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1 Arbeitshypothese

Die Behandlung chronisch Hepatitis B-infizierter Patienten mit Nukleos(t)id-
Analoga in sequentiellen Monotherapien hat in der Vergangenheit zur Selektion
von zum Teil multiplen antiviralen Resistenzen gefthrt [1, 2]. Patienten mit
fortgeschrittener Leberfibrose oder Leberzirrhose sind besonders durch sog.

entzindliche flares der HBV-Erkrankung gefahrdet.

Bei Patienten mit Lamivudinresistenz wurde von Lampertico et al.
nachgewiesen, dass eine ,add on® Therapie mit Adefovir die Entstehung neuer
Resistenzen besser unterdrickt als ein Wechsel auf eine Adefovir-
Monotherapie [3-5].

Das Konzept einer Kombinationstherapie hat sich seit langem in der HIV
Therapie bewahrt, wo durch Verminderung von Resistenzentwicklung eine
reduzierte Mortalitat erreicht werden konnte [6].

Nach Expertenmeinungen wird in der aktuellen deutschen Leitlinie bei
Resistenzentstehung unter einer HBV-Monotherapie eine ,add-on“-Therapie mit
einem Nukleos(t)id-Analogon mit nicht Uberlappendem Resistenzprofil

empfohlen [7].

Ziel der Arbeit war es, im Rahmen einer monozentrischen retrospektiven
Kohortenstudie erstmalig die klinische Wirksamkeit und Sicherheit von den
Kombinationstherapien (Adefovir + Entecavir; Tenofovir + Entecavir) in
therapieerfahrenen Patienten mit multiplen antiviralen Resistenzen und/oder

fortgeschrittenem Leberschaden zu untersuchen.



2 Einleitung

2.1 Das Hepatitis-B-Virus

Das Hepatitis-B-Virus (HBV) ist ein partiell doppelstrangiges DNA-Virus und
gehért zur Familie der Hepadnaviridae. Es ist Erreger einer der weltweit am
haufigsten vorkommenden viralen Infektionen des Menschen.

Das Hepatitis-B-Virus hat ein sehr kleines Genom, die Lange des Minus-
Strangs umfasst ca. 3200 Basen. Die HBV-Sequenzen wurden in 8 Genotypen
(A-H) unterteilt. Diese Genotypen basieren auf Unterschieden in tUber 8% der
Nukleotidsequenz und unterliegen einer deutlichen geografischen Verteilung [8,
9].

Im Vergleich zu anderen DNA-Viren zeigt das Hepatitis-B-Virus einen
ungewdhnlichen Replikationszyklus. Sobald das Virus in die Zelle gelangt ist,
wird das Hullprotein entfernt und die virale-DNA in den Zellkern transferiert. Dort
wird die partiell doppelstrangige DNA in eine kovalent geschlossene zirkuldre
DNA (die sog. circular covalently closed DNA, cccDNA) umgewandelt, welche
als Matrize fir die mRNA-Synthese dient. Die virale mRNA wirkt als Pragenom,
von welchem durch die virale reverse Transkriptase die neue virale DNA
transkribiert wird (s. Abb. 1).

In Tiermodellen zeigte sich, dass das Hepatitis-B-Virus Uber einen
Recyclingmechanismus verfigt, in dem ein Teil der neusynthetisierten HBV-
DNA in den Zellkern zuriicktransportiert, dort in zusatzliche cccDNA konvertiert
wird und so den Pool an intrazellularer cccDNA vergréBert [10] (s. Abb. 1).

Antivirale Therapien zielen auf die reverse Transkriptase der virale Polymerase
im Zytoplasma (s. Abb. 1) und verhindern so die Neubildung von weiteren
Virionen. Sie haben jedoch keinen direkten Einfluss auf die nukledre cccDNA.
Derzeit existiert keine antivirale Substanz, die einen direkten inhibitorischen
Einfluss auf die cccDNA ausibt. Die episomale, als Minichromosomen
vorliegende nukledre cccDNA bedingt die Persistenz der Hepatitis B
Virusinfektion. Eine Eradikation ist bislang nicht méglich.
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Abbildung 1: Der HBV-Lebenszyklus [11].

2.2 Hepatitis B

Die Hepatitis B-Infektion kann sich klinisch als akute und chronische
Leberentzindung manifestieren. Im Erwachsenenalter kommt es meist zu einer
akuten Hepatitis B-Infektion mit einer Spontanheilungsrate der Entziindung von
95- 99% [12], wohingegen perinatal oder im Kleinkindesalter haufiger ein
chronischer Verlauf zu beobachten ist [7].

Entwickelt sich eine chronische Hepatitis B-Infektion (CHB), geht diese haufig
mit schweren Leberschdaden wie einer Leberzirrhose und einem
hepatozellularem Karzinom (HCC) einher. Nach Perz et al. sind weltweit 30%
der Leberzirrhosen und 53 % des HCC einer CHB-Infektion zuzuordnen [13].
Mehr als 360 Millionen Menschen sind weltweit chronisch Hepatitis-B-infiziert
und jedes Jahr sterben circa 600 Tausend Menschen an einer HBV-assoziierten
Komplikation [13, 14].



2.3 Therapie der chronischen HBV-Infektion

2.3.1 Indikation und Ziele der Behandlung

Nach der aktuellen deutschen Hepatitis-B-Leitlinie [7] besteht eine sichere
Behandlungsindikation bei Patienten mit HBeAg-positiver oder -negativer
chronischer Hepatitis B Infektion mit einem deutlichen Virusnachweis (>10*
Kopien/ml), sowie erhdéhten Transaminasen, und/oder unter Bertcksichtigung
des Alters und der Begleiterkrankungen firr ein erhdhtes Risiko der Entstehung
einer Leberzirrhose [7].

Bei Patienten mit fortgeschrittener Fibrose oder Zirrhose ist jeglicher Nachweis
einer Viramie Indikation fUr eine langfristige antivirale Therapie (s. Abb 2).
Hauptbehandlungsziel ist die Verzégerung der Erkrankungsprogression zur
Leberzirrhose, zirrhotischen Dekompensation und hepatozellularem Karzinom,
und somit die Mortalitat und Morbiditat der chronischen Hepatitis B-Infektion zu
vermindern. Um dieses Ziel zu erreichen muss die HBV-DNA dauerhaft
unterdrlickt und ein HBsAg-Verlust nachgewiesen werden.

Die klinische Ausheilung der Infektion wird als Verlust des HBsAg mit
anschlieBendem Nachweis von Anti-HBs Antikérpern im Serum definiert. Dies
kann mit den heute zur Verfligung stehenden Therapeutika aber nur in 5- 10%
der chronisch HBV Infizierten erreicht werden [7].

Eine dauerhafte HBeAg-Serokonversion ist anzustreben und geht in der Regel
mit einer Verbesserung der Prognose einher [15]. In Deutschland sind
allerdings nur etwa 30% der Patienten initial HBeAg positiv. Die Viruslast sollte
schnell und effizient gesenkt werden, da ein rascher Abfall der Virusmenge auf
1000 Kopien/ml mit einem geringeren Risiko antivirale Resistenzen zu
entwickeln korreliert [16].

Eine Langzeitkontrolle der Viramie ist essentiell, um gegebenenfalls eine
Reaktivierung des Virus rechtzeitig zu erkennen. Alle CHB-infizierten Patienten
sollten mindestens im halbjahrlichen Abstand untersucht werden. Ein
sekundares Behandlungsziel der antiviralen Therapie ist die Senkung der
Infektidsitat des Patienten, um so die Verbreitung des Virus auf andere

Menschen zu vermeiden [7].
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Abbildung 2: Ubersicht zur Therapieindikation bei chronischer Hepatitis B nach
deutscher Leitlinie [7].

2.3.2 Behandlungsoptionen

In Deutschland sind zurzeit sieben Substanzen zur Behandlung der
chronischen Hepatitis B-Infektion zugelassen. Es gibt zwei unterschiedliche
Behandlungsansétze, den Immunmodulatorischen (Interferon a und pegyliertes
Interferon a -2a), und den Antiviralen durch Nukleosid- (Lamivudin, Entecavir
und Telbivudin) und Nukleotid-Analoga (Adefovir und Tenofovir).

2.3.2.1 Interferone

Interferon a-2a (IFNa-2a) ist seit Anfang der 90er Jahre zur Therapie der
chronischen Hepatitis B zugelassen (s.Abb.3) und wird zur priméaren
Behandlung im kompensierten Stadium eingesetzt.

Das pegylierte Interferon a-2a (peg IFNa-2a) wurde im Jahr 2005 zugelassen
(s.Abb. 3). Es besitzt eine langere Halbwertszeit als das IFNa-2a, muss somit



nur 1x/Woche verabreicht werden, und scheint damit patientenfreundlicher.

Der Vorteil einer Interferontherapie ist die limitierte Therapiedauer und das
Ausbleiben von antiviralen Resistenzen, wohingegen die haufig auftretenden
Nebenwirkungen und die subkutane Applikation Nachteile sind [17]. Die
Nebenwirkungen wie Fieber, Schittelfrost, Kopfschmerzen, Muskel- und
Gelenkschmerzen, Anamie und Leukozytopenie, eine Infektneigung, depressive
Verstimmung und zum Beispiel Haarausfall fihren zu einer sehr belastenden
Therapie fir den Patienten.

Als Kontraindikationen einer Interferontherapie gelten neben Schwangerschaft
und Stillzeit auch hohe Transaminasen (ALT >10 fache der Norm) und eine
dekompensierte sowie fortgeschrittene Leberzirrhose [7].

Die Behandlung mit Interferon ist in ihrer Dauer auf 6-12 Monate begrenzt,
wahrend die Therapie mit Nukleos(t)id-Analoga haufig unbegrenzt ist.

2.3.2.2 Nukleos(t)id-Analoga

FOr diese antiviralen Therapeutika, auch Nukleos(t)idische-Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) genannt, gibt es beim Hepatitis-B-Virus im
Gegensatz  zum  Humanen-Immundefizienz-Virus  (HIV)  nur  einen
entscheidenden Angriffpunkt: Die reverse Transkriptase der HBV-Polymerase.
Uber die letzten Jahre wurden vermehrt Nukleos(t)id-Analoga (NA) zur
Behandlung der chronischen Hepatitis B-Infektion eingesetzt und in Europa
zugelassen.

Nukleos(t)id-Analoga unterdriicken die Virusreplikation durch Hemmung der
reversen Transkription zun&chst effektiv und flihren zu einer histologischen
Verbesserung der Leber [18, 19].

Es lassen sich folgende Gruppen unterteilen [2]:

1. Die L- Nukleosidanaloga: Lamivudin (LAM), Telbivudin (LdT)
2. Die Azyklischen Phosphonate: Adefovir (ADV) und Tenofovir (TDF);
3. Die cyclopentane Ringgruppe: Entecavir (ETV).

Diese chemische Klassifikation ist wichtig, da sie die Strukturen und Entstehung

von antiviralen Resistenzen bestimmt (s. 2.7).



FUr die Therapie der chronischen Hepatitis B ist die Kenntnis der antiviralen
Effektivitdt, des Resistenzprofii und der Resistenzentwicklungsrate der
unterschiedlichen Nukleos(t)id-Analoga sehr wichtig.

Im Gegensatz zu Interferon treten Nebenwirkungen unter einer Therapie mit
Nukleos(t)id-Analoga nur selten auf. Beschrieben werden Kopfschmerzen,
Midigkeit,  Schwindel,  Ubelkeit, Fieber, Magen-Darm-Beschwerden,
Hautausschlag und Husten. Auf Grund einer toxischen Wirkung auf die
Mitochondrien kann es zur Laktatazidose, Polyneuropathie und z.B. einer

Pankreatitis kommen.

Lamivudin (LAM)

Bereits 1999 wurde das Nukleosid-Analogon Lamivudin (Zeffix®, 100mg) als
erstes orales Medikament zur Behandlung der chronischen Hepatitis B in
Europa zugelassen (s.Abb. 3). Daher gibt es fir Lamivudin die besten
Langzeitdaten und Endpunktstudien.

In einer Studie mit HBeAg-positiven Patienten wurde eine Reduktion der
Virusmenge um -4- -5 log1o Kopien/ml und eine HBeAg-Serokonversion von 18-
20% nach einem Jahr nachgewiesen. Die virale Unterdriickung ging mit einer
ALT-Normalisierung und einer histologischen Verbesserung einher. Ein Rickfall
der Erkrankung wurde bei bis zu 50% der Patienten innerhalb der ersten 5
Jahre nach Therapieende beobachtet [19-21].

Adefovir dipivoxil (ADV)

Im Marz 2003 erhielt mit dem Nukleotid-Analogon Adefovir (Hepsera®, 10mg)
eine neue Substanz die europédische Zulassung fir die Behandlung der
chronischen Hepatitis B-Infektion (s.Abb. 3). Es zeigt in héheren Dosen (30 und
60mg/d) eine Nephrotoxitat [22], hemmt aber in niedriger Dosis von 10 mg/d die
HBV-Replikation effektiv. Eine Dosissteigerung auf 20 mg/d zeigte bei Patienten
mit suboptimalem Therapieansprechen unter 10 mg/d keine verbesserte
Virussuppression [23].

Die Phase-lll-Zulassungsstudie von Adefovir zeigte nach einem Jahr bei 53%
der Patienten eine histologische Verbesserung, eine HBV-DNA Reduktion von -
3,5 logio Kopien/ml, bei 12% eine HBeAg-Serokonversion und bei 48% eine
ALT-Normalisierung [24].



Bei eingeschrankter Nierenfunktion darf der Einsatz nur unter strenger
Indikation und Dosisanpassung erfolgen. Ein priméres Therapieversagen oder
ein nur partielles Ansprechen wird bei einer Adefovirtherapie in 10 bis 50% der

Patienten beobachtet [25], eventuell auf Grund der geringen Dosis [22, 26].

Entecavir (ETV)

In der HIV-Behandlung zeigte Entecavir (Baraclude®, 0,5mg) kaum Wirksamkeit
und erst spater erwies sich, dass es bei CHB-Infizierten Patienten sehr potent
ist. Im August 2006 wurde Entecavir zur Behandlung der chronischen Hepatitis
B in Europa zugelassen (s.Abb. 3). Eine multizentrische Studie zeigte, dass
Entecavir bei HBeAg-positiven Patienten einen im Vergleich zu Lamivudin
starkeren virologischen und biochemischen Effekt hat. Die HBeAg-
Serkonversionsrate zeigte jedoch keinen wesentlichen Unterschied (21% vs.
18%) [27].

Eine weitere Studie verglich Entecavir mit Adefovir bei HBeAg- positiven
Patienten mit hoher HBV-DNA (medianer baseline Wert war 10,26 und 9,88
log1o Kopien/ml). Entecavir zeigte schon nach 10 Tagen eine signifikant bessere
Reduktion der HBV-DNA als Adefovir. Nach 12 Wochen lag die mediane
Reduktion bei -6,23 vs. -4,42 logio Kopien/ml (ETV vs. ADV) und nach 48
Wochen bei -7,28 vs. -5,08 log1o Kopien/ml. In Woche 48 waren 58% vs. 19%
der Patienten unterhalb der viralen Nachweisgrenze (HBV-DNA <300
Kopien/ml) [28].

Tenofovir disoproxil fumarate (TDF)

Im April 2008 wurde das Nukleotidanalogon Tenofovir (Viread®, 245mg) zur
Therapie der chronischen Hepatitis B zugelassen (s. Abb.3). Tenofovir und
Adefovir wurden in 2 multizentrischen randomisierten doppelblinden Phase-IlI-
Studien mit mehr als 600 Patienten miteinander verglichen. In beiden Studien
war Tenofovir signifikant besser als Adefovir. Nach einem Jahr lagen 93% der
HBeAg-negativen und 76% der HBeAg-positiven Patienten unterhalb der viralen
Nachweisgrenze von 400 Kopien/ml, bei Adefovir waren es 63%

beziehungsweise 13% [29].
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Abbildung 3: Zeitpunkte der Zulassung von HBV-Therapeutika.

2.4 Die HBV-Polymerase

Wirkungsort der Nukleos(t)id-Analoga ist die reverse Transkriptase (rt)-Region
der HBV-Polymerase. Sie umfasst etwa 80% des HBV-Genoms und codiert fiir
ca. 840 Aminosauren. Sie besteht aus vier Domanen: dem Terminalen Protein,
der Spacer Region, der reversen Transkriptase (rt) und der C-terminalen
RNaseH [30](s. Abb. 4).

Die rt- und die C-terminale RNaseH- Doméane sind wichtige strukturelle
Komponenten fiir die Enkapsidation der pragenomischen-RNA [31] und die C-
terminale RNaseH degradiert die RNA von RNA-DNA Hybriden wahrend der
reversen Transkription.

Die rt-Region enthélt das wichtige Tyrosin-Methionin-Aspartat-Aspartat-(YMDD)
Motiv, welches das katalytische Zentrum der rt-Aktivitat bildet. Innerhalb der rt-
Region werden weitere 7 Doméanen (A-G) unterschieden. Diese Doméanen sind
in Nukleotid- und pgRNA-(Template-) Bindungen involviert und katalysieren die
Polymerasereaktion [32].

Eine Besonderheit bei der HBV-Polymerase ist, dass das Terminale-Protein am
N-terminus durch einen hoch variablen und unwichtigen Spacer [33] von der
reversen Transkriptase getrennt liegt. Der Spacer-Region konnte bisher keine
eindeutige Funktion zugewiesen werden [32]. Das Terminale-Protein wurde
zuerst als (-)-DNA-Bindungsprotein [34] identifiziert und spater konnte gezeigt
werden, dass es einen spezifischen Y-Rest, an welchen das erste Nukleotid der
(-)-DNA kovalent bindet, bereitstellt [35, 36] und somit fir das ,priming“ der
DNA-Synthese essenziell ist.

Die HBV-Polymerase-Sequenzen Uberlappen mit den drei anderen ,HBV-Open
Reading Fraems® (ORF): Core, praS/S und X-Protein. Dadurch kdnnen
Mutationen in der Polymeraseregion auch zu Verénderungen z.B. im HBsAg



fihren.
Etwa 75% der Polymerase zeigen Homologien zu rt-Aktivitdt von anderen
Retroviren wie HIV1 [32]. Die HBV-Polymerase besitzt keine sog. ,proof-

reading“-Funktion, so dass es haufig zum Auftreten von Mutationen kommt.

Terminal
Protein | POLIRT RNaseH
1 183 349 (rt1) 692 (rt 344)  845aa.
ALAQ_HHW\‘
G) lI{F} A B c D E
I L o B ]

Abbildung 4: Die HBV-Polymerase [37]

2.5 Antivirale Resistenzen

In der Behandlung der chronischen Hepatitis B-Infektion sind antivirale
Arzneimittelresistenzen  von  groBer Bedeutung, da sie neben
Adharenzproblemen eine haufige Ursache fir ein Therapieversagen darstellen
[38]. Mit Ausnahme von Entecavir reicht eine Punktmutation aus um das
Hepatitis-B-Virus gegen eine Substanz resistent werden zulassen [39]. Fr
Tenofovir wurden bislang keine Resistenzen beschrieben.

In den meisten Fallen kommt es zu relevanten Aminosaure Variationen in der rt-
Region. Resistenzen gegentber einem Wirkstoff bilden auch sogenannte
Kreuzresistenten zu anderen Substanzen mit Uberlappendem Resistenzprofil,
welchen das Virus nie ausgesetzt war.

Nach Entdeckung und Beschreibung von antiviraler Resistenz herrschte ein
Durcheinander in der Namensgebung der Resistenzen, da die
unterschiedlichen HBV-Genotypen in ihrer genomischen Lange variieren.

Im Mérz 2001 verdffentlichten Lieven J. Stuyver und Kollegen einen Konsensus
Uber die Standardisierung der Nomenklatur von antiviralen HBV-Resistenzen,
welcher sich etabliert hat [40].

Stuyver unterteilte die HBV-Polymerase in vier verschiedene funktionelle

Einheiten und nummerierte jede Einheit separat. Nach dem Konsensus beginnt
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die rt-Region mit dem EDWGPCDEHG-Motiv und enthalt 344 Aminoséauren.
Mutationen in dieser Region werden mit den Buchstaben rt, gefolgt von der
urspringlichen Wildtyp-Aminoséure, der Kodonnummer relativ zu dem Start der
rt-Region, sowie von der durch Mutation entstandenen Aminoséure
beschrieben. Als Beispiel sei hier die primare Lamivudineresistenz erwahnt,
welche man als rtM204V/l Mutation beschreibt. Diese Resistenz ist Folge eines
Aminosaureaustausches im YMDD-Motiv. Es kommt zu einem Austausch der

Aminosaure Methionin durch Valin oder Isoleucin.

2.6 Definition von virologischer, genotypischer und klinischer Resistenz

Im Jahr 2007 wurde ein einheitlicher Konsensusvorschlag zur Standardisierung
der Nomenklatur bezlglich antiviraler HBV-Resistenzen veréffentlicht [41].
Dieser Konsensus ist Grundlage der heutigen Definitionen.

Es wird die virologische, genotypische und klinische Resistenz unterschieden.
Die virologische Resistenz ist definiert als ein Ansteigen (>1.0 log10 [U/ml) der
Viruslast im Serum von Patienten, welche ein Therapieansprechen zeigten und
therapieadharent sind. Der Anstieg muss in zwei Seren, welche im Abstand
eines Monats abgenommen wurden, nachweisbar sein.

Als genotypische Resistenz bezeichnet man den Nachweis von antiviralen
Resistenzen in der HBV rt-Region. Es wird zwischen zwei Resistenztypen
unterschieden: Die primaren Resistenz-Mutationen (rt204V/I, rtN236T) und die
sekundaren/kompensatorischen Mutationen (rtL80V/I, rtL180M). Priméare
Resistenzmutationen beruhen auf einen Austausch von Aminosauren, wodurch
beim Virus ein vermindertes therapeutisches Ansprechen hervorgerufen wird.
Sekundare so genannte kompensatorische Resistenzmutationen verursachen
Aminosaureaustausche, welche die funktionellen Defekte der viralen
Polymerase, verursacht durch primare Mutationen, behebt. Als Beispiel
verursacht das Auftreten einer primaren Lamivudinresistenz im Kodon 204 der
rt-Region eine mehr als 100fache Abnahme der Lamivudin-Sensibilitdt. Die
haufig assoziierte kompensatorische Mutation ist die rtL180M (Leucin zu
Methionin). Die rtL180M-Mutation flhrt zu einer Wiederherstellung der
Replikationsfahigkeit der HBV-Polymerase welche die 204V/I Mutation
beherbergt.
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Die klinische Resistenz ist durch ein Ansteigen der ALT im Serum und eine
Verschlechterung der klinischen Situation definiert.

2.7 Resistenzmuster

Finf verschiedene Entstehungswege von antiviralen Resistenzen wurden in
Patienten mit Nukleos(t)id-Analoga-Therapie beobachtet und von Stephen
Locarnini beschrieben [2]. Die chemische Unterteilung der Nukleos(t)id-Analoga
in die unter Abschnitt 2.3.2.2. beschrieben Untergruppen spielt hierbei eine
entscheidende Rolle.

Nach Locarnini ist die Entstehung der rtM204V/I-Mutation verantwortlich fir
Resistenzen gegen L-Nukleoside wie Lamivudin und Telbivudin(LdT), aber auch
gegen Entecavir in Lamivudin-erfahrenen Patienten, wahrend die rtN236T-
Mutation eine Resistenz gegeniber azyklischen Phosphonaten (Adefovir und
Tenofovir) erzeugt. Die rtN236T beeintrachtigt nicht signifikant die Therapie mit
LAM, Ldt oder ETV [42, 43] vermindert aber die Effektivitat von TDF in vitro [44]
und vivo [45]. Diese beiden Entstehungswege kdnnen mit dem Auftreten
sekundarer Mutationen (rtT184G, rtS202l) assoziiert sein, welche die
anschlieBende Behandlung mit Nukleos(t)id-Analoga wie  Entecavir
beeinflussen.

Die rtA181T/V-Mutation tritt bei Behandlung mit L-Nukleosiden und alkalischen
Phosphonaten auf und ist mit einer Lamivudin- und Adefovir-Resistenz und
einer moglichen multiplen Arzneimittelresistenz (multidrug resistance, MDR)
assoziert. Aller Voraussicht nach hat die rtA181T/V-Mutation einen Einfluss auf
die TDF-Sensitivitat [46], wenn sie alleine oder in Kombination mit der rtN236T-
Mutation auftritt.

Bei Entecavir-therapienaiven Patienten ist das Auftreten von mindestens 3
Mutationen zugleich erforderlich um die Entecavir-Sensitivitat zu vermindern. Es
handelt sich um die Mutationen rtL180M und rtM204V plus entweder rtT184G,
rtS202| oder rtM250V.

In Patienten mit einer langen Therapiedauer fanden sich Resistenzsmuster wie
rtA181T/1233V/N236T/M250L welche mit einer MDR assoziiert sind (s. Abb. 5).
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|: L- Nucleoside (LAM, LdT)

LAY > ETV in LAM vorbehandelten Patienten

rtN236T > Acyclische Phosphonate (ADV, TDF)

L- Nucleoside (LAM, LdT)

Acyclische Phosphonate (ADV, TDF)
(mégliche multidrug Resistance)

rtL180M+ rtM204V+ T184 oder S202 oder M250 ——» ETV in therapienaiven Patienten

rA181T/V >

rtA181T+ rtL233V+ rtN236T+ rtM250L. —— Multidrug Resistance (MDR)

Abbildung 5: Entstehung antiviraler Resistenzen (modifiziert nach Locarnini et al. [2]).

2.8 Resistenzraten

Lamivudin ist ein Nukleosid-Analogon mit einer hohe Resistenzrate, da es eine
Resistenzentwicklung von 20% pro Therapiejahr zeigt, welche sich nach 5
Jahren bei einer Gesamtresistenzrate von mehr als 70% stabilisiert [47]. Das
bedeutet, dass nur etwa 30% der Patienten dauerhaft auf eine
Lamivudintherapie ansprechen. Im Gegensatz zu Lamivudin weisen die
anderen  Nukleos(t)id-Analoga  eine  deutlich  geringere  Resistenz-
entwicklungsrate auf.

In Studien zeigte Adefovir bei therapienaiven Patienten nach 1 Jahr noch keine
Resistenzbildung, nach 4 Jahren konnte jedoch eine Resistenzbildung bei 18%,
und nach 5 Jahren bei 29% der Patienten nachgewiesen werden [48, 49].
Entecavir zeigte im Langzeitverlauf eine niedrige Resistenzrate bei
therapienaiven Patienten. Nach 6 Jahren entwickelten 1,2% eine antivirale
Resistenz [50]. Es wurde jedoch eine hdhere Resistenzentwicklungsrate bei mit
Lamivudin vorbehandelten Patienten beobachtet [51].

Bei Tenofovir ist nur in Einzelfallen bei HIV/HBV koinfizierten Patienten von
einer Resistenzentwicklung berichtet worden [52]. In einer Langzeitstudie
konnte beobachtet werden, dass Tenofovir in Lamivudin- und Adefovir-
Erfahrenen Patienten keine Resistenz induzierte [45]. In der Zulassungsstudie
von Tenofovir wurde nach 144 Wochen ebenfalls bislang keine
Resistenzentwicklung beobachtet [53, 54] (s. Abb. 6).
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Resistenzraten pro Therapiejahr in Prozent der

Nukleos(t)idanalogon Patienten

1 2 3 4 (5] 6
Lamivudine 23 46 55 71 80
Adefovir (Therapienaive HBeAg neg. Patienten) 0 3 11 18 29
Adefovir (bei LAM resistenten Patienten) 0- 18
Entecavir (bei Therapienaiven Patienten) 0,1 04 1,1 1,1
Entecavir (bei LAM resistenten Patienten) 6 15 35 43 - 57
Tenofovir 0 0 0

Abbildung 6: Resistenzraten (modifiziert nach Zoulim et al. [39] ).

2.9 Therapie bei Resistenzen

Im Falle einer Resistenzentwicklung sollte eine adaquate Rescuetherapie mit
dem gréBten antiviralen Effekt und dem kleinsten Risiko flir das Auftreten von
multiplen Resistenzen begonnen werden.

Das Hinzufigen (add-on) eines zweiten Nukleos(t)id-Analogons mit nicht
Uberlappendem Resistenzprofil ist bei vorliegender antiviraler Resistenz die
effizienteste Mdglichkeit [17]. Durch eine add-on- Strategie kann das Auftreten
von Resistenzen signifikant vermindert werden [4].

Die aktuelle europaische Leitlinie [17] empfiehlt bei Lamivudinresistenz ein add-
on von Tenofovir. Bisher wurde die add-on Gabe von Adefovir empfohlen. Seit
der Zulassung von Tenofovir wird dieses jedoch bevorzugt, da es in klinischen
Studien eine starkere virale Supression [55], sowie geringere Resistenzraten
vorweist.

Eine Umstellung (switch) auf Entecavir ist bei Patienten mit LAM-Resistenz
untersucht worden. Die Therapie fUhrt zu einer Unterdrickung der Viruslast,
birgt jedoch ein relativ hohes Risiko flr das Auftreten einer ETV-Resistenz mit
mehr als 25% nach 3 Jahren [51] und ist somit laut Reijnders et al. und DGVS-
Leitlinie nicht sinnvoll [7, 56]. Bei Lamivudin-vortherapierten Patienten, welche
keine Resistenzen entwickelten, bietet Entecavir weiterhin eine Therapieoption
[56].

Bei vorliegender ADV-Resistenz wird ein switch zu Tenofovir und add-on eines
zweiten Nukleos(t)id-Analogons ohne Kreuzresistenz empfohlen. Eine

Tenofovir-Monotherapie reiche nicht aus, da eine Kreuzresistenz zwischen
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Adefovir und Tenofovir vorliege [57]. Liegt eine rtN236T-Mutation vor ist ein add-
on von Lamivudin, Entecavir, Telbivudin oder Emtricitabine mdglich. Liegt die
rtA181T/V-Mutation vor sollte Entecavir hinzugefligt werden. Bei einer LdT-
sowie bei ETV-Resistenz sollte Tenofovir hinzugeflgt werden.

Eine TDF-Resistenz wurde bisher nur in wenigen Einzelfallen bei HIV-
koinfizierten Patienten beobachtet. Auch hier ist ein ,add-on“ empfohlen.
Adefovir sollte wegen des Uberlappenden Resistenzprofils nicht eingesetzt

werden [17].

Die Kombination aus Tenofovir + Entecavir wird in den Hepatitis-B-Leitlinien nur
fir wenige gut charakterisierte Patienten indirekt empfohlen. Es gibt jedoch
bisher keine Studien welche die Wirksamkeit und Sicherheit dieser

Kombinationstherapie analysiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Effektivitdt und Sicherheit der Kombinationen
Adefovir + Entecavir sowie Tenofovir + Entecavir nun erstmals in HBV-
monoinfizierten Patienten mit langjahriger antiviraler Therapie, multiplen
antiviralen Resistenzen und/oder inkomplettem virologischen
Therapieansprechen bei zumindest fortgeschrittener Leberfibrose oder

Leberzirrhose untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Substanzen

Destilliertes Wasser
GIBCO UltraPURE Distilled Water DNAse, RNAse Free, Invitrogen

H.O, sterile, PCR grade

Light Cycler control kit, Roche Applied sciences, Mannheim, Deutschland

Ethanol 75%, 90%, 100%

Apotheke des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf, Deutschland

Ethidiumbromid 1%ige L&sung in Wasser fiir die Elektrophorese
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

UltraPure Agarose
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus 0,5ug/ml

Fermentas Gmbh, St. Leon-Rot, Deutschland

6x DNA Loading Dye

Fermentas Gmbh, St. Leon-Rot, Deutschland

Taq DNA Polymerase, Concentration 5U/ml

Stratagene, Amsterdam, Holland

JumpStart™ Taq DNA Polymerase with MgCl.
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen, Deutschland

10x Taq Polymerase Buffer; 100mM Tris-HCI (pH 8,8), 500 mM KCl,
15 mM MgCI3, 0,01% (w/v) gelatin,
Stratagene, Amsterdam, Holland
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Deoxynucleotide Mix; Concentration 100mM (25mM each dNTP)
Stratagene, Amsterdam, Holland

EDTA Lésung pH 8,0 (0,5M)
AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Tris SIGMA 7-9
Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Minchen, Deutschland

50x TAE-Buffer, hergestellt aus
242 g Trisbase
750 ml H>O
57,1 ml Eisessig
100 ml EDTA (0,5M pH 8,0)

HBV-Plasmid
pHBVEcoR1
Spende von William E. Delaney, Fa. Gilead Sc., Foster City, CA, USA

Human genomic DNA [15ng/ul], template for control reaction
Light Cycler control kit, Roche Applied sciences, Mannheim, Deutschland

Light Cycler Fast Start DNA Master HybProbe
Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

Light Cycler DNA control kit
Roche Diagnostics GmbH, Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland

Plasmid-Safe ™ ATP-dependent DNase (1000 U/pl)
Fa. Epicentre, Madison, WI, USA Uber Fa. Biozym, Deutschland
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Primer fUr die Light-Cycler-PCR:
Primer fUr total HBV Ampilifikation:
-CCS Position: 256-274
5-CTCGTGGTGGACTTCTCTC -3’
-CCAS Position: 421-404
5°- CAG CAG GAT GAAGAG GAA-3’
Fa. MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

Primer fUr die Voramplifikation der HBV-Polymerase-Sequenz [58]:

Primer ,HBV_pol_B1*
5-GGC AGC GCC TAG CAG CCATGG- 37
Primer ,HBV_pol_L1*
5-TTC CTG CTG GTG GCT CCAGTT C-3
Fa. MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

Primer fir die Sequenzierung [59]:
Primer ,DR2 neF 320
5-"TGG CCAAAATTT GCAGTC CC-3°
Primer ,DR2 neR 1019*
5-GCAAAG CCC AAAAGA CCC AC-3
Fa. MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

RLT-Buffer, Qiagen RNeasy mini Kit

Master Pure Complete DNA &RNA Purification Set
Epicentre, Madison, USA

INNO-LiPA HBV Genotyping KIT
Innogenetics GmbH, Hannover, Deutschland

INNO-LiPA HBV DRv2-KIT

Innogenetics GmbH, Hannover, Deutschland
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INNO-LiPA HBV DRv3-Prototyp-Teststreifen

Innogenetics GmbH, Hannover, Deutschland

Quant-iT dsDNA BR Assay Kit

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

3.1.2 Werkstoffe und Gerate
Handschuhe Safe Skin Satin Plus

Fa. Kimberley-Clark, Zaventem, Belgien

Kihlblock Light Cycler Centrifuge Adapters
Fa. Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Light Cycler Capillaries (20ul)
Fa. Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Light Cycler Instrument 1.5

Fa. Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Mikrotubes ,Safe-Lock micro test tubes”
Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

MS2 Minishaker
IKA-Werke GmbH & Co KG, Staufen, Deutschland

Qubit Fluorometer

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Pipettenspitzen ,SafeSeal-Tips“ (20ul, 200ul, 1000pl)
Fa. Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Oldendorf, Deutschland

Pipettenspitzen 10ul Nerbe Plus
Nerbe plus GmbH, Winsen/Luhe, Deutschland
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Potter, Wheaton Dounce Tissue grinder tight
Wheaton Science Products, Millville, USA

ReagenzgefaB 15ml, BlueMax™Jr. 15ml, Polystyrene Conical Tube
Fa. Becton Dickinson Labware, NJ, USA

Thermomixer compact

Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge — Centrifuge 5415R
Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tischzentrifuge — Centrifuge 5417C
Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Wasserbad Typ 1083
Gesellschaft fiir Labortechnik mbH, Burgwedel, Deutschland

Eppendorf Multipette plus
Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Kombitips plus 50ml
Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfen ,pipetman“(10ul, 20pul, 200ul, 1000ul)
Fa. Gilson, Middleton, WI, USA

PCR-Geréat iCycler
BIORAD

Inkubator 37 °C Heraeus Instruments Typ T6
Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Gelkammern Model B2
PEQLAB, Erlangen, Deutschland
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Waage Navigator

Ohaus Corporation, Schweiz

Schittler Typ KL 2

Edmund Buhler Laborgeratebau, Ttbingen, Deutschland

Mikrotubes ,Safe-Lock micro test tubes”

Fa. Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Software
OmniForm 5.0

NUANCE, Vollversion OmniForm Formularerkennung

SPSS Version 11 SoftwarePaket
SPSS Inc., Chicago, IL

Excel 2007 (Windows)
Microsoft office 2007

CLC Sequence Viewer 6.3

Light Cycler Software 3.5

Fa. Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
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3.2 Methoden

In dieser retrospektiven monozentrischen Kohortenstudie wurden die Daten von
27 Patienten, welche in der medizinischen Poliklinik der 1. Med. Klinik des
Universitatklinikums Hamburg/Eppendorf behandelt wurden, ausgewertet.

Die Einschlusskriterien fur die Studie waren: Patienten Uber 18 Jahre mit einer
chronischen HBV-Monoinfektion und aktueller Therapie mit der Kombination
bestehend aus Adefovir + Entecavir oder Tenofovir + Entecavir bei langjahriger
antiviraler Therapie und inkompletter virologischer Antwort, multiplen antiviralen
Resistenzen oder inkomplettem virologischen Therapieansprechen bei
zumindest schwerer Leberfibrose oder Leberzirrhose.

Zu Beginn wurden die Akten der Patienten mittels eines speziell fir diese
Studie entwickelten Fragebogen (OmniForm 5.0) in pseudonomisierter Form
ausgewertet. Mit dem Fragebogen wurden sowohl virologische und
serologische Parameter wie ALT, Genotyp, HBeAg, HBsAg quantitativ (nach
Laurell), anti-HBeAg, HBV-DNA und virale Resistenztestungen, als auch
durchgefiihrte Leberbiopsien (Staging und Grading nach Desmet et al. [60]),
Sonografien und insbesondere neu aufgetretene Nebenwirkungen unter der

antiviralen Kombinationstherapie erfasst.

Die grafische Darstellung und statistische Auswertung wurde mit SPSS Version
15 SoftwarePaket (SPSS Inc., Chicago, IL) durchgefihrt.

In Zusammenarbeit mit der Mikrobiologie des Universitatklinikums Eppendorf
wurden die Patientenseren vom Zeitpunkt der Umstellung auf die
Kombinationstherapie, auf das Vorliegen von antiviralen Resistenzen
untersucht. Die mittels MagNA Pure-DNA—Extraktionskit (Roche) aufgereinigte
Virus-DNA [61] aus den Patientenseren wurde von der Mikrobiologie zur
Verfligung gestellt.

Die aufgereinigte DNA wurde nun einer quantitativen HBV-DNA Messung
unterzogen und nachfolgend auf das Vorliegen von antiviralen Resistenzen
untersucht. Im Anschluss wurde das PCR-Produkt aufgereinigt, quantifiziert und
zum Sequenzieren verschickt. Der HBV-Genotyp wurde mit dem INNO- LiPA
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genotyping Kit (Innogenetics) von der Mikrobiologie des Universitatklinikums

Eppendorf bestimmt.

3.2.1 Quantitative Bestimmung der HBV-DNA im Serum

Nach Werle-Lapostolle et al. wurde die quantitative Messung der HBV-DNA
mittels Light Cycler System 1.5 von Roche Diagnostics (Mannheim,
Deutschland) durchgefiihrt. Beschriebene HBV spezifische Primer und FRET-
Hybridisierungssonden wurden verwendet [62, 63].

Als interner Standard fir den total HBV-Lauf wurde das Plasmid pHBV Eco R1
verwendet. Dieser Standard besitzt 6182 Basenpaare (bp) mit 2,45x10°
picomol/plasmid (100 pg), was 1,48x10” Kopien/100 pg Plasmid entspricht. Der
Stock hatte dabei eine Konzentration von 60 ng/ul, die auf Aliquots von jeweils
600 pg/ul aufgeteilt wurden. Diese Aliquots wurden bei —80° C bis zu ihrer
Verwendung gelagert.

Zur Herstellung einer Standardreihe wurde das Plasmid 1:20 verdinnt, so dass
sich nun eine Konzentration von 30 pg/ul ergab. Diese 30 pg/ul entsprachen
5x10° Kopien/ul und stellten den ersten Standard dar. Die Verdiinnungsreihe
wurde in 1:10 Verdinnungschritten bis 20 Kopien/ul fortgesetzt.

Der Master-Mix des ,total HBV-DNA—-Laufs“ bestand aus:

e 6,4 pl autoklaviertes destilliertes Wasser
e 1,6 ul MgCly

e 1 ul Primer CCAS

e 1 pl Primer CCS

e 2l Sonde CCFL

e 2 ul Sonde CCLC

e 2 ul Master

In jede Light Cycler-Kapillare wurde 16 pl des Mastermixes aliquotiert. Dazu
wurden die entsprechenden 4 ul des Standards, der Negativkontrolle oder der
Patienten-DNA pipettiert. Diese mit jeweils 20 pl geflllten Kapillaren wurden
nun verschlossen und mitsamt ihren vorgekihlten Adaptern bei 3000 rpm fur 30

Sekunden zentrifugiert.
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Die Kapillaren wurden in das Light Cycler-Proben-Karussell Gberfihrt und mit
folgendem ,total HBV-PCR-Programm* gemessen (s.Tab. 1).

Total HBV
Cycles Target Incubation Temperature Secondary step size step delay Aquisition
°C Hrs:min:sec transition rate target °C cycles Mode
°Cls °C
1x denature 95 10:00 20.00 0 0.0 0 NONE
45x
amplification 95 10 20.00 0 0.0 0 NONE
57 10 20.00 0 0.0 0 SINGLE
72 15 20.00 0 0.0 0 NONE
1x cool 35 02:00 20.00 0 0.0 0 NONE

Tabelle 1: Einstellungen in der Light Cycler-Bedienoberflache, die zum quantitativen
Messen des total HBV-DNA-Gehaltes verwendet wurde.

Die Quantifizierung der HBV-DNA diente zur Abschatzung der bendtigten
Menge fir eine positive Amplifikation des INNO-LIiPA line Probe Assays.

3.2.2 INNO-LiPA HBV DRv2 + DRv3

Das Bestimmen von Mutationen im Polymerasegen des Hepatitis-B-Virus wurde
mithilfe des INNO-LiPA HBV DRv2-Line Probe Assays (Innogenetics/Belgien)
durchgefihrt. Die bei dieser Methode eingesetzten biotinylierten Primer
amplifizieren einen 867 bp groBen Abschnitt der viralen Polymerase (Doméane
A-F).

Nach der Amplifikation wird die Sequenz mit spezifischen Oligonukleotidsonden
hybridisiert, welche als parallele Linien auf Membranstreifen immobilisiert
wurden. Die nicht gebundene DNA wird durch Waschen entfernt. Mit alkalischer
Phosphatase makiertes Streptavidin wird hinzugeflgt und bindet an die zuvor
biotinylierten Hybride. Durch eine nachfolgende Inkubation mit BCIP/NBT-
Chromogen kommt es zu einer violett/braunen Farbung auf dem Teststreifen.
Nun lassen sich mittels einer Ableseschablone eventuell vorhandene
Mutationen oder Polymorphismen innerhalb der Kodons 80, 173, 180, 181, 204
und 236 feststellen. Der INNO-LiPA assay ist sehr sensitiv und kann entwickelte

antivirale Resistenzen schon detektieren wenn die Mutanten nur eine geringe
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Fraktion (5%-10%) der totalen viralen Population ausmachen [59]. Ein Nachteil
ist, dass nur Resistenzen detektiert werden, welche bereits bekannt sind.

Fir jede Probe wurde zusatzlich ein INNO-LIiPA HBV DRv3 Prototyp
Teststreifen verwendet. Es handelt sich hierbei um einen experimentellen
Teststreifen, welcher uns von Innogenetics zu Verfligung gestellt wurde. Die
Primer und das Arbeitsprotokoll sind identisch mit dem des DRv2-Teststreifens.
Der DRv3-Teststreifen zeigt Mutationen, welche durch den DRv2-Teststreifen
nicht abgedeckt sind. So lassen sich neben den Mutationen, welche durch den
DRv2-Teststreifen nachweisbar sind, auch eventuell vorhandene Mutationen
oder Polymorphismen innerhalb der Kodons 233, 194, 184, 202 und 250

nachweisen (s. Tab. 2).

Nukleos(t)id-Analoga Assozierte Durch INNO-LiPAHBV  Durch INNO-LiPA HBV
Resistenzmutationen = DRv2 nachweisbar DRv3 nachweisbar

Lamivudin L180M, M204V/I/S Ja Nein

Adefovir dipivoxil A181V/T, N236T Ja Nein

Adefovir dipivoxil 1233V Nein ja

predisposition

Tenofovir A194T Nein ja

Entecavir T184S/C/G/A/N/L/FIM, Nein ja
S202G/C/1, M250V/I/L

Telbivudine M204I Ja Nein

Emtricitabine M204V/I Ja Nein

Tabelle 2: INNO-LiPA HBV DR-Nachweise fir therapieassozierte

Resistenzmutationen.

3.2.2.1 Amplifizierung der aufgereinigten DNA

Die HBV-DNA aus den Serumproben der Patienten wurden mittels des von
Zoulim verdéffentlichten Primersatzes [58] amplifiziert und nachfolgend mit dem
INNO-LIiPA Primer-Mix einer nested-PCR unterzogen. Mit diesem Vorgehen
konnten alle vorhandenen Patientenseren erfolgreich analysiert werden.

Die Primer HBV_pol B1 und HBV pol L1 wurden bei MWG, Ebersberg,
Deutschland bestellt. Sie binden an das Polymerasegen des viralen Genoms
und haben eine Zielsequenz von 1341 Bp. Die Sequenz liegt zwischen a.a. 323

und 770, so dass ein groBer Teil des sequenzierten Abschnitts die Reverse-
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Transkriptase-Region betrifft (a.a. 349 — 692).
Der Master- Mix wurde Anhand des Sigma Jumpstart- Hertsteller Protokoll
(Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland) erstellt:

e 34 pl destilliertes Wasser

e + 5 ul 10x Tag Amplifikations-Puffer

e + 1 uldNTP Mix (10 mM)

e + 1 ulPrimer HBV_pol B1

e + 1 ylPrimer HBV_pol L1

e + 3l 25mM MgCl,

e + 1 yl Sigma JumpStart Taqg DNA Polymerase

Die Menge des Wassers wurde je nach Template Menge so variiert, dass
insgesamt 50ul amplifiziert wurden. Es wurden 2- 10ul Template eingesetzt.

Bei folgendem etablierten PCR- Programm (s.Abb. 7) zeigte sich, dass noch bei
einer Virusmenge von 100 Kopien/ml die virale DNA amplifiziert wurde. Um
festzustellen ob sich eine Genotyp-spezifische unterschiedliche Bindung zeigt,
wurde mit Serum verschiedener Genotypen ebenfalls eine PCR durchgefiihrt.
Hierbei zeigten sich keine Unterschiede. Eine Temperaturgradienten-PCR
ergab ein optimales annealing bei 60 °C.

Schritt Temp | Zeit
1x 1. Denaturierung 94°C |1 Min
2. Denaturierung 94°C | 30 Sek
40x | 3. Annealing der Primer 60°C | 30 Sek
4. Primer erweitern 72°C |1 Min
5. Verlangern 72°C | 7 Min

Abbildung 7: PCR —Programm Primerséatze B1/L1 [58]

Vor Weiterverarbeitung mit dem INNO LiPA Primer Mix wurde das
Amplifikationsprodukt mittels Gelelektrophorese Uberprift (s. 3.2.2.2).

Nun wurde das PCR Produkt mittels Primer-Mix aus dem INNO- LiPA HBV
DRv2-KIT erneut amplifiziert. Dieses PCR-Programm (s. Abb. 8) umfasst 50
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Zyklen und fOhrt zur Amplifikation eines 867 Bp groBen Amplikons. Das

Vorhandensein des amplifizierten Produktes wurde erneut mit Hilfe eines 2%

Agarose Gels Uberprift.

FOr den Master- Mix wurde auch hier eine JumpStart Tag DNA Polymerase
(Sigma), 10xPCR Buffer (Sigma) und dNTPs 10mM (Sigma) verwendet.
Pro Patientenprobe wurden:

37 ul autoklaviertes destilliertes Wasser
+ 5 pl 10x Tag Amplifikations-Puffer

+ 1 pul dNTP Mix (10 mM)

+ 1 pl Primer INNO- LiPA DR v2

+ 3 pl 25mM MgCl»

+ 1 pl Sigma JumpStart Tag DNA Polymerase

fur den Master-Mix eingesetzt. Die Reagenzien wurden auf einem Vortex-Mixer

gemischt und zu jeweils 48ul Master Mix wurden 2ul voramplifiziertes PCR-

Produkt hinzugefugt.
Schritt Temp | Zeit
1x 1. Denaturierung 95°C |1 Min
2. Denaturierung 94°C | 30 Sek
50x | 3. Annealing der Primer 55°C | 30 Sek
4. Primer erweitern 72°C | 40 Sek
5. Verlangern 72°C | 7 Min

Abbildung 8: PCR Programm der INNO-LiPA HBV DRv2-Amplifikation

Bei jeder PCR wurde als Negativkontrolle ein Tube mit destilliertem Wasser

statt Patientenmaterial mitgefiihrt.
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3.2.2.2 Visualisierung der Amplifikationsprodukte

Sowohl das Vorhandensein, als auch die ungefdhre Menge der in der PCR
entstandenen Produkte wurde durch Auftragen auf ein 2%iges Agarosegel
Uberprift. Herstellung und Beladung eines 2%igen Agarosegels (100ml):

29 Agarose wird in 100ml TAE-Puffer gelést und in der Mikrowelle aufgekocht.
Unter laufendem Wasser wird das noch flissige Gel auf etwa 70°C abgekunhlt,
bevor 3ul 1% Ethidiumbromid hinzugemischt werden. Nach GieBen und
Abkuhlen des Gels, wird die Kammer mit TAE-Puffer aufgeflllt und die Taschen
mit jeweils 10l Amplikon und 2l Loading-Dye beladen. Der Einlauf der Proben
erfolgt bei geringer Spannung (ca. 50 Volt), danach wird die Spannung auf 100
Volt erhéht. UV-Licht macht das in die DNA-Banden interkalierte
Ethidiumbromid sichtbar. Bei gelungener 2. Amplifikation zeigt die PCR ein
Produkt von 867 Bp (s. Abb. 9).

Far das Testverfahren von INNO LiPA ist laut Hersteller gentiigend HBV-DNA fir
den Teststreifen vorhanden sobald das Amplifikationsprodukt im Gel sichtbar

wird.

Patienten HBV- DNA

LR L

DMA- GroBenstandard
Negativ Kontrolle

1000 Basenpaare\‘
- Y e N
500 Basenpaa&‘

Abbildung 9: Agarose-Gel mit PCR Amplifikations-Produkten von 867 Bp. Das Gel
dient als Kontrolle fir: 1. Die Reinheit des spezifischen PCR-Produkts und 2. Die HBV-
DNA Menge (sobald das Amplifikationsprodukt sichtbar wird ist geniigend HBV-DNA flr
den Teststreifen vorhanden).
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3.2.2.3 Testverfahren fiir INNO-LiPA HBV DRv2 + DRv2

Alle Reagenzien wurden 30 Minuten vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur
(20° bis 25°C) equilibriert und unmittelbar nach dem Gebrauch wieder in den
Kiihlschrank gelegt. Vor dem Offnen der Gef4aBe wurden sie auf dem Vortex-
Mixer gemischt und abzentrifugiert.

Denaturierung der Proben

Ein Wasserbad, das tber eine Schittelvorrichtung verfligt, wurde auf 49°C
eingestellt. Mit einem kalibrierten Thermometer wurde sichergestellt, dass die
Temperatur nicht mehr als 0,5°C nach oben oder unten schwankte.

Die Hybridisierungslésung und die Stringent-Waschlésung wurden in das
Wasserbad mit 49°C gestellt, bis die Kristalle vollstandig gelést waren.

Die Teststreifen wurden Uber der roten Markierungslinie mit einem Bleistift mit
der jeweiligen Identifikationsnummer des Patienten beschriftet. Fir jeden
Streifen steht eine eigene kleine Wanne zur Verfligung, die auf einem speziell
daflr vorgesehenen Rahmen fixiert wurde. Die Teststreifen wurden zu diesem
Zeitpunkt noch auBerhalb der Wannen belassen.

Nachdem 10ul Denaturierungslésung in die obere Ecke jeder Wanne pipettiert
wurden, wurde zu dem Tropfen 10ul Probe hinzugefliigt und durch auf- und

abpipettieren gemischt. Denaturiert wurde bei Raumtemperatur fir 5 Minuten.

Hybridisierung der Proben

Im Anschluss wurden die Wannen mit jeweils 2ml der warmen
Hybridisierungslésung beflllt und die beschrifteten Teststreifen vollstandig in die
Lésung eingetaucht.

Die Vorrichtung auf der die Rahmen mit jeweils vier Wannen fixiert waren,
wurde nun in das Schittelwasserbad gestellt. Dabei war darauf zu achten, dass
die Streifen in den Wannen frei schwammen und der Wasserstand im
Wasserbad so hoch war, dass die Wannen bis zur Halfte eintauchten. Das
Wasserbad wurde auf etwa 80U/m eingestellt und der Deckel geschlossen um
eine konstante Temperatur wahrend der Hybridisierung zu gewahrleisten. Die
Inkubationszeit betrug 60 Minuten.
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Waschen der Teststreifen

Nach Ablauf der Hybridisierung musste die hinzu gegebene FlUssigkeit nun
wieder entfernt werden.

Als Absaugvorrichtung diente eine Glaspipette, die an eine Vakuumpumpe
angeschlossen war. Die Wannen wurden leicht gekippt und die Lésung mit der
Pipette abgesaugt. Die Streifen wurden nun drei Waschschritten unterzogen um
sicher zu stellen, dass kein PCR-Produkt mehr ungebunden an ihnen oder der
Wanne haften blieb. Gewaschen wurde mit warmer (etwa 45-49°C) Stringent-
Waschlésung. Jeweils 2ml dieser Lésung wurden zu den Streifen pipettiert,
welche dann durch leichtes Rutteln eine Minute lang in der Wanne geschwenkt
wurden. Die FlUssigkeit wurde abgesaugt und der Waschschritt wiederholt.
Danach wurden nochmals 2ml Waschlésung in die Wannen gegeben und diese
wieder fur 30 Minuten in das Wasserbad gestellt.

Ansetzen der Spiilarbeitsldsung und Konjugatarbeitslésung

Konjugatarbeitsldsung: 100x konzentriertes Konjugat wurde im Verhaltnis 1:100
mit Konjugatverdiinner verdinnt, dabei wurden 2ml fir jede Testwanne
kalkuliert (+ 2ml Uberschuss).

Spularbeitslésung: 5x konzentrierte Spulllésung wurde im Verhaltnis 1/5 mit
deionisiertem Wasser verdinnt, fir jede Wanne wurden 8ml kalkuliert (+10ml
Uberschuss).

Entwicklung der Farbe

Nach Ablauf der 30 Minuten wurden die Rahmen wieder aus dem Wasserbad
genommen. Die Waschlésung wurde mit der Pipette aus den Wannen entfernt,
bevor diese mit jeweils 2ml Spullarbeitsldsung beflllt wurden. Nach einer Minute
Rutteln bei Raumtemperatur, wurde die FlUssigkeit wieder abgesaugt. Dieser
Schritt wurde einmal wiederholt.

Um die gebundene DNA auf den Teststreifen sichtbar zu machen, wurde die
Konjugatarbeitslésung hinzugeflgt. Je 2ml der wie oben beschrieben
angesetzten Konjugatarbeitsldsung wurden in die Wannen pipettiert, die
daraufhin auf einem Schittler befestigt wurden. (Einstellung: Schuttler: 50U/m)
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Die Konjugatinkubation dauert 30 Minuten und geschieht bei Raumtemperatur.

Ansetzen der Substratarbeitslosung

10 Minuten vor Ende der Konjugatinkubation wurde die Substratarbeitslésung
hergestellt.

100x konzentriertes BCIP/NBT-Substrat wurde im Verhaltnis 1:100 mit
Substratpuffer gemischt. Kalkuliert wurden 2ml pro Wanne und ein Uberschuss
von ebenfalls 2 ml.

Nach Ablauf der 30 Minuten Konjugatinkubationszeit, wurden die Wannen vom
Schuttler genommen und die Konjugatarbeitslésung mit der Pipette entfernt. Es
wurde erneut zwei Mal 1 Minute mit Spularbeitslésung gewaschen. Darauf
folgte ein einminttiger Waschschritt mit Substratpuffer, auch hier wurde durch
Ratteln der Wannen die Waschung intensiviert.

Der Substratpuffer wurde abgesaugt und die Streifen mit jeweils 2ml
Substratarbeitsldsung bedeckt. Diese inkubierte 30 Minuten auf einem Schiuittler
bei Raumtemperatur.

Nach Ablauf der 30 Minuten, wurde die Farbentwicklung durch zweimaliges
Waschen mit destilliertem Wasser gestoppt. Gewaschen wurde fiir jeweils drei
Minuten bei Raumtemperatur.

Die Teststreifen wurden mit einer Pinzette aus den Wannen entnommen und auf
absorbierendes Papier gelegt bis sie vollstandig getrocknet waren. Erst dann

konnten sie mithilfe der mitgelieferten Ableseschablone ausgewertet werden.

Ablesen und Auswerten

Am oberen Ende des Streifens befinden sich zwei Kontrolllinien. Sie zeigen bei
Farbung an, ob die vorhergehende PCR genug Produkt geliefert hat (Amp.
Control) und ob die Zugabe von reaktivem Konjugat und Substratlésung

wahrend des Testverfahrens stattgefunden hat (Conj. Control)(s.Abb. 10).
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INNO-LiPA HBV DRv2/DRv3
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Abbildung 10: INNO-LiPA HBV DRv2- und DRv3-Teststreifen als Beispiel fir einen
Patienten mit einer HBV-Wildtyp-Sequenz.

3.2.3 Sequenzierung der Proben

30ul des PCR Produktes wurden mit dem ,GENECLEAN Turbo for PCR-Kit"
aufgereinigt und nach einer Quantifizierung der DNA zum Sequenzieren

versendet.

3.2.3.1 Aufreinigung des PCR-Produktes

Die Aufreinigung des PCR Produktes wurde mit dem ,GENECLEAN Turbo for
PCR-Kit* durchgefihrt. Dazu wurde das PCR-Produkt (30ul) in ein 1,5 ml
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mikrozentrifugen Tube transferiert und mit der 5-fachen Menge (150ul)
GENECLEAN Turbo for PCR Salt Solution gemischt. Nun wurde der PCR
reaction/Salt Solution Mix in eine Filtersdule pipettiert welche zuvor in ein 2 ml
catch Tube eingesetzt wurde. Im folgendem Schritt wurde fir 5 Sekunden bei
<14000 x g zentrifugiert. Das Eluat wurde anschlieBend verworfen.

Nun wurden 500ul GENECLEAN Turbo for PCR Wash Solution in die Saule
pipettiert.

Die Probe wurde nun zentrifugiert (<14000 x g fir 5 Sekunden) und das
Zentrifugat verworfen. Nun wurde das Catch-Tube erneut in die Zentrifuge
gestellt und bei <14000 x g fur 4 Minuten zentrifugiert um die Séaule zu
trocknen. Wahrend der Zentrifugation wurde flir jede Probe ein 1,5 ml capeless
Tube vorbereitet und beschriftet. Nach Ende der Zentrifugation wurde die Saule
aus dem Catch Tube entfernt und in das 1,5 ml Mikrozentrifugen-Tube
eingesetzt. Das Catch Tube wurde verworfen.

Es wurden 30 pl destilliertes Wasser direkt auf die Membran der S&ule pipettiert
und die Probe wurde fir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zum
Abschluss wurde das PCR-Produkt bei <14000 x g fir 30 Sekunden von der
Saule eluiert.

3.2.3.2 Quantitative DNA-Messung

Die quantitative Messung der DNA wurde mit dem Qubit Fluorometer von
Invitrogen durchgefiihrt. Es wurde der Quant-iT dsDNA BR Assay Kit
verwendet. Ein Master-Mix aus N x 200ul Quant-iT ds DNA BR Buffer und N x
1ul Leuchtstoff wurde vorbereitet. Der Master-Mix wurde flr N Proben und 2
Standards Vorbereitet und anschlieBend gevortext. Es werden jeweils 190ul MM
mit Standard 1 und 190 pl mit Standard 2 vermengt. Es wurden 199ul MM mit 1
ul der zu bestimmenden Probe gemixt. Die Proben wurden 2 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und vor der Messung noch einmal kurz gevortext.

Die Messung wurde nach Protokoll durchgeflhrt.
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3.2.3.3 Vorbereitungen fiir den Versand

Die Sequenzierung wurde von Eurofins MWG operon (Ebersberg/Deutschland)
durchgeflhrt. Die virale DNA musste in einer Konzentration von 5 ng/pl in einem
Mindestvolumen von 15ul vorliegen. Die Primer mussten in einer Konzentration
von 2 pmol/ul mitgeschickt werden. Es wurden die Primer DR2 neF 320 (5-
"TGG CCAAAATTT GCA GTC CC-3") und DR2 neR 1019 (5"-GCA AAG CCC
AAA AGA CCC AC-'3) [59] verwendet.

3.2.3.4 Versand und Auswertung der Proben

Die Proben wurden mit zuvor bestellten Prepaid Barcode Labels versehen, an
Eurofins MWG Operon, Sequencing Department, Fraunhoferstr. 22 in 82152
Martinsried verschickt, und via Internet geordert.

Die Sequenzen wurden mittels ,CLC Sequence Viewer 6.3 ausgewertet.
Hierbei wurde auf Mutationen folgender Aminosauren geachtet: rtL80V/I;
rtD83V; rtl163V; rtF166L; rtV/G173L; rtL180M; rtA181T/V; rtT184S/C/G/A/I/L/F;
rtA194T; rtS202G/C/I; rtM204V/I/S; rtV/L/M2071; rtV214A; rtQ215S; rtl233V;
rtN236T; rtN/S/H/A238S; rtiN/H248H; rtM250V/I/L; und rtV/I253I.

3.2.4 Statistische Analyse

Die erhobenen Daten aus den Patientenakten wurden mittels SPSS Version 15
Software Paket (SPSS Inc., Chicago, IL) analysiert und grafisch dargestellt. Fir
die Berechnung der Signifikanz wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test
verwendet. Mittels Kaplan-Meier-Schatzer wurde die Wahrscheinlichkeit flir das
Eintreten eines Abfalls der Viramie unter die Nachweisgrenze (<400 Kopien/ml)
ermittelt. Mittels Excel (Microsoft office 2007) wurden Blasendiagramme zur
Veranschaulichung der Viramie im Therapieverlauf erstellt. Alle durchgefiihrten
statistischen Tests waren doppelseitig. Dabei wurden p-Werte <0,05 als
signifikant betrachtet.

34



4 Ergebnisse

Es wurden insgesamt 27 Patienten untersucht und nach der jeweiligen
Kombinationstherapie in 2 Kohorten unterteilt.

4.1 Kohorte 1 (Adefovir + Entecavir)

4.1.1 Baseline Charakteristika

4.1.1.1 Demographie

Diese Kohorte besteht aus 15 Hepatitis B monoinfizierten Patienten (8 Manner)
mit einem Alter von im Median 41 Jahren (Range 25-65 Jahre). 9 Patienten
stammen aus Europa, 5 aus Asien und einer aus Afrika. Die Erstdiagnose der
HBV-Infektion wurde im Median vor 12 Jahren (Range 4-28 Jahre) gestellt.

Die durchschnittliche Dauer der antiviralen Vortherapie betragt 41 Monate
(Range 19-63 Monate) und die Therapielinie vor Umstellung betragt 3
Behandlungen (Range 1-5 Behandlungen). 2 Patienten wurden mit Entecavir-
und 5 mit Adefovir-Monotherapie vorbehandelt. Weitere 8 Patienten bekamen

Adefovir und Lamivudin in Kombination (s. Tab 2).

4.1.1.2 ALT und HBV Serologie

Vor Umstellung auf die Kombinationstherapie betrug die ALT im Median 0,77
ULN (upper limit of normal) (Range 0,37-1,96 ULN) und 5 von 15 Patienten
hatten einen erhdhten ALT-Wert (>1 ULN) (s.Tab. 3).

In dieser Kohorte waren 9 von 15 Patienten HBeAg- positiv und die mediane
Viramie lag bei 2x10° Kopien/ml (Range 9x10°% - 4x10” Kopien/ml). Unter den
Patienten zeigte sich eine Verteilung der HBV-Genotypen in 7x D, 3x C, 3x A,
1x G, und 1x unbekannt (s. Tab. 3).

Das HBsAg wurde quantitativ nach Laurell gemessen und lag im Median der
letzten vorliegenden Werte bei 11 ug/ml (Range 0,5- 38 pug/ml).
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Baseline Charakteristika unter ADV+ETV

Pat. Sex Alter 1_'h_erapie- Vorheri_ge aJLLrN) HBeAg :-IK%\&IZE/:“) Genotyp
Nr. (m/w) (Jahre) linie Therapie BL BL BL
1. w 56 3 ADV 0,94 positiv 1*10° D
2. w 41 4 ADV+LAM 0,66 negativ 2*10° D
3. w 28 3 ETV 0,77 positiv 5%10* C
4. w 25 5 ETV 0,43 positiv 1*10° D
5. m 63 2 ADV+LAM 0,78 positiv 2*10* A
6. m 59 2 ADV+LAM 1,34 positiv 9*10° A
7. m 31 2 ADV+LAM 0,7 positiv 2*10° D
8. w 26 4 ADV+LAM 1,23 positiv 4107 D
9. w 60 3 ADV 0,37 negativ 4*10* o]
10. m 65 3 ADV+LAM 1,14 positiv 2*10° A
11. w 45 2 ADV+LAM 0,57 positiv 1*10° D
12. m 41 3 ADV+LAM 1,72 negativ 1*10° o]
13. m 52 2 ADV 0,7 negativ 1*10* G
14. m 39 2 ADV 1,96 negativ 2*10° nd
15. m 34 2 ADV 0,46 negativ 6*10° D

Tabelle 3: Baseline Charakteristika unter ADV + ETV. (m=mannlich; w=weiblich;
ADV=Adefovir; LAM=Lamivudin; ETV=Entecavir; ULN=upper limit of normal;
BL=Baseline; nd=nicht durchgefihrt).

4.1.1.3 Leberstatus

In der letzten Sonographie vor Umstellung zeigte sich bei 4 Patienten ein
unauffalliger Befund, bei 9 Patienten ein leichter Leberschaden bei einem
Patienten eine fortgeschrittene Fibrose, und bei einem Patienten eine
Leberzirrhose (s.Tab. 4).

Leberbiopsien wurden bei 9 der 15 Patienten durchgefthrt. Ein Patient zeigte
keine fibrotischen Veranderungen, 3 Patienten eine milde Fibrose, 3 Patienten
eine maBige Fibrose, und 2 Patienten eine Leberzirrhose.

Bei Patient #6 und #7 zeigte sich histologisch ein schwerer
Leberparenchymschaden, allerdings wurde dieser 2007 sonographisch als
leichter Leberparenchymschaden beschrieben (s. Tab. 4).
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Leberstatus

Letzte Biopsie . .
Pat. Nr. Letzte Sonografie vor Therapieumstellung
Grad* Stadium* Jahr

1. nd leichter Leberparenchymschaden

2. 1 1 2003 leichter Leberparenchymschaden

3. nd leichter (mé&Big) Leberparenchymschaden
4. 1 0 2006 unauffallig

5. nd unauffallig

6. 3-4 2004 leichter Leberparenchymschaden

7. 2-3 2004 leichter Leberparenchymschaden

8. nd Unauffallig

9. 2005 Unauffallig

10. 2 2005 leichter Leberparenchymschaden

11. 1 2004 leichter leberparenchymschaden

12. nd leichter Leberparenchymschaden

13. 2 4 2006 Zirrhose

14. Fibrose-index 1 fortgeschrittene Fibrose

15. nd leichter (mé&Big) Leberparenchymschaden

Tabelle 4: Leberstatus (nd=nicht durchgefiihrt; * nach Desmet et al.)

4.1.1.4 Resistenzen vor Therapieumstellung

Vorhergehende Resistenztests, welche aus der Patientenakte entnommen
wurden, sind durch die Mikrobiologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf durchgefiihrt worden. (s. Tab. 5)

Flr diese Arbeit konnte aus dem Serum vor Therapieumstellung bei 14 von 15
Patienten eine Mutationsanalyse durchgefihrt werden. Von einem Patienten
(#14) stand kein Material zur Verfigung (s. Tab. 5).

In dem INNO-LiPA DRv2 Hybridisierungsassay zeigten 4 Patienten eine HBV-
Wildtypsequenz, 2 Patienten eine rtA181V+rtN236T Mutation, 7 Patienten eine
rtL180M+rtM204V Mutation und ein Patient eine rtA181T Mutation.

Im Prototyp DRv3-Teststreifen wurde bei Patient #5 zuséatzlich die rtM250V
Resistenz detektiert. Es wurden weder Tenofovir (rtA194T; rtV214A; rtQ215S)
noch weitere Entecavir (rtT184S; rtS202G/C/I) spezifische Resistenzen in den
Patientenseren nachgewiesen.

Um eventuelle Mutationen zu entdecken welche durch den INNO-LiPA
Lineprobeassay (DRv2 und DRv3) nicht detektierbar sind, wurde zusatzlich eine
direkte Sequenzierung durchgefliihrte (s. Methoden). Diese zeigte bei Patient #2
eine rtL163V und eine rtV2531 Mutation. Die rtl163V Mutation wurde als
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Komutation mit LAM- und ETV-Resistenzen assoziiert [64], die rtl253V Mutante
wurde bisher noch nicht beschrieben.

Patient #2, #8 und #13 zeigten in der direkten Sequenzierung nicht die rtA181T
Mutation welche zuvor durch den INNO-LiPA DRv2 Hybridisierungs assay
nachgewiesen wurde. Bei Patient #3 zeigte sich die rtL180M + rtM204V
Mutationen nicht und es wurde eine Wildtypsequenz nachgewiesen (s. Tab. 5).

Resistenzen vor Therapieumstellung

Pat. Bek_annte Resistenztest zum Umstellungszeitpunkt
Nr. Resistenzen vor - -
Umstellung (INNO-LiPA DRv2/DRv3) Sequenzierung
1. wt wt wt
2. wt rtA181V; rtN236T rtL163V;rtN236T;rtV253I1
3. wt rtL180M; rtM204V wt
4. rtA181T wt wt
5. wit rtL180M; rtM204V; rtM250V rtL180M; rtM204V
6. rtM2041 rtL180M; rtM2041 Seq. nicht erfolgreich
7. rtL180M; rtM2041 rtL180M; rtM2041 rtL180M; rtM2041
8. rtA181T rtA181T wt
9. rtL180M; rtM2041 rtL180M; rtM204V rtL180M; rtM204V
10. rtL180M; rtM204V rtL180M; rtM204V rtL180M; rtM204V
11. wt wt wt
12. wit wit wit
13. nd rtN236T; rtA181T rtN236T
14. nd Kein Serum vorhanden Kein Serum vorhanden
15. nd rtL180M; rtM204V rtL180M; rtM204V

Tabelle 5: Resistenzen vor Therapieumstellung. Auffalligkeiten sind Fett
hervorgehoben (wt=Wildtyp; nd=nicht durchgeflhrt).

4.1.2 Therapieverlauf unter Adefovir + Entecavir

4.1.2.1 HBV-DNA

Bei 11 von 15 Patienten ist nach im Median 14 Monaten (Range 8-20 Monate)
Therapiedauer, die Viruslast unter die Nachweisgrenze (<400 Kopien/ml)
gefallen (s. Tab. 6). Die Virusreduktion bis zum jeweils letzten bestimmten Wert
betragt im Median 3,7 log Kopien/ml (Range 0,3-4,97 log Kopien/ml), p< 0,001.
Nach 3 Monaten Therapie mit Adefovir und Entecavir konnte bereits bei 4 von
14 Patienten kein Virus mehr detektiert werden. Bei 13 von 14 Patienten konnte
eine signifikante Verminderung der HBV-DNA nachgewiesen werden, im
Median 1,9 log Kopien/ml (Range -1- 4 log Kopien/ml), P=0,005 (s. Abb. 11).
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Nach 6 Monaten konnte bei 11 von 13 Patienten kein Virus mehr quantifiziert

werden. Im Median war die HBV-DNA um 3 log Kopien/ml (Range 1,6- 4,5 log

Kopien/ml), p<0,001 gesunken.

Unter Behandlung mit Adefovir + Entecavir zeigte sich in dieser Kohorte nach

im Median 6 Monaten ein Abfall der Viramie unter die Nachweisgrenze (400

Kopien/ml). Die Schatzgenauigkeit liegt zwischen 5 und 7 Monaten (s. Abb. 12).
Die Mediane HBV-DNA-Reduktion nach 9 Monaten (N= 12) betrug 3,8 log

Kopien/ml (Range 0,3-4,97 log Kopien/ml). 10 von 12 Patienten waren zu

diesem Zeitpunkt nicht mehr viramisch. Nach 12 Monaten konnte bei 7 von 9

Patienten kein Virus mehr nachgewiesen werden (s. Tab. 6)

HBV-DNA im Therapieverlauf

Pat. HBVDNA _HBV DNA (Kopien/mi) Letzter Zeit der Therapie
Nr. Baseline M3 M6 M9 Mi2 Mi5 Wert (Monate)
1. 1*10° ud ud ud ud (M9) 13

2. 2*10° ud ud ud ud (M12) 13

3. 5*10* 500 ud ud ud ud (M12) 13

4. 1*10° 1000 5%10* 5*10*(M9) 14

5. 2*10* 600 ud ud ud ud (M15) 20

6. 9*10° 700 ud ud ud ud (M12) 13

7. 2*10° ud ud ud (M9) 14

8. 4107 4*10° 8*10* 5*10° 4*10° 4*103(M12) 14

9. 4*10* 500 ud ud 500 900 900(M13) 14

10.  2*10° 4*10° 5%10* 1*10* 1*10*(M12) 14

1. 1+10° 6*10* ud ud ud ud (M12) 13

12, 1*10° 1*10° ud ud ud (M9) 14

13. 1*10* ud ud ud (M6) 8

14, 1,9710° ud ud ud ud (M12) 18

15.  6*10° 8+10* ud ud ud ud (M12) 13

Tabelle 6: HBV-DNA im Therapieverlauf. (ud= under detection; M=Monat)
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Abbildung 11: HBV-DNA-Verlauf unter Adefovir + Entecavir. Der Blasendurchmesser
entspricht der Anzahl der Patienten. Die Viruslast wurde in diesem Fall gerundet um
eine reprasentative Gruppe bilden zu kénnen. N beschreibt die Anzahl der Patienten zu
dem jeweiligen Monat. Nach 3 Monaten konnte bereits bei 4 von 14 Patienten kein
Virus mehr detektiert werden. Bei 13 von 14 Patienten konnte eine signifikante

Verminderung der Virdmie nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Kaplan Meier Kurve: Kohorte 1. Im Median kommt es nach 6 Monaten
zu einem Abfall der Virdmie unter 400 Kopien/ml. Die Schatzgenauigkeit liegt zwischen
5,043 und 6,957 Monaten.
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Hervorzuheben ist, dass die Virusmenge von Patient #4 nach 9 Monaten im
Vergleich zum 3. Monat um 1,7 log angestieg. Bei diesem Patienten wurde
nach 9 Monaten aufgrund einer Behandlungs-Incompliance des Patienten die
Behandlung abgebrochen (s. Abb. Therapieverlaufe).

Bei Patient #8 und #10 zeigte sich im Verlauf eine langsame jedoch stetige
Reduktion der HBV-DNA um 4 log bzw. um 2,3 log Kopien/ml im Vergleich zum
Ausgangswert nach Umstellung auf die Kombinationstherapie. Bei beiden
Patienten war jedoch nach 12 Monaten weiterhin eine Viramie nachweisbar.

Bei Patient #9 war nach 2 Messungen unterhalb der Nachweisgrenze die
Viruslast auf 900 Kopien/ml angestiegen.

Bei 6 von 15 Patienten konnte im Median nach insgesamt 35 Monaten (Range
24-42 Monate) unter antiviraler Therapie erstmals durch Umstellung auf die
Kombinationstherapie ein Abfall der Viruslast auf Werte unterhalb der
Nachweisgrenze (<400 HBV-DNA Kopien/ml) erreicht werden (s. Abb.
Therapieverlaufe).

4.1.2.2 ALT

Die jeweils letzten bekannten ALT- Werte zeigten eine mediane Reduktion der
ALT um 0,14 (Range -0,14- 0,8) fold ULN (P= 0,064) im Vergleich zum ALT-
Wert bei Umstellung (s. Tab. 7).

Die Werte der ALT waren nach 3 Monaten Therapiedauer im Median um 0,03
fold ULN (Range -2,84- 0,4) gesunken (P= 0,314). Bei 9 von 15 Patienten kam
es zu einem Abfall der ALT.

Nach 6 Monaten zeigte sich eine durchschnittliche ALT-Reduktion von 0,18 fold
ULN (Range -0,2- 0,8). Bei 11 von 13 Patienten konnte die ALT vermindert
werden. Bei 12 Patienten zeigte sich nach 9 Monaten eine ALT Reduktion von
im Median 0,2 fold ULN (Range -0,22- 0,76) und nach 12 Monaten bei 11
Patienten von 0,16 fold ULN (Range -0,14- 0,8).

3 von 5 Patienten mit erhdhter Baseline-ALT zeigten im Therapieverlauf einen
Abfall der ALT unter 1 ULN. 2 der Patienten zeigten nach Monat 9 bzw. 12
weiterhin einen erhéhten ALT-Wert. Bei Patient #12 kam es nach 3 Monaten zu
einem Anstieg der ALT um 2,84 fold ULN welche nach 6 Monaten allerdings
unter den Normwert fiel (s. Tab. 7).
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ALT im Therapieverlauf

Pat. ALT(ULN) _ALT(ULN) Letzter Zeit der Therapie
Nr. Baseline M3 M6 M9 Mi2 Mi5 Wert (Monate)
1. 094 0,86 0,69 0,43 0,51 : 051(M12) 13

2. 0,66 0,71 0,77 0,88 0,74 : 0,74M12) 13

3. 077 0,86 0,97 0,94 08 : 08M12) 13

4. 043 0,4 Nd 0,48 . : 0,48(M9) 14

5 0,78 0,62 06 0,66 06 0,56 0,56(M15) 20

6. 1,34 0,94 0,82 0,72 0,74 : 0,74M12) 13

7. 07 0,76 Nd 0,44 0,44(M9) 14

8. 1,23 1,09 0,91 0,97 0,74 : 0,74M12) 14

9. 037 0,49 0,49 0,49 0,51 : 051(M12) 14

10. 1,14 0,92 1,1 nd 1 : 1,0M12) 14

1. 057 0,46 0,54 0,49 0,69 : 0,69(M12) 13

12. 1,72 4,56 0,92 1,52 . : 1,52(M9) 14

3. 07 0,72 Nd . . : 072(M3) 8

14. 1,9 1,6 1,62 1,2 1,16 1,16(M12) 18

15. 046 0,44 0,32 nd 0,44 0,44M12) 13

Tabelle 7: ALT im Therapieverlauf. (nd=nicht durchgefihrt; ULN=upper limit of normal;
M=Monat)

4.1.2.3 HBeAg und HBsAg Status
HBeAg wurde bei 13 von 15 Patienten nach Umstellung auf die

Kombinationstherapie, bei Abschluss der Studie, bestimmt. Keiner der 9
HBeAg-positiven Patienten zeigte im Laufe der Kombinationstherapie eine
HBeAg-Serokonversion. Es konnte kein HBsAg-Verlust oder HBsAg-

Serokonversion nachgewiesen werden.

4.1.2.4 Sicherheit

Die Therapieumstellung wurde von allen Patienten ausgezeichnet toleriert und

es wurden keine Nebenwirkungen vermerki.
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4.1.3 Darstellung der Therapieverlaufe
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Abbildung 13: Oben: Patient#1; Mitte: Patient#2; Unten Patient#3. Patient#2
entwickelte innerhalb von 6 Monaten eine rtA181V und rtN236T Mutation, Patient#3

hatte einen Therapiestop mit ADV wegen V.a eine primare Nonresponse.
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Darstellung der Therapieverlaufe
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Abbildung 14: Oben: Patient#4; Mitte: Patient#5; Unten: Patient#6. Patient#4 hatte ein
Therapieabbruch wegen V.a. Incompliance, Patient#5 zeigte zusatzlich eine rtM250V

Mutation.
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Abbildung 15: Oben: Patient#7; Mitte: Patient#8; Unten: Patient#9.
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Darstellung der Therapieverlaufe
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Abbildun 16: Oben: Patient#10; Mitte: Patient#11; Unten: Patient#12.
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Darstellung der Therapieverlaufe
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Abbildung 17: Oben: Patient#13; Mitte: Patient#14; Unten: Patient#15. Von Patient
#14 stand kein Serum fur Resistenztests zur Verflgung.
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4.2 Kohorte 2 (Tenofovir + Entecavir)

4.2.1 Baseline Charakteristika

4.2.1.1 Demographie

Diese Kohorte besteht aus 12 Hepatitis B-monoinfizierten Patienten (12
Méanner) mit einem Alter von im Median 48,5 Jahren (Range 31-66 Jahre).

8 Patienten stammen aus Europa, zwei aus Afrika und 2 aus Asien. Die
Erstdiagnose der HBV-Infektion wurde im Median vor 8 Jahren (Range 4-24
Jahre) gestellt.

Die durchschnittliche Dauer der antiviralen Vortherapie betragt 65 Monate
(Range 6-107 Monate) und die Therapielinie vor Umstellung betragt 3
Behandlungen (Range 1-6 Behandlungen). Die letzte Therapie vor Umstellung
war bei jeweils einem Patienten eine Adefovir-, Entecavir-, Lamivudin-, oder
Tenofovir-Monotherapie. Ein Patient bekam die Kombination aus Lamivudin +

Tenofovir und 7 Patienten Lamivudin + Adefovir (s. Tab. 8).

4.2.1.2 ALT und HBV Serologie

Bei Umstellung auf die Kombinationstherapie betrug die ALT im Median 1,45
ULN (Range 0,38-4,1 ULN). 10 von 12 Patienten hatten einen erhéhten ALT-
Wert (>1 ULN) (s. Tab. 8).

Der HBeAg-Status war bei 9 von 12 Patienten positiv und die Mediane Viramie
lag bei 3x10° Kopien/ml (Range 7x103-7x10° Kopien/ml). In dieser Kohorte
verteilen sich die HBV-Genotypen unter den Patienten auf 10x D und 2x E (s.
Tab. 8).

Das HBsAg bestimmt nach Laurell lag im Median der letzten vorliegenden
Werte bei 9 ug/ml (Range 0,5-280ug/ml).
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Baseline Charakteristika unter Tenofovir + Entecavir
ALT HBeAg HBV DNA

Pat. Sex Alter Therapie  Vorherige

Nr. (m/w) (Jahre) -linie Therapie g‘ILLN) BL g(Lopien/mI) Genotyp
1. m 31 3 ADV+LAM 1,34 positiv 7*10° D
2. m 54 4 ETV 1,08 negativ 1*10° D
3. m 48 2 ADV+LAM 1,66 positiv 5*10° D
4. m 44 4 ADV+LAM 4,1 positiv 7*10° D
5. m 49 3 ADV+LAM 1,56 positiv 2*107 D
6. m 62 1 LAM 1,92 negativ 7*10° D
7. m 36 6 LAM+TDF 0,38 positiv 8*10° D
8. m 33 3 ADV 3,5 positiv 5%10° E
9. m 54 3 ADV+LAM 1,26 positiv 6*10° D
10. m 59 2 ADV+LAM 0,92 negativ 1*10° E
11. m 32 2 ADV+LAM 2,66 positiv 5*10° D
12. m 66 3 TDF 1,35 positiv 7*10° D

Tabelle 8: Baseline Charakteristika unter TDF+ETV. (m=mannlich; w=weiblich;
ADV=Adefovir; LAM=Lamivudin; ETV=Entecavir; TDF=Tenofovir; ULN=upper limit of
normal; BL=Baseline; nd=nicht durchgefihrt).

4.2.1.3 Leberstatus

In der letzten Sonographie vor Umstellung zeigte sich bei 2 Patienten ein
leichter-, bei 3 Patienten ein maBiger-, und bei 3 Patienten einen deutlicher
Leberschaden. 4 Patienten zeigten eine ausgepréagte Leberzirrhose (s. Tab. 9).

Leberbiopsien wurden bei 10 der 12 Patienten durchgefihrt. 2 Patienten
zeigten keine fibrotischen Veranderungen, zwei Patienten eine milde Fibrose, 4
Patienten einen maBigen Leberschaden, ein Patient eine schwere/hochgradige
Fibrose und ein Patient eine ausgepragte Leberzirrhose.

Patient #6 zeigte eine Leberzirrhose und wurde im November 2008
transplantiert. Ein bioptischer bzw. sonografischer Befund nach der
Transplantation liegt nicht vor. Die Biopsie liegt 1 Jahr vor der Sonographie
wodurch die Differenz der Befunde zu erklaren ware (s. Tab. 9).
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Leberstatus

Letzte Biopsie !
Pat. Nr. Sonografie zur Umstellung

Grad* Stadium* Jahr

1. 2 2005 maBiger Leberschaden

2. 2005 deutlicher Leberschaden

3. nd Leberzirrhose

4. 2 1 1999 leichter Leberschaden

5. 1 1 2007 maéBiger Leberschaden

6. 3 2 2006 Leberzirrhose

7. 1 0 2006 leichter Leberschaden

8. nd Leberzirrhose

9. 3 4 2004 Leberzirrhose

10. 2 2 2007 fortgeschrittener Leberschaden
1. 1 0 unbekannt Leberschaden mit Fettkomponente
12. 1 2 2005 maBiger Leberschaden

Tabelle 9: Leberstatus. (nd= nicht durchgefiihrt; * nach Desmet et al.)

4.2.1.4 Resistenzen vor Therapieumstellung

Vorhergehende Resistenztests, welche aus der Patientenakte entnommen
wurden, sind durch die Mikrobiologie des Universitatsklinikums Hamburg-
Eppendorf durchgefiihrt worden. (s. Tab. 10)

Es wurde bei 10 von 12 Patienten eine Mutationsanalyse im Serum vom
Zeitpunkt der Umstellung auf Tenofovir und Entecavir durchgefiihrt. Von Patient
#4 und #6 stand kein Material zur Verfigung.

In dem INNO-LiPA DRv2 Hybridisierungs assay zeigten 2 Patienten eine HBV-
Wildtypsequenz, 3 Patienten eine rtA181V+rtN236T Mutation, 2 Patienten eine
rtL180M+rtM204V Mutation, und ein Patient eine rtL80V/I+rtM2041 Mutation.
Weitere zwei Patienten zeigten Resistenzmuster wie rtL80V/I+rtL180M+rtM2041
oder rtL180M+rtA181V+rtM204V (s. Tab. 10).

Bei keinem Patienten konnte mittels Prototyp DRv3-Teststreifen eine
zusatzliche Resistenzmutation ermittelt werden. Es wurden weder Tenofovir
(tA194T; rtV214A; rtQ215S) noch Entecavir (rtT184S; rtS202G/C/l;
rtM250V/I/L) spezifische Resistenzen detektiert.

Um eventuelle Mutationen zu entdecken welche durch den INNO-LiPA
Lineprobeassay (DRv2 und DRv3) nicht detektierbar sind, wurde eine direkte
Sequenzierung durchgefihrt (s. Methoden). Diese zeigte keine weiteren
Mutationen. Bei Patient #5 und Patient #8 konnte in der direkten Sequenzierung
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die rtN236T Mutation, welche sich im INNO-LiPA Testverfahren zeigte, nicht
bestatigt werden (s. Tab. 10).

Patient #2 und #11 zeigten innerhalb eines kurzen Zeitintervalls zwischen dem
letzten Resistenztest der Mikrobiologie und den im Rahmen dieser Arbeit
durchgeflihrten Tests unterschiedliche Sequenzen.

Resistenzen vor Therapieumstellung

Resistenztest zum Umstellungszeitpunkt

Pat. Bekannte Resistenzen
Nr. vor Umstellung (INNO-LiPA DRv2/DRv3) Sequenzierung
1. nd wit wit
2. rtN236T rtL180M;rtA181V;rtM204V rtL180M; rtA181V;rtM204V
3. rL80I; rtM204l rtL8OI;rtL 180M;rtM204I rL8OI; rtL180M; rtM204I
4, MA181V; tM2041; tN236T  nd nd
5. MA181V rtA181V;rtN236T MA181V
6. rtM2041 nd nd
7. rtM204 rtL180M;rtM204V rtL180M; rtM204V
8. MA181V; tN236T rtA181V;rtN236T MA181V
9. rL8OV; rtM204l rL8OV;rtM204I rL8OV; rtM204I
10.  riL180M; rtM204V rtL180M; rtM204V rtL180M; rtM204V
1. nA181T wt wt
12 rA181V; rtN236T MA181V; tN236T MA181V; tN236T

Tabelle 10: Resistenzen vor Therapieumstellung. Auffélligkeiten sind Fett
hervorgehoben (wt=Wildtyp; nd=nicht durchgefiihrt)

4.2.2 Therapieverlauf unter Tenofovir + Entecavir

4.2.2.1 HBV-DNA

Bei 11 von 12 Patienten ist nach im Median 10 Monaten (Range 3-16 Monate)
Therapiedauer die Viruslast unter die Nachweisgrenze (<400 Kopien/ml)
gefallen (s. Tab. 11). Die Virusreduktion bis zum jeweils letzten bestimmten
Wert betragt im Median 4,4 log Kopien/ml (Range 2,1-7,7 log Kopien/ml), P<
0,001.

Nach 3 Monaten Therapie mit Tenofovir + Entecavir konnte bereits bei 5 von 12
Patienten kein Virus mehr detektiert werden. Bei 12 von 12 Patienten konnte
eine signifikante Verminderung der Virdmie nachgewiesen werden, im Median
um 3,2 log Kopien/ml (Range 0,94- 7,15 log Kopien/ml) (P<0,001) (s. Abb. 18).
Nach 6 Monaten Therapiedauer war die Virusmenge bei 10 von 11 Patienten
unterhalb der Nachweisgrenze. Im Vergleich zum Wert bei Umstellung ist eine
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Reduktion der Virusmenge um 4,54 log Kopien/ml (Range 1,7-8,1 log
Kopien/ml) (P<0,001) zu vermerken.

In dieser Kohorte kam es nach im Median 6 Monaten zu einem Abfall der
Viramie unter 400 Kopien/ml. Die Schatzgenauigkeit liegt zwischen 5,2 und 6,8
Monaten (s. Abb. 19).

Bei 5 von 7 Patienten war bei Monat 9 keine HBV-DNA mehr im Serum
nachzuweisen. 2 von 7 Patienten zeigten einen leichten Anstieg der

Virusreplikation (s. Tab. 11).

HBV-DNA im Therapieverlauf

HBV DNA (Kopien/ml)

Pat. HBV DNA Letzter Zeit der Therapie
Nr. Baseline M3 M6 M9 M12 M15 Wert (Monate)
1. 7108 ud ud ud(M6) 7

2. 1*10° 700 2000 ud ud(M9) 10

3. 5*10° 700 ud ud ud ud(M12) 14

4, 7*10° 200000  ud 1000 1000(M9) 1

5. 2*10’ 2000 ud 2000 ud ud ud(M15) 16

6. 710° ud ud ud ud ud(M12) 14

7. 8*10° ud ud ud ud(M9) 10

8. 5*10° 2000 ud ud ud(M9) 12

9. 6*10° ud ud ud(M8) 9

10.  1*10° 8000 ud ud(M8) 7

1. 5*10° 40000 ud ud(M6) 8

12, 7*10° ud ud(M3) 3

Tabelle 11: HBV-DNA im Therapieverlauf (ud=under detection; M=Monat).
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Abbildung 18: HBV-DNA Verlauf unter Tenofovir + Entecavir. Der Blasendurchmesser

entspricht der Anzahl der Patienten. Die Viruslast wurde in diesem Fall gerundet um
eine reprasentative Gruppe bilden zu kénnen. N beschreibt die Anzahl der Patienten zu
dem jeweiligen Monat. Nach 3 Monaten konnte bereits bei 5 von 12 Patienten kein
Virus mehr detektiert werden. Bei 12 von 12 Patienten konnte eine signifikante

Verminderung der Virdmie nachgewiesen werden.
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Abbildung 19: Kaplan-Meier Kurve: Kohorte 2. Im Median kommt es nach 6 Monaten
zu einem Abfall der Virdmie unter 400 Kopien/ml. Die Schatzgenauigkeit liegt zwischen
5,2 und 6,8 Monaten.
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Hervorzuheben ist in dieser Kohorte, das sich bei Patient #4 nach 3 Monaten
eine HBV-DNA Reduktion von 4,5 log Kopien/ml und nach 6 Monat von 8,2 log
Kopien/ml nachwies. Dieser Patient war zuvor Uber 84 Monate antiviraler
Therapie nie unter 1*10°> HBV-DNA Kopien/m| gemessen worden.

Bei Patient #1 wurde die HBV-DNA ebenfalls in 34 Monaten Therapie nicht
unterhalb von 5*10° Kopien/ml bestimmt. Bei der 3 Monats Messung war sie
bereits um 7,2 log Kopien/ml auf 50 Kopien/ml gefallen.

Bei 5 von 12 Patienten kam es im Therapieverlauf nach 3 Monaten bereits zu
einem rapiden Abfall der HBV-DNA um mehr als 4,5 log Kopien/ml.

Pat#6 entwickelte ein HCC und wurde im November 2007 Lebertransplantiert.
Die Therapie mit Tenofovir und Entecavir wurde fortgesetzt. Die Transplantation
lag zwischen dem 3- und 6-Monatswert.

Bei 7 von 12 Patienten war es, unter langjahriger Therapie (Median 41
Monaten, Range 15-114 Monate), zuvor nicht gelungen, die Viruslast unter die
Nachweisgrenze zu senken. Unter der Kombinationstherapie war bei diesen

Patienten erstmals kein Virus zu detektieren. (s. Therapieverlaufe).

4.2.2.2 ALT

Der Median des jeweils letzten vorliegenden ALT- Wertes betrug 0,94
ULN(Range 0,3-2,36 ULN). Dies bedeutete eine Reduktion, im Vergleich zum
ALT- Wert bei Umstellung, um 0,34 fold ULN (Range -0,36- 3,06 fold ULN) (P=
0,043).

Nach 3 Monaten zeigte sich unter Kombinationstherapie bei 6 von 11 Patienten
ein Anstieg der ALT (P= 0,698).

Nach 6 Monaten zeigte sich bei 6 von 11 Patienten ein erhéhter ALT-Wert. Im
Vergleich zum Umstellungszeitpunkt war bei 3 von 11 Patienten ein Anstieg der
ALT zu beobachten. Die Reduktion betrug im Median 0,26 fold ULN (Range -
0,36- 2,68 fold ULN) (P= 0,105).

Nach 9 Monaten Therapiedauer liegen 6 Werte vor, und die mediane Reduktion
der ALT-Werte war 0,87 fold ULN (Range 0,44-1,2 fold ULN) (s. Tab. 12).
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ALT im Therapieverlauf

Pat. ALT(ULN) ALT(ULN) Letzter Zeit der Therapie
Nr. Baseline M3 M6 M9 M12 M15 Wert (Monate)
1. 1,34 1,4 1,7 . . . 1,7(M6) 7

2. 1,08 1,24 0,94 ) . 0,94(M6) 10

3. 1,66 2,28 1,8 1,18 0,8 . 0,8(M12) 14

4. 41 2,34 1,72 1,04 . . 1,04(M9) 11

5. 1,56 1,74 1,3 1,2 1,2 1,22 1,22(M15) 16

6. 1,92 1,7 0,54 0,44 . . 0,44(M9) 14

7. 0,38 0,46 0,38 0,48 0,3 . 0,3(M12) 10

8. 3,5 1,26 0,82 0,7 ) . 0,7(M9) 12

9. 1,26 0,56 0,48 . . . 0,48(M6) 9

10. 0,92 0,92 1,24 . . . 1,24(M6) 7

11. 2,66 3,9 2,36 . . . 2,36(M6) 8

12. 1,32 1,2 1,2(M3) 3

Tabelle 12: ALT im Therapieverlauf. (nd=nicht durchgefthrt; ULN=upper limit of
normal; M=Monat)

4.2.2.3 HBeAg und HBsAg Status

HBeAg wurde bei 11 von 12 Patienten nach Umstellung auf die
Kombinationstherapie, bei Abschluss der Studie, bestimmt. Keiner der 9
HBeAg-positiven Patienten zeigte im Laufe der Kombinationstherapie eine
HBeAg-Serokonversion. Es konnte kein HBsAg-Verlust oder HBsAg-

Serokonversion nachgewiesen werden.

4.2.2.4 Sicherheit

Die Therapieumstellung wurde von allen Patienten ausgezeichnet toleriert. Es

wurden keine Nebenwirkungen vermerki.
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4.2.3 Darstellung der Therapieverlaufe
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Abbildung 20: Oben: Patient#1; Mitte:Patient#2; Unten Patient#3. Patient #1 wurde
unter 34 Monaten antiviraler Therapie nicht unterhalb von 5*10° Kopien/ml gemessen.

Die 3 Monatsmessung zeigte bereits einen Abfall um 7,2 log Kopien/ml.
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Darstellung der Therapieverlaufe
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Abbildung 21: Oben: Patient#4, Mitte: Patient#5; Unten: Patient#6. Patient#6 hat Z.n
LeberTx. Aktuelle Therapie besteht aus einer HBV-Reinfektionsprophylaxe mit
TDF+ETV und Hepatec (200E i.v. bei einem Abfall des Anti-HBs-Titers unter 1000
ME/mI). Es ist nur der 3 Monatswert eingetragen. Nach 12 Monaten war der Patient
weiterhin HBV-DNA negativ (s. Tab. 11).
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Darstellung der Therapieverlaufe
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Abbildung 22: Oben: Patient#7; Mitte: Patient#8; Unten: Patient#9.
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Darstellung der Therapieverlaufe
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Abbildung 23: Oben: Patient#10, Mitte: Patient#11, Unten: Patient#12. Patient #11
wurde erst seit Umstellung auf die Kombinationstherapie im Universitatsklinikum
Eppendorf behandelt. Es existierte nur ein Wert vor Umstellung welcher in der Tirkei
bestimmt wurde. Bei Patient#12 war bei Abschluss der Studie nur ein 3 Monatswert
vorhanden.
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5 Diskussion

Die Entwicklung von antiviralen Resistenzen stellt ein groBes Problem in der
Behandlung der chronischen Hepatitis B dar und ist einer der haufigsten
Grunde eines Behandlungsversagens mit Nukleos(t)id-Analoga [38]. Die
europdische Leitlinie empfiehlt bei Resistenzentstehung unter einer HBV-
Monotherapie eine ,add-on“-Therapie mit einem Nukleos(t)id-Analogon mit nicht
Uberlappendem Resistenzprofil [17]. Es gibt aber bisher nur wenige Studien, auf
welche sich diese Empfehlung stiitzt [4, 65].

Es wurde gezeigt, dass eine Kombinationstherapie mit Nukleos(t)id-Analoga mit
nicht Uberlappenden Resistenzprofilen (Adefovir + Lamivudin) die Entstehung
von Resistenzen vermindert und somit einen klaren klinischen Vorteil fir bereits
unzureichend vortherapierte Patienten besitzt. Es konnte jedoch sowohl bei
Einsatz ,de-novo“ als auch im Sinne einer Rescuetherapie keine starkere
antivirale Effektivitat als bei einer Monotherapie nachgewiesen werden [5, 66].
Es scheint als richte sich die antivirale Potenz einer Kombinationstherapie nach
dem potenteren Partner, da kein Synergismus beschrieben wurde und beide
Nukleos(t)id-Analoga das gleiche virale Target besitzten. Vassiliadis et al. zeigte
in einer 4 Jahresstudie bei LAM- resistenten Patienten, dass eine
Kombinationstherapie vs. Monotherapie eine bessere antivirale Wirksamkeit
aufwies [67].

Erstmals untersucht diese retrospektive Kohortenstudie die Wirksamkeit und
Sicherheit der Kombinationstherapien Adefovir + Entecavir und Tenofovir +
Entecavir, die im Sinne einer Rescuetherapie bei HBV-monoinfizierten
Patienten mit komplexen viralen Resistenzmustern und/oder vorhergehenden

suboptimalen Therapieansprechen eingesetzt wurden.

Die unterschiedlichen antiviralen Resistenzen (s.u.) und der haufige
Therapiewechsel fihren zu einem heterogenen und schwierigen
Patientenkollektiv. In beiden Kohorten war die Kombinationstherapie im Median
bereits der 4. Therapiewechsel in der Behandlungslinie. 60% (16/27) der hier
vorgestellten Patienten wurden vor Umstellung auf die Rescuetherapie bereits
mit einer Kombinationstherapie (56% Adefovir + Lamivudin) behandelt und

60



zeigten unter dieser kein oder nur ein suboptimales Therapieansprechen.

Beide Kombinationstherapien erwiesen sich in ihrer Effektivitdt der
Virussupression als &uBerst potent und wirksam. Bei 73% (11/15) und 92%
(11/12) der Patienten unter Adefovir + Entecavir bzw. Tenofovir + Entecavir war
im Median nach 14 und 10 Monaten Therapiedauer die Viramie unter die
Nachweisgrenze von 400 Kopien/ml gefallen.

Im Vergleich mit einer Tenofovir-Monotherapie [68], welche bei 20 Patienten
nach viralem Durchbruch unter Lamivudintherapie und darauf folgendem
suboptimalem Therapieansprechen unter Adefovirtherapie im Sinne einer
Rescuetherapie untersucht wurde, zeigt sich auch hier eine hohe antivirale
Effizienz. Bei 95% (19/20) der Patienten kam es nach im Median 12 Monaten
zu einer Reduktion der Viruslast unter die Nachweisgrenze (<400 Kopien/ml)
[68].

In einer grdBeren internationalen und multizentrischen Studie flhrte eine
Tenofovir-Monotherapie nach im Median 23 Monaten bei 79% (103/131) der
Patienten zu einem Abfall der HBV-DNA unter die Nachweisgrenze (<400
Kopien/ml). Die Vortherapien waren Lamivudin (n=18), Adefovir (n=8),
sequentielle Lamivudin- Adefovir- Therapie (n=73) oder add-on im Sinne einer
Kombinationstherapie mit Adefovir + Lamivudin (n=29) [45].

Eine Tenofovir- Monotherapie zeigt also ebenfalls eine gute antivirale Effizienz
in therapieerfahrenen Patienten. Die Patienten dieser Studien hatten allerdings
weniger komplexe Therapieverldufe mit héchstens einem Therapiewechsel vor
Umstellung und kein Patient [68] bzw. nur 21/113 (19%) Patienten zeigten zum
Zeitpunkt der Umstellung ADV-Resistenzen [45].

Unter den beiden oben erwdhnten Tenofovir-Monotherapie Studien zeigte die
gréBere multizentrische Untersuchung  ein weniger  homogenes
Patientenkollektiv und ein geringeres virales Ansprechen von Tenofovir (79%
vs. 95%). Bei bestehender ADV-Resistenz zeigt eine Tenofovir-Monotherapie
eine deutlich verminderte antivirale Wirksamkeit (s.u.).

Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen hingegen, dass weder ADV- Resistenzen
noch die Vorbehandlung mit einer Kombinationstherapie die Effizienz der
Kombinationstherapien vermindert bzw. beeinflusst haben (siehe auch unten).
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Interessanterweise war es bei 48% (13/27) der Patienten unter langjahriger
antiviraler Therapie zuvor noch nicht gelungen, die Viruslast unter die
Nachweisgrenze zu senken. Unter der jeweiligen Kombinationstherapie war bei

diesen Patienten nun erstmalig kein Virus zu detektieren.

Im Gegensatz zu einer Tenofovir-Monotherapie erwies sich in einer Studie von
Janssen et al. eine Entecavir-Monotherapie, bei 14 Patienten (57% mit LAM-
Erfahrung) mit vermindertem Therapieansprechen nach 12 Monaten
Behandlung mit Adefovir, als Rescuetherapie weniger effektiv. Nach im Median
15 Monaten wurde bei nur einem Patienten die HBV-DNA unterhalb der
Nachweisgrenze (<373 Kopien/ml) gemessen [69]. Shim et al. bestatigte bei
Patienten mit klinischer ADV- und LAM-Resistenz (n=50) und bei Patienten mit
einer klinischen LAM-Resistenz (n=38) die schwache antivirale Effizienz von
Entecavir als Rescuetherapie. Nach 48 Wochen wurden auch hier nur 10%
(5/50) und 34% (13/38) der Patienten HBV-DNA negativ (<51 Kopien/mL)

gemessen [70].

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass ein switch auf Entecavir +
Adefovir nach suboptimalen Therapieansprechen bei einer sequentiellen- (n=5)
oder Kombinationstherapie (n=8) mit Adefovir und Lamivudin bei 10/13 (77%)
Patienten zu einer viralen Supression unter die Nachweisgrenze (<400
Kopien/ml) fUhrte. Dies bestatigte den Vorteil einer Kombinationstherapie als

Rescuetherapie und die Empfehlung der Leitlinie.

HBeAg und HBsAg

Eine HBeAg-Serokonversion bei HBeAg-positiven chronischen Hepatitis B-
infizierten Patienten ist mit einem verbesserten Krankheitsverlauf assoziiert [15,
71, 72] und somit eines der Behandlungsziele [17]. Interferon a war lange der
Goldstandard fiir das Erreichen einer HBeAg- Serokonversion und zeigte nach
1 Jahr héhere HBeAg-Serokonversionsraten als Lamivudin oder Adefovir [73-
75].

Trotz der besseren antiviralen Wirksamkeit von Entecavir und besonders
Tenofovir, verglichen mit Adefovir und Lamivudin [29, 76], zeigte sich aber unter
allen Nukleos(t)id-Analoga bei therapienaiven Patienten eine ahnliche HBeAg-
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Serokonversionsrate, welche sich auf ~20% nach einem Jahr Therapie belauft
[77].

Entgegen dieser Daten zeigte sich in unseren Kohorten, ungeachtet der
signifikanten Virussupression, sowohl unter Adefovir + Entecavir als auch unter
Tenofovir + Entecavir nach 14 und 10 Monaten weder eine Serokonversion
noch ein Verlust des HBe- oder HBs- Antigens.

Diese Patienten wurden allerdings schon Uber langen Zeitraum behandelt (41
und 65 Monate) und unter keiner der Vortherapien (einige bekamen auch
Interferon) kam es zu einer HBeAg- Serokonversion. Hohe ALT- Werte (>5x
ULN) und eine niedrige Viramie bei Umstellung sind mit héheren HBeAg-
Serokonversionsraten verbunden [78]. Nur ein geringer Teil (3/27) der hier
vorgestellten Patienten zeigte ALT-Werte >2x ULN, jedoch eine hohe Viramie
bei Umstellung auf die Kombinationstherapie.

Unter Interferon Therapie zeigte sich, dass der Genotyp A mit héheren HBeAg
Serokonversionsraten einherging als Genotyp D oder C [79-81]. In unserer

Untersuchung war tGberwiegend Genotyp D (7/14 und 10/12) nachweisbar.

Resistenzen

Besonders an dem hier vorgestellten Patientenkollektiv ist, dass ein GroBteil
der Patienten bereits unter vorhergehenden Therapien antivirale Resistenzen
entwickelte. 71% (10/14) und 80% (8/10) der Patienten mit Resistenztests bei
Umstellung auf Adefovir + Entecavir bzw. Tenofovir + Entecavir zeigten
antivirale Resistenzen. Als primare Resistenzmutationen wurde bei 50% (7/14)
und 40% (4/10) der Patienten eine rtM204V Mutation, bei 14% (2/14) und 30%
(3/10) eine Kombination der Resistenzmutationen rtA181V + rtN236T und bei
7% (1/14) eine rtA181T Mutation bzw. 10% (1/10) eine Kombination der
rtA181V + rtM204V Mutation nachgewiesen.

Andere Studien wiesen, wie bereits oben erwéhnt, fir eine Tenofovir-
Monotherapie bei Patienten mit ADV- Resistenzen eine verminderte antivirale
Effektivitat auf (52% <400 Kopien/ml) [45, 82]. Eine Entecavir-Monotherapie war
bei Patienten mit ADV- und/oder LAM- Resistenzen nur schwach potent [70].
Interessanterweise konnte in unserer Arbeit jedoch kein Zusammenhang
zwischen einem verminderten Therapieansprechen und einer der oben

beschriebenen Resistenzen festgestellt werden. Patienten mit multiplen
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antiviralen Resistenzen hatten innerhalb kirzester Zeit eine signifikante
Virusreduktion. Weder vorliegende LAM- noch ADV- Resistenzen haben die
Wirksamkeit der Kombinationstherapien beeinflusst. Patienten mit multiplen
antiviralen Resistenzen, einer Monoresistenz oder ohne Resistenzmuster,

zeigten keinen signifikanten Unterschied im Therapieansprechen.

Abzuwarten bleibt, wie die Resistenzentstehung sich unter einer
Kombinationstherapie (ber einen langen Behandlungszeitraum entwickelt.
Bisherige Daten zeigten, dass die Resistenzentwicklungsrate geringer ist als
unter einer Monotherapie [5, 66].

Sicherheit

Zur Sicherheit einer Kombinationstherapie mit Nukleos(t)id-Analoga bei
Behandlung einer chronischen Hepatitis B-Infektion gibt es bisher nur wenige
Langzeitdaten. Besonders diese Daten sind aber von Bedeutung, denn haufig
bedarf es Jahre, wenn nicht einer lebenslangen antiviralen Therapie, um eine

klinische Besserung der viralen Infektion zu ereichen [83].

Die gute Vertraglichkeit einer Monotherapie mit Nukleos(t)id-Analoga Uber einen
Zeitraum bis zu 6 Jahren ist bekannt und wurde in Studien bestéatigt. Lamivudin
[84] und Adefovir [18] zeigten nach 6 und 5 Jahren keine schwerwiegenden
Nebenwirkungen. In einer kleinen Studie von Lange et al. kam es unter
Entecavir-Monotherapie innerhalb der ersten 240 Behandlungstage bei 5/16
Patienten zu einer Laktatazidose. Alle 5 Patienten hatten eine ausgepragte
verminderte Leberfunktion mit einem MELD-score >20. Die Ubrigen 11
Patienten hatten einen MELD-score <18. 1/5 der Patienten mit Laktatazidose
verstarb. Die Anderen zeigten eine Besserung nach Absetzen bzw.
Therapiepause mit Entecavir [85]. Die Ursache scheint hier in einer verstarkten
mitochondrialen Toxizitat begriindet zu sein. Nach dieser Studie sollte Entecavir
bei Patienten mit einem schweren Leberschaden nur vorsichtig eingesetzt
werden.

Eine Monotherapie mit Tenofovir zeigte nach 23 Monaten keine
Nebenwirkungen und keinen signifikanten Anstieg des Serum-Kreatinins [45].

Einzelne Félle berichten von einer unter Behandlung mit Tenofovir
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aufgetretenen Niereninsuffizienz, renal tubuldren Abnormalitdten und einer
Verminderung der Knochendichte [86, 87]. Diese Nebenwirkungen wurden bei
HIV-Patienten, welche Gber langen Zeitraum behandelt wurden, beobachtet.
Lampertico et al. zeigte flr eine Behandlung tber 3 Jahre mit der Kombination
Lamivudin + Adefovir eine gute Vertraglichkeit. Bei 7% (10/145) der Patienten
musste allerdings die Dosierung von Adefovir aufgrund eines Kreatinin-Anstiegs
vermindert werden [4]. Eine andere Studie zeigte bei 45 Patienten, welche im
Median 4 Jahre mit Adefovir + Lamivudin behandelt wurden, keine
Nebenwirkungen [67].

Bei HIV/HBV-koinfizierten Patienten gibt es einige Erfahrungen mit der
Behandlung durch eine Kombinationstherapie aus Tenofovir + Lamivudin bzw.
Emtricitabine, welche keine erhdhten Nebenwirkungsraten und
Medikamenteninteraktionen zeigten [88, 89].

Es bleibt abzuwarten, inwieweit eine langerfristige Kombinationstherapie
negative Einflisse auf die renale Vertraglichkeit, insbesondere die tubulare
Nierenfunktion, besitzt.

In Rahmen unseres Beobachtungszeitraumes (10 und 14 Monate) wurden
beide Kombinationstherapien gut toleriert und bei keinem Patienten

Nebenwirkungen in der Patientenakte vermerkt.

Vergleich der antiviralen Effizienz beider Kombinationstherapien
Betrachtet man die Viramie bei Umstellung, im Median 2x10° vs. 3x10°
Kopien/ml und die sonografischen (s. Tab. Leberstatus) Befunde, erscheint das
Patientenkollektiv der Kohorte 2, fortgeschrittener im Krankheitsverlauf. Nach
den vorliegenden Ergebnissen ist bei Therapie mit Tenofovir + Entecavir jedoch
eine schnellere Virusreduktion als unter Adefovir + Entecavir zu erwarten. Nach
3 Monaten wurde bei 93% (13/14) vs. 100% (12/12) (ADV + ETV vs. TDF +
ETV) der Patienten ein Abfall der Viramie nachgewiesen. Im Median betragt die
Reduktion nach 3 Monaten 1,9 vs. 3,2 log Kopien/ml. Die Virusreduktion nach
14 und 10 Monaten betragt im Median 3,7 vs. 4,4 log Kopien/ml. 73% vs. 92%
der Patienten wurden bis Ende des Beobachtungszeitraumes HBV-DNA negativ
gemessen (ADV + ETV vs. TDF + ETV).

Dieses Ergebnis bestéatigt die starkere antivirale Potenz von Tenofovir
gegenlber Adefovir [29]. Ein Vorteil eines effizienteren initialen virologischen
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Therapieansprechens von Tenofovir + Entecavir kdnnte die Entwicklung von
geringeren antiviralen Resistenzraten sein [16, 90].

Fazit

Zusammenfassend war die Rescuetherapie mit Adefovir + Entecavir und
Tenofovir + Entecavir bei mehrfach vorbehandelten Patienten mit zum Teil
multiplen Resistenzmutationen und fortgeschrittenen Leberparenchymschaden
effizient, sicher und wurde gut toleriert. In beiden Kohorten gab es keine
signifikanten Veranderungen in der Patientencompliance vor und nach Beginn
der Kombinationstherapie. Beide Kombinationstherapien flhrten zu einer
starken viralen Supression und im Gegensatz zu einer Tenofovir-Monotherapie
konnte kein Zusammenhang zwischen einem verminderten
Therapieansprechen und vorliegenden antiviralen Resistenzen (insbesondere
ADV-Resistenzen) beobachtet werden.

Besonders die Kombination mit Tenofovir + Entecavir scheint eine gute
Therapieoption bei schwierigen Patienten mit fortgeschrittenem Leberschaden,
langjéhriger Therapie und multiplen antiviralen Resistenzen darzustellen. Bei
Patienten mit schwerem Leberschaden muss die Mdglichkeit der Entstehung
einer Laktatazidose unter Behandlung mit Entecavir bedacht werden.

Eine Kombinationstherapie sollte auf Grund der fehlenden Langzeitdaten und
der bei Therapieversagen oder Resistenzentstehung, bisher fehlenden weiteren
Behandlungsoptionen, nur vorsichtig eingesetzt werden. Nach van Bémmel et
al. ist bei einer LAM-Monoresistenz, entgegen der Leitlinienempfehlung, eine
Tenofovir-Monotherapie sehr effektiv und sollte Gberdacht werden [45]. Zudem
sind bisher keine Resistenzen gegen Tenofovir bekannt geworden [53, 54].
Diese monozentrische Studie untersuchte nur ein kleines Patientenkollektiv und
es handelt sich um eine nicht-kontrollierte und rein beobachtende Studie,
welche mit im Median 14 und 10 Monaten einen relativ kurzen
Untersuchungszeitraum hat.

Daher sind prospektive Studien sowie ein langerer Untersuchungszeitraum
notwendig, um Uber die Langzeitsicherheit, die antivirale Langzeiteffektivitat und
die Entstehung neuer viraler Mutationen unter Gebrauch dieses
therapeutischen Ansatzes bei chronischen Hepatitis B-infizierten Patienten mit
fortgeschrittenem Leberschaden weitere Erfahrungen zu sammelin.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war erstmals die Wirksamkeit und die Sicherheit von
Adefovir und Entecavir sowie Tenofovir und Entecavir als Kombinationstherapie,
in therapieerfahrenen adulten CHB-Monoinfizierten Patienten mit multiplen
antiviralen Resistenzen und/oder fortgeschrittenem Leberschaden zu
untersuchen. Daflir wurden die Daten von 27 Patienten retrospektiv erhoben
und ausgewertet. Die Patientenseren vom Zeitpunkt der Umstellung auf die
Kombinationstherapie wurden mittels INNO-LIiPA DRv2/DRv3- Line Probe
Assay und direkter Sequenzierung auf antivirale Resistenzen getestet.

In beiden Kohorten erwies sich die Kombinationstherapie im Sinne einer
Rescuetherapie als effizient, sicher und wurde gut toleriert. Bei 73% der
Patienten unter Adefovir + Entecavir und bei 92% der Patienten unter Tenofovir
+ Entecavir war nach 14 und 10 Monaten keine Virdmie mehr nachzuweisen.
Insbesondere bestehende antivirale Resistenzen haben die Effektivitat nicht
nachweisbar beeinflusst und unter allen Patienten wurden keine signifikanten

Nebenwirkungen vermerkt.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Kombinationstherapie eine gute
Therapieoption bei schwierig zu therapierenden chronisch HBV-infizierten
Patienten mit fortgeschrittenem Leberschaden, bereits langjahriger antiviraler
Vortherapie und/oder multiplen antiviralen Resistenzen zu sein scheint.
Besonders bei Patienten mit einer ADV-Resistenz, zeigte sich eine
Kombinationstherapie gegenlber einer Monotherapie Uberlegen.

Der weitere Verlauf dieser Studie und neue kontrollierte prospektive Studien
sind notwendig, um Uber die antivirale Langzeiteffektivitat einer
Kombinationstherapie bei CHB-Infizierten Patienten mit fortgeschrittenem
Leberschaden zu urteilen.
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