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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Wihrend der Behandlung der chronischen Hepatitis-B-Virus(HBV)-Infektion mit Nukleos(t)id-
Analoga, welche durch Hemmung der reversen Transkription die HBV-Replikation inhibieren,
kann bei den meisten Patienten eine Suppression der HBV-DNA im Serum unter die
Nachweisgrenze und damit eine Verringerung der Folgeschidden der HBV-Infektion erreicht
werden. Nach Beendigung der Behandlung kommt es jedoch meist zu einem Wiederanstieg der
HBV-Replikation, weshalb die Dauer der Behandlung undefiniert und fiir die meisten Patienten
wahrscheinlich lebenslang ist.

Bei einigen Patienten stellt sich allerdings wihrend der Langzeitbehandlung mit Nukleos(t)id-
Analoga eine immunologische Kontrolle ein, die eine Beendigung der Behandlung erlaubt. So
tritt bei etwa 50% der HBeAg-positiven Patienten unter Langzeittherapie mit Nukleos(t)id-
Analoga eine HBeAg-Serokonversion auf. Bei etwa 11% der HBeAg-positiven und bei sehr
wenigen HBeAg-negativen Patienten kommt es zum Verlust der Nachweisbarkeit des HBsAg.
Eine Vorhersage des HBsAg-Verlusts kann anhand der Kinetik des HBsAg unter Therapie
getroffen werden. Die Vorhersage der HBeAg-Serokonversionen wurde bislang anhand der
Serummarker HBV-DNA und HBsAg untersucht, ist bislang allerdings nicht zuverldssig
moglich. Die Vorhersage einer HBeAg-Serokonversion wiirde aber eine individuelle Planung der
Behandlung ermoglichen und wére auch fiir zukiinftige Therapieformen wichtig. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, den Zusammenhang zwischen HBV-RNA im Serum mit HBeAg-
Serokonversion wihrend einer Therapie mit Nukleos(t)id-Analoga zu untersuchen.

Dazu wurde eine RACE-basierte quantitative Real-Time-PCR zur Quantifizierung
polyadenylierter HBV-RNA (trunkierte, trRNA und Gesamtlingen-HBV-RNA, fIRNA) mit
hoher Sensitivitdt, Spezifitdit und Reproduzierbarkeit etabliert. AnschlieBend wurden die
Konzentrationen der HBV-RNA im Serum von 79 Patienten mit chronischer HBV-Infektion vor
sowie wihrend der antiviralen Behandlung mit Tenofovir (245 mg/ Tag) oder Lamivudin
(100 mg / Tag) beziiglich ihrer Assoziation mit HBeAg-Serokonversion untersucht. Die
Kinetiken von HBV-RNA, HBV-DNA und HBsAg unter Therapie sowie der Einfluss weiter
Marker wurden in einem multivariaten Modell beziiglich Threr Assoziation mit einer HBeAg-
Serokonversion verglichen.

Vor Therapiebeginn lagen die mittleren Serumkonzentrationen der HBV-trRNA: bzw.-fIRNA
bei 5,31 +2,18[0-8,48] bzw. 4,80+2,18[0-8,01] log;o Kopien/ml. Bereits nach 3-
monatiger Therapie zeigte sich eine starke Assoziation der Suppression der HBV-RNA und

anschlieBender serologischer Response (p<0,001). In der multivariaten Analyse war die
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Priadiktion der serologischen Response durch die Kinetik der HBV-RNA stérker als durch die
Kinetik der iibrigen Parameter. Die Receiver Operating Characteristic (ROC) — Kurve zeigte fiir
den Abfall der HBV-RNA von 1,0 log;o Kopien/ ml nach 3-monatiger Therapie eine hohe
Trennschéarfe (trRNA AUC = 0,85 und fIRNA: AUC = 0,73).

Die vorliegende Arbeit belegt somit als erste Studie den Wert der HBV-RNA im Serum fiir die

Vorhersage der HBeAg-Serokonversion unter Therapie mit Nukleo(s)tid-Analoga.



Abstract

Abstract

During antiviral treatment of chronic hepatitis B virus (HBV) infections with nucleo(s)tide
analogues, which inhibit the reverse transcription of HBV RNA, suppression of HBV DNA in
serum and a decrease of late sequel of the HBV infection can be achieved in the majority of
patients. After cessation of treatment most patients suffer a relapse in viral replication. Therefore,
the optimal treatment duration is undefined and will be lifelong for most patients.

However, some patients can achieve immunologic control over the HBV infection during long-
term treatment with nucleos(t)ide analogues, allowing a termination of treatment. Thus, 50% of
patients were described to achieve HBeAg seroconversion. HBsAg loss was observed in 11% of
HBeAg positive and in very few HBeAg negative patients. HBsAg loss can be predicted by
kinetics of HBsAg during treatment. Prediction of HBeAg seroconversion has been assessed
using the markers HBV DNA and HBsAg, however to date a reliable prediction is not available.
However, prediction of HBeAg seroconversion would be desirable for individualization of
antiviral treatment and also for the monitoring of future treatment approaches. Aim of this study
was to examine the association between serum levels of HBV RNA and the appearance of
HBeAg seroconversion during antiviral treatment with nucleos(t)ide analogues. For this, we
established a new RACE-based real-time PCR for the quantitative analysis of polyadenylated
HBV-RNA, truncated (trRNA) and full length (fIRNA) RNA with a high sensitivity, specificity
and reproducibility. Then, levels of circulating HBV-RNA (trRNA and fIRNA) in serial serum
samples from patients (n = 79) with chronic HBV infection who received antiviral treatment with
tenofovir (245mg/day) or lamivudine (100mg/day) were assessed for their association with
HBeAg seroconversion. Multivariate analyses of factors associated with HBeAg seroconversion
were carried out examining the kinetics of HBV RNA, HBV DNA and HBsAg as well as other
parameters. At baseline, high concentrations of HBV trRNA and fIRNA were measured (5,31 +
2,18 [0 — 8,48] logip copies / ml and 4,80 + 2,18 [0 — 8,01] logjo copies / ml). A significant
decline in mean HBV-RNA levels after 3 months of treatment was demonstrated among patients
who achieved HBeAg seroconversion (p<0.001). In the multivariate analysis, the highest
association with HBeAg seroconversion was shown for the kinetics of HBV trRNA and HBV
fIRNA levels during treatment. Receiver Operating Characteristic (ROC) curves indicated a
strong prediction of HBeAg seroconversion for suppression of HBV RNA of 1,0 log;o copies/ml
during antiviral treatment (trRNA: AUC = 0,85; fIRNA: AUC = 0,73).

As a result, our study is the first to show the value of serum HBV RNA for the prediction of

HBeAg seroconversion during antiviral treatment with nucleo(s)tide analogues.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung der Hepatitis-B-Virusinfektion

Die Hepatitis-B-Infektion (HBV) ist eine der Viruserkrankungen mit der grofiten globalen
Verbreitung. Jéhrlich sterben weltweit etwa 600000 Menschen an den Spétfolgen einer HBV-
Infektion wie Leberzirrhose oder hepatozellulirem Karzinom'. Die Privalenz der HBV-Infektion
ist in den verschiedenen Lidndern sehr unterschiedlich. Seit 1995 gibt die STIKO neben der
Empfehlung zur aktiven Immunisierung bestimmter Gruppen mit erh6htem Infektionsrisiko (z.B.
medizinisches Personal) auch die Empfehlung zur Impfung aller Kinder im Sduglings- und
Kindesalter heraus®. Aus diesem Grund ist in Deutschland und in anderen Lindern mit

Impfprogrammen gegen HBV die Rate der HBV-Neuinfektionen stark riicklaufig.

1.2 Infektionsverlauf und Klinik der Hepatitis-B-Virusinfektion

Die Inkubationszeit einer HBV-Infektion betrigt 30 bis 180 Tage’.

Es werden verschiedene Verlaufsformen der HBV-Infektion unterschieden:

Die akute HBV-Infektion heilt bei 80-90% der im Erwachsenenalter Infizierten innerhalb von
6 Monaten aus. Als Ausheilung bezeichnet man den Verlust der Nachweisbarkeit von HBsAg im
Serum. Bei Infektionen im Kindesalter bzw. bei Mutter-Kind-Infektionen sind ist die
Ausheilungsrate niedriger”.

Ist das Virus linger als 6 Monate nachweisbar, liegt eine chronische HBV-Infektion®,

Die chronische HBV-Infektion durchléuft in der Regel zunidchst ein hoch-replikatives Stadium
mit nachweisbarem HBeAg. Im spéteren Verlauf kommt es bei vielen Patienten zur HBeAg-
Serokonversion. AnschlieBend sind statt HBeAg anti-HBe-Antikérper nachweisbar, die
Krankheit verldauft hdufig asymptomatisch und Komplikationen werden seltener. Jahre bis
Jahrzehnte nach HBeAg-Serokonversion kann ein Verlust des HBsAg eintreten, eventuell mit
Nachweis von anti-HBs (HBsAg-Serokonversion). Man spricht (wie nach der akuten HBV-
Infektion) dann von einer klinischen Ausheilung. Hiervon zu unterscheiden ist die HBeAg-
negative HBV-Infektion, welche durch fehlende Nachweisbarkeit von HBeAg aufgrund von
Virusmutationen und ebenfalls fehlende Nachweisbarkeit von anti-HBe gekennzeichnet ist. Ein
HBsAg-Verlust tritt bei dieser Erkrankungsform sehr selten auf.

Auch nach HBsAg-Verlust/-Serokonversion verbleibt im Zellkern der Hepatozyten die Matritze
der HBV-Replikation, die HBV-cccDNA. Eine Reaktivierung (z.B. unter Immunsuppression) ist

auch nach vielen Jahrzehnten noch moglich®.
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Symptome im Stadium der Hepatitis sind als Zeichen der Leberzellzerstéorung u.a. Ikterus,
Dunkelfirbung des Urins, Entfairbung des Stuhls, Juckreiz und zudem eine palpable
LebervergroBerung’. Patienten mit chronischer Hepatitis B haben ferner ein erhdhtes Risiko zur
Entwicklung einer Leberzirrhose (20% der Patienten in 10 Jahren) und ein 100-fach hdheres
Risiko zur Entwicklung eines primdren Leberzellkarzinoms (15% der Zirrhosepatienten in
5 Jahren), auBerdem zur Entwicklung einer Panarteriits nodosa oder membranoproliferative
Glomerulonephritis®’. Ein entscheidender Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Leberzirrhose
ist die Viruslast (HBV-DNA)’.

Der niedrig virdmische, inaktive HBsAg-Tréigerstatus ist gekennzeichnet durch einen
langfristigen chronischen Verlauf der HBV-Infektion mit niedriger HBV-DNA im Serum sowie
HBeAg-negativen Status. Die Entwicklung einer Hepatitis B ist ebenfalls mdglich. Die
Entwicklung wird bei HBV-infizierten auch ohne das Vorliegen einer Zirrhose beobachtet, was

auf eine kanzerogene Wirkung der HBV-Infektion schlieen ldsst.

1.3 Taxonomie und Morphologie des Hepatitis-B-Virus

Das Hepatitis-B-Virus gehort zu der Familie der Hepadnaviridae. Der Name leitet sich vom
griechischen Wort ,.hepar fiir Leber und dem DNA-Genom des Virus ab. Die verschiedenen
Viren lassen sich zwei Genera zuordnen: Avihepadnaviren und Orthohepadnaviren, zu welchen
auch das humanpathogene HBV gehort. Aus der phylogenetischen Stammbaumanalyse
resultieren acht humanpathogene Genotypen, A bis H, die aufgrund von Abweichungen von
mehr als 8% des Gesamtgenoms definiert werden und die sich hinsichtlich des klinischen
Infektionsverlaufes und der geografischen Verbreitung unterscheiden®”.

Das HBYV ist ein behiilltes, relativ groBes Virus von etwa 42 nm Durchmesser mit einem etwa
28 nm groBem Nukleokapsid (Abbildung 1). Das intakte Virion zeigt im
elektronenmikroskopischen Bild eine sphérische Form. Es wurde erstmals 1970 von Dane
abgebildet und wird daher auch als Dane-Partikel bezeichnet'’. Das Nukleokapsid besteht aus
dem Core-Protein (HBcAg) und beinhaltet die zirkuldre, teilweise doppelstringige DNA mit
einer Genomlidnge von etwa 3200 bp. Umhiillt ist das Virus von einer Membran, die aus
Membranbestandteilen der Wirtszelle und Oberflichenproteinen, HBs-Antigenen in den drei

GroBen L (large), M (middle) und S (small), besteht.
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Lipidhiille mit
Oberflachenproteinen HBsAg
bestehend aus den Komponenten:

S-HBsAg

M-HBsAg

_ L-HBsAg

HBcAg, Nukleokapsid

HBV-DNA, partiell
doppelstringig

Polymerase

Abb. 1 Struktur des Hepatitis-B-Virions. Schematische Darstellung.

1.4 Genomorganisation des Hepatitis-B-Virus

Die Organisation des HBV-Genoms und die resultierenden Genprodukte sind in Abbildung 2
dargestellt.

Die DNA des Hepatitis-B-Virus liegt zirkuldr und partiell doppelstrangig vor. Der Minusstrang
hat eine Linge von etwa 3200 bp®. An seinem 5’-Ende ist er iiber eine Phosphotyrosin-Briicke
mit der DNA-Polymerase verbunden. Die HBV-Polymerase ist ein multifunktionelles Enzym mit
vier Enzymaktivititen: DNA- und RNA-abhingige DNA-Polymerase, reverse Transkriptase und
RNAse H-Aktividt''. Der gegenliufige Plusstrang ist unvollstindig und misst 40 — 85% der
Gesamtlidnge des Genoms. An diesen 3’-Enden sind kurze RNA-Sequenzen als Primer kovalent

gebunden 2.

11
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Abb. 2 Die Genomorganisation des HBV (A) und die resultierenden Genprodukte (B),
modifiziert nach Seeger et al."

A Die beiden inneren Ringe kennzeichnen die DNA-Plus- und Minusstringe (+DNA, -DNA)
und die Blockfeile symbolisieren die vier offenen Leserahmen: Polymerase (Pol), X-Proteine, S-
Proteine, PC/Core-Protein. Die duBleren Ringe stehen fiir die viralen Transkripte.

B Die prigenomische RNA (pgRNA) ist unten dargestellt mit der Lage der vier ORFs. Die
Balken symbolisieren die translatierten und modifizierten Proteine. Enhancer (EN),

Posttranskriptional regulatorisches Element (PRE), Direct Repeat (DR).

Die Genomorganisation ist aufgrund der kurzen Genomlénge relativ kompakt.
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So besitzt das HBV vier iiberlappende offene Leserahmen (ORF) mit je einem Promotor, zwei
Enhancerelementen zur Regulation der Transkription, ein Polyadenylierungssignal, ein
funktionelles Polyadenylierungssignal und weitere Signale zur Regulation der Replikation .

Es existieren demnach vier bekannte Gene, deren DNA-Sequenzen sich teilweise iiberlappen

(Tabelle 1):

Tab. 1 Gene und Proteine des Hepatitis-B-Virus

Gen Protein / Funktion
S-Gen Oberflachenproteine L, M und S
NG Nukleokapsidprotein (HBcAg)
Pricoreprotein (sezerniertes HBeAg)
P-Protein (DNA- bzw. RNA-abhingige DNA-Polymerase,
P-Gen reverse Transkriptase, RNAse H)
X-Gen X-Protein (HBxAg)

Das X-Protein ist wahrscheinlich ein multifunktionales Protein, das an der Regulation zellulérer
Signaltransduktionswege, Zellzyklusprozesse, DNA-Reparaturmechanismen, Apoptose und

Genstabilisierung eine wichtige Rolle spielt'>'°.

1.5 Replikation des Hepatitis-B-Virus

Der Lebenszyklus des HBV ist in Abbildung 3 dargestellt. Zur Sicherung der Erbinformation des
HBYV wird der Plusstrang der partiell doppelstrdngigen DNA mit Hilfe der viralen Polymerase
komplettiert und der DNA-Ring unter Bildung der cccDNA kovalent geschlossen'’. Die
cccDNA liegt als Minichromosom frei im Nukleoplasma vor. Nur selten wird ein Teil der HBV-
DNA im Zellkern der Wirtszelle, des Hepatozyten, ins Wirtsgenom integriert'®.

Die =zellulire RNA-Polymerase II katalysiert die virale Transkription, wobei vier
Haupttranskripte entstehen. Nach Aktivierung des gemeinsamen Polyadenylierungssignals
TATAAA an Position 1916-1921 nt enden alle viralen RNAs an gleicher Stelle'™. Zu den
resultierenden RNAs zédhlt die etwa 3,5 kb lange prigenomische RNA (pgRNA), welche
einerseits als Matrize fiir die Synthese des HBcAg und der viralen Polymerase und andererseits
als Matrize zur Replikation des HBV-Genoms dient*'**. Die messenger RNAs (mRNAs) von
2,1 - 2,4 kb Lénge entstehen durch Transkription des S-Gens und dienen der Synthese der grof3en,
mittleren und kleinen Oberflichenproteine (HBsAg). Das kleinste Transkript von 0,7 kb dient
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der Synthese des X-Proteins'’. Unter bis heute noch nicht geklirten Bedingungen wird ein
funktionelles Polyadenylierungssignal der Sequenz CATAAA an Position 1788-1793 nt aktiv,
sodass verkiirzte Transkripte entstehen'®. Die Synthese der Proteine findet dann im Zytoplasma
statt. Die Oberfldchenproteine werden in das raue endoplasmatische Retikulum (rER) inseriert
und konnen auch autonom subvirale Partikel bilden. Im Zytoplasma lagern sich das Coreprotein,
der virale Promoter und die pgRNA durch ,,self-assembly* zu einem Nukleokapsid zusammen.
Kurz vor und nach der Zusammenlagerung wird pgRNA in cDNA umgeschrieben und es findet
die DNA-Plusstrang-Synthese statt”. Ein Teil der reifen Kapside verschmilzt mit den
Hiillproteinen am rER, sodass Virionen entstehen, welche an die Zelloberfliche transportiert und
sezerniert werden. Der andere Teil der Kapside wird fiir die Synthese zusitzlicher cccDNA in

den Zellkern reimportiert.

Cytoplasm

Ly Pre-genomic
a5 anomic /‘ RNA (3.5 kb)
and gencimic

mMANA AN

“POL avVaval
FAVAVAN

cccDNA NI
synthesis MANA
transcription

Generation of
miNchromosome
Nucleus

Abb. 3 Der Lebenszyklus des HBV aus Rehermann et al.**

1.6 Pathogenese der Hepatitis-B-Virusinfektion

Das Hepatitis-B-Virus ist nicht zytopathisch, sondern die Immunantwort des Infizierten fithrt zur
Erkrankung®. Die infizierte Zelle prisentiert an ihrer Zelloberfliche Virus-Proteine, woraufhin
vorwiegend zytotoxische CD8"-T-Lymphozyten daraufhin Zytokin-vermittelte Inmunreaktionen
und die Zytolyse dieser Zelle induzieren™.

Der Verlauf der HBV-Infektion, Persistenz oder Ausheilung, wird durch die Immunantwort
bestimmt.

Die infizierten Zellen produzieren Interferon-a (IFN-a), das sowohl in der selben als auch in

benachbarten Zellen zur Expression verschiedener IFN-a-regulierter Gene fiihrt, sodass die
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Virusreplikation gehemmt und Virus-DNA zerstort wird™. Ferner werden so verschiedene Zellen
des angeborenen Immunsystems wie NK-Zellen aktiviert. Die Virusantigene fithren weiter zur
Aktivierung der dendritischen Zellen, welche in regionale Lymphknoten wandern, um dort iiber
MHC-II diese Virusantigene zu prasentieren und so die T-Helfer-Zellen, die zytotoxischen T-
Zellen und B-Zellen zu stimulieren. Die aktivierten B-Zellen bilden Antikdrper vorrangig gegen
die Proteine HBcAg und HBeAg. Diese Immunglobuline sollen freie Viren binden, damit diese
iber Ig-spezifische Rezeptoren von Makrophagen und dendritischen Zellen aufgenommen und
phagozytiert werden konnen.

Zudem wird durch die Antikorper, die an der Zelloberflache exprimierter Viruspartikel gebunden
haben, das Komplementsystem aktiviert, was wiederum zur Lyse infizierter Zelle fiihrt. Die
humorale spielt gegeniiber der zelluldiren Immunantwort beziiglich der Ausheilung der HBV-
Infektion eher eine untergeordnete Rolle *’.

Bei einer starken T-Zell-Antwort kann es zur vollstindigen Viruselimination und Ausheilung
kommen. Bei einer schwachen T-Zellantwort hingegen wird durch ineffektive Hemmung der
Virusvermehrung die Persistenz des Virus bedingt. Aufgrund der weitgehenden Unreife des
frithkindlichen Immunsystems, persistiert das Virus in 90% der Infektionen im Kindesalter.

Der Angriff infizierter Zellen im Rahmen der Immunantwort fithrt zu einer Entziindung der
Leber, der Hepatitis. Histopathologische Korrelate sind periportale Nekrosen mit monozytéren
Infiltraten und beim chronischen Krankheitsverlauf fibrotische bzw. zirrhotische
Umbauvorginge™. Neuere Veroffentlichungen zeigen, dass auch extrahepatische Zellen wie zum

Beispiel Monozyten oder Knochenmarkszellen von HBV infiziert werden® ',

1.7 Serummarker der Hepatitis-B-Virusinfektion

Im Folgenden werden die virologischen Parameter und deren Bedeutung fiir die Diagnostik
dargestellt. Bisher etablierte Marker sind die HBV-DNA, die Virusproteine HBsAg, HBeAg
sowie die Antikorper anti-HBs, anti-HBe und anti-HBc. Ein weiterer Marker konnte die HBV-

RNA im Serum sein, dessen Untersuchung Ziel dieser Arbeit ist.

1.7.1 HBV-DNA

Die HBV-DNA ist der wichtigste Marker fiir die Einschédtzung der Kontagiositit des Patienten
und fiir das Therapiemonitoring einer chronischen Hepatitis B. Der quantitative Nachweis von
HBV-DNA kann durch verschiedene Testmethoden, wie ein Hybridisierungsassay oder eine
PCR, erfolgen. Die Hohe der HBV-DNA im Serum unbehandelter Patienten ist zudem der

wichtigste prognostische Faktor fiir den Krankheitsverlauf. So konnte gezeigt werden, dass eine
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lineare Korrelation zwischen der Hohe der HBV-DNA und der Wahrscheinlichkeit der

Entwicklung einer Leberzirrhose bzw. eines HCCs besteht’.

1.7.2 Hepatitis-B-Surface-Antigen

Das Oberflachenprotein Hepatitis-B-Surface-Antigen (HBsAg), das sich aus den Proteinen L, M
und S zusammensetzt, ist bereits 1 - 10 Wochen nach Infektion nachweisbar und damit ebenfalls
Ausdruck fiir die Kontagiositit. Allein der qualitative Nachweis geniigt fiir die HBV-Diagnose
und potentielle Infektiositdt. Es kann auch ein quantitativer HBsAg-Wert ermittelt werden. Ein
hoher HBsAg-Titer wird als negativer priadiktiver Wert beziiglich des Therapieansprechens
angesechen’. Wird das HBsAg unter Therapie unter die Nachweisgrenze supprimiert oder tritt
gar eine Serokonversion von HBsAg zu anti-HBs auf, kann von einer klinischen Ausheilung der
HBV-Infektion gesprochen werden. Im Zellkern der Hepatozyten bleibt jedoch lebenslang die
HBV cccDNA erhalten®.

1.7.3 Anti-HBs-Antikorper

Der Nachweis von Anti-HBs-Antikorper (anti-HBs) im Verlauf einer HBV-Infektion ist
Ergebnis einer HBs-Serokonversion und zeigt als wichtigster Parameter die Eliminierung
(Ausheilung) der HBV-Infektion an. Dariiber hinaus ist der Antikorpertiter Ausdruck einer

Immunantwort auf eine erfolgreiche HBV-Impfung.

1.7.4 Hepatitis-B-E-Antigen

Das Hepatitis-B-E-Antigen (HBeAg) stellt die proteolytisch verkiirzte und damit 16sliche Form
des Core-Proteins (HBcAg) dar. Der Nachweis von HBeAg im Serum spricht fiir eine hohe
Virusreplikationsrate. Damit verbunden ist eine hohe Kontagiositit und die erhdhte

Wahrscheinlichkeit der Entwicklung eines chronischen HBV-Infektion®.

1.7.5 Anti-HBe-Antikorper

Die Bildung von Anti-HBe-Antikorper (anti-HBe) tritt in 2 — 10% der Félle spontan auf und ist
zum anderen eines der Erfolgsparameter unter Therapie’. Die HBe-Ag-Serokonversion ist ein
Endpunkt der antiviralen Behandlung und wird in Abhingigkeit vom Therapeutikum,
Erkrankungsalter und der Therapiedauer in 10 — 45% der Behandlungen erreicht”.

1.7.6 Anti-HBc-Antikorper

Antikorper gegen HBcAg sind bei jedem Patienten mit einer frischen und oder ausgeheilten

HBV-Infektion nachweisbar: In der akuten Phase finde man hohe Titer des anti-HBc-IgM,
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welche nach 6 Monaten wieder abfallen. Im chronischen Verlauf oder auch nach ausgeheilter
Infektion ist anti-HBc-IgG nachweisbar.
Die Tabelle 2 und Abbildung 4 geben die entsprechenden Parameterkonstellationen und die

zeitlichen Verldufe der akuten und chronischen HBV-Infektion wieder.

Tab. 2 Virologische Parameter der Hepatitis B.
Bei der Angabe ,,+* (positiv) ist der jeweilige Parameter im Serum nachweisbar, analog bei ,,-,,

(negativ) nicht. Bei HBeAg-positiven Triagern ist antiHBe in der Regel negativ und umgekehrt.

HBV- anti- anti-
HBsAg | anti-HBs | HBeAg | anti-HBe
DNA HBcIgM HBcIgG
Akute Hepatitis + + - +/(-) - + +
Chron. | Immunaktiv + + - +/- * -+ * - +
Hepa- Inaktiver
" - + - - + - +
titis: HBs-Triger
Z. n. Hepatitis B - - + - -/(+) - +
Z.n. HBV-Impfung - - + - - - -
HBV DNA
-~ HBeAg
g °Ag
2 Anti-HBs
r}E ~~ HBsAg
= Anti-HBe
E - Anti-HBe
3 5 — ALT
4 6 3 10
A Wochen seit Exposition Jahre seit Exposition
— HBV DNA
g — HBeAg
g Anti-HBs
‘m: - HBsAg
E Anti-HBc
% — Anti-HBe
B Y i
6 8 >10
B Wochen seit Exposition Jahre seit Exposition

Abb. 4 Serologischer Verlauf der Marker der HBV-Infektionen,

A Akute Infektion, B Chronische Infektion, modifiziert nach Vernazza®*.

mn
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1.7.7 HBV-RNA als neuer Serummarker

Die Arbeitsgruppe um Hilger verdffentlichte 1991 den Nachweis von HBV-mRNA-Formen aus
Leberbiopsaten von Patienten mit HCC auf Grundlage einer chronischen HBV-Infektion.

Die mRNA im Allgemeinen enthdlt am 3'-Ende einen Poly(A)-Schwanz, der aus
30 - 200 Adenin-Nukleotide besteht, der die mRNA vor einem enzymatischen Abbau schiitzt
und den Export der mRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma erleichtert. Zur Aktivierung der
Polyadenylierung TATAAA an Position 1789 nt bedarf es eines Signals, das fiir alle mRNAs des
HBYV an derselben Stelle liegt. Schutz et al. beschrieben ein zweites Polyadenylierungssignal mit
dem Motiv CATAAA an Position 1661 nt, dessen Aktivierung zu am 3‘-Ende verkiirzten
mRNAs fithrt”.

Hilger und Mitarbeitern gelang erstmals der Nachweis eines verkiirzten HBV-Transkripts,
welches sie truncated (,,trunkierte) RNA (trRNA) nannten'*>. Die nach Aktivierung des
bekannten Polyadenylierungssignals entstehende Gesamtlingen-HBV-RNA wurde als full-
length (,,Gesamtldngen-“) RNA (fIRNA) bezeichnet. Zur Detektion der HBV-mRNAs nutzten
sie oligo(dT)-Primer, die den Poly(A)-Schwanz gebunden haben. Die biologische Funktion
dieses verkiirzten HBV-RNA-Fragments ist bislang unklar.

Unvollstindige Viruspartikel, die HBV-RNA enthielten, konnten erstmals von Kock et al. (1996)
im Serum von infizierten Patienten nachgewiesen werden™.

In wenigen bisher veroffentlichten Arbeiten wurde die Nachweisbarkeit und zum Teil auch
Quantifizierung von HBV-RNA im Serum untersucht’”**,

Der Anstieg von HBV-RNA im Serum wéhrend einer antiviralen Behandlung mit Lamivudin
wurde als moglicher Pradiktor einer Lamivudinresistenz beschrieben®. Eine Assoziation von
HBV-RNA-Spiegeln mit Ansprechen auf eine antivirale Behandlung wurde bislang nicht

beschrieben.
1.8 Therapie der Hepatitis-B-Virusinfektion

1.8.1 Therapie der akuten HBV-Infektion

Akut verlaufende HBV-Infektionen weisen eine hohe Spontanheilungsrate (>90% der
Infektionen) auf, sodass keine Therapieindikation gegeben ist. Studien konnten keinen Vorteil
der antiviralen Behandlung zeigen. Eine Ausnahme bilden 0,1 — 0,5% der Félle mit fulminanter
Hepatitis B. Bei Anzeichen einer Lebersynthesestorung sollte eine orale antivirale Therapie mit

einem Nukleos(t)id-Analogon eingeleitet werden, um einem Leberversagen entgegenzuwirken®,

21
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1.8.2 Therapie der chronischen HBV-Infektion

GemailB der Leitlinien der deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten
(DGVS) zur HBV-Infektion sollten Patienten mit chronischer Hepatitis B therapiert werden,
wenn folgende Kriterien gegeben sind:*

* Virusreplikation von > 2000 IU/ml und

* wiederholt erhdhte Transaminasen (GPT bzw. ALT) oder Fibrose,

* erhohtes Risiko fiir die Ausbildung einer Leberzirrhose oder eines HCC.
Bei der Auswahl des Therapieschemas sind die Begleiterkrankungen des Patienten und das
Nebenwirkungsspektrum der Medikamente zu beriicksichtigen. Fiir die Behandlung der
Hepatitis B stehen Interferone sowie Nukleos(t)id-Analoga zur Verfiigung (Tabelle 3). Letztere
hemmen die reverse Transkriptaseaktivitdt der viralen DNA-Polymerase und damit die Synthese
des DNA-Plusstranges. Aufgrund ihrer guten Vertréglichkeit sind sie weltweit die am héaufigsten
eingesetzten Substanzen. Interferon-alpha wirkt iiber immunmodulatorische Effekte und ist mit

. . . . 626
teilweise starken Nebenwirkungen assoziiert™ .

Tab. 3 Zugelassene Medikamente zur Therapie der chronischen HBV (Stand 2011).

Wirkstoffgruppe Wirkstoff Handelsname
Interferon-apha-2a Roferon®
a-Interferone Interferon-alpha-2b Intron A®
Pegyliertes Interferon-alpha-2a Pegasys®
Lamivudin Zeffix®
Nukleosidanaloga Entecavir Baraclude®
Telbivudin Sebivo®
Adefovir dipivoxil Hepsera®
Nukleotidanaloga
Tenofovir Disoproxil Fumarat Viread®

Therapieziele sind*:

* die Reduktion der HBV-DNA unter die Nachweisgrenze eines hochsensitiven Assays
Durch den Einsatz von hochwirksamen Nukleos(t)id-Analoga (wie Entecavir oder
Tenofovir) kann dies bei fast allen Patienten in der Langzeittherapie erreicht werden.

* die dauerhafte HBe-Serokonversion (Verlust des HBeAg und Bildung von anti-HBe-
Antikorpern). Nach HBeAg-Serokonversion besteht bei den meisten Patienten eine

ausreichende immunologische Kontrolle der HBV-Replikation und die antivirale

7



Einleitung

Behandlung muss nicht mehr fortgefiihrt werden. Eine HBeAg-Serokonversion kann
unter Langzeittherapie mit Nukleos(t)id-Analoga bei bis zu 50% der Patienten erreicht
werden™.

* der Verlust des HBsAg oder die HBsAg-Serokonversion. Ein HBsAg-Verlust wird als
klinische Heilung der HBV-Infektion angesehen. Eine antivirale Behandlung ist nicht
mehr notwendig.

* die Normalisierung der Transaminasen, insbesondere der Alanintransaminase (ALT) und
eine Abnahme der entziindlichen Aktivitdt und des Fibrosestadiums. Langfristig soll so
die Entstehung einer Leberzirrhose, die Entwicklung eines hepatozelluldren Karzinoms,

die Notwendigkeit einer Lebertransplantation und der Tod verhindert werden.

Nukleos(t)id-Analoga verdrangen kompetitiv die natiirlichen Substrate der DNA-Synthese
(ANTPs) und fiihren bei der reversen Transkription der pragenomischen HBV-RNA zu einem
Abbruch der DNA-Kette. Aufgrund ihrer guten Vertréglichkeit konnen diese iiber viele Jahre
eingenommen werden.

In einer Studie von Marcellin et al. von 2008 erreichten unter Tenofovir-(TDF-)Therapie
76 - 83% der HBeAg-positiven Patienten mit chronischer HBV-Infektion eine Reduktion der
zirkulierenden HBV-DNA unter 400 Kopien/nl. Allerdings erreichten nur 23% der HBeAg-
positiven Patienten eine HBeAg-Serokonversion erreichen und eine HBsAg-Serokonversion
wurde nur bei 3,2% der Patienten beobachtet. Durch die Therapie mit TDF konnte bei 93 - 97%
der HBeAg-negative Patienten die Suppression der HBV-DNA und die Nachweisgrenze
beobachtet werden, allerdings zeigte sich bei keinem der Patienten eine HBsAg-
Serokonversion®’. Bei Patienten unter Therapie mit Nukleos(t)id-Analoga hingegen konnte nur
ein Abfall des HBsAg im Serum bei sehr wenigen (etwa 10%) HBeAg-positiven Patienten

gezeigt werden®.

1.8.3 Griinde fiir das fehlende Therapieansprechen bei Patienten mit chronischer

HBV-Infektion

Zeigt sich drei Monate nach Einleitung der antiviralen Therapie kein oder nur ein geringer Abfall
der HBV-DNA (weniger als Zehntel der Viruslast vor Therapie), spricht man von einem
primdren Therapieversagen.

Folgt einem initialen Abfall der HB-Viruslast unter Nukleos(t)id-Analoga-Therapie ein Anstieg
der HBV-DNA um mehr als ein Zehntel (>1 logjo), besteht der Verdacht auf die Entwicklung

einer HBV-Resistenz gegen die verwendete Substanz®. Unter Ausschluss mangelnder

0203
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Patientencompliance ist die Ursache dessen meist eine Resistenzentwicklung des Virus
gegeniiber dem Medikament. Unter Behandlung mit Lamivudin kommt es bereits nach einem
Jahr bei 15 -23% der Patienten zur Entstehung von Resistenz-assoziierten Mutationen. Nach
5 Jahren Therapie liegt die Resistenzrate bereits bei 65%". Auch fiir die anderen Nukleos(t)id-
Analoga haben Studien klinische Resistenzentwicklungen bei steigender Therapiedauer mit
virologischem Durchbruch gezeigt. Eine Ausnahme stellt bisher das seit 2008 zur Therapie der

chronischen Hepatitis B zugelassene TDF dar.

1.8.4 Offener medizinischer Bedarf in der Behandlung chronischer HBV-
Infektionen mit Nukleos(t)id-Analoga

Patienten mit chronischer HBV-Infektion erhalten in der Regel eine antivirale Therapie mit
hochwirksamen Nukleos(t)id-Analoga, unter der bei fast allen Patienten ein starker Abfall der
HBV-DNA bis unter die Testnachweisgrenze erreicht werden kann™,

Die Synthese der pgRNA, die Transkription der RNA von der cccDNA und die Translation der
viralen Proteine werden nur gering von den Nukleos(t)id-Analoga beeinflusst®. Das erklirt z.B.
hohe HBsAg-Konzentrationen im Serum unter Therapie trotz starkem Abfall der Viruslast unter
antiviraler Therapie.

Immunologische Kontrolle der Erkrankung durch HBeAg- / HBsAg-Serokonversionen wird
jedoch nur von einer bestimmten Subgruppe von HBeAg-positiven Patienten erreicht und l4sst
sich nicht sicher vorhersagen, sodass die Behandlungsdauer fiir alle Patienten zunéchst
unbestimmt und im Zweifel lebenslang ist.

Die fehlende Vorhersage der Therapiedauer ist ein Grund dafiir, dass von einer Behandlung vor
allem junger Patienten oft abgesehen wird®. Auch fiir experimentelle Therapieansitze (z.B. die
Kombination von Nukelos(t)id-analoga und pegyliertem Interferon-alpha-2a), die auf eine
Erhohung der Rate des immunologischen Ansprechens abzielen und die in der Zukunft auch fiir
HBeAg-negative Patienten hohere Raten von serologischem Ansprechen bewirken kdnnten, gibt
es bislang keine etablierten frilhen Response-Marker. Ferner konnte die Vorhersage einer
serologischen Response und somit einer definierten Behandlungsdauer generell die Compliance

der Patienten stirken um die Therapieziel zu erreichen.

N



Einleitung

2 Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll die Assoziation von HBV-RNA im Serum mit serologischem
Ansprechen bei Patienten mit chronischer HBV-Infektion untersucht werden, die bereits ein
virologisches Ansprechen unter einer laufenden Behandlung mit Nukleos(t)id-Analoga gezeigt
haben. Da unter antiviraler Behandlung mit aktuell verfiigbaren Nukleos(t)id-Analoga nahezu
alle Patienten ein virologisches Ansprechen im Sinne einer kompletten Suppression der HBV-
DNA unter die Nachweisgrenze erreichen, aber ein HBsAg-Verlust bzw. eine HBsAg-
Serokonversion sehr selten sind, wird zur Vorhersage vom serologischen Ansprechen die
HBeAg-Serokonversion als Endpunkt gewihlt. Auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen
dem Vorhandensein von HBeAg und der Hohe der HBV-RNA wurde bereits in der Arbeit von
Su et al., 2001, hingewiesen3 7
Zur Untersuchung der dieser Arbeit zugrunde liegenden Fragestellung sollte:
1. ein sensitiver Assay zum selektiven Nachweis von HBV-RNA im Serum etabliert werden,
2. HBV-RNA aus sequentiellen Serumproben eines gut charakterisiertes Patientenkollektivs
analysiert werden und
3. eine statistische Bewertung der HBV-RNA sowie anderer Marker beziiglich ihrer

Assoziation mit dem serologischen Therapieansprechen durchgefiihrt werden.

7K
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3 Material und Methoden

3.1 Gerdte und Verbrauchsmaterialien

Lightcycler 1.5 und 2.0, Software Version 3.5 (Roche)

20 pl-Glaskapillaren fiir Lightcycler (Roche)
Lightcycler-Karussell (Roche)

Lightcycler-Zentrifuge (Roche)

Thermocycler Mastercycler (Eppendorf)

FlexCycler (Analytikjena)

0,2 ml; 0,5ml- und 1,5 ml-Reaktionsgefidf3e (Sarstaedt)
Tischzentrifuge (Eppendorf)

Horizontales Agarosegel-Elektrophoresesystem (Wealtec Europe)
Geldokumentationssystem (Biometra)

Pipetten + Filterspitzen (Eppendorf, Sarstaedt)

Brutschrank (Heraeus)

Heizblock (Techne)

Brunswickschiittler (New Brunswick Scientific)
Kapillarsequenzer 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
Nano Drop 2000 (Thermo Scientific)

pH-Meter

Riihrer

Autoklav

Agarplatten

A
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3.2 Reagenzien

3.2.1 Allgemein verwendete Chemikalien

Tab. 4 Verwendete Chemikalien.

Katalog-
Chemikalie Firma Verwendungszweck
nummer
Ethanol, absolute Mallinckrodt | 3406.5000 Losungsmittel fiir
Baker Nukleinsdurepriparation
EDTA, 500 mM ICN 800682 Komplexbilder zum Abstoppen
Biomedicals des DNase-Reaktion

Ammoniumacetat, 5 M Carl Roth 7869.1

RNA-Fillung

Glycogen Roche 10901393001

RNA-Fillung

Nuclease-Free Water Promega P1193

Verdiinnung

3.2.2 Reagenzien und Herstellung verwendeter Puffer und Nihrmedien

Tab. 5 Ubersicht der Puffer und Ndhrmedien.

Puffer / Nahrmedium Zusammensetzung

10 X TBE-Pufter (pH 8,0)

108 g Tris-Base

55 g Borsdure

20ml 1 M EDTA,

ad 1000 ml mit H,O auffiillen

A-TE-Puffer

10 pg/ml A-DNA

LB-Agar-Ampicillin-Platten mit

Ampicillin und X-Gal

10 g NaCl

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

15 g Agar

ad 1000 ml mit H,O auffiillen
Riithren und Autoklavieren

2,0 ml Ampicillin

1,25 ml X-Gal

Platten gieen und erkalten lassen

SOC-Medium

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

10 ml 0,25 M KClI

10ml 1 M MgCl,

20 ml 1M Glucose

ad 1000 ml mit H,O auffiillen

mit NaOH pH 7,0 einstellen und autoklavieren

7
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Die Chemikalien stammten von den Firmen Carl Roth, MP Biomedicals, Biochrom AG, Becton

Dickinson GmbH und JT Baker.

3.2.3 Reagenzien fiir molekularbiologische Methoden

Tab. 6 Ubersicht der Reagenzien fiir Nukleinsdurepriparation, -analyse und -amplifikation.

Kit / Enzym Firma Katalognummer Verwendungszweck

High Pure Viral Nucleic Roche 11 858 874 001 Priparation von

Acid Kit Nukleinsduren

RNA, 16 S- and 23 S- Roche 10206938001 Préparation von

ribosomal from E. coli Nukleinsduren

MREG600

NucleoSpin® Plasmid Mini | Macherey- 740615.50 Priparation von

Prep Nagel Plasmiden

New NucleoBond® Xtra Macherey- 740410.100 Priparation von

Midi Nagel Plasmiden

MiniElute Gel Extraction Qiagen 28606 Aufreinigung von

Kit fiir Gelextraktion DNA-Fragmenten aus
Agarosegel

Turbo' " DNase (2 U/ul) Ambion AM2238 DNA-Abbau

RiboPure™-Blood Kit Ambion AM1928 Aufreinigung von RNA
aus Blut

StrataClone PCR Cloning Stratagene 240205 Klonierung von PCR-

Kit Produkten

StrataClone SoloPack Stratagene 200185-41 Kompetente E. coli fiir

Competent Cells Transformation
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Kit / Enzym Firma Katalognummer Verwendungszweck
EcoRI (10 U/ul) und Puffer | Fermentas ER0271 DNARestriktions-
(10 x) B12 endonuklease fiir
DNA-Spaltung
SuperScript™ III Reverse Invitrogen 18080-085 RNA-abhéngige DNA-
Transcriptase Polymerase fiir reverse
Transkription
GeneAmp® (10 mM) ANTP | Applied N8080260 Desoxyribonukleotid-
Mix Blend Biosystems triphosphat-Mix fiir
DNA-Synthese (RT-
Reaktion, PCR)
Primer Random (p(dN)g; Applied 11034731001 Zufallsprimer-Mix
“random Primer”) Biosystems (Hexanukleotidtri-
phosphate) fiir RT-
Reaktion
GeneAmp® (12,5mM) Applied N8080270 Desoxyribonukleotidtri
dNTP Blend with dUTP Biosystems phosphat-Mix fiir
DNA-Synthese (PCR
mit UDG-Option)
Protector RN Ase Inhibitor Roche 03335402001 Hemmung von RNasen
Lightcycler Fast Start DNA | Roche 03 515567 001 5 X Reaktionsmix fiir
Master P HybProbe PCR im Lightcycler
AmpliTaq Gold DNA Applied N8080153 DNA Polymerase fiir
Polymerase mit Puffer II Biosystems PCR am Blockcycler
6 X DNA Loading Dye Fermentas R1151 Probenauftragungs-
Solution puffer fiir Agarosegel-
Elektrophorese
GeneRuler™ 100bp DNA Fermentas SM0241 DNA-Léngenmarker

Ladder

fiir Agarosegel-
Elektrophorese
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Kit / Enzym Firma Katalognummer Verwendungszweck
GoldView II Solarbio TEN129038 Farbstoff fiir
Anfarbung von DNA
im Agarosegel
ABI PRISM BigDye® Applied 4337450 Reaktionsmix fiir
Terminator v1.1 Cycle Biosystems Sequenzierungs-
Sequencing Kit reaktion
Hi-Di"-Formamide (Highly | Applied 4311320 DNA-Ldsungsmittel
deionized) Biosystems fiir Sequenzierung

3.3 Primer und Sonden

2.3.1 Primer

Tab. 7 Ubersicht der Primer.

Name Oligonukleotid-Sequenz (5° — 3°) Funktion
PxTltr (dT),GDT GGT G Spezifische reverse Transkription
und PCR der trRNA™
PxT2tr GAG ACT CGA CTC CAC AAC CA | Spezifische reverse Transkription
(dT);7GDT GGT G der trRNA, Primerbindungsregion in
PCR mit trcDNA
PxT3tr GAG ACT CGA CTC CAC AAC CA | Optimierte spezifische reverse
(dT);7GDT GGT GMR CAG AC Transkription der trRNA;
Primerbindungsregion in PCR mit
trcDNA
Pxtrs GAG ACT CGA CTC CAC AAC CA | PCR mit trcDNA
Pxtras CCG ACCTTG AGG CMT ACT TC | PCR mit trcDNA
PxT2fl ACC ACG CTA TCG CTA CTC AC | Spezifische reverse Transkription

(dT)1,GWA GCT C

der fIRNA, Primerbindungsregion in
PCR mit flcDNA
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Name Oligonukleotid-Sequenz (5’ — 3’) Funktion

Pxfls ACC ACG CTA TCG CTA CTC AC | PCR mit flcDNA

Pxflas CAA CTT TTT CAC CTC TGC CTA | PCR mit flcDNA

PxICtrs GAG ACT CGA CTC CAC AAC CA | PCR zur Herstellung der trIC
AAG CCT CAATAA AGC TTG CCT
TGA

PxICtras CCG ACCTTG AGG CMT ACT TC | PCR zur Herstellung der trIC
GTT CGG GCG CCA CTG CTA G

PxICfls ACC ACG CTA TCG CTA CTC AC | PCR zur Herstellung der flIC
AAG CCT CAATAA AGC TTG CCT
TGA

PxICflas CTT TTT CAC CTC TGC CTA GTT | PCR zur Herstellung der flIC

CGG GCG CCACTGCTAG

M13 Reverse

GGA AAC AGCTAT GACCATG

Sequenzierung der klonierten ICs

primer und PKs

M13-20 Primer | GTA AAA CGA CGG CCA GT Sequenzierung der klonierten ICs
und PKs

2.3.2 Hydrolysesonden

Tab. 8 Ubersichten iiber die verwendeten Hydrolysesonden

Name Oligonukleotid-Sequenz (5° — 3°) Funktion

F5B3-xtr FAM-5’-CAG ACC AAT TTA TGC CTA Detektion der trcDNA
CAG CCT CC-BHQ-1

S5FB3-xfl FAM-5-CAT GTC CYA CTG TTC AAG Detektion der flcDNA
CCT CCA AG-BHQ-1

A IC-Sonde DYXL-5°-ACC TTA CCG AAA TCG GTA Detektion der IC

CGG ATA CCG C-3’-BHQ-2
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3.4 Plasmide

Die Plasmide pSC trPK, pSC fIPK sowie pSC trIC und pSC flIC wurden durch Klonieren von
spezifischen Sequenzen in den Vektor pSC-A amp/kan (4270 bp; StrataClone PCR Cloning Kit,
Stratagene) hergestellt.

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Praparation der Nukleinsiuren aus Serum

Die viralen Nukleinsduren wurden mit High Pure Viral Nucleic Acid Kit nach Angaben des
Herstellers aus je 200 ul Serumproben isoliert. Anstelle der im Kit enthaltenen poly(A)-RNA
wurden 4,0 ul 16 S- und 23 S-ribosomale RNA in einer Konzentration von 80 ug/ ml Probe
eingesetzt, um eine Hybridisierung der Primer mit Oligo(dT)-Sequenz an freie pol(A)-RNA
auszuschlieBen. Auflerdem wurde nach der Zelllyse jeweils eine interne DNA-Kontrolle

zugesetzt, sodass je eine Zielkonzentration von 100 Kopien pro PCR-Ansatz erreicht wurde.

3.5.2 Isolierung von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel

Zur Analyse bestimmter DNA-Fragmente nach Auftrennung im Agarosegel (Abschnitt 3.5.7)
wurden diese mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA wurde

mit dem MinElute Gel Extraction Kit nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.5.3 Herstellung DNA-freier RNA-Proben

Unter Einsatz der Turbo DNase wurden DNA-freie Proben erzielt. Zu 40 pl der DNA-RNA-
Losung wurden 2 ul Turbo-DNase und 4 pl DNase-Puffer gegeben. Die Inkubation des Ansatzes
erfolgte bei 37 °C fiir 30 min. Um die Reaktion zu stoppen wurde nach Zusatz von 1,3 ul EDTA
(500 mM) der Reaktionsansatz 10 min bei 75 °C im Heizblock inkubiert. Die Aufreinigung der
im Reaktionsansatz enthaltenen RNA erfolgte anschlieBend mit dem RiboPure™-Blood Kit.
Hierfiir wurden 20 ul RNA-haltige Losung mit 80 ul ,,Elution buffer”, 350 ul ,,Binding
solution* und 250 pl Ethanol (absolut) versetzt. Das Gemisch wurde auf ein Reinigungssdulchen
gegeben und bei 13000 U / min fiir 10 Sekunden zentrifugiert. Die Ablosung der RNA von der
Séule erfolgte mit 100 pl ,,Elution buffer und Zentrifugation bei 13000 U / min fiir 30 Sekunden.

3.5.4 Féllung der RNA

Zur Konzentrierung von isolierter RNA wurde diese gefillt. Hierzu wurden 100 pl der RNA-
Losung mit 10 pl Ammoniumacetat (5 M), 2 pl Glycogen und 250 pl Ethanol (absolut) versetzt
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und fiir 30 min bei -80 °C gelagert. AnschlieBend wurde die Losung 15 min bei 12.000 U / min
zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde mit 70%-igem Ethanol gewaschen und in 10 pl

Nuclease-Free Water gelost.
3.5.5 Reverse Transkription

3.5.5.1 Reverse Transkription mit Random Primern

Die Umschreibung der RNA in cDNA unter Verwendung von Zufallsprimern erfolgte im Flex-
Cycler unter folgenden Bedingungen™:

Tab. 9 Zusammensetzung des 20 pl-RT-Reaktionsansatzes mit Random Primern.
Konzentration im

Reagenz Volumen Reaktionsansatz
Nuclease-Free Water 1,0 ul -
5 X RT-Puffer 4,0 ul 1 X
DTT (0,1 M) 1,0 pl 5,0 mM
10mM dNTP Mix (je 2,5 mM) 1,0 ul 0,5 mM
RNase Inhibitor (40 U/ul) 1,0 ul 40,0 U
SuperScript 111 (200 U/ul) RT 1,0 ul 200,0 U
Random Primer (600 ng/ul) 1,0 ul 30,0 mM
RNA 10,0 ul

Tab. 10 Protokoll fiir RT-Reaktion im Flex-Cycler.
Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Primer Annealing 25 °C 5 min
Reverse Transkription 50 °C 35 min
Inaktivierung der SuperScript I11 96 °C 2 min
Kiihlung 4,0°C 0

3.5.5.2 Reverse Transkription mit spezifischen Primern

Um einen DNA-Verdau zu vermeiden, wurde eine RACE-PCR zur Amplifikation der HBV-
RNA-Formen entwickelt™'.

Die gezielten Umschreibungen wurden mit spezifischen oligo(dT)-Primern durchgefiihrt (PxT1tr,
PxT2tr oder PxT3tr bzw. PxT1{l und PxT211).

Die Entwicklung der Primer ist Teil der Ergebnisse und unter 3.2.2 dargestellt. An dieser Stelle
werden die Standardzusammensetzung des Ansatzes und das Protokoll der RT aufgefiihrt.

Die isolierte RNA wurde hierflir mit Primern fiir 5 min bei 65 °C im Heizblock inkubiert und
dann sofort auf FEis gelagert um Sekundirstrukturen aufzuheben. Das Pipettieren des
vollstdndigen RT-Reaktionsansatzes erfolgte anschlieBend ebenfalls auf Eis. Die Umschreibung

fand im Thermocycler Mastercycler unter folgenden Bedingungen statt:
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Tab. 11 Zusammensetzung des 20 pl-RT-Reaktionsansatzes mit spezifischen Primern.

Konzentration im

Reagenz Volumen Reaktionsansatz
Nuclease-Free Water 1,0 pl
5 X RT-Puffer 4,0 ul 1 X
DTT (0,1 M) 1,0 ul 5,0 mM
10mM dNTP Mix (je 2,5 mM) 1,0 ul 0,5 mM
RNase Inhibitor (40 U/ul) 1,0 ul 40,0 U
SuperScript 111 (200 U/ul) RT 1,0 ul 200,0 U
Primer PxT1tr, PxT2tr, PxT3tr, PxT11l 1,0 ul 50.0 UM
oder PxT2fl (10 pM) MR
RNA 10,0 pl
Tab. 12 Protokoll fiir RT-Reaktion im Blockcycler.

Temperatur Zeit
Primer Annealing 25,0 °C 5 min
Reverse Transkription 52,7°C 60 min
Inaktivierung der SuperScript I11 70,0 °C 15 min
Kiihlung 4,0 °C 0

3.5.6 Polymerase Kettenreaktion

Die PCR wurde im Flex-Cycler zur qualitativen Analyse unter folgenden Bedingungen

durchgefiihrt:

Tab. 13 Zusammensetzung des 50 pul-PCR-Reaktionsansatzes.

Konzentration im
Reagenz Volumen

Reaktionsansatz
Nuclease-Free Water 30,75 ul
Puffer 11 (10 X) 5,0 ul 1 X
dNUTP Mix (je 2,5 mM) 4,0 ul 0,200 mM
MgCl,, 25 mM 4,0 ul 2,0 mM
Primer Pxtrs oder Pxfls (10 uM) 2,0 ul 0,4 mM
Primer Pxtras oder Pxflas (10 pM) 2,0 ul 0,4 mM
AmpliTaq Gold (5 U/ul) 0,25 pul 1,25U

tr/flcDNA 2,0 ul
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Tab. 14 PCR-Protokoll fiir Flex Cycler.

Reaktionsschritte Temperatur Zeit
Taq-Aktivierung 95,0 °C 10 min
Amplifikation: 40 Zyklen

Denaturierung 94,0 °C 50 sec

Annealing 53,0°C 1 min

Elongation 72,0 °C 50 sec

Verldngerung 72,0 °C 6 min
Kiihlung 4,0 °C 0

Real-time-qPCR
Der Nachweis von HBs-Gen-spezifischer RNA wurde nach der RT-Reaktion am LightCycler 2.0

mit einer RT-qPCR in zwei Schritten gefiihrt. Dieser Assay wird fiir die quantitative Testung von
Patientenproben auf HBV-DNA in der diagnostischen Abteilung des Instituts fiir Virologie der
Charité eingesetzt. Hierfiir wurden zunichst die aus der Serumprobe isolierten Nukleinsduren
einem DNAse-Verdau unterzogen, der Ansatz aufgereinigt und die resultierende RNA mit

Zufallsprimern in cDNA umgeschrieben.

Tab. 15 Protokoll fiir RT-qPCR am LightCycler 2.0.

Reaktionsschritte Temperatur Zeit
Aktivierung 95,0°C 10 min.
Annealing 45 Zyklen

Denaturierung 95,0°C 5 sec
Elongation 60,0°C 30 sec
Kiihlung 4,0°C 0

Die Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist ein Teil der Ergebnisse und unter Abschnitt
4.2.7 dargestellt.

Die Auswertung der RT-qPCR erfolgte im LightCycler 2.0 mit Hilfe der Lightcycler-Software
3,5. Da die eingesetzte HBV-spezifische TagMan-Sonde mit dem Reporter-Farbstoff FAM

markiert war, erfolgte der Nachweis von Target-Amplifikaten bei einer Wellenlédnge von 530 nm.

3.5.7 Agarosegel-Elektrophorese zum Nachweis der PCR-Produkte

Der Auftrennung von PCR-Produkten oder DNA-Fragmenten erfolgten mittels Agarosegel-
Elektrophorese. Dazu wurden 2%-ige Agarosegele hergestellt, indem 2 g Agarose in 100 ml
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(1x)-TBE-Puffer durch Kochen in der Mikrowelle geldst wurden. AnschlieBend wurden fiir die
Anfarbung der DNA 4 pl GoldView in 100 ml Gellosung gegeben und diese auf den Geltriger
gegossen. Zum Formen von Auftragungsstellen wurde ein Kamm in den Geltrdger gesetzt. Die
DNA-Proben wurden jeweils in einem Verhiltnis von 6:1 mit Loading Dye Solution versetzt und
10 pl in eine Auftragungsstelle im Gel aufgetragen. Eine Auftragungsstelle im Gel wurde mit
dem DNA-Marker (,,100 bp DNA-Ladder*) beladen. Nach Uberschichten des Gels mit TBE-
Puffer erfolgte die Auftrennung der DNA im Agarosegel fiir etwa eine Stunde bei 100 V.
Anschliefend wurde die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht und das Ergebnis mittels

Geldokumentationssystem gespeichert.

3.5.8 Klonierung von PCR-Produkten

Fir die Klonierung von PCR-Produkten wurde der durch die Tag-Polymerase bei der
Amplifikation generierte A-Baseniiberhang genutzt. Der Einbau des PCR-Produktes erfolgte in
den fiir die TA-Klonierung geeigneten Vektor pSC-A amp/kan. AnschlieBend wurden
StrataClone SoloPack® kompetente E.coli-Zellen entsprechend der Angaben des Herstellers
transformiert, auf Ampicillin- / X-Gal-haltigen LB-Platten aufgebracht und iiber Nacht bei 37 °C
im Brutschrank inkubiert.

Die Auswahl potentieller Transformanten erfolgte zundchst anhand der Blau-Weil3-Selektion.
Die daraus préparierten Plasmide wurden durch EcoRI-Verdau einerseits sowie Sequenzierung

andererseits analysiert.

3.5.9 Priaparation von Plasmiden

Nach Kultivierung der Transformanten in je 3 ml LB-Amp-Medium unter Schiitteln tiber Nacht
wurde die entsprechende Plasmid-DNA unter Verwendung des NucleoSpin® Plasmid Mini /
Midi Prip Kits nach Herstellerprotokoll prapariert.

3.5.10 EcoRI-Verdau von Plasmid-DNA

Jeweils 4 pl Plasmidlosung (etwa 0,2 pg/ pl) wurden mit 2 ul EcoRI-Puffer und 1,5 pl EcoRI
versetzt und mit Nuclease-Free Water auf 20 pl aufgefiillt. Die Inkubation erfolgte fiir 1 Stunde
bei 37 °C im Brutschrank.

Die Analyse der generierten DNA-Fragmente erfolgte mittels Agarosegel-Eelektrophorese.
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3.5.11 Sequenzierung

Fiir die Sequenzierung von DNA wurde der BigDye® Terminator vl.1 Cycle Sequencing Kit
verwendet’>. Entsprechend der Herstellerangaben zur Versuchsdurchfihrung hatte der

Reaktionsansatz folgende Zusammensetzung:

Tab. 16 Zusammensetzung des 20 pl-PCR-Reaktionsansatzes.

Konzentration im

Reagenz Volumen Reaktionsansatz
Plasmid-DNA 1,0 pl
Primer (5 uM) 1,0 pl 250 nM
Terminator Ready Mix 4,0 ul
Nuclease-Free Water 14,0 pl
20,0 pl

Die Amplifikation der Plasmid-DNA wurde im Flex Cycler nach folgendem PCR-Protokoll
durchgefiihrt:

Tab. 17 Protokoll fiir Sequenzierreaktion im Flex-Cycler.

Reaktionsschritte Temperatur Zeit
Aktivierung 96,0 °C 2 min
Amplifikation: 25 Zyklen

Denaturierung 96,0 °C 10 sec
Annealing 50,0 °C 5 sec
Elongation 60,0 °C 4 min
Kiihlung 4,0 °C 0

AnschlieBend wurde die DNA gefillt. Dazu wurden dem Ansatz 80 pl Isopropanol (75%-ig)
zugesetzt, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann 20 min bei 14000 U/min zentrifugiert.
Nach dem Absaugen des Uberstands folgte ein Waschschritt mit 250 ul Isopropanol (75%ig) und
eine Zentrifugation fiir 5 min bei 14000 U/min. Der Uberstand wurde wieder abgesaugt und das
Pellet fiir 1 min bei 90 °C im Heizblock getrocknet. Dieses wurde anschlieBend mit 20 ul Hi-Di-
Formamid fiir 3 min bei 90 °C im Heizblock behandelt und auf Eis gestellt. Die Sequenzanalyse

erfolgte am 3130 Genetic Analyzer.
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3.5.12 Bestimmung des Nukleinsiuregehalts einer Losung

Photometrische Bestimmung der Konzentration

Die Konzentrationsbestimmungen der Nukleinsdurelosungen wurden am Nano Drop 2000
durchgefiihrt. Fiir die Messung wurden 2 pl der jeweiligen Losung eingesetzt. Die Konzentration
wurde vom Messgerit in [ng / pul] angezeigt.

Berechnung der Viruslast

Ausgehend von der gemessenen Konzentration einer Plasmidldsung kann die entsprechende
|[Kopienzahl / ml] berechnet werden.

Die Umrechnung der DNA von [pug/ml] in [Kopien/ml] erfolgt iiber die AVOGADRO-
Konstante (Anzahl von Atomen, lonen oder Molekiilen in 1 mol einer Substanz), die Grofle der

Nukleinsdure (Plasmid-DNA in bp) und die Molmasse eines Basenpaares (1 bp = 660 g / mol).

Molaritét:
ng
umol € NanoDrop L‘J CNanobDrop --- Gemessene Konzentration am NanoDrop, [ng/pl]
C[ ml ] "M, x I[kb] Mw ... Molekulargewicht je Basenpaar, M, = 660%
L ... Lange des Plasmids mit Insert, [bp] e
Na ... AVOGADRO-Konstante, N, = %XZIOB
mo

Kopienzahl:

C Kopien _c umol <N,
ml ml
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3.6 Bestimmung weiterer Serummarker der HBV-Infektion

Die Bestimmung der folgenden Parameter wurde im Rahmen der Routinediagnostik im
Zentrallabor und im Institut fiir Virologie der Charité durchgefiihrt.

3.6.1 HBV-DNA

Tab. 18 Nachweismethoden der HBV-DNA im Serum®”.

Hersteller Methode Sensitivitit Messbereich
Versant HBV- Semiautomatische NWG < 2000-10° Kopien / ml
DNA 3.0 (Bayer | branched DNA- 2000 Kopien / ml
AG) Signalamplifikation
Cobas Amplicor | Semiautomatische NWG <60 IE / ml 60 — 38000 IE / ml
HBYV Monitor quantitative RT-PCR | (1 IE / ml entsprechen | (300 —

(ROCHE) 5,26 Kopien / ml) 200000 Kopien / ml)
Cobas TagMan Quantitative PCR NWG < 15IE / ml 15 — 100000 IE / ml (79
LightCycler 2.0 - 526000 Kopien / ml)
HBYV Test

3.6.2 Hepatitis-B-Surface-Antigen

Methode: qualitativ ELISA, quantitativ Chemiluminescent Microparticle Inmunoassay (CMIA)
Architect Abbott

Sensitivitdt: untere NWG < 0,051 U/ ml, obere NWG > 250 [U / ml, durch Verdiinnungen der
Seren 1:100 hohere obere NWG > 25000 IU / ml.

3.6.3 Hepatitis-B-E-Antigen

Methode: qualitativ ELISA, Architect Abbott

3.6.4 Anti-HBs-Antikorper

Methode: qualitativ ELISA, quantitativ ELISA, Architect Abbott
- Z.n. Impfung gegen HBV: positiv, Immunitét bei Titer > 100 IU /1

3.6.5 Anti-HBe-Antikorper

Methode: qualitativer ELISA, Architect Abbott
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3.6.6 Genotypisierung

Methode: PCR mit Hybridisierung, Sequenzierung

3.6.7 Alanin-Aminotransferase

Methode: Optimierte Standardmethode IFCC mit Pyridoxalphosphataktivierung
Referenzbereich: Mainner: <50 U /1

Frauen: <35 U /1
Die Messwerte der Leberenzyme, insbesondere der ALT, wurden auch in Vielfachen des oberen
Referenzwertes (ULN) angegeben. Demnach hatte ein Patient mit einer ALT-Konzentration von

100 U /1 einen ALT-Wert von 2,0 ULN (Referenzwerte laut IFCC).

3.7 Statistische Auswertung

Die Erfassung der Datensdtze und die statistische Analyse erfolgten mit Microsoft Office Excel
2003 und Statistical Products and Service Solutions 18 (SPSS) sowie R Software 2.12.1 (www.r-
project.org).

Folgende Patientenparameter wurden in der Analyse beriicksichtigt: Alter, Geschlecht,
Konzentrationen der ALT und die virologischen Parameter HBV Genotyp, HBeAg-Status, die
Konzentrationen von HBV-DNA, HBsAg, HBV-trRNA und HBV-fIRNA jeweils vor Therapie,
der Riickgang dieser Parameter wihrend Therapie und die Suppression der Parameter unter die
Nachweisgrenzen zu Monat 3 und 6 unter Therapie.

Berechnungen der Testgiitekriterien Sensitivitét, Spezifitit und priadiktive Werte wurden anhand
von Vier-Felder-Tafeln durchgefiihrt.

Parametrische Daten wurden als Mittelwert und Standardabweichung angegeben. Die Angabe
von nicht-parametrischen Werten erfolgte als Median. Signifikanzen (p-Wert) wurden mit two-
sided T-Tests, Chi-Quadrat — Test oder Mann-Whitney-U-Test berechnet. Dabei galten
p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant und p-Werte < 0,001 als statistisch hoch signifikant.
Lineare Abhédngigkeiten der Parameter wurden mit Pearsons Korrelationskoeffizient (r)
untersucht. Fehlende Werte wurden linear interpoliert.

Zur Abschitzung der Faktoren, die mit der HBe-Serokonversion korrelieren, wurde ein
multivariates Logit-Modell mit Elastic Net Regularisierung verwendet’*. Die Performance zur
Priadiktion von HBeAg-Serokonversion derjenigen Faktoren, die die hdchste Assoziation mit
HBeAg-Serokonversion in der multivariaten Analyse gezeigt hatten, wurde mittels ROC-Kurven

dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Qualitativer Nachweis von HBV-RNA im Serum

4.1.1 Nachweis von S-Gen-spezifischer RNA

Im ersten Vorversuch sollte vorerst ein qualitativer Nachweis von HBV-RNA im Serum gezeigt
werden. Als Probe diente frisches Serum eines Patienten mit chronischer HBV-Infektion und
nachweislich hoher HBV-DNA-Konzentration. Das Volumen des Serums wurde geteilt.

Aus einem Teil erfolgte die Préparation der Nukleinsduren. AnschlieBend wurde mittels
TurboDNAse (Abschnitt 3.5.3) die DNA abgebaut. Die unspezifische reverse Transkription
erfolgte mit Random Primern wie in Abschnitt 3.5.5.1 beschrieben. HBV-spezifische cDNA
wurde mittels einer S-Gen-spezifischen LightCycler-PCR (Abschnitt 3.5.6.1) nachgewiesen.
(Die Primer und Sonden werden in der Routinediagnostik zum Nachweis von HBV-DNA
eingesetzt.) Es wurde eine Positivkontrolle mitgefiihrt. Als Negativkontrolle diente Nuklease-
freies Wasser. Auflerdem wurde eine RNA-Losung ohne reverse Transkription nach der
Behandlung mit TurboDNAse untersucht. In der Analyse der LightCycler-PCR konnten
Amplifikate der revers transkribierten HBV-RNA (der cDNA) nachgewiesen werden. Die Cp-
Werte als Ausdruck der Amplifikation wurden registriert. In den Reaktionsansétzen der NK und
der RNA ohne reverse Transkription zeigten sich keine Amplifikate. Damit konnte ein
(unspezifischer) Nachweis von DNA oder RNA ohne Umschreibung ausgeschlossen werden.

In einem zweiten Vorversuch wurde die Stabilitit der RNA wéhrend der Lagerung bei —20 °C
gepriift. Dazu wurde ein Teil der frischen Serumprobe mit einem RNAse-Inhibitor versetzt und
bei -20°C gelagert, ein anderer Teil wurde ohne Zusitze bei -20 °C gelagert.

Der gleiche Versuchsautbau wurde nach vierwochiger Lagerung der Probe wiederholt. In der
Auswertung der RT-PCR zeigten sich nahezu identische Cp-Werte. Zudem fanden sich keine
Unterschiede der Proben mit oder ohne Zusatz eines RNAse-Inhibitors. Ein groferer

Lagerungsverlust konnte nicht nachgewiesen werden.

4.1.2 Optimierung der RNA-Isolierung

Weitere Vorversuche wurden zur Optimierung der RNA-Isolierung durchgefiihrt. Die
Verbesserung durch Aufreinigungs- und Féllungsschritte sollte evaluiert werden. Als Probe
diente weiterhin Serum mit hoher HBV-Viruslast. Nach der Nukleinsdureprdparation wurde das

DNA-RNA-Gemisch geteilt. Ein Teil wurde mit TurboDNAse behandelt und anschlieBend mit
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RiboPure™-Blood Kit aufgereinigt (Abschnitt 3.5.3). Ein Teil dieser RNA wiederum wurde mit

Hilfe von Ethanol gefillt. Nach reverser Transkription der RNAs unspezifisch mit Random

Primern (Abschnitt 3.5.5.1) erfolgte die Amplifikation der cDNA mittels S-Gen-spezifischer
LightCycler-PCR (Abschnitt 3.5.6.1). Dabei ergaben sich folgende Reaktionsansitze:

Tab.

19 Ergebnisse der

LightCycler-PCR  der

Nukleinsdureverdau bzw. nach verschiedenen Aufreinigungsschritten

HBV-DNA und HBV-RNA nach

max.
Ansatz Probe Reaktionsschritte | Cp-Wert
Fluoreszenzwert
1 HBV-DNA 23,68 5,8
2 NK o} o}
3 HBV-RNA o} o
4 HBV-RNA RT 35,50 2,4
5 HBV-RNA Aufreinigung, RT 36,76 2,3
Aufreinigung,
6 HBV-RNA 35,32 5,9
Féllung, RT
Aufreinigung,
7 HBV-RNA o] o
Féllung, ohne RT
Aufreinigung,
8 NK SHne o} o
Féllung

In Tabelle 19 sind die Reaktionsansétze und die dazu gehorenden Ergebnisse dargestellt, mithilfe

derer gezeigt werden konnte, dass

a) nach DNAse-Verdau keine HBV-DNA-Amplifikation mittels PCR moglich war (Ansatz

D,

b) der Nachweis von HBV-RNA bzw. HBV-cDNA nur nach reverser Transkription moglich
war (Ansétze 3, 7 und 8 vs. 4, 5 und 6) und

c) die Aufreinigung der HBV-RNA-Ansitze sowie durch Fillung keine Steigerung der
Konzentration der HBV-RNA/cDNA erreicht werden konnte (Ansétze 4 - 6).
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4.2 Quantitativer Nachweis von polyadenylierter HBV-RNA im Serum

Nach erfolgreichem qualitativem Nachweis von HBV-RNA sollte nun eine PCR zur spezifischen
Quantifizierung von HBV-RNA entwickelt werden. Uber den Poly(A)-Schwanz kann mRNA
mittels oligo(dT)-Primer detektiert werden. Als Grundlage dienten die von Hilger et al.

publizierten Primer'”,

4.2.1 Design von Primern und Sonden

Die Basis fiir das Design der Primer und Sonden der reversen Transkription und der PCRs fiir
HBV-trRNA sowie fiir HBV-fIRNA bildete ein Alignment der X-Gensequenzen der HBV-

Genotypen A bis H. Die Gensequenzen entstammten der GenBank™™

. Dabei wurden je drei
Genome der regional am héufigsten vorkommenden Genotypen A und D, je zwei der Genotypen
B, E, F, G und H und ein Genotyp C unter Verwendung des Programms Vector NTI alignt. Das
Alignment ist exemplarisch fiir zwei Genotypen A und C in Abbildung 5 gezeigt. Die Primer-
und Sondenbindungsstellen sind unter der entsprechenden Genomsequenz eingezeichnet.

Die Primer fiir die reverse Transkription wurden aus einer HBV-spezifischen Sequenz
(Abbildung 5), einer Oligo(dT)-Sequenz und einer HBV-unspezifischen ,,Uberhang*“-Sequenz
zusammengesetzt. Der Oligo(dT)-Anteil diente dem spezifischen Nachweis von mRNA durch
Bindung an ihren Poly(A)-Schwanz. Die X-Gen-spezifische Sequenz am 3’-Ende des Primers
entsprach jeweils einer Sequenz unmittelbar vor der Polyadenylierungsstelle (in 5’-Richtung).
Die sogenannte ,Uberhang“-Sequenz am 5’-Ende war eine willkiirlich gewihlte
Nukleotidsequenz, die weder im humanen noch im HBV-Genomen vorkam. Zum Ausschluss
von Hybridisierungen mit humanen oder anderen viralen Sequenzen wurde die Nukleotidfolge
einer Analyse mit dem Programm ,BLAST* (engl. Basic Local Alignment Search Tool)
unterzogen. Mit Hilfe von BLAST kann man Sequenzen mit bereits in einer Datenbank
vorhandenen Sequenzen vergleichen.

Zur Amplifikation der cDNAs wurde je ein Forward-Primer eingesetzt, dessen Sequenz
komplementir zu jener ,,Uberhang*-Sequenz war und ein Reverse-Primer, der je an einer X-
Gen-spezifischen Sequenz band (Abbildung 5). Hierdurch kénnen alle bekannten HBV-mRNAs
sowie die HBV-pgRNA erfasst werden (Abbildung 2). Bei der Konzipierung der Primer wurde
darauf geachtet, dass der Reverse-Primer zur Umschreibung der HBV-fIRNA auferhalb der
Sequenz der resultierenden HBV-trRNA lag. Demnach wurden Amplifikate von der trcDNA mit
einer Lange von 156 bp und von der flcDNA von 154 bp erwartet.
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Fiir die Sequenz der TagMan-Sonden wurden Nukleotidfolgen gewéhlt, die innerhalb der zu
amplifizierenden HBV-DNA-Sequenz lagen (Abbildung 5). Die Markierung der Sonden erfolgte
an einem Ende mit dem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff FAM und am anderen Ende mit dem

Quencher BHQ-1.

FJ562340 C (1621) ... TGAACGCCCACCAGGTCTTGCCCAAGGTCTTATATAA
FM199981 A (1621) ... TGAACGCCCATCAGATCCTGCCCAAGGTCTTACATAA

GAGGACTCTTGGACTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTC
GAGGACTCTTGGACTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCCTACTTC

>
Primer xtras

AAAGACTG TTTGTTTAAGGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAA
AAAGACTG TGTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAT

GGTCTTTGTATT CGCACCAGCACCATG
GATCTTTGTACT TT CACCAT CATCATG
<

Sonde F5B3-xtr fkt. Poly(A)-Signal Primer xT3tr

CAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCTTGTT T
CAACTTTTTCACCTCTSCCTAATCATCTCTTGT C
>

Primer xflas Sonde 5FB3-xfl

CTGTGCCTTGGGTGGCTTTAGGGCATGGACATTGACACGTATAAAGAA
TAGCTGTGCCTTGGRTGGCTTTGGGGCATGGACATTGACCCTTATAAAGAA
Poly(A)-Signal

TTTGGAGCTICTGTGGAGTTACTCTC TTTTTTGCCTTCTGACTT...(1968)

TTTGGAGCTACTGTGGAGTTACTCTCGTTTTTGCCTTCTGACTT...(1968)
<7

Primer xT2f1

Abb. 5 Auszug aus dem Alignment der HBV-Genome fiir Genotyp A und C. Die DNA-
Sequenzen von 1621 bp bis 1968 bp sind jeweils dargestellt. Die Bindungsstellen der Primer sind
mit Pfeilen gekennzeichnet, die der Sonden sind grau hervorgehoben, die Poly(A)-Signale sind

unterstrichen.

Der Ablauf der entwickelten RT-qPCR ist schematisch in Abbildung 6 dargestellt.
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A Innenliegendes Poly(A)-Signal  Standard-Poly(A)-Signal
—#4——— CATAAA TATAAA—< HBV-X-Gen
5 l AAAA 3’ fulllength mRNAs (fl RNA)
5 AAAA 3' truncated mRNAs (tr RNA)
B
5' AAAA3Z"  flRNA
<
(dT)7
5' AAAA 3' tr RNA
pCI
C
full length cDNA:
ull length ¢ s
®—Q 9
¢ truncated cDNAs
QEE) o
p—y (AT

Abb. 6 Schematische Darstellung der RACE-RT-qPCR-Technik, welche zur quantitativen
Analyse der HBV-mRNAs genutzt wurde nach van Bémmel und Bartens et al’.

A Ausschnitt der Transkription des HBV in vivo,

B Spezifische reverse Transkription der beiden polyadenylierten HBV-RNAs in vitro unter
Verwendung jeweils eines Primers mit einer am 3’-Ende korrespondierenden Sequenz, gefolgt
von oligo(dT) und einer willkiirlichen Sequenz und

C Amplifikation von cDNA mittels Target-spezifischer RT-qPCR mit Hilfe jeweils eines HBV-
X-Gen-spezifischen Primers und einer Fluorophore-markierten TagMan-Sonde in Kombination

mit Primern mit der willkiirlich erdachten Sequenz. (R = Reporter; Q = Quentcher der TagMan-

Sonden)

4.2.2 Testung der RT-qPCR

Die konzipierte RT-qPCR sollte iiberpriift werden. Als Probe diente Serum mit nachweislich
hoher HBV-Viruslast. Nach Préparation der Nukleinsduren erfolgte die reverse Transkription
jeweils mit dem Primer PxT2tr sowie dem Primer PxT2fl in getrennten ReaktionsgefdBlen wie
unter 2.5.5.2 beschrieben. Die PCR erfolgte anschliefend mit den Primern Pxtrs und Pxtras bzw.

Pxfls und Pxflas im Blockthermocycler (2.5.6.1).
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Zum Vergleich wurden in weiteren Reaktionsansétzen die von Hilger et al. beschriebenen Primer
zur reversen Transkription und PCR der beiden RNA-Formen eingesetzt'*. Die im Rahmen
dieser Arbeit entwickelten Primer lagen im selben Genomabschnitt wie die von Hilger et al.
Beschriebenen; die Sequenzen unterschieden sich minimal. Als Negativkontrolle diente
Nuklease-freies Wasser. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese

aufgetrennt und analysiert (Abbildung 7).

500 bp —

200 bp —

100 bp —

Abb.7 Agarose-Gelelektrophorese mit Produkten der reversen Transkription mit PCR der HBV-
trRNA und -fIRNA unter Verwendung der Primer von Hilger et al. im Vergleich zu Primern
Pxtrs und Pxtras bzw. Pxfls und Pxflas. Die Fragmente in 2%-igen Agarosegel aufgetrennt
wurden mit 0,04 ml/l GoldView sichtbar gemacht. Die erwarteten Fragmente fiir HBV-trRNA
bzw. HBV- fIRNA lagen bei 156 kp bzw. 154 kb.

Bahn 1: HBV-trRNA im Serum (Primer von Hilger et al.), Bahn 2: HBV-trRNA im Serum
(Primer Pxtrs und Pxtras), Bahn 3: HBV-fIRNA im Serum (Primer von Hilger et al.), Bahn 4:
HBV-fIRNA im Serum (Primer Pxfls und Pxflas), Bahn 5: NK (Primer von Hilger et al. fiir
HBV-trRNA), Bahn 6: NK (Primer von Hilger et al. fiir HBV-fIRNA), Bahn 7: NK (Primer
Pxtrs und Pxtras) , Bahn 8: NK (Primer Pxfls und Pxflas), Bahn M: Léngenmarker.

Im Ansatz der fIRNA wurde eine Bande bei etwa 150 bp erhalten (Bahn 4). Die Auftrennung des
Ansatzes der trcDNA zeigte hingegen mehrere Banden. Die von Hilger et al. beschriebenen
Banden wurden nicht bestétigt. Die Spezifitidt der qualitativen PCR sollte weiter untersucht

werden.

AR



Ergebnisse

4.2.3 Spezifitit der RT-qPCR

Die analytische Spezifitit der entwickelten RT-qPCR-Systeme zum qualitativen Nachweis von
HBV-trRNA und -fIRNA wurde untersucht. Hierfiir wurden Nukleinsiduren aus Serum mit hoher
HBV-Viruslast isoliert. Die Umschreibung der RNA erfolgte jeweils mit dem Primer PxT2tr
sowie mit dem Primer PxT2fl in getrennten Reaktionsansdtzen. Die anschlieBende PCR wurde
mit den Primern Pxtras bzw. Pxflas und den Primern Pxfls bzw. Pxtrs durchgefiihrt. Parallel
erfolgte in weiteren Reaktionsansétzen die PCR des DNA-RNA-Gemisches ohne vorherige RT.
Als Negativkontrolle diente Nuklease-freies Wasser. Die PCR-Produkte wurden durch Agarose-
Gelelektrophorese getrennt und analysiert (Abbildung 8).

M 1 2 3 4 5 6 7

A)
500 bp —

100 bp —

B)

500 bp —

100 bp —

Abb. 8 Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte der HBV-trRNA bzw. der -fIRNA auf der
Basis der HBV-cDNA und der HBV-DNA. Die Fragmente in 2%-igen Agarosegel aufgetrennt
wurden mit 0,04 ml/l GoldView sichtbar gemacht. Die erwarteten Fragmente fiir HBV-trRNA
bzw. HBV- fIRNA lagen bei 156 kp bzw. 154 kb.

Bahn 1 — 3: cDNA-Amplifikate der HBV-trRNA (RT mit PxT2tr, PCR mit Pxtrs und Pxtras),
Bahn 4 — 6: cDNA-Amplifikate der HBV-fIRNA Amplifikate (RT mit PxT2fl, PCR mit Pxfls
und Pxflas ), Bahn 7: Amplifikate der HBV-DNA (keine RT, PCR mit Pxtrs und Pxtras), Bahn 8:
Amplifikate der HBV-DNA (keine RT, PCR mit Pxfls und Pxflas), Bahn 9: NK (RT mit PxT2tr,
PCR mit Pxtrs und Pxtras) , Bahn 10: NK (RT mit PxT2fl, PCR mit Pxfls und Pxflas), Bahn M:

Langenmarker.
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Ausschluss des Nachweises von HBV-DNA mittels RT-Reaktion und PCR
Die gelelektrophoretischen Auftrennungen der PCR-Produkte des DNA-RNA-Gemisches ohne

vorherige RTs zeigten keine Banden. Somit konnten Bindungen der Primer Pxtras bzw. Pxflas
und Pxfls bzw. Pxtrs an HBV-DNA und deren Amplifikation wihrend der PCRs ausgeschlossen
werden.

Spezifizierung der Primer

Amplifikate der flcDNA von etwa 150 bp wurden bestétigt (Bahn 4 - 6). Amplifikate der

trcDNA wurden, wie erwartet, von etwa 150 bp nachgewiesen. Allerdings zeigte sich eine
zusitzliche Bande bei etwa 250 bp (Bahn 1 - 3). Daher wurden die Amplifikate sequenziert.

Zur Analyse dieser Fragmente von etwa 150 bp und 250 bp wurden die Banden aus dem
Agarosegel extrahiert (Abschnitt 3.5.2). Die Klonierung der DNA-Molekiile erfolgte mittels TA-
Klonierung in Plasmide pSC-A-amp/kan (Abschnitt 3.5.8), welche anschliefend mit Hilfe des
NucleoSpin® Plasmid Mini Prip Kits isoliert und sequenziert wurden (Abschnitt 3.5.11).

Die Sequenzanalyse des 250 bp-Fragments zeigte ein Sequenzfragment des HBV X-Gens und
bestitigte somit die Amplifikation der flcDNA durch offensichtlich unspezifische Bindung des
Oligo(dT)-Primers PxT2tr an HBV-fIRNA. Die Sequenzierungen der 150 bp-Fragmente
bestdtigten die Amplifikationen der flcDNA und der trcDNA (Sequenzen nicht gezeigt).

Um die Spezifitit der Primerbindung des oligo(dT)-Primers PxT2tr zu erhdhen wurde dieser
anhand des Alignments (Abbildung 5) in 5’-Richtung vor der Polyadenylierungsstelle um
7 weitere Basen verlidngert. Aus 5’-xxx(dT);7GDT GGT G-3* wurde 5’-xxx(dT);;GDT GGT
GMR CAG AC-3’, also Primer PxT3tr.

Die Abbildung 9 zeigt die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte der trcDNA
nach reverser Transkription mit dem modifizierten Primer PxT3tr.

Es zeigten sich ausschlieBlich Fragmente von etwa 150 bp bei erwarteter Lange von 156 bp.
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500 bp

200 bp
100 bp

Abb. 9 Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte der HBV-trRNA bzw. der -fIRNA auf der
Basis der HBV-cDNA nach RT mit dem modifiziertem Primer PxT3tr (PCR mit Pxtrs und
Pxtras) in Bahn 1 — 3, Bahn 4 NK, M Langenmarker. Die Fragmente aufgetrennt in 2%-igem
Agarosegel wurden mit 0,04 ml/l GoldView sichtbar gemacht. Die erwarteten Fragmente fiir

HBV-trRNA lagen bei 156 kp. Fragmente der Liange 250 kp waren nicht mehr erkennbar.

Die PCR-Produkte wurden erneut mittels Sequenzierung iiberpriift. Dazu wurden die Banden bei
etwa 150 bp ausgeschnitten und mittels MinElute Gel Extraction Kit die Nukleinsduren isoliert.
AnschlieBend erfolgten die Klonierungen wie unter 3.5.8 dargestellt, die Aufreinigungen der
Plasmide (Abschnitt 3.5.2) und die Sequenzierungen (Abschnitt 3.5.11).
Die Sequenzanalyse bestitigte die nun ausschliefliche Amplifikation der trcDNA nach
spezifischer Umschreibung der HBV-trRNA mittels des Primers PxT3tr.

4.2.4 Plasmid-basierte Positivkontrollen und Standards

Zur Herstellung der Positivkontrollen und Standardlosungen diente Serum mit hoher HBV-
Viruslast.

Nach der Isolierung der Nukleinséduren mittels High Pure Viral Nucleic Acid Kit erfolgten die
Umschreibungen der HBV-RNAs mit dem Primer PxT3tr bzw. dem Primer PxT2fl in getrennten
ReaktionsgefdBBen. Die PCR erfolgte am Blockthermocycler mit den Primern Pxtrs und Pxtras
bzw. mit dem Primern Pxfls und Pxflas (Abschnitt 3.5.6.1).

Die trcDNA und flcDNA wurden in Plasmide einkloniert um deren Stabilitdt zu erhdhen.
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Nach der Auftrennung der PCR-Produkte mittels Agarose-Gelelektrophorese (Abschnitt 3.5.7)
wurden die Banden isoliert, gereinigt und mittels TA-Klonierung kloniert (Abschnitt 3.5.8) und
isoliert. Der Restriktionsverdau (Abschnitt 3.5.10) und die Sequenzierungen (Abschnitt 3.5.11)
der Plasmide bestitigten die Klonierungen der trcDNA und flcDNA.

Die Abbildungen 10 und 11 zeigen die Sequenzen der Positivkontrollen trPK und fIPK und
Abbildung 12 den schematischen Aufbau dieser Plasmide.

5’-...CCGACCTTGAGGCCTACTTCAAAGACTGTGTATTTAAAGACTGGGAGGAG
TTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCCTTGTACTGGGAGGCTGTAGGCATAAAT
TGGTCTGTTCACCAGCACCAACAAAAAAAAAAAAAAATGGTTGTGGAGTCGAG
CTCA...-3’

Abb. 10 Ergebnis der Sequenzierung der trPK. Dargestellt ist ausschlieBlich der Bereich des
Inserts die Primerbindungsstellen sind fett gedruckt und unterstrichen, die Sondenbindungsstelle

ist doppelt unterstrichen.

5-...CAACTTTTTCACCTCTGCCTAATCATCTCATGTTCATGTCCTACTGTTCAAG
CCTCCAAGCTGTGCCTTGGGTGGCTTTGGGGCATGGACATTGACCCGTATAAAGA
ATTTGGAGCTACAAAAAAAAAAAAAAAAGTGAGTAGCGATAGCGTGGT...-3’

Abb. 11 Ergebnis der Sequenzierung der fIPK. Dargestellt ist ausschlieBlich der Bereich des
Inserts, die Primerbindungsstellen sind fett gedruckt und unterstrichen, die Sondenbindungsstelle

ist doppelt unterstrichen.
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BamHI_ EcoRI
‘ * Hindil

i1 Kpnl

pSC RNA-PKtr pSC RNA-PKfl ., -

4431 bps

4425 bps

Abb. 12 Plasmidkarten der Positivkontrollen pSC RNA-PKtr (A) und pSC RNA-PKfl (B) nach
Klonierung der HBV-trRNA und -fIRNA in das Plasmid pSC-A-amp/kan.

Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationen der Plasmidlosungen wurden am Spektralphotometer NanoDrop gemessen.
Die Konzentration der pSC RNA-PKtr lag bei 211,3 ng/ pl (bei 260 nm / 280 nm) und der pSC
RNA-PK{] bei 128,9 ng / ul (bei 260 nm / 280 nm).

Die Plasmidkopienzahlen wurden daraus berechnet (Abschnitt 3.5.12).

Die Konzentration der Stammlosung der pSC RNA-PKtr war somit 4,32 x 10'° Kopien / ul und
der pSC RNA-PK{l war 2,64 x 10'"° Kopien / pl.

4.2.5 Plasmid-basierte interne Kontrollen

Um Fehler der etablierten RT-qPCR zu erkennen, wurden interne Kontrollen (IC) entwickelt, die
zum einen die Nukleinsdure-Extraktion kontrollieren und zum anderen die Hemmung der
Amplifikation in den Versuchen ausschlossen.
Die Kontrollen sollten bereits wihrend der Nukleinsdurepréparation dem Reaktionsansatz
zugefiigt werden.
An diese IC wurden folgende Anforderungen gestellt: Sie sollten

* identische Nukleotidsequenzen zur Primerbindung wie HBV-trRNA bzw. -fIRNA

enthalten,
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* je die A-Sequenz zur Hybridisierung mit der A-Sonde enthalten, die bei einer Wellenlénge
von 705 nm Licht emittiert (Vergleich andere Sonden: 515 nm) um wihrend der Real-
time-qPCR(RT-qPCR) diese zu unterscheiden und

* weitere Nukleotidsequenzen aufweisen, die nicht im HBV-Genom oder humanen Genom
enthalten waren®’. Zur Herstellung der internen Kontrollen wurde eine im Plasmid pCR
2.1 TOPO enthaltene A-Sequenz, je um die Primersequenzen zur Amplifikation der HBV-
trRNA bzw. der -fIRNA verlidngert. Dies erfolgte in folgendem PCR-Ansatz a 50 ul nach
dem Block-PCR-Protokoll (2.5.6.1):

Tab. 20 50 pl-Ansatz der PCR zur Herstellung der IC.

Reagenz Konzentration Zusammensetzung

Nuclease-Free Water 31,65 ul
10x Puffer IT 1X 5,0 ul
dNUTP Mix (je 2,5 mM) 0,200 mM 4,0 pl
MgCl; (25 mM) 2 mM 4,0 pl
Primer xICtrs/xICfls (10 pmol/pl) 0,4 mM 2,0 ul
oder Primer xICtras/xICflas (10 pmol/ul) 0,4 mM 2,0 ul
AmpliTaq Gold (5 U/ul) 1,25 U 0,25 pul
Plasmid pCR 2.1 TOPO 0,02 mM (1 ng) 1,10 pl

50,0 pl

Die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte bestitigte die Generierung von
Amplifikaten von jeweils etwa 170 bp. Die theoretische Lénge der trIC lag bei 176 bp und die
der fIIC bei 174 bp.

500 bp

200 bp

100 bp

Abb. 13 Agarose-Gelektrophorese der PCR-Produkte zur Herstellung der internen Kontrollen.
Bahn 1 — 2: Amplifikate nach PCR mit Primern PxICtrs und PxICtras (trIC), Bahn 3: NK mit
Primern PxICtrs und PxICtras, Bahn 4 - 5: Amplifikate nach PCR mit Primern PxICfls und
PxICflas (flIC), Bahn 6: NK mit Primern PxICfls und PxICflas. Die Fragmente wurden in 2%-
igem Agarosegel aufgetrennt und mit 0,04 ml /1 GoldView sichtbar gemacht.
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Spezifische Amplifikate der internen Kontrollen wurden in Plasmid pSC-A amp/kan einkloniert
(Abschnitte 3.5.8 - 3.5.10). Es folgten die Sequenzierungen der Plasmide pSC HBV ICtr und
pSC HBV ICAl, womit die korrekten Insertionssequenzen der Klonierung bestétigt wurden.

Die Abbildungen 14 und 15 zeigen die Ergebnisse der Sequenzierungen und Abbildung 16 die
Vektorkarten der Plasmide mit den internen Kontrollen trIC und flIC.

5’-.. TGGACTCGACTCCACAACCAAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAAACAAA
AACGGGGTTTACCTTACCGAAATCGGTACGGATACCGCGAAAGAGCAGATTTATA
ACCGCTTCACACTGACGCCGGAAGGGGATGAACCGCTAGCAGTGGCGCCCGAAC
GAAGTAGGCCTCAAGGTCGG. . .-3

Abb. 14 Ergebnis der Sequenzierung der trIC nach erfolgreicher Klonierung. Dargestellt ist
ausschlieBlich der Bereich des Inserts, die Primerbindungsstellen sind fett gedruckt und der
Anteil der PCR-Primerbindung ist zusétzlich unterstrichen, die Sondenbindungsstelle ist doppelt

unterstrichen.

5’-..., ACCACGCTATCGCTACTCACAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAAACAAAA
ACGGGGTTTACCTTACCGAAATCGGTACGGATACCGCGAAAGAGCAGATTTATAAC
CGCTTCACACTGACGCCGGAGGGGGATGAACCGCTAGCAGTGGCGCCCGAACTA
GGCAGAGGTGAAAAAG...-¥

Abb. 15 Ergebnis der Sequenzierung der flIC nach erfolgreicher Klonierung. Dargestellt ist
ausschlieBlich der Bereich des Inserts, die Primerbindungsstellen sind fett gedruckt und der
Anteil der PCR-Primerbindung ist zusétzlich unterstrichen, die Sondenbindungsstelle ist doppelt

unterstrichen.
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Abb. 16 Vektorkarten der Plasmide pSC RNA-ICtr (A) und pSC RNA-ICA] (B).

Analytische Spezifitit und Sensitivitiit der internen Kontrollen:
Zur Uberpriifung der analytischen Spezifitit wurden in PCR-Ansitzen die ICs mit den Sonden

F5B3-xtr bzw. F5B3-xfl oder der A IC-Sonde kombiniert.

Mit dem Ziel der optimalen IC-Konzentration im Reaktionsansatz wurden Ansétze hergestellt,
die die Positivkontrollen, die internen Kontrollen, je die Sonde F5B3-xtr bzw. F5B3-xfl und die

A IC-Sonde enthielten. Die Konzentration der IC wurde variiert.
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Tab. 21 Ermittlung der optimalen trIC-Konzentration im PCR-Ansatz. Die Auswertung erfolgte

bei 525 nm und bei 705 nm.
Probe Sonde Fmax bei | Cp-Wertbei | Fmax bei | Cp-Wert bei
(Konzentration) | (Konzentration) 525 nm 525 nm 705 nm 705 nm
trPK F5B3-xtr
(19 Kopien/ pl) (300 nM) 0,64 33,75 0 0
trPK A IC-Sonde 0 0 0 0
(19 Kopien / pl) (300 nM)
trIC F5B3-xtr
(100 Kopien / ul) (300 nM) 0 0 0 0
t1C A IC-Sonde
(100 Kopien / ul) (300 nM) 0 0 1,30 34,0
trPK (19K./pl) + | F5B3-xtr + L IC
trIC (50K./ul) (je 150 nM) 0,93 33,13 1,50 33,92
trPK (19K./pl) + | F5B3-xtr + L IC
trIC (100K./ul) | (e 150 nM) 0,92 32,79 1,76 33,17
trPK (19K./pl) + | F5B3-xtr + L IC
trIC (200K./ul) | (je 150 nM) 0,78 32,78 1,75 32,61
trPK (19K./ul) + | F5B3-xtr + L IC
trIC (400K./ul) | (e 150 nM) 0,64 32,33 1,70 31,98

trPK = pSC RNA-PKtr, trIC = pSC RNA-ICtr, Fmax = maximale Fluoreszenz.

Tab. 22 Ermittlung der optimalen flIC-Konzentration im PCR-Ansatz. Die Auswertung erfolgte

bei 525 nm und bei 705 nm.
Probe Sonde Fmax bei | Cp-Wertbei | Fmax bei | Cp-Wert bei
(Konzentration) | (Konzentration) 525 nm 525 nm 705 nm 705 nm
fIPK F5B3xfl
(29 Kopien/ pl) (300 nM) 0,75 34,63 0 0
fIPK A IC-Sonde 0 0 0 0
(29 Kopien / pl) (300 nM)
flIC F5B3xfl
(100 Kopien / pil) (300 nM) 0 0 0 0
f1C A IC-Sonde
(100 Kopien / pl) (300 nM) 0 0 0,54 34,91
fIPK (29K./ ul) + | F5B3-xfl + L IC
fIIC (S0K./p) | (je 150 nM) 0,92 33,99 0,72 34,47
fIPK (29K./ ul) + | F5B3-xfl + L IC
fIIC (100 K./ pl) | (je 150 nM) 1,03 33,88 0,85 33,64
fIPK (29K./ pul) + | F5B3-xfl+ A IC
fIIC 200K/ ph) | (e 150 nM) 0.92 33,81 0,87 33,21
fIPK (29K./ pul) + | F5B3-xfl + A IC
fIIC (400 K./ ul) | (e 150 nM) 0,72 33,93 0,87 32,55

fIPK = pSC RNA-PKfl, flIC = pSC RNA-ICfl, Fmax = maximale Fluoreszenz.
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Sowohl die PCR-Ansitze, die die Positivkontrolle tr/fl und die A-Sonde enthielten, als auch die
Ansitze mit der internen Kontrolle tr/fl und der PCR-Sonde tr/fl zeigten weder bei 525 nm noch
bei 705 nm ein Signal.

Die Hybridisierung der Sonden F5B3-xtr und F5B3-xfl mit den IC einerseits und andererseits der
A-Sonde mit HBV-trRNA und -fIRNA konnte ausgeschlossen werden.

In der Auswertung bei 705 nm konnten fiir die Ansédtze, die jeweils nur die internen Kontrollen
und die A-Sonde enthielten, gute Fluoreszenzen gemessen werden. Die Detektion der jeweiligen
internen Kontrolle durch die A-Sonde war spezifisch.

Konzentrationen der ICs von je 50 Kopien je Ansatz lieferten sehr geringe Fluoreszenzsignale,
sodass die Kurvenverldufe sehr flach waren.

Bei allen spateren Messungen waren 100 Kopien der trIC bzw. 100 Kopien der flIC pro PCR-

Ansatz enthalten.
4.2.6 Optimierung der PCR-Ansiitze und -Bedingungen

4.2.6.1 Primermatrix
Unterschiedliche Primerkonzentrationen in den PCRs wurden kombiniert um die optimalen

Konzentrationen zur Verhinderung von Primer-Dimer-Bildungen zu verhindern. Dazu wurde
jeweils eine Primermatrix angefertigt. Dabei variierten die Primerkonzentrationen der Forward-
und Reversprimer jeweils im Bereich von 100nM bis 900nM bei konstanten

Sondenkonzentrationen und PCR-Bedingungen (Tabellen 23 und 24).

Tab. 23 Ergebnisse der RT-qPCR der Primermatrix der Primer Pxtrs und Pxtras zum Nachweis

der HBV-trRNA. Die Auswertung erfolgte bei 525 nm.

Konzentration von Pxtrs | Konzentration von Pxtras | Cp-Wert | Fmax bei 525 nm
100 nM 100 nM 28,80 0,60
100 nM 300 nM 29,28 0,84
100 nM 900 nM 29,54 0,90
300 nM 100 nM 29,06 0,68
300 nM 300 nM 29,65 0,83
300 nM 900 nM 28,99 0,84
900 nM 100 nM 28,84 0,68
900 nM 300 nM 29,24 0,84
900 nM 900 nM 28,30 0,85

NK 0 0
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Tab. 24 Ergebnisse der RT-qPCR der Primermatrix der Primer Pxfls und Pxflas zum Nachweis
der HBV-fIRNA. Die Auswertung erfolgte bei 525 nm.

Konzentration von Pxfls | Konzentration von Pxflas | Cp-Wert | Fmax bei 525 nm
100 nM 100 nM 33,70 0,65
100 nM 300 nM 31,30 1,25
100 nM 900 nM 31,72 1,24
300 nM 100 nM 30,85 1,24
300 nM 300 nM 31,03 1,33
300 nM 900 nM 30,75 1,35
900 nM 100 nM 30,68 1,38
900 nM 300 nM 30,52 1,42
900 nM 900 nM 30,91 1,40

NK 0 0

In der Auswertung der RT-qPCR zeigten sich die hochsten Fluoreszenzsignale bei
Primerkonzentrationen von [Pxtrs] = 300nM wund [Pxtras] = 900nM, sodass diese
Konzentrationen ins Standardprotokoll aufgenommen wurden.

Die Variierung der Primerkonzentrationen Pxfls und Pxflas flihrte zu keiner wesentlichen
Anderung der Cp-Werte oder maximalen Fluoreszenz, sodass eine Primerkonzentration von

500 nM fiir das Standardprotokoll der PCR der HBV-fIRNA gewihlt wurde.

4.2.6.2 Optimierung der Sondenkonzentrationen
Die Sondenkonzentrationen wurden in den RT-qPCR -Ansitzen im Bereich von 150 nM bis 350

nM bei konstanten Primerkonzentrationen und PCR-Bedingungen variiert (Tabellen 25 und 26).
In einem Vorversuch wurden verschiedene Ansédtze ohne A-Sonde mit Konzentrationen der

Sonden F5B3-xtr und F5SB3-xfl von 150 nm bis 350 nm hergestellt (Tabelle 27).

Tab. 25 Ergebnisse der RT-qPCR zur Optimierung der Konzentration der Sonde F5B3-xtr zum
Nachweis der HBV-trRNA. Die Auswertung erfolgte bei 525 nm.

Konzentration von F5B3-xtr Cp-Wert Fmax bei 525 nm
150 nM 27,82 0,75
200 nM 28,03 0,78
250 nM 27,26 0,78
300 nM 28,35 0,78
350 nM 28,33 0,72
NK 0 0
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Tab. 26 Ergebnisse der RT-qPCR zur Optimierung der Konzentration der Sonde F5B3-xfl zum
Nachweis der HBV-fIRNA. Die Auswertung erfolgte bei 525 nm.

Konzentration von FSB3-xfl Cp-Wert Fmax bei 525 nm
150 nM 31,31 1,18
200 nM 30,92 1,18
250 nM 31,61 1,13
300 nM 31,61 1,05
350 nM 31,64 1,03
NK 0 0

Darauthin wurden PCR-Ansitze mit verschiedenen Konzentrationen der Sonden F5B3-xtr bzw.
F5B3-xfl von 150 nM und 200 nM und Konzentrationen der A-Sonde von 150 nM und 200 nM
hergestellt.

Tab. 27 Ergebnisse der RT-qPCR zur Optimierung der Konzentration der Sonden F5B3-xtr und
der A-Sonde zum Nachweis der HBV-trRNA. Die Auswertung erfolgte bei 525 nm.

Konzliglt;rsa_t;):l von Konzengl;z:lt(ll(::n der A- Cp-Wert Fmax bei 525 nm
150 nM 150 nM 34,76 0,58
200 nM 150 nM 33,93 0,63
150 nM 200 nM 34,26 0,61
200 nM 200 nM 34,14 0,38
NK 0 0

Tab. 28 Ergebnisse der RT-qPCR zur Optimierung der Konzentration der Sonden F5B3-xfl und
der A-Sonde zum Nachweis der HBV-fIRNA. Die Auswertung erfolgte bei 525 nm.

Konz§gg§f;21n von Konzeng::lt(ll(::n der A- Cp-Wert Fmax bei 525 nm
150 nM 150 nM 34,32 0,46
200 nM 150 nM 33,33 0,24
150 nM 200 nM 34,65 0,35
200 nM 200 nM 33,67 0,32
NK 0 0

In der Auswertung der RT-qPCR zeigten sich die besten Kurvenverldufe mit maximaler
Fluoreszenz fiir die HBV-trRNA bei Konzentrationen von [F5B3-xtr] = 200 nm und
[A-Sonde] = 150 nm und fiir die HBV-fIRNA bei Konzentrationen von [F5B3-xfl] = 150 nm und

[A - Sonde] = 150 nm, welche in das Standardprotokoll iibernommen wurden.
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4.2.6.3 Optimierung des PCR-Protokolls
Verdnderungen der PCR-Reaktionszeiten wie Verldngerung der Aktivierungszeit von 10 min auf

15 min und Verldangerung der Denaturierungszeit je PCR-Zyklus von 5 sec auf 10 sec bei jeweils
konstanten PCR-Ansdtzen und Temperaturen fiihrten zu keiner Verbesserung der PCR-
Ergebnisse. Dementsprechend wurde fiir die folgenden Messungen ein Standardprotokoll, wie

unter 3.5.6.1 angegeben, erstellt.

4.2.7 Etabliertes Standardprotokoll zur Amplifikation von polyadenylierter HBV-
RNA im Serum

Als Ergebnis der Optimierungen der PCR-Ansétze und PCR-Bedingungen resultierte folgendes
Protokoll zur Quantifizierung von HBV-trRNA und fIRNA aus Patientenseren (Tabelle 29):

Tab. 29 RT-qPCR -Ansdtze zum Nachweis der HBV-trRNA und -fIRNA. Standardprotokolle in
20 pl-Ansitzen.

Konzentration Zusammensetzung | Zusammensetzung
fiir HBV-trRNA fiir HBV-fIRNA
Sonde F5B3-xtr (5 uM) 200 nM 0,8 ul
Sonde F5B3-xfl (5 uM) 150 nM 0,6 ul
A-Sonde (5 uM) 150 nM 0,6 ul 0,6 ul
Primer xtrs (5 uM) 300 nM 1,2 pl
Primer xtras (5 uM) 900 nM 3,6 ul
Primer xfls (10uM) 500 nM 1,0 ul
Primer xflas (10 uM) 500 nM 1,0 pl
Polymerase-Mix 3,5 mM MgCI2 4,0 pl 4,0 ul
Nuclease-free Water 7,8 ul 10,8 ul
HBV-RNA 2,0 ul 2,0 ul
20,0 ul 20,0 ul

4.2.8 Analytische Sensitivitit (Nachweisgrenzen) der RT-qPCR

Zur Bestimmung der Detektionsgrenzen der HBV-trRNA und -fIRNA wurden Verdiinnungen
der Plasmidlosungen PK tr und PK fl angefertigt und nach dem Standard-PCR-Protokoll
(Abschnitt 4.2.7) in 24 Parallelreaktionen amplifiziert. Die untere Detektionsgrenze war definiert
als Konzentration der HBV-RNA, die in 95% der Experimente noch amplifizierbar ist. Die
Versuche wurden wiederholt durchgefiihrt.

Die Ergebnisse sind in den Tabellen 30 und 31 und in den Abbildungen 17 und 18 gezeigt.
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Die unteren Detektionsgrenzen lagen fiir die HBV-trRNA bei < 600 Kopien / ml und fiir die
HBV-fIRNA bei <450 Kopien/ml (Tabellen 30 und 31). HBV-trRNA-Konzentrationen von
300 Kopien / ml konnten mittels der RT-qPCR amplifiziert werden (Tabelle 30), allerdings
zeigte sich in der Auswertung kein idealer S-formiger Kurvenverlauf (Abbildung 17,
Fluoreszenz gegen Zyklusnummer, rosafarbene und schwarze Kurven) fiir diese Konzentration,
sodass eine Quantifizierung nicht exakt moglich war.

Analog verliefen die Kurven der HBV-fIRNA der Konzentrationen 225 Kopien / ml nicht S-
formig (Abbildung 18, Fluoreszenz gegen Zyklusnummer, mittel- und dunkelblaue Kurven),
sodass diese Konzentration nicht exakt quantifizierbar war.

Gemessene Konzentrationen der HBV-RNAs (messbarer Cp-Wert und messbare Fluoreszenz)
unterhalb der definierten Nachweisgrenzen wurden in den folgenden Messungen als

,»positiv bezeichnet.

Tab. 30 Ergebnisse der RT-qPCR zur Bestimmung der unteren Detektionsgrenze der HBV-

trRNA, Auswertung bei 525 nm.

Konze.ntratio.n von HBV-trRNA Cp-Wert Fmax bei 525 nm
in Kopien/ml Serum

4800 33,85 0,67

1200 35,32 0,46

600 36,11 0,13

300 36,59 0,12

150 0 0

NK 0 0

Tab. 31 Ergebnisse der RT-qPCR zur Bestimmung der Nachweisgrenze der HBV-fl-RNA,

Auswertung bei 525 nm.

Konze.ntratu?n von HBV-fIRNA Cp-Wert Fmax bei 525 nm
in Kopien/ml Serum

3625 35,02 0,58
1800 36,03 0,60
900 36,59 0,42
450 36,90 0,23
225 37,96 0,15
NK 0 0
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Abb. 17 RT-qPCR zur Bestimmung der Nachweisgrenze der HBV-trRNA, Auswertung bei
525 nm. Samples 1-10 stellen Plasmidlosungen mit HBV-trRNA in unterschiedlichen
Konzentrationen dar, Sample 11 ist der mitgefiihrte Standard (4800 Kopien /ml Serum) und

Sample 12 die Negativkontrolle. Nachweisgrenze flir Quantifizierung der HBV-trRNA bei
<600 Kopien / ml.
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Abb. 18 RT-qPCR zur Bestimmung der Nachweisgrenze der HBV-fIRNA, Auswertung bei
525 nm. Samples 13 -22 stellen Plasmidlosungen mit HBV-fIRNA in unterschiedlichen
Konzentrationen dar, Sample 23 ist der mitgefiihrte Standard (3600 Kopien /ml Serum) und
Sample 24 die Negativkontrolle. Nachweisgrenze flir Quantifizierung der HBV-fIRNA bei
<450 Kopien / ml.
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4.2.9 Bestimmung des linearen Messbereichs

Erstellen von Eichgeraden
Die Standardkurve gibt somit den linearen Zusammenhang der Cp-Werte und dekadischen

Logarithmus der Konzentrationen der Standardlosungen wieder. Durch die verschiedenen
Verdiinnungen der Standards kann eine Eichgerade erstellt werden.

Die Eichgerade ist gemidf der Geradengleichung y = f(x) = m x + n durch den Anstieg
(m = ,,Slope*) und dem Schnittpunkt mit der y-Achse (n=,,Intercept®) beschrieben.

Mit Hilfe des Anstiegs kann die Effizienz (E) der RT-qPCR mit folgender Formel berechnet
werden: E= 10"~ 1.

Bei einem Anstieg von m =-2,824 ergibt sich eine Effizienz der RT-qPCR zur Messung der
HBV-trRNA von E=1,214 und damit von mehr als 100%, d.h. eine Verdopplung der
Amplifikate pro Zyklus. Die Fehlerrate wurde mit 0,098 angegeben.

Die RT-qPCR zur Amplifikation der umgeschriebenen HBV-fIRNA erreicht bei einem Anstieg

von m = -2,937 eine Effizienz von E = 1,19 und eine Fehlerrate von 0,365.

Von den Standardlésungen der trPK und der fIPK wurden 10er-Verdiinnungsreihen angefertigt
und die RT-PCR nach dem Standardprotokoll durchgefiihrt (Abschnitt 4.2.7).

Der lineare Messbereich (95%) der HBV-trRNA wurde ermittelt von 600 Kopien / ml bis

10° Kopien / mL und analog der HBV-fIRNA von 450 Kopien / ml bis 10° Kopien / mL.

AN



B £ Queniiication Repoit Window Hep
Analysis ‘Baseline.

Adstment—
- € None

C FaPonts =

X
@ SecondDeivaiveMasmun | | €. rororons
P Name Stondard | Caleuat.. | Co.
— 1 HEVkuz108 20726403 1168
— 2 HBVkuz106 1ME07 1777
—— 3 HBVku 104 1081605 2379
— 4 HEVke1R2 330802 087
——5 HEVkuel0l 1S30E401 3464
— 5 HB&Vkuz100 154E00 743
—— 7 HBVkuzNK

8 HBVKuz108 19206409 1718E419 1191
9 HBVKuz105 19206407 1736407 1754

—— 10 HBVKuz104 19206405 2913405 2255
11 HBVKuz102 19206403 17246403 2884

—— 12 HBVkuz101 1920E+02 199%+02 3149

—— 13 HBVKuz100 1920E:01 167401 3453
14 HBY kuzNK

15 HBY lang 108 B18%8 1282
—— 16 HBYlng 105 BEEGS 1873
—— 17 HBVleng 104 263404 2550
—— 18 HBVlng 102 14876402 3185
19 HBVleng 101 359E 3359
20 HBVlang 100 50706400 3599

21 HBVlang NK
— 22 HBVlang 108 31266409 1117
23 HBV lang 107 2003408 1454
—— 24 HEVlng 104 16ME05 2322
—— 25 HIVlng 102 I05E2 N
% HBVlang 101 4862401 N2
27 HBVlang 100 13066401 3483
28 HBVlangNK 200%400 3713

[ Anasis Notes e — e

Ergebnisse

[r— =
] \\\
— trexRgesin
CoossingPants B2
Sope =284 3
Inroept = 3798 S
Enor =0.0977
1.00

by o e it s L L el Sl A sl e s et 1
Ao E 2 e s dHAR A s -8 aREL 160 165 Hge . 75t el s i an|

Abb. 19 Eichgerade fiir HBV-trRNA-spezifische RT-qPCR am LightCycler 1.5

Sample 8 - 13 Ansitze verschiedener Konzentrationen der trPK, Sample 14 NK. Die obere

Abbildung zeigt die Fluoreszenz in Abhdngigkeit der Zykluszahl dargestellt, das untere Bild

zeigt die Standardkurve der Zykluszahl in Abhéngigkeit der logarithmierten Konzentration der

HBV-trRNA.
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Abb. 20 Eichgerade fiir HBV-fIRNA-spezifische RT-qPCR am LightCycler 1.5

Sample 15 - 18, 23, 26 - 27 Ansétze verschiedener Konzentrationen der fIPK, Sample 21 NK.

Die obere Abbildung zeigt die Fluoreszenz in Abhingigkeit der Zykluszahl dargestellt, das

untere Bild zeigt die Standardkurve der Zykluszahl in Abhéngigkeit der logarithmierten

Konzentration der HBV-fIRNA.
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4.3 Charakterisierung des Patientenkollektivs

4.3.1 Auswahl der Patienten und Herkunft der Seren

Mit der etablierten Methode zur Quantifizierung der HBV-RNA im Serum sollten im Folgenden
Konzentrationen der HBV-RNA bei Patienten mit chronischer HBV-Infektion vor und wéhrend
antiviraler Therapie untersucht werden.

Es wurde ein Kollektiv von Patienten gewihlt, die eine Therapie mit Tenofovir (245 mg / Tag)
erhielten und die sich im Rahmen der Lebersprechstunde der medizinischen Klinik mit
Schwerpunkt Hepatologie und Gastroenterologie der Charité, Universititsmedizin Berlin,
Campus Virchow-Klinikum behandeln lieBen. Die analysierten Seren entstammten der
Serumbank der genannten Klinik. Patienten hatten zuvor ihr schriftliches Einverstandnis gegeben.
Die Auswahl der Seren erfolgte nach u.g. Kriterien.

Um die Anzahl der Patienten sekunddr zu erhohen, wurden auch Patienten mit antiviraler
Therapie durch Lamivudin (100 mg / Tag) retrospektiv in die Analyse eingeschlossen.

Bevorzugt wurden HBeAg-positive Patienten mit nachweislicher HBeAg-Serokonversion im
Verlauf ausgewdhlt. Entsprechend der Charakteristika Alter, Geschlecht, Genotyp und Viruslast
vor Therapiebeginn wurden diese Patienten anderen Patienten ohne nachweisliche HBeAg-

Serokonversion zugeordnet.

3.3.1.1 Einschlusskriterien der Patienten mit chronischer HBV-Infektion

- Vorliegen einer chronischen Hepatitis B

- Alter > 18 Jahre

- Therapie mit Tenofovir (245 mg / Tag) oder Lamivudin (100 mg / Tag)

- Vorhandensein von Serum gelagert bei -20 °C vor Therapiebeginn und im Verlauf von 3,

6, 9,12 und mehr Monaten

3.3.1.2 Ausschlusskriterien der Patienten mit chronischer HBV-Infektion

- Kombinationstherapie aus mehreren Nukleos(t)id-Analoga bzw. mit Interferon-alpha
- Keine ausreichende Anzahl an Serumproben vor Therapiebeginn und im Verlauf
verfiigbar
- Leberzirrhose oder hepatozelluldres Karzinom
Insgesamt wurden unter Beachtung der Ein- und Ausschlusskriterien sequentielle Seren von
insgesamt 79 Patienten mit HBV-Infektion, die zwischen 1998 - 2010 behandelt wurden,

analysiert.
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Diese Seren wurden nach der Entnahme eingefroren und bis zur Messung der RNA-
Konzentrationen im Mittel 40 Monate (Standardabweichung ox = 26 m; Spannweite

R-98 m) bei -20 °C gelagert.

Tab. 32 Charakteristik des untersuchten Patientenkollektivs mit chronischer HBV-Infektion. n.b.

nicht bestimmt

Therapie mit

Anzahl der Patienten

TDF 245mg/d | LAM 100 mg/ d

insgesamt 48 31
Alter (Median) in Jahren 47 39
Geschlecht Mainner 39 21

Frauen 9 10
HBV-Genotyp A 13 9

B

C 6

D 28 15

E 1 0
HBeAg vor Therapiebeginn | positiv 38 28

negativ 10 3
HBeAg-Serokonversion 7 12
HBsAg-Serokonversion 0 2
Nachgewiesene LAM-Resistenz 5 14

4.3.2 Weitere Charakteristika der Patienten

Charakteristika wie Alter, Geschlecht, Nationalitdt, Komorbidititen, Lebererkrankungen und
Vortherapien sowie HBV-Genotyp, HBeAg-Status vor Therapiebeginn und eine (im
Beobachtungszeitraum) nachweisbare HBeAg- und HBsAg-Serokonversion wurden nach
Einwilligung der Patienten freundlicherweise von der Lebersprechstunde der Hepatologie der
Charité¢, Campus Virchow zur Verfiigung gestellt bzw. aus bereits bestehenden Datensétzen

aufgenommen.

4.3.3 Patientenkollektiv fiir die Berechnungen der Kinetik der Parameter
unter Therapie mit Nukleos(t)id-Analoga

Fiir die Berechnungen der Kinetik wurden aus dem urspriinglichen Kollektiv weitere Patienten

ausgeschlossen:

AR



Ergebnisse

Die Patienten mussten ein dhnliches virales Ansprechen wie die Patienten, die mit TDF
behandelt wurden, zeigten d.h. die Suppression der HBV-DNA unter die Nachweisgrenze von
400 Kopien / ml innerhalb von 24-monatiger Behandlung. Patienten, bei denen ein Verdacht auf
Lamivudin-Resistenz bestand (Wiederanstieg der HBV-DNA unter Therapie), wurden
ausgeschlossen.
Die Berechnungen der Kinetik der HBV-RNA im Vergleich zur anderen Parametern wie HBV-
DNA und HBsAg erfolgte am Kollektiv von 62 Patienten mit chronischer HBV-Infektion unter
antiviraler Therapie mit TDF (245 mg / Tag, n = 39) oder LAM (100 mg / Tag, n = 24).
Die Auswertung erfolgte in 3 Gruppen:

* Gruppe 1: HBeAg-positive Patienten, bei denen keine HBeAg-Serokonversion innerhalb

des Beobachtungszeitraums nachgewiesen wurde..
*  Gruppe 2: Patienten mit HBeAg-Serokonversion innerhalb des Beobachtungszeitraums.

* Gruppe 3: HBeAg-negative Patienten.

Tab. 33 Patientencharakteristik der Gruppen 1 - 3. Die Einteilung der Patienten mit chronischer
HBV-Infektion und unter Therapie mit TDF 245 mg/ Tag (n=46) oder LAM 100 mg/ Tag
(n=16) erfolgte entsprechend des HBeAg-Befundes vor Therapiebeginn und einer

nachgewiesenen HBeAg-Serokonversion (HBeAg-Sk) innerhalb des Beobachtungszeitraums.

HBeAg-positiv + -
keine Ig{ll;eAg-Sk HBeAg-positiv + HBeAg negativ [3]
HBeAg-Sk[2] _
[1] (Il — 15) (Il - 12)
(n=35)
Geschlecht (m/w) 25/10 12/3 11/1
Alter in Jahren* 43+ 13 [18 -74] 41 £ 15[19 - 74] 52+17[24-70]
Korpergewicht in kg* 72+ 11[41 - 89] 72 +£15[47-100] 75+ 10 [65 - 95]
Therapie TDF / LAM 30/5 6/9 10/2
ALT in IU/mL* 554+30023-143] | 191 £202[26-816] | 216 £ 1319 - 1523]
Beobachtungszeit in
Monaten™ 29+ 16 [4 - 64] 35+ 18[4 - 64] 25+ 10 [7-40]
HBsAg-Serokonversion 0 1 1
* Mittelwert + Standardabweichung [Spannweite]

4.4 Polyadenylierte HBV-RNA im Serum vor Therapiebeginn

Die nachfolgenden Berechnungen und Darstellungen erfolgten alle an dem Kollektiv der

Patienten mit chronischer HBV-Infektion (n = 79).
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4.4.1 Serumkonzentrationen der HBV-trRNA und -fIRNA im Vergleich

Bei 73 von 79 Patienten wurde HBV-trRNA und bei 74 von 79 Patienten wurde HBV-fIRNA zu
Therapiebeginn nachgewiesen.

Beziiglich der qualitativen Analyse, d.h. der Nachweisbarkeit von HBV-trRNA und -fIRNA
konnte kein Unterschied zwischen beiden HBV-RNAs festgestellt werden (McNemar-Test
p =0,73). Demnach waren im selben Serum meist beide HBV-RNA-Formen nachweisbar.

Die Spannweite und Mittelwerte Serumkonzentrationen der HBV-trRNA und -fIRNA sind in
Tabelle 34 dargestellt. Der Vergleich der absoluten Serumkonzentrationen zeigte keinen
signifikanten Unterschied (p = 0,053), aber eine Tendenz: Die Konzentrationen zirkulierender
HBV-trRNA waren zu Therapiebeginn im Mittel 3,5-fach hoher als die zirkulierender HBV-
fIRNA.

Tab. 34 Spannweite und Mittelwerte der Konzentrationen der HBV-trRNA und -fIRNA vor
Therapiebeginn (n = 79). Signifikanzunterschied der beiden RNAs.

HBV-trRNA HBV-fIRNA p-Wert
Spannweite in Kopien / ml 0-3x10° 0-1x10°
Mittelwert in Kopien / ml 1,83 x 10 5,17x 10°
Mittelwert in log;o Kopien / ml 5,31 +£2,18 4,95+2,18 0,053
10
n=79

HBV-RNA in log;, Kopien/ml
T
— | —
}7

p=0053

0 o °

HBV-trRNA HBV-fIRNA

Abb.21 Boxplots der Konzentrationen der HBV-trRNA und -fIRNA zu Therapiebeginn.
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Betrachtet man nicht nur die Mittelwerte, sondern korreliert alle Messwerte der HBV-trRNA und
-fIRNA zu Therapiebeginn, zeigt sich eine starke lineare Korrelation der beiden RNA-Formen

(Pearsons Korrelationskoeffizient r = 0,75, Abbildung 22).

HBV-trRNA in log;, Kopien/ml

00
I T I l
2 4 6 8
HBV-fIRNA in log;, Kopien/ml

0
|
o — 00

Abb. 22 Korrelation der HBV-trRNA und HBV-fIRNA der Patienten mit chronischer HBV-
Infektion vor Therapiebeginn (n=79). Der Pearson’sche Korrelationskoeffizient liegt bei

r=0,75.

4.4.2 HBV-RNA im Vergleich zu anderen Parametern

Die Konzentrationen der HBV-trRNA und -fIRNA zu Therapiebeginn wurden mit den anderen
Parametern HBV-DNA-, HBsAg-, ALT-Konzentrationen, HBV-Genotyp, Alter und Geschlecht
verglichen.

HBV-DNA

Die qualitative Analyse der Messungen hinsichtlich der Nachweisbarkeit von HBV-trRNA und -
fIRNA bei gleichzeitiger Nachweisbarkeit von HBV-DNA im Serum zeigte keinen signifikanten
Unterschied, aber auch keinen starken Zusammenhang (McNemar-Test HBV-trRNA und HBV-
DNA p =0,18; HBV-fIRNA und HBV-DNA p = 0,04). Demnach wurde nicht in jedem Serum,
das HBV-DNA enthielt, auch HBV-trRNA oder -fIRNA und anders herum nachgewiesen.

Die quantitative Analyse zeigte hingegen starke Korrelationen sowohl der HBV-trRNA als auch
der HBV-fIRNA mit der HBV-DNA-Konzentrationen (Abbildungen 23 und 24).
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HBV-DNA in log,, Kopien/ml

HBV-trRNA in log;, Kopien/ml

Abb. 23 Korrelation der HBV-trRNA und HBV-DNA der Patienten mit chronischer HBV-
Infektion vor Therapiebeginn (n=79). Der Pearson’sche Korrelationskoeffizient liegt bei

r=20,71.

HBV-DNA in log;, Kopien/ml

HBV-fIRNA in log;, Kopien/ml

Abb. 24 HBV-fIRNA und HBV-DNA der Patienten mit chronischer HBV-Infektion und
anschlieBender Therapie mit TDF oder LAM vor Therapiebeginn (n =79). Der Pearson’sche
Korrelationskoeffizient liegt bei r = 0,64.
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Tab. 35 Mittelwerte der Virusparameter vor Therapiebeginn (n = 79).

Mittelwert Standardabweichung Spannweite
HBV-trRNA in log;o Kopien / ml 5,31 2,18 0-848
HBV-fIRNA in log;y Kopien / ml 4,80 2,18 0-8,01
HBV-DNA in log;y Kopien/ ml 6,57 2,00 0-9,04
HBsAg in logjp IU/ml 3,67 1,00 0-5,55
ALT in IU/ml 107,5 196,4 19 - 1523
Alter in Jahren 45 14 15-74

Tab. 36 Signifikanzunterschiede und Pearson’s Korrelationskoeffizienten der Virusparameter vor

Therapiebeginn. *T-Test + Pearson’s Korrelationskoeffizient, ** Wilcoxon-Test + Spearman-

Korrelation.
p-Wert Korrelationskoeffizient
HBV-trRNA vs. HBV-DNA* < 0,001 0,71
HBV-fIRNA vs. HBV-DNA* < 0,001 0,64
HBV-trRNA vs. HBsAg* < 0,001 0,30
HBV-fIRNA vs. HBsAg* < 0,001 0,29
HBV-trRNA vs. ALT* < 0,001 0,10
HBV-fIRNA vs. ALT* < 0,001 0,04
HBV-trRNA vs. Alter < 0,001 -0,14
HBV-fIRNA vs. Alter < 0,001 -0,22
HBV-trRNA vs. Genotyp** < 0,001 0,28
HBV-fIRNA vs. Genotyp** < 0,001 0,88
HBV-trRNA vs. Geschlecht** < 0,001 0,61
HBV-fIRNA vs. Geschlecht** < 0,001 0,08
HBsAg

Zu Therapiebeginn wurden im Mittel HBsAg-Konzentrationen von 3,67 + 1,00 log;o IU / ml
gemessen. Serumwerte des HBsAg korrelierten allerdings weder mit denen der HBV-trRNA
(r=0,30) noch mit denen der HBV-fIRNA (r = 0,29).

ALT

Ferner zeigte sich keine Korrelation der Serumkonzentrationen der HBV-trRNA oder -fIRNA
mit der Hohe der Alanintransaminase.

Zudem wurde kein Einfluss von Alter, Geschlecht oder HBV-Genotyp auf die Héhe der HBV-
trRNA oder -fIRNA vor Beginn der antiviralen Behandlung (Tabellen 35 und 36 und Abbildung
25) nachgewiesen. In der Tabelle 36 sind die Korrelationskoeffizienten der verschiedenen
Parameter unserer gesamten Patientenkohorte mit chronischer HBV-Infektion dargestellt. Die
Abbildung 25 zeigt in Form einer Heatmap die Korrelationen der verschiedenen Parameter am
Kollektiv, an dem die weiterfilhrenden Berechnungen unter antiviraler Therapie (n = 62),

erfolgten.
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Alter, HBV-Genotyp oder ALT-Konzentrationen korrelieren vor Therapiebeginn nicht mit HBV-
trRNA bzw. -fIRNA. Eine starke Korrelation der HBV-RNA-Formen untereinander und mit der

HBV-DNA zeigt sich hingegen.

HBV-trRNA

017 018 -007 HBV-DNA
021 001 0.04 HBV-fIRNA
021 014 -015 HBsAg

Geschlecht

-0.09 0.04 0.2 -0.15 0.04 007 005 [ IB\/’.(]Qnotyp

. -0.04 0.04 01 -014 001 0.18 015 ALT
Farbschliissel

u . 004 009 -011 021 -021 -017 -01 Alter
= = N = 0 < < <
-1 0 1 é) é é-\ 8 r{/ Z. % Z
Wert < Z = A g 2 %
C p - - '
< 5 = > m >
> O = T m
m = e
)

Abb. 25 Heatmap der paarweisen Korrelationen der einzelnen Parameter vor Therapiebeginn
(n=62), aus van Bommel und Bartens et al’®. Rot steht fiir eine starke positive, blau fiir eine
starke negative Korrelation, weille und blass-gefdarbte Rechtecke zeigen keine bis schwache
Korrelationen der jeweiligen Parameter. Die Zahlenwerte in den Quadraten entsprechen dem

Korrelationskoeffizienten nach Pearson.

4.4.3 Vergleich HBeAg-positiver und HBeAg-negativer Patienten

Beim Vergleich der Patienten mit chronischer HBV-Infektion hinsichtlich ihres HBeAg-Status
zu Therapiebeginn zeigten sich im Mittel hohere Konzentrationen der HBV-trRNA, HBV-fIRNA,
HBV-DNA und des HBsAg bei HBeAg-positiven Patienten im Vergleich zu HBeAg-negativen
Patienten.

Die Unterschiede fiir HBV-trRNA, HBV-fIRNA und HBsAg waren signifikant (p < 0,05), die
Unterschiede der HBV-DNA mit p = 0,066 nicht signifikant (Tabelle 37).

Demnach haben HBeAg-negative im Vergleich zu HBeAg-positiven Patienten im Mittel nicht
nur geringere Konzentration der HBV-DNA und des HBsAg, sondern auch der HBV-trRNA und

-fIRNA.
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Tab. 37 Mittelwerte der HBV-trRNA, HBV-fIRNA, HBV-DNA, HBsAg + Standardabweichung

[Spannweite] vor Therapiebeginn entsprechend des HBeAg-Status vor Therapiebeginn.

HBt(aﬁi-lgg)smv HB(eI)lAzg-II;géltlv p-Wert

HBV-trRNA in log;o Kopien /ml 5[67-i8}5]9 [305 jg’(z)f] 0,010
HBV-fIRNA in log;o Kopien /ml 5[63_121’]1 3[2)5_*5’29;]2 0,016
HBV-DNA in logio Kopien /ml v Tse 0,066
HBsAg in logio TU /ml [3182*268] 2[68-2,18’? 0,042

4.5 Kinetik polyadenylierter HBV-RNA im Serum unter Therapie mit
Nukleos(t)id-Analoga

Der Schwerpunkt der Untersuchungen lag auf der Kinetik der bekannten Virusparameter im
Vergleich zu HBV-trRNA und -fIRNA bei Patienten mit chronischer HBV-Infektion unter
antiviraler Therapie. Diese Untersuchungen wurden an 62 Patienten durchgefiihrt, die den
erweiterten Ausschlusskriterien entsprachen (Abschnitt 4.3.3).

Nach Therapiebeginn mit TDF oder LAM wurden einerseits Verldufe mit rapidem Abfall sowohl
der zirkulierenden HBV-DNA als auch der HBV-trRNA und -fIRNA beobachtet. Andererseits
zeigten sich Verldufe mit rapidem Abfall der HBV-DNA, aber mit Persistenz oder maximal
leichten Abfall der beiden HBV-RNA-Formen.

Die genauere Analyse ergab, dass Patienten mit konsekutiver HBeAg-Serokonversion eine
schnellere Suppression der Virusnukleinsduren HBV-DNA, HBV-trRNA und HBV-fIRNA
innerhalb von maximal 50 Monaten (im Mittel 15 Monaten) zeigten.

Aufgrund dieser Beobachtungen erfolgte die Einteilung in die unter Abschnitt 4.3.3 genannten
Gruppen (Tabelle 33).

In der Tabelle 38 sind die Mittelwerte der HBV-trRNA, HBV-fIRNA, HBV-DNA und HBsAg
zu Therapiebeginn sowie nach 3 und 6 Monaten Therapie innerhalb der 3 Gruppen (HBeAg-
positive Patienten zu Therapiebeginn mit oder ohne folgende HBeAg-Serokonversion und

HBeAg-negative) dargestellt.
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Tab. 38 Mittelwerte der HBV-trRNA, HBV-fIRNA, HBV-DNA, HBsAg + Standardabweichung
[Spannweite] zu Therapiebeginn, nach 3 und 6 Monaten Therapie mit TDF 245 mg / Tag (n = 39)
oder LAM 100 mg / Tag (n = 24).

Zeit in ;{)]s;iiifg; HBeAg-
Monaten Keine positiv + p-Wert HBe.eAg p-Wert
nach HBeAo-Sk HBeAg- 1vs. 2 negativ [3] 2 vs. 3
Therapie- g Sk [2] : (= 12) :
beginn [ (n=15)
(n =35)
0 55419 | 58223 [ o 34426 0,018
. [0 -8,2] [0-8,5] [0 - 6,0]
HBV-trRNA in
logio Kopien/ | 3 LT 22222 00 | 23E20 T g ga3
o [0-7,8] [0-6,1] ’ [0-5,1] :
48420 | L1+1,4 1,5+1,9
6 0 74 0-2g | <0001 047 0,690
0 56419 | 46221 [ (00 3,4+23 0,186
. [0 - 8,0] [0-6,5] [0 - 5,9]
HBV-fIRNA in
o Konion ! 3 S2£2,1 [ 2,0£23 | oo 33+22 0335
et [0-83] | [0-65]) | ™ [0-5,0] :
53+£1,9 | 07+1.2 18+22
6 0-791 | [o-277 | %] jo-ss5 | %
0 6.542,0 TIEL8 | [ S5l [
. [1.59.0] | [3,0-8,0] 7.3]
HBV-DNA in
oo Komion ! 3 42+14 3218 | s | 3BEL2ILS- | oo
0810 mfp [1.5-6,2] [0-5.7] : 6.7] :
3.2+1.7 23410 2.6+0.9 [1.5-
6 0701 | [0-34 | %072 4.1] 0,069
3.9+0.7 3.9+1,0 2.7+1.4[0.8-
2 2.5-55 | (1249 | %8 3.8] 0,064
HBsAg in 4,1+0.7 2.942.6 2.6+1.4[0.8-
logio TU / ml . [3,5-5,6] 0-48 | %8 3.8] 0,407
3,740,9 3.6+0.9 2.6+1.5 [I-
2 0-50] | [2.5-48] | %7 3.8.0] 0,544

4.5.1 HBV-trRNA und HBV-fIRNA im Vergleich

* Zu keinem Untersuchungszeitpunkt wurden im Mittel hoch signifikante Unterschiede der
Konzentrationen zirkulierender HBV-trRNA und -fIRNA nachgewiesen (Tabelle 39).

* Zu Beginn der antiviralen Behandlung war die Serumkonzentration der HBV-trRNA im
Mittel hoher als die der HBV-fIRNA, wie unter 3.4.1 dargestellt. Unter Therapie
allerdings lagen die Werte der HBV-fIRNA im Mittel oberhalb der HBV-trRNA in den
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Gruppen nach 3- und 6-monatiger Therapie, aber zu Monat 3 nicht signifikant
unterschiedlich (Tabelle 39).

Demzufolge fiihrte bei Patienten mit chronischer HBV-Infektion die Therapie mit TDF
oder LAM zumindest von Therapiebeginn bis Monat 3 zu einer stirkeren Suppression der
HBV-trRNA im Vergleich zur HBV-fIRNA.

* In der Gruppe der stets HBeAg-positiven Patienten (Gruppe 1) zeigten sich ein geringer
Abfall der HBV-trRNA und der HBV-fIRNA nach 3- und 6-monatiger Therapie mit TDF
oder LAM (Tabelle 38). Die Mittelwerte der Serumkonzentrationen der HBV-RNAs
unterschieden sich signifikant von denen der Patienten, die unter Therapie eine HBeAg-
Serokonversion erreichten (Gruppe 2). In dieser Gruppe zeigte sich ein starker Abfall
bereits nach 3-monatiger Therapie sowohl zirkulierender HBV-trRNA als auch HBV-
fIRNA.

Tab. 39 Signifikanzwerte der Konzentrationen von HBV-trRNA und -fIRNA vor Therapiebeginn,
nach 3 und 6 Monaten Therapie innerhalb der Gruppen 1 - 3.

HBeAg-positiv + HBeAg-positiv + HBeAg negativ
p'xegg\]?_\t’ﬁ{trNREA keine HBeAg-Sk [1] HBeAg-Sk [2] 3]

] n=35) (n=15) (n=12)
Monat 0 0,499 0,003 0,963
Monat 3 0,158 0,722 0,169
Monat 6 0,007 0,307 0,269

Die Abbildungen 26 und 27 zeigen in Form von Boxplots die Serumkonzentrationen der HBV-

trRNA und HBV-fIRNA in den 3 Gruppen zu verschiedenen Zeitpunkten.
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B HBeAg positiv, keine HBeAg-Serokonversion
[ HBeAg positiv, HBeAg-Serokonversion
[ ] HBeAg negativ

35 15 12 35 15 12 35 13 11 34 13 10 32 13 10 27 10 8

HBV-trRNA in log;, Kopien / ml
6
-]
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Therapiezeit in Monaten

Abb. 26 HBV-trRNA zu Therapiebeginn und nach 3, 6, 9, 12, 18, 24 Monaten Therapie mit TDF
245 mg / Tag (n = 39) oder LAM 100 mg/ Tag (n = 24), nach van Bémmel und Bartens et al*®.

Die Anzahl der Patienten, die zu den jeweiligen Zeitpunkten untersucht wurden, ist oberhalb der

Box-Plots angegeben.

B HBeAg positiv, keine HBeAg-Serokonversion
[0 HBeAg positiv, HBeAg-Serokonversion
[ ] HBeAg negativ
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i
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Therapiezeit in Monaten

Abb. 27 HBV-fIRNA zu Therapiebeginn und nach 3, 6, 9, 12, 18, 24 Monaten Therapie mit TDF
245 mg / Tag (n = 39) oder LAM 100 mg/ Tag (n = 24), nach van Bémmel und Bartens et al*®.

Die Anzahl der Patienten, die zu den jeweiligen Zeitpunkten untersucht wurden, ist oberhalb der

Box-Plots angegeben.
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4.5.2 Assoziation von HBV-DNA-Konzentrationen mit HBeAg-Serokonversion

* In allen Patientengruppen zeigte sich im Mittel nach 3- und 6-monatiger Therapie mit
TDF oder LAM ein Abfall der HBV-DNA (Tabelle 38).

* HBeAg-positive Patienten (Gruppe 1 und 2) hatten zu Therapiebeginn im Mittel eine
hoéhere Viruslast (6,5 log;o Kopien / ml und 7,1 log;o Kopien / ml) als HBeAg-negative
Patienten (5,5 log;o Kopien / ml).

* Es zeigte sich auch eine stirkere Suppression der HBV-DNA bei HBeAg-positiven
Patienten mit nachfolgender HBeAg-Serokonversion (Gruppe 2) im Vergleich zu den
stets HBeAg-positiven Patienten (Gruppe 1) als auch den HBeAg-negativen Patienten
(Gruppe 3), welche im Vergleich zur HBV-trRNA und -fIRNA erst nach 6-monatiger
Therapie mit TDF oder LAM signifikant ist (Tabelle 38).

Die Abbildung 28 visualisiert in Form von Boxplots die Konzentrationen der HBV-DNA der 3

Gruppen zu verschiedenen Zeitpunkten.

Bl HBeAg positiv, keine HBeAg-Serokonversion
[0 HBeAg positiv, HBeAg-Serokonversion
[ ] HBeAg negativ

10

— 35 15 12 35 15 12 35 14 12 34 14 1 3 14 1 28 11 9 20 10 7

HBV-DNA in log,, Kopien / ml

Therapiezeit in Monaten

Abb. 28 HBV-DNA zu Therapiebeginn und nach 3, 6, 9, 12, 18, 24 Monaten Therapie mit TDF
245 mg / Tag (n = 39) oder LAM 100 mg/ Tag (n = 24), nach van Bémmel und Bartens et al*®.
Die Anzahl der Patienten, die zu den jeweiligen Zeitpunkten untersucht wurden, ist oberhalb der

Box-Plots angegeben.

4.5.3 Assoziation von HBsAg-Konzentrationen mit HBeAg-Serokonversion

* Auch die Serumkonzentrationen des HBsAg lagen sowohl zu Therapiebeginn als auch
nach 3- und 6-monatiger Therapie mit TDF oder LAM im Mittel bei HBeAg-positiven
Patienten hoher als bei HBeAg-negativen Patienten (Tabelle 38).
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* In den Gruppen der stets HBeAg-positiven Patienten (Gruppe 1) und der HBeAg-
negativen Patienten (Gruppe 3) wurde durch die Therapie mit TDF oder LAM im Mittel
keine Suppression des HBsAg erreicht (Tabelle 38).

* Bei HBeAg-positiven Patienten, die innerhalb des Beobachtungszeitraums eine HBeAg-
Serokonversion nachwiesen, stellte sich ein leichter Abfall der mittleren HBsAg-
Konzentration von 3,9 log;o IU/ml zu Therapiebeginn auf 3,6 log;o IU/ml nach 6
Monaten TDF oder LAM dar.

Dennoch gab es in den ersten 6 Monaten Therapie zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede der HbsAg-Konzentrationen innerhalb der Gruppen 1 bis 3.
Die Abbildung 29 stellt die Konzentrationen des HBsAg der 3 Gruppen zu verschiedenen
Zeitpunkten dar.

Bl HBeAg positiv, keine HBeAg-Serokonversion
[ HBeAg positiv, HBeAg-Serokonversion
[ ] HBeAg negativ

© - 3 15 1 32 15 11 32 14 n 31 14 1 31 14 10 28 11 10 24 10 9

IR B R

-

HBsAg in log,, IU / ml

Therapiezeit in Monaten

Abb. 29 HBsAg zu Therapiebeginn und nach 3, 6, 9, 12, 18, 24 Monaten Therapie mit TDF
245 mg / Tag (n = 39) oder LAM 100 mg/ Tag (n = 24), nach van Bémmel und Bartens et al*®.
Die Anzahl der Patienten, die zu den jeweiligen Zeitpunkten untersucht wurden, ist oberhalb der

Box-Plots angegeben.

4.5.4 Assoziation von HBV-RNA-Konzentrationen vor und wihrend antiviraler

Therapie mit HBeAg-Serokonversion

Wie bereits zuvor in dieser Arbeit dargestellt, wiesen HBeAg-positive Patienten, bei denen im
Beobachtungszeitraum eine HBeAg-Serokonversion registriert werden konnte, deutliche

Unterschiede in der Kinetik der HBV-DNA und vor allem der HBV-trRNA und -fIRNA auf
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(Tabelle 38). Zeigten sich vor Therapiebeginn bei HBeAg-positiven Patienten, mit und ohne
konsekutiver HBeAg-Serokonversion unter antiviraler Therapie, dhnlich hohe Konzentrationen
der HBV-trRNA von xxx und der HBV-fIRNA von, so zeichnete sich bereits nach 3-monatiger
Therapie mit TDF oder LAM eine stirkere Suppression der HBV-trRNA und HBV-fIRNA um
mehr als 2,6 log;o Kopien/ml ab (Abbildungen 26 und 27, Tabelle 38). Wohingegen stets
HBeAg-positive Patienten lediglich einen Abfall der HBV-RNA von < 1,0 log;o Kopien / ml
aufwiesen.

Die HbsAg-Konzentrationen fielen bei allen HBeAg-positiven Patienten im Mittel unter
Therapie nur wenig ab (Abbildung 29, Tabelle 38), sodass signifikant kein Unterschied
hinsichtlich der konsekutiven HBeAg-Serokonversion dargestellt wurde.

Die Abbildung 30 veranschaulicht am Beispiel der HBV-trRNA zum einen die Kinetiken der
HBV-RNA- und der HBsAg-Konzentrationen und zum anderen die Anzahl der HBeAg-
Serokonversionen zu den entsprechenden Zeitpunkten.

Interessanter Weise war die Suppression der HBV-RNA deutlich frither als die HBeAg-
Serokonversion nachweisbar. Bei 3 Patienten war HBeAg bereits nach 3 Monaten Therapie nicht

mehr nachweisbar, bei einem Patienten fand die Serokonversion hingegen erst nach 56 Monaten
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Abb. 30 Serumkonzentrationen der HBV-trRNA und des HBsAg der HBeAg-positiven Patienten
mit HBeAg-Serokonversion im Verlauf (n=15). Die Balken reprisentieren die Anzahl der

Patienten, bei denen zum jeweiligen Zeitpunkt schon eine HBeAg-Serokonversion nachgewiesen

werden konnte.
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Bei allen HBeAg-positiven Patienten mit HBeAg-Serokonversion im Verlauf (n = 15) konnten
Suppressionen der HBV-trRNA, der HBV-fIRNA und der HBV-DNA unter die jeweilige

Testnachweisgrenze durch die Therapie mit TDF oder LAM erreicht werden.

Die Abbildung 31 visualisiert als Boxplots die Zeitspannen je von Therapiebeginn bis zum
Zeitpunkt der Unterschreitung der Testnachweisgrenze der Parameter HBV-trRNA, HBV-{IRNA,
HBV-DNA und HBeAg.

HBVARNA | —IH ¢  n=1s5
HBV-IRNA -+ H [ n=15
HBV-DNA 4 —H n=15
HBeAg 4+ +—— [} =15 o

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Zeit in Monaten von Therapiebeginn bis < NWG des Parameters

Abb. 31 Zeit von Therapiebeginn bis zum Abfall der HBV-trRNA, HBV-fIRNA und HBV-DNA
unter die Nachweisgrenze in Monaten und Zeit bis zur HBeAg-Serokonversion bei HBeAg-

positiven Patienten in Monaten (n = 15).

Zirkulierende HBV-trRNA und -fIRNA waren im Mittel 19 + 14 (Spannweite 3 - 56) Monate

nicht mehr nachweisbar und damit bereits 15 Monate vor der Zeitpunkt der konsekutiven
HBeAg-Serokonversion,

Zirkulierende HBV-trRNA und -fIRNA fielen im Mittel bereits 6 Monate frither als die HBV-
DNA unter die Testnachweisgrenzen ab. Diese zeitlichen Unterschiede waren signifikant

(Tabellen 40 und 41).
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Im Vergleich fielen auch bei 24 von 36 HBeAg-positiven Patienten, die im
Beobachtungszeitraum keine HBeAg-Serokonversion erzielen konnten (Gruppe 1), die HBV-
DNA unter die Nachweisgrenze ab. Eine Suppression der HBV-trRNA und -fIRNA unter die

Nachweisgrenzen war hingegen nur bei 15 bzw. 14 der 36 Patienten zu verzeichnen.

Tab. 40 Zeit in Monaten von Therapiebeginn bis zum Abfall unter die Nachweisgrenze von

HBV-trRNA, HBV-fIRNA, HBV-DNA, HBeAG im Serum innerhalb der Gruppe 2 (n = 15).

HBV-trRNA | HBV-fIRNA HBV-DNA HBeAg
Mittelwerte £ SD | 4,4 + 3.4 44+£36 9,0+3,7 19,5+ 14,2
[Spannweite] [0-11] [0-11] [3 - 14] [3 - 56]

Tab. 41 Zeit in Monaten von Verlust der Nachweisbarkeit von HBV-trRNA, HBV-fIRNA und
HBV-DNA bis zur HBeAG-Serokonversion im Serum innerhalb der Gruppe 2 (n = 17).

Differenzen HBeAg-trRNA HBeAg — fIRNA HBeAg - DNA
Mittelwerte + SD 15,1 £ 13,1 15,1 +12,7 10,5+ 15,8
[Spannweite] [0 - 50] [0 - 50] [0 -50]

4.5.5 Multivariate Analyse der Assoziation verschiedener Parameter mit der

HBeAg-Serokonversion

Zur Abschitzung der Faktoren, die mit der HBe-Serokonversion korrelieren, wurde ein
multivariates Logit-Modell (logistischer Regression) verwendet. Dabei wurden folgende
Parameter untersucht: Alter, Geschlecht, HBV Genotyp sowie folgende Parameter jeweils vor
Therapiebeginn als auch die Differenzen nach 3- und nach 6-monatiger Therapie: HBV-trRNA,
HBV-fIRNA, HBV-DNA, HBsAg, ALT, zudem die Suppression der HBV-DNA unter die
Nachweisgrenze nach 3- und nach 6-monatiger Therapie. Aufgrund der hohen Korrelation der
HBV-trRNA und -fIRNA wurden zwei Modelle erstellt, die Regressionskoeffizienten der
jeweiligen Parameter gegen den Regularisierungsparameter ,,Jlambda“ abbilden (Abbildung 34).
Auch hier zeigte sich die Suppression der zirkulierenden HBV-RNA (trRNA und fIRNA) unter
Nukleos(t)id-Analoga-Therapie als stirkster einzelner linearer Faktor in Hinblick auf die
konsekutive HBeAg-Serokonversion. Die Regressionskoeffizienten wurden durch 4-fache

Kreuzvalidierung unter Verwendung des Penalisierungsparameters alpha = 0,5 berechnet.
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Regressionskoeffizienten
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Abb. 34 Regressionskoeffizienten der Parameter im Elastic Net Modell gegen
Regularisierungsparameter lambda fiir (A) HBV-trRNA und (B) HBV-fIRNA nach van Bommel

und Bartens et al*®

. Jede Kurve entspricht einem Regressionskoeffizienten in Assoziation der
Pradiktion der HBeAg-Serokonversion und zeigt die jeweilige Verdnderung bei der
Schrumpfung von lambda. Je kleiner lambda ist, wenn die Kurve die Nulllinie verlésst, desto

starker ist die Assoziation zur HBeAg-Serokonversion im multivariaten Modell.
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In der multivariaten Analyse der HBV-trRNA zeigten folgende Parameter die hochste
Korrelation mit der konsekutiven HBeAg-Serokonversion: (1) HBV-trRNA-Abfall zu Monat 3,
(2) HB HBV-trRNA-Abfall zu Monat 6, (3) HBV-trRNA-Konzentration vor Therapiebeginn und
(4) HbsAg-Abfall zu Monat 6. Unter antiviraler Therapie

In der multivariaten Analyse des Modells der HBV-fIRNA zeigte folgende Reihenfolge der
Parameter beziiglich der Korrelation mit konsekutiven HBeAg-Serokonversion: (1) HBV-
fIRNA-Abfall zu Monat 6, (2) HBV-fIRNA-Konzentration vor Therapiebeginn, (3) HBV-DNA-
Abfall zu Monat 6 und (4) HBV-DNA-Suppression unter die Nachweisgrenze zu Monat 3 unter

antiviraler Therapie.

4.5.6 Vorhersagekraft des Abfalls polyadenylierter HBV-RNA im Serum

hinsichtlich einer konsekutiven HBeAg-Serokonversion

Diejenigen Faktoren, die sich im multivariaten Modell durch die hochste Assoziation mit der
HBeAg-Serokonversion dargestellt hatten, wurden hinsichtlich ihrer Pradiktion fiir HBeAg-
Serokonversion mittels Odds-Ratio und ROC-Kurven untersucht. Als ein auch im klinischen
Alltag verwendbares MaB fiir die Anderungen der HBV-RNA wurde ein Riickgang von >
1,0 logio Kopien / ml bzw. > 1,0 log;o IU / ml veranschlagt.

Es wurden Berechnungen mit einer definierten Suppression der Parameter von
> 1,0 logio Kopien / ml bzw. > 1,0 log;o IU / ml durchgefiihrt.
1.) Odds Ratio (Tabellen 42 und 43):

* HBeAg-positive Patienten mit chronischer HBV-Infektion wund Suppression
zirkulierender HBV-trRNA um mehr als 1,0 log;o Kopien/ml nach 3-monatiger
Therapie mit TDF oder LAM, erreichten 3,81-mal haufiger eine konsekutive HBeAg-
Serokonversion im Vergleich zu Patienten, bei denen die Therapie eine geringere
Suppression der HBV-trRNA erreichte (Tabelle 42).

* Die Suppression zirkulierender HBV-fIRNA um mehr als 1,0 log;o Kopien/ ml fiihrte
2,39-2,83-mal haufiger zur konsekutiven HBeAg-Serokonversion (Tabellen 42 und 43).

* Die Ergebnisse waren fiir beide HBV-RNAs signifikant (p <0,001).

* Der Abfall der HBV-DNA und des HBsAg um mehr als 1,0 log;o Kopien / ml bzw. um

mehr als 1,0 logjo IU/ml flihrten mit erhdhter Wahrscheinlichkeit zur konsekutiven
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HBeAg-Serokonversion. Allerdings waren die Ergebnisse weder nach 3- noch nach 6-
monatiger Therapie signifikant (Tabellen 42 und 43).

* Die Odds Ratios der Suppression HBV-RNA, sowohl trRNA als auch fIRNA, waren im
Vergleich zur HBV-DNA-Suppression hoher und belegen die bessere Priadiktion
hinsichtlich der HBeAg-Serokonversion

Tab. 42 Odds Ratios des Abfalls der Konzentrationen der zirkulierenden HBV-trRNA, HBV-
fIRNA, HBV-DNA > 1,0 logjo Kopien/ml bzw. HBsAg=>1,0 log;o IU/ml nach 3-monatiger
Therapie mit TDF oder LAM hinsichtlich einer konsekutiven HBeAg-Serokonversion (n=51),
KI = Konfidenzintervall).

Odds Ratio -Wert (Likelihood-
(95% KI) WL QARG b Rat(io-Test)
HBV-trRNA 3,81 (1,75 —-28.,31) < 0,001 < 0,001
HBV-fIRNA 2,83 (135-5,93) 0,006 0,001
HBV-DNA 1,64 (1,07-2,52) 0,023 0,015
HBsAg 2,36 (0,82 —6,77) 0,111 0,088

Tab. 43 Odds Ratios des Abfalls der Konzentrationen der zirkulierenden HBV-trRNA, HBV-
fIRNA, HBV-DNA > 1,0 log;o Kopien/ml bzw. HBsAg=>1,0 logjo IlU/ml nach 6-monatiger
Therapie mit TDF oder LAM hinsichtlich einer konsekutiven HBeAg-Serokonversion (n =51,
KI = Konfidenzintervall).

Odds Ratio -Wert (Likelihood-
(95% KI) TG (L LG, g Rat(io-Test)
HBV-trRNA 2,76 (1,59 — 4,81) < 0,001 < 0,001
HBV-fIRNA 2,39 (1,31 — 4,35) 0,004 0,001
HBV-DNA 1,56 (1,04 —2,35) 0,032 0,017
HBsAg 1,98 (0,89 —4.,41) 0,095 0,070

2.) ROC-Kurven:

Zur Bewertung der Genauigkeit der Vorhersage der HBeAg-Serokonversion bei einer
Suppression der HBV-trRNA bzw. -fIRNA um mehr als 1,0 log;o Kopien / ml nach 3-monatiger
Therapie mit TDF oder LAM wurden ROC-Kurven angefertigt, aufgrund der hochsten Odds
Ratios zu diesem Zeitpunkt (Abbildungen 32 und 33).

Die AUC (,,Area under Curve®) als MaB fiir die Giite des Tests war fiir den Cut-Off-Wert von
1,0 logio Kopien HBV-trRNA / ml bei 0,85 und zeigte damit eine hohe Trennschirfe.

Die AUC war fiir den Cut-Off-Wert von 1,0 log;o Kopien HBV-fIRNA / ml bei nur 0,73 und

zeigt damit eine weniger gute Differenzierung.
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Abb.32 ROC-Kurve zur Beziehung der Falsch-Positiv-Rate und Sensitivitit der Suppression der
HBV-trRNA > 1,0 log;o Kopien/ml nach 3-monatiger Therapie mit TDF oder LAM hinsichtlich

der folgenden HBeAg-Serokonversion (n = 15).
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Abb.33 ROC-Kurve zur Beziehung der Falsch-Positiv-Rate und Sensitivitit der Suppression der
HBV-fIRNA > 1,0 log;o Kopien/ml nach 3-monatiger Therapie mit TDF oder LAM hinsichtlich
der folgenden HBeAg-Serokonversion (n = 15).
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3.) Diagnostische Sensitivitdt und Spezifitit:

Die Suppression zirkulierender HBV-trRNA nach 3-monatiger Therapie mit TDF oder LAM um
> 1,0 logio Kopien/ml prognostizierte mit einer Spezifitidt von 83,3% und einer Sensitivitdt von
80% zu einer HBeAg-Serokonversion (Abbildung 34).

Die Suppression zirkulierender HBV-fIRNA um > 1,0 log;o Kopien/ml zeigte mit einer Spezifitét
von 77,8% und mit einer Sensitivitit von 66,7% eine konsekutive HBeAg-Serokonversion an

(Abbildung 35).

4.) Pradiktive Werte:

Verringerte sich die Serumkonzentration der HBV-trRNA auf mindestens ein Zehntel nach 3-
monatiger Therapie mit TDF oder LAM, folgte eine HBeAg-Serokonversion mit einer
Wabhrscheinlichkeit von 66,7%, (Tabelle 44, positiver priadiktiver Wert, PPV).

Aussagekriftiger war der negative Vorhersagewert (NPV): Wurde nach 3-monatiger antiviraler
Behandlung die Suppression der HBV-trRNA > 1,0 log;o Kopien/ml nicht erreicht, so folgte mit
90,9%-iger Wahrscheinlichkeit keine HBeAg-Serokonversion (Tabelle 44).

Tab. 44 Vierfeldertafel der HBeAg-positiven Patienten zur Suppression der HBV-
trRNA > 1,0 0 log;o Kopien/ml nach 3-monatiger Therapie mit TDF (245 mg/ Tag) oder LAM
(100 mg / Tag) und der konsekutiven HBeAg-Serokonversion (n=151). PPV = Positiver

Vorhersagewert, NPV = Negativer Vorhersagewert.

HBeAg-Sk. Summe | PPV | NPV
Ja Nein
Abfall der HBV-trRNA Ja 12 6 18 66,7% -
>1,0 logio zuMonat3 | Nein 3 30 33 - 90,9%
Summe 15 36 51 - -

Zusammenfassend zeigte die Suppression zirkulierender HBV-trRNA und -fIRNA um mehr als
1,0 I logio Kopien / ml nach 3-monatiger Therapie mit TDF oder LAM mit hoher Sensitivitit und
hoher Spezifitét eine konsekutive HBeAg-Serokonversion an. Im direkten Vergleich der beiden
HBV-RNA-Formen ergaben sich fiir die Kinetik der HBV-trRNA bessere statistische
Gitekriterien. Insbesondere der negative Vorhersagewert sagte mit fast 91%-iger
Wahrscheinlichkeit aus, dass ohne eine Reduktion der HBV-RNA > 1,0 log;o Kopien/ml nach
3 Monaten  antiviraler =~ Behandlung  eine  nachfolgenden = HBeAg-Serokonversion

unwahrscheinlich ist.
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4.5.7 Vergleich der Kinetik der HBV-RNA wunter der Therapie mit
unterschiedlichen Nukleos(t)id-Analoga (TDF versus LAM)

Die Kinetik der HBV-DNA war bei Patienten mit LAM und bei Patienten mit TDF-Behandlung
vergleichbar.

Die Rate des serologischen Ansprechens war bei Patienten mit LAM-Behandlung hoher, was auf
den Selektions-Bias zuriickzufiihren ist (Abschnitt 4.3.1). Demnach konnte bei 12/31 mit
Lamivudin Behandelten (38,7%) eine HBeAg-Serokonversion nachgewiesen werden,
wohingegen dies nur 7 / 48 Patienten, also 14,6%, unter Tenofovir auftrat.

Nach 9- bzw. 18-monatiger Therapie zeigten sich signifikant niedrigere Werte zirkulierender
HBV-trRNA und -fIRNA in der Gruppe der Therapie mit LAM verglichen mit TDF
(Abbildungen 35 und 36).

Hierbei war der hohere Anteil der Patienten mit konsekutiver HBeAg-Serokonversion in der
LAM-Gruppe zu beriicksichtigen, bei denen, wie oben gezeigt, die Konzentrationen der HBV-

trRNA und -fIRNA im Verlauf signifikant niedriger lagen.
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Abb. 35 Boxplots der HBV-trRNA im Verlauf vor Therapiebeginn und zu den Monaten 3, 6, 9,
12, 18, 24 nach Behandlungsbeginn. TDF 245 mg/d, n =48, LAM 100 mg/d, n=31.
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5 Diskussion

5.1 Spezifischer Nachweis von polyadenylierter HBV-RNA im Serum

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis von polyadenylierter HBV-RNA im

Serum von Patienten sowohl mit HBeAg-positiver als auch mit HBeAg-negativer chronischer

HBV-Infektion. Mittels quantitativer RT-qPCR auf der Basis einer RACE-PCR konnten wir

einen RNA-spezifischen Assay zur Quantifizierung von HBV-RNA erstellen. Hierdurch ist

unsere Methode einerseits spezifischer fiir den Nachweis von RNA als einige Methoden, die in

anderen Arbeiten verwendet wurden; andererseits fallen Arbeitsschritte aus anderen Methoden

weg, die einen Verlust von RNA und somit eine geringere Sensitivitdt des Nachweises bedingen.

Die Vorteile unsere Arbeit werden deutlich, wenn man einen direkten Vergleich zu anderen

bislang verwendeten Methoden zieht

41,42,37,38,43,

Hatakeyama et al., bestimmten indirekt die Gesamt-HBV-RNA-Konzentrationen im
Serum, indem sie die Differenz aus der Konzentration des HBV-DNA-RNA-Gemisches
und der HBV-DNA-Konzentration nach RNA-Verdau bildeten. Dazu wurde nach der
Priparation der Nukleinsduren einem Teil eine RNAse zugesetzt, sodass die RNA
abgebaut wurde. Anschlielend erfolgte in beiden Ansdtzen mittels Random Primern die
Umschreibung und die Quantifizierung der HBV-DNA durch eine ,,in-house gPCR**'.
Nach der Inkubation der Seren mit DNAse fiihrten Rokuhara et al. die reverse
Transkription der HBV-RNA mit Hilfe von Random Primern durch, amplifizierten dann
diese cDNA mittels S-Gen-spezifischer PCR und konnten auf diesem Wege RNA-
Serumwerte bestimmen®™.  Trotz DNAse-Verdau kann bei dieser Methode das
Vorhandensein von Resten von HBV-DNA nicht ausgeschlossen werden.

Zhang et al. und Su et al. filhrten zur Quantifizierung zirkulierender HBV-trRNA und
HBV-fIRNA optische Vergleiche der Signale in Southern Blots durch. Die Skalierung
erfolgte entweder mit Markern bekannter Konzentrationen oder durch kategoriale

Einteilung von nicht nachweisbar (0) bis hohe Konzentrationen (+3)*”*

. Die Genauigkeit
dieser Methode ist nicht mit einer RT-qPCR vergleichbar.

Huang und Mitarbeiter quantifizierten HBV-RNA ebenfalls indem sie die Differenz des
HBV-DNA-RNA-Gemisches und der HBV-DNA-Konzentration bildeten. Dazu erfolgte
nach Nukleinsdurepriparation die reverser Transkription mit Random-Primern und
anschlieend die Quantifizierung (der HBV-DNA und HBV-cDNA) mittels etablierter

RT-qPCR unter Verwendung von SYBR Green. Davon wurde die Konzentration der
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HBV-DNA, gemessen mittels gleicher RT-qPCR aber ohne reverse Transkription,
subtrahiert™. Sie erhielten untere Nachweisgrenzen von 10° Kopien / mL.
Unsere Methode weist verschiedene andere Vorziige auf:
Durch die Verwendung von spezifischen Primern fiir die reverse Transkription der HBV-trRNA
und HBV-fIRNA wurden diese spezifisch umgeschrieben. Ahnliche Primer wurden schon von
Hilger et al, 1991 und Su et al, 2001, verdffentlicht***. In unseren Untersuchungen zeigten sich
hier zudem auch unspezifische Hybridisierungen (Abschnitt 4.2.3), sodass wir die Sequenz des
Primers zur Umschreibung der HBV-trRNA modifizierten (PxT2tr zu PxT3tr). Somit wurde eine
Bindung des Primers PxT3tr an HBV-fIRNA ausgeschlossen und die Spezifitit der
Nachweismethode erhdht.
Der Einsatz von spezifischen Primern und TagMan-Sonden in der RT-qPCR erhdhte wiederum
die analytische Spezifitit. TagMan-Sonden sind mit einem Reporter und Quentcher versehen. Sie
binden eine bestimmte Nukleotidfolge. Kommt es wihrend der PCR zur Abspaltung von
Fragmenten der Sonde und somit zur rdumlichen Trennung des Reporters und Quentchers, wird
ein messbares Fluoreszenzsignal generiert. Im Vergleich dazu hybridisieren andere DNA-
Farbstoffen, wie z.B. SYBR Green, unspezifisch, sodass ein Fluoreszenzsignal auch bei Bildung
von unbestimmten PCR-Produkten und Primer-Dimeren entstehen kann®**.
Zudem wurden falsch-negative Ergebnisse oder Fehler der Real-time-PCR minimiert, indem IC
(internen Kontrollen) jedem Reaktionsansatz vor Isolierung der Nukleinsduren zugegeben
wurden 7.
AuBerdem dienten Negativkontrollen bei jeder RT und qPCR zum Nachweis von eventuellen
Verunreinigungen zur Vermeidung falsch-positiver Ergebnisse.
Beziiglich der analytischen Sensitivitdt der beiden PCRs wurden lineare Messbereiche der HBV-
trRNA von 600 bis 10° Kopien / mL und der HBV-fIRNA von 450 bis 10° Kopien / mL ermittelt.
Auch niedrigere Serumkonzentrationen wurden registriert, eine Quantifizierung war auerhalb
des linearen Bereiches nicht moglich.
In der Arbeit von Huang und Mitarbeitern wurde HBV-RNA durch Subtraktion der HBV-DNA
vom HBV-DNA-cDNA-Gemisch bestimmt und die untere Nachweisgrenze lag bei
10° Kopien / mL*. Die bessere untere Nachweisgrenze unserer Methodik ist auch auf die hohere
Spezifitdt durch alleinige Amplifikation der HBV-cDNAs und die geringe Anzahl der

Reaktionsschritte und damit Fehlermdglichkeiten, wie beschrieben, zuriickzufiihren.
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5.1.1 Annahmen zur Herkunft der HBV-trRNA
Mit unserem Assay wiesen wir sowohl ein HBV-RNA —Fragment nach, welches iiber ein

vollstédndiges 3’-Ende verfiigt als auch ein Fragment, welches eine Trunkierung Richtung 5’-
Ende besitzt. Ein Verlust von Sequenzen des 3’-Endes beeinflusst die Proteinsynthese nicht
negativ, da die Translation der Proteine am 5’-Ende beginnt. Demnach ist auch bei Verlust von
HBV-DNA im Rahmen der Genomintegration durch Aktivierung des funktionellen
Polyadenylierungssignals CATAAA eine Proteinbiosynthese gewéhrleistet.

Die am 3’-Ende trunkierten HBV-RNA-Form (trRNA) wurde in anderen Studien untersucht.

So postulierten Schutz et al., dass das CATAAA-Motivs als Polyadenylierungssignal aktiviert
wird, entweder wenn das ,,eigentliche” Polyadenylierungssignal TATAAA inaktiviert ist oder es
zum Verlust des Signals TATAAA, z.B. durch chromosomale Integration der HBV-DNA ins
menschliche Genom, kiime™.

Da das HBV-trRNA-Fragment moglicherweise eine Assoziation mit Response auf antivirale
Behandlung zeigt, wurde es in unserer Studie mituntersucht. Die Annahme, dass die HBV-
trRNA durch fehlerhafte Transkription entsteht und folglich als funktionsloses Nebenprodukt im
Blut zirkuliert, gerdt nach unseren Ergebnissen, die eine stirkere Suppression unter Hemmung
der viralen Transkriptase aufweisen, eher in den Hintergrund. Vielmehr scheint es, als spiele die
HBV-trRNA eine Rolle bei der Virusreplikation. Einen weiteren Hinweis darauf liefert die
starkere Korrelation der HBV-DNA mit der HBV-trRNA (r=0,71) im Vergleich zur HBV-
fIRNA (r=0,64). Die Werte zirkulierender HBV-DNA nahmen unter effektiver Hemmung der
Virusreplikation durch TDF oder LAM erwartungsgeméal3 stark ab, sodass die auch starke
Suppression der HBV-trRNA damit im Zusammenhang stehen konnte. Zur Beantwortung der
Frage der Herkunft und der biologischen Funktion der polyadenlierten HBV-trRNA im Serum

sind aber weitere Untersuchungen notwendig.

5.1.2 Annahmen zur Konformation der polyadenylierten HBV-RNA im Serum
Nukleos(t)id-Analoga wir TDF und LAM hemmen die reverse Transkriptase des Virus, sodass

der Replikationszyklus des Hepatitis-B-Virus unterbrochen wird und somit die DNA-Synthese
abnimmt. Die Therapeutika haben jedoch keinen bekannten Einfluss auf die Transkription von
HBV-RNA und Translation. Das erkldrt die Nachweisbarkeit von HBV-RNA und
Virusproteinen im Serum auch unter medikamentds supprimierter Virusreplikation.
Fragen, die bisher nicht vollstidndig geklart wurden:

1. Wie gelangt polyadenylierte RNA ins Serum, sodass sie z.T. in hohen Konzentrationen

nachweisbar war?
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2. Unter welchen Bedingungen wird das zusétzliche Polyadenylierungssignal CATAAA
innerhalb des X-ORF, erstmals beschrieben von Hilger et al., 1991, aktiviert?

Kock et al. fanden es denkbar, dass auch ,,unfertige* Virione entstehen, indem Nukleokapside
auch ohne reverse Transkription der pgRNA aus der Wirtszelle ausgeschleust werden™. Die
pgRNA wird meist erst nach der Zusammenlagerung des Nukleokapsids revers transkribiert,
allerdings findet die Ausschleusung aus der Zelle erst nach der reversen Transkription statt. Bei
jeder Virusinfektion entstiinden allerdings auch ein gewisser Anteil defekter Viruspartikel bei
mangelhafter Replikation®®. Unter Annahme der Hypothese der Sekretion der HBV-RNA als
Lunfertige® Virione, konnte man vermuten, dass eine effektive Hemmung der reversen
Transkriptase auch, auf bisher unbekanntem Wege, die Sekretion der unreifen Nukleokapside
mit pgRNAs in Hiillproteine verpackt ins Blut verhindert.
In einer Arbeit von Su et al. wurden unter anderem 168 Patienten mit chronischer HBV-Infektion
zu Therapiebeginn mit Lamivudin untersucht. Dabei wurde in 90% der Seren HBV-RNA
nachgewiesen (trRNA zu 89,9% und fIRNA zu 88,6%). Sie postulierten, dass zirkulierende
HBV-RNA nicht in Nukleokapside verpackt sei, da die Abgabe der Nukleokapside erst nach der
DNA-Minusstrangsynthese und der Hydrolyse der RNA erfolge, wie Arbeiten von Gerelsaikhan
et al. zeigen®.
Vielmehr vermuteten sie, dass HBV-RNA frei oder nach Abschniirung von Hepatozyten nur mit
einer Plasmalipidmembran umbhiillt und geschiitzt im Serum vorliegen, da HBV-RNA auch in
Abwesenheit von Replikationsmarker messbar waren.
Zhang et al. beschrieben HBV-RNA mit teilweise revers transkribiertem DNA-Minusstrang und
schlussfolgerten ebenso, dass die HBV-RNA in Nukleokapsiden im Serum vorliege. Als Menge
zirkulierender HBV-RNA ermittelten sie nur 1% der HBV-Virione™.
Ferner formulierten Zhang et al. die Hypothese, dass HBV-RNA durch Zerstorung der
Hepatozyten ins Blutsystem gelange und so nachweisbar sei.
In dieser vorliegenden Arbeit wurde hingegen eine nur niedrige Korrelation sowohl der HBV-
trRNA als auch der HBV-fIRNA mit der ALT (Alanintransaminase) als Markerenzym der
Leberzellzerstorung gezeigt (Tabelle 41). Eine Freisetzung der HBV-RNA ins Blut durch
Zelluntergang der Hepatozyten ist denkbar, aber ist offensichtlich nicht der einzige Prozess.
Rokuhara et al. wiederum untersuchten S-Gen-spezifische RNA nach Abbau der Virus-DNA
mittels DNAse im Serum*. Die Konzentrationen der HBV-RNA im Serum entsprachen 1/ 20
bis 1/ 10 der Menge an HBV-DNA. Thre Analysen der Dichtegradienten der Virusparameter im
Serum zeigte dhnliche Peaks fiir die DNA, HBcAg und RNA, sodass die Interpretation nahe lag,
dass die HBV-RNA ebenfalls in Nukleokapside verpackt im Serum vorlige.
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In der vorliegenden Arbeit wurden auch nach langer Lagerung der Seren teilweise in hohen
Konzentrationen HBV-RNA nachgewiesen, was die These stiitzt, dass diese vor der Aktivitit
von RNAsen geschiitzt und nicht frei im Serum vorliegen.

In der Zusammenschau der bisher verdffentlichen Arbeiten scheint die Zirkulation der HBV-
RNA in Nukleokapsiden am wahrscheinlichsten, allerdings sollte das noch in zukiinftigen

Untersuchungen erforscht werden.

5.2 Prddiktion von serologischer Response anhand von polyadenylierter HBV -

RNA im Serum

5.2.1 Eigenschaften unseres Patientenkollektivs
Die bislang veroffentlichten Arbeiten untersuchten HBV-RNA im Serum entweder an einer

geringen Anzahl von Patienten iiber einen ldngeren Zeitraum oder jeweils nur zu einem
Zeitpunkt ***7%% Die Assoziation von HBV-RNA mit therapeutischen Endpunkten wurde
bislang nicht untersucht. Daher planten wir eine retrospektive Untersuchung und Messungen der
HBV-RNA in einem gut charakterisierten Kollektiv von Patienten, die unter Langzeit-Therapie
mit Nukleos(t)id-Analoga waren und von denen entsprechende Serumproben vorhanden waren.
Urspriinglich sollte nur ein Kollektiv unter der Therapie mit TDF untersucht werden. Auf der
Grundlage der ersten Ergebnisse und der hier bereits beobachteten Assoziation von Riickgang
der HBV-RNA und HBeAg-Serokonversion wurde das Kollektiv um Patienten unter Therapie
mit LAM erweitert. Hierbei wurden nur Patienten eingeschlossen, die eine vergleichbare
virologische Response (Riickgang der HBV-DNA) unter Therapie mit LAM zeigten wir die
Patienten in der TDF-Gruppe. AuBBerdem wurden hauptsédchlich Patienten mit bekannter HBeAg-
Serokonversion unter Therapie in das Kollektiv aufgenommen, um einen statistisch valideren
Vergleich anstellen zu konnen.

Nach Ausschluss weiterer Kriterien (Abschnitt 4.3.3.1) wurde die Analyse der Kinetik der HBV-
trRNA und -fIRNA an einem Kollektiv von 62 Patienten durchgefiihrt. Damit resultierte fiir die
Gruppe der HBeAg-positiven mit konsekutiver HBeAg-Serokonversion eine Gruppenstirke von
15 Patienten. Das ist eine eher geringe Anzahl und es erklirt die teilweise hohen

Standardabweichungen in den Berechnungen.

5.2.2 Polyadenylierte HBV-RNA im Serum vor Therapiebeginn
Wir zeigten eine starke Korrelation zirkulierender HBV-trRNA und -fIRNA untereinander

(r=10,75), auch wenn die Konzentrationen der HBV-trRNA im Mittel 3,5-fach hoher als die der
HBV-fIRNA waren.
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Zhang et al. sowie Hacker et al. bestimmten bei 1 bzw. 2 Patienten HBV-trRNA und -fIRNA mit
anderen Nachweismethoden ***°. Sie wiesen ebenfalls bei diesen 3 Patienten ebenfalls hohe
Serumkonzentrationen sowohl der HBV-trRNA als auch der HBV-fIRNA nach.

Unterschiede der beiden Formen zeigten sie bei Patienten ohne antivirale Behandlung ebenfalls
nicht.

Rokuhara et al. untersuchten in ihrer Arbeit S-Gen-spezifische HBV-RNA im Serum von
Patienten mit chronischer HBV-Infektion und zeigten vor Beginn einer antiviralen Therapie
erwartungsgemél eine starke Korrelation der HBV-RNA mit der HBV-DNA mit einem
Korrelationskoeffizienten von r = 0,80.

Auch in unseren Messungen korrelierten zu Therapiebeginn die HBV-RNA-Formen stark mit
der Hohe der HBV-DNA, wie in den Abbildungen 23 und 24 dargestellt (r = 0,71 und r = 0,64).
Su et al. hingegen, die u.a. auch Patienten mit chronischer HBV-Infektion (ohne antivirale
Therapie) untersuchten, beschrieben eine starke Korrelation der HBV-fIRNA mit der HBV-DNA
(r=10,79) bei nur schwacher Korrelation der HBV-trRNA und HBV-DNA im Serum (r = 0,14).
Weiterhin zeigten sie Korrelationen der HBV-fIRNA mit positiven HBeAg und mit der Hohe der
Serumkonzentration von ALT. Sie beobachteten weiterhin eine altersabhéngige Abnahme der
zirkulierenden HBV-fIRNA.

In unserem Kollektiv zeigte sich allerdings weder eine Abhéngigkeit vom Alter der Patienten,
noch eine Korrelation mit ALT-Konzentrationen.

Da eine HBV-Infektion nicht zwangsldufig zur Immun- / Entziindungsreaktion fiihren muss, die
zur Zerstorung der Hepatozyten fiihrt, finden sich auch nicht bei jedem Patienten erhohte
Transaminasen im Serum, ohne dass das etwas iiber die Replikation des Virus aussagt®’.
Beziiglich HBsAg-Serumkonzentrationen stellten wir lediglich schwache Korrelationen mit
zirkulierender HBV-trRNA und -fIRNA dar (r = 0,29 - 0,30).

Ferner fanden wir keinen Zusammenhang zirkulierender HBV-trRNA oder -fIRNA mit dem
HBV-Genotyp oder Geschlecht. Anzumerken ist hierbei, dass der Grof3teil der Patienten (54,4%)
mit dem Genotyp D des Hepatitis-B-Virus infiziert war und aufgrund der geringen Patientenzahl
eine valide Untersuchung der Assoziation von HBV-RNA und den HBV-Genotypen nicht
moglich war.

Ursachen fiir diese Unterschiede konnten zum einen auch in der Auswahl des Patientenkollektivs
liegen. Su et al. beriicksichtigten in den Berechnungen sowohl Werte der HBsAg-positiven und
HBsAg-negativen Patienten als auch der Patienten mit HCC auf dem Boden einer chronischen

HBV-Infektion *’. Zudem erfolgte die Bestimmung der Konzentrationen der HBV-DNA und —
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RNA-Konzentrationen durch optischen Vergleich in die Kategorien von +1 bis +3. Diese

Kategorisierung kdnnte zur Verschiebung der Korrelationskoeffizienten gefiihrt haben.

5.2.3 HBV-RNA im Serum bei HBeAg-negativen Patienten vor Therapie
Eine europdischen Studie von Jaroszewicz et al. zeigte, dass HBeAg-negative Patienten sowohl

niedrigere HBV-DNA- als auch HBsAg-Level im Vergleich zu Patienten mit chronischer HBV-
Infektion und positivem HBeAg-Status haben®'. Trotz méglicher Fluktuationen sind die HBV-
DNA und ALT-Werte im Mittel geringer®.

In unseren Untersuchungen wiesen die HBeAg-negativen Patienten erwartungsgemaf3 nicht nur
niedrigere Serumkonzentrationen der HBV-DNA, der ALT und des HBsAg als HBeAg-positive
Patienten auf. Interessanterweise zeigten sie auch niedriger Konzentrationen zirkulierender
HBV-trRNA und -fIRNA (Tabelle 38).

Su et al. wiesen ebenfalls geringere Konzentrationen der HBV-trRNA und -fIRNA bei HBeAg-

negativen Patienten nach®’.

5.2.4 HBV-RNA im Serum unter Therapie mit Nukleos(t)id-Analoga

In unserem Kollektiv kam es bereits nach 3-monatiger antiviraler Behandlung zu einer starken
Riickgang der mittleren HBV-RNA-Konzentrationen im Serum. Ahnliche Ergebnisse zeigte
auch die Arbeit von Hacker et al., in welcher Seren eines Patienten vor und wihrend der
Behandlung mit LAM untersucht und in welcher gezeigt wurde, dass durch die medikamentdse
Hemmung der reversen Transkriptase die HBV-DNA erwartungsgeméil supprimiert wurde; die
zirkulierenden HBV-trRNA und -fIRNA aber weiterhin in hohen Konzentrationen nachweisbar
waren’®. Rokuhara et al. bestimmten auch HBV-RNA im Serum vor und nach 2 und 6 Monaten
nach Beginn der LAM-Therapie bei 24 Patienten. Sie zeigten ebenfalls den zeitlich verzdgerten
Abfall zirkulierender HBV-RNA im Vergleich zur HBV-DNA*,

In unserer Kohorte war bereits nach 3 Monaten Therapie mit TDF oder LAM ein drastischer
Abfall der HBV-trRNA und -fIRNA bei den HBeAg-positiven Patienten mit konsekutiver
HBeAg-Serokonversion zu verzeichnen (Tabelle 38: Gruppe 1 und 2, Abbildungen 26 und 27).
Diese Reduktion war unabhédngig von anderen Virusparametern wie HBV-DNA, HBsAg oder
HBV-Genotyp, von den ALT-Werten oder dem Alter bzw. Geschlecht der Patienten. Die
Zeitspannen zwischen den Ereignissen der Suppression der HBV-trRNA und -fIRNA unter die
jeweiligen Nachweisgrenzen und dem Verlust des HBeAg betrug bis zu 50 Monaten und lag im
Mittel bei 15 Monaten (Tabelle 41). Der Riickgang der HBV-RNA im Serum war ein stirkerer
Priadiktor fiir eine folgende HBeAg-Serokonversion als ein Riickgang von HBV-DNA oder

HBsAg oder als die Baselinecharakteristika der Patienten.
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Gemadl unserer Untersuchungen war vor allem die Suppression der der HBV-fIRNA und etwas
starker die Suppression der HBV-trRNA von mehr als 1,0 log;o Kopien / ml nach 3-monatiger
Therapie sehr spezifisch und sensitiv hinsichtlich der Pridiktion einer HBeAg-Serokonversion
(Abbildung 30, Tabellen 42 - 44). Insbesondere der hohe negative priadiktive Wert von 90,9%
(Tabelle 44) bei dieser vergleichsweisen geringen Reduktion der zirkulierenden HBV-trRNA
belegt die hohe prognostische Bedeutung.

Im Gegensatz dazu kam es bei HBeAg-positiven Patienten, deren HBeAg im
Beobachtungszeitraum stets nachweisbar war, nur zu einer geringen Abnahme der zirkulierenden
HBV-trRNA und -fIRNA. Im Mittel waren beide HBV-RNA-Formen in hohen Konzentrationen
nach 3-monatiger Therapie und auch im weiteren Verlauf nachweisbar. Jedoch konnte eine
spiatere HBeAg-Serokonversion bei diesen Patienten auBlerhalb unseres Beobachtungszeitraums
nicht ausgeschlossen werden®.

Ein signifikanter Unterschied der DNA-Suppression hingegen war bei HBeAg-positiven
Patienten mit und ohne nachfolgende HBeAg-Serokonversion erst nach 6-monatiger Therapie
ersichtlich (Abbildung 28). Diese war verglichen mit dem Abfall der HBV-trRNA und der -
fIRNA weniger stark ausgepragt (Abbildung 34, multivariate Analyse).

In unseren Auswertungen zeigte sich nach 3- und 6-monatiger antiviraler Therapie kein
signifikanter Unterschied des zirkulierenden HBsAg hinsichtlich einer folgenden HBeAg-
Serokonversion bei HBeAg-positiven Patienten (Tabelle 38). Dies legt die Vermutung nahe, dass
die intrahepatische cccDNA nicht reduziert wird bei Patienten, die einen Abfall der HBV-RNA
zeigen. Auch im weiteren Verlauf lagen die HBsAg-Spiegel bei Respondern und Non-
Respondern in vergleichbaren Bereichen (Abbildung 29). Es war maximal eine leichte
Suppression des HBsAg nach 24-monatiger antiviraler Behandlung zu erkennen.

Somit ist der Mechanismus der Suppression der zirkulierenden HBV-RNA weiterhin unklar, wie
auch der Zusammenhang der Suppression der HBV-RNA mit dem immunologischen Ereignis
der HBeAg-Serokonversion. Wahrscheinlich  spielen auch  wirtseigene  genetische
Voraussetzungen eine Rolle bei der immunologischen Kontrolle der HBV-Infektion. In der
Arbeit von Wu et al. konnte kiirzlich gezeigt werden, dass Polymorphismen im Bereich der Gene
der Toll-like-Rezeptoren eine Rolle bei der HBeAg-Serokonversion spielen®. Der
Zusammenhang zwischen der Suppression der HBV-Replikation, einem nachfolgenden
serologischen Ansprechen und genetischen Eigenschaften des Wirts sollte in groferen

Kollektiven untersucht werden.
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5.3 Ausblick: Weitere Responsemarker der HBV-Behandlung und weitere
Studien zur HBV-RNA im Serum

Sung et al. verwiesen auf intrahepatische cccDNA als priadiktiven Marker beziiglich des
anhaltenden Therapieansprechens”. Am Ende der Therapie mit LAM und z.T. Peginterferon
waren die Konzentrationen der intrahepatischen HBV-DNA und cccDNA signifikant niedriger
bei den Patienten mit anhaltender virologischer Kontrolle. Zur Bestimmung der intrazelluléren
cccDNA ist eine Leberbiopsie erforderlich. Dies ist ein risikobehafteter Eingriff. Im klinischen
Alltag ist die cccDNA daher zum Therapiemonitoring der chronischen HBV-Infektion eher
ungeeignet. Ein (noch zu entwickelnder) Test zum Nachweis von HBV-cccDNA im Serum
konnte aber zur Pradiktion von Krankheitsverlauf und Ansprechen auf Behandlung hilfreich sein.
HBsAg-Level im Serum geben wahrscheinlich die Aktivitdt der Transkription der cccDNA
wieder, weniger die absolute intrahepatische Konzentration der HBV-DNA®. Einige
Untersuchungen zeigten bisher z.T. starke Korrelationen der HBsAg-Konzentrationen im Serum
mit der cccDNA und zum Teil auch intrahepatischen DNA-Konzentration bei fehlender
Korrelation zur zirkulierenden HBV-DNA®"!'. Unter der antiviralen Therapie ist teilweise auch
ein Abfall der HBsAg-Konzentration im Serum zu verzeichnen. Weiterhin fehlen allerdings
genaue Untersuchungen zur Hohe der HBsAg-Reduktion unter Therapie oder auch Cut-oft-
Werte (Grenzwerte) der Serumkonzentration, die eine effektive immunologische Kontrolle der
Virusinfektion vorhersagen. Ob HBsAg-Konzentrationen auch fiir zukiinftige Therapiekonzepte
oder Auslassversuche eine Pradiktion des Ansprechens erlauben, muss noch gepriift werden.

Die Bedeutung der zirkulierenden HBV-trRNA und HBV-fIRNA zum Therapiemonitoring
HBeAg-positiver sowie HBeAg-negativer Patienten sollte an groferen Fallzahlen iiberpriift
werden, und auch fiir andere Therapien (z.B. pegyliertes Interferon-alpha-2a) untersucht werden.
Auch die Priadiktion des Endpunkts HBsAg-Serokonversion/ HBsAg-Verlust sollte untersucht
werden, da auf Grundlage der vorliegenden Arbeit aufgrund der geringen Fallzahl keine
allgemeingiiltigen Aussagen dariiber getroffen werden konnen. Hierzu wéren Serumproben aus
grof3en, kontrollierten Studien am besten geeignet. Die biologische Funktion der HBV-RNA im
Serum (trRNA und fIRNA) ist bislang unklar und sollte im Zellkultursystem untersucht werden.
Moglicherweise ergeben sich durch solche Untersuchungen Hinweise auf therapeutische Targets

fiir neue, wirksamere Therapien der HBV-Infektion.
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