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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Epidemiologie

Weltweit sind 300 bis 420 Millionen Menschen chronisch-aktiv mit dem Hepatitis-B-
Virus (HBV) infiziert (1). Als chronisch-aktiv werden HBsAg-Trager mit nachweisbarer
Virus-DNA definiert. Die Pravalenz betragt durchschnittlich 5-7%, ist aber je nach
Region unterschiedlich hoch und kann in drei Zonen eingeteilt werden. In Asien und
Afrika sind mehr als 8%, in Sid- und Ost-Europa, Nordafrika und dem mittleren
Orient 2-7% und in Nordeuropa, Nordamerika und Australien weniger als 2% der
Bevolkerung chronisch-aktiv mit HBV infiziert (2). In Deutschland sind laut Angaben
des Epidemiologischen Bulletins des Robert Koch-Instituts 0,4-0,8% der Bevolkerung
chronisch-aktiv mit HBV infiziert. Unter den Neuinfizierten sind hauptsachlich Manner
in einem Alter von 25 bis 30 Jahren betroffen (3). Daraus ist zu schliel3en, dass die
sexuelle  Exposition den  Hauptibertragungsweg des HBV in der
Allgemeinbevdlkerung darstellt. In Gebieten, in denen HBV endemisch ist, wird es
hauptsachlich perinatal von der Mutter auf ihr Kind Ubertragen. Ein weiter
Ubertragungsweg ist der Kontakt mit kontaminiertem Blut. Betroffen sind dabei vor
allem Personen, die Drogenabusus betreiben oder, in geringerem Ausmal3, die
chronisch hamodialysiert werden (4). Aufgrund der stringenten Voruntersuchungen
spielen Bluttransfusionen bei der HBV-Ubertragung in Deutschland keine wesentli-
che Rolle mehr. Ein Viertel bis ein Drittel der chronisch-aktiv mit HBV Infizierten
entwickelt im Verlauf der Infektion eine fortgeschrittene Lebererkrankung. Weltweit
werden 30% der Erkrankungen an Leberzirrhose und 53% der Erkrankungen an
hepatozellularem Karzinom dem HBV zugeschrieben (5). Jahrlich versterben bis zu

einer Million Menschen an diesen Folgeerkrankungen der HBV-Infektion (6).

1.2 Hepatitis-B-Virus

HBV gehort zur Familie der Hepadnaviren (7). Es ist das kleinste humanpathogene
DNA-Virus und streng hepatotrop. Die Viruspartikel (Virionen) sind 42 bis 47 nm grof3
und besitzen eine Lipidmembran-Hulle, in die Oberflachenproteine eingelagert sind
(8, 9). Das Genom mit der assoziierten Polymerase wird von einem Nukleokapsid

umgeben (10).
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Abb. 1.1. Genomorganisation des HBV. Die vier offenen Leserahmen kodieren fur die Polymerase
(blau), die drei Varianten des HBs-Oberflachen-Glykoproteins (HBsAg, grin), das Core-Protein (HBc-
Ag, gelb), das exkretorische HBV-Antigen (HBeAg, orange) und fur das X-Protein (HBxAg, rot). Das
partiell doppelstrangige DNA-Genom besitzt einen kompletten Minusstrang (-) und einen inkompletten
Plusstrang (+).

Das DNA-Genom von HBV (Abb. 1.1) umfasst ungefahr 3,2 kb, ist zirkular und
partiell doppelstréangig angeordnet. Der Minusstrang tragt die komplette genetische
Information. Der komplementare Plusstrang liegt im Virion unvollstéandig vor und um-
fasst nur 20 bis 80% des Genoms (10, 11, 12). Das variable Ende wird damit begriin-
det, dass der Plusstrang innerhalb des Nukleokapsids hergestellt wird, welches fur
Nukleotide undurchlassig ist. Somit ist die LAnge des Plusstrangs von der Menge der
eingeschlossen Mononukleotide abhangig. Die zirkulare Anordnung beruht auf der
Basenpaarung zwischen Plus- und Minusstrang (13, 14). Auf dem Minusstrang befin-
den sich vier offene Leserahmen (ORF), die auch teilweise uberlappen (15; Abb.
1.1). Der groR3te der vier Leserahmen kodiert fur die virale Polymerase (16). Ein

anderer Leserahmen enthélt das Startcodon fir die drei Oberflachen-Glykoproteine
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(HBsAg), die zusammen mit Wirtszell-Lipiden die Hulle des Virus bilden (17). Ein wei-
terer Leserahmen kodiert fur das Core-Protein (HBcAg), welches das Kapsid bildet
(18), und fur seine posttranslationell veranderte Form, dem exkretorischen HBV-e-
Antigen (HBeAg), das als Marker fur die Aktivitat der viralen Replikation genutzt wird
(19). Der kleinste Leserahmen kodiert fir das X-Protein (HBxAQ), das eine Rolle bei
Apoptose, maligner Transformation und Virusreplikation spielt (20).

Die Virusreplikation erfolgt nur in Hepatozyten (Abb. 1.2). Dazu muss das Virus vor-
her in den Hepatozyten aufgenommen werden. Zu diesem Zweck bindet das Virus
an noch nicht definierte Rezeptoren auf der Zellmembran des Hepatozyten, wodurch
es zu einer Fusion der Virushulle und der zellularen Membran kommt (21, 22, 23).
Bei der Aufnahme wird die Virushiille entfernt. Die Virus-DNA ist dann nur noch vom
Kapsid umgeben. Das Nukleokapsid wird zum Zellkern transportiert. Dort 16st sich
die Virus-DNA von den Kapsidproteinen und gelangt durch Kernporen in den Zellkern
hinein (24).

Die partiell doppelstrangige Virus-DNA wird im Zellkern durch zellulare DNA-Repara-
turmechanismen vervollstéandigt und in eine kovalent geschlossene zirkulare DNA
(ccc-DNA) uberfuhrt (25, 26). Sie dient als Matrize fur die Transkription der viralen
MRNAS, von denen die viralen Proteine abgelesen und das RNA-Pragenom syntheti-
siert werden. Zusammen mit dem viralen Core-Protein und der viralen Polymerase/
Reversen Transkriptase wird das RNA-Pragenom in das Nukleokapsid eingebaut
(27). Innnerhalb des Nukleokapsids wird das RNA-Pragenom von der Reversen
Transkriptase in das partiell doppelstrangige DNA-Genom zurtick Ubersetzt. Zuerst
wird der vollstandige DNA-Minusstrang hergestellt, danach der inkomplette Plus-
strang (28). Ein Teil der neu gebildeten Nukleokapside wird mit einer Hullmembran
umgeben und lUber den Golgi-Apparat freigesetzt. Ein anderer Teil wird zurlck in den

Zellkern transportiert und zur weiteren Virusreplikation verwendet (29, 30, 31).
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Abb. 1.2. Replikationszyklus des HBV in Hepatozyten. Schematische Darstellung nach Kayser et
al. (Taschenlehrbuch Medizinische Mikrobiologie, 11 Auflage, Thieme 2005). Nach Aufnahme des
Virus in den Hepatozyten erfolgt der Transport in den Zellkern. Die Virus-DNA wird in eine kovalent
geschlossene zirkulare DNA (ccc-DNA) uberfiihrt die als Matize fir die messenger-RNAs (MRNA)
dient. Von den mRNAs werden die viralen Proteine (L-,M-,S-,PrdC und X-Protein) sowie das
Pragenom synthetisiert. Das RNA-Pragenom (RNA) wird in das Nukleokapsid eingebaut und von der
Reversen Transkriptase (RT) in das partiell doppelstrangige DNA-Genom (-/+ DNA) zuriick
Ubersetzt. Ein Teil der neu gebildeten Nukleokapside wird freigesetzt, ein anderer wird zuriick in den
Zellkern transportiert und zur weiteren Virusreplikation verwendet.

1.3 Klinik einer HBV-Infektion

Die HBV-Infektion ist durch unterschiedliche Phasen und Verlaufsformen gekenn-
zeichnet (Abb. 1.3). Nach der Infektion hat HBV eine durchschnittliche Inkuba-
tionszeit von 35 bis 120 Tagen (32). Die akute HBV-Infektion ist klinisch stark varia-
bel. In den meisten Fallen (60-70%) verlauft sie asymptomatisch. Bei 30 bis 40% der
Patienten kommt es zu einem klinisch apparenten Verlauf, die als Leitsymptom hau-
fig einen Skleren- und Hautikterus entwickeln. Desweiteren treten unspezifische
Symptome wie Midigkeit, Abgeschlagenheit, Kopf- und Gliederschmerzen sowie
Appetitlosigkeit auf. Die Symptome werden hauptsachlich durch die antivirale
Immunantwort des Organismus verursacht (33). Der weitere Verlauf ist von der Im-

munkompetenz des Patienten abhangig. Ist die zellulare Immunantwort durch CD8-
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positive, zytotoxische T-Zellen, Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a) und Interferon y
(IFN-y) imstande, die Virusreplikation einzuddmmen, heilt die Infektion in 90 bis 95%
der Félle aus. In seltenen Fallen (0,5-1%) kommt es zu einer fulminanten Hepatitis,
bei der bis zu 80% der Erkrankten in kiirzester Zeit an einem akuten Leberversagen
versterben. Bei lediglich 5 bis 10% der Infizierten im Erwachsenenalter geht die
akute HBV-Infektion in eine chronisch-aktive Hepatitis B tber, welche als Persistenz
des Hepatitis-B-Surface-Antigens (HBsAg) im Serum fur tGber mindestens sechs
Monate definiert ist. Bei einer vertikalen Transmission von der Mutter auf das Kind
kommt es in bis zu 90% der Félle zu einer Persistenz der aktiven, HBsAg-positiven
HBV-Infektion. Etwa 70% der HBsAg-Trager bleiben im Krankheitsverlauf asympto-
matisch. Dagegen kommt es in 30% der Falle zu einer symptomatischen Verlaufs-
form. Von diesen Patienten erkranken 20% an einer Leberzirrhose, die bei 3% pro

Jahr in ein hepatozellulares Karzinom tbergenht.

60-70% inapparent 90-95%. Ausheilung
HBV 30-40% Akute 0,5-1% Akutes
Infektion |ca.3 Monaﬁel Hepatitis B Leberversagen
>10% . HBV Persistenz | 70%> asymptomatisch
30%
Chroni_s_che Antivira_le
Hepatitis B Therapie
20%
Labarzirtoss Hepatoz_ellulares
3%/Jahr Karzinom
Leber- Resektion, Leber-
transplantation transplantation

Abb. 1.3. Der klinische Verlauf einer HBV-Infektion. Nach Infektion verlauft die akute HBV in den
meisten Fallen inapparent. In 90 bis 95% der Félle heilt die Infektion folgenlos aus. Chronische
Verlaufe fihren nach Jahren zu Leberzirrhose und hepatozellularem Karzinom.
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1.4 Pravention

Die Standige Impfkommission (STIKO) am Robert-Koch-Institut empfiehlt die Imp-
fung von Sauglingen, Kindern und Jugendlichen bis zur Vollendung des 17. Lebens-
jahres. Des Weiteren sollen Personen, die definierten Risikogruppen angehoéren, ge-
impft werden. Zu diesen Risikogruppen gehdren unter anderem Beschaftigte im Ge-
sundheitswesen, Personen, die haufig Blutprodukte erhalten, bei denen grof3ere chi-
rurgische Eingriffe bevorstehen, oder Personen mit einer chronischen Lebererkran-
kung aul3er Hepatitis B (34). Die Impfung besteht aus dreimaliger Verabreichung von
rekombinant hergestelltem HBsAg (Totimpfstoff). Damit ein ausreichender Impf-
schutz gewahrleistet werden kann, sollte eine Auffrischung der Grundimmunisierung
nach zehn Jahren durchgefiihrt werden. Bei Personen die einem hohen Hepatitis-B-
Risiko ausgesetzt sind, sollte der Impferfolg durch die Kontrolle des Anti-HBs-Anti-
korpertiters Uberprift werden. Ein Anti-HBs-Titer von 100 Internationalen Einheiten/l

garantiert eine langjahrige Immunitat (35).

1.5 Therapie

Die akute Hepatitis B wird aufgrund der hohen Spontanheilungsrate von 90-95%
nicht mit antiviralen Medikamenten behandelt. Eine Studie konnte keinen Vorteil bei
einer antiviralen Therapie nachweisen (36). In mehreren Fallberichten konnte gezeigt
werden, dass Patienten, die eine fulminante Hepatitis entwickelten, von einer frihzei-
tigen antiviralen Therapie profitierten (37, 38). Die Indikationsstellung fir eine Thera-
pie bei einer HBV-Infektion mit einem chronischen Verlauf basiert auf einer deutli-
chen, entziindlichen und replikativen Aktivitat oder der Entwicklung einer Leberfibro-
se oder Leberzirrhose. Faktoren, die auf eine entzindliche und replikative Aktivitat
hinweisen, sind die fehlende HBe-Serokoversion, eine hohe Viruslast (>10* Kopi-
en/ml), hohe Transaminasen-Werte und entzindliche Veranderungen in der Leber-
histologie. Das Ziel der antiviralen Therapie bei einer Hepatitis B ist die Verhinderung
von Spatfolgen wie der Leberzirrhose und des hepatozellularen Karzinoms. Als Para-
meter flr ein Ansprechen der Therapie gelten der schnelle Abfall der Viruslast (Kopi-
enzahl der HBV-DNA pro ml Plasma), die dauerhafte HBe-Serokonversion (Ver-
schwinden von HBeAg, Bildung von HBe-Antikdrpern), eine dauerhafte Suppression

der Virusreplikation, eine dauerhafte Normalisierung der Transaminasenwerte sowie
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eine Reduktion der histologisch zu kontrollierenden entziindlichen Aktivitat. Die anti-
virale Therapie wird mit Interferon-a (IFN-a), den Nukleosid-Analoga Lamivudin und
Entecavir und dem Nukleotid-Analogon Adefovir-Dipivoxil durchgefihrt. Die Medika-

mente kdnnen als Mono- oder als Kombinationstherapie verabreicht werden (39).

IFN-a kann von vielen menschlichen Zelltypen gebildet werden, wird aber hauptséch-
lich von Naturlichen Killer-Zellen, Monozyten und Makrophagen synthetisiert. Es
besitzt antivirale und immunmodulierende Wirkung. Zur Therapie der Hepatitis B wird
gentechnisch hergestelltes IFN-a verwendet (40), welches seit 1987 auf dem Markt
ist. Neben der Therapie mit IFN-a steht seit 2002 auch pegyliertes IFN-a zur Verfu-
gung. Dieses Protein wurde mit 40 kD Polyethylenglycol konjugiert, wodurch Phar-
makokinetik und -dynamik verbessert werden konnten (41). Die Uberlegenheit von
pegyliertem IFN-a gegeniber Standartinterferonen zeigt sich bei der HBe-Serokon-
version, Reduzierung der Viruslast sowie der Normalisierung der Transaminasen-
werte (42).

Nukleosid- und Nukleotid-Analoga hemmen die virale DNA-Polymerase, die als Re-
verse Transkriptase von der RNA-Matrize ausgehend virale DNA herstellt. So kann
bei der Virusreplikation das RNA-Pragenom nicht mehr in das partiell doppelstrangi-
ge DNA-Genom zuriick uUbersetzt werden (43). Das Nukleosidanalogon Lamivudin
war das erste antivirale Medikament seiner Art, das zur Behandlung der Hepatitis B
zugelassen wurde. Es ist seit 1995 in Deutschland erhéltlich. Bei einer Therapie mit
Lamivudin kommt es haufig zur Entwicklung von Resistenzmutationen (Kapitel 1.6
Resistenzmutationen). Das Nukleotidanalogon Adefovir-Dipivoxil ist seit 2003 in
Deutschland zugelassen. Das inaktive Prodrug wird erst im Gastrointestinaltrakt in
die aktive Form Adefovir umgewandelt. Adefovir-Dipivoxil wird zur Initialtherapie,
aber auch bei Patienten mit einer Lamivudin-Resistenz eingesetzt. Seit 2006 ist das
Nukleosidanalogon Entecavir in Deutschland zugelassen. In ersten Studien konnte
eine Uberlegenheit gegentiber Lamivudin und Adefovir-Dipivoxil gezeigt werden (44,
45, 46). Entecavir eignet sich fir Patienten mit Lamivudin- und Adefovir-resistentem
HBV. Aufgrund der geringen Neigung zur Resistenzentwicklung kommt Entecavir als
Standardmedikament fur die Initialtherapie der Hepatitis B infrage. In vielen Studien
konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit Nukleosid- und Nukleotid-Analoga die
dauerhafte HBe-Serokonversion, die Normalisierung der Transaminasen-Werte, die
7
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Reduzierung der Viruslast und die Verbesserung der Leberhistologie induziert (48,
49, 50,51, 52).

1.6 Resistenzmutationen

Ein haufiger Grund fur den Misserfolg einer antiviralen Therapie mit Nukleosid- und
Nukleotid-Analoga ist die Entstehung viraler Resistenzmutationen. Bei vielen Patien-
ten, die Uber einen langeren Zeitraum erfolgreich mit den antiviralen Medikamenten
Lamivudin oder Adefovir-Dipivoxil behandelt wurden, kam es zu einem erneuten
Anstieg der Viruslast, erh6hten Transaminasen-Werten und erneuten entziindlichen
Veranderungen in der Leberhistologie (53). Studien belegen, dass bei einer Therapie
mit Lamivudin nach einem Jahr ungeféahr 24% und nach vier Jahren 70% der behan-
delten Patienten eine Resistenzmutation entwickeln (54). Ebenso ergaben Studien,
dass nach einem Jahr 1-2% und nach vier Jahren ungefahr 18% der Patienten nach
einer Behandlung mit Adefovir-Dipivoxil eine Resistenzmutation entwickeln (55). Im
Gegensatz zu Lamivudin und Adefovir-Dipivoxil entwickeln bei einer Initialtherapie
mit Entecavir nach funf Jahren nur 0,8% der Patienten eine Resistenzmutation.
Jedoch entwickeln 43% der mit Lamivudin vorbehandelten Patienten mit einer Lami-

vudin-Resistenzmutation eine Resistenzmutation gegen Entecavir (47).

Die Sequenzierung des HBV-Genoms von Patienten, bei denen die Behandlung mit
Lamivudin versagte, zeigte HBV-Mutanten mit einer Mutation von Methionin zu Valin
oder Isoleucin an der Position 204 (rtM204V/I) der Aminosaurekette im YMDD-Motiv
(Tyrosin, Methionin, Asparaginsaure, Asparaginsaure) der HBV-DNA-Polymerase
(56, 57, 58). Diese Mutation fuhrt jedoch nicht nur zu einer Resistenz gegen Lamivu-
din, sondern auch zur Verringerung der Virusreplikation (59, 60). Neben der rtM204-
V/I-Mutation sind noch zwei Virus-Fitness-Mutationen bei der Lamivudin-Resistenz
von Bedeutung. Die Mutation von Leucin zu Methionin an der Position 180 (rtL180M)
tritt vermehrt zusammen mit der rtM204V/I Mutation auf (61). Sie fuhrt zu einer ver-
starkten Resistenz gegen Lamivudin und zu einer kompensatorisch verbesserten
Virusreplikation. Ebenso fuhrt auch die Mutation von Valin zu Leucin an der Position
173 (rtvV173L) zu einer kompensatorisch verstarkten Virusreplikation bei HBV-Mutan-
ten mit der rtM204V/I Mutation (62).
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Bei Patienten, bei denen eine Behandlung mit Adefovir-Dipivoxil versagte, zeigte die
Sequenzierung des HBV-Genoms zwei Mutationen der HBV-DNA-Polymerase. Die
erste Mutation ist Alanin zu Valin oder Threonin an der Position 181 (rtA181V/T), die
zweite Mutation ist Asparagin zu Threonin an der Position 236 (rtN236T) (63, 64).

Bislang sind drei Mutationen der HBV-DNA-Polymerase bekannt, die zu einer Resi-
stenz gegen Entecavir fuhren. Zu einer Entecavir-Resistenz kommt es jedoch nur bei
gleichzeitigem Vorliegen der Lamivudin-Resistenz rtM204V/I und der Virus-Fitness-
Mutation rtL180M (65). Einerseits ist es die Mutation von Threonin zu Glycin oder
Serin an der Position 184 (rtT184/GS). Die zweite Mutation ist Serin zu Isoleucin an
der Position 202 (rtS202/1). Die dritte Mutation ist Methionin zu Valin an der Position
250 (rtM250V) (66). Die Kenntnis der Mutationen ist eine Voraussetzung fur eine
optimale Therapieplanung oder fiir einen Therapiewechsel bei Verdacht auf ein feh-

lendes Ansprechen der bisherigen antiviralen Therapie.

1.7 HBV-Genotypen

Das HBV kann in acht Genotypen, A bis H, eingeteilt werden (67, 68, 69, 70). Die
Genotypisierung erfolgt durch Analyse der kompletten HBV-DNA-Sequenz oder nur
von Teilabschnitten. Ein neuer Genotyp muss in mindestens 8% der kompletten
HBV-DNA-Sequenz Abweichungen aufzeigen (71).

Die einzelnen Genotypen verfligen Uber eine unterschiedliche weltweite Verteilung
(Abb. 1.4). Genotyp A zeigt eine weite Ausbreitung in Nordwest-Europa, Nordameri-
ka und Zentralafrika. Die Genotypen B und C dominieren in Studost-Asien, China und
Japan. Das Verbreitungsgebiet des Genotyp D sind hauptséchlich die mediterranen
Lander, der Mittlere Osten und Indien. Genotyp E findet sich insbesondere in West-
und Zentralafrika. Der Genotyp F ist unter den amerikanischen Ureinwohnern, den
Bewohnern Polynesiens und in Sid- und Mittelamerika stark verbreitet. Die Verbrei-
tung der Genotypen G und H ist noch unklar. Der Genotyp G wurde bei Patienten in
den Vereinigten Staaten von Amerika und Frankreich nachgewiesen. Der Genotyp H

fand sich bei Patienten aus Nicaragua, Mexiko und Kalifornien (69, 70, 72, 73).
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Abb. 1.4, Weltweite Verbreitung der HBV-Genotypen A-H.

Studien haben gezeigt, dass die einzelnen HBV-Genotypen eine unterschiedliche
Pathogenitat haben. In der Schweiz wurde bei Patienten mit einer chronischen
Hepatitis B haufiger der Genotyp A und bei Patienten mit einer akuten Hepatitis B
haufiger der Genotyp D gefunden. Somit zeigt der Genotyp A haufiger einen
chronischen Verlauf als der Genotyp D (74). Ebenso traten bei einer antiviralen
Therapie mit Lamivudin haufiger Resistenzen bei Patienten mit Genotyp A als mit
Genotyp D auf (75, 76). Bei der Therapie mit IFN-a wurde nachgewiesen, dass der
Genotyp A hohere Ansprechraten hat als der Genotyp D (77). Forschungsgruppen
aus Asien belegten, dass der Genotyp B im Vergleich mit dem Genotyp C eine friher
einsetzende HBe-Serokonversion aufweist (78, 79). Ebenso wurde berichtet, dass
Patienten mit Genotyp B seltener eine Leberfunktionsstérung und eine Leberzirrhose
als Patienten mit Genotyp C entwickeln und auch besser auf eine antivirale Therapie
mit IFN-a ansprechen (80, 81). Weitere Studien zeigten, dass der Genotyp C ein
hoheres Risiko fur die Entwicklung und Metastasierung eines hepatozellularen
Karzinoms besitzt (82, 83). Somit kann man bei Kenntnis des Genotyps den Verlauf
der Erkrankung besser vorhersagen und die antivirale Therapie besser planen, z.B.
10
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indem man bei bestimmten Genotypen (Genotyp C und D) von einer Therapie mit
IFN-a absieht.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Wie bisher aufgefiihrt kann eine adaquate, antivirale Therapie von chronisch-aktiven
HBV-Patienten die Spatfolgen wie Leberzirrhose und hepatozellulares Karzinom
reduzieren. Dabei ist die Kenntnis des Genotyps und eventuell vorhandener Resi-
stenzmutationen natzlich. Ziel dieser Arbeit war es, eine neue Routinediagnostik-
Methode fir die gleichzeitige Genotypisierung und Resistenzbestimmung von HBV
zu etablieren. Dabei sollte die Technik einerseits kostengunstiger aber auch
schneller als die Sanger-Sequenzierung sein. Zu diesem Zweck wurde die Methode
der Pyrosequenzierung gewahlt. Diese ermdglicht die Sequenzierung von kurzen
Sequenzabschnitten (bis 100 bp) in Echtzeit und kann Polymorphismen bis 10%
noch auflésen. Die neue Methode sollte an insgesamt 53 Patientenproben validiert

werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Auswahl der Patientenproben

Zur Validierung der Methode wurden Patientenproben mit unbekannten Genotyp und
Resistenzmutationen aus drei verschiedenen Einrichtungen untersucht. Aus dem In-
stitut fur Infektionsmedizin stammten 26 Proben. Es handelte sich um bei -20°C gela-
gerte Proben mit einer bekannten Viruslast (> 100 U/ml). Weitere Proben (N=30)
wurden von Oberarzt Dr. med. Rainer Guinther aus der Medizinischen Klinik I mit den
Schwerpunkten Gastroenterologie, Hepatologie, Ernahrungs- und Altersmedizin des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein Campus Kiel zur Verfugung gestellt. Von
diesen konnten Sequenzen nur von 20 Proben ermittelt werden, da nur diese eine
ausreichende Viruslast (> 100 U/ml) aufwiesen. Zur weiteren Uberpriifung der Metho-
de wurden acht Proben aus einem Ringversuch (Quality Control on Molecular Dia-
gnostics, QCMD, Glasgow) verwendet, wovon sieben Proben eine ausreichende
Viruslast (>100 U/ml) hatten. Insgesamt wurde DNA aus 53 Patientenproben ex-

trahiert, amplifiziert und sequenziert.

2.2 DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QIAamp-DNA-Mini-Kit aus jeweils 200 pl Pati-
entenserum. Die DNA wurde nach dem Protokoll des Herstellers isoliert. Das Prinzip
beruht darauf, dass die DNA wahrend eines kurzen Zentrifugationsschrittes an eine
Silicagel-Membran gebunden wird. Anschlieend wird sie durch mehrere Wasch-
schritte von Proteinen und anderen Kontaminationen gereinigt und letztendlich in

einer Pufferldsung eluiert. Die isolierte DNA wurde bei -20°C gelagert.

2.3 Polymerase-Kettenreaktion

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) kénnen spezifische DNA-Abschnitte ge-
zielt vervielfaltigt werden (84). Der PCR-Zyklus besteht aus drei Schritten. Im ersten
Schritt wird die doppelstrangige DNA (Matrize) bei ca. 95°C denaturiert. Es kommt
zur Auftrennung der beiden Strdnge. Im zweiten Schritt (Anlagerung) binden zwei
spezifische Oligonukleotide (Primer) bei einer Temperatur von ca. 50-70°C an die

einzelstrangige DNA in Sinn- und Gegensinn-Orientierung (sense und antisense).
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Die Anlagerungs-Temperatur ist abhangig von der Sequenz und der Lange der ver-
wendeten Primer. Durch den spezifischen Aufbau der Primer werden die Startpositio-
nen der Reaktion und somit die Lange der zu gewinnenden DNA-Abschnitte be-
stimmt. Im letzten Schritt werden bei 72°C die Oligonukleotide durch den Einbau von
Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) durch eine thermostabile DNA-Polymerase
verlangert. Am Ende liegen wieder alle DNA-Abschnitte doppelstrangig vor und die-
nen als Matrizen fir den nachsten Reaktionszyklus. Diese Reaktionsabfolge wird im

Thermocycler 30-50 Mal wiederholt.

sense

< HBV GT RV1 Kl

HIBV GT FW long S,
antisense
‘1, 1. PCR
876 bp
sense
G HBV GT RV2 KI
Bio uni F—sp
antisense
\1, 2. PCR
830 bp

Abb. 2.1. Prinzip der semi-Nested-PCR. Der Stern am Bio uni-Primer steht flir das Biotin-Konjugat.

Zur Vervielfaltigung der DNA wurde eine semi-Nested-PCR verwendet (Abb. 2.1).
Hierbei handelt es sich um zwei nacheinander folgende PCRs. Die erste PCR erfolgt
mit zwei einfachen Primern (sense und antisense), wobei der sense-Primer (vorwarts
gerichtet, forward) als Verlangerung die Bindungsstelle fur den sense-Primer der
zweiten PCR enthélt. Bei der zweiten PCR wird ein Primer (sense, forward) verwen-

det, der innerhalb der in der Sequenz des sense Primers der ersten PCR bindet. Als
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zweiter Primer (antisense; rickwarts gerichtet, revers) wird ein Primer verwendet, der

eingeriickt im ersten PCR-Produkt bindet.

Der amplifizierte DNA-Abschnitt umfasst ca. 800 bp und befindet sich im Gen fiur die
HBV-DNA-Polymerase. Innerhalb dieses DNA-Abschnitts befinden sich die Positio-
nen der aktuell bekannten Resistenzmutationen sowie Bereiche, die Genotyp-spezifi-
sche Polymorphismen aufweisen und so zur Genotypisierung genutzt werden kon-
nen. Die fur die semi-Nested-PCR verwendeten Primer sind in der Tabelle 2.1 aufge-
fuhrt.

Tab. 2.1. PCR-Primer

Primer-Bezeichnung Oligonukleotidsequenz 5‘-3°

1. PCR

HBV GT FW long GGG CCG GGG CCG GGT TTC TCA TCT TCT TRT TGG
TTC TTC TGG A

HBV GT RV1KI AGG AGT TCC GCA GTA TGG ATC GG

2. PCR

Bio Uni Biotin-GGG CCG GGG CCG GGT TT

HBV GT RV2 Kl AAG CCC CAR CCA GTG GGG GTT GCR TCA GC

Damit die beiden Strdnge zum spateren Zeitpunkt getrennt werden kénnen, wurde

der Forward-Primer der zweiten PCR mit Biotin versehen.

Die Optimierung der Anlagerungs-Temperatur erfolgte mit einem Temperatur-Gradi-
enten-Thermocycler. Dazu wurden in zwei Schritten insgesamt 16 PCRs von einer
reaktiven Patientenprobe durchgefiihrt. Der variable Temperaturbereich fir die Anla-
gerung lag im ersten Schritt zwischen 50 und 60°C und beim zweiten Schritt zwi-
schen 60 und 70°C. Die PCR-Produkte wurden anschlieRend durch Agarose-Gel-

elektrophorese nachgewiesen.

Der Probenansatz fur die erste und zweite PCR umfasste jeweils 50 ul. Die einge-
setzten Konzentrationen und Mengen der Reagenzien waren bei der ersten PCR

sowohl beim Ansatz fur die Sanger-Sequenzierung als auch fur die Pyrosequenzie-
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rung identisch (Tab. 2.2 und 2.3). Die Primer fur die zweite PCR wurden bei der PCR
fur die Pyrosequenzierung in einer Konzentration von 10 mM eingesetzt, damit ge-
sattigte Reaktionsbedingungen gewahrleistet werden konnten. Bei der ersten PCR

wurden pro Ansatz pipettiert:

Tab. 2.2. Ansatz fir die 1. PCR

Reagenz Eingesetzte Menge (ul)
PCR-Puffer 5,0

dNTP-Mix 1,0

Hot Start Taq 0,5

HBV GT FW long 0,5 (100 mM)

HBV GT RV1KI 0,5 (100 mM)

Wasser 37,5

Matrize 5,0

Bei der zweiten PCR wurden pro Ansatz pipettiert:

Tab. 2.3. Ansatz fur die 2. PCR

Reagenz Eingesetzte Menge (pl) Eingesetzte Menge (pl)
fir Sanger-Sequenzierung flr Pyrosequenzierung

PCR-Puffer 5,0 5,0

dNTP-Mix 1,0 1,0

Hot Start Taq 0,5 0,5

Bio Uni 0,5 (100 mM) 1,0 (10 mM)

HBV GT RV2 KI 0,5 (100 mM) 1,0 (10 mM)

Wasser 37,5 36,5

DNA 5,0 5,0

Bei der zweiten PCR wurden 5 pl PCR-Produkt aus der ersten PCR als Matrize ein-
gesetzt. Die Hot-Start-Tag-DNA-Polymerase befindet sich bei Raumtemperatur in
einem inaktiven, stabilisierten Zustand. Die Aktivierung beginnt erst mit der thermi-
schen Zerstbrung der Tag-Inhibitorbindung durch eine Verlangerung der initialen

Denaturierung auf 15 min. Die Amplifikation erfolgte im Thermoycler mit folgendem

15



2. Material und Methoden

Programm, in dem die Anlagerungstemperatur in den ersten 15 Zyklen um ein Grad

erniedrigt wurde.

95°C 15 min

95°C 30s

70°C-1°C  30s " 15 Zyklen
72°C 50 s 7

95°C 30s )

70°C 30s 35 Zyklen
72°C 50 s 7

72°C 6 min

4°C endlos

2.4 Detektion durch Agarosegelelektrophorese

Die DNA-Fragmente wurden in 2%-igen, gebrauchsfertigen Agarosegelen aufge-
trennt und nachgewiesen. Dazu werden je 5 pl der Amplifikate in eine Tasche des
Gels pipettiert. Zur GréRenbestimmung der Banden werden pro Gel 5 pl eines DNA-
Grollen-Markers mit geladen. Im elektrischen Feld werden die DNA-Fragmente
durch die Maschenstruktur des Agarosegels nach ihrer Gré3e und Form aufgetrennt.
Die ldentifizierung der Banden erfolgt durch Ethidiumbromid unter ultraviolettem
Licht.

2.5 Sanger-Sequenzierung

Bei der Sanger-Sequenzierung wurde die Nukleotidsequenz der amplifizierten und
aufgereinigten DNA-Fragmente durch die Cycle-Sequenzierung bestimmt. Dabei wird
ein Primer, der an den komplementaren DNA-Strang bindet, von einer thermostabi-
len DNA-Polymerase durch den Einbau von dNTPs in einer linearen PCR verlangert.
Im Reaktionsansatz befinden sich zuséatzlich die mit Fluoreszenzfarbstoffen markier-
ten Didesoxynukleotid-Triphosphate (ddNTPs). Da bei diesen die Ribose an der 3'-

Stelle kein OH besitzt, kann der Strang nicht verlangert werden und es kommt zu
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zufélligen Kettenabbrichen. Die entstandenen unterschiedlichen Abbruchprodukte
werden durch Kapillarelektrophorese nach ihrer Grof3e aufgetrennt und anhand ihrer

Fluoreszenz detektiert (85).

Die Aufreinigung der Amplifikate war nur fir die Sanger-Sequenzierung erforderlich.
Sie erfolgte mit dem MiniElute-PCR-Purification-Kit. Das Prinzip beruht auf der Bin-
dung der DNA (>50 bp) an Silicagel-Membranen, wahrend andere Komponenten die
Membran passieren kénnen. Durch mehrere Waschschritte wird die DNA von uber-
schissigen Primern, Nukleotiden, Polymerasen und Salzen gereinigt. Anschlie3end
wurde die DNA in einer Pufferlésung eluiert und durch Agarose-Gelelektrophorese
detektiert. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.

Der PCR-Probenansatz fur die Cycle-Sequenzierung umfasste 10 pl. Als Primer fir
die Cycle-Sequenzierung wurden die Oligonukleotide HBV GT FW long oder HBV
GT RV2 Kl in einer Konzentration von 10 mM eingesetzt. Die zu pipettierende DNA-
Menge war abhéngig von der Bandenintensitat in der Agarosegelelektrophorese und
der davon abschatzbaren Konzentration und sollte ca. 1 pug entsprechen. Fir die

Cycle-Sequenzierung wurden pro Ansatz pipettiert:

Tab. 2.4. Ansatz fur die Cycle-Sequenzierung

Reagenz Eingesetzte Menge (ul)
Sequenzier-Puffer 0,5

Big Dye-Mix 1.1 1,0

Primer 1,0

Wasser ad 7,0

DNA ca. 0,5-1,0 (max. 7,5)

Der Big Dye-Mix 1.1 enthielt dNTPs, fluoreszenzfarbstoffenmarkierte ddNTPs und
Tag-DNA-Polymerase. Die Cycle-Sequenzierung erfolgte im Thermoycler mit folgen-

dem Programm:

96°C 1 min

96°C 10s
25 Zyklen
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50°C 5s
60°C 4 min
4°C endlos

Die automatisierte Aufreinigung der Sequenzierprodukte und die anschliel3ende Ka-
pillarelektrophorese erfolgten im Institut fir Klinische Molekularbiologie. Um eine
hohe Qualitat- der Sequenzierergebnisse zu ermdglichen, wurden die Sequenzier-
produkte (ber Sephadex G-50 durch Gel-Filtration von Uberflissigen ddNTPs,
dNTPs, Primern und Polymerasen gereinigt. Die gereinigten Sequenzierprodukte

konnten nun in der Kapillarelektrophorese analysiert werden.

Die aufgereinigten Sequenzierprodukte wurden mit dem ABI Prism 310 Genetic
Analyzer untersucht. Das Prinzip beruht auf der Trennung der entstandenen unter-
schiedlichen Abbruchprodukte nach ihrer GréRe. Anschliel3end wurden die Fluores-
zenzfarbstoffe der Didesoxynukletide durch einen Argonlaser angeregt und die Sig-

nale durch eine CCD-Kamera aufgenommen.

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit der Vector-NTI-Contig-Express-Software
(Invitrogen). Pro Patientenprobe wurden mit der Sanger-Sequenzierung zwei Se-
guenzen (sense und antisense) gewonnen. Damit eventuell entstandene Fehler der
automatischen Auswertung behoben werden konnten, wurden die beiden Sequenzen
mit Hilfe der Contig-Express-Software tUbereinander gelegt und abgeglichen. Letzt-
endlich entstand eine bereinigte, endgiltige Sequenz. Diese wurde mit dem Geno-
typing-Tool des National Center for Biotechnology Information (NCBI, Bethesda)
analysiert und mit Hilfe des Blast-Algorithmus mit einer Resistenzmutations-freien
Aminosauresequenz des HBV verglichen. Der Genotyp und eventuell vorhandene

Resistenzmutationen wurden in einer Datenbank zusammengefasst.

2.6 Pyrosequenzierung

Die Pyrosequenzierung (Abbildung 2.2) basiert auf der Detektion von Pyrophosphat
(PPi) wahrend der DNA-Kettenverlangerung in Echtzeit. Zum Reaktionsansatz wer-
den nacheinander in zuvor festgelegter Reihenfolge Nukleotid-Triphosphate automa-

tisch pipettiert. Wenn das Nukleotid komplementar zu der nachsten Position der DNA
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ist, wird es durch die DNA-Polymerase eingebaut. Bei dieser Reaktion wird PPi ab-
gespalten. Dieses PPi wird durch die ATP-Sulfurylase mit AMP zu ATP umgesetzt.
Luciferase wandelt ATP in sichtbares Licht um, indem sie Luciferin zu Oxyluciferin
oxidiert. Dieses Licht wird gemessen und grafisch als Kurvenausschlag (Peak) in
einem Diagramm (Pyrogramm) dargestellt. Die Intensitat des Lichts ist proportional
zu der Menge der eingefigten Nukleotide. Die Sequenz wird somit durch unter-
schiedlich hohe Peaks im Pyrogramm dargestellt. Durch die separate Zugabe jedes
einzelnen der vier Nukleotide und durch die Intensitdt des gemessenen Lichts ist
eine gezielte Zuordnung zur Art und Anzahl der Nukleotide in der zu bestimmenden
Sequenz mdglich. Das Enzym Apyrase beseitigt danach die nicht eingebauten Nuk-
leotide. Dadurch werden Waschschritte zwischen den einzelnen Nukleotidzugaben
Uberflussig (86).

Zur Pyrosequenzierung wird nur der biotinylierte DNA-Strang (sense) benotigt. Aus
diesem Grund mussten die PCR-Produkte vorher aufgetrennt und aufgereinigt wer-
den. Dies erfolgte mit dem sogenannten Vacuum-Prep-Tool nach dem angepassten
Standardprotokoll des Herstellers. Hierbei wurden zunachst 10 ul des PCR-Produk-
tes mit 30 pl destilliertem Wasser, 5 ul Streptavidin-Sepharose und 40 pl Binde-
Puffer fir mindestens 5 min geschiittelt. Dabei band das Biotin an die Streptavidin-
Sepharose. AnschlieBend wurde die Losung durch das Vacuum-Prep-Tool aufgeso-
gen, wobei die an der Streptavidin-Sepharose gebundene DNA von den Filtern des
Vacuum-Prep-Tool zurtickgehalten wurde. Die DNA wurde mit 70% Ethanol ge-
waschen, mit 0,1 N NaOH denaturiert und schliel3lich mit Wasch-Puffer gereinigt, so
dass an der Streptavidin-Sepharose am Filter nur noch der biotinylierte Einzelstrang
gebunden blieb. Dieser wurde in einer Lésung aus 1,6 pl Primer (5-20 mM) und 40 pl
Annealing Buffer resuspendiert und 2 min bei 80°C auf einem Thermoblock inkubiert.
Beim Abkuhlen band der Primer an die einzelstrangige DNA. Beim Erreichen der

Raumtemperatur konnte der Ansatz zur Sequenzierung eingesetzt werden.
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DNA Polymerase

ACCTGGCTTGATCCGGGCCCTGA
TGGACCGAACTA
AATP o=

PP| dATP
dATP /

ATP Sulfurylase

AMP

M dADP + dAMP + Pi
ATP

\ Luciferase —_— LICHT

Abb. 2.2. Prinzip der Pyrosequenzierung. Das durch den Einbau von Nukleotid-Triphosphaten, ge-
bildete PPi wird durch die ATP-Sulfurylase in ATP umgewandelt. Luciferase wandelt ATP in sichtbares
Licht um, welches detektiert wird. Apyrase beseitigt die nicht eingebauten Mononukleotide.

Insgesamt wurden pro Patientenprobe vier Sequenzierungen durchgefihrt. Die fur
die Pyrosequenzierung verwendeten Primer wurden durch Hochleistungs-Flussig-
keitschromatographie (high performance liquid chromatography, HPLC) gereinigt und
auf eine Konzentration von 100 mM eingestellt. Fir die Pyrosequenzierung wurden
die Primer in einer Verdinnung von 5-20 mM verwendet. Die benétigte Verdin-

nungskonzentration fur jeden der vier Primer wurde in einem Vorversuch ermittelt.

Die Pipettier-Reihenfolgen der Nukleotid-Triphosphate fiir die einzelnen Sequenzier-
ansatze kénnen in der Gerate-Software frei gewahlt werden. Bei fehlender Kenntnis
der zu erwartenden Sequenz kdnnen alle vier Nukleotid-Triphosphate abwechselnd
hinzupipettiert werden. Dies fiuhrt jedoch einerseits zu hohem Nukleotidverbrauch,
andererseits durch eine zu schnelle Inaktivierung der Apyrase durch vermehrten
Nukleotidabbau zu einer kiirzeren Sequenzlange. Bei einer Kenntnis der zu erwar-

tenden Sequenz, z.B. durch ein vorher durchgefuhrtes Sequenzalignement von meh-
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reren hundert Sequenzen kann eine genauere Pipettier-Reihenfolge erstellt werden,

was zu einer Verlangerung der Sequenzlange fuhrt.

Die Sequenzen der vier Sequenzierprimer und die Pipettier-Reihenfolgen fir das Se-
guenziergerat wurden anhand eines Sequenzalignements von ca. 500 HBV-Sequen-

zen erstellt und optimiert. Sie sind in den Tabellen 2.5 und 2.6 aufgefuhrt.

Tab. 2.5. Sequenzierprimer

Primer-Bezeichnung Oligonukleotidsequenz 5*-3*

HBV GT 587 RV Ki GAT GGG AAT ACA RGT GCA RTT TCC
HBV GT 676 RV KiI ACC ACT GAA CAA ATG KCA CTA GTA AA
HBV GT 755 RV KI TGY ACA GAC TTG GCC CCC A

HBV GT 844 RV KiI GGG ART ANC CCC AYC DYT TYG TTT T

Tab. 2.6. Pipettier-Reihenfolge der Nukleotid-Triphosphate fir die jeweiligen Sequenzierprimer

Primer-Bezeichnung Pipettier-Reihenfolge

HBV GT 587 RV KI TCGATCGTAGTGTACAGCAGCATGAGCATGATAGAGTGCTGAT
GCAGTAGTCGATGCAGTCTG

HBV GT 676 RV Kl ACTGAGCTAGATGACGACTGAGCAGCTGCATAGTACGTGCGTA
GTCATGACTGATGACTGA

HBV GT 755 RV KiI CAGTACACGATCATCATCATAGCTGCAGCAGACAGTCGTGCAG
CTGACGCATCACTGA

HBV GT 844 RV KiI TGACTGCATGTCAGATGTATGTATCAGCAGATCAGCAGATAGT

ATCAGACGTCATATGACTCAC

2.7 Datenbankerstellung

Zur spateren Auswertung der Pyrogramme mit der Identifire®-Software (Biotage) wur-
de eine Datenbank aus ungefahr 500 publizierten HBV-Sequenzen (vorrangig der
Genotypen A und D) aufgebaut. Dazu wurden Referenzsequenzen der einzelnen
HBV-Genotypen in das Nukleotid-Sequenzen-Suchprogram BLAST des NCBI einge-
geben, die gefundenen, verwandten Sequenzen mit dem NCBI-Genotyping-Tool
analysiert und letztendlich zu einer Roh-Datenbank zusammengefasst. Diese wurden

mit dem Programm Vector-NTI (Invitrogen) auf den Bereich, der fur die Genotypisie-
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rung und Resistenzlokalisation erforderlich ist, verkirzt und nach ihren Genotyp

geordnet gespeichert.

2.8 Verwendete Geréte

Die verwendeten Gerate sind in der Tabelle 2.7 aufgefuhrt.

Tabelle 2.7. Verwendete Gerate

Gerate

Firma

2%iges gebrauchsfertiges Agarosegel
Agarosegel-Halter

ABI Prism 310 Genetic Analyzer
Centrifuge 5417c

Monoshake (Shaker)

Mycycler (Gradienten-Thermocycler)
PyroMark ID Instrument
Thermoblock TB1

Thermocycler T3000
Vacum-Prep-Tool

Vortex-Genie 2

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg
Variomag, Daytona Beach/USA
BioRad, Miinchen

Biotage, Uppsala/Schweden
Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Biotage, Uppsala/Schweden
Scientific Industries, Bohemia/USA

2.9 Verwendete Chemikalien und Lésungen

Die verwendeten Chemikalien und Losungen sind in der Tabelle 2.8 aufgefuhrt.

Tabelle 2.8. Verwendete Chemikalien und Losungen

Chemikalien und Losungen

Firma

10x PCR-Puffer (15 mM MgCl,)
Aqua dest.

Annealing Buffer
Basenpaar-Marker

Big Dye-Mix 1.1

Binde-Puffer

Carrier DNA

QIAGEN, Hilden

Biotage, Uppsala/Schweden
Bioline, Luckenwalde

Applied Biosystems, Darmstadt
Biotage, Uppsala/Schweden
Amersham Biosciences, Freiburg
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Chemikalien und Losungen

Firma

Denaturation Solution

dNtp Mix (10mM)

EDTA-Buffer 10x

Enzyme mixture

Ethanol, absolut

Hot Start Taq (5U/ul)

lllustra AutoSeq G-50 Dye
MiniElute PCR Purification Kit
Molekularbiologisch reines Wasser

Nukleotide
dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Performance-optimized Polymer 6

Primer
1. PCR

HBV GT FW long, HBV GT RV1KI
2. PCR

Bio Uni, HBV GT RV2 KI

Pyrosequenzierung
HBV 587 RV KI, HBV 676 RV KI
HBV 755 RV KIl, HBV 844 RV KI

Protease

QIAmp DNA Blood Mini Kit
Sequenzier-Puffer
Streptavidin-Sepharose
Substrat mixture
Terminator Removal Kit
Wasch-Puffer

Biotage, Uppsala/Schweden
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Darmstadt
Biotage, Uppsala/Schweden
Merck, Darmstadt

QIAGEN, Hilden

GE Healthcare, Minchen
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Biotage, Uppsala/Schweden

Applied Biosystems, Darmstadt
Metabion, Martinsried

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Applied Biosystems, Darmstadt
GE Healthcare, Minchen
Biotage, Uppsala/Schweden
QIAGEN, Hilden

Biotage, Uppsala/Schweden
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3. Ergebnisse

3.1 Datenbank
Die zur Auswertung genutzte Datenbank enthielt insgesamt 428 HBV-Sequenzen
aus dem Polymerase-Gen. Die Anzahl der Sequenzen der einzelnen Genotypen ist

in Tabelle 3.1 aufgefihrt.

Tab. 3.1. Anzahl der Sequenzen in der Datenbank

Genotyp Anzahl
116

52

50

98

43

43

14

12

I o Mmoo @ >

Die aus der Pyrosequenzierung gewonnenen Sequenzen sind ruckwarts-komple-
mentér. Damit sie mit der Identifire®-Software ausgewertet werden konnten, mussten
die Sequenzen der Datenbank ebenfalls in ihre rickwarts-komplementare Form um-
gewandelt werden. Zugleich wurden sie auf eine Lange von ca. 860 bp verkirzt, da-
mit der Alignement-Vorgang der Software bei der Auswertung beschleunigt werden
konnte. Der Sequenzabschnitt von 860 bp entspricht ungefahr dem in der PCR am-
plifizierten DNA-Abschnitt. Somit enthalt er alle Bereiche, die fur die Genotypisierung
und Resistenzlokalisation notwendig sind. Die Datenbank kann durch neue, aus der
Sanger- oder Pyrosequenzierung gewonnene Sequenzen erganzt werden. Somit
entsteht eine stetig groR3er werdende Anzahl an Sequenzen, die als Quelle fur die

Auswertung von neuen Sequenzen dienen kann.
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3.2 Optimierung der Anlagerungs-Temperatur

Die Anlagerungs-Temperatur sollte 50-70°C betragen. Bei dieser Temperatur binden
die Primer bei der PCR an die einzelstrangige DNA. Je héher die Anlagerungs-Tem-
peratur ist, desto spezifischer ist die Bindung der Primer an die einzelstrangige DNA.
So koénnen bei einer niedrigeren Anlagerungs-Temperatur unerwinschte Nebenpro-
dukte entstehen, weil die Primer an mehrere Stellen der einzelstrangigen DNA bin-
den oder Primer-Dimere bilden. Die zu Beginn verwendete PCR war eine touch-
down-PCR. Diese erhoht die Spezifitdt der PCR. Dabei wird die Anlagerungs-Tempe-
ratur schrittweise 1-2°C pro Zyklus reduziert, bis sie die geschatzte Schmelztempera-
tur der Primers (Tm) erreicht. Die Anlagerungs-Temperatur betrug zu Beginn 70°C
und wurde jeweils um 1°C in 15 Zyklen auf 55°C reduziert. Bei den folgenden 35
Zyklen betrug die Anlagerungs-Temperatur 50°C. Leider entstanden dabei bei eini-
gen Patientenproben unerwiinschte Nebenprodukte und ein ,Hintergrundschmier”,
die in der Agarose-Gelelektrophorese nachgewiesen werden konnten. Die durchge-

fuhrte Sequenzierung von diesen Patientenproben war nicht auswertbar (Abb. 3.2A).

Abb. 3.1. Optimierung der Anlagerungs-Temperatur im Gradienten-Thermocycler. Bei ansteigen-
der Anlagerungs-Temperatur entstehen immer spezifischere PCR-Produkte. Bei 68°C, 69,2°C und
70°C sind gar keine Nebenprodukte und kein ,Hintergrundschmier® mehr nachweisbar. Zur GréRenbe-
stimmung der Banden wurde ein 100 bp-GréRenmarker (M) eingesetzt.
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3. Ergebnisse

Zur Verbesserung der Qualitat der PCR-Produkte wurde versucht, mit einem Gradi-
enten-Thermocycler eine optimale Anlagerungs-Temperatur zu finden. Dabei stellte
sich heraus, dass bei einer ansteigenden Anlagerungs-Temperatur immer weniger
Nebenprodukte und ,Hintergrundschmier® in der Agarose-Gelelektrophorese nachzu-

weisen waren (Abb. 3.1).

Mit dieser Erkenntnis wurde die touchdown-PCR auf eine touchdown and jump-PCR
umgestellt. Hierbei wird die Anlagerungs-Temperatur nach Erreichen der geschatz-
ten Schmelztemperatur des Primers wieder auf einen héheren Wert gesetzt. Die An-
lagerungs-Temperatur betrug wie bei der touchdown-PCR zu Beginn 70°C und wur-
de jeweils um 1°C in 15 Zyklen auf 55°C reduziert. Bei den folgenden 35 Zyklen wur-
de die Anlagerungs-Temperatur wieder auf 70°C angehoben. In der Agarose-Gel-
elektrophorese konnte eine Optimierung der Qualitéat der PCR-Amplifikate nachge-

wiesen werden (Abb. 3.2). Aul3erdem waren die PCR-Produkte jetzt sequenzierbar.

Abb. 3.2. Nachweis der PCR-Amplifikate vor (A) und nach (B) Anderung der Anlagerungs-Tem-
peratur. Bei funf Patientenproben konnte durch die Anhebung der Anlagerungs-Temperatur in den
letzten 35 Zyklen auf 70°C die Qualitat der Amplifikate optimiert werden (touch down and jump). Bei
einer Patientenprobe konnte kein PCR-Produkt gewonnen werden. Zur GroéRenbestimmung der
Banden wurde ein 100 bp-GréRenmarker (M) eingesetzt.
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3. Ergebnisse

3.3 Optimierung der Pyrosequenzierung
Die Ergebnisse der ersten Sequenzierungsdurchlaufe nach Herstellerprotokoll waren
oft fehlerhaft und schwer auswertbar. Durch Optimierung der Methode konnten die

Qualitat der Ergebnisse deutlich verbessert werden.

In den ersten Sequenzierungsdurchlaufen wurden fur die Pyrosequenzierung Primer
(HBV GT 587 RV KI, HBV GT 676 RV KI, HBV GT 755 RV KI, HBV GT 844 RV KI)
verwendet, die nicht zusatzlich Gber HPLC gereinigt waren. Die gewonnenen Se-
guenzen waren oft schwer oder nicht auswertbar (Abb. 3.3A). Durch die HPLC-Reini-
gung werden Verunreinigungen wie Fehlsequenzen aus der Oligonukleotid-Suspen-
sion herausgefiltert. Durch Verwendung HPLC-gereinigter Primer konnte die Qualitat
der gewonnenen Sequenzen verbessert werden (Abb. 3.3B). Ein weiterer Optimie-
rungsschritt war die Anpassung der Primerkonzentration. Laut Standardprotokoll des
Herstellers sollte die zu verwendende Primerkonzentration 0,4 pM betragen. In
einem Vorversuch wurden Primer mit der Konzentration 0,2 puM, 0,4 uM und 0,8 pM
verwendet. Dabei wurde festgestellt, dass je nach Primer und Charge eine andere
Konzentration bessere Sequenzierungsergebnisse lieferte. Daraus wurde geschlos-

sen, dass jede Primer-Charge in einem Vorversuch austitriert werden sollte.

Zur Verbesserung der Qualitat der Sequenzen wurde das Standardprotokoll fir die
Praparation der einzelstrangigen Matrizen optimiert. Zur Erhéhung der DNA-Bindeka-
pazitat wurde die Menge der Streptavidin-Sepharose von 3 auf 5 pl erhéht. Desweite-
ren wurden die Zeiten der einzelnen Waschschritte verlangert, damit eine optimale

Auftrennung der Doppelstrang-DNA gewahrleistet wurde.
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Patientenprobe 800
Primer HBV GT 676 RV Kl
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ES ACTGAGCTAGATGACGACTOGAGCAGCTGCATAGTACGTGCOGTAGTCATGACTGATGALCTGA

antisense ACTGAGCCAGGAGAAACGGGCTGAGGCCCACTCCCATAGGAATTTTCCGAAAGCCCAGGATGATGGGATGGGAA

Patientenprobe 800
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ES TGACTOGCATGTCAGATGTATGACAGCAGATCAGCAGATAGTATCAGACGTCATATGACTCAC

antisense  GTGAGGGTTTAAATGTATACCCAAAGACAAAAGAAAATTGGTAACAGCGGTAAAAAGGGACTCAA

Abb. 3.3. Pyrogramme eines Sequenzabschnittes der Patientenprobe 800 mit den Sequenzier-
ansatzen HBV GT 676 RV Kl und HBV GT 844 RV Kl vor (A) und nach (B) der Optimierung der
Primer.

Die durchschnittliche Lange der detektierten Sequenz pro Ansatz mit dem Primer

HBV GT 844 RV KI betrug ca. 70 bp. Nach Durchlauf aller Sequenzierungen wurde

allerdings festgestellt, dass die Lange einzelner Sequenzen bei dem Sequenzieran-
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3. Ergebnisse

satz HBV GT 844 RV KI nur 30 bis 38 bp betrug. Nach Analyse der Pipettier-Reihen-
folge anhand eines Sequenzalignements von ca. 500 HBV-Sequenzen wurde festge-
stellt, dass die Pipettier-Reihenfolge fehlerhaft war und es vorzeitig zu einem Ab-
bruch der Sequenz kam. Daraufhin wurde die Pipettier-Reihenfolge um zwei Nukleo-
tide (Desoxythymidintriphosphat an 21 und 23 Stelle, Tab. 3.2) erganzt. Nach der

Optimierung hatten die vormals zu kurzen Sequenzen nun eine Lange von ca. 70 bp
(Abb. 3.4).

Patientenprobe 2649
Primer HBV GT 844 RV KI
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antisense  GTTAGGATTTAAATGTATGCCCAAAGACAAAAGAAAATT 39bp
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ESTEACTGCATGTCAGATOGTATETATCAGCAGATCAGCAGATAGTATCAGACGTCATATOGACTCAL

antisense  GTTAGGATTTAAATGTATGCCCAAAGACAAAAGAAAATTGGTAACAGCGGTAAAAAGGGACTCAA 65 bp

Abb. 3.4. Pyrogramme eines Sequenzabschnittes der Patientenprobe 2649 mit dem Sequenzier-
ansatz HBV GT 844 RV Kl vor (A) und nach (B) der Optimierung der Pipettier-Reihenfolge. Die
Lange der Sequenz betrug vor Optimierung der Pipettierreihenfolge nur 39 bp (A). Im Pyrogramm wa-
ren in der Mitte grof3e Lucken zu erkennen. Nach der Optimierung waren keine Licken mehr zu
erkennen. Die Sequenz war um 26 bp (rot markierter Bereich) verlangert (B).

Tab. 3.2. Alte und neue Pipettier-Reihenfolge des Sequenzierprimers HBV GT 844 RV Kl

Primer-Bezeichnung Pipettier-Reihenfolge

HBV GT 844 RV KI ,alt" TGACTGCATGTCAGATGTATGACAGCAGATCAGCAGATAGT
ATCAGACGTCATATGACTCAC

HBV GT 844 RV Kl ,neu“ TGACTGCATGTCAGATGTATGTATCAGCAGATCAGCAGATA
GTATCAGACGTCATATGACTCAC
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3. Ergebnisse

Durch die oben genannten Optimierungsschritte konnte die Qualitdt und somit die
Auswertbarkeit der gewonnen Sequenzen verbessert werden. Ebenso wurden durch

Veranderung der Pipettier-Reihenfolge einzelne Sequenzfolgen verlangert.

3.4 Etablierung der Pyrosequenzierung

Zur Etablierung der Pyrosequenzierung als neue Methode fur die Genotypisierung
und Resistenzbestimmung von HBV-Proben wurde sie mit der Sanger-Sequenzie-
rung als schon bewahrte Methode verglichen. Dazu wurden zunéchst 26 HBV-positi-
ve Patientenproben aus dem Institut fur Infektionsmedizin mit der Sanger-Sequenzie-
rung und der Pyrosequenzierung untersucht. Die aus den beiden Methoden gewon-
nenen Sequenzen der DNA-Polymerase wurden genotypisiert und auf Resistenzmu-
tationen Uberpruft. Die Ergebnisse der beiden Methoden wurden daraufhin miteinan-
der verglichen. Im ersten Sequenzierungsdurchlauf enthielten die Ergebnisse der Py-
rosequenzierung mehrere Fehler und waren schwer auswertbar. Nach Optimierung
der Methode wurden die 26 Patientenproben erneut sequenziert und lieferten ver-
gleichbare Ergebnisse mit der Sanger-Sequenzierung. Daraufhin wurden 20 Patien-
tenproben aus der Medizinischen Klinik I mit den beiden Methoden sequenziert und
die Ergebnisse wurden verglichen. Auch in diesem Fall waren die Ergebnisse ver-
gleichbar. Abschliel3end wurde die Methode in einem Ringversuch (External quality
assessment) zur HBV-Genotypisierung (QCMD-Ringversuch HBVGTO07) Uberpruft.
Das Quality Control of Molecular Diagnostics (QCMD, Glasgow) ist eine europaische
Non-Profit-Organisation zur Qualitatssicherung in der molekularen Diagnostik, die
durch die Fachgesellschaften European Society for Clinical Virology (ESCV) und Eu-
ropean Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) und die
Europaische Union initiiert wurde. Dazu wurden wie in den beiden anderen Ver-
suchsreihen die Ergebnisse der beiden Methoden miteinander verglichen und sie

erbrachten identische Befunde.

3.5 Ergebnisse fur Patientenproben aus dem Institut far Infektionsmedizin
Bei der Genotypisierung der 26 Patientenproben aus dem Institut fur Infektionsmedi-
zin waren die Ergebnisse der Sanger-Sequenzierung und der Pyrosequenzierung

identisch. Dabei wurden die Polymerase-Gene aus zehn Patientenproben als Geno-
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3. Ergebnisse

typ A, aus 13 Patientenproben als Genotyp D und aus drei Patientenproben als Ge-
notyp E identifiziert. Auch bei der Resistenzbestimmung wurden durch die beiden
Methoden bei zwei Patientenproben die gleichen Resistenzmutationen nachgewie-
sen (Tab. 3.3).

Tab. 3.3. Ubersicht der Ergebnisse der Patientenproben aus dem Institut fiir Infektionsmedizin

Proben Nr. Genotyp V173L L180M A181V/T M204V/I N236T
0705 A -- -- - -- --

0743
0978
0844
1182
1660
2455
2463
2740
3257
0521
0773
0800
1023
1298
1707
1955
2131
2546
2649
2879
3006
3849
1047
3073
3852

mmmMOOOOo0OO0ODo0OD00Do0oDo0ooo(>»>» >»>»>» > > > >
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3. Ergebnisse

Die Patientenprobe mit der Nummer 2546 enthalt eine Mutation von Leucin zu Me-
thionin an der Position 180 (rtL180M) der Aminoséurekette der DNA-Polymerase.
Hierbei handelt es sich um eine Virus-Fitness-Mutation. Diese Mutation wurde so-
wohl bei der Sanger-Sequenzierung (Abb. 3.5) als auch bei der Pyrosequenzierung

(Abb. 3.6) nachgewiesen.

Posion 176 177 178 179 180 181 182

2546 A G C CCGTTTT CTT CA AT GG GTC CTTCAG
—, A G CCCGTTTTGCTTGCA ATTGTGTCTTCASG
’\m/hf\/}‘[\ﬂfﬁvmb_x/\/x/\ g e
A GCE e T oCT C AT GGEECTEE LG
2546 A& G.c.c 68 B T T € T C A-W 6.6 € T C & G
antisense

Contig S B v

AGCCCGTTTCTCATGGCTCAG

A SER PRO PHE LEU  MET ALA  GLN

Abb. 3.5. Sequenzabschnitt einer Sanger-Sequenzierung der Patientenprobe 2546. Bei der Uber-
setzung der Nukleotidsequenz in die entsprechende Aminosauresequenz wurde eine Mutation von
Leucin zu Methionin an Position 180 (rtL180M) der Aminosaurekette festgestellt.

Patientenprobe 2546
Primer HBV GT 676 RV KI
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sense TT CCT ATG GGA GTG GGC CTCAGC CCGTIT CTC ATG GCT CAG
antisense AA GGA TAC CCT CAC CCG GAG TCG GGC AAA GAG TAC CGA GTC
Aminosaure PRO MET GLY VAL GLY LEU SER PRO PHE LEU MET ALA GLN
Position 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182

Abb. 3.6. Pyrogramm eines Sequenzabschnittes der Patientenprobe 2546 mit dem Sequenzier-
ansatz HBV GT 676 RV KI. Die Nukleotidsequenz aus dem Pyrogramm (antisense) wurde komplett
ausgewertet. Bei Ubersetzung der Nukleotidsequenz in die entsprechende Aminosauresequenz wurde
eine Mutation von Leucin zu Methionin an Position 180 (rtL180M) der Aminoséaurekette festgestellt.
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3. Ergebnisse

Bei der Patientenprobe 2463 wurden zwei Mutationen festgestellt. Dabei handelt es
sich einmal um eine Mutation von Methionin zu Valin an der Position 204 (rtM204V)
(Abb. 3.7 und 3.8) und eine Mutation von Leucin zu Methionin an der Position 180
(rtL180M) (Abb. 3.9 und 3.10). Somit liegt bei dieser Patientenprobe eine Lamivudin-
Resistenzmutation mit zusatzlicher kompensatorischer Virus-Fitness-Mutation vor.

Beide Methoden konnten die beiden Mutationen gleichermaf3en identifizieren.

Posiion 202 203 204 205 206 207 208

P & ;
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{ f 3 )
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saure SER TYR VAL ASP ASP VAL VAL

Abb. 3.7. Sequenzabschnitt einer Sanger-Sequenzierung des YMDD-Motivs der Patientenprobe
2463. Bei Ubersetzung der Nukleotidsequenz in die entsprechende Aminosauresequenz wurde eine
Mutation von Methionin zu Valin an Position 204 (rtM204V) der Aminosaurekette nachgewiesen.

Patientenprobe 2463
Primer HBV GT 755 RV KI
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Aminosaure LEU ALA PHE SERTYR VAL ASP ASP VAL VAL
Position 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208

Abb. 3.8. Pyrogramm eines Sequenzabschnittes des YMDD-Motivs der Patientenprobe 2463 mit
dem Sequenzieransatz HBV GT 755 RV KI. Die Nukleotidsequenz aus dem Pyrogramm (antisense)
wurde bis zum schwarzen Balken ausgewertet. Bei Ubersetzung der Nukleotidsequenz in die entspre-
chende Aminosaure-Sequenz wurde eine Mutation von Methionin zu Valin an Position 204 (rtM204V)
nachgewiesen.
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Position 176 177 1

2463 A
sense A

saure SER PRO PHE LEU MET ALA GLN

Abb. 3.9. Sequenzabschnitt einer Sanger-Sequenzierung der Patientenprobe 2463. Bei Uber-
setzung der Nukleotidsequenz in die entsprechende Aminosauresequenz wurde eine Mutation von
Leucin zu Methionin an Position 180 (rtL180M) der Aminoséaurekette festgestellt.

Patientenprobe 2463
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sense CCTATG GGA GTG GGG CTC AGT CCG TTT CTC ATG GCT CAG
antisense GGA TAC CCT CAC CCC GAG TCA GGC AAA GAG TAC CGA GTC

Aminosaure PROMET GLY VAL GLY LEU SER PRO PHE LEU METALA GLN
Position 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182

Abb. 3.10. Pyrogramm eines Sequenzabschnittes der Patientenprobe 2463 mit dem Sequenzier-
ansatz HBV GT 676 RV KI. Die Nukleotidsequenz auf dem Pyrogramm (antisense) wurde komplett
ausgewertet. Bei Ubersetzung der Nukleotidsequenz in die entsprechende Aminosaure-Sequenz wur-
de eine Mutation von Leucin zu Methionin an Position 180 (rtL180M) der Aminosaurekette festgestellt.

Bei den Patientenproben aus dem Institut fir Infektionsmedizin wurden sowohl bei
der Sanger-Sequenzierung als auch bei der Pyrosequenzierung die gleichen drei

Mutationen nachgewiesen.
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3.6 Ergebnisse fur Patientenproben aus der Medizinischen Klinik |

Bei der Genotypisierung der 20 Patientenproben aus der Medizinischen Klinik | wur-
den bei der Sanger-Sequenzierung und bei der Pyrosequenzierung die gleichen Er-
gebnisse erzielt. Dabei wurden funf Patientenproben als Genotyp A, eine Patienten-
probe als Genotyp C, zwolf Patientenproben als Genotyp D und zwei Patientenpro-
ben als Genotyp E identifiziert. Beide Methoden wiesen bei zwei Patientenproben die

gleichen Resistenzmutationen nach (Tab. 3.4).

Tab. 3.4. Ubersicht der Ergebnisse der Patientenproben aus der Medizinischen Klinik |

Proben Nr. Genotyp V173L L180M A181V/T M204V/I N236T
06432 A -- -- -- I --

07093 A -- -- - -- --

10189
11003
17299
18982
05940
07284
09250
10219
10792
10797
13132
13505
15963
16516
16517
18365
02309
06688

mm|OO0OO0OO0OO0OO0O0O0O00O00|0|>»>» >
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Die Patientenprobe 6432 enthalt eine Lamivudin-Resistenzmutation. Es handelt sich
dabei um eine Mutation von Methionin zu Isoleucin an der Position 204 (rtM204l).
Sowohl die Sanger-Sequenzierung als auch die Pyrosequenzierung konnten die
Mutation identifizieren (Abb. 3.11 und 3.12).

Posion 202 203 204 205 206 207 208
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Abb. 3.11. Sequenzabschnitt einer Sanger-Sequenzierung des YMDD-Motivs der Patientenpro-
be 6432. Bei Ubersetzung der Nukleotidsequenz in die entsprechende Aminosduresequenz wurde
eine Mutation von Methionin zu Isoleucin an Position 204 (rtM2041) nachgewiesen.
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Abb. 3.12. Pyrogramm eines Sequenzabschnittes des YMDD-Motivs der Patientenprobe 6432
mit dem Sequenzieransatz HBV GT 755 RV KI. Die Nukleotidsequenz auf dem Pyrogramm (anti-
sense) wurde bis zum schwarzen Balken ausgewertet. Bei Ubersetzung der Nukleotidsequenz in die
entsprechende Aminosauresequenz wurde eine Mutation von Methionin zu Isoleucin an Position 204
(rtM2041) nachgewiesen.
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Bei der Patientenprobe 11.003 wurde eine Lamivudin-Resistenzmutation mit zuséatzli-
cher kompensatorischer Virus-Fitness-Mutation nachgewiesen. Hierbei handelt es
sich um eine Mutation von Methionin zu Valin an Position 204 (rtM204V) (Abb. 3.13
und 3.14) und von Leucin zu Methionin an Position 180 (rtL180M) (Abb. 3.15 und

3.16). Beide Mutationen konnten mit den beiden Methoden nachgewiesen werden.

Posion 202 203 204 205 206 207 208
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Abb. 3.13. Sequenzabschnitt einer Sanger-Sequenzierung des YMDD-Motivs der Patientenpro-
be 11003. Bei Ubersetzung der Nukleotidsequenz in die entsprechende Aminosauresequenz wurde
eine Mutation von Methionin zu Valin an Position 204 (rtM204V) nachgewiesen.
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Primer HBV GT 755 RV KI
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Abb. 3.14. Pyrogramm eines Sequenzabschnittes des YMDD-Motivs der Patientenprobe 11003
mit dem Sequenzieransatz HBV GT 755 RV KI. Die Nukleotidsequenz auf dem Pyrogramm (anti-
sense) wurde bis zum schwarzen Balken ausgewertet. Bei Ubersetzung der Nukleotidsequenz in die
entsprechende Aminosauresequenz wurde eine Mutation von Methionin zu Valin an Position 204
(rtM204V) nachgewiesen.
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Position 176 182
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saure SER PRO PHE LEU MET ALA GLN

Abb. 3.15. Sequenzabschnitt einer Sanger-Sequenzierung der Patientenprobe 11003. Bei Uber-
setzung der Nukleotidsequenz in die entsprechende Aminosauresequenz wurde eine Mutation von
Leucin zu Methionin an Position 180 (rtL180M) festgestellt.

Patientenprobe 11003
Primer HBV GT 676 RV KI
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T

‘ Pt T e T Tt e
sense ATG GGA GTA GGC CTC AGT CCGTIT CTC ATG GCT CAG
antisense TAC CCT CAT CCG GAG TCA GGC AAA GAG TAC CGA GTC

Aminosaure MET GLY VAL GLY LEU SERPRO PHE LEU MET ALAGLN
Position 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182

Abb. 3.16. Pyrogramm eines Sequenzabschnittes der Patientenprobe 11003 mit dem Sequen-
zieransatz HBV GT 676 RV KI. Die Nukleotidsequenz aus dem Pyrogramm (antisense) wurde bis
zum schwarzen Balken ausgewertet. Bei Ubersetzung der Nukleotidsequenz in die entsprechende
Aminosauresequenz wurde eine Mutation von Leucin zu Methionin an Position 180 (rtL180M) fest-
gestellt.

Bei den Patientenproben aus der Medizinischen Klinik | wurden sowohl bei der San-
ger-Sequenzierung als auch bei der Pyrosequenzierung die gleichen drei Mutationen

nachgewiesen.
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3.7 Ergebnisse fur Patientenproben aus einem Ringversuch

Bei der Genotypisierung der sieben Patientenproben aus dem QCMD-Ringversuch
waren die Ergebnisse bei der Sanger-Sequenzierung und der Pyrosequenzierung
identisch. Dabei wurden eine Patientenprobe als Genotyp A, eine Patientenprobe als
Genotyp B, eine Patientenprobe als Genotyp C, eine Patientenprobe als Genotyp D
und zwei Patientenproben als Genotyp G identifiziert. Bei keiner der sieben Patien-
tenproben konnte weder die Sanger-Sequenzierung noch die Pyrosequenzierung

eine Resistenzmutation nachweisen (Tab. 3.5).

Tab. 3.5. Ubersicht der Ergebnisse der Patientenproben aus dem QCMD-Ringversuch

Proben Nr. Genotyp V173L L180M A181V/T M204V/I N236T
9951
9955
9952
9954
9950
9956
9957

O O |Mm|o|0|w | >

Bei den Patientenproben aus dem Ringversuch wurde weder bei der Sanger-

Sequenzierung noch bei der Pyrosequenzierung eine Mutation nachgewiesen.
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4. Diskussion

Die hier entwickelte Methode der HBV-Pyrosequenzierung ermdglicht die Genotypi-
sierung der acht HBV-Genotypen A bis H im Bereich der HBV-DNA-Polymerase (67,
68, 69, 70). Aufgrund der Tatsache, dass sich die Resistenz-Mutationen gegen das
Nukleosid-Analogon Lamivudin und das Nukleotid-Analogon Adefovir-Dipivoxil in
dem sequenziertem Teil der HBV-DNA-Polymerase befinden, ist es zugleich mdglich,
mit der Genotypisierungs-Methode ggf. vorhandene Resistenz-Mutationen zu bestim-
men. Die Resistenz-Mutationen gegen Entecavir sind zum jetzigen Standpunkt sehr
selten und fur die Resistenzbestimmung noch unbedeutend. Sie konnten deswegen
in der Methodenentwicklung noch nicht berticksichtigt werden. Somit steht eine neue,
schnelle und giinstige Methode zur optimalen Therapieplanung und Therapietberwa-

chung bei der antiviralen Therapie der chronischen HBV-Infektion zur Verfligung.

Bei der Sequenzierung und Untersuchung der 53 HBV-Proben wurden insgesamt 16
Patientenproben als Genotyp A, eine Patientenprobe als Genotyp B, zwei Patienten-
proben als Genotyp C, 26 Patientenproben als Genotyp D, funf Patientenproben als
Genotyp E und zwei Patientenproben als Genotyp G identifiziert. Als haufigste Geno-
typen stellen sich somit der die Genotypen A und D heraus. Die anderen Genotypen
kommen seltener oder Uberhaupt nicht vor. Dies stimmt mit der bekannten weltweiten
Verteilung der HBV-Genotypen uberein (69, 70, 71, 72).

Bei HBV treten jedoch gelegentlich Chimaren auf, also Rekombinanten aus zwei
oder mehr Genotypen von HBV. Nur durch die Genotypisierung des kompletten
HBV-Genoms kann man diese Chimaren erfassen. Aufgrund der Sequenzierung und
Analyse ausschlie3lich eines Teils der HBV-DNA-Polymerase wird lediglich der Ge-
notyp des sequenzierten Bereichs erfasst. Moglicherweise vorliegende genotypische

Chiméaren kdnnen dabei nicht erkannt werden.

Bei den vorhandenen Resistenz-Mutationen der 53 untersuchten Patientenproben
wurden bei vier Proben insgesamt drei Resistenz-Mutationen gegen Lamivudin und
drei Virus-Fitness-Mutationen nachgewiesen. Bei den Resistenz-Mutationen gegen
Lamivudin handelt es sich bei zwei Patientenproben um die Mutation von Methionin

zu Valin an Position 204 (rtM204V) und bei einer Patientenprobe um eine Mutation
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von Methionin zu Isoleucin an Position 204 (rtM204l) (56, 57, 58). Diese drei Patien-
tenproben wurden alle als Genotyp A identifiziert. Das korreliert mit der Beobach-
tung, dass der Genotyp A haufiger Resistenzmutationen gegen Lamivudin entwickelt
als der Genotyp D (75,76).

Die Virus-Fitness-Mutationen wurden bei drei Patientenproben nachgewiesen. Dabei
handelt es sich um die Mutation von Leucin zu Methionin an Position 180 (rtL180M)
(61). Bei zwei Patientenproben traten die Lamivudin-Resistenz-Mutationen zusam-
men mit einer kompensatorischen Virus-Fitness-Mutation auf. Bei den anderen bei-
den Patientenproben kommen die Lamivudin-Resistenz-Mutation und die Virus-Fit-
ness-Mutation einzeln vor. Eine Resistenz-Mutation gegen Adefovir-Dipivoxil wurde
bei den Patientenproben nicht nachgewiesen. Diese tritt im Vergleich mit einer Resi-

stenz-Mutation gegen Lamivudin auch seltener auf (54,55).

4.1 Auswertung

Zur optimalen, automatisierten Auswertung der Pyrogramme sollten die Nukleotid-
Peaks in den Pyrogrammen eine Signalstarke von 40 bis 60 aufweisen. Die Nukleo-
tid-Peaks in den Pyrogrammen der drei Versuchsreihen hatten aber eine Signalstér-
ke von nur 5 bis 15. Aufgrund dessen hatte die Identifire®-Software gelegentlich Pro-
bleme beim Auswerten der gewonnenen Sequenzen. Die Software konnte dann nicht
erkennen, fir wie viele wiederholte Basen ein einzelner Nukleotid-Peak steht. Somit
kam es durch fehlerhafte Auswertung zu Insertionen oder Deletionen einzelner
Basen. Diese Fehler traten vor allem im hinteren Bereich der Sequenz auf und selten
auch im vorderen Bereich der Sequenz, in dem sich die Resistenz-Mutationen befin-

den. In diesem Fall musste die Sequenz manuell ausgewertet werden.

Zur Verstarkung der Signalstarke der Nukleotid-Peaks wurde einerseits versucht, die
Menge der Einzelstrang-DNA, die als Matrize fur die Sequenzierreaktion zur Verfi-
gung steht, zu erhéhen. Dazu wurde die Menge des PCR-Produktes von 10 pl auf 40
ul sowie die Menge der Streptavidin-Sepharose von 3 pl auf 5 pl erhéht. Somit konn-
te bei der Einzelstrangpraparation (2.6 Pyrosequenzierung) mehr Einzelstrang-DNA
gewonnen werden. Als weiterer Schritt wurde versucht, die Anzahl der Primer zu

erhohen, die an die Einzelstrang-DNA binden. Dazu wurden die Primer-Konzentratio-
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nen sowie die Anlagerungs-Temperatur von 70°C auf 80°C erhoht. Durch diese
Maflnahmen konnte aber die Signalstarke der Nukleotid-Peaks noch nicht erhdht

werden.

Zur Vereinfachung und Optimierung der Auswertung der Pyrogramme wurde vom
Institut fur Informatik der Technischen Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat zu
Kiel ein automatisches Auswertungstool entworfen und programmiert. Dieses wertet
die gewonnenen Sequenzen aus und stellt automatisch den Genotyp und die

maoglichen Resistenz-Mutationen dar.

4.2 Sequenzierstrategien im Vergleich
Bei der Sequenzierung und Untersuchung der 53 Patientenproben war die Pyrose-
guenzierung genauso sensitiv wie die Sanger-Sequenzierung. Bei beiden Methoden

wurden die gleichen Genotypen und Resistenz-Mutationen nachgewiesen.

Die Pyrosequenzierung ist schneller als die Sanger-Sequenzierung. Dies wird zum
einem bei der DNA-Aufbereitung deutlich. Bei der Sanger-Sequenzierung mussen
die PCR-Produkte aus der zweiten PCR in einem Aufreinigungsprozess fur die
Cycle-Sequenzierung aufbereitet werden. Nach der Cycle-Sequenzierung werden die
gewonnenen Sequenzierprodukte fur die Kapillarelektrophorese erneut aufgereinigt
(2.5 Sanger-Sequenzierung). Erst jetzt kann die DNA im ABI Prism 310 Genetic
Analyzer analysiert werden. Bei der Pyrosequenzierung entféllt der ganze Aufreini-
gungsprozess. Es erfolgt einzig die Praparation der Amplifikate (2.6 Pyrosequenzie-

rung).

Ein weiterer Punkt ist die Geschwindigkeit der DNA-Sequenzierung. Der ABI Prism
310 Genetic Analyzer kann nur eine Probe zur gleichen Zeit sequenzieren. Fur die
DNA-Polymerase-Fragmente von ca. 800 bp bendtigt er ca. drei bis vier Stunden. Da
fur die Auswertung der Sequenz der Sense- sowie der Antisense-Strang sequenziert
werden muss, bendtigt der ABI Prism 310 Genetic Analyzer ca. sieben bis acht Stun-
den allein fur die Sequenzierung. Der PyroMark ID hingegen kann 96 Proben parallel
sequenzieren. Fur die DNA-Polymerase-Fragmente von 60 bis 100 bp benétigt er ca.

eine Stunde. Da fur die Auswertung nur der Antisense-Strang bendtigt wird und pro
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Patient vier Proben sequenziert werden mussen, sequenziert der PyroMark ID die

HBV-DNA von 24 Patienten zur gleichen Zeit und in nur einer Stunde.

Mit der Sanger-Sequenzierung gewinnt man DNA-Sequenzen mit einer Lange von
maximal ca. 1000 bp. Da der DNA-Abschnitt der HBV-DNA-Polymerase ca. 800 bp
umfasst, reicht eine Sequenz aus, den Genotyp und alle Resistenz-Mutationen nach-
weisen zu konnen. Mit der Pyrosequenzierung kénnen Sequenzen nur mit einer
Lange von bis zu 100 bp erstellt werden. Zur Genotypisierung reicht jedoch ein
kleiner Bereich der HBV-DNA-Polymerase aus, der ausreichend viele Genotyp-spezi-
fische Polymorphismen aufweist. Die Resistenz-Mutationen gegen Lamivudin und
Adefovir-Dipivoxil sind Punktmutationen an bekannten Stellen der DNA-Polymerase.
Somit reicht die Sequenzierung von vier kurzen Sequenzen zur Bestimmung der

Genotypen und der Resistenz-Mutationen voéllig aus.

Die Pyrosequenzierung hat sich im Vergleich mit der Sanger-Sequenzierung als
kostengunstigere Methode herausgestellt. Durch die einfachere Aufbereitung der
DNA bei der Pyrosequenzierung und die Mdglichkeit, 96 Proben parallel zu analysie-
ren, werden weniger Ressourcen und Arbeitskraft benétigt. Auch die Reagenzien zur
Aufbereitung und Sequenzierung der DNA haben sich bei der Pyrosequenzierung als
kostengunstiger erwiesen. Pro Patientenprobe werden die Kosten fir Reagenzien bei
der Sanger-Sequenzierung (zwei Reaktionen) mit ca. 10 € und bei der Pyrosequen-
zierung (vier Reaktionen) mit ca. 4 € aktuell angegeben. Bei einer Leselange von
maximal 100 bp ist die Pyrosequenzierung pro Base zwar teurer als die Sanger-
Sequenzierung; in anbetracht der geringen bendtigten Leseweite ist dies aber

dennoch preisgunstiger.

4.3 Klinische Relevanz

Aufgrund der bei langerer Therapiedauer ansteigenden Wahrscheinlichkeit der Ent-
stehung einer Resistenz-Mutation gegen ein Nukleosid- oder Nukleotid-Analogon wie
Lamivudin oder Adefovir-Dipivoxil (54, 55) kann es zu einem Therapieversagen kom-
men. Ebenso kann es bei einer Infektion mit einem HBV mit bereits vorhandener
Resistenz-Mutation zu einem primaren Nicht-Ansprechen auf eine antivirale Therapie

kommen. Ein Hinweis auf eine Resistenz-Mutation bei bestehender antiviraler Thera-
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pie ist der Wiederanstieg der Transaminasen-Werte sowie der Viruslast im Plasma.
Die Resistenz-Mutation tritt dabei einige Monate vor dem Anstieg der Transamina-
sen-Werte und der HBV-DNA auf. Bei einer primaren antiviralen Therapie weist die
fehlende Reduktion der Viruslast auf eine bestehende Resistenz-Mutation hin. Der
Nachweis einer Resistenz-Mutation und somit der Ursache des Misserfolges der anti-
viralen Therapie kann jedoch nur durch die Sequenzierung der HBV-DNA-Polyme-
rase und der anschlieRenden Resistenzbestimmung erbracht werden (87). Mit der
Pyrosequenzierung als neue, schnelle und ginstige Methode besteht die Méglich-
keit, die Resistenz-Mutationen suffizient zu bestimmen. Dadurch ist die Vorausset-
zung gegeben, eine optimale Therapieplanung oder einen gezielten Therapiewechsel
auf ein anderes antivirales Medikament durchzufihren. Dies ist dringend erforderlich,
da die Sekundartherapie umso schlechter anspricht, je intensiver die erneute HBV-
Replikation stattfindet (88).

Der Genotyp des HBV spielt bei Resistenz-Mutationen eine untergeordnete Rolle.
Zwar wurde gezeigt, dass bei einer antiviralen Therapie mit Lamivudin haufiger Resi-
stenzen bei Patienten mit Genotyp A als mit Genotyp D auftreten (75, 76); den groR3-
ten klinischen Nutzen spielt die Genotypisierung jedoch bei der antiviralen Therapie
mit IFN-a. Die Genotypen C und D haben schlechtere Ansprechraten auf eine
Therapie mit IFN-a als Genotyp B und A (79, 81, 78, 89). Daher sollte vor Beginn

einer solchen Therapie eine einmalige Genotyp-Bestimmung erfolgen.

4.4 Ausblick

Aktuell sind Resistenz-Mutationen der HBV-DNA-Polymerase fur Lamivudin (rtM204-
V/I), fur Adefovir Dipivoxil (tA181V/T, rtN236T) sowie die beiden kompensatorischen
Mutationen fir die Virus-Fitness (rtV173L, rtL180M) relevant fur die optimale anti-
virale Therapie (56, 57, 58, 61, 62, 63, 64). Die drei Resistenzmutationen gegen
Entecavir (rtT184/GS, rtS202I, rtM250V) sind zum jetzigen Standpunkt sehr selten
(47) und fur die Resistenzbestimmung noch unbedeutend. Durch die langere Thera-
piedauer mit Lamivudin oder Adefovir-Dipivoxil und den haufigeren Einsatz von
neuen Nukleosidanaloga wie Entecavir ist die Wahrscheinlichkeit fiir die Entstehung
neuer therapierelevanter Resistenz-Mutationen der HBV-DNA-Polymerase erhoht.

Die Pyrosequenzierung ist eine variable Methode, neue Resistenzmutationen zu er-
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fassen. Einerseits kdnnen auch neuartige Resistenzmutation innerhalb der Region
der bekannten funf Resistenzmutationen durch diese Methode erfasst werden. Sollte
eine neuartige Resistenz-Mutation nicht in dem bereits erfassten Bereich liegen,
konnte sie durch die gezielte Auswahl weiterer Amplifikations- und Sequenzier-

Primer untersucht werden.

Eine Weiterentwicklung der Pyrosequenzierung ist die sogenannte 454-Sequenzie-
rungs-Technologie. Dabei handelt es sich um eine Sequenzierungsmethode im
Hochdurchsatz-Bereich, die es erméglicht, bis zu ca. 25 Millionen bp in vier Stunden
zu sequenzieren. Die Methode beruht auf der parallelen Sequenzierung Uber bis zu
400 bp mit der Pyrosequenzierung (90). Mit dieser Methode ware es maglich, das
komplette HBV-Genom in kirzester Zeit zu sequenzieren und somit neben den Resi-
stenz-Mutationen auch die Chiméren zu erfassen. Obwohl die Kosten pro sequen-
zierte Base relativ gering sind, ist die Methode noch kostspielig und eignet sich nur
fur die Sequenzierung sehr langer oder sehr vieler Genome. Da das HBV-Genom
lediglich ca. 3,2 kb umfasst, ware die Verwendung dieser Methode in diesem

Zusammenhang nicht sinnvoll.

Die Genotypisierung und Resistenzbestimmung des HBV durch Pyrosequenzierung
wurde an Patientenproben und durch den QCMD-Ringversuch erfolgreich validiert.
Sie wurde im Institut fur Infektionsmedizin am Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein Campus Kiel als Routinediagnostik eingefuhrt. Hierfir wurden Standard-
arbeitsanleitungen ausgearbeitet und die Mitarbeiter wurden in die neue Methode
eingewiesen. Auch wenn die aktuellen Therapierichtlinien den raschen Abfall der
Viruslast als wesentliches diagnostisches Kriterium einstufen (39), kommt der Resi-
stenzdiagnostik wieder ein erhdhter Stellenwert zu, sobald die Entecavir-Resistenz

haufiger auftreten wird.
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5. Zusammenfassung

Die Hepatitis B ist mit weltweit 320-400 Millionen chronisch-aktiv infizierten Men-
schen die haufigste Viruserkrankung. Die chronische HBV-Infektion kann zur Leber-
zirrhose und zum hepatozellularen Karzinom fuhren. Durch eine Therapie chronisch
infizierter Patienten mit IFN-a sowie den Nukleosidanaloga Lamivudin, Adefovir-
Dipivoxil oder Entecavir soll die Virusreplikation blockiert und damit die Haufigkeit der
Spatfolgen reduziert werden. Die Kenntnis des HBV-Genotyps sowie bekannter
Resistenz-Mutationen des Virusgenoms spielt eine grof3e Rolle fir eine erfolgreiche
antivirale Therapie. Ziel dieser Arbeit war es, eine neue Routinediagnostik-Methode
fur die gleichzeitige Genotypisierung und Resistenzbestimmung von HBV zu etablie-
ren. Dabei sollte die Technik der Pyrosequenzierung zum Einsatz kommen. Diese er-
maoglicht die Sequenzierung von kurzen Abschnitten von bis zu 100 Basenpaaren in
Echtzeit und ist eine preisgunstige Alternative zur Sanger-Sequenzierung.

Bei insgesamt 53 Patientenproben wurde ein Abschnitt der HBV-DNA-Polymerase
durch Pyrosequenzierung und Sanger-Sequenzierung analysiert. Daraufhin wurden
die Patientenproben genotypisiert und auf die bekannten Mutationen der Polymerase
fur Lamivudin- (rtM204V/l) und fur Adefovir-Resistenz (rtA181V/T, rtN236T) sowie
den kompensatorischen Mutationen fir die Virus-Fitness (rtvV173L, rtL180M) hin
untersucht. Die Ergebnisse beider Methoden waren identisch. Parallel wurde eine
Datenbank aus ca. 500 publizierten HBV-Sequenzen, vorrangig der Genotypen A
und D, aufgebaut und mit dem NCBI-Algorithmus klassifiziert. Diese Datenbank

diente der Auswertung der Sequenzen aus den Patientenproben.

Die Pyrosequenzierung war also fur die Bestimmung des Genotyps und der Resi-
stenz-Mutationen genauso sensitiv wie die Sanger-Sequenzierung. Die Methode
wurde schlie3lich im QCMD-Ringversuch validiert und steht der Routinediagnostik

zur Verfigung.
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Summary

Hepatitis B is with worldwide 320-400 million chronically and actively infected people
the most common viral disease. The chronic HBV infection can lead to liver cirrhosis
and hepatocellular carcinoma. The therapy of chronically infected patients with IFN-a
and the nucleoside analogues Lamivudine, Adefovir dipivoxil or Entecavir aims at
blocking viral replication and reducing the rate of late complications. The knowledge
of the HBV genotype and of defined resistance mutations in the viral genome plays a
major role for the successful antiviral therapy. This project aimed at establishing a
new method for routine diagnostics for the genotyping and determination of HBV
resistance in parallel. The technique of pyrosequencing should be applied. This
technique allows the sequencing of short segments of up to 100 base pairs in real

time and is a low priced alternative to Sanger sequencing.

In a total of 53 patient samples a region of the HBV DNA polymerase was analyzed
by pyrosequencing and Sanger sequencing. Subsequently, the patient samples were
genotyped and investigated for the defined major mutations of the polymerase for
resistance to lamivudine (rtM204V/I) and adefovir (rtA181V/T, rtN236T) and compen-
satory mutations for viral fithess (rtvV173L, rtL180M). The results of both methods
were identical. In parallel, a database of approximately 500 published HBV sequen-
ces of mainly genotypes A and D was established and classified with the NCBI
algorithm. This database was used to evaluate the sequences from the patient
samples.

Thus, pyrosequencing was as sensitive as Sanger sequencing for the determination
of the genotype and of the resistance mutations. Finally, the method was validated in
the QCMD external quality assessment test and is now available in the routine
diagnostic.
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A Adenin

Anti-HBs-Titer Anti-Hepatitis-B-Surface-Titer

AMP Adenosinmonophosphat

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar

C Cytosin

ccc-DNA kovalent geschlossene zirkulare DNA (covalently closed
circular DNA)

CCD-Kamera Charge Coupled Device-Kamera

D Asparaginsaure

dAMP Desoxyadenosinmonophosphat

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytosintriphosphat

dGTP Desoxyguanidintriphosphat

DNA Desoxyribonukleinsaure

ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

dTTP Desoxythymidintriphosphat

G Guanin

HBV Hepatitis-B-Virus

HBCAg Hepatitis-B-Core-Antigen (Hepatitis-B-Core-Protein)

HBsAg Hepatitis-B-Surface-Antigen (Hepatitis-B-Surface-Protein)

HBeAg Hepatitis-B-e-Antigen (Hepatitis-B exkretorisches Antigen)

HBXAg Hepatitis-B-x-Antigen (Hepatitis-B x-Protein)

HPLC High Performance Liquid Chromatography

IFN-a Interferon-a

IFN-y Interferon-y

K Guanin oder Thymin

kb Kilobasenpaare

M Methionin

M Molar
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mM Millimolar

MRNA messenger-RNA

N normal

N Guanin oder Adenin oder Thymin oder Cytosin
NCBI National Center for Biotechnology Information
ORF offener Leserahmen (open reading frame)
PCR Polymerase-Kettenreaktion

Pi Phosphat

PPi Pyrophosphat

QCMD Quality Control for Molecular Diagnostics

R Adenin oder Guanin

RNA Ribonukleinsaure

RT Reverse Transkriptase

STIKO Standige Impfkommission

T Thymin

Taqg Thermus aquaticus

Tm Schmelztemperatur

TNF-a Tumor-Nekrose-Faktor a

U Units

Y Thymin oder Cytosin

Y Tyrosin

YMDD-Motiv Tyrosin-Methionin-Asparaginséure-Asparaginsaure-Motiv
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