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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Bedeutung der Hepatitis B Virus Infektion

Weltweit gibt es circa 350 Millionen chronische Hepatitis B Virus (HBV)-Tréger [152] , die
ein erhohtes Risiko fiir die mogliche Entwicklung von chronisch aktiver Hepatitis (CAH),
Leberzirrhose und hepatozellulirem Karzinom (HCC) besitzen [7] . Pro Jahr sterben 1.2
Millionen Menschen weltweit an den Folgen einer HBV-Infektion. Diese ist mit ihren
Folgeerkrankungen somit eine der hiufigsten Todesursachen der Welt [152] . Pro Jahr werden
zur Zeit circa 300000 Falle von HBV-induziertem HCC weltweit diagnostiziert [152] . Das
HBV-assoziierte HCC liegt damit unter den zehn hiufigsten Karzinomen weltweit. Die Fiinf-
Jahres-Uberlebensrate der HCC-Patienten liegt im Durchschnitt bei etwa 6% [152] . Mit einer
jéhrlichen Inzidenz von 12/100000 (alte Bundesldnder) und einer HBs-Antigen-Tréger-Rate
von 0.5 [50] zdhlt die Bundesrepublik Deutschland zu den Léndern mit niedriger
Durchseuchung mit dem HBV. Wesentlich hohere Privalenzen fiir die HBV-Infektion

zwischen 8% und 15% finden sich in Afrika und in Teilen Ostasiens [88] .

1.2 Infektion und Infektionsverlauf

HBYV wird in den Industrienationen in der Regel auf parenteralem oder sexuellem Wege durch
Inokulation mit Blut oder Blutprodukten {ibertragen. Hochrisikogruppen stellen daher i.v.-
Drogenabhéngige, Homosexuelle, promiskuitiv lebende Heterosexuelle, Himophile, Dialyse-
Patienten und medizinisches Personal dar [52] . In Ldndern mit hoher Priavalenz findet hdufig
eine vertikale Transmission des HBV statt, die anndhernd 25% der chronischen HBV-Verlaufe
verursacht [88] . Perinatale Infektionen sind dabei etwa zehnmal hdufiger vorzufinden als
intrauterine [6] .

Bei der HBV-Infektion lassen sich unterschiedliche Verlaufsformen abgrenzen. Bei Kindern
verlauft die HBV-Infektion meist asymptomatisch, geht jedoch in tiber 90% der Félle in einen
HBV-Trégerstatus bzw. eine chronische Hepatitis liber [88] . Beim Erwachsenen heilen 90%
der akuten Hepatitiden folgenlos aus, dagegen gehen etwa 10% in chronische Verldufe iiber
[14, 50] .

Die typische Klinik der akuten Hepatitis nach Inkubation von ca. 75 (25-160) Tagen mit
Ikterus und Erhohung der Aminotransferasen zeigen nur ca. 20-30% der Patienten. Fulminante

Verldufe treten bei 0.1 bis 1% der Fille auf. Fiir die Diagnose einer Hepatitis B ist neben der
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1. Einleitung

Aminotransferasenerh6hung und gegebenenfalls dem Bilirubinanstieg der Nachweis von
HBsAg und Anti-HBc-IgM im Serum malgeblich.

Das klinische Bild bei HBV-Persistenz kann stark variieren. In 70-80% der HBV-Infektionen
findet sich der HBsAg-Triger-Status, die nicht-replikative, chronisch-persistierende
Hepatitis B [7, 14] . Diese Patienten zeigen bei Nachweis von HBsAg meistens keine oder nur
geringe Symptome und die Aminotransferasen sind in der Regel im Normbereich. Marker der
Virusreplikation wie HBeAg oder HBV-DNA fehlen jedoch [50] . Hier ist das Zirrhoserisiko
gering, die HCC-Inzidenz jedoch erhoht [7] . An einer chronisch-replikativen Hepatitis
erkranken etwa 20-25% der chronisch HBV-Infizierten. Thre Aminotransferasen sind in der
Regel deutlich erhoht und die Marker der Virusreplikation (HBeAg und HBV-DNA) sind
nachweisbar. Das Lebergewebe dieser Patienten weist in der Regel entziindliche
Veranderungen auf. Neben HBsAg 148t sich auch HBcAg in den Hepatozyten aufzeigen. Diese
Verlaufsform der Hepatitis B fiihrt in 20-25% der Patienten zu einer Leberzirrhose, wobei ein
mit hoherem Lebensalter steigendes Risiko zu verzeichnen ist [77] . Das Risiko einer HCC-
Entwicklung dieser Patienten ist etwa 200fach erhoht [7] .

Ein Ubergang von chronisch-replikativer Hepatitis in eine chronisch-nicht-replikative Hepatitis
findet bei etwa 5% der Patienten pro Jahr statt [50] . Ein Verlust des HBsAg 146t sich nur bei

ca. 1% der chronischen HBV-Infizierten pro Jahr beobachten.

1.3 Therapie der chronischen HBV-Infektion

Die Indikation der Behandlung der chronischen Hepatitis ergibt sich aus dem Risiko der
Entwicklung von Folgeerkrankungen der HBV-Infektion wie Aszites, der hepatischen
Enzephalopathie, Leberzirrhose, Osophagusvarizen und dem hepatozelluliren Karzinom
(HCC) sowie aus dem Infektionsrisiko weiterer Personen.

Zur Therapie der chronischen Verlaufsformen wurden viele Konzepte entwickelt. Fiir die
klinische Praxis hat sich vor allem der Einsatz von Interferonen (IFN) insbesondere des IFN-a
bewihrt. Aufgrund der relativ niedrigen Ansprechraten der Standardtherapie von ca. 30-40%
und den zum Teil erheblichen Nebenwirkungen von IFN gibt es daher Bemiihungen andere
Medikamente als Mono-, aber auch als Kombinationstherapeutika zusammen mit Interferon,
anzuwenden. Unter diesen befinden sich unter anderem Immunsuppressiva,
Immunstimulatoren und direkt antivirale Agenzien. Vor allem die Nukleosidanaloga gelten

hier als Alternative .
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1.3.1 Wirkung von Interferon

Das Interferon gehdrt zur Gruppe der Glykoproteine, die den Zytokinen zuzuordnen sind. Es
wird von virusinfizierten Korperzellen produziert und sezerniert. Seine Wirkung lauft
rezeptorvermittelt ab. Das sezernierte Interferon bildet nach Bindung am Rezeptor einen
Interferon-Rezeptor-Komplex, der in die Zelle aufgenommen wird und dort {iber verschiedene
Mechanismen die Interferon-Wirkung vermittelt. Diese sind im wesentlichen:

1. antiviral durch Bildung eines Effektorproteins (2°,5'-Oligoadenylatsynthetase) bzw. eines
translationsinhibierenden Proteins, das die Translation viraler mRNA behindert, was zu einer
Nukleaseninduktion fiihrt.

2. immunmodulatorisch durch Steigerung der HLA Klasse I Expression auf infizierten
Hepatozyten, was zu gesteigerter zytotoxischer T-Zell-Reaktion fiihrt.

3. immunstimulatorisch durch Anregung der Zytokinproduktion antigenstimulierter T-Zellen
sowie durch gesteigerte Aktivitdt von Makrophagen und natiirlichen Killerzellen [26, 31, 39,
42,43, 86] .

Interferon vereinigt also einen antiviralen Effekt mit einer Modulation und Stimulation des

Immunsystems.

1.3.2 Dauer und Dosierung von Interferon

Empfohlenenes Therapieschema fiir IFN-a bei durchschnittlichem Korpergewicht (70kg) ist
die dreimalige, subkutane Applikation von mindestens 5 bis 6 Millionen Einheiten (MU) pro
Woche iiber die Dauer von sechs Monaten [54] . Falls vorher eine HBeAg-Serokonversion
eintritt, sollte die IFN-Therapie mindestens zwei Monate iiber die Serokonversion hinaus
fortgefiihrt werden [54] .

Glinstige Voraussetzungen (sogenannte positiv pradiktive Faktoren) fiir das Ansprechen auf
eine IFN-Therapie stellen hohe Aminotransferasen (>200 U/l), niedrige HBV-DNA Titer
(<200 pg/ml) [15, 108] , eine Infektionsdauer von weniger als fiinf Jahren und eine hohe
entziindliche Aktivitdt in der Leberhistologie dar [54] . Ein weiterer Indikator fiir den

Therapieerfolg ist eine Erstinfektion im Erwachsenenalter [15] .
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1.3.3 Interferontherapie der chronischen HBeAg-positiven Hepatitis B

Bei HBeAg-positiven Patienten fiihrt Interferon in ca. 30-40% der Félle zur Elimination von
HBeAg im Gegensatz zu 5 bis 10%, die ohne Therapie konvertieren [53, 102, 108, 139] .
Ungefihr 10% der somit erfolgreich behandelten Patienten verlieren nach Therapieende auch

das HBsAg und andere Marker der HBV-Infektion [15] .

1.3.4 Interferontherapie der chronischen HBeAg-negativen Hepatitis B

Bei HBeAg-negativen Patienten wurden dauerhafte Ansprechraten auf eine IFN-Therapie
zwischen weniger als 10% [16] bis zu 50% [35] beschrieben.

Allgemein gilt, dass die IFN-Therapie der HBe-Ag-negativen Hepatitis mit hohen initialen
Ansprechraten gekennzeichnet ist. Jedoch machen hohe Riickfallraten den priméren
Therapieerfolg zunichte [41] .

Weitere Daten fithren zur Empfehlung, diese HBeAg-Minusmutanten nicht nach dem
herkdmmlichen Therapieschema zu behandeln, sondern mit einer lingeren und hdher dosierten
Gabe von mindestens 5-6 MU IFN-o subkutan dreimal pro Woche {iber ein Intervall von

einem Jahr [54] .

1.4 Struktur und Genomorganisation des HBV

Das Hepatitis B Virus (HBV) wurde mit einer Reihe anderer Viren, die als Charakteristika
einen ausgepragten Hepatotropismus und ein dhnlich organisiertes DNA-Genom aufweisen,
zur Familie der Hepadnaviridae (hepatitis associated DNA-viruses) zusammengefasst. Zum
Genus der Séugetier-Hepadnaviren gehdrt das Woodchuck Hepatitis Virus (WHV) des
nordamerikanischen Waldmurmeltieres (Marmota monax) [133] sowie das Ground Squirrel
Hepatitis Virus (GSHV) des Erdhornchens der nordamerikanischen Westkiiste (Spermophilus
beecheyi) [89] . Dagegen werden das Duck Hepatitis B Virus (DHBV) der Pekingente (Anas
domesticus) [90] und das Heron Hepatitis B Virus (HHBV) des Graureihers (Adrea cinerea)
[129] zum Genus der avidren Hepadnaviren gerechnet.

Beim Hepatitis B Virus unterscheidet man sechs Genotypen A bis F. Hierbei handelt es sich
um zusammengefasste dhnliche Genome, deren Gruppen iiber einen Unterschied von mehr als

8% in der Proteinsequenz definiert sind. Urspriinglich wurde die Subtypisierung des HBV
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serologisch iiber unterschiedliche Antigen-Varianten des S-Genes durchgefiihrt und ergab vier
Subtypen. Aus den Genom-Sequenzen lassen sich epidemiologische und phylogenetische
Aussagen z.B. iiber Verbreitung und Infektionsort machen [84, 103] . Genotyp A findet sich
dabei vor allem im nord- und mitteleuropdischen Raum, die Genotypen B und C im fernen
Osten und Genotyp D vor allem bei Patienten im mediterranen Raum [84] . Die Genotypen E
und F scheinen sich dagegen auf Ureinwohner Afrikas und der Neuen Welt zuriickfiihren zu
lassen [84] .

Das HBV hat eine sphéroidische Gestalt von circa 42 nm Durchmesser ("Dane-Partikel") [30] .
Die duBlere Proteinhiille wird durch das Hepatitis B Surface Antigen (HBsAg) gebildet. Die
innere, ikosaedrische Hiille, als Core-Partikel oder Nukleokapsid (27 nm) bezeichnet, wird
dagegen durch das Hepatitis B core Antigen (HBcAg) gebildet [2] . Dieses Nukleokapsid
umschlieft das virale Genom, das, je nach Genotyp, eine Linge von 3182 bis 3221
Nukleotiden aufweist [140] . Die Zéhlung der Basen beginnt dabei an der Schnittstelle von
EcoRI als Position Null.

Das HBV-Genom liegt in Form einer zirkuldren, partiell doppelstringigen DNA vor [113, 132]
und beinhaltet einen kompletten, codierenden Minusstrang und einen unvollstindigen, 1000
bis 2500 Basen langen, komplementéren Plusstrang [56, 71] . Abbildung 1.4 zeigt die HBV-
Genomorganisation.

Im Gegensatz zu Leserastern anderer Viren oder Organismen, die ihre genetische Information
in der Regel in linearer Formation und von langen nicht codierenden Abschnitten (Introns)
unterbrochen organisieren, iiberlappen die HBV-Leseraster untereinander. Dies fiihrt dazu,
dass das komplette HBV-Genom nicht viel ldnger ist als sein langstes Leseraster.

Das HBV-Genom besitzt mindestens vier offene Leseraster (open reading frame, ORF, Gene),
je eines fiir die Polymerase (P), das Surface Antigen (S), das Core Antigen (C) und das X-
Antigen.

Das Polymerase Gen (ORF P), bestehend aus 832 AA, codiert fiir die DNA-Polymerase und
seine akzessorischen Funktionen, wie Primase, Reverse Transkriptase und RNAse H [150] .
Das Surface Gen (ORF S) mit den upstream des eigentlichen S-Gens gelegenen Regionen
PraS1 und PraS2 enthdlt die Sequenzen der drei Oberflichenproteine [49] , wobei je nach
Position des Translationsbeginns unterschiedlich gro3e Produkte gebildet werden konnen:
Large (226 AA), Middle (281 AA) und Small HBsAg (389 AA). Das Priacore/Core Gen (ORF
C) beinhaltet die genetische Information fiir das HBcAg (186 AA) und dessen trunkierte Form,
das Hepatitis B e Antigen (HBeAg) (159 AA) [107], dessen Namensherkunft unklar ist [59] .

-5-
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Abbildung 1.4. Die zirkuldre HBV-Genomorganisation und die Position von Basalem Core Promotor (BCP) und X-Promotor im Gesamt-
Genom. (Gene=offene Leseraster, P=Polymerase, C=Core, S=Surface, DR 1= Direct Repeat 1, DR2=Direct Repeat 2)

Das vierte HBV-Gen, das X-Gen (154 AA), ist noch nicht ausreichend verstanden, was auch
sein Name suggerieren soll [59] . Es codiert fiir das HBxAg und scheint an der

Hepatokarzinogenese [51, 122] und der Virusreplikation beteiligt zu sein [24, 158] .
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1.4.1 Das Pricore/Core Gen — Organisation und Funktion

Das essentielle Produkt des Pricore/Core Gens (ORF C) ist das HBcAg, das aus 183 bis 185
AA je nach Genotyp des Virus besteht. ORF C selbst besitzt 212 bis 214 Codons, seine
Translation beginnt jedoch erst am 29 Codons weiter downstream gelegenen AUG-Startcodon
(Nt 1902-4). Der upstream gelegene Bereich des ORF C wird aus historischen Griinden
Pricore Region (Nt. 1814-1901) genannt, obwohl es keine Vorlduferfunktion von HBcAg
erfiillt [140] .

HBcAg wird zusammen mit eigener mRNA, einer Protein Kinase und nach Bildung eines
Komplexes mit viraler Polymerase verpackt, was essentiell fiir den viralen Lebenszyklus ist.
Danach erfolgt die Umkapselung (Enkapsidation) und die UmschlieBung der Core Partikel
durch die HBs Proteine und die Bildung des Virions.

HBcAg wird nicht sezerniert und hat daher keine diagnostische Bedeutung. Als universeller
Marker fiir eine Infektion gelten Anti-HBc Antikorper. Anti-HBc-IgG Antikorper persistieren
langer als alle anderen Antikorper und konnen daher als immunologisches Gedéchtnis einer
HBV-Infektion interpretiert werden.

Hepadnaviridae besitzen die Fihigkeit eine sekretorische Form ihres Core Proteins zu
exprimieren, das HBeAg. Erreicht wird dies durch die Pracore-Region (Nt. 1814-1901), dem
5’-terminalen Ende von ORF C, die das Sekretionssignal fir HBeAg beinhaltet und die
Translokation von HBeAg in das Lumen des ER ermdglicht [17, 130] . Durch
posttranslationelle Modifikation werden 19 der 29 Pracore Aminosduren enzymatisch entfernt.
Die verbliebenen zehn Aminosduren verhindern die Verpackung des HBe Proteins in die Core
Partikel durch Interaktionen mit der HBcAg Sequenz [149] . HBeAg wird dann exzessiv in das
Serum sezerniert und zirkuliert.

Abbildung 1.4.1 verdeutlicht die Synthese von HBeAg in Bezug auf ORF C.
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Abbildung 1.4.1 Schema der Hepatitis e Antigen (HBeAg) Synthese aus Core und Pracore Gen.

HBeAg ist fiir den viralen Lebenszyklus nicht essentiell erforderlich. Oft treten Mutanten ohne
funktionsfahige Pridcore Sequenz wunter akuter oder chronischer HBV-Infektion auf,
insbesondere wéhrend einer Therapie mit Interferon.

Hohe Spiegel an sezerniertem HBe Protein werden vor allem in wenig symptomatischen, hoch
virdmischen Virustrdgern beobachtet. Elimination des HBeAg ist in der Regel von einer
sinkenden Virdmie begleitet. D.h. eine HBe-Serokonversion als Phase des natiirlichen Verlaufs
der HBV-Infektion geht in der Regel mit stark abfallender bzw. verschwindender HBV-DNA
einher. HBeAg gilt daher als Marker fiir hohe virale Replikationsraten. Die Korrelation von
HBeAg und Infektiositdt wird mit der Koregulation von Prdcore RNA und pragenomischer
RNA begriindet. Zusétzlich nimmt man eine wichtige, virale Funktion des HBe Proteins
gegeniiber dem Immunsystem des Patienten an. HBeAg wird dabei als Induktor fiir
Immuntoleranz angesehen [93, 94] . Die intakte Pracore Region als sein Precursor Protein

dagegen soll eine negativ regulatorische Rolle bei der viralen Replikation spielen [46, 70] .
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1.4.2 Das X-Gen - Organisation und Funktion

Das X-Gen besteht aus 154 AA, die je nach Genotyp die Nukleotide 1374-1838 umfassen
(Zéhlung nach EcoRI=0), und stellt damit das kleinste der vier HBV-Leseraster dar.

Alle Saugetierhepadnaviren besitzen ein X-Gen im Gegensatz zu den avidren Hepadnaviren.
Die Funktion des X-Gens und die dabei verwandten Mechanismen sind indes noch nicht
ausreichend verstanden, so dass es zahlreiche Ansétze und Ideen hierzu gibt. Das X-Gen erfiillt
seine Aufgabe dabei offensichtlich iiber verschiedene Mechanismen: Eine Beeinflussung
verschiedener Zielstrukturen durch Aktivierung in trans, aber auch Interaktionen durch Cis-
Aktivierung mit einer Reihe von Faktoren sind belegt.

Nachfolgend seien vier der moglicherweise wesentlichen Funktionen von HBx benannt und

kurz charakterisiert.

1.4.2.1 Das X-Gen als Transaktivator

Durch Aktivierung der Ras-Raf-Mitogen aktivierten Protein Kinase (MAPK) Kaskade und der
Proteinkinase C (PKC) und damit von Transkriptionsfaktoren der AP-1 (activating protein d.h.
Jun und Fos) und AP-2 Familie greift HBx in die Regulation der Transkription ein [9, 29, 36,
61, 101] . Der PKC-Aktivator 1,2-Diacylglycerol (DAG) iibernimmt dabei wahrscheinlich die
notwendige Mediatorfunktion zwischen HBx und PKC [36, 61] .

HBx kann dariiberhinaus den Transkriptionsfaktor NF-kB aktivieren [34, 142] . Am chesten
geschieht dies durch Modulation der inhibitorischen Untereinheit IkB-o durch HBx und
unabhingig von der Raf-Ras-MAPK-Kaskade [27] . NF-kB verhindert Apoptose [147] und ist
erforderlich fiir Wachstum und Lebensfahigkeit wiahrend der Embryogenese [8] . Die HBxAg
vermittelte Stimulierung von NF-xB [61, 83] untermauert, dass HBxAg das Uberleben
infizierter und mutierter Zellen fordert [36] .

Andere zelluldre Strukturen, mit denen HBx interagiert, sind die Transkriptionsfaktoren
CREB (cAMP-responsives Element bindendes Protein) und ATF-2 (activating transcription
factor 2), beides Mitglieder der Basic Region-Leucine Zipper (bZIP) Familie. HBx geht mit
CREB und ATF-2 Protein-Protein-Komplexe ein und kann ihre Féahigkeit DNA zu binden
verstarken [85] . Obwohl CREB und ATF-2 allein nicht an den HBV Enhancer I binden, tun
sie dies jeweils als Komplex mit HBx [85] . In vitro verstirkt HBx die Bindung von CREB
und ATF-2 an den HBV Enhancer I [85] .
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HBx beeinflusst somit die virale Transkription des HBV auf unterschiedlichste Art und Weise.

1.4.2.2 Das X-Gen als Serin Protease Inhibitor

Serin Protease Inhibitoren vom Kunitz-Typ besitzen eine charakteristische Doméne, Kunitz-
Domine genannt, in der zwei hochkonservierte Bereiche von Aminoséduren liegen. Das X-Gen
zeigt Sequenzdhnlichkeiten mit diesen beiden Teilen der Kunitz-Domidne an den Nukleotiden
1542-90 und 1761-94 [67] .

Das X-Gen als Serin Protease Inhibitor interagiert dabei direkt mit hepatischen Serin Proteasen
und hemmt diese [67] . Der experimentelle Nachweis fiir HBx gelang am Beispiel von

Tryptase TL, aus humanen Hepatozyten [134] .

1.4.2.3 Das X-Gen und Hepatokarzinogenese

Einer der signifikanten Effekte des HBx Proteins ist seine tumorigene Aktivitdt in pradmalignen
Maus Hepatozyten Kulturen [120] und transgenen Mausen [63] .

Die meisten HBV-induzierten Tumoren und Tumor verwandten Zellreihen haben ORF X ganz
oder teilweise integriert [91] . Das X-Gen stellt dabei die am hiufigsten integrierte Struktur des
HBV dar [36] .

Funktionelle Doménen im HBx induzieren die Apoptose am Beispiel von Ratten
Embryoblasten [119] .

Dartiberhinaus fiihrt die Induktion durch HBx bei transgenen Médusen zum Eintreten ruhender
Hepatozyten in die S-Phase des Zellzyklus, was eine Zellzyklusderegulation und mitogene
Aktivitdat von HBx in vivo und in vitro suggeriert [64] .

Unter den zelluldren Genen, mit denen Interaktionen von HBx aufgezeigt werden konnten,
befindet sich auch das Tumorsuppressorgen p53.

P53 kann unterschiedliche Funktionen wie die Bindung von DNA, die Modulation der
Transkription, die Zellzyklusregulation und die Kontrolle iiber den Zugang zu zelluldren
Apoptosewegen erfiillen [74] . Co-Immunoprizipitate aus p53 und HBx finden sich im
Lebergewebe von Patienten mit HCC [37] .

Daneben konnte HBx ein funktioneller Antagonist der p53 vermittelten Down-Regulation des
pragenomischen/Core Promotors sein [73] . HBx-Interaktionen mit p53 unterdriicken

wahrscheinlich dessen Funktion als eine Kontrollinstanz fiir das Anhalten des G1-S-Zellzyklus
-10 -
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oder fiir die Apoptose von Hepatocyten als Folge von DNA Schaden [109] . HBxAg inhibiert
p53-vermittelte Apoptose [109, 148] . Zuséitzlich konnen hohe Spiegel an HBx-Transkripten in
Lebertumoren und transgenen Méusen p53 in seiner Funktion storen [37, 63, 65] .

HBx kann also auf verschiedenen Wegen wesentlichen Anteil am Prozel der

Hepatokarzinogenese haben.

1.4.2.4 Das X-Gen und virale Replikation

Mutationsanalysen ergaben, dass das HBx Protein fiir die Virus Produktion nicht essentiell
notwendig ist [13] . Im Woodchuck Modell des WHV jedoch fiihrten Mutanten ohne
funktionsfahiges ORF X zu keiner persistierenden Infektion, was unterstreicht, dass das
WHVx Protein fiir die Replikation des WHV in vivo essentiell ist [24, 158] .

Uber die Aktivierung verschiedener Strukturen des HBV kann HBx die virale Replikation
regulieren. Eine Auswabhl tiber virale Zielstrukturen gibt Tabelle 1.4.

Das X-Gen konnte iiber die Transaktivierung von Enhancern und Promotoren das
Transkriptionsniveau von HBV beeinflussen. Die Ergebnisse sind jedoch widerspriichlich, was
an den verwendeten Zellen, bei gleichen Zellen jedoch auch an verschiedenen
Untersuchungsbedingungen liegt. Dies impliziert aber ebenso, dass die jeweilige Umgebung

eine fiir die Funktion des X-Gens entscheidenden Einfluss besitzt [114]
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Zielstruktur Transaktivierung Keine Transaktivierung
Referenz Zellen |Referenz Zellen
HBYV Core Promotor/ | Siddiqui et al., 1989 HepG2 |Spandau et Lee, 1988 PLC/
[126] [128] PRF/5
Enhancer II Colgrove et al., 1989 HuH7
[28]
HBYV Core Promotor/ | Spandau et Lee, 1988 PLC/ Spandau et Lee, 1988 CVl1
Enhancer [128] PRF/5 |[128]
Colgrove et al., 1989 HuH7 |Koike etal., 1989 [66] |HuH7
[28] Jameel et Siddiqui, 1986 | HepG2
Koike et al., 1989 [66] |HepG2 |[58]
Siddiqui et al., 1989 HepG2
[126]
HBYV praS2/S Colgrove et al., 1989 HuH7 |Koike etal., 1989 [66] |HuH7
Promotor/ [28] Zhou et Yen, 1990 [157]| HuH7
Rossner et al., 1990 HuH7
Enhancer [115]
Koike et al., 1989 [66] |HepG2
Rossner et al., 1990 HepG2
[115]
HBYV praS1 Koike et al.,1989 [66] |HepG2 |Koikeetal., 1989 [66] |HuH7
Rossner et al., 1990 HepG2 |Zhouet Yen, 1990 [157]| HuH7
Promotor/ [115]
Enhancer Raney et al., 1990 [111] |Hep3B
HBV X Promotor/ Wollersheim et al., 1988 |CC113 | Twu et Schloemer, 1987 | Vero
[151] [143]
Enhancer I Siddiqui etal, 1989 | HepG2
[126]
Faktor et al., 1990 [33] |HepG2
Levrero et al., 1990 [4, |HepG2
75]
Unger et Shaul, 1990 HepG2
[146]
Balsano et al., 1991 [4] |HepG2
Faktor et al., 1990 [33] |PLC/
PRF5
Faktor et al., 1990 [33] |Sk-Hepl
Balsano et al., 1991 [4] |HeLa

Tabelle 1.4. Virale Zielstrukturen der Transaktivierung durch HBxAg nach Rossner [114] .

HBxAg kann dariiberhinaus die Expression von HBsAg modulieren. Mutationen, die durch

Insertionen zu einer Verschiebung des Leserasters im X-Gen fiithren, konnen hierbei zu einer

Reduktion von S mRNA und HBsAg fiihren [115]
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1.4.2.5 Funktionelle Strukturen im X-Gen

Innerhalb des ORF X liegen verschiedene funktionelle Strukturen des HBV-Genoms
positioniert. Im folgenden soll ein Uberblick iiber diese gegeben werden und ihre Funktion

kurz erldutert werden.

Unter den im ORF X gelegenen Strukturen befindet sich der Enhancer II (Nt. 1685-1773) des
HBYV [124] . Er reguliert die weiter upstream gelegenen Surface- und X-Promotoren, aber auch

den Basalen Core Promotor (BCP).

Der Basale Core Promotor (BCP, Nt. 1742-1849) steuert die Transkription der Pricore/Core
RNA und dariiber die pragenomische RNA [125] . Fiir die Funktionen des Core Promotors
essentielle Nukleotide umfassen den Bereich, in dem die Startposition der pragenomischen

RNA liegt [25] .

Die Core Upstream Regulatory Sequenz (CURS, Nt. 1643-1742) bewirkt einen stark
stimulierenden Effekt auf den BCP [25] . Eine Aktivitétssteigerung des BCP um den Faktor
100 wird dabei durch die am 5° Ende von CURS gelegene Box a (Nt. 1652-1674) und die
weiter downstream gelegene Box yd (Nt. 1677-1709) erreicht [25] .

Auch die beiden Direct Repeat Regionen DR1 (Nt. 1824-1834) und DR2 (1590-1600) sind im
ORF X enthalten. Sie sind fiir die Bindung von Primern wéhrend des komplexen Prozesses der
Replikation bedeutsam [40] . Wihrend der Virus-Replikation liegt der Ursprung der neu zu
synthetisierenden Minus-Strang-DNA in den Direct Repeats.

Ebenfalls enthalten ist das sogenannte Negative Regulatory Element (NRE, Nt. 1611-1634).
Es wirkt der stimulierenden Aktivitit ausgehend von CURS und BCP entgegen und kann deren
Wirkung aufheben. Allein besitzt das NRE nur geringen hemmenden Effekt, einen stirkeren
jedoch in Anwesenheit eines funktionsfdhigen Enhancers II, da der hemmende Effekt nur
indirekt iiber die Reprimierung der Enhancer II-Aktivitét eintritt. Fiir diesen Effekt sind vor

allem die Nukleotide 1616 bis 1621 verantwortlich [80] .

Unter der Kunitz-Domiéne des HBV versteht man eine zweigeteilte hochkonservierte Region
im HBV-Genom, die Sequenzdhnlichkeiten mit Serin Protease Inhibitoren vom Kunitz-Typ
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aufweist. IThr amino-terminaler Abschnitt beinhaltet die Nt. 1542-1590, der carboxy-terminale
die Nt. 1761-1794 [134, 137] . Thre gesplittete Organisation und letztendliche Funktion sind

aber noch weiter zu beleuchten.

Zu den verschiedenen funktionellen Strukturen innerhalb des ORF X zéhlen auch sogenannte
Hormone Response Elements (HRE) (Nt.1621-30, Nt.1731-1740, Nt.1743-1752, Nt.1678-
1689, Nt.1713-1724, Nt.1660-1672, Nt.1755-1767). An sie konnen Mitglieder der Familie der
nukledren Rezeptoren binden [87, 150] . Die Aktivitit der HBV-Promotoren scheint dabei
zumindest teilweise mittels HRE durch die Bindung unterschiedlicher nukledrer Rezeptoren an
HRE moduliert zu werden [154] . Im ORF X finden sich folgende Bindungsstellen fiir
Transskriptionsfaktoren, wie fiir Mitglieder der Familie der Hepatocyte Nuclear Factors
(HNF4) und Chicken Ovalbumin Upstream Promotor Transcription Factors (COUP-TF) sowie
Bindungsstellen fiir den SV40 Promotor (SP1): Spl: Nt.1621-30, Nt.1731-1740, Nt.1743-
1752, HNF3: Nt.1678-1689, Nt.1713-1724, HNF4: Nt.1660-1672, Nt.1755-1767 [48, 110] .

Gene:
1835
X |
1814 1901 2450
Funktionelle Doménen:
1685-1773 1847-1908
INRE| CURS
1611-1634 1643 1742 1849
RNA; 783+ 1790 PraCore mRNA >
1818 Pragenomische RNA "
1764
3 1700 | |1800
= I
DR2 DR1
1590-160 1824-1834

1764
17 , , 800
GGCATACTTCAAAGACTGTTTGTTTAAAGACTGGGAGGAGTTGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTGTATTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCT

L HNF3 | L Sp1 1 1 SD1 11 HNF4 |
LAT, AT AT
reich reich reich

Abbildung 1.2.4. Funktionelle Strukturen des X-Gens. Ubersicht iiber die Position funktioneller Dominen in X-Gen, PriCore- und Core-
Region. (X=X-Gen, PriC=PrdCore-Region, Core=Core-Region, Enh II=Enhancer II, NRE=negativ regulatorisches Element, CURS=Core
Upstream Regulatory Structure, BCP=Basaler Core Promotor, DR1/2=Direct Repeat 1 bzw. 2, HNF=Hepatocyte Nuclear Factor, Sp=SV40-
Promotor)
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Sequenzvergleiche unter verschiedenen Species ergaben im X-Gen zwei besonders dhnliche
Bereiche (AA 1-20 und AA 132-140), was hochkonservierte Funktionen suggeriert [114] . Die
Identifizierung essentieller Regionen des HBx gelang zumeist durch Deletionsanalysen [34,
75, 112, 135, 146] . Entfernung der AA 148-154, der AA 144-154 bzw. der AA 143-154
beeinflussen die Funktion des HBxAg nicht [75, 112, 146] . Untersuchungen von Levrero und
Kollegen [75] ergaben, dass ein carboxy-terminal trunkiertes HBxAg, dass aus den AA 1-117
besteht, seine Transaktivierungsfdhigkeit einer Reihe von Transkriptionskontroll-Regionen
durchaus noch besitzt [4, 75] . Im Gegensatz dazu geht die Féhigkeit des X-Gens durch
Deletion der AA 133-154 verloren den SV40 early promotor/enhancer Komplex zu aktivieren
[135] . Deletion der AA 118-154 fiihren zu einem nicht mehr transaktivierenden HBxAg [23,
66] .

Ahnlich Widerspriichliches gilt fiir Deletionen am amino-terminalen Ende des ORF X:
Trunkierung des HBxAg um die AA 2-33 fithrt auf der einen Seite zu einem
Transaktivierungsverlust des HBV-Enhancers 1 [34] auf der anderen Seite findet eine
Aktivierung von SV 40 Enhancer und RSV LTR trotzdem noch statt [112] .

Verlust von 35 AA aus dem Inneren des ORF X (Positionen 32-66) fiihren zu einem
funktionsuntiichtigen Produkt [112] , ebenso Mutationen der in HBV, WHV und GSHV
identischen AA 67-69, deren Sequenz Ahnlichkeit mit Serin Protease Inhibitoren hat [136] .
Fiir die Transaktivierung essentielle Bereiche stellen die AA 46-52, die AA 61-69 und 132-139
dar [3] .

Hauptproblem bei der Bewertung dieser Resultate scheinen die unterschiedlichen
Zielstrukturen der Transaktivierung des X-Gens zu sein. Bestimmte Regionen des HBX
konnten also nur fiir bestimmte Interaktionen mit bestimmten Zielstrukturen verantwortlich

sein [114].

1.4.3 Der X-Promotor — Organisation und Funktion

Der X-Promotor (Nt. 1239-1373) ist einer der vier identifizierten Promotoren des HBV. Er
besitzt eine Linge von etwa 140 Nukleotiden, die upstream des X-Gens liegen [127, 141] .
Seine Aktivitdt konnte in allen Sdugetierzellreihen nachgewiesen werden [121] .

Er interagiert mit den verschiedensten Transkriptionsfaktoren und gilt als positiv autoreguliert
durch das HBx Protein. Desweiteren wird seine Transkriptionsaktivitit durch den direkt

upstream anschlieBenden Enhancer I (Nt. 1071-1238) um den Faktor 30 verstarkt [155] .
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Interessanterweise enthélt der X-Promotor jedoch keine TATA oder GC-Box Sequenzen.

Nakamura und Kollegen [100] konnten eine spezielle Proteinbindungsstelle am Enhancer I/X-
Promotor Ubergang und ein entsprechendes Protein (X-PBP, x promotor binding protein)
nachweisen. Das X-PBP ist dabei essentiell fiir die Regulation der Transkription des X-Gens.
Die beschriebene Bindungsstelle umfalit ein 16 Basenpaare langes Fragment der Nukleotide
1228 bis 1243 und beinhaltet somit sowohl Teile des Enhancers I, als auch des X-Promotors.
Mutationen in diesem Bereich flihrten zum Verlust der Proteinbindung und der Promotor

Aktivitit [100] .

1.5 Replikation des HBV

Anders als herkdmmliche DNA-Viren repliziert das HBV {iber eine reverse Transkription
[131, 150] . Im Zellkern eines infizierten Hepatozyten wird der inkomplette Plusstrang
aufgefiillt und die zirkuldre DNA kovalent geschlossen [95] . Die zelluldre RNA-Polymerase II
bewirkt dann die Transkription der DNA in eine mehr als genomlange Plusstrang-RNA [131] .
AuBerhalb dient diese supergenomische RNA als Vorlage zur Translation von Polymerase-
und Core-Protein, welche zusammen mit der prdgenomischen RNA in Core-Partikeln
zusammengefasst werden. Durch reverse Transkription der prigenomischen RNA wird in
diesen Kapsiden Minusstrang-DNA synthetisiert. Die Primase-Doméne der Polymerase (ein
aminoterminales Tyrosin) fungiert dabei als Primer und bleibt kovalent am 5’-Ende der
wachsenden Minusstrang-DNA gebunden. Wenige Basen vor dem 5'-Ende des Pridgenoms
endet die reverse Transkription. Ein DNA-Minusstrang mit terminaler Redundanz von ca. 8
Basen wird somit erzeugt. Die RNase H-Aktivitdt der Polymerase entfernt dabei die bereits
transkribierten RNA-Abschnitte und 148t ein 18b langes RNA-Fragment an ihrem 5’-Ende
verbleiben. Dieses Fragment weist Homologien zu den Direct Repeat Regionen DR1 und DR2
auf, was Verschiebungen des Fragmentes von DR1 zu DR2 erlaubt, um dort als Primer fiir die
Elongation des DNA-Plusstrangs zu fungieren, dessen Synthese in der Regel nach 1000 bis
2500 Basen abbricht [56, 71] .

Diese Ahnlichkeit der HBV-Replikation mit retroviraler Replikationsstrategie fiihrte zur

Bezeichnung des HBV als Pararetrovirus.
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1.6 HBV Mutanten

Fir das HBV wurde eine Mutationsrate von etwa 1 Nukleotid pro 10000 Basen und Jahr
errechnet [45] . Damit liegt sie 10-1000mal niedriger als bei RNA-Viren, jedoch etwa 100mal
hoher als bei herkdommlichen DNA-Viren, was auf die besondere HBV-Replikationsstrategie
zuriickzufiihren ist. Innerhalb des HBV-Genoms differieren die Mutationsraten der einzelnen
Regionen. Das X-Gen scheint dabei das hdufigst verdnderte Leseraster zu sein [106] . Tabelle
1.6 enthélt eine Zusammenfassung der Mutationsraten der einzelnen HBV-Regionen.

Nach jahrelangem Verlauf konnen sich Mutationen im Virus-Genom akkumulieren und
klinisch signifikant werden. Neben dem Zeitfaktor und der Replikationsaktivitdt spielen aber
auch die Selektion von Mutanten durch Immunmechanismen gegeniiber antiviralen

Mechanismen oder Medikamenten eine Rolle [14] .

Region Anzahl der Codons/Aminosiiuren | Substitutionen
pro Nukleotid und Jahr
P 843 4.57x 10
PriS 163 7.62x 107
S 259 5.75x 10°
C 212 5.54x 107
X 154 7.9x 107

Tabelle 1.6. Mutationsraten der HBV-Regionen [106] .

1.6.1 S-Gen-Mutanten

Unter den S-Gen-Mutanten befindet sich die sogenannte Vaccine Escape Mutante, deren
klassische Form an der AA-Position 145 einen Aminosdureaustausch von Glycin nach Arginin
besitzt. Dies resultiert im Verlust der antigen Determinante a, gegen die hauptsédchlich die
Impfantwort gerichtet ist. Eine Impfung dieser Patienten erzielt so keine Immunitit gegen
diese HBV-Mutante. Sie entkommt der Vakzine und kann trotz vorhandener Anti-HBs-
Antikorper zu einer HBV-Infektion fithren [22] . Auch andere dieser sogenannten Vaccine-
Escape-Mutanten mit Verdnderungen im S-Gen und gleichen Konsequenzen sind entdeckt
worden [38, 60, 92, 104, 153] . Da HBV in der Regel primér iiber das Vorhandensein von
HBsAg mittels Anti-HBs-Antikorpern diagnostiziert wird, werden bestimmte HBs-Mutanten
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bei der Diagnosestellung nicht entdeckt: Diese sogenannten Diagnosis Escape Mutanten stellen
in der Praxis jedoch eine groBe Seltenheit dar [68, 153] .
Mutationen der PraS-Regionen finden sich im Gegensatz dazu relativ hdufig. Die klinische

Bedeutung dieser ist jedoch unklar.

1.6.2 P-Gen-Mutanten

Replikationsdefekte Polymerase-Gen Mutanten konnen im Patienten persistieren und durch
die Infektion mit Wildtypviren reaktiviert werden [12] .

Bei HBV-infizierten Patienten unter Lamivudine- bzw. Famciclovir-Therapie konnten
Mutationen im P-Gen identifiziert werden, die zur Lamivudine- bzw. Famciclovir Resistenz
fiihrten [5, 96] . Hierbei scheint insbesondere die Mutation im sogenannten YMDD-Motif des

Polymerase-Gens fiir die Therapieresistenz verantwortlich zu sein [1, 123] .

1.6.3 PraCore/Core-Mutanten

Die hédufigste Mutation der PriCore/Core-Region liegt an ihrem 3’-Ende an Nukleotid 1896.
Sie beinhaltet den Austausch eines Guanins in ein Adenin an dieser Position, wodurch ein
Tryptophan (codiert durch TGG) in ein Stopcodon (TAG) konvertiert wird.

Dies verdeutlichen die Abbildungen 1.6a und b.

-18 -



1. Einleitung

Précore Core Gen

Pracore Core Gen

o1V

Nt.1896 Nt.1896

IGGG|TGG|CTT | TGGIGGCIATG] Wildtyp GGG|TGGICTT [TAGIGGCIATG| Mutante

=Trp =Stop

186 29 . .
Core Antigen (HBcAg) Core Antigen (HBcAg)

186

v >

N -29 .
0 e Antigen (HBeAg) 149 e Antigen (HBeAg)
Abbildung 1.6a. HBeAg-Synthese beim Wildtyp Abbildung 1.6b. Struktur der Pricore Stopcodon Mutante:

DurchVorhandensein eines Adenins an Nt.1896 entsteht ein
TAG-Stopcodon und die e Antigen Synthese bricht ab.

Ein Translationsabbruch bei der HBeAg Synthese durch das Stopcodon des PrdCore/Core-
Vorléduferproteins ist die Folge. Diese Priacore Stopcodon Mutante mit der Mutation G1896A
wird auch als sogenannte HBeAg-Minusmutante bezeichnet.

Klinisch wurde die Pridcore Stopcodon Mutante in den Zusammenhang mit fulminanten
Verlaufsformen der Hepatitis B gebracht. Es wurde prisentiert, dass diese Prdcore Mutanten
Stimme von Tragern auf andere Patienten iibertragen werden konnten, die daraufhin eine
fulminante Hepatitis B entwickelten [76, 105] . Im Gegensatz dazu zeigten andere Studien
jedoch fulminante Verldaufe ohne die Pricore Mutante [19] .

Daneben  gibt es  vielfach  Startcodonverdnderungen (Nt  1814-1816) und
Leserasterverschiebungen, die eine vollige Einstellung der HBeAg-Synthese bewirken.

Bei der HBeAg-negativen HBV Infektion konnen trotz der fehlenden Bildung von HBeAg und
unter Vorhandensein von Anti-HBe-Antikérpern andauernd hohe virale Replikationsraten und

fortbestehender Leberschaden beobachtet werden [20] .
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Mutationen der AA 18-27 und hier besonders der AA 27 im Core fithren wegen der damit

geringeren T-Zell Immunogenitét zu reduzierter Immunantwort [10, 11] .

1.6.4 X-Gen-Mutanten

Verschiebungen des Leserasters des ORF X allgemein fiihren zu einer Verringerung aller
viralen mRNAs [28] .

Mutationen der AA 28-62 (Nt. 1455-1559) oder AA 28-87 (Nt. 1455-1634) bzw der AA 118-
154 (Nt. 1725-1835) vermindern die Transktivierungsfunktion von HBx [3] . Andere Regionen
fiir diese verminderte Funktion sind in den AA um Nukleotid 1568 (AA 65-67) und zwischen
den AA 110 und 139 (Nt. 1701-1790) lokalisiert [116] .

Bereiche, in denen Mutationen besonders hédufig auftreten, stellen die AA 5 (Nt. 1386-88), die
AA 12 (Nt. 1407-09), die AA 30 bis 47 (Nt. 1461 bis 1514), sowie die AA 130 und 131 (Nt.
1761-1766) [145] dar.

Die hidufigsten Verdnderungen werden dabei in einer Punktmutation des Direct Repeat 2
(DR2) (T1590C) und einer 8bp Deletion zwischen den Nukleotiden 1770 und 1777
festgehalten. Die erste konvertiert ein Phenylalanin in ein Leucin, letztere trunkiert das
carboxy-terminale Ende des X Proteins um 20 AA. Die deletierten AA stellen wichtige
funktionelle Doménen des X-Genes dar und sind unter Sdugetier Hepadnaviren normalerweise
hochkonserviert [114, 116] . Dariliberhinaus beinhalten diese Regionen Bindungsstellen fiir
Core Promotor und Enhancer II [81, 82] .

Grundsitzlich scheinen Deletionen kurzer Segmente im X-Gen besonders bei chronischen und
HBeAg-negativen Verldufen hidufig nachweisbar zu sein [55, 72, 102] . Eine besondere Rolle
scheinen bestimmte Mutationen im X-Gen zu spielen. Hierzu gehéren vor allem die der
Nukleotide 1653, 1762 und 1764. lhre endgiiltige Bedeutung ist noch nicht geklért. Sie
konnten jedoch die Synthese des HBeAg und der RNAs beeinflussen [62] . Will et al. konnte
fiir Patienten mit Mutationen an allen drei Positionen (1653, 1762, 1764) eine Pricore RNA
Reduktion um mehr als 50% nachweisen. Kein Effekt dieser Mutanten fand sich auf die
priagenomische RNA [47] .

Patienten mit Doppelmutation sowohl des Nukleotids 1762 als auch 1764 demonstrieren eine
reduzierte Transkription der Pridcore RNA bei gleichzeitig unverdnderter pragenomischer
RNA. Dies fiihrt zu erhdhter Produktion von Viruspartikeln. Die Bindung eines
Transkriptionsfaktors (COUP-TF) war jedoch vermindert [18] . Genome mit solitdrer Mutation
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der Position 1762 ergeben keine RNA-Titer-Verdnderungen im Vergleich zu Doppelmutanten
mit Verdanderungen an Nt. 1762 und 1764. Dagegen offenbaren Patienten mit Einzelmutation
an Nukleotid 1764 eine zur Doppelmutation nahezu umgekehrte Situation mit unveridnderter
Pracore RNA Transkription, einer verminderten Virionen Produktion und unverdnderter
Bindung des Transkriptionsfaktors COUP-TF [18] .

Klinische Untersuchung von Patienten mit Mutation ergibt eine Korrelation von Vorliegen der
1762T-Mutante mit signifikant erhohtem Auftreten von Leberentziindung und Fibrose [78] .
Im Zusammenhang mit dem HBeAg-Status der Patienten erwiesen sich Patienten mit Wildtyp
an den Nt. 1762 und 1764 als HBeAg-positiv, die Doppelmutanten dagegen als HBeAg-
negativ. Auch hier zeigten die Mutanten gehduft Leberfibrose bzw. —zirrhose [62] . Deletionen
von Bereichen um diese Nukleotide (1753-1772 bzw. 1763-1770) erzielten eine Reduktion an
produziertem HBcAg bei fraglich gleicher Replikation des Virus [98] .
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Bisher ist in Studien gezeigt worden, dass niedrige Aminotransferasen, hohe Virus Titer bzw.
hohe HBV-DNA-Werte, lange Krankheitsdauer und geringe Entziindungszeichen im
Lebergewebe mit einer niedrigen Therapieansprechrate auf Interferon assoziiert sind.
Dariiberhinaus werden eine Superinfektion mit dem Hepatitis D Virus oder HI-Virus des
Patienten als den Therapieerfolg negativ beeinflussende Faktoren angesehen [14, 102, 108].
Virale, genetische Faktoren wurden dies betreffend auf ihre Wirkung fiir das Ansprechen auf
eine Interferon-Therapie bisher nur unzureichend untersucht. Bis jetzt wurden vor allem die
Pracore und Core Region untersucht. Insbesondere die Rolle von Mutationen im X-Gen und X-
Promotor im Zusammenhang mit einer Interferon Therapie ist unbekannt.

Die Funktionen der Proteine des Hepatitis B Virus sind mit der Ausnahme des X-Gens im
allgemeinen gut charakterisiert. Das X-Gen jedoch scheint in seiner Funktion nur
unvollstindig verstanden. Bisher beschriebene Ergebnisse gehen meist auf Interaktionen des
X-Proteins mit anderen Strukturen ein. HBxAg spielt eine Rolle in der Replikation des Virus
und hat als Transaktivator Anteil an der HBV-induzierten Hepatokarzinogenese [24, 114] .
Das X-Protein und der X-Promotor erfiillen iiber die Produktion von HBeAg, HBcAg und
pragenomischer RNA wichtige virale Funktionen, die eine Rolle unter anderem bei der
Interferon Therapie vermuten lassen.

Ziel der Arbeit war die Evaluierung virusgenetischer Faktoren sowohl hinsichtlich klinischer
Parameter als auch der Pradiktoren fiir das Ansprechen auf eine Interferon Therapie bei
Patienten mit chronisch-replikativer HBeAg-negativer Hepatitis B.

Es wurden dafiir virale und klinische Parameter der Patienten analysiert. Der Fokus lag dabei
auf einer molekularen Charakterisierung des X-Gens und des X-Promotors und der moglichen
Korrelation mit dem klinischen Krankheitsverlauf insbesondere unter einer Interferon

Therapie.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten

Von Mirz 1988 bis Dezember 1998 wurden 248 Patienten mit chronisch replikativer Hepatitis
B in unserer Klinik untersucht. 37 dieser 248 (14.9%) waren dabei HBeAg-negativ.

Chronisch replikative Hepatitis B wurde definiert iber den Nachweis von Hepatitis B surface
Antigen (HBsAg) und HBV DNA durch Hybridisierungsassays mindestens zweimal in einem
Intervall von sechs Monaten. HBeAg durfte in zwei verschiedenen Serumproben nicht
nachweisbar sein, zwischen deren Gewinnung sechs Monate oder mehr lagen.

Keiner der Patienten hatte Marker des Hepatitis C Virus, des Hepatitis D Virus oder des
human immunodeficiency virus (HIV).

Moglicherweise vorhandene Marker von HBV (HBsAg, Anti-HBs, HBeAg, Anti-HBe) und
HDV (Anti-HDV) wurden durch kommerzielle Immunoassays (Abbott Laboratories, North
Chicago, IL, USA) iiberpriift.

Fir den mdglichen Nachweis von Anti-HCV Antikérpern standen kommerzielle
Immunoassays (HCV 2™ generation ELISA, Ortho Diagnostics, Raritan, NJ, USA) zur
Vefiigung. Anti-HIV wurde durch kommerzielle Enzymimmunoassays (Abbott Laboratories,
North Chicago, IL, USA) ausgeschlossen. Serum HBV-DNA wurde mittels Standard Blot
Hybridisierung  (Murex  Diagnostika, = Burgwedel) bzw. durch  kommerzielle
Radioimmunoassays bestimmt.

In der Gruppe der therapierten Patienten wurden Patienten mit einer abgeschlossenen IFN-
Therapie von 5/6 MU dreimal wdchentlich subkutan iiber 6 Monate beriicksichtigt. Drei
HBeAg-negative Patienten (8.1%) wurden initial mit 2 MU IFN-a dreimal wochentlich und
einer Kurzzeit-Kortison-Therapie behandelt.

Um ein verspétetes Therapieversagen nach primdrem Therapieerfolg auszuschlieBen, wurde
dariiberhinaus eine der Therapie nachfolgende Kontrollperiode (follow-up) von sechs Monaten
durchgefiihrt.

Untersuchungsgut aller Patienten war Serum.

Die Quantifizierung des HBs Antigens wurde ebenfalls aus Seren der Patienten durchgefiihrt.
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2.2 DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA aus Blutseren wurde nach einem Protokoll der Fa.Qiagen, Hilden bei
Raumtemperatur (25° C) durchgefiihrt:

200 pl Blutserum, 25 pl Qiagen Protease (Qiagen, Hilden) und 200 ul Lysis-Puffer (AL-
Puffer, Qiagen, Hilden) wurden in ein 1.5 ml Reaktionsgefd3 gegeben, mittels Vortexer sofort
vermischt und in einem 70° C heilen Wasserbad fiir die Dauer von 10 min inkubiert.

Dazu wurden 210 pl absoluter Ethanol gegeben und erneut vermischt.

Nach Applikation dieser Losung in eine Filtriersdule (QIAmp spin column, Qiagen, Hilden)
wurde dann bei 8000 U/min eine Minute in einer Mikrozentrifuge (Zentrifuge 5146,
Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert.

Danach wurde mit 500 pul Wasch-Puffer (AW-Puffer, Qiagen, Hilden) gewaschen und erneut
bei 8000 U/min eine Minute zentrifugiert. Dieser Schritt wurde wiederholt und zusitzlich
anschliefend zehn Sekunden bei maximaler Umdrehungszahl (15000 U/min) zentrifugiert. Die
spin column wurde in ein steriles Reaktionsrohrchen gesteckt und die DNA mit 200 ul Aqua
ad iniectabilia (Braun, Melsungen) eluiert.

Die extrahierte DNA wurde bis zur Verwendung bei der PCR bei —30° C gelagert.

2.3 Polymerase Ketten Reaktion

Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) ist eine Methode zur Vervielfdltigung von
Nukleinsduren: Spezifische DNA-Sequenzen konnen in vitro in einer einzigen Reaktion mit

hoher Ausbeute amplifiziert werden [69, 99, 118] .

2.3.1 PCR-Komponenten

Fiir die PCR wurden folgende Substanzen verwendet. Eine Ubersicht dariiber gibt Tabelle 2.5.

-Taqg-Polymerase

Diese DNA-abhingige DNA-Polymerase aus Thermus aquaticus wurde in einer Konzentration
von 5 U/100 pl in der PCR bzw. 4.5 U/100 ul in der seminested PCR verarbeitet.

Die verwendete Tag-Polymerase wurde von der Firma Sigma Chemical Company, St.Louis,

MO, USA bezogen.
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-lonen

Optimale Konzentrationen an Magnesiumchlorid liegen zwischen 0.5 und 2.5 mM [57] bzw.
zwischen 1.2 und 2.5 mM [69] . Sowohl in der Erstrunden-PCR, als auch in der seminested
PCR wurden eine MgCl,-Konzentration von 1.5 mM eingestellt.

Der fiir die PCR ideale pH-Wert liegt zwischen 8.3 und 8.8 [57] . Zugabe von Kaliumchlorid
bis zu einer Konzentration von 50mM fordert das Annealing der Primer.

Die Konzentrationen in den Reaktionen betrugen fiir MgCl, 1.5 mM (1.5mM in der snPCR),
fiir Tris-HC1 10 mM (9.09 mM) und fiir KCI 50 mM (45.45mM).

Verwendet wurden dazu eine 25 mM Magnesiumstammlosung (MgCl,, Perkin Elmer,
Weiterstadt) sowie ein Puffersystem mit dem pH-Wert 8.3 aus 100 mM Tris-HCI und 500 mM
KCI (10X PCR Buffer II, Perkin Elmer, Weiterstadt)

-Deoxynukleotid Triphosphate
Die Deoxynukleotid Triphosphate (Boehringer Mannheim, Mannheim) wurden in einer

Stammlosung zu 10 uM verdiinnt. In der PCR-Mischung betrug die Endkonzentration 0,2 uM.

-Primer

Eine Ubersicht iiber die verwendeten Primer gibt Tabelle 2.4.

Fiir die Amplifikation des X-Gens wurden die Primer HBV-S-M13-1229-1245 und HBV-AS-
M13-1756-1783 benutzt. Das 3’-Ende des X-Gens wurde mithilfe der Primer HBV-S-103-
M13-1640-1663 und HBV-AS-104-M13-2466-2489 bzw. HBV-AS-1868-1881 amplifiziert.
Die Amplifikation der X-Promotor-Region wurde mit den Primern HBV-S-754-773 und HBV-
AS-M13-1424-1408 durchgefiihrt.

Fiir die seminested PCR des X-Gens wurde der Primer HBV-S-1256-1273, fiir die seminested
PCR der Enhancer-und Promotor-Region der Primer HBV-S-997-1013 verwendet.

Bei der Auswahl der Primer wurde darauf geachtet Palindrome zu vermeiden, eine
Oligonukleotid-Lange von 20 bis 40 Nukleotiden und ein nahezu ausgeglichenes Verhiltnis
von A und T zu G und C zu erzielen. Fiir die Schmelztemperatur der Primer wurden nach

[138] fiir jedes Nukleotid A und T jeweils 2° C, fiir jedes G und C je 4° C berticksichtigt.
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Abk. | Name Sequenz (in 5°-3 'Richtung)

UR1 |[HBV-S-M13-1229-1245 TGTAAAACGACGGCCAGTAGCGCATGCGTGGA|

ACC

UR2 |HBV-AS-M13-1783-1765 CAGGAAACAGCTATGACCAGCCTCCTAGTACA
AAGA

UR3 |HBV-S-1256-1273 CTCTGCCGATCCATACTG

UR4 |HBV-S-103-M13-1640-63 | TGTAAAACGACGGCCAGT
GCCCAAGGTCTTACATAAGAGGAC
URS5 [HBV-AS-104-M13-2466- CAGGAAACAGCTATGACA

2489 AGTTTCCCACCTTATGAGTCCA
UR6 |HBV-AS-1868-1881 CACAGCTTGGAGGC
UR7 |HBV-S-754-773 TTGGGGGCCAAAACTGTACA
UR8 |HBV-AS-M13-1424-1408 CAGGAAACAGCTATGACA
CAAAGGACGTCCCGCG
UR9 [HBV-S-997-1013 ATTGTGGGTCTTTTGGG

Tabelle 2.4. Verwendete Primer und ihre Sequenzen.

Annealing wurde bei 5° C unterhalb der errechneten Schmelztemperatur der Primer
durchgefiihrt.

Die Primer wurden auf 10 pM verdinnt und aliquotiert eingesetzt. Die Primer-
Endkonzentration betrug 0.20 uM bzw. 0.18 uM in der seminested PCR.

Alle Primer wurden von der Fa.Birsner&Grob Biotech GmbH, Denzlingen geliefert.

-Wasser

Es wurde Aqua ad inectabilia (Braun, Melsungen) verwendet.

Samtliche angegebenen Konzentrationen wurden durch Serienversuche in aufsteigender
Konzentration etabliert und dann optimiert. Erst diese Konzentrationen verwanden
Verwendung in der Datenauswertung.

Um Kontaminationen der Reaktionen zu vermeiden, wurde auf strikte rdumliche Trennung der

einzelnen Schritte geachtet. Dabei wurden Seren bzw. extrahierte DNA und PCR-Produkte in
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getrennten Tiefkiihlschrinken aufbewahrt. Zubereitungen der PCR- und seminested PCR-
Reaktionsmischungen wurden rdumlich voneinander getrennt durchgefiihrt. Zur weiteren

Reduktion des Kontaminationsrisikos wurden innerhalb der Rdume die Reaktionansitze in

eigens fiir diese Reaktionschritte reservierten Glaskdsten angesetzt.

Zur Aufdeckung etwaiger Kontaminationen wurden Positiv- und Negativkontrollen
durchgefiihrt.
PCR Seminested PCR
Komponenten | Volumen|Konzentration |Komponenten Volumen|Konzentration
H,O 56 ul entfallt H,O 38 ul entfallt
Uracil-DNA 1l 1 U/100 pl Uracil-DNA entfallt |entfallt
Glycosylase Glycosylase
MgCl, 6 ul 1.5 mM MgCl, 3.3ul 1.5 mM
10xPuffer mit 10 ul 10xPuffer mit 5ul

Tris-HCL 10 mM Tris-HCL 9.09 mM

KCl 50 mM KCl 45.45 mM
Primer 1 2ul 0.20 uM Primer A 1 ul 0.18 uM
Primer 2 2ul 0.20 uM Primer B 1wl 0.18 uM
Deoxynukleotide |2 ul 0.20 pM Deoxynukleotide |[1.2 ul  [0.21 uM
Taqg-Polymerase |1 ul 5 U/100 ul Tag-Polymerase [0.5ul  [4.5U/100 pl
extrahierte DNA |20 ul PCR-Produkt 5ul
Gesamt 100 pl Gesamt 55ul
Tabelle 2.5. PCR-Komponenten und ihre Konzentrationen.
2.3.2 PCR-Bedingungen
Das Reaktionsvolumen der PCR-Mischung betrug insgesamt 100 pl.  Sadmtliche

Reaktionsschritte wurden dabei auf Eis durchgefiihrt. Um die Reaktion moglichst spét zu
starten, wurde die Tag-Polymerase zum Reaktionsgemisch zuletzt hinzugefiigt.
Zur gleichmifBigen Verteilung der einzelnen Komponenten des Reaktionsgemisches wurde

zunéchst eine Master-Mischung erstellt und diese dann auf die Reaktionsgefalle (Safe-Lock 0.5
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ml, Eppendorf, Hamburg) verteilt. Nach Zugabe von je 20 pl Serumaufschlul und Abdecken
des PCR-Gemisches mit zwei Tropfen Mineral6l (Sigma Aldrich, Deisenhofen) zum Schutz
vor Verdunstung wurden 40 Zyklen in einem Thermal Cycler (MasterCycler 5330, Eppendorf,
Hamburg) durchgefiihrt.

Die seminested PCR wurde mit einem Gesamtvolumen von 55 pl durchgefiihrt.

Sowohl die Erstrunden-PCR, als auch die seminested wurden unter gleichen

Reaktionsbedingungen mit Ausnahme der Zyklenzahl durchgefiihrt:

Reaktionsbedingungen fiir die Amplifikation des X-Gens:

Schritt 1: 95° C, 5 min

Schritt 2: 95° C, 1 min (Denaturation)

Schritt 3: 51° C, 1 min (Annealing) Zyklen: 40 (bzw. 20 fiir die seminested PCR)
Schritt 4: 72° C, 1 min (Elongation)

Schritt 5: 72° C, 10 min

Reaktionsbedingungen fiir die Promotor-Amplifikation:

Schritt 1: 95° C, 5 min

Schritt 2: 95° C, 1 min (Denaturation)

Schritt 3: 54° C, 1 min (Annealing) Zyklen: 40 (bzw. 20 fiir die seminested PCR)
Schritt 4: 72° C, 1 min (Elongation)

Schritt 5: 72° C, 10 min

Der Erfolg der Polymerase Ketten Reaktion wurde durch Elektrophorese mittels 2%igen
Agarose Gels (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) kontrolliert. Die Farbung der Gele erfolgte durch
Zugabe von 2.5 ul Ethidiumbromid wéhrend des Abkiihlens der Agarosemischung. Abbildung
2.3 zeigt das Sofortbild (Polaroid, Cambridge, USA) eines Agarosegels nach erfolgreicher
Amplifikation unter ultraviolettem Beleuchtung. Zur Kontrolle der Amplifikatldingen wurden
die DNA-Marker VI und VIII der Firma Boehringer-Mannheim, Mannheim verwendet. Die
Langenstandards dieser Marker zeigt Abbildung 2.4.
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Abbildung 2.3. Agarosegel mit DNA-Marker VIII (Bahn 1), PCR-Produkte von DNA-Aufschliissen aus sechs Patienten (Bahn 2-7) sowie

Negativkontrollen mit Serum und Wasser (Bahn 8 u.9).
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Abbildung 2.4. Langenstandards der DNA-Marker VI und VIIL
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2.4 Sequenzierung
2.4.1 Aufreinigung der PCR-Produkte

PCR- bzw. seminested PCR-Produkte wurden mittels Zentrifugation durch Filtereinheiten mit
100000 bzw. 30000 Massengewichtlimit (NMWL) aufgereinigt (Ultrafree®-MC Centrifugal
Filter Units, Millipore, Eschborn). Stérende PCR-Komponenten sollen bei der Zentrifugation
die Filtermembran passieren. Die amplifizierten HBV-Fragmente werden vom Filter
aufgefangen und in Wasser geldst gewonnen.

Dabei wurden zundchst 30 pl des PCR-Produktes und 350 pul H,O ad iniectabilia auf die
Membran der Filtereinheit aufgetragen und 10 min bei 5000 U/min zentrifugiert (Zentrifuge
5146, Eppendorf, Hamburg).

Das filtrierte Zentrifugat wurde danach verworfen. Nach Zugabe von 200 pl H,O ad inectabilia
wurde 5 min bei 5000 U/min zentrifugiert und das Zentrifugat erneut verworfen.

Auf die Filtermembran ist daran anschlieBend 20 pl H,O ad inectabilia aufgetragen worden
und 10 min bei 25° C inkubiert worden. Nach Aufnahme dieses Volumens wurde dieser
Schritt nach Inkubation fiir 5 min wiederholt.

Bei der Aufreinigung entstanden so insgesamt 40 ul DNA-Amplifikat.

2.4.2 Sequenzierungs-PCR

Zur Sequenzanalyse wurde eine weitere PCR mit einem Anteil an fluoreszenzmarkierten
Dideoxynukleotiden neben den normalen Deoxynukleotiden durchgefiihrt. Diese wird im
folgenden Sequenzierungs-PCR genannt.

Fiir diese Sequenzierungs-PCR wurde eine Losung mit den vier Deoxynukleotiden, sowie
einem Anteil an farbmarkierten Dideoxynukleotiden verwendet (Terminator Ready Reaction
Mix, Perkin Elmer, Weiterstadt). Dieser Ready Mix enthielt im Einzelnen A-Dye-, C-Dye-, G-
Dye- und T-Dye Terminator Nukleotide, Deoxynukleotid Triphosphate (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), AmpliTaq DNA Polymerase, Magnesiumchlorid, Tris-HCI Puffer (pH 9,0).

Es wurde dazu ein M13 forward Primer (Perkin Elmer, Weiterstadt mit der Sequenz:
GTAAAACGACGGCCAGT, Konzentration: 3.2 pmol) und ein MI13 reverse Primer
(CAGGAAACAGCTATGAC) fiir die Amplifikation der DNA-Fragmente verwendet.

Fiir jeden Reaktionsansatz der Sequenzierungs-PCR wurden je 8 pl Terminator Ready Mix, je

1 ul M13 Sequence Primer (bzw. M13 Reverse Sequence Primer), je 7 pul H>O ad iniectabilia
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und je 4 pl des aufgereinigten PCR-Produktes verwendet, so dass das

Gesamtreaktionsvolumen dieser PCR 20ul betrug.

25 Zyklen der Sequenzierungs-PCR wurden unter folgenden Reaktionsbedingungen
durchgefiihrt:

96° C fiir 10 Sekunden

50° C fiir 5 Sekunden

60° C fiir 4 Minuten

Nach Beendigung der 25 Zyklen wurden die Proben auf 4° C herabgekiihlt und bei dieser
Temperatur bis zum weiteren Vorgehen aufbewahrt.

Fir die Sequenzierungs-PCR wurde der Thermozykler GeneAmp 9600 (Perkin-Elmer,
Weiterstadt) verwendet. Die Sequenzierungs-PCR wurde von allen anderen Reaktionen

raumlich getrennt durchgefiihrt.

2.4.3 Fillung und Aufreinigung der Sequenzierungs-PCR-Produkte

Die folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Zentrifugiert wurde bei 4° C in einem
Kiihlraum.

Fiir jede Reaktion wurde je ein 1.5 ml Reaktionsgefdll mit jeweils 2.0 ul 3M Natrium-Acetat
Losung (pH 5.2) und 50 pl 95%iger Ethanol auf Eis vorbereitet.

Zu dieser Ethanol Loung wurde das gesamte Reaktionsvolumen der Sequenzierungs-PCR (20
ul) hinzugegeben, vermischt und in einer Mikrozentrifuge 30 Minuten bei 13000 U/min bei
4°C zentrifugiert, um Pellets zu bilden. AnschlieBend wurde die Ethanol Losung mit einer
Mikropipette vorsichtig aspiriert. Dabei wurde beachtet, die Losung moglichst vollstdndig und
das entstandene Pellet nicht aufzunehmen.

Zum Pellet wurden 250 pl 70%iger Ethanol gegeben und bei 13000 U/min 5 min lang
zentrifugiert. Danach wurde die Ethanol Losung weitestgehend aufgenommen und die Pellets
in einer Vakuum-Zentrifuge getrocknet.

Das getrocknete Pellet wurde in 5 pl einer 5:1 Losung aus deionisiertem Formamid und
Athylendiamintetraessigsiure (EDTA) aufgeldst und bei -20° C bis zur Sequenzierung

aufbewabhrt.
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2.4.4 DNA-Sequenzierungsgel

-Herstellung der 40%igen Polyacrylamidlosung:

Eine 19:1 Mischung aus Acrylamid und Bisacrylamid wurde in bidestilliertem Wasser bis zur
Losung der Acryle verrithrt. Nach Zugabe von 8 g lonenabsorber (Serdolit MB-2, Serva,
Heidelberg) und weiterem Verriihren fiir die Dauer von 30 min wurde die Losung durch einen

0.2 pm Filter abfiltriert und in einer lichtgeschiitzten Flasche im Kiihlschrank aufbewahrt.

-Herstellung des 10fach konzentrierten TBE-Puffers:

In einem Liter Aqua bidestillata wurden unter stindigem Riihren 108 g Tris, 55 g Borsdure und
9.3 g EDTA bzw. Titriplex gelost.

Der pH-Wert des Puffers wurde mittels eines pH-Meters und gegebenenfalls durch Zugabe von
geeigneten Mengen an NaOH oder HCI auf pH 8.3 titriert.

-Herstellung des Polyacrylamid-Sequenzierungsgels:

In einem 200 ml Erlenmeyer-Kolben wurden 30 g Harnstoff in 23.5 ml bidestilliertem Wasser
bei ca. 50° C verriihrt, bis dass der Harnstoff sich ldste. Nach Zugabe von 9 ml
Polyacrylamidlésung und 8 g Ionenabsorber (Serdolit MB-2, Serva, Heidelberg) wurde die
Losung bei gleicher Temperatur 30 min vermischt. Danach wurde sie durch einen 0.2 pm
Filter filtriert und mittels einer Wasserstrahlpumpe entgast. Zu dieser Losung wurden dann 6.0
ml zehnfach konzentrierter Tris-Borsdure-EDTA-Puffer (TBE), 24 pl
Tetramethylethylendiamin (TEMED) und 180 pl 10%ige Ammoniumpersulfatlosung addiert.
Eine Ubersicht hierzu gibt Tabelle 2.4.

Nach erneutem Vermischen wurde die Losung mit einer 50 ml Spritze aufgenommen und von
der Stirnseite aus sofort zwischen die vorbereiteten Glasplatten gegossen. Nach umgekehrten
Einsetzen des Sequenzierungskammes als Platzhalter fiir eine gerade Geloberkante
polymerisierte das Gel in horizontaler Lage 2 Stunden bei 25° C Raumtemperatur.

Nach abgeschlossener Polymerisation wurden die Klammern entfernt und das Gel in den

Sequenzierer eingesetzt.
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30 g Harnstoff

235 ml Aqua bidestillata

9.0 ml 40%ige Polyacrylamidlosung

6.0 ml 10fach konzentrierter TBE-Puffer, pH 8.3
24 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED)

180 ul 10%ige Ammoniumpersulfatlosung

Tabelle 2.4. Inhaltsstoffe des 6%igen DNA-Sequenzierungsgels

-Probenbeladung und Vorlauf des Polyacrylamidgels:

Die Dichtungen der Elektrophorese-Kammern wurden mit Vaseline bestrichen und daraufhin
die Kammern im Sequenzierer horizontal plaziert. Dann wurden sie mit einfach
konzentriertem TBE-Puffer gefiillt und fiir eine halbe Stunde ein Vorlauf ohne
Probenbeladung durchgefiihrt.

Danach wurde der umgekehrt eingesetzte Kamm entnommen. Um die 24 Probentaschen zu
erzeugen, wurde er mit den Zacken voran ca. 2 mm in die Oberkante des Gels hineingedriickt.
Aus der oberen Gelkante diffundierter Harnstoff wurde durch vorsichtiges Spiilen der Taschen
mit TBE-Puffer beseitigt.

Die in Formamid und EDTA gelosten Amplifikate wurden bei 95° C eine Minute denaturiert
und bis zur Beladung des Sequenzierers bei 4° C aufbewahrt.

Um Stérung durch Vermischung der Proben zu vermeiden, wurden bei der Probenbeladung
zunidchst alle Amplifikate mit ungerader Taschennummer aufgetragen und ein weiterer Vorlauf
von 20 min durchgefiihrt. Danach wurden die restlichen Proben mit gerader Taschennummer

in den Sequenzierer eingefiillt.

-Sequenzierungsvorgang:
Sequenziert wurde tliber eine Dauer von 14 Stunden bei einer Leistung von 30 Watt.
Bei jeder Sequenzierung wurde zusitzlich eine Kontrollsequenz (pGEM-3Zf+, Perkin-Elmer,

Weiterstadt) mitgefiihrt und sequenziert.
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2.5 Sequenzanalyse
2.5.1 Sequenzierer

Bei dem verwendeten Sequenzierer handelt es um einen Laser Sequenz Analysierer (373 DNA
Sequencer, Applied Biosystems, Weiterstadt) in Kombination mit einem handelsiiblichen

Macintosh Computer. Abbildung 2.5 verdeutlicht das Funktionsprinzip des Sequenzierers.

Spiegel

— Laser

et _ Photomultiplier Réhre (PMT)

. | — Fokussierende Linse
“, Filterrad

FUhrungsachse

Sammellinse

Fokussierende Linse  Fluoreszenz Emission  Laserstrahlenbarriere

Abbildung 2.5. Schema der Funktionsweise des ABI 373 DNA Sequencer. Die durch den Laser beleuchteten farbmarkierten DNA-
Amplifikate im Sequenzierungsgel emittieren Fluoreszenzsignale, die liber ein Linsen- und Verstiarkungssystem aufgenommen und an einen
PC (nicht in Abb.) zur Wiedergabe weitergegeben werden.

Der Ausdruck der Sequenzen erfolgte durch einen handelsiiblichen Farbtintenstrahldrucker HP

560C (Hewlett Packard, Boise, USA).

2.5.2 Hardware/Software

Die erhaltenen Sequenzen wurden auf einem Personal Computer weiterverarbeitet. Dazu
wurde das Computerprogramm Lasergene (DNAStar Inc, Madison, USA) mit seinen Modulen
EditSeq und MegAlign verwendet.
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2.6 Quantitativer HBsAg-Assay

Die HBsAg-Quantifizierung wurde mittels Laurell Elektrophorese durchgefiihrt [44] . Hierzu
wurden Glasschieber mit 6 ml 0.6% Agarose, die 10000 U/ml polyvalente Anti-HBs
Antikdrper in Laurell-Puffer enthélt, iiberzogen. Pro Probe wurden 10 pl Serum aufgetragen
und bei 5 mA fiir 12 Stunden elektrophoriert. Mittels Kalibrierungskurven von Referenzseren
konnten die Prizipitationsbdgen in Gewicht pro Volumen (ug HBsAg/ml) konvertiert werden.
Fiir stiarker konzentrierte Proben wurden verdiinnte Testreihen durchgefiihrt. Eine WHO-

Einheit entspricht dabei ca. 0.5 ng HBsAg.

2.7 Statistik

Die statistischen Daten wurden mit SPSS fiir Windows (SPSS, Miinchen) errechnet. Dabei
wurden Vergleiche zwischen zwei Charakteristika mit dem zweiseitigen, exakten Test nach
Fischer ausgewertet. Der t-Test nach Student wurde angewandt fiir kontinuierliche Variablen,
wohingegen nicht-parametrische Daten mittels des Mann-Whitney-Tests auf Signifikanz

iiberpriift wurden. Weiterhin wurden logistische Regressionsanalysen durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Klinische Parameter

Von den Patienten mit chronischer Hepatitis B, die sich zwischen 1988 und 1998 in unserer
Klinik vorstellten, wurden 37 mit chronisch-replikativer, HBeAg-negativer HBV Infektion zur
Untersuchung zugelassen.

Eine Ubersicht iiber ihre klinischen Parameter gibt Tab. 3.1.

Klinischer Parameter |Werte |Werte |Mittel- |Stand.- |Stand.- |Spann-
absolut |Prozent |wert abwchg |fehler | weite
m SD SEM RG

Geschlecht 30/7 81/19 - - - -
(ménnl/weibl)

Herkunft 17/20 46/54 - - - -
(hohe/niedrige
Prévalenz)

Leberzirrhose ' 12 32 - - - -

Alter - - 43.5 12.3 2.0 20-73
[Jahre]

Erkrankungsdauer - - 140.4 151.0 27.6 12-636
[Monate]

ALT - - 114.7 78.7 12.9 14-265
[(un

AST - - 63.3 45.0 7.7 12-207
[(un

HBsAg - - 0.71 0.76 0.13 —-1-2.29
[Log pg/ml]

DNA - - 2.2 1.1 0.17 1-3.9
[Log pg/ml]

Tabelle 3.1. Klinische Parameter

! Bei 8 Patienten wurden sonographisch keine Leberverinderungen festgestellt, so dass nur 29 der 37 Patienten leberpunktiert und
histologisch untersucht wurden.
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3. Ergebnisse

3.1.1 Klinische Parameter: Analyse und Korrelationen

Korrelationen des Geschlechts der Patienten mit anderen Charakteristika ergaben keine

signifikanten Ergebnisse.

Unter den 12 Patienten mit diagnostizierter Leberzirrhose befinden sich 9 (75%) aus Gebieten
mit niedriger Priavalenz versus 3 (25%) aus Gebieten mit hoher Privalenz. Demgegeniiber
stammen 8 der 17 Patienten ohne Zirrhose (47.1%) aus niedrigpravalenten und 9 (52.9%) aus
hochprivalenten Gebieten (p<0.14).

Das Patientenalter, die Hohe der Aminotransferasen, die Dauer der Erkrankung und die HBV-

DNA-Menge unterscheiden sich dabei nicht zwischen Hoch- und Niedrig-Pravalenz-Gebieten.
Patienten mit Leberzirrhose sind im Mittel signifikant dlter (mz=55.5 Jahre, SD;=8.2,

SEMz=2.4) als Patienten ohne Zirrthose (mnz=35.1 Jahren, SDnz=9.5, SEMyz=2.3)
(p<0.0001). Dies illustriert die Abb. 3.1.

80

70

60

50

40

30

20 —_—

10

ALTER

ZIRRHOSE

Abbildung 3.1. Verteilung des Alters bei Patienten ohne (0) und mit (1) Leberzirrhose. Patientenalter in Jahren. N=Anzahl der Patienten.
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3. Ergebnisse

Dariiberhinaus prédsentieren Zirrhotiker niedrigere HBsAg-Titer (mz= Log pg/ml, SDz=8.2,
SEMz=2.4) als Patienten ohne Zirrthose (mnz=35.1 Jahren, SDnz=9.5, SEMyz=2.3)
(p<0.0001). Korrelationen von Zirrthose und anderen Charakteristika ergaben keine
Signifikanz.

Patienten mit und ohne Leberzirrhose unterscheiden sich in ihrer Erkrankungsdauer nicht
signifikant voneinander.

Zwischen der Erkrankungsdauer und anderen Patientencharakteristika ergaben sich keine

signifikanten Ergebnisse.

Hohe ALT-Titer (hALT>75U/1) gehen mit hohen HBV-DNA-Titern einher und niedrige ALT-
Titer (nALT<75U/l) mit niedrigen HBV-DNA-Werten (mpa 1=2.46 Log pg/ml, SDpa11=0.95,
SEMparL1=0.21 versus myar=1.86 Log pg/ml, SDyar1=1.13, SEMA11=0.28, p<0.09).

Da die Werte von Alanin-Aminotransferase und Aspartat-Aminotransferase signifikant
miteinander korrelieren (p<0.001), gilt auch fiir AST-Titer und HBV-DNA eine signifikante
Korrelation (p<0.036).

Patienten mit hohem HBsAg-Titer (hHBsAg>m=0.71 Log pg/ml) haben signifikant seltener
Leberzirrthose als Patienten mit niedrigem HBsAg-Spiegel (nHBsAg) (mpupsag=0.21,
SDnuBsag=0.43, SEMinpsag=0.11 versus munpsag=0.64, SDunpsag=0.50, SEMpnpsag=0.15,
p<0.033).

Dariiberhinaus sind Patienten mit hohem HBsAg-Titer (>m=0.71 Log pg/ml) statistisch
signifikant jlinger als HBsAg-niedrigtitrige Patienten (mnusag=39.4J, SD nuBsag=12.2,
SEMinBsag=2.7 versus Mpupsag=50.2J, SD nupsag=10.2, SEMnpsag=3.0, p<0.015).

Der HBV-DNA-Titer im Zusammenhang mit weiteren Parametern ergab keine statistische

Signifikanz.
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3. Ergebnisse

3.2 Sequenzen von X-Gen und X-Promotor

3.2.1 Sequenzen: Rohdaten

In den folgenden Abschnitten sind die Sequenzen ihren genotypspezifischen
Consensussequenzen und einander gegeniibergestellt. Ein Punkt (.) bedeutet dabei
Ubereinstimmung mit der Consensussequenz des zugehdrigen Genotyps. Abweichungen
hiervon werden mit dem entsprechenden Nukleotid bzw. der Aminosédure im Ein-Buchstaben-
Code angegeben. Unterschiede zwischen den Genotypen im Consensus sind grau unterlegt.

Dariiberhinaus wurde auf die Aminosdureansicht des X-Promotors verzichtet, da dieser kein

Protein darstellt.
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3. Ergebnisse

3.2.1.1 Sequenzen des X-Gens in der Nukleotidansicht

Nukleotid 1374 1380 1390 1400 1410 1420
[ oo [ oeeiei [ oo [ oot [oeeeeon |
Genotyp A ATGGCTGCTAGGCTGTACTGCCAACTGGATCCTICGCGGGACGTCCT
Genotyp B ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCT
Genotyp C ATGGCTGCTCGGGTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCT
Genotyp D ATGGCTGCTAGGCTGTGCTGCCAACTGGATCCTGCGCGGGACGTCCT

Therapierte Patienten

mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Nukleotid 1374 1380 1390 1400 1410 1420
Patient: Genotyp: |..... [ oo [ e [ evee oot [ eeee oo |

i

PR OoOJdo 0 WN
gouoorE PP

0
5
ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid 1374 1380 1390 1400 1410 1420
Patient: Genotyp: |..... [ oo [ e, [ eee oo [ eeeeeonnn |
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

slvEvEvEvEvEvlvEvlelwlwlol: -
>

Nicht therapierte Patienten

Nukleotid 1374 1380 1390 1400 1410 1420
Patient: Genotyp: |..... [ oo [ e [ evee oot [eeee oo |
30
31
32
33
34
35
36
37

gouoQ@EE P
@
@
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3. Ergebnisse

Nukleotid

Genotyp A
Genotyp B
Genotyp C
Genotyp D

1440 1450 1460
TTGTTTACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCTCGGGGL
TTGTTTACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCCTCLCCGGGGL
TTGTCTACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCGTCTCGGGGCL

TTGTTTACGTCCCGTCGGCGCTGAATCCCGCGGACGACCCTITCTCGGGGT

Therapierte Patienten
mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Nukleotid 1421 1430 1440 1450 1460 1470
Patient: Genotyp: |........ [ oo, [ oo, [ oo [eeeeeonn. |
1 A e e e e et e e e e e T..o.o.oo... T
2 B e e e e e e e e e e e e e e e
3 A e e e e e e e e Ao
4 B e e e e e e e e e e e e e
5 B e e e e e e e e e e e e e e
6 B e e e e e e e e e e e e e
7 B e e e e e e e e e e e e e e
8 D e e e e e e e e e et e e e e e e e e e C
9 e T e e e e
10 D e e e e e et e e e e et e e e
11 D e e e e e e e e et e e e e e C
ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid 1421 1430 1440 1450 1460 1470
Patient: Genotyp: |........ [ e, [ eeeee .. [ eee oot [eeeeeonn |
12 B e e e e e e e e e e e e
13 B e e e e e e e e e e e e e e
14 B e e e e e e e e e e e e e e e
15 B e e e e e e e e e e e e e
16 B e e e e e e e e e e e e e e e
17 D e e e e e e e e e Goveevnn C
18 D e e e e e et e e e A Goooooal C
19 D e e e e e e e e et e e e e e C
20 D e e e e et e e e et e e Ao,
21 D e e e e e e e e et e e e e e C
22 D e e e e e e e e e e e et e e e e
23 D e e e e e e e et et e e e e C
24 D e e e e e e et e e e e e C
25 D e e e e e e e e e Govevnnn C
26 D e e e e o e e et et
27 D e e e e e e et et e et e e e
28 D e e e e e e e et e e e e e C
29 D e e e e e e e e e AG........ C
Nicht therapierte Patienten

Nukleotid 1421 1430 1440 1450 1460 1470
Patient: Genotyp: |........ [ oo [ e, [ eeeeon [veeeeon |
30 B e e e e e e e e e e e e e
31 B e e e e e e e e e e e e
32 B e e e e e e e e e e e e e
33 A e e e e e T...... A....Gooooool T
34 C e e e e e e e e e e e e
35 o A e e e Gevevvnnnn
36 D e e et e e T e et e e
37 D e e e e e e et e e e et e e e e
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3. Ergebnisse

Nukleotid

Genotyp A
Genotyp B
Genotyp C
Genotyp D

1490 1500 1510
CGCTTGGGACTCTCTCGTCCCCTTCTCCGTCTGCCGTTCCAGCCGACCAC
CGCTTGGGGCTCTACCGCCCGCTTCTCCGTCTGCCGTACCGACCGACCAC
CGTTTGGGCCTCTACCGTCCCCTTCTICATCTGCCGTTCCGGCCGACCAC

CGCTTGGGACTCTCTCGTCCCCTTCTCCGTCTGCCGTTCCGACCGACCAC

Therapierte Patienten
mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Nukleotid 1471 1480 1490 1500 1510 1520
Patient: Genotyp: |........ [ eeeeee e R [ [ |
1 B e e e e e e e e e e e Gevvevn et
2 A ot e e e e i i i e e e e Gevevvnnn
3 A Lo a.. A A e e e e e e e e e e
4 A L Al iiiiiiiia.. T
5 B e e e e e e e e e e e e e e e
6 B e e e e e e e e e e e e e e
7 B e e e e e e e e e e e e e e e e e e
8 D ... GG...T.eiiiiiiiin.. T..o.o.ooo.. T..T........
9 D .. T e e T,
10 e Ao
11 D ..., ettt e e e e e e N
ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid 1471 1480 1490 1500 1510 1520
Patient: Genotyp: |........ [ R [ [ |
12 B e e e e e e e e e e e e e e e e e
13 A L i e 2
14 B e e e e e e e e e e e e e e e
15 B e e e e e e e e e e e Ao,
16 A L i e 2
17 5 N
18 D .i.iaia.. L Toooooooo..
19 e Toooooooo..
20 D ... L T..T........
21 e T,
22 5
23 e T.A.........
24 D ... GA. .. i i i it T..T........
25 L T Toooooooo..
26 5
27 D e e e i e e e T
28 D ..., R
29 5 Tevivinnnn.
Nicht therapierte Patienten

Nukleotid 1471 1480 1490 1500 1510 1520
Patient: Genotyp: |........ R R [ e e e e [ e e e |
30 B e e e e e e e e e e e e e et e e
31 B e e e e e e e e e e e e e
32 B e e e e e e e e e e e e e e e e
33 A e e e e e e e e e e et e e e GA..A.....
34 C e e e e e C.Govvvvvnnn. Ao,
35 e Toooooooo..
36 5
37 5
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3. Ergebnisse

Nukleotid 1521 1530 1540 1550 1560 1570
[ oo [ oo [ oo [oeeeeon [oeeeeo |
Genotyp A GGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGC
Genotyp B GGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGC
Genotyp C GGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGTCTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGC
Genotyp D GGGGCGCACCTCTCTTTACGCGGACTCCCCGTCTGTGCCTTCTCATCTGC

Therapierte Patienten

mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Nukleotid 1521 1530 1540 1550 1560 1570
Patient: Genotyp: |........ [ R [ [ |

B RO do 0 WwN
(O el wR Wi = = i

0
5
ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid 1521 1530 1540 1550 1560 1570
Patient: Genotyp: |........ [ e e eeee e [ oo e [ [ |
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

vhvlvivivavavlvivleNwlvwRoR ==

Nicht therapierte Patienten

Nukleotid 1521 1530 1540 1550 1560 1570
Patient: Genotyp: |........ [ eeeeeeen R [ e ee e [ oo e |
30
31
32
33
34
35
36
37

OOoOQ®EE P
>
Q
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3. Ergebnisse

Nukleotid 1571 1580 1590 1600 1610 1620
[ oo [ oo [ oo [oeeeeonn [oeeeeo |
Genotyp A CGGTCCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTTGCATGGAGACCACCG
Genotyp B CGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAGACCACCG
Genotyp C CGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAGACCACCG
Genotyp D CGGACCGTGTGCACTTCGCTTCACCTCTGCACGTCGCATGGAGACCACCG

Therapierte Patienten

mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Nukleotid 1571 1580 1590 1600 1610 1620
Patient: Genotyp: |........ [ R [ [ |

R RO do 0 WwN e
(N wRwR Wi = = i

0
5
ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid 1571 1580 1590 1600 1610 1620
Patient: Genotyp: |........ R R R [ |
12
13
14

15
16

g i i

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

lvlvivivivivivivivivRvlvlw,
=

Nicht therapierte Patienten

Nukleotid 1571 1580 1590 1600 1610 1620
Patient: Genotyp: |........ R R R [ |
30
31
32
33
34
35
36
37

gouoQ@E >
h=
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3. Ergebnisse

Nukleotid 1621 1630 1640 1650 1660 1670
[ oo [ eeeee o [ oo [oeeeeon [oeeeeo |
Genotyp A TGAACGCCCATCAGATCCTGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGA
Genotyp B TGAACGCCCACCGGAACCTGCCCAAGGTCTTGCATAAGAGGACTCTTGGA
Genotyp C TGAACGCCCACCAGGTCITGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGA
Genotyp D TGAACGCCCACCAAATCITGCCCAAGGTCTTACATAAGAGGACTCTTGGA

Therapierte Patienten

mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Nukleotid 1621 1630 1640 1650 1660 1670
Patient: Genotyp: |........ [ R [ [ |

B RO do 0 WwN
(O el wR Wi = = i

0
1

ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid 1621 1630 1640 1650 1660 1670
Patient: Genotyp: |........ [ e e eeee e [ oo e [ [ |
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

vhvlvivivavavlvivleNwlvwRoR ==
2
=
2

Nicht therapierte Patienten

Nukleotid 1621 1630 1640 1650 1660 1670
Patient: Genotyp: |........ [ eeeeeeen R [ e ee e [ oo e |
30
31
32
33
34
35
36
37

gooaQ@ @y
@
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3. Ergebnisse

Nukleotid 1671 1680 1690 1700 1710 1720
[ oo [ oo [ oo [oeeeeenn [oeeeoo |
Genotyp A CTCCCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCCTACTTCAAAGACTGTGT
Genotyp B CTTTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTGT
Genotyp C CTCTCAGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTT
Genotyp D CTCTCIGCAATGTCAACGACCGACCTTGAGGCATACTTCAAAGACTGTTT

Therapierte Patienten
mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Nukleotid 1671 1680 1690 1700 1710 1720
Patient: Genotyp: |........ [ R [ [ |
1 A O AP
2 B e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
3 B e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e
4 B e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
5 A B O A e e e e T
6 B e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
7 B e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e
8 5
9 D ... T o e e e e e e e e e e e e e ettt e e et eeeeeeeeeeeeeeeaaeees
10 5
11 D ... O

ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid 1671 1680 1690 1700 1710 1720
Patient: Genotyp: |........ [ e e eeee e [ oo e [ [ |
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

vhvlvivivavavlvivleNwlvwRoR ==
€

Nicht therapierte Patienten

Nukleotid 1671 1680 1690 1700 1710 1720
Patient: Genotyp: |........ [ eeeeeeen R [ e ee e [ oo e |
30
31
32
33
34
35
36
37

gooaQ@ @y
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3. Ergebnisse

Nukleotid

Genotyp A
Genotyp B
Genotyp C
Genotyp D

1721 1730 1740 1750 1760 1770

GTTTAAGGACTGGGAGGAGCTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTG
GTTTAATGAGTGGGAGGAGCTGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTG
GTTTAAAGACTGGGAGGAGITGGGGGAGGAGATTAGGTTAAAGGTCTTTG
GTTTAAAGACTGGGAGGAGITGGGGGAGGAGATTAGATTAAAGGTCTTTG

Therapierte Patienten
mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Nukleotid
Patient:

PR OWO-JdJourd W

0
1

Genotyp:

(O el wR Wi = = i

1721 1730 1740 1750 1760 1770
[ [oeeeeen [oeeeeo [oeeee o [ eeeeeo o |
.................................... Ao,
................................ A........T.A...A
.................................... Ao,
...... A e AL
...... S
.................... i
......................................... T.A......
............................... O,
................................ O L
......... N
................................ Con i

ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid
Patient:
12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

Genotyp:

vhvlvivivavavlvivleNwlvwRoR ==

1721 1730 1740 1750 1760 1770
[ [oeeeeon [oeeeeo [oeeeeoo [P |
G T Al Ao,
....................................... /17777777 ..
................................ Covvv oo . .TTA. ... ..
.................................... A .G.T.G
................................ Covvvv o .T.AL.....
........................................... T.G.
.......................................... CA......
................................ Ceer i
...... T L P TLALLL L.
................................ Covvv v v .T.ALL....
...... Y TN e T.A......
...... ]
...... ] L
........................................ CG.T.G
.................. ]
.................... O
......... A G € T.A......

Nicht therapierte Patienten

Nukleotid
Patient:
30

31

32

33

34

35

36

37

Genotyp:

coaQwEm P

g

1721 1730 1740 1750 1760 1770
[ P [ oot [ oeeee o [ oeeeeo |
........................................... A.T
.................................... Ao,
................................ O
.................................... Ao,
......................................... T.A......
................................ O
Ins zw. 1755 u.56: AAGTAATGGAACGATTTGGGGGAGGAGATT
........................... O
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3. Ergebnisse

Nukleotid 1771 1780 1790 1800 1810 1820
[eeeeen.. [ e [eeiin [oeeient [oeeienn |
Genotyp A TATTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATGCAAC
Genotyp B TACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAAC
Genotyp C TACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGTTCACCAGCACCATGCAAC
Genotyp D TACTAGGAGGCTGTAGGCATAAATTGGTCTGCGCACCAGCACCATGCAAC

Therapierte Patienten
mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Nukleotid 1771 1780 1790 1800 1810 1820
Patient: Genotyp: |........ [ oo, [ oo, [ oo [eeeeeonn. |
1 B e e e e e e e e e e e e e e
2 B e e e e e e e e e e e e e e e
3 B e e e e e e e e e e e e e
4 B e e e e e e e e e e e e e
5 A e e e e e e e e e e e
6 B e e e e e e e e e e e e e
7 B e e e e e e e et e e e e e e C.oo...
8 D e e e e e e e et et e et e e e
9 D e e e e e e e e e e et e e e e T......
10 D e e e e e et e e e e et e e e
11 D e e e e e e et e et e et e e e
ohne Therapieerfolg (Nonresponse)
Nukleotid 1771 1780 1790 1800 1810 1820
Patient: Genotyp: |........ [ e, [ eeeee .. [ eee oot [eeeeeonn |
12 B e e e e e e e e e e e e
13 A Teeo oo, G...T..GG. ... [/ e
14 A Go.GLoi i T..Govvvvviiiioon Coveiii it e e
Insertion zw Nt 1771 u 1772: GT
15 A @t e it et ettt e e e e e e e e
16 B e e e e e e e e e e e e e e
17 D T e e e e e e e e e T
18 D GT..A..... L Covvvvninit
19 D Teoeeoo. T
20 D e e e e et e et et e e e e
21 D e e e e e e e e e e e e e e
22 D ..... ettt e e e e e e e e e e e e e e
23 D e e e e e e e e e e e e e e e
24 D e e e e e et e e e et e e e e
25 D e e e e e e e et e et e et e e e
26 D e e e e e e et e e e et e e e
27 D e e e e e et e e e et e e e e
28 D e e e et e et e ettt e e e e
29 D e e e e e e e e e e e e e e e
Nicht therapierte Patienten
Nukleotid 1771 1780 1790 1800 1810 1820
Patient: Genotyp: |........ [ oo, [ oo, [ eeee oo [veeeeonn |
30 B e e e e et e e e e e e e e
31 B e e e e e e e e e e e e e e
32 B e e e e e e e e e e e e e e
33 B e e e e e e e e e e e e e e
34 C e e e e e e e e e e e e e
35 D e e e e e e e e e e e e e e e
36 D e e e e e e e et e e e e et e e e
37 D T e e e e e e e e e T
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3. Ergebnisse

Nukleotid 1821 1830 1840 1850
[ [ [ e |

Genotyp A TTTTTCACCTCTGCCTAA

Genotyp B TTTTTCACCTCTGCCTAA

Genotyp C TTTTTCACCTCTGCCTAA

Genotyp D TTTTTCACCTCTGCCTAA

Therapierte Patienten

mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)
Nukleotid 1821 1830 1840 1850
Patient: Genotyp: |........ R R |

R RO do 0 WwN e
(N el wR Wi = = i

0
I
ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid 1821 1830 1840 1850
Patient: Genotyp: |........ [ R |
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

vlvlvivivavavlvivlelwlwRoRl =N

Nicht therapierte Patienten

Nukleotid 1821 1830 1840 1850
Patient: Genotyp: |........ R RN |
30
31
32
33
34
35
36
37
Abbildung 3.2.1. Sequenzen des X-Gens in der Nukleotidansicht. Gegeniiberstellung der Sequenzen der Patienten-HBV-DNA und der
genotypspezifischen Consensus. Ein Punkt (.) bedeutet dabei Ubereinstimmung mit der Consensussequenz des zugehorigen Genotyps.
Abweichungen hiervon werden mit dem entsprechenden Nukleotid angegeben. Unterschiede zwischen den Genotypen im Consensus sind
grau unterlegt.

gooQ@ @y
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3. Ergebnisse

3.2.1.2 Sequenzen des X-Gens in der Aminosiurenansicht

Aminosaure 1 10 20 30 40 50

[ [ [ [ oeeee e [ oeeee e |
Genotyp A MAARLYCQLDPSRDVLCLRPVGAESRGRPLSGPLGTLSSPSPSAVPADHG
Genotyp B MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPLPGPLGALPPASPSAVPTDHG
Genotyp C MAARVCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPVSGPFGPLPSPSSSAVPADHG
Genotyp D MAARLCCQLDPARDVLCLRPVGAESRGRPESGSLGTLSSPSPSAVPTDHG

Therapierte Patienten
mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Aminosaure 1 10 20 30 40 50
Patient: Genotyp: |........ [ R [ [ |
1 A LL... C.oon 2 R
2 B e e e e e e e e e e e ettt e et e e e P e
3 A ... C.ooon W et e e e e e e et e e (O N,
4 A e e 2 OO T...o....
5 A TS0
6 B e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
7 B e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e
8 D e e e e e e e e e e e e e e e et e et e P..G...... P..SS

9 D e e e e e e e e e e e e e e e Cuoveiinnn Fooo..o.. SP

10 1 Q..
11 D e e T e e e e e e e e e P..A..... LP.......
12 D e e e e e e e e e e e e e e e e e e et e e P..A......... S

ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Aminosaure 1 10 20 30 40 50
Patient: Genotyp: |........ R [ oo e [ [ |
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

vlvlvAvivEvlvlvloleN el wil-- =
e
%

Nicht therapierte Patienten

Aminosaure 1 10 20 30 40 50
Patient: Genotyp: |........ R [ oo e e [ e e e e [ eee e |
30
31
32
33
34
35
36
37

OoOoOQ®EE P
Q
b
Q
@]
<
10p]
H
=
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Aminosaure

Genotyp A
Genotyp B
Genotyp C
Genotyp D

AHLSLRGLPVCAFSSAGPCALREFTSARCMETTVNAHQILPKVLHKRTLGL
AHLSLRGLPVCAFSSAGPCALREFTSARRMETTVNAHRNLPKVLHKRTLGL
AHLSLRGLPVCAFSSAGPCALREFTSARRMETTVNAHQVLPKVLHKRTLGL
AHLSLRGLPVCAFSSAGPCALRFTSARRMETTVNAHQILPKVLHKRTLGL

Therapierte Patienten
mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Patient: Genotyp:

Aminosaure
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

(SR w R CR R Wl - = = =i

51 60 70 80 90 100
[ [oeeeeen [oeeeeo [oeeeeoo [ oeeee oo |
........................... Rttt
........................................... Yoo.o...
............................ Veeooooooooo W HO oo
..................................... Foooiooo.
..................................... Fooooooo.
..................................... Fooooooo.

ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Aminosaure

Patient: Genotyp:

13
14
15
16

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

i

vlvlvivivavavivivleNleleild

51 60 70 80 90 100

Nicht therapierte Patienten

Aminosaure

Patient: Genotyp:

30
31
32
33
34
35
36
37

gooaQ@ @y

51 60 70 80 90 100
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Aminosdure 101 110 120 130 140 150
[ oo [ eeeeo oo [ oo [oeeeeon [ oo |
Genotyp A PAMSTTDLEAYFKDCVFKDWEELGEEIRLKVEVLGGCRHKLVCAPAPCNFE
Genotyp B SAMSTTDLEAYFKDCVENEWEELGEEIRLKVEVLGGCRHKLVCSPAPCNFE
Genotyp C SAMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGEEIRLKVEVLGGCRHKLVCSPAPCNFE
Genotyp D SAMSTTDLEAYFKDCLFKDWEELGEEIRLKVEVLGGCRHKLVCAPAPCNFE

Therapierte Patienten
mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Aminosaure 101 110 120 130 140 150
Patient: Genotyp: |........ [ R [ [ |
1 A S et e e e e e et ettt et ettt e e e e e
2 7 N..MIY. ... i ieenn
3 B e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e
4 B e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
5 A SVt i i i Lo, T e e e e e e e e e ettt e e e
6 A e e e e e e e e e e e e Rt i i e e
7 A e e e e e ettt e e e e MI.....iiiieeenen.n R
8 D e e e e e e e e L e e e e
9 D 2 T..MI... ..ot eeeenon
10 D e e e e e e B e e e e e
11 D e e e e e e e e e e e e S T..MI... ..ot ieeeennn
12 D 20 T e e e e e e e e e ettt a e
ohne Therapieerfolg (Nonresponse)
Aminosaure 101 110 120 130 140 150
Patient: Genotyp: |........ [ e e eeee e [ oo e [ [ |
13 A e e e e e e e [0 O
14 A e e e e e e e e ettt e e e e VA WG*...TSTMQL.
15 A e e e e ettt e e T..IT...... MR...........
16 A e e e e e e e ettt e RL..Y*EAVGINWS .HQHHAT
17 A OO T..MI.....o00iiiieeenenon
18 D Ve e e e e e e e e e e et e e e L e e
19 D P NI R.GMR...... P
20 D SV e e e e e e e e e e e e e e GG.vvvie e e
21 D Ve e e e e e e e e e e e e e T o e e e e e e e ettt e e
22 D 2 N..MI.... e
23 D e e e e e e e e e T..MI 2
24 D 2 N..MI.... ittt
25 D 2 N..MI.... e
26 D 2 T..MI... .. eenennn
27 D P e e RL. .. it i i i i
28 D e e e e e e e e e e e e e L. .MI.....00iiiiiieeee..
29 D Vo e e e e e e e e e et e e et TM.MI. ..ttt i et i eee e
Nicht therapierte Patienten
Aminosaure 101 110 120 130 140 150
Patient: Genotyp: |........ [ eeeeeeen R [ e ee e [ oo e |
30 A e e e e e e e e Lo Vo e e e e et e e e
31 B e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e
32 2 Y T. . MI. ...t ittt
33 B e e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e
34 c L. 1S Y Ml ettt et e ettt e
35 D V. B e e e e e e e e e e i e e e
36 D e e e e e e e e e e e e O
Insert. v10AS zw AS127 u 128: K*WNDLGEEI
37 D e e e e e e e e e e e Dottt e e e e e e e e e e
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3. Ergebnisse

Aminosédure 151
[....
Genotyp A FTSA¥*
Genotyp B FTSA¥*
Genotyp C FTSA¥*
Genotyp D FTSA¥*

Therapierte Patienten

mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)
Aminosaure 151

Patient: Genotyp: |....

(S e CR R Wi - i = =i

ohne Therapieerfolg (Nonresponse)
Aminosaure 151

Patient: Genotyp: |....

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

vlvlvAvivEvlvlvloleN el wil-- =

Nicht therapierte Patienten
Aminosaure 151
Patient: Genotyp: |....

30
31
32
33
34
35
36
37
Abbildung 3.2.2. Sequenzen des X-Gens in der Aminosdureansicht. Gegeniiberstellung der Sequenzen der Patienten-HBV-DNA und der
genotypspezifischen Consensus. Ein Punkt (.) bedeutet dabei Ubereinstimmung mit der Consensussequenz des zugehorigen Genotyps.
Abweichungen hiervon werden mit der entsprechenden Aminosédure im Ein-Buchstaben-Code angegeben. Unterschiede zwischen den
Genotypen im Consensus sind grau unterlegt.

gooQ@ @y
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3. Ergebnisse

3.2.1.3 Sequenzen des X-Promotors in der Nukleotidansicht

Nukleotid

Genotyp A
Genotyp B
Genotyp C
Genotyp D

1240 1250 1260 1270 1280 1290

TGGAACCTTTGTGGCTCCTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCT
TGGAACCTTTGTGTCTCCTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCT
TGGAACCTTTGTGGCTCCTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCAGCT
TGGAACCTTTCTGGCTCCTCTGCCGATCCATACTGCGGAACTCCTAGCCGCT

Therapierte Patienten
mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)
Nukleotid 1240 1250 1260 1270

Patient: Genotyp: .|......... PR R [ eevn..

PR OWO-JdJourd W

0
1

(N el wR Wi = = i

ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid
Patient:
12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

Genotyp:

vlvlvivivavavlvivleNwlwRoR: -l

1240 1250 1260 1270 1280 1290

Nicht therapierte Patienten

Nukleotid

Patient: Genotyp:

30
31
32
33
34
35
36
37

gooQ@@p @

1240 1250 1260 1270 1280 1290
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3. Ergebnisse

Nukleotid 12901 1300 1310 1320 1330 1340
[ oo [ eeeeo oo [ oo [ oo oot [ oo |
Genotyp A TGTTTTGCTCGCAGCCGGTCTGGAGCAAAGCTCATCGGAACTGACAATTC
Genotyp B TGTTTTGCTCGCAGCAGGTCTGGAGCAAAACTCATCGGGACTGACAATTC
Genotyp C TGTTTTGCTCGCAGCCGGTCTGGAGCGAAACTIATCGGGACTGACAACTC
Genotyp D TGTTTTGCTCGCAGCAGGTCTGGAGCAAACATTICTCGGGACGGATAACTC

Therapierte Patienten

mit dauerhaftem Therapieerfolg (Sustained response)

Nukleotid 1291 1300 1310 1320 1330 1340
Patient: Genotyp: |........ [ R [ [ |

B RO do 0 WwN
(O el wR Wi = = i

0
5
ohne Therapieerfolg (Nonresponse)

Nukleotid 1291 1300 1310 1320 1330 1340
Patient: Genotyp: |........ [ e e eeee e [ oo e [ [ |
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

vhvlvivivavavlvivleNwlvwRoR ==

Nicht therapierte Patienten

Nukleotid 1291 1300 1310 1320 1330 1340
Patient: Genotyp: |........ [ eeeeeeen R [ e ee e [ oo e |
30
31
32
33
34
35
36
37
Abbildung 3.2.3. Sequenzen des X-Promotors in der Nukleotidansicht. Gegeniiberstellung der Sequenzen der Patienten-HBV-DNA und der
genotypspezifischen Consensus. Ein Punkt (.) bedeutet dabei Ubereinstimmung mit der Consensussequenz des zugehorigen Genotyps.
Abweichungen hiervon werden mit dem entsprechenden Nukleotid angegeben. Unterschiede zwischen den Genotypen im Consensus sind
grau unterlegt.

OOoOQ®EE P
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3. Ergebnisse

3.2.2 Sequenzen: Analyse und Korrelationen
3.2.2.1 Genotypen

16 der 37 Patienten (43.2%) wiesen den Genotyp A auf, ein Patient (2.7%) Genotyp C. 20 der
37 HBeAg-negativen (54.0%) konnten Genotyp D zugeordnet werden. Kein Patient entsprach
den Genotypen B, E oder F.

Genotyp A korrelierte dabei mit deutscher Herkunft der Patienten (p<0.001), Genotyp D
befand sich signifikant hdufiger unter Patienten nicht-deutscher Abstammung (p<0.001) (Tab.
3.2).

Genotyp A C D Gesamt

Patientenzahl 16 1 20 37

gesamt

Patienten 15 - 6 21
deutscher
Herkunft
Patienten 1 - 14 15
mediterraner
Herkunft
Patienten - 1 - 1
asiatischer
Herkunft

Tabelle 3.2. Verteilung von Genotypen und Herkunft der Patienten

3.2.2.2 X-Gen

Die Anzahl der Mutationen im 465 Nukleotide langen X-Gen betrug im Mittel m=10.6
(SD=7.0, SEM=1.1). Dabei zeigten sich 20 Positionen, die besonders hdufig (bei mindestens 5
Prozent der Patienten) verdndert waren. Besonders hiufig zum Consensus verdnderte
Nukleotide illustriert die Abb 3.2.

Verdnderungen zwischen unterschiedlichen Genotypen liegen an den Nukleotiden 1382, 1392,
1407, 1425, 1461, 1464, 1470, 1473, 1479, 1484, 1485, 1488, 1491, 1497, 1499, 1508, 1511,
1512, 1544, 1574, 1605, 1631, 1633-36, 1638, 1652, 1673, 1674, 1676, 1703, 1719, 1727,
1730, 1740, 1757, 1773, 1801-02 und werden per definitionem nicht als Mutation bezeichnet.
In der Ubersicht der Rohdaten (Abschn. 3.2.1.1 und 3.2.1.2) sind diese Genotypspezifititen in

der Consensussequenz grau untermalt.
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1390
1461
1470

1479-84
1484
1509
1631
1634 43,2
1635 37,8

Nukleotid >0 38
1674
1676
1678 37,8
1703
1719
1727
1753
1757
1762 48,6
1764T_|59,5

1762+644r------|459
1773 24,3

43,2

T
0 50

Mutationen
[% der Félle]

Abbildung 3.2. Mutational hotspots: Nukleotide und ihre Mutationshaufigkeiten.

Im Bereich des Enhancers II (Nt.1685-1773) entdeckt man insgesamt nur wenige Nt-
Austausche, jedoch liegen in den Nt. 1727, 1753, 1757, 1762/64 und 1773 , mutational
hotspots®.
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3. Ergebnisse

Das NRE (Nt. 1611-1634) war bei allen Virusstringen gut konserviert mit nur 3
Nukleotidveranderungen bis Position Nt. 1630. Héufig verdnderte Nukleotide waren Nt.1631
und 1634.

Die CURS (Nt. 1643-1742) zeigte sich mit nur 55 Mutationen bei 3700 Nukleotiden ebenfalls
gut konserviert. Mutationen fanden sich vermehrt an den Positionen 1652 und 1653, 1674,
1676, 1678 und 1727.

Die Nukleotide des Basalen Core Promotors (Nt. 1742-1849) beinhalten unter anderem einen
Teil der Kunitz-Doméne (Nt. 1761-1794), den Direct Repeat 1 (DRI, Nt.1824-1834), die
Initiationssignale der Pricore mRNA (Nt. 1790+1 wund 1783/1784) wund der
priagenomischen RNA (Nt.1818) und drei AT-reiche Regionen (Nt. 1789-95, 1752-55, 1757-
62).

Die im BCP enthaltenen Nukleotide der Kunitz-Doméne (Nt. 1761-1794) zeigten vor allem
an den Positionen 1762 und 64 sowie an 1773 eine signifikante Austauschhéufigkeit. Die
iibrigen an den Nt.1542-1590 ergaben nur vereinzelte Veranderungen.

Der Direct Repeat 1 (Nt.1824-1834) zeigte keine einzige Mutation, der Direct Repeat 2 (Nt.
1590-1600) lediglich eine T1590A Mutation.

Die Initiationssignale der Pricore mRNA (Nt. 17901 und 1783/1784) und der
prigenomischen RNA (Nt.1818) waren hochkonserviert und in allen Patienten mutationsfrei.

Im Bereich der AT-reichen Regionen (Nt. 1789-95, 1752-55, 1757-62), die zur
Transskriptionsinitiation an die RNA-Polymerase binden sollen, offenbarten sich jedoch
unterschiedliche Mutationshdufigkeiten. An Position 1753 fand sich in 16 Patienten ein
T1753C/A Austausch. Das Nukleotid 1789 war viermal im Sinne einer C1789G Mutaion
verdandert.

Am Nukleotid 1762 wiesen 18 der 37 untersuchten Patienten (48.6%) eine Mutation auf.
Insgesamt verteilten sich diese auf 15 Patienten (40.5%) mit Thymin, zwei Patienten (5.4%)
mit Guanin und einen Patienten (2.7%) mit einer Deletion dieses Nukleotids. 19 der 37
Patienten (51.4%) entsprachen dem Adenin des Consensus aller Genotypen.

An der Position Nt.1764 zeigten 22 der 37 Patienten (59.5%) eine Mutation. Bei 18 aller
Patienten (48.6%) konnte ein Adenin nachgewiesen werden, bei drei Patienten (8.1%) ein
Thymin. Ein Patient zeigte eine Deletion. Der Wildtyp (Guanin) fand sich bei 15 (40.5%) der
Patienten.

Eine Doppelmutation der Nukleotide 1762 und 1764 wurde bei 18 Patienten (49%)

signifikant aufgezeigt und war in 11 Fallen (30%) mit der 1896 Stopmutation assoziiert.
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Weitere im ORF X gelegene Bindungsstellen fiir Transskriptionsfaktoren, wie fiir Mitglieder
der Familie der Hepatocyte Nuclear Factors (HNF3 und 4) oder fiir den SV40 Promotor (SP1),
zeigten fiir HNF3 bei Nukleotid 1678 in 38% eine C1678T Mutation, in der zweiten HNF3
Bindungsstelle der Nt.1713-1724 keine Mutation. Im Bereich der ersten HNF4-Bindungsstelle
lieBen sich lediglich eine Mutation an Nt.1671 nachweisen, an der zweiten HNF4-
Bindungsstelle die mutational hotspots Nt.1757 (32,4% Mutationen), 1762 (49%), 1764
(60%). Die Spl-Bindungstellen waren mit 4 Mutationen an den Nt.1731-1740 und ohne
Mutation an den Nt.1621-30 und 1743-1752 hochkonserviert.

In Bezug auf die HBeAg-Negativitit wurde bei 24 (64.9%) Patienten die klassische G1896A
Mutation vorgefunden. Zwei von den 13 Patienten ohne diese Verdnderung besallen eine Punkt
Mutation am Priacore Startcodon, die zur Konversion von Methionin nach Leucin bzw.
Threonin fithrte und so die Pracore Transkription verhinderte. Zwei weitere Patienten (Nr.18
und 19) hatten Insertionen von einer bzw. zwei zusitzlichen Adeninen am Nukleotid 1840,
was zur Leserasterverschiebung fiihrte. Patient 23 zeigte eine acht Nukleotid lange Deletion im
Priacore Bereich. Dazu prisentierten zwei Patienten auf Aminosdure-Ebene einen Austausch
eines essentiellen Cysteins durch Phenylalanin (Codon 23) nahe der signal peptidase cleavage
site. Insgesamt zeigten also 31 Patienten (84%) Mutationen auf der Nukleotid- oder

Aminosdure-Ebene, die die HBeAg-Negativitit erkldren konnten.

3.2.2.3 X-Promotor

Die Anzahl der Mutationen im 135 Nukleotide langen X-Promotor betrug im Mittel m=1.9
(SD=1.8, SEM=0.3). Dabei zeigten sich elf besonders hédufig (bei mindestens 8 Prozent der
Patienten) zum Consensus verdanderte Positionen, die an den Nukleotiden 1249, 1250, 1314,
1320, 1324, 1329, 1332, 1347, 1368, 1369 und 1371 vorlagen. Insbesondere das Nt.1250
zeigte sich bei 21,6% der Patienten zum Consensus verdndert. Eine statistische Signifikanz
zum klinischen Verlauf lieB sich jedoch nicht aufzeigen.

Verianderungen zwischen unterschiedlichen Genotypen ergaben sich an den Nukleotiden 1249,
1252, 1306, 1317, 1320, 1321, 1323, 1324, 1329, 1332, 1335, 1338, 1344, 1347, 1353, 1356,
1359,1362 und 1365 (s. a. grau untermalte Consensussequenzen in den Abschnitten 3.2.1.3
und 3.2.1.4)

Die Bindungsstelle fiir das X-Promotor Binding Protein (X-PBP, Nukleotide 1228-1243)

war ohne Mutation.
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3.2.2.4 G1896A Stopmutation

Im vorliegenden Patientenkollektiv liegt bei 24 Patienten die klassische G1896A-Stopmutation
vor. Unter ihnen befinden sich 17 Méanner (70.8%) und 7 Frauen (29.2%). Eine signifikante

Korrelation mit anderen Charakteristika lag nicht vor.

3.3 Interferon-Therapie

29 der untersuchten 37 Patienten erfiillten die EinschluBkriterien einer IFN-Therapie mit
entsprechender Nachbeobachtungperiode und konnten in Hinsicht des Verlaufs und des

Erfolges einer IFN-Therapie evaluiert werden.

3.3.1 Interferon-Therapie: Rohdaten

Von diesen 29 therapierten Patienten sprachen 11 (37.9%) dauerhaft auf die Therapie an
(Response). Dagegen erzielte IFN bei 18 der 29 therapierten Patienten (62.1%) keinen Erfolg.
Nach primérem Ansprechen wurden 8 der 29 Patienten (27.6%) bzw. der 18 Nonresponder
(44.4%) wiéhrend oder nach der Therapie riickféllig (Relapse). 10 der 29 Patienten (34,4%)

wiesen initial keinen Therapieerfolg auf. Diese Verhéltnisse veranschaulicht Abb.3.3.

Responder Nonresponder
38% 62% |
28% 34% Primare
Relapser Nonresponder

Abbildung 3.3. Erfolg der IFN-Therapie im Patientenkollektiv.
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3.3.2 Interferon-Therapie: Analyse und Korrelationen

Von den 11 Therapierespondern sind 9 (81.8%) ménnlich und 2 (18.2%) weiblich. Bei den 18
Nonrespondern finden sich 17 Méanner (94.4%) und 1 Frau (5.6%) (p<0.028).

Die Auswertung der Patientenherkunft in Bezug auf den Therapieerfolg zeigt, dass von den 11
Respondern 9 (81.8%) aus Niedrig- und 2 (18.2%) aus Hoch-Privalenz-Gebieten stammen.
Dagegen entstammen 6 der 18 Therapieversager (33.3%) niedrigpravalenten Gebieten und 12
(66.6%) hochprivalenten Gebieten (p<0.04).

Der HBV-DNA-Titer der Patienten ist in Hinblick auf einen Therapieerfolg nicht signifikant
erhoht: Der mittlere logarithmierte HBV-DNA-Spiegel der Nonresponder liegt bei m=2.4 Log
pg/ml (SD=0.7, SEM=0.2), der der Responder bei m=1.9 Log pg/ml (SD=1.4, SEM=0.4).
Dieses Ergebnis ist statistisch nicht signifikant.

Patienten mit hohen HBV-DNA Spiegeln (>m=2.2 Log pg/ml) wurden jedoch signifikant
haufiger riickfillig (Relapse) (p<0.027).

Fiir die Hohe der Aminotransferasen gilt: Der mittlere AST-(=GOT-)Spiegel der Nonresponder
liegt bei m=64 U/l (SD=40, SEM=10), der der Responder bei m=78 U/l (SD=60, SEM=19).
Der Mittelwert der ALT (=GPT) der Nonresponder betrdgt m=119 U/l (SD=75, SEM=18)
versus m=148 U/l (SD=90, SEM= 27) bei den Respondern. Auch hier liegt keine statistische
Signifikanz vor.

Korrelationen des Therapieerfolges mit dem Patientenalter, der Erkrankungsdauer oder dem
Vorliegen einer Zirrhose ergeben keine Signifikanz.

Der HBsAg-Titer zeigt bei Respondern und Non-Respondern keine signifikanten
Unterschiede.

Die mittlere Mutationsanzahl betrigt im X-Gen m,=10.6, im X-Promotor m,,=1.9. Dabei
besteht keine statistische Signifikanz von gesamter Mutationszahl und klinischem Verlauf
bzw. dem IFN-Therapieerfolg.

Die Anzahl an Mutationen im BCP jedoch zeigt eine umgekehrte Korrelation zum IFN-
Therapieerfolg. Weniger Mutationen im BCP (my,,=2.0) sind mit dauerhaftem Therapieerfolg
verbunden, mehr Mutationen (my,,=4.5) mit Therapieversagen (p<0.04).

Dies gilt besonders fiir die Nukleotide 1753 bis 1766: Patienten mit mutationsarmen Genomen
(mym=1.0) gehdren zu den Respondern, wohingegen Patienten mit vermehrten Austauschen
(Mmum=3.0) der Nt.1753-66 nicht erfolgreich auf IFN ansprechen (p<0.02).

Fiir die G1896A Stopmutation kann keine statistische Signifikanz mit dem IFN-Therapieerfolg

aufgezeigt werden.
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Am Nukleotid 1764 weisen Responder in 73% (8/11) den Wildtypconsensus auf, bei den
Nonrespondern 22% (4/18). Umgekehrt liegt bei 26% der Responder versus 78% der
Nonresponder eine Mutation vor (p<0.003).

Das Nt.1762 ist in 27% der Responder mutiert, jedoch in 67% der Therapierversager (p<<0.03).

Parameter Response Non-Response Signifikanz
(n=11) (n=18)

Herkunft
[Hohe/Niedrige Pravalenz] |2/9 (18%/82%) 6/12 (33%/67%) p<0.04
AST

(U 78£19 64+10 n.s.
ALT

[U/] 148427 119+18 n.s.
HBV-DNA

[Log pg/mi] 1.9+0.4 2.4+0.2 n.s.
HBsAg quantitativ

[Log png/ml] 0.58+£1.5 0.65£1.9 n.s.
Genotyp A'

[%] 24 17 n.s.
Genotyp D'

[%] 13 45 n.s.
1762 Mutation 27% (3/11) 73% (8/11) p<0.03
1764 Mutation 27% (3/11) 78% (14/18) p<0.003
Mutationen im X-Gen 7.4 12.1 n.s.
Mutationen im X-Promotor | 1.5 2.3 n.s
Mutationen im BCP 2.0+0.3 4.5£1.0 p<0.04
Mutationen in Nt.1753-66 | 1.0+0.4 3.0+0.4 p<0.02

Tabelle 3.3. Klinische und virale Parameter bei IFN-Respondern und Non-Respondern.

! Bei den therapierten Patienten kamen nur die Genotypen A und D vor.

Aus diesen Daten lassen sich priadiktive Werte fiir das IFN-Therapieansprechen mittels

logistischer Regression errechnen. Bei mehr als vier Mutationen im BCP konnte mit iiber
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80%iger Sicherheit ein Therapieversagen vorhergesagt werden. Gleiches 146t sich fiir die

Nukleotide 1753-66 errechnen. Diesen Sachverhalt verdeutlicht die Abb. 3.3.
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Mutationszahl der Nt. 1753-66 Mutationen im BCP

Abbildung 3.3. Logistische Regressionsanalyse flir das IFN-Ansprechen. Links: Zusammenhang der Anzahl der Mutationen innerhalb der
Nukleotide 1753-1766 mit einem IFN-Therapieerfolg. Rechts: Zusammenhang von Anzahl der Mutationen im BCP mit einem IFN-
Therapieerfolg. Ein pradiktiver Wert von 1,0 entspricht dabei einer statistischen Wahrscheinlichkeit von 100%.

Alle iibrigen oben aufgefiihrten Mutationen in Enhancer II, NRE, CURS, BCP, der Kunitz
Doméne, den DR 1 und 2 sowie anderen untersuchten funktionellen Regionen erlaubten keine

pradiktive Aussage zum Erfolg einer IFN-Therapie.
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In der vorliegenden Arbeit wurde das X-Gen und der X-Promotor bei chronisch-replikativer
HBeAg-negativer Hepatitis B in Hinsicht auf Klinik und Erfolg einer IFN-Therapie untersucht.
Bisher sind verschiedene priadiktive Faktoren fiir den Erfolg einer IFN-Therapie beschrieben
worden. Der EinfluB von HBV-DNA-Titer, Aminotransferasen, Leberhistologie, Dauer der
HBV-Infektion und Superinfektionen mit dem Human Immunodeficiency Virus oder dem
Hepatitis Delta Virus auf eine IFN-Therapie wurden in diversen Studien beschrieben. Der
Einflul von Virusmutationen und deren Bedeutung fiir die Klinik und das Ansprechen auf IFN
sind jedoch bislang nur unzureichend untersucht.

Daher wurde hier die Relevanz von Mutationen im X-Gen und X-Promotor inklusive der
enthaltenen funktionellen Elemente mittels direkter Sequenzierung der Virusgenome und
klinischer Charakterisierung von Patienten mit chronisch-replikativer HBeAg-negativer

Hepatitis B beleuchtet.

Die Verteilung der Genotypen der untersuchten Patienten spiegelt die bisher beschriebene
geographische Verteilung von HBV-Genotypen wieder [84] . Genotyp A fand sich signifikant
hdufiger bei den deutschstimmigen Patienten (bei 43% aller untersuchten Patienten und bei
71% der deutschstimmigen Patienten), Genotyp D bei den Patienten aus dem mediterranen
Raum (54% aller untersuchten Patienten entspricht 93% der mediterranen Patienten) und
Genotyp C bei einem asiatischen Patient (3% aller untersuchten Patienten entspricht 100% der
asiatischen Patienten). Dieses stimmt mit Publikationen iiberein, in denen Genotyp A im nord-
und mitteleuropédischen Raum, D in der Mittelmeerregion und Genotyp C in Asien gehduft
anzutreffen ist [84] . Das Fehlen der Genotypen E und F ist fiir Mitteleuropa nicht
aullergewohnlich [84] .
Innerhalb des X-Gens fanden sich an bestimmten Lokalisationen auffallend héaufig
Mutationen. Diese oft verdnderten Regionen sind vor allem die Nukleotide 1634, 1753, 1762
und 1764 mit Abweichungen von der Consensussequenz in iiber 40% der Patienten. In den
Positionen 1470, 1509, 1635, 1638, 1678 und 1757 ist das HBV-Genom mindestens jedes
dritten untersuchten Patienten mutiert.
Zwei Erklarungen hierfiir scheinen mir moglich: Erstens, das X Protein stellt ein
immunologisches Ziel der Lymphozyten der Patienten dar, um das Virus zu eliminieren. Bei
Mutationen im Core-Gen korrespondieren die Positionen hdufiger Mutationen mit T-Zell
Epitopen [144] .
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Der zweite Erkldrungsansatz liegt in der Selektion der mutierten Viren begriindet und geht von
zufilligen und durch die fir DNA-Viren einzigartige Replikationsstrategie des HBV
begiinstigten Mutationen des gesamten HBV aus. Mutationen entstehen unter Selektionsdruck
sowohl in fiir das Fortbestehen des Virus essentiellen, als auch in dafiir nicht essentiellen
Regionen des HBV-Genoms. HBV-Stimme mit Verdnderungen in fiir den viralen
Lebenszyklus funktionell lebenswichtigen Regionen (z.B. zur Replikation) kénnen sich jedoch
nicht vermehren und verschwinden. Somit steigt die Zahl an Viren mit Mutationen in nicht
wichtigen Bereichen. Hiernach ldgen vorhandene Mutationen also in Bereichen, die eher
weniger essentiell fiir das Virus sind [145] .

Demgegeniiber scheint die relativ geringe Mutationszahl im X-Promotor im Gegensatz zur
hohen Anzahl an Mutationen im X-Gen auf den ersten Blick {iiberraschend. Als cis-
aktivierende Region konnte ein Nutzen in der hochkonservierten Form des X-Promotors
bestehen, da dieser essentiell in der viralen Replikation involviert ist [21] . Hieraus ergibt sich,
dass Mutationen in diesem Bereich Storungen in der Replikation zur Folge hitten, was X-
promotormutierten Genomen durch mangelhafte bzw. verminderte Replikation die
Vermehrung erschwert.

Die Bindungsstelle fiir das X-Promotor Binding Protein (X-PBP, Nukleotide 1228-1243)
war bei allen Patienten ohne Mutation. Ein Zusammenhang mit seiner fiir die Regulation der
Transkription des X-Gens essentiellen Rolle scheint daher naheliegend [100] .

Der basale Core Promotor (BCP) des Hepatitis B Virus umfalit die Nukleotide 1742 bis
1849. Priavalenz der Mutationen und klinische Charakteristika der Patienten in Bezug auf den
BCP ergaben, dass zwischen Respondern und Nonrespondern signifikante Unterschiede
beziiglich der Mutationsanzahl im BCP bestanden. Der BCP reguliert die Transkription der
pragenomischen RNA und der Priacore RNA, die fiir das HBc Antigen und das HBe Antigen
codieren, und damit auch die Replikation. Bei HBeAg-positiven Patienten konnte daher der
Effekt des gehduft mutierten BCP in einer Reduktion von zirkulierendem HBeAg liegen.
Dieses vermindert die Immuntoleranz, fiihrt somit zu erhohter immunologischer
Virusbekdmpfung und konsekutiv zu einem besseren Ansprechen auf IFN [62, 79] . Bei der
HBeAg-negativen Hepatitis B dieser Untersuchung mag dieser Mechanismus der
Immuntoleranz aufgrund des fehlenden HBeAg keine oder nur eine geringe Rolle spielen.
Gleichzeitig mit einer Reduktion von zirkulierenden HBeAg und Pricore RNA wurde eine
dem Wildtyplevel entsprechende, d.h. normal hohe priagenomische RNA beobachtet [47] .

Moriyama et al. zeigten eine erhohte Virus Produktion durch verstirkte Transkription
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pragenomischer RNA [97, 98] . Dariiberhinaus konnte in Transfektionsstudien eine gesteigerte
Virus Enkapsidation (Virusverpackung) bei an Nt. 1762 und 64 mutierten Genomen
unterstrichen werden [18] .

Der entscheidende Effekt von Mutationen im BCP konnte also bei der HBeAg-negativen
Hepatitis B iiber eine erhohte Produktion an pragenomischer RNA, Translation zu Core und
Polymerase Proteinen, reverse Transkription zu Minus-Strang DNA und damit in einer
zunechmenden HBV-Replikation und folglich einem verschlechterten IFN-Ansprechen liegen.
Dieses gibt die Abb. 4.1 wieder.

Mutationen im BCP T
4

Prigenomische RNA Transkription T

Translation zu Core und Polymerase 1
Reverse Transkription zur Minus-Strang DNA

¥

Progeny Virus Produktion T

A4

Virus Replikation T

¥

HBV-DNA 7T

\ 4

Ansprechen auf Interferon

Abbildung 4.1. Modell einer moglichen Effektkette von Mutationen im BCP.

Bekriftigt wird dies durch hohere HBV-DNA Titer bei Patienten mit mutierten Nt. 1762 und
1764. Bei der HBeAg-negativen Hepatitis B konnten daher Mutationen der Nukleotide 1762
und 1764 im Gegensatz zur HBeAg-positiven Hepatitis B den Erfolg einer IFN-Therapie

negativ beeinflussen [32] .
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Die Mutationsanalyse zur Klarung der reduzierten oder fehlenden HBeAg Bildung ergab, dass
von den 38 Patienten 24 (64.9%) die klassische TAG-Mutation in der PriCore Region
(G1896A) aufweisen. Mutationen an der Position 1762 bzw. 1764, die ebenfalls zur Reduktion
oder dem Verlust der HBeAg Sekretion fithren sollen [62], lagen bei 18 von 37 (49%) fiir Nt.
1762 und bei 22 (60%) der Patienten fiir Nt. 1764 vor. Beide Mutationen wurden bei 18
Patienten (49%) festgestellt und waren in 11 Féllen (30%) mit der 1896 Stopmutation
assoziiert. Insgesamt zeigten also 31 Patienten (84%) Mutationen der untersuchten Regionen

im Nukleotid-Niveau, die die HBeAg-Negativitit erkldren konnten.

Die durchgefiihrte IFN-Therapie zeigte bei 37,9% der Patienten eine dauerhafte Ansprechrate,
was im Bereich bisher publizierter Studien liegt [16, 35] .

Das Ansprechen auf Interferon korrelierte mit einer geringen Zahl an Mutationen im basalen
Core Promotor (p<0.04) und der Nukleotide 1753-1766 (p<0.02) sowie der Wildtyp Sequenz
an Nukleotid 1762 (p<0.03) und 1764 (p<0.003). Desweiteren zeigte die Herkunft der
Patienten Signifikanz in Bezug auf eine IFN-Therapie (p<0.04).

Studien aus dem Mittelmeeraum zeigten bei HBeAg-negativen Patienten niedrigere
Ansprechraten auf eine IFN-Therapie. Dieses liegt im in mediterranen Regionen gehduften
Auftreten des Genotyps D begriindet, der an sich niedrigere Therapieansprechraten zeigt
[156]. Ein Effekt vom Genotyp der Patienten auf den Therapieerfolg konnte mit den

vorliegenden Daten jedoch aufgrund der niedrigen Fallzahl nicht festgestellt werden.

Eine Korrelation zum IFN-Therapieerfolg fand sich fiir bestimmte Mutationen bzw. die Anzahl
an Mutationen in bestimmten Regionen des Virusgenoms. Hier konnte eine umgekehrte
Korrelation zwischen der Mutationsanzahl im BCP, innerhalb der Nukleotide 1753-66 sowie

der Mutation der Nt. 1762 und 1764 mit dem Erfolg einer IFN-Therapie nachgewiesen werden.

Ein niedriger HBV-DNA Titer ist als prognostisch gilinstiger Faktor vorbeschrieben [14, 102] .
Responder und Nonresponder wiesen hier jedoch keine signifikant unterschiedlichen DNA-
Titer auf. Eher liel sich bei den Respondern eine Tendenz zu hoheren Werten vermelden
(Responder vs Nonresponder: mygy.pna=444 vs 23 1pg/ml).

Patienten mit hohen HBV-DNA Spiegeln (>m=2.2 Log pg/ml) wurden jedoch héufiger
riickfillig (Relapse) (p<0.027), was die bisher publizierte Korrelation von hohen HBV-DNA-
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Spiegeln mit Therapieversagen widerspiegeln konnte [15, 108] . Hohe Aminotransferasen und
eine hohe histologische Leberaktivitit gelten als Zeichen fiir eine Entziindungsreaktion des
Immunsystems des Wirts gegeniiber dem Virus. Beide gelten als Marker einer reduzierten
Immuntoleranz und somit eines erhohten Ansprechens auf [FN. Daher zédhlen sie ebenfalls zu
den positiv pradiktiven Faktoren. Hier lieBen sich diese erhdhten Aminotransferasenwerte der
erfolgreich therapierten Patienten (statistisch nicht signifikant) als eine Tendenz vermerken
(Responder vs Nonresponder may; =148 vs 120U/ml, mast=78 vs 64U/ml).

Dartiberhinaus waren tendenziell hohere Aminotransferasen (m>75U/l) mit hohen HBV-DNA-
Titern assoziiert. In den bisher verdffentlichten Studien wurden fiir ein erfolgreiches
Ansprechen auf IFN gegenldufige Tendenzen fiir Aminotransferasen (>200U/l) und
entsprechende HBV-DNA-Titer (<200 pg/ml) [15, 108] beobachtet. Dieses lieB sich in den
vorliegenden Daten nicht signifikant unterstreichen.

In der Nukleotidregion 1753-66 und im BCP liegen verschiedene Bindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren, unter denen sich unter anderem HNF4- und SP1-Bindungsstellen
befinden. Derartige Transkriptionsfaktoren nehmen Einfluss auf Zellmetabolismus,
Zellproliferation und Zelldifferenzierung [48] . Fiir HNF4 als Mitglied der Familie sogenannter
,Leber bereichernder” (liver enriched) Transkriptionsfaktoren zeigte Raney eine Steigerung
der Transkription des Nukleocapsid Promotors [110] . Auf diese Weise kann also eine
Beeinflussung der IFN-Wirkung durch Transkriptionsfaktoren mdglich sein.

Bei HBeAg-negativer, chronisch-replikativer Hepatitis B scheint der Nukleotidstatus an
Position 1764 den Erfolg einer Interferontherapie signifikant zu determinieren (p<0.003). Der
Wildtyp an dieser Position korreliert dabei mit Therapieansprechen, eine Mutation mit
Therapieversagen. 73% der erfolgreich therapierten Patienten wiesen an der Position 1764 den
Wildtyp G auf, dagegen 27% eine Mutation. Dagegen zeigten hier nur 22% der
Therapieversager den Wildtypconsensus, jedoch 78% eine Mutation. Ahnliches gilt fiir das
Nukleotid 1762. Hier war der Wildtyp erneut mit Therapieerfolg und eine Mutation mit
Therapieversagen vergesellschaftet (p<0.03).

Mit einer Wahrscheinlichkeit von 78% konnte daher iiber den Nukleotidstatus 1764 das
Ansprechen auf eine Interferontherapie vorhergesagt werden. Uber die Anzahl der Mutationen
des Basalen Core Promotors konnte sogar mit 80%iger Wahrscheinlichkeit eine pradiktive
Aussage tiber den Erfolg einer Interferon Therapie gemacht werden.

Dies war zunéchst iiberraschend, da bisher nur sogenannte indirekte Indikatoren fiir den Erfolg

einer IFN-Therapie wie niedrige HBV-DNA-Titer, hohe entziindliche Aktivitit im
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Lebergewebe bzw. hohe Aminotransferasen-Titer und eine kurze Erkrankungsdauer
beschrieben sind. Der Wildtypstatus an Nukleotid 1764 sowie eine geringe Anzahl von
Mutationen im Basalen Core Promotor konnte aufgrund der vorliegenden Daten in Zukunft zur

Préadiktion des Ergebnis einer IFN-Therapie verwendet werden.

Die IFN-Therapie beinhaltet dariiberhinaus drei wesentliche Probleme:

1. Thre niedrige dauerhafte Wirksamkeit, die je nach Patientenkollektiv und Studie bei
HBeAg-negativen Patienten zwischen weniger als 10% und bis zu 50% [16, 35] betrégt,
unseren Daten nach bei 37,9%.

2. Die zum Teil erheblichen Nebenwirkungen des applizierten Interferons beginnend bei
allgemeinen Beschwerden, iiber grippale Symptome bis hin zu schwersten psychischen
Veranderungen.

3. Die hohen Kosten einer IFN-Therapie.

Eine der Konsequenzen dieser Arbeit konnte also die weitere Verbesserung der Auswahl der
zu therapierenden Patienten sein, d.h. eine mogliche beschrinkte Anwendung von Interferon
bei HBeAg-negativen Patienten mit bekannter Mutation an Position 1764 bzw. mit
mutationsreichem Basalen Core Promotor bzw. Nukleotiden 1753-66 sein. Eine sorgfaltige
Abwidgung der Erfolgschancen dieser Patienten mit Mutation(en) vor Therapiebeginn im
Hinblick auf erfolgversprechende Faktoren sollte durchgefiihrt werden. Aber auch der
umgekehrte Fall von Wildtyp-Patienten mit unglinstiger Indikatorenkonstellation ist zu
bedenken. Hierbei sollte auch eine entsprechend ausfiihrlichere Aufkldrung dieser Patienten
erfolgen.

Fiir die Praxis konnten bei Vorliegen einer chronisch-replikativen, HBeAg-negativen Hepatitis
B in Zukunft sowohl die vorhandenen indirekten Indikatoren fiir den Therapieerfolg, als auch
die Genomsequenz des Basalen Core Promotors, der Nukleotide 1753-66, insbesondere aber
des Nukleotids 1764 evaluiert werden. Erst dann ist eine griindliche Vorbereitung der Therapie
gewihrleistet. Die Ermittlung eines Scores, der diese Aspekte beeinhaltet, ist denkbar und
geplant. Eine Diskussion der ethischen Aspekte dieser Problematik ist jedoch nicht zu
vernachlédssigen.

Durch eine teilweise schon stattgehabte Verbesserung der Polymerase Ketten Reaktion und der
Sequenzierung genetischer Informationen konnten sich diese Techniken arbeitssparend und

routinemdfig schneller durchfiihren lassen.
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Vor dem Hintergrund der erheblichen Nebenwirkungen einer IFN-Therapie konnte sich durch
eine gezieltere Patienten Vorauswahl die Zahl der erfolgreich therapierten Patienten relativ
gesehen erhohen. Therapieversagern blieben die Nebenwirkungen einer (erfolglosen)
Interferontherapie erspart. Die Kostentrdger konnten durch weniger Therapieversager
zusitzlich entlastet und die vorhandenen finanziellen Mittel effizienter verteilt werden.

Alles in allem ist eine deutlich hohere Effizienz in der IFN-Therapie der chronischen HBeAg-

negativen Hepatitis B mdglich. Hierzu soll diese Arbeit einen Beitrag leisten.
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5. Zusammenfassung

Bei der chronisch-replikativen HBeAg-negativen Hepatitis B ist die Signifikanz von
Mutationen im X-Gen und den darin enthaltenen funktionellen Regionen wie basaler Core
Promotor (BCP), Core upstream regulatory structure (CURS) und negative regulatory element
(NRE) sowie im X-Promotor fiir das klinische Bild der Patienten und das Ansprechen auf eine
Interferon (IFN) Therapie unbekannt. Eine Sequenzanalyse von X-Gen inklusive BCP, CURS,
NRE und X-Promotor wurde aus Seren von 37 Patienten mit chronisch-replikativer HBeAg-
negativer Hepatitis B durchgefiihrt. Davon waren 29 mit alfa-Interferon (IFN-a) therapiert.

Die dauerhafte Therapieerfolgsrate betrug 37,9%.

Das Ansprechen auf Interferon korrelierte dabei signifikant mit einer geringen Anzahl an
Mutationen im basalen Core Promotor und innerhalb der Nukleotide 1753-1766 sowie der
Wildtyp Sequenz an Nukleotid 1762 und 1764, desweiteren mit der Herkunft der Patienten.
Die Préddiktion des Ansprechens auf IFN war in 80% anhand der Zahl an Mutationen im BCP
bzw. in 78% der HBeAg-negativen Patienten durch den Nukleotid Status an Nt. 1764 mdoglich.
Keine signifikanten Zusammenhdnge mit dem IFN-Therapieerfolg fanden sich fiir die
Genotypen der Patienten, die Hohe der Aminotransferasen, HBV-DNA Titer oder HBsAg Titer
sowie flir die Gesamtzahl der Mutationen im X-Gen oder X-Promotor, ebenso wenig wie fiir
die 1896 Mutation, die Anzahl der Mutationen im CURS oder NRE oder die Krankheitsdauer.
Die Daten deuten daraufhin, dass innerhalb von X-Gen und Basalem Core Promotor

Determinanten fiir das Ansprechen auf eine Therapie mit Interferon zu finden sind.
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Verzeichnis der Abkiirzungen

Verzeichnis der Abkiirzungen

A Adenin

AA amino acid, Aminosaure

AL Puffer

AP activating protein

AS anti-sense Primer

AW Puffer

ATF activating transcription factor

BCP basal core promotor, basaler Core Promotor

bp Basenpaar

C Cytosin

CAH chronisch aktive Hepatitis

C/EBP CCAAT/enhancer binding protein

CREB cAMP responsive element binding protein

COUP-TF chicken ovalbumin upstream promotor-transcription
factor

CURS core upstream regulatory structure

DAG 1,2 Diacylglycerol

DNA desoxyribonucleic acid,
Desoxyribonukleinsdure

DR direct repeat

€ encapsidation signal, Signal zur Einhiillung

EDTA Ethylene Diamine Tetra-Acetate,
Athylendiamintetraessigsiure

M Femtomol, das 10" fache eines Mols

G Guanin

HBV Hepatitis B Virus

HBcAg Hepatitis B core Antigen

HBeAg Hepatitis B e Antigen

HBsAg Hepatitis B surface Antigen

HBxAg Hepatitis B x Antigen

HNF hepatocyte nuclear factor

HRE hormone response element
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Verzeichnis der Abkiirzungen

HTLV
IFN
1Lv.
LHBs
LTR

MAPK
mM
MU
uM
NRE
PCR

PKC

RG
RSV

SD
SEM

seqPCR

snPCR

STAT
SV 40

TBE
TEMED

Humanes T-Zell Leukdmie Virus

Interferon

intravends

large Hepatitis B surface Antigen

long terminal repeat

mean, arithmetischer Mittelwert

Mol, mol, ca. 6.023x10% Elementareinheiten
mitogen activated protein kinase

Millimol, das 10~ fache eines Mols

million units, Million Einheiten

Micromol, das 10 fache eines Mols

negative regulatory element, negativ regulatorisches
Element

polymerase chain reaction,

Polymerase Ketten Reaktion

Proteinkinase C

Picomol, das 10™"*fache eines Mols

range, Spannweite

Rous Sarkom Virus

sense Primer

standard deviation, Standardabweichung
standard error of the mean, Standardfehler des
Mittelwertes

Sequenzierungs-PCR, Polymerase Ketten Reaktion
mit fluoreszenzmarkierten Dideoxy-Nukleotiden zur
Sequenz-Analyse

seminested polymerase chain reaction,
halbverschachtelte Polymerase Ketten Reaktion
signal transducer and activator of transcription
Simian Virus 40

Thymidin

Tris-Borsdure-EDTA-Puffer
Tetramethylethylendiamin
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Verzeichnis der Abkiirzungen

TL
TSG
U/l
U/min

X-PBP

Teeloffel
Tumorsuppressorgen
Units/liter, Einheiten pro Liter
Umdrehung pro Minute

X promotor binding protein
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Abstract

Der Einflufl von X-Gen und X-Promotor des Hepatitis B Virus auf Klinik und

Interferon-Therapie bei chronisch-replikativer HBe-Antigen negativer Hepatitis B

Ulf Reineke

Bei der chronisch-replikativen Hepatitis B e Antigen (HBeAg) negativen Hepatitis B ist die
Signifikanz von Mutationen im X-Gen und den darin enthaltenen funktionellen Regionen wie
Basaler Core Promotor (BCP), Core upstream regulatory structure (CURS) und negative
regulatory element (NRE) sowie im X-Promotor fiir das klinische Bild der Patienten und das
Ansprechen auf eine Interferon (IFN) Therapie unbekannt. Eine Sequenzanalyse von X-Gen
inklusive BCP, CURS, NRE und X-Promotor wurde aus Seren von 37 Patienten mit
chronisch-replikativer HBeAg-negativer Hepatitis B durchgefiihrt. Dabei waren 29 davon mit
alfa-Interferon (IFN-a) therapiert.

Die dauerhafte Therapieerfolgsrate betrug 37,9%.

Das Ansprechen auf Interferon korrelierte dabei signifikant mit einer geringen Anzahl der
Mutationen im Basalen Core Promotor und innerhalb der Nukleotide 1753-1766 sowie der
Wildtyp Sequenz an Nukleotid (Nt.) 1762 und 1764, desweiteren mit der Herkunft der
Patienten.

Die Pridiktion des Ansprechens auf IFN war in 80% der HBeAg-negativen Patienten anhand
der Zahl an Mutationen im BCP bzw. in 78% durch den Nukleotid Status an Nt. 1764 mdoglich.
Keine signifikanten Zusammenhdnge mit dem IFN-Therapieerfolg fanden sich fiir die
Genotypen der Patienten, die Hohe der Aminotransferasen, HBV-DNA Titer oder HBsAg Titer
sowie flir die Gesamtzahl der Mutationen im X-Gen oder X-Promotor, ebenso wenig wie fiir
die Mutation an Nt. 1896, die Anzahl der Mutationen im CURS oder NRE oder die
Krankheitsdauer.

Die Daten deuten daraufhin, dass innerhalb von X-Gen und basalem Core Promotor

Determinanten fiir das Ansprechen auf eine Therapie mit Interferon zu finden sind.



