die Polymerase kovalent mit dem Minusstrang
verbunden ist. (Wang und Seeger, 1992). Wahrend der reversen Transkription
findet gleichzeitig der Abbau der pragenomischen mRNA durch die RNAse H-
Domane statt. Es bleiben allerdings 18 Basen RNA am 5'-Ende ubrig die
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aufgrund sterischer Hinderung nicht von der RNAse-Domane abgebaut werden
konnen. Dieses kurze RNA-Stick springt nun zum DR2 (zweiter
Matrizensprung, Abbildung 6b) und initiiert die Plusstrangsynthese, die durch
die DNA-abhangige DNA-Polymeraseaktivitat der viralen Polymerase
durchgefuhrt wird (Lien et al. 1986, Seeger und Maragos 1989). Da der DR1 im
Minusstrang aufgrund der terminalen Redundanz an beiden Enden vorhanden
ist, kann die Polymerase die Licke des vorzirkularisierten Genoms
Uberspringen und die Synthese am 3’-terminal gelegenen Ende des
Minusstranges fortsetzen (dritter Matrizensprung, Abbildung 6¢).

a) b) o)
Vd\Numr(l)_("zud‘ I Sir - <>
< -~ ~— O Tt
L & 3\
o ~=DR1 DR2==0R1" {DRl
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= 3'r
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Abbildung 6: Schritte der Replikation des HBV-Genoms

a) Postulierte Zirkularisierung der pgmRNA (ber zellulare Faktoren (elF-4G:
Elongationsinitiationsfaktor 4G, pA: Poly-A-Schwanz, cap: Cap-Struktur) und der erste
Matrizensprung (rot: 3 bis 4 Basen DNA am terminalen Protein (lila)) b) zweiter Matrizensprung
des 18 Basen langen RNA-Stiicks nach der reversen Transkription c) dritter Matrizensprung
vom 5-terminalen DR1 zum 3’-terminalen DR1 und Zirkularisierung wahrend der
Plusstrangsynthese (modifiziert nach Beck und Nassal 2007)

Die Plusstrangsynthese wird vorzeitig beendet, weshalb der Plusstrang eine
variable Lange besitzt (Kaplan et al. 1976, Hruska et al. 1977, Landers et al.
1977).

Zusammen mit der Genomreifung werden die C-terminalen Enden des HBcCAg
phosphoryliert, was zur Exposition des NLS fuhrt. Die nun reifen Core-Patikel
kénnen deshalb neben der Umhillung durch virale Oberflachenproteine auch
uber Mikrotubuli zurick zum Kern transportiert werden. Diese Rezirkulation
erhdht den intranuklearen Pool an cccDNA. (Tuttleman et al. 1986, Sells et al.
1988, Wu et al. 1990) und flihrt zur Persistenz des Virus in episomaler Form.
Die Reifung des Kapsids erhoht auRerdem dessen Affinitat zum LHBs. Wenn
genugend Oberflachenproteine (LHBs durch die 2,4 kb mRNA, MHBs und SHBs
durch die 2,1 kb mRNA) translatiert wurden, wird ein Grof3teil der reifen Kapside
umhuillt und Gber Multivesicular Bodies aus der Zelle transportiert (Lambert et al.
2007). Die subviralen Partikel, welche ebenfalls durch die Oberflachenproteine
gebildet werden, sekretieren Uber den Golgi-Apparat. Neben den
strukturbildenden Proteinen werden auch das X-Protein (durch die 0,7 kb
mMRNA) und das HBeAg (durch die 3,35 kb mRNA) synthetisiert. Diese Proteine
sind jedoch nicht direkt an der Replikation beteiligt.
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Abbildung 7: schematischer Uberblick iiber den Replikationszyklus des HBV
Pol: virale Polymerase, NPC: Kernporenkomplex, ER: Endoplasmatisches Retikulum, es sind

nur die Strukturproteine des Virus dargestellt (nach Schafer, Glebe und Gerlich 2010,
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1.7 Infektionsverlauf

Der Verlauf der HBV-Infektion ist von vielen Faktoren abhangig. Besonders
wichtig sind das Alter, die Infektionsdosis und der Immunstatus des Patienten.
Man geht davon aus, dass die virusspezifische T-Zellantwort besonders
entscheidend fur den weiteren Krankheitsverlauf ist (Chisari and Ferrari 1995,
Chisari 1997, Baumert et al. 2007).

Bei erwachsenen immunkompetenten Personen verlauft die Infektion haufig
subklinisch und fuhrt zur Immunitat. Dies qilt allerdings nur fur geringe
Infektionsdosen. Bei hohen Virusmengen, wie zum Beispiel der perkutanen
Infektion durch hochtitriges Serum, verlauft die Hepatitis meist akut. Dieser
Verlauf ist gekennzeichnet durch Schmerzen im Oberbauch, allgemeine
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Mudigkeit und lkterus (Gelbfarbung von Augen und Haut). Besonders typisch ist
die deutliche Erhéhung der Alanin-Aminotransaminase(ALT)-Werte. Ist die
akute Verlaufsform besonders stark, spricht man von einer fulminanten
Hepatitis. Mit unter 1% der akuten Verlaufe ist sie sehr selten, weist
unbehandelt jedoch eine Lethalitat von 70% auf und fuhrt innerhalb von Tagen
zu schwersten Symptomen. Die akute Hepatitis heilt in etwa 90% der Falle aus
und fdhrt zur Immunitat. In etwa 10% der Falle geht sie in eine chronische
Verlaufsform Uber, die bei Immunotoleranz auch aus einem inapparenten
Verlauf hervorgehen kann. Bei Neugeborenen enwickeln jedoch bis zu 90%
eine chronische Hepatitis (Ganem and Prince 2004). Die chronische
Verlaufsform ist definiert durch den Nachweis von HBsAg im Blut Uber
mindestens sechs Monate. Wahrend der chronischen Hepatitis B kann eine
HBeAg-Serokonversion auftreten. Sie wird assoziiert mit einer deutlichen
Verringerung der Virusreplikation und meistens einem  besseren
Krankheitsverlauf (Niederau et al. 1996).

Eintritt des Hepatitis-B-Virus, Beginn der Vermehrung ‘
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Abbildung 8. Verlaufsformen der HBV-Infektion
(nach Schéfer, Glebe und Gerlich 2010, modifiziert)

1.8 Therapie

Bei einer akuten Hepatitis B Erkrankung besteht normalerweise kein
Behandlungsbedarf, da sie bei Erwachsenen in etwa 9 von 10 Fallen ausheilt
und zur Immunitat fahrt. Liegt eine fulminante Hepatitis vor kann die Gabe von
reversen Transkriptase-Inhibitoren (RT-Inhibitoren) den Verlauf signifikant
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verbessern (Yu et al. 2011). Die haufigste Form der therapiebedurftigen HBV-
Erkrankung ist allerdings die chronische Hepatitis B.

Ein chronischer Trager hat deutlich erhdhtes Risiko flr die Entstehung einer
Leberzirrhose und eines hepatozellularen Karzinoms. Das Risiko an einer
dieser Folgeerkrankungen zu leiden kann um den Faktor 100 bis 200 erhoht
sein und ist dabei direkt abhangig von der Viruslast des Patienten (Beasley et
al., 1981, Arbuthnot und Kew 2001, Block et al. 2003, Cougot et al. 2005, Chen
et al. 2006, lloeje et al. 2006).
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Abbildung 9: Abhédngigkeit zwischen Viruslast und Inzidenz der Leberzirrhose
3582 Patienten mit verschieden hohen Viruslasten in GE/ml (Box oben links) wurden Uber einen
durchschnittlichen Zeitraum von 11 Jahren beobachtet. (nach lloeje et al. 2006, modifiziert)

Primares Ziel jeder Therapie der chronischen Hepatitis B ist deshalb die
Verringerung der Viruslast, sowie der ALT-Werte und wenn madglich die
Stimulierung des Immunsystems mit anschlieRender HBeAg-Serokonversion.

Eine Therapie wird bei Patienten mit mehr als 10 000 GE/ml und erhdhten ALT-
Werten durchgefihrt. Bei der Behandlung kommen sowohl Interferon alpha als
auch Inhibitoren der reversen Transkriptase zum Einsatz (Cornberg et al. 2011).
Interferon alpha ist besonders gut geeignet bei HBeAg-positiven Patienten mit
hohen ALT-Werten aber niedriger Viruslast sowie niedrigen HBsAg und HBeAg-
Mengen im Blut. Der HBV-Genotyp spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle.
Die Genotypen A und B versprechen wesentlich héhere Behandlungserfolge als
die Genotypen C und D, weshalb eine Genotypisierung vor Behandlung
empfohlen wird (Perillo 2009). Eine Therapie kann mit herkdmmlichem (ca. 6
Monate Behandlungsdauer) oder pegyliertem ( 48 Wochen Behandlungsdauer)
Interferon alpha erfolgen und dient dazu das Immunsystem des Patienten zu
stimulieren, sowie die Virusreifung zu hemmen, um die Infektion dauerhaft
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kontrollieren zu koénnen. Bei etwa 40% der Patienten kann eine HBeAg-
Serokonversion, sowie eine deutliche Reduzierung des Virustiters erzielt
werden (Perrillo et al. 1990, Wong et al. 1993). Bei einem kleineren Anteil
kommt es sogar zur volligen Unterdrickung der Viramie und einer HBsAg-
Serokonversion. Die Interferonbehandlung flhrt jedoch zu schweren
Nebenwirkungen. Dazu zahlen zum Beispiel: grippedhnliche Symptome,
Depressionen, Leukopenie und Haarverlust (Perillo 2009). Aus diesem Grund
sollte die Therapie nur bei ausgesuchten Patienten eingesetzt und bei
ausreichendem Ansprechen fortgesetzt werden. Die Beobachtung des HBsAg-
Levels ist eine gute Moglichkeit den anhaltenden Erfolg einer Interferon-alpha-
Therapie frihzeitig zu erkennen (Moucari 2009, Brunetto 2009).

Fur Patienten, die keine glinstigen Ausgangsbedingungen fir eine Interferon-
alpha Therapie aufweisen oder bei denen die Therapie Kkeinen
Behandlungserfolg gebracht hat, bleibt nur die Behandlung mit Inhibitoren der
reversen  Transkriptase  (Nukleos(t)idanaloga). Mindestens 60% der
behandlungsbediirftigen Patienten kdnnen dieser Kategorie zugeordnet werden.
Nukleos(t)idanaloga werden als inaktive Vorstufe (Prodrug) oral eingenommen
und in den Korperzellen zu den aktiven Wirkstoffen phosphoryliert. Die so
entstandenen Stoffe konkurrieren mit dem natlrlichen Substrat der viralen
reversen Transkriptase, den Nukleotidtriphosphaten (dNTPs), und fihren beim
Einbau in den Minusstrang zum Kettenabbruch. Dies verhindert die effiziente
Replikation des Virus, hat jedoch keinen Einfluss auf zellulare Polymerasen,
weshalb es nur selten zu Nebenwirkungen kommt. Der bereits vorhandene Pool
an cccDNA in den infizierten Zellen wird durch die Behandlung nicht beeinflusst
und kann zu einer sehr schnellen Reaktivierung der Virusreplikation fuhren,
wenn das jeweilige Mittel nicht regelmallig eingenommen wird. In der Regel
fuhrt diese Form der Behandlung nicht zur Heilung oder zur Kontrolle des Virus
durch das Immunsystem und muss lebenslang erfolgen.

Derzeit existieren vier klinisch besonders relevante antivirale Substanzen aus
der Wirkstoffklasse der Nukleos(t)idanaloga zur Behandlung der chronischen
Hepatitis B. Es handelt sich dabei um Adefovir, Entecavir, Lamivudin und
Tenofovir.

Als erster Inhibitor wurde Lamivudin im Jahre 1999 in Deutschland zur
Behandlung von HBV zugelassen und stellte sich als gute Alternative zur
Behandlung mit Interferon alpha heraus. Es handelt sich dabei um ein L-
Nukleosidanalogon des naturlichen Nukleosids Cytidin, bei dem das 3’-C-Atom
der Ribose durch ein Schwefelatom ersetzt wurde (Abbildung 10). Dadurch wird
keine Hydroxylgruppe mehr fur die Kettenverlangerung bereitgestellt (Ghany
und Liang 2007). Es wurde ursprunglich fur die HIV-Therapie entwickelt, zeigt
jedoch ebenfalls eine sehr gute Wirksamkeit gegen die reverse Transkriptase
von HBV.
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Abbildung 10: Strukurformeln der klinisch relevanten Nukleosidanaloga
Dargestellt sind die jeweils natirlich vorkommenden Nukleoside und die daraus abgewandelten
Analoga. (modifiziert nach Ghany und Liang 2007)

Im Jahre 2003 wurde Adefovir, welches ebenfalls aus der HIV-Forschung
hervorgegangen ist, als Alternative zu Lamivudin in Deutschland fur die
Behandlung zugelassen und bei lamivudin-resistenten HBV-Varianten
empfohlen. Es handelt sich um ein azyklisches Phosphonat (Abbildung 11)
welches als Nukleotidanalogon des Adenosins wirkt (DeClercq et al. 2005) . Es
stellte sich jedoch als suboptimale Behandlungsalternative heraus, da es nicht
bei allen Patienten die gewunschte Wirkung entfaltet und schon in geringen
Mengen nephrotoxisch ist.
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Abbildung 11: Strukturformeln der klinisch relevanten Nukleotidanaloga
Dargestellt sind das natlrlich vorkommende Nukleotide und die daraus abgewandelten Analoga.
(modifiziert nach Ghany und Liang 2007)
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Mit Entecavir wurde 2006 schlielich ein sehr potentes Mittel zur Bekampfung
der HBV-Infektion zugelassen. Dieses Cyclopentan (Abbildung10) ist ein
Nukleosidanalogon des Guanosins und wurde ursprunglich fir die
Herpestherapie entwickelt. Die bendtigte Dosis ist etwa um den Faktor 100
geringer als bei Lamivudin (Ghany und Liang 2007).

Das letzte fir HBV zugelassene klinisch relevante Mittel ist Tenofovir. Es stellt
eine leicht modifizierte Form des Adefovir mit einer zusatzlichen Methylgruppe
dar (Abbildung 11). Dadurch ist es weniger nephrotoxisch als Adefovir und kann
mit etwa 30fach hdoherer Konzentration bei Patienten eingesetzt werden
(Reynaud et al. 2009). Es ist derzeit das optimale Mittel unter den RT-
Inhibitoren.

1.9 Resistenzentwicklung

Die Entwicklung resistenter Virusvarianten stellt ein groRes Problem in der
Therapie mit Nukleo(s)tidanaloga dar. Bei der Behandlung mit Lamivudin tragen
bereits nach einem Jahr 23% und nach 5 Jahren bis zu 80% der Patienten
resistente Varianten. Nach der Zulassung von Adefovir wurden die
entsprechenden Patienten umgestellt, doch bis zu 20% sprachen von Beginn an
nicht auf die Therapie an und auch bei Patienten, die zuvor kein anderes Mittel
bekamen, wurde nach 5 Jahren bei 29% eine Resistenz festgestellt. Entecavir
zeigt mit 0,2% nach einem Jahr und 1,2 % nach 5 Jahren deutlich niedrigere
Resistenzraten. Dies gilt allerdings nur fur zuvor unbehandelte Patienten. In der
Gruppe der Patienten, die aufgrund von Lamivudin-Resistenz umgestellt
wurden waren nach 5 Jahren bereits 57% resistent gegen Entecavir. Tenofovir
ist das einzige Mittel bei dem bis jetzt noch keine Resistenzentwicklung bekannt
ist. Es wurde jedoch erst Mitte 2008 flr die HBV-Therapie zugelassen, weshalb
die Langzeitbeobachtung noch nicht abgeschlossen ist (Zoulim und Locarnini

2009).
Mehrere Faktoren begunstigen die rapide Anpassung des Virus. Da weder die
DNA-abhangige RNA-Polymerase Il der Zelle, noch die virale reverse

Transkriptase ein proof-reading aufweisen, wird mindestens 1 Fehler pro
100 000 Basen eingebaut (Girones und Miller 1989). Die HBV-Infektion zeichnet
sich zudem durch sehr hohe Virustiter aus. In einem hoch viramischen Trager
werden taglich Giber 10" neue Viren produziert (Ribeiro und Perelson 2002).
Zusammen mit der genannten Mutationsrate und der gegebenen Grol3e des
Genoms von etwa 3 kB wirde theoretisch jede Base des viralen Genoms
taglich 1000 bis 10000 mal mutiert werden koénnen. Aufgrund dieses
Umstandes liegt im Patienten immer eine Mischung aus verschiedenen
Virusvarianten vor, die auch als Quasispezies bezeichnet wird. Das Hepatitis B
Virus ist damit mindestens genauso variabel wie HIV oder andere RNA-Viren.
Die verschiedenen Virusvarianten bleiben zusatzlich lange als persistente
cccDNA-Form im Patienten in bestehen. Sowohl die cccDNA als auch die mit ihr
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infizierten Leberzellen haben eine lange Halbwertszeit (Seeger und Mason
2000, Lewin et al. 2001) und dienen somit als ,Gedachtnis® fir Mutationen. Ein
weiterer ungunstiger Faktor ist, dass meist eine einzige Mutation in einer der
katalytischen Subdomanen der reversen Transkriptase flir eine relevante
Resistenzentwicklung ausreichend ist. Steht die Viruspopulation dann unter
einem Selektionsdruck in Form eines Inhibitors, kommt es zur
Resistenzentwicklung. Dabei setzt sich eine Virusvariante durch, die unter der
entsprechenden Inhibitorkonzentration die hodchste Fitness (in Form von
Resistenz und Replikationsfahigkeit) aufweist. Anschliel3end kann es innerhalb
der neuen Quasispezies noch zu Sekundarmutationen kommen, die die Fitness
des Virus weiter erhohen.

Fur die Resistenz gegen die klinisch relevanten Inhibitoren sind bereits
verschiedene  spezifische = Aminosaureaustausche  der  katalytischen
Subdomanen bekannt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Wichtige bekannte Resistenzmutationen des HBV-RT-Bereichs

Im oberen Bereich ist der gesamte Polymerase-ORF mit den einzelnen Doméanen dargestelit. In
der Mitte ist vergroRert der schematische RT-Bereich mit den katalytischen Subdomanen (A bis
F) dargestellt. Darunter sind an der jeweils entsprechenden Position die wichtigsten bekannten
Resistenzmutationen der RT aufgelistet.(nach Zoulim und Locarnini 2009, modifiziert)

Erhoht sich die Viruslast im Patienten unter Therapie um mindestens Faktor 10,
so spricht man vom Virologic Breakthrough, dem einige Zeit spater ein
deutlicher Anstieg der ALT-Werte folgt (Biochemical Breakthrough). Da die
Inhibitoren die letzte Behandlungsmadglichkeit fur den Patienten darstellen, sollte
eine Resistenzentwicklung unter allen Umstanden vermieden werden. Eine
optimale Therapie sollte deshalb ein standiges Monitoring, sowie eine gutes
Vorhersagemodel fur Resistenzen beinhalten.
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1.10 Resistenz-Testsysteme

Um den Patienten eine optimale Behandlung zur Verfugung stellen zu kénnen
und die Resistenzentwicklung so gering wie moglich zu halten, mussen die zur
Verfugung stehenden Medikamente optimal genutzt werden kdnnen. Dies setzt
ein profundes Wissen Uber die Zusammenhange der Resistenzen, sowohl im
Gesamtbild als auch in Bezug auf den einzelnen Patienten, voraus.

Eine Moglichkeit resistente Viren in einem Patienten nachzuweisen und zu
charakterisieren ist der genotypische Ansatz. Hierbei wird dem Patienten Blut
entnommen, um die Virus-DNA isolieren und den relevanten Genombereich
analysieren zu konnen. Auf diese Weise konnen Mutationen festgestellt werden,
die bereits zuvor mit bestimmten Resistenzen assoziiert werden konnten. Auf
Grundlage des so erhaltenen Wissens lassen sich grobe Vorhersagen Uber den
Phanotyp der entsprechenden Virusvariante treffen.

Ein grolRer Nachteil des Ansatzes ist allerdings, dass nur bereits bekannte
Mutationen beurteilt werden kénnen und die Aussage uUber die Resistenz nur
relativ unsichere und keine quantitativen Angaben zulasst (Durantel 2005).
Neben der Analyse des Virusgenoms gibt es die Mdoglichkeit einzelne
Virusmutanten durch phanotypische Assays in vitro zu charakterisieren. Dabei
wird eine replikationsfahige Form des zu testenden Virusgenoms in humane
Hepatomzelllinien (z. B. HuH7, HepG2) eingebracht und anschliefend die
Replikation des Virus analysiert und mit einem Wildtyp verglichen um
Fitness,die Konzentration bei der das Virus in seiner Replikation um 50 %
gehemmt wird (ICsp) und Resistenzfaktoren bestimmen zu koénnen (Durantel
2005).

Die verschiedenen entwickelten Assays unterscheiden sich dabei sowohl in der
Form des Virusgenoms als auch der Methode die DNA in die Zellen zu bringen
und der Detektion der neu produzierten Virusgenome.

Neben dem zirkularisierten Genom ohne Vektor (Gunther 1995) wurden auch
Vektorsysteme mit 2fach Uberlangenkonstrukten und 1.3fach
Uberlangenkonstrukten (mit dem natirlichen HBV-Promoter) oder 1.1fach
Uberlangenkonstrukte (mit einem heterologen Promoter) eingesetzt (Durantel
2005).

Fur das Einbringen der HBV-DNA in die Zellen wurden sowohl Baculoviren
(Delaney und Isom 1998) als auch Adenoviren (Sprinzl et al. 2001) verwendet.
Die verbreitetste Variante ist allerdings die Transfektion bestimmter aus einem
Patienten isolierter Mutanten, die zuvor in einen Vektor kloniert wurden (Yang et
al. 2004, Langley et al. 2007, Villet et al. 2007). Beim Nachweis der Replikation
hat sich die wesentlich genauere Methode der Real-Time PCR (Durantel 2005)
gegenuber dem Southern Blot (Allen et al. 1998, Seignéres et al. 2002)
durchgesetzt.

Die Mdglichkeit Zellen sowohl stabil als auch transient zu transfizieren
ermoglicht die Anwendung dieser beiden Methoden flr unterschiedliche
Fragestellungen. Eine stabile Transfektion erlaubt es eine bestimmte
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Virusmutante sehr genau zu untersuchen und grof3e Mengen des Genoms bzw.
der Virusproteine herzustellen (Ladner et al. 1997, Fu et al. 2000, Yang et al.
2005, Qi et al. 2007), wahrend die transiente Methode schneller und effizienter
ist und eine Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Transfektionen
gewahrleistet (Durantel 2010).

1.11 Ziele der Arbeit

Bisher gibt es kein einheitliches und effektives System zur Phanotypisierung
resistenter HBV-Mutanten. Die einzelnen Testsysteme wurden jeweils nur auf
einige wenige Varianten angewendet und sind nur bedingt miteinander
vergleichbar. In dieser Arbeit soll innerhalb des HOPE-Kooperationsprojekts, ein
schnelles, vergleichbares und effizientes Hochdurchsatzverfahren zur
Phanotypisierung groller Mengen an Patientenisolaten etabliert und
angewendet werden. Hierfur sollte ein einfaches und kostenglnstiges 96-Well-
Zellkultursystem entwickelt werden. Auf Grundlage dieses Systems sollte ein
unkompliziertes und einheitliches Protokoll zur Klonierung, Kultivierung und
Transfektion geschaffen werden, sowie eine sensitive Mdoglichkeit die neu
produzierten Virusgenome zu detektieren und quantifizieren. Die Genauigkeit
und Zuverlassigkeit des Systems sollte anhand des Wildtyps ermittelt werden.
Anschlief3end sollten grof3e Mengen an Patientenisolaten charakterisiert werden
um ein genaueres Bild der relevanten Mutationen zu erhalten.

Die so generierten phanotypischen Daten sollen dem HOPE-Projekt zur
Erstellung eines auf dem Genotyp beruhenden computergestutzten
Vorhersagemodells zur Verfugung gestellt werden.

Nahere Informationen zu Mitgliedern, Zielen und Organisation des
Verbundprojekts: Validierung eines Assays zur Bestimmung von HBV-
Resistenzentwicklungen (HOPE) sind der Homepage des Bundesministerium
far Bildung und Forschung (BMBF) zu entnehmen
(http://www.gesundheitsforschung-bmbf.de).

Langfristig soll das entwickelte Resistenztestsystem aullerhalb des
Verbundprojekts ebenfalls fur die Charakterisierung neuer Inhibitoren und die
Uberpriifung bereits postulierter Resistenzmutationen dienen.

Zusatzlich sollte eine Madglichkeit gefunden werden komplette Virusgenome
unabhangig von den bisher verwendeten Hilfsvektoren (z. B. pCH9-3091) aus
dem Patienten direkt in replikationsfahiger Form, zu klonieren. Der dabei
verwendete Vektor soll sowohl eine transiente Transfektion als auch eine
schnelle und einfache stabile Transfektion gewahrleisten.
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2. Material
2.1. Gerate

Bakterienschiittler

Brutschrank

Centrifuge 5415C

Centrifuge 5417R
Elektrophoresekammer flir Agarosegele
Elisa-Reader

Freedom Evo 100/4D
KihIThermoMixer

Laborschuttler Swip KS 10 DIGI
Laminar Flow Sterilbank HB 2448
LightCycler 480 I

LightCycler® PCR Gerat
Mastercycler®

Mastercycler® gradient
Durchlichtmikroskop

Mikroskop mit Imaging-System
Minishaker MS2

pH Meter 26

Photometer Picodrop

PicoFuge™

Pipettierhilfen
Reinstwasseranlage
Spannungsquelle Modell 200
UV-Transluminator TFX-20M
Vortexer

Wasserbad

Zentrifuge CR422

2.2. Verbrauchsmaterial

Bakterienschalen

Deepwellplatte 2,2 ml 96-Well
Einwegpipetten (5 ml, 10 ml, 50 ml)
Einwegskalpelle

Glasbehalter (Messzylinder,Becherglaser etc.)
Konduktive Filterspitzen fur Freedom Evo

LightCycler 96-Well Platte
LightCycler® Kapillaren
Mikrotiterplatten MaxiSorb
PCR-Platten 96-Well
PCR-Tubes 0,2 ml
Pipetten

Pipetten

INFORS AG, Bottmingen, CH
SteriCult 200 LABOTECT, Géttingen
EPPENDORF, Hamburg
EPPENDORF, Hamburg

Roth, Karlsruhe

BioTek, Bad Friedrichshall

Tecan, Crailsheim

HLC, Bovenden

EDMUND BUHLER, Tiibingen
HERAEUS, Hanau

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

Zeiss, Wetzlar

Zeiss, Wetzlar/ Olympus SIS, Minster
MAGV, Rabenau-Londorf
RADIOMETER, Kopenhagen, DK
Biozym Scientific, Oldendorf
STRATAGENE, La Jolla, USA
INTEGRA Biosciences, Fernwald
MILLIPORE, Eschborn

GIBCO BRL, Life Technologies INC,USA
VILBER-LOURMAT, Torcy, FR

IKA Janke&Kunkel, Staufen
MEMMERT, Schwabach

JOUAN, Unterhachingen

BD Biosciences, Heidelberg
Thermo Fisher, Schwerte

BD Biosciences, Heidelberg
MAGYV, Rabenau-Londorf
SCHOTT, Mainz

Starlab, Ahrensburg

ROCHE Diagnostics, Mannheim
ROCHE Diagnostics, Mannheim
NUNC, Wiesbaden

Thermo Fisher, Schwerte

nerbe plus, Winsen/Luhe
EPPENDORF, Hamburg
GILSON, Limburg-Offheim



Pipettenspitzen
Pipettenspitzen, gestopft
Reaktionsgefalte 0,5 ml, 1,5 ml, 2 mi

Reaktionsgefalte 1,5 ml fir Freedom Evo

Reaktionsgefalte FALCON 15ml, 50 ml
Roéhrchen 12 ml

Roéhrchen 8 ml

Rundbodenplatten 96-Well

Zellkulturschalen 6 well, 12 well, 10 cm, 96-Well

SARSTEDT, NUmbrecht

nerbe plus, Winsen/Luhe
EPPENDORF, Hamburg
Neolab, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Greiner-Bio-One, Frickenhausen
SARSTEDT, NUimbrecht
Thermo Fisher, Schwerte

BD Biosciences, Heidelberg

2.3 Chemikalien, Pufferkomponenten, Medienzusatze

Adefovir

Agarose

Ampicillin

Bacto-Agar
Bacto-Hefe Extrakt
Bacto-Trypton
Bicarbonat

CaC|2 X2H20
Diethanolamin

DMEM ohne Phenolrot
DMEM (Pulvermedium)
DNA-Marker 1 Kb
dNTP Mix (10mM)
Entecavir

Ethanol 70% vergallt
Ethanol pur
Ethidiumbromid

FKS

FuGene HD

FuGene HD

Gel Auftragspuffer, blau (6X)
GeneJuice Transfektionsreagenz
Glycerol

Isopropanol

JetPrime
Kaliumdihydrogenphosphat
Kollagen Typ |
Lamivudin
L-Homoarginine
L-Hy2’'Fd4C
L-Hy2'Fd4FC

L-Hyd4C

L-Hyd4FC

MES

Sequoia, Pangbourne UK (SRP02644a)
SEAKEM BIOZYM, Oldendorf (840004)
Roth, Karlsruhe (2007081)

Difco, Detroit, USA (0140-01)

BD Biosciences, Heidelberg (288620)
BD Biosciences, Heidelberg (211705)
Sigma, Taufkirchen (S5761)

Sigma, Taufkirchen (C7902)

Sigma Taufkirchen (31590)

Invitrogen, Karlsruhe (21063)
Invitrogen, Karlsruhe (52100)
Invitrogen, Karlsruhe (15615-016)
Thermo Fisher, Schwerte (R0192)
Sequoia, Pangbourne UK (SRP010887¢)
Fischar, Saarbriicken (27660)
J.T.Baker (8228.2500)

SERVA, Heidelberg (21238.01)

PAA, Pasching, Osterreich (A15-101)
Promega, Mannheim (E2311/2)
Roche, Mannheim (04709713001)
New England Biolabs (B7021S)
MERCK, Darmstadtz (70967)

MERCK, Darmstadt (1040940500)
MERCK, Darmstadt (1070222511)
PEQLAB, Erlangen (13-114-01)
MERCK, Darmstadt (137039)

Becton Dickinson, Heidelberg (354236)
Sequoia, Pangbourne UK (SRP01125I)
Sigma Taufkirchen (53460)

PD Dr. Eckart Matthes

PD Dr. Eckart Matthes

PD Dr. Eckart Matthes

PD Dr. Eckart Matthes

Roth, (4256.2)
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Metafectene
Methylenblau

MgCl, Lésung (1 M)
MnCl, x4H,0

MOPS
para-Nitrophenylphosphat
PCR-Wasser
Penicillin/Streptomycin-Lsg.
Puromycin

Pyruvat

RbClI

Tenofovir

Biontex, Martinsried (T020)
Roth, (A514.1)

Sigma Taufkirchen (M1028)
Sigma, Taufkirchen (63535)
Roth, (6979.2)

Roth, (4165.1)

Applichem, Darmstadt (A7398)
PAA, Pasching (P11-010)
Roth, Karlsruhe (0240.4)

PAA, Pasching (S11-003)
Sigma, Taufkirchen (83979)
Sequoia, Pangbourne UK (SRP01194t)

Wenn nicht hier aufgelistet stammen die Chemikalien jeweils von Roth, Karlsruhe.

2.4 Enzyme und Kits

Cpol

High Pure Viral Nucleic Acid Kit
In-Fusion HD Cloning Kit

InviMag® Virus DNA Mini Kit

Kpn21

Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase
Plasmid Plus Midi Kit

Platinum® Tag DNA Polymerase High Fidelity

QIAprep Spin Miniprep Kit
QlAquick Gel Extraction Kit
QIAquick PCR Purification Kit
QPCR Capilliary Mix

QPCR SYBR Green Capilliary Mix
Sal | HF

Shrimp Alkaline Phosphatase
T4-DNA-Ligase

Trypsin/EDTA (5fach)

2.5 Plasmide und Primer

pCep4 (Invitrogen V044-50)

Es handelt sich um ein eukaryotisches Ex-
pressionsplasmid mit CMV-Promoter und
SV40 PolyA-Site. Neben den prokaryotischen
Elementen pUC-Ori und Ampicillin-Resistenz,
besitzt es ein Resistenzgen gegen Hygro-
mycin B, sowie den EBNA-1-ORF und den

OriP des Epstein-Barr-Virus.

Thermo Fisher (ER0741)
Roche (11858874001)
Clontech (639643)
Invitek (1440200350)
Thermo Fisher (ER0531)
Thermo Fisher (F530s)
Qiagen (12943)
Invitrogen (11304)
Qiagen (27104)

Qiagen (28704)

Qiagen (28104)
AB-1283/B

AB-1285/B

New England Biolabs (R3138)
Thermo Fisher (EF0511)
Thermo Fisher (ELO011)
PAA (L11-003)

Hind I
Not |
Xho |
Sfi |
BamH |

222
SE3

Kpn |
Pvu ll

Sal | Sal |l
s ECORV

pCEP4

10.2 kb

Nrul
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pCep-Puro (selbst erstelit)
Bei diesem auf pCEP4 basierenden Plasmid wurde das Gen fur die
Hygromycin-Resistenz durch das Gen fur die Puromycinresistenz ausgetauscht.
Das Puromycin-Resistenzgen wurde vom Vektor pPur (631601 Clontech)
erhalten. Der Vektor pPur wurde freundlicherweise von Herrn Professor Dr.
Michael Kracht zur Verfligung gestellt.
pCep-Puro-Cherry (selbst erstelit)
Dies ist der pCep-Puro-Vektor mit dem Fluoreszensprotein-ORF von mCherry
(aus dem Plasmid pczmCherry) in die Multiple cloning site (MCS) einkloniert.
pCep-Puro-3091 (selbst erstellt)
Dies ist der pCep-Puro-Vektor mit dem 1.1fachen HBV-Uberlangenkonstrukt
aus dem Vektor pCH9-3091 in die MCS eingebaut.
pCep-Puro-ID309 (selbst erstelit)
Dies ist der pCep-Puro-Vektor mit einem 1.1fach Uberlangenkonstrukt aus dem
Patientenserum ID309 in die MCS eingebaut.
pczmCherry
Es handelt sich hierbei um das Plasmid pcDNA3.1+ mit Zeomycin-Resistenz,
welches den mCherry-ORF in der MCS enthalt. Das Plasmid wurde
freundlicherweise von Herrn PD Dr. Dirk Lindemann zur Verfligung gestellit.
pCH-9-3091 CMV-Promoter
Dieses pBR322-Derivat enthalt einen ‘
CMV-Promoter und ein nachge-
schaltetes 1.1faches Uberlangen- ColE1 origin /.

r pch-9-3091

konstrukt eines HBV-Genoms

Genotyp D (Serotyp ayw1,GenBankiD: ‘
DQ464168.1, Junker-Niepmann et al.  ampicitiinresistenz
1990). Esflhrt zur Produktion vollstandiger

Viren. Das Plasmid wurde freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Ulrike Protzer
zur Verfugung gestellt. Es dient als Wildtyp und Klonierungskasette aller HBV-
Genome des phanotypischen Assays.

pBB-ID309 (selbs erstelit)

Vektor mit einem HBV-Genom aus dem Patientenserum ID309 in das
Vektorbackbone von pCH9-3091 einkloniert.

6338 bp 1.1faches

HBV-Konstrukt

Notl WGy McCS

pSEAP2-Control (Clontech, 631717 ) tasas) \ ‘}‘i2j5~25‘”
Dieses Plasmid codiert fiir eine um den Bami
Membrananker trunkierte, sekretierte / g

Form der humanen placentalen alka- . C o
lischen Phosphatase (SEAP) unter der pSEAP2-Control
Kontrolle des SV40-Promoters. Es dient Amp’ S1kb

als Transfektionskontrolle. Asel SVa0
(3623) pU_C enhancer

on

TB = Transcription blocker
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pBs HBV 991 T7 Dimer

Es handelt sich um den Vektor pBluescript || SK von Fermentas mit einem HBV-
Genom-Dimer (HBV Genotyp A2, Gen Bank X51970) in die MCS einkloniert.
Das Dimer wurde dem Vektor puc991 entnommen.

pmaxGFP (Amaxa/Lonza, Kdin)

Dieses eukaryotische Expressionsplasmid codiert den ORF fir das grin
fluoreszierende Protein. Es enthalt eine Kanamycin-Resistenz.

pCX

Dieses Plasmid ist ein pCDNA3-Derivat mit dem X-ORF eines Genotyp A in die
MCS einkloniert (Schuster et al. 2000).

Tabelle 1: Sequenzierprimer:

Name Sequenz 5’-3’

CMV-fw cgcaaatgggcggtaggcegtg
SP6 atttaggtgacactatagaa
preS1 sense gtcaccatattcttgggaac

S6 as ckttgacadactttccaatcaatag
Pol sense actcctccagcttatagacc

Pol antisense atatttggtgggcgttcacg

gap reverse tttgtagtatgccctgagcc

gap2 reverse aatgtttgctccagacctgc

vor SV40 reverse atgtctggatccggccttge

Die Primer wurden entweder direkt bei GATC synthetisiert oder von MWG
synthetisiert und fur die Sequenzierung mitgeschickt.

Tabelle 2: Primer fiir Klonierungen

Name Sequenz

11-A fw ataagcagagctcgtcgacgcaccatgcaactttttcacc
11-N-rev ccgcagacacatccagc

11-D-fw tggatgtgtctgcgge

11-l-rev agcaagcttgctagcgaaggaaagaagtcagaaggc
3091-30nt fw ataagcagagctcgtcgacg

3091-30nt rev agcaagcttgctagccgactcactatagggctageg
Cepu mcs fw ctgctagcaagcttgctage

Cepu mcs rev cagcttctagagatctgacgg

Cepu-30nt fw gctagcaagcttgctagegg

Cepu-30nt-rev acgagctctgcttatatagacctcc

cherry fw gatctctagaagctgcctacgtctcatcagcatgg
cherry rev caagcttgctagcagccactgtgctggatatctgc
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Cloning-BB-Will-fw

accatgcaactttttgaagagctcaagcttcgctagccctatagtgagtcg

Cloning-BB-Will-rev

ggcagaggtgaaaaagaagagctcaagcttctgcttatatagacctcccacc

Infu-pceppur-fw

gctattggccattgcatacg

Infu-pceppur-rev

acccttggcagaacatatcc

Infu-ppur-fw

tgttctgccaagggtttctccttacgceatctgtge

Infu-ppur-rev

gcaatggccaatagcggaggttagggtttatgagg

Pol-Hope-Forward

gtcacttccggagactactgttgttagacgacg

Pol-Hope-Reverse

gcgcatcggtccggcagatgagaaggce

Will-P1-11-fw tttcacctctgcctaatcatc
Will-P2-11-rev aagttgcatggtgctgg
Will1-xs tttttcacctctgcctaatca
Will2-xs aaaaagttgcatggtgctgg

Tabelle 3: Primer und Sonden fiir Real-Time-PCR

Name Sequenz

X2-sense gacgtcctttgtytacgtccegtc

X2-antisense tgcagagttgaagcgaagtgcaca
X-PCR-Sonde Fam-ctccccgtetgtgcecttctcatctgeecg-Tamra
Hope-sense actaggaggctgtaggcata

Hope-antisense agactctaaggcttccecg

Tamra = Tetramethylrhodamine, Fam = Carboxyfluorescein, y = C oder T

2.6 Patientenseren und Patientenisolate

Tabelle 4: Patientenseren oder isolierte Virusgenome, HOPE-Projekt

In Klammern sind die in Giel3en erstellten Klone aufgezahlt, die aus den
jeweiligen Seren entstammen und in den phanotypischen Assay eingegangen
sind. Alle gezeigten Seren wurden freundlicherweise von Dr. Florian van
Bommel zur Verfigung gestellt.

FvB-147(1,3) FvB-158(1,2) FvB-167(7)
FvB-150(1) FvB-161(4) FvB-169(2,4)
FvB-153(1) FvB-162(1) FvB-170(5)
FvB-154(2,3,9) FvB-164(1,7) FvB-172(1,4,5)
FvB-155(1) FvB-165(2) FvB-175(9,14)
FvB-157(1) FvB-166(1,3)
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Tabelle 5: Patientenisolate, HOPE-Projekt
Die aufgelisteten Klone lagen bereits als Plasmid vor und wurden von Maria
Neumann-Fraune (Uniklinik KéIn) kloniert und zur Verfugung gestellt.

KW-WH2-34 RK-16-3 RK-182-1 RK-24
RK-117-3 RK-16-5 RK-190-1 RK-266-2
RK-16-1 RK-172-2 RK-2-1 RK-44
RK-162-1 RK-172-3 RK-224-5 WH-2-10-1

Sonstige Patientenseren:

1D309

Serum aus dem Konsiliarlabor fir Hepatitis B mit der internen
Identifikationsnummer 309. Dies ist ein Serum eines chronisch infizierten
Patienten mit hoher Viruslast und dem Genotyp D. Es dient in aufgereinigter
Form als Standard fir alle in dieser Arbeit verwendeten quantitativen PCRs und
als Template fiir die Konstruktion eines 1.1fachen Uberlangenkonstrukts.

K229, K257, K259

Seren aus dem Konsiliarlabor fur Hepatitis B. Es handelt sich um Seren der
Patienten 1 (K229),2 (K259) und 3 (K257) aus dem Artikel: ,Variant of Hepatitis
B Virus with Primary Resistance to Adefovir®, erschienen im New England
Journal of Medicine (Schildgen et al. 2006). Die Seren sind jeweils Abnahmen
unter Adefovirtherapie.

2.7 Bakterien und Zellen

Hepatomzelllinien

HepG2
Diese Zelllinie ist 1975 aus dem Hepatoblastombiopsiematerial eines 15

jahrigen mannlichen Amerikaners (europaischen Ursprungs) entstanden. Diese
Zellen zeigen viele verschiedene leberzellspezifische Differenzierungen(Aden et
al. 1979).

HuH7
Diese Zellline wurde aus einem differenzierten hepatozellularen Karzinom eines
57-jahrigen mannlichen Japaners gewonnen (Nakabayashi et al. 1982).

HuH7-Munchen

Diese Zelllinie ist ein Abkdmmling der HuH7-Zelllinie, bei dem kein Reimport
reifer Core-Partikel in den Zellkern mehr stattfinden soll (persdnliche Mitteilung
Prof. Dr. Protzer).
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Bakterienstimme

One Shot Mach1™ E. coli

Aus diesen urspringlich von Invitrogen stammenden Bakterienzellen (C8620-
03) werden neue chemisch kompetente Zellen hergestellt und fir
Standardklonierungen und Transformationen verwendet.

Stellar Competent Cells

Diese chemisch kompetenten E. coli haben eine Transformationseffizienz von

> 5 x 10% cfu/ug. Sie sind Bestandteil des In-Fusion HD Cloning Kits und
wurden fur In-Fusion-Klonierungen verwendet.

2.8 Puffer, Losungen und Medien

PBS:

137 mM NaCl, pH 7,4

2,7 mM KCI

8 mM NazHPO4 x 2 H,0
1,8 mM KH2PO4

pH auf 7,4 einstellen mit HCI

PBS™
100fach Stammldsung PBS™ (1,32 g CaCl, + 2,133 g MgCl, ad 100ml Bidest)
in PBS 1 zu 100 verdunnt

DMEM(10L) zur Kultivierung der Hepatomzelllinien:
DMEM (Pulvermedium) nach Herstellerangaben

100 ml Penicillin/Streptomycin-Lsg. (100 x)
3749 Bicarbonat

100 ml Pyruvat (100 mM)

1-10% FKS

mit H,O auf 10 | auffillen

DMEM zur Inkubation wahrend des phanotypischen Assays:

10 mi FKS
5 mi Pyruvat (100 mM)
5ml Penicillin/Streptomycin-Lsg. (100x)

mit DMEM ohne Phenolrot auffillen auf 500 ml
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TAE(50fach):

242 g Tris

57,11 Eisessig

in 100 ml EDTA (0,5 M)

auf pH 8,0 einstellen mit Essigsaure
1 zu 50 in Bidest verdiinnen fur Gebrauchslésung

TFB 1 (Transformation Buffer 1)

10 mM MES (pH 6,2)
100 mM RbCl

10 mM CaCl, x 2 H,0
50 mM MnCl, x 4 H,0

auf 500 ml mit Bidest auffllen
auf pH 5,8 mit Essigsaure einstellen

TFB 2 (Transformation Buffer 2)

10 mM MOPS

10 mM RbCI

75 mM CaCl2 x 2 H20
15 % Glycerol (v/v)

auf 100 ml mit Bidest auffullen
auf pH 6,5 mit Kaliumhydroxid einstellen

SEAP-Puffer:

10,51 ¢ Diethanolamin (100%)

50 ul MgCl, (1M Lésung)

0,089 g L-Homoarginin (MG 224,7)

mit Bidest auf 50 ml auffillen

Trypsin/ EDTA-LOsung:
100 ml Trypsin/EDTA (5fach)
400 ml PBS

LB-Medium:

10g Bacto-Trypton

5¢g Hefe-Extrakt

10g NaCl

auf 1 Liter mit Bidest auffillen autoklavieren

Bacto-Agar mit Ampicillin:
400 ml LB-Medium
759 Bacto-Agar
aufkochen, auf 60°c abklhlen lassen, 800 yl Ampicillin (50 pg/ml) zugeben
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3. Methoden

3.1 Aufreinigung der Virus-DNA aus Serum

Alle Seren wurden nach Herstellerangaben mit dem High-Pure-Viral-Nucleic-
Acid-Kit von Roche aufgereinigt. Dazu wurden je 50 pl bis 200 pyl Serum
eingesetzt.

3.2 Klonierung von Patientenisolaten in pCH9-3091

Fur die phanotypischen Untesuchungen wurde der Polymerase-ORF des
Wildtypplasmids (pCH9-3091) jeweils durch den entsprechenden Polymerase-
ORF des Patienten ersetzt.

Amplifizierung des Polymerase-ORFs:
Die aufgereinigten HBV-Genome aus Patientenserne wurde jeweils in folgende
PCR eingesetzt:

5uL 10xPuffer (ohne MgCl,)

1uL Pol-Hope-forward (10 pmol/pl)
1uL Pol-Hope-reverse (10pmol/ul)
1uL dNTPs (10 mM)

2uL MgSO, (50mM)

0,25uL High Fidelity Platinum Taq
35,75uL H,O

4L Virus-DNA

Tabelle 6: Temperaturprofil der PCR:

Temperatur Zeit Zyklen
94°C 2 min 1
94°C 40 sec
62°c 45 sec 35
72°C 3 min
72°C 10 min 1
4°C 0 1

Je 3 ul des erhaltenen Amplifikats wurden anschlielend mit 7 yl TAE und 2 ul
Gel Loading Dye auf ein 1%iges Agarosegel (1g Agarose in 100 ml TAE mit 0,1
pug/ml EtBr) aufgetragen und zusammen mit dem 1 kb DNA Marker (Invitrogen)
bei 75 V gefahren. Das Amplifikat wurde damit auf Grof3e, Qualitdt und Menge
hin Gberpruft. Anschlielend wurde der Rest des Amplifikats mit dem Qiaquick
PCR Purification Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt und in 30 pl eluiert.
Das Aufreinigungskit basiert auf Bindung der DNA an eine Silikamembran, dem
Waschen mit ethanolhaltigen Puffern und dem Eluieren mit wasserhaltigem
Elutionspuffer. Das erhaltene Eluat wurde mit 2ul Kpn21, 2 ul Cpol und 4yl
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Tangopuffer versetzt und 2 h bei 37°C im Heizblock inkubiert. Anschliel3end
wurde 20 min bei 80°C inaktiviert.

Zeitgleich wurde der Vektor pCH9-3091 vorbereitet. Zu 4 pg Vektor-DNA
wurden je 2 ml Cpol, 2 pl Kpn21 und 2 pl Tangopuffer gegeben. Der Ansatz
wurde mit Bidest auf 20 ul aufgeflllt und 2 h bei 37°C inkubiert. Dann wurden
2,5 ul Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP) und 2,5 ul 10fach-SAP-Puffer
hinzugeflgt und 1 h bei 37°C inkubiert. Es folgten 20 min Inkubation bei 80°C.
Sowohl Vektor als auch Amplifikat wurden anschlielend mit entsprechender
Menge Gel-Loading Dye (6fach) vermischt, auf ein 0,8%iges EtBr-freies
Agarosegel aufgetragen und bei 75 V aufgetrennt.

Das Gel wurde 15 min in 0,02%iger Methylenblaulésung (in Bidest) unter
schitteln gefarbt und 20 min mit Bidest (mehrfach gewechselt) schittelnd
entfarbt. Die 3,9 kb grolRe Vektorbande (pCH9-3091 Fragment ohne Pol-ORF)
und die 2,4 kb groRe Bande des Amplifikats wurden mit einem Einwegskalpell
aus dem Gel geschnitten und jeweils mit dem QIAquick Gel Extraction Kit nach
Herstellerangaben aufgereinigt und in 30ul eluiert. Die Konzentrationen der
DNAs wurden mit dem Picodrop-Photometer bestimmt. Vektor und Amplifikat
wurden dann im molaren Verhaltnis 1 zu 3 mit maximaler DNA Menge in 10 ul
Gesamtvolumen gemischt. Zu dem Ansatz wurden 2 ul T4-DNA-Ligase und 2yl
T4-DNA Ligase 10 fach Puffer gegeben und mit Bidest auf 20 ul Endvolumen
aufgeflllt. Als Kontrollansatz diente eine Ligation, die nur den Vektor enthielt.
Die Ansatze wurden je 20 min bei RT inkubiert. Anschlie3end wurden je 2 pl flr
eine Transformation von Mach | Zellen verwendet (siehe 3.4). Am nachsten Tag
wurden bei erfolgreicher Klonierung (deutlich mehr Klone auf Platte mit
Amplifikat als auf Kontrollplatte) je 10 Klone mit einem Zahnstocher gepickt um
je 4 ml LB-Medium (mit Ampicillin) fiir eine Ubernachtkultur (37°C schiittelnd)
anzuimpfen. Am nachsten Tag wurden die Kulturen fir eine Miniprap-DNA-
Aufreinigung verwendet (sie 3.3). Je 1 uyg DNA wurde pro Plasmid in einen
Kontrollverdau mit Cpol und Kpn21 eingesetzt (wie weiter oben beschrieben
verdaut). AnschlieBend wurden die Verdaus mit Gel Loading Dye auf ein
1%iges Agarosegel aufgetragen und bei 75 V aufgetrennt. Die positiven Klone
(mit Insertbande) wurden an eine Sequenzierfirma zur Sequenzierung mit dem
Primer S6 antisense versendet (siehe 3.6).

Analyse der Sequenzen und Auswahl der Klone

Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der Internetplattform Geno2Pheno
analysiert (http://www.geno2pheno.org). Auf Grundlage der Analyse wurden in
Zusammenarbeit mit Bastian Beggel (Saarbricken, Mitarbeiter HOPE-Projekt)
interessante Klone herausgesucht. Die Bewertung erfolgte anhand der
bestehenden Resistenzen, dem Genotyp, sowie den bereits getesteten Isolaten.
Von den ausgewahlten Klonen wurden jeweils 2 pl der Miniprapplasmide fir
eine erneute Transformation eingesetzt. Von der Transformation wurde eine
Kolonie gepickt und in 40 ml LB (mit Ampicillin) fir eine Ubernachtkultur
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gegeben (37°C, schiittelnd). Am néachsten Tag wurde von der Ubernachtkultur
jeweils eine DNA-Aufreinigung mit dem Plasmid Plus Midi Kit durchgefihrt
(siehe 3.3). Die so erhaltene DNA wurde erneut durch eine Sequenzierfirma mit
dem Primer S6as sequenziert. Die erhaltenen Sequenzen dienten als
Grundlage fur den Abgleich mit den phanotypischen Daten und enthielten
mindestens die Informationen Uber die Aminosauren 80 bis 250 der reversen
Transkriptase des jeweiligen Isolates.

3.3 Plasmidpraparation

Sowohl die Plasmid Miniprap als auch die Plasmid Midiprap von Qiagen
beruhen auf der alkalischen Lyse zur Aufreinigung der DNA. Bei beiden Kits
wurde die Aufreinigung nach Herstellerprotokoll durchgefuhrt. Dabei wurden
4 ml (Miniprap) bzw 40 ml (Midiprap) Bakterienkultur durch Zentrifugation
pelletiert und in einen Resuspensionspuffer aufgenommen. Anschliel3end wird
ein alkalischer Lysepuffer hinzugeflgt. Die Bakterien 16sen sich auf und geben
DNA, RNA und Proteine frei. Die RNA wird durch die im Resuspensionspuffer
vorhandene RNAse verdaut und die gefallten Proteine werden meschanisch
abgetrennt (Zentrifugation, Filterspritze). Die DNA wird an eine Silikamembran
gebunden und mit Waschpuffern gereinigt. Danach wird die DNA eluiert. Bei
einer Miniprap liegen 50 ul Eluat mit etwa 300 ng/ul vor. Bei einer Midiprap
liegen 200 ul Eluat mit etwa 800 ng/ul vor.

3.4 Transformation

In ein neues Reaktionsgefall (1,5 ml) wurden je 2 ul des Plasmids oder
Klonierungsansatzes uUberfuhrt. Dazu wurden vorsichtig 45 ul auf Eis stehende
chemisch kompetente Mach |- oder Stellar-Bakterienzellen pipettiert und 30 min
auf Eis inkubiert. Danach folgten ein Hitzeschock im Heizblock bei 42°C flr 50
Sekunden und anschlieend eine Inkubation auf Eis fir 5 min. Zu den Ansatzen
wurden dann je 250 yl LB-Medium gegeben. Es folgte eine Inkubation von 1 h
bei 37°C schittelnd. Je 20 pl und 200 ul wurden anschliel3end auf eine LB-
Agarplatte mit Ampicillin ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.5 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien

Ein Aliquot vorheriger chemisch kompetenter Mach | wurde zum Animpfen einer
5 ml Ubernachtkultur verwendet. Am nachsten Tag wurde die Kultur 1 zu 10 in
LB verdinnt und schuttelnd inkubiert, bis zu einer ODss5p von 0,45. Die Kultur
wurde 15 min auf Eis inkubiert und anschliefend bei 2500 rpm und 4°C
zentrifugiert (CR422). Das Pellet wurde in 16 ml kaltem TFB 1 Puffer
resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Danach wurde erneut zentrifugiert
und das Pellet in 1,6 ml kaltem TFB 2 aufgenommen. Nach einer weiteren
Inkubationszeit von 15 min auf Eis wurden 105 ul grof3e Aliquots in 1,5 ml
Gefallen hergestellt und bei -70°C bis zur Verwendung gelagert.
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3.6 Sequenzierung

Es wurden 30 pl mit 100 ng/ul des entsprechenden Plasmids an die jeweilige
Sequenzierfirma geliefert. Falls n6tig wurde der Sequenzierprimer dazupipettiert
oder mitgeliefert. Die Proben wurden jeweils nach Angaben der
Sequenzierfirma verschickt und behandelt. Folgende Sequenzierfirmen wurden
in Anspruch genommen:

GATC Konstanz
SeqglLab Gottingen
LGC Genomics Berlin

3.7 Klonierungen mit In-Fusion HD Cloning Kit

Der genaue molekulatbiologische Mechanismus dieser Klonierungsmethode
wird vom Hersteller nicht bekannt gegeben. Das System beruht jedoch
wahrscheinlich auf einer modifizierten Form des Ligation Indipendent Cloning
(LIC), bei dem die 3’-5’-Exonukleaseaktivitat bestimmter Polymerasen genutzt
wird um Uberhange zu erzeugen, die komplementar zueinander sind (Lu 2005 ).
Die Vorteile dieser Klonierungsmethode sind, dass keinerlei Restriktionsenzyme
oder Schnittstellen bendétigt werden und deshalb keine Beschrankungen bei
Klonierungen vorliegen.

3.7.1 Klonierung verschiedener Vektoren

Alle Vektoren und Inserts wurden mittels spezifischer Primer mit der Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase nach folgendem Mastermix und Temperaturprofil
amplifiziert:

10 yL 5fach HF-Puffer

1uL forward Primer (10 pmol/pl)

1uL reverse Primer (10pmol/ul)

1uL dNTPs (10 mM)

0,5 uL Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase

O bis2,5ul DMSO

5L Plasmid DNA oder Serum DNA (1 bis 10 ng/pl)

mit H20 auf 50 ul aufgefullt

Tabelle 7: generelles Temperaturprofil der PCRs:

Temperatur Zeit Zyklen
98°C 1 min 1

98°C 10 sec

56-72°C' 30 sec 35
72°C 20 sec/kB

72°C 10 min 1

4°C 0 1

1: Die Annealingtemperatur wurde dem jeweiligen Primerpaar angepasst.
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Je 3 pl PCR-Produkt wurden zur Evaluierung auf ein 1%iges Agarosegel mit
EtBr aufgetragen. Das restliche Volumen wurde anschlieRend auf ein EtBr-
freies 0,8%iges Agarosegel aufgetragen und mittels Methylenblau gefarbt(siehe
3.2). Die Banden mit der jeweils passenden GroRe wurden ausgeschnitten und
mittels QIAquick Gel Extraction Kit nach Herstellerangaben aufgereinigt (siehe
3.2). Vektor und Insert wurden anschlieRend im Verhaltnis 1 zu 2 in die In-
Fusion Klonierung eingesetzt, die nach Herstellerangaben durchgeflhrt wurde.
Je Ansatz wurden 2 ul fur die Transformation der mitgelieferten chemisch
kompetenten Bakterien (Stellar) verwendet (siehe 3.4).

Von den gepickten Klonen wurde jeweils eine Miniprap durchgefihrt (siehe 3.3)
und die DNA wurde flr einen Kontrollverdau mit Sal | eingesetzt. Dabei wurden
je 1000 ng Plasmid-DNA mit 2 ul Sal | HF und 2 ul NEB-Puffer 4 gemischt, auf
20 ul mit Bidest aufgeflllt und 1 h bei 37°C inkubiert.

Der Verdau wurde auf ein 1%iges EtBr-haltiges Agarosegel aufgetragen und bei
75 V gefahren. Es wurden anschlieRend jeweils Klone mit dem passenden
Bandenmuster fir eine Plasmid Midiprap verwendet (siehe 3.3).

Bei den Plasmiden mit einem HBV-Genom oder HBV-Uberlangenkonstrukt
wurde anschlielend die komplette Sequenz des Inserts mit den passenden
Sequenzierprimern aus Tabelle 1 sequenziert (siehe 3.6 und 2.5).

Tabelle 8: hergestellte Plasmide mit verwendeten Primern und Templates

Plasmid Template Primer Template Primer
Vektor Vektor Insert Insert
pCep-Puro pCep4 Infu-pceppur-fw pPur Infu-ppur-fw und
und rev rev
pCep-Puro- | pCep-Puro | Cepu mcs fw und pczmCherry Cherry fw und
Cherry rev rev
pCep-Puro- | pCep-Puro | Cepu-30nt fw und pCH9-3091 3091-30nt fw
3091 rev und rev
pBB-ID309 | pCH9-3091 | Cloning-BB-Will- ID309 Serum- Will1-xs und
fw und rev DNA Will2-xs

3.7.2 Erstellung eines 1.1fach-Uberlingenkonstrukts

Mit der In-Fusion-Klonierungsmethode ist es mdglich mehrere Fragmente
innherhalb einer Klonierung gleichzeitig zielgerichtet und nahtlos in einen Vektor
einzubauen. Aufgrund dieser Tatsache wurde die Methode verwendet um aus
einem einklonierten HBV-Ganzgenom (1,0fache Lange) mit einer einzigen
Klonierung ein replikationsfahiges 1.1faches Uberlangenkonstrukt herzustellen.

Hierzu wurde das HBV-Genom des Plasmids pBB-ID309 als Template
verwendet. Mit den Primern Will-P1-11-fw und Will-P1-11-rev wurde das
Ganzgenom amplifiziert (nach dem in 3.7.1 aufgefihrten PCR-Protokoll). Das
PCR-Produkt wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach
Herstellerangaben aufgereinigt und in 30 pl eluiert. Zu dem Eluat wurden 4
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10fach T4-Ligasepuffer, 4 ul T4-Ligase und 2 pl Bidest geben. Anschlie3end
wurde 1 h bei RT inkubiert. Das ligierte PCR-Produkt wurde 1 zu 100 verdinnt
als Template fir zwei weitere PCRs eingesetzt, deren Amplifikate zusammen
das Uberlangenkonstrukt bilden. Fiir die Vektor-PCR wurde das Plasmid pCep-
Puro als Template verwendet. Die PCRs sind in Tabelle 9 aufgefiihrt. Die
Amplfifiakte wurden anschlieBend wie in 3.7.1 beschrieben aus einem
Methylenblaugel aufgereinigt und in die In-Fusion-Klonierung nach
Herstellerangaben eingesetzt. Die Transformation und der Sal | Kontrollverdau
wurden wie in 3.7.1 beschrieben durchgeflhrt. Die komplette Insert-Sequenz
wurde mit den passenden Primern aus Tabelle 1 ermittelt (siehe 3.6 und 2.5).

Tabelle 9: Primer und Templates fiir die Uberlingenklonierung

PCR-Produkt Template Primer
pCep-Puro-Vektor- pCep-Puro Cepu-30nt fw und rev
Fragment
5’-terminale Halfte ligiertes PCR-Produkt | 11-A fw, 11-N-rev
Uberlangenkonstrukt ID309
3’-terminale Halfte ligiertes PCR-Produkt | 11-D-fw, 11-I-rev
Uberlangenkonstrukt ID309
3.8 Zellkultur

3.8.1 Auftauen von Zellen

Die im Stickstofftank gelagerten Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut und anschlieBend auf eine 10 cm Zellkulturschale geschuttet, in der
bereits 10 ml 10% FKS DMEM vorgelegt war. Nach etwa 4 h Inkubation im
Brutschrank wurde der Uberstand durch neues 10% FKS DMEM ersetzt.

3.8.2 Kultivieren von Zellen

Sofern nichts anderes vorgesehen war wurden die Zellen mit 5% bis 10% FKS
DMEM im Brutschrank bei 37°C, 96% Luftfeuchtigkeit und 7% CO; kultiviert und
regelmalig passagiert um eine Konfluenz von etwa 50% zu halten. Dabei
wurden die Zellkulturschalen bei HepG2-Zellen zuvor mit Kollagen Typ |
beschichtet, durch Schwenken und anschlielendes Abpipettieren einer
Kollagenverdinnung mit 2 mg/ml bis 4 mg/ml.

3.8.3 Passagieren der Zellen

Der Uberstand der Zellen wurde abgesaugt und etwa 10 ml vorgewarmtes PBS
wurde auf die Zellen gegeben. Nach mehrmaligem Schwenken wurde das PBS
abgesaugt und durch 2 bis 5 ml Trypsin/EDTA-LOsung ersetzt. Die Zellen
wurden im Brutschrank inkubiert, bis sie sich von der Platte I6sten. Nach
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Resuspension in der Trypsin/EDTA-L6sung wurde der entsprechende
Volumenanteil in eine neue 10 cm Schale mit 10 ml 5% bis 10% FKS uUberfuhrt.

3.8.4 Transfektion der Zellen

Die Zellen wurden am Vortag so passagiert, dass sie kurz vor der Transfektion
eine Konfluenz von etwa 80% aufwiesen. Je 8 ug Plasmid DNA (pro 10 cm
Platte zu transfizierende Zellen) wurden in einem 1,5 ml Reaktionsgefaly mit
350 yl vorgewarmtem DMEM ohne FKS vermischt und fur 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden 32 pl FuGene HD
Transfektionsreagenz dazugegeben, grundlich gemischt und 15 min bei RT
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die zu transfizierenden Zellen mit 10 ml
PBS™ gewaschen und anschlieRend wurden 10 ml 1% FKS DMEM
zugegeben. AnschlieBRend wurde das Gemisch aus DMEM, Plasmid und
Transfektionsagenz gleichmaRig auf die Zellkulturplatte getropft. Die Platten
wurde geschwenkt und Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Uberstéande der Zellkulturschalen durch neues Medium mit 1% bis
10% FKS DMEM mit oder ohne Phenolrot ersetzt.

3.8.4 Selektion der Zellen mit Puromycin

Nach der Transfektion mit einem Puromycin-Resistenzplasmid wurden die
Zellen mit DMEM mit 10% FKS und 1 pyg/ml bis 3 pg/ml Puromycin kultiviert.
Der Uberstand wurde in der ersten Woche taglich durch neues
puromycinhaltiges Kulturmedium ersetzt. Bei jeder Selektion wurde als Kontrolle
eine mit einem Kontrollplasmid (ohne Puromycin-Resistenz) transfizierte
Zellkulturschale mitgefuhrt bis alle Zellen gestorben waren.

3.9 Herstellung der Nukleo(s)tidanaloga Stocklosungen

Von den Nukleo(s)tidanaloga Adefovir, Entecavir, Lamivudin und Tenofovir
wurden fur die phanotypischen Tests innerhalb des HOPE-Projekts je 20 mg
abgewogen und mit dem entsprechenden Volumen H;O fir die
Molekularbiologie geldst um folgende Stocklésungen zu erhalten:

Adefovir 2mM

Entecavir 1 mM
Lamivudin 10 mM
Tenofofvir 2,5mM

Die Stockldsungen wurden anschlie3end aliquotiert und bei -70°C gelagert.

Fur die vom HOPE-Projekt unabhangigen phanotypischen Assays wurden
eigene Stocklésungen hergestellt.
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Die Inhibitoren:

L-Hyd4C (beta-L-2’,3’-didehydro-2’,3’-dideoxy-N4-hydroxycytidine)

L-Hyd4FC (beta-L-2’,3’-didehydro-2’,3’-dideoxy-N4-hydroxy-5-fluorocytidine)
L-Hy2’Fd4C (beta-L-2’,3’-didehydro-2’,3’-dideoxy-2’-fluoro-N4-hydroxycytidine)
L-Hy2’Fd4FC(beta-L-2’,3’-didehydro-2’,3’-dideoxy-2-fluoro-N4-hydroxy-5-fluorocytidine)

lagen bereits als 10 mM Ldsung in sterilem Wasser vor und wurden bei -70°C
bis zur Verwendung gelagert.

3.10 Real Time PCRs

3.10.1 X-PCR

Die X-PCR ist eine quantitative Real-Time PCR, die spezifisch eine Region im
X-ORF des HBV-Genoms erkennt. Diese PCR ist sehr sensitiv und
hochspezifisch aufgrund der verwendeten Hydrolysis Probe. Die Primer, sowie
die Sonde binden in hochkonservierten Bereichen des Genoms und kdnnen
deshalb einen Groldteil aller menschlichen HBV-Varianten detektieren. Diese
PCR unterscheidet nicht zwischen der relaxed circular DNA und einem HBV-
Genom in einem Plasmid.

PCR-Mix (pro Ansatz):

7 ul QPCR Capilliary Mix

1 ul X2 sense (10 pmol/ul)

1 ul X2 antisense (10 pmol/pl)
1 ul X-PCR-Sonde (5 pmol/pl)
+ 10 pl Probe

Die Proben wurden immer mit einem parallel gelaufenen PCR-Standard
(aufgereinigtes Serumvirus 1ID309) absolut quantifiziert. Der Mastermix wurde in
die 96-Well-PCR Platte vorpippetiert. Anschlieliend wurde die jeweilige Probe
dazugegeben. Die komplette Platte wurde 2 min bei 700 g zentrifugiert und in
das X-PCR-Programm im Light Cylcer Il eingesetzt.

Tabelle 10: Temperaturprofil des X-PCR-Programms

Aktivierung Amplifikation Kihlung
Anzahl Zyklen 1 45 1
Anfangstemperatur 95°C 95°C 66°C 72°C 40°C
Zeit 15 min 10 sek 20 sek 32 sek 30 sek
Zieltemperatur
(-1°C pro Zyklus) 54°C
Messung keine keine einmalig keine keine
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3.10.2 HOPE-PCR

Die HOPE-PCR ist eine quantitative Real-Time-PCR, die zwischen Plasmid-
DNA und Virusgenom diskriminiert. Die Primer sind so gelegt, dass der Abstand
in der relaxed circular Form des HBV nur 400 bp betragt, wahrend der Abstand
der Primer innerhalb eines Plasmids meherere Kilobasen betragt (abhangig von
der Grol3e des Plasmids. Aufgrund der genau abgestimmten Elongationszeit der
PCR ist die Amplifikation des 400 bp Stlcks sehr effektiv, wahrend die
Amplifikation des deutlich langeren Fragment um ca. 3 Logstufen schlechter ist.
Zur Detektion der DNA wird bei dieser PCR der unspezfische Farbstoff SYBR-
Green verwendet.

PCR-Mix (pro Ansatz):

8 ul QPCR SYBR Green Capilliary Mix
1 ul Hope sense (10 pmol/pl)

1 ul Hope antisense (10 pmol/ul)

+ 10 ul Probe

Die Proben wurden immer mit einem parallel gelaufenen PCR-Standard
(aufgereinigtes Serumvirus 1D309) absolut quantifiziert. Der Mastermix wurde in
die 96-Well-PCR Platte vorpippetiert. Anschlieiend wurde die jeweilige Probe
dazugegeben. Die komplette Platte wurde 2 min bei 700 g zentrifugiert und in
das HOPE-PCR-Programm im Light Cylcer Il eingesetzt:

Tabelle 11: Temperaturprofil des HOPE-PCR-Programms:

Aktivierung Amplifikation Schmelzkurve Klhlung
Zyklen 1 45 1 1
Anfangstemperatur 95°C 95°C 60°C 72°C 95°C 60°C 40°C
Zeit 15 min 15sek | 10sek |20 sek] 10 sek 15 sek 30 sek
Zieltemperatur
(+0,1°C pro sek) 95°C
Messung keine keine |einmalig| keine keine kontinuierlich | keine

3.11 Phanotypischer Assay

3.11.1 Transfektion und Inkubation der Zellen

FUr den phanotypischen Assay wurden HuH7-Munchen Zellen (alle Versuche
des HOPE-Projekts) bzw. HuH7-Zellen (alle anderen Versuche) in 5% FKS
DMEM auf 10 cm Platten kultiviert. Am Vortag der Transfektion wurden die
Zellen so passagiert, dass sie am nachsten Tag eine Konfluenz von etwa 80%
aufwiesen. Anschlielend wurden die Zellen mit 1 ug pSEAP2-control und 7 ug
des jeweiligen Patientenisolates (in pCH9-3091) transfiziert (sieche 3.8.4). Am
folgenden Tag wurde der Uberstand abgesaugt und die Zellen mit 10 ml PBS
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gewaschen. AnschlieBend wurden auf jede Platte 5 ml Trypsin/EDTA-L6sung
gegeben. Die Zellen wurden im Brutschrank inkubiert bis sie sich von der
Zellkuturschale |6sten. Anschlieiend wurden sie in der Trypsin/EDTA-L6sung
resuspendiert und die Suspension wurde in ein 50 ml Falcon Uberfuhrt, welches
20 ml vorgewarmtes 1% FKS DMEM enthielt. Die Falcons wurden bei 60 g fur 6
min zentrifugiert (1. Waschschritt). Der Uberstand wurde abgesaugt. Das
Zellpellet wurde in 25 ml vorgewarmtes 1% FKS DMEM aufgenommen und
erneut bei 60g flr 6 min zentrifugiert (2. Waschschritt). Anschliel3end wurde das
Zellpellet erneut in 25 ml 1% FKS DMEM aufgenommen und in ein neues
Falcon Uberfuhrt. Nach der Zentrifugation bei 60 g fir 6 min (3. Waschschritt)
wurde das Zellpellet in 20 ml 2% FKS DMEM ohne Phenolrot aufgenommen.
Von dieser Zellsuspension wurden je 100 pl auf jedes Well einer vorbereiteten
96 Well Zellkulturschale pipettiert. In der 96 Well Zellkulturschale waren bereits
je 100 pl pro Well Inhibitorverdiinnung in 2% FKS DMEM ohne Phenolrot nach
folgendem Schema vorpipettiert:

Adefovir Entecavir Lamivudin Tenofovir
1]12]3 4 | 5] 6 7 | 8 | 9 10 | 11 | 12

A 200 uM 2000 nM 200 uM 200 uM

B 20 uM 200 nM 20 uM 40 uyM

C 2 uM 20 nM 2 uM 8 uM

D 0,2 yM 2 nM 0,2 uM 1,6 uM

E 0,02 uM 0,2nM 0,02 uM 0,32 uM

F kein Inhibitor

Damit ergaben sich je 3 Verdunnungsreihen mit 5 unterschiedlichen
Konzentrationen je Inhibitor und 12 Kontrollen ohne Inhibitor. Pro Plasmid
wurden so 72 Datenpunkte erzeugt. Bei jedem phanotypischen Assay wurde
jeweils mindestens ein Wildtyp (pCH9-3091) als Kontrolle und zum Vergleich
mitgefuhrt.

Die Zellen wurden 3 Tage im Brutschrank inkubiert. Danach wurden je 50 pl
Uberstand der Wells der Reihe 1 abgenommen und fiir den SEAP-Nachweis
verwendet. Die restlichen Uberstdnde wurden auf eine 96-Well
Rundbodenplatte tUberflihrt und bis zur Aufreinigung mit dem Freedom Evo von
Tecan bei -20°C gelagert.

3.11.2 SEAP-Nachweis

3.11.2.1 SEAP-Standard und Negativkontrolle

Fir die Herstellung des laborinternen SEAP-Standards, wurden 3
Zellkulturschalen (10 cm) mit HuH7-Munchen-Zellen mit je 8ug pSEAP2-control
transfiziert (siehe 3.8.4). Anschliellend wurden die Zellen 3 Tage mit 10 ml 2%
FKS DMEM ohne Phenolrot inkubiert. Die Uberstéande wurden vereint, gemischt
fir 30 min bei 65°C hitzeinaktiviert und aliquotiert.
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Zur Herstellung der Negativkontrolle wurde das pSEAP2-control-Plasmid bei der
Transfektion durch 8 ug pCEP4 ersetzt (Leervektor).

Bei jedem SEAP-Nachweis wurde der SEAP-Standard parallel in einer 1 zu 2
Verdinnung mit 7 Messpunkten aufgetragen. Der unverdinnte SEAP-Standard
wurde mit 400 % Transfektionseffizienz gleichgesetzt (anhand des Verhaltnises
zwischen Zellmenge, Volumen, Uberstand und Menge transfiziertem Plasmid
zwischen 96-Well und 10 cm Schale).

Es wurde ebenfalls je ein Well mit Negativkontrolle bei jedem Assay parallel
mitgemessen.

3.11.2.2 Messung des SEAP-Signals

Je 50 pul der Probe (immer 6 Ansatze pro Patientenisolat) wurden auf eine Elisa-
Platte pippetiert und flir 30 Minuten bei 65°C inkubiert. Dazu wurden 100 pl
SEAP-Puffer gegeben. Anschlieliend wurden 50 yl SEAP-Substrat (62 mg para-
Nitrophenylphosphat in 5 ml Bidest gelost) hinzugefligt. Die Messung der OD4s
im Elisa Reader erfolgte bei einer ODysp von 1,0 des hdchsten SEAP-
Standards.

Der Mittelwert des sechsfach Ansatzes wurde ermittelt und mit dem Signal des
SEAP-Standards verglichen. Die so erhaltenen Werte wurden in %
Transfektionseffizienz angegeben.

3.11.3 Aufreinigung der Uberstinde mit Freedom Evo 100/4D

Die DNA aus den erzeugten Zellkulturibertanden wurde in einem
automatisierten Verfahren mit dem Pipettierautomaten Freedom Evo 100/4D
durchgefuhrt. Dabei wurde das InviMag® Virus DNA Mini Kit verwendet. Es
basiert auf der Bindung der DNA an magnetische Kugelchen, dem Waschen mit
Ethanolpuffern und er Elution mit Wasser. Pro Probe wurden je 50 ul in die
Aufreinigung eingesetzt und je 100 pl aufgereinigte DNA erhalten.

3.11.4 Quantifizierung der DNA aus den Uberstinden

Die Quantifizerung der neu produzierten Viren im Uberstand erfolgte durch die
HOPE-PCR (siehe 3.10.2). Dabei wurden je 10 pl der aufgereinigten DNA
(siehe 3.11.3) eingesetzt. Je zwei Standardreihen des aufgereinigten Serums
ID309 wurde zur absoluten Quantifizierung mitgefuhrt.

3.11.5 Auswertung der erhaltenen Daten

1Cs0:

Von den je 72 erhaltenen Messwerten wurden die Ausreiller aus der
Auswertung ausgeschlossen (keine Daten aufgrund fehlender Aufreinigung, viel
zu hohe Werte aufgrund unspezifischer Amplifikation wahrend der PCR). Aus
den 12 Kontrollwerten der nicht inhibierten Wells wurden der arithmetische
Mittelwert und die Standardabweichung berechnet. Der Mittelwert diente als
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Referenz und wurde mit 100% Replikation des Virus gleichgesetzt. Aus den
jeweils 3 Ansatzen pro Inhibitorkonzentration wurden ebenfalls die
Standardabweichung und der Mittelwert ermittelt. Der Quotient aus dem
Mittelwert unter einer bestimmten Inhibitorkonzentration und dem nicht
inhibierten  Mittelwert, ergab die relative Replikation in  %. Durch
Logarithmierung der Inhibitorkonzentrationen wurde die nicht lineare Beziehung
in eine lineare uberflhrt. Der lineare Bereich wurde mathematisch ermittelt,
indem das Bestimmtheitsmal} der linearen Regressionsgeraden durch Hinzu-
oder Wegnehmen bestimmter Messpunkte optimiert wurde. Fur die
Regressionsgerade wurden jeweils 3 bis 4 zusammenhangende Messpunkte
verwendet. In Ausnahmefallen wurden nur die zwei Messpunkte fur die
Regressionsgerade verwendet, die in der Nahe der ICsy lagen. Anhand der
Gleichung der Regressionsgeraden wurde die ICs, nach folgender Rechnung
ermittelt:

IC50 in nM = (50% relative Replikation - Schnittpunkt mit der Y-Achse)/Steigung

Der Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der Y-Achse, sowie die Steigung
der Regressionsgeraden wurden mittels Excel berechnet.

Replikationsfahigkeit:

Fur die Berechnung der Replikationsfahigkeit einer bestimmten Virusvariante
wurden die gemessenen Virusmengen auf eine Transfektionseffizienz von
100 % normalisiert und anschlielRend durch die Virusmengen des ebenfalls
normalisierten parallel gelaufenen Wildtyps geteilt. Die Replikationsfahigkeit
wurde dann in % Replikation des Wildtyps angegeben.

Resistenzfaktor:

Innerhalb des HOPE-Projekts wurde der Mittelwert der ICso aller Wildtypen
ermittelt. Der Resistenzfaktor eines Virus entspricht hier jeweils dem Quotienten
aus der ICsp der Virusvariante durch die ICsg aus dem Wildtypkonsensus.

Bei den phanotypischen Assays, die unabhangig vom HOPE-Projekt
durchgefuhrt wurden, wurde der Resistenzfaktor jeweils durch den Quotienten
der ICso der Virusvariante durch die ICsy des parallel mitgefuhrten Wildtyp
berechnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Entwicklung eines phanotypischen Assays fiir HBV

4.1.1 Etablierung des SEAP-Test und des 96-Well Zellkultursystems
Fur die Entwicklung eines schnellen und kostengunstigen phanotypischen
Assays musste zunachst die Zellkultur auf das kleinstmdgliche Format gebracht
werden, bei dem noch ausreichend Signale detektiert werden konnten und
genugend Zellen Uberlebten. Aullerdem war es notwendig, die Eignung des
Plasmids pSEAP2-control als generelles Reporterkonstrukt zur Ermittlung der
Transfektionseffizienz festzustellen. Hierzu wurden HuH7-Munchen-Zellen in
10 cm Schalen mit je 8 pg pmaxGFP bzw. pSEAP2-control transfiziert und am
nachsten Tag auf unterschiedliche Zellkultur-Formate gesplittet. Nach drei
Tagen Inkubation wurde die Expression der beiden Reporterplasmide
untersucht.

48 Well 96 Well
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Abbildung 13: Expression der HuH7-Miinchen Zellen bei unterschiedlichen Zellkultur-
Formaten nach der Transfektion der Reporterkonstrukte

links: SEAP-Signal der Uberstande von pSEAP2-control bzw. pmaxGFP transfizierten Zellen bei
unterschiedlichen Zellkulturformaten, relativ zur pSEAP2-control transfizierten 10 cm Schale
(ODy4so = 1,45), rote Linie: Cut off; rechts: Anteil transfizierter Zellen bei der Transfektion mit
pmaxGFP und 2 sek UV-Belichtung, sowie lichtmikroskopische Aufnahmen der gleichen
Abschnitte, Anzahl der leuchtenden Zellen ausgezahlt

Die Expression des Reporterplasmids pSEAP2-control war bei allen
Zellkulturformaten in  etwa gleich stark und ausreichend um
Transfektionseffizienzen zu vergleichen (Abbildung 13 links). Nach drei Tragen
Inkubation war die Uberwiegende Mehrheit der Zellen sowohl im 48-Well Format
als auch im 96- Well Format noch lebendig (Abbildung 13 rechts). Bei etwa der
Halfte der Zellen konnte unabhangig vom Zellkulturformat eine Expression des
GFP nachgewiesen werden.

Um mit dem pSEAP2-control Plasmid die Transfektionseffizienz bestimmen zu
kénnen, musste nachgewiesen werden, ob die Menge an SEAP im Uberstand in
einer linearen Beziehung zur Menge des transfizierten Plasmids steht. Dazu
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wurden 10 cm Platten mit HuH7-Minchen Zellen mit unterschiedlichen Mengen
pSEAP2-control transfiziert und nach 3 Tagen Inkubation die Menge an SEAP
im Uberstand festgestellt. Abbildung 14 zeigt, dass die Starke des SEAP-
Signals linear abhangig ist von der Menge an transfiziertem Reporterplasmid.

1
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0,5 * /
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OD 450

Mg transfiziertes Plasmid

Abbildung 14: SEAP-Signal in Abhangigkeit der transfizierten Plasmidmenge
Es ist die OD4sy der in den SEAP-Assay eingesetzten Zellkulturiberstande aus den
Transfektionen mit unterschiedlichen Mengen an Reporterplasmid (1 pg, 2 ug, 4 ug, 8 ug)
gezeigt. Die rote Linie stellt den Cut-off dar. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert aus
Doppelansatzen. Die schwarze Linie stellt die lineare Regressionsgerade dar. Die Gleichung
und das Bestimmtheitsmal sind links neben der Regressionsgeraden angegeben.

4.1.2 Vergleich verschiedener Transfektionsreagenzien mit Hilfe von
Reporterkonstrukten

Die Effizienz der Transfektion ist entscheidend fir die Nachweisgrenze des
phanotypischen Assays. Aus diesem Grund wurden verschiedene
Transfektionsreagenzien durch Messung der erzeugten SEAP-Konzentrationen
im Uberstand transfizierter HuH7-Munchen Zellen miteinander verglichen.
Zusatzlich wurden HuH7-Minchen Zellen ebenfalls mit pmaxGFP transfiziert
um den Anteil der transfizierten Zellen abschatzen zu kénnen. Die Transfektion
mit FuGene HD erfolgte wie im Methodenteil beschrieben. Die anderen
Transfektionen erfolgten jeweils nach Herstellerangaben. Sowohl bei der
Transfektion mit pSEAP2-control als auch bei der Transfektion mit pmaxGFP
zeigten die mit FuGene HD transfizierten Zellen die deutlich starkste
Expression. Im weiteren Verlauf wurde deshalb dieses Reagenz fur alle
Transfektionen verwendet.
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Abbildung 15: Vergleich der Transfektionseffizienz verschiedener Reagenzien

Das SEAP-Signal ist angegeben in % Transfektionseffizienz im Vergleich zum laborinternen
Standard (siehe 3.11.2.1). Die Messung erfolgte jeweils im Doppelansatz. Es sind die
Mittelwerte gezeigt. Die rote Linie entspricht dem Cut-off. Darunter sind jeweils die
entsprechenden GFP-Signale nach 2 Sekunden UV-Belichtung dargestellt. Nach der
Transfektion wurden die Zelle fir drei Tage inkubiert. AnschlieRend wurden die Signale der
Reporterkonstrukte ermittelt.

4.1.3 Verringerung des plasmidbedingten Hintergrundsignals der
Real-Time-PCR

Bei der Messung der neu proudzierten HBV-Genome im Zellkulturiberstand
mittels Real-Time-PCR, ist das Hauptproblem die ungewollte Detektion der von
der Transfektion stammenden HBV-Plasmide. Diese sind in grof3em
Uberschuss im Uberstand enthalten und wirden ohne zusatzliche Manahmen
die Quantifizierung der Replikation verhindern. Diesen Umstand soll die
diskriminative HOPE-PCR verhindern. Mit Hilfe verschiedener Templates wurde
untersucht, wie effektiv die Unterscheidung zwischen den natirlich
vorkommenden HBV-Genomen und dem Transfektionskonstrukt ist. Als
Positivkontrolle wurde auf3erdem ein Plasmid mit einem HBV-Dimer (T7-Dimer)
eingesetzt, welches die Bindestellen fur die PCR in gleicher Form wie im
natlrlichen HBV-Genom enthalt.

In Abbildung 16 wird deutlich, dass die spezielle HOPE-PCR die Plasmid-DNA
um etwa 3 Logstufen schwacher detektiert als die naturliche HBV-DNA. Das
HBV-Dimer-Plasmid wird durch die PCR am besten nachgewiesen und zeigt bei
der Quantifizierung etwa vier Mal mehr Genomaquivalente an, als eingesetzt
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wurden. Dieses Plasmid hat allerdings auch die doppelte Anzahl an
Bindestellen fir die eingesetzten Primer.

1,0E+08

1,0E+07

1,0E+06

1,0E+05 —

1,0E+04 —

gemessene GE

1,0E+03

1,0E+02 —

1,0E+01
2,5*10"6 2,5*10"5 2,510 2,5*10"3 2,5%1072 Kontrolle
eingesetzte GE

‘D HBV-DNA ID309 B HBV-Dimer-Plasmid [ pCH9-3091 ‘
Abbildung 16: HOPE-PCR mit verschiedenen Templates

Die absolute Menge an eingesetzten GE des jeweiligen Templates ist gegen die absolute
Menge an gemessenen GE aufgetragen. Als Kontrolle diente DNA-feies Wasser

Um die Spezifitat des Tests zu erhéhen wurde versucht den Plasmidhintergrund
durch Waschschritte zu senken. Dazu wurden HuH7-Munchen Zellen mit 7 g
pCH9-3091 und 1 pg pSEAP2-control transfiziert. Am nachsten Tag wurde der
Uberstand abgenommen. Die Zellen wurden anschlieRend entweder direkt mit
2% FKS DMEM ohne Phenolrot 3 Tage kultiviert oder zuvor 1 mal oder 2 mal
mit 10 ml PBS oder 2 mal mit 10 ml 2% FKS DMEM gewaschen. Die
Uberstande wurden aufgereinigt und sowohl in eine X-PCR als auch in eine
HOPE-PCR eingesetzt. Um die generelle Expression zu ermitteln wurden die
Uberstande ebenfalls fiir einen SEAP-Assay verwendet.

In Abbildung 17 ist zu erkennen, dass das Waschen mit PBS nur einen sehr
geringen Effekt auf die Menge an detektierten Plasmiden durch die X-PCR hat.
Der grofdte Effekt verringert das Signal um 50% und ist bei zweifachem
Waschen mit PBS zu beobachten. Die Menge der durch die HOPE-PCR
detektierten neu produzierten Genomequivalente wird ungefahr gleich stark
beeinflusst. Das Waschen mit 2% FKS DMEM scheint keinen Einfluss auf die
Menge an detektierten Genomen und Plasmiden zu haben. Sehr ahnliche
Veranderungen sind auch bei den Mengen an SEAP im Uberstand zu
beobachten (Abbildung 18).
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Abbildung 17: Menge an detektiertem Signal mit den aufgefiihrten Real-Time-PCRs

Die Zellen wurden mit pCH9-3091 (7 ug), sowie pSEAP2-control (1 pg) transfiziert. Am
nachsten Tag wurde der Uberstand durch neues Medium ersetzt und wie in der Grafik angegen
zuvor gewaschen. Nach drei Tagen Inkubation wurde der Uberstand aufgereinigt und in die
angegebenen PCRs eingesetzt (siehe 3.10.1 und 3.10.2). Es ist jeweils der Mittelwert aus zwei
Werten gezeigt.
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Abbildung 18: Menge an SEAP (OD,s) im Uberstand nach den angegebenen
Waschschritten

Die Zellen wurden mit pCH9-3091 (7 ug), sowie pSEAP2-control (1 ug) transfiziert. Am
nachsten Tag wurde der Uberstand durch neues Medium ersetzt und zuvor durch Wechseln des
Uberstandes (wie in der Grafik angegeben) gewaschen. Nach drei Tagen Inkubation wurden je
50 ul des Uberstands in den SEAP-Test eingesetzt (siehe 3.11.2). Es ist jeweils der Mittelwert
aus Doppelansatzen gezeigt.
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Eine weitere Moglichkeit die Plasmide aus der Zellkultur zu entfernen ist das
Waschen durch Resuspendieren der Zellen in Medium. Bei diesem Versuch
wurde das Plasmid pcX (enthalt den X-ORF des HBV) transfiziert, welches zwar
durch die X-PCR detektierbar ist, aber keine neuen HBV-Genome produzieren
kann. Anstatt nur den Uberstand nach der Transfektion zu wechseln, wurden
die Zellen hierbei von der Zellkulturschale abtrypsiniert und in DMEM mit 2%
FKS unterschiedlich oft pelletiert und resuspendiert. Nach den Waschschritten
wurden die Zellen in DMEM mit 2% FKS ohne Phenolrot resuspendiert und auf
eine neue Zellkulturschale gegeben. Nach 3 Tagen Inkubation wurde die Menge
an Plasmiden detektiert.
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Abbildung 19: Transfektion von HuH7-Miinchen mit pcX

Die Zellen wurden mit 8ug pcX transfiziert. Am nachsten Tag wurden die Zellen durch
Abtrypsinierung und anschlieflender Zentrifugation gewaschen (siehe 3.11.1) Die Menge an
verbliebenem pcX-Plasmid nach unterschiedlich vielen Waschschritten und 3 Tagen Inkubation
wurde mit der X-PCR ermittelt. Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte aus Doppelansatzen.

In Abbildung 19 ist zu erkennen, dass die Menge an Plasmid nach einem
Waschschritt um etwa Faktor 10 und nach zwei Waschschritten um insgesamt
mehr als Faktor 30 abgenommen hat.

Parallel wurde ein Experiment mit pCH9-3091 transfizierten HuH7-Munchen
Zellen durchgefuhrt (Abbildung 20). Zur Detektion der neu gebildeten Genome
wurde die diskriminative HOPE-PCR eingesetzt. Hierbei wurde ein Teil der
Zellen mit 100 uM Lamivudin und ein Teil der Zellen ohne Inhibitor fir drei Tage
inkubiert. Die mit Lamivudin inhibierten Zellkulturen sollten kein neues Virus
produzieren und zeigen somit den Hintergrund der diskriminativen PCR.
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Abbildung 20: Transfektion mit pCH9-3091 mit und ohne Inhibitor

Die Zellen wurden mit pCH9-3091 transfiziert, abtrypsiniert und durch Zentrifugation und
Resuspendierung gewaschen. Nach unterschiedlich vielen Waschschritten und anschlieRender
dreitdgiger Inkubation mit oder ohne 100uM Lamivudin (Inhibitor) (siehe 3.11.1), wurde die
Menge an Genomen im Uberstand durch die HOPE-PCR ermittelt (siehe 3.11.3 und 3.11.4) .
Die Werte stellen jeweils den Mittelwert aus 2 Messwerten dar. Fur den Wert des nicht
inhibierten Ansatzes ohne Waschschritt stand nur eine Messung zur Verfiigung.

In Abbildung 20 wird deutlich, dass die Waschschritte den plasmidbedingten
Hintergrund deutlich senken. Die Abnahme der detektierten HBV-Genome im
Uberstand der Zellen verhalt sich dabei dhnlich wie bei dem Versuch mit pCX
(Abbildung 19). Die Menge an nachgewiesenen HBV-Genomen bei den Zellen
ohne Inhibitor wird durch die Waschschritte nicht verandert.

4.1.4 Optimierung der Inkubationsdauer

Die Optimierung der Inkubationsdauer ist von entscheidender Bedeutung flr die
Geschwindigkeit und Sensitivitat des phanotypischen Tests. Es stellte sich die
Frage ob die Kultivierungszeit auf nur 2 Tage verkurzt werden kann. Um diese
Frage zu klaren wurden HuH7-Munchen Zellen mit pCH9-3091 transfiziert, am
nachsten Tag 3 mal mit 2% FKS DMEM ohne Phenolrot durch Resuspension
gewaschen und auf 96-Well Zellkulturformat ausgesat. Dabei wurden je vier
Wells mit 100 uM Lamivudin und 4 Wells ohne Inhibitor inkubiert. Nach 2 Tagen
wurde der Uberstand von je 2 Wells entnommen. Nach einem weiteren Tag
wurde die restlichen Uberstdnde entnommen. Die Menge an produzierten
Genomen wurde mittels HOPE-PCR festgestellt.

Aus Abbildung 21 geht hervor, dass ein dritter Inkubationstag die Menge an
produziertem Virus um etwa eine Logstufe erhdoht wahrend der Hintergrund
relativ konstant bleibt. Eine Verklrzung der Inkubation auf nur 2 Tage geht mit
einer verminderten Sensitivitat des Tests einher.
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Abbildung 21: Genommenge bei unterschiedlichen Inkubationszeiten

Die Zellen wurden wie in 3.11.1 beschrieben nach der Transfektion mit pCH9-3091 gewaschen
und anschlieRend fiir 2 oder 3 Tage inkubiert. AnschlieRend wurden die Uberstande nach
Aufreinigung in eine HOPE-PCR eingesetzt. Dargestellt sind die ermittelten Genomzahlen pro
ml nach 2 oder 3 Tagen Inkubation mit oder ohne 100 uM Lamivudin. Es ist jeweils der
Mittelwert aus einem Doppelansatz zu sehen.

4.2 Evaluierung des phanotypischen Tests anhand des HBV-

Wildtypplasmids

Nach der grundlegenden Etablierung des Tests wurde das HBV-Wildtypplasmid
verwendet um die Genauigkeit und Sensitivitat des Tests sowie die generelle
Wirksamkeit der klinisch relevanten Inhibitoren festzustellen. Dazu wurde der
phanotypische Assay wie im Methodenteil beschrieben insgesamt 10 mal
nacheinander mit pCH9-3091 durchgefuhrt. Die ICso-Werte fur die einzelnen
Nukleo(s)tidanaloga  sowie die Standardabweichung und die maximale
Inhibition wurden bestimmt.

In Abbildung 22 ist zu erkennen, dass alle vier Inhibitoren in der Lage sind die
Virusreplikation deutlich zu hemmen. Die Inhibitionskurven zeigen dabei jeweils
einen linearen Bereich, der fur die Regression verwendet werden kann. Adefovir
und Tenofovir weisen eine sehr ahnliche ICs9 von etwa 1000 nM auf, wahrend
die ICso von Lamivudin um etwa Faktor 10 und die ICsq von Entecavir um etwa
Faktor 1000 geringer ist. Die ICso-Werte, die direkt aus den Datenpunkten der
Konsensuskurve berechnet wurden (Tabelle 12 oben rechts) sind den
Mittelwerten aller ICso-Berechnungen sehr ahnlich.

Bei maximal eingesetzter Menge an Inhibitor wird jeweils weniger als 1% der
ursprunglichen Replikation gemessen (Tabelle 12 wunterer Teil). Der
phanotypische Test hat beim Wildtyp damit einen Messbereich von etwa 2
Logstufen. Die Standardabweichung der durchschnittlichen ICsg ist in Tabelle 12
angegeben und betragt jeweils etwa 40%.
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Abbildung 22: Konsensus der konzentrationsabhangigen Inhibition der HBV-Replikation
des Wildtyps mit klinisch relevanten RT-Inhibitoren
Dargestellt ist jeweils die relative Replikation in % in Abhangigkeit von der Konzentration des
entsprechenden Inhibitors in nM. Die Kurven stellen den Konsensus aus 30 einzelnen
Inhibtionskurven dar (10 Versuche, jeweils mit 3fach Ansatz). Die gestrichelte Linie zeigt die
errechnete 1Csy aus dem Mittelwert der ICsy der einzelnen Kurven. Der entsprechende Wert in
nM ist rechts davon angegeben. Die fir die lineare Regression verwendeten Datenpunkte der
Kurven sind jeweils farbig hervorgehoben.

Tabelle 12: Daten der Wildtypkurven aus Abbildung 22

2 ICso nM Stabw. Stabw. % ICs0 Konsensuskurve
Adefovir 994,5 269,4 271 980,3
Entecavir 1,0 0,4 42,6 1,0
Lamivudin 90,1 42,8 47,5 94,6
Tenofovir 1087,4 437,3 40,2 1025,3
Adefovir [nM] | o Replikation in % | Stabw. | Entecavir [nM] o Replikation in % | Stabw.
100000 0,76 0,46 1000 0,12 0,09
10000 7,76 2,65 100 0,56 0,33
1000 48,72 11,30 10 4,77 1,51
100 92,43 12,18 1 43,73 13,29
10 107,89 14,30 0,1 101,34 20,41
Lamivudin [nM] | o Replikation in % | Stabw. | Tenofovir [nM] o Replikation in % | Stabw.
100000 0,43 0,31 100000 0,36 0,41
10000 1,44 1,07 20000 2,24 1,43
1000 7,25 3,79 4000 16,82 6,20
100 41,33 11,20 800 52,94 14,10
10 98,11 22,87 160 99,32 17,81
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Abbildung 23: Hypothetische Normalverteilung der Resistenzfaktoren
Dargestellt sind die hypothetischen Wahrscheinlichkeitsdichten gegen den Resistenzfaktor fir
HBV-Varianten mit einem mittleren Resistenzfaktor von: blau = 1 (Wildtyp), lila = 2 und griin = 3.

Mit Hilfe der Standardabweichung lasst sich die normalverteilte
Wabhrscheinlichkeitsdichte des ermittelten Resistenzfaktors darstellen. Geht
man von einer ahnlich hohen Standardabweichung (£0,4 Resistenzfaktor) bei
den resistenten HBV-Varianten aus, lasst sich auch hier eine
Wahrscheinlichkeitsverteilung darstellen.

Die Schnittmengen der Wahrscheinlichkeitsdichten fur Virusvarianten mit einem
Resistenzfaktor von 2 Uberschneiden sich deutlich mit denen des Wildtyps
(Resistenzfaktor 1) wahrend Virusvarianten mit einem Resistenzfaktor von 3 nur
sehr geringe Uberschneidungen ihrer Wahrscheinlichkeitsdichten mit dem
Wildtyp aufweisen.

4.3 Resistenzprofile der Patientenisolate des HOPE-Projekts

FUr die in Punkt 2.6 Tabelle 4 und 5 aufgefuhrten Patientenisolate wurden mit
Hilfe des entwickelten phanotypischen Tests Reistenzprofile fur alle vier klinisch
relevanten Nukleo(s)tidanaloga erstellt. Die Patientenisolate sind im Folgenden
in Gruppen eingeteilt, die sich nach der Resistenz gegen einen bestimmten
Inhibitor, sowie nach bekannten primaren Resistenzmutationen richten. Die
errechneten Resistenzfaktoren beziehen sich jeweils auf die in Tabelle 12
angegebenen mittleren 1Csy Werte der Wildtypen des HOPE-Projekts. Aufgrund
der Fulle an Daten werden nicht alle 176 Inhibitionskurven gezeigt, sondern
jeweils das Resistenzprofil eines Isolates als typisches Beispiel dargestellt. Die
restlichen Ergebnisse werden jeweils in einer Tabelle zusammengefasst. Zur
einfacheren Beschreibung werden die Isolate mit den Bezeichnungen P1 bis
P44 durchnummeriert. In den aufgefuhrten Tabellen sind Adefovir, Entecauvir,
Lamivudin und Tenofovir mit ADV, ETV, LMV und TDF abgekirzt, sowie
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Genotyp mit GT. Die Resistenzfaktoren sind mit verschiedenen Farben

hinterlegt, die die Starke der ermittelten Resistenz darstellen: grin = keine
Tendenz fur eine Resistenz erkennbar, gelb = Tendenz zur Resistenz
erkennbar, orange = signifikante In- vitro-Resistenz, rot = hohe in-vitro-
Resistenz

4.3.1 Patientenisolate ohne bekannte Resistenzmutationen

Die Untersuchung von Patientenisolaten ohne bekannte Resistenzmutationen
dient zum einen zur Etablierung einer Kontrollgruppe, die es erlaubt die
Genauigkeit des Tests zu ermitteln und zum anderen dazu noch unbekannte
Primarmutationen innerhalb des RT-Bereichs ausfindig zu machen. Insgesamt
wurden 5 Patientenisolate ohne bekannte Resistenzen getestet. P3 (RK266-1)
ist als typisches Beispiel in Abbildung 24 dargestellt. Die Daten der Tests sind in
Tabelle 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Zusammenfassung der Daten von P1 bis P5

Resistenzfaktoren Fitness
Patientenisolat Resistenz GT| ADV | ETV | LMV | TDF in %
P1: FvB-153-1 keine Mutation (214A) | D 2,4 0,9 2,3 6,1 212,0
P2: FvB-161-4 | keine Mutation (214A) | D 1,3 1,3 1,6 1,3 12,2
P3: RK-266-2 keine Mutation C 1,4 1,4 1,0 1,7 5,6
P4: FvB-162-1 keine Mutation B 2,6 0,4 1,2 0,4 32,3
P5: FvB-169-2 keine Mutation B 1,0 0,4 1,2 1,3 13,6
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Abbildung 24: Resistenzprofil einer Variante ohne bekannte Resistenzmutationen am
Beispiel von P3 (RK266-1): Die griine Linie stellt die Konsensuskurve des Wildtyps dar. Die
rote Linie stellt die Resistenzkurven von P3 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Position der
ICs0 an mit dem entsprechenden Wert oben rechts.
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Die Isolate P2 bis P5 ohne bekannte Mutationen zeigen keine nachweisbaren
Resistenzen. Nur bei P4 ist ein leicht erhdhter Resistenzfaktor zu erkennen, der
aber noch nicht als signifikant anzusehen ist. Auch die Fitnesswerte der Isolate
P2 bis P5 lassen keine Zusammenhange erkennen und bewegen sich zwischen
5,6% und 32,3 %. Sie sind damit alle deutlich geringer als die Fitness des
eingesetzten Wildtypplasmids. Eine Besonderheit stellt P1 dar. Bei diesem
Isolat ist eine signifikante Resistenz gegentber Tenofovir, sowie eine eventuelle
Resistenz gegenlber Adefovir und Lamivudin zu erkennen. Die Fitness dieser
Variante ist mit 212% deutlich gréRer als die des Wildtyps und auRergewdhnlich
hoch. Die bei dieser Variante vorhandene Mutation rtV214A steht im Verdacht
eine mittlere Adefovir-Resistenz zu bewirken (Ghany und Liang 2007). Diese
Mutation ist allerdings auch bei der komplett resistenzfreien Variante P2 zu
finden. Sowohl P1 als auch P2 besitzen zusatzlich eine nonsense-Mutation an
Stelle 69 des SHBs-ORF (siehe Anahng). Dies verursacht mit hoher
Wahrscheinlichkeit eine Sekretionsdefizienz. Das Resistenzprofil von P1 im
Vergleich zum Wildtyp ist in Abbildung 25 fur die vier klinisch relevanten
Nukleosidanaloga grafisch dargestelit.
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Abbildung 25: Resistenzprofil des Patientenisolats P1

Die grunen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die
Resistenzkurven von P1 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Position der IC5, an mit dem
entsprechenden Wert oben rechts.

4.3.2 Patientenisolate mit Lamivudin-Resistenzmutationen
Die am haufigsten vorkommenden Mutationen, welche zur Resistenz gegen
Lamivudin fuhren, liegen im zentralen YMDD-Motif der reversen Transkriptase
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und fuhren zu einem Austausch des Methionins an Position 204 zu Valin oder
Isoleucin (rtM204V, rtM204I1). Neben diesen Primarmutationen kénnen noch
weitere Mutationen vorkommen. Dazu zahlen vor allem Veranderungen der
Aminosauresequenzen an den Positionen 80, 173, 180 und 215. Von diesen
Mutationen wird angenommen, dass sie einen kompensatorischen Effekt auf die
Replikationsfahigkeit der mutierten Virusvarianten ausuben. Sie werden deshalb
auch als Sekundarmutationen bezeichnet. Die lamivudinresistenten
Patientenisolate werden nachfolgend in zwei Gruppen eingeteilt, die sich nach
der vorliegenden Primarmutation richten.

4.3.2.1 Isolate mit der Primarmutation rtM204V

Eine der beiden bekannten Primarmutationen fir Lamivudin-Resistenz ist
rtM204V. Laut Literatur fuhrt diese Mutation zu einer sehr hohen Resistenz
gegen Lamivudin und einer verringerten Suszeptibilitdt gegentber Entecavir.
Die Mutation soll keinen Einfluss auf die Adefovir- und Tenofovir-Resistenzen
ausuben (Ghany und Liang 2007). Sie ist sehr haufig mit der Sekundarmutation
rtL180M assoziiert (Warner et al. 2007). Im Rahmen der Arbeit wurden
insgesamt 13 Patientenisolate mit dieser Mutation charakterisiert, wobei alle
Varianten ebenfalls die Mutation L180M und teilweise eine weitere Mutation
besal’en. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 dargestellt. Als Beispiel eines
Ublichen Resistenzprofils bei dieser Mutation ist P6 in Abbildung 26 gezeigt.
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Abbildung 26: Typisches Resistenzprofil am Beispiel von P6 (180M,204V)

Die grunen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die
Resistenzkurven von P6 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Position der IC5, an mit dem
entsprechenden Wert oben rechts.
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In Abbildung 26 =zeigt sich das typische Bild der M204V-Mutation mit
wildtypahnlichen Kurvenverlaufen bei Adefovir und Tenofovir, einer flach
sinkenden Kurve flr Entecavir, die eine leichte Resistenz anzeigt sowie eine
sehr hohe Resistenz gegen Lamivudin. Innerhalb des gemessenen
Konzentrationsbereichs von Lamivudin ist keinerlei Wirkung des Inhibitors auf
die virale Replikation von P6 mehr zu erkennen, weshalb auch keine ICsg
bestimmt werden kann.

Tabelle 14: Zusammenfassung der Daten von P6 bis P18

Resistenzfaktoren Fitness
Patientenisolat Resistenz GT | ADV TDF| in%
P6 |FvB-166-3 180M,204V B | 18 1,4 2,9
P7 |FvB-165-2 180M,204V A | 0,7 2,5 92,7
P8 [FvB-154-9 180M,204V Al 13 2,4 88,6
P9 |FvB-157-1 180M,204V Al 13 5,6 45,2
P10 | RK-224-5 180M,204V A | 40 1,6 241
P11 | RK-16-5 180M,204V A | 30 2,6 10,3
P12 | RK-172-2 180M,204V A | 39 6,4 6,8
P13 | RK-21 80V,180M,204V,215S | D | 0,9 1,1 58,8
P14 (FvB-175-9 173L,180M,204V D| 1,0 2,6 2,6
P15 | RK-172-3 173L,180M,204V A | 30 2,4 10,4
P16 | FvB-172-1 173L,180M,204V A | 41 6,1 7,2
P17 | FvB-154-2 173L,180M,204V A | 52 7.4 6,2
P18 | FvB-169-4 173L,180M,204V Al 1.1 2,5 1,7

Aus Tabelle 14 geht hervor, dass alle Varianten mit 204V und 180M eine sehr
hohe Resistenz gegenuber Lamivudin besitzen. Die mittlere Resistenz gegen
Entecavir ist ebenfalls bei den meisten Isolaten zu beobachten. P12 und P14
zeigen jedoch nur eine sehr geringe Erhdhung der Resistenzfaktoren und P13
sowie P16 zeigen eine erhdhte Resistenz.

Die Patientenisolate mit den Resistenzmutationen 173L, 180M und 204V zeigen
alle eine deutlich verminderte Fitness aber meist auch eine erhdhte und haufig
signifikante Resistenz gegen Adefovir und/oder Tenofovir. Die getesteten
Varianten mit den Mutationen 204V und 180M zeigen ebenfalls teilweise
signifikante Resistenzen gegen Adefovir und Tenofovir. Betrachtet man aus
dieser Gruppe nur die Isolate mit Genotyp A, zeigt sich, dass die erhdhte
Resistenz gegen Adefovir und Tenofovir mit einer verminderten Fitness
korreliert. So weisen P7 und P8 keine signifikanten Resistenzen auf und haben
gleichzeitig die hochsten Fitnesswerte. Insgesamt sind die Resistenzprofile der
M204V-Varianten recht heterogen.

P13 fallt mit einem auRergewdhnlichen Resistenzprofil, sowie hoher Entecavir-
Resistenz aus dem Rahmen. Dieses Isolat besitzt als einziges die Mutationen
rtL80V sowie rtQ215S. P16 fallt in diesem Bild besonders auf, mit signifikanten
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Resistenzen gegen alle vier Inhibitoren und sehr hohen Resistenzen gegen
Lamivudin und Entecavir. Das entsprechende Resistenzprofil ist in Abbildung 27
dargestellt.
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Abbildung 27: Resistenzprofil von P16 (173L,180M,204V)

Die grinen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die
Resistenzkurven von P16 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Position der IC5y an mit dem
entsprechenden Wert oben rechts.

4.3.2.2 Isolate mit der Primarmutation rtM204lI

Diese Mutation verursacht ahnliche Resistenzmuster wie die Primarmutation
rtM204V (Ghany und Liang 2007). Sie ist weniger haufig mit rtL180M und dafur
haufiger mit 80I/V assoziiert, weist aber generell die gleichen
Sekundarmutationen auf, die bereits bei rtM204V erwahnt wurden (Warner et al.
2007). Insgesamt wurden 10 Patientenisolate untersucht, die eine solche
Mutation aufweisen. Nur ein Isolat hatte keine Sekundarmutation, wahrend die
meisten Isolate eine Mutation an Position 80 aufwiesen. Zwei Isolate mit der
Sekundarmutation rtL180M konnten ebenfalls gefunden werden. Die Daten
dieser Gruppe sind in Tabelle 15 zusammengefasst. Als typisches Beispiel ist
P20 in Abbildung 28 aufgefuhrt.
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Abbildung 28: Resistenzprofil von P20 (801,204l)
Die grinen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die
Resistenzkurven von P20 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Position der IC5y an mit dem
entsprechenden Wert oben rechts.
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In Abbidlung 28 lasst sich mit P20 ein typisches Resistenzprofil fur rtM204I
erkennen, mit keinerlei Resistenz gegen Adefovir oder Tenofovir bei einer
mittleren Entecavir-Resistenz und einer sehr hohen Lamivudin-Resistenz.

Tabelle 15: Zusammenfassung der Daten von P19 bis P28

Resistenzfaktoren Fitness

Patientenisolat Resistenz GT | ADV in %
P19 RK-16-1 2041 Al 15 57
P20 | KW-WH2-34 801,204l D | 08 79,8
P21 FvB-170-5 801,204l D | 11 50,9
P22 FvB-158-1 80V,2041 D | 16 59,6
P23 FvB-175-14 80V,2041 D | 22 47,6
P24 RK-16-3 80V,2041 A | 08 4,5
P25 RK-44 173L,2041 D | 42 20,3
P26 FvB-158-2 80V,173L,2041 D | 08 91,6
P27 RK-190-1 80V,180M,2041 Al 29 36,6
P28 RK-182-1 173L,180M,204I G| 27 24.8
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Die Patientenisolate mit der Mutation rtM2041 ergeben ein recht einheitliches
Bild. Alle Varianten mit 80V/I und 204l sowie nur mit 2041 haben keine
signifikante Resistenz gegenuber Adefovir oder Tenofovir, eine mittlere
Entecavir-Resistenz und eine hohe Lamivudin-Resistenz. Am starksten
schwanken dabei die Resistenzfaktoren gegenliber Entecavir. Sie liegen
zwischen 3,5 und 76,1 im Vergleich zum Wildtyp.

Das Patientenisolat P25 zeigt neben einer sehr hohen Entecavir-Resistenz auch
eine signifikante Adefovir-Resistenz. Bei dem Isolat P26, das neben den
Mutationen von P25 zusatzlich noch 80V aufweist, sind die Resistenzen
gegenuber Entecavir und Adefovir niedriger. Bei den Varianten P27 und P28,
die beide die Mutation 180M besitzen, ist eine leichte Erhéhung der Adefovir-
und Entecavir-Resistenzen feststellbar. Betrachtet man die Fitness der Isolate
mit Genotyp D, so zeigt P25 die niedrigsten Werte und ist gleichzeitig das
einzige Isolat, dem die Mutation an Stelle 80 fehlt. Aufgrund der signifikant
erhdhten Adefovir-Resistenz und der verringerten Fitness ist P25 in Abbildung
29 dargestellt.
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Abbildung 29: Resistenzprofil von P25 (173L,204I)

Die grunen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die
Resistenzkurven von P25 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Position der ICsy an mit dem
entsprechenden Wert oben rechts.
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4.3.3 Patientenisolate mit Entecavir-Resistenzmustern

Nach bisherigen Erkenntnissen entwickelt sich eine Entecavir-Resistenz immer
auf der Grundlage einer bereits bestehenden Resistenz durch die Mutationen
L180M, M204V. Zu diesen Resistenzen muss mindestens eine weitere
Resistenz an einer der Stellen 169, 184, 202 oder 250 hinzukommen um eine
hohe Entecavir-Resistenz zu verursachen (Villet et al. 2007).

Das typische Entecavir-Resistenzmuster baut also auf einem bereits
bestehenden Lamivudin-Resistenzmuster auf. Damit sollte jede Variante, die
eine Resistenz gegen Entecavir aufweist auch gegen Lamivudin resistent sein.
Insgesamt wurden 4 Patientenisolate getestet, die solche Resistenzmuster
aufweisen. Die Daten sind in Tabelle 16 zusammengefasst.

Tabelle 16: Zusammenfassung der Daten von P29 bis P32
Resistenzfaktoren Fithess

Patientenisolat Resistenz GT] ADV | ETV LMV TDF] in%
P29 | FvB-147-3 180M,184A,204V 1,1 - 20 | 153

P30 WH-2-10-1 180M,202G,204V 7,0 4,9 23,9
P31 FvB-155-1 | 173A,180M,184A,204V 23 5,1 17,4
P32 FvB-147-1 | 173A,180M,184A,204V 0,5 2,5 16,5

wliv] vl jw)

P29 zeigt mit nicht nachweisbarer Adefovir- und Tenofovir-Resistenz aber sehr
hoher Entecavir- und Lamivudin-Resistenz das typische Resistenzprofil fur
diese Gruppe und ist in Abbildung 30 dargestellt. P31 und P32 haben ein
ahnliches Mutationsmuster wie P29 mit der zusatzlichen Mutation V173A.
Wahrend P31 jedoch neben den hohen Entecavir- und Lamivudin-Resistenzen
auch eine signifikante Tenofovir-Resistenz zeigt, ist bei P32 nur die Lamivudin-
Resistenz stark ausgepragt bei ungewohnlich niedriger Entecavir-Resistenz.
Damit zeigen diese beiden lIsolate trotz gleicher Resistenzmutationen sehr
grofl3e phanotypische Unterschiede.

Die hochsten Resistenzen zeigt die Variante P30 mit der Mutation 202G neben
den grundlegenden Mutationen 180M und 204V. Hier lassen sich signifikante
Resistenzen gegen alle Inhibitoren feststellen, sowie die hdchsten
Resistenzfaktoren in Bezug auf Entecavir. Das Resistenzprofil des Isolats ist in
Abbildung 31 dargestellt. Alle vier Varianten haben in etwa die gleiche Fitness,
die ca. 20% der Fitness des Wildtyps betragt.
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Abbildung 30: Resistenzprofil von P29 (180M,184A,204V)
Die grinen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die
Resistenzkurven von P29 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Position der ICsq an mit dem

entsprechenden oben rechts.
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Abbildung 31: Resistenzprofil von P30 (180M,202G,204V)
Die grunen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die

Resistenzkurven von P30 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Position der ICsy an mit dem
entsprechenden Wert oben rechts.
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4.3.4 Patientenisolate mit Adefovir-Resistenzmutationen

Zwei Primarmutationen sind fur die Resistenzentwicklung gegen Adefovir
verantwortlich. Dabei handelt es sich um einen Aminosaureaustausch an
Postion 181 (rtA181T/V) bzw. an Position 236 (rtN236T). Beide Mutationen
konne fur sich allein eine klinisch relevante Adefovir-Resistenz auslosen, die
sich noch erhéht wenn die Mutationen in Kombination vorkommen (Zoulim und
Locarnini 2009). Die Mutationen an Stelle 181 verursachen als Primarmutation
ebenfalls eine Resistenz gegen Lamivudin, wurden jedoch in die Adefovirgruppe
eingeordnet, weil sie bei der Adefovir-Resistenz eine grolere Bedeutung haben.
Von den beiden erwahnten Mutationen ist ebenfalls eine Wirkung auf die
Tenofovir-Resistenz festgestellt wurden, welches sich nur durch eine
Methylgruppe von Adefovir unterscheidet. Die Mutation rtl233V wurde ebenfalls
mit Adefovir-Resistenz in Verbindung gebracht (Schildgen et al. 2006) und wird
im Rahmen dieser Arbeit gesondert untersucht. Insgesamt wurden 10
Patientenisolate mit mindestens einer der erwahnten Mutationen untersucht. Sie
sind in Tabelle 17 zusammengefasst.

Tabelle 17: Zusammenfassung der Daten von P33 bis P42

Resistenzfaktoren Fitness

Patientenisolat Resistenz GT| ADV |ETV | LMV | TDF | in%
P33 FvB-164-7 181V D 4,6 0,8 12,3 39 | 1434
P34 FvB-172-5 181V D 3,8 0,9 12,2 1,0 79,8
P35 RK-24 181V,215S D 5,7 1,6 8,9 0,9 13,9
P36 FvB-172-4 181V D 2,8 1,5 8,9 3,8 59
P37 RK-117-3 181V A 41 0,6 9,5 4,7 35,4
P38 FvB-154-3 236T A 0,5 1,2 3,1 59,4
P39 FvB-167-7 236T A 0,7 1,5 7,0 17,8
P40 RK-162-1 181V,236T D
P41 FvB-150-1-A 181V,236T D
P42 |FvB-150-1-B 181V,236T D

Aus Tabelle 17 geht hervor, dass die Mutation 181V bei allen Patientenisolaten
bis auf P36 eine signifikante Adefovir-Resistenz verursacht. Bei drei von funf
Isolaten ist ebenfalls eine signifikante Tenofovir-Resistenz feststellbar. Die
Mutation scheint keinerlei Einfluss auf die Entecavir-Resistenz zu haben und die
Lamivudin-Resistenz um etwa Faktor 10 zu erhdhen. P35 hat neben der
Mutation 181V noch die Mutation 215S, welche eine Rolle bei der Adefovir-
Resistenz spielen soll (Ghany und Liang 2007). Die Mutation N236T scheint
einen starkeren Effekt als 181T/V auf die Adefovir-Resistenz zu haben aber
keinerlei Resistenz gegen Lamivudin oder Entecavir zu verursachen. Eine
signifikante Tenofovir-Resistenz ist sowohl bei P38 als auch P39 zu erkennen.
Die Isolate P37 und P38 sind als typische Beispiele der jeweiligen
Primarmutation in Abbildung 32 zusammengefasst.
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Abbildung 32: Resistenzprofile von P37 (181V, rot) und P38 (236T, orange)

Die grinen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die
Resistenzkurven von P37 dar. Die orangen Linien sind die Resistenzkurven von P38. Die
gestrichelten Linien zeigen die Position der IC5y an mit dem entsprechenden Wert oben rechts.

Durch P40 wird deutlich, dass die Kombination beider Mutationen sowohl die
Resistenz gegen Adefovir als auch gegen Lamivudin und Tenofovir weiter
erhoht aber keinen Effekt auf die Entecavir-Resistenz ausubt.

Die Fitnesswerte der verschiedenen Isolate sind sehr heterogen. Es lasst sich
kein Zusammenhang der Fitness mit bestimmten Mutationen feststellen. Die
Werte sind allgemein jedoch hoher als bei anderen Mutationsmustern. Das
Patientenisolat P40 ist als typisches Beispiel der Mutationskombination
181V,236T in Abbildung 33 dargestellt.

Einen Sonderfall stellt das Patientenisolat FvB-150-1 (P41 und P42) dar. Es
zeigt extrem hohe Resistenzen gegen beide Nukleotidanaloga, sowie eine
erhohte Entecavir-Resistenz und eine mittlere Lamivudin-Resistenz. Die auf3erst
hohen Resistenzfaktoren gegen Adefovir und Tenofovir wurden zuvor noch nie
bei einer Virusvariante festgestelt. Aufgrund des besonderen Phanotyps wurde
der phanotypsische Assay dieses Klons wiederholt (P41 und P42). Bei beiden
phanotypischen Tests waren jedoch aulergewohnlich hohe
Standardabweichungen feststellbar, wie in Abbildung 34 zu erkennen ist. Diese
besondere Virusvariante wurde in der Masterarbeit von Pia Seiz (Seiz 2011)
genauer untersucht und charakterisiert. Die hohen Resistenzen gegen die
verschiedenen Inhibitoren lielRen sich dabei reproduzieren.
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dieses Isolat bei beiden

phanotypischen Tests eine leicht erhohte Fitness im vergleich zum Wildtyp.
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Abbildung 33: Resistenzprofil von P40 (181V,236T)
Die griinen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die
Resistenzkurven von P40 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Position der ICsy an mit dem
entsprechenden Wert oben rechts.
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Abbildung 34: Resistenzprofile von Patientenisolat FvB150-1 (P41: orange, P42: rot)

Die grunen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die
Resistenzkurven von P42 dar. Die orangen Linien sind die Resistenzkurven von P41. Die
gestrichelten Linien zeigen die Position der IC5, an mit dem entsprechenden Wert oben rechts.
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4.3.5 Patientenisolate mit besonderen Kombinationen

Neben den bisher aufgefuhrten Patientenisolaten gab es noch zwei Varianten,
die sich nicht in die Gruppen einfugen lieRen. Die beiden Isolate zeigen mit
rtM204V und rtL180M ein typisches Lamivudin-Resistenzmuster, haben aber
zusatzlich noch die Adefovir-Resistenz-Primarmutation rtA181V. Sie stehen
damit zwischen der Gruppe der Lamivudin-Resistenzvarianten und der Gruppe
der Adefovir-Resistenzvarianten. Die Daten der beiden Isolate sind in Tabelle
18 gezeigt.

Tabelle 18: Zusammenfassung der Daten von P43 und P44

Resistenzfaktoren Fitness
Patientenisolat Resistenz GT] ADV | ETV | LMV | TDF| in%

P43 FvB-164-1 180M,181V,204V D 1,3 | 13,1 2,6 56,3
P44 FvB-166-1 180M,181V,204V D| 20 | 195 0,7 44,2

Die beiden Patientenisolate zeigen keinerlei signifikante Resistenzen gegen
Adefovir oder Tenofovir trotz der Mutation 181V. Sie sind beide jedoch sehr
resistent gegen Lamivudin und etwas resistent gegen Entecavir. Damit haben
sie ein Resistenzprofil, das einer typischen Lamivudinresistenz stark ahnelt. Die
Fitness der beiden Varianten ist ebenfalls recht ahnlich und mit etwa 50% nur
geringfligig beeintrachtigt. Als Beispiel sind die Daten von P43 in Abbildung 35
gezeigt.
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Abbildung 35: Resistenzprofil von P43 (180M,181V,204V)

Die griinen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar. Die roten Linien stellen die
Resistenzkurven von P42 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die Position der ICsy an mit dem
entsprechenden Wert oben rechts.
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4.4 Evaluierung des Fitnesstests anhand von Patientenisolaten
Nachdem die Resistenzen und Fitnesswerte der 44 Patientenisolate bestimmt
wurden, wurden die phanotypischen Assays bei einigen zufallig ausgewahlten
Isolaten mit nicht inhibierten Wells wiederholt um herauszufinden, wie
reproduzierbar die Fitnesswerte sind. Dabei wurden die absolut detektierten
Konzentrationen an GE/ml im Uberstand mittels HOPE-PCR detektiert und auf
100% Transfektionseffizienz normalisiert. Anschliefend wurde mit dem jeweils
parallel mitgelaufenen Wildtyp verglichen. In Abbildung 36 sind die so
ermittelten Fitnesswerte relativ zum WT in % fur die Wiederholer angegeben.
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Abbildung 36: Fitnesswerte zufillig ausgewahlter Patientenisolate

Die aus den phanotypischen Assays hervorgegangenen Fitnesswerte sind in blau dargestellt
und beruhen auf 8 bis 12 Replikaten. Die ermittelten Fithesswerte aus den Wiederholungen der
jeweiligen Isolate sind lila dargestellt. Die Wiederholung der Fitnesswertermittlung beruht auf
mindestens 3 (bis 9) Replikaten. Bei FvB-150-1 wurden die beiden Wiederholungen des
Resistenzassays miteinander verglichen.

Tabelle 19: Ubersicht der wiederholten Patientenisolate:

Transfektionseffizienz in %
Patientenisolat Resistenz GT |1.Versuch 2. Versuch
P14 FvB-175-9 173L,180M,204V | D 51,31 72,86
P16 FvB-172-1 173L,180M,204V | A 80,65 136,98
P23 FvB-175-14 80V,204I D 79,54 117,96
P25 RK-44 173L,2041 D 110,15 40,40
P41/P42 FvB-150-1 181V,236T D 134,39 179,27
P43 FvB-164-1 180M,181V,204V | D 83,93 128,59

In Abbildung 34 ist zu sehen, dass die Schwankungen der Fitnesswerte relativ
gering sind. Das Patientenisolat FvB-150-1, welches auch bei den
Resistenzkurven aullergewohnlich hohe Standardabweichungen zeigt, weist
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auch hier die groRten Schwankungen auf. Trotz hoher Unterschiede in den
Transfektionseffizienzen (Tabelle 19) sind sich die errechneten normalisierten
Fitnesswerte der beiden unabhangigen Versuche bei allen Isolaten relativ
ahnlich.

4.5 Charakterisierung der Mutation rtl233V

Die Mutation rtl233V wurde mit einer primaren Resistenz gegen Adefovir in
Verbindung gebracht. Die entsprechende Mutation wurde durch Mutagenese in
einen Wildtyp eingefuhrt und durch einen Resistenztest charakterisiert
(Schildgen et al. 2006).

Mit Hilfe des in dieser Arbeit entwickelten Resistenztests wurden
Patientenisolate aus den Originalseren der beschriebenen Patienten
charakterisiert um den Einfluss der Mutation im urspringlichen Sequenzumfeld
evaluieren zu konnen. Von den Patienten wurden die Polymerase-ORFs wie in
3.2 beschrieben in den Vektor pCH9-3091 kloniert. Je 6 Klone pro Patient
wurden mittels S6 antisense Primer sequenziert, um die Sequenzen im RT-
Bereich des Polymerase-ORFs festzustellen. In Tabelle 20 sind die bekannten
Resistenzen, die in den Klonen gefunden wurden gezeigt. Die
Sequenzinformationen des Artikels Uber die Viren (aus Direktsequenzierungen
der PCR-Produkte) vor und nach der Adefovirtherapie sind ebenfalls aufgefuhrt.

Tabelle 20: gefundene Mutationen mittels Sequenzierungen der PCR-
Amplifikate des Artikels bzw. von den in dieser Arbeit erstellten Klonen

bekannte Resistenzen und rtl233V
Sequenzierung von | Patient 1 Patient 2 Patient 3
Amplifikat vor ADF 1233V M2041,1233V V173L, M204l, 1233V
Klon 1 1233V 1233V V173L, M204l, 1233V
Klon 2 1233V 1233V V173L, M204l, 1233V
Klon 3 1233V 1233V V173L, M204l, 1233V
Klon 4 1233V | L80I, M204l, 1233V V173L, M204l, 1233V
Klon 5 1233V 1233V L8OV, M2041, 1233V
Klon 6 1233V 1233V L8OV, L180M, M204l, 1233V
Amplifikat nach ADF | 1233V 1233V M2041,1233V

Aus Tabelle 20 geht hervor, dass weder vor noch wahrend oder nach der
Adefovirtherapire eine bekannte Resistenzmutation bei Patient 1 gefunden
werden konnte. Bei Patient 2 lag allerdings bereits vor der Therapie die
Lamivudin-Resistenzmutation M204| vor. Durch die Sequenzierung der Klone
konnte zusatzlich noch die Mutation 80l detektiert werden. Ob diese bereits
vorher vorhanden war aber nicht detektiert wurde oder sich wahrend der
Therapie entwickelt hat ist unklar. Der Grofteil der Klone von Patient 2 zeigt
allerdings keine bekannten Mutationen. Bei Patient 3 wurden vor der Therapie
zwei bekannte Lamivudin-Resistenzen gefunden. Durch die Klonierungen
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wurden zwei weitere Lamivudin-Resistenzen detektiert. Nach der
Adefovirtherapie schien nur noch die eigentliche Primarmutation gegen
Lamivudin vorhanden zu sein. Alle Sequenzierungen zeigen ausnahmslos die
Mutation rtI233V. Da der Klon 5 von Patient 2 die wenigsten Polymorphismen
und keine bekannten Resistenzmutationen innerhalb des sequenzierten
Bereichs aufweist (Analyse mittels Geno2pheno), wurde er fir die
phanotypischen Untersuchungen zwecks Charakterisierung von rtl233V
verwendet.

Der phanotypische Assay wurde grundlegend wie bei den Patientenisolaten des
HOPE-Projekts durchgefuhrt. Unterschiede bestanden in der vewendeten
Zelllinie (HuH7 anstatt des Subklons HuH7-Mlnchen) und in der Verwendung
eigener Stammlésungen der 4 Nukleo(t)sidanaloga, die bei -20°C gelagert
wurden. In zwei unabhangigen Versuchen wurde Klon 5 von Patient 2 jeweils
mit dem Widltypplasmid veglichen. Die Daten aus beiden Versuchen wurden
zusammengefasst. Die so erstellten Mittelwerte basieren jeweils auf den Werten
von sechs einzelnen Inhibitionskurven (2 unabhangige Versuche mit je 3fach

Ansatzen). Das Resistenzprofil im Vergleich zum Wildtyp ist in Abbildung 37
dargestellt.
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Abbildung 37: Resistenzprofil des Klons 5 von Patient 2 (rtl233V) im Vergleich zum
parallel gelaufenen Wildtyp: Die griinen Linien stellen die Konsensuskurven des Wildtyps dar.
Die roten Linien stellen die Konsensuskurven von Klon 5 dar. Die gestrichelten Linien zeigen die
Position der ICso an mit dem entsprechenden Wert oben rechts. Die Inhibitionskurven sind
jeweils der Mittelwert aus 6 Einzelkurven. Die Fehlerbalken sind stellen die 95%
Konfidenzintervalle der einzelnen Messpunkte dar.
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Tabelle 21: IC50-Werte des Wildtyps und des Klon 5 von Patient 2, sowie
die Resistenzfaktoren relativ zum Wildtyp:

ADF ETV LMV TDF
IC50 in nM
Wildtyp 3339,6 2,1 418,1 3262,6
Klon 5 Patient 2 4438,4 3,3 695,3 3555,3
Resistenzfaktoren 1,3 1,6 1,7 1,1

Die ermittelten Resistenzfaktoren, sowie die ermittelten IC5y Werte sind in
Tabelle 21 gezeigt. Es ist deutlich zu sehen, dass keine signifikante Resistenz
fur den Klon mit der Mutation rtI233V festgestellt werden konnte. Alle ermittelten
Resistenzfaktoren liegen unter 2 und liegen somit eindeutig innerhalb der
Messungenauigkeit. Das gleiche Bild ergibt sich auch aus der Grafik der
Inhibitionskurven aus den zusammengefassten Werten, die in Abbildung 36 mit
95% Konfidenzintervallen gezeigt sind.

In Abbildung 37 ist klar zu erkennen, dass die Kurven des Wildtyps und der zu
testenden Variante sehr ahnlich verlaufen. Die errechneten 95%
Konfidenzintervalle Gberschneiden sich bei jedem gemessenen Punkt.

Ein Einfluss der Mutation rtI233V auf die Resistenz gegen die getesteten
Nukleos(t)idanaloga kann mit dem verwendeten Test nicht bestatigt werden.

4.6 Untersuchung neuer RT-Inhibitoren

Neben der Phanotypisierung von Patientenisolaten und der Charakterisierung
einzelner Mutationen bietet sich der entwickelte Resistenztest ebenso dafir an,
neue Inhibitoren der reversen Transkriptase bezuglich ihrer in vitro Wirksamkeit
zu testen.

Herr PD Dr. E. Matthes (Berlin, Max-Delbrick-Centrum fur Molekulare Medizin)
stellte die vier Inhibitoren  L-Hyd4C, L-Hyd4FC, L-Hy2’Fd4C und L-
Hy2’Fd4FC zur Verfugung, um deren in vitro Wirksamkeit in dem hier
entwickelten Test direkt mit den zugelassenen Mitteln zu vergleichen. Bei den
vier zu testenden Inhibitoren handelt es sich um Cytidinderivate. Sie ahneln
somit dem Inhibitor Lamivudin. Aufgrund dieser Tatsache lasst sich eine
Kreuzresistenz zwischen Lamivudin-Resistenzvarianten und den vier Inhibitoren
vermuten, weshalb sie parallel zum Wildtyp (pCH9-3091) auch mit einer
bekannten Lamivudin-Resistenzvariante getestet wurden. Die Resistenzvariante
enthalt die Mutationen rtL180M und rtM204V und geht aus dem Plasmid pCH9-
3091 hervor. Sie wurde von der AG Protzer zur Verfigung gestellt. Die
Strukturformel von L-Hyd4C ist in Abbildung 38 im Vergleich zu den
Strukturformeln von Lamivudin und Cytidin gezeigt. Fur L-Hyd4C wurde bereits
eine hohe Wirksamkeit bei geringer Cytotoxizitat in vitro mit HepG2.2.15-Zellen
(HBV-produzierende stabil transfizierte HepG2-Zellen) nachgewiesen (Matthes
et al. 2007) und fir die Variante L-Hyd4FC konnte eine dem Lamivudin
uberlegene in vivo Wirkung mit immunsupprimierten Mausen gezeigt werden
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(Matthes et al. 2010). Uber Hy2’Fd4C und L-Hy2’Fd4FC waren noch keine
Daten bekannt.
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Abbildung 38: Das natiirlich vorkommende Nukleosid Cytidin und dessen Derivate L-
Hyd4C und Lamivudin (modifiziert nach Ghany und Liang 2007 und Matthes et al. 2007)

Der phanotypische Test wurde prinzipiell wie in 3.2 beschrieben durchgefuhrt.
Allerdings wurde die Zelllinie HuH7 verwendet (anstatt HuH7-Mldnchen), sowie
die Plasmidstocks aus den Versuchen von 4.5. Neben Adefovir, Entecavir,
Lamivudin und Tenofovir wurden auch die vier neuen Inhibitoren in den Test
eingesetzt. Die verwendeten Konzentrationen sind in Abbildung 39 und 40
gezeigt. Fur den Wildtyp wurden zwei unabhangige Versuche mit jeweils
dreifach Ansatzen durchgefuhrt. Die so generierten Daten aus sechs
Inhibitonskurven wurden zusammengefasst. Aus diesem Datensatz wurden
anschliellend die ICsp-Werte berechnet. Flur die phanotypische Untersuchung
mit der Lamivudin-Resistenzvariante wurde nur ein Versuch mit Dreifach
ansatzen durchgefuhrt. Die ermittelten 1Cso fur die Mutante wurden berechnet
und mit den Wildtypwerten verglichen um die Resistenzfaktoren zu bestimmen.
Die Daten aus den Versuchen sind in Tabelle 22 gezeigt.

Tabelle 22: ICso-Werte und Resistenzfaktoren fiir Wildtyp und Mutante
bezuglich der 8 getesteten Inhibitoren

ICs0 Resistenzfaktor
Inhibitor Wildtyp | Mutante Mutante
Adefovir 4002,9 6250,3 1,6
Entecavir 2,1 217,5 105,3
Lamivudin 418,1 |>100000,0 >239
Tenofovir 3262,6 2385,6 0,7
L-Hyd4C 641,1 >10000 >15,6
L-Hyd4FC 1957,5 | >100000 >51,1
L-Hy2’Fd4C | ~35503,9| >100000 (>2,8)
L-Hy2’Fd4FC | >100000 | >100000 -
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Die ermittelten IC50-Werte des Wildtyps fur Adefovir, Entecavir, Lamivudin und
Tenofovir entsprechen den bereits ermittelten Werten aus 4.5. Die
Resistenzfaktoren der Mutante zeigen die typische hohe Lamivudin-Resistenz
bei mittlerer Entecavir-Resistenz und keiner nachweisbaren Resistenz
gegenuber Adefovir oder Tenofovir.

Die Wirkung von L-Hyd4C ist mit der von Lamivudin vergleichbar wahrend L-
Hyd4FC etwa um den Faktor 3 weniger wirksam ist. Die IC5p von L-Hy2’Fd4C ist
nur grob bestimmbar, da sie sich am Rande des Messbereichs und damit der
Wirksamkeit befindet. Der Resistenzfaktor fir die Mutante ist deshalb auch nicht
sinnvoll bestimmbar. Er ist in Klammern in Tabelle 22 angegeben. Der Inhibitor
L-Hy2’Fd4FC zeigt beim Wildtyp keinen inhibitorischen Effekt innerhalb des
Messbereichs. Eine Inhibition der Replikation bezuglich der Mutante war bei
keinem der zu testenden neuen Inhibitoren feststellbar. Dabei war selbst bei der
jeweils hochsten eingesetzten Inhibitorkonzentration keinerlei Wirkung der Mittel
zu erkennen (Abbildung 40).
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Abbildung 39: Resistenzprofile des Wildtyps (griin) und der Mutante (180M,204V, rot)
beziiglich der klinisch relevanten RT-Inhibitoren

Die Wildtypwerte sind jeweils der Mittelwert aus 6 Inhibitonskurven mit Standardabweichung.
Die Werte der Mutante sind der Mittelwert aus 3 Inhibitonskurven mit Standardabweichung.
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Abbildung 40: Resistenzprofile des Wildtyps (griin) und der Mutante (180M,204V, rot)
beziiglich der neuen getesteten Inhibitoren

Die Wildtypwerte sind jeweils der Mittelwert aus 6 Inhibitonskurven mit Standardabweichung.
Die Werte der Mutante sind der Mittelwert aus 3 Inhibitonskurven mit Standardabweichung.

4.7 Erstellung stabiler Linien mit dem Vektor pCEP-Puro

Um eine bestimmte HBV-Variante naher charakterisieren zu kdnnen werden
meist grolere Mengen an viralen Proteinen und Viren bendétigt. Hierzu sind
stabil transfizierte Linien geeigneter. Diese Zelllinien zu generieren ist jedoch
meist recht aufwendig und langwierig, da sie das entsprechende Konstrukt in
das Genom stabil integrieren mussen. Eine einfachere und schnellere
Alternative stellt die Transfektion eines episomal stabilen Konstrukts dar,
welches sich in eukaryotischen Zellen vermehren kann. Das Plasmid pCEP4
bietet mit dem EBNA-1-ORF und dem Ori-P des Epstein Barr Virus diese
Maoglichkeit. Um die Selektion transfizierter Zellen beschleunigen zu kdnnen,
wurde die Puromycin-Resistenzkassette in den Vektor eingebaut.

Mit Hilfe der ligations- und restriktionsunabhangigen In-Fusion Klonierung war
es maoglich aus dem bei Invitrogen erhaltlichen Vektor pCEP4 den Vektor pCEP-
Puro herzustellen. Dazu wurde die Hygromycin-Resistenz des Vektors pCEP4
mittels In-Fusion-Klonierung durch die Puromycin-Resistenzkassette von pPur
ersetzt (siehe 3.7.1 und 2.5). Der neu erstellte Vektor vermehrt sich in
eukaryotischen Zellen und verbleibt dabei in episomaler Form. Die transfizierten
Zellen lassen sich mit Puromycin schnell und effizient selektieren.
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4.7 1 Erstellung stabiler Linien mit pCEP-Puro-Cherry

Zur Etablierung und Funktionstestung wurde auf der Grundlage von pCEP-Puro
ebenfalls durch In-Fusion Klonierung der Vektor pCEP-Puro-Cherry hergestellt,
welcher den ORF fur das rot fluoreszierende Protein mCherry enthalt. HuH7-
Zellen wurden mit pCEP-Puro-Cherry transfiziert und Gber einen Zeitraum von 7
Tagen mit 3 pg/ml Puromycin selektiert (siehe 3.8.4). Als Kontrolle dienten nicht
transfizierte HuH7-Zellen, sowie HuH7-Zellen, die mit pCEP-Puro (Leervektor
ohne mCherry ORF) transfiziert wurden. In Abbildung 41 sind
lichtmikroskopische, sowie UV-Aufnahmen der Zellen gezeigt.

HuH7 untransfiziert HuH7 mit pCEP-Puro-Cherry HuH7 mit pCEP-Puro

Abbildung 41: Mikroskopische Aufnahmen der transfizierten HuH7 Zellen nach 7 Tagen
Selektion

a) Lichtmikroskopische Aufnahmen nicht transfizierter Zellen nach 7 Tagen unter
Puromycinselektion (unten) oder ohne Puromycinselektion (oben) b) lichmikroskopische
Aufnahmen (oben) und UV-Aufnahmen (unten, je 15 sek Belichtungszeit) der beiden
transfizierten Zellkulturen nach 7 Tagen Puromycinselektion

In Abbildung 41 ist zu erkennen, dass bei Kultivierung der untransfizierten
Zellen mit Puromycin nach 7 Tagen keine lebenden Zellen mehr vorhanden
sind. Nur noch einige Zellreste sind zu erkennen. Zellen die entweder mit pCEP-
Puro oder mit pCEP-Puro-Cherry transfiziert wurden, zeigen bei gleicher
Behandlung nach 7 Tagen eine beinahe konfluente Zellschicht. Die mit pCEP-
Puro-Cherry transfizierten Zellen zeigen zu etwa 50% ein starkes Signal unter
UV-Anregung, wahrend die mit pCEP-Puro transfizierten Zellen keinerlei Signal
erkennen lassen.
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Abbildung 42: Beobachtung der mit pCEP-Puro-Cherry transfizierten Hepatomzelllinien
unter Puromycinselektion iiber mehrere Wochen

Lichtmikroskopische und UV-Aufnahmen der mit pCEP-Puro-Cherry transfizierten und
selektierten HuH7- und HepG2-Zellen. Die Belichtungszeit bei den UV-Aufnahmen betrug bei
den HuH7-Zellen jeweils 15 Sekunden und bei den HepG2-Zellen jeweils 10 Sekunden.

Um die Stabilitat der Transfektion untersuchen zu kdnnen, wurden die
selektierten Zellen mit pCEP-Puro-Cherry Uber einen Zeitraum von mehreren
Wochen kultiviert und regelmaldig mikroskopisch untersucht. Die Zellen wurden
dabei wochentlich zweimal passagiert und dabei 1 zu 10 gesplittet. Neben den
HuH7-Zellen wurden auch HepG2-Zellen mit pCEP-Puro-Cherry transfiziert und
ebenfalls Uber einen langeren Zeitraum beobachtet. Sie wurden zweimal
wochentlich passagiert und dabei 1 zu 5 gesplittet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 42 dargestellt.

Sowohl bei den HuH7-Zellen als auch bei den HepG2-Zellen ist Uber den
jeweils beobachteten Zeitraum (9 Wochen bzw. 5 Wochen) keine Veranderung
des Anteils an leuchtenden Zellen zu erkennen. Die Intensitat des Signals
unterscheidet sich stark zwischen den einzelnen Zellen einer Zellkultur. Trotz
kUrzerer Belichtungszeit ist das Signal bei den HepG2-Zellen starker als bei den
HuH7-Zellen.
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4.7.2 Erstellung einer stabilen HBV-produzierenden Hepatom-
Zelllinie mit Hilfe eines episomalen Exrpessionskonstrukts

Auf Grundlage des Vektors pCEP-Puro wurde der Vektor pCEP-Puro-3091
hergestellt, welcher das HBV-Uberlangenkonstrukt aus dem Plasmid pCH-9-
3091 enthalt. Um festzustellen, ob der Vektor nach der Transfektion von HuH7-
Zellen zur Produktion neuer Viren fihrt, wurde ein phanotypischer Test mit
Adefovir durchgefuhrt (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Adefovirinhibitionskurve der transfizierten HuH7-Zellen

Die gestrichelte vertikale Linie zeigt die errechnete ICsy an. Die horizontale gestrichelte Linie
zeigt die GE/ ml im Uberstand der nicht inhibierten Zellen an. Die Werte sind jeweils der
Mittelwert mit Standardabweichung aus Doppelansatzen und rechts neben den Datenpunkten
angezeigt.

Nach der transienten Transfektion und Inkubation fir 3 Tage (siehe 3.11.1) sind
bei den nicht inhibierten Zellen etwa 1,55 x 10° GE/ml im Uberstand
nachweisbar. Dies entspricht in etwa den detektierten Mengen nach
Transfektion mit pCH9-3091. Die ermittelte ICso flr Adefovir entspricht in etwa
den bereits ermittelten ICsq aus 4.5 und 4.6.

Nachdem die HBV-Produktion des Vektors nachgewiesen werden konnte,
wurde nun die Stabilitdt der Transfektion untersucht. Dazu wurden die
transfizierten Zellen fur 26 Tage unter Puromycinselektion kultiviert und dabei
bis zu Tag 15 insgesamt viermal passagiert (jeweils 1 zu 5 gesplittet). An Tag
13 und 14 wurden die Zellen unter 1000 nM Entecavir kultiviert. An Tag 15
wurden die Zellen abtrypsiniert, drei mal gewaschen und auf zwei neue
Zellkulturschalen gleichmaRig verteilt. Die Zellen der einen Schale wurden mit
1000 nM Entecavir in 10% FKS DMEM kultiviert und dienten als
Negativkontrolle, wahrend die anderen Zellen ohne Entecavir kultiviert wurden.
Beide Ansatze wurden uber einen Zeitraum von 10 Tagen beobachtet. Es
wurden regelmaRig je 200 pl Uberstand entnommen und durch das
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entsprechende Medium ersetzt. An Tag 21 wurden nach der Abnahme der
Uberstédnde die Zellen jeweils 1 zu 5 gesplittet und in neuem Medium
weiterkultiviert. Die Uberstande wurden aufgereinigt und in eine HOPE-PCR
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 44 dargestellt.
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Abbildung 44: Menge an detektierten HBV-Genomen im Uberstand der stabil
transfizierten Zellen

Nach 2 Tagen Vorinkubation unter 1000 nM Entecavir wurden die Zellen gewaschen und
entweder mit 1000 nM Entevavir (rosa) oder ohne Entecavir (blau) kultiviert. An Tag 5 wurden
die Zellen auf neue Kulturschalen mit neuem Medium 1 zu 5 gesplittet. Die Messung der
Virusmenge im Uberstand wurde an den Tagen 16,17,19,20,21,24,25 und 26 ermittelt.

Bei den nicht inhibierten Zellen steigt die Menge an Viren im Uberstand von Tag
16 bis Tag 25 stark an. Von Tag 25 auf Tag 26 lasst sich keine deutliche
Erhdhung der Virusmenge mehr feststellen. Die Menge an detektierten
Genomen liegt am Ende bei etwa 2 x 10° GE/ml. Dies entspricht etwa einem
Zehntel der detektierten Viren nach der transienten Transfektion. Bei den Zellen
die mit 1000 nM Entecavir inhibiert wurden ist kein Anstieg der Virusmengen
uber den gesamten Zeitraum zu erkennen.

4.8 Erstellung eines Uberlangenkonstrukts ohne Vektorkassette
Mit Hilfe der In Fusion-Klonierung wurde aus dem klonierten HBV-Genom eines
Patientenserums ein replikationsfahiges Uberlangenkonstrukt hergestellt (siehe
3.7.2). Bei dieser Methode wurde keine Vektorkassette (z. B. pCH9-3091) flr
die Erzeugung des Uberlangenkonstrukts benétigt. Die einzelnen Schritte der
Klonierung sind in Abbildung 45 schematisch dargestelit.

Hier ist zu sehen, dass allein die isolierte DNA des HBV-Genoms aus den
Virionen des Patientenserums fiir die Herstellung des Uberlangenkonstrukts
verwendet wurde. Die beiden PCRs fur die Herstellung der Fragmente
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beinhalten jeweils den Bereich der zuvor ligierten Enden des HBV-Genoms
(Abbildung 45.3 schwarz). Das 5'-Ende des linken Amplifikats (grin, Abbildung
45) ist dabei im Bereich von 15 Basenpaaren homolog zum 3'-Ende des Vektors
und das 3'-Ende des linken Amplifikats ist homolog zum 5'-Ende des rechten
Amplifikats (gelb Abbildung 45). Das 3'-Ende des rechten Amplifikats ist
homolog zum 5'-Ende des Vektors. Aufgrund dieser Homologien werden die
beiden Fragmente bei der ligationsunabhangigen Klonierungsmethode in der
richtigen Reihenfolge und Orientierung in den Vektor eingebaut. Zusammen
bilden sie das Uberldngenkonstrukt, welches kurz vor der urspriinglichen
Ligationsstelle beginnt und etwa 200 bp nach der Ligationsstelle endet. Dieser
Bereich umfasst dabei die minimal ausreichende Sequenz zur Transkription der
pragenomischen mRNA.

—O©

1.lineares HBV-Genom 2. zirkulares HBV-Genom 3. PCR der Fragmente
1
[
4. Klonierung der Fragmente 5. Vektor mit Uberlangenkonstrukt

Abbildung 45: schematische Darstellung der Klonierung des HBV-Uberldngenkonstrukts
1.) PCR aus Serum aufgereinigter oder zuvor klonierter HBV-Genome 2.) Zirkularisierung der
linearen Ganzgenomamplifikate durch Ligation (schwarzer Strich: ligierte Enden) 3.) PCRs der
Genomfragmente mit zirkularisiertem HBV-Genom als Template 4.) gleichzeitige zielgerichtete
Klonierung beider Fragmente in Expressionsvektor 5.) vollstandiger Expressionsvektor mit
1.1fachem HBV-Genom-Uberlangenkonstrukt
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Abbildung 46: Inhibitionskurve des Uberldngenkonstrukts

Die gestrichelte vertikale Linie zeigt die errechnete IC50 an. Die horizontale gestrichelte Linie
zeigt die GE/ ml im Uberstand der nicht inhibierten Zellen an. Die Werte sind jeweils
Einzelmessungen und rechts neben den Datenpunkten angezeigt.

Nach der erfolgreichen Herstellung des HBV-Uberlangenkonstrukts aus dem
Serum ID309 und Klonierung in den durch PCR erhaltenen Vektor pCEP-Puro,
wurde das generierte Plasmid mit einem phanotypischen Test auf die
Produktion neuer HBV-Genome untersucht. Dazu wurden HuH7-Zellen mit dem
Vektor transfiziert. AnschlieBend wurde ein Inhibitionsversuch mit Entecavir wie
in 3.11 beschrieben durchgeflhrt.

Das neu generierte Plasmid fuhrt zur Herstellung neuer Virusgenome. Bei dem
nicht inhibierten Well konnten mehr als 8 x 10° GE/ ml im Uberstand detektiert
werden, wahrend bei einer Konzentration von 1000 nM Entecavir weniger als
2 x 10* GE/ ml nachgewiesen werden konnten (Abbildung 46). Die errechnete
ICs0 der einzelnen Inhibitonskurve zeigt mit 3,1 nM einen Resistenzfaktor von
etwa 1,5 im Vergleich zu den in 4.5 und 4.6 gemessenen Werten fur das
Plasmid pCH9-3091.
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5. Diskussion

5.1 Grundlagen des phanotypischen Resistenzassays

Fir das Verstandnis der Entwicklung von HBV-Resistenzvarianten ist es wichtig
eine Verbindung zwischen einer bestimmen phanotypischen Auspragung und
dem Genotyp herstellen zu konnen. Aus diesem Grund wurden groflde
Anstrengungen unternommen um geeignete Tests zu entwickeln. Die
Grundlage jedes Resistenztests ist dabei die Einbringung einer
replikationsfahigen HBV-DNA-Form in eine Hepatomzelllinie und die
anschlieende Quantifizierung der neu produzierten Genome bei verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen. Die so erhaltenen Daten kdonnen mit einem Wildtyp
verglichen werden.

Bei der Umsetzung dieses Prinzips wurden verschiedene Systeme entwickelt,
die sich in der DNA-Form, der Zelllinie, den Vektoren sowie der
Nachweismethode unterscheiden. Diese Vielfalt erschwert den effektiven
Vegleich der ermittelten Ergebnisse. Fur die Entwicklung eines einheitlichen,
kostenglnstigen und vergleichbaren Tests im Hochdurchsatzverfahren, stellt
sich deshalb die Frage, welche grundlegenden Methoden fur die verschiedenen
Schritte verwendet werden sollten.

Die Grundlage fur die Erstellung einer replikationsfahigen DNA-Form bildet
immer ein aus Serum aufgereinigtes Virus. Dieses wird mittels PCR amplifiziert
um ausreichende Mengen fur eine anschlieRende Weiterverarbeitung (vor allem
Klonierung) zu erhalten. Die lineare Form des kompletten HBV-Genoms flhrt
jedoch nicht zur Herstellung neuer Viren, da die pragenomische mRNA als
Zwischenstufe der Replikation um etwa 200 bp langer ist als das eigentliche
virale Genom (Abbildung 5). Diese mMRNA wird durch das einmalige Uberlesen
der viralen Polyadenylierungssequenz wahrend der Transkription hergestellt
und bendtigt entweder ein zirkulares HBV-Genom oder ein lineares
Uberlangenkonstrukt als Matrize.

Eine elegante Methode zur Herstellung der naturlichen zirkularen HBV-Form
wurde 1995 vorgestellt (Gunther et al. 1995). Nach der Amplifikation des
kompletten HBV-Genoms wurde ein Typ |l Restriktionsenzym verwendet um
einander komplementare Genomenden zu generieren. Das so erhaltene lineare
HBV-Genom konnte direkt transfiziert werden und wurde durch zellulare
Enzyme in die zirkulare nattrliche HBV-Form Uberfihrt. Diese Methode ahnelt
der naturlichen Infektion am meisten, da keinerlei Fremd-DNA bendtigt und die
Transkription des Virus vom naturlichen Promoter kontrolliert wird. Eine
vorherige Klonierung des Ganzgenoms zur Sequenzierung und Amplifizierung
ist ebenfalls moglich. Anschliefliend kann das naturliche HBV-Genom aus dem
Vektor ausgeschnitten werden.

Ein groRRer Nachteil der Methode ist der notwendige Restriktionsverdau vor der
Transfektion, sowie eine eher geringe Transkription/Replikation des
transfizierten Konstrukts (Durantel 2005).
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Deutlich hohere  Transkriptionsraten kdnnen mit  vektorbasierten
Uberlangenkonstrukten erzeugt werden. Hier kommen vor allem Konstrukte mit
einer 2 fachen, 1,3 fachen oder einer 1,1 fachen Uberlange unter der Kontrolle
des naturlichen HBV-Promoters bzw. des CMV-Promoters zum Einsatz. Die
Verwendung eines Uberlangenkonstruktes mit der minimal notwendigen
Genomlange (1,1fach) unter der Kontrolle des CMV-Promoters erzielt dabei die
besten Resultate (Durantel 2005).

Die Einbringung des jeweiligen Konstruktes wurde sowohl Uber Transduktion
mit Baculoviren (Delaney und Isom 1998) und Adenoviren (Sprinzl et al. 2001),
als auch Uber Transfektion erreicht. Die Transfektion stellt hierbei die einfachere
und kostenglnstigere Variante dar. Die am haufigsten verwendeten
Hepatomzelllinien lassen sich mit kommerziellen Reagenzien zuverlassig
transfizieren.

Als Zelllinie far ein Hochdurchsatzverfahren ist aufgrund der einfachen
Handhabung, sowie des schnellen Wachstums und der Fahigkeit unter geringen
FKS-Konzentrationen kultiviert zu werden die Zelllinie HuH7 besonders
geeignet. Der Subklon HuH7-Minchen soll keine Rezirkulation reifer
Corepartikel in den Kern zulassen (personliche Auskunft Frau Prof. Protzer) und
die dadurch eventuell erzeugten Nebeneffekte umgehen kdénnen. Er wurde flr
die Erzeugung der Daten im Rahmen des HOPE-Projekts verwendet.

Fir die Quantifizierung der neu produzierten Viren wurde lange Zeit die
Southern Blot Analyse verwendet (Allen et al. 1998, Seignéres et al. 2002).
Diese Methode ist allerdings recht langwierig und umstandlich. Sie ist nicht fur
die Erstellung eines Hochdurchsatzverfahrens geeignet. Eine sehr gute
Alternative stellt die sensitive und genaue Quantifizierungsmethode der Real-
Time PCR dar. Sie erlaubt die genaue Detektierung auch kleiner Virusmengen
und deshalb die Verkleinerung der Zellkultur auf ein Minimalformat. Dies
ermdglicht die Erstellung eines Hochdurchsatzverfahrens mit Mehrfachansatzen
und damit die genauere und zuverlassigere Ermittlung von phanotypischen
Werten.

Fir den Resistenztest kann sowohl die Quantifizierung intrazellularer als auch
der in den Uberstand abgegebener Viren verwendet werden. Da fir die
Quantifizierung intrazellularer Viren eine Lyse der Zellen erforderlich ist, stellt
die extrazellulare Quantifizierung die einfachere Variante dar.

Aufgrund der dargelegten Fakten wurde als Grundlage des phanotypischen
Resistenzassays ein Plasmid mit einem 1,1fachen Uberlangenkonstrukt unter
der Kontrolle eines CMV-Promoters (pCH9-3091) verwendet. Das Einbringen
des Plasmids in die HuH7-Zellen erfolgte Uber eine Transfektion und die
anschlieRende Quantifizierung der im Uberstand befindlichen Viren tber Real-
Time PCR.
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5.2 Klonierung der Patientenisolate

Der als Wildtyp verwendete Vektor pCH9-3091 dient ebenfalls als
Vektorkassette zur Erzeugung replikationsfahiger Uberlangenkonstrukte durch
Klonierung von Patientenisolaten. Die Klonierung eines Ganzgenoms in eine
Vektorkassette zur Erzeugung eines 1,1fachen Uberlangenkonstrukts wurde
ebenso bereits beschrieben (Yang et al. 2004), wie die Erzeugung des
gesamten Uberlangenkonstrukts ohne Vektorkassette aus dem Patientenisolat
(Durantel 2004). Fur die Klonierung grof3er Mengen verschiedener Isolate sind
beide Methoden nur bedingt geeignet. Die Verwendung einer Vektorkassette in
Kombination mit der Klonierung des Ganzgenoms, wie von Yang et al.
beschrieben, beruht auf der Erzeugung eines Ganzgenoms durch die weiter
oben beschriebene von Gunther entwickelte Methode. Da jedoch das verdaute
Genom und der Vektor selbstkomplementare Enden aufweisen, tritt bei der
Ligationsreaktion haufig eine intramolekulare Rezirkulation sowohl beim Vektor
als auch bei dem HBV-Genom auf. Aus diesem Grund ist die Klonierung zwar
grundsatzlich maoglich aber ineffizient. Die von Durantel vorgeschlagene
Methode beinhaltet die Amplifikation zweier unterschiedlich groler PCR-
Produkte und die anschliellende Klonierung beider Fragmente in den Vektor in
nur einem Schritt. Hierzu werden jedoch 3 Restriktionsschnittstellen, sowie vier
Primerbindestellen bendtitgt. Die angegebene Klonierungseffizienz liegt bei 50
bis 75%. Diese Methode ist aufgrund der hohen Anzahl verwendeter Primer und
Restriktionsenzyme ebenfalls nur bedingt fir ein Hochdurchsatzverfahren
geeignet. Alle HBV-Genome, die nicht die entsprechenden Bindestellen oder
zusatzliche Schnittstellen der verwendeten Enzyme besitzen sind von der
Klonierung ausgeschlossen. Aufgrund einer fehlenden Vorklonierung besteht
aulBerdem die grolRe Gefahr die Fragmente zweier unterschiedlicher HBV-
Varianten zu verbinden und somit Artefakte zu erzeugen.

Die flr den phanotypischen Test verwendete Methode beschrankte sich
deshalb auf die konventionelle Klonierung eines subgenomischen HBV-
Fragments mit zwei Restriktionsenzymen und 2 Primern. Bei dem klonierten 2,4
kb grof3en Fragment handelt es sich um den Polymeraserahmen der etwa 70%
des HBV-Genoms umspannt und alle relevanten Bereiche enthalten durfte, die
zu einer Resistenz beitragen konnten. In diesem Bereich sind auf3erdem
samtliche Informationen der Oberflachenproteine in einem alternativen
Leserahmen enthalten (siehe 1.5, Abbildung 5). Die Klonierung des kleineren
Fragments bietet neben der sehr hohen Klonierungseffizienz (etwa 90% positive
Klone, Daten nicht gezeigt) auch weitere Vorteile. Die verwendeten
Primerbindestellen sind in den verschiedenen HBV-Genomen hochkonserviert
und die Restriktionsenzyme sind meist nur an der gewinschten Stelle
vorhanden. Dadurch kann die PCR die breite Masse der verschiedenen HBV-
Varianten amplifizieren und der Klonierung zuganglich machen. Aufgrund der
geringeren Grolke des Amplifikats durfte die PCR auch sensitiver sein als die
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PCR zur Erzeugung eines Ganzgenoms. Dies mdusste allerdings noch
experimentell bestatigt werden.

Die konstanten Bereiche der Vektorkassette beinhalten aulRerdem die
Bindestellen der Primer fir die diskriminative Real-Time PCR, wodurch diese
nicht bei jeder HBV-Variante angepasst werden muss. Dies erlaubt die
Quantifizierung der Genome bei allen Patientenisolaten unter gleichen
Bedingungen bei minimalem Aufwand.

5.3 Etablierung des Hochdurchsatzverfahrens

Mit Hilfe der genannten Methoden wurde das Hochdurchsatztestverfahren
entwickelt. Als erstes galt es zu klaren ob eine Verkleinerung der Zellkultur auf
ein 96-Well-Format (200 pyl Medium und ca. 40 000 Zellen pro Well) generell
maoglich ist und ob die Zellen bei den gegebenen Bedingungen (Verhaltnis
Kulturmedium zu Zellmenge, Wachstumsflache zu Volumen, gegebene
Oberflache zum Gasaustausch mit der Umgebung) langere Zeit Gberleben und
ungehindert exprimieren kdnnen. Wie aus Abbildung 13 hervorgeht ist weder
die Anzahl der Uberlebenden Zellen noch die generelle Starke der Expression
durch die Verkleinerung der Zellkultur auf ein 96-Well Format beeinflusst.

Der Test auf das Signal des pSEAP2-control Reporterplasmids war aufierdem
notwendig um festzustellen, ob dieses Konstrukt geeignet ist um
Transfektionseffizienzen im 96-Well-Format zu ermitteln. Ein Reporterplasmid
ist bei der Transfektion aus verschiedenen Grinden von Vorteil. Zum einen ist
es unabdingbar, wenn neben der generellen Resistenz einer HBV-Variante
auch deren Replikationsfahigkeit bestimmt werden soll. In diesem Fall mussen
die Transfektionseffizienzen des Wildtypplasmids und der Variante miteinander
normalisiert werden um aussagekraftige Vergleiche durchfihren zu kdnnen.
Zum anderen dient das Konstrukt als generelles Kontrollelement um den Erfolg
einer Transfektion festzustellen, bevor weitere Schritte unternommen werden.
Das pSEAP2-control-Plasmid exprimiert eine um den Membrananker verklrzte
Version der humanen placentaren alkalischen Phosphatase (secreted alkaline
phosphatase). Durch diese Veranderung wird das Enzym nicht mehr in der
Zellmembran verankert sondern in den Uberstand abgegeben (Berger et al.
1988). Diese Phosphatase ist im Gegensatz zu allen endogenen zelleigenen
Phosphatasen extrem hitzestabil und wird nicht durch L-Homoarginin inhibiert
(Cullen & Malim, 1992), wodurch mittels einer Inkubation bei 65°C und
anschlieRender Reaktion unter dem genannten Inhibitor jegliches endogenes
Signal eliminiert werden kann. Diese Eigenschaft zusammen mit der Linearitat
des Signals Uber einen grofien Messbereich und der Sensitivitdt macht es zu
einem idealen Reporterkonstrukt fur den Resistenztest. Die
Transfektionseffizienz kann ohne groRen Aufwand durch die Abnahme eines
geringen Volumens des Uberstandes ermittelt werden und benétigt keine Lyse
der Zellen, wie es zum Beispiel bei Luciferase-Assays der Fall ist. Nachdem
gezeigt werden konnte, dass das detektierte Signal direkt abhangig von der
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Menge an transfiziertem pSEAP2-control Plasmid ist (Abbildung 14) wurde es
fir die Normalisierungen der Transfektionen verwendet. Nach der Etablierung
der Methode war es aullerdem madglich verschiedene Transfektionsreagenzien
quantitativ miteinander zu vergleichen, um das optimale Transfektionsreagenz
fur die verwendete Zelllinie zu finden (Abbildung 15). Bei dem Test zeigte
FuGene HD die mit Abstand hdchste Effizienz. Die ermittelten Ergebnisse
lieRen sich aullerdem durch die parallele Transfektion von pmax-GFP stltzen
(Abbildung 15). Die beiden Reagenzien GenedJuice und JetPrime zeigen in etwa
das gleiche SEAP-Signal aber eine unterschiedliche Anzahl leuchtender Zellen
bei der Transfektion von pmaxGFP. Dies ist auf Transfektionsschwankungen
und die Wahl des Bildausschnittes zurtickzufihren. Ungeachtet dieser geringen
Unterschiede bewegt sich die Transfektionseffizienz beider Mittel nicht in der
Groflienordnung von FuGene HD.

Einer der wichtigsten Aspekte flr die Sensitivitat und Genauigkeit des Tests ist
die Nachweismethode der neu gebildeten Genome des HBV. Die Real-Time
PCR zur Quantifizierung der Virus DNA bietet gegentiber dem Southern Blot
deutliche Vorteile (siehe 5.1), hat aber einen entscheidenden Nachteil: Die
nachgewiesenen Genome werden anders als beim Southern Blot nicht nach
Grolke aufgetrennt, weshalb es nicht mdglich ist die neu produzierten HBV-
Genome und die noch vorhandenen Plasmide aus der Transfektion getrennt
voneinander zu detektieren. Da die Menge an transfiziertem Plasmid auch mit
dem Wechseln des Uberstands und nach optimaler Transfektionseffizienz um
etwa Faktor 100 gréler ist als die des neu produzierten Virus (Abbildung 17),
ware eine Inhibition der Replikation theoretisch nicht feststellbar. Dieses
Problem wird durch eine spezielle Real-Time PCR umgangen, die sich die
Unterschiede zwischen den Plasmiden und dem naturlichen HBV-Genom
zunutze macht.

peH-9-3091

6338 bp

S
Abbildung 47: Schematische Darstellung der Lage der Primerbindestellen (rot) der HOPE-

PCR im verwendeten Plasmid pCH9-3091 (links) und in der zirkularen HBV-Form (rechts)
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Die Primerbindestellen sind so gewahlt, dass sie im natlrlichen HBV-Genom
einen Abstand von etwa 400 bp aufweisen, wahren sie im zuvor transfizierten
Plasmid aufgrund der zusatzlichen Vektorsequenz einen deutlich gréReren
Abstand haben (Abbildung 47).

Mit einer auf 400 bp angepassten Elongationszeit lasst sich somit eine
diskriminative PCR durchfuhren, die HBV-Genome um etwa den Faktor 1000
besser als die verwendeten Plasmide erkennt (Abbildung 16).

Die ungewollte Erkennung der Plasmide st jedoch ebenfalls
konzentrationsabhangig und die PCR weist eine ahnliche Effizienz auf, wie die
auf Grundlage des natlrlichen HBV-Genoms (Verdopplung der Amplifikatmenge
pro Zyklus). Es ist deshalb sehr unwahrscheinlich, dass der gemessene
Hintergrund auf der Amplifikation des sehr langen, die Vektorsequenz
beinhaltenden PCR-Produkts basiert, da das so produzierte Template bei jedem
weiteren Amplifikationsschritt ebenfalls nur mit sehr geringer Effizienz
amplifiziert wirde. Die wahrscheinlichere Erklarung fir das niedrigere aber
konzentrationsabhangige Signal ware das Anheften kurzer unvollstandiger
DNA-Fragmente vom 5'-Ende an das 3'-Ende beziehungsweise umgekehrt.
Dieses seltene Ereignis wird durch die redundanten Sequenzen an den Enden
des HBV-Uberldngenkonstrukts begiinstigt und das entstehende Amplifikat
ware identisch mit dem Amplifikat bei der PCR des natlrlichen HBV-Genoms.
Bei der PCR des HBV-Dimer-Plasmides, welches als Positivkontrolle diente, ist
sogar ein hoheres Signal als bei dem naturlichen HBV-Genom zu erkennen.
Dieses Ergebnis ist aufgrund der doppelten Anzahl mdglicher Bindestellen fir
die PCR-Primer und geringen Messungenauigkeiten zu erwarten.

Bei einem Uberschuss der Plasmide von mindestens Faktor 100 und einer
Diskriminierung der Detektion von Faktor 1000 ist theoretisch eine Inhibition von
maximal Faktor 10 feststellbar. Da die Transfektion natirlichen Schwankungen
unterliegt und viele HBV-Resistenzvarianten aufgrund der Veranderungen in der
Polymerase eine verringerte Replikationsfahigkeit aufweisen (Zoulim und
Locarnini 2009), ist die diskriminative PCR allein nicht ausreichend um ein
genugend grolRes Detektionsfenster fur den Assay zu erzeugen. Da die Hohe
des detektierten Hintergrunds direkt abhangig ist von der Menge an
vorhandenen Plasmiden, wurde versucht diese durch mehrfaches Wechseln
des Mediums nach der Transfektion zu verringern. Aus Abbildung 17 geht
hervor, dass dadurch nicht der gewlnschte Effekt hervorgerufen werden
konnte. Eine geringflgige (Faktor 2) Verringerung der Plasmidmenge war nur
bei der Verwendung von PBS als Waschmedium feststellbar und ging einher mit
der Verringerung der detektierten Menge neu produzierter Viren, sowie des
SEAP-Signals (Abbildung 18). Es ist deshalb davon auszugehen, dass der
Effekt auf dem Abldsen eines Teils der Zellen und nicht auf dem Abwaschen der
Plasmide beruht. Da die Plasmide nicht durch einfaches Wechseln des
Mediums entfernt werden konnen, lasst sich schlussfolgern, dass sie in
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irgendeiner Form an die Zelloberflache gebunden haben mussen. Der Einsatz
von Benzonase, zum Verdau der im Uberstand befindlichen Plasmide, hat
ebenfalls keinen nennenswerten Effekt auf die Anzahl detektierter Genome
(Daten nicht gezeigt). Sie sind wahrscheinlich durch die Bindung an die Zellen
vor einem Verdau geschutzt. Die Trypsinierung der Zellen bietet sich an um
zellulare Oberlachenproteine relativ unspezifisch abzutrennen und damit auch
eventuell gebundene Plasmide zu entfernen. Nach einer mechanischen
Trennung der Zellen von unspezifisch bindenden und durch Trypsinierung frei
gewordenen Fragmenten durch Zentrifugation, sollte sich somit ein Teil der
Plasmide entfernen lassen. Wie aus den Abbildungen 19 und 20 hervorgeht,
lasst sich durch diese Methode der Plasmidhintergrund tatsachlich deutlich
verringern. Da der Wascheffekt bereits bei dem zweiten Waschschritt stark
abnimmt, wurde beschlossen die Zellen jeweils 3 mal nach dieser Methode zu
waschen, bevor sie auf 96-Well Platten ausgesat werden. Ein vierter
Waschschritt durfte keine nennenswerten Effekte mehr haben. Mit der
Kombination aus der diskriminativen PCR und den Waschschritten, lasst sich
das Detektionsfenster der Inhibiton auf 2 bis 3 Logstufen erweitern (Abbildung
20). Damit ist die Methode sensitiv genug um auch schlecht replizierende
Virusvarianten und Versuche mit suboptimaler Transfektionseffizienz auswerten
zu kénnnen.

Ein weiterer Punkt, der zur Verbesserung des Assays beitragen kann, ist die
Optimierung der Inkubationszeit. Dabei muss ein Kompromiss zwischen
Inkubationsdauer und Signalstarke gefunden werden. Aus Abbildung 21 geht
hervor, dass nach einer zweitagigen Inkubation etwa ein Zehntel der Viren im
Vergleich zur dreitdgigen Inkubation vorhanden ist. Die Erhéhung des Signals
um eine Logstufe ist flir die Sensitivitat des Assays entscheidend, weshalb es
nicht sinnvoll ist die Inkubationszeit auf zwei Tage zu kirzen. Eine langere
Inkubationszeit als drei Tage ist nicht zu empfehlen, da die Zellen aufgrund von
Nahrstoffmangel und zu hoher Konfluenz die Apoptose einleiten und damit das
Ergebnis verfalschen wirden.

Mit dem etablierten Testsystem konnten innerhalb einer Woche mindestens 10
Patientenisolate bezlglich der Resistenz gegen Adefovir, Entecavir, Lamivudin
und Tenofovir sowie der Fitness charakterisiert werden. Fur jede einzelne
Inhibitonskurve liegen dabei jeweils 15 Messpunkte vor (Dreifachansatz, 5
Konzentrationen), sowie 12 Messpunkte ohne Inhibitor. Das entspricht 72
generierten Datenpunkten pro Patientenisolat bzw. 720 Datenpunkten pro
Woche. Die groRe Datenmenge pro Isolat tragt entscheidend zur Genauigkeit
und Verlasslichkeit des Resistenztests bei.

5.4 Evaluierung des Tests anhand des HBV-Wildtyps

Nachdem der Wildtyp wiederholt in den phanotypischen Assay eingesetzt
wurde, war es mdoglich die Genauigkeit des Tests anhand der
Zusammenfassung der Daten zu ermitteln und die Ergebnisse mit bereits



84

publizierten Messungen zu vergleichen. Die Summe aus den Daten von zehn
Wiederholung (30 Inhibitonskurven pro Inhibitor) diente dabei als Grundlage flr
die Evaluierung. In Abbildung 22 sind die Konsensuskurven der Versuche mit
den vier Inhibitoren gezeigt. Hier wird deutlich, dass die gewahlten
Inhibitorkonzentrationen jeweils den linearen Bereich, sowie den Bereich der
ICs0 des Wildtyps abdecken. Die ICsy der verschiedenen Inhibitoren liegt dabei
immer mindestens zwei Logstufen niedriger als die hdchste einegesetzte
Konzentration des jeweiligen Inhibitors. Somit kbnnen Resistenzen mindestens
bis Faktor 100 nachgewiesen werden. Aus den in Tabelle 12
zusammengefassten Werten kann man erkennen, dass bei der jeweils hochsten
eingesetzten Konzentration der Inhibitoren die relative Replikation unter 1%
betragt. Fir den Wildtyp kann damit eine Inhibition von mehr als 2 Logstufen
zuverlassig nachgewiesen werden. Die ermittelten ICso-Werte der einzelnen
Inhibitoren lassen sich aufgrund der bereits erwahnten hohen Diversitat der
verschiedenen Methoden nur recht schwer mit bereits publizierten Werten
vergleichen. Eine Publikation bei der die vier erwahnten Inhibitoren ebenfalls mit
HuH7 Zellen getestet wurden (Tabelle 23), weist recht ahnliche ICsp-Werte auf
(Villet et al. 2007). Die dennoch vorhandenen Unterschiede in den absolut
ermittelten Werten lassen sich durch die Verwendung des Subklons HuH7-
Munchen in dem hier entwickelten Test, sowie durch die anderen Methoden
(Southern Blot, intrazellulare Genome quantifiziert, 5 Tag Inkubationszeit der
Zellen usw.) der erwahnten Publikation erklaren.

Tabelle 23: Vergleich der ICs5o-Werte dieser Arbeit mit den Werten aus den
erwahnten Publikationen

Werte von Verwendete ICs in NM mit Standardabweichung in Klammern
Zelllinie Adefovir Entecavir | Lamivudin Tenofovir

dieser HuH7-Minchen 995 (+269) 1(x0,4) 90 (¢43) 1087 (x437)
Arbeit

Villet et al. HuH7 4800 (+£700) 4,5 (x1,3) 50 (£10) 4600 (£500)

2007

Langley et HepG2 2636 (£1549) 5,3 (£3,5) | 1491 (£1033) | 2482 (+1938)

al. 2007

Der relative Vergleich der Inhibitoren untereinander bezlglich ihrer in vitro
Wirksamkeit deckt sich ebenfalls mit bereits publizierten Werten. Entecavir hat
hierbei die hochste Wirkung und ist um etwa eine Logstufe wirksamer als
Lamivudin, welches wiederum 2 Logstufen wirksamer als Adefovir und
Tenofovir ist. Diese Resultate wurden sowohl in Untersuchungen mit HuH7-
Zellen (Villet et al. 2007) als auch mit HepG2-Zellen (Langley et al. 2007) erzielt.
Adefovir und Tenofovir sind beide sehr ahnliche, dem Adenosinmonophosphat
nachempfundene, Alkylphosphonate, die sich nur um eine Methylgruppe
unterscheiden (Abbildung 11). Eine ahnliche Wirkung beider Mittel ist damit zu
erwarten. Lamivudin hingegen ist ein dem Cytidin nachempfundenes L-
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Nucleosidanalogon und unterscheidet sich deshalb in der Wirkungsstarke.
Ahnliches gilt auch bei dem D-Cyclopentan Entecavir, welches dem Guanosin
nachempfunden ist.

In Tabelle 12 sind die Mittelwerte der durch lineare Regression berechneten
ICs0 aus den 10 Einzelversuchen angegeben. Hier lasst sich eine
Standardabweichung bei den unterschiedlichen Inhibitoren von 27,1 % bis 47,5
% mit einem Mittelwert von etwa 40% feststellen. Interessant ist der Vergleich
aus den so ermittelten Werten mit den berechneten ICsq aus den Mittelwerten
der Konsensuskurven (Tabelle 12 rechts). Die Werte weichen jeweils um nur
etwa 5% ab. Die Schwankungen der ICsp-Werte aus den Wildtypmessungen
lassen sich also nicht auf eine ungenaue Regressionsberechnung oder
ungunstige Auswahl der Messpunkte zurlckfuhren, sondern stellen die
naturlichen Messschwankungen des Tests dar.

Bei dem Testverfahren existieren viele einzelne Schritte (Erstellung der
Inhibitorverdiinnungen, Verteilung der Zellen auf 96-Well-Format, Abnahme der
Uberstande, Pippetierschritte bei der Real-Time PCR und so weiter), die jeweils
einen kleinen aber insgesamt unwesentlichen Einfluss auf das Endergebnis
austben. Die Summe der verschiedenen Fehlerfaktoren fuhrt dann zu den
gemessenen Schwankungen. Dies sind die Vorraussetzungen um die
gemessenen Werte als normalverteilt anzusehen. Geht man von einer
normalverteilten Schwankung mit einem Resistenzfaktor von 0,4 aus (entspricht
Standardbweichung von 40%), so lasst sich die Wahrscheinlichkeitsdichte der
Messwertverteilung des Wildtyps gegen den Reistenzfaktor grafisch darstellen
(Abbildung 23, blaue Kurve). Bei einer Normalverteilung liegen 99% der
gemessenen Werte innerhalb eines Intervalls von 2,575 mal der
Standardabweichung und 95% innerhalb eines Intervalls von 1,96 Mal der
Standardabweichung. Die obere Grenze des 99% Intervalls ensprache beim
Wildtyp damit einem Resistenzfaktor von 2,03. Ein gemessener Resistenzfaktor
von Uber 2 kann deshalb als Indiz fir eine Resistenz angesehen werden,
wahrend ein Resistenzfaktor kleiner als 2 keine eindeutige Tendenz zur
Resistenz erkennen lasst. Geht man von der wahrscheinlichen Annahme aus,
dass sich die Messwerte von Virusvarianten mit sehr geringen
Resistenzfaktoren ebenfalls mit gleich groRen Standardabweichungen
normalverteilen, kann man auch Wahrscheinlichkeitsdichten von Varianten mit
einem Resistenzfaktor von 2 (Abbildung 23, rosa Kurve) bzw. 3 (grune Kurve) in
der Grafik darstellen und die 99%-Intervalle berechnen. Dabei fallt auf, dass
sich die Wahrscheinlichkeitsdichten einer Variante mit einem Resistenzfaktor
von 2 sehr stark mit denen des Wildtyps Uberschneiden. Die Untergrenze des
gemessenen Resistenzfaktors (99% Intervall) lage bei einer solchen Variante
bei 0,97. Ein ermittelter Resistenzfaktor von 1,5 ware demnach genauso
wahrscheinlich einer Wildtypvariante wie einer Variante mit RF von 2
zuzuweisen. Erst bei einer Variante mit einem Resistenzfaktor von 3 (untere
99% Intervallgrenze: 1,97) gibt es kaum Uberschneidungen mit der
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Wahrscheinlichkeitsdichte des Wildtyps. Weit Uber 95% aller gemessenen
Werte wirden sich demnach nicht Uberschneiden. Aufgrund dieser
Uberlegungen lasst sich der Cut-Off fir die Feststellung einer signifikanten
Resistenz bei einem Resistenzfaktor von ungefahr 3 setzen.

5.5 Berechnungsmodell der ICs,

Fur die Berechnung der ICsy sind verschiedene mathematische Modelle
geeignet. Zum einen besteht die Maoglichkeit alle Messpunkte einer
Inhibitionsreihe in die Regression einer logarithmischen Kurve mit 3 oder mehr
Parametern einzubeziehen und durch die erhaltene Regressionsgleichung die
ICs0 zu berechnen und zum anderen kann die logarithmische Regression in eine
lineare Regression durch Verwendung logarithmierter Konzentrationen uberfihrt
werden. Die erste Methode bietet sich zur Auswertung einer sehr grofen
Datenmenge mit mathematisch gut beschreibbaren und insgesamt recht
gleichformigen Inhibitionskurven an. Bei diesen Bedingungen weist sie ein
hohes Mal} an Genauigkeit auf und kann mittels eines Computerprogramms
vollkommen automatisiert erfolgen. Die zweite Methode ist vor allem flr
heterogenere Kurven und kleinere Datensatze geeignet. Der Nachteil ist, dass
nicht alle Daten in das Regressionsmodell mit einbezogen werden, sondern nur
die Messpunkte, welche in dem vorher definierten linearen Bereich liegen. Fur
den hier generierten noch Uberschaubaren Datensatz wurde auf die lineare
Regression zur Auswertung der Daten zuruckgegriffen, da sie durch Anpassung
des linearen Bereichs eine groflere Flexibilitat bietet und somit eine
individuellere  Auswertung der einzelnen Kurven bei niedrigerem
Rechenaufwand ermdglicht. Die Ergebnisse der Untersuchungen mit dem
Wildtyp bestatigen die Genauigkeit dieses Berechnungsmodells.

5.6 Klinische Bedeutung der in vitro ermittelten Resistenz- und

Fitnesswerte

Die mit in vitro Resistenztests festgestellten Resistenzen sind nich ohne
Einschrankungen auf die klinische Resistenz Ubertragbar. Neben der
allgemeinen Resistenz einer Virusvariante spielen noch viele andere virale und
zellulare Faktoren in die Ausbildung einer Resistenz in vivo hinein. Die
Infektiositat, Sekretionsfahigkeit und Immunogenitat seien auf Virusseite, das
Immunsystem, genetische Faktoren und Metabolismus seien auf der Wirtsseite
genannt. Die Resistenz und vor allem die Fitness kdnnen von in vitro ermittelten
Werten abweichen. Trotz dieser Tatsachen sind Resistenztests geeignet um
Virusvarianten phanotypisch zu charakterisieren, da sie die Tendenz einer
Resistenz ebenso gut vorhersagen kénnen, wie die ungefahre Auspragung im
Vergleich zu bereits bekannten Varianten zu denen auch in vivo Daten
vorliegen. Eine in vitro festgestellte statistisch signifikante Resistenz muss
allerdings keine klinische Relevanz haben. Ein Resistenzfaktor von 6 ist zum
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Beispiel signifikant erhdht gegenuber dem Wildtyp, ist jedoch bei Tenofovir
wahrscheinlich nicht ausreichend um eine klinische Resistenz hervorzurufen, da
die im Patienten erreichbare Konzentration des Inhibitors immer noch genugt
um die virale Replikation vollstandig zu unterdricken. Bei Adefovir ware der
gleiche Resistenzfaktor jedoch bereits mit einer klinischen Resistenz
verbunden, da aufgrund der Nephrotoxizitdt nur ein Bruchteil (etwa 4%) der
Konzentration von Tenofovir erreicht werden kann, bei etwa gleicher
Wirkungsstarke der beiden Mittel. Die Mittel Lamivudin und Entecavir sind
deutlich potenter, weshalb auch deutlich héhere Resistenzfaktoren notwendig
sind, um klinisch relevante Resistenzen hervorzurufen. Eine genaue Festlegung
des klinischen Cut-offs ist fur die verschiedenen Inhibitoren ohne umfangreiche
Korrelationen zwischen klinischen Daten und phanotypischen Messungen in
dieser Arbeit noch nicht mdglich, letztlich aber ein Ziel des HOPE-Projekts.

Bei den ermittelten Fitnesswerten missen ebenfalls einige Uberlegungen mit
einbezogen werden. Abbildung 34 und Tabelle 19 zeigen zwar deutlich, dass
die ermittelten Fitnesswerte des Assays aufgrund des parallel mitgefluhrten
Wildtyps und der Transfektionsnormalisierung reproduzierbar sind, aber die so
generierten Daten spiegeln nicht unbedingt die tatsachliche Fitness einer
Variante wieder. Es ist dabei besonders zu beachten, dass aufgrund der
Klonierung eines subgenomischen Fragments (siehe 3.2) die Patientenisolate
immer eine Chimare aus zwei Virusvarianten darstellen, was besonders dann
Bedeutung hat, wenn die beiden Varianten nicht den gleichen Genotyp
besitzen. Der ORF des Core-Proteins, sowie der X-ORF Uberlappen mit dem
des Polymerase-ORFs (siehe 1.5, Abbildung 5). Diese beiden Proteine sind
deshalb bei den Patientenisolaten immer Kombinationen aus dem Wildtyp und
der einklonierten Virusvariante. Da die Verpackung des HBV-Pragenoms
untrennbar mit dessen reverser Transkription verbunden ist, kénnte das Core-
Protein durchaus einen deutlichen Einfluss auf die Replikationseffizienz
ausuben. Eine Auswertung der Fitnesswerte des Assays ist deshalb am
sinnvollsten, wenn die Genotypen der beiden kombinierten Genome gleich sind
und sollte immer mit dem hier erlauterten Hintergrund betrachtet werden.

Hinzu kommt, dass nur die extrazellularen Genomequivalente betrachtet
werden, wodurch sekretionsdefiziente Varianten eine scheinbar verminderte
Fitness bezuglich der Replikation aufweisen. In vivo bestinde tatsachlich eine
verringerte Fitness. Diese lage aber auf der Ebene der Infektiositat, weil keine
ausreichende Viramie erzeugt wirde. Dieses potenzielle Problem kdnnte nur
umgangen werden, wenn sowohl intrazellulare als auch extrazellulare Genome
quantifiziert wiarden. Da die intrazellulare HBV-DNA mutmalilich ein
pathogenetischer Faktor ist, kommt der Erfassung dieser Varianten eine hohe
Bedeutung zu. Die Frequenz von unbekannten Sekretionsdefizienzvarianten
lasst sich zurzeit nicht abschatzen.
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Ein weiterer Punkt ist, dass eine kleine in vitro festgestellte Erhdhung der
Fitness einen weitaus starkeren in vivo Effekt hervorrufen kénnte, weshalb die
hier ermittelten Werte eventuell auch als verzerrt angesehen werden durften.

5.7 Auswertung der Daten des HOPE-Projekts

Zur besseren Ubersicht wurden die getesteten Patientenisolate anhand der
vorhandenen bekannten Resistenzmutationen in verschiedene Gruppen
eingeteilt. Dabei wurde primar auf Resistenzmutationen Rucksicht genommen,
die eindeutig und zweifelsfrei mit einer Primarmutation gegen mindestens einen
der verwendeten Inhibitoren assoziiert werden konnten. Dies sind Mutationen
an den Stellen A181, M204 und N236 der reversen Transkriptase des HBV. Die
ursprunglich postulierte, aber nicht existente Adefovir-Primarmutation an der
Stelle 233 wurde fur die Einteilung nicht berucksichtigt. Als Sekundarmutation
zur weiteren Unterteilung wurden Mutationen an den Stellen L80, 1169, V173
L180, T184, A194, S202, V214, Q215 sowie M250 beriucksichtigt. Ein Grol3teil
der Patientenisolate besitzt neben den genannten Mutationen auch weitere
Unterschiede im sequenzierten Bereich (mindestens Aminosauren 80 bis 250
des RT-Bereichs), die im Anhang aufgefuhrt sind. Es konnte sich dabei um
Polymorphismen handeln, aber es ist nicht auszuschlieRen, dass einige dieser
Aminosaureaustausche (im Vergleich zum verwendeten Wildtyp) eine
unbekannte Primar- oder Sekundarmutation unter Therapie-induzierter
Selektion darstellen. Ein Einfluss von Mutationen des Polymerase-ORFs, die
aulderhalb des RT Bereichs liegen kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.
In der Masterarbeit von Pia Seiz konnten mit der Untersuchung des in dieser
Arbeit charakterisierten Patientenisolats FvB150-1 Hinweise auf solche
Einflusse  erhalten  werden. Die  Untersuchung jeder einzelnen
Aminosaurevariante wurde jedoch den Rahmen der Arbeit sprengen und ist
deshalb nicht Bestandteil dieser Diskussion. Im Rahmen des HOPE-Projektes
sollen die generierten Sequenzdaten allerdings einer bioinformatischen Analyse
unterzogen werden um jeder einzelnen Mutation eine phanotypische Bedeutung
zuzuordnen. Dieses Ziel ist allerdings nur mit der Generierung von deutlich
mehr phanotypischen Daten und kompletten Sequenzinformationen  zu
erreichen.

5.7.1 Patientenisolate ohne bekannte Resistenzmutationen

In Tabelle 13 sind die Resistenzfaktoren und Fitnesswerte der Isolate
aufgefihrt, bei denen keine bekannten Resistenzmutationen vorlagen.
Betrachtet man P1 als Sonderfall, so liegen alle ermittelten Resistenzwerte in
dem postulierten 99%-Intervall des Wildtyps. Nur der Resistenzfaktor von 2,6
bei der Adefovirmessung von P4 ist leicht erhdht, hat aber noch keinen
Resistenzfaktor Uber 3. Dieser Wert kdnnte auf eine schwache noch nicht
erkannte Adefovir-Primarmutation hindeuten, aber ist moglicherweise nur eine
Schwankung. Die Ergebnisse von P2 bis P5 bestatigen dagegen die bisher
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bekannte Theorie zur Resistenzentwicklung sowie die Genauigkeit der hier
vorgestellten Methode. P1 stellt hierbei allerdings eine deutliche Ausnahme dar
(Abbildung 25). Bei diesem lIsolat konnte nicht nur eine Tendenz zur Resistenz
gegen Adefovir und Lamivudin sondern auch eine hoch signifikante Resistenz
gegen Tenofovir festgestellt werden. Die virale Fitness dieser Variante liegt
auBerdem weit Uber der des Wildtyps. Da die Fitnesswerte der meisten
Resistenzvarianten unter der des Wildtyps liegen, ist diese Eigenschaft
besonders hervorzuheben. Interessanterweise zeigt P1 die Mutation V214A, die
bereits mit einer leichten Resistenz bei Lamivudin und einer mittleren Resistenz
bei Adefovir in Verbindung gebracht wurde (Ghany und Liang 2007). Das Isolat
wurde damit die Bedeutung dieser Mutation grundsatzlich bestatigen. Ein
zweites Isolat der Gruppe (P2) zeigt jedoch ebenfalls die genannte Mutation,
aber weist weder eine Resistenz noch eine erhodhte Fitness auf. Die Mutation
V214A kann daher mit den phanotypischen Daten von P2 als alleinige
entscheidende Mutation fir die Resistenzentstehung gegen eines der Mittel
ausgeschlossen werden. Eine Beteiligung an der Resistenzbildung zusammen
mit einer weiteren unbekannten Mutation ist jedoch madglich und kdnnte das
zutreffende Szenario fur P1 sein. Fur den Phanotyp von P1 koénnte allerdings
auch eine noch vollig unbekannte Primarmutation allein verantwortlich sein.
Vergleicht man die gesamten Aminosauresequenzen im untersuchten RT-
Bereich beider Isolate (siehe Anhang) sind keine Unterschiede festzustellen.
Die unterschiedlichen Phanotypen sind deshalb wahrscheinlich auf
Unterschiede aulderhalb des genannten Bereichs zurlickzufihren und kénnen
mit den gegebenen Daten nicht weiter eruiert werden. Ebenfalls zu beachten ist,
dass sowohl P1 als auch P2 eine nonsense-Mutation an Stelle 69 des
Uberlappenden @ ORFs des  SHBs-Proteins  besitzen und  damit
héchstwahrscheinlich sekretionsdefizient sind. Die gemessene Fitness der
beiden Isolate kann deshalb verandert sein. Die gemessenen Resistenzen sind
davon jedoch nicht beeinflusst.

Eine Wiederholung des phanotypischen Assays beider Isolate, sowie die
Sequenzierung des gesamten Polymerase-ORFs waren durchaus interessant.
Die ermittelten Fithesswerte der Varianten dieser Gruppe sind sehr heterogen
und lassen keine Schlussfolgerungen zu. Bis auf P1 sind jedoch alle Werte
deutlich niedriger als bei dem eingesetzten Wildtyp.

5.7.2 Isolate mit der Primarmutation rtM204V

Die Mutation rtM204V ist eine der beiden haufigsten und bedeutendsten
Veranderungen des RT-Bereichs bei einer Lamivudin-Resistenz. Dieser
Aminosaureaustausch liegt direkt im YMDD-Motiv der reversen Transkriptase,
welches das aktive Zentrum des Enzyms darstellt. Meist ist diese
Primarmutation mit der Sekundarmutation rtL180M assoziiert und seltener mit
einem Austausch an Position 80 der RT (Warner et al. 2007). Die in dieser
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Arbeit sequenzierten und untersuchten Patientenisolate der Gruppe tragen alle
ausnahmslos mindestens die Mutation rtL180M zusatzlich zur Primarmutation
und kénnen damit die Beobachtungen zur Haufigkeit dieser Kombination
grundsatzlich bestatigen.

Der Ausstausch des Methionins mit Valin im aktiven Zentrum fuhrt zu einer sehr
hohen Resistenz gegen Lamivudin, die immer auch klinische Bedeutung hat
(Ghany und Liang 2007, Zoulim und Locarnini 2009). Diese bereits publizierten
Beobachtungen lassen sich uneingeschrankt bei den getesteten
Patientenisolaten dieser Gruppe bestatigen. Alle Virusvarianten zeigen die
hochste messbare Lamivudin-Resistenz. Eine mittlere Resistenz gegen
Entecavir ist laut Literatur bei dieser Mutation ebenfalls zu erwarten (Ghany und
Liang 2007) und wird durch die Mutationen rtL180M und rtV173L noch erhdht.
(Villet et al. 2007). Diese mittlere Resistenz ist bei 6 von 7 Isolaten mit der
Kombination 180M,204V festzustellen, wahrend P12 keine signifikante
Entecavir-Resistenz aufweist. Dieses Patientenisolat entspricht damit nicht dem
typischen Resistenzmuster. Da der Resistenzfaktor im Vergleich zu den
anderen getesteten Isolaten um mindestens Faktor 5 geringer liegt, ist das
Ergebnis nicht durch Messschwankungen zu erklaren und eher ein Hinweis auf
noch unbekannte Einflussfaktoren bezlglich der Entecavir-Resistenz. Die
Beobachtung, dass eine zusatzliche Mutation an Position 173 die Entecavir-
Resistenz noch verstarkt (Villet er al. 2007) kann hier nicht bestatigt werden.
Nur eine von 5 Varianten mit diesem Mutationsmuster (P16) weist eine erhdhte
Resistenz auf, wahrend die anderen vier Isolate sogar eine leicht geringere
Resistenz gegen Entecavir besitzen und P14 mit einem Resistenzfaktor von 2,9
keine signifikante Resistenz aufweist. Auch in diesem Fall wird deutlich, dass
weitere Faktoren fir die Resistenzbildung eine Rolle spielen muissen. Ein
besonderes Mutationsmuster besitzt P13, das mit 80V, 180M und 215S gleich
drei zusatzliche Mutationen aufweist, die mit einer Lamivudin-Resistenz in
Verbindung gebracht werden (Zoulim und Locarnini 2009). Die Mutation Q215S
steht dabei zusatzlich im ebenfalls in Verdacht eine Adefovir-Resistenz als
Sekundarmutation zu unterstitzen, sowie eine mittlere Resistenz zu
verursachen (Ghany und Liang 2007). Ob die Anzahl an Sekundarmutationen
bei diesem lIsolat auch zu der beobachteten erhdhten Entecavir-Resistenz
beitragt bleibt offen.

Besonders interessant sind die ermittelten Resistenzen der Gruppe bezlglich
Adefovir und Tenofovir. Tatsachlich konnte nur bei 2 von 13 Isolaten gar keine
Resistenz gegenuber mindestens einem der beiden Mittel festgestellt werden.
Insgesamt 6 von 13 lIsolaten zeigen eine signifikante Resistenz gegenlber
Adefovir, wahrend 4 eine signifikante und 6 weitere eine tendenzielle Tenofovir-
Resistenz zeigen. Diese Ergebnisse wurden in bisherigen Publikationen noch
nicht gezeigt. Aufgrund des haufigen Auftretens und der siginifikanten
Resistenzfaktoren sind die Messungen jedoch Uberzeugend und erfordern
weitere Beachtung. Betrachtet man in diesem Zusammenhang die Fitness der
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Varianten des Genotyps A mit dem Mutationsmuster 180M, 204V so fallt auf,
dass die Isolate mit der niedrigsten Resistenz gegenuber Adefovir und Tenofovir
(P7 und P8) auch die hochsten Fitnesswerte aufweisen. Isolate, die hdhere
Resistenzen gegen Adefovir und Tenofovir zeigen, weisen hingegen die
niedrigsten Fitnesswerte auf (P11 und P12). Aus diesen Beobachtungen kénnte
man schlieBen, dass auf der Grundlage des Mutationsmusters weitere
Mutationen die Varianten entweder auf eine bessere Lamivudin-Resistenz durch
erhdhte Fitness oder auf eine bessere Resistenz gegen Alkylphosphonate durch
erhdohte Resistenzfaktoren hinleiten. Diese Annahmen sind allerdings rein
hypothetisch.

In der klinischen Praxis wurde gezeigt, dass etwa 20% der Patienten mit
lamivudinresistenten Virusvarianten nicht auf eine Adefovirtherapie ansprechen
(Lee et al. 2006). Die Beobachtung konnte bisher mit der Mutation rtA181V
erklart werden, die sowohl eine Primamutaton fir Adefovir-Resistenz als auch
fir eine mittlere Lamivudin-Resistenz darstellt (Zoulim und Locarnini 2009). Mit
den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen ware eine weitere Begrundung uber
eine Kreuzresistenz zu Adefovir durch das typische Lamivudin-Resistenzmuster
180M,204V denkbar.

Bezlglich der Fitness ist auffallig, dass die Varianten mit der zusatzlichen
Mutation 173L (P14 bis P18) eine durchschnittlich starker verringerte Fitness
aufweisen als Varianten ohne diese Mutation (bezogen auf Genotyp A). Diese
Ergebnisse stehen scheinbar im Wiederspruch mit den Resultaten von Villet et
al. (2007) die eine Erhoéhung der viralen Fitness mit dieser Mutation in
Verbindung bringen. Zieht man allerdings in Betracht, dass bei Villet et al. die
intrazellularen Genomaquivalente bestimmt wurden, wahrend in der
vorliegenden Arbeit die extrazellularen Genomaquivalente detektiert wurden,
lassen sich die deutlichen Unterschiede am ehesten durch eine verringerte
Sekretion dieser Virusvarianten erklaren. Hierbei ist zu beachten, dass die
Mutation V173L aufgrund der Uberlappenden Leserahmen unweigerlich zur
Mutation E164D im HBsAg des Virus fuhrt. Die Mutation E164D wurde bereits
mit einer reduzierten Antigenitat in Verbindung gebracht (Torresi et al. 2002). Es
stellt sich dadurch die Frage, ob auch die Sekretion der entsprechenden
Virusvariante beeinflusst wird. Es qilt allerdings, diese Vermutung durch
gleichzeitiges Messen der intra- und extrazellularen GE und dem Vergleich mit
einem Wildtyp zu bestéatigen. Bei dieser Uberlegung muss auerdem in Betracht
gezogen werden, dass bei den hier verwendeten HuH7-Zellen (die auch in den
Publikationen zum Einsatz kamen) ein recht grof3er Teil der Viren bereits ohne
Umhullung als nackte Core-Partikel Uber einen alternativen Pathway die Zellen
verlasst (Bardens et al. 2010). Auch wenn die hier postulierte Bedeutung der
Mutation 173L nicht zutreffen sollte, lasst die sehr niedrige Fithess von 5
Patientenisolaten mit der betreffenden Mutation (P14 bis P18) doch Zweifel an
der bisher zugeordneten Bedeutung als kompensatorische Mutation
aufkommen.
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Generell lasst sich zu den Isolaten der gesamten Gruppe mit M204V sagen,
dass eine grolRere Heterogenitat bezlglich der Adefovir-, Entecavir- und
Tenofovir-Resistenzen  besteht als mit den  bisher  formulierten
Resistenzmodellen erklarbar ist. Es ist anzunehmen, dass diese Diversitat auch
auf die Resistenz gegenlber Lamivudin zutrifft aber durch den verwendeten
Konzentrationsbereich des Assays nicht gemessen werden kann. Die deutlichen
Resistenzwerte gegentber Adefovir und Tenofovir sind genauso unerwartet, wie
die nicht durch 173L erhohte Entecavir-Resistenz und die niedrige Fitness.

5.7.3 Isolate mit der Primarmutation rtM204l

Der Austausch des Methionins mit Isoleucin im aktiven Zentrum der RT stellt die
zweite bedeutende Mutation dar, die eine klinisch relevante Lamivudin-
Resistenz hervorruft. Diese Mutation wird selten in Verbindung mit der
Sekundarmutation rtL180M und umso haufiger mit der Sekundarmutation
rtL80I/V gefunden (Warner et al. 2007), was durch die charakterisierten Isolate
nur bestatigt werden kann. Auffalllig bei den Isolaten dieser Gruppe ist, dass
P19 bis P24 keinerlei signifikante Resistenzen gegen Alkylphosphonate, aber
mittlere  Entecavir- und hohe Lamivudin-Resistenzen aufweisen. Sie
entsprechen damit komplett der Theorie, die den bisher publizierten
Erkenntnissen zugrunde liegt (Zoulim und Locarnini 2009, Ghany und Liang
2007). Diese Beobachtung ist besonders deshalb interessant, weil sie die
Signifikanz der andersartigen Ergebnisse bei der Gruppe mit rtM204V noch
einmal unterstreicht. Alle Varianten des Genotyps D mit dem Mutationsmuster
801/V, 204l zeigen mit etwa 50% des Wildtyps eine recht hohe Fitness, welche
die Funktion einer Mutation an Stelle 80 als Kompensationsmutation bestatigt
(Warner et al. 2007). Hier fallt auf, dass P26, im Gegensatz zu den Isolaten aus
der vorherigen Gruppe, trotz 173L eine sehr hohe Fitness aufweist. Diese
Variante hat neben der erwahnten Mutation E164D allerdings noch weitere
Veranderungen im Oberflachen-ORF , die den Effekt aufheben konnten (siehe
Anhang). Es ist zum Beispiel die bekannte Escape-Mutation P120S zu finden.
Dies sind allerdings reine Spekulationen.

Betrachtet man die Isolate, welche nicht das typische Muster 801/V, 204l tragen,
sind wieder eine hohere Diversitat und einige Abweichungen zu den bisherigen
Berichten zu beobachten. So zeigt P25 mit den Mutationen 173L, 204l eine
erhdhte Resistenz gegen Entevavir sowie gegen Adefovir und tendenziell auch
gegen Tenofovir, bei einer verringerten Fitness, wahrend P26 mit den
Mutationen 80V;173L, 204l eine erhohte Entecavir-Resistenz bei erhohter
Fitness aufweist, ohne dabei Resistenzen gegenuber Alkylphosphonate zu
zeigen. Diese Unterschiede lassen wieder auf unterschiedliche Mutationswege
schlieBen, wie sie bereits in Punkt 5.5.2 erlautert wurden. Da von diesen
Mutationsmustern jedoch jeweils nur ein Isolat vorhanden ist, lassen sich keine
verallgemeinerungsfahigen Aussagen treffen. Ebenfalls zu erwahnen ist, dass
sich die gro3en Unterschiede bei der Entecavir-Resistenz (Resistenzfaktor 4,2
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bis 76) bei den Varianten mit einer Mutation an Stelle 80 und rtM2041 nicht allein
durch Messschwankungen erklaren lassen. Diese grof3en Unterschiede konnten
bei dem Mutationsmuster rtL180M, rtM204V generell nicht festgestellt werden
und kénnen nicht allein auf die bekannten Mutationen zurtickgeftihrt werden.

5.7.4 Patientenisolate mit Entecavir-Resistenzmustern

Bisher wurden deutliche Entecavir-Resistenzen nur in Verbindung mit dem
typischen Lamivudin-Resistenzmuster rtL180M, rtM204V und mindestens einer
zusatzlichen Mutation gefunden (Zoulim und Locarnini 2009, Villet 2007). Dabei
spielen als Drittmutation vor allem Veranderungen an den Stellen 184, 202 und
250 eine Rolle, wahrend die Mutationen an den Stellen 169 und 173 eine
unterstutzende Rolle spielen und ohne weitere Mutationen keinen Effekt auf die
Entecavir-Resistenz haben. Die Mutation M250V fuhrt zudem auch als alleinige
Mutation zu einer geringen Entecavir-Resistenz von etwa Faktor 10 (Shaw et al.
2006). Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Varianten gefunden die neben
180M,204V die Mutation 184A aufweisen und eine Variante mit der Mutation
202G. P31 und 32 zeigen zusatzlich die Mutation 173A. Bei P29,P30 und P31
konnten tatsachlich die hochsten gemessenen Entecavir-Resistenzen dieser
Arbeit gefunden werden, womit die bisherigen Erkenntnisse bestatigt werden.
Besonders hoch ist dabei die Resistenz bei P30, die mit der Mutation 202G in
Verbindung gebracht werden kann und damit ebenfalls vorhandene
Publikationen stutzt (Villet et al. 2007). P30 zeigt allerdings auch signifikant
erhdhte Resistenzen sowohl gegen Adefovir als auch gegen Tenofovir, die mit
den aufgefihrten Mutationen wiederum nicht erklarbar sind. Auch P31 zeigt
bezuglich der beiden Inhibitoren erhdhte Resistenzen. Einen fur das gegebene
Resistenzmuster besonders niedrigen Resistenzfaktor zeigt P32. Dieses Isolat
fallt damit deutlich aus dem Rahmen. Insgesamt kdnnen anhand der Isolate
zwar tendenziell die bekannten Resistenzmuster bestatigt werden, aber die
signifikanten Resistenzen gegen Alkylphosphonate bei P30 und P31 sowie die
zu geringe Entecavir-Resistenz bei P32 zeigen auf, dass noch Kkein
vollstandiges Bild bezlglich der HBV-Resistenzbildung besteht.

Die Fitness aller vier Isolate ist auffalligerweise trotz der gro3en Unterschiede in
den Resistenzprofilen mit rund 20% recht einheitlich.

5.7.5 Patientenisolate mit Adefovir-Resistenzmustern

Die Primarmutationen rtA181T/V und rtN236T wurden mit einer klinisch
relevanten Resistenz gegen Adefovir in Verbindung gebracht. Es ist bekannt,
dass beide Mutation jeweils nur einen geringen Resistenzfaktor gegen Adefovir
in Hohe von etwa 3 bis 10 und teilweise eine Kreuzresistenz gegen Tenofovir
verursachen (Zoulim und Locarnini 2009, Ghany und Liang 2007, Locarnini et
al. 2004). Die Kreuzresistenz mit Tenofovir ist wahrscheinlich mit der groRen
Strukturahnlichkeit beider Mittel zu erklaren. Da bereits diese sehr geringen
Resistenzfaktoren bei Adefovir eine klinische Relevanz haben, Iasst sich der
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Cut-Off des hier entwickelten in vitro Assays mit dem klinischen Cut-Off
gleichsetzen. Bei 8 von 9 untersuchten Varianten, die mindestens eine der
beiden Mutationen aufweisen, konnte eine signifikante Adefovir-Resistenz
nachgewiesen werden und bei einer Variante (P36) besteht mit einem
Resistenzfaktor von 2,8 ein deutliches Indiz fir eine Resistenz (Tabelle 17). Der
entwickelte Resistenztest kann somit in den meisten Fallen auch bei Adefovir-
Resistenzen einen zuverlassigen und eindeutigen Nachweis trotz geringer
Resistenzfaktoren erbringen. Mit 7 von 9 Varianten, die ebenfalls eine
signifikante Tenofovir-Resistenz aufweisen, kann die Theorie zur Kreuzresistenz
beider Mittel weitestgehend bestatigt werden. Diese Ergebnisse sind in Hinsicht
auf die klinische Praxis interessant, da sie die Behandlung von Patienten mit
Tenofovir nach Resistenzentwicklung unter Adefovirtherapie als suboptimal
erscheinen lassen. Eine Uber 5 Jahre durchgeflhrte retrospektive Studie zeigte
tatsachlich ein signifikant vermindertes Ansprechen von adefovirresistenten
Patienten auf die Tenofovirtherapie (van Bommel et al. 2010).

Die Isolate mit der Mutation rtA181V zeigen etwa um die Halfte geringere
Resistenzfaktoren als die Isolate mit der Mutation N236T, bezlglich der
Adefovir-Resistenz und bestatigen damit bereits gemachte Beobachtungen. Das
gleiche gilt fur die Lamivudin-Resistenz von Faktor 10 bei rt181V, sowie den
additiven Resistenzeffekt durch Kombination beider Mutationen, wie es bei P40
der Fall ist (Angus et al. 2003, Ghany und Liang 2007). Lasst man den
Sonderfall FvB150-1 aulRer acht, zeigen die Isolate jeweils keinerlei Resistenz
gegen Entecavir, was die Ergebnisse bisheriger Berichte unterstltzt (Zoulim
und Locarnini 2009) und die Genauigkeit des entwickelten Tests unterstreicht.
P35 besitzt neben 181V die =zusatzliche Mutation Q215S, die als
Sekundarmutation bei Adefovir-Resistenz angesehen wird und
kompensatorische Funktionen bezuglich der Fitness sowie einen mittleren
Einfluss auf die Adefovir-Resistenz haben soll (Ghany und Liang 2007). Das
Isolat zeigt jedoch keine erhdhte Adefovir-Resistenz und die Fitness ist mit
13,9% sogar niedriger als bei den Isolaten ohne Q215S. Uber die Auswirkungen
der Mutation lassen sich daher keine genauen Aussagen treffen.

Insgesamt zeigen alle Patientenisolate der Gruppe (auler P41 und P42)
Resistenzprofile, die sehr gut mit den bisherigen Erkenntnissen Ubereinstimmen
und erklart werden koénnen. Bei den zuvor festgestellten hohen Adefovir-
und/oder Tenofovir-Resistenzen anderer mit Lamivudin in Verbindung
gebrachter Resistenzmuster (rtL180M, M204V) stellt sich jedoch unweigerlich
die Frage, weshalb nur die in Tabelle 17 zusammengefassten
Resistenzmutationen mit klinisch relevanten Auspragungen bezuglich Adefovir
in Verbindung gebracht wurden. Betrachtet man die Fitness der Varianten, so ist
festzustellen, dass sowohl einige Isolate mit 181V (P33 mit 143,4%, P34 mit
79,8%) als auch mit 236T (P38 mit 59,4%), sowie das Isolat P40 (62%) mit
beiden Mutationen deutlich hdhere Fithesswerte aufweisen als Varianten mit
anderen Resistenzmustern und signifikanten Adefovir-Resistenzen. Hier liegen
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die héchsten Fitnesswerte bei etwa 25 % (P30, P10), aber meist darunter. Da
bereits geringe Resistenzfaktoren von etwa 3 eine beobachtbare klinische
Resistenz zu verursachen scheinen, ist eine hdhere Resistenz auf Kosten der
Fitness des Virus nachteilig fir die Selektion der entsprechenden Variante.
Demnach wurden Resistenzen uber Mutationsmuster mit 180M, 204V unter
Adefovirtherapie zwar initial auftreten kdnnen aber wahrscheinlich nach kurzer
Zeit durch die replikationsfahigeren Varianten mit 181V und/oder 236T
verdrangt werden. Zudem zeigt P40 nicht nur eine hohere Fitness, sondern
auch eine hohere Resistenz als alle anderen Varianten gegentber Adefovir.

In diesem Zusammenhang muss erwahnt werden, dass innerhalb einer Zelle
mehrere Virusvarianten in Form der cccDNA koexistieren konnen. Die eventuell
gegenuber Adefovir resistente reverse Transkriptase der Variante 180M,204V
konnte dabei die reverse Transkription eines koexistierenden Wildtyps und
somit die separate Entstehung der Varianten 181V oder 236T begunstigen.
Einen Sonderfall stellt der Klon FvB-150-1 dar, welcher aufgrund des besonders
auffalligen Resistenzprofils zur Bestatigung wiederholt in den Assay eingesetzt
wurde und deshalb zwei Nummerierungen erhielt (P41 und P42). Dabei sind
jeweils sehr hohe aber auch recht unterschiedliche Resistenzen festgestellt
worden. Diese Unterschiede sind auf zwei Grinde zurlckzufihren. Zum einen
zeigte die Variante auflergewdhnlich hohe Standardabweichungen bei den
ermittelten Messwerten innerhalb eines Versuchs, die nicht rePraSentativ fir
den Resistenztest sind. Zum anderen lagen die Werte der IC5y von Adefovir,
Lamivudin und Tenofovir jeweils am Rande des Messbereichs und konnten
deshalb mit der linearen Regression nur anhand von zwei Datenpunkten und
damit recht unzuverlassig ermittelt werden. Dieses Isolat zeigt die hochsten
jemals festgestellten Werte beziiglich der Resistenz gegen Alkylphosphonate,
sowie eine mittlere Resistenz gegen Entecavir, ohne eine dafir verantwortliche
bekannte Mutation zu besitzen. Wenn eine Resistenz von Faktor drei bei
Adefovir bereits klinische Relevanz hat und Tenofovir bei ahnlicher Wirksamkeit
mit etwa 25facher Konzentration eingesetzt werden kann, so durfte das Isolat
mit einem ungefahren Resistenzfaktor von 50 an der Grenze zur klinischen
Tenofovir-Resistenz liegen. Auch die Lamivudin-Resistenz ist auRergewdhnlich
hoch aber hier am unsichersten festgestellt worden (siehe Abbildung 34,
Standardabweichungen bei Lamivudin).

Die Variante wurde in der Masterarbeit von Pia Seiz (Seiz 2011) ausfuhrlich
charakterisiert, weshalb sie an dieser Stelle nicht naher diskuitert wird. Zu
beachten ist jedoch, dass die Ergebnisse der Masterarbeit einen Einfluss von
Mutationen aufRerhalb des RT-Bereichs fur die Resistenzbildung der Variante
zeigen konnten und die hohen Resistenzfaktoren bestatigt wurden. Die
klinischen Daten des Patienten mit der entsprechenden Variante zeigen
aullerdem ein stark verzogertes Ansprechen auf die Tenofovirtherapie. Erst
nach einem Behandlungszeitraum von Uber drei Jahren konnte die Viruslast
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unter die Detektionsgrenze gebracht werden (Daten nicht gezeigt). Diese Daten
unterstutzen die in vitro erhaltenen Ergebnisse.

5.7.6 Patientenisolate mit kombinierten Primarmutationen

Zwei Patientenisolate konnten aufgrund der hier verwendeten Einteilung keiner
der Gruppen zugeordnet werden und sind deshalb gesondert aufgefuhrt. Sie
besitzen jeweils die Mutationen rtL180M, rtA181V, rtM204V und sollten damit
eine komplette Lamivudin-Resistenz, mittlere Entecavir-Resistenz (180M,204V)
und ebenfalls eine Adefovir-Resistenz (181V) zeigen. Die signifikante Adefovir-
Resistenz konnte jedoch bei beiden Isolaten nicht nachgewiesen werden. Dies
lasst vermuten, dass die Mutationen 180M und/oder 204V einen
antagonistischen Effekt auf die durch 181V ausgeubte Adefovir-Resistenz
ausuben. Es ist davon auszugehen, dass neben den bereits beschriebenen
additiven Effekten der einzelnen Mutationen (Zoulim und Locarnini 2009),
besondern bezuglich der sich aufbauenden Entecavir-Resistenz (Villet et al.
2007), auch antagonistische Effekte existieren konnen.

Wahrscheinlich hat sich bei den hier gezeigten Isolaten erst die Mutation 181V
unter Lamivudin-Resistenz entwickelt und auf Grundlage dieser Variante kamen
spater die anderen beiden Mutationen hinzu. Die umgekehrte Reihenfolge ist
eher unwahrscheinlich, da der geringe Gewinn an Resistenz gegen Lamivudin
durch 181V bei bereits vorhandener Lamivudin-Resistenz keine Rolle spielen
wurde und eine Adefovir-Resistenz anscheinend dadurch nicht ausgebildet wird.

5.7.7 Schlussfolgerungen aus den gewonnenen Daten

Grundsatzlich kdnnen die gewonnenen Daten aus den 42 Patientenisolaten und
den 10 Wildtypmessungen (~3700 Messwerte) die Ergebnisse der bisher
existierenden Publikationen zur Resistenzbildung bei HBV weitgehend
bestatigen (Zoulim und Locarnini 2009, Ghany und Liang 2007). Von den 42
charakterisierten Patientenisolaten zeigen 40 den entsprechenden Phanotyp
bezuglich der Inhibitoren gegen die sie eine Resistenzmutation entwickelt
haben. Eine Ausnahme bilden dabei nur P36, das mit einem Resistenzfaktor
von 2,8 jedoch nahe an der festgelegten Grenze zur Signifikanz liegt, sowie P1
bei dem eine noch unbekannte Primarmutation vermutet wird. Die Wirksamkeit
der verschiedenen Mittel relativ zueinander, sowie die ermittelten absoluten ICsg
stehen ebenfalls in Einklang mit zuvor gewonnenen Erkenntnissen (Villet et al.
2007, Langley et al. 2007). Es bestehen jedoch auch viele Unterschiede zu den
bisherigen Berichten. Viele Patientenisolate zeigten in der vorliegenden Arbeit
signifikante Resistenzen gegen Inhibitoren, bei denen aufgrund der Sequenz
keine Resistenz  bestehen dirfte. Einige Patientenisolate zeigen
aulRergewohnlich niedrige und andere aullergewohnlich hohe
Resistenzfaktoren. Insgesamt besteht eine deutlich héhere Diversitat als mit
den bisherigen bekannten Mutationen zu erklaren ware. Auch bestehen
phanotypische Unterschiede, die nicht allein auf den im sequenzierten RT-
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Bereich liegenden Sequenzunterschieden beruhen kénnen. Dieses Ergebnis ist
allerdings nicht besonders uberraschend, da bisherige in vitro Untersuchungen
sich entweder auf nur sehr kleine Patientenzahlen beschrankten (Durantel et al.
2004, Yang et al. 2004, Villet et al. 2007) oder die bekannten Mutationen durch
Mutagenese in einen Wildtyp eingebaut wurden (Langley et al. 2006, Schildgen
et al. 2006), wodurch alle anderen Sequenzunterschiede nicht bertcksichtigt
werden konnten. Bisherige Untersuchungen haben sich zusatzlich meist auf
Veranderungen innerhalb des RT-Bereichs und besonders auf den Bereich der
katalytischen Subdomanen A bis E (Aminosauren 75 bis 257) beschrankt, um
Resistenzen zu erklaren. Die vorliegende Arbeit beschrankt sich dagegen nicht
auf die experimentelle Bestatigung der klinisch beobachteten Resistenzen,
sondern versucht ein Gesamtbild der phanotypischen Auspragung zu
entwerfen. Aus dem generierten Datensatz, bei dem jeweils die komplette
Polymerase des Patienten kloniert wurde, geht hervor, dass die
Resistenzbildung wahrscheinlich wesentlich komplexer als angenommen ist und
noch lange nicht alle Resistenz-bildenden Faktoren bekannt sind. Bei der
reversen Transkriptase handelt es sich nicht um ein einzelnes Enzym sondern
um einen Komplex der neben der RT-Domane noch drei weitere Bereiche
besitzt, die verschiedenste Funktionen wahrend der Replikation des Virus
erfillen. Mutationen in diesen Bereichen des Proteinkomplexes kénnten sich
direkt oder indirekt auf die RT-Domane auswirken. Auf der Grundlage des
Patientenisolates FvB150-1 konnte in der Masterarbeit von Pia Seiz gezeigt
werden, dass auch Mutationen aullerhalb des RT-Bereichs entscheidende
Einflisse auf die Resistenz ausiben kénnen. Ebenfalls stitzend sind die
kurzlich erzielten Erkenntnisse bei HIV, welches auch eine reverse
Transkriptase bestitzt und mit dem HBV verwandt ist. Hier wurde in vitro
gezeigt, dass auch Veranderungen aulderhalb der Polymerasedomane eine
Resistenz gegenuber RT-Inhibitoren verursachen konnen. Diese Mutationen
konnten zum Beispiel in der RNase H-Domane von HIV gefunden werden und
bilden zusammen mit den in der RT-Domane liegenden Resistenzmutationen
ein komplexes Resistenzmuster (Lengruber et al. 2011).

Um ein klareres und eindeutigeres Gesamtbild entwerfen zu kbnnen, muss der
hier entwickelte Resistenztest auf eine deutlich groRere Zahl von
Patientenisolaten sowie auf die Betrachtung der Sequenzen des kompletten
Polymerasebereichs ausgeweitet werden. Eine genauere Untersuchung
einzelner Isolate mit besonders auffalligen Resisenzmustern (z. Bsp.: P1, P12,
P16, P25, P30, P32, P41) durfte ebenfalls zu einem entscheidenen
Erkenntnisgewinn beitragen.

Der entwickelte Resistenztest konnte durch methodisch einfache Erweiterungen
ein noch groReres phanotypisches Gesamtbild offenbaren. Die Quantifizierung
intra- und extrazellularer HBV-Proteine mittels eines 96-Well-Elisa-Systems
waren dabei ebenso denkbar, wie die Sekretionsanalyse durch die parallele
Quantifizierung intrazellularer Genome.
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5.8 Bewertung der klinisch relevanten Nukleos(t)idanaloga
Betrachtet man die zuvor gewonnenen und die in dieser Arbeit erzielten
Ergebnisse, lassen sich grundlegende Aussagen uber den sinnvollen Einsatz
der vier klinisch relevanten Nukleos(t)idanaloga treffen.

Der Einsatz von Lamivudin zur Behandlung chronisch infizierter Patienten ist in
Landern, die andere Inhibitoren zur Verfugung haben eher als kontraproduktiv
anzusehen, da die recht schnell auftretenden Resistenzmutationen (Zoulim und
Locarnini 2009) die Grundlage fur die Resistenzentwicklung gegen Entecavir
bilden (Villet et al. 2007) und mit 181V (Zoulim und Locarnini 2009) und
eventuell sogar 180M, 204V ebenfalls zu einer Adefovir-Resistenz beitragen.
Ahnliches gilt auch fiir den Einsatz von Adefovir, welches den Boden fiir ein
vermindertes Ansprechen gegen Tenofovir bereitet (van Bommel et al. 2010).
Die beiden Mittel sollten deshalb nur zum Einsatz kommen, wenn sie sich bei
einzelnen Patienten schon jahrelang bewahrt haben und die Viramie auf nicht
messbare Werte gesenkt wurde oder wenn es keine Alternativen gibt.

Eine Therapie mit Entecavir ist bei behandlungsnaiven, da durch die bendtitgte
Entwicklung von mindestens drei Resistenzmutationen eine hohe genetische
Barriere besteht. Ein weiterer Vorteil ist, dass bisher noch keine
Resistenzmuster bezuglich Entecavir bekannt sind, die eine Kreuzresistenz mit
Tenofovir hervorrufen, obwohl die hier vorgestellten Daten erste Hinweise dafur
zeigen (P30, P31).

Tenofovir ist sowohl aufgrund der bisher klinisch nicht festgestellten Resistenz
als auch aufgrund der in vitro Daten und der hohen Dosierung die den Patienten
verabreicht werden kann, als die optimale Behandlung zu betrachten. Es ist
jedoch nicht davon auszugehen, dass eine Resistenzentwicklung gegen
Tenofovir generell unmdglich ist. Denkbar ist der schrittweise Aufbau einer
Resistenz durch die Summierung verschiedener Mutationen, wie es bereits flr
Entecavir beobachtet wurde. Tenofovir hat wahrscheinlich die hochste
genetische Barriere fur eine Resistenzentwicklung, aber durfte auch keinen
abosluten Schutz vor Resistenzen bilden. Diese Vermutung wird durch die
erstmals festgestellte sehr hohe Tenofovir-Resistenz eines Patientenisolats
(P41 und P42) gestutzt.

5.9 Bedeutung der Mutation rti233V

Der Artikel: "Variant Hepatitis B Virus with Primary Resistance to Adefovir"
beschreibt drei Patienten mit der Mutation rtl233V, die nach erfolgloser
Lamivudintherapie (Patienten 2 und 3) oder nach erfolgreicher
Tenofovirtherapie (Patient 1) auf Adefovir umgestellt wurden (Schildgen et al.
2006). Alle drei Patienten zeigten eine klare klinische Resistenz gegenuber
Adefovir. Bei den Patienten 2 und 3 sanken die Virusmengen im Blut nicht ab,
wahrend sie bei Patient 1 stark anstiegen. Die Phase der Adefovirtherapie
betrug bei allen drei Patienten etwa 30 Wochen. Anschlielend wurden sie



99

erfolgreich mit Tenofovir behandelt. Bei der Behandlung mit Tenofovir zeigte
sich bei den Patienten 2 und 3 eine schnellere Verringerung der Viruslast als bei

Patient 1. Die gemessenen Viruslasten der drei Patienten unter den
verschiedenen Therapien sind in der Abbildung 48 (aus dem Artikel)
dargestellt.
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Abbildung 48: Viruslast der drei beschriebenen Patienten unter Therapie

Dargestellt sind die im Blut gemessenen GE/ ml mit logarithmischer Skala gegen die Zeit in
Wochen. Die Therapie zu einer bestimmten Zeit ist mit den Abklrzungen LMV fir Lamivudin,
ADF fur Adefovir und TNF fir Tenofovir gekennzeichnet und mit verschiedenen Grauténen
hinterlegt. (modifiziert nach Schildgen et al. 2006)

In dem Artikel wurde zur Phanotypisierung folgender in vitro Resistenztest
durchgefiihrt: In einen Plasmidvektor mit einem 1.3fachen Uberlangenkonstrukt
(Genotyp D) wurde die Mutation rtI233V eingefligt. Dieses Plasmid wurde in die
Zelllinie C3A transfiziert. Die Zelllinie stellt einen Subklon der Linie HepG2 dar.
Die neu produzierten Viren wurden anschlielend intrazellular Uber Southern
Blot nachgewiesen und im Uberstand mittels einer nicht diskriminativen PCR
Uber die Quantifizierung der ethidiumbromidgefarbten Gelbande. Die
Untersuchung mittels Southern Blot ergab einen Resistenzfaktor von 6 und die
PCR-Quantifizierung einen Resistenzfaktor von 10 gegeniber dem Wildtyp
bezuglich Adefovir.

Diese Ergebnisse konnten durch andere Arbeitsgruppen nicht bestatigt werden.
In mindestens zwei wissenschaftlichen Artikeln (Carrouee-Durantel et al. 2008,
Curtis et al. 2007) wurden gegensatzliche Resultate erzielt.
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Der in dieser Arbeit entwickelte Resistenztest wurde deshalb genutzt um das
Ergebnis des Artikels erneut zu Uberprifen. Hierbei wurde jedoch nicht die
durch Mutagenese generierte Wildtypvariante mit der entpsrechenden Mutation
verwendet sondern es wurden Patientenisolate aus den drei im Artikel
erwahnten Patienten in den Vektor pCH-3091 kloniert um die Mutation rtl233V
im Kontext der urspriinglichen Sequenz untersuchen zu kénnen. Eines der so
generierten Patientenisolate wurde schlieBlich in den Resistenztest eingesetzt
um ein Resistenzprofil zu erhalten und mit dem parallel getesteten Wildtyp
vergleichen zu konnen. Hierzu wurde ein Isolat gewahlt, welches die wenigsten
Abweichungen zum verwendeten Wildtyp (innerhalb des sequenzierten
Bereichs) zeigte, um die phanotypischen Daten bestmdglich mit der Mutante
rtI233V assoziieren zu kdnnen. Die einzigen Unterschiede in der verwendeten
Methode zu dem Resistenztest im Rahmen des HOPE-Projekts sind die
Verwendung der Zellinie HuH7, sowie anderer bei -20°C gelagerter
Inhibitorstammldsungen.

Anhand der in Tabelle 21 zusammengefassten ICsp-Werte fir den Wildtyp ist zu
erkennen, dass die Werte im Vergleich zu den im HOPE-Projekt gemessenen
Werten um etwa Faktor 2 bis 3 erhoht sind. Dieser Umstand ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf die Verwendung einer anderen Zelllinie, sowie anderer
Inhibitorstammlésungen zurtickzufihren. Wie grol3 der Einfluss welches Faktors
fur die ICso-Abweichung ist, misste genauer untersucht werden. Es ist jedoch
davon auszugehen, dass die ermittelten Werte unter den genannten
Bedingungen zwar erhdht sind aber ebenso geringe Schwankungen aufweisen,
wie die beim HOPE-Projekt generierten Werte. Diese Vermutung lasst sich
durch die ICsp-Werte des Wildtyps aus 4.6, 4.7.2, sowie 4.8 bestatigen, deren
Messung unter den gleichen Bedingungen stattfand.

Ein Resistenztest scheint also auch ohne den speziellen Subklon HuH7-
Minchen mit gleicher Genauigkeit und leicht erhdhten absoluten Werten
durchfihrbar zu sein.

Betrachtet man die 1C5sy sowie Resistenzfaktoren des Patientenisolats in Tabelle
21, so lasst sich trotz der Mutation rtI233V keinerlei Resistenz gegen Adefovir
oder einen der anderen Inhibitoren feststellen. Da der komplette Polymerase-
ORF eines Originalvirus aus Patient 2 des Artikels kloniert und fur die
Untersuchung verwendet wurde, Iasst sich mit ziemlicher Sicherheit sagen,
dass die Mutation rtl233V keine Primarmutation darstellt, die eine signifikante
Adefovir-Resistenz hervorruft. Eine leichte Resistenzentwicklung durch die
Mutation lasst sich durch den Cut-Off des Assays (Resistenzfaktor von 3) nicht
ausschlieen. Fur die beiden klinisch relevanten Mutationen 181V und 236T
kann jedoch jeweils eine signifikante Resistenz mit dem entwickelten Test
festgestellt werden. Die Bedeutung der Mutation 233V far eine
Resistenzentwicklung kann deshalb bestenfalls nur als sehr gering eingeschatzt
werden. Eine Erhdhung der Resistenz um den Faktor 6 bis 10, wie es in dem
Artikel beschrieben wurde ist definitiv auszuschliel3en.
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Da die drei beschriebenen Patienten jedoch alle eine Adefovir-Resistenz
aufwiesen, stellt sich die Frage, wie dieser Umstand zu erklaren ist. Fur Patient
2 und 3 ware die einfachste und wahrscheinlichste Erklarung eine
Kreuzresistenz durch die bereits vorhandenen Lamivudin-Resistenzen. Sie
waren damit den 20% der Patienten zuzuordnen, die nach Lamivudin-Resistenz
nicht auf eine Adefovirtherapie ansprechen (Lee et al. 2006). In Patient drei
konnten zum Beispiel Klone gefunden werden (Tabelle 20), die die Mutationen
173L, 2041 tragen (4 von 6). Diese Kombination kommt auch bei einem
Patientenisolat aus dem HOPE-Projekt (P25) vor. Interessanterweise zeigt
dieses Isolat eine signifikant erhdhte Resistenz gegenltber Adefovir mit einem
Resistenzfaktor von 4,2. Ein Klon mit der Kombination 80V, 180M, 204| wurde
ebenfalls in dem Patienten gefunden allerdings nicht mit der Haufigkeit des
zuvor genannten Klons (1 von 6). Auch hier existiert ein Patientenisolat aus dem
HOPE-Datensatz (P29) mit dem gleichen Resistenzmuster, welches mit einem
Resistenzfaktor von 2,9 ebenfalls eine Tendenz zu einer Adefovir-Resistenz
aufweist (Tabelle 15).

Bei Patient 2 konnte nur ein Klon mit relevanten Resistenzmutationen gefunden
werden (801, 204l), die in dieser Kombination jedoch normalerweise nicht zu
einer Adefovir-Resistenz flhren. Da es sich bei Patient 2 jedoch um den
Ehemann von Patient 3 handelt ist stark davon auszugehen, dass ahnliche
Virusvarianten in Form der stabilen episomalen cccDNA in den Leberzellen
vorliegen und bei einem entsprechenden Selektionsdruck eine Resistenz
verursachen. Dabei ist besonders zu beachten, dass sich nach nur 30 Wochen
Adefovirbehandlung noch nicht die Resistenzvarianten gegentber dem Wildtyp
komplett durchgesetzt haben mussen, weshalb sie durch die Untersuchung von
nur 6 Klonen auch nicht zwingend zu finden sind. Der Patient 2 war aufserdem
seit seiner Erkrankung mit HBV immunsupprimiert und stellt deshalb einen
Sonderfall dar.

Bei Patient 1 liegt eine vollig andere Situation vor, da hier die Adefovirtherapie
im Anschluss an eine erfolgreiche Tenofovirtherapie folgte. Trotz der starken
Verringerung der Viruslast unter Tenofovir ist hier davon auszugehen, dass sich
Virusvarianten durchgesetzt haben, die zumindest eine Teilresistenz gegenuber
Tenofovir besitzen. Da dieses Mittel sehr strukturahnlich zu Adefovir ist und
haufig Kreuzresistenzen bestehen ist es als wahrscheinlich anzusehen, dass
sich unter der Tenofovirtherapie HBV-Varianten mit einer Adefovir-Resistenz
entwickelt haben. Da bereits sehr geringe Resistenzen bei Adefovir ausreichen
um eine klinisch relevante Resistenz zu verursachen, konnte dies die Erklarung
fur die erfolglose Therapie sein. In diesem Falle musste eine noch unbekannte
Primarmutation  (eventuell in  Kombination mit rtl233V) fir die
Resistenzentwicklung verantwortlich sein. Aus dieser Uberlegung heraus wére
es aulderst interessant einen Klon von Patient 1 in den phanotypischen Assay
einzusetzen. Genaue Aussagen uber die Grunde fur die Resistenzen der
einzelnen Patienten lassen sich jedoch nur schwer treffen. Eine unvollstandige
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oder Vollig ausgebliebene Einnahme des Mittels ist ebenfalls nicht
auszuschlielfen aber angesichts der nachfolgend sehr guten Wirkung des
Tenofovirs unwahrscheinlich.

Da mit den hier erzielten Ergebnissen rtI233V als Primarmutation fur eine
deutliche Resistenz gegen Adefovir eindeutig ausgeschlossen werden konnte
und diese Ergebnisse durch weitere Publikationen gestutzt werden, sind die im
Artikel erzielten Ergebnisse mit der generierten Mutante nur schwer zu erklaren.
Fir die Quantifizierung der intrazellularen HBV-Replikation wurde der Southern
Blot verwendet, welcher im Vergleich zur Real-Time PCR jedoch ungenauer ist.
Die Ergebnisse des Southern Blots wurden auferdem nicht durch
Mehrfachansatze gestitzt. Die natlrlichen Schwankungen des verwendeten
Assays konnten damit zur Fehlinterpretation der erzielten Ergebnisse geflhrt
haben.

Bei der extrazellularen Quantifizierungsmethode mittels einer nicht
diskriminativen PCR zur Erstellung eines 1 kb groen Fragments und
anschlieRenden Quantifizierung der EtBr-Gel-Bande, stellt sich neben der
Linearitat und Genauigkeit der ermittelten quantitativen Werte auch unweigerlich
die Frage nach einer Negativkontrolle aufgrund des vorhandenen
Plasmidhintergrunds aus der Transfektion (siehe 4.1.3).

5.10 Evaluierung der getesteten neuen Inhibitoren

Aufgrund der Resistenzproblematik bei dem Einsatz von RT-Inhibitoren gegen
virale Erkrankungen, wird standig nach neuen Mitteln gesucht, um die
vorhandenen Therapieoptionen erweitern oder ersetzen zu kénnen. Fur diese
Wirkstoffe ist es notwendig ein geeignetes in vitro Testsystem zu besitzen, um
den Einfluss auf die Replikation des entsprechenden Virus evaluieren zu
kbnnen. Im Falle von HBV steht mit dem hier entwickelten
Hochdurchsatzverfahren ein sehr gut geeigneter Test zur Verfugung. Er bietet
die Mdoglichkeit, in vitro die Wirkung neuer Substanzen direkt mit der Wirkung
bereits klinisch verwendeter Mittel zu vergleichen. Neben dem Test neuer RT-
Inhibitoren, kdénnen hierbei auch andere Wirkstoffklassen getestet werden,
sofern diese Einfluss auf die Replikation des Virus nehmen.

In dieser Arbeit wurden von Herrn PD Dr. Matthes vier Inhibitoren zur Verfigung
gestellt, die alle L-Nukleosidderivate darstellen und damit deutliche
Strukturahnlichkeit zu Lamivudin aufweisen (Abbildung 38). Die Wirksamkeit der
Mittel wurde deshalb nicht nur anhand des Wildtyps sondern auch anhand einer
Variante getestet, die die typischen Lamivudin-Resistenzmutationen rtL180M,
rtM204V aufweist. Die ermittelten IC50-Werte (Tabelle 22) zeigen bei den vier
klinisch relevanten Mitteln die zu erwartenden Ergebnisse sowohl beim Wildtyp
als auch bei der Lamivudin-Resistenzvariante. Die resistente Variante zeigt
dabei eine komplette Lamivudin-Resistenz, bei mittlerer Entecavir- und nicht
vorhandener Adefovir- oder Tenofovir-Resistenz. Diese Ergebnisse entsprechen
bisherigen Beobachtungen und zeigen erneut die Genauigkeit des Assays
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(Ghany und Liang 2007). Sie bilden eine gute Grundlage um die Wirksamkeit
der vier parallel getesteten neuen Inhibitoren beurteilen zu konnen.

Fur das Mittel L-Hyd4C wurde bereits in einem einem anderen Testverfahren
eine gute in vitro Wirkung gegenuber einer Wildtypvariante nachgewiesen
(Matthes et al. 2007). Die Potenz des Mittels war dabei in etwa mit der von
Lamivudin vergleichbar. Diese Wirkung kann mit den erzielten Ergebnissen klar
bestatigt werden. Die ICso von Lamivudin bewegt sich mit 418,1 nM nur knapp
unter der von L-Hyd4C mit 641,1 nM. Die Wirksamkeit des Mittels gegenuber
der Mutante ist allerdings ebenfalls mit der von Lamivudin vergleichbar.
Innerhalb des jeweils gemessenen Konztentrationsbereichs lasst sich bei
beiden Mitteln keine inhibitorische Wirkung nachweisen (Abbildung 40). Der
tatsachliche Resistenzfaktor flir das Mittel L-Hyd4C gegenlber der Mutante
durfte sich damit deutlich GUber dem maximal messbaren Faktor von 15,6
befinden. Sehr wahrscheinlich liegt hier eine klinisch relevante Kreuzresistenz
beider Mittel vor.

Das Mittel L-Hyd4FC ist eine Variante von L-Hyd4C, die eine dem Lamivudin
deutlich Uberlegene In-vivo Wirksamkeit besitzt (Matthes et al. 2010). In vitro ist
die Wirkung beim Wildtyp jedoch um etwa Faktor 3 geringer als die von
Lamivudin (Tabelle 22). Fur die dennoch festgestellte hohe in vivo Wirkung, sind
deshalb vermutlich Faktoren wie der zellulare Stoffwechsel, die Aufnahme,
sowie die Stabilitdt des Mittels verantwortlich. Auch bei diesem Inhibitor konnte
wieder eine deutliche Kreuzresistenz mit Lamivudin nachgewiesen werden. Der
Resistenzfaktor bezlglich der Mutante liegt dabei wahrscheinlich ebenfalls
deutlich Uber dem maximal nachzuweisenden Faktor von 51,1. Es ist damit
auch bei diesem Inhibitor eine klinisch relevante Kreuzresistenz zu vermuten.
Das zuvor noch nicht getestete Mittel L-Hy2'Fd4C zeigt bereits bei der
Wildtypvariante mit 35503 nM eine sehr geringe Wirkung. Es st
unwahrscheinlich, dass einem Patienten problemlos ausreichende
Konzentrationen dieses Mittels verabreicht werden konnten um eine Inhibition
zu gewahrleisten. Bei der getesteten Variante ist keinerlei Wirkung des Mittels
mehr nachweisbar. Hier liegt wahrscheinlich ebenfalls eine deutliche
Kreuzresistenz vor, die aufgrund der allgemein geringen Wirksamkeit des
Mittels jedoch keine grof3e Rolle spielt.

Das vierte Mittel (L-Hy2'Fd4FC) zeigt innerhalb des getesteten
Konzentrationsbereichs weder bei dem Wildtyp noch bei der Mutante irgendeine
nachweisbare Inhibition. Es ist deshalb mit hoher Wahrscheinlichkeit als zu
wirkungslos anzusehen.

Von den vier getesteten Mitteln waren fur die klinische Praxis nur die ersten
beiden unter bestimmten Bedingungen interessant.

Da beide Mittel dem Lamivudin sowohl von der Struktur als auch bezuglich der
Kreuzresistenz und in vitro Wirkung sehr ahnlich sind, ist ein Einsatz der Mittel
in Landern die Entecavir und/oder Tenofovir zur Therapie einsetzen kdnnen,
generell nicht zu empfehlen. Nur wenn die in vivo Wirksamkeit der Mittel die von
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Lamivudin nachweisbar um mehrere Grdélkenordnungen uUbersteigt, ware ein
Einsatz der Mittel erneut zu Uberdenken.

Es besteht wie bei Lamivudin nicht nur die Gefahr einer schnellen
Resistenzentwicklung, sondern auch einer vorbereitenden Resistenz gegen
andere Inhibitoren.

In Landern bei denen der Einsatz anderer Mittel als Lamivudin nicht moglich ist,
ware ein Einsatz der Inhbibitoren jedoch sinnvoll, wenn sie kostengunstiger
und/oder wirksamer als Lamivudin waren.

Die Auswertung der Ergebnisse unterstreicht noch einmal den Nutzen eines gut
charakterisierten zuverlassigen phanotypischen Testsystems, wie es hier
vorliegt.

5.11 Zelllinien mit stabilen episomalen Expressionsvektoren

FUr die ausfihlriche und genaue Untersuchung einer bestimmten Virusvariante
oder von viralen Komponenten reicht eine transiente Transfektion
eukaryotischer Zellen meist nicht aus, da sowohl der Untersuchungszeitraum,
also auch die Menge an hergestellten Viren oder viralen Proteinen stark limitiert
sind. Eine Madglichkeit fur die konstante Produktion von Viren oder viralen
Proteinen ist die stabile Transfektion von Zelllinien mit einem replikationsfahigen
HBV-Konstrukt oder viralen Protein-ORF und die anschlieRende Herstellung
monoklonaler Linien durch Selektion der transfizierten Zellen mittels eines
Resistenzgens. Diese Methode eignet sich gut um eine bestimmte Virusvariante
in groRen Mengen herzustellen, Uber einen langen Zeitraum zu untersuchen
und Einflusse auf die Replikation festzustellen.

Fir das HBV sind besonders zwei stabile Zelllinien seit vielen Jahren in
Gebrauch. Es handelt sich dabei um die Linien HepG2.2.15 (Sells et al. 1987)
und HepAD38 (Ladner et al. 1997). Anhand dieser stabilen Linien wurden
bereits viele Untersuchungen durchgefuhrt, die entscheidend zum Verstandnis
des HBV beigetragen haben. Die Generierung einer stabil expremierenden
Zellline durch Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom ist allerdings sehr
aufwandig und langwierig. Ein weiterer Nachteil ist, dass aufgrund der Selektion
einzelner Zellen, sowie des Einfligens der DNA an eine zuféllige Stelle des
Wirtsgenoms, entscheidende Eigenschaften der urspringlichen Zelle oder des
ursprunglichen Virus verandert werden konnen. Vorstellbar sind hier zum
Beipsiel der Knock-Out eines Wirtsgens durch die Insertion der viralen DNA, als
auch die Beeinflussung der inserierten viralen DNA durch zellulare
Regulationselemente.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb nach einer alternativen Methode zur
stabilen Expression und Replikation von HBV in den bekannten
Hepatomzelllinien gesucht, bei der die transfizierte DNA in episomaler Form
verbleibt. Eine episomale Form des HBV wurde dabei auch zusatzlich naher an
der naturlichen stabilen Form des Virus liegen.
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Viele Viren verwenden Strategien um ihr Genom episomal und stabil in den
Wirtszellen zu halten und nutzen dabei meist die zellulare
Replikationsmaschinerie zur eigenen Replikation. Ein extremes Beispiel hierfur
ist das Epstein-Barr-Virus. Dieses umhullte DNA-Virus aus der Familie der
Herpesviridae benotigt nur zwei Cis-Elemente(Family of Repeats (FR) und Dyad
Symmetrie (DS), bilden zusammen Ori-P), sowie ein virales Protein (Epstein-
Barr-Nuclear-Antigen 1, EBNA1) um episomal stabil in der Zelle zu verbleiben
und bei jeder Zellteilung die zellulare Replikationsmaschinerie zu rekrutieren
(Nanbo et al. 2007). Ein Vektor, der sowohl das EBNA1-Protein rekrutiert, als
auch den Ori-P besitzt, kann deshalb als autonom replizierende Sequenz
angesehen werden (ARS).

Der Vektor pCEP4 (sieche 2.5) besitzt neben einer Hygromycin-
Resistenzkassette die genannten Elemente und ist deshalb dazu geeignet
durch Transfektion ein stabiles episomales Konstrukt in Zelllinien einzubringen,
welches durch Hygromycin selektiert werden konnen. Damit ware es
grundsatzlich méglich, mit diesem Vektor auf schnelle und einfache Weise
stabile Linien herzustellen. Die Selektion von Zellen Gber Hygromycin ist jedoch
recht langwierig und der Selektionsgeschwindigkeit durch Puromycin deutlich
unterlegen (lwaki und Castellino 2008). Aus diesem Grunde wurde die
Hygromycin-Resistenzkassette des Vektors durch eine  Puromycin-
Resistenzkassette ersetzt. Da der Vektor mit etwa 10 Kb recht grof3 ist und
keine einfachen Moglichkeiten bietet, die Kassetten Uber konventionelle
Klonierung durch Restriktionsenzyme auszutauschen, wurde die Methode der
ligations- und restritkionsunabhangigen In-Fusion-Klonierung verwendet.

Nach dem erfolgreichen Austausch des Selektionsgens wurde ebenfalls Uber In-
Fusion-Klonierung das Gen des rot fluoreszierenden Proteins mCherry
eingebaut. Durch das so entstandene Konstrukt konnte das System zur
Erstellung stabiler Linien effektiv getestet und etabliert werden. In Abbildung 41
ist gut zu erkennen, dass die Selektion transfizierter HuH7-Zellen mit Puromycin
ungewohnlich schnell und effizient ist. Aus einer konfluenten frisch transfizierten
Zellkultur kann innerhalb einer Woche eine komplett selektierte konfluente
Zellkultur generiert werden. Das Protein mCherry ist dabei gut als
Reporterkonstrukt geeignet, da keinerlei Hintergrundleuchten bei nicht
transfizierten Zellen besteht (Abbildung 41 b). Es fallt sowohl in Abbildung 41,
als auch in Abbildung 42 auf, dass nicht alle Zellen ein rotes Fluoreszenssignal
zeigen und die Starke des Signals zwischen den Zellen einer Zellkultur starke
Unterschiede aufweist.

Diese Ergebnisse sind jedoch nicht mit einer unvollstdndigen Selektion
gleichzusetzen. Sie sind vielmehr erklarbar durch die spezielle episomale Form
des Expressionskonstrukts. Konstrukte mit dem EBNA1 und dem Ori-P des
EBV verhalten sich bezuglich ihrer Replikation und Verteilung auf die
Tochterzellen so, wie das EBV selbst. Es konnte festgestellt werden, dass sich
etwa 84% der EBV-basierten ARS einer Zellkultur bei der Zellteilung ebenfalls
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erfolgreich duplizieren. Von diesen duplizierten ARS werden etwa 88%
erfolgreich auf die beiden Tochterzellen verteilt. Die restlichen 12% verbleiben
in einer der beiden Tochterzellen (Nanbo et al. 2007). Die 16% der
Zellteilungen, bei denen keine Duplikation der ARS stattfindet tragen zum
generellen Verlust der episomalen Konstrukte bei, wahrend die 12% bei denen
die verdoppelten Konstrukte in einer Tochterzelle verbleiben dazu fuhren, dass
der Pool an episomalen Konstrukten bei einem Teil der Zellen erhoht und bei
einem anderen Teil erniedrigt wird. Dieser Mechanismus wurde letztendlich zum
Verlust des episomalen Konstrukts innerhalb der Zellkultur fUhren, wenn kein
Selektionsdruck in Form von Puromycin vorhanden ware.

20 A

Average (N=6.3+2.9)
m Predicted (1=6.1+£2.7)

Anzahl der Zellen
o)

0 10 20 30
Anzahl der Plasmide pro Zelle

Abbildung 49: gemessene (grau) und vorherberechnete Verteilung von EBV-Genomen in
transformierten B-Zellen

Ein transformierter B-Zell-Klon mit EBV-Genom wurde fir tber 100 Generationen kultiviert und
anschlielend in der S-Phase arretiert. Die einzelnen Zellen wurden auf die Menge an EBV-
Genomen hin untersucht mittels FISH (graue Balken). Mittels eines Computermodells wurde die
vermutliche Verteilung der Plasmide pro Zelle vorhergesagt (rote Balken), unter der
Vorraussetzung von 84%iger Verdopplung und 88%iger Verteilung der EBV-Genome sowie
einem graduellen Verlust der Lebensfahigkeit von 4 bis 0 EBV-Plasmiden pro Zelle. Die
durchschnittliche Anzahl an Plasmiden pro Zelle mit Standardabweichung ist in Klammern
angegeben. (nach Nanbo et al. 2007, modifiziert).

Durch Puromycin werden alle Zellen getotet, die die kritische Anzahl an
Plasmiden unterschritten haben, um eine Resistenz aufbauen zu konnen. Die
Erhohung und die Verringerung der Anzahl episomaler Konstrukte, sowie das
Absterben der Zellen unter Selektion stehen dabei in einem standigen
Gleichgewicht. Bei Untersuchungen von durch EBV transformierten B-
Lymphozyten wurden diese Beobachtungen getroffen und durch ein
Computermodell bestatigt (Abbildung 49)

Nach diesem Modell gabe es also eine grol3e Diversitat unterschiedlicher Zellen
mit hoher und niedriger Anzahl an episomalen Konstrukten, wobei die
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durchschnittliche Zahl konstant bleibt und direkt abhangig ist von der
Konzentration des Selektionsreagenz.

Betrachtet man die Bilder aus Abbildung 41 und 42 aus diesen
Gesichtspunkten, so ist anzunehmen, dass die gro3en Unterschiede im
Expressionssignal auf unterschiedliche Mengen an episomalen Konstrukten in
den Zellen zurlUckzufuhren ist. Die anscheinend nicht leuchtenden Zellen
kdnnen dabei entweder gerade komplett das episomale Konstrukt verloren
haben oder zu wenige Plasmide besitzen, um uber die Detektionsgrenze
leuchten zu kénnen. Da auch nach mehreren Wochen Selektion der Anteil
leuchtender Zellen konstant bleibt, ist diese Erklarung viel wahrscheinlicher als
eine Insertion der Resistenz des Plasmids in das Genom bei einem Teil der
Zellen. Hinzu kommt, dass die Insertion mit hoher Wahrscheinlichkeit nur einen
Puromycin-ORF beinhalten wirde und dieser eventuell nicht ausreichen kdonnte
um eine vollstandige Resistenz zu verursachen. Es muss aullerdem erwahnt
werden, dass das EBNA1 die episomale Form des jeweiligen Konstrukts auf
noch ungeklarte Weise aktiv erhalt (Nanbo et al. 2007).

Es konnte also eine stabile episomale Transfektion etabliert werden, die eine
konstante Expression des mCherry Uber mehrere Wochen in den
Hepatomzelllinien HepG2 und HuH7 ohne Probleme erlaubt.

5.12. Erstellung einer stabilen HBV-produzierenden
Hepatomazelllinie mit Hilfe eines episomalen

Expressionskonstrukts

Nach der Etablierung des stabilen Transfektionssystems mit dem
Reporterkonstrukt pCEP-Puro-Cherry und dem 1,1fachen Uberlangenkonstrukt
aus dem Vektor pCH9-3091 wurde der Vektor pCEP-Puro-3091 generiert. Er
enthalt das replikationsfahige Uberlangenkonstrukt des Vektors pCH9-3091
anstatt des mCherry-ORFs und sollte damit nach der Transfektion von HuH7-
Zellen zur Replikation des Virus und Produktion neuer Genome fluhren. In
Abbildung 43 ist zu sehen, dass die transiente Transfektion des Vektors zur
Produktion neuer Viren fuhrt und dabei mit dem RT-Inhibitor Adefovir
unterdrickt werden kann. Die ermittelte 1C5o von 3209 nM entspricht dabei der
erwarteten 1C5p dieses HBV-Genoms unter den gegebenen Bedingungen (siehe
4.6 und 4.5). Die Menge an detektierten GE/ml im Uberstand nach drei Tagen
ist nur geringfugig niedriger als bei der transienten Transfektion des Plasmids
pCH9-3091.

Der Vektor pCEP-Puro-3091 ist damit bezuglich der viralen Replikation voll
funktionsfahig und zeigt keine Beeinflussung des Phanotyps des gut
charakterisierten Wildtypgenoms aus dem Vektor pCH9-3091.

Mit Abbildung 44 wird deutlich, dass die Expression des HBV-Konstrukts stabil
ist. Auch nach vier Wochen Selektion ist noch ein deutlich Uber dem
Hintergrund liegendes und inhibierbares Signal an HBV-Genomen detektierbar.
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Die Menge an detektierten Genomen ist dabei etwa um 90% geringer als bei
der Messung nach der transienten Transfektion. Dieses Ergebnis ist in Hinsicht
auf die episomale Form des Plasmids allerdings zu erwarten, da sich die Menge
an Plasmiden nach einer gewissen Zeit auf die optimale Durchschnittsmenge
unter der gegebenen Inhibitorkonzentration verringern und dann konstant
bleiben wird (siehe Abbildung 49 und 42). Ob sich die Menge an Genomen
tatsachlich konstant auf dem gemesenen Niveau halten wird, ist jedoch durch
eine Langzeitbeobachtung der generierten Linie abzuklaren.

Mit der Detektion groler Virusmengen nach 4 Wochen Selektion sowie den
Beobachtungen aus 5.12 ist jedoch stark davon auszugehen, dass dieser
Zustand stabil bleiben wird. Diese Form der Erstellung einer stabilen Zelllinie
bietet gegenuber der Integration eines Konstrukts ins Genom enorme Vorteile.
Durch die entwickelte Methode kann innerhalb einer Woche eine stabile
vollkommen selektierte HBV-produzierende Zelllinie erstellt werden. Diese Linie
besteht nicht aus einem Einzelklon sondern aus einem Zellpool und kann damit
die Veranderung der Zelllinie durch Klonierung von Einzelzellen umgehen.
Ebenso werden Veranderungen durch Insertion des viralen Genoms in das
Wirtsgenom umgangen. Die um Faktor 10 verringerte Replikation im Vergleich
zur transienten Transfektion gleicht sich durch die sehr grol3e Zellmenge aus,
die in klrzester Zeit ohne grof3en finanziellen oder methodischen Aufwand
generiert werden kann. Die hier gezeigte HBV-HuH7-Linie hatte bis zum Tag 26
mindestens um den Faktor 6000 vermehrt werden konnen.

Der Vektor gewahrleistet damit nicht nur eine gute transiente, sowie eine
schnelle stabile Transfektion, sondern kann auch als Klonierungskassette
dienen um Ganzgenome oder subgenomische Fragmente aus Patientenisolaten
zu klonieren. Die so erstellten Vektoren kénnten dann ebenfalls in kiirzester Zeit
zur Herstellung der entsprechenden Zelllinien genutzt werden. Wurde man das
Uberlangenkonstrukt in diesem Vektor unter die Kontrolle eines inhibierbaren
Promoters setzen (z. Bsp: Tet-ON-System), kdnnte man nach der anfanglichen
Replikation auf Grundlage des Episoms den Promoter abschalten, da die
Rezirkulation naturlicher Genome stattgefunden haben muisste und damit
unabhangig vom episomalen Konstrukt zur Virusreplikation fuhren sollte. Dies
wirde die Untersuchung des Virus unter naturlicheren Bedingungen
ermoglichen. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass die virale Replikation unter
dem naturlichen HBV-Promoter deutlich ineffektiver sein durfte als dies unter
dem CMV-Konstrukt der Fall ist (Durantel 2005).

5.13 Vektorkassetten-unabhangige Erstellung eines 1.1fachen
Uberliangenkonstrukts

Die Klonierung des Polymerase-ORFs zur phanotypischen Charakterisierung
eines Virus stellt eine gute Moglichkeit dar, um zum Beispiel die Resistenz oder
die Antigenitat der Oberflachenproteine zu charakterisieren. Soll eine bestimmte
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Virusvariante jedoch so authentisch wie madglich und ganzheitlich betrachtet
werden oder sollen verschiedene Genotypen in Bezug auf bestimmte
Eigenschaften miteinander verglichen werden, ist diese Methode nicht geeignet.
Auch die Klonierung des kompletten HBV-Genoms einer Variante in eine
Vektorkassette (Yang et al. 2004) fuhrt noch zur Produktion einer Chimare und
ist damit recht artifiziell. Die Generierung und anschliefende Transfektion des
natlrlichen HBV-Genoms ist grundsatzlich auch mdglich aber nachteilig, da die
Vorteile eines Vektors (Erhéhung der Transkription durch heterologen Promoter,
stabile Transfektion usw.) nicht genutzt werden kénnen.

Bisher ist nur eine einzige Methode publiziert wurden, die zur Produktion eines
Uberlangenkonstrukts flhrt, das zu 100% aus der Sequenz des Patientenisolats
besteht und keine kinstliche Kassette bendétigt (Durantel 2004). Die Nachteile
dieses Systems wurden bereits ausfuhrlich in 5.2 diskutiert.

Mit Hilfe der zuvor etablierten In-Fusion Klonierung ist es laut Herstellerangaben
madglich, auch mehrererPCR-Produkte mit einem Klonierungsschritt zielgerichtet
und nahtlos in einen Vektor einzubauen. Diese Eigenschaft wurde genutzt um
ein Uberlangenkonstrukt aus den Virionen des Patientenserum ID309 zu
generieren. In Abbildung 45 sind die wichtigsten Schritte der Herstellung des
Konstrukts schematisch dargestellt. Hierbei ist besonders zu beachten, dass
keinerlei Restriktionsenzyme oder Ligasen zum Einsatz kommen. Damit kdnnen
alle HBV-Genome auf diese Weise kloniert werden, ohne RuUcksicht auf
eventuelle ungunstige Restriktionsschnittstellen nehmen zu mussen. Die
verwendeten Primer zur Erstellung des Ganzgenoms sind bereits gut
beschrieben und kénnen bei fast allen HBV-Genomen genutzt werden (Glnther
et al. 1995). Nur bei Genotyp G muss der reverse Primer an einer Stelle
angepasst werden. Die verwendeten Primer flr die Erstellung der beiden
Fragmente (2.5 Tabelle 5, 3.7 Tabelle 9, Abbildung 45: Nummer 3,) liegen
ebenfalls in hochkonservierten Bereichen des HBV-Genoms. Sowohl die
Ganzgenom-PCR als auch die PCR fir die Fragmente kénnen damit auf
nahezu jedes HBV-Genom angewendet werden. Da die Klonierung komplett
unabhangig von Restriktionsschnittstellen ist, kann der Vektor ebenso frei
gewahlt werden, wie die Insertionsstelle. Die Verschiebung der 5'- und 3'-Enden
des HBV-Uberlangenkonstrukts ist ebenfalls problemlos durch Verwendung
alternativer Primer moglich. Dadurch koénnen neben den 1.1fachen-
Uberlangenkonstrukten auch beliebige andere Langen gewahlt und in einem
Schritt kloniert werden.

Aus diesen Griunden ist das hier vorgestellte Klonierungssystem dem bisher
bekannten System (Durantel 2004) in Hinsicht auf Flexibilitat, Geschwindigkeit
und Anwendbarkeit deutlich Uberlegen.

Wie aus Abbildung 46 hervorgeht, war die Generierung des
Uberlangenkonstrukts aus Virionen des Patientenserums ID309 erfolgreich und
fihrte zu einem replikationsfahigen Uberlangenkonstrukt, welches in den zuvor
beschriebenen pCEP-Puro-Vektor kloniert wurde. Bei der Klonierung wurden 6
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Klone gepickt, welche alle das gewlnschte Restriktionsmuster im
Kontrollverdau zeigten (Daten nicht gezeigt). Die Klonierung weist damit eine
hohe Effizienz auf, die aber noch genauer untersucht werden musste.

In Kombination mit dem pCEP-Puro-Vektor kann somit in nur 2 Wochen aus
dem im Patienten befindlichen Virus eine stabile Zelllinie mit einem 100 %
authentischen Uberlangenkonstrukt in episomaler Form geschaffen werden.
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6. Ausblick

Der in dieser Arbeit entwickelte phanotypische Test, kann neben der
Evaluierung von Resistenz und Fitness im Hochdurchsatzverfahren, auch auf
weitere Bereiche angewendet werden. Die Quantifizierung viraler Proteine
durch Immuntests, ware problemlos an das 96-Well Hochdurchsatzverfahren
anpassbar. Neben der Quantifizierung der Viren aus dem Uberstand konnten
auch intrazellulare HBV-Genome detektiert werden. Die Daten kdnnten
zusammen mit den extrazelluldr ermittelten Werten Rickschlisse auf die
Sekretion der Viren zulassen. Dieses System konnte zusatzlich durch
Immunprazipitationen im Hochdurchsatzverfahren mit dem Freedom Evo
erweitert werden. Damit konnte man den Anteil umhullter, LHBs enthaltender
und damit infektiéser Viren bestimmen und mit den Wildtypwerten vergleichen.
Der Vektor pCH9-3091 kénnte durch pCEP-Puro-3091 ersetzt werden, welcher
ermoglicht, besonders interessante Varianten, die mit dem phanotypischen
Assay gefunden wurden, schnell und einfach durch stabile episomale Linien
naher zu charakterisieren. Die so erstellten Linien konnten auch verwendet
werden, um grol’e Mengen der entsprechenden Viren herzustellen und diese
mit Hilfe von primaren Tupaia Hepatozyten oder HepaRG-Zellen auf In-vitro-
Infektiositat zu testen. Die In-Fusion-Klonierungsmethode kann in diesem
Zusammenhang dazu dienen, Viren bezuglich ihres kompletten eigenen
Sequenzhintergrundes zu charakterisieren ohne kunstliche Vektorkassetten
einsetzen zu muissen. Aufgrund der kompletten Restriktionsunabhangigkeit
bietet die In-Fusion-Klonierung auflerdem die Mdglichkeit schnell und einfach
grol’e Veranderungen im viralen Genom vorzunehmen um die Bedeutung und
Funktion bestimmter viraler Proteine, Proteinbereiche oder DNA-Elemente
naher zu charakterisieren. Auch die Herstellung interner Tags zur Aufreinigung
viraler Proteine oder ganzer Virionen ware problemlos umsetzbar.

Die Herstellung stabiler Linien mit 100%ig authentischen HBV-
Uberlangenkonstrukten  oder viralen Genen ware auch geeignet,
Referenzproteine und Referenzviren fur jeden einzelnen Genotyp und
Subgenotyp zu entwickeln. Hier bietet sich auch der phanotypische Vergleich
aller Genotypen an.

Betrachtet man die erzielten Ergebnisse der Patientenisolate des HOPE-
Projekts, ware es sinnvoll die kompletten Sequenzinformationen der
Polymerasen mit der phanotypischen Auspragung in Verbindung zu bringen um
eventuell neue Erkenntnisse bezlglich anderer Polymerasebereiche als der
reversen Transkriptase zu erhalten. Die klinischen Daten der entsprechenden
Patienten konnten ebenfalls mit der Sequenz und dem Phanotyp korreliert
werden, um ein Gesamtbild zu entwerfen. Mit den hier vorgestellten und
etablierten Methoden bietet sich somit die Mdglichkeit, eine grolRe Anzahl von
Patientenisolaten in Hinsicht auf verschiedenste Fragen genauer zu
untersuchen.
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7. Zusammenfassung

Weltweit sind etwa 350 Millionen Menschen chronisch mit dem Hepatitis B Virus
(HBV) infiziert. Neben Interferon alpha stehen zur Behandlung nur Reverse
Transkriptase (RT) Inhibitoren als zugelassene Arzneimittel zur Verfligung.
Aufgrund der hohen Variabilitat des Virus, sowie der notwendigen lebenslangen
Behandlung mit RT-Inhibitoren, stellt die Entwicklung resistenter HBV-Varianten
ein grol3es Problem dar. Bisher gab es keine effizienten und einheitlichen In-
vitro-Testsysteme, um den Phanotyp von resistenten Viren bestimmen zu
kobnnen. Das Verstandnis der Zusammenhange zwischen Genotyp und
Phanotyp des HBYV ist wichtig, um die Behandlung der Patienten auf Grundlage
von Sequenzinformationen optimieren zu kénnen.

In dieser Arbeit wurde im Rahmen des Verbundprojekts "Validierung eines
Assays zur Bestimmung von HBV-Resistenzentwicklungen (HOPE-Projekt)" ein
In-vitro-Resistenztestsystem entwickelt. Auf Grundlage des Vektors pCH9-3091,
der ein replikationsfahiges HBV-Uberldngenkonstrukt enthalt, sowie einer
speziellen diskriminativen Real-Time-PCR, konnte ein Hochdurchsatzverfahren
etabliert werden, das die schnelle und genaue Charakterisierung der
Resistenzprofile von Patientenisolaten ermdoglicht.

Mit dem Verfahren wurden 44 Patientenisolate phanotypisch charakterisiert und
die Daten dem HOPE-Projekt zur Verfiigung gestellt. Anhand der Daten konnte
nachgewiesen  werden, dass die bisherigen Erkenntnisse  zur
Resistenzentwicklung nicht ausreichen, um die Diversitat der Phanotypen
vollstandig zu erklaren. Wichtigster Befund ist, dass die Resistenzen einiger der
getesteter Viren nicht allein auf die bisher ausschlieRlich beachteten Mutationen
in den katalytischen Subdomanen der RT-Domane zurickzuflihren sind,
sondern wahrscheinlich auch Mutationen aufllerhalb dieses Bereichs einen
entscheidenden Einfluss auf die Resistenzentwicklung austiben kénnen. Das
entwickelte System konnte in leicht abgewandelter Form ebenfalls dazu
verwendet werden, die friher postulierte Adefovir-Resistenzmutation rtl233V
genauer zu charakterisieren, sowie neu entwickelte Inhibitoren auf ihre In-vitro-
Wirksamkeit, sowie Kreuzresistenz zu testen.

Neben dem Resistenztest wurde eine Methode zur schnellen und effizienten
Herstellung stabiler HBV-produzierender Linien auf Grundlage eines
episomalen Vektorsystems entwickelt und eine den bisher publizierten
Methoden Uberlegene Klonierung zur Generierung von 1.1fachen
Uberlangenkonstrukten aus Virionen von Patientenseren ohne Vektorkassette.
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8. Summary

About 350 million people are chronically infected with the Hepatitis B Virus
(HBV) wordwide. Besides interferon alpha are currently only reverse
transcriptase (RT) inhibitors available for therapy. Because of the high variability
of the virus and the inevitable life-long treatment, the development of resistant
variants is a major issue. So far no efficient and standardised in vitro test
systems were available for phenotypic resistance testing. The understanding of
the correlation between phenotype and genotype of HBV is important, to
optimize the treatment on the basis of sequence information.

In this work an in vitro resistance test system has been developed in the context
of the cooperation project: "Hepatitis B therapies optimized by phenotypic
evaluation (HOPE)". On the basis of the Vector pCH9-3091, which contains a
replication competent HBV-overlength construct, and a special discriminative
real time PCR, a system has been established, which allows for fast and
accurate characterisation of resistance profiles from patients sera. With this
method 44 HBV DNA isolates from patients were characterised and the data
was made available to the HOPE project. The results showed, that the previous
scientific findings, concerning the development of resistance, are not sufficient
to account for the diversity of the resistant phenotypes completely. The most
important finding was that the resistances, of the tested viruses, did not only
depend on the previously observed mutations in the catalytic subdomains of the
RT-domain, but probably also on mutations outside of this region. The
developed system was also used in slightly modified form to further characterise
the previously postulated adefovir resistance mutation rtI233V and to test the in
vitro effects and the cross resistance pattern of newly developed inhibitors.

In addition to the resistance test a fast and efficient method for production of
stably HBV-producing cell lines was established on the basis of an episomal
vector system. Furthermore, a cloning method for the generation of 1.1
overlength products directly from patient-derived virions, without the need of a
vector cassette was developed, that is superior to the methods described in
literature.
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Abb.

ADV
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Amp
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ASHV

ATP

CO;
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Da
dH20
DHBV
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
DR 1und 2
DR
EBV
E. coli
EDTA
ELISA
ER

et al.
etc.
ETV
evtl.
FKS
Fr.

g
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AntikOrper gegen

Grad Celsius

Mikro

Mikrogramm

Abbildung

Adefovir

Antigen

Ampicillin

destilliertes Wasser
Aminosaure

Arctic ground squirrel Hepatitis Virus
Adenosintriphosphat
Basenpaar

beziehungsweise

Centi-

Carboxy

circa

covalently closed circular DNA
Kohlendioxid

das heildt

Dalton

deionisiertes Wasser

Duck Hepatitis B Virus
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxynucleosidtriphosphat
Direct Repeat 1 und 2

Direct repeat

Epstein Barr Virus
“Escherichia coli”
Ethylendiamintetraacetat
Enzyme-linked immunosorbent assay
endoplasmatisches Retikulum
und andere

et cetera

Entecavir

eventuell

Fotales Kalber-Serum
Fraktion

Erdbeschleunigung



ge
GFP

gof
GSHV

HA
HBcAg
HBeAg
HBsAg
HBV
HGM
HIV

HS
HSPGs

IgG
kb
kDa

LB
LHBs
LMV
Lsg

< 3

mAK
MG
MHBs
min
mind.
ml
mol
mRNA
myr

n

N-

Na
NaN3
nm
N-terminal
oD
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Gramm

Genomaquivalente

~green fluorescent protein“
gegebenenfalls

Ground squirrel Hepatitis B Virus
Stunde

Hamagglutinin

Hepatits B core Antigen
Hepatits B early Antigen
Hepatits B surface Antigen
Hepatitis B Virus

Hepatocyte Growth Medium
Human Immunodeficiency virus
Heparan Sulfat

Heparan Sulfat Proteoglykane
Identifikationsnummer
Immunglobulin G

Kilobasen

Kilodalton

Liter

“Luria Bertani”

Large Hepatitis B surface protein
Lamivudin

Losung

Milli

Meter

Molaritat (mol/l Lésung)
monoklonaler Antikorper
Molekulargewicht

Middle Hepatitis B surface protein
Minuten

mindestens

Milliliter

Molar

messenger Ribonukleinsaure
myristoyliert

nano

Amino-

Natrium

Natriumacid

Nanometer

amino-terminal

optische Dichte
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ORF ‘open reading frame” (offener Leserahmen)
ori-P origin of plasmid replication (Replikationsursprung)
p pico

PBS ‘“phosphate buffered saline”
PCR Polymerase Ketten Reaktion
PEG Polyethylenglycol

pH potentia hydrogenii

PTH primare Tupaia-Hepatozyten
RNA Ribonukleinsaure

RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkriptase

S.u. siehe unten

SDS Natriumdodecylsulfat

sec Sekunden

SHBs Small Hepatitis B surface protein
Tab. Tabelle

TDF Tenofovir

Tet Tetracyclin

Tris Trishydroxymethylaminomethan
u.a. unter anderem

u.N. uber Nacht

Upm Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

v/v Volumen pro Volumen

w/v Gewicht pro Volumen

w/w Weight/weight

WHO World Health Organization

WHV Woodchuck Hepatitis Virus
WMHBV Woolly monkey Hepatitis B Virus
z. B. zum Beispiel

M Mikro-



11. Anhang

Tabelle 24: Unterschiede in der Aminosauresequenz der getesteten Patientenisolate

Die bekannten Resistenzmutationen des RT-ORFs sind jeweils fett gedruckt.

Name des
Patientenisolats

RT-ORF

HBs-ORF

sequenzierter

sequenzierter

Bereich in AS | Unterschiede zum Wildtyp (pCH9-3091) Bereich in AS Unterschiede zum Wildtyp (pCH9-3091)

S78T, Y1358, V142E, A186V, V214A, N248H, C69*, L109P, T127P, Y134N, P178S,
P1: FvB-153-1 1-344 I1266R, Q267R 1-227 V190A, Y206H, L216*

P17R, S78T, Y135S, V142E, A186V, V214A, L9V, C69*, L109P, T127P, Y134N, P178S,
P2: FvB-161-4 12 -270 N248H, 1266R, Q267R 4 -227 V190A, Y206H, L216*
P3: RK-266-2 1-271 1269L 1-227 C69Y, L1758

E11D, N123D, M1291, N131D, N134S, K154Q, N3I, L21S, G44E, Q101R, C121F, T126A,
P4: FvB-162-1 1-344 S213T, N248H 1-227 S204R

N123D, M1291, N131D, N134S, K154Q, N123D, M1291, N131D, N134S, K154Q,
P5: FvB-169-2 37 - 344 S213T, N248H 28 - 227 S213T, N248H
P6: FvB-166-3 93 - 344 N118T, N134D, L180M, M204V, A222T 84 - 227 L87Q, 1110L, 1195M, M213I
P7: FvB-165-2 28 - 264 M145L, L180M, M204V, V2071, L217R 19 - 227 Y161F, 1195M, M198I, W199L, L209V
P8: FvB-154-9 1-344 153V, N118T, L180M, M204V, L217R, M336L 1-227 [110L, 1195M, L209V
P9: FvB-157-1 1-344 153V, N118T, L180M, M204V, L217R, M336L 1-227 [110L, 1195M, L209V
P10: RK-224-5 47 - 270 L180M, M204V, L217R 39 - 227 1195M, L209V
P11: RK-16-5 1-271 L1021, N118T, L180M, M204V, L217R 1-227 FO3L, I110L, I1195M, L209V
P12: RK-172-2 45 - 271 I53F, L180M, M204V, L217R 37 - 227 1195M, L209V

Y54H, L80V, L91I, L115V, F122L, Y135S,

L180M, M204V, Q215S, Y257H, D263E, T127P, A166V, V184A, 1195M, Y206C,
P13: RK-2-1 1-271 1266V, E271D 1-227 S207R

V23A, N53E, Y54H, N118D, H124Y, Y1358,

S137T, Q149K, 1163V, L164M, V173L, L180M, R24K, T45N, T127P, E164G, W182L,
P14: FvB-175-9 12 - 271 M204V, S219A, L229M, N248H 4 -227 1195M, S210R, P214L, F220L
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P15: RK-172-3 1-268 V173L, L180M, M204V, L217R 1-227 E164D, 1195M, L209V
153V, V112L, N122T, V173L, L180M, M204V, M103l, T114P, E164D, [195M, S207N,
P16: FvB-172-1 1-271 L217R 1-227 L209V
153V, V112L, N122T, V173L, L180M, M204V, M103l, T114P, E164D, [195M, S207N,
P17: FvB-154-2 1-344 L217R, M336L 1-227 L209V
M1031, T114P, E164D, 1195M, S207N,
P18: FvB-169-4 67 - 271 V112L, N122T, V173L, L180M, M204V, L217R 58 - 227 L209V
P19: RK-16-1 56 - 270 N118T, M204l, L217R 47 - 227 [1110L, W196L, L209V
L80I, A113T, F122L, Y135S, M204l, D263E,
P20: KW-WH2-34 27 - 271 E271D 19 - 227 S31N, T127P, W196L
P21: FvB-170-5 1-270 L80I, Y135S, M204I, N248H, C256G 1-227 T127P, W196L, 1208T, P214L
L8OV, L911, H124Y, T128I, Y135S, M204l,
P22: FvB-158-1 1-344 N248H, 1266R, V278], K333N 1-227 P120S, T127P, W196L
L8OV, L911, H124Y, T128I, Y135S, M204l,
P23: FvB-175-14 1-269 N248H, 1266R 1-227 P120S, T127P, W196L
P24: RK-16-3 12 - 271 L8OV, M204l, L217R 4 - 227 W196L, L209V
L911, F122L, Y135S, V173L, M204l, V253F,
P25: RK-44 47 - 270 D263E 39 - 227 T127P, E164D, W196L
L8OV, H124Y, T128l, Y135S, V173L, M204l,
P26: FvB-158-2 1-344 N248H, 1266R, V278], K333N 1-227 P120S, T127P, E164D, W196L
P27: RK-190-1 12 - 271 I53N, L80V, L180M, M204l, L217R, 1254M 4 - 227 S45T, Y161F, W196L, L209V
P28: RK-182-1 1 - 301 V142T, V173L, L180M, C188S, M204I 1-227 M133l, Y134H, E164D, F179L, W196L
L911, F122I, H124Y, T128N, N131D, Y135S,
L180M, T184A, M204V, N248H, 1266R,
P29: FvB-147-3 1-344 T326P, A329V, C332Y 1-227 P120T, T127P, T189l, V194A, 1195M
F122L, Y135S, L180M, S202G, M204V,
P30: WH-2-10-1 69 - 271 Y257H, D263E, Q267L, E271D 61 - 227 R122K, T127P, Y134F, 1195M
L911, F1221, H124Y, T128N, N131D, Y135S,
V173A, L180M, T184A, M204V, N248H, P120T, T127P, W165R, T189I, V194A,
P31: FvB-155-1 1-344 I1266R, C332Y 1-227 [195M
L911, F1221, H124Y, T128N, N131D, Y 135S,
V173A, L180M, T184A, M204V, N248H, P120T, T127P, W165R, T189I, V194A,
P32: FvB-147-1 1-344 I266R, C332Y 1-227 1195M
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P33: FvB-164-7 31-271 H124Y, Y135S, A181V, S213T, F221L, N248H 22 - 227 Q101R, T127P, L173F, S193L, S204R
P34: FvB-172-5 1-271 H124Y, Y135S, A181V, S213T, F221L, N248H 1-227 Q101R, T127P, L173F, S193L, S204R
T128l, Y135S, 1163V, A181V, Q215S, N248H, Q101R, P120S, T127P, L173F, T189I,
P35: RK-24 53 -270 C256S 45 - 227 S207R
P36: FvB-172-4 71-270 H124Y, Y135S, A181V, S213T, N248H 62 - 227 T127P, L173F, S193L, S204R, P214L
I153S, N122H, M129L, W153R, V163Il, A181V,
P37: RK-117-3 16 - 264 1253V 7 - 227 S45A, Y100C, L173F, S207N
D7G, H35R, 153V, [121N, Y126H, S143A,
P38: FvB-154-3 1-294 S213T, L217R, N236T, H271R 1-227 T27A, S113T, F134L, S204R, L209V
H35R, 153V, L66P, 121N, Y126H, S143A,
P39: FvB-167-7 26 - 344 S213T, L217R, N236T, H271R 18 - 227 T27A, S58L, S113T, F134L, S204R, L209V
Y54H, L911, N123D, Y135S, A181V, N236T,
P40: RK-162-1 12 - 271 N248H, 1269L 4 -227 T127P, L173F, 1208T
Y54H, R110G, N118T, N131D, Y135S,
P41/42: FvB-150- A181V, S219A, F221Y, N236T, N248H,
1 1-344 C256S, K270R 1-227 T271, 1110L, T127P, L173F, S210R, L213I
F122L, H124N, Q130P, N131D, L180M,
P43: FvB-164-1 1-271 A181V, M204V, D263E 1-227 T125M, L173F, 1195M
F122L, H124N, Q130P, N131D, L180M,
P44: FvB-166-1 1-271 A181V, M204V, D263E 1-227 T125M, L173F, 1195M
Y54H, N76D, H126Y, L132M, 1233V, I1266R, L49R, T68I, C76Y, Q101R, T1271 /Insertion:
Patient 1 Klon1 1-270 1269L /Insertion:126DQY 1-227 118DQY
Y54H, H126Y, 1233V, 1266R, 1269L L49R, T68I, C76Y, Q101R, T1271 /Insertion:
Patient 1 Klon2 1-271 /Insertion:126DQY 1-227 118DQY
Y54H, F122S, H126Y, T128N, Y135S, V207A,
Patient 1 Klon3 1-269 1233V, 1266R, 1269L 1-227 T68l, S114P, P120T, T127P, W199R
Y54H, H126Y, 1233V, 1266R L49R, T68I, C76Y, Q101R, T1271 /Insertion:
Patient 1 Klon4 1-268 /Insertion:126DQY 1-227 118DQY
Y54H, H126Y, 1233V, 1266R, 1269L L49R, T68I, C76Y, Q101R, T1271, S155F
Patient 1 Klon5 1-270 /Insertion:126DQY 1-227 Insertion: 118DQY
Y54H, L115V, F122S, N123D, H126Y, S219A,
Patient 1 Klon6 1-270 1233V, 1266R, 1269L 1-227 F20S, S114P, T1271, S210R
Patient 2 Klon1 70 - 271 L911, V173L, M204l, 1233V 61 - 227 T1271, E164D, W196L
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Patient 2 Klon2 70 - 266 L911, V173L, M204l, 1233V 61 - 227 T1271, E164D, W196L
Patient 2 Klon3 1-265 Y54H, V173L, M204l1, 1233V 1-227 T1271, E164D, W196L
Patient 2 Klon4 1-265 Y54H, N65S, V173L, M204I, 1233V 1-227 T57A, T1271, E164D, W196L
Patient 2 Klon5 68 - 270 L80V, M204l, 1233V 60 - 227 T1271, S136F, W196L, 1218T
Patient 2 Klon6 68 - 265 L80V, L180M, M204l, 1233V 60 - 227 T1271, S136F, W196L
Patient 3 Klon1 1-265 Y54H, 1233V, N238T 1-227 T1271

Patient 3 Klon2 68 - 265 R153Q, 1233V 60 - 227 T1271, G145R

Patient 3 Klon3 68 - 270 1233V, S246P 59 - 227 T1271, Y134F

Patient 3 Klon4 70 - 265 L80I, M204l, 1233V 61 - 227 T1271, W196L

Patient 3 Klon5 70 - 265 1233V 61 - 227 T1271

Patient 3 Klon6 70 - 265 M129V, 1233V, N238D 61 - 227 L95S, T127I
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