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0. FRAGESTELLUNG

Chronische Hepatitis B Infektionen sind weit verbreitet — in Deutschland ist etwa eine
halbe Millionen Menschen betroffen, weltweit sind es tber 350 Millionen. Etwa 1 Million
davon stirbt jedes Jahr an den Spatfolgen der Erkrankung: Leberzirrhose und
hepatozellulare Karzinome. Seit einigen Jahren stehen — zumindest in den reichen
Industrienationen — Nukleosidanaloga als neue Hoffnungstradger der Therapie zur
Verfligung. Durch die Selektion von resistenten Hepatitis B Viren wird jedoch auch hier
der Behandlungserfolg eingeschréankt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifizierung und Charakterisierung von
Resistenzmechanismen in der Therapie der chronischen Hepatitis B mit dem
Nukleotidanalogon Adefovir. Dabei steht vor allem die Frage im Vordergrund, inwiefern
Sequenzmuster bzw. Mutationen innerhalb der Reversen Transkriptase mit
Therapieresistenz korreliert werden kdénnen. Dazu sollten HBV-Populationen aus den
Seren von 14 chronisch HBV-infizierten Patienten, bei denen durch Adefovir kein
Therapieerfolg erzielt werden konnte, kloniert und sequenziert werden. Mutationen, die
dabei im Verdacht standen, Resistenz gegentber Adefovir zu vermitteln, sollten in einem
dafir entwickelten Zellkultursystem in-vitro phanotypisiert werden. Durch die
Sequenzierung der Reversen Transkriptase verschiedener HBV-Klone pro Patient vor und
nach Adefovirtherapie soll Aufschluss tUber Evolutionsdynamik und Veranderungen von

HBV-Populationen unter antiviraler Therapie gewonnen werden.



|. EINLEITUNG

Kaum eine andere Infektionskrankheit betrifft weltweit annédhernd so viele Menschen wie
Hepatitis B: trotz einer seit 1982 verfugbaren Impfung stellt diese Erkrankung weiterhin
eine globale Herausforderung dar. Die WHO geht von zwei Milliarden stattgefundenen
Infektionen aus, in Uber 350 Millionen Fallen resultierten daraus chronische Hepatiden [1].
Die Pravalenz betragt dabei in Deutschland lediglich ca. 0,2% [2]; Hepatitis B ist in erster
Linie eine Geil3el der schwéacher entwickelten Regionen — endemisch sidlich der Sahara,
in Asien und Sudamerika, aber auch in Stdosteuropa — wo sich die meisten Infektionen
bereits perinatal oder in frihester Kindheit ereignen. Je friiher die Infektion stattfindet,
desto wahrscheinlicher ist die Chronifizierung der Infektion und damit auch das Auftreten
von Spatschaden wie hepatozellularen Karzinomen oder Leberzirrhose.

In unseren Breiten kann nach Infektion mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit (90%) von einer
folgenlosen Remission ausgegangen werden, wobei die Infektion bei zwei Dritteln der
Betroffenen symptomlos ablauft. In ca. 30% der Falle entwickelt sich eine akute Hepatitis,
bei nur ca. einem Prozent der Infizierten wird ein fulminanter Verlauf beobachtet. Jede
zehnte HBV-Infektion fuhrt zur Persistenz viraler Proteine im Serum des Patienten
(HBsAg, s.u.). Es besteht dann in der Regel ein asymptomatischer Tragerstatus;
innerhalb dieses Kollektives manifestiert sich bei bis zu einem Drittel der Patienten eine
chronische Hepatitis, die Uber die Jahre zu Leberzirrhose und Leberkarzinom fiihren

kann.

Aufbau und Replikation des Hepatitis B Virus

Die humanen Hepatitis B Viren gehért zur Familie der Hepadnaviridae. Die Mitglieder der
Familie Hepadnaviridae zeichnen sich durch eine ausgepragte Wirts- und
Gewebespezifitat aus. Vertreter dieser Familie kommen in zahlreichen Tierarten — in
Primaten wie auch in Vdgeln und Nagern — endemisch vor (z.B. bei Peking-Enten,
Gansen, Erdhérnchen, Graureihern und Wollaffen), besitzen jedoch nicht immer eine
pathogene Wirkung. Wesentliche Erkenntnisse Uber HBV wurden durch Experimente an
diesen animalen Hepatitis-Viren gewonnen.

Humane Hepatitis B Virionen haben einen Durchmesser von ca. 42 nm. Die aul3erste
Begrenzung bildet eine Lipidmembran, in die in der Regel die Oberflachenproteine S
(small), M (medium) und L (large) eingelagert sind, dabei macht das S-Protein den
Hauptbestandteil aus. Das kleine Oberflachenprotein S wird von den befallenen

Leberzellen in Form subviraler Partikel sezerniert und ist als HBSAg in groRen Mengen im
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Blut HBV-infizierter Personen nachweisbar. HBsAg ist der friheste Marker einer HBV-
Infektion. Eine erfolgreiche Impfung gegen HBV induziert die Bildung neutralisierender
Antikorper gegen HBsAg und schafft damit Immunitat.

= L-Protein

M-Protein

core-Protein
(HbcAQ)

Partiell
doppelstrangige DNA
(mit Polymerase)

Abb. 1.1 Schematische Darstellung des Hepatitis B Virus mit Virushiille, Nukleokapsid und

Genom

Im Inneren des Virus liegt das DNA-Genom, umgeben von einem Nukleokapsid aus core-
Proteinen (HBcAg). Der Nachweis von HBcAg im Blut ist beweisend fir eine HBV-
Infektion. Das Genom des Virus liegt in Form eines zirkuléren, partiell doppelstréangigen
DNA-Molekils vor, dabei ist der DNA-Plusstrang kirzer als der Minusstrang. Das
gesamte Genom des Hepatitis B Virus ist — in doppelstrangiger, zirkuldarer Form — ca.
3200 Basenpaare lang und damit relativ klein (im Vergleich Genome von anderen DNA-
Viren: Humanes Herpesvirus |: 152200 bp, Variola major Virus: 200000 bp,
Zytomegalievirus: 240000 bp). Nach dem Eintritt des viralen Genomes in den Nukleus der
Wirtszelle wird der offene DNA-Plusstrang geschlossen und in eine zirkuldare Form
uberflhrt.

Das HBV-Genom kodiert fur vier Klassen von Proteinen: fur das C-, das X-, das P- sowie
fur das S-Protein. Das S-Gen verfugt neben der eigentlichen S-Domane zusatzlich tber
eine PraS2- und PraS1-Domaéane. Das grolie HBV-Oberflachenprotein L setzt sich aus

S-Protein (HBsAQ)

Nukleokapsid aus



allen drei Anteilen zusammen, das mittlere aus der S- und Pr&aS2-Domane und fur das
kleine S-Protein kodiert ausschlie3lich die S-Domane.

Aus dem C-Gen entsteht im Verlauf der viralen Replikation zusétzlich zu dem Core-
Protein (Nukleokapsid) ein Vorlauferprotein — das Pracore. Im Verlauf der Translation und
spater noch einmal bei der Sektretion des Proteins wird jeweils ein kurzes Peptid
(zunachst N-, dann C-terminal) abgespalten und so das HBeAg gebildet. HBeAg ist im
Blut HBV-Infizierter nachweisbar und besitzt vermutlich immunmodulatiorische Funktionen
[158].

Das X-Gen kodiert fur das in seinen Eigenschaften bisher noch vergleichsweise wenig
verstandene HBx-Protein. lhm werden u.a. regulatorische Funktionen bei der
Transkription und vielen Signalkaskaden zugeschrieben [3]. Auch bei der Entstehung des
hepatozellularen Karzinoms, einer Spatfolge der chronischen HBV-Infektion, soll dem
HBx-Protein eine wichtige Rolle zukommen [4,5] .

Die HBV-Polymerase besteht aus verschiedenen funktionellen Einheiten — dem
sogenannten N-terminalen Protein, dem Spacer, der reversen Transkriptase (RT-
Doméne) und der RNAse H [6] . Die HBV-Polymerase ist an ihrem N-terminalen Anteil
kovalent mit dem viralen Genom verbunden, der Spacer — eine eher variable Region —
liegt zwischen dieser Bindungsstelle und den restlichen beiden katalytischen Domé&nen
des Proteins [7]. Zwischen der HBV-Polymerase und der des humanen Immunschwache-
Virus (HIV) besteht im Bezug auf diese beiden Bereiche, die RNAse H und die RT-

Domaéne, strukturelle Ahnlichkeit.

Terminales Protein| Spacer RT-Domane RMase H
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Abb. 1.2 Schema der HBV-Polymerase und ihrer verschiedenen funktionellen Bereiche.
Innerhalb der RT-Doméane sind die konservierten Regionen A-F dargestellt.
Innerhalb der Region C liegt der Kern des aktiven Zentrums des Enzyms mit

seinem charakterischen Tyrosin-Methionin-Aspartat-Aspartat-Motiv (YMDD).



Die HBV-Reverse Transkriptase, insgesamt 344 Aminoséuren lang, besitzt sechs

konservierte Bereiche (A-E), wobei das aktive Zentrum des Enzyms durch ein

charakteristisches Aminosauremotiv in der C-Region markiert wird (Tyrosin, Methionin, 2x

Aspartat; YMDD) [8]. Dieses Motiv besitzt insofern besondere Bedeutung, als ein

einzelner hier lokalisierter Aminosaureaustausch das Virus unempfindlich gegen das

gebréauchliche Virostatikum Lamivudin machen kann. Dieses Nukleosidanalogon stellt

immer noch eine der Saulen der Therapie der chronischen Hepatitis B dar (s.u.).

Nachdem ein Hepatitis B Virus in einen Hepatozyten eindringen konnte, wird das

Nukleokapsid aktiv in den Zellkern transportiert [9]. Im Zellkern wird das virale Genom in

kovalent geschlossene, zirkulare DNA umgewandelt (covalently closed circular, ccc-DNA).

Abb. 1.3
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Translation

Ubersicht tiber die Replikation des Hepatitis B Virus. Nach der Aufnahme des Virus
in den Hepatozyten wird das Nukleokapsid mit dem viralen Genom in den Zellkern
transportiert. Im Zellkern wird das offene HBV-Genom in ccc-DNA umgewandelt.
Durch zellulare Enzyme erfolgt die Transkription der ccc-DNA in verschiedene
mMRNAs, aus denen spater virale Proteine translatiert werden. Eine dieser mRNAs,
die pragenomische RNA interagiert im Zytosol mit dem sich aus HBCAg neu
formenden Nukleokapsid. Im Nukleokapsid erfolgt die Synthese des DNA-
Minusstrangs an der pragenomischen RNA. Nach dem Verdau der RNA durch die
RNase H-Aktivitat wird der DNA-Plusstrang gebildet. SchlieBlich liegt wieder ein
offenes, partiell doppelstrangiges HBV-Genom vor. Einige neu gebildete HBV-
Genome gehen wieder in den ccc-DNA-Pool Uber, der Grofteil verlait die Zelle
(durch Knospung, ,budding®) nach Passage des Endoplasmatische Retikulums.

Abbildung modifiziert aus Fung et al., 2004 [10]



Es folgt die Transkription der viralen DNA durch zelluldare Enzyme. Eine der entstehenden
MRNAS, die so genannte pragenomische RNA, dient als Vorlage fir die spatere Synthese
des viralen Genomes.

Erst innerhalb der Nukleokapside, die sich im Zytosol bilden, beginnt die virale
Polymerase mit der Replikation des HBV-Genomes. Die reverse Transkriptase
synthetisiert anhand der pragenomischen RNA zunachst den DNA-Minusstrang, dieser
dient dann als Matrize fur den kirzeren DNA-Plusstrang. Die RNA des Pragenomes wird
mit fortschreitender Synthese des DNA-Minusstranges von der RNAse H —Aktivitat

sukzessiv bis auf einen kleinen Rest verdaut.

Die verschiedenen Genotypen des Hepatitis B-Virus

In den siebziger Jahren beschrieb Le Bouvier erstmalig die natirliche Variabilitat von
Hepatitis B-Viren (HBV) [11]. Anhand serologischer Analysen des S-Proteins wurden die
bekannten HBV-Strange schlief3lich in die 9 Subtypen (bzw. Serotypen) aywl-4, ayr,
adw2, adw4q-, adrg+ und adrg- eingeteilt. Die verschiedenen Subtypen lieRen sich in ihrer

Verteilung bestimmten geographischen Regionen zuordnen.

Erst Ende der achtziger Jahre deutete sich eine Neuordnung der bekannten HBV Stamme
an. Okamoto et al. nahmen als erste eine Einteilung anhand von Nukleotidsequenzen vor
[12]. Inzwischen unterscheidet man 8 verschiedene Genotypen, A — H. Zur Bestimmung
und Einteilung der Genotypen wurden die Sequenzen verschiedener Gene — besonders

die Precore-Region — aber auch das gesamte Genom herangezogen [13].

Genotyp A B C D E F G H
Serotyp adw2 |adw2 |adr ayw2 |ayw4 |adw4g-|adw2 |adw4
aywl |adw3 |adrg- |ayw3 adw4
aywl |adrg+ |ayw4 adw

ayr adw3

adw?2

adw3

ayw

ayw3
Tab. 1.1 Ubersicht tiber die heute bekannten Serotypen und ihre Zuordnung zu den 8 HBV-

Genotypen (nach Norder et al., 2004 [14] )
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Die vielen heute bekannten HBV-Serotypen lassen sich den Genotypen zuordnen und
bilden Untergruppen, anhand derer sich die phylogenetische Entwicklung der HB-Viren
nachvollziehen lasst [14].

In der klinischen Praxis hat die Bestimmung der HBV-Serotypen heute ihre Bedeutung
verloren — nicht so die der Genotypen. Innerhalb eines Genotyps liegt die Divergenz der
einzelnen HBV-Stdmme stets unter 4%, zwischen den verschiedenen Genotypen betragt
sie hingegen Uber 8%.

Trotz Migrationsbewegungen und internationalem Tourismus lasst sich die Verteilung der
einzelnen HBV-Genotypen eindeutig bestimmten geographischen Regionen zuordnen.
Wahrend in Nord- und Westeuropa sowie Nordamerika (und in einer Variante auch in
Sudafrika) hauptsachlich Genotyp A anzutreffen ist, Uberwiegen in Sudostasien HBV-
Infektionen mit den Genotypen B und C. Genotyp E findet sich in der Regel in West- und
Sudafrika; in Sud- und Zentralamerika herrscht Genotyp F vor. Genotyp G trat bisher in
Frankreich und den USA auf. Der erst kirzlich beschriebene Genotyp H wurde in
Zentralamerika nachgewiesen [15], wahrend der am meisten verbreitete Genotyp D auf
allen Kontinenten vorkommt. In vielen Regionen sind Koinfektionen mit zwei Genotypen
weit verbreitet (Bowyer, Sim 2000) [16].

Hepalitis B Surface
Antigen Prevalencs

W 6% e
TN - T% Iermediats
<Z%h Lo
Abb.1.4 Weltweite Verbreitung des Hepatitis B Virus anhand von der Pravalenz von HBsAg

in der Bevélkerung. [17]

11



Die Krankheitsverlaufe nach HBV-Infektion lassen gelegentlich Genotyp-spezifische
Tendenzen erkennen: so konnte eine grol3e taiwanesische Studie zeigen, dass die
Mehrzahl der Patienten mit Leberzirrhose unter einer Infektion mit HBV Genotyp C litten
(Kao et al 2000) [18]; wahrend eine andere Studie nachwies, dass Infektionen mit HBV-
Genotyp B in Thailand eher mit einem asymptomatischen Tréagerstatus korrelierten [19].
Patienten mit HBV-Infektionen vom Genotyp A oder D wiesen in der Regel eine hohere
Viramie auf als sie bei Infektionen mit Genotypen B und C vorkam (Westland et al 2003)
[20]. Ein Vergleich aller sieben Genotypen untereinander steht allerdings noch aus; meist
wurden zwei endemische HBV-Genotypen innerhalb eines Patientenkollektivs verglichen.
Auch zwischen den verschiedenen Serotypen bzw. Subgruppen existieren Unterschiede
bezuglich klinischem Verlauf und Behandlungserfolg. So beobachtet man bei mit adw-
Stammen infizierten Patienten gegenlber Patienten mit ayw HBV-Infektionen ein 20-fach
erhohtes Risiko, eine Resistenz gegen das Hepatits B - Medikament und

Nukleosidanalogon Lamivudin zu entwickeln. [21]

Die Entstehung und Bedeutung von Mutationen des Hep atitis B-Virus

Als Mutation bezeichnet man eine zufallige Veranderung der Nukleotidabfolge innerhalb
des viralen Genoms. Im Gegensatz zu eukaryotischen Zellen und vielen anderen DNA-
Viren besitzt die Polymerase des humanen Hepatitis B Virus keine 3"-5"-Exonuklease-
Aktivitat (sog. proof-reading activity), d.h. sie kann den Einbau falscher Nukleotide in den
neu entstehenden Strang nicht wieder Kkorrigieren. Wahrend des viralen
Replikationszyklus kommt es daher zwangslaufig immer wieder zu Fehlern in der DNA-
Synthese. Die Fehlerrate der HBV-Polymerase wird auf ca. 1/1600 Basenpaaren
geschatzt [22]. Diese relativ hohe Fehlerrate der viralen Polymerase, zusammen mit der
ausgepragten Replikationseffizienz des HB-Virus mit geschatzten 10 Virionen/Tag [23]
ist fir die Entstehung von ca. 2x10* Substitutionen/Nukleotid/Jahr [24] verantwortlich.

Durch die kompakte Organisation des HBV-Genomes mit seinen vier, sich grofdtenteils
Uberlappenden Leserahmen (open reading frames, ORFs) ohne intergenische Regionen —
jedes Nukleotid ist Teil eines Codons — bedingt ein Nukleotidaustausch in einem
Genomabschnitt fast immer auch eine entsprechende Anderung im iiberlappenden ORF.
Dadurch wird die Anzahl der mdglichen replikationsfahigen Mutationen stark
eingeschrankt und ist in vivo niedriger, als man aufgrund der hohen geschatzten
Fehlerrate der Polymerase erwarten wirde. Eine Mutation in einem viralen Protein, z.B. in
der RT-Doméne der Polymerase, fuhrt haufig auch zu Veranderungen in anderen viralen
Proteinen (z.B. HBs), und kann damit multiple Auswirkungen auf den Ph&notyp des Virus

nach sich ziehen.
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Mutationen treten zufallig und innerhalb des gesamten viralen Genoms auf. In der Regel
sind die fur die Funktion eines Proteins essentiellen Nukleotidsequenzen stark
konserviert, da Mutationen in diesen Bereichen die Replikationsfahigkeit des Virus
aufheben oder sehr einschranken. Solche Mutanten kdnnen sich aber unter hohem
Selektionsdruck, wie z.B. wéahrend einer antiviralen Therapie, etablieren und werden
gegebenenfalls, sobald dieser wegféllt, vom Wildtyp wieder verdrangt. Mutationen in
hochkonservierten Regionen, besonders innerhalb der RT-Domaéne, sind typisch fur die
Vermittlung von Resistenz gegen Nukleosidanaloga. Wird das Virus einem
Selektionsdruck ausgesetzt, kénnen so Mutationen, die der Mutante unter den
erschwerten Lebensbedingungen einen Vorteil sichern, selektioniert werden.

Nach einer HBV-Infektion wirkt zundchst das Immunsystem des Wirtes als wichtigster
Selektionsfaktor auf das Virus ein. HBV-Mutationen, die klassische T- oder B-Zell-Epitope
so verandern, dass eine effektive Immunreaktion gegen das Virus verhindert wird, sind
selten, aber beschrieben [25]. Durch eine Impfung gegen HBV kommt es zur Induktion
von Antikdrpern gegen das virale Oberflachenprotein HBsAg. Auch die passive
Immunisierung gegen Hepatitis B wird mit Anti-HBs Immunglobulinen durchgefihrt. In
beiden Fallen richten sich diese Antikérper hauptsichlich gegen eine besonders
immunogene Region des HBsAg, die sogenannte ,a“-Determinante (s.u.) und Giben einen
bedeutenden Selektionsdruck auf das Virus aus. Hepatitis B Viren mit einem veranderten
HBsAg koénnen der Neutralisation durch spezifische Antikdrper entkommen und werden
deshalb auch als escape-Mutanten bezeichnet. In einigen Regionen der Welt stellen

escape-Mutanten schon heute ein erhebliches Problem dar [26].

Es ist bekannt, dass im Verlauf einer Hepatitis B -Exazerbation bestimmte Mutanten
selektioniert werden, insbesondere solche mit Veranderungen in hoch-immunogenen
Regionen, wie z.B. der relativ variablen PraS-Region der Hullproteine (Brunetto et al.,
1999 [24]). Humane Hepatitis B Viren sind mit Ausnahme einiger Varianten selber nicht
direkt zytotoxisch. Die Erkrankung wird daher indirekt durch die — in erster Linie durch T-
Zellen und Zytokine vermittelte — Immunreaktion des Wirtes, die sich gegen infizierte
Hepatozyten richtet, bestimmt. HBV-Proteine mit hoher Antigenitat kdnnen eine
Exazerbation der Erkrankung, einen sogenannten flare, verursachen [27,28]. Mutationen
kénnen die Immunogenitat von viralen Proteinen herabsetzten, und dadurch einen
Selektionsvorteil gegeniber der HBV-Wildtyp-Population bedingen. Die verminderte

Immunantwort fihrt bei dem Patienten dann zu einer Remission.
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In den letzten Jahren hat — bedingt durch die Einfiihrung neuer Therapieméglichkeiten —
das Aufkommen neuer Mutationen unter dem Selektionsdruck antiviraler Medikamente

besonders an Bedeutung gewonnen.

Natirliche Varianten des Hepatitis B-Virus

Mutationen im HBe-Leserahmen

Das HBeAg des Hepatitis B Virus, dem immunmodulatorische Eigenschaften
zugeschrieben werden, scheint fir die Replikation des Virus nicht essentiell zu sein [29].
Es existieren natirliche HBV-Varianten, die durch Mutationen in der PraC-Region
(Bestandteil des Core-Leserahmens) die Fahigkeit zur HBe-Synthese verloren haben [30].
Dabei unterscheidet man verschiedene Arten von Mutationen in der PraC-Region, solche,
die das Startcodon des Gens verandern, solche, die ein Stopp-Codon innerhalb der PraC-
Region kreieren, sowie Frameshift-Mutationen (die den Leserahmen verschieben) und
Mutationen innerhalb des basal core promoters der PraC-Region (BCP), dem als
Bindungstelle flr Transkriptionsfaktoren eine wichtige Rolle bei der Synthese von Core-
und PraC m-RNA zukommt [31].

Mutationen in der Region des BCP betreffen — bedingt durch den kompakten,
Uberlappenden Aufbau des HBV-Genoms — auch den HBx-Leserahmen. Je nach Art der
Mutation fihrt dies zur Synthese eines verédnderten oder verkirzten Proteins. Welche
Auswirkungen solche Veranderungen innerhalb des HBx-Leserahmens auf
Replikationsfahigkeit und Krankheitsverlauf haben, ist noch nicht bekannt [32]. Im Bereich
des BCP kommt es gehauft an Position 1762 und 1764 zum Nukleotidaustausch, dies
wirkt sich in vitro in einer verminderten HBeAg-Sekretion aus, die eine gesteigerte
Immunreaktion des Wirtes — und damit eventuell eine Exazerbation der Erkrankung - mit
sich ziehen kann. [33]

Die héaufigste Mutation im HBc betrifft einen Guanin-zu-Adenin-Austausch an Position
1896, der das vorletzte Codon des PraC-Leserahmens in ein Stopp-Codon umwandelt.

Im Verlauf einer chronischen HBV-Infektion kann es nach einer Phase der
Immunaktivierung zum Uberwiegen von HBe-Defektmutanten kommen, haufig im Vorfeld
einer Serokonversion [35]. Nach HBe-Serokonversion — dem Auftreten von Antikdrpern
gegen HBeAg, wahrend das Antigen an sich nicht mehr nachgewiesen werden kann —
gehen in der Regel die Symptome der Erkrankung zurtick und das histologische Bild der
Leber bessert sich. Das Auftreten von Spéatfolgen wird dadurch allerdings nicht beeinflusst
(Glnther et al 1999 [34]).
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Mutationen im HBc-Leserahmen

Mutationen, die den HBc-Leserahmen verandern — am haufigsten beobachtet man einen
Phenylalanin/Isoleucin-zu-Leucin-Austausch an Position 97 - beeintrachtigen den
intrazellularen Aufbau der viralen Partikel und reduzieren die HBV-Sekretion aus
infizierten Hepatozyten [36]. Innerhalb des HBc befinden sich viele B- und T-Zell-Epitope,

sodass man von einer immunogenen Selektion solcher Mutationen ausgehen kann [34].

Mutationen im HBs Leserahmen

Es existieren natirliche Varianten mit Veranderungen innerhalb der Leserahmen der drei
Oberflachenproteine. Sie befinden sich in der PraS1-, PraS2- wie auch der S-Region.
Innerhalb der PraS1-Region sind insbesondere Deletionen von Bedeutung, die je nach
ihrer Position in 4 verschiedene Typen, A-D, eingeteilt werden [34]. Diese Mutationen
findet man in allen Stadien der Erkrankung, meist als minore Subpopulation. Deletionen
innerhalb der PraS1-Region kénnen die Funktion des PraS2/S-Promotors beeintréachtigen
und zu einem Ungleichgewicht zu Gunsten von PraS1-mRNA gegenlber PraS2/S-mRNA
mit entsprechend veranderter Proteinsynthese fihren. Im Tierversuch konnten
zytotoxische Effekte durch Uberexpression und intrazellulare Kumulation des L-Proteins
(PréS1-Leserahmen) beobachtet werden [25].

Im Gegensatz zu PraS1-Mutationen treten Deletionen innerhalb der PraS2-Region
bevorzugt in spateren Stadien der Erkrankung auf und werden haufig in zeitlichen
Zusammenhang mit HBe- und HBs-Serokonversion gebracht. Hepatitis B Viren mit
Deletionen, die das PraS2-Startcodon beeintréchtigen, kénnen kein M-Protein (PraS2-

Leserahmen) synthetisieren.

Innerhalb des HBsAg liegen viele Epitope von B- und T-Zellen. Eine besondere Rolle
spielt in diesem Zusammenhang die sogenannte ,a“-Determinante des HBsAg (s.o.,
Amniosauren 121-149), eine immunogene Region, die an der Oberflache von subviralen
Partikeln und Virionen exponiert wird. Durch HBs-Antikérper werden vermutlich besonders
Mutationen innerhalb der a-Determinante selektioniert. Die a-Determinante verflgt
vermutlich Gber eine 3-Schleifen-Konfiguration, die durch Disulfidbriicken aufrechterhalten
wird. Veranderungen innerhalb dieser SH-reichen Regionen wirken sich deutlich auf die
Antigenitat des Virus aus. Solche Mutationen treten besonders im zeitlichen

Zusammenhang mit anti-HBs-Serokonversion bei HBV-Infizierten auf.
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Abb. 1.5 Die Modellstruktur des HBsAg. Die immunogene ,a“-Determinante ist rot

hervorgehoben. Disulfidbriicken sind gelb markiert. (Chen et al., 1996 ) [37]

Im Rahmen von groRen Impfprogrammen in Endemiegebieten fanden sich HBs-
Mutationen, gegen die eine Impfung nicht schiitzen konnte (escape-Mutanten) mit einer
Inzidenz von 2-3% [33]. Insbesondere der Aminosaureaustausch von Glycin zu Arginin an
Position 145 verandert die a-Determinante derart, dass sie von durch die Impfung
gebildeten Antikérpern nicht mehr erkannt wird. Mutanten mit veranderter a-Determinante
missen also als potentielles globales Gesundheitsrisiko beobachtet werden, da sie in der
Lage sind, geimpfte Personen (auch bei Simultanimpfung von HBsAg-Vakzine und anti-

HBs-1g) mit normalerweise ausreichenden Antikérper-Titern zu infizieren.

Diagnostik und Therapie der chronischen Hepatitis B

Die folgenden Therapiekonzepte entsprechen dem aktuellen Standard in Deutschland und
richten sich nach den Empfehlungen der Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur

Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten und dem Kompetenznetz Hepatitis. [38]

Bei Verdacht auf eine HBV-Infektion wird die virologisch-serologische Diagnostik
eingeleitet, bestehend aus Bestimmung von HBsAg, HBeAg, anti-HBc- sowie ggf. anti-
HBe-Antikérpern. Im Falle einer HBsAg-negativen Hepatitis B (in ca. 5% der akuten
Verlaufe) stitzt sich die Diagnosestellung zusatzlich auf den Nachweis von spezifischen
anti-HBc-lgM und einer HBV-DNA-Quantifizierung mittels PCR (Polymerase-
Kettenreaktion).

Im Gegensatz zu geimpften Personen, bei denen sich ausschliellich anti-HBs
nachweisen lasst, ist das Vorhandensein von anti-HBc-Antikdrpern ein eindeutiger

Indikator fur eine stattgefundene HBV-Infektion. Wie bei anderen infektiosen Prozessen
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auch, kann IgM in hoher Konzentration nur kurz nach Antigenkontakt nachgewiesen

werden und gibt so Aufschluss tber die Bestehensdauer der Infektion.

_E Ant-HBe
©
=
N HBsAg
(=]
7
g Anti-HHBs
=
E Anti-HBe
b
= Nachweisgrenze
0] 1 /. 3 4 3 (] 7 b
Monate nach Infektion
Abb. 1.6 Serologie im Verlauf der Hepatitis B-Infektion

Nicht jede HBV-Infektion ist therapiepflichtig, daher sehen die Leitlinien in Deutschland
eine Einteilung der Patienten in verschiedene Gruppen vor. Anhand dieser
Kategorisierung kann dann (ber das weitere therapeutische Vorgehen entschieden
werden.

Bei Patienten mit akuter Hepatitis B besteht in der Regel keine Indikation zur Therapie, da
es bei diesen Verlaufen in bis zu 99 % der Falle zu einer Spontanremission kommt.
Ausnahmen sind die seltenen Falle der fulminanten Hepatitis.

Patienten mit chronischer Hepatitis B kommen fir eine antivirale Therapie in Frage, wobei

fur die Therapieplanung der quantitative Nachweis der HBV-DNA im Serum nutzlich ist.

Um die Therapieplanung zu erleichtern, werden diese Patienten in drei Gruppen
eingeteilt. In die erste Gruppe werden diejenigen aufgenommen, die eine hohe Viramie
(10-10° Genomkopien/ml), positives HBeAg und Entziindungsaktivitast mit hohen
Transaminasen (insbesondere GPT bzw. ALAT) aufweisen. Die zweite Gruppe wird von
HBeAg-negativen Patienten mit etwas niedrigerer Viramie, aber meist ebenfalls mit
Entzindungszeichen, ausgemacht. In der letzten Gruppe befinden sich Patienten mit sehr
niedriger Viramie — teilweise unterhalb der Nachweisgrenze —, ohne nachweisbaren
HBeAg, aber mit positivem HBsAg-Status. Bei diesen Patienten finden sich keine oder

minimale entziindliche Verédnderungen der Leber, die ALAT ist nicht erhoht.
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Bei Patienten aus Gruppe 1 und 2 besteht in der Regel die Indikation zur antiviralen
Therapie. Von essentieller Bedeutung fir die Indikationsstellung ist das histologische Bild
der Leber. Entzindliche Veranderungen bzw. hohe ALAT-Spiegel qualifizieren zum
Therapiebeginn. Dies gilt besonders fir Patienten mit bereits eingetretenen
Komplikationen, wie progressiver Fibrose und kompensierter oder dekompensierter
Zirrhose. Auch mit Patienten, die nicht primér in eine der drei Gruppen eingeteilt werden
kénnen, wird nach diesen Kriterien verfahren. Pradiktiv flr ein gutes Therapieansprechen
sind hohe ALAT-Ausgangswerte (als Folge der Immunantwort), geringe Viramie,
Erstinfektion im Erwachsenenalter, positiver HBeAg-Befund und histologisch ausgepréagte

Entzindungszeichen der Leber.

Die Therapie der chronischen Hepatitis B stitzt sich auf zwei Séulen: zum einen der
wesentlich altere immunmodulatorische Ansatz, zum anderen die antivirale Therapie,
bestehend aus den relativ neuen Nukleosid- bzw. Nukleotidanaloga (Lamivudin und
Adefovir, inzwischen auch Entecavir und Telbivudin). Zusétzlich muss, wie bei anderen
chronischen Erkrankungen auch, der Lebensstil des Patienten entsprechend angepasst
werden, um die Risiken einer alkohol- oder medikamentenbedingten Schadigung der
ohnehin schon strapazierten Leber zu minimieren.

Der Behandlungserfolg misst sich an klinischen und virologischen Parametern; die
Transaminasespiegel bessern sich, die im Serum nachweisbare Menge an HBV-DNA
geht deutlich zuriick, im Idealfall unter die Nachweisgrenze. Langfristig kommt es zur
Serokonversion und HBsAg kann nicht mehr nachgewiesen werden. Histologisch mindern
sich mit zunehmender Therapiedauer die Entziindungszeichen der Leber. Langfristig
kommt es seltener zu Spatfolgen (hepatische Dekompensation und hepatozellulare
Karzinome) und dadurch zu einer erhthten Lebenserwartung von an Hepatitis B

erkrankten Patienten.

Interferon a ist seit Beginn der neunziger Jahre die Standardmedikation gegen chronische
Hepatitis B, erste Studien wurden bereits in den siebziger Jahren durchgefihrt. Es wird
heute vor allem bei HBeAg-positiven Patienten flr 4-6 Monate in einer Dosis von 3x 3-10
mio. IE woéchentlich angewandt. Unter Interferonbehandlung kommt es bei ca. einem
Drittel [39] der behandelten Patienten zur Senkung der Viruslast, zur HBe
Serokonversion, sowie zur Reduktion von Transaminasespiegeln [41] und seltener auch
von HBsAg [42]. In vielen Fallen ist im Therapieverlauf keine virale DNA mehr im Serum
nachweisbar  [43,44]. Unter Interferontherapie  scheint es seltener zu

erkrankungsassoziierten Komplikationen und Dekompensationen zu kommen [45].

18



Vor kurzer Zeit wurden neue, pegylierte Interferone mit verbesserter Stabilitat erprobt. In
Phase II-Studien schienen sie im Hinblick auf ALAT-Spiegel, VirAmie und HBeAg-Verlust
herkdbmmlichen Interferonen Uberlegen zu sein [46]. In der neuesten Hepatitis B — Leitlinie

werden sie jetzt erstmals zur primaren Therapie chronischer Hepatitis B empfohlen.

Schwierigkeiten ergeben sich in der Behandlung HBV-Infizierter, bei denen sich kein
HBeAg im Serum nachweisen lasst (HBeAg-negativ). Im Vergleich mit HBeAg-positiven
Patienten sprechen diese schlechter auf Interferon a an. Um dennoch befriedigende
Therapieerfolge zu erlangen, erhoht man die Behandlungsdauer. Empfohlen werden
Dosierungen von 3x wéchentlich 6 mio. IE fir 12-24 Monate [47].

Eine weitere Schwachstelle der Interferontherapie ist — neben der ausschlief3lich
parenteral moglichen Applikation — das hohe Nebenwirkungsprofil des Medikaments. Es
treten grippale Symptome wie Miuidigkeit, Fieber, Myalgien, Kopfschmerzen und
Schiittelfrost auf. Des Weiteren klagen die Patienten héaufig Uber Gewichtsverlust,
Haarausfall und Depressionen. Es kommt zu einer Abwehrschwéache, die haufige
bakterielle Infekte zur Folge hat. Diese fiir den Patienten oft sehr belastenden,
unerwinschten Wirkungen fiihren nicht selten zu schlechter Compliance oder gar zum
Therapieabbruch. Kontraindikationen der Interferongabe sind u.a. dekompensierte
Leberzirrhose, schwere Herzkrankheiten, Immunsuppression, Autoimmun- sowie

psychiatrische Erkrankungen [48].

Weitaus einfacher als die Behandlung der Hepatitis B-Infektion ist ihre Préavention. Seit
Mitte der achtziger Jahre ist ein Impfstoff aus synthetisch hergestelltem HBsAg erhaltlich.
Die Impfung fuhrt, je nach Impfalter, in bis zu Gber 90% der Falle zu Antikérperbildung und
verhindert so eine Infektion [49]. Aus diesem Grund empfiehlt die WHO seit 1992 die
generelle Impfung in allen Landern der Welt. Aufgrund der geringen Wirtsspezifitdt des
Erregers konnte die Erkrankung theoretisch, ahnlich wie die Pocken, durch weltweite
Impfungen ausgerottet werden.

Bei erfolgreicher Impfung, die sich aus drei Einzeldosen zusammensetzt, besteht fur
mindestens 10 Jahre Immunitat gegen HBV-Infektionen. Obwohl man von einem langeren
Impfschutz ausgeht, wird in Deutschland alle 10 Jahre eine Auffrischung der Impfung

empfohlen.

In Deutschland werden, gemald der Empfehlungen der Standigen Impfkommission,
Neugeborene noch vor Vollendung des zweiten Lebensmonats geimpft. Auch Jugendliche
sollten vor Eintritt der Volljahrigkeit geimpft werden, ebenso wie Angehdrige von

Risikogruppen; u.a. alle im Gesundheits- oder Sozialdienst Beschéftigten, aber auch HIV-
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Positive, i.v.-Drogenabhangige und Prostituierte, Dialysepatienten oder Patienten vor
groRRen blutungsreichen operativen Eingriffen [50].

Da es bei einem geringen Anteil der Geimpften — besonders bei alteren Mannern — zu
einer ungenigenden Immunreaktion und damit eventuell zu mangelndem Impfschutz
kommt, sollte der Antikorpertiter bei besonders exponierten Personen vier bis acht
Wochen nach der Grundimmunisierung bestimmt werden. In Féllen von so genanntem
.non-response”* werden bis zu drei zusatzliche Impfungen durchgefiihrt; meistens wird so

schlie3lich doch noch eine ausreichende Immunitét erreicht.

Neben der aktiven Impfung besteht die Mdglichkeit einer passiven Immunisierung mit IgG.
Davon profitieren in erster Linie Patienten, die sich aufgrund ihrer HBV-assoziierten
Leberzirrhose einer Lebertransplantation unterziehen mussten. Um das Risiko einer
Transplantat-Reinfektion zu minimieren, erhalten sie eine Rezidivprophylaxe aus
Lamivudin und anti-HBV-Immunglobulinen. Auch Neugeborene HBsAg-positiver Mitter
werden postpartal sowohl aktiv wie auch passiv immunisiert. Ebenso wird die HBV-
Postexpositionsprophylaxe, z.B. nach Nadelstichverletzungen, mit aktiver und passiver

Immunisierung innerhalb von 48 h nach dem Risikokontakt durchgefihrt.

Nukleosidanaloga

Wahrend Lamivudin — das erste Nukleosidanalogon in der Behandlung der chronischen
Hepatitis B-Infektion — erst 1999 fir diese Indikation zugelassen wurde, sind Medikamente
dieser Substanzklasse schon seit mehreren Jahren Standard der HIV-Therapie (Highly
active antiretroviral therapy, HAART). So war das anti-HIV Nukleosidanalogon AZT
(Zidovudin) als erstes antiretrovirales Medikament bereits ab 1987 verfligbar, gefolgt von
DDI (Didanosin) 1990 und DDC (Zalcitabin) 1992. Auch das gangige Aciclovir, schon seit
1977 eingesetzt gegen Viren der Herpes-Gruppe (bes. bei Varizella-Zoster-Virus- und
Herpes-simplex-Virus-Infektionen), gehort in diese Kategorie.

Bei der Auswahl eines Nukleosidanalogons fiir die Therapie der chronischen Hepatitis B
mussen die antivirale Effektivitat des Medikaments, das Krankheitsstadium des Patienten
sowie die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten von Resistenzen bericksichtigt werden.
Lange Zeit war Lamivudin das Nukleosidanalogon der ersten Wabhl, inzwischen stehen
weitere Produkte zur Auswahl. Kombinationstherapien wurden bislang zwar immer wieder
gefordert [51,52], doch zunachst nur zdgerlich eingesetzt. In Deutschland sind sie in die

aktuelle Leitlinie aufgenommen worden.
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Substanz Analogon von Zulassung

Lamivudin Cytidin Hepatitis B, HIV

Adefovir Adenin Hepatitis B

Entecavir Guanin Hepatitis B

Telbivudin Thymidin Hepatitis B

Tenofovir Cytidin Hepatitis B, HIV

Tab. 1.2 Ubersicht iber zur Zeit in der Therapie der chronischen Hepatitis B angewandte

Nukleosidanaloga

Bei Medikamenten wie Lamivudin, Adefovir und Entecavir handelt sich um Analoga der
zellularen Desoxynukleoside, mit einer im Gegensatz zu den natirlich vorkommenden
Molekiilen veranderten Base oder Ribose. Nach Einbau des Antimetaboliten in den zu
verlangernden Strang kann sich die virale Polymerase aufgrund der modifizierten Struktur
des Desoxynukleotides nicht aus dem mit der DNA gebildeten Komplex befreien und wird
dadurch inaktiviert. Vielen Nukleosidanaloga fehlt zudem die 3°-OH-Gruppe der
Desoxyribose. Mit dieser freien Hydroxylgruppe erfolgt bei der DNA-Elongation
normalerweise der Angriff des zu verlangernden Stranges an der Pyrophosphatbriicke
des neuen Desoxyribonukleotidtriphosphates (ANTP). Ohne diese Gruppe ist eine weitere

DNA-Strangverlangerung nicht méglich, und es kommt zum Kettenabbruch.

Base

POCH20

Nucleosid

Mononucleotid
(Nucleosidmonophosphat)

Abb. 1.7 Aufbau von Nukleosid und Nukleotid (aus) [53]
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Abb. 1.8 Strukturformeln der gegen chronische Hepatitis B zugelassenen Nukleosidanaloga
Adefovir, Lamivudin, Entecavir und Telbivudin
Dieses  Prinzip  funktioniert sowohl mit Purinnukleosid- wie auch mit

Pyrimidinnukleosidanaloga. Da lediglich Nukleosidtriphosphate fiir die DNA-Synthese
verwendet werden kdnnen, muss das Nukleosidanalogon nach der Aufnahme noch durch
drei Phosphorylierungsschritte in seine aktive Form Uberfuhrt werden. Diese erfolgen in
der Regel durch intrazellulare Nukleosidkinasen. Dabei stellt die initiale Phosphorylierung
den geschwindigkeitslimitierenden Schritt in der Aktivierung der Nukleosidanaloga dar.
Neuere Nukleotidanaloga, wie z.B. Adefovir dipivoxil, enthalten bereits eine
Phosphatgruppe. Dadurch kann dieser erste Phosphorylierungschritt vermieden werden.
Indem ein einfach phosphoryliertes Nukleosidanalogon (- Nukleotidanalogon) verabreicht
wird, kann so die Bioverfligbarkeit des Medikamentes erhéht werden.

Die ersten Hemmstoffe viraler Replikation wurden Ende der Finfziger Jahre gegen das
Herpes Simplex Virus eingesetzt [54]. Im Gegensatz zu diesen alteren Virostatika, die
virale und zellulare Polymerasen gleichermalien hemmten — und aufgrund ihrer hohen
Toxizitat nur lokal angewendet werden durften — wirken neuere Substanzen primar an
viralen Strukturen. Dies ist durch die relativ geringe (Substrat-) Selektivitat viraler

gegenuber eukaryotischen Polymerasen mdoglich.

22



Adefovir

Adefovir, ein Adenosinmonophosphatanalogon, wird in Deutschland seit 2003 zur
Therapie der chronischen Hepatitis B angewendet. Damit war es neben Lamivudin bis vor
kurzer Zeit das einzig weitere zugelassene Medikament dieser Substanzklasse. Mitte
2006 erhielt Entecavir als drittes Nukleosidanalogon, ein Jahr spater Telbivudin als viertes
die Zulassung fir diese Indikation. Seit April 2008 steht mit Tenofovir ein flnftes

Nukleotidanalogon zur Verfligung.

Adefovir dipivoxil <p)

1.
Intestinaltrakt

_'_-. .’--"‘-=|'I!-:" iy '_ cdiurch Esterasen
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HBV- & nannnodlPon & AliE-Rinase
Nukleokapside % /
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\\
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\' . \\ /’i diphosphat —EXE)E) J
Abb. 1.9 Aktivierung und Wirkung von Adefovir dipivoxil. Nach enteraler Aufnahme erfolgt

die Spaltung des Prodrugs durch Esterasen im Darm (1). In den Hepatozyten wird
Adefovir von Adenosinmonophosphat-Kinasen (AMP-Kinasen) phosphoryliert. Es
entsteht Adefovirmonophosphat (2). Die zweite Phosphorylierung erfolgt durch
Adenosindiphosphat-Kinasen (ADP-Kinasen), als Adefovirdiphosphat liegt die
aktive Form vor, die mit dATP um die virale Polymerase konkurriert (3). Wird
Adefovirdiphosphat in den neu entstehenden DNA-Plus- oder Minusstrang
eingebaut (4), kommt es zum Kettenabbruch, gleichzeitig wird die virale

Polymerase inhibiert.

Das azyklische Nukleotidanalogon wird als Di-Ester-Prodrug, Adefovir dipivoxil,
verabreicht. Nach enteraler Aufnahme wird das Medikament von intestinalen Esterasen

zu Adefovir hydrolysiert und in der Leber von intrazellularen Kinasen zweifach
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phosphoryliert. Damit liegt es in seiner aktiven Form, Adefovirdiphosphat, vor. In HBV-
infizierten Zellen kompetiert es dann mit dATP um die virale Reverse Transkriptase. Nach
Inkorporation in den HBV-DNA-Strang kommt es zum Kettenabbruch, gleichzeitig wird die
virale Polymerase inhibiert. Die zellularen DNA-Polymerasen werden dabei nur
geringfligig beeintrachtigt, ein Effekt, der pharmakodynamisch vernachlassigt werden
kann [55].

Neben diesen direkten Effekten auf die virale Polymerase ist Adefovir auch in der Lage,
das intrazellulare DNA-Reservoir des Virus, den cccDNA-Pool, zu reduzieren [56]. Die
vollstandige Eliminierung dieser DNA-Form aus den infizierten Zellen ware die
Vorraussetzung fur eine absolute Virusfreiheit. Bisher konnte sowohl durch Lamivudin als
auch durch Adefovir lediglich eine Verringerung des ccc-DNA-Pools erzielt werden [57],
auch die Neubildung von ccc-DNA wurde nicht restlos unterdriickt (De Clercqg 2003 [56],
Delmas 2002 [58]).

Adefovir dipivoxil wird in einer Dosierung von 10 mg p.o. eingenommen. Die Plasma-
Halbwertszeit liegt bei ca. 8 Stunden. Die aktive Form, Adefovirdiphosphat, weist jedoch
eine ausgepragte intrazellulare Stabilitéat auf. So liegt die Halbwertszeit des Medikaments
innerhalb der Hepatozyten weitaus héher und eine einmalige Einnahme pro Tag ist
ausreichend. Die Elimination erfolgt renal, bei Niereninsuffizienz muss die Dosierung

entsprechend angepasst werden.

Als Nebenwirkungen unter Therapie kénnen Abgeschlagenheit, Kopfschmerzen, Ubelkeit
und abdominale Schmerzen auftreten. Aul3er bei Allergien auf einen oder mehrere der
Inhaltsstoffe von Adefovir dipivoxil existieren keine absoluten Kontraindikationen. Obwohl
sich das Medikament im Tierversuch als nicht teratogen erwies, stellen Schwangerschaft
und Stillzeit relative Kontraindikationen dar.

Dosislimitierend bei der Gabe von Adefovir dipivoxil ist die Nephrotoxizitdt des
Medikamentes: frihe Studien zeigten eine bessere antivirale Wirksamkeit bei taglicher
Gabe von 30 statt 10 mg [59], eine Dosierung, die aufgrund der renalen Nebenwirkungen
nicht eingefihrt werden konnte. Die Nephrotoxizitdt ist besonders bei langjahriger
Therapie zu beachten, bei Patienten mit Niereninsuffizienz und bei zuséatzlicher Einnahme
potentiell nierenschadigender Medikamente. Unter Adefovireinnahme sollte in allen Fallen
eine regelmafige Kontrolle der Nierenfunktion stattfinden.

Zu schwereren Vorfallen kann es bei plétzlichem Absetzen der antiviralen Medikation
kommen. In solchen Fallen kommt es bei ca. einem Viertel der Patienten zu einer
Exazerbation der Erkrankung mit steilem Anstieg von Transaminasen und Viramie.

Besonders bei Patienten mit vorgeschadigter Leber (z.B. Zirrhose) kdnnen solche
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Krankheitsschilbe zu hepatischer Dekompensation fiihren. Nach Therapieabbruch
missen Patienten deshalb besonders engmaschig tberwacht werden.

Bei einigen Patienten kann es durch die Einnahme von Nukleosidanaloga zu
Laktatazidose, Hepatomegalie und Steatosis kommen. Bei Verdacht auf eine schwere
Nebenwirkung, z.B. Anstieg des Serumlaktats, muss die Behandlung unterbrochen
werden.

Adefovir besitzt, wie auch andere Nukleosidanaloga zur Therapie der chronischen
Hepatitis B (z.B. Lamivudin oder Entecavir), eine dosisabhéangige Wirkung gegen HIV. Bei
Patienten mit HIV/HBV-Koinfektionen ist deshalb auf die Mdglichkeit der HIV-
Resistenzentwicklung zu achten.

Adefovir wird ausschlieBlich durch den US-amerikanischen Pharmakonzern Gilead

Sciences vertrieben.

Resistenzbildung und Therapieversagen

Die Behandlung mit Nukleosidanaloga fuhrt zwangslaufig zur Resistenzentstehung. Diese
Problematik ist aus der HIV-Therapie seit langem bekannt, und obwohl HBV zu weniger
Resistenzen neigt als vergleichbare Viren [60], fuhrt auch hier die Entwicklung resistenter

Mutanten in vielen Fallen zum Therapieversagen.

Zelluldre Resistenzmechanismen

Da Nukleosidanaloga als Prodrugs verabreicht werden, liegt die Uberlegung nahe, dass
hier — wie bei der Verstoffwechselung anderer Medikamente auch — mit interindividuellen
Unterschieden in Metabolisierung und Transport der Wirkstoffe zu rechnen ist. Die
Aufnahme von Nukleosidanaloga in die Zelle wird z.B. durch verschiedene
Membrantransporter erleichtert, gleichzeitig schleusen verschiedene ATP-abhangige
Efflux-Pumpen, sog. Multidrug Resistance Proteins (MRP) sowie P-Glykoprotein (Pgp),
Nukleotide wieder aus der Zelle heraus, auch wenn diese nicht ihr natirliches Substrat
darstellen. [61] Man kann also von dem Beitrag vieler am Nukleotidstoffwechsel beteiligter

Proteine ausgehen.

Jedes Nukleosid wird intrazellular durch eine spezifische Kinase phosphoryliert (Adenosin
- Adenosinmono/diphosphatkinase (AMP, ADP), Guanosin - GMP, GDP etc.). Die
verschiedenen Nukleosidkinasen werden, je nach Bedarf, u.a. zellzyklusabhéangig
aktiviert. Hepatozyten sind mit einer mittleren Lebensdauer von 150 Tagen relativ

langlebig und befinden sich Uberwiegend in der Gy-Zellzyklusphase, so dass die Leber
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eher zu den ruhenden Geweben gerechnet werden muss. Man kann daher davon
ausgehen, dass Enzyme der DNA-Replikation — wie z.B. Nukleosidkinasen — in der Leber
normalerweise auf einem niedrigen Niveau exprimiert werden. [62] Insgesamt unterliegt
der Nukleosidstoffwechsel komplexen Regulierungsmechanismen, inwiefern zellulare
Prozesse an Nukleosidanaloga-Resistenz und Therapieversagen beteiligt sind, ist in

vielen Einzelheiten noch nicht hinreichend bekannt.

Virale Resistenzmechanismen

Das Prinzip der viralen Resistenzentstehung hingegen ist vergleichsweise einfach erklart:
durch den Selektionsdruck des antiviralen Medikamentes wird der sensitive ,Wildtyp“-
Virus in seiner Replikationsfahigkeit gehemmt — jedoch nur in einem Mal3e, in dem immer
noch Nachkommenviren synthetisiert werden. Beinhaltet ein Nachkommensvirus eine
Verédnderung, die es ihm ermdglicht, in Anwesenheit des Virostatikums eine hohere
Replikationsfahigkeit als der Wildtyp aufzuweisen, so besitzt dieses Virus einen
Selektionsvorteil und stellt bald die dominante Population dar. Fallt der Selektionsdruck
weg, kommt es in der Regel rasch wieder zum Uberwiegen des Wildtyps (s.0.). Die
Voraussetzung fir diesen Shift in der viralen Population ist freier Replikationsraum, d.h.
das Vorkommen von virusfreien Zellen, die von der Mutante infiziert werden kénnen [63].
Wird eine Zelle infiziert, muss — um die effiziente Produktion von Nachkommensviren zu
gewahrleisten — die ccc-DNA des Virus im Zellkern verbleiben. An ihr erfolgt die
Transkription der viralen Proteine und auch der Vorstufe des viralen Genomes, der
pragenomischen RNA. Das Vorhandensein von ccc-DNA im Nukleus ist somit die
Vorraussetzung fur eine persistierende Infektion. Man geht davon aus, dass die Menge
der vorhandenen ccc-DNA in einer infizierten Zelle regulatorischen Prozessen unterliegt
und limitiert ist [64]. So ist die Superinfektion einer bereits mit ccc-DNA ,gesattigten” Zelle
schwierig und weitaus weniger effizient als die von virusfreien Zellen [65]. Wird demnach
eine dominante Viruspopulation von einer anderen abgel6st, missen neu infizierbare
Zellen vorhanden sein. Im Verlauf einer chronischen Hepatitis B kommt es in der Leber
vermehrt zu Umstrukturierungen, Hepatozyten sterben ab und werden durch neue ersetzt.
Dabei weisen verschiedene Patienten innerhalb eines Kollektivs erhebliche Unterschiede
beziglich der mittleren Lebensdauer von Hepatozyten auf (10 bis 100 Tage) [66] . Es
ergeben sich dadurch individuelle Unterschiede nicht nur im Hinblick auf den Erfolg einer
antiviralen Therapie, die nur die Verbreitung neuer Viren, jedoch nicht die persistierende
Infektion befallener Zellen verhindern kann. Auch das Aufkommen von neuen,

resistenteren Viruspopulationen wird so erleichtert oder erschwert.
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Kurz nach der Einfuhrung des Nukleosidanalogons Lamivudin in die HBV-Therapie
wurden Berichte Gber HBV-Stamme mit einem veranderten katalytischen Zentrum in der
viralen Polymerase bekannt, die der Therapie nicht mehr zugénglich waren. Das in der C-
Domane der viralen Polymerase liegende YMDD-Motiv war bei diesen Stammen in YVDD
oder YIDD umgewandelt worden (M204V / M2041). Der Austausch von Methionin zu Valin
bzw. Isoleucin andert die Konfiguration des aktiven Zentrums, so dass das
Nukleosidanalogon kein Substrat des Enzyms mehr darstellt (steric hindrance) [67].
Gleichzeitig senkt diese Mutation die Replikationseffizienz des Virus [68], so dass schon
kurz nach Therapieende bzw. Wechsel auf ein anderes Medikament entsprechende HBV-
Varianten in vielen Fallen nicht mehr im HBV-Pool des Patienten nachweisbar sind
[69,70].

Die Mutationen M2041 und M204V finden sich haufig in Kombination mit einer weiteren
Mutation, einem Leucin-zu-Methionin Austausch (L180M) innerhalb der B-Domane der
viralen Polymerase. Obwohl diese Mutation alleine kaum Auswirkungen auf die Aktivitat
der Reversen Transkriptase hat, stellt sie in Kombination mit M204I/V die zuvor
verminderte Replikationseffizienz des Virus wieder her. [71] Eine weitere Mutation in der
B-Domaéne, V173L, scheint &hnliche Auswirkungen zu haben. Sie liegt in der Nahe des
konservierten aktiven Zentrums der Polymerase, vermittelt alleine aber keine Resistenz
gegeniber Lamivudin. Zusammen mit Resistenzmutationen erhoht jedoch auch sie die
virale Replikationsfahigkeit. [72] Haufig tritt V173L zusammen mit M204V/l und L180M

auf, findet sich aber auch aul3erhalb dieser Konstellation (s. Ergebnisse).

RT-Domane der HBV -Polymerase
F A B8 c of |g

/,/ \ / '\\ \\ *-..\Kn-\\

V173 | M2O4AN | AISIT
L1SON | DNE2OAT

Lamivudinresistenz

Ldefovirresistenz 17811 N23IOGT
| AISIT
Abb. 1.10 Mutationen innerhalb der RT-Doméne der HBV-Polymerase, die nachweisbar oder

sehr wahrscheinlich Resistenz gegen Adefovir bzw. Lamivudin verursachen oder in
Kombination mit Resistenzmutationen auftreten. Bei V173L und L180M handelt es
sich um kompensatorische Mutationen, die alleine keine Resistenz bedingen.
Anm.: es sind lediglich die Mutationen angegeben, deren Bedeutung bezlglich
Resistenzvermittlung unstrittig ist. Die Rolle vieler weiterer Mutationen, die in

dieser Abbildung nicht erscheinen, wird noch diskutiert oder untersucht.
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Der liickenlose Ruckschluss von einer Mutation auf eine dadurch verursachte Resistenz
ist héufig schwierig. Verdnderungen im viralen Genom fallen zunéchst durch HBV-
Sequenzanalysen auf, die aus dem Serum von Patienten mit chronischer Hepatitis B z.B.
wegen eines Anstieg der Virdmie durchgefuhrt wurden. Treten bestimmte HBV-Genom-
Mutationen bei Patienten mit Therapieversagen besonders haufig auf, werden sie mit
Resistenzvermittlung in Zusammenhang gebracht. Der entgtiltige Nachweis dartber, ob
eine Mutation Resistenz verursacht, kann nur durch in vitro Untersuchungen erbracht
werden. Dabei erfolgt die Phanotypisierung der gefundenen Mutation. Da es sich dabei
um ein relativ aufwéndiges Verfahren handelt und in den HBV-Genomen infizierter
Patienten meistens multiple Mutationen vorhanden sind, kann in der Regel nicht jede
Mutation phénotypisch in vitro untersucht werden. Erschwerend kommt hinzu, dass es bei
HBV auch ohne antiviralen Selektionsdruck zu Spontanmutationen kommt, so dass bei
weitem nicht jede Mutation, die unter Therapie auftritt, zur Resistenz fuhrt.

Als 2002 Adefovir dipivoxil als zweites Nukleosidanalogon fir die Therapie der
chronischen Hepatitis B zugelassen wurde, verbreiteten erste Studien Hoffnung unter
Arzten und Patienten. Im Gegensatz zur Therapie mit Lamivudin, die eine rasche
Resistenzentwicklung mit sich brachte (je nach Studie Therapieversagen bei 15 % der
untersuchten Patienten nach einem Jahr, bei bis zu 70% nach vier bis funf Jahren [73] -
gemessen an Anstieg der ALAT-Serumspiegel und Sequenzanalyse), schienen antivirale
Resistenzen kein Problem der Adefovir-Therapie darzustellen. Des Weiteren wurde
schnell bekannt, dass Adefovir auch bei Lamivudin-resistenten HBV-Populationen
wirksam war. Einige Studien berichten, dass nach 48 [74,75], und sogar nach 144
Wochen [76] antiviraler Therapie mit Adefovir noch keine resistenzvermittelnden HBV-
Mutationen innerhalb des Patientenkollektivs nachweisbar waren, andere Studien geben
Resistenzraten zwischen 1,6% (Beobachtungszeitraum 96 Wochen) und 18%
(Beobachtungszeitraum 48 Wochen) an [77,78,79,80].

Die erste Mutation, die mit viraler Resistenz gegen Adefovir in Zusammenhang gebracht
wurde, war ein Asparagin-zu-Threonin-Austausch an Position 236 der RT-Domane der
viralen Polymerase (N236T) [81]. Inzwischen konnte gezeigt werden, dass die
Bindungsaffinitat von Adefovir an eine durch diese Mutation veranderte RT-Doméane —
verglichen mit dem Wildtyp und der YI/VDD-Variante — drastisch vermindert ist [82].
Ebenso wird die Mutation rtA181T als Ursache von Adefovirresistenz diskutiert [83]; und
auch die Wirksamkeit von Lamivudin scheint durch diese Mutation eingeschréankt zu
werden [84].
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Evolution und Phylogenie von Hepatitis B Viren im V erlauf der Infektion

Der Begriff Phylogenie beschreibt die Evolutionsgeschichte einer Art und die Entwicklung
verschiedener Subgruppen innerhalb einer Spezies. Phylogenetische Analysen kommen
in allen Bereichen der Biologie zur Anwendung, z.B. in der Populationsdynamik oder der
Entwicklung von Stammbaumen einer Spezies. Im Gegensatz zu den meisten
Organismen entwickeln sich virale Evolutionsprozesse verhalnissmafig rasant. Durch die
hohe Mutationsrate viraler Genome sowie eine aullerst effiziente Virusreplikation ist z.B
die sogenannte Evolutionszeit von Viren bis zu einer Million mal kirzer als bei
Saugetieren.

Die Erforschung der viralen Evolution innerhalb eines Wirts folgt nicht allein einem
akademischen Anspruch. Anhand von phylogenetischen Analysen lassen sich u.a.
Infektionsketten fiir forensische Fragestellungen konstruieren [86,87], ebenso kann die
Entwicklung einer Viruspopulation Ruckschlisse auf Prognose und Krankheitsverlauf
zulassen [88,89]. Die Analyse der viralen Evolution kann Aufschlufd tber Therapieerfolg
und —versagen geben, und kann helfen, individuelle Virus-Wirts-Beziehungen besser zu
verstehen [90,91]. Evolutionsprozesse von Viren wurden bisher am Beispiel von HIV
hinreichend untersucht, auf dem Feld der HBV-Forschung liegen bislang nur wenig
Erkenntnisse vor. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass einzelne Bereiche des HBV-
Genomes eine hohere Mutationsrate aufwiesen als andere, dabei war die Core-Region
am starksten betroffen, am wenigsten das Gen der Polymerase [92]. Eine Erhéhung des
Selektionsdruckes, wie z.B. durch eine gesteigerte Immunantwort, korrelierte mit einer
héheren Mutationsrate [93]. In Abwesenheit signifikanter Selektionsdriicke (keine
antivirale Therapie, chronische Infektion, HBeAg negativ) erwies sich das HBV-Genom als
verhaltnismagig stabil [94]. Um die intraindividuelle Entwicklung von Hepatitis B Viren zu
untersuchen, muss eine Patientenkohorte longitudinal begleitet werden. Die klinische
Relevanz der Ergebnisse wird dabei durch die Auswahl dieser Patientenkohorte bestimmt
(unbehandelte vs. antiviral behandelte Patienten; Vergleich von Viramie, HBsAg,
hepatischen Entziindungszeichen u.&.). Die Auswertung der experimentell gewonnenen
Daten erfolgt in der Regel anhand von — in der Molekulargenetik etablierten —
mathematischen Modellen.

Es existieren eine Vielzahl an statistischen Methoden, um virale Evolution zu
untersuchen. Weit verbreitet ist der phylogenetische Baum. Er verdeutlicht die
phylogenetischen, d.h. evolutiondren Beziehungen zwischen verschiedenen Gruppen

einer Einheit.
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Abb. 1.11 Modell eines phylogenetischen Baumes

Roter Kreis: virtueller, gemeinsamer Vorfahre der Gruppen C und D/E/F/IG

Jeder Knotenpunkt symbolisiert dabei einen gemeinsamen Vorfahren, die Lange der
Strecken des Baumes entspricht der Anzahl der Mutationen, um die sich die Gruppen von
ihrem Vorfahren entfernt haben. Die Zahlen an den Aufgabelungen des Baumes geben
die Wahrscheinlichkeit an, mit der das angegebene Verhiltnis der folgenden Aste
zueinander der Realitdt entspricht. Wahrscheinlichkeiten tber 70% gelten dabei als
statistisch signifikant. Phylogenetische Baume kodnnen anhand von verschiedenen
mathematischen Algorithmen errechnet werden. Alle in dieser Arbeit verwendeten Baume
wurden nach dem Neighbor-Joining-Verfahren erstellt.

Eine weitere Mdoglichkeit der phylogenetischen Analyse bildet die Verwendung von
Netzwerken. Ein Netzwerk gibt in erster Linie Auskunft Uber Abstammung und
Entwicklung verschiedener Gruppen, und ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn
sich diese Gruppen nicht unabhangig bzw. isoliert voneinander entwickelt haben. Anhand

eines Netzwerkes konnen Vorfahrens- und Nachkommens-Populationen ermittelt werden.

Die Evolution viraler Population innerhalb eines Wirts wird von vielen Faktoren beeinfluf3t.
Die Individuelle Immunantwort auf die Infektion — und bei HBV die
Umstrukturierungsprozesse der infizierten Leber — wirken sich auf die virale Replikation
aus, ebenso wie die antivirale Therapie. Um auf Genome einwirkende Selektionsdriicke
zu ermitteln, entwickelten Nei und Gojobori 1986 die Methode der stummen und nicht-
stummen Substitutionen (synonymous and non-synonymous substitutions) [95]. Stumm ist
dabei eine Nukleotidsubstitution, die sich nicht auf Aminosaureebene auswirkt, wahrend
eine nicht-stumme Substitution zu einem Aminosaureaustausch fuhrt. Die Theorie besagt,
dass in viralen Genomen in Abwesenheit eines &ufleren Selektionsdruckes stumme
Mutationen tberwiegen, eine Zunahme der nicht-stummen Mutationen hingegen fir die
Existenz eines auf die Viren einwirkenden Selektionsdruckes spricht. Wie bei jeder
statistischen Annaherung an ein biologischen Phanomen gibt diese Methode lediglich
eine Wahrscheinlichkeit ohne Anspruch auf Unfehlbarkeit an [96], stellt aber dennoch ein

erprobtes System zur Abschatzung von Tendenzen dar.
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[I. MATERIAL UND METHODEN

Material

Die verwendeten Reagenzien/Chemikalien entsprachen dem Reinheitsgrad pro analysi.

Alle Puffer, Losungen, Medien u.a. wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt.

Chemikalien wurden — sofern nicht anders angegeben — von den Firmen Merck

(Darmstadt), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma

(Steinheim) bezogen. Materialien und Reagenzien fir Zellkultursysteme stammten, wenn

keine anderen Hersteller genannt wurden, von den Firmen Gibco BRL (USA), Sigma

(Mannheim), Biochrom (Berlin), Greiner (Solingen) und Sarstedt (Nimbrecht).

Die in den Zellexperimenten verwendenten Medikamente Adefovir, Tenofovir und

Lamivudin wurden bei Moravek Biochemicals (USA) erworben.

Alle DNA-Sequenzen wurden mit dem Programm MacVector™ 7.0 (MacVector Inc., USA)

in silico analysiert, verglichen und translatiert.

Bakterienmedien

LB-Nahrmedium

LB-Nahrmedium mit Ampicillin +

Bakterien-Agarplatte

Bakterien-Agarplatte mit Ampicillin +

15 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt
1 g/l Glukose

6 g/l NaCl

100pg/ml Ampicillin

1,5 % Bacto-Agar
15 g/l Trypton

5 g/l Hefeextrakt
1 g/l Glukose

6 g/l NaCl

100pg/ml Ampicillin
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Zellkultur

Standardmedium

PBS pH 7,4 (10-fach konzentr.)

Trypsin

FUGENE 6 Transfektionsreagenz

Weitere Puffer und Lésungen

DMEM-Medium, erganzt durch:

10% Fetales Kalberserum, hitzeinaktiv.

1% nicht-essentielle Aminosauren
1 mM Natriumpyruvat

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

140 mM NacCl
8 mM Na,HPO,
2 mM KH,PO,
3 mM KCI

0,25% Trypsin
1 mM EDTA

Roche, Mannheim

DNA-Proben-Ladepuffer (6-fach konzent.)

SDS-Elektrodenpuffer

SSC (20-fach konzentr.)

TAE

TBS pH 7,4 (10-fach konzentr.)

30 % Glyzerin
60 mM EDTA
6 mM Tris, pH 7

250 mM Tris
19 mM Glyzin
0,35 mM SDS

3 M NacCl
300 mM CgHsNazO5 -2H,0

800 mM Tris
40 mM EDTA

10 mM Tris
100 mM NacCl
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TBSTpH 7,4

TE-Puffer

Enzyme

10 mM Tris
100 mM NacCl
0,1 % Tween® 20

10 mM Tris-HCI, pH 8,1
1 mM EDTA

Taq/Tgo DNA Polymerase

BD TITANUM™ Taq DNA polymerase
Taqg DNA Polymerase

BigDye sequencing reagent

DNAse |

Proteinase K

Alle Restriktionsendonukleasen

Oligonukleotide

Roche, Mannheim

BD Biosciences, Heidelberg

New England Biolabs, Frankfurt/Main
Applied Biosystems, USA

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

New England Biolabs, Frankfurt/Main

Alle Oligonukleotide — bis auf M13+ und M13- (Invitrogen, USA) — wurden bei MWG,

Ebersberg bestellt.

Analytisch / DNA-Amplifikation

Bezeichnung Sequenz 5- 3

P1 CCG GAAAGCTTGAGCTCTTCT.TTT TCA CCT CTG CCT AAT CA
P2 CCG GAAAGC TTG AGC TCT TCAAAAAGT TGCATG GTG CTG G
P3 CTC GCT CGC CCAAAT TTT TCA CCT CTG CCT AAT CA

P4 CTG GTT CGG CCC AAA AAG TTG CAT GGT GCT GG

Die direkt am HBV-Genom hybridisierenden Anteile sind unterstrichen, bei der restlichen
Sequenz handelt es sich um heterologe Restriktionsstellen fir die Enzyme Hind Ill, Sap |

und Sst |, die eine spatere Klonierung des Amplifikates erleichtern sollen. Sequenz s. [97].

Bezeichnung Sequenz 5°- 3
67+ CTC CAG TTC AGG AAC AGT AAA CCC
1121- TTA CAC AGA AAG GCC TTG
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DNA-Sequenzierung

Bezeichnung

Sequenz 5- 3

Psl TAT CGC TGG ATG TGT CTG CGG CG

Ps2 TGT TTG GCT TTC AGT TAT ATG GAT GAT

Ps3 TCT GCC GAT CCG ATC CAT ACT GCG GAACTC CTA
Ps6 GCCTCATTT TGT GGG TCACCATAT TCT TGG G

Ps2- AGA CAA AAG AAA ATT GGT AA

Ps4- TGG GGA GCT CCG GTG GTC TCC ATG CGA CGT GC
Ps6- GAT TGA GCT CAG GTA CAG TAG AAG AAT AAAGCC C
Ps7- TTG GGA TTG AAG TCC CAATCT GGA

PsSP1 GGT ATG TTG CCC GTT TGT

PsSP2 GTA ATT GGA AGT TGG GGT AC

PsSP1- TGT TTAGCT TGT ATA CAT GCATA

PsSP2- CTG AAC AAATGG CAC TAG TAAA

M13+ GTAAAACGACGG CCAG

M13- CAG GAA ACA GCT ATG AC

Kits

TOPO TA Cloning® Kits Invitrogen, USA

Geneclean® Gel Isolation Kit Q-Biogene, USA

Plasmid Mini/Midi/Maxi Kit Qiagen, Hilden

Readyprime Il Random Prime Labeling System  Amersham, Heidelberg

Plasmide

ptHBV1.3

pCR®4-TOPO®

enthalt ein HBV-Genom 1,3-facher Lange (Genotyp
D, Referenztyp, NCBI Genbank Nr. V01460), Vektor

pUC13. (H.Schaller, Heidelberg)

zur Klonierung von HBV-Genomen

Patientenseren.  Ampicillin- und Kanamycin-

Resistenz. (Invitrogen, USA)



Bakterien

Top 10 F-  mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(araleu) 7697 galu galK
rpsL (StrR) endAl nupG
(Invitrogen, USA)

Zellen

C3A humane Hepatoma-Zelllinie, Subklon der Zelllinie
HepG2

Gerate

Tischzentrifuge Centrifuge 5415 C
Tischzentrifuge Centrifuge 5415 R
Ultrazentrifuge Optima LE-80K

Hochgeschwindigkeitszentrifuge RC-5B

Lichtmikroskop

Fluoreszenzmikroskop

RoboCycler Gradient 40 und 96
Photometer Ultraspec 3000 pro

Gel Dokumentationssystem
Phosphoimager Fujix Bas
Fluor-S multi-imager
Concentrator 5301
UV-Stratalinker
Zellkultur-Inkubatorschrank
Bakterien-Schuttler/Inkubator
pH-Meter

Thermomixer compact
Sterilbank

Wasserbad

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Beckman, USA

Sorvall, Bad Homburg
Leica, Bensheim

Zeiss, Jena

Stratagene, Niederlande
Pharmacia, Freiburg
Decon, Hohengandern
Raytest, Straubenhardt
Bio-Rad, USA
Eppendorf, Hamburg
Stratagene, Niederlande

Thermo, Berlin

New Brunswick Scientific, USA

Inolab, Weilheim
Eppendorf, Hamburg
Thermo, Berlin

Milian, Frankreich
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Methoden

Einverstandniserklarung der Patienten

Die Serumproben stammten von Patienten des Instituts fur Medizinische Mikrobiologie,
Virologie und Hygiene am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, die dort im Rahmen
einer Adefovirstudie betreut wurden. Alle Patienten hatten ihr Einversténdis gegeben,

dass ihre Blutproben zu Forschungszwecken verwendet werden durften.

Blutentnahmen und Patientenkollektiv

Alle Patienten litten an einer chronischen Hepatitis B und wurden regelmaf3ig auf HBsAg,
HBeAg und HBV-Viruslast untersucht. In dem fiar diese Arbeit relevanten
Beobachtungszeitraum (2002/03 - 2005) wurden alle Patienten mit Adefovir therapiert,
keiner der Betroffenen hatte dieses Medikament jemals vorher erhalten. Die meisten
Patienten waren bereits mit Lamivudin vorbehandelt und wiesen entsprechende
Resistenzen auf, fur einige stellte die Adefovirtherapie die erste Behandlung mit einem

Nukleotid/sidanalogon dar.

Die in dieser Arbeit untersuchten Virusgenome wurden aus Patienten gewonnen, bei
denen die Adefovirtherapie nicht oder nur maRig erfolgreich verlief. Dabei galten folgende

Definitionen:

Therapieerfolg: Aus dem Serum des Patienten lie3 sich wéahrend der
Behandlung mit Adefovir keine Virus-DNA amplifizieren. Der
HBV-DNA-Titer lag unter der Nachweisgrenze von 100
GE/ml (Diagnostiklabor des Instituts fir Medizinische
Mikrobiologie, Virologie und Hygiene der Universitatsklinik
Hamburg-Eppendorf).

Therapieversagen: Der HBV-DNA-Titer lag im Verlauf der Therapie zu keinem
Zeitpunkt unter der Nachweisgrenze.

Partieller Therapieerfolg: Der HBV-DNA-Titer des Patienten fiel nach ADF-
Therapiebeginn zwar um mehrere Logstufen ab, (z.B. von
108 auf 10° GE/ml), konnte jedoch nicht unter die

Nachweisgrenze gesenkt werden.
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.Relapse™

Der HBV-DNA-Titer des Patienten lag Uber einen langeren

Zeitraum unter der Nachweisgrenze, stieg schliel3lich jedoch

wieder Uber die Nachweisgrenze an.

Patient HBV- Geschlecht Alter HBeAg Vorhergehende Adefovir-
Genotyp Behandlung Therapie

1 A m 37 pos Lamivudin nicht erfolgreich

2 D m 17 pos Lamivudin partiell erfolgreich
3 D m 35 pos Lamivudin relapse

4 A m 39 pos Lamivudin nicht erfolgreich

5 D m 23 pos keine nicht erfolgreich

6 A m 60 pos Lamivudin nicht erfolgreich

7 D m 38 neg Lamivudin nicht erfolgreich

8 A f 45 pos Lamivudin partiell erfolgreich
9 A m 41 pos Lamivudin partiell erfolgreich
10 D m 54 pos Lamivudin partiell erfolgreich
11 D m 37 neg keine relapse

12 D m 53 pos keine partiell erfolgreich
13 D m 44 pos keine nicht erfolgreich
14 G/A m 38 pos Lamivudin nicht erfolgreich
Tab. 2.1 Ubersicht tiber die 14 Patienten mit chronischer Hepatitis B, aus deren Seren die

untersuchten HBV-Genome gewonnen wurden.

Die Serumproben, aus denen die HBV-DNA extrahiert, kloniert und sequenziert wurde,

wurden einmal zu Beginn und noch einmal nach mehreren Monaten Adefovirtherapie

gewonnen. Dieser Zeitraum erstreckte sich im Durchschnitt Uber 22 Monate (17 - 31

Monate). Von Beginn der Adefovirtherapie an bis zur Entnahme der zweiten Serumprobe

wurde jede weitere antivirale Behandlung ausgesetzt. Bei den meisten Patienten wurden
HBV DNA-Titer und HBsAg uber einen

regelmafig kontrolliert.

langeren Beobachtungszeitraum hinweg
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< gesamter Beobachtungszeitraum >
Lamivudin Fortfihrung Adefovir
I | |
Adefovir
oder |
keine Vorbehandlung oder Therapiewechsel
\ \
1. Serumprobe 2. Serumprobe
Abb. 2.1 Zeitlicher ~ Ablauf von  Therapie und Serumgewinnung Uber den

Beobachtungszeitraum. Patienten erhielten entweder Lamivudin oder waren bisher
noch nicht behandelt worden. Vor Beginn der Adefovirgabe waren alle
vorausgehenden Therapien abgesetzt worden. Alle Patienten bekamen Adefovir
zum ersten Mal. Analysiert wurde HBV-DNA, die zu Anfang und nach mehreren
Monaten Adefovirtherapie aus Patientenseren gewonnen wurde. Bis zum Zeitpunkt
der 2. Serumabnahme erhielten die Patienten auf3er Adefovir kein anderes
antivirales Medikament. Nach diesem Zeitpunkt wurde die Therapie — je nach
Patient — mit Adefovir alleine fortgefiihrt, um ein weiteres Medikament ergénzt,

oder auf ein anderes Nukleosidanalogon umgestellt.

DNA-Extraktion aus Serumproben

Die Analyse der HBV-DNA erfolgte retrospektiv, d.h. erst nachdem beide Serumproben

vorlagen. Direkt nach den Blutentnahmen wurden Erythrozyten und Serum getrennt und

bis zum weiteren Gebrauch bei minus 20T eingefrore n.

Die HBV DNA aus den Seren wurde am Institut fur Medizinische Mikrobiologie, Virologie

und Hygiene mit Hilfe des MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche,

Mannheim) nach dem Herstellerprotokoll extrahiert.

Amplifikation von HBV-Genomen

Amplifikation des gesamten HBV-Genoms

Fur die Amplifikation des gesamten HBV-Genomes wurde die extrahierte DNA in eine
Lfull-length* PCR eingesetzt (Glnther et al., 1995 [97]). Die Besonderheit dieser PCR lag

in der Lokalisation der Primer-Bindungsstellen, die es ermdbglichte, das gesamte

Virusgenom zu amplifizieren. Die Amplifikation des partiell doppelstrangigen HBV-

Genoms stellte eine Herausforderung dar, weil der HBV-Minusstrang an einer Stelle

unterbrochen ist (nick-Region) und der DNA-Plusstrang keine volle Genomlange besitzt

38



(gap-Region). Die PCR-Elongation verlauft an der nick Region sehr ineffizient, so dass die
vollstandige Amplifikation des Genomes erschwert ist. Bei der full-length PCR lagen die
Primerbindungsstellen in der nick-Region und waren so angeordnet, dass die Synthese

des komplementaren DNA-Minusstranges Uber diesen Bereich hinweg vermieden wurde.

gap -Region

nick -Region HBY DNA

in the
virion

Primer P2/P4

-
+ 3’tctctactaatccqtctccactt;ttticaacgtaccacqaccacgcg

TR
= 5"agagatgattaglgcagaggtgaamaagtt _atggtgetggtgege
_—qaapaagtt i
terminal
protein 1825

Abb. 2.2 Schematische Darstellung der Primerbindungstellen der full-length“-PCR in der
nick-Region des HBV-Genoms (aus Gunther et al. 1995 [97], modifiziert)

Um die Anzahl der artefiziellen Mutationen im Genom moglichst gering zu halten, wurde
fur alle PCRs eine Polymerase mit ,proof-reading” Aktivitat eingesetzt (Taq/Tgo DNA
polymerase, Expand High Fidelity PCR System von Roche sowie BD TITANUM™ Tagq
DNA polymerase, BD Advantage™ von BD Biosciences). Die vom Hersteller
angegebenen Fehlerraten lagen bei 4,8 x10° (Roche) und 2,5 x10™* Basenpaaren (BD
Biosciences). Zuséatzlich zu den zu analysierenden Proben wurde bei jedem PCR-
Durchlauf eine Negativkontrolle mitgefiihrt, die anstelle von DNA ein aquivalente Volumen
an ddH,0 enthielt. Als Mengenstandard dienten Verdinnungen eines HBV-

Referenzisolats mit 10%, 10° und 10* Genoméquivalenten.

Um das gesamte HBV-Genom zu amplifizieren, wurden die Primerpaare P1/P2 und P3/P4
benutzt, die an der nick-Region in gegensatzlicher Richtung hybridisierten.

Die Proben wurden jeweils einmal mit den Primerpaar P1/P2 sowie mit dem Primerpaar
P3/P4 in die PCR eingesetzt, da je nach Genom die Amplifikation mit dem einen oder

dem anderen Primerpaar effizienter erfolgte.
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Der Reaktionsansatz fur 50 pl wurde wie folgt vorbereitet:

5,0 ul 10 x PCR Puffer
1,0 ul dNTPs (je 12,5 mM)
0,5 pul P2 (10 pmol)
0,5 pl P1 (10 pmol)
1,0 pl Polymerase

37,0 plddH0
5,0 ul Probe

Die Reaktion verlief Uber insgesamt 40 Zyklen nach folgendem Programm, nach 10

Zyklen wurde die Elongationsdauer auf 5:00 min erhéht.

1. Denaturierung 94<C 40 sec
2. Hybridisierung 60C 90 sec
3. Elongation 68T 180 sec

Verfahren bei Proben mit niedrigen HBV-Titern

Die Sensitivitatsgrenze der ,full length“-PCR lag bei 10° Genomaquivalenten (genome
equivalent, GE). FUr die erfolgreiche Weiterverarbeitung der amplifizierten DNA (Eluation,
Ligation, Klonierung) musste das in die PCR eingesetzte Patientenserum einen HBV-
DNA-Titer von mindestens 3x10° GE/ml aufweisen. Zur Amplifikation von HBV-DNA aus
dem Serum von Patienten mit einem Virustiter von unter 3x10° GE/ml wurden deshalb
andere Primer eingesetzt. Dabei wurde ein ca. 1700 bp langes subgenomisches
Fragment aus dem Polymerase-ORF des Virus amplifiziert, das die Sequenz der RT-
Doméane (Reverse Transkriptase) vollstandig einschloss. Dieses Amplifikat war deutlich
kirzer als das vollstandige HBV-Genom (ca. 3200 bp), die Sensitivitéat dieser PCR mit bis
zu 10° GE/ml dementsprechend héher als die der ,full length“-PCR. Fiir die Amplifikation

des 1700 bp Fragments wurden die Primer 67+ und P2 verwendet.
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Der Reaktionsansatz fur 50 pl wurde wie folgt vorbereitet:

5,0 ul 10 x PCR Puffer
0,5 ul dNTPs (je 12,5 mM)
2,0 ul P2 (10 pmol)
0,5 ul 67+ (10 pmol)
0,5 ul Polymerase

35,0 plddH,0
5,0 ul Probe

Die Reaktion verlief insgesamt Uber 30 Zyklen nach folgendem Temperaturprogramm,
nach 10 Zyklen wurde die Elongationsdauer auf 3,5 min erhéht. Zum Schluss schlol sich

ein zusatzlicher Elongationsschritt fir 10 min an.

1. Denaturierung: 94<C 40 sec
2. Hybridisierung 60C 90 sec
3. Elongation 70C 120 sec

Fur die Amplifikation von HBV-Genomen aus Patientenseren mit einem Virustiter von
unter 3x10° GE/ml standen vier Mdglichkeiten zur Auswahl: (a) Einsatz der DNA in eine
PCR zur subgenomischen DNA-Amplifikation; (b) Einsatz der DNA in eine ,full length*-
PCR, 2,5 ul des PCR-Produktes wurden dann unaufgereinigt in einen zweiten full length
PCR-Durchlauf eingesetzt; (c) Einsatz der DNA in eine ,full length* PCR; 2,5 pl des PCR-
Produktes wurden dann unaufgereinigt in die oben beschriebene PCR zur Amplifikation
eines subgenomischen Fragments eingesetzt; (d) Einsatz der DNA in eine PCR zur
Amplifikation eines subgenomischen Fragments, 2,5 ul des PCR-Produktes konnten dann
unaufgereinigt die Reaktion nach gleichem Protokoll ein zweites Mal durchlaufen. Diese
Methode kam als ultima ratio zur Anwendung, sie wies die hochste Sensitivitat der HBV-
Genom-Amplifikation auf.

Die PCR-Amplifikate wurden auf Agarosegele (1%) mit Ethidiumbromid aufgetragen, bei

80 V ca. 45 min lang elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht betrachtet.

Aufreinigung der amplifizierten HBV-DNA aus PCR-Ans  &tzen

Je 40 pl PCR Amplifikat wurden zusammen mit einem GroéRenmarker (1kb DNA-Ladder,
Invitrogen, USA ) elektrophoretisch aufgetrennt (1% Agarosegel, mit Ethidiumbromid).

Unter UV-Sicht (reduzierte Intensitat bei 70%) wurden die Banden kurz mit einem Skalpell
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markiert und spater entlang der Markierung ausgeschnitten. Das Skapell wurde vorher
und zwischen der Entnahme der verschiedenen Banden mit Ethanol gereinigt. Die DNA
aus den Gelstiicken wurde mittels Geneclean® Gel Isolation Kit (Q-Biogene, USA) wie
beschrieben eluiert. Dabei bindet die DNA an eine |6sliche Silikonmatrix, von der sie sich
erst im wassrigen Milieu wieder I6st.

Das ausgeschnittene Gelstiick wurde gewogen, das dreifache Volumen an Natriumjodid-
Ldsung sowie 100 pl TBE dazupipettiert. In dieser Losung wurde das Gelstlick bei 55C
unter leichtem Schiitteln auf dem Heizblock geldst.

Nachdem sich das Gelstiick vollstandig geldst hatte, wurden 5 pl Glassmilk® hinzugefiigt.
Der gesamte Ansatz wurde 5 min auf Eis inkubiert, um die Bindung der DNA an die
Glassmilk zu ermdglichen. Die Glassmilk wurde pelletiert (20 sec bei 13000 rpm und 4<C),
in 1 ml Waschpuffer gewaschen, danach erneut pelletiert und bei 37T getrocknet. Das
Pellet wurde in 20 pl ddH,O aufgenommen, dabei l6ste sich die DNA von der Matrix.
Nachdem die Glassmilk erneut pelletiert wurde (1 min, 13000 rpm, 4T, Eppendorf
5415R), konnte das DNA-Eluat vorsichtig abgenommen werden.

5 ul des DNA-Eluats wurden auf ein Agarosegel (1%, mit Ethidiumbromid) aufgetragen,
bei 80 V ca. 30 min lang elektrophoretisch aufgetrennt und anhand eines 1 kb-Grof3en-

und Mengenmarkers semiquantifiziert.

Klonierung der amplifizierten HBV-DNA

Die Klonierung der HBV-Genome wurde mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen,
USA) durchgefiihrt. Dabei kommt es zur Ligation von DNA und Vektor (0)CR®4-TOPQ®).
Dieser Vektor liegt linearisiert vor und verfiigt tber 3'-T-Uberhange, an die eine
Topoisomerase kovalent gebunden ist. Durch sie wird, sofern vorhanden, DNA mit
uberlappenden Enden (A-Uberhéngen) in den Vektor einbaut und ligiert.

Da der mit pfu-Polymerase amplifizierten HBV-DNA die zur Ligation bendétigten 3"-A-
Uberhange fehlten, mussten diese durch die terminale Transferase-Aktivitat der Tag-
Polymerase nachtrdglich angehangt werden. Dazu wurden die Reaktionsanséatze nach
Ablauf der full lenght PCR mit 1 ul Tag-Polymerase (Invitrogen, USA) 10 min lang bei
72 inkubiert.

42



Fir die Ligation wurde folgender Ansatz bereitet:

1,0 pl Salzlésung (TOPO TA Salt Solution: 1,2 M NaCl; 0,06 M MgCl,)
1,0 pl pCR®4-TOPO® Vektor

0,5-4,0 pl DNA-Eluat (je nach Konzentration)

ad 6,0 ul ddH,0

Die Ligationsansatze wurden 45 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Transformation der Plasmide in kompetente E. coli(  TOP 10)

100 pl chemisch kompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit dem Ligationsansatz
vermischt und 20 min auf Eis inkubiert, um die Bindung der Plasmide an die Zellmembran
zu ermdglichen. Die Aufnahme der Plasmide erfolgte tber die Membranporen, nachdem
die Bakterien fir 45 sek einem Hitzeschock von 42C ausgesetzt worden waren. Um die
Expression des Resistenzgenes zu férdern, wurden die Bakterien zunéchst mit 900 ul LB-
Medium versetzt und bei 37<C 30 min schittelnd inku biert.

AnschlieBend wurden die Bakteriensuspensionen 3 min lang bei 3000 rpm und 4T
pelettiert und Uberschissiges Medium entfernt. Die Bakterien wurden auf 10 cm-
Agarplatten mit 100 pug/ml Ampicillin ausgestrichen und ca. 16 h lang bei 37<C inkubiert.
Nach Ende der Inkubation wurden einzelne Zellkolonien (colony forming unit, CFU),
jeweils aus einem Klon bestehend, mit einer sterilen Pipettenspitze angestochen und
damit je ein Reagenzglas mit 3 ml LB-Medium und 100 pg/ml Ampicillin angeimpft. Unter

Schitteln inkubierten die Bakterien nun wiederum bei 37< fir ca. 16 h.

DNA-Extraktion aus Bakterien / alkalische Lyse

Die DNA wurde mit Hilfe von Reagenzien aus dem Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen,
Hilden) nach dem Prinzip der alkalischen Lyse aus den Zellen extrahiert. Die DNA-

Extraktion erfolgte nach dem Herstellerprotokoll fur die ,Mini-Preparation®.

Restriktionsverdau der DNA

Der Klonierungserfolg wurde anhand der GroéRen von HBV-Insert und Vektor tGberprift.
Dazu wurde zunéchst ein analytischer Restriktionsverdau mit der

Restriktionsendonuklease EcoRI (New England Biolabs, Frankfurt/Main) durchgefuhrt.
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Der Restriktionsverdau fand fur 30 min bei 37T sta tt und wurde wie folgt angesetzt:

0,5 ul EcoRI (20000 units/ml)

3,0 ul EcoRlI Puffer

2,0 ul Plasmid-HBV-DNA-Préaperation
ad 30,0 pl ddH,0

Zur Analyse wurden 3,0 pl des Restriktionsansatzes auf ein Agarosegel (1%, mit
Ethidiumbromid) aufgetragen, elektrophoretisch bei 90 V fir 70 min aufgetrennt und unter
UV-Licht betrachtet. Neben jeder Restriktionsprobe wurde zum Vergleich ungeschnittenes
Plasmid der gleichen Konzentration aufgetragen. Anhand der Gréf3e der Plasmid-DNA
wurden diejenigen Klone herausgesucht, die vollstandig amplifizierte HBV-DNA-Inserts
trugen.

Um die Reinheit der DNA fir die Sequenzierungsreaktion zu erhdhen, wurde die DNA
dieser Klone erneut mit Ethanol gefallt. Das Volumen des Eluates wurde mit ddH,O auf
100 pl aufgefullt, mit weiteren 100 pl Ethanol und 10 pl 3M NaAc versetzt und fir 10 min
bei minus 80T inkubiert. Danach folgte ein Zentrif ugationschritt fir 15 min bei 13200 rpm
und 4C und zwei Waschschritte mit 70% Ethanol bei gleicher Temperatur und
Geschwindigkeit fur jeweils 5 min. Die DNA wurde 15 min lang im Speed Vac bei 30C

getrocknet und anschlief3end in 30 pl ddH,O aufgenommen.

DNA — Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsmessung der DNA wurde am Spektrometer (Ultraspec 3000 pro)
durchgefihrt. Die saubere Monovette des Gerates wurde mit 200 pl ddH,O als Leerprobe
geeicht. Die DNA wurde im Verhdltnis 1:50 mit ddH,O verdinnt, 150 pl wurden zur

Messung in der Monovette eingesetzt.

Sequenzierung der HBV-DNA

Die Sequenzierreaktion konnte in PCR-Maschinen im eigenen Labor durchgefiihrt
werden, fur die Auswertung der Reaktion (ABI-Sequenator 3100, Applied Biosystems,
USA) mussten die Reaktionsansétze an den Sequenzierservice des Universitatsklinikums

Hamburg-Eppendorf weitergegeben werden.



Die Sequenzierreaktion verlief insgesamt tiber 25 Zyklen.

1. Denaturierung 96C 10 sec
2. Hybridisierung 50C 5 sec
3. Elongation 60C 240 sec

Der Reaktionsansatz wurde wie folgt vorbereitet:

8,0 ul 2,5 x Sequenzierpuffer
2,0 ul Primer (10 pmol)
2,5l BigDye Reagenz
400,0 ng DNA
ad 20,0 pl ddH,0

Das BigDye Reagenz (BigDye-Terminator-Kit 1.1, Applied Biosystems) enthielt eine
Polymerase sowie den Nukleotidmix (ANTPs und ddNTPs).

Nach Reaktionsende wurden die Ansatze mit Ethanol gefallt. Aufgrund der
Photosensibilitat des BigDye Reagenz wurden alle Arbeisschritte unter minimaler
Lichtexposition durchgefuihrt. Jede Probe wurde in 80 ul NaAc aufgenommen, mit 300 pl
Ethanol versetzt und 5 min lichtgeschitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer
anschlieRenden Zentrifugation fur 10 min bei 13200 rpm und 4C wurde der Uberstand
verworfen, es erfolgte ein einmaliger Waschschritt mit 400 pl 80% Ethanol und die
Zentrifugation wie oben. Die DNA wurde 10 min bei 30C im Speedvac getrocknet. Zur

Analyse wurden die Proben an den Sequenzierservice des UKE abgegeben.

Sequenzierprimer

Die RT-Doméane konnte mit insgesamt 3 Primern vollstdndig sequenziert werden. Da
jedoch HBV-DNA aus verschiedenen Geno- und Serotypen analysiert wurde, zusatzlich
auch haufig innerhalb desselben Patienten verschiedene HBV-Subpopulationen vorlagen,
wurde ein groRBeres Reportoire an Primern benétigt. Zundchst gelangten die
Standardprimer Psl, Ps2 und Ps2- zum Einsatz. Wenn ein Primer nicht hybridisierte,
wurde anhand einer meist bereits vorliegenden Sequenz eines anderen HBV-Klons
desselben Patienten oder eines fremden Klons mit zumindest gleichem Sero- und
Genotyp ein Alternativprimer konstruiert. Dazu wurden 20-32 Nukleotide einer mdglichst
konservierten Region ausgewahlt und ein entsprechender Primer entworfen. Die Primer
wurden bei MWG (Ebersberg) bestellt.
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Insgesamt kamen folgende Primer zum Einsatz: Psl, Ps2, Ps2-, Ps4-, PsSP1, PsSP2,
PsSP1-, PsSP2-. Fur die Sequenzierung des gesamten HBV-Genomes wurden zusatzlich
die Primer Ps3, Ps6, Ps6-, Ps7-, M13+ sowie M13- benotigt.

Primer SP1 Primer SP2
Primer 6 Primer 1 Primer 2 Primer 3
: > > > > >
5 < < <« <« < <« 3
Primer 6- Primer 7- Primer 2- Primer SP1- Primer 4-
Primer SP2-
Abb.2.3 Ansatzstellen der verschiedenen Sequenzierprimer auf dem HBV-Genom (nach

Galibert et al. 1979 [99])

Gerichtete Mutagenese

Als HBV-Referenzisolat diente bei allen Mutagenesen das Plasmid ptHBV1.3, bestehend
aus dem Vekor pUC13 und einem HBV-Genom 1,3-facher Lange (Genotyp D, NCBI
Genbank Nr. V01460, Galibert et al. 1979 [99]).

Bei der Auswahl der Primer wurde darauf geachtet, dass ausschlie3lich im Leserahmen
der Polymerase (P-ORF) ein Aminosdurenaustausch generiert wurde und weitere,

Uberlappende ORFs unbeteiligt blieben.

Wahrend der Hybridisierung binden die beiden komplementaren Oligonukleotide an die
entsprechend komplementare Sequenz des Plasmids. Dabei besteht an der Position der
spateren Mutation ein ,mismatch” zwischen Primer und Plasmid-Sequenz. Im Rahmen
der Amplifikation entstehen neue DNA-Molekile mit der gewiinschten Nukleotidmutation.
Um die in die Reaktion eingesetzte Input-DNA (aus Bakterienplasmiden) von den neu
synthetisierten DNA-Strangen zu trennen, macht man sich die Eigenschaft von Bakterien
zunutze, ihre DNA zu methylieren. Die neu synthetisierte DNA enthdlt im Gegensatz dazu
keine Methylreste.

Die Restriktionsendonuklease Dpnl verdaut selektiv methylierte DNA. Durch einen Dpnl-
Verdau bleiben nur die neuen DNA-Plasmide mit der gewiinschten Mutation Ubrig, diese

kénnen dann wiederum in kompetente Bakterien transformiert werden.

46



Der Reaktionsansatz fur die Mutagenese wurde wie folgt vorbereitet:

5,0 ul 10 x PCR Puffer
1,0l dNTPs (je 12,5 mM)
2,0 ul Primer (forward)
2,0 ul Primer (reverse)
1,0 ul Pfu-Polymerase (proof-reading)
20,0 ng ptHBV1.3- Plasmid
ad 50,0 ul ddH,0

Die Reaktion durchlief 16 Zyklen nach folgendem Temperaturprogramm (initiale

Denaturierung sowie abschlieRende Elongation Il nur einmal):

1. Initiale Denaturierung 94<C 2:00 min
2. Denaturierung 94<C 0:30 min
3. Hybridisierung 60C 1:30 min
3. Elongation 68T 15:00 min
4. Elongation |l 68T 10:00 min

Zur spateren Kontrolle wurde in der Mutagenese-PCR ein Reaktionsansatz, in dem die
proof-reading Polymerase durch ddH,0 ersetzt worden war, mitgefihrt.
Nach Abschlull der PCR wurden 10 pl der Probe auf ein Agarosegel (1%, mit

Ethidiumbromid) aufgetragen und analysiert.

Fur den anschlieenden Dpn | - Verdau wurde folgender Ansatz bereitet:

10,0 pl Mutagenese-PCR Produkt
2,0 ul Dpnl Puffer
1,0 ul Dpnl
7,0 ul ddH,0

Der Verdau lief fir 2 h bei 37, danach wurden 10 pul des Ansatzes in kompetente TOP
10 E.coli transformiert. Dabei konnte anhand folgender transformierter Kontroll-Ansatze
der Erfolg der Mutagenese und des Dpnl Verdaus Uberprift werden:

a) ptHBV1.3; + Polymerase; + Dpnl (HBV-Amplifikat mit gewiinschter Mutation)

b) ptHBV1.3; O Polymerase; + Dpnl (Dpn | Verdau — Positivkontrolle)

¢) ptHBV1.3; O Polymerase; [ Dpnl (entspricht Menge an eingesetzter Input-DNA)
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Nach einem analytischen Restriktionsverdau (zur Kontrolle der richtigen GréRRe der

Amplifikate) erfolgte die Kontroll-Sequenzierung der neu synthetisierten DNA.

Plasmid Maxi Praparation

Mittels Maxi-Préaparation konnten gréRere Mengen an Plasmid-DNA gewonnen werden.
Dazu wurden 250 ml Ampicillin-LB-Medium mit HBV-transformierten E.coli angeimpft und
inkubiert. Fir die Plasmid-Extraktion aus den Zellen wurde das Plasmid Maxi Preparation
Kit von Qiagen (Hilden) verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden gemal Herstellerprotokoll

durchgefhrt.

Zellkultursysteme und -experimente

Die Phanotypisierung von HBV-Mutanten erfolgte im Zellkultursystem.

Diese Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einem getrennten Bereich des
Labors mit autoklavierten Losungen und Materialien durchgefihrt. Alle Zellen wurden in
Inkubatoren bei 37°C und 5% CO , gehalten. Das Standardmedium fur Zellen war DMEM,
mit 1% nicht-essentielle Aminosauren, 1ImM Pyruvat, 10% fetalem Rinderserum (FBS,
hitzeinaktiviert bei 56C), 100pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin. Der Zustand der
Zellen wurde jeden Tag unter dem Mikroskop beurteilt.

Um die Sensitivitat bestimmter HBV-Varianten gegeniber antiviralen Medikamenten in
vitro zu testen, wurden C3A-Zelllinien mit mutierten HBV-Genomen transfiziert. Die
gewlnschte Mutation war durch gerichtete Mutagenese in das Plasmid ptHBV1.3
eingefligt worden. Zur Vergleichskontrolle wurde ein Teil der Zellen mit unveréndertem
ptHBV1.3 transfiziert, der Referenzsequenz fur HBV-Wildtyp Genotyp D. In der Zellkultur
wurden die transfizierten Zellen den Nukleosidanaloga ausgesetzt. Anhand von viralen
Partikeln im Zelliberstand und replikativen Intermediaten im Zellinneren konnten
Ruckschlisse auf die Medikamentenwirksamkeit bei der jeweiligen HBV-Mutante im

Vergleich zum HBV-Referenzstamm gezogen werden.

Transfektion

C3A-Zellen wurden in 75 cm? Kulturflaschen geziichtet, bis sie nahezu konfluent
gewachsen waren. Der Zellrasen wurden mit 0,05% EDTA-Trypsin vom Flaschenboden
abgeldst, die Zellen vereinzelt, und je nach Bedarf mit neuem Medium auf 1:10 oder 1:5

verdinnt. Die Transfektionen wurden in 6-well-Platten durchgefiihrt. Nach dem
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Ausplattieren der Zellsuspension, wurden die Platten 24 h im Inkubator belassen, um das

erfolgreiche Absetzen der Zellen zu ermdglichen.

Sobald die Zellen eine Dichte von ca. 60% erreicht hatten, erfolgte die Transfektion. Die
Aufnahme der HBV-DNA in die Zellen wurde durch FUGENE 6 (Roche, Mannheim)
vermittelt, einem Transfektionsreagenz auf Lipidbasis. Pro well wurden 4 pg HBV-DNA
transfiziert. Um die Effizienz der Transfektion zu Uberprifen, wurde zuséatzlich GFP-DNA
(green fluorescent protein, GFP) beigeflgt, die zusammen mit der HBV-DNA in die Zellen
aufgenommen wurde. Unter dem Fluoreszenzmikroskop konnte so der Prozentsatz der
erfolgreich transfizierten Zellen abgeschatzt werden, dieser lag in der Regel zwischen 20-

30%. Der Transfektionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

4,0 ug HBV-DNA

0,15 ug GFP-DNA

10,0 ul FUGENE 6
190,0 pl DMEM Medium ohne Zusétze

Der Ansatz inkubierte 15 min bei Raumtemperatur und wurde danach dem auf den Zellen
vorliegenden Kulturmedium beigefiigt. Nach 24 h erfolgte die DNAse-Behandlung der
Zellen, um Uberschissige Plasmid-DNA im Zelliberstand zu entfernen. Dazu wurde das
Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit DNAse | (Roche, Mannheim) Uberschichtet und 2

h im Brutschrank inkubiert. Der DNAse-Ansatz bestand aus:

200 pg/mi DNAse |
20 mM MgCl,
in DMEM-Medium

Um in jedem well die gleiche Anzahl transfizierter Zellen zu kultivieren, wurden die

C3A-Kulturen nach der DNAse-Behandlung trypsiniert, gemischt und auf 12-well-Platten

uberfihrt.

Behandlung der Zellen mit Nukleosidanaloga

Um die Auswirkungen von Adefovir, Tenofovir und Lamivudin auf die Virusreplikation von
verschiedenen HBV-Mutanten zu untersuchen, wurden die transfizierten Zellen fir 6 Tage
mit den entsprechenden Nukleosid/tidanaloga inkubiert. Danach erfolgte die Ernte der

Zellen. Mittels PCR konnte HBV-DNA aus viralen Partikeln im Zelliberstand bestimmt
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werden. Intrazellulare replikative Intermediate wurden durch einen Southern Blot
nachgewiesen.

Jede HBV-Mutante wurde mit aufsteigenden Konzentrationen an Adefovir, Tenofovir (0,5 /
1,0/3,0/5,0/10,0 pM) und Lamivudin (0,1 / 0,35/ 1,0/ 3,0 uM) behandelt, ein well blieb
jeweils frei von Medikamenten. Da Lamivudin in der Regel auch bei Vorliegen von ADF-
oder TNF-Resistenzmutationen wirksam blieb, diente es in dieser Versuchsanordnung als
Kontrolle.

Die bendtigten Mengen an DMEM-Medium wurden im Voraus mit den entsprechenden
Medikamenten versetzt, um Konzentrationsschwankungen zu vermeiden. Der Wechsel

des Kulturmediums erfolgte taglich.

Ernte der Zelliberstande

Nach 6 Tagen Behandlung wurden die Zelliberstande (je 1 ml) gewonnen und fiir 5 min
bei 6000 rpm und 4T von freien Zellen und Zelltrim mern geklart. In den Zelliiberstand
sezernierte Virionen und subvirale Partikel wurden dadurch nicht beeintrachtigt. Um die
virale DNA aus den Virionen freizusetzen, wurde ein Proteinase K-Verdau mit 30 pg
Enzym durchgefiihrt. Der Verdau lief 2 h bei 56C, d anach erfolgte die Inaktivierung des
Enzyms durch Erhitzung der Proben fur 10 min auf 95<C.

Die DNA wurde mittels PCR semi-quantifiziert. Der Reaktionsansatz wurde wie folgt

vorbereitet:

5,0 ul 10 x PCR Puffer
0,5 ul dNTP-Mix (je 12,5 mM)
2,0 ul Primer 67+ (10 pmol)
2,0 ul Primer 1121- (10 pmol)
0,5 ul Tag DNA-Polymerase
5,0 ul Probe

ad 50,0 pl ddH,0

Die Reaktion lief insgesamt tiber 30 Zyklen nach folgendem Programm. Nach 10 Zyklen

wurde die Dauer der Elongation auf 3:30 min erhoht, im letzten Zyklus betrug sie 10 min.

1. Denaturierung 94<C 40 sec
2. Hybridisierung 60C 90 sec
3. Elongation 70C 120 sec

50



Ernte der Zellen

Der Zellrasen wurde mit PBS Uberschichtet und gewaschen, anschlieBend mit 200 ul NP-

40 Lysepuffer pro well geldst und in ReaktionsgefalRe Uberfihrt.

NP-Losepuffer: 50 mM Tris-HCI, pH 8
1 mMm EDTA 0,5M
1% NP-40
in ddH,0

Die Zellsuspension wurde bei 6000 rpm und 4<C fir 1 0 min von Zelltrimmern geklart. Um
die zellassoziierte Input-DNA aus der Transfektion zu eliminieren, wurde ein DNAse-
Verdau mit 20 mM MgCl, und 200 pg/ml DNAse | fir 30 min bei 37<C durchgefi hrt. Die
Reaktion wurde mit 20 ul EDTA 0,5 M gestoppt. AnschieRend wurde die virale DNA durch

einen Proteinase K-Verdau freigesetzt.

Phenol-Chlorophorm Extraktion

Die aufgereinigte Zellsuspension wurde mit 1 ml Phenol (Biomol, Hamburg) gemischt.
Dabei verblieb die DNA in der wassrigen Phase, die restlichen Proteine sammelten sich in
der Phenol-Phase. Durch kurze Zentrifugation bei Raumtemperatur konnten beide Phase
voneinander getrennt werden. Die wassrige Phase wurde vorsichtig abpipettiert und mit 1
ml Chloroform (J.T.Baker, Griesheim) versetzt, um Reste des Phenols zu entfernen. Nach
kurzer Zentrifugation bei Raumtemperatur wurde die wassrige Phase erneut
abgenommen. Es folgte ein Fallungsschritt mit 1,2 ml eiskaltem Ethanol und 60 pl 3M
NaAc. Der Ansatz inkubierte 1 h bei - 80C, danach wurde die DNA fiir 1h bei 13200 rpm
und 4<C pelletiert. Restliche Flussigkeit wurde im Speedvac (15 min, 30C) verdunstet,
die DNA anschlie3end in 20 pl ddH,0 aufgenommen.

Southern Blot

Replikative HBV-Intermediate aus den transfizierten Zellen wurden mittels eines Southern
Blots detektiert. Bei diesem Verfahren wird elekrophoretisch aufgetrennte, virale DNA mit
einer radioaktiv markierten Sonde hybridisiert und kann dadurch spezifisch nachgewiesen
werden. Dafur wurden 10 ul der extrahierten DNA-Intermediate auf einem 1% ,low-melt”
Agarosegel aufgetragen. DNA-Mengenstandards von 10° 10’ und 10® GE ermdglichten

eine spatere Quantifizierung der Proben. Nach der elektrophoretischen Auftrennung
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wurde das Gel kurz in ddH,0 gewaschen und fir 30 min in 0,2 M HCL inkubiert, um die
DNA zu depurinieren. AnschlieRend folgte die Denaturierung der DNA fir 45 min in der
dafur vorgesehen Denaturierungslosung. Nach einem kurzen Waschschritt in ddH,0,

wurde das Gel fir 45 min neutralisiert. Auch diese Ldsung wurde mit ddH,0

abgewaschen.
Denaturierungslosung 1,5 M NaCl

0,5 M NaOH pH 14,0
Neutralisierungslésung 1,0 M Tris-HCI

1,5 M NacCl pH 7,5

Die DNA aus dem Agarosegel wurde Uber Nacht mittels Kapillartransfer auf eine
Nylonmembran (Hybond N; Amersham, Freiburg) Ubertragen.

Nach Beendigung des Blots wurde die Membran an der Luft getrocknet. Die Fixierung der
DNA erfolgte durch UV-Bestrahlung der Membran im Stratalinker (Stratagene,
Niederlande).

Um die unspezifische Bindung der radioaktiven Sonde an die Membran zu reduzieren,
wurde diese zunachst prahybridisiert. Dazu wurde die Membran in einen hohen
Hybridisierungskolben geschoben und mit 10 ml PreHyb-Lésung (BD Biosciences,

Heidelberg) zwei Stunden lang bei 65T inkubiert.

Herstellung einer radioaktiven Sonde

Fur die Herstellung der radioaktiven Sonde war ein der zu detektierenden DNA quasi
homologes Aquivalent nétig, dazu diente in diesem Fall das Plasmid ptHBV1.3. Durch
einen Restriktionsverdau mit Nco | wurde das gesamte HBV-Genom aus dem Vektor

freigesetzt und konnte fir die Herstellung der Sonde genutzt werden.

50 ng der HBV-DNA aus dem Vektor wurden auf ein Endvolumen von 45 pl mit TE-Puffer

verdinnt.

TE Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8,1
1 mMEDTA

Die DNA wurde fir 5 min bei 99T denaturiert und un mittelbar danach auf Eis gestellt, um

eine Renaturierung des Doppelstranges zu verhindern.
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Nach der Denaturierung wurde die HBV-DNA in ein Readyprime Tube (Readyprime Il
Random Prime Labeling System, Amersham, Heidelberg) tberfuhrt, in dem eine DNA-
Polymerase und dNTPs vorlagen. Nach Zugabe von 5 ul des radioaktiven Nukleotids (**P-
dCTP) wurde der Ansatz fir 30 min bei 37T inkubiert. In dieser Zeit fand die Synthese
des komplementaren, mit **P-dCTP markierten DNA-Stranges statt. Die Reaktion wurde
anschlielend mit 5 pl 0,2 M EDTA beendet.

Um Uberschiissige Nukleotide aus dem Reaktionsmix zu entfernen, wurde der Ansatz 2
min bei 3000 rpm durch einen Filter zentrifugiert. Die Aktivitat der Sonde wurde mittels
eines Szintillationszéahlers tberprift. AnschlieBend wurden 100 ul DNA aus Kélberthymus
zugefigt, dadurch konnten unspezifische Bindungen der Sonde an die Nylonmembran
reduziert werden. Zum Schluss wurden die DNA-Doppelstrdnge durch Erhitzen

denaturiert (s.0).

Hybridisierung der Membran und Auswertung der Signale

Die radioaktive Sonde wurde mit 10 ml Pre-Hyb-L6sung gemischt, die Hybridisierung der
Membran erfolgte fir 10 h bei 65C. Durch zwei Wasc hschritte (30 min bei 65T mit
Waschlésung 1; 30 min bei Raumtemperatur mit Waschlosung 2) wurde die ungebundene

radioaktive Sonde zusammen mit der Pre-Hyb-Lésung von der Membran entfernt.

Waschlésung 1 10 % 20 x SSC
1% SDS

Waschlésung 2 1% 20 x SSC
0,5 % SDS

Nach Exposition der Phosphoimager-Platte mit der Membran wurden die Signale am
Phosphoimager (Fujix Bas, Raytest, Straubenhardt) ausgewertet und mit der zugehérigen
Software (AIDA, Raytest) quantifiziert.
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[Il. ERGEBNISSE

Aus den Seren der Blutproben von 14 Patienten mit chronischer Hepatitis B wurde HBV-
DNA extrahiert und mittels PCR amplifiziert. Die Sensitivitat dieser PCR lag bei 107
GE/ml, so war auch bei HBV-Proben niedrig virAmischer Patienten noch eine Klonierung
und Sequenzierung mdglich. Durch die hohe Sensitivitat der PCR wurde gewahrleistet,
dass auch minore HBV-Minorpopulationen aus dem Serum der Patienten noch erfolgreich

amplifiziert und untersucht werden konnten.

1kb DNA 10° 10° 10* 10° GE
Ladder

10kb
8kb
6kb
4kb

=
2kb

1kb

Abb. 3.1 Sensitivitat der Full-Length-PCR zur Amplifikation der vollstandigen HBV-Genome.
Als Mengenstandard diente das Plasmid pTHBV1.3 (HBV Wildtyp, Genotyp D).

Nach durchlaufener Reaktion wurden die PCR-Produkte gereinigt und in Ampicillin-
Resistenz vermittelnde ®4-TOPO ®-Vektoren kloniert. Diese Plasmide wurden in Top10-
Bakterien transformiert. Durch dieses Vorgehen konnte man davon ausgehen, dass jede
Kolonie (CFU, colony forming unit) aus einem Bakterium hervorging, das ein einzelnes
Plasmid aufgenommen hatte. Da jedes Plasmid in der Regel ein HBV-Genomamplifikat
enthielt, entsprach die aus einer CFU isolierbare HBV-DNA mit hoher Wahrscheinlichkeit
genau einem Virusgenom-Molekil. Dadurch konnten verschiedene in einem Wirt
vorhandene HBV Genome parallel analysiert und verglichen werden. Die Auftrennung und
Untersuchung der einzelnen HBV-Genome gab so Aufschlufl3 tber die in einem Wirt
vorhandenen HBV-Subpopulationen.

Um zu kontrollieren, ob auch minore HBV-Populationen aus dem Serum der Patienten
mittels dieser Methode noch erfasst werden konnten, wurden definierte Konzentrationen
an HBV-DNA (1 HB Virus = 1 Genomaquivalent, GE) in kompetente E.coli transformiert,
ausgestrichen und die resultierenden Kolonien ausgezahlt. Als Vektor diente dabei das

Plasmid pTHBV1.3 mit einem 1,3-fach tberlangen HBV-Genom.
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Es zeigte sich, dass auch bei geringen HBV-DNA Mengen im Transformationsansatz
noch ausreichend CFU gebildet wurden. Dies bedeutete zum einen, dass auch minore
HBV-Populationen aus einem Patientenserum noch amplifiziert und kloniert werden
konnten. Andererseits wurde deutlich, dass die Analyse aller in einem Individum
vorhandenen HBV-Quasispezies mit groBem Aufwand verbunden wére — pro Patient
missten 500 - 1000 CFU kloniert und sequenziert werden, um ein reprasentatives Bild
der Zusammensetzung der HBV-Populationen zu gewinnen.

Durch die Beschrankung auf ca. 5 Klone pro Patient und Zeitpunkt wurde demnach mit
sehr hoher Wahrscheinlichkeit die jeweils vorherrschende, majore HBV-Populationen
erfasst. Auch minore Viruspopulationen konnten analysiert werden, allerdings wird das
wirkliche Verhaltnis der einzelnen Quasispezies zueinander nicht reprasentativ
wiedergeben worden sein. Es gilt also: eine majore Population wird als solche zu
erkennen sein, minore Viruspopulationen werden stichprobenartig erfasst, jedoch nicht in

ihrer Vollstandigkeit.

Von jedem Patienten wurden zwischen 4 und 7 Klone aus der Serumprobe vor Adefovir-
Therapiebeginn (Zeitpunkt 0, baseline) und ebenso nach mehreren Monaten
Adefovirtherapie analysiert (Behandlungsdauer insgesamt zwischen 17 und 31 Monaten).
Die CFU wurde in Flissigmedium angezichtet und im Mini-Praparationsverfahren die
gesamte Plasmid-DNA der Bakteriensuspension extrahiert. Die Vollstandigkeit des HBV-
Genomes konnte mit einem analytischen Restriktionsverdau Uberpriuft werden. Danach
erfolgte die Sequenzierung der RT-Domane der HBV-Polymerase, wodurch ebenfalls das
Gen des Uberlappenden kleinen Hullproteins, HBsAg, analysiert werden konnte.

Die RT-Domane der Polymerase wurde in mehreren Fragmenten sequenziert und anhand

der Sequenz der Uberlappenden Enden zusammengefiigt. Die vollstandigen Sequenzen

55



der RT-Doméane wurden mit den jeweiligen Referenzgenotypen verglichen (siehe dazu
auch Zollner et al., 2004 [108]); Genotyp A: NCBI Genbank Nr. V00866 [98]; Genotyp D:
NCBI Genbank Nr. V01460 [99], Genotyp G: NCBI Genbank Nr. AF160501[100]. Gegen
die Referenzgenotyp-HBV-Stamme ist Adefovir wirksam [138].

Die phylogenetischen Baume und Netzwerke der HBV Sequenzen wurden von Dr. Arne

Ludwig am Leibniz-Institut fir Zoo- und Wildtierforschung in Berlin erstellt.

Korrelation von HBsAg und HBV-DNA im Serum

Von allen 14 Patienten wurden weiterhin in regelmafigen Intervallen innerhalb des

Beobachtungszeitraumes HBsAg-Titer bestimmt (Diagnostiklabor des Instituts fur

Medizinische Mikrobiologie, Virologie und Hygiene am Universitatsklinikum Hamburg-

Eppendorf).
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Abb. 3.3 Korrelation von HBsAg und HBV-DNA Titer. Insgesamt wurden 186 Werte aus 14

Patienten miteinander verglichen.

Obwohl die HBsAg-Bestimmung grofRe klinische Bedeutung besitzt, korrelierten hohe
HBsAg-Spiegel nicht mit hohen HBV-DNA-Titern und umgekehrt. Die niedrigsten HBSAgQ-
Werte wurden zwar bei Patienten bestimmt, die zum selben Zeitpunkt auch eine niedrige
Viramie aufwiesen, im mittleren Wertebereich war jedoch kein deutlicher Zusammenhang
der beiden Parameter erkennbar.

Bei einem langerfristigen Therapieerfolg sinken in der Regel neben dem DNA-Titer auch
die HBsAg-Werte. Dies trifft sowohl auf Interferon, als auch auf Lamivudin bzw. Adefovir

[101] zu, allerdings kann dieser Zusammenhang unter Behandlung mit Interferon
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deutlicher und schneller beobachtet werden als unter Nukleosidanaloga [102]. Da bei
Therapie mit letzteren der Abfall des HBsAg vergleichsweise verzégert und wesentlich
langsamer erfolgt, kann der HBsAg-Wert nicht als verlasslicher Indikator des
Behandlungserfolges herangezogen werden; er kann eventuell ein pradiktiver Faktor fur
mangelndes Ansprechen auf antivirale Therapie sein [103]. Der HBsAg-Wert eignete sich

demnach in erster Linie zur Verlaufsbeobachtung.

Patient 1

Infektion und Verlauf

Bei diesem 41-jahrigen Mann liegt eine Infektion mit Genotyp A, Serotyp adw?2 vor.
Der Patient wurde bis unmittelbar vor Beginn der Adefovirtherapie mit Lamivudin
behandelt.

ADF-Therapiebeginn /

Sequenzierung (a) Sequenzierung (b)
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Abb. 3.4 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 1. Die Dokumentation begann

18 Monate vor Beginn der Adefovirtherapie und verlief insgesamt iber 5 Jahre. Die
beiden Zeitpunkte, zu denen Klonierung und Sequenzierungen durchgefihrt
wurden, sind durch schwarze Pfeile markiert. Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 21

Monate.

Nachdem der HBV-DNA Titer unter Behandlung mit Lamivudin zwar um zwei Logstufen
fiel, mit Uber 10° GE aber trotzdem vergleichsweise hoch blieb, kam es unter Adefovir zu
einem viralen Titeranstieg von 1 Logstufe — die Therapie blieb unwirksam. Der weitere
Behandlungsplan des Patienten nhach Marz 2005 ist nicht bekannt, wahrscheinlich erfolgte
der Wechsel auf ein anderes, neueres Nukleosidanalogon. Im Zeitraum von Marz 2005

bis Januar 2007 kam es erstmals im Beobachtungszeitraum zu einem deutlichen
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Titerabfall, schlie8lich bis unter die Nachweisgrenze, die neue antivirale Therapie zeigte
Erfolg. Bei diesem Patienten wird damit gleichzeitig deutlich, welch hohe Anspriiche an
eine erfolgreiche antivirale Therapie beziglich des HBV-DNA-Titerabfalls gestellt werden
darfen.

Der Verlauf des HBsAg korrelierte bei diesem Patienten in etwa mit dem DNA-
Titerverlauf, wobei es allerdings bereits nach neun Monaten Adefovirtherapie zu einem
Abfall um 200 mE/ml kam, ein Trend der sich 21 Monate nach Beginn der Adefovirgabe
parallel zum Abfall des HBV-DNA-Titers fortsetzte. Im Januar 2007 war kein HBsAg mehr
nachweisbar (< 5 mg/ml).

Sequenzierung der Klone

Die Sequenzierung der RT-Region der viralen Polymerase ergab folgende

Mutationsprofile in den verschiedenen Klonen:

Patient 1
Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 21 Monaten (b)
Klon4 |Klon5 Klon7 Klon9 Klon 10 Klon1l |Klon7 Klon10 |Klon13 |Klon 14
R55H 153V
D 83N S57P
V173L AG2T
L180M |L180M [L180M |L180M (L 180 M S85T
M204V |M204V [M204V |M204V |M 204V Y141 H
D 263 N S167 R
H271Q |H271Q|H271Q |H271Q |H271Q A181T
V 190 M
S256 G
H271Q
Tab. 3.1 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Doméne) nachgewiesenen

Mutationen bei Patient 1 — vor und 21 Monate nach Beginn der Behandlung mit
Adefovir. Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach 21
Monaten bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau: Mutationen, die unter

der Therapie mit Adefovir neu auftraten.

Zum Ausgangszeitpunkt lieRen sich in der gesamten Viruspopulation die Mutationen
rtM204V und rtL180M nachweisen, dabei handelt es sich um ein typisches Lamivudin-

Resistenzprofil. Zuséatzlich zeigten alle untersuchten Genome eine weitere Mutation,
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rtH271Q, die in keinem bekannten Zusammenhang zu Lamivudin-Resistenzen steht. Bei
einem Klon trat zusatzlich die Mutation rtvV173L auf, die zwar keine Resistenz vermittelt,
aber kompensatorisch die durch das verdnderte YMDD-Motiv beeintrachtigte
Replikationsfahigkeit des Virus wiederherstellt (Delaney et al 2003 [72]).

Nach ca. zwei Jahren Adefovirtherapie liel3en sich bis auf eine Ausnahme keine dieser
Mutationen mehr in der viralen Population nachweisen. Lediglich rtH271Q fand sich bei
einem Klon, der bis auf diese Abweichung vdllig mit der Referenz-Sequenz
Ubereinstimmte. Bei den restlichen vier Klonen konnten verschiedene vereinzelte
Mutationen nachgewiesen werden, keine davon trat bei mehr als einem Klon auf. Bis auf
rtA181T bei Klon 13 (b) ist bei keiner dieser Mutationen ein Zusammenhang mit

Adefovirresistenz bekannt.

Phylogenie
66| 1ad
35 la7
86 1a9
24 1a10
73
1a5
1b14
1b7
1bl
62 1b10
56 1b13
0.002
Abb. 3.5 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 1. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 1a: Klone von Patient 1 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 1b: Klone von Patient 1 nach 21 Monaten Adefovirtherapie

Bei diesem Patienten lieRen sich die Populationen von (a)- und (b)-Klonen phylogenetisch
auftrennen. Klon 14 (b) stand den viralen Subpopulationen vor Beginn der ADF-Therapie
(@) genetisch naher als den restlichen (b)-Klonen. Alle anderen Klone lieRen sich
eindeutig in zwei Gruppen einordnen und demonstrierten so die deutlichen Unterschiede
in den Populationen vor und 21 Monate nach Beginn der ADF-Therapie.

Die (a)-Populationen schienen ihren Ursprung in der von Klon 5 (a) reprasentierten

Subpopulation zu haben. Klon 4 und 7 (a) wiesen eine enge Verwandschaft auf, wahrend
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Klon 9 (a) sich von dem urspriinglichen, genetischen ,Vorfahrensvirus® am weitesten
entfernt hatte.

Die virale Population hatte unter Adefovir die charakteristischen Lamivudin-
Resistenzmutationen verloren und — indem unter Selektionsdruck und durch natirliche
Variabilitat neue Varianten entstanden — sich im Vergleich zu der urspriinglich
vorhandenen Viruspopulation weiterentwickelt. Allerdings fand sich nur in einem von funf
untersuchten Klonen eine bekannte, mit ADF-Resistenz in Zusammenhang stehende
Mutation, rtA181T. Der Anstieg des viralen Titers unter der Therapie lie3 das Aufkommen
von Adefovir-resistenten HBV-Stammen vermuten; doch schienen in der viralen
Population kaum bekannte resistenzvermittelnde Mutationen vorzukommen. Diese sollten
aufgrund des Selektionsvorteils erwartungsgemaf rasch die dominante Variante im
viralen Pool des Patienten bilden. So eine Variante herrschte hier nicht vor. Demnach
erscheint fraglich, ob das Therapieversagen in diesem Fall auf eine einzige

resistenzvermittelnde Mutation in der RT-Doméne der Polymerase zurlckzufihren ist.

Patient 2

Infektion und Verlauf

Es handelt sich um einen 20-jahrigen Patienten, bei dem es unter Adefovirtherapie im
Verlauf von 18 Monaten nach einem kurzen, initialen HBV-Titeranstieg zu einem Abfall
der Viruslast um drei Logstufen kam. 18 Monate nach Beginn der ADF-Therapie erreichte
der HBV-Titer 10° GE/ml und schien sich auf diesem Niveau zu stabilisieren; auch ein
Jahr spater hatte sich dieser Wert noch nicht verandert. Im Gegensatz zu der hohen
Viramie, die unter der vorhergehenden Lamivudintherapie bestand, lag nun zwar eine
deutliche Besserung vor — da der Titer jedoch nicht unter 10* GE/ml sank und damit iiber
der Nachweisgrenze blieb, konnte innerhalb von 18 Monaten Behandlung mit Adefovir per

definitionem kein vollstandiger Therapieerfolg erzielt werden.
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Abb. 3.6 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 2. Die Dokumentation begann

13 Monate vor und wurde bis 30 Monate nach Beginn der Adefovirtherapie
fortgefuihrt. Die beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und Sequenzierungen
durchgefuhrt wurden, sind durch schwarze Pfeile markiert. Zeit zw. 1. und 2.

Sequenzierung: 18 Monate.

Bereits ein halbes Jahr vor Beginn der ADF-Therapie begann das HBsAg kontinuierlich
anzusteigen und erreichte ein Jahr nach Beginn derselben sein Maximum. HBsAg und
DNA-Titer verhielten sich hier gegensétzlich. Die Adefovirtherapie zeigte zwar Wirkung,
wie aus dem Abfall des viralen Titers deutlich wurde — dennoch gelang es nicht, die
Viruslast bis unter die Nachweisgrenze zu senken. Dieser Patient wurde bis mindestens
Méarz 2007 mit Adefovir behandelt. Es lag eine HBV-Infektion mit Genotyp D vor, vor ADF-
Therapiebeginn fand sich der Serotyp ayw?2, nach 18 Monaten Therapie ayw4.
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Sequenzierung der Klone

Patient 2

Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 18 Monaten (b)

Klonl |Klon3 Klon4 Klon6 Klon11l Klonl |Klon2 Klon3 Klon7 Klon9

S21A |S21A |S21A |S21A |S21A |S21A |S21A |S21A |S21A |S21A

F88S Y54H |Y54H |Y54H |[Y54H |Y54H
L102J L8OV L8OV
L122F |L122F [L122F |L122F |L122F LO1l LO11 LO1lI

N123D |N123D [N123D |N123D |[N123D|L122F |L122F |L122F |L122F |L122F
N124H |N124H [N124H|N124H |[N124 H|N124H [N124H|N124H [N124H |N 124 H
P130Q |P130Q [P130Q |P130Q [P130Q|P130Q [P130Q |P130Q [P130Q |P 130Q
D131N|D131 N |D131N D131N|D131N|D131N|D131N|D131N|D 131N
D134 N|T150Q
Y135S |[Y135S |Y135S [Y135S |Y 135S V173L |V173L V173 L
Y 203 S L180M
V2081 [M2041 (M2041 [{M2041 |[M2041 |M 2041
S213T 1233V |1233V [1233V |1233V [1233V
S219A G251S
N248H |N248H |N248H |N248H |[N248H|E263D |[E263D |[E263D [E263D |E 263D
E263D |E263D |[E263D |E263D [E263D |E271D E271D
K270 T 1278V |1278V [1278V |1278V |[1278V
1278V 1278V |[1278V |1278V |[I1278V

Tab. 3.2 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Domine) nachgewiesenen
Mutationen bei Patient 2 — vor Behandlung mit Adefovir und 18 Monate nach
Therapiebeginn. Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach
18-monatiger Adefovir-Behandlung bei keinem Klon mehr nachweisbar waren.

Blau: Mutationen, die unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.

Auch bei diesem Patienten schloss sich die Adefovirtherapie unmittelbar an eine
Lamivudinbehandlung an. Dennoch waren keine bekannten, mit Lamivudinresistenz
assoziierten Mutationen in der viralen Ausgangspopulation nachweisbar. Die einzige
Mutation in dem fur Lamivudinresistenz kritischen YMDD-Motiv fand sich bei Klon 3 (a),
(rtY203C).

Besonderes Augenmerkt verdiente das Auftreten der Mutation rtM204I bei allen nach 18-
monatiger Therapie untersuchten Klonen, da diese Veranderung im aktiven Zentrum der

RT-Domane keine Resistenz gegenuber Adefovir, wohl aber gegen Lamivudin vermittelt.
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Bei drei Klonen trat zusatzlich die Mutation rtV173L, bei einem weiteren rtL180M auf.
Auch diese Mutationen treten bevorzugt unter Lamivudintherapie auf.

Von dem selben Patienten wurden zum Zeitpunkt O (vor Therapiebeginn) und 10 (10
Monate nach Beginn der Behandlung mit Adefovir) zuséatzlich Direktsequenzierungen aus
entsprechenden PCR-Produkten am Institut fir Medizinische Mikrobiologie, Virologie und
Hygiene des Universitatsklinikums Eppendorf durchgefiihrt. Dabei wurde jeweils ein ca.
150 Aminosauren langes Fragment der RT-Domane untersucht. Die Sequenzen der funf
(a)-Klone stimmten mit der Direktsequenzierung zum Zeitpunkt O erwartungsgeman
Uberein. Auch nach 10 Monaten ADF-Therapie konnten die Mutationen rtM2041 sowie
1233V nicht durch Direktsequenzierung nachgewiesen werden. Sie schienen also noch
nicht in der HBV-Majorpopulation des Wirts vorhanden gewesen zu sein, ansonsten
héatten sie bei diesem Verfahren erfasst werden mussen.

18 Monate nach Beginn der ADF-Therapie fanden sich rtM2041 und rtI233V durchgangig
bei allen Klonen. Die Lamivudinresistenz-Mutation trat hier also frihestens 10 Monate

nach Beendigung der Lamivudintherapie auf.
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Z2ad EIFCHGHGTMONLEDRCEEMN g :EE1 HETEA ICOWVERASCPFHOLAFACHMDLE WL SLEI
2=d FEIFLHOHGETMONLHGSC S RN EM EELY ETEAICASVVERAFFHCOILAFAYMIODEW L SLET
2as BEIFCHOGHGTMODLEDIECEEM MG :EE1] HETEAICOWVERACPHCOLAEFAYHMDLWL S1LEI
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Abb. 3.7 Vergleich der Sequenzen von Patient 2 vor und 10 sowie 18 Monate nach Beginn

der Adefovirtherapie. Sequenzen aus Klonierung sowie Direktsequenzierung. Ref.:
Referenzgenotyp; DS-0: Direktsequenzierung zum Zeitpunkt 0; DS-10:
Direktsequenzierung 10 Monate spater; (a)-Klone: vor ADF-Behandlungsbeginn;
(b)-Klone: 18 Monate nach Beginn der ADF-Therapie
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Das Auftreten von Lamivudin-Resistenzmutationen Monate nach dem Absetzen dieser
Therapie erschien ungewohnlich, da rtM204I die Replikationsfahigkeit des Virus reduziert
und die Mutation daher schnell revertieren sollte. Trotz mdglicher Kompensation durch
rt173L bzw. rtL180M sollten diese Mutationen dem Virus unter Adefovir-Therapie keinen
Selektionsvorteil bieten, aus dem sich eine Majorpopulation entwickeln kénnte.

Alle untersuchten Klone wiesen nach Therapie zusatzlich rtl233V auf, eine mit
Adefovirresistenz einhergehende Variante. Obwohl diese Mutation auch natdrlich
vorkommt, schien sie in diesem Fall selektioniert worden zu sein. Eine andere Mutation,
rtL80V, wird sowohl im Zusammenhang mit Adefovir- als auch mit Lamivudinresistenz
diskutiert [104].

Die Positionen der RT-Domane, an denen sowohl bei den (a) als auch bei den (b)
Populationen Abweichungen bestanden (siehe Tab. 3.2, schwarz eingezeichnete
Mutationen) lagen grof3tenteils in den variablen Regionen des Enzyms, es kénnte sich

dabei um natirliche Polymorphismen handeln .

Phylogenie
2al
36 2a4
99 2a3
68 L ——— 2a6
2all
gr— 2bl
— 2b7
2b9
gg [ 2b2
5112b3
0.002
Abb. 3.8 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 2. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 2a: Klone von Patient 2 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 2b: Klone von Patient 2 nach 18-monatiger Adefovirtherapie

Anhand des gepaarten Auftretens der neu aufgetretenen Mutationen (rtL80V / rtE271D;
L91l / V173L) lag die Interpretation nahe, dass zum Zeitpunkt der zweiten Klonierung /

Sequenzierung mindestens zwei verschiedene Subpopulationen koexistierten. Bestatigt
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wurde dies durch die phylogenetische Analyse, die die Klone nach 18 Monaten ADF-
Therapie in zwei Gruppen einordnet (Klon 1 und 7 (b) stehen Klon 9, 3 sowie Klon 2 (b)
gegenuber).

Im phylogenetischen Netzwerk imponierten (a)- und (b)-Klone als zwei getrennte
Gruppen. Die (b)-Population nach Adefovirtherapie wies dabei einen gréR3eren Abstand
zum gemeinsamen genetischen ,Vorfahr-Virus® auf als die (a)-Klone. Ob die (b)-
Population aus der (a)-Gruppe hervorging, oder unabhangig von ihr bereits vor
Therapiebeginn als Minorpopulation koexistierte, konnte nicht endgultig beantwortet
werden — wobei die genetische Distanz zwischen den beiden Populationen und der

Wechsel des Serotyps von ayw2 zu ayw4 letzteres nahe legte.

Patient 3

Infektion und Verlauf

ADF-Therapiebeginn /

Sequenzierung (a) Sequenzierung (b)

1,00E+08 - * v 700
+ 650
1,00E+07 - 1 600
— 1,00E+06 -| T 550
E /.\. 1 500 =
W 1,00E+05 - T 450 E
o f\~./ | 400 @
< 1,00E+04 - + 350 £
= + 300 2
= <
<ZE 1,00E+03 - 1 388 £
T T
O 1,00E+02 - 1 150
1,00E+01 - 1 100
+ 50
1,00E+00 T T T T T T 0
Nov 01 Okt 02 Mai 03Sep 03Mrz 04 Okt 04 Jun 05 —e—Titer
HBsAg
Abb. 3.9 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 3. Die Dokumentation begann

ein Jahr vor Adefovirtherapie und wurde insgesamt 33 Monate fortgesetzt. Die
beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und Sequenzierungen durchgefihrt
wurden, sowie der Beginn der ADF-Therapie sind durch schwarze Pfeile markiert.

Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 24 Monate.

Dieser Patient, ein 39-jahriger Mann, infizierte sich mit HBV-Genotyp D. Vor Beginn der
Therapie mit Adefovir lag Serotyp ayw3 vor, nach zwei Jahren unter Adefovir Serotyp

ayw4, im Verlauf der ADF-Behandlung kam es also auch hier zu einem Serotypwechsel.
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Auch bei diesem Patienten ging eine Lamivudintherapie der Adefovirbehandlung direkt
voraus. Die Therapie mit Adefovir wurde bis einschlie3lich 2006 durchgefiihrt, danach
erfolgte die Umstellung auf Tenofovir. Wenige Monate nach Beginn der Therapie sank der
HBV-Titer unter die Nachweisgrenze, stieg innerhalb von 16 Wochen aber wieder
sprunghaft auf 10° GE/ml an und blieb im weiteren Verlauf auf dieser Ebene konstant. Bei
diesem Patienten kann also von initialem Behandlungserfolg mit Virdmie-rebound

gesprochen werden.

Der HBsAg-Spiegel folgt dem Trend des Titers mit leichter Verzdégerung. Im ersten Jahr
der Therapie fiel das HBsAg von 650 mE/ml auf 400 mE/ml und erreichte damit ein
konstantes Plateau. Insgesamt kam es unter ADF-Therapie zu einem HBV-DNA-
Titerabfall um eine Logstufe. Im Jahr vor Beginn der Adefovirgabe, also noch unter
Lamivudin, sank der virale DNA-Titer um 2 Logstufen, auch wenn mit tiber 10° GE/m
weiterhin eine hohe Viramie bestand. Der Titer folgte also bereits vor Behandlungsbeginn

mit Adefovir einem Abwartstrend.

Sequenzierung der Klone

Am Ende der Lamivudintherapie fanden sich bei allen Klonen die Resistenzmutationen
rtM2041 und rtL173V sowie zusatzlich, bis auf eine Ausnahme, rtL180M. rtM204l konnte
noch zwei Jahre nach Beendigung dieser Therapie nachgewiesen werden, ebenso, bei je
einem weiteren Klon, die Mutationen rtV173L sowie rtL180M. In der Regel kommt es kurz
nach Therapieende zum Verschwinden der Resistenzmutationen, da sie — z.B. bei einem
veranderten YMDD-Motiv — die Replikationsrate des Virus negativ beeinflussen. Hier
beobachtete man stattdessen eine Persistenz.

Zwei Jahre nach Beginn der Therapie mit Adefovir lie3 sich bei allen Klonen rtI233V, eine
Adefovir-Resistenzmutante, nachweisen. Das Aufkommen dieser Variante kdnnte den

Wiederanstieg des HBV-Titers nach anfanglichem Therapieerfolg erklaren.

66



Patient 3

Vor ADF-Behandlungsbeginn (a)

Nach 24 Monaten (b)

Blau:

Klon 4 Klon 5 Klon 9 Klon 12 HKlon 3 Klon 5 Klpn 6 K| lon7
116 T 116 T 116 T 116 T S21A
A38E A38E A38E A38E Y54 H
G127 R L80I L80I L80V
D131 N (D131 N (D131 N |D131N Y89 C
Q149P LO11l
V173L |V173L |V173L |V173L |L122F |L122F |L122F |L122F
L180M |(L180M |L180M |N124H |N124H |N124H |N124H
M2041 |(M2041 |M2041 |M2041 |P130Q [P130Q (P130Q |P130Q
P237H |P237H |P237H |P237H |[D131N |[D131N [D131N |[D131N
V173 L
L 180 M
M2041 |M2041 |(M2041 |M204I
1233V 1233V 1233V 1233V
E263D |E263D |E263D |E263D
E 271D
1278 V 1278 V 1278 V 1278 V
Tab. 3.3 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Domine) nachgewiesenen
Mutationen bei Patient 3 — vor und 2 Jahre nach Behandlungsbeginn mit Adefovir.
Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die 2 Jahre nach Beginn
der Adefovir-Behandlung bei keinem Klon mehr nachweisbar waren.
Mutationen, die unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.
Phylogenie

Die phylogenetische Analyse zeigt, dass sich die Viruspopulation nach 24-monatiger

Adefovirtherapie deutlich von der Population zu Therapieanfang unterschied, woflir auch

der Wechsel des Serotyps spricht (ayw3 zu ayw4). Zu Therapiebeginn lieRen sich die

viralen Subpopulationen in zwei Gruppen einteilen: 1.; Klon 12 (a), aus dem Klon 9 (a)

hervorging, sowie 2.; Klon 4 und 5 (a).
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0.002
Abb. 3.10 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 3. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 3a: Klone von Patient 3 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 3b: Klone von Patient 3 nach 24 Monaten Adefovirtherapie

Nach 2-jdhriger Adefovirtherapie lag eine neue, bisher nicht detektierte virale
Majorpopulation vor. Zwischen ihr und den zu Beginn der Therapie analysierten Klonen
schien keine phylogenetische Ahnlichkeit zu bestehen, trotz der persistierenden
Lamivudin-Resistenzmutationen. Von allen analysierten Klonen wies 3 (b) die am
starksten konservierte Sequenz auf. Die groRte genetische Ahnlichkeit bestand zwischen
den Klonen 5 und 6 (b), die sich gleichzeitig auch genetisch am weitesten vom

gemeinsamen Vorfahrensvirus entfernt hatten.

Patient 4

Infektion und Verlauf

Bei diesem 42-jahrigen Mann lag eine Infektion mit Genotyp A, Serotyp adw2, vor. Unter
Adefovirtherapie konnte tber 17 Monate hinweg kein Abfall der Viruslast erreicht werden,
stattdessen kam es zu einem HBV-DNA-Titeranstieg von insgesamt einer Logstufe. Der
Adefovirtherapie direkt voraus ging eine antivirale Therapie mit Lamivudin, unter der eine
hohe Virdmie mit 10’ GE/ml bestand. Auch im weiteren Verlauf fiel die Viruslast nicht ab,
sondern blieb konstant zwischen 10" und 10°® GE/m.

HBsAg schwankte wahrend des Beobachtungszeitraumes zwischen 320 und 420 mE/ml,

der hochste HBsAg-Spiegel wurde 22 Monate nach ADF-Therapiebeginn bestimmit.
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ADF-Therapiebeginn /

Sequenzierung (a)

1,00E+09
1,00E+08
1,00E+07
1,00E+06
1,00E+05
1,00E+04
1,00E+03

DNA Titer [GE/mI]

1,00E+02
1,00E+01
1,00E+00

Abb. 3.11

Sequenzierung (b)
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Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 4. Die Dokumentation begann

18 Monate vor der Umstellung auf Adefovir und wurde 27 Monate fortgesetzt. Die

beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und Sequenzierungen durchgefihrt

wurden, sowie der Beginn der ADF-Therapie sind durch schwarze Pfeile markiert.

Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 17 Monate.

Sequenzierung der Klone

Trotz Lamivudin-Therapieversagen fanden sich die bekannten resistenzvermittelnden

Mutationen M204V und L180M lediglich bei zwei von funf untersuchten Klonen. Sie

schienen also keine Majorvariante in der HBV-Gesamtpopulation darzustellen.

Man geht davon aus, dass in dem viralen Genompool des Wirts bei Lamivudinresistenz
das entsprechende Resistenzmutationsprofil (rtM2041 oder rtM204V, bzw. rtL180M,

rtvV173L) dominiert [105]. Unter diesem Gesichtspunkt stellte sich die Frage, ob die zum

Zeitpunkt 0

Wiedergabe der viralen Gesamtpopulation darstellten.

(vor ADF-Therapiebeginn) sequenzierten Klone eine

reprasentative
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Patient 4

Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 17 Monaten (b)
Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon Klon
1 3 4 5 13 1 2 3 5 11 12 13
F49S VA3A
F51V G107E
W79 R Al113V

A87V A181T

L180M |L180M N279H

M204 V | M204V

Y252 C

V278A

K318R

F330L

Tab. 3.4 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Domine) nachgewiesenen
Mutationen bei Patient 4 — vor und 17 Monate nach Beginn der Behandlung mit
Adefovir. Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach 17
Monaten bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau: Mutationen, die unter

der Therapie mit Adefovir neu auftraten.

Generell fanden sich zum Zeitpunkt O bei allen Klonen nur wenig Abweichungen von der
Wildtypsequenz und keine weiteren bekannten Lamivudinresistenz-Mutationen.

Im Verlauf der Adefovirtherapie entwickelte sich die Viruspopulation noch weiter in
Richtung der urspringlichen HBV-Referenzsequenz. Von 7 untersuchten Klonen fanden
sich nur bei dreien Sequenzabweichungen, darunter nur bei einem eine bekannte
Resistenzmutation, rtA181T bei Klon 5 (b).

Bei diesem Patienten versagten — obwohl nur bei einer geringen Anzahl der untersuchten
Klone bekannte resistenzvermittelnde Mutationen vorlagen — sowohl Lamivudin als auch
Adefovirtherapie. Bei letzterer fiel der HBV-Titer (ber den gesamten
Behandlungszeitraum hinweg kaum unter 10" GE/ml. Lamivudin und Adefovir sind gegen
HBV mit der Referenz- bzw. Wildtypsequenz — wie sie bei vier Klonen unter ADF-Therapie
nachweisbar war — normalerweise wirksam. Es musste also eine andere Ursache der
antiviralen Resitenz in Erwagung gezogen werden, z.B. zelluldre, wirtsspezifische

Mechanismen oder Resistenzvermittlung durch Mutationen ausserhalb der RT-Domane.
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Phylogenie

4a5
4b13
4bl
4b3
2 4p12
4a4
1 4b5
4al13
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4b11
4al
87 4a3
0.001
Abb. 3.12 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 4. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 4a: Klone von Patient 4 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 4b: Klone von Patient 4 nach 17 Monaten ADF-Therapie

Bei den meisten Patienten liel3en sich die untersuchten Sequenzen zu Beginn und nach
Monaten oder Jahren der Adefovirtherapie in zwei Gruppen einordnen, da sich die virale
Population unter Selektionsdruck deutlich veranderte. Bei Patient 4 jedoch schienen die
phylogenetischen Grenzen zwischen (a)- und (b)-Klonen aufgehoben, die Klone
unterschieden sich zwar voneinander, waren aber nicht in verschiedene Cluster
abzugrenzen. Die Anordnung der verschiedenen Sequenzen innerhalb des
phylogenetischen Baumes gab wenig AufschluR, bis auf die Ahnlichkeit der Klone 1 und 3
(a) konnten die Verwandschaftsverhéltnisse der einzelnen Klone untereinander nicht
statistisch signifikant dargestellt werden. Auch innerhalb des phylogenetischen Netzwerks
(s. Abb. 3.41) waren die (a) und (b) Klone sowohl innerhalb ihrer Population als auch
untereinander sehr divers verteilt und wiesen eher wenig genetische Ahnlichkeit auf. Ob
man von mehreren Subpopulationen, die sich zwar irgendwann einen gemeinsamen
Ursprung aufwiesen, sich aber seither weiterentwickelten, oder von einer in sich sehr
diversen Einzelpopulation sprechen sollte, konnte nicht beantwortet werden.

Eine Erklarung kénnte sein, dass — z.B. durch einen Resistenzmechanismus auf zellularer
Ebene — Adefovir nicht ausreichend auf die Viruspopulation einwirken konnte. Sollte dies

der Fall gewesen sein, waren &hnliche Schwierigkeiten auch bei anderen
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Nukleosidanaloga nicht unwahrscheinlich, wodurch demnach das schlechte Ansprechen
auf die vorhergehende Lamivudinbehandlung erklart werden konnte.
In diesem Fall wirde sich auch ein phylogenetischer Baum wie in Abb. 3.12 durch die

ungestorte nattrliche Entwicklung von HBV-Populationen in einem Wirt erklaren.

Patient 5

Infektion und Verlauf

Bei diesem 25-jahrigen Patienten (Infektion mit Genotyp D, Serotyp ayw / ayw3) bestand
Therapienaivitdt, d.h. es wurde bis zum Beginn der Adefovirbehandlung kein

Selektionsdruck durch Nukleosidanaloga auf den viralen Genompool ausgelbt.

ADF-Therapiebeginn /
Sequenzierung (a) Sequenzierung (b)
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Abb. 3.13 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer unter Behandlung mit Adefovir bei Patient

5. Die beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und Sequenzierungen
durchgefuhrt wurden, sowie der Beginn der ADF-Therapie sind durch schwarze
Pfeile markiert. Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 24 Monate.

HBsAg wurde nur zweimal, im April 2003 und Februar 2004, bestimmt.

Bei diesem Patienten fiel der HBV-Titer wahrend des Behandlungsintervalls um
insgesamt zwei Logstufen. Da die Viruslast jedoch zu keinem Zeitpunkt unter die
Nachweisgrenze gesenkt werden konnte, bestand auch hier per definitionem kein
Therapieerfolg. Nachdem der Patient zunéchst mit einem Absinken der Viramie auf die

Adefovirtherapie reagierte, kam es nach 14 Monaten zum plétzlichen Anstieg der
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Viruslast, was zunachst an das Aufkommen einer resistenten HBV-Population denken
lieR.

Sequenzierung der Klone

Da bei diesem Patienten vor ADF-Behandlungsbeginn noch keine andere Therapie
durchgefihrt worden war, fanden sich zum Zeitpunkt O (vor ADF-Therapie) auch keine
bekannten, mit Resistenz assoziierten Mutationen — obwohl die Sequenzen stark von der
Referenzsequenz abweichen. Die hier aufgetretenen Abweichungen von der Genotyp-
Referenzsequenz lie3en sich in den viralen Populationen mehrerer Patienten nachweisen
und scheinen in variablen Regionen der RT-Domane zu liegen. Lediglich rtS78T (1 Klon)
und rtN248H (3 Klone) liegen in konservierten Bereichen (A und E, s. Abb. 3.38).

Patient 5
Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) | Nach 24 Monaten (b)
Klon 2 Klon11 Klon42 Klon1 Klon 2 Klon 3 Klpn 4 Klon 5
S21A S21A S21A S21A S21A S21A S21A
S78T L122 F L122 F L122 F L122 F
L122 F L122 F L122 F P130Q |(P130Q P130Q ([(P130Q
H126Y |D131N |D131N D131N |[D131N
P130Q |P130Q |P130Q |Y135S |Y135S Y135S |Y 135S
D131N |D131N |D131N S230P
Y135S |Y135S |Y135S N236T
N248H |N248H |[N248H |N248H |N248H N248H |N248H
E263D |E263D |E263D |E263D |EZ263D E263D |E263D
Q267H |[Q267H |Q267H |Q267H |Q267H Q267H |Q267H
1278 V 1278 V 1278 V 1278 V 1278 V 1278 V 1278 V
A 297 S
c332Y
Tab. 3.5 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Doméne) nachgewiesenen

Mutationen bei Patient 5 — vor und 2 Jahre nach Beginn der Behandlung mit
Adefovir. Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach 24
Monaten unter ADF-Therapie bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau:

Mutationen, die unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.

Nach zweijahriger Adefovirtherapie wiesen vier von funf untersuchten Klonen keine

wesentlichen Veradnderungen innerhalb ihrer RT-Domane auf, abgesehen von

Substitutionen, bei denen es sich wahrscheinlich um Polymorphismen handelte. Bei Klon
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3 (b) bestand fast vollkommene Homologie mit der Referenzsequenz — bis auf die
Adefovirresistenzmutation rtN236T. Vorausgesetzt, es handelt sich bei den untersuchten
Klonen um eine reprasentative Darstellung der viralen Populationen, so lag lediglich bei
einer Minorpopulation eine bekannte Resistenzmutation vor, was das Therapieversagen
nicht ausreichend erklart. Es stellte sich die Frage, ob ausschliel3lich bei einem von funf
Klonen echte Resistenz bestand. Bei den anderen Klonen kénnte z.B. durch eine einzelne
oder die Kombination aus mehreren bisher unbeschriebenen Mutationen Resistenz
vermittelt worden sein. ADF-Resistenz kénnte auch auf zellularer bzw. wirtsspezifischer
Ebene bereits vor der Therapie existiert haben.

Bei einem deutlichen Selektionsvorteil der rtN236T-Population ware jedenfalls nach zwei

Jahren Therapie ein Uberwiegen dieser Variante zu erwarten gewesen.

Phylogenie
S5a4?2
68 5bl
| [9all
5b5
5b2
i S5a2
63— 5h4
5b3
0.002
Abb. 3.14 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 5. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 5a: Klone von Patient 5 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 5b: Klone von Patient 5 nach 2 Jahren Adefovirbehandlung

Auch hier lieBen sich die HBV-Populationen vor und nach 24 Monaten Therapie
phylogenetisch nicht deutlich auftrennen. Die Klone 2 (a) und 4 (b) bildeten eine, vom
urspringlichen ,Vorfahr-Virus* noch nicht so weit entfernte Gruppe; dem gegenuber
standen die starker veranderten Klone 1 (b), 2 (b) und 5 (b). Zwischen letzterem und den
Klonen 11 (a) sowie 1 (b) bestand enge genetische Verwandschaft. Am weitesten vom
gemeinsamen Vorfahren entfernt lagen die Sequenzen von Klon 42 (a) und Klon 3 (b).

Klon 3 (b), der einzige Klon mit einer bekannten Adefovirresistenzmutation (rtN236T)

stand allen anderen Klonen gegentber. Mdglicherweise handelte es sich hier um eine
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Minorpopulation, die bereits vor Therapiebeginn vorhanden war und im
Behandlungsverlauf selektioniert wurde, so dass sie erst 24 Monate nach Beginn der
ADF-Therapie methodisch erfasst werden konnte. Aus dem phylogenetischen Netzwerk
(Abb. 3.42, S.124) ging hervor, dass die durch Klon 3 (b) repréasentierte Population keine
phylogenetische Ahnlichkeit zu den anderen (b) - Klonen aufwies. Alle (a)-Klone hingegen
fielen durch grol3e genetische Nahe zu Klon 5 (b) auf und die meisten (b)-Klone lieRen
sich auf diese Sequenz zurlickverfolgen. 24 Monate nach Beginn der Behandlung mit
Adefovir lagen also mindestens zwei sehr divergente HBV-Populationen vor: eine, die von
Klon 5 (b) reprasentiert wurde, sowie eine neu aufgekommene Quasispezies, die
eventuell schon als Minorvariante zu Beginn der ADF-Therapie vorlag, aber noch nicht
nachweisbar war. Nur in dieser neuen Population fand sich die Resistenzmutation
rtN236T, diese Quasispezies kdnnte also unter Adefovir selektioniert worden sein.
Allerdings ware anzunehmen, dass eine HBV-Variante mit Selektionsvorteil durch ADF-
Resistenz rasch die Majorpopulation bilden wirde. So musste hier entweder davon
ausgegangen werden, dass die Auswahl der funf (b)-Klone die Zusammensetzung der
HBV-Subpopulationen in diesem Patienten nicht reprasentativ wiedergab, dass die
Mehrheit der (b)-Klone Adefovir-Resistenz anderweitig erwarb oder dass die Mutation

rtN236T in diesem Fall keinen ausreichenden Selektionsvorteil bot.

Patient 6

Infektion und Verlauf

Bei diesem 62-jahrigen Patienten lag eine Infektion mit HBV-Genotyp A, Serotyp adw?2
vor. Er wurde vor Beginn der Adefovirtherapie mit Lamivudin behandelt; zwischen dem
Ende der Lamivudinbehandlung und der Umstellung auf Adefovir bestand ein
dreimonatiges Intervall ohne Therapie.

Zu Anfang der Adefovirtherapie erreichte der HBV-DNA-Titer seinen niedrigsten Wert
innerhalb des Beobachtungszeitraumes, stieg im Verlauf jedoch um 3 Logstufen an und
lag schlieRlich fiir lange Zeit bei 10° GE/ml, so dass man von einem ausgepragten
Therapieversagen sprechen kann. In den letzten 6 Monaten vor der zweiten
Sequenzierung fiel der HBV-Titers um eine Logstufe. Im Jahr darauf kam es jedoch
erneut zu einem HBV-DNA-Titeranstieg, die Viruslast konnte langfristig nicht gesenkt
werden. Der HBsAg-Verlauf folgte in etwa dem des DNA-Titers, fiel allerdings bereits
nach einem Jahr unter Adefovirtherapie ab und erreichte nach zwei Jahren mit 270 mg/ml

seinen niedrigsten Wert, bei einer gleichzeitigen Viruslast von 10" GE/ml.
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Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 6. Die Dokumentation begann
ein Jahr vor der ersten Adefovirgabe und endete 3 Jahre und 2 Monate danach.
Die beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und Sequenzierungen
durchgefuhrt wurden, sowie der Beginn der ADF-Therapie sind durch schwarze

Pfeile markiert. Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 26 Monate.

Sequenzierung der Klone

Bekannte Lamivudin-Resistenzmutationen fanden sich initial bei drei von finf Klonen, bei
einem rtA181T, bei zweien die typische Kombination aus rtL180M und rtM204V.

Patient 6
Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 26 Monaten (b)
Klonl |Klon2 Klon4 Klon11l |Klon13 |Klon1l |Klon2 Klon5 Klon31 |Klon 33
Y 126 H S78P

L 180 M L 180 M R 110K
A181T A181T

M 204 V M 204 V Y 143 C

L 229V 1152V

W 257 R N337T

Tab.3.6 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Domé&ne) nachgewiesenen

Mutationen bei Patient 6 — vor und 26 Monate nach Beginn der Behandlung mit
Adefovir. Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach 26
Monaten unter Therapie bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau:

Mutationen, die unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.
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Zwei Jahre nach Beginn der Adefovirbehandlung imponierte eine relativ homogene
Viruspopulation, wobei lediglich Klon2 eine Resistenzmutation, rtA181T, aufwies. Bei den
meisten Klonen entsprach die Aminoséuresequenz der RT-Doméne der Referenzsequenz
(HBV-Wildtyp). Wie erwartet verschwand die Lamivudinresistenzmutation rtM204V im

Verlauf der Adefovirtherapie, ebenso die kompensatorische Mutation rtL180M.

Phylogenie

Die phylogenetische Analsyse zeigte erwartungsgemal, dass 2/5 der Klone vor Beginn
der ADF-Behandlung und 3/5 der Klone zwei Jahre danach eine dem HBV-

Referenzstamm homologe Sequenz aufwiesen.

88| 6ad
6al3
6a2
6b31
6b1
6b5
6b33
6all
6al
78— 6b2
| 0.002 I
Abb. 3.16 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 6. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 6a: Klone von Patient 6 vor Therapiebeginn mit
Adefovir; 6b: Klone von Patient 6 nach 26 Monaten ADF-Behandlung

Die Ubrigen Klone entfernten sich genetisch geringfligig von der HBV-Referenzsequenz,
dabei gingen jeweils Klon 1 (a) und 2 (b) sowie 4 (a) und 13 (a) aus einem gemeinsamen
Vorfahren hervor. Dies lie3 den Rickschluss zu, dass Klon 2 (b) mit der ADF-
Resistenzmutation rtA181T aus einer Subpopulation hervorging, die — hier reprasentiert
von Klon 1(a) — bereits vor ADF-Therapiebeginn vorhanden war. Der gemeinsame
Ursprung von Klon 4 und 13 (beide a) spiegelte sich auch darin wieder, dass nur bei
diesen beiden das bekannte Lamivudinresistenzmuster rtM204V / rtL180M nachweisbar
war.

Es ist zu bemerken, dass sich die einzige hier vorhandenene bekannte Resistenzmutation

rtA181T nicht in der Gesamtpopulation der Viren durchsetzten konnte. Die Untersuchung
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der phylogenetischen Beziehungen zwischen den HBV-Klonen zeigte so zum einen, was
bereits in Tab. 3.6 deutlich wurde: Wahrend der ADF-Therapie naherten sich die viralen
Subpopulationen genetisch der HBV-Wildtypsequenz an. Zum anderen gelang auch bei
diesem Patient keine deutliche Aufteilung in (a)- und (b)-Klone. Im phylogenetischen
Netzwerk (Abb. 3.41, S.122) lieRen sich weder (a) noch (b) — Klone gemeinsamen
Vorfahrensviren zuordnen, so dass man auch hier von einer einzigen, genetisch sehr
divergenten Viruspopulation sprechen kdnnte. Unter ADF-Therapie schien keine neue
Population selektioniert worden zu sein. Da dieser Patient trotz Behandlung mit Adefovir
hoch viramisch blieb und weder bekannt resistente, noch von der Referenzsequenz
besonders divergente Varianten aufkamen, konnten in diesem Fall andere Ursachen des
Therapieversagens diskutiert werden — etwa Resistenzvermittiung durch Mutationen

ausserhalb der RT-Domane oder wirtsspezifische, zellulare Faktoren.
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Patient 7

Infektion und Verlauf

Es bestand eine Infektion mit Genotyp D, Serotyp ayw3; weiterhin lag ein negativer HBe-

Status vor. Dieser 41-jahrige Mann wurde insgesamt 20 Monate mit Adefovir behandelt.

ADF-Therapiebeginn /

Sequenzierung (a) Sequenferung (b)
1,00E+06 - 600
1,00E+05 - \\/.-—0— A - \/ + 500
E 1,00E+04 - v 1400 E
o, |
5 1,00E+03 - 1300 £
— (o))
- 3
< 1,00E+02 T 200 m
pd T
a
1,00E+01 A + 100
1,00E+00 T T T T T T T T T T T T 0
Jun Nov Apr Jun Aug Sep Dez Mrz Mai Jul Aug Sep Dez __g Titer
02 02 03 03 03 03 03 04 04 04 04 04 04
HBsAg
Abb. 3.17 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 7. Die Dokumentation begann

10 Monate vor der ersten Adefovirgabe. Die beiden Zeitpunkte, zu denen die
Klonierung und Sequenzierungen durchgefihrt wurden, sowie der Beginn der ADF-
Therapie sind durch schwarze Pfeile markiert. Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 20

Monate.

Der Behandlung mit Adefovir ging eine Lamivudintherapie unmittelbar voraus. Zu Beginn
der ADF-Therapie betrug der virale Titer 10° GE/ml. Wahrend des
Beobachtungszeitraumes kam es zu starken Schwankungen der Viramie. Ein halbes Jahr
nach Therapiebeginn lag der Titer zwischen 10° und 10* GE/ml. 6 Monate spater erreichte
er 10° GE/ml, 2 Monate spéter fiel er um iber 2 Logstufen und stieg nach 2 Monaten
wiederum auf 10° GE/ml an.

In den letzten 3 Monaten vor der zweiten Sequenzierung wurde nach einem
zuvorgehenden leichten Abwartstrend ein erneuter Titeranstieg um fast 2 Logstufen
beobachtet. Mit 10° GE/ml lag dieser damit weit Giber der Nachweisgrenze, es konnte also
ein Therapieversagen definiert werden. Der HBsAg-Titer blieb zwischen 400 und 600

mE/ml wahrend des Beobachtungszeitraumes relativ konstant.
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Im Allgemeinen kommen Schwankungen der Viruslast um 1-2 Logstufen bei HBV-

Patienten nicht selten vor und stellen wohl ein natirlichen Phdnomen der chronischen

Hepatitis B Infektion dar [106]. Dennoch fiel das deutliche auf und ab der Virdmie bei

diesem Patienten besonders ins Auge.

Sequenzierung der Klone

Durch die Sequenzierung der RT-Domane der klonierten DNA konnten folgende

Mutationen nachgewiesen werden:

Patient 7

Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 20 Monaten (b)

Klon 1

Klon2 Klon4 Klon1l HKlon2 Klon3 Kilpn4 Klon5 |Klon 13

S21A
A38E
Y54 H

LoLl
L122 |
N 124Y
P 130 Q
D 131 N
Y 135S

L180M
T184S
M 204 |
N 248 H
C256G
Y 257 C
E 263D
1278 V
M 309 K

S21A H35R
A38E G 127R
Y54 H
T70A
LO1l

L1221
N 124 Y
P130Q
D 131 N
Y 135S
Q 149 K
L 180 M
T 184S
M 204 |
N 248 H
C 256 G

E 263D
1278 V
M 309 K
K328 R

Tab. 3.7

Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Doméne) nachgewiesenen
Mutationen bei Patient 7 — vor und 20 Monate nach Behandlung mit Adefovir.
Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach 20-monatiger
Adefovir-Behandlung bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau: Mutationen,

die unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.
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Trotz einer vorhergehenden Therapie mit Lamivudin konnten bei den Klonen 4(a) und
11(a) keine bekannten Resistenzmutationen in der RT-Doméane nachgewiesen werden.
Bei den Klonen 1(a) und 2(a) fand sich das charakteristische rtM2041 / rtL180M - Muster.
Nach 20 Monaten ADF-Behandlung waren diese Mutationen bei keinem der untersuchten
Klone mehr nachweisbar. Bis auf 2 einzelnen Mutationen bei 2 Klonen entspricht die
virale Population zu diesem Zeitpunkt auf Aminosaureebene der RT-Doméne des HBV-

Referenztyps (Wildtyp).

Phylogenie
7a4
— 7b4
34
— 7b5
B————7all
— 7b13
7b2
7b3
7al
100 —— 7a2
| 0.005 I
Abb. 3.18 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 7. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 7a: Klone von Patient 7 vor Therapiebeginn mit
Adefovir; 7b: Klone von Patient 7 nach 20 Monaten unter ADF-Therapie

Obwohl alle untersuchten Klone vor ADF-Therapiebeginn den gleichen Geno- und
Serotyp aufwiesen, schienen zwei verschiedene Subpopulationen vorzuherrschen (Klone
1(@ und 2(a) versus Klone 4(a) und 11(a) (s. Tab.3.7). Dies wird durch die
phylogenetischen Analysen bestétigt, allerdings kdnnen die Verwandschaften zwischen
den restlichen Klonen am Baum nicht gut aufgeldst werden, signifikant bleibt nur die
Abspaltung der Klone 1(a) und 2(a) gegenuber allen anderen. Aus dem phylogenetischen
Netzwerk (Abb. 3.42, S.124) geht hervor, dass die nach 20 Monaten ADF-Therapie
untersuchten Klone sich einen gemeinsamen Vorfahren, Klon 4 (a), teilten. Es schien
also, als hatte sich unter ADF-Therapie eine bereits bestehende (Klon 4(a) und 11(a))
Population weiterentwickelt, ohne dass eine neue selektioniert worden wére. Die initial
vorhandene, durch die Klone 1 und 2 (a) reprasentierte, Population konnte nach 20

Monaten nicht mehr nachgewiesen werden. Durch die geringe Anzahl an untersuchten
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Klonen waren keine quantitative Aussagen Uber den Anteil verschiedener
Subpopulationen am gesamten viralen Genpool mdglich. Da alle 5 untersuchten (b) -
Klone dem Anschein nach einer Quasispezies angehdrten, bestand jedoch eine hohe
Wahrscheinlichkeit, dass es sich hierbei um die Majorpopulation handelte.

In keinem der nach 20 Monaten Adefovirtherapie untersuchten Klone konnten bekannte,
mit Adefovirresistenz assoziierte Mutationen der RT-Doméane nachgewiesen werden. Die
Selektion einer Resistenz-vermittelnden Mutation wiirde ein rasches Uberwiegen dieser
Variante in der Majorpopulation vermuten lassen, dafir gibt es hier keine Hinweise. Es
bestanden kaum Abweichungen gegeniber der RT-Domane der Referenz- bzw.
Wildtypsequenz, bei der Adefovirsensitivitdt besteht. Auch bei diesem Patienten schien
demnach ein Resistenzmechanismus vorzuliegen, der nicht auf Mutationen in der HBV-

RT-Polymerase zurlickzufiihren war.

Patient 8

Infektion und Verlauf

Es lag eine Infektion mit Genotyp A, Serotyp adw3, vor; auch bei dieser 47-jahrigen
Patientin schloss sich die Adefovirtherapie direkt an eine vorhergehende Behandlung mit
Lamivudin an.

Nach ADF-Therapiebeginn kam es zunachst zu einem steilen Abfall der Viruslast von 10°
GE/ml auf 10* GE/ml. Im Verlauf der Therapie stieg der HBV-DNA-Titer dann wieder bis
auf 10° GE/ml an. Die Virusreplikation konnte durch Adefovir scheinbar unterdriickt
werden, dennoch gelang es nicht, die Viruslast unter die Nachweisgrenze zu senken. Die
HBsAg-Spiegel lagen im Mittel um 420 mE/ml. Die Adefovirtherapie wurde bis zum Ende
des Beobachtungszeitraums fortgesetzt, der Titer blieb zwischen 10* GE/ml und 10°

GE/ml tber zwei Jahre relativ konstant.
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Abb. 3.19 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 8. Die Dokumentation begann

zwei Monate vor Durchfihrung der Adefovirtherapie und wurde bis Januar 2006
weitergefuhrt. Die beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und
Sequenzierungen durchgefiihrt wurden, sowie der Beginn der ADF-Therapie sind
durch schwarze Pfeile markiert. HBsAg-Werte lagen nur bis einschlieBlich April

2004 vor. Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 19 Monate.

Sequenzierung der Klone

Alle untersuchten Klone zum Zeitpunkt O (vor ADF-Therapiebeginn) wiesen bekannte
Lamivudinresistenz-Mutationen auf (rtL180M, rtM204V und rtV173L). Diese Mutationen
persistierten auch noch zwei Jahre nach Ende der Lamivudintherapie, lediglich bei einem
von vier Klonen bestand ein regelrechtes YMDD-Motiv.

Zum Zeitpunkt der zweiten Sequenzierung fanden sich bei keinem Klon Mutationen, die in
einem bekannten Zusammenhang mit Adefovirresistenz stehen.

Auffallig war, dass bei 100% der Klone nach 19-monatiger Adefovirtherapie die Mutation
rtvV173L detektierbar war, obwohl sie zum Zeitpunkt O nur bei einem einzigen Klon
vorkam. Diese Mutation tritt in der Regel zusammen mit einem veranderten YMDD-Motiv
bei Lamivudinresistenz auf. Die Sensibilitat des Virus gegeniiber Adefovir wird durch ihr

Vorhandensein nicht verandert [107].
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Patient 8
Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 19 Monaten (b)
Klon 1 Klon 3 Klon 4 Klon 5 Hlon 2 Klon 5 Klpn 8 KI| on31
I53S I53S I53S F28L
V56 M H35R
1112T 153S
S135Y |S135Y |S135Y |S135Y |S135F |S135F |S135F |S135F
V142 1| V142 | V142 | V142 | V142 | V142 | V142 | V 142 |
V173L vV173L |Vv173L |Vv173L |V173L
Li8OM |L2180M |L180M |L180M |L18OT |L180OM |L180OM |L180M
M204V [M204V [M204V |M204V |M204V L204V [M204V
V 207 | S219A |S219A [S219A |S219A
S219A |S219A |S219A |[S219A |N337H N337H [N337T
L229V |L229V
Tab. 3.8 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Doméne) nachgewiesenen
Mutationen bei Patient 8 — vor und 19 Monate nach Beginn der Behandlung mit
Adefovir. Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach 19
Monaten unter ADF-Therapie bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau:
Mutationen, die unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.
Phylogenie
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Abb. 3.20 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 8. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 8a: Klone von Patient 8 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 8b: Klone von Patient 8 nach 19 Monaten unter ADF-Therapie



Die phylogenetische Analyse lie3 vermuten, dass Klon 4 (a) der Population entstammt,
aus der sich alle (b)-Klone entwickelten, die Klone 2 und 5 (b) schienen unmittelbar aus
ihr hervorgegangen zu sein. Klon 4 (a) bildete als einziger (a)-Klon ein Cluster mit allen
anderen (b)- Klonen; die Aufteilung der verschiedenen Klone in zwei Hauptgruppen blieb
dennoch unverkennbar. Diese Verwandschaftsbeziehungen verdeutlichte auch das
Vorkommen der Mutation rtV173L bei allen untersuchten (b) -Klonen: Klon 4 (a) war der
einzige Klon, der auch schon zum Zeitpunkt O diese Mutation aufwies. Es musste
beachtet werden, dass gleichzeitig auch die Lamivudinresistenzmutation rtM204V,
zusammen mit rtL180M, nach ADF-Therapie nachweisbar blieb. Eine Moglichkeit kdnnte
sein, dass durch die Kombination aus rtV173L und rtL180M in diesem Fall die
Replikationseffizienz noch starker optimiert wurde als durch das alleinige Vorkommen von
rtL180M und dass sich daraus die Persistenz der Genomvariante von Klon 4 (a) erklart.

Bei diesem Patienten kam unter ADF-Therapie demnach wahrscheinlich keine neue HBV-

Population auf, sondern eine bestehende Subpopulation entwickelte sich weiter.

Unter Adefovir konnte bei diesem Patienten kein Gberzeugender Therapieerfolg erzielt
werden, die Viruslast blieb Uber der Nachweisgrenze. Gleichzeitig sank der Titer aber
auch insgesamt um drei Logstufen und Uberstieg wahrend 19 Monaten ADF-Therapie nie
10° GE/ml. Ob hier ein moderat resistentes Virus vorlag oder ob immunologische oder
zellulare Faktoren einen zufriedenstellenden Therapieerfolg verhinderten, blieb ungeklart.
Nach 19 Monaten Adefovirtherapie fanden sich in keinem der untersuchten Klone
bekannte Resistenzmutationen gegen dieses Nukleotidanalogon, dafir allerdings viele
andere, bisher noch nicht untersuchte RT-Domanen-Mutationen. Ob eine einzelne dieser
Mutationen oder die Kombination aus mehreren eine Resistenz gegen Adefovir vermitteln
konnte, muss noch untersucht werden. Allerdings lagen alle bisher bekannten
Resistenzmutationen in konservierten Regionen der RT-Domane, wahrend die hier
gefundenen Mutationen in erster Linie innerhalb der variablen Regionen nachweisbar

waren.
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Patient 9

Infektion und Verlauf

ADF-Therapiebeginn /
Sequenzierung (a)
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Abb. 3.21 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 9. Die Dokumentation begann

funf Monate vor Durchfihrung der Adefovirtherapie und wurde 28 weitere Monate
fortgesetzt. Die beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und Sequenzierungen
durchgefiihrt wurden, sowie der Beginn der ADF-Therapie sind durch schwarze

Pfeile markiert. Nach Gabe von HB-Immunglobulinen zu verschiedenen

Zeitpunkten sanken die HBsAg-Werte jeweils kurzfristig unter die Nachweisgrenze.

Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 24 Monate.

Es handelte sich um einen 44-jahrigen, lebertransplantierten Patienten. Um eine Re-
Infektion der neuen Leber zu vermeiden, wurde er mehrmals passiv mit Hepatitis B
Immunglobulinen gegen HBV immunisiert (Hepatect®; Biotest Pharma, Deutschland),
wodurch es zu starken Schwankungen in HBsAg kam.

Die HBV-Infektion bestand bei diesem Mann mit Genotyp A, Serotyp adw2. Bis
unmittelbar zu Beginn der Adefovirtherapie wurde er mit Lamivudin behandelt. Unter
Adefovir kam es zum Absinken des HBV-Titers um insgesamt vier Logstufen. Im Marz
ergab die HBV-DNA Bestimmung einen Wert unter der Nachweisgrenze. Da der HBV-
Titer im Februar und April 2003 bei 10’ GE/ml lag, handelte es sich bei der
Titerbestimmung im Méarz 2003 wahrscheinlich um ein Artefakt. Insgesamt folgte die
Viramie einem Abwartstrend, zwei Monate nach Therapiebeginn lag sie bei 10’ GE/ml und
sank dann im Laufe von 2 Jahren bis unter 10* GE/ml. Auch hier war also eine deutliche
Wirkung der ADF-Therapie zu beobachten, unter die Nachweisgrenze konnte die Viruslast
dennoch nicht abgesenkt werden. Die starken Schwankungen des HBsAg-Spiegels

hingegen entsprachen jeweils den Zeitpunkten der passiven Immunisierung mit HB-
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Immunoglobulinen. Zwischendurch erreichte der HBsAg-Spiegel mit bis zu 600 mE/ml
wieder hohe Werte.

Die Therapie mit Adefovir wurde bis einschliel3lich Mai 2005 fortgefihrt.

Sequenzierung der Klone

Patient 9
Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 24 Monaten (b)
Klonl |Klon2 Klon4 Klon6 Klon7 Klon7 Klpn10 K| lon1l |Klon 13 Klon 15
R15G |A21S |A21S A21S |A21S
V27 A V23G
S47P 1121V
L8OV 124 del
M45L |M45L [(M45L |[M45L |[M45L |M146L [M146L {M146L (M146L |[M146L
M2041 (M2041 |[M 2041 F295L
Y 339N
Tab. 3.9 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Domine) nachgewiesenen

Mutationen bei Patient 9 — vor und 2 Jahre nach Beginn der Behandlung mit
Adefovir. Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach 2 Jahren
Adefovir-Behandlung bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau: Mutationen,
die unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.

Del: Deletion eines Codons = fehlende Aminoséaure

Zum Zeitpunkt O wiesen drei Klone ein YIDD-Motiv (rt204l1) auf, bei den restlichen zwei
Klonen lag ein unverédndertes YMDD-Motiv vor. Im Allgemeinen beobachtete man ein
gehauftes Auftreten von rtM204l eher bei Genotyp D HBV-Stammen, wahrend sich
rtM204YV in erster Linie bei Genotyp A findet [108].

Zusatzlich zu rtM204l traten bei diesem Patienten keine kompensatorischen Mutationen
auf.

Nach zwei Jahren ADF-Therapie fanden sich keine bekannten Resistenzmutationen in der
viralen Population. Insgesamt variierte die Sequenz der RT-Doméane bei einem Grolteil
der untersuchten Klone nur geringfligig. Wie auch bei Patient 8 war hier die Frage
gerechtfertigt, warum die VirAmie trotz des Fehlens von bekannten
Adefovirresistenzmutationen in der HBV-Majorpopulation nicht unter die Nachweisgrenze

gesenkt werden konnte.
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Phylogenie
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Abb. 3.22 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 9. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 9a: Klone von Patient 9 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 9b: Klone von Patient 9 nach 2 Jahren unter ADF-Therapie

Eine phylogenetische Einteilung der Klone in zwei Gruppen, vor (a) und 2 Jahre nach
Beginn der ADF-Behandlung (b), gelang nicht, (a) und (b) Klone lieRen sich nicht
auftrennen. Lediglich die Klone 1 und 2 (a) konnten allen anderen Klonen gegeniber
gestellt werden. (a)- und (b)-Klone entwickelten sich beide gleichermal3en von einer
gemeinsamen Vorfahr-Sequenz aus; es schien also keine vollig neue HBV-Population im
Laufe der Therapie aufgekommen zu sein.

Klon 10 (b) wies an Position 124 der RT-Domane eine Aminosauredeletion auf. Auch bei
den Viruspopulationen anderer Patienten fanden sich in dieser Region der RT-Domane
(Position rt122 - rt135) auffallend viele Variationen, in einem Fall sogar eine Insertion von
drei Aminoséauren (s.Tab. 3.19). Auf Aminosdureebene ergab sich bei diesem Patienten
folgendes Bild (Vergleich mit Klon 15 (b), reprasentativ fir die majore Viruspopulation

nach 24 Monaten Adefovirtherapie; Ref A: Wildtyp/Referenz, Genotyp A:

rt115
Ref A L SSNSRI NNNQYGTMONLHDSCS
9b15 L SSNSRI NNNQYGTMONLHDSCS
9b10 LSSNSRI NN- QYGTMONL HDSCS

kkkkhkkhkkhkkhkhk kkhkkkhkkhkkikkikkikkikkhkkhkhx

Entsprechend dazu konnte bei diesem Klon eine Aminosauredeletion an Position 113 des
HBs-Gens detektiert werden. Inwiefern dadurch die Funktionalitit des HBsAg

beeintrachtigt wurde muss noch untersucht werden.
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Patient 10

Infektion und Verlauf

Auch dieser 47-jahrige Patient wurde bis zu Beginn der Adefovirtherapie mit Lamivudin

behandelt, es gab kein therapiefreies Intervall. Die Infektion bestand mit HBV Genotyp D

(Serotyp ayw3).

ADF-Therapiebeginn /

Sequenzierung (a) Sequenzierung (b)
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Abb. 3.23 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 10. Die Dokumentation begann

vier Monate vor Durchfihrung der Adefovirtherapie. Nach der zweiten
Sequenzierung erfolgten noch zweimal, jeweils im Abstand von einem Jahr, HBV-
DNA-Titerkontrollen. Die beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und
Sequenzierungen durchgefiihrt wurden, sowie der Beginn der ADF-Therapie sind
durch schwarze Pfeile markiert. HBsAg Werte lagen nur bis einschl. Okt. 2004 vor.

Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 24 Monate.

Unter Therapie mit Adefovir wurden keine grof3en Schwankungen im HBsAg beobachtet,

insgesamt kam es zu einem Anstieg von 300 auf 400 mE/ml nach 18 Monaten.

Zwei Monate nach Beginn der Adefovirtherapie war der HBV-DNA-Titer um vier

Logstufen, von zunéchst 10° GE/ml auf 10°GE/ml gefallen. Da schon vier Monate spéter

fast wieder der Ausgangswert von 10° GE/ml erreicht wurde, handelte es sich hierbei

eventuell um einen Artefakt. Ab September 2003 setzte ein Abwartstrend im HBV-DNA-

Titerverlauf ein, insgesamt fiel die Virdmie um etwas lber 2 Logstufen.

Ein Jahr nach dem zweiten Sequenzierungszeitpunkt lag der HBV-DNA-Titer zum ersten

Mal seit Beginn des Beobachtungszeitraumes unter der Nachweisgrenze. Auch im

folgenden Jahr blieb die Viruslast mit 450 GE/ml weiterhin niedrig.
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Sequenzierung der Klone

Zum Zeitpunkt O (vor ADF-Therapie) wiesen alle untersuchten Klone das typische
Lamivudin-Resistenzmuster rtM204V / rtL180M / rtV173L auf; die zusatzlich
nachweisbaren Mutationen wurden bisher nicht mit Resistenzvermittlung in

Zusammenhang gebracht.

Patient 10
Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 24 Monaten (b)
Klonl |Klon2 Klon4 Klon6 Klon7 Klon2 Klpn4 KI| on5 |Klon1l |Klon 12
V27 A S21C
N 123 S V23G

1162 F L69P
V173L |V173L |(V173L |V173L [(V173L L82R

P177L W 243

R

L180M |L180M [L180M |L180M (L 180 M
M204V |M204V [M204V |M204V |M 204V
V2241 (V2241 |V2241 |V2241 |V 2241

1226 M
Tab. 3.10 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Doméne) nachgewiesenen

Mutationen bei Patient 10 — vor und 24 Monate nach Beginn der Behandlung mit
Adefovir. Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach 2 Jahren
ADF-Therapie bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau: Mutationen, die

unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.
Nach 2-jahriger Adefovirtherapie befanden sich unter den funf untersuchten Klonen keine
bekannten Lamivudin-Resistenzmutanten mehr, stattdessen dominierte eine veranderte,

in ihrer RT-Domane zugunsten der HBV-Referenz-Sequenz entwickelte Population.

Phylogenie

Der phylogenetische Baum zeigte die Divergenz der viralen Populationen vor und nach 2
Jahren ADF-Therapie. Die Sequenzen lieRen sich leicht in zwei Gruppen einordnen, dabei
schien die (a)-Population ihren Ursprung in der von Klon 1 reprasentierten Subpopulation
genommen zu haben. Nach 2 Jahren ADF-Therapie lie3 sich eine phylogenetisch neue,

bzw. bisher nicht detektierte HBV-Population nachweisen. Erstaunlicherweise wiesen die
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untersuchten Klone nach 2 Jahren Adefovirtherapie insgesamt nur sehr wenig Mutationen

innerhalb der RT-Domane auf.

35 10a2
51 10a6
% 10a7
10al
10a4
10b5
10b12
100 10b4
4 10b2
10bl11
0.001
Abb. 3.24 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 10. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 10a: Klone von Patient 10 vor Therapiebeginn mit
Adefovir; 10b: Klone von Patient 10 nach 24 Monaten unter ADF-Therapie

Patient 11

Infektion und Verlauf

Es lag eine Infektion mit HBV Genotyp D, Serotyp ayw vor. Gleichzeitig bestand bei
diesem 38-jahrigen Patienten ein negativer HBeAg-Status. Vor Beginn der insgesamt 31-
monatigen Adefovirtherapie war keine andere antivirale Therapie mit Nukleosidanaloga
durchgefuihrt worden.

Von allen untersuchten Patienten konnte allein bei diesem ein langer bestehender
Therapieerfolg vermerkt werden. Uber mehrere Termine hinweg blieb der Nachweis von
HBV-DNA im Serum erfolglos, das HBsAg fiel im Verlauf von 540 auf 430 mE/ml und sank
schlie3lich nach 31 Monaten ADF-Therapie — bemerkenswerterweise zeitgleich mit dem
Wiederanstieg der Viramie — unter die Nachweisgrenze ab. Erst 20 Monate nach Beginn
der ADF-Therapie stieg der HBV-DNA-Titer wieder an, zunachst nur minimal, auf 100
GE/ml, drei Monate spater aber sprunghaft auf iber 10° GE/ml. Kurz vor dem Zeitpunkt
der zweiten Sequenzierung kam es erneut zu einem Abfall, auf 10* GE/ml, zwei Monate
spéater lag der Titer bei 5000 GE/ml.
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Dieser Patient wurde bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes mit Adefovir behandelt,

Ende 2005 wurde die Umstellung auf Tenofovir empfohlen.

ADF-Therapiebeginn /
Sequenzierung (a) Sequenzierung (b)
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Abb. 3.25 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 11. 15 Monate vor Beginn der
Adefovirtherapie wurde die erste HBsAg- und Titerbestimmung durchgefiihrt, die
letzte erfolgte 4 Jahre spater. Die beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und
Sequenzierungen durchgefiihrt wurden, sowie der Beginn der ADF-Therapie sind

durch schwarze Pfeile markiert. Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 31 Monate.

Uber fast zwei Jahre hinweg demonstriert dieser Patient anschaulich die Moglichkeit und

Auswirkungen einer erfolgreichen antiviralen Therapie.
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Sequenzierung der Klone

Patient 11

Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 31 Monaten (b)

Klon2 |Klon22 |[Klon23 |Klon24 [Klon25 |Klon2 |Klon3 Klon4 Klon 42 Klon 43

S21A |S21A |S21A |S21A |S21A |[S21A |S21A |S21A |S21A |S21A
N53S T24A
K60R |L122F |L122F |L122F |L122F |L122F
R120G N124H|N124H |[N124H |N124H |N 124 H
L122F |L122F L122F |L122F (P130Q |P130Q |P130Q [P 130Q |P 130 Q
N124H|N124H |[N124H|N124H [N124H|D 131N |[D131N |D 131N |D 131N [D 131 N
P130Q|P130Q [P 130Q |P130Q [P 130 Q D 134N
D131N|D131N|[D131N|D131N |D131N|Y 135S [Y135S [Y 135S |Y 135S |Y 135S
L132P L155S
Y135S |Y 135S |Y 135S |Y 135S |Y 135S [N236 T [N236T |[N236 T [N236T [N236T
C136R|N248H|N248H |N248H |N 248 H [N 248 H

V142 G Y 252 H
L179P E 263D |[E263D |E263D |[E263D |E 263D
1233 T 1226 R |1226 R [I1226 R |1226 R |[1226 R
N248H |N248H |[N248H |[N248H [N248H|1278V (1278V |1278V (1278V |1278V
C256S |C256S |[C256S |C256S [C256S T 326 |

E263D |E263D |[E263D |[E263D [E263D |A329T [A329T |A329T [A329T |A329T
1266 K 1266 K [1266 K |1266 K |1266 K
1278V |1278V [1278V |1278V |[I1278V
S317A |[S317A S317A |S317A
A329T |A329T |A329T |[A329T |A329T
L336T

Tab. 3.11 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Doméne) nachgewiesenen
Mutationen bei Patient 11 — vor und 31 Monate nach Beginn der Behandlung mit
Adefovir. Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die 31 Monaten
ADF-Therapie bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau: Mutationen, die

unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.

Wie bei einem Lamivudin-naiven Patienten erwartet, fanden sich zunachst keine
typischen, bekannten Resistenzmutationen. Im Verlauf der Adefovirbehandlung
verschwanden einige einzelne Mutationen, die virale Population wurde etwas insgesamt
homogener. Bei Klon 23 (a) war initial die Mutation rtI233T nachweisbar; ein Isoleucin-zu-
Valin-Austausch an dieser Position (rtI233V) hatte das Virus sehr wahrscheinlich resistent

gegen Adefovir gemacht. Die Mutation rtI233T war nach 31 Monaten ADF-Therapie bei
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keinem der untersuchten Klone mehr nachweisbar, was tendenziell gegen eine
resistenzvermittelnde Wirkung sprach, diese jedoch nicht ausschloss.

Bei diesem Patienten herrschte eine — im Gegensatz zur HBV-Referenzsequenz — relativ
divergente Viruspopulation vor. Auch nach 31-monatiger ADF-Therapie konnten in den
variablen Bereichen der RT-Doméne weiterhin viele Substitutionen nachgewiesen
werden, diese schienen demnach in der Majorpopulation zu persistieren. Dass bei diesem
Patienten Uber einen langeren Zeitraum Therapieerfolg erzielt wurde, sprach dafir, dass
diese — auch bei anderen Patienten nachweisbaren — Substitutionen in den variablen
Bereichen der RT-Domane keine wesentlichen Auswirkungen auf Adefovir-

Resistenzvermittlung hatten.

Bei diesem Patienten fand sich in allen 4 untersuchten Klonen nach 31-monatiger ADF-
Behandlung die Mutation rtN236T, die eine 4- bis 20-fache Resistenz gegeniber Adefovir
vermittelt [109]. Es liegt nahe, dass das Aufkommen dieser Mutation bei diesem Patienten
das Ende der erfolgreichen Adefovirtherapie bedeutete: der HBV-DNA-Titer lag kurz vor
dem Zeitpunkt der zweiten Sequenzierung wieder deutlich tber der Nachweisgrenze. In
diesem Kontext erschien ein relativ spates Auftreten von rtN236T im Verlauf der Therapie
(d.h. erst kurz vor dem Titeranstieg) wahrscheinlich.

Anstelle der zu Beginn der Behandlung vorhandenen Mutation rtI266K konnte nach 31
Monaten ADF-Therapie bei allen Klonen an gleicher Position rtI266R nachgewiesen
werden, aber wie auch bei den anderen vorhandenen Mutationen ist hier kein

Zusammenhang mit Adefovir-Resistenzvermittiung bekannt.
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Phylogenie
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Abb. 3.26 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 11. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 11a: Klone von Patient 11 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 11b: Klone von Patient 11 nach 31-monatiger Behandlung mit Adefovir.

Wie aus Tab. 3.11 hervorgeht, unterschied sich die HBV-Population dieses Patienten
genetisch deutlich von der HBV-Referenzsequenz. Dies traf sowohl auf die
Viruspopulationen vor als auch nach 31 Monaten Adefovirbehandlung zu. Die deutliche
phylogenetische Auftrennung der Klone in zwei Gruppen (a) und (b) verdeutlichte, dass
sich die HBV-Populationen im Verlauf der Therapie verandert und weiterentwickelt hatten.
Dabei handelte es sich bei den untersuchten (a) —Klonen im Vergleich zu der (b)-Gruppe
um eine in sich relativ divergente Population. Die (b)-Klone entwickelten sich anscheinend
alle von einem gemeinsamen Vorfahren aus, die Viruspopulation war nach 31 Monaten

ADF-Therapie homogener geworden.
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Patient 12

Infektion und Verlauf

Dieser, mit Genotyp D infizierte 53-jahrige Patient, wurde vor Beginn der ADF-Therapie
nicht mit Lamivudin behandelt. Zu Anfang der ADF-Therapie lag bei drei HBV-Klonen
Serotyp ayw3 vor, Klon 24 (a) entsprach Serotyp ayw. Nach 30 Monaten ADF-Therapie

entsprachen alle untersuchten Klone Serotyp ayw.

ADF-Therapiebeginn /

Sequenzierung (a) Sequenzierung (b)
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Abb. 3.27 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 12. Die erste HBsAg- und HBV-

DNA Titerbestimmung erfolgte ein Jahr vor Beginn der Therapie mit Adefovir. Fur
Juni 2005 lag kein HBsAg-Wert mehr vor. Die beiden Zeitpunkte, zu denen die
Klonierung und Sequenzierungen durchgefiihrt wurden, sowie der Beginn der ADF-
Therapie sind durch schwarze Pfeile markiert. Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 30
Monate.

Unmittelbar nach Beginn der Adefovirtherapie fiel der HBV-DNA-Titer von 5x10° auf 100
GE/ml. 7 und 12 Monate spéter stieg die Viramie jeweils kurzzeitig auf 3x10* und 9x10*
GE/ml an. Danach folgte die Entwicklung der Viruslast einem Aufwartstrend, der Titer
stieg kontinuierlich an, schlieRlich sprunghaft auf tber 10’ GE/ml. Als die ADF-
Behandlung nach 30 Monaten beendet wurde, lag die Viruslast bei 10° GE/ml. Im
Anschluf3 an die Adefovirbehandlung erhielt dieser Patient Lamivudin, ein Jahr spater
erfolgte die Umstellung auf Entecavir.

Der HBsAg-Spiegel bewegte sich wéahrend des Beobachtungszeitraumes im Bereich
zwischen 350 und 450 mE/ml und blieb auch in Zeiten niedriger Viramie auf dieser Ebene

konstant. Erst nach mehr als 2 Jahren ADF-Therapie, parallel zu dem starken Anstieg der
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Viruslast um drei Logstufen, fiel der HBsAg-Spiegel geringfugig auf 300 mE/ml. Dieser
Patient schien zuerst auf die ADF-Therapie anzusprechen, der Titer fiel fast bis auf die
Nachweisgrenze. Nach wenigen Monaten nahm die HBV-Replikation wieder zu, so dass
es zu einem fast exponentiellen Anstieg der Viramie und damit zum Therapieversagen

kam.

Sequenzierung der Klone

Patient 12
Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 30 Monaten (b)
Klon2 |Klon3 Klon23 |Klon24 |Klon2 Klon5 Klon41l Klon42 Klon43
S21A |S21A |S21A S21A |S21A |S21A |S21A |S21A
F88S N53D |N53D |N53D |N53D
A113 G Y54H |Y54H |[Y54H |Y54H |Y54H
L122F |L122F |[L122F L115V |L115V |L115V |L115V |L115V
N124Y [N124Y [N124Y L122F |L122F |L122F |L122F |L122F
P130Q [P130Q [P130Q N124Y |[N124Y |[N124Y |[N124Y |N124Y
D131 N |[D131N [D131N P130Q |[P130Q |P130Q |P130Q |P130Q
Y135S |Y135S |Y135S D131 N |[D131N |D131N |D131N |D131N
V 142 A Y135S |Y135S |Y135S |Y135S |Y 135S
V191 | Al181V |A181V |[A181V |A181V |A181V
N236T P 196 S
N248H |[N248H [N 248 H F221C
C 256 S N236T |[N236 T |[N236T |[N236T
E263D [E263D [E263D N 238 H
269 L N248H |[N248H |[N248H |[N248H |N 248 H
1278V |1278V [1278V C256S |C256S |[C256S |C256S
E263D |[E263D |E263D |E263D |E263D
K275R
1278V [1278V |[1278V [1278V |1278V
M 309 K
Tab. 3.12 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Doméne) nachgewiesenen

Mutationen bei Patient 12 — vor und 30 Monate nach Beginn der Behandlung mit
Adefovir. Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die 30 Monaten
ADF-Therapie bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau: Mutationen, die

unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.
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Bereits vor ADF-Therapiebeginn existierten mindestens zwei unterschiedliche
Viruspopulationen. Drei Klone &hnelten einander in ihrem Mutationsmuster; wahrend in
der RT-Doméne von Klon 24 (a) nur eine einzige Abweichung von der Referenzsequenz
vorlag — rtN236T, eine natirlich vorkommende Adefovir-Resistenzmutation.

Nach 30 Monaten ADF-Therapie war bei einem Klon — in unmittelbarer Nahe der
Resistenzmutante rtN236T — die Mutation rtN238H nachweisbar. Die Regionen, in denen
resistenzvermittelnde Mutationen liegen, gehéren in der Regel zu den konservierten
Bereichen der RT-Doméane und Veranderungen an diesen Stellen fuhren mit erhdhter
Wahrscheinlichkeit zu einer herabgesetzten Sensitivitdt des Virus gegeniber einem
Nukleosidanalogon. Aus diesem Grund verdiente die Mutation rtN238T unter dem Aspekt
der potentiellen Resistenzvermittlung besondere Aufmerksamkeit. Das Auftreten dieser
Mutation wurde unter ADF-Therapie allerdings nicht oft beobachtet; ein Zusammenhang

mit Adefovirresistenz ist bisher nicht nachgewiesen.

Phylogenie
12b5
65| 12b43
59 12b42
12b41
63
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71
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92
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0.002
Abb. 3.28 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 12. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 12a: Klone von Patient 12 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 12b: Klone von Patient 12 nach 30-monatiger Adefovirtherapie

Nach 30 Monaten Adefovirtherapie fand sich die Mutation rtN236T in vier von funf
untersuchten Klonen. Diese Mutation kam vor ADF-Therapiebeginn nur bei Klon 24 (a)
vor. Von allen zum Zeitpunkt O untersuchten war dieser Klon wahrscheinlich der einzige,

der bereits Adefovirresistenz besal3. Im phylogenetischen Netzwerk stellen sich (a) und
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(b) Klone als getrennte Gruppen dar. Klon 24 (a) vertrat wahrscheinlich eine eigene
Quasispezies. Dieser Klon wies keine phylogenetische Beziehung zu der Gruppe der (b)-
Klone auf, es wirkte zun&chst nicht so, als hatten sich die (b)-Klone aus der Klon 24 (a)-
Population entwickelt. Deshalb stellte sich die Frage, ob die Mutation rtN236T unter ADF-
Therapie in der (b)- Population neu selektioniert wurde.

Die neue Selektion der Mutation rtN236T konnte das spate, erst Uber ein Jahr nach
Behandlungsbeginn eingetretene Therapieversagen erklaren. Eine bereits vorhandene
resistente Virusvariante wirde sich wahrscheinlich wesentlich schneller in einem Wirt
durchsetzen. Die frihe Persistenz der Mutation rtN236T in der Majorpopulation des Virus
ware mit dem initialen Therapieansprechen auf Adefovir allerdings schwer vereinbar
gewesen.

Eine weitere bekannte Adefovirresistenzmutation, rtA181V, liel3 sich nach 30-monatiger
ADF-Therapie in allen untersuchten Klonen nachweisen. In der viralen Majorpopulation
dieses Patienten fanden sich also zwei bekannte Adefovirresistenz-vermittelnde
Mutationen, es schien sich demnach um ein hochresistentes Virus zu handeln. Diese
Mutationen missen zum Uberwiegenden Anteil im spateren Verlauf der antiviralen
Therapie selektioniert worden sein, da der initiale Therapieerfolg sonst wahrscheinlich
nicht erst maglich gewesen waére.

Auffallig in der Entwicklung der (b)-Gruppe war der Wechsel des Serotyps, der sich im
Laufe der ADF-Therapie vollzog. Bis auf Klon 24 (a) mit Serotyp ayw entsprachen alle zu
Therapiebeginn vorhandenen Klone dem Serotyp ayw3. Nach 30 Monaten Therapie liel3
sich bei allen untersuchten Klonen der Serotyp ayw nachweisen, wahrend der Serotyp

ayw3 nicht mehr auftrat.

Patient 13

Infektion und Verlauf

Bei diesem 44-jahrigen Mann bestand eine HBV-Infektion mit Genotyp D, Serotyp ayw3.
Die Therapie mit Adefovir verlief bei diesem Patienten nicht erfolgreich; der HBV-DNA-
Titer konnte nicht unter 10" GE/ml gesenkt werden.

Dieser Patient war bis zum Beginn der Therapie mit Adefovir im November 2002 noch
nicht mit Nukleosidanaloga behandelt worden und war zu diesem Zeitpunkt mit 10® GE/ml
hoch viramisch. Insgesamt wurden innerhalb der 31-monatigen ADF-Therapie nur
zweimal HBV-DNA-Titerkontrollen durchgeftihrt; und zwar in den beiden letzten Monaten
vor der zweiten Sequenzierung. Der Titerverlauf konnte demnach Uber einen grof3en

Zeitraum hinweg nicht beurteilt werden. Unter Adefovir kam es bei diesem Patienten
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insgesamt zu einem Abfall der Viramie um eine Logstufe, der Titer blieb mit 10" GE/ml
hoch. Im Gegensatz dazu fiel das HBsAg, dass zuvor innerhalb von 10 Monaten von 80
auf Uber 300 mE/ml gestiegen war, unter Therapie auf 190 mE/ml ab. Im November 2006

wurde dieser Patient auf eine Kombinationstherapie aus Adefovir und Lamivudin

umgestellt.
ADF-Therapiebeginn /
Sequenzierung (a) Sequenzierung (b)
1,00E+09 7 350
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Abb. 3.29 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 13. Die Dokumentation begann

33 Monate vor der ersten Gabe von Adefovir und wurde bis 38 Monate nach deren
Beginn fortgefihrt. HBsAg-Bestimmung erfolgte nur bis einschl. Mai 2005. Die
beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und Sequenzierungen durchgefihrt
wurden, sowie der Beginn der ADF-Therapie sind durch schwarze Pfeile markiert.

Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 31 Monate.

Sequenzierung der Klone

Die RT-Doméne der bei diesem Patienten untersuchten Klone unterschied sich deutlich
von der HBV-Referenzsequenz (Genotyp D — HBV-Wildtyp). Vor Beginn der Behandlung
mit Adefovir fanden sich bei diesem Patienten keine Resistenzmutationen; zu diesem
Zeitpunkt war noch keine antivirale Therapie mit Nukleosidanaloga durchgefiihrt worden.
Zum Beginn der Adefovirbehandlung bestand zwischen den untersuchten Klonen quasi
Sequenzhomologie, es war im Prinzip nur eine Majorpopulation nachweisbar. 2,5 Jahre
nach Beginn der Therapie hatte sich die virale Population nur unwesentlich verandert. Bei
einer in der gesamten Population neu aufgetretenen Mutation handelte es sich um
rtA181T, durch die Adefovirresistenz vermittelt wird. Das Aufkommen der Mutation

rtA181T konnte eine Erklarung fir das Therapieversagen bei diesem Patienten gewesen
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sein. Die anderen neu aufgetretenen Mutationen wurden bisher noch nicht mit

Resisten

zentstehung in Zusammenhang gebracht.

Patient 13

Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 31 Monaten (b)

Klon 1

Klon2 Klon31 |Klon32 |Klon35 |Klon1l |[Klon2 Klon4 Klon21 Klon 22

S21A

N 531
Y54 S

L1221

N 124 H
H126 Y
M 129 L
D 131 N
Y 135S
L 145 M
Y 148 F
Q 149K
L 164 M
F221Y
A223S
C 256 S
Y257 W
1 266 R

Q267 M
E 271D
| 274 V

M 309 |

S21A |[S21A [S21A |S21A [S21A |S21A [S21A [S21A |S21A
K32Q T37S
N531 |[N531 [N531 |N53I V 44 A
Y54S |Y54S |Y54S [Y54S |N531 |[N531 |N531 |N531 [N531
Lo1l Y54S |Y54S |Y54S |Y54S |Y54S
L1221 |L1221 [L1221 |L1221 Lo1l |LO91l

N124H|N124H [N124 H [N 124 H S117P
H126Y |H126Y [H126Y |H126Y [L1221 |L1221 |[L1221 |L1221 |L122]
M129L [M129L [M129L [M129L |[N124H [N124H [N 124 H [N 124 H [N 124 H
D131 N|D131N|[D131N|D131N|H126Y |[H126Y |H126Y |H126Y |H 126 Y
Y135S |Y 135S [Y 135S [Y 135S |M129L [M129L |[M129L [M129L |M 129 L
L145M [L145M [L145M |L 145 M P130S
Y148F |Y148F |Y148F |Y148F |D131N |D131N |D131N|D 131N [D 131N
Q149K |Q149K |Q 149K |Q 149K |Y 135S [Y 135S |Y 135S |Y 135S |Y 135S
L164M [L164M [L164M |L164M |L145M [L145M |L145M |L145M |L 145 M
F221Y |F221Y |F221Y |F221Y (Y 148F |Y148F |Y148F |Y 148F |Y 148 F
A223S [A223S |A223S |A223S |Q 149K |Q 149K |Q 149K | Q 149K | Q 149 K
C256S |C256S |C256S |C256S R 153 Q
Y257 W | Y257 W | Y257 W | Y257 W |L 164 M [L 164 M |L164M |L 164 M |L 164 M
1266 R |1266R [1266R |1266 R |A181T |A181T |A181T |A181T |A181T
Q267 M |Q267M |Q267M [Q267M |F221Y |F221Y |F221Y |F221Y [F221Y
E271D |E271D |E271D |E271D |A223S |A223S |A223S [A223S |A223S
1274V [1274V |1274V [1274V |C256Y |C256Y |[C256Y |C256Y |C 256 Y
Y257 W | Y257 W | Y257 W | Y257 W | Y257 W
1266 R |1266 R [1266R |1266 R |1266R
Q267 M | Q2671 |Q267M |Q267 M | Q267 M
E271D |E271D |[E271D |E271D |E271D
1278V |1278V [1278V |1278V |1278V
Q344 R

Tab. 3.13

Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Doméne) nachgewiesenen
Mutationen bei Patient 13 — vor und 31 Monate nach Behandlung mit Adefovir.
Rosa: Vor Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach 31 Monaten
Adefovir-Behandlung bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau: Mutationen,

die unter der Therapie mit Adefovir neu auftraten.

101




Phylogenie
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Abb. 3.30 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von

Patient 13. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 13a: Klone von Patient 13 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 13b: Klone von Patient 13 nach 31 Monaten Behandlung mit Adefovir

Aus der phylogenetischen Analyse wurde ersichtlich, dass sich die virale Population im
Laufe der Therapie genetisch weiter von der urspringlichen Wildtypsequenz entfernte.
Eine Auftrennung der Klone in zwei verschiedene Gruppen, vor und nach
Adefovirbehandlung, war nicht mdglich.

Da nach 31-monatiger ADF-Therapie bei allen untersuchten Klonen die gleichen beiden
Mutationen (rtA181T und rtl278V) neu aufgetreten waren und da sich die Klone in der
Aminoséauresequenz ihrer RT-Domane nur wenig unterschieden, war die Entwicklung der
(b)-Klone aus einer gemeinsamen Ursprungspopulation wahrscheinlich. Bei diesem
Patienten konnte man von viraler Adefovirresistenz ausgehen, wodurch auch die hohe
Viramie von Uber 10’ GE/ml erklart wurde. Dabei war die HBV-Population in sich
vergleichsweise wenig divergent, bis auf die neu erworbene ADF-Resistenzmutation kam
es im Verlauf der Therapie zu wenig Sequenzéanderungen.

Das Auftreten der Resistenzmutante rtA181T in der HBV-Gesamtpopulation erforderte
auch insofern besondere Aufmerksamkeit, als dass diese Mutante in dem (die RT-
Doméane Uberlappenden) HBsAg zu einem Stopp-Codon fihrte, welches das S-Protein
um ca. 1/3 verkirzte. Das Vorhandensein von rtA181T in allen untersuchten Klonen

sprach entweder fir eine nicht erfasste Minorpopulation mit vollstandigem HBs oder dafr,
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dass HB Viren mit einem um 300 Basenpaaren verkirzten S-Protein noch

replikationsfahig blieben.

Patient 14

Infektion und Verlauf

Bei diesem Patienten, einem 38-jahrigen Mann, lag vor Beginn der Therapie mit Adefovir

bei allen Klonen der seltene HBV-Genotyp G vor.

ADF-Therapiebeginn /

Sequenzierung (a) Sequenzierung (b)
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Abb. 3.31 Verlauf von HBsAg und HBV-DNA Titer bei Patient 14. Die Dokumentation begann

ein Jahr vor der ersten Gabe von Adefovir und wurde bis funf Monate nach der
zweiten Sequenzierung fortgefiihrt. HBsAg-Bestimmung erfolgte bis einschliellich
November 2004. Die beiden Zeitpunkte, zu denen die Klonierung und
Sequenzierungen durchgefiihrt wurden, sowie der Beginn der ADF-Therapie sind

durch schwarze Pfeile markiert. Zeit zw. 1. und 2. Sequenzierung: 24 Monate.

Nach zwei Jahren entsprachen alle HBV-Klonen Genotyp A (jeweils Serotyp adw2). Ein
Wechsel des urspringlichen Genotypes in einen anderen durch Mutationen an den
entsprechenden Positionen des HBsAg ist zwar theoretisch mdglich, aber
unwahrscheinlich. Eine wahrscheinlichere Erklarung fir diese Beobachtung ware eine Ko-
Infektion mit beiden Gentoypen und spatere Selektion / Dominanz des Genotyp A - HBV.
Ko-Infektionen mit mehr als einem Virus kommen vor, besonders bei den wenigen bisher
beschriebenen Infektionen mit Genotyp G. Hier besteht in der Regel eine Ko-Existenz mit

Genotyp A — HBV [110], wie wahrscheinlich auch bei diesem Patienten.
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Vor Beginn der ADF-Therapie wurde Patient 14 mit Lamivudin behandelt. Unter
Lamivudin kam es zu einem HBV-Titeranstieg von 10* auf 10° GE/ml, so dass die
Therapie auf Adefovir umgestellt wurde. Innerhalb des ersten Jahres fiel der HBV-DNA-
Titer darauf auf 3x10* GE/ml; ein weiteres Jahr spater war die Viruslast wieder leicht
angestiegen und lag nun bei 6x10* GE/ml. Auch im Verlauf der nachsten 5 Monate stieg
der Titer weiter an und erreichte schlieRlich 10° GE/ml. Der HBsAg-Spiegel lag unter
Lamivudin zwischen 200 und 280 mE/ml, und stieg ein Jahr nach Beginn der
Adefovirtherapie auf 380 mE/ml an. Bei diesem Patienten konnte weder unter Lamivudin-
noch unter Adefovirtherapie eine Absenkung der Viruslast unter die Nachweisgrenze

erzielt werden.

Sequenzierung der Klone

Patient 14
Vor ADF-Behandlungsbeginn (a) Nach 24 Monaten (b)
Klonl |Klon2 Klon3 Klon4 Klion 21 Klon1l [Klon2 Klon23 |[Klon 24 |Klon 25
S74P V330G
L77S I53S I53S I53S I53S 153 S
L180M |L180M [L180M |L180M (L 180 M L179P

M 204V |M204V |M204V|M204V | M204V]|A181T |[A181T |A181T |[A181T |A181T
L229V |L229V [L229V |L229V |[L229V |N238S

N238T |N238T |[N238T [N238T |[N238T D 263 G
W 243 L338P
R
M 309 V
Tab. 3.14 Ubersicht der in den einzelnen HBV-Klonen (RT-Domine) nachgewiesenen

Mutationen bei Patient 14 — vor und nach Behandlung mit Adefovir. Rosa: Vor
Therapiebeginn nachgewiesene Mutationen, die nach 24 Monaten Behandlung mit
Adefovir bei keinem Klon mehr nachweisbar waren. Blau: Mutationen, die unter

der Therapie mit Adefovir neu auftraten.

Sollte vor Beginn der ADF-Therapie schon Genotyp A - HBV vorhanden gewesen sein,
dann handelte es sich wahrscheinlich nur um eine minore Population, da sich unter finf
(a)-Klonen kein einziger Klon mit Genotyp A fand. Da der Patient vor Beginn der
Adefovirtherapie mit Lamivudin behandelt wurde bestand z.B. die Mdbglichkeit, dass

Lamivudinresistenzmutationen als erstes bei den G-Genotypen auftraten und diesen
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einen Selektionsvorteil vor den A-Genotypen sicherten, so dass zu Beginn der
Adefovirbehandlung kein Genotyp A - HBV mehr nachweisbar war.

Die Behandlung mit Lamivudin ging der Adefovirtherapie unmittelbar voraus,
erwartungsgemall fand sich bei allen untersuchten HBV-Klonen vor der ersten
Adefovirgabe die typische Konstellation aus Lamivudin-Resistenzmutation rtM204V und
kompensatorischer Mutation rtL180M. Auch die Mutation rtL229V, die zu Beginn der
Adefovirtherapie bei allen Klonen nachweisbar war, wurde in einigen Féallen im
Zusammenhang mit Lamivudinresistenz diskutiert [111]. Zuséatzlich lie3 sich bei allen
Klonen rtN238T nachweisen, eine Mutation, die aufgrund ihrer Position in der RT-Doméane
auffiel (Nahe zur ADF-Resistenzmutation rtN236T), aber bislang nicht mit
Resistenzvermittlung in Verbindung gebracht werden konnte (s.0.). Nach 24 Monaten
ADF-Therapie fand sich noch bei einem Klon, 1 (b), eine Substitution an Position rt238,
allerdings lag diesmal ein Asparagin-zu-Serin- statt Asparagin-zu-Threonin Austausch vor.
Beide Aminosauren besitzen ahnliche chemische Eigenschaften (ungeladene, polare
Seitenketten, Hydroxylgruppe). Nach zwei Jahren ADF-Therapie wiesen alle HBV-Klone
durchgangig die Mutation rtA181T auf, damit bestand eine Adefovir-resistente

Viruspopulation.

Phylogenie
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Abb. 3.32 Phylogenetische Auftrennung (neigbour joining tree) der Viruspopulationen von
Patient 14. Die Zahlen an den Aufzweigungen geben die Wahrscheinlichkeit der
jeweiligen Verteilung wieder. 14a: Klone von Patient 14 vor Therapiebeginn mit

Adefovir; 14b: Klone von Patient 14 nach 24-monatiger ADF-Therapie

Wie bereits durch den Genotyp-Wechsel von G zu A deutlich wurde, lagen vor und nach

ADF-Behandlung zwei klar abgrenzbare Populationen vor. Zwischen den (a) und (b) —
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Klonen bestand keine phylogenetische Ahnlichkeit. Aus Tab. 3.14 wurde ersichtlich, dass
keine Mutation, die vor Therapiebeginn in der viralen Population nachweisbar war, nach
24 Monaten Therapie mehr in einem der Klone detektiert werden konnte. Sowohl (a)- als
auch (b)-Populationen waren jedoch in sich genetisch verhaltnismaRig homogen. Die
ADF-Therapie hatte bei diesem Patienten anscheinend zur Dominanz einer resistenten,
zuvor noch nicht nachweisbaren HBV-Population gefihrt.

Wie bei Patient 13 bereits beschrieben, fuhrt die ADF-Resistenzmutation rtA181T zu
einem Stopp-Codon im Gen des HBsAg, so dass dieses um 300 Basenpaare verklrzt
wird. Gegebenenfalls konnte eine bei diesem Patienten noch vorhandene HBV-
Minorpopulation mit vollstdndigem S-Protein die Defizite eines funktionell beeintrachtigten,

verklrzten HBsAg kompensieren.
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Phanotypisierung der Mutante rtI233V

Wie durch die Lamivudin-Resistenzmutation rtM204V / | bekannt, kann bereits eine
einzige Mutation innerhalb einer konservierten Region der RT-Doméne die HBV-
Polymerase unempfindlich gegen ein Nukleosidanalogon werden lassen. Auch bei
Adefovir wurden solche Mutationen beschrieben, z.B rtN236T (Angus et al., 2003 [81]).
Die Kenntnis Uber Resistenzmutationen ist fir die Therapieplanung der chronischen
Hepatits B von essentieller Bedeutung. Durch regelméfRige HBV-DNA-Titer-
Bestimmungen und Sequenzierungen konnen die Patienten auf bereits vorhandene
resistente Viruspopulationen untersucht werden. So kann rechtzeitig reagiert und die
Behandlung auf ein anderes Nukleosidanalogon umgestellt werden, noch bevor ein

Therapieversagen klinisch manifest wird.

Die Mutation rtI233V wurde mehrmals bei Patienten beobachtet, die nicht auf
Adefovirtherapie ansprachen, z.B. bei den Patienten 2 und 3. Auch die HBV-Population
eines weiteren Patienten, bei dem durch Adefovir kein Therapieerfolg erzielt werden
konnte, wies diese Mutation auf. (Patient G, aufRerhalb des hier untersuchten Kollektivs,
Serum wurde freundlicherweise von Prof. W. Gerlich aus dem Institut fur Medizinische
Virologie der Universitat Giel3en zur Verflgung gestellt). Dieser 52-jahrige Patient G
wurde zunachst mit Lamivudin behandelt. Als es nach drei Monaten zu einem Anstieg der
Viramie kam, wurde die Therapie auf Tenofovir umgestellt. Unter Tenofovir konnte der
HBV-DNA-Titer bei 740 GE/ml konstant gehalten werden. 6 Monate spater erfolgte die
Umstellung auf Adefovir. Unter Adefovir wurde ein sofortiger Anstieg der Virdmie
beobachtet, so dass die Tenofovirbehandlung sieben Monate spater wieder aufgegriffen
wurde. Darunter kam es erneut zum Abfall des viralen DNA-Titers.

Uber den gesamten Beobachtungszeitraum, unabhingig von den verschiedenen
Therapien, blieb bei diesem Patienten die Mutation rtI233V in der RT-Domé&ne des HBV
nachweisbar.

Aus dem Serum des Patienten wurden aus HBV-PCR-Amplifikaten sowohl eine
Direktsequenzierung als auch eine Klonierung mit anschlieRender Sequenzierung der
klonierten DNA durchgefiihrt. Das gesamte HBV-Genom wurde in acht Uberlappenden
Fragmenten sequenziert und anhand der iiberlappenden Enden mithilfe der MacVector™
7.0 Software zusammengefligt. Neben rtI233V waren in der RT-Doméne der HBV-
Population dieses Patienten auch die Mutationen rtS21A, rtY54H, rtP130Q, rtD131N,
rtE263D, rtI266R, rtI269L sowie rt1278V nachweisbar.

Um die Auswirkungen der Mutation rtI233V auf die HBV-Polymerase in vitro untersuchen
zu kénnen, wurde diese mittels gerichteter Mutagenese (site-directed mutagenesis) in die
HBV-Referenzsequenz (Plasmid pTHBV1.3, HBV-Wildtyp) eingefligt. Die mutierten HBV-
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Genome wurden in C3A-Zellen (humane Hepatoblastom-Zelllinie) transfiziert und Gber
sechs Tage mit Adefovir, Tenofovir und Lamivudin in verschiedenen Konzentrationen
behandelt. Die Intermediate der HBV-Replikation wurden mittels Southern Blot analysiert.

Sezernierte Virus-DNA aus dem Zelliberstand wurde durch PCR nachgewiesen.

Die Versuche wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Anneke Funk durchgefihrt.

HBV-Wildtyp
Adefovir [pM] Standard
0.0 0.5 1.0 5.0 " 10,0 102 104 104  nk
— ——

100 42 21 25 26

Signalabschwachung %

HBV-rt1233V
Adefovir [pM] Standard
0.0 05 1.0 50 10,0 102 102 104 nk
M— — -— |
100 823 853 59 53
Signatabschwachung %
Abb. 3.33 PCR von HBV-DNA aus dem Uberstand von transfizierten C3A-Zellen. Die Zellen

wurden mit Wildtyp-HBV-DNA (Plasmid pTHBV1.3; oben im Bild) und mit der
rtl233V-HBV-Mutante (unten im Bild) transfiziert. Die Behandlung erfolgte mit
aufsteigenden Konzentrationen von Adefovir. Als Mengenstandard dienten
Verdinnungen von Wildtyp-HBV-DNA von 10%,10° und 10* Genomagquivalenten.
Nk: Negativkontrolle

Die Sekretion von HBV-DNA der mit der rtI233V-HBV-Mutante transfizierten Zellen ging
bei einer Konzentration von 0,5 pM Adefovir um ca. 20 % zuriick. Bei mit Wildtyp-HBV
transfizierten Zellen konnte bei gleicher ADF-Konzentration ein Rickgang der Sekretion
um ca. 60 % beobachtet werden. Bei einer Konzentration von 1 pM Adefovir wurde die

Sekretion der Virus-DNA der Mutante lediglich um ca. 10 % reduziert. Die gleiche ADF-
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Konzentration fuhrt bei Wildtyp-HBV zu einer Abnahme der Sekretion um fast 80 %. Auch
bei 10-fach hoherer Konzentration an Adefovir konnte keine dem HBV-Wildtyp
entsprechende Reduktion an sezernierten Viruspartikeln erzielt werden. So kam es unter
10 pM Adefovir im Zellmedium bei Wildtyp-HBV zu einer Minderung der Virus-DNA-
Sekretion um Uber 70 %, bei rtI233V-HBV wurde lediglich ca. 40 % weniger DNA

sezerniert.

HBV
Wildtyp rt1233V

Adefovir [IM] 0.0 0,5 10 30 0.0 05 10 30

Zirkulare, offene DA —=)
Lineare DA _"- :I |

Einzelstrang- DMa —™

100 45 ] T : 100 ¥d a4 45

Signalabschwachuno: %
Tenofavir [M] 00 05 1.0 30 oo 05 1.0 30
irkulare, offene DA
Lineare DA i 4

Eirzelstrang - DMa ™

100 65 32 45 100 57 43 36
signalabschwachung %
Lamivudin [pM] oo 01 035 1.0 0.0 0,1 0,35 1.0
Zirkulare, afferie DhA —s
Lireare DA, ) F :l W
Einzelstrang - DhA
100 34 24 20 100 a1 2 25

Slgnalabschwachung %

Abb. 3.34 Southern Blots der replikativen Intermediate aus den mit HBV-Wildtyp (re. im Bild)
und mit rtI233V-HBV-Mutante transfizierten Zellen. Die Behandlung erfolgte mit
den Nukleotidanaloga Adefovir (oben) und Tenofovir (mitte) sowie mit dem
Nukleosidanalogon Lamivudin (unten). Der schwarze Kasten markiert die fir die
Quantifizierung genutzte Flache. Bei der unbehandelten Probe wurde die Intensitat

dieser Flache als 100% definiert und mit den anderen Banden korreliert.

Die rtI233V-HBV-Mutante schien also deutlich unempfindlicher als Wildtyp-HBV
gegeniiber Adefovir zu sein, die Sekretion der viralen Partikel wurde auch durch
vergleichsweise hohe ADF-Konzentrationen nur wenig beeintrachtigt.

Eine Konzentration von 0,5 pM Adefovir im Zellmedium fuhrte bei mit Wildtyp-HBV
transfizierten Zellen zu einer Reduktion der intrazellularen replikativen Intermediate um 50

%. Bei gleicher ADF-Konzentration konnte in Zellen mit transfizierter rtI233V-HBV-
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Mutante nur 30 % weniger HBV-DNA nachgewiesen werden. Eine Reduktion der
intrazellularen HBV-DNA um 50 % wurde hier erst bei ADF-Konzentrationen von 1 pM
beobachtet, also der doppelten Dosis im Vergleich zu Wildtyp-HBV. Auch hier wurde also
deutlich, dass HBV mit der Mutation rtI233V eine herabgesetzte Sensitivitdt gegenuber
Adefovir aufwies.

Wurden die Zellen mit Tenofovir oder Lamivudin behandelt, war dieser Effekt nicht zu
beobachten. Bei den gleichen Konzentrationen im Zellmedium wurde hier bei Wildtyp-
HBV- und rtI233V-HBV-transfizierten Zellen die Anzahl der intrazellularen replikativen
Intermediate ahnlich reduziert. Gegeniber diesen Nukleosidanaloga schien die Mutation
rtl233V dem Virus keinen nennenswerten Replikationsvorteil zu bieten.

Die Mutation rtI233V konnte also bei den Patienten, bei denen sie vorkam, mangelndes

Ansprechen auf ADF-Therapie und persistierend hohe HBV-DNA-Titer erklaren.

Mutationen innerhalb des HBsAg

Das Genom des Hepatitis B-Virus ist in 4 tberlappende Leserahmen (ORF, open reading
frame) aufgeteilt. Dabei Uberlagern sich die ORFs der viralen Polymerase und der
Oberflachenproteine. Mutationen innerhalb der RT-Doméne der Polymerase kdnnen
dementsprechend auch zu einer Sequenzverdnderung des HBs-ORFs fiuhren. In
bestimmten Fallen entstand durch eine Mutation in der RT-Doméne ein Stopp-Codon im
HBs-ORF und so ein vorzeitiges terminiertes HBs-Protein. Naturlich vorkommende HBV-
Varianten mit unvollstandigem HBsAg sind beschrieben, ebenso ist der Zusammenhang
mit HBsAg-Seronegativitat bekannt [112, 113].

PreS2

Pres1

C-Gen

Abb. 3.35 Anordnung und Uberlappung der Open Reading Frames (ORFs) des HBV
Genomes. P-Gen: Gen der Polymerase, S-Gen inkl. PreS1 und PreS2: Gene der
Oberflachenproteine L, M und S. C-Gen: Gene des Core-Proteins. X-Gen: Gen des

X-Proteins
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Bei allen hier beschrieben Patienten konnte Uber einen langeren Untersuchungszeitraum
hinweg HBsAg im Serum nachgewiesen werden, dennoch fanden sich in mehreren Fallen
Deletionen innerhalb der HBs-Sequenz. In der Regel konnte man von einer Koexsistenz
HBsAg-unbeeintrachtigter Viren und solcher mit verkirztem HBsAg ausgehen, unter der
die Infektiositat der Viren mit fehlerhaften HBsAg gewahrleistet blieb. Bruss et. al. [114]
konnten nachweisen, dass sich bei Ko-Existenz von Wildtyp- und mutiertem HBsAg
gemischte Proteine bildeten, durch die Defizite der verklrzten Form ausgeglichen werden
konnen.

Auffallig war unter diesen Gesichtspunkten, dass bei einigen Patienten alle untersuchten
Klone zum Zeitpunkt der zweiten Sequenzierung ein verklrztes HBsAg aufwiesen. Es
ware also moglich, dass die Funktionalitat des Proteins und damit auch die Replikation
des Virus trotz der Deletionen weiterhin gewahrleistet blieb.

Die Mutation rtA181T, eine im Zusammenhang mit Adefovirresistenz nicht selten
beobachtete Variante (s.0.), fuhrte zu einem Stopp-Codon im HBsAg, so dass es an
Position (AS) 172 zu einem Kettenabbruch kam. Die besonders immunogene a-
Determinante wurde dabei nicht beeintréachtigt. Obwohl das HBsAg C-terminal um 54
Aminoséauren verkirzt wurde, schien es als Majorpopulation im viralen Genpool der
Patienten 13 und 14 vorzukommen. Bruss et al [114]. zeigten, dass HBsSAg mit einer auf
178 Aminosauren verkirzten Kette eine verringerte intrazellulare Halbwertzeit aufwies
und nicht mehr sezerniert wurde. Lag gleichzeitig Wildtyp-HBsAg in der Zelle vor, wurde
die deletierte Form nicht nur stabilisiert, sondern auch wieder sekretiert, und zwar doppelt
so effektiv wie Wildtyp-HBsAg alleine.

Im Falle der Patienten mit der Mutation rtA181T wurde HBSAg auch weiterhin effektiv
sezerniert, wie aus den Werten der HBsAg-Bestimmung im Serum geschlossen werden
konnte. Eventuell war also eine kleine Minorpopulation mit intaktem HBsAg vorhanden
und konnte nur nicht nachgewiesen werden.

In der HBV-DNA von 4 Patienten (insg. 10 Klone) fihrten Nukleotidaustausche zu Stopp-
Codons innerhalb des HBsAg, jedoch zu keinem Aminosaure-Austausch in der RT-
Doméane der Polymerase. Auch diesen 10 Klonen muissten C-terminal verkirztes HBs

exprimiert werden.
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Position | Korresp. | Fehlende
Klon gﬁ)& I\R/I _Il_J_tation AS
HBsAg Doméne FESA9
[bis | 76  |s85T |150 |
2al 216 keine 10
2all 199 V 208 | 27
2a4 216 keine 10
4b5 172 A181T | 54
5all 216 keine 10
5a42 216 keine 10
5b1 216 keine 10
5b2 216 keine 10
5b5 216 keine 10
6al 136 keine 90
172 A181T |54
6b2 172 A181T |54
Tab. 3.15

Klon g%}}: n Q;:i?gﬁ Egh fende
HBsAg Doméane | HBSAY
13al 216 keine 10
13a35 216 keine 10
13b2 172 Al181T | 54
13bl 172 A181T | 54
13b21 172 A181T | 54
13b4 172 A181T | 54
13b22 172 Al181T | 54
14b1 172 Al181T | 54
14b2 172 Al181T | 54
14b23 172 Al181T | 54
14b24 172 Al181T | 54
14b25 172 A181T | 54

Ubersicht der Klone mit Deletionen innerhalb des HBsAg. Angegeben ist die

Position des Stopp-Codons, die Anzahl der Aminosauren (AS), um die das HBsAg

verkirzt ist und, sofern vorhanden, die korrelierende Mutation innerhalb der

Uberlappenden RT-Domane

Vollstandiges HBsAg

Abb. 3.36

Keine

V208l

A181T

Keine

S85T

korrelierende RT-Mutation

76

226

216

199

172

136

AS

Lange HBsAg
B Fehlende AS

Verkirzung des HBsAg durch Stopp-Codons im ORF des S-Proteins.

Die korrelierende Mutation der Uberlappenden RT-Domane ist jeweils links

dargestellt. AS: Aminosaure/n

112



Im Zellkultursystem wurden die Auswirkung der haufigen Adefovir-Resistenzmutation
rtA181T auf die Synthese des HBs-Proteins untersucht. Dazu wurden C3A-Zellen mit
insgesamt drei HBV-Konstrukten transfiziert. In den Vektor pTHBV1.3 (HBV-
Wildtypsequenz, Genotyp D) wurden jeweils die Mutationen rtA181T und rtN236T
eingebracht. Bei rtN236T handelt es sich um eine Mutation, die zwar Resistenz
gegenuber Adefovir vermittelt, jedoch keine Substitutionen im ORF des HBs-Proteins
bewirkt. Da rtN236T und rtA181T héaufig kombiniert auftreten, wurde zusatzlich eine HBV-
Variante mit beiden Mutationen transfiziert. Als Kontrolle diente die unveranderte HBV-

Wildtypsequenz.

=
o

9 [1HBs
8 [1HBe
w7
2 6
@
2 5
% 4
m 3
T
2
1
0 . . .
A181T A181T/N236T N236T pTHBV1.3
Abb. 3.37 HBs und HBe-Protein aus dem Uberstand transfizierter C3A-Zellen: Transfektion

mit den HBV-Mutanten A181T, N236T, A181T+N236T sowie mit HBV-Wildtyp
(pTHBV1.3). Arithmetische Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten.

Aus den Uberstanden der mit rtA181T transfizierten Zellen war deutlich weniger HBsAg
nachweisbar als bei rtN236T-HBV oder pTHBV1.3. Auch die Kombination aus rtA181T
und rtN236T fluhrt zu einer reduzierten HBsAg-Sektretion. Im Gegensatz zu Wildtyp-HBV,
aber auch zu der HBV-Mutante rtN236T war das HBsAg im Zellmedium um ca. ein Drittel
vermindert. Die Sekretion von HBeAg war bei allen HBV-Konstrukten vergleichbar, so
dass die unterschiedlichen HBs-Konzentrationen nicht auf ungleiche
Transfektionseffizienzen zurtckzufiihren waren.

Die Mutation rtA181T fuhrt also zu einem Defizit in der HBsAg-Synthese oder Sekretion in

vitro.
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Verteilung der Mutationen innerhalb der RT-Doméne

Die RT-Doméne der HBV Polymerase setzt sich aus 6 konservierten Regionen (A — F)
und dazwischen liegenden, variableren Sequenzabschnitten zusammen [115]. Alle bisher
bekannten Resistenzmutationen liegen in diesen konservierten Regionen. Die bekannten,
haufigen Lamivudin-Resistenzmutationen lassen sich den Regionen B und C zuordnen,

wahrend Adefovir-Resistenzmutationen eher in Region D zu finden sind.

Termingles | Spacer Rt-Dormane Fhase H
Fratein
F A B L L] E
A5 3747 A5 7391 AZAB159 AS 200290 AZ 220247 A5 247-257
B0 | L 164 M il 204 10 | 233 Mz248H
Lan| VATEL [M236T 256 50
AT Th [N 236 SITiH 52588 G
L 1a0 mT Y2ET W
Abb. 3.38 Verteilung der innerhalb konservierter Regionen der RT-Doméane nachgewiesenen

Mutationen. Aufgelistet sind Mutationen, die zum Zeitpunkt der zweiten

Sequenzierung nachweisbar waren. AS: Aminosauren

Die Einteilung der RT-Domaéne in konservierte und weniger konservierte Regionen erlaubt
eine Gewichtung der einzelnen Mutationen. Zusammengenommen wurden — bei
insgesamt 14 Patienten, nach mehreren Monaten unter Adefovirtherapie ((b)-Klone) — die
RT-Domanen von 70 Klonen untersucht, dabei wurden an insgesamt 434 Stellen
Abweichungen von der jeweiligen Referenz-Genotypsequenz nachgewiesen®. Nur ca. ein
Viertel aller gefundenen Mutationen lag innerhalb von konservierten Regionen (108 von
434).

Adefovirtherapie in der viralen Population vorhanden (z.B. persistierende Lamivudin-

Die Halfte dieser Mutationen (51 von 108) war bereits zu Beginn der
Resistenzmutationen). Insgesamt konnten demnach etwas mehr als ein Drittel der
wahrend der Therapie erstmals nachgewiesenen Mutationen einer konservierten Region

zugeordnet werden.

! In die Auswertung gingen nur Mutationen mit ein, die bei mindestens zwei Klonen nachgewiesen
werden konnten.
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Mutation Anzahl Relative Mutation Anzahl Relative
RT-Domaéne der Klone | Haufigkeit RT-Doméne | derKlone Haufigkeit
T — T —

A21S 4 8,6 % A181T 12 24,3 %
S21A 1 A181V 5
S21C 1

153S 6 17,1 % M 204 | 5 7,1%
N 53D 4

153V 2
Y 54 H 11 15,7 % 1233V 9 12,9 %
L 80 V/iI 5 7,1 % N236T 6 8,6 %
L115V 5 7,1% E 263D 4 7,1 %

D 263 G 1

P 130 Q/S 5 7,1% | 266 R 5 71%
M 146 L 5 7,1% 1278V 9 12,9 %
Tab. 3.16 Absolutes und relatives Auftreten aller Mutationen, die zum Zeitpunkt der zweiten

Sequenzierung (17-31 Monate nach Beginn der ADF-Therapie) innerhalb der HBV-
Populationen von Patienten erstmalig nachgewiesen wurden. Mutationen, die bei
mehr als 15 % der insgesamt 70 (b)-Klone vorkamen, sind rot markiert.

Mutationen, die bei weniger als 5 Klonen auftraten, sind nicht aufgefiihrt.
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Mutation Anzahl Relative
RT-Domaéne der Klone | Haufigkeit
T —

S21A 25 42,9 %
A21S 4
S21C 1

153S 6 22,9 %
N 53D 4
N 531 5

153V 1
Y54 H 11 22,9 %
Y54S 5
L 80 IV 5 71%
Lol 6 8,6 %
L115V 5 71%
L122 F 22 40,0 %
L1221 5
L122V 1
N 124 H 19 34,3 %
N 124Y 5
H126Y 5 7,1%
M 129 L 5 7,1%
P130Q 23 34,3 %
P130S 1
D131 N 28 40,0 %
Y 135S 19 32,9 %
S135F 4
L145M 5 7,1%
M 146 L 5 71%
Y 148 F 5 7,1%
Q 149K 5 7,1%
L 164 M 5 71%
Tab. 3.17

sind rot markiert.

Mutation Anzahl Relative

RT-Doméne | derKlone Haufigkeit
T —

V173 L 8 11,4 %

L 180 M 5 8,6 %

L180T 1

A181T 13 25,7 %

A181V 5

M 204 | 9 17,1 %

M 204 V 3

F221Y 5 8,6 %

F221C 1

A223S 5 7,1%

1233V 9 129 %

N236T 10 143 %

N 248 H 14 20,0 %

Cc256Y 5 129 %

C256S 4

Y 257 W 5 7,1%

E 263D 23 34,3 %

D 263G 1

| 266 R 10 143 %

Q267H 4 129 %

Q267M 4

Q 267 | 1

E271D 8 12,9 %

H271Q 1

1278 V 28 40,0 %

A329T 5 71%

Absolutes und relatives Auftreten aller Mutationen, die 17 bis 31 Monate nach
Beginn der ADF-Therapie in den RT-Domanen von insgesamt 70 (b)-Klonen
nachgewiesen wurden. Mutationen, die bei weniger als 5 Klonen auftraten, sind

nicht aufgefiihrt. Mutationen, die bei tber 30 % aller Klone nachgewiesen wurden,
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Mutation Anzahl Relative
RT-Domaéne der Klone | Haufigkeit
T —

S21A 48 39,5 %

A21S 4

S21C 1

A38E 4,5 %

M45L 5 3.7%
N 531 10 18,7 %
I53S 9

I/N 53 V/D/S 6

Y54 H 13 9,7 %

Y54S 10 75 %

L 80 IV 6 4,5 %

Lol 9 6,7 %

L115V 5 3.7%

L122 F 37 37,3 %

L1221 12

L122V 1

N 123 D/S 6 4,5 %

N 124 H 34 32,8 %

N 124Y 10

H126Y 11 9,0 %

Y 126 H 1

M 129 L 10 75 %

P130Q 41 31,3 %

P130S 1

D 131N 53 40,0 %

Y 135S 42 37,3%

S 135 F/Y 8

V142 | 7 7,5 %

V 142 AIGIT 3

L 145 M 10 75 %

M 146 L 5 3,7%

Y 148 F 10 75 %

Q 149K 11 9,0 %

Q149 P 1

L 164 M 10 75 %

V173 L 18 13,4 %

Tab. 3.18

Mutation Anzahl Relative
RT-Doméne | derKlone Haufigkeit
T —
L 180 M 31 23,9 %
L180T 1
A181T 13 13,4 %
A 181V 5
M 204 V 24 30,6 %
M 204 | 17
S219A 9 6,7 %
F221Y 10 8,2%
F221C 1
A223S 10 7,5%
V 224 | 5 3 7%
L 229V 8 6,0 %
1233V 9 7,5%
1233T 1
N236T 11 8,2%
N238T 5 52 %
N 238 H/S 2
N 248 H 32 23,9 %
C256S 19 23,9 %
C256Y 10
C/S 256 G 3
Y 257 W 10 9,0 %
W/Y 257 RIC | 2
E 263D 41 32,1 %
D 263 G/N 2
266 R 15 15,7 %
| 266 K/IM 6
Q267 M 9 12,7 %
Q267H 7
Q 267 | 1
E271D 13 14,2 %
H271Q 6
1274V 5 3,7%
1278 V 46 35,1 %
V278 A 1
M 309 I/KIV 5 3 7%
A329T 10 7,5%

Absolutes und relatives Auftreten aller Mutationen in den RT-Domanen von

insgesamt 134 analysierten HBV-Klonen ((a) und (b)). Mutationen, die bei weniger

als 5 Klonen auttraten sind nicht aufgefiihrt. Mutationen, die bei Uber 30 % aller

Klone nachgewiesen wurden, sind rot markiert.
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Bis auf Region F lieBen sich in allen konservierten Bereichen der RT-Doméne
Veranderungen des Virusgenoms nachweisen. Mutationen in konservierten Bereichen
sollten sich in der Regel starker auf die Funktionalitdt der Reversen Transkriptase
auswirken als Mutationen in variablen Regionen des Enzyms. Neu aufgetretene
Mutationen in konservierten Regionen mussten unter dem Gesichtspunkt einer
potentiellen Resistenzvermittiung deshalb genauer betrachtet werden.

Zum Zeitpunkt der zweiten Sequenzierung (b) fanden sich neu aufgetretene Mutationen
vor allem in den Bereichen A, B und D. Innerhalb von Bereich A waren die Mutationen
rtL80I/V und rtL91l lokalisiert. Erstere soll im Zusammenhang mit Lamivudinresistenz die
— durch das veranderte YMDD-Motiv (rtM2041/V) — verminderte Replikationseffizienz des
Virus wiederherstellen [116]. Allerdings liel3 sich rtL80I/V nur bei einem einzigen Klon
(Patient 9, Klon 2 (a)) unmittelbar nach Lamivudintherapie nachweisen. Dieser Klon wies
keine bekannten Lamivudin-Resistenzmutationen auf. In den anderen Fallen trat rtL801/V
erst nach monatelanger Behandlung mit Adefovir hervor, jedoch immer zusammen mit
einem noch persistierenden YIDD-Motiv. Auch rtL91l trat gemeinsam mit der

Resistenzmutation rtM204| auf. Die Bedeutung der Mutation rtL91l ist jedoch noch nicht

bekannt.
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Abb. 3.39 Lokalisation der Mutationen innerhalb der RT-Domé&ne zu Beginn der

Adefovirtherapie (Zeitpunkt 0), aus allen Patienten zusammengefasst. Die Lange
der vertikalen Linie entspricht der absoluten Haufigkeit des Auftretens. Grin:

konservierte Regionen innerhalb der RT-Domane
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Abb. 3.40 Lokalisation der Mutationen innerhalb der RT-Domane, aus allen Patienten

zusammengefasst. A) Alle zum Zeitpunkt der zweiten Sequenzierung
nachgewiesenen Mutationen, die Lange der vertikalen Linie entspricht der
absoluten Haufigkeit des Auftretens. Rot: Anteil der Mutationen, die unter ADF-
Therapie erstmalig auftraten. B) Unter ADF-Therapie aufgetretene Mutationen, die
vor Therapiebeginn noch nicht vorhanden waren. Grin: konservierte Regionen

innerhalb der RT-Domane.

In Region B, unmittelbar neben der Lamivudin-Resistenzmutation rtL180M, war die
Mutation rtA181T/V lokalisiert, die mit Adefovirresistenz in Zusammenhang gebracht wird.
Fur diesen Zusammenhang sprach hier einerseits die Haufigkeit dieser Variante — unter
allen wahrend der Adefovirtherapie neu aufgetretenen Mutationen nahm rtA181T mit
Abstand den ersten Platz ein — anderseits auch der Bereich der RT-Domaéne, in dem sie
lokalisiert war, namlich innerhalb einer konservierten Region, in der bereits
resistenzvermittelnde Mutationen bekannt sind.

In Region D fielen bei mehreren HBV-Klonen Veranderungen an Position 238 auf
(rtN238H/S/T); in unmittelbarer Nachbarschaft befanden sich die Adefovir-
Resistenzmutationen rtN236T und rtI233V. Substitutionen an Position 238 wurden noch
nicht auf phanotypische Eigenschaften untersucht und eine Resistenzvermittlung ist nicht
bekannt. Dennoch rechtfertigte allein die Position dieser Mutation einige Uberlegungen
beziglich ihrer Auswirkungen auf die Integritdt der viralen Polymerase und auf eine

eventuell ver&nderte Wirksamkeit von Nukleosidanaloga.
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Region E schien im Hinblick auf Adefovirresistenz, ebenso wie die Regionen F und C,
eine untergeordnete Rolle zu spielen. Es traten keine neuen Mutationen in diesen

Bereichen der RT-Domane auf.

Die typischen Lamivudin-Resistenzmutationen traten kaum bei Lamivudin-naiven
Patienten auf. Im Gegensatz dazu schienen die meisten Mutationen, die bei Adefovir-
resistenten HBV nachweisbar waren, auch bei Adefovir-naiven Patienten vorzukommen.
Die meisten der nach Adefovirtherapie neu aufgetretenen Mutationen waren in
geringerem Umfang auch bei Patienten ohne vorhergehende Adefovir-Exposition

nachweisbar.

Betrachtete man das Neuauftreten und Verschwinden von Mutationen innerhalb der
(fiktiven) viralen Gesamtpopulation, so fielen auBerhalb der konservierten Regionen
einige Bereiche der RT-Doméne durch besondere Variabilitdt auf. Dazu gehoérten z.B. die
Positionen rt21 und rt53 / 54, die Bereiche rt122 - rt135 sowie rt263 - rt278. Hier kam es
gehauft zum Auftreten von Mutationen, was an dieser Stelle den Begriff Polymorphismen
gerechtfertigt erscheinen lief3 [115].

Durch besondere Variabilitat fiel die Region rt122 - rt135 auf. Bei Patient 9 (Klon 10 (b))
fand sich nach 24-monatiger Behandlung mit Adefovir eine virale Subpopulation, die an
dieser Position eine drei-Nukleotid-Deletion aufwies. Dies resultierte in einer um eine
Aminoséaure verkirzten RT-Doméane und in einem ebenso verkirzten HBsAg. Bei Patient
G (s. Kapitel: Phanotypisierung der Mutation rtI233V) konnte an gleicher Stelle eine HBV-
Majorpopulation mit einer Insertion von drei Codons nachgewiesen werden, dadurch
wurden sowohl RT-Domaéne als auch HBsAg um drei Aminosauren verlangert.

Nach der einheitlichen Nomenklatur ist die RT-Domane von humanpathogenem HBV
immer 344 Aminosauren lang (nur beim HBV des Wollaffes und bei Nagetier-HBV variiert
die Lange dieses Proteins). Wie sich eine Deletion von drei Aminosauren in der insgesamt
relativ konservierten RT-Domane der HBV-Polymerase auf Replikationsfahigkeit und —

effizienz auswirkt, muss noch untersucht werden.
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Sequenz der RT-Domane

Sequenz des HBsAg

1) 115
Ref D LSSNSRI LN- - - NQHGTMPDLHD
Pat. G LSSNSRI FNHQYDQYGTMNLHD

*kkk*kkkk % * k* k% * % %

3) 115
Ref A LSSNSRI NNNQYGTMONLHDSCS
9b10 LSSNSRI NN- QYGTMONLHDSCS

kkxkk*khkkhkkk *kxkhkkkikhkhkkkkkx

2) 101
Ref D QGMLPVCPLI PGSS- - - TTSTGPCRT
Pat . G RGMLPVCPL| PGSSTTSTTSTGPCRT

kkhkkhkkhkkkhkkkkkkk*k *kkkkkkkk*x

4) 101
Ref A QGWLPVCPLI PGSTTTSTGPCKTCTT
9b10 QGMLPVCPLI PG STTSTGPCKTCTT

kkkkhkkhkkkhkhkhk *hkkkhkkkhkkhkkhkkkhkkhkkhk

Tab. 3.19 Insertion und Deletion innerhalb HBsAg und RT-Domane der Patienten G und 9

(Klon b10)

1) Vergleich der Sequenz von Patient G mit Genotyp D-Referenzsequenz: RT-

Domaéne. Deutlich wird die Insertion von 3 Aminosauren an Position 124.

2) Vergleich der Sequenz von Patient G mit Genotyp D-Referenzsequenz: HBsAg.

Die Insertion der drei Aminosauren betrifft ebenso das liberlappende HBsAg.

3) Vergleich der Sequenz von Patient 9, Klon b10 mit Genotyp A-

Referenzsequenz: RT-Domane. Es liegt eine Deletion an Position 124 vor.

4) Vergleich der Sequenz von Patient 9, Klon b10 mit Genotyp A-

Referenzsequenz: HBsAg. An entsprechender Stelle findet sich auch innerhalb des

HBsAg eine Deletion.
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Die genetische

Divergenz der Viruspopulationen
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stehen fiur virtuelle HBV-Varianten, die wahrscheinlich einmal vorhanden waren,

jedoch nicht nachgewiesen wurden.
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Durch ein phylogenetisches Netzwerk, in dem die verschiedenen HBV-Klone aller
Patienten dargestellt wurden, konnte die Entwicklung der einzelnen HBV-Populationen
rekonstruiert werden. Die einzelnen Sequenzen der Klone sind durch Kreise markiert. Je
bedeutender eine Sequenz fur die Entwicklung weiterer Subpopulationen ist, desto gré3er
ist der Durchmesser des Kreises. Anhand eines mathematischen Algorithmus wurde
jedem mdglichen Nukleotidaustausch ein bestimmter Rang zugewiesen. So konnte
errechnet werden, ob sich eine Substitution direkt oder Uber einen Zwischenschritt
ereignet hatte. Diese Zwischenschritte sind als virtuelle Vorfahren rot in das Netzwerk

eingezeichnet. Die Netzwerke wurden getrennt fir Genotyp A und D berechnet.

Die einzelnen Klone ordneten sich im Netzwerk auf unterschiedliche Art und Weise an.
Bei Patient 14 (Abb. 3.41) dominierte vor Beginn der ADF-Therapie Genotyp G, spéater lag
Genotyp A vor. Zur phylogenetischen Analyse wurde die (a)-Population in die Genotyp A
— Gruppe eingeordnet, obwohl Genotyp G vorlag. Dementsprechend nahmen die (a)-
Klone dieses Patienten eine sehr isolierte Position innerhalb des Netzwerks ein. Es
bestand keine phylogenetische Ahnlichkeit zu der (b)-Population, wie die groRe Distanz
innerhalb des Netzwerkes belegt. Ein ahnliches Bild bot sich bei der Darstellung der
Viruspopulationen von Patient 3 oder Patient 10 (Abb. 3.42). Das Bild der grof3en
genetischen Distanz zwischen (a) und (b)-Populationen ergab sich u.a. dann, wenn eine
bisher nicht detektierbare Minorvariante unter Therapie selektioniert wurde und
schlielich als neue Majorpopulation dominierte. Bei Patient 7 (Abb. 3.42) wurden zu
Beginn der ADF-Therapie zwei verschiedene Populationen detektiert, eine dieser beiden
war nach 20 Monaten Behandlung nicht mehr nachweisbar. So etwas geschah
wahrscheinlich z.B. dann, wenn sich eine Population durch geanderten Selektionsdruck
nicht mehr behaupten konnte und nur noch als Minorvariante im Wirt persistierte.

Im Gegensatz dazu konnten z.B. bei Patient 8 oder 13 alle Populationen einem
bestimmten Vorfahren bzw. Ursprung zugeordnet werden. Diese Entwicklung bezeichnet
man auch als ancestral polymorphism. Dabei kam es nicht zur Selektion einer neuen
Variante, vielmehr entwickelte sich eine bestehende Population, die ihren Ursprung in
bestimmten Vorfahrensviren (ancestors) nimmt, weiter. Bei einigen Patienten lagen nach
Monaten bis Jahren ADF-Therapie verschieden entwickelte HBV-Populationen
nebeneinander vor. Ein Anteil der (b)-Klone ging aus der (a)-Population bzw. einzelnen

Vorfahrensviren hervor, wahrend parallel dazu eine neue Population aufkam.
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Abb. 3.42 Phylogenetisches Netzwerk aller Klone mit HBV-Genotyp D. Erklarung s. Abb. 2.41
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Dies ist bei Patient 5 deutlich sichtbar: der Grof3teil der analysierten (b)-Klone entwickelte
sich direkt aus dem durch Klon 11 (a) reprasentierten Vorfahrensvirus, wahrend Klon 3 (b)
eine vollkommen unabhangige, neue Population darstellte.

Bei einigen Patienten konnte weder von der deutlichen Selektion einer Variante noch von
ancestral polymorphism gesprochen werden: die verschiedenen Klone waren im Netzwerk
verteilt ohne abgrenzbare Gruppierungen zu bilden. Dieses Phanomen war u.a. bei den
Patienten 4 und 6 zu beobachten (Abb. 2.41).

Insgesamt konnte bei sechs Patienten mit grol3er Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen
werden, dass sich zum Zeitpunkt der zweiten Sequenzierung eine resistente HBV-
Majorpopulation entwickelt hatte: bei den Patienten 2, 3, 11, 12, 13 und 14 wiesen 100%
der untersuchten (b)-Klone eine bekannte Adefovir-Resistenzmutation in ihrer RT-
Doméane auf (Pat.2: rtI233V; Pat.3: rtI233V; Pat.11: rtN236T; Pat.12: rtN236T; Pat.13:
rtA181T; Pat. 14: rtA181T).
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Abb. 3.43 Genetische Distanz zwischen den HBV-Populationen (a) und (b) bei 14 Patienten.

(a): Klone vor Beginn der ADF-Therapie
(b): Klone nach mehreren Monaten ADF-Therapie (17-31 Monate)

Kam es im Verlauf der Therapie zur Selektion einer neuen Majorpopulation, war die
genetische Distanz zwischen (a) und (b)-Klonen erwartungsgemaf besonders grof3. Ein
eindrucksvolles Beispiel hierfur ist Patient 14, bei dem nach 24 Monaten Adefovirtherapie
eine resistente (b)-Population mit Genotyp A detektierbar war, wahrend bei allen (a)-
Klonen Genotyp G nachgewiesen wurde. Eine grof3e genetische Distanz zwischen (a) und
(b)-Gruppen fand sich auch bei den Patienten 2 und 3 sowie 7. Bei den Patienten 2 und 3

wurde im Verlauf der Therapie eine resistente HBV-Population selektioniert und
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nachgewiesen, (a) und (b)-Klone lieRen sich phylogenetisch deutlich voneinander
trennen. Bei Patient 7 konnte eine Population, die vor Beginn der Behandlung mit Adefovir
vorhanden gewesen war, nach 20 Monaten Therapie nicht mehr detektiert werden. Auch
bei Patient 10 kam es zur Selektion einer bisher nicht nachweisbaren Viruspopulation.

Insgesamt konnte beobachtet werden, dass eine starke Zunahme der Virdmie, wie sie bei
Patient 1, 4, 6, 7 und 12 vorkam, in den meisten Fallen keine Auswirkungen auf die
genetische Diversitat zwischen (a) und (b)-Populationen hatte. Ob es unter Adefovir zur
Selektion einer neuen HBV-Majorpopulation kam, schien demnach nicht mit der Anderung

der Viruslast im Serum zusammenzuhangen.
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Abb. 3.44 1) Vergleich von Viramiednderung und genetischer Distanz zwischen den HBV-
Populationen (a) und (b) der 14 Patienten in Verlauf der ADF-Therapie.
2) Vergleich von mittlerer Viramie und genetischer Distanz zwischen den HBV-
Populationen (a) und (b) der 14 Patienten im Verlauf der ADF-Therapie.
(a): Klone vor Beginn der ADF-Therapie
(b): Klone nach mehreren Monaten ADF-Therapie (17-31 Monate)

Im Durchschnitt wiesen die Patienten, zwischen deren Viruspopulationen (a) und (b) eine
besonders ausgepragte genetische Distanz bestand, im Vergleich zu anderen eine eher

niedrige Viramie auf. Im Gegensatz dazu imponierten die meisten der Patienten, die trotz
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ADF-Therapie hochviramisch blieben, durch genetisch relativ ahnliche (a) und (b)-
Populationen. Aufgrund der geringen Anzahl an Patienten ist eine statistisch relevante

Aussage diesbezuglich nicht mdglich, eine Tendenz jedoch erkennbar.
Ebenso wie bei der genetische Distanz zwischen den (a) und (b)-Populationen, schien

auch zwischen der genetische Diversitat innerhalb der jeweiligen HBV-Population ((a)

oder (b)) und der Viramie des Wirts kein Zusammenhang zu bestehen.
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Abb. 3.45 Genetische Diversitat innerhalb der (a)- und der (b)- HBV-Populationen bei 14
Patienten. (a): Klone vor Beginn der ADF-Therapie

(b): Klone nach mehreren Monaten ADF-Therapie (17-31 Monate)

Bei den meisten Patienten ging im Verlauf der ADF-Therapie die genetische Diversitét
bzw. Streuung innerhalb der HBV-Population zurlick. Lediglich bei den Patienten 1, 3, 5
und 13 war die (a)-Population wesentlich homogener (b)-Population. Die grof3te Diversitat
lag unter den (a)-Klonen von Patient 7 vor (zwei Subpopulationen, s. Abb. 3.42), gefolgt
von den Patienten 11 und 12. Die sicher resistenten (b)-Populationen (Patienten 2, 3, 11,

12, 13 und 14) nahmen bezlglich ihrer inneren Homogenitat keine Sonderstellung ein.
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Positive und neutrale Selektion von HBV-Klonen unte r ADF-Therapie

Um zu ermitteln, inwiefern Hepatitis B Viren Selektionsdricken unterliegen, kam die
Methode von Nei und Gojobori zur Anwendung. Anhand eines mathematischen
Algorithmus wurden die einzelnen viralen Nukleotidsequenzen (134 HBV-Klone)
miteinander auf neutrale (kein nachweisbarer Selektionsdruck) oder positive (HBV ist
einem Selektionsdruck ausgesetzt) Selektion verglichen. Dabei wurde das Verhaltnis von
Nukleotidmutationen ohne entsprechenden Aminosaure-Austausch (silent mutations) zu
sogenannten non-silent mutations (mit Aminosaureaustausch) errechnet und daraus auf
neutrale oder positive Selektion geschlossen. Die folgende Tabelle gibt Auskunft tber die

Anzahl der Vergleiche pro Sequenz / Klon, bei denen positive bzw. neutrale Selektion

vorlag (p < 0,05).

Die Berechnung nach dem Algorithmus von Nei-Gojobori wurde von PD Dr. Arne Ludwig

am Leibniz-Institut fir Zoo- und Wildtierforschung in Berlin durchgefihrt.
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Klon ADF-RM |neutra| ﬂ)ositiv lon AdF-RM néut ral  positiv
[ 1]#1a4 49 0
[ 2] #1a5 31 2
[ 3]#1a7 48 1 [ 41] #5a2 43 0
[ 4] #1a9 18 3 [ 42] #5a11 69 4
[ 5] #1a10 31 3 [ 43] #5a42 69 4
Mittel 35,4 1,8 Mittel 60,3 2,6
[ 6] #1bl 29 8 [ 44] #5b1 69 4
[ 7] #1b7 20 0 [ 45] #5b2 69 4
[ 8] #1b10 27 12 [ 46] #5b3 N236T 15 4
[ 9] #1b13 A181T 27 19 [ 47] #5b4 37 0
[ 10] #1b14 38 3 [ 48] #5b5 68 4
Mittel 28,2 8,4 Mittel 51,6 3,2
[ 11] #2a1 64 0 [ 49] #6a1 62 0
[ 12] #2a3 12 0 [ 50] #6a2 29 8
[ 13] #2a4 12 0 [ 51] #6a4 20 12
[ 14] #2a6 11 3 [ 52] #6a11 30 8
[ 15] #2a11 11 3 [ 53] #6a13 17 1
Mittel 22 1,2 Mittel 31,6 5,8
[ 16] #2b1 1233V 17 0 [ 54] #6b1 24 8
[ 17] #2b2 1233V 17 0 [ 55] #6b2 A181T 26 12
[ 18] #2b3 1233V 12 3 [ 56] #6b5 30 8
[ 19] #2b7 1233V 19 1 [ 57] #6b31 30 8
[ 20] #2b9 1233V 12 3 [ 58] #6b33 30 8
Mittel 15,4 1,5 Mittel 28 8,8
[ 21] #3a4 27 0 [ 59] #7a1 18 0
[ 22] #3a5 31 0 [ 60] #7a2 21 0
[ 23] #3a9 17 0 [ 61] #7a4 7 4
[ 24] #3a12 17 0 [ 62] #7a11 7 7
Mittel 23 0 Mittel 13,25 2,75
[ 25] #3b3 1233V 8 0 [ 63] #7b2 14 4
[ 26] #3b5 1233V 7 0 [ 64] #7b3 15 4
[ 27] #3b6 1233V 5 0 [ 65] #7b4 9 2
[ 28] #3b7 1233V 19 1 [ 66] #7b5 9 1
Mittel 9,75 0,25 [ 67] #7b13 9 2
Mittel 11,2 2,6
[ 29] #4a1 36 0
[ 30] #4a3 24 9 [ 68] #8al 44 0
[ 31] #4a4d 40 6 [ 69] #8a3 41 0
[ 32] #4a5 32 2 [ 70] #8a4 47 0
[ 33] #4a13 32 2 [ 71] #8a5 29 0
Mittel 32,8 3,8 Mittel 40,25 0
[ 34] #4b1 52 0 [ 72] #8b2 31 0
[ 35] #4b2 39 6 [ 73] #8b5 65 0
[ 36] #4b3 32 2 [ 74] #8b8 43 0
[ 37] #4b5 A181T 10 9 [ 75] #8b31 34 0
[ 38] #4b11 13 6 Mittel 43,25 0
[ 39] #4b12 39 6
[ 40] #4b13 13 6
Mittel 28,28 5
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Klon |ADF—RM |neutra| ﬂ)ositiv Klon Ale—RM néu tral |positiv
[ 76] #9al 33 0
[ 77] #9a2 29 18 [106] #12a2 40 0
[ 78] #9a4 35 7 [107] #12a3 54 0
[ 79] #9a6 35 8 [108] #12a23 50 1
[ 80] #9a7 26 14 [109] #12a24 15 4
Mittel 31,6 9,4 Mittel 39,75 1,25
[ 81] #9b7 35 8 [110] #12b2 33 4
[ 82] #9b10 27 7 [111] #12b5 N236T 33 0
[ 83] #9b11 27 6 [112] #12b41 N236T 21 3
[ 84] #9b13 35 8 [113] #12b42 N236T 21 3
[ 85] #9b15 43 0 [114] #12b43 N236T 21 3
Mittel 33,4 5,8 Mittel 25,8 2,6
[ 86] #10al 19 1 [115] #13al 105 0
[ 87] #10a2 11 2 [116] #13a2 102 0
[ 88] #10a4 19 1 [117] #13a31 74 2
[ 89] #10a6 12 2 [118] #13a32 95 2
[ 90] #10a7 15 2 [119] #13a35 95 2
Mittel 15,2 1,6 Mittel 94,2 0,83
[ 91] #10b2 17 0 [120] #13b1 A181T 80 2
[ 92] #10b4 8 2 [121] #13b2 A181T 111 0
[ 93] #10b5 16 2 [122] #13b4 A181T 76 5
[ 94] #10b11 8 6 [123] #13b21 A181T 77 3
[ 95] #10b12 9 3 [124] #13b22 A181T 91 0
Mittel 11,6 2,6 Mittel 87 2
[ 96] #11a2 21 0 [125] #14al 129 0
[ 97] #11a22 31 0 [126] #14a2 127 0
[ 98] #11a23 22 0 [127] #14a3 129 1
[ 99] #11a24 50 0 [128] #14a4 127 0
[100] #11a25 14 0 [129] #14a21 129 1
Mittel 27,6 0 Mittel 128,2 0,4
[101] #11b2 N236T 16 0 [130] #14b1 A181T 26 3
[102] #11b3 N236T 16 0 [131] #14b2 A181T 26 3
[103] #11b4 N236T 16 0 [132] #14b23 A181T 26 3
[104] #11b42 N236T 55 0 [133] #14b24 A181T 26 3
[105] #11b43 N236T 24 0 [134] #14b25 A181T 34 0
Mittel 25,4 0 Mittel 27,6 2,4
Tab. 3.20 Berechnung nach Nei-Gojobori auf positive und neutrale Selektion: Vergleich der

134 Sequenzen / Klone; Anzahl der Vergleiche, bei denen eine positive bzw. eine

neutrale Selektion vorlag. p < 0,05.

ADF-RM: in der RT-Domane der jeweiligen Klone lokalisierte Mutationen, die

Resistenz gegenuber Adefovir vermitteln
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Durch die Bildung des arithmetischen Mittels aller positiv selektierten Sequenzen eines
Patienten vor und nach Adefovirtherapie konnen Aussagen beziglich des
Selektionsdruckes, der innerhalb eines Wirts auf die HBV-Population gewirkt hat,
getroffen werden. Der auf die (a)-Klone der 14 Patienten wirkende Selektionsdruck war
abhangig von der teilweise vorhergegangenen Behandlung mit Lamivudin und dem
Vorhandensein von Lamivudinresistenz-Mutationen. Um den Selektionsdruck, der am
Ende der Adefovirtherapie auf die (b)-Klone wirkte, abzuschéatzen, war hier deshalb
weniger der absolute Wert, sondern vielmehr die Differenz zwischen (a) und (b)-Klonen
entscheidend. Eine Ubersicht Uber die Auspragung des ermittelten Selektionsdruck bei

den 14 Patienten gibt Abbildung 3.46.
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Abb. 3.46 Nach Nei-Gojobori errechneter Selektionsdrucks auf die HBV-Populationen von 14

Patienten, Vergleich der positiv selektierten Sequenzen vor [pS(a)] und nach
[pS(b)] mehreren Monaten ADF-Therapie

Ein ausgepréagter Selektionsdruck bestand bei der Viruspopulation von Patient 1, gefolgt
von den Patienten 6 und 14, ein vergleichsweise maRiger Selektionsdruck bei den
Patienten 12, 13 ,4 und 10. Bei Patient 1 schien gerade der Klon am starksten vom
Selektionsdruck betroffen, der wahrscheinlich als einziger von finf eine ADF-resistente
Reverse Transkriptase aufwies (rtA181T). Ein ahnliches Bild bot sich auch bei den
Patienten 4 und 6, bei denen — bei sonst unauffalligen RT-Domanen — lediglich jeweils bei
einem Klon Resistenzen nachgewiesen wurden. Patient 14 z&hlte hingegen zu den
Patienten, bei denen mit hoher Wahrscheinlichkeit von einer ADF-resistenten
Majorpopulation ausgegangen werden konnte. Ahnliches galt auch fir die Patienten 12
und 13, sowie fur die Patienten 2, 3 und 11, wobei letztere erwartungsgeman nur einem

sehr geringen Selektionsdruck ausgesetzt waren.
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Daneben entwickelten sich auch die HBV-Populationen der Patienten 5, 7, 8 und 9
scheinbar ohne auf3eren Selektionsdruck. Bekannte ADF-Resistenzmutationen konnten —

bis auf rtN236T in einem HBV-Klon aus Patient 5 — bei ihnen nicht detektiert werden.

Zwischen dem errechneten Ausmald des Selektionsdruck, der auf die HBV-Populationen
der 14 Patienten einwirkte und der im Serum der Patienten vorhandenen Virdmie bestand
kein Zusammenhang. Ebenso konnten weder Evolutionsform (ancestral polymorphism vs.
Selektion einer bestimmten HBV-Subpopulation, s.0.) noch die genetische Diversitat
innerhalb der viralen Gesamtpopulation mit der Ausprdgung des Selektionsdrucks
korreliert werden.

Zusammengefasst ergab die Berechnung nach Nei-Gojobori, dass auf die HBV-
Populationen von drei Patienten eine positive Selektion gewirkt hatte, wahrend die Halfte
der untersuchten Viruspopulationen (7 Patienten) keinem oder keinem wesentlichen

Selektionsdruck ausgesetzt gewesen war.
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V. DISKUSSION

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Serumproben von 14 chronisch Hepatitis B infizierten
Patienten, die mehrere Monate lang mit Adefovir behandelt wurden, retrospektiv
untersucht. Es wurden ausschlie3lich Patienten ausgesucht, bei denen unter Adefovir
kein langfristiger Therapieerfolg gesichert werden konnte. HBV-DNA und HBsAg im
Serum wurden regelmaflig kontrolliert und HB Viren aus den Seren zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten (vor und nach Adefovirtherapie) kloniert und sequenziert.
Insgesamt wurden die Reverse Transkriptase-Doméanen von ca. 140 HBV-Klonen
untereinander und mit der jeweiligen Genotyp-Referenzsequenz verglichen. Mutationen
wurden sowohl quantitativ wie auch qualitativ analysiert, insbesondere unter dem Aspekt
der viralen Adefovir-Resistenzvermittlung.

Es wurden Phylogenie und Evolution von Hepatitis B Viren innerhalb eines Wirts unter
antiviraler Therapie retrospektiv untersucht und mit Viramie und Mutationsprofilen der

Reversen Transkriptase in Zusammenhang gestellt.

Adefovir-Therapie, Patientenkollektiv und HBV-Mutat  ionsanalysen

Das Nukleotidanalogon Adefovir wurde 2003 in Deutschland fur die Behandlung der
chronischen Hepatitis B zugelassen wund verspricht — auch nach langerer
Behandlungsdauer — in vielen Fallen gute Therapieerfolge und wenig virale
Resistenzbildung (Hadziyannis et al. 2005, 2006 [77, 78]; Dando et al. 2003 [79]).

Bei nicht wenigen Patienten lie3 sich jedoch auch unter Adefovir ein Therapieversagen
beobachten. Eine haufige Ursache fir das Ausbleiben des Therapieerfolges waren
Resistenzmutationen in der viralen Polymerase; bei HBV sind diese typischerweise
innerhalb der Domé&ne der Reversen Transkriptaseaktivitat (DNA-Sequenz der RT-
Domaéne, Teil des HBV P-Gens) lokalisiert. Durch Klonierung und Sequenzierung von
HBV-Quasispezies aus dem Serum chronisch infizierter Patienten wurde zunéachst das
Mutationsprofil der RT-Domane vor und wéhrend antiviraler Therapie mit Adefovir
analysiert. Dabei stand vor allem die Frage im Vordergrund, inwiefern Sequenzmuster
bzw. Mutationen innerhalb der Reversen Transkriptase mit Therapieresistenz korreliert

werden kénnen.

Alle 14 Patienten, deren Serumproben hier untersucht wurden, stammten aus einem
Kollektiv chronisch HBV-Infizierter, die Uber einen langeren Zeitraum mit Adefovir
behandelt wurden und dabei nur unzureichend auf die Therapie ansprachen. Bei der

Halfte der Patienten konnte unter der Behandlung mit Adefovir kein signifikanter Abfall der
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Viramie verzeichnet werden, stattdessen stieg die Viruslast nicht selten noch weiter an.
Bei sechs Patienten konnte die Virdmie durch Adefovir zwar gesenkt werden, HBV-DNA
blieb jedoch weiterhin nachweisbar. Da ein Abfall des HBV-Titers unter die
Nachweisgrenze (hier: 100 GE/ml) durch Adefovirtherapie jedoch mdglich und durchaus
realistisch ist [124], wurde im Fall des Nichterreichens dieses Behandlungsziels hier von
Therapieversagen gesprochen. In vielen Studien wird die antivirale Wirksamkeit neuer
Nukleosidanaloga an einem initialen, ausgepragten Abfall der Viramie gemessen, der
Erfolg der Behandlung an der langerfristigen Unterdriickung der viralen Replikation
(mindestens 6 - 12 Monate) [123]. In der aktuellen AWMF-Leitlinie wird ein ein
Therapieerfolg als dauerhafte Senkung der Viruslast unter 10° GE/ml bzw. ein
Therapieversagen als die ausbleibende Absenkung des HBV-DNA-Titers um mindestens
eine Logstufe nach 3 Monaten Therapie definiert. Dabei wird zwischen primarem und
sekundarem Therapieversagen (Wiederanstieg der Viruslast nach initialem DNA-

Titerabfall um mindestens 1 Logstufe) unterschieden [159].

Insgesamt wurden 134 Klone auf Mutationen in der RT-Doméane der HBV-Polymerase
untersucht, davon 70 Klone nach 1,5 bis 2,5 Jahren Adefovirtherapie.

Die bekannte ADF-Resistenzmutante rtN236T [81] trat bei ca. 9% der Klone nach
Therapie neu auf, rtA181T bei etwa 24%. Z&ahlte man die Klone dazu, bei denen diese
Mutationen bereits vor Therapiebeginn nachweisbar waren, fanden sich rN236T und
rtA181T nach Adefovirbehandlung bei insgesamt 14% bzw. 26%. Etwa 13% der Klone
wiesen nach ADF-Therapie erstmalig die Mutation rt1233V auf.

Bei der am haufigsten unter Therapie neu aufgetretenen Substitution handelte es sich
damit um rtA181T bzw. rtA181V, beide Varianten vermitteln bekanntermaf3en Resistenz
gegenuber Adefovir ( [83], [125], [126]). An zweiter Stelle lagen Mutationen an Position
rt53 (153S, N53D, 153V) sowie rtY54H, mit jeweils 17% bzw. 16% aller Neumutationen
(s.Tab. 3.16).

Nukleosidanaloga, gegen die Resistenzen vermittelt werden, erzeugen haufig ein
typisches ,Resistenzmuster” in der RT-Domane. Jedem dieser Medikamente kénnen also
bestimmte konservierte Bereiche zugeordnet werden, in denen die entsprechenden
Resistenzmutationen bevorzugt entstehen. Lamivudin-Resistenzmutationen sind i.d.R. in
den Bereichen C und B der RT-Domaéne lokalisiert, die bisher gesicherten Adefovir-
Resistenzmutationen hingegen in den B und D -Regionen. Entecavir, ein neues
Nukleosidanalogon mit fraglicher Lamivudin-Kreuzresistenz [127], [128] erzeugt neben
den ,Lamivudin-Bereichen® B und C (1169T, T184G; S202l) auch Resistenzmutationen im
Bereich E (M250V) der Reversen Transkriptase.
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Alle bisher bekannten Resistenzmutationen liegen in konservierten Bereichen der RT-
Doméane und damit in den katalytischen Regionen der Polymerase. Dies traf auf die hier
so haufig nachgewiesenen Substitutionen rt53 und rtY54H nicht zu. Aufgrund der
natirlichen Variabilitdt des HB Virus kommt es auch ohne Selektionsdruck zu Mutationen
innerhalb des Genoms [129]. In der RT-Doméne fanden sich diese besonders in den
variablen Regionen, da sich Mutationen in den konservierten Bereichen haufig negativ auf
die Aktivitdit des Enzyms auswirken. Einige Regionen der RT-Doméne schienen
besonders variabel zu sein, hier fanden sich insgesamt die meisten Substitutionen. Da
sich die Anzahl der Substitutionen an diesen Positionen vor und nach Therapie nicht
wesentlich unterschied, handelte es sich wahrscheinlich nicht um resistenzvermittelnde
Mutationen, sondern um natirliche Polymorphismen, ein Begriff, der in diesem
Zusammenhang von Stuyver et al. [115] gepragt wurde.

Zusatzlich zu den bereits genannten Varianten rtN236T, rtI233V und rtA181T/V waren die
konservierten Bereiche der RT-Domane haufig an weiteren Positionen modifiziert: L80I/V
und L91I (Region A), sowie N248H und verschiedene Substitutionen an den Positionen
256 und 257 (Region E). Die Verbreitung von N248H ging insgesamt unter Therapie
zurick, ebenso wie die Substitutionen an den Positionen 256 und 257. Die Mutationen
L80I/V und L91l, wovon erstere im Zusammenhang mit Lamivudinresistenz diskutiert wird
[130], fanden sich vor Beginn der ADF-Therapie bei 1,6% bzw. 4,6% aller Klone, nach
Behandlung traten sie bei 7% bzw. 8,6% der Klone auf. Im Gegensatz zu bekannten
Resistenzmutationen waren rtL80I/V bzw. rtL91l insgesamt jedoch eher selten nach ADF-
Therapie anzutreffen (zum Vergleich: rtI233V: 13%, rtN236T: 14%, rtA181T: 26%).

Modifikationen des HBs-Proteins durch Mutationen in der HBV-RT-Domane

Durch die Uberlappung des Polymerase-Gens mit dem Gen des kleinen Hiillproteins S
(HBsAg) kdnnen sich Substitutionen innerhalb der RT-Sequenz auf die Integritat des S-
Proteins auswirken. Das HBsAg stellt als Oberflachenmarker der infizierten Zelle die
Zielstruktur von — durch Impfung oder Infektion gebildeten — HBs-Antikérpern dar. Dabei
spielt die sogenannte a-Determinante des Proteins eine besondere Rolle. Mutationen in
diesem Bereich kdnnen die Antigenitat des HBsSAg signifikant verédndern, so dass eine
Antikorper-Antigen-Bindung verhindert wird [131, 132]. Diese escape-Mutanten konnen
auch in erfolgreich geimpften Personen eine Hepatitis B Infektion verursachen und stellen
ein gefurchtetes Gesundheitsproblem dar [133].

Insgesamt konnte bei 25 Klonen eine verkirzte S-Protein-Sequenz nachgewiesen
werden, bei 15 Klonen korrelierte das Stopp-Codon im HBs-ORF mit einer Mutation in der

Reversen Transkriptase. Am haufigsten war dies die Adefovir-Resistenzmutation rtA181T,
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durch die das HBsAg um 45 Aminosduren verkirzt wurde. Die fur die Antigenitat
besonders entscheidende a-Determinante wurde dabei nicht verandert. In vitro konnte
gezeigt werden, dass Zellen, die mit der HBV-Mutante rtA181T transfiziert wurden, eine
deutlich geringere HBsAg Sekretion aufwiesen als die Wildtyp-Variante (ca. 1:3). Die RT-
Mutation A181T fuhrte demnach zu einer reduzierten oder ineffizienten HBsAg-Synthese
bzw. Sekretion. Bruss et al. [114] konnten durch Mutationsanalsysen nachweisen, dass
ein an Position 172 C-terminal verkirztes HBsAg (wie es durch rtA181T ensteht) instabil
ist und nicht mehr an die Zelloberflache transportiert wird — eine Erklarung fir die
reduzierte HBs-Sekretion der A181T-Variante.

Bei Uber zwei Dritteln aller Patienten zeigten sich HBV-Populationen mit einem um 10
Aminosauren verkirzten S-Protein, allerdings handelte es sich hier primar um eine
Mutation des HBs-ORF, die korrelierende Sequenz der RT-Domaéne blieb unverandert. Da
dieses verkirzte S-Protein bei (a)- und (b)- Klonen gleichermal3en auftrat, schien es sich
hier zumindest nicht direkt um ein mit Adefovirbehandlung bzw. -Resistenz in
Zusammenhang stehendes Ereignis zu handeln. Bei einem anderen Klon kam es zur
Deletion einer Aminosaure — sowohl in der RT-Doméne als auch im Uberlappenden HBs-
ORF. Im Fall eines Patienten fand sich eine HBV-Majorpopulation mit einer um neun
Nukleotide verlangerten Sequenz (dreifach redundantes Codon), dadurch kam es zur
Insertion eines Aminosauren-Tripletts in HBsAg und RT-Doméne. Diese dreifache
Insertion wurde hier erstmalig beschrieben (NCBI Genbank Nr. DQ399006), &hnliche
Variationen an dieser Position in einem HBV-Genom sind bisher nicht bekannt. Sowohl
diese Deletion als auch die Insertion lagen jeweils &hnlich lokalisiert um Position 124 (RT-
Doméne) bzw. 115 (S-Protein) und damit in einer Region, die — zumindest innerhalb der
RT-Domane — besonders variabel zu sein scheint (s.0.). In beiden Fallen anderte sich
dadurch die Gesamtlange des viralen Genomes.

Wie sich sekundare Aminosaure-Substitutionen im HBsAg auf Funktionalitét, Infektidsitat
und Replikationseffizienz des Hepatitis B Virus auswirken und ob eine Infektion durch
HBV mit funktionell und strukturell modifiziertem S-Protein aufrechterhalten werden kann,
ist — insbesondere im Hinblick auf Selektionsvor- bzw. -nachteile unter antiviraler Therapie
— von Interesse. Bei Ko-Expression von unverandertem HBsAg kénnten Defizite des
modifizierten Proteins gegebenenfalls ausgeglichen werden [114]. Besonders interessant
sind dabei HBs-Anderungen durch RT-Resistenzmutationen, da diese unter Therapie

vermehrt selektioniert werden.
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Phanotypisierung der Mutation rt1233V

Da die vollstdndige Phanotypisierung aller hier nachgewiesenen RT-Mutationen auf3erst
aufwandig und im Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich war, wurde stellvertretend eine
Variante ausgewahlt und in vitro analysiert.

Um Hinweise Uber die Auswirkungen der bisher unbekannten Mutation rtI233V, die bei
mehreren Patienten mit Therapieversagen — auch aufl’erhalb des hier untersuchten
Kollektivs — aufgefallen war, zu gewinnen, wurde diese HBV-Variante im Zellkultursystem
phanotypisiert. Dabei wurden mit HBV-1233V-Genomen transfizierte Zellen mehrere Tage
lang antiviralen Medikamenten ausgesetzt und die Menge an replikativen Intermediaten
intra- und extrazellular bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass die Wirksamkeit von
Adefovir allein durch die Mutation rtl233V so stark reduziert wird, dass ein
Therapieversagen in vivo durch sie hinreichend erklart werden kdnnte. Dies wurde durch
klinische Beobachtungen bestatigt [134, 135]. Eine Resistenz gegen die
Nukleosid/tidanaloga Lamivudin oder Tenofovir wurde durch rtI233V nicht vermittelt. Die
Mutation rtI233V kann unter Therapie mit Adefovir selektioniert werden, kommt aber auch
natirlich, d.h. in HBV-Populationen bisher nicht behandelter Patienten vor. Es besteht
demnach die Mdglichkeit, dass Hepatitis B Patienten bereits vor Therapiebeginn einen
Adefovir-resistenten HBV-Stamm in sich tragen. Durch routinemafiig durchgefiihrte
Sequenzierungen kénnten solche Patienten rechtzeitig erkannt und einer entsprechenden
Alternativtherapie zugefiihrt werden. Das geféhrliche Risiko des zu spat erkannten
Therapieversagens mit Transaminasenanstieg und zunehmender hepatischer

Entzindungsaktivitat konnte dann deutlich reduziert werden.

Patienten ohne Resistenzmutationen: andere maogliche Ursachen der

Resistenz

Innerhalb des hier untersuchten Kollektivs wurden bei 6 von 14 Patienten zum Zeitpunkt
der zweiten Sequenzierung (Zeitpunkt b) ausschliel3lich resistente HBV-Populationen
nachgewiesen, die ein Therapieversagen hinreichend erklaren konnten. Ausbleibender
Therapieerfolg konnte jedoch nicht immer auf bekannte Resistenzmutationen
zuriickgefuhrt werden. Da 4 von 14 untersuchten Patienten ohne nachweisbare, bekannte
Resistenzmutationen trotz ADF-Therapie hochviramisch blieben, musste in diesen Fallen
eine andere Ursache des Therapieversagens diskutiert werden. Ahnliche Falle von
Patienten, bei denen auch ohne nachweisbare Resistenzmutationen ein vermindertes
Ansprechen auf Adefovir beobachtet wurde, sind bereits beschrieben [136]. Dabei

kénnten andere, bisher nicht in diesem Zusammenhang bekannte Mutationen innerhalb
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der RT-Doméne Resistenz vermittelt haben. Durch den Selektionsvorteil, den eine
Resistenzmutation bietet, sollte sich die entsprechende Variante jedoch schnell als
Majorpopulation innerhalb eines Wirts durchsetzen. Mit groRer Wahrscheinlichkeit ware
eine solche Substitution in einer konservierten Region der RT-Doméne lokalisiert, so wie
bisher alle bekannten HBV-Resistenzmutationen [137]. Bei keiner HBV-Population
konnten hier Mutationen gefunden werden, auf die dies zugetroffen hatte. Denkbar ware
auch eine Resistenzvermittlung durch die Kombination einzelner RT-Mutationen. Ein
charakteristisches, wiederkehrendes Kombinationsmotiv (wie z.B. M204V/L180M/V173L
bei Lamivudinresistenz) konnte jedoch nicht erkannt werden — mit Ausnahme der bereits
erwahnten, haufigen Polymorphismen. Bei einigen Patienten fand sich nach Behandlung
mit Adefovir bei der Mehrzahl der Klone eine der Referenzsequenz (HBV-Wildtyp)
entsprechende RT-Doméne (Patienten 4, 6 und 7). Bei anderen wurden nur wenige,
vereinzelte Substitutionen in der RT-Domane nachgewiesen (Patienten 1 und 10).
Dennoch konnte der HBV-Titer dieser Patienten unter Therapie mit Adefovir nicht
zufriendenstellend gesenkt werden, einige blieben sogar hochvirdmisch (Patienten 4, 6
und 7). Gegenuber der HBV-Referenz/Wildtyp RT-Domaéane besitzt Adefovir jedoch volle
Wirksamkeit [138], wenn auch die ICs, des Medikaments zwischen den verschiedenen
Genotypen geringfluigig variiert [139]. Es kam also zum Therapieversagen bei Patienten,
deren HBV-Majorpopulation keine Resistenzmechanismen innerhalb der RT-Domane
aufwies.

Eine weitere Mdoglichkeit der antiviralen Resistenz bei HBV sind Veranderungen
ausserhalb der RT-Domane, Mutationen in anderen Bereichen des Genomes. In der
Regel selektioniert ein antivirales Medikament jedoch bevorzugt Mutationen innerhalb
seiner Zielstruktur. So kommt es in der HIV-Therapie durch Integrase-Hemmer vermehrt
zu Resistenzmutationen innerhalb der normalerweise konservierten Integrase [140],
durch Behandlung mit Protease-Inhibitoren werden Resistenzmutationen innerhalb dieses
Proteins selektioniert [141].

In der Therapie der chronischen Hepatitis B wurden bereits Mutationen im HBcAg (core-
Protein), insbesondere in der Region des basal core promoters (BCP), mit der erhthten
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Lamivudin-Resistenz in Verbindung gebracht
[142,143]. Ferner senken Mutationen in diesem Bereich — ebenso wie Veranderungen
innerhalb der precore Region [144] — die Wirksamkeit von Interferon a, einem
immunmodulatorischen Medikament ohne unmittelbare antivirale Wirkung [145]. Auch
wenn in diesen Fallen nicht von einer direkten Resistenzvermittlung gesprochen werden
kann, so ist es dennoch theoretisch mdglich, dass Veranderungen an anderen viralen

Proteinen ein Therapieversagen begiinstigen.
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Unter Anbetracht des komplexen Metabolismus, den ein Nukleosidanalogon nach der
Aufnahme im Korper des HBV-Patienten durchlauft, darf die Méglichkeit wirtsspezifischer
Ursachen der Resistenz nicht vernachlassigt werden. Die intestinale Aufnahme von
Adefovir dipivoxil erfolgt durch strukturspezifische membrandse Transportproteine der
Enterozyten. Nukleotide wie Thymin und Adenin konkurrieren dabei mit Adefovir um
dieses Transportsystem [146]. In der Zielzelle, dem Hepatozyten, wird Adefovir durch
AMP- bzw. ADP-Kinasen in seine aktive Form, Adefovirdiphosphat tberfuhrt. Aus der
HIV-Forschung ist bekannt, dass die Aktivitat dieser Kinasen durch persistierend hohe
intrazellulare Konzentrationen an Nukleosidanaloga verringert wird und das Gleichgewicht
der am Nukleosidstoffwechsel beteiligten Enzyme insgesamt zugunsten des NTP-Abbaus
verschoben wird [147]. Aktives Adefovirdiphosphat schlie3lich konkurriert in der
Leberzelle mit Desoxyadenosintriphosphat (dATP) um die virale Reverse Transkriptase,
wobei die intrazellulare Menge an dATP individuell variiert [148].

Ein weiterer Faktor, den es bezlglich des ADF-Stoffwechsels zu berlicksichtigen gilt, ist
die ubiquitare Expression verschiedener Klassen zellularer Efflux-Pumpen, der
sogenannten multidrug-resistant-proteins, MRP [149]. Diese Proteine schleusen
Monophosphatnukleoside aus der Zelle; unter anderem auch Nukleosidanaloga (MRP-
Klassen 4 und 5) [150]. Der Efflux von Nukleosidanaloga aus der Zielzelle stellt ein in der
Tumortherapie bereits seit langem bekanntes Problem dar, und wird auch als Ursache
von Resistenz in der HIV-Behandlung diskutiert [151]. Der Grad der MRP-Expression
variiert zwischen den gleichen Zelltypen verschiedener Patienten [151]. Ein weiteres
Protein, BCRP (breast cancer resistance protein) aus der Klasse der ABC-Transporter
(ATP-binding cassette) besitzt &hnliche Eigenschaften und fihrt in vitro bei zellularer
Uberexpression u.a. zu Lamivudinresistenz [152].

Angesichts der vielen zellularen Faktoren, die in den Stoffwechsel der Nukleosidanaloga
eingreifen, mussen individuelle wirtsspezifische Einflisse beziglich Wirksamkeit von und
Resistenzentstehung gegeniuber Adefovir unbedingt bertcksichtigt werden. Durch Abbau
oder Efflux von Nukleosidanaloga aus der Zielzelle kénnte der notwendige therapeutische
intrazellulare Spiegel des Medikaments unterschritten und Resistenzentstehung dadurch

beglnstigt werden.

Adefovir-Therapie: Selektionsdruck auf HBV-Populati onen

Um zu ermitteln, inwiefern die HBV-Populationen der 14 Patienten Selektionsdruck
ausgesetzt waren, wurde das Verhdltnis der stummen zu nicht-stummen
Nukleotidsubstitutionen nach Nei und Gojobori berechnet. Wirkt ein antivirales

Medikament wie Adefovir auf Hepatitis B Viren ein, bt es einen Selektionsdruck auf sie
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aus. Diesem Selektionsdruck kann das Virus entgehen, indem es sich durch eine
Resistenzmutation an seine Umgebung anpasst. Bei jedem zweiten Patienten konnte nur
wenig oder kein Selektionsdruck auf die HBV-Populationen nachgewiesen werden. Bei
zwei dieser Patienten lagen keine Verdnderungen in den konservierten Regionen der RT-
Doméne vor, bei zwei weiteren fanden sich zwar Substitutionen, jedoch keine bekannten

Resistenzmutationen.

Phylogenie und Evolution von Hepatitis B Viren unte r Adefovir-Therapie

Hepatitis B Viren neigen durch ihre hohe Replikationseffizienz und die Fehlerhaftigkeit der
reversen Transkription von Natur aus zu einer hohen Mutationsrate [117]. Innerhalb eines
Wirtes kommt es dabei im Laufe der Infektion zwangslaufig zu der Entwicklung
verschiedener Quasispezies [118]. Diese typisch retrovirale Eigenschaft ist lange bekannt
und — am Beispiel des Humanen Immundefizienzvirus — sehr gut erforscht.

Durch die Klonierung von HBV aus einer Serumprobe konnten im Rahmen dieser Arbeit
einzelne virale Subpopulationen aufgetrennt werden. Bedingt durch die begrenzte Anzahl
an untersuchten Klonen pro Patient war von weitaus mehr HBV-Quasispezies
auszugehen, als durch die einzelnen Klone reprasentiert wurden. Ebenso konnte das
tatsachliche prozentuale Verhaltnis der Subpopulationen zueinander — also die
Zusammensetzung der HBV-Gesamtpopulation — sicher nicht repréasentativ durch die
Menge der analysierten Klone wiedergegeben werden. Trotz des Stichprobenfehlers sollte
aus den untersuchten Klonen jedoch auf eine Major- oder Minorpopulation zu schlie3en
gewesen sein.

Bei der Evolution der HBV- Populationen konnten zwei Schemata unterschieden werden:
Durch den vom Nukleosidanalogon ausgetbten Selektionsdruck wurde der Grofteil der
HBV-Replikation unterdrickt, wahrend bisher nicht nachweisbare, einzelne resistente
Stamme sich als Majorpopulation etablieren konnten. Diese Dynamik wurde bereits von
Yim et al. in einer HBV-Mutationsanalyse bei Adefovir-behandelten Patienten beobachtet
[69]. Die resistenten Viren kdonnen — gegebenenfalls als Minorvariante — bereits vor
Therapiebeginn vorhanden gewesen sein. In diesem Fall zeigte sich im phylogenetischen
Netzwerk nach Therapie eine neu aufgekommenen HBV-Population; zwischen ihr und der
Ausgangspopulation (vor Therapiebeginn) bestand eine grol3e genetische Distanz. Diese
Selektion einer bisher nicht nachweisbaren HBV-Population schien u.a. bei den Patienten
3 und 10 vorzuliegen.

Im Gegensatz dazu war bei einigen Patienten eine direkte genetische Verwandschaft
zwischen der nach ADF-Therapie vorhandenen und der urspriinglichen HBV-Population

zu erkennen. Unter der antiviralen Behandlung entwickelte sich die bestehende
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Population weiter (und erwarb ggf. Resistenzen), man spricht von ancestralem
Polymorphismus d.h. der mehr oder weniger linearen Entwicklung aus einer Ur-
Population, die u.a. bei den Patienten 8 und 13 vorlag.

Auch das Zusammenspiel beider Evolutionsformen innerhalb eines Patienten war maglich
(Patient 5). Sowohl die Selektion von neuen Populationen als auch ancestraler
Polymorphismus entwickelten sich unabhdngig von der Existenz antiviraler
Resistenzmutationen, d.h. beide Arten der Evolution konnten sowohl bei HBV-
Populationen mit ADF-sensitiver RT-Doméane als auch bei Populationen mit
Resistenzmutationen vorkommen. Die vorherrschende Evolutionsform des HBV-Pools
eines Patienten schien sich weder auf die Hohe der Virdmie auszuwirken, noch von ihr
beeinfluldt zu werden, zwischen diesen beiden Parametern bestand kein Zusammenhang.
Die unterschiedliche evulotionare Entwicklung viraler Quasispezies bei verschiedenen
Patienten ist aus der HIV-Forschung bereits bekannt, dabei scheinen inter-individuelle
Unterschiede eine Rolle zu spielen (Liu et al. 1997 [90]). In Studien konnte bei einigen
Patienten lediglich von einer Viruslatenz (ohne nennenswerte Weiterentwicklung, d.h.
Evolution) gesprochen werden [119], wahrend bei anderen auch bei niedrigen
Replikationsraten  durchaus  Evolution, d.h. genetische ,Mobilitat" in der
Virusgesamtpopulation beobachtet wurde [120,121].

Wodurch der Evolutionsweg einer Viruspopulation bestimmt wurde und ob das jeweilige
RT-Domanen-Mutationsprofil mit seinen multiplen Auswirkungen auf Replikationseffizienz
und Mutagenitat der betroffenen HBV-Variante [122] eine Rolle spielte, muss noch weiter
untersucht werden.

Die genetische ,Streuung” innerhalb der HBV-Gesamtpopulation eines Patienten
(Gesamtheit der (a) bzw. (b)-Klone); war von der Art der Evolution unabhangig. Ebenso
bestand kein Unterschied zwischen hoch- und niedrigviramischen Patienten, das Ausmali
des Therapieversagens schien sich nicht auf die genetische Divergenz der viralen
Population auszuwirken. Unabhéngig davon kam es im Verlauf der Adefovirtherapie in
den meisten Fallen zu einem Ruckgang der Populationsdivergenz, d.h. die (b)-
Populationen waren insgesamt genetisch homogener als die (a)-Populationen. Eine
vorausgegangene Lamivudin-Behandlung schien dabei keinen Einflu? zu haben. Ob es
sich bei diesen Beobachtungen um ein generelles Phanomen viraler Populationsdynamik

unter Adefovirbehandlung handelt, kann an dieser Stelle noch nicht beantwortet werden.

Die Weiterentwicklung und Erforschung neuer Nukleosidanaloga geht mit der
zunehmenden Etablierung dieser neuen antiviralen Medikamente als unverzichtbarer

Bestandteil der Therapie der chronischer Hepatitis B einher. Trotz des zur Zeit
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bestehenden Mil3verhéltnis zwischen der grol3en Masse der HBV-Infizierten in
Entwicklungs- bzw. Schwellenlandern und der Verfligbarkeit neuer Therapien fast
ausschlie8lich in unseren Industriestaaten, werden Nukleosidanaloga in Zukunft
insgesamt vermehrt eingesetzt werden. Generika, die nach Ablauf der ersten Lizenzen in
den Handel kommen werden, koénnten auch in &rmeren Regionen der Welt zur
Anwendung kommen: Chinas Generika-Industrie wachst stetig und gewinnt dadurch als
Pharma-Markt fr &rmere Nationen zunehmend an Bedeutung [153, 154].

Mit der Ausweitung der Nukleosidanaloga-Therapie wird das Problem der
Resistenzentstehung weiterhin an Bedeutung gewinnen und starker in den Fokus der
klinischen Hepatitis B - Forschung ricken. Resistente HBV-Stamme stellen eine
potentielle Bedrohung fur den Therapieerfolg jedes antiviral behandelten Patienten dar.
Dabei reicht eine einzelne Aminosauresubstitution in der viralen Reversen Transkriptase
bereits aus, um die Wirksamkeit eines Medikamentes drastisch zu vermindern.
Resistenzmutationen bedrohen jedoch nicht nur den Therapieerfolg eines Patienten,
sondern kdnnen durch Veranderungen des RT-Uberlappenden HBs-Gens die Antigenitat
des kleinen Hullproteins und damit die Wirksamkeit von Impfung und HB-
Immunglobulinen beeintrachtigen. Dabei geht es nicht nur um die Gefahr der Entstehung
von ,escape“- Mutanten, vor denen kein Impfschutz mehr besteht. Veranderte Epitope
innerhalb des HBsAg konnen zudem die HBV-Diagnostik erschweren, und so zu
verschleierten oder okkulten Hepatitis B -Infektionen fihren [155] — mit entsprechender
Gefahrdung sowohl fir den Patienten wie auch fir seine Umwelt.

Die individuelle Zusammensetzung der im Wirt vorhandenen HBV-Populationen, die
unterschiedlichen  Resistenzmutationen und die zunehmenden Verfuigbarkeit
verschiedener Nukleosidanaloga sprechen fir eine starkere Individualisierung der
Therapie. Die Kombination mehrerer antiviraler Wirkstoffe, angepasst an das
Virusspektrum des Patienten, sowie regelmédlige Sequenzierungen sind ein fester
Bestandteil der HIV-Therapie. Entsprechende Therapieschema fir die Behandlung der
chronischen Hepatitis B wurden mehrfach gefordert (Loomba et al 2007 [156], Delaney et
al. 2004 [51], Karayiannis 2003 [52]), und setzen sich nun zunehmend durch, in
Deutschland z.B. empfiehlt die aktuelle AWMF-Leitlinie in bestimmten Situationen den
Einsatz einer Kombinationstherapie.

Nicht zuletzt missen neben viralen auch wirtsspezifische Resistenzen bei der HBV-
Therapie mit Nukleosidanaloga erwogen werden. Insgesamt zeigte das hier untersuchte
Patientenkollektiv, dass Adefovir-Resistenz in vielen Fallen durch Resistenzmutationen in
der viralen RT-Domaéne nicht hinreichend erklart wird. Es ist durchaus méglich, dass der
Stellenwert wirtsspezifischer Resistenzfaktoren und die Notwendigkeit ihrer genauen

Erforschung bisher unterschétzt wurde.
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ZUSAMMENFASSUNG

Nukleosidanaloga haben sich in den letzten Jahren zu einer wichtigen Saule in der
Therapie chronischer Hepatitis B etabliert. Der langfristige Therapieerfolg wird jedoch
haufig durch die Selektion resistenter Virusmutanten verhindert. Ziel der vorliegenden
Arbeit war die Identifizierung und Charakterisierung von Resistenzmechanismen unter
Therapie mit dem Nukleotidanalogon Adefovir. Dazu wurden Serumproben von 14
Patienten mit chronischer Hepatitis B, bei denen die Viruslast durch Adefovir langfristig
nicht unter 10° Genomégquivalente/ml gesenkt werden konnte, retrospektiv untersucht. Im
Fokus standen dabei Viramie sowie Mutationsprofile der reversen Transkriptase-Doméane
(RT-Doméane) des Virus und dessen phylogenetische Entwicklung unter Therapie.

Bei der hier am haufigsten unter Adefovirtherapie neu aufgetretenen Mutation der RT-
Doméane handelte es sich um A181T (24%), gefolgt von Substitutionen an Position 53
(17%) sowie den Mutationen Y54H (16%), 1233V (13%) und N236T (9%). Adefovir-
Resistenzmutationen traten nur in den konservierten B- und D-Regionen der RT-Doméne
auf, typische Mutationskombinationen, wie sie etwa bei Lamivudin-Resistenz beobachtet
werden, kamen nicht vor. Durch die in vitro-Phanotypisierung der Mutation rtI233V konnte
erstmals gezeigt werden, dass diese HBV-Variante Resistenz gegen Adefovir vermittelt.
Mittels phylogenetischer Netzwerke und Stammbaume konnten Evolutionsformen und -
dynamiken von HBV-Populationen innerhalb eines Wirtes unter Adefovir-Therapie
untersucht werden. Es zeigte sich, dass virale Populationen vor und nach Adefovir-
Therapie in den meisten Fallen phylogenetisch deutlich voneinander abgrenzbar waren.
Die genetische Divergenz innerhalb der HBV-Gesamtpopulation eines Wirtes entwickelte
sich unabhdngig von Viramie oder Therapieresistenz, nahm in Verlauf der
Adefovirtherapie jedoch in der Regel ab. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass
weder die Hohe der Viramie noch das Vorkommen von Resistenzmutationen Einfluss auf
die Evolutionsform der HBV-Populationen hatte.

In dieser Arbeit konnte durch die in-vitro-Phanotypisierung der HBV-Variante rtl233V
demonstriert werden, dass bereits einzelne Substitutionen in der RT-Doméane des HB
Virus ein Therapieversagen bedingen kdnnen. Es zeigte sich jedoch ebenfalls, dass
einige Patienten unter Adefovir-Therapie hochviramisch blieben, ohne dass Mutationen in
der RT-Domane ihrer HBV-Populationen nachweisbar waren. Bei jedem zweiten
Patienten konnte trotz Adefovirtherapie kein Selektionsdruck auf die HBV-Populationen
nachgewiesen werden (Berechnung nach Nei-Gojobori).

Die vorliegende Arbeit liefert damit Hinweise, dass bei einem nicht unerheblichen Teil der
Patienten ein Therapieversagen nicht ausreichend durch Resistenzmutationen erklart
werden kann, so dass neben anderen viralen Mechanismen vor allem auch eine
wirtsspezifische Resistenzvermittlung postuliert werden muss.
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ANHANG

HAUFIG VERWENDETE ABKURZUNGEN

ADF Adefovir

bp basepairs, Basenpaare

CFU colony forming unit, eine Bakterienkolonie
GE genome equivalent, hier: ein HBV-Genomaquivalent
GFP green fluorescent protein

ORF open reading frame, Leserahmen

PCR polymerase chain reaction

RT Reverse Transkriptase

TNF Tenofovir

3TC Lamivudin

ANMERKUNGEN

Hepatitis B Viren kommen in zahlreichen Spezies vor. Der Einfachheit halber

wurde in dieser Arbeit auf den Zusatz ,humanpathogen” verzichtet, wenn von Hepatitis B

Viren die Rede war. Sofern nicht anders vermerkt, waren mit der Bezeichnung ,Hepatitis

B Viren“ immer humanpathogene Hepatitis B Viren gemeint.

Ebenso wurde aus Griinden der Einfachheit haufig die Bezeichnung

,Nukleosidanaloga“ als Uberbegriff fiir Nukleosid- und Nukleotidanaloga verwendet.
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