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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Herpesviren

1.1.1 Die Familie der Herpesviridae

Der Name Herpesviren leitet sich von dem griechischen Wort ,herpein® fur
kriechen ab [111]. Dieser Begriff bezieht sich auf die Art der Ausbreitung des
Virus im Korper entlang von Nerven und beschreibt zugleich den durch das
Virus ausgeldsten Hautausschlag. Herpesviren gehéren zu den am weitesten
verbreiteten Infektionserregern der Welt. Sie kénnen nicht nur bei allen
Ordnungen der Wirbeltiere, sondern auch bei Wirbellosen nachgewiesen
werden [21]. Man unterscheidet zurzeit etwa 90 verschiedene Spezies, wobei
diese Zahl im Zuge der Einflhrung neuer Untersuchungstechniken wohl noch
ansteigen wird [22]. Der Mensch ist Hauptwirt von acht humanpathogenen
Herpesviren, kann jedoch auch von tierpathogenen Stdmmen infiziert werden
[49]. Zu den humanen Herpesviren gehdéren das Herpes simplex Virus Typ 1
und 2 (HSV-1 und 2), das Varizella Zoster Virus (VZV), das Epstein-Barr Virus
(EBV), das Zytomegalievirus (CMV), das Humane Herpesvirus 6 und 7 (HHV 6
und 7) und das Kaposi-Sarkom assoziierte Humane Herpesvirus 8 (HHV8) [1].
Gemein sind ihnen ein aus DNA bestehendes Genom und eine &hnliche
Virionmorphologie. Alle Herpesviren persistieren in einem latenten Stadium im
infizierten Organismus und es kann zu Reaktivierungen der Infektionen
kommen. Eine weitere gemeinsame Eigenschaft der Herpesviren ist die mit der
Replikation  einhergehende  Zerstbrung  der  Wirtszellen  (lytischer
Replikationszyklus).  Herpesviren  besitzen  verschiedene  biologische
Eigenschaften auf Grund derer sie in drei Unterfamilien eingeteilt werden. Zu
den Einteilungskriterien gehéren das Wirtsspektrum, die Dauer des
Replikationszyklus, die = Pathogenitdt und die  Mechanismen  zur
Aufrechterhaltung der Latenz [89].

a-Herpesviren: Sie besitzen ein weites Wirtsspektrum. Aufgrund eines kurzen
Replikationszyklus Iasst sich bei dieser Untergruppe eine schnelle Vermehrung
in der Zellkultur beobachten. Infizierte Wirtszellen werden dabei effizient

zerstort. Die Infektion der Zellen wird sichtbar, wenn sie sich abrunden und aus
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dem Zellverband l6sen. Dieser flr Herpesviren charakteristische Effekt wird
auch zytopathischer Effekt (CPE) genannt. Im Wirtsorganismus persistieren sie
vornehmlich in sensorischen Ganglien. Das HSV Typ 1 und 2 und das VZV
gehdren in diese Gruppe [89].

B-Herpesviren: Im Vergleich zu den a-Herpesviren ist ihr Wirtsspektrum
deutlich eingeschrankt. Sie replizieren sich weniger schnell und vermehren sich
daher auch langsamer in Zellkulturen. Bei infizierten Zellen ist eine Zunahme
der ZellgréBe zu beobachten (Zytomegalie). Primare Orte der Latenz sind u. a.
sekretorische Drisen, lymphoretikulare Zellen und die Nieren. Zu dieser
Unterfamilie gehéren das CMV, sowie das HHV 6 und 7 [89].

y-Herpesviren: Auch die beiden humanpathogenen Vertreter dieser
Unterfamilie, das Epstein-Barr Virus und das Kaposi-Sarkom assoziierte
Herpesvirus, zeichnen sich durch ein limitiertes Wirkspektrum aus. Die
Replikationsdauer variiert sehr stark und die Viren sind entweder fir B- oder T-
Lymphozyten spezifisch, kénnen aber auch Epitheloidzellen und Fibroblasten
infizieren. Sie etablieren ihre Latenz in lymphatischem Gewebe [89].

In der folgenden Tabelle sind die derzeit bekannten humanen Herpesviren mit
ihren assoziierten Krankheitsbildern zusammengestellt. Die Nummerierung

erfolgte chronologisch in der Reihenfolge ihrer Entdeckung [89].
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Tabelle 1: Die humanpathogenen Herpesviren und assoziierte Krankheitsbilder
Modifiziert nach [26, 70].

Unterfamilie Humanpathogene Vertreter Abk. Krankheitsbilder

a-Herpesviren Humanes Herpesvirus 1 HHV-1 Herpes labialis/facialis,
(Herpes-simplex-Virus Typ 1) (HSV-1) Gingivostomatitis,
Enzephalitis, Keratitis

Humanes Herpesvirus 2 HHV-2 Herpes genitalis,

(Herpes-simplex-Virus Typ 2) (HSV-2) Meningitis, Herpes
neonatorum

Humanes Herpesvirus 3 HHV-3 Varizellen (Windpocken),

(Varizella-Zoster-Virus) (VZV) Herpes zoster

(Gartelrose), konnatale
Infektion, Enzephalitis,

Pneumonie
B-Herpesviren Humanes Herpesvirus 5 HHV-5 CMV-Mononukleose,
(Humanes Zytomegalievirus) (CMV) konnatale Infektion,
Reaktivierung in Laktation,
v.a. bei

Immunsupprimierten:
Myokarditis, Pneumonie,
Hepatitis, Enterokolitis,
Retinitis, Nephritis, ZNS-

Infektionen,
TransplantatabstoBung
Humanes Herpesvirus 6 HHV-6 Exanthema subitum
(Dreitagefieber)
Humanes Herpesvirus 7 HHV-7 nicht gesichert
y-Herpesviren Humanes Herpesvirus 4 HHV-4 Infektidse Mononukleose
(Epstein-Barr Virus) (EBV) (Pfeiffersches

Drisenfieber), Chronisch
aktive EBV-Infektion,
Burkitt-Lymphom,
Nasopharynxkarzinom

Humanes Herpesvirus 8 HHV-8 Kaposi-Sarkom, Priméres
(Kaposi-Sarkom assoziiertes Effusionslymphom,
Herpesvirus) Multizentrische
Castleman-
Erkrankung

1.1.2 Morphologie der Herpesviren

Die Zuteilung von Viren zur Familie der Herpesviren erfolgt nach
morphologischen Kriterien. Ein typisches Herpesvirus-Partikel (Virion) hat einen
Durchmesser von 120 bis 300 nm und setzt sich aus einem Kern (Core), dem
Kapsid, dem Tegument und einer Hille (Envelope) zusammen [89, 112]. Das
Virus-Core besteht aus einer fibrillaren Proteinmatrix, mit der das DNA-Genom
assoziiert ist. Elektronenmikroskopisch kann es einer Spule dhneln, auf der die
DNA wie Draht aufgerollt ist [35]. Das Core ist von einer ikosaedrischen (20-
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flachigen) Proteinhllle, dem Kapsid umgeben. Beides zusammen nennt man
auch Nukleokapsid. Das Kapsid besteht aus einem Hauptkapsidprotein (VP5)
und mehreren zusatzlichen Proteinen. Jeweils 6 VP5 bilden ein Kapsomer und
162 Kapsomere bilden das Kapsid [76]. Zwischen dem Kapsid und der Hulle
des Virus liegt das Tegument (lat. Tegumentum = Bedeckung). Dieser Begriff
wurde 1974 von Roizman und Furlong eingeflihrt [85]. Es handelt sich dabei um
eine unstrukturierte, asymmetrische Proteinmatrix, die bis zu 20 Virusproteine
mit regulatorischen Funktionen enthalt. Die Schichtdicke des Tegument bedingt
u. a. die unterschiedliche GréBe der Herpesviren [89]. Die Virushille besteht
aus einer Lipiddoppelschicht, in die bis zu 12 virale Glykoproteine eingelagert
sind [44]. Diese Glykoproteine sind u. a. nétig fir die Anheftung des Virus an
die Wirtszelle, sowie die anschlieBende Penetration der Zellmembran. Sie
tragen somit entscheidend zur Infektiositat des Virus bei [65, 115].

Glycoprotein
Lipid bilayer
envelope

Unordered
tegument

i @ Anchored
tegument
proteins

Capsid

Abb.1 Morphologie der Herpesviren

Das linke Bild zeigt ein HSV Typ 1-Partikel schematisch dargestellt (aus [5]).
Auf dem mittleren und rechten Bild sieht man zwei Tomogramme eines
schockgefrorenen Herpesvirions, links von auBBen betrachtet und rechts
aufgeschnitten. Die Glykoproteine sind gelb dargestellt, die Hulle dunkelblau,
das Tegument orange und das Capsid hellblau (nach [42]).

10



Einleitung

1.1.3 Lytischer Replikationszyklus

Man kann die Replikation von Viren in vier unterschiedliche Stadien einteilen
(siehe auch Abb. 2). Zunéachst erfolgt die Anhaftung des Virus an der Wirtszelle,
dann die Aufnahme in die Zelle und die Synthese viraler DNA, bis schlief3lich in
einer letzten Phase neue Virionen verpackt und aus der Zelle ausgeschleust
werden. Ein kompletter Zyklus dauert etwa 18 bis 20 Stunden. Die Adhésion
des Virus an die Wirtszelle wird von mindestens drei viralen Glykoproteinen
(gB,gD,gH) vermittelt, wahrend auf zelluldrer Seite membranstandige
Heparansulfate dazu beitragen [115]. Die Aufnahme des Virus in die Zelle
erfolgt durch die Verschmelzung der Virushille mit der Wirtszellmembran [73].
Dadurch werden das Kapsid und die Tegumentproteine in das Zytosol
freigesetzt. Das Kapsid wird entlang von Mikrotubuli zum Zellkern transportiert.
Dort bindet es an den Kernporenkomplex, woraufhin die DNA in den Zellkern
entlassen wird und dort zirkularisiert [77, 82]. Das Tegumentprotein vhs (virion
host shut-off), eine RNase, stoppt die Synthese wirtseigener Proteine und
zerstort bereits vorhandene mRNA [96]. Die Unterbrechung des Stoffwechsels
der Wirtszelle fhrt zu ihrer Destruktion. Zusatzlich wird mithilfe eines weiteren
Tegumentproteins, dem a-TIF (Trans Inducing Factor oder VP 16) die
Transkription viraler Proteine durch die RNA-Polymerase Il initiiert. Man kann
zwischen drei Arten von viralen Genen unterscheiden, die zeitlich getrennt
voneinander exprimiert und synthetisiert werden, den a-, B- und y- (oder auch
Immediate Early [IE]-, Early [E]- und Late [L]-) Genen. Die Regulation der
Proteinsynthese erfolgt kaskadenartig, d. h. die Produkte der friihen Gene sind
jeweils fur die Aktivierung der nachfolgenden Gene nétig. Im Gegenzug stoppen
die spaten Proteine die Synthese der friihen Proteine [46]. Die Gruppe der
a-Gene codiert fir finf hauptséachlich regulatorisch wirkende Proteine, wahrend
die Produkte der B-Gene (Thymidinkinase, DNA-Polymerase) v. a. fir die
Synthese viraler DNA zustédndig sind. Glykoproteine und andere
Strukturproteine werden von den y-Genen codiert. Da das DNA-Genom im
Zellkern zirkularisiert vorliegt, erfolgt die Replikation im rolling-circle Modus mit
Entstehung von DNA-Konkatemeren [37, 63]. Die Konkatemere werden

geschnitten und in das Kapsid gepackt [86]. Die momentan favorisierte Theorie

11
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zur Entstehung der Virushille wurde 1969 von Stackpole entwickelt [100]. Sie
beschreibt eine erste Behillung des Nukleokapsids an der inneren
Kernmembran der Wirtszelle, die an der auBeren Kernmembran wieder entfernt
wird. Die endglltige Hulle erhalt das Virus vermutlich in einem
zytoplasmatischen Kompartement, dessen genaue Beschaffenheit und

Lokalisation noch unbekannt sind [95].

Abb. 2 Replikationszyklus der Herpesviren, nach [88]

1.1.4 Latenz

Wird ein Organismus erstmalig von Herpes simplex Viren infiziert, kommt es zu
einer Virusreplikation an der Eintrittspforte. AnschlieBend wird das HSV-Virion
in Form des Nukleokapsids [66] Uber intraepitheliale Nervenendigungen in ein
Axon aufgenommen und gelangt Uber retrograden axonalen Transport in das
zugehdrige sensorische Ganglion (bei HSV-1 das Trigeminalganglion) [66, 87].
Dort kann es weiterhin zur Replikation von Virus-DNA mit einhergehender
Zerstérung von Nervenzellen kommen [103]. Die andere Mdoglichkeit ist die
Etablierung einer lebenslangen Latenz, in der sich zwar virale DNA nachweisen

12
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lasst, deren Replikation aber stark unterdrlickt wird. Diese Tatsache lasst sich
dadurch erklaren, dass die mit der Replikation einhergehende Zerstérung der
Wirtszellen fur die Einrichtung einer latenten Infektion kontraproduktiv wéare
[102]. Wéahrend des latenten Stadiums kann es zu Reaktivierungen der HSV-
Infektion kommen, die mit Krankheitszeichen der Primarinfektion einhergehen
kénnen [103]. Das Virus wird in diesem Falle Uber anterograden axonalen
Transport und Freisetzung aus den freien Nervenendungen wieder zurlck in
das Epithel transportiert [66]. Pradisponierende Faktoren fir die Reaktivierung
kbnnen ein eingeschrankter Immunstatus, UV-Licht, Hormone, physikalische
Reize sowie emotionaler und physischer Stress sein [78, 99, 108]. Neben den
sensorischen Ganglien kdnnen vermutlich auch andere Zellen latent infiziert
werden [87]. In einem latent infizierten Neuron liegt die HSV DNA als zirkulares
Episom vor und ist mit Nukleosomen assoziiert [25, 68]. In den meisten
Neuronen wird in diesem Stadium nur eine Art von RNA exprimiert, die nicht-
kodierende LAT-RNA (latency-associated transcript). Es gibt jedoch einige
wenige Neurone (Verhaltnis 1:10 in untersuchten Trigeminalganglien), die eine
hohe Replikationsrate viraler DNA, sowie virale Proteine aufweisen [33]. Die
LAT-RNA Uberlappt auf dem komplementaren DNA-Strang mindestens zwei
wichtige a-Gene (codierend fir ICPO und ICP34.5) und ist vermutlich fir die
effiziente, spontane Reaktivierung aus der Latenz wichtig [79]. Weitere
mutmasliche Eigenschaften der LATs sind die Unterdrlickung der Apoptose des
Wirtsneurons zur Aufrechterhaltung der Latenz, aber auch die Unterdriickung
von Genen des viralen Replikationszyklus [36, 80]. Die genauen molekularen
Vorgdnge der Etablierung und Aufrechterhaltung der Latenz, sowie der
Reaktivierung sind jedoch nach wie vor weitgehend unbekannt [86]. Bislang gibt
es keine Mdglichkeit das Virus im latenten Stadium zu eradizieren [34].

1.1.5 HSV Typ 1 Genom

Das Genom des HSV Typ 1 liegt, wie das Genom aller Herpesviren, in Form
von linearer, doppelstrangiger DNA in den Virionen vor. Die DNA ist 150
Kilobasenpaare lang und hat ein Molekulargewicht von etwa 100 x 10° Dalton
[8]. Die Basensequenz enthélt 72 Gene und codiert fir 70 Proteine [67]. Man

13
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kann sie in eine lange Sequenz (L) mit 126.000 bp und eine kurze Sequenz (S)
mit 26.000 bp unterteilen. Beide bestehen jeweils aus einer einmalig
vorkommenden Sequenz (U, und Us) und aus benachbarten repetitiven
Sequenzen. Die repetitiven Sequenzen kdénnen wiederum in interne und
terminale Wiederholungen (internal und terminal repeats) unterteilt werden
[84]. Abb. 3 veranschaulicht den Aufbau des HSV Typ 1 Genoms.

L S

A
v
A
v

UL US
ala,b b |a',| c c |a.

TR, IR, IRg TR

Abb. 3 Das HSV-Genom

Die Pfeile zeigen das lange bzw. das kurze Segment an (L bzw. S). Die Linien
kennzeichnen die einmalig vorkommenden langen bzw. kurzen Sequenzen (UL
bzw. Us). Die Kéastchen stehen flr die terminalen bzw. internen repeats (TR
bzw. IR). a; bzw. as bezeichnen das terminal repeat des langen bzw. kurzen
Segments. a’, steht fir eine variable Anzahl von a-Sequenzen. b steht fir die b-
Sequenz. b‘ bezeichnet die invertierte b-Sequenz. ¢ steht fir c-Sequenz. ¢

steht flr die invertierte c-Sequenz.

Durch die unterschiedliche Ausrichtung der U. und Us -Regionen entstehen 4
Isoformen des HSV Typ 1 Genoms (siehe Abb. 4). Sie kommen zu gleichen
Anteilen im Genom vor und unterscheiden sich weder in ihrem

Informationsgehalt noch in ihrer Pathogenitat [43].

14
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v
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A
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|
e

Abb. 4 Die vier Isoformen des HSV-Genoms
Die repetitiven Sequenzen sind als Késtchen und die einmalig vorkommenden
Sequenzen als Linien dargestellt. Die Pfeile kennzeichnen die Orientierung der

einmaligen Sequenzen zueinander.

1.2 Epidemiologie des HSV Typ 1

Das Herpes simplex Virus Typ 1 ist weltweit verbreitet. Da es eine Latenz im
Wirtsorganismus  etabliert, die nicht eradizierbar ist, steigt die
Durchseuchungsrate mit zunehmendem Alter an. Entscheidend fir die
Infektionswahrscheinlichkeit sind u.a. der sozio6konomische Status, das
Sexualverhalten und die geographische Region. Die Ubertragung von HSV Typ
1 erfolgt meist im Kindes- oder Jugendalter durch Schleimhautkontakt [75]. Im
Alter von 15 Jahren liegt die Pravalenz bei etwa 40% und steigt auf ein Niveau
von 60-90 % bei alteren Erwachsenen [97]. In Deutschland wurde ein Pravalenz
von >88 % bei den Uber 40-jahrigen ermittelt [116]. HSV Typ 1 I0st

hauptsachlich Erkrankungen im orofazialen Bereich aus.

1.3 Klinik der HSV Typ 1-Infektion

Immunkompetente Personen, die sich primar mit Herpes simplex Typ 1
infizieren, zeigen selten Krankheitszeichen. Symptomatisch Primarinfizierte
hingegen entwickeln  meist schmerzhafte, vesikulare Haut- und
Schleimhautl@sionen im orofazialen Bereich (Gingivostomatitis). Dartiber hinaus
nimmt die Bedeutung des HSV Typ 1 als Ausléser des primaren genitalen
Herpes stetig zu [12]. Weitere Symptome sind lokale
Lymphknotenschwellungen, Odeme im pharyngealen Bereich und dadurch
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bedingte Schluckstérungen sowie Fieber. In seltenen Féllen treten, auch bei
immunkompetenten Personen, Komplikationen wie die Herpesenzephalitis auf,
die unbehandelt mit einer Letalitat von bis zu 70 % einhergeht. Es ist noch
unklar ob es sich dabei um eine Form der Reaktivierung oder um eine
Primarinfektion im ZNS handelt [101]. Die Inkubationszeit des Virus betragt
zwischen zwei und zwdlf Tagen, die Krankheitsdauer zwischen zwei und drei
Wochen und die Ausheilungsdauer der L&sionen etwa acht bis zehn Tage. Im
Durchschnitt 1&sst sich bei allen infizierten Personen das Virus Uber einen
Zeitraum von sieben bis zehn Tagen im Speichel oder im Blascheninhalt
nachweisen. Rezidivierende Herpes simplex Virus-Infektionen sind durch eine

schwécher ausgepragte Form der Primarinfektion gekennzeichnet [111].

1.3.1 HSV-Infektionen nach Stammzelltransplantation

Weltweit werden jahrlich mehr als 45.000 Stammzelltransplantationen (STC)
durchgefihrt (davon sind 30.000 autologe STC und 15.000 allogene STC) [19].
Die ersten Stammzelltransplantationen wurden Ende der 50er Jahre bei zwei
Patientinnen mit akuter Leukdamie dokumentiert [107]. Die haufigsten
Krankheiten, die eine STC erfordern, sind hamatologische Krebserkrankungen,
insbesondere Non-Hodgkin Lymphome und akute Leukdmien [19]. Die
Behandlung der Patienten besteht aus zwei Phasen. Initial wird eine
Konditionierungsbehandlung in Form einer Hochdosischemotherapie, oft in
Kombination mit einer Bestrahlung, durchgefihrt. Das Ziel ist das Sistieren der
Krankheit (Remission) bedingt durch die Zerstdrung entarteter Zellen, sowie die
Unterdriickung des Immunsystems in Hinsicht auf die bevorstehende
Transplantation. Im Anschluss an die Konditionierung wird die STC als
KonsolidierungsmaBnahme  eingeleitet.  Die  infundierten,  gesunden
Stammzellen repopulieren das Knochenmark und die Hamatopoese erholt sich
innerhalb von zwei bis drei Wochen [15]. Man unterscheidet zwischen eigenen,
vor Therapiebeginn aus dem Blut oder Knochenmark gewonnenen
Stammzellen (Autologe STC) und fremden Spenderstammzellen (Allogene
STC) [15]. Bei der allogenen STC werden Spender mit moéglichst identischen
HL-Antigenen (Humane Leukozytenantigene) préaferiert. HL-Antigene sind
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Proteine, die auf allen kernhaltigen Zellen zu finden sind und diese als
kOrpereigen kennzeichnen. Vor allem wenn sie nur ungenugend
Ubereinstimmen, kommt es regelméaBig zu einer geféhrlichen immunologischen
Reaktion zwischen Transplantat und Empfanger, der sogenannten Graft-
versus-Host-Disease (GvHD) [3]. Die neoadjuvante Immunsuppression soll
dieses Risiko vermindern. Bei autologen STC fehlt diese Problematik,
weswegen sie auch fir &ltere Patienten geeignet sind [19]. Weniger oft kommt
es zu einer AbstoBung des Transplantats, ausgelést durch den Angriff
nichteliminierter T-Zellen des Empfangers auf die fremden Zellen [10]. Ein
gewollter Effekt, der auf HLA-Differenzen beruht, ist der Graft-versus-leukemia-
Effekt (GVL). Dabei greifen Spender-T-Zellen die Ubriggebliebenen, kranken
Zellen des Empféangers an und zerstdren sie. Krankheitsrickfélle sind daher bei
genetisch identischen Transplantaten 6fter zu beobachten [48]. Bei knapp 10 %
der Stammzelltransplantierten sind Herpes simplex Viren posttransplantar
nachweisbar [71]. Pradisponierende Faktoren fir Reaktivierungen latenter HSV-
Infektionen nach STC sind Hautschadigungen durch die
Konditionierungstherapie aber auch durch die ausgepragte Neutropenie und
Immunsuppression [19]. Sie treten vor allem in den ersten zwei bis drei Wochen
auf, wahrend Infektionen anderer Genese erst ab einem spateren Zeitpunkt zu
beobachten sind. Bis zu 80 % der Stammzelltransplantierten sind
asymptomatische Ausscheider des Virus. Zeigen die Patienten klinische
Zeichen einer HSV-Infektion, so sind diese oft ausgepragter als bei
Immunkompetenten. Die Lasionen sind tiefer, langer schmerzhaft und heilen
langsamer ab [114]. Da das supprimierte Immunsystem nicht in der Lage ist,
das Virus schnell zu eliminieren, kann es zu atypischen Manifestationen wie
Osophagitiden, Hepatitiden, retinalen Nekrosen und zu disseminierten HSV-
Infektionen kommen [6]. Zusatzlich treten lebensbedrohlichen Erkrankungen
wie HSV-Enzephalitiden und HSV-Pneumonien auf [69, 90].
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1.4 Diagnose der HSV Typ 1 Infektion

Herpes simplex Virus-Infektionen kénnen sehr variable klinische
Manifestationen aufweisen und leicht mit anderen Infektionen, wie z.B. der
VZV-Infektion verwechselt werden. HSV-Infektionen lassen sich eindeutig
diagnostizieren. Man unterscheidet dabei zwischen direkten (Nachweis des
Virus) und indirekten (Serologie) Methoden, wobei die indirekten Methoden
(z.B. IgM-Nachweis) nur eine untergeordnete Rolle bei akuten Infektionen
einnehmen. Der Stellenwert serologischer HSV-Diagnostik ist auf die
Bestimmung des Serostatus beschrénkt. Der Goldstandard (auBer fur die
Diagnostik aus Liquor) ist das Anzichten des Virus in einer geeigneten
Zellkultur. Nach ca. 24-48 h bildet sich der fur HSV charakteristische
zythopathische Effekt (CPE) aus, der mikroskopisch beurteilt werden kann [31].
Noch sensitiver ist der Nachweis von HSV-DNA mithilfe der PCR (Polymerase-
Chain-Reaction). Weiterhin gibt es eine Vielzahl indirekter serologischer
Untersuchungsmethoden, wie z.B. die Nutzung fluoreszenzmarkierter,
monoklonaler Antikérper in Kombination mit Elektronenmikroskopie oder den
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay).

1.5 Therapie und Prophylaxe der HSV-Infektion

1.5.1 Entwicklung antiviraler Substanzen

Anfang der 60er Jahre wurden mehrere antiviral wirksame Substanzen
(Adenosin Arabinoid, Trifluridin und Joddesoxyuridin) evaluiert. Diese erwiesen
sich jedoch als zu toxisch und unselektiv. Eine Ausnahme hiervon bildete das
Adenosin-Arabinoid, welches jedoch einen sehr eingeschréankten
therapeutischen Bereich besitzt. 1974 kam es mit der zufélligen Entdeckung
des Guanosinanalogons Aciclovir zum Durchbruch auf dem Gebiet der
antiviralen Therapie [29] . ACV wurde 1981 als Mittel der Wahl bei der
Behandlung von HSV- und VZV-Infektionen zugelassen. 1988 bekamen seine
Entdecker Gertrude B. Elion und George H. Hitchings fir diese Leistung den
Nobelpreis flr Physiologie und Medizin verliehen [30]. Zum jetzigen Zeitpunkt
ist es noch nicht méglich gegen HSV zu impfen. Es wird jedoch an mdglichen
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Impfstoffen auf der Grundlage von inaktivierten Herpes simplex Viren und deren
Teilkomponenten (z. B. virale Glykoproteine) oder HSV-DNA geforscht [55].

1.5.2 Aciclovir

2-Amino-6-hydroxy-9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-9H-purin
O

HN | N\>
HQN)\N l\ll/o \I*OH

Aciclovir ist ein Analogon des naturlich vorkommenden Nukleosids Guanosin.
Die normalerweise vorhandene (Desoxy-) Pentose ist durch einen azyklischen
Rest ersetzt. Es fehlen die C2- und C3-Atome der Pentose. Aciclovir greift in
seiner Funktion als Antimetabolit hemmend in die DNA-Synthese ein. Fir die
Aktivierung zum NTP muss ACV dreimal phosphoryliert werden. Die erste
Phosphorylierung am & C-Atom kann nur die virale Thymidinkinase
durchflihren, wahrend die weiteren Phosphorylierungsschritte durch zellulare
Kinasen erfolgen. Dieser Umstand gewahrleistet die Selektivitat fir
virusinfizierte Zellen. Das entstandene ACV-Triphosphat kumuliert in den
Zellen, da seine Membrangangigkeit durch die dreifache Phosphorylierung
aufgehoben wird. Die Selektivitat wird durch die etwa 30-fach hdhere Affinitat
von ACV-Triphosphat zur viralen DNA-Polymerase gegenUlber der wirtseigenen
Polymerase gesteigert. Die DNA-Polymerase wird durch das ACV-Triphosphat
kompetitiv gehemmt. Zusétzlich konkurriert das ACV-Triphosphat mit den
natlrlich vorkommenden Nukleotiden und wird in die DNA eingebaut. Es kommt
zum Strangabbruch, da keine 3’-Hydroxylgruppe mehr vorhanden ist, welche
die 5’-3’-Strangverlangerung ermdglicht [29].

ACV ist zur Therapie und Prophylaxe von HSV Typ 1 und Typ 2, sowie von VZV
Infektionen geeignet [91].

Es ist intravends, peroral sowie lokal als Creme oder Salbe verabreichbar. Je
nach Schwere und Ort der Infektion wird die geeignete Darreichungsform
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gewahlt. Die Bioverfligbarkeit bei oraler Gabe liegt bei nur 15-30 %. ACV wird
zu 70-90 % renal eliminiert, wobei die Halbwertszeit ca. zweieinhalb Stunden
betragt [2].

Unerwinschte Nebenwirkungen:
o |okale Venenirritationen, Thrombophlebitiden
o Nephrotoxizitat (durch Ausféllung von ACV-Kristallen in den Tubuli)
e Atembeschwerden
e neurologische Stérungen (Schwindel, Kopfschmerzen, Halluzinationen,
Schlafrigkeit)
e gastroenterologische Stérungen (Bauchschmerzen, Durchfall, Ubelkeit,
Erbrechen)
e Anstieg der Bilirubin-, Leberenzym-, Serumharnstoff- und Kreatinin-
Werte
e Absinken hamatologischer Parameter (Anamie, Thrombopenie,
Leukopenie, Neutropenie).
Aufgrund des ungeklarten teratogenen Potentials ist ACV wahrend der
Schwangerschaft und der Stillzeit, sowie bei Allergie oder Uberempfindlichkeit
gegen einen der Bestandteile, kontraindiziert [2].

1.5.3 Valaciclovir
(S)-2-[(2-Amino-6-0x0-3,9-dihydropurin-9-yl)-methoxy]ethyl-2-amino-3-methyl-

butanoat
@)
N
HN | \>
X N NH
H,oN N 2
ko/\/o\[(‘\[/CHS

Valaciclovir ist der Valinester des ACV. Nach der Resorption wird es schnell
und effektiv zu seinem aktiven Metaboliten ACV umgewandelt. Die orale
Bioverflgbarkeit liegt bei etwa 55 %. VACV ist fir die orale und lokale Therapie
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des Herpes zoster und des primaren und rezidivierenden Herpes genitalis

zugelassen [53, 98].

1.5.4 Penciclovir
2-Amino-9-[4-hydroxy-3-hydroxymethyl-butyl]- 3,9-dihydropurin-6-on

NAN‘\_<:OH
O:\)_<NH OH
N=
NH»
Penciclovir hat bei peroraler Gabe eine Bioverflugbarkeit von nur 5 % und wird
daher nur fir die lokale Therapie des primaren und rezidivierenden Herpes
labialis genutzt. Seine Wirk- und Aktivierungsmechanismen &hneln den von

ACV. Aufgrund der vorhandenen Hydroxylgruppe induziert Penciclovir nicht
obligat einen DNA-Strangabbruch [28, 53].

1.5.5 Famciclovir
2-[2-(2-Amino-9H-purin-9-yl)ethyl]- 1,3-propandiyl-diacetat

Famciclovir ist der Diazetylester von Penciclovir und damit ebenso ein Prodrug.
Es hat gegentber PCV eine erhéhte orale Bioverfligbarkeit von 70 %. FCV ist
zur oralen Behandlung des akuten Herpes zoster und des primdaren und
rezidivierenden Herpes genitalis zugelassen [53, 109].
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1.5.6 Brivudin
5-[(E)-2-Bromethenyl]-1-[(2R,4S,5R)-4-hydroxy-5-(hydroxymethyl)-oxolan-2-
yl]pyrimidin-2,4-dion

O

Br
= NH

I NAO

O

HO

OH

Brivudin ist ein Nukleosidanalogon mit verdnderter Pyrimidinbase aber
unveranderter Desoxyribose. Genau wie ACV muss Brivudin durch eine
dreifache Phosphorylierung aktiviert werden. Hier werden jedoch die ersten
beiden Phosphatreste von der viralen Thymidinkinase angehangt und nur der
letzte von einer zellularen Kinase. Auch die Wirkweise als kompetitiver Inhibitor
der viralen DNA-Polymerase und der Einbau in die DNA als Alternativsubstrat
entspricht der Wirkweise von ACV. ACV-resistente HSV-Isolate sind
demzufolge auch BVUD-resistent. Brivudin ist zur oralen Behandlung von HSV
Typ 1 und VZV-Infektionen, insbesondere von Herpes zoster geeignet. Gegen
HSV Typ 2 ist es unwirksam, da dessen Thymidinkinase nicht in der Lage ist
BVUD zu aktivieren [23].

1.5.7 Ganciclovir
2-[(2-Amino-6-hydroxy-purin-9-yl)-methoxy]- propan-1,3-diol

0O

HN N
P

H.N~ N PLO{OH

OH
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Ganciclovir ahnelt in seiner Struktur und Wirkungsweise ACV. Im Gegensatz zu
diesem kann es jedoch sowohl durch virale als auch durch zellulare Kinasen
aktiviert werden, was zu einer verminderten Selektivitdt und einer damit
héheren Toxizitdt von GCV fihrt. Daher ist es nur zur Behandlung und
Prophylaxe augenlicht- und lebensbedrohender CMV-Infektionen bei
Immunsupprimierten zugelassen. Aufgrund der geringen Resorptionsrate nach

oraler Gabe wird GCV intravends appliziert [32].

1.5.8 Foscarnet

Phosphonoameisensaure

N
HO~p~">oH

I

@]
Foscarnet ist ein  Pyrophosphatanalogon. Es bindet an die
Pyrophosphatbindungsstelle der DNA-Polymerase und blockiert diese. Diese
Eigenschaft macht es zu einem Alternativmedikament bei der Behandlung ACV-
resistenter Virusstamme bei Immunsupprimierten. Zugelassen ist es jedoch vor
allem fUr die Therapie von schweren CMV-Erkrankungen. Da es extrem
nephrotoxisch (bis hin zum Nierenversagen) ist, muss auf eine ausreichende

Hydrierung geachtet werden. PFA ist nur als Infusion erhaltlich [20, 53].

1.5.9 Cidofovir
(S)-[1-(4-Amino-2-oxo-pyrimidin-1-yl)-3-hydroxy-propan-2-yl]-
oxymethylphosphonsaure
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Cidofovir ist ein Mononukleotidanalogon. Da es bereits einen Phosphonatrest
enthalt, bendtigt es keine Aktivierung durch die virale Thymidinkinase um die
DNA-Polymerase hemmen zu kénnen.  Aufgrund seiner ausgepragten
Nephrotoxizitdt ist es nur zur Behandlung der CMV-Retinitis bei
Immunsupprimierten zugelassen. Bei der intravenésen Gabe ist die

gleichzeitige Applikation eines Urikosurikums notwendig [24].

1.6 HSV-Infektion und Virostatikaresistenz

Erste Falle von ACV-resistenten HSV-Stammen, wurden Anfang der 80er Jahre
bei zwei Patienten nach Knochenmarkstransplantation dokumentiert [13]. In
epidemiologischen Untersuchungen hat sich jedoch gezeigt, dass trotz des
massiv ansteigenden Verbrauchs von ACV die Pravalenz von resistenten HSV-
Stammen gleich bleibt [6]. Bei Immunkompetenten liegt sie zwischen 0,1 % und
0,7 % [6]. Die Pravalenz ACV-resistenter HSV-Stdamme  bei
Immunkomprimierten ist um ein Vielfaches héher. Im Durchschnitt liegt sie bei
4,1-7,1 %, sie kann aber in ausgesuchten Populationen (z. B. Knochenmarks-
oder Stammzelltransplantierte) auf bis zu 36 % ansteigen [59]. Es gibt mehrere
Grinde far die ausbleibende Verbreitung resistenter Stamme. Mutierte HSV-
Stamme sind generell weniger L fit* als Wildstamme, d. h. ihre
Replikationsfahigkeit ist, abhangig von der Art der Mutation, herabgesetzt.
Daher sind sie nur in Ausnahmefallen in der Lage, eine Latenz zu etablieren
oder zu reaktivieren [18, 50]. Auch die Wahrscheinlichkeit einer Transmission
scheint vermindert zu sein, da bisher nur ein Fall bekannt ist, der eine mdgliche
Ubertragung eines ACV-resistenten HSV-Stamms beschreibt [56]. AuBerdem
ist es immer der Stamm der Priméarinfektion, der die lebenslange Latenz
etabliert. Eine Superinfektion mit einem resistenten Stamm ist zwar mdglich
(wenn auch selten), dieser kann jedoch nicht persistieren. Ebenso kann ein
wahrend eines Rezidivs selektierter resistenter Stamm mit Ausnahme von
wenigen dokumentierten Einzelféllen nicht in das latente Stadium Ubergehen
[6]. Das normalerweise gesunde Immunsystem der Infizierten ist ein weiterer

wichtiger Punkt, der dazu beitragt, die Kumulation und Verbreitung resistenter
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HSV-Stdmme in der Bevdlkerung zu behindern. Immunkompetente kénnen
Herpesviren schnell eliminieren und damit verhindern, dass es uberhaupt zu
einer Selektion eines resistenten Stammes bzw. zu dessen Ausbreitung kommt
[6]. Aus diesem Grund sind ACV-resistente HSV-Stdmme bisher vor allem bei
Immunkomprimierten zu finden und entwickeln auch nur bei ihnen (abgesehen
von wenigen Ausnahmen [27, 57]) eine klinische Bedeutung. Das supprimierte
Immunsystem ist nicht in der Lage die HSV-Infektion schnell einzuddmmen.
Dadurch ist es HSV-Stammen, die eigentlich nur geringfligig pathogen sind,
moglich zu persistieren und schwere Schaden anzurichten [81]. Die Entstehung
von Resistenzen basiert auf Veranderungen der fir die Wirkung von ACV
bendtigten Enzyme, also der Thymidinkinase (TK, U 23) und der DNA-
Polymerase (DNA-Pol, U 30) [60]. Phanotypisch &uBern sich Resistenzen
durch eine verminderte (TK low producer) oder aufgehobene Funktionsfahigkeit
der TK (TK deficient). Es kénnen aber auch Anderungen der Substrataffinitat
der TK (TK altered) und der DNA-Polymerase (DNA-Pol altered) gegenuber
ACV-Triphosphat auftreten. Aus allen vier Varianten resultiert die verminderte
Wirksamkeit von ACV und meistens auch den Abkémmlingen wie VACV. Die
zugrundeliegenden genotypischen Ursachen sind Additionen, Deletionen oder
Austausche von Nukleotiden, die sich v. a. innerhalb konservierter aber auch in
nichtkonservierten Regionen der TK befinden [106]. Mutationen, die zu
Resistenzen flihren, entstehen spontan und sehr unregelmaBig wahrend der
Replikation unter antiviraler Therapie. Die Applikation antiviraler Substanzen,
sowie langandauernde, intensive Immunsuppression verstarken die Selektion
schon vorhandener resistenter Stamme [61, 72]. Sie kénnen aber auch bei
untherapierten Immunkompetenten nachgewiesen werden [17]. In den meisten
Fallen (95 %) sind Mutationen im viralen Thymidinkinasegen fir ACV-
Resistenzen verantwortlich. Nur 5 % werden durch Mutationen im DNA-
Polymerase-Gen verursacht [83]. Dies erklart sich durch die Tatsache, dass
eine funktionierende DNA-Polymerase, im Gegensatz zur TK, essentiell fir die
Replikation von HSV ist [39]. Zusatzlich zu resistenzvermittelnden Mutationen,
weist das HSV-Genom eine hohe Rate an stummen Punktmutationen bzw.
Polymorphismen auf [58]. Damit sind Nukleotidaustausche gemeint, die nicht zu
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einer Anderung der codierten Aminoséure flihren oder trotz einer Anderung

keine Auswirkung auf die Funktion des codierten Proteins haben.

1.6.1U_ 23

Das TK-Gen UL 23 besteht aus 1128 Basenpaaren (bp) und codiert flr die aus
376 Aminosauren bestehende Thymidinkinase. Man kann innerhalb der TK
sechs konservierte Regionen unterscheiden, die sich innerhalb folgender
Abschnitte befinden: aa 50-66, 79-91, 162-178, 212-226 und 281-292 [7]. Sie
beinhalten drei katalytische Regionen, eine ATP-Bindungsstelle an Position aa
51-63, eine Nukleosidbindungsstelle an Position aa 168-176 und die
hochkonservierte aa 336 [41]. Resistenzassoziierte Mutationen im TK-Gen
bestehen zu 50 % aus Additionen oder Deletionen von Nukleotiden, die sich oft
in homopolymeren Regionen, bestehend aus Cytosin und Guanin, befinden. Die
restlichen 50 % sind Punktmutationen [38].

1.6.2 U 30

Das DNA-Polymerase-Gen U_ 30 besteht aus 3705 Basenpaaren (bp) und
codiert, zusammen mit dem U_ 42-Gen, fir die aus 1235 Aminosauren
bestehende DNA-Polymerase [81]. Sie besitzt eine 5-3' und eine 3-5
Exonuklease-Funktion, eine RNase H-Funktion, eine katalytische Untereinheit
und eine Bindungsstelle fir das von U_ 42 codierte Protein [4]. Weiterhin
wurden acht konservierte Regionen entdeckt, die nach ihrem
Konservierungsgrad (beginnend mit dem hdchsten) Region I-VII bezeichnet
wurden, wahrend eine weitere Region 38-C (oder A) genannt wurde. Sie
befinden sich an folgenden Positionen: |: aa 881-896, II: aa 694-736, IlI: aa 805-
845, IV: aa 437-479, V: aa 953-963, VI: aa 772-791, VII: aa 938-946, 5-C: 577-
637 [51, 113]. Insbesondere in den Regionen Il und Ill des DNA-Pol-Gens
befinden sich resistenzassoziierte Mutationen. Doppelresistenzen gegenlber
ACV und PFA werden regelmaBig durch Mutationen in den Regionen Il und VII
verursacht [81, 106].
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1.7 Nachweis einer Chemotherapeutika-Resistenz

1.7.1 Phanotypische Tests

Die heutzutage am weitesten verbreitete Methode der Suszeptibilitatstestung
von Herpes simplex Viren gegenuber Virostatika, ist der Plaquereduktionstest
(PRA). Er wurde erstmals 1961 beschrieben [45] und ist der einzige momentan
vorhandene Test dessen Ergebnisse mit dem klinischen Verlauf korrelieren
[101] Der PRA basiert darauf, die Reduktion des fir HSV charakteristischen
zytopathischen Effekts (CPE), abhangig von verschiedenen
Virostatikakonzentrationen, in geeigneten Zellen zu bestimmen. Typisch fir den
CPE sind mikroskopisch sichtbare abgekugelte Zellen, die sich aus dem
Epithelverband |6sen. Die lytische Replikation der Herpesviren fihrt zu einer
Infektion benachbarter Zellen und es kommt zur Ausbildung einer Plaque. Fur
den Test wird ein Zellmonolayer mit einer definierten Konzentration an Herpes
simmplex Virionen infiziert. Um eine Infektion Gber die in den Medienlberstand
ausgeschiedenen Virionen auszuschlieBen, wird die Zellschicht mit einer
gelartigen Substanz (z.B. Methylcellulose) bedeckt. So kénnen sich die Viren
nur durch die lytische Infektion von Nachbarzellen verbreiten und auch nur
genau da eine Plaque ausbilden, wo initial eine Targetzelle HSV-infiziert wurde.
Nach der Adsorption der Viren werden die Zellen mit mehreren
Virostatikaverdinnungen fir 2-4 Tage inokuliert. Die dann ausgebildeten
Plagues werden unter dem Mikroskop ausgezahlt und als prozentualer Anteil
gegen den log10 der Virostatikakonzentration aufgetragen. Aus dieser Graphik
kann dann die Virostatikakonzentration abgelesen werden, bei der die
Virusreplikation um 50 % reduziert wird. Dieser Wert wird ID50 oder 1C50
genannt. Obwohl der PRA als Goldstandard in der Suszeptibilitdtstestung von
HSV angesehen wird, hat er einige Nachteile. Er benétigt aufgrund der
notwendigen Virusanzichtung viel Zeit (7-10 Tage) und seine Durchfihrung
und Auswertung sind nicht standardisiert. AuBerdem werden die Ergebnisse
stark von den Testbedingungen, wie z.B. der verwendeten Zelllinie und der
Virusmenge, beeinflusst. Weiterhin kdnnen geringe Anteile (<10 %) an
resistenten Viren in einer Mischpopulation Ubersehen werden [11]. Andere
bekannte Testvarianten sind der dye uptake assay [92], der DNA-
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Hybridisierungstest [102] und der B-Galactosidase-Test [104]. Die genannten
Tests werden vor allem im Bereich Screening verwendet, da nur wenige

Virusverdinnungen und Virostatikakonzentrationen eingesetzt werden.

1.7.2 Genotypischer Test

Aufgrund der genannten Nachteile der phanotypischen Tests werden groB3e
Hoffnungen in die Entwicklung genotypischer Resistenztests gesetzt. Sie sind
weniger zeitaufwendig, weshalb es wahrscheinlicher ist, dass ihre Ergebnisse
auch tatsachlich die Therapie der Patienten beeinflussen kénnten.
Genotypische Tests basieren auf dem Vorhandensein von Mutationen im U, 23-
Gen (95 %) und im U_ 30-Gen (5%). Fir die Entdeckung der Mutationen wird
eine PCR mit nachfolgender Sequenzierung der beiden Gene durchgefiihrt. Die
Auswertung eines genotypischen Tests setzt jedoch voraus, dass man die
gefundenen Mutationen als Polymorphismus- oder Resistenzassoziiert

einordnen kann.

1.8 Ziel dieser Arbeit

Die Fortschritte der letzten Jahrzehnte auf dem Gebiet der
Stammzelltransplantation als Therapiemdglichkeit vor allem fir onkologische
Patienten haben zu einer steigenden Anzahl der durchgefihrten
Transplantationen weltweit gefihrt. Zu den gréBten Risiken flr die Patienten
gehdren opportunistische Infektionen wahrend der Zeit der Immunsuppression
vor und nach der Stammzelltransplantation. Dazu gehéren auch ausgedehnte
Herpes simplex Infektionen, die die Lebensqualitdt der Patienten stark
beeintrachtigen. Das Mittel der Wahl fir die Therapie der Infektionen ist
Aciclovir, ein Virostatikum, das mithilfe der viralen Thymidinkinase aktiviert wird
und die virale DNA-Synthese unterbricht. Trotz der steigenden Anwendung von
ACV sind Resistenzen gegen das Medikament bisher nur bei
immunkompromittierten Patienten relevant. Bei allogen transplantierten
Patienten kann der Anteil der resistenten Virusstdmme jedoch auf bis zu 36 %
ansteigen. Um die Therapie moglichst schnell anpassen zu kdnnen, sind

schnelle und sichere Tests fur die Erkennung von Resistenzen vonnéten.
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Bisher ist der Standard in der Resistenztestung der PRA. Aufgrund seiner
Nachteile, wie z. B. des hohen Zeitaufwands und der conditio sine qua non,
namlich der Verflgbarkeit eines Isolates ist er nur sehr bedingt geeignet
Einfluss auf die Therapie zu nehmen. Zurzeit besteht die einzige genotypische
Untersuchungsmdéglichkeit aus der Sequenzierung der beiden fir die Wirkung
von ACV wichtigen Gene U_ 23 und U, 30. Fir die Verwertung der Ergebnisse
ist es notwendig zwischen Polymorphismus- und Resistenzassoziierten
Mutationen unterscheiden zu kdnnen. Diese Aufgabe wird durch den
ausgepragten nattrlichen Polymorphismus im HSV-Genom erschwert. Im
Vordergrund dieser Arbeit stehen die Sequenzierung des viralen DNA-
Polymerasegens U_ 30 von schon vorhandenen HSV-Patientenisolaten. Die
Isolate  wurden bisher phéanotypisch mithife des PRA auf ihre
Virostatikasuszeptibilitdt getestet und genotypisch auf Mutationen innerhalb
des Thymidinkinasegens U 23 untersucht [74].
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2. Material und Methoden

2.1 Gewinnung von HSV-Isolaten
2.1.1 HSV-Isolate von Patienten nach SCT
Die folgende Tabelle enthélt eine Ubersicht der verwendeten Patientenisolate.
Es handelt sich bei

allen

Isolaten um den HSV Typ 1.

Sie wurden

freundlicherweise von Niklas Lensch und Elfriede Mikeler, die die Isolate

phanotypisch charakterisierten, zur Verfigung gestellt. Die Isolate stammen, mit

einer Ausnahme, von Patienten nach Stammzelltransplantation aus den
Unikliniken Tabingen und Freiburg [64, 74].

Tab. 2: HSV-Patientenisolate
Ra steht fir Rachenspullwasser, La fir Lippenabstrich und CA fir Carzinom.

Patient| Proben-ID Eingang | Material Emp?n%\li/c-:hkeit Diagnose

169612 (1-1) | 08.09.2000 | Ra S Z.v. SZT bei AML

1 164511 (1-2) | 14.11.2000 | La r Z. n. SZT bei AML
170796 (1-3) | 28.02.2001 | Ra r Z. n. SZT bei AML
147502 (2-1) | 21.05.2001 | Ra r
165264 (2-2) | 03.07.2001 | Ra r .

2 147567 §2-3§ 10.09.2001 | Ra S Z.n. SZT bei AML
187053 (2-4) | 04.10.2001 | Ra S

3 | 104224 (3-1) | 27.06.2001 | Ra S Z.n. SZT bei CML
147391 (4-1) | 10.01.2001 | Ra r

4 | 190413 (4-2) | 27.08.2001 | Ra r Z.n. SZT bei ALL
147488 (4-3) | 03.09.2001 | Ra r

5 | 177015 (5-1) | 17.10.2001 | Ra S Z. 1. SZT bei ALL
182367 (6-1) | 21.11.2001 | Ra S

6 | 196157 (6-2) | 09.01.2002 | La s Z. n. SZT bei NHL
196573 (6-3) | 16.01.2002| Ra s
182167 (7-1) | 14.11.2001 | Ra r .

7| 203923 §7-2§ 13.03.2002 | Ra s Z.n. SZT bei ALL
205799 (8-1) | 26.08.2002 | Ra S .

8 | 205794 §8-2; 02.09.2002 | Ra s Bronchial - CA
232012 (9-1) | 02.01.2003 | Ra r

9 | 232073 (9-2) | 15.01.2003 | Ra r Z.n. SZT bei ALL
232076 (9-3) | 20.01.2003 | Ra r

10 | 203144 (10-1) | 07.01.2003 | Ra S Z n. SZT
213812 (11-1) | 05.09.2002 | Ra S

11 | 232235 (11-2) | 10.02.2003 | Ra s Z.n. SZT
232244 (11-3) | 12.02.2003 | Ra S

12 | 282270 (12-1) | 14.04.2004 | Ra S Z.n. SZT
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532180 (12-2) | 03.05.2004 | Ra s
282422 (13-1) | 09.06.2004 | Ra s

13 | 264017 (13-2) | 14.07.2004 | Ra ‘ Z.n. SZT bei NHL
264030 (13-3) | 21.07.2004 | Ra ‘
268910 (14-1) | 19.07.2004 | Ra s
268909 (14-2) | 19.07.2004 Ra grenzw. s

141 268913 (14-3) | 29.07.2004 | Ra s Z.n.SZT
268921 (14-4) | 29.07.2004 | Ra ‘
284058 (16-1) | 01.01.2004 | Ra s

16| 584057 (16-2) | 01.02.2004 | La s Z.n. SZT
H152 (17-1) | 11.01.2006 | Ra s

17 | H153(17-2) |24.02.2006| Ra ‘ Z.n. SZT
H238 (17-3) | 27.03.2006 | Ra .
H225 (18-1) | 20.03.2006 | Ra fragl. r

18 | Hoo7(18-2) |23.03.2006| Ra fragl. r Z.n. SZT

2.1.2 Zellkultur

Vero-Zellen (oder auch african green monkey kidney cells) wurden erstmals
1961 aus dem Nierenparenchym einer erwachsenen afrikanischen grinen
Meerkatze (Cercopithecus aethiops) gewonnen. Sie gehdéren zu den
permanenten Zelllinien und bilden einen adharent wachsenden Monolayer aus.
Vero-Zellen eignen sich fur die Anzucht von Herpes simplex Viren [47]. Dazu
wurden sie in Zellkulturflaschen (CELLSTAR® 250 ml, Greiner Bio-One GmbH)
mit 15 ml Minimal Essential Medium (Eagles MEM [1x] + GlutaMAX, + 5 % FCS
[Fetales Kalberserum], + PIS [Penicillin/Streptomycin], Invitrogen™) bedeckt
und im Brutschrank (37,0°C, 5 % COg, 90 % Luftfeuchtigkeit, Inkubator C200,
Labotect) aufbewahrt. Nach spatestens 4 Tagen wurden die Zellen entweder
mit HSV-Isolaten infiziert oder im Verhaltnis 1:2 bis 1:3 gesplittet. Das
Zellwachstum wurde alle zwei Tage mikroskopisch beurteilt (Axiovert 25, Carl
Zeiss GmbH). Um die Zellen zu splitten, wurde das alte MEM abgenommen und
es wurde mit 5 ml Phosphate Buffered Saline (Dulbecco’s PBS [1x], PAA
Laboratories) nachgespult. Zum Ldsen der Zellen vom Flaschenboden wurden
2,5 ml des Enzyms Trypsin (EDTA [1x] PAA Laboratories GmbH) zugegeben
und die Flasche wurde fir 5 min im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die

Aktivitdt des Trypsins durch Zugabe der doppelten Menge an MEM gestoppt.
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Durch seitliches Beklopfen der Flasche wurden alle Zellen gelést und der
Erfolg wurde mikroskopisch gesichert. AnschlieBend wurde der Inhalt in ein
Falcon-Réhrchen (BLUE MAX™ 50 ml, Becton Dickinson Labware) Uberflihrt
und fiir 4 min bei 1260 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
entstandene Zell-Pellet wurde je nach Splitverhaltnis mit 2 - 3 ml MEM
resuspendiert. Die neuen Zellkulturflaschen wurden mit 15 ml MEM vorbereitet
und wurden dann mit je 1 ml der Vero-Zellsuspension beimpft.

2.1.3 Infektion mit HSV-Isolaten

Der Mediumiberstand einer Zellkulturflasche wurde verworfen und es wurde
mit 5 ml PBS nachgespult. Es wurden 10 ml frisches MEM und 1 ml eines
HSV-Isolats hinzugegeben. Die Flasche wurde solange im Brutschrank
inkubiert, bis die Vero-Zellen zu 80-100 % durchinfiziert waren. Dann wurde die
Zellkulturflasche far mindestens zwei Stunden bei -80°C eingefroren (Hera
freeze, Heraeus). Danach wurde sie fur etwa 30 min im Brutschrank aufgetaut.
Durch Klopfen wurden alle Zellen gel6st und der Inhalt wurde in ein Falcon-
Rdéhrchen Uberfihrt und fir 8 min bei 3000 g zentrifugiert (Zentrifuge 5804R,
Eppendorf). Der Uberstand wurde in Portionen von 1 ml aliquotiert (CRYO.S™,
Greiner Bio-One GmbH) und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
eingefroren. Alle Arbeiten wurden an der Sterilbank (BDK Luft- und
Reinraumtechnik GmbH) durchgefiihrt. Weitere verwendete Utensilien waren
Einmalpipetten (2, 10, 25 ml, Stripetten®, Corning Incorporated) und ein

Pipettenhalter (Easypet, Eppendorf).

2.2 Sequenzierung von U, 30

2.2.1 DNA-Isolierung

Bevor eine PCR durchgefihrt werden kann, muss die DNA aus dem
Patientenmaterial isoliert werden. FiUr die DNA-Isolierung wurde das
Saulchenchromatographie-Set NucleoSpin® der Firma MACHEREY-NAGEL
GmbH benutzt. Dabei wird das Prinzip der DNA-Adsorption an eine chaotrope
Substanz (hier eine Silicamembran) genutzt. Zuerst wurde das HSV-Isolat
lysiert. In ein 1,5 ml Eppendorfcup wurden 200 pl Isolat, 25 pl Proteinase K und
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200 ul B3-Puffer gegeben. Es wurde 15 s lang gevortext (Vortexer REAX top,
Heidolph) und der Cup wurde fir 12 min bei 70°C in einem Thermocycler
(Thermomixer comfort, Eppendorf) inkubiert. AnschlieBend wurden 210 pl
Ethanol (99 %, Merck KGaA) hinzugegeben und es wurde erneut gevortext.
Dann wurde das Gemisch in ein S&dulchen mit Sammelbehalter Gberflhrt. Damit
sich die DNA in der Saulchenmembran sammelt, wurde fir 1 min bei 11.000 g
zentrifugiert (Zentrifuge 5415D, Eppendorf). Dann wurde das S&ulchen in einen
neuen Sammelbehélter gegeben und es folgten zwei Waschgange. Zuerst
wurden 500 pl BW-Puffer hinzupipettiert und es wurde fir 1 min bei 11.000 g
zentrifugiert. Fir den zweiten Waschgang wurden ein neuer Sammelbehalter
und 600 pl B5-Puffer benutzt. Zum Trocknen der S&ulchenmembran wurde
erneut bei 11.000 g fur 1 min zentrifugiert. Um die DNA aus der Membran zu
I6sen, wurde das Saulchen in einem letzten Schritt in ein 1,5 ml Eppendorfcup
gestellt und es wurden 50 pl eines auf 70°C vorgewarmten Eluationspuffers
hinzugegeben. Das Saulchen wurde 1 min bei Raumtemperatur inkubiert und
zum Schluss wurde fur 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Die isolierte DNA wurde
nun bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C eingefroren.

2.2.2 U 30 Fragment-PCR

Die Polymerase-Chain-Reaction (PCR) ist ein Verfahren mit dessen Hilfe DNA-
Abschnitte amplifizert werden kénnen. Man kann sie in drei Phasen unterteilen,
die Denaturierung der DNA, die Primeranlagerung (Annealing) und die
Primerverlangerung (Elongation). Wahrend der Denaturierung wird die DNA in
ihre zwei Einzelstrange geteilt. AnschlieBend lagern sich die Primer an die DNA
an. Jedes Primerpaar wird spezifisch fir den gewtnschten zu vervielfaltigenden
DNA-Abschnitt ausgewahlt und hat sein eigenes Temperaturoptimum. Der dritte
Schritt beinhaltet die Hybridisierung von Nukleotiden und Einzelstrang-DNA. Je
Ofter diese Schritte wiederholt werden, desto mehr DNA kann entstehen. Es
folgt ein abschlieBender Elongationsschritt bei 72°C. Wéahrend dieses Schritts
werden die Primer verlangert. Man braucht fir die PCR eine Vorlagen-DNA
(Matrize), einen Vorwarts- (5-) und einen Rickwarts- (3’-) Primer,
Desoxyribonukleotide, eine hitzestabile DNA-Polymerase, PCR-Puffer, MgSO4
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und Wasser. Weiterhin gibt es unterschiedliche Zuséatze, die die Spezifitat der
Amplifikation erhéhen, wie z.B. sogenannte Enhancer-Lésungen. Eine andere
Mdoglichkeit die Spezifitdt der PCR zu erhdhen, ist die Einflhrung eines
zusatzlichen Schrittes, des sogenannten Hot Starts. Dabei wird eine spezielle
DNA-Polymerase verwendet, die bei niedrigen Temperaturen inaktiv vorliegt. In
einem zusatzlichen ersten Schritt wird nun der PCR-Ansatz fur etwa 10 min auf
95 - 100°C erhitzt und die Polymerase aktiviert. Man verhindert durch den Hot
Start, dass eine unspezifische Primeranlagerung bei niedrigen Temperaturen
stattfindet Im vorliegenden Fall waren 4 unterschiedliche Fragmente zu
vervielfaltigen, die mithilfe des HotStarTaq DNA Polymerase Sets von Qiagen

GmbH amplifiziert wurden. Ein PCR-Ansatz sah wie folgt aus:

18,5 ulH0O
10 ul PCR-Puffer
10 pl Q-Solution

4 ul MgSO4
1 ul Forward-Primer
1 ul Reverse-Primer

0,5 ul Hot-Star Tag-Polymerase
5 pl Template-DNA

Far die Amplifikation wurde folgendes Programm verwendet: 15 min bei 95°C,
anschlieBend 35 Zyklen bestehend aus 1 min bei 94°C, 1 min bei 55°C und 1,5
min bei 72°C, abschlieBend 7 min bei 72°C. Es wurde der Peltier Thermal
Cycler 200 von MJ Research Inc. benutzt. Tabelle 3 flhrt alle verwendeten
Primer auf. Die Primerpaare flr die Fragmente 1,3 und 4, sowie alle vier
Fragment-PCRs wurden nach Sauerbrei et al. [94] angewendet.
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Tab 3.: U .30 PCR- und Sequenzierprimer
Die fett markierten Primer wurden sowohl fiir die PCR als auch fir die

Sequenzierung verwendet.

Fragment Primer | Basensequenz 5’-3'’ Nukleotide
(Basenpaare) im HSV-
Genom
Fragment 1 1 ATCCGCCAGACAAACAAGGCCCTT 62655-
(1041) R4 CCCCACCCTCGTACTTCTTGATGG 62678
nach [94] 63695-
63672
Fragment2 | 2F GCTCTGTTTTACCGCGTCTAC 63603-
(1044) 2R GATGGTGCGGGTGATGTTA 63623
eigenes 64646-
Design 64628
Fragment3 | 3-2 GAAGGACCTGAGCTATCGCGACATC 64472-
(1227) R3 CGTAAAACAGCAGGTCGACCAGGG 64496
nach [94] 65744-
65721
Fragment4 |4 GTAAGATGCTCATCAAGGGCGTGGATC | 65649-
(1043) R1 GGCTCATAGACCGGATGCTCAC 65675
nach [94] 66694-
66673
Sequenzier- |seg-2 | CCGGGTGGCCGTTCACGTTT 63383-
primer seg-3 | ATCGGCCGCGAGATGCTGCT 63402
eigenes 65325-
Design 65344

2.2.3 Gelelektrophorese

Um zu Uberpriifen, ob das richtige DNA-Fragment amplifiziert wurde, wurde
nach jeder PCR eine Gelelektrophorese durchgefiihrt. DNA ist aufgrund ihrer
vielen Phosphatreste ab einem pH von 7,4 negativ geladen. Gibt man DNA-
Fragmente zusammen mit einem Laufpuffer (pH 7,6) in ein Gel und legt eine
Spannung an, so wird die DNA, je nach Molekulargewicht des Fragments,
unterschiedlich weit in Richtung der Anode transportiert. Zur Bestimmung der
GréBe des Amplifikats, l1auft parallel ein Gewichtsstandard (123 bp DNA Ladder,
Invitrogen®, Life Technologies™) mit bekannter Basenzahl mit. Fiir die
Herstellung eines 1,5 %-igen Agarosegels wurden in eine Glasflasche 50 ml
TBE-Puffer (Rotiphorese®, 0,5 %, Carl Roth GmbH) und 0,75 g Agarose
(GenAgarose LE, GENAXXON BioScience GmbH; Waage 510, G.Kern & Sohn
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Albstadt) gegeben. Die Losung wurde solange in der Mikrowelle (Mikromat,
AEGQG) erhitzt, bis sie klar war. Dann wurden 0,9 ul Ethidiumbromid (Sigma Life
Science®) dazugegeben. Mithilfe eines Gelschlittens (BIO-RAD Laboratories
GmbH) und eines Kammes wurde ein Gel gegossen. Sobald das Gel
polymerisiert war, wurde es in eine Elektrophoresekammer (BIO-RAD
Laboratories GmbH) Uberfiihrt. AnschlieBend wurden jeweils 2 pl Laufpuffer
(peglLab Biotechnologie GmbH) und 10 ul des zu untersuchenden Materials
vermischt. 10 ul dieser Mischung wurden in je eine Tasche gegeben. In die
erste Tasche wurde bei jeder Elektrophorese ein GréBenstandard von 123 bp
eingeflllt. Die anderen Taschen wurden mit den unterschiedlichen Amplifikaten
beflllt. Es wurde eine Spannung von 90 Volt tber einen Zeitraum von 40 min
angelegt. Nach Ablauf der Zeit wurde ein Foto des Gels angefertigt (Gel Doc
2000, BIO-RAD Laboratories GmbH).

2.2.4 Reinigung der PCR-Produkte

Die Reinigung der Amplifikate wurde mithilfe des DNA-Reinigungssets
(MACHEREY-NAGEL GmbH) durchgefthrt. Zu der Probe wurde die doppelte
Menge Bindungspuffer (NT) hinzugegeben. Die Lésung wurde gevortext und
kurz anzentrifugiert. AnschlieBend wurde ein Saulchen beladen und es wurde 1
min bei 11.000 g zentrifugiert. Der Sammelbehélter wurde geleert und es
wurden 600 pl Waschpuffer (NT3) hinzugegeben. Nachdem erneut 1 min bei
11.000 g zentrifugiert wurde, wurde der Sammelbehélter wieder entleert und es
wurde eine Zentrifugation Gber 2 min mit 11.000 g durchgefihrt. Nun wurde das
Saulchen in ein 1,5 ml Eppendorfcup gestellt und es wurden 50 ul
Elutionspuffer zugegeben. Danach wurde das S&aulchen fir 1 min bei
Raumtemperatur inkubiert und es wurde 1 min bei 11.000 g zentrifugiert. Die

gereinigte DNA konnte nun weiterverwendet werden.
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2.2.5 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Fir die DNA-Konzentrationsbestimmung wurde der Photometer ND-1000
(NanoDrop® Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc.) benutzt. Das
Gerat wurde mit 2 ul RNase-freiem Wasser (Qiagen) vorbereitet. AnschlieBend
wurden 2 pl des vorher verwendeten Elutionspuffers hinzugegeben um dessen
Absorption aus der Probe herausrechnen zu kénnen. Dann wurden 2 pl der
Probe zugegeben und es konnte der DNA-Gehalt in ng/ul abgelesen werden.

2.2.6 Sequenzier-PCR

In Vorbereitung fir die Sequenzierung wurde eine weitere PCR angesetzt mit
jeweils nur einem Primer pro Ansatz. Ein Ansatz bestand aus 4 ul Sequenzier-
Mix (GenomeLab™ DTCS-Quick Start Kit, Beckman Coulter), 1 pl DMSO
(Dimethylsulfoxid, AppliChem GmbH), 0,5 ul des jeweiligen Primers, sowie
DNA. Die DNA-Menge wurde entsprechend des vorher bestimmten DNA-
Gehalts festgelegt und es wurde mit Ampuwa (Fresenius Kabi Deutschland
GmbH) auf 10 ul aufgefillt. Das Programm sah wie folgt aus: 1 min bei 95°C
und anschlieBend 29 Zyklen bestehend aus 20 s bei 95°C, 20 s bei 50°C und 3
min bei 60 °C.

2.2.7 DNA-Fallung

Im Anschluss an die Sequenzier-PCR wurde die DNA gefallt. Daflir wurden zu
dem PCR-Produkt 5 pul einer Féllungslésung, bestehend aus je 2 Teilen
Natriumacetat und EDTA sowie einem Teil Glykogen zugegeben. Zusatzlich
wurden 60 pl absoluten Ethanols (99 %, Merck) beigeflgt. Es wurde kurz
gevortext und anschlieBend 15 min bei 13.000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abgenommen, wahrend das entstandene DNA-Pellet moglichst
nicht berihrt werden sollte. Es wurden 200 pl Ethanol (80 %, Merck) zugegeben
und es wurde 5 min bei 13.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut
verworfen und es wurde fur 2 min bei 13.000 g zentrifugiert. Nachdem ein
weiteres Mal der Uberstand abgenommen wurde, wurde nun in einer Vacuum-
Zentrifuge (Vacufuge™, Eppendorf) fir 10 min bei 30 °C zum Trocknen

zentrifugiert.
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2.2.8 Sequenzierung

Die gefallte DNA wurde in 30 pl SLS (Sample loading solution) gelést und fir 3
min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde kurz gevortext und
anzentrifugiert und das geléste Pellet wurde auf eine 96-well-Platte
aufgetragen. Es wurde 1 Tropfen Mineralél  (Sigma-Aldrich Co. LLC)
dazugegeben. Nun konnte die Probe mithilfe des Sequenzierers CEQ™ 8000
Genetic Analysis System (Beckmann Coulter, Inc.) im Institut fir Virologie und
Antivirale Therapie in Jena analysiert werden. Ein GroBteil der Proben wurde
jedoch zur Sequenzierung nach Berlin an die Firma LGC Genomics gesendet.
Zur Vorbereitung wurde der DNA-Gehalt der Proben auf 20 ng/ul eingestellt,
mittels Verdinnung mit Ampuwa. Die zu verwendenden Primer wurden auf
eine Konzentration von 20 pmol/ul eingestellt und an LGC Genomics gesendet.
Die Firma benutzt das Gerat Abi Prism 3730 XL und verwendet die traditionelle
Strangabbruchmethode nach Sanger et al [92]. Diese Methode funktioniert
ahnlich wie eine PCR. Es wird jedoch jeweils nur ein Primer pro Ansatz
verwendet und es kommen zusétzlich zu den normalen Nukleotiden solche zum
Einsatz, die keine 3-OH-Gruppe haben (ddNTPs) und mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind. Ausgehend von dem Primer verlangert
eine Polymerase den Matrizenstrang soweit, bis sie auf ein ddNTP stof3t.
Aufgrund der fehlenden OH-Gruppe bricht der DNA-Strang dort ab. Auf diese
Art und Weise entstehen DNA-Fragmente unterschiedlichster Lange, an deren
Ende jeweils ein markiertes Nukleotid sitzt. Mittels Kapillarelektrophorese
werden die Fragmente nach ihrer Lange geordnet. AnschlieBend werden die
Farbstoffe Uber einen Laser zum fluoreszieren angeregt. Ein Detektor empfangt
die Farbsignale und setzt daraus das sogenannte Elutions-Chromatogramm

zusammen.
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2.3 Auswertung der Ergebnisse

Fir die Auswertung der Sequenzen wurde das Programm Geneious Pro trial
5.5.2 (Biomatters Ltd.) verwendet. Dazu importiert man die einzelnen
Chromatogramme und die Sequenz des Vergleichsvirus in die Datenbank.
Geneious erstellt nun eine fortlaufende Sequenz des jeweiligen
Patientenisolats, die mit der Vergleichssequenz abgeglichen werden kann.
Weiterhin kann man sich die Basenabfolge in die Aminosauresequenz
(ibersetzen lassen um auch dort nach fehlenden Ubereinstimmungen zu
suchen. Der komplette Text und die Grafiken der vorliegenden Arbeit wurden,
wenn nicht anders erwahnt, mithilfe von Word (Microsoft Office Word 2003)

erstellt.
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3. Ergebnisse

Die Sequenzierung des U, 30 Gens konnte bei allen 42 Isolaten erfolgreich
durchgefihrt werden. Es handelte sich bei allen Isolaten, um den Herpes
simplex Virus Typ 1. Zusatzlich zu den explizit fir diese Arbeit gewonnenen
Ergebnissen der U, 30-Sequenzierung wurden auch Teile der
Sequenzierungsergebnisse des U, 23-Gens dargestellt. Um eine Ubersichtliche
Darstellung der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden die Ergebnisse der
beiden Gene parallel in einer Tabelle zusammengefasst. Es soll aber
ausdricklich darauf hingewiesen werden, dass nur die Ergebnisse der U, 30-
Sequenzierung im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstellt wurden. Alle Daten,
die das U_ 23-Gen betreffen, wurden von Kristina Moritz [74] erarbeitet. Die
Daten beziglich des Phanotypus basieren auf Vorarbeiten von Niklas Lensch
[64] und Elfriede Mikeler.
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Patient 1

Von Patient 1 standen 3 lIsolate zur Verfigung, die in einem Zeitraum von

einem halben Jahr abgenommen wurden. Das erste Isolat war ACV-sensitiv,

die zwei folgenden Isolate waren beide ACV-resistent. Alle 3 Isolate wiesen

dieselben 16 U, 30-Mutationen auf. Davon waren 5 Polymorphismen und 11

stumme Punkimutationen.

Tab. 3: Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 1
Basenanderungen sind fett dargestellt

Patienten-

Resistenzassoziierte

- ID/ I\S/Itl:Jtr:trig(ral Polymorphismus Mutation Phénotyp
ntnahme- U 30 U, 30 U 23 Ui 30
datum L L L
169612 TC?I?::-?C AGg%gGC n.n. n.n. sensibel
ATC>ATA GCG~>CGG
(1-1) nt. 525 A330R D100 <
CGT->CGC GCC~>ACC
08.09.2000 nt. 831 A1099T 1 ug/mi
ATC>ATT TCC->TGC
nt. 1839 S1113C
AGG->CGG CCT->CAT
nt. 2074 P1124H
GGG~>GGA
nt. 2277
GTG>GTT
nt. 2450
ATC>ATA
nt. 2670
GGT>GGC
nt. 2844
GTC>GTA
nt. 2949
GCG~>GCA
nt. 2985
164511 resistent
(1-2) S.0. S.0. Q104Stop n.n. ID 100 =
14.11.2000 100 pg/ml
170796 resistent
(1-3) S.0. S.0. Q104Stop n.n. ID 100 >
28.02.2001 500 pg/ml
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Patient 2

Es wurden 4 Isolate von Patient 2 untersucht. Die ersten beiden Isolate waren
phénotypisch resistent, wahrend die beiden 4 bzw. 5 Monate spateren Isolate
sensitiv gegentber ACV waren. Alle 4 Isolate besaBBen jeweils die gleichen 6
stummen Punktmutationen und 6 Polymorphismen. Die Resistenz des Isolates
B2 wurde durch eine Mutation im U_ 23-Gen erklart, wahrend fir das
phénotypisch resistente Isolat B1 keine resistenzassoziierte Mutation gefunden
wurde. Das phéanotypisch sensible Isolat 2-4 hingegen wies eine noch
unbekannte resistenzassoziierte Mutation im U_ 23-Gen auf.

Die Ergebnisse der initialen phanotypischen Testung werden derzeit nochmals
Uberprift, da Diskrepanzen zwischen dem Ph&no- und dem Genotyp (lsolat 2-
4) vorliegen.

Tab. 4: Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 2
Basenanderungen sind fett dargestellt

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
Entr:z[zéme- Mutation Polymﬁr%rg)lsmus Mutation Phanotyp
datum UL 30 L UL 23 UL 30
TGT>TGC AGC~>GGC .
147502 nt 117 S33G n.n. n.n. resistent
CGT>CGC GCG~>CGG
(2-1) nt. 831 A330R ID 100 =
AGG—>CGG AAC—>ACC
21.05.2001 nt. 2074 N425T 500 uM
ATC—>ATA CCC~>TCC
nt. 2670 P875S
GCG~>GCA GTG>ATG
nt. 2985 V905M
GAC>GAT CCT->CAT
nt. 3290 P1124H
165264 resistent
Del. C
03.(()27_.22)001 > > nt.548 | > IEOE)OSNT
147567
(2-3) S.0. S.0. n.n. S.0. sensibel
10.09.2001
187053
(2-4) S.0. S.0. raegspé S.0. sensibel
04.10.2001 '
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Patient 3

Von Patient 3 gab es ein ACV-sensitives Isolat. Das U 30-Gen wies 7 stumme

Punktmutationen sowie 7 Polymorphismen auf.

Die Punktmutation L267M

wurde bisher nur als méglicherweise dem natirlichen Polymorphismus

zugeordnet in der Literatur erwahnt.

beschrieben worden.

Die Mutation E682K ist bisher nicht

Tab. 5: Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 3
Basenanderungen sind fett dargestellt. Bisher unbekannte Polymorphismen

sind fett und kursiv markiert.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
ID/ Mutation Polymorphismus Mutation Phénotyp
Entnahme- U 30 U, 30 U 23 Ui 30
datum L L L
TGT>TGC AGC->GGC .
104224 nt 117 333G n.n. n.n. sensibel
CGT->CGC CTG~>ATG
(3-1) nt. 831 L267M ID 100 =
AGG>CGG GCG~>CGG
27.06.2001 Nt 2074 A330R 3,9 uM
ATC—>ATA GAG>AAG
nt. 2670 E682K
CGG~>AGG GTG>ATG
nt. 3210 VI05M
CGG~>CGA CCT->CAT
nt. 3267 P1124H
CCC~>CAC ACC~>GCC
nt. 3276 T1208A

Abb. 5 Ausschnitt aus dem Elutionsdiagramm der U, 30-Sequenzierung des

Isolats 104224 in einem Alignment mit dem U 30-Genom vom Referenzstamm

Strain 17, hervorgehoben ist der bisher unbekannte Polymorphismus E682K
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Patient 4

Von Patient 4 standen 3 sequentielle Isolate zur Verfligung, die alle resistent

gegentber ACV waren. Das Isolat 147391 wies 4 Polymorphismen und 9

stumme Punktmutationen auf. Die beiden folgenden Isolate 190413 und 147488

wiesen einen zusatzlichen Polymorphismus und eine unterschiedliche stumme

Punktmutation auf. Die Mutation L438M ist bisher noch nicht beschrieben

worden.

Tab. 6: Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 4
Basenanderungen sind fett dargestellt. Bisher unbekannte Polymorphismen

sind fett und kursiv markiert.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
D/ Mutati Polymorphismus Mutation "
Entnahme- utation U, 30 Phanotyp
datum U, 30 U, 23 UL 30
CGT->CGC GCG~->CGG Add. G .
147391 nt. 831 A330R nt. 430 n.n. resistent
AAG>AAA AAC->ACC
(4-1) nt. 1434 N425T ID 100
CTG>TTG CTG>ATG
10.01.2001 nt. 1876 L438M n.b.
AGG->CGG GTG>ATG
nt. 2074 VO05M
ATC>ATA
nt. 2670
GTC->GTA
nt. 2949
GCG~>GCA
nt. 2985
GCG~>GCT
nt. 3507
ATC>ATT
nt. 3522
CGT->CGC GCG~>CGG Add. G .
190413 nt. 831 A330R nt. 430 n.n. resistent
AAG>AAA AAC>ACC
(4-2) nt. 1434 N425T ID 100 >
CTG>TTG CTG>ATG
27.08.2001 nt. 1876 L438M 500 uM
AGG~>CGG GTG~>ATG
nt. 2074 VI05M
ATC>ATA ACC->GCC
nt. 2670 T1208A
GTC>GTA
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nt. 2949

GCG->GCA
nt. 2985

GCG->GCT
nt. 3507

ATC->ATT
nt. 3549

147488
(4-3) siehe 4-2 siehe 4-2 siehe 4-2
03.09.2001

siehe 4- siehe 4-2

Abb. 6 Ausschnitt aus dem Chromatogramm der U 30-Sequenzierung des
Isolats 147391 in einem Alignment mit dem U, 30-Genom vom Referenzstamm

Strain 17, hervorgehoben ist der bisher unbekannte Polymorphismus L438M
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Patient 5

Das ACV-sensible Isolat 177015 von Patient 5 wies in der genotypischen

Untersuchung des U_

Polymorphismen auf.

30-Gens 8 stumme Punktmutationen sowie 4

Tab. 7 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 5
Basendnderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
ID/ M : Polymorphismus Mutation N
Entnahme- utation U 30 Phanotyp
UL 30 L UL 23 UL 30
datum L L L
177015 GGE}?%GT AGg,;,’gGC n.n. n.n. sensibel
TGT>TGC GCG~->CGG
(5-1) nt. 117 A330R D100 =
ATC>ATA GTG>ATG
17.10.2001 nt. 505 V905M 3,9 uM
CGT>CGC ACC~>GCC
nt. 831 T1208A
ACC~->ATC
nt. 1269
AGG~>CGG
nt. 2074
ATC>ATA
nt. 2670
GCG~>GCA
nt. 2985
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Patient 6

Es waren 3 Isolate von Patient 6 vorhanden, die sensibel gegenliber ACV

waren. Sie wiesen alle 3 die gleichen 5 Polymorphismen und 8 stummen

Punktmutationen auf.

Tab. 8 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 6
Basenanderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
ID/ Mutati Polymorphismus Mutation ,
Entnahme- utation U 30 Phanotyp
UL 30 L UL 23 UL 30
datum L L L
182367 GI}?%&TT AGg,;,’gGC n.n. n.n. sensibel
CGT>CGC GCG~>CGG
(6-1) nt. 831 A330R D100 =
TTC>TTT GTG>ATG
21.11.2001 | " 4300 V905M 4uM
AGG~>CGG CCT->CAT
nt. 2074 P1124H
CAC->CAT ACC~>GCC
nt. 2496 T1208A
ATC>ATA
nt. 2670
GTC>GTA
nt. 2949
GCG~>GCA
nt. 2985
196157
(6-2) S.0. S.0. S.0. S.0. S.0.
09.01.2002
196573
(6-3) S.0. S.0. S.0. S.0. S.0.
16.01.2002
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Patient 7

Die 2 Isolate von Patient 7 waren ACV-resistent (182167) bzw. grenzwertig
sensibel (203923). In der genotypischen Untersuchung wurden bei beiden
Isolaten die gleichen 6 stummen Punktmutationen und 5 Polymorphismen
gefunden.

Die Ergebnisse der initialen phanotypischen Testung werden derzeit nochmals
Uberprift, da Diskrepanzen zwischen dem Phéno- und dem Genotyp (lsolat 7-
2) vorliegen.

Tab. 9 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 7
Basenanderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
ID/ . Polymorphismus Mutation N
Mutation Phanotyp
Entnahme- U 30 U, 30 U 23 Ui 30
datum L L L
GTC>GTT AGC>GGC Add. G .
182167 nt. 636 S33G nt. 430 n.n. resistent
CGT>CGC GCG~>CGG
(7-1) nt. 831 A330R ID100 >
AGG>CGG GTG>ATG
14.11.2001 nt 2074 V905M 500 uM
ATC—>ATA CCT->CAT
nt. 2670 P1124H
GTC>GTA ACC>GCC
nt. 2949 T1208A
GCG~>GCA
nt. 2985
203923 grenzw.
sensibel
(7-2) S.0. S.0. S.0. S.0. ID 100 =
13.03.2002 15,6 UM
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Patient 8

Von Patient 8 waren 2 ACV-sensible Isolate vorhanden. Sie zeigten die

gleichen 9 stummen Punktmutationen, sowie 5 Polymorphismen.

Tab. 10 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 8
Basenanderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
ID/ M : Polymorphismus Mutation N
Entnahme- utation U 30 Phanotyp
UL 30 L UL 23 UL 30
datum L L L
205799 CCn(E?%CC AGg;gGC n.n. n.n. sensibel
GGT>GGC GCG~->CGG
(8-1) nt. 291 A330R D100
TAC->TAT GCC~>ACC
26.08.2002 nt. 450 A562T n.b.
GTC>GTT GAC~>AAC
nt. 636 D672N
CGT>CGC GTG>ATG
nt. 831 V905M
AGG~>CGG
nt. 2074
ATC>ATA
nt. 2670
GTC>GTA
nt. 2949
GCG~>GCA
nt. 2985
205794
(8-2) S.0. S.0. S.0. S.0. S.0.
02.09.2002
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Patient 9

Es wurden 3 Isolate von Patient 9 untersucht. Das erste Isolat war noch
grenzwertig resistent gegendber ACV, wéhrend die 2 bzw. 3 Wochen spater
abgenommenen lIsolate eindeutig resistent waren. Alle 3 Isolate wiesen die

gleichen 11 stummen Punktmutationen und 5 Polymorphismen auf.

Tab. 11 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 9
Basendnderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme . Resistenzas_soziierte
Entr:aDr/1me- Mutation PonmLcj)Lr%fg)lsmus Mutation Phénotyp
datum UL 30 UL 23 UL 30
TAC>TAT AGC>GGC grenzw.
232012 nt. 450 S33G I78F n-n. resistent
(9-1) GTC>GTT GCG~>CGG
nt. 636 A330R
CGT>CGC GAC~>AAC
02.01.2003 nt. 831 D672N ID 100 =
GAC~>GAT GTG>ATG 15 UM
nt. 1020 VI05M H
GCC~>GCA CCC~>TCC
nt. 1140 P920S
AGG~>CGG
nt. 2074
ATC>ATA
nt. 2670
CTG~>CTA
nt. 2805
GTC>GTA
nt. 2949
GCG~>GCA
nt. 2985
GGA->GGC
nt. 3018
“02) 78F D 100>
- S.0. S.0. S.0. >
15.01.2003 WagStop 500 uM
232076 resistent
(9-3) S.0. S.0. I78F S.0. ID 100 >
20.01.2003 500 uM
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Patient 10

Das einzige von Patient 10 untersuchte Isolat war sensibel gegentiber ACV. Die

genotypische Untersuchung wies 6 Polymorphismen und 8 stumme Mutationen

auf.

Tab. 12 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 10
Basenanderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
ID/ Mutati Polymorphismus Mutation ,
Entnahme- utation U 30 Phanotyp
UL 30 L UL 23 UL 30
datum L L L
203144 T,Ar\]?j;'(,)AT AGg,;,’gGC n.n. n.n. sensibel
GTC>GTT GCG~>CGG
(10-1) nt. 636 A330R D100~
CGT>CGC GCC~>ACC
07.01.2003 nt. 831 A562T 3,9 uM
AGG~>CGG GAC~>AAC
nt. 2074 D672N
ATC>ATA GTG>ATG
nt. 2670 V905M
CTG~>CTA CCC~>TCC
nt. 2805 P920S
GTC>GTA
nt. 2949
GCG~>GCA
nt. 2985
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Patient 11

Es standen 3 sequentielle Isolate von Patient 11 zur Verfigung. Sie waren alle

empfindlich gegenliber ACV. Das U, 30-Gen wies jeweils die gleichen 7

stummen Punktmutationen und 6 Polymorphismen auf.

Tab. 13 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 11
Basenanderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
ID/ M : Polymorphismus Mutation N
Entnahme- utation U 30 Phanotyp
UL 30 L UL 23 UL 30
datum L L L
213812 GI}?%&TT AGg,;,’gGC n.n. n.n. sensibel
CGT->CGC GCG~->CGG
(11-1) nt. 831 A330R D100
ATC>ATT GTG>ATG
05.09.2002 nt. 1569 V905M > 6,5 uM
AGG~>CGG GAG~>GAT
nt. 2074 E1104D
ATC>ATA CCT->CAT
nt. 2670 P1124H
GTC~>GTA ACC~>GCC
nt. 2949 T1208A
GCG~>GCA
nt. 2985
232235 sensibel
(11-2) S.0. S.0. S.0. S.0. ID 100
10.02.2003 n.b.
232244 sensibel
(11-3) sS.0. S.0. s.0. sS.0. ID 100 <
12.02.2003 2 uM
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Patient 12

Die beiden von Patient 12 vorhandenen lIsolate waren ACV-sensibel.

Sie

wiesen die gleichen 8 stummen Punktmutationen, sowie 4 Polymorphismen auf.

Tab. 14 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 12
Basendnderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
ID/ Mutati Polymorphismus Mutation ,
Entnahme- utation U, 30 Phanotyp
d U, 30 U, 23 U, 30
atum
282270 TAr\]?Z;'?T AGg;gGC n.n. n.n. sensibel
GTC>GTT GCG->CGG
(12-1) nt. 636 A330R ID'50 <
CGT->CGC GAC~>AAC
14.04.2004 nt 831 DE72N 0,31 uM
AGG~>CGG GTG>ATG
nt. 2074 V905M
ATC>ATA
nt. 2670
CTG~>CTA
nt. 2805
GTC~>GTA
nt. 2949
GCG~>GCA
nt. 2985
232180 sensibel
(12-2) S.0. S.0. S.0. S.0. ID 50 <
03.05.2004 0,62 uM
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Patient 13

Es waren 3 sequentielle Isolate von Patient 13 vorhanden. Das erste Isolat

war noch empfindlich gegentber ACV, die beiden 5 bzw. 6 Wochen spéter

abgenommenen Isolate waren jedoch resistent.

gleichen 11 stummen Punktmutationen und 4 Polymorphismen auf.

Alle 3 Isolate wiesen die

Tab. 15 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 13
Basendnderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme . Resistenzas_soziierte
Entr:aDr/1me- Mutation PonmLcj)Lr%fg)lsmus Mutation Phénotyp
datum UL 30 U, 23 UL 30
282422 Tﬁ(t)z;'(,)AT AGg;gGC n.n. n.n. sensibel
GTC>GTT GCG~->CGG
(13-1) nt. 636 A330R ID'50 <
CGT->CGC GAC~>AAC
09.06.2004 nt. 831 D672N 0,31 uM
GAC~>GAT GTG>ATG
nt. 1020 VO05M
AGG>CGG
nt. 2074
AGC~>AGT
nt. 2172
CAG->CAA
nt. 2583
ATC>ATA
nt. 2670
CTG~>CTA
nt. 2805
GTC>GTA
nt. 2949
GCG~>GCA
nt. 2985
264017 resistent
(13-2) S.0. S.0. Del6.6(.‘é nt. n.n. ID 50 >
14.07.2004 5 uM
264030 . .
(13-3) siehe 13-2 siehe 13-2 31'\,6;126 31'2?26 siehe 13-2
21.07.2004
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Patient 14

Es standen 4 Isolate von Patient 14 zur Verfligung, von denen jeweils 2 am
selben Tag mit 10 Tagen Abstand gewonnen wurden. Die Isolate 268910 und
268913 waren definitiv sensibel gegentber ACV, wahrend die parallel
abgenommenen lIsolate fraglich resistent (268909) bzw. eindeutig resistent
(268921) waren. Alle 3 Isolate wiesen im U 30-Gen die gleichen 7 stummen
Punktmutationen auf und 8 Polymorphismen. Das Isolat 268909 wies zusatzlich
noch die resistenzassoziierte Mutation A719V auf. Die Polymorphismen D741N,
I755F und T1121M sind bisher in der Literatur unbekannt.

Die Ergebnisse der initialen phanotypischen Testung werden derzeit nochmals
Uberprift, da Diskrepanzen zwischen dem Phéno- und dem Genotyp (Isolat 14-
2) vorliegen.

Tab. 16 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 14
Basenanderungen sind fett dargestellt. Bisher unbekannte Polymorphismen

sind fett und kursiv markiert.

Patienten- . Resistenzassoziierte
ID/ Stumme | Polymorphismu Mutation Phanoty
Entnahme- ﬁtatlon U S P
datum L 30 L 30 U, 23 UL 30
GTC->GTT AGC~>GGC .
268910 nt. 636 S33G n.n. n.n. sensibel
CGT>CGC GCG~>CGG
(14-1) nt. 831 A330R ID 50 <
19.07.200 | AGG2CG | Gacsaac
4 G D741N 0.3 uM
nt. 2074
CTG>CTA ATC>TTC
nt. 2214 1755F
ATC>ATA GTG>ATG
nt. 2670 VI05M
GTC>GTA ACG~>ATG
nt. 2949 T1121M
GCG: GC | coT>cAT
nt. 2985 P1124H
ACC~>GCC
T1208A
268909 GTC>GTT AGC>GGC n.n. TGC>TG | resistent
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(14-2) nt. 636 S33G T
19.07.200 A719V
4
CGT->CGC GCG->CGG D50 >
nt. 831 A330R
AGGZCG | GacsaAC
G D741N 2,5 uM
nt. 2074
CTG~>CTA ATC>TTC
nt. 2214 1755F
ATC>ATA GTG>ATG
nt. 2670 VO05M
GTC->GTA ACG->ATG
nt. 2949 T1121M
GCG2GC | coTscat
nt. 2985 P1124H
ACC->GCC
T1208A
268913 .
(14-3) . . sensibel
siehe 14-1 siehe 14-1 n.n. n.n. ID 50 <
29.07.200 1 95 UM
4 20 |
268921 .
(14-4) . . resistent
59.07.200 siehe 14-1 siehe 14-1 R222H n.n. I[;SO >
4 uM

Abb. 7 Ausschnitt aus dem Chromatogramm der U, 30-Sequenzierung des

Isolats 268910 in einem Alignment mit dem U 30-Genom vom Referenzstamm

Strain 17, hervorgehoben ist der bisher unbekannte Polymorphismus D741N,

sowie eine stille Punktmutation bei nt. 2214
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Abb. 8 Ausschnitt aus dem Chromatogramm der U, 30-Sequenzierung des
Isolats 268910 in einem Alignment mit dem U_ 30-Genom vom Referenzstamm
Strain 17, hervorgehoben ist der bisher unbekannte Polymorphismus 1755F
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Abb. 9 Ausschnitt aus dem Chromatogramm der U 30-Sequenzierung des
Isolats 268910 in einem Alignment mit dem U_ 30-Genom vom Referenzstamm
Strain 17, hervorgehoben ist der bisher unbekannte Polymorphismus T1121M,
sowie der schon bekannte Polymorphismus P1124H
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Abb. 10 Ausschnitt aus dem Chromatogramm der U, 30-Sequenzierung des
Isolats 268909 in einem Alignment mit dem U, 30-Genom vom Referenzstamm
Strain 17, hervorgehoben ist die schon bekannte resistenzassoziierte Mutation
A719V
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Patient 16

Von Patient waren 2 Isolate vorhanden, die beide ACV-empfindlich waren. Sie

wiesen die gleichen 9 stummen Punktmutationen und 4 Polymorphismen auf.

Tab. 18 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 16
Basenénderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
ID/ Mutati Polymorphismus Mutation "
Entnahme- utation U 30 Phéanotyp
UL 30 L UL 23 UL 30
datum L L L
284058 T'Ar‘]?z;(')o‘-r AGg;gGC n.n. n.n. sensibel
GTC->GTT GCG->CGG
(16-1) nt. 636 A330R ID
CGT->CGC GAC~>AAC
01.01.2004 t 831 D672N n.b.
AGG~>CGG GTG>ATG
nt. 2074 VO05M
CAG—>CAA
nt. 2583
ATC>ATA
nt. 2670
CTG->CTA
nt. 2805
GTC->GTA
nt. 2949
GCG~>GCA
nt. 2985
284057
(16-2) S.0. S.0. S.0. S.0. S.0.
01.02.2004
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Patient 17

Von Patient 17 waren drei sequentielle Isolate vorhanden, von denen das erste
Isolat ACV-sensibel war. Die beiden spater abgenommenen Isolate waren
resistent gegenidber ACV. Alle drei wiesen die gleichen 10 stummen
Punktmutationen und 5 Polymorphismen auf.

Tab. 19 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 17
Basendnderungen sind fett dargestellt.

Patienten- Stumme Resistenzassoziierte
Entr:aDr/1me- Mutation PonmLcj)r%re)lsmus Mutation Phénotyp
q UL 30 L UL 23 UL 30
atum
TAC>TAT AGC->GGC .
H152 nt. 450 S33G n.n. n.n. sensibel
GTC>GTT GCG~>CGG
(17-1) nt. 636 A330R ID 50 n.b.
CGT->CGC GAC~>AAC
11.01.2006 nt. 831 D672N
GAC~>GAT GTG>ATG
nt. 1020 VI905M
AGG~>CGG ACC~>GCC
nt. 2074 T1208A
CAG—>CAA
nt. 2583
ATC->ATA
nt. 2670
CTG>CTA
nt. 2805
GTC>GTA
nt. 2949
GCG~>GCA
nt. 2985
H153 resistent
(17-2) S.0. S.0. 3624% n.n. ID 50 >
24.02.2006 ' 5uM
H238 resistent
(17-3) S.0. S.0. r?[e|5'4% n.n. ID 50 >
27.03.2006 ' 5uM
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Patient 18

Von Patient 18 standen 2 ACV-resistente

Isolate zur Verflgung. Die

genotypische Untersuchung des U 30-Gens ergab die gleichen 10 stummen

Punktmutationen, 7 Polymorphismen sowie eine resistenzassoziierte Mutation

bei beiden Isolaten. Der Polymorphismus G685S ist bisher noch nicht in der

Literatur erwahnt worden.

Tab. 20 Ubersicht der U, 23 und U, 30-Mutationen der Isolate von Patient 18
Basendnderungen sind fett dargestellt. Bisher unbekannte Polymorphismen

sind fett und kursiv markiert.

Patienten- Stumme Polvmorphismu Resistenzassoziierte
ID/ Mt ymorp Mutation Phanoty
Entnahme- utation S 0
daturm U, 30 U, 30 U, 23 U, 30
TACSTAT AGCS>GGC AGC—>AA | resistent
H225 nt. 450 333G n.n. C ID 50 >
) S724N 5uM
(18-1) GTC>GTT GCG~>CGC
nt. 636 A330R
23.03.200 | CGT>CGC GGC~>AGC
6 nt. 831 G685S
GAC->GAT GTG>ATG
nt. 1020 V905M
AGG; CG | ceTscaT
nt. 2074 P1124H
ATC>ATA ACC>GCC
nt. 2670 T1208A
GTC~>GTA
nt. 2949
GCG~>GC
A
nt. 2985
('jgzg) AGC>AA
S.0. S.0. n.n. C S.0.
23.02.200 S724N
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Abb. 11 Ausschnitt aus dem Chromatogramm der U, 30-Sequenzierung des
Isolats H225 in einem Alignment mit dem U, 30-Genom vom Referenzstamm
Strain 17, hervorgehoben ist der bisher unbekannte Polymorphismus G685S

2,050 2,060

CHEICEESIC GG C CEBIGCEIGCEG G CRmG
I P EEEEN G A R I

— — — — —

I'\ _—
P

Abb. 12 Ausschnitt aus dem Chromatogramm der U, 30-Sequenzierung des
Isolats H225 in einem Alignment mit dem U, 30-Genom vom Referenzstamm
Strain 17, hervorgehoben ist die schon bekannte resistenzassoziierte Mutation
S724N

2,1|7CI 2,1|8CI

G TACCCCAGICEATICATICCACG
Y P S T Q|

KOS

In der vorliegenden Arbeit wurde der Strain 17 [67] als Referenzstamm
verwendet. Ein weiterer gebrduchlicher HSV-Stamm ist KOS [110]. Er
unterscheidet sich von Strain 17 durch folgende 3 Aminosaurenaustausche. An
Position 33 findet sich statt Serin ein Glycin (S33G), die Aminosaure 1124 ist
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Prolin anstatt Histidin (P1124H) und an Stelle 1208 findet sich Threonin statt
Alanin (T1208A).

3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse
Die folgenden Tabellen 21 und 22 fassen die genotypischen Ergebnisse fir das
U 30-Gen zusammen, wahrend Tabelle 23 nur die resistenzassoziierten

Ergebnisse der resistenten Isolate zusammenfasst.

Tab.21 Zusammenfassung aller gefundenen Polymorphismen des U, 30-Gens.
Bisher unbekannte Polymorphismen sind fett markiert.

Polymorphismus Anzahl der Isolate Phanotypus
(in %)
L267M 1(2,4) S
A562T 3 (7,1) S
E682K 1(2,4) S
G685S 2 (4,8) S
E1104D 3 (7,1) S
L438M 3 (7,1) r
S33G 39 (92,7) S,f
A330R 42 (100) S,I
N425T 7 (16,7) S,f
D672N 19 (45,2) S
D741N 4 (9,5) S,f
I755F 4 (9,5) S,f
P875S 4 (9,5) S,I
V905M 39 (92,7) S,f
P920S 7 (16,7) S,f
A1099T 3 (7,1) S,f
51113C 3(7.1) S
T1121M 4(9,5) >
P1124H 22 (52,4) S,
T1208A 21 (50) S

Tab.22 Zusammenfassung der gefundenen resistenz-assoziierten Mutationen
des U, 30-Gens.

Resistenzassoziierte Anzahl der Isolate

Mutation U, 30 (in %) Phanotypus
A719V (Isolat 14-2) 1(2.4) .
S724N (Isolat 18-1/2) 2(4,8) r
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Tab.23 Ubersicht der ACV-resistenten Isolate mit allen zugehérigen resistenz-
assoziierten genotypischen Untersuchungsergebnissen sowie der ID 50/100
Bisher unbekannte Mutationen sind fett dargestellt.

Resistenzassoziierte

Resistenzassoziierte

Patientenisolat Mutationen U, 23 Mutationen U, 30 ID 507100
ID 100 =
1-2 Q104Stop - 100 pg/ml
ID 100 >
1-3 Q104Stop - 500 pg/mi
0o Del. C nt. 548 ] ID 100 >
(Stop a.a. 408) 500 uM
Del. A nt. 232
24 (Stop a.a. 85) ] n.b.
4-1 Add. G nt. 430 i ID 100 >
Stop a.a. 304 500 uM
40 Add. G nt. 430 ] ID 100 >
Stop a.a. 304 500 uM
43 Add. G nt. 430 ] ID 100 >
Stop a.a. 304 500 uM
7.1 Add. G nt. 430 i ID 100 >
Stop a.a. 304 500 uM
ID 100 >
9-1 I78F - 500 UM
9-2 I78F i ID 100 =
W88Stop 15 uM
ID 100 >
9-3 I78F - 500 UM
13-2 Del. C nt. 666 i ID50>5
Stop a.a. 408 uM
13-3 Del. C nt. 666 i ID50>5
Stop a.a. 408 uM
142 . A719V D50 >2,5
uM
14-4 R222H ID50>5
uM
Add. G nt. 430 ID50<5
272831 Stop a.a. 304 ] uM
Add. G nt. 430 ID50<5
272943 Stop a.a. 304 ) uM
Add. G nt. 430 ID50<5
3852-04 Stop a.a. 304 ) uM
17.0 Del. C nt. 548 i ID50>5
Stop a.a. 408 uM
173 Del. C nt. 548 i ID50>5
Stop a.a. 408 uM
18-1 i S724N ID50>5
uM
18-2 i S724N ID50>5
uM
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war zum Einen der Gewinn neuer Erkenntnisse in Bezug
auf den natdrlichen Polymorphismus des Gens fir die DNA-Polymerase (U, 30)
von Herpes simplex Typ 1 Virusisolaten. Zum anderen sollten die Ergebnisse in
einen Kontext mit den genotypischen Untersuchungsergebnissen des
Thymidinkinase-Gens (U_. 23) von Kristina Moritz [74] gebracht werden.
Mutationen in diesen beiden Genen sind verantwortlich fir Resistenzen von
Herpesviren gegeniber Virostatika. Um die Resistenzen zu entdecken und um
dementsprechend die Therapie flir die Patienten anpassen zu kénnen sind
genotypische  Tests, u.a. aufgrund ihrer Zeitersparnis gegenuber
phanotypischen Tests, geeigneter. Fir die Auswertung solcher Tests sind
umfassende Kenntnisse des natirlichen Polymorphismus der beiden Gene
unerlasslich. Das Ziel auf einer Ubergeordneten Ebene ist die Erstellung einer
Online-Datenbank fir HSV-1 und 2 nach dem Vorbild von ,Geno2pheno® fir
HIV [52] und einem Projekt einer Ulmer Forschungsgruppe far CMV [16, 54].
Diese Datenbank beinhaltet die Nukleotidsequenzen der fir Resistenzen
verantwortlichen Gene, sowie alle zugehdérigen schon bekannten nicht-
resistenzassoziierten Basensubstitutionen. Noch unbekannte Sequenzen
kénnen mit den Daten abgeglichen werden. Mithilfe dieser Datenbank kénnen
neu zu untersuchende Patientenproben im Idealfall in kirzester Zeit als
sensibel oder resistent definiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die
UL 30-Gene von 42 HSV-1-Isolaten von 17 Patienten untersucht. Daflir wurde
das Herpes-Virus aus Patientenproben (meist Rachenspilwasser) isoliert und
aufbereitet. AnschlieBend wurde eine PCR mit fir das U, 30-Gen spezifischen
Primern durchgefiihrt. Uber einen weiteren Arbeitsschritt wurde mithilfe der
Didesoxymethode nach Sanger (Kettenabbruchverfahren) die
Nukleotidsequenz des Gens ermittelt und konnte dann analysiert werden. Die
gefundenen Ergebnisse ergédnzen und bestatigen die phanotypischen
Ergebnisse von Elfriede Mikeler und Niklas Lensch, sowie die genotypischen
Untersuchungsergebnisse des U, 23-Gens von Kristina Moritz. In den 3 Féllen
(14-2, 18-1/2), in den eine phéanotypische Resistenz vorlag, aber keine
resistenzassoziierte Mutation im U, 23-Gen, konnte eine solche im U_ 30-Gen
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gefunden werden. Dies bestétigt die Ergebnisse von Burrel und Sauerbrei [14,
93], die das Auftreten von resistenzassoziierten U 30-Mutationen ohne
zusatzliche resistenzassoziierte U, 23-Mutationen beschrieben haben.

Insgesamt wurden 37 stumme Mutationen, 20 Polymorphismen und 2
resistenzassoziierte Mutationen gefunden (siehe Tab.21). Von den 22
Polymorphismen sind 6 bisher nicht beschrieben worden. Dies sind die
Polymorphismen L438M, E682K, G685S, D741N, I755F, T1121M. E682K und
G685S sind jeweils nur bei sensiblen Stdammen (3-1 bzw. 18-1/2) gefunden
worden, daher kann man davon ausgehen, dass sie dem natdrlichen
Polymorphismus zuzuordnen sind. Die unbekannten Polymorphismen D741N,
I755F und T1121M kamen bei den 4 sequentiellen Isolaten von Patient 14 vor.
Zwei lIsolate dieses Patienten (14-2 und 14-4) waren ACV-resistent. Die
Resistenzen wurden jedoch durch eine Mutation im U_ 23-Gen verursacht,
weswegen auch D741N, 1755F und T1121M dem naturlichen Polymorphismus
zugeordnet werden kénnen. Bei allen 3 ACV-resistenten Isolaten von Patient 4
kam der bisher nicht bekannte Polymorphismus L438M vor. Da auch hier die
Resistenz durch eine Mutation im U. 23-Gen zu erklaren ist, ist auch L438M
Polymorphismusassoziiert. Sauerbrei et al. [94] hatten 2010 den
Polymorphismus D672N noch als moglicherweise resistenzverursachend
beschrieben. 2011 zeigten mehrere Untersuchungen jedoch [14, 93], dass
D672N bei sensiblen Stammen vorkommt bzw. bei resistenten Stdmmen, deren
Resistenz anderweitig erklart werden konnte. Diese Ergebnisse konnten mit
den vorliegenden Sequenzierungen bestatigt werden. D672N kam sowohl bei
sensiblen (8-1/2, 10-1, 12-1/2, 13-1, 16-1/2, 17-1) als auch bei resistenten
Stammen mit Mutation im U, 23-Gen (4-1/2/3, 9-1/2/3, 13-2/3, 17-2/3) vor. Die
Resistenzassoziierte Mutation A719V wurde bei Patient 14 im Isolat 14-2
gefunden. Dieses Isolat wurde in der phanotypischen Testung als grenzwertig
sensibel bewertet. Der IC50-Wert war jedoch Uber 8fach so hoch wie der des
parallel abgenommenen lIsolats 14-1 (>2,5 uM gegenlber < 0,3 uM). Das
Vorhandensein der Mutation A719V spricht daflr, dass eine ACV-Resistenz
vorlag, da diese Mutation bekannt dafir ist sowohl in klinischen Isolaten als
auch in im Labor hergestellten HSV-1-Mutanten ACV- und Foscarnet-Resistenz
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zu vermitteln [9, 14, 62]. Die FDA-Chemolumineszenztestung der Isolate 18-1
und 18-2 ergab einen IC50-Wert von > 5 pM und damit eine fragliche ACV-
Resistenz. Die Resistenz konnte durch die gefundene schon bekannte
Resistenzassoziierte Mutation S724N [9, 105] bestatigt werden. Ein besonderer
Fall waren die Isolate 2-1 und 2-4 von Patient 2. Isolat 2-1 wurde phanotypisch
als resistent bewertet, es konnte jedoch in keinem der beiden Gene eine
Resistenzassoziierte Mutation gefunden werden. Bei Isolat 2-4 war das
Gegenteil der Fall. Die phanotypische Testung ergab eine ACV-Sensitivitat, es
wurde jedoch eine eindeutig resistenzassoziierte Mutation im U_ 23-Gen
gefunden.

Die Unterschiede in der genotypischen und der phanotypischen
Resistenztestung der Isolate 2-1, 2-4, 14-2 und 18-1/2 liegen vermutlich in der
Stéranfalligkeit der phanotypischen Testung begriindet. Der PRA hat eine
geringe Sensitivitat fir kleine Anteile an resistenten Stdmmen (<10%) in einer
Mischpopulation. AuBerdem kann es durch die anféangliche Viruspassage in
Abwesenheit von Virostatika zu einem Selektionsvorteil fir den Wildtypstamm
kommen [11, 40]. Die phanotypischen Testungen werden jedoch zurzeit fir die
fraglichen Falle wiederholt.

Einer von 20 gefundenen Polymorphismen (L438M) und eine von 2 gefundenen
resistenzassoziierten Mutationen (A719V) lagen in einer der konservierten
Regionen des HSV-1 Genoms (Region Il bzw. V). Die Region Il ist bekannt
dafiir resistenzassoziierte Mutationen zu enthalten. Eine genaue Ubersicht der
Lokalisation der gefundenen Polymorphismen- bzw. Resistenzassoziierten
Mutationen ist in Abbildung 6 dargestellt.

Diese Arbeit konnte weitere Daten in Bezug auf den natirlichen
Polymorphismus des U_ 30-Gens von HSV-1 gewinnen. Es sind jedoch noch
weitaus mehr Untersuchungen noétig, um eine verlassliche Datenbank zu

erstellen, die im Krankenhausalltag tatséchlich genutzt werden kann.
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Abb.5 Ubersicht aller Isolate und der mit innen durchgefiihrten Untersuchungen.

Die Ergebnisse aus den grau markierten Testungen wurden im Rahmen der
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Abb.6 Ubersicht aller Polymorphismen und resistenzassoziierten Mutationen
des U_ 30-Gens, die in dieser Arbeit entdeckt wurden

Auf der Abszisse ist die Aminosaurenanzahl des HSV-1 Genoms aufgetragen.
Die Balken auf der Ordinate zeigen den Ort und die Haufigkeit der einzelnen
Mutationen und ihr Vorkommen bei sensiblen oder resistenten Stammen. Neu
entdeckte Mutationen sind fett gekennzeichnet. Mutationen, die flir Resistenzen
verantwortlich sind, sind rot. Die blauen Rechtecke stehen fir die 8
konservierten Regionen des HSV-1-Genoms. (erstellt mithilfe der Software
Matlab, The MathWorks, Inc., modifiziert in Word)
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das Humane Herpes simplex Virus Typ 1 ist ein weltweit verbreitetes Virus, das
in infizierten Organismen dauerhaft persistiert. In Deutschland liegt die
Durchseuchungsrate bei knapp 90 % der Uber 40-jahrigen. Die HSV-1-Infektion
findet zumeist unbemerkt statt. In selteneren Féllen weisen die Patienten
schmerzhafte orofaziale Schleimhautlasionen auf. Das Immunsystem von
gesunden Infizierten kann die Infektion jedoch im Normalfall schnell einddmmen
und die Lasionen heilen auch ohne medikamentdse Behandlung folgenlos aus.
Vor allem bei Immunsupprimierten hingegen kann es zu ausgedehnten,
nekrotisierenden Infektionen und zu lebensbedrohlichen Komplikationen wie
HSV-Enzephalitiden oder -Pneumonien kommen. Das Mittel der Wahl zur
Therapie der HSV-Infektion ist das Nukleosidanalogon Aciclovir (ACV). ACV
hemmt die virale DNA-Polymerase (DNA-Pol) kompetitiv und behindert dadurch
die Synthese von Virusproteinen. Um aktiviert zu werden, muss es dreimal
phosphoryliert werden. Die erste Phosphorylierung erfolgt durch die virale
Thymidinkinase (TK), die beiden weiteren werden von zellularen Kinasen
durchgefihrt. Resistenzen gegen ACV werden durch Mutationen in den beiden
eben genannten Enzymen verursacht, wobei die TK fur 95 % und die DNA-Pol
fur 5 % der Resistenzfalle verantwortlich ist. Bei Immunkompetenten stagniert
die Pravalenz von Resistenzen seit der Entdeckung von Aciclovir 1974 auf
einem niedrigen Niveau von etwa 0,4 %. Stammzelltransplantierte jedoch
weisen Resistenzraten von bis zu 36 % auf. Um die Therapie adaquat
anpassen zu kbénnen, muissen die Resistenzen schnell entdeckt werden
kénnen. Bisher ist der Goldstandard die zeitaufwendige phanotypische Testung
eines Patientenisolats. FUr diesen Test gibt es keine standardisierte
Durchfihrung und  Auswertung und die Interpretation ist sehr
untersucherabhangig. Genotypische Tests sind weniger zeitraubend in der
Durchfihrung und sie kdnnen objektiv interpretiert werden. Die Auswertung
eines solchen Tests setzt aber voraus, dass die gefundenen Mutationen als
Polymorphismus- oder Resistenzassoziiert eingeordnet werden kénnen. Daflr
sind genaue Kenntnisse des nattirlichen Polymorphismus der Gene fir die TK
(UL 23) und die DNA-Pol (U, 30) vonnéten.
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Das Ziel dieser Arbeit war es die Kenntnisse in Bezug auf den natirlichen
Polymorphismus des U_ 30-Gens von HSV Typ 1 zu erweitern und damit
genotypische Resistenztests aussagekraftiger machen zu kénnen.

Es wurden insgesamt die U, 30-Gene von 42 HSV-1-Isolaten von 17 Patienten
untersucht. Mit einer Ausnahme handelte es sich um Patienten aus TUbingen
nach Stammzelltransplantation. Bei 9 Patienten waren nur ACV-sensible Isolate
vorhanden und bei 2 Patienten nur resistente Isolate. Von den restlichen 6
Patienten standen sowohl sensible als auch resistente Proben zur Verfigung.
Insgesamt wurden 37 stumme Mutationen, 20 Polymorphismen und 2
resistenzassoziierte Mutationen gefunden. Von den 20 Polymorphismen sind 6
bisher nicht beschrieben worden (L438M, E682K, G685S, D741N, I755F,
T1121M. E682K und G685S).
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