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Zusammenfassung

Weltweit gibt es laut WHO ca. 58 Millionen Menschen mit einer chronischen
Hepatitis-C-Virus (HCV) Infektion und jahrlich stecken sich ca. 1,5 Millionen
Menschen neu mit diesem Virus an (Stand 2019). Da die Folge einer chronischen
Hepatitis-C-Virus Infektion eine potenziell tédlich verlaufende Leberzirrhose oder
die Entwicklung eines Hepatozellularen Karzinoms sein kdnnen, ist eine friihe

Diagnose und eine adaquate Therapie eine wichtige Aufgabe in der Medizin.

Die bisherige Therapie erfolgte mittels pegyliertem Interferon und Ribavirin und
seit einigen Jahren auch interferonfrei mittels Direkter Antiviraler Agenzien
(DAA). Vor allem beim alteren Therapieregime konnten viele Nebenwirkungen
und haufiger auch ein Therapieversagen auftreten, sodass ein leicht zu
gewinnender Biomarker nutzlich ware, der die Patienten mit Therapieversagen

frihzeitig und im besten Fall sogar vor Therapiebeginn detektieren kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Spiegel von extrazellular im Blut
zirkulierender, leberspezifischer microRNA miR-122 auf Eigenschaften als
solche potenzielle Biomarker untersucht. Dazu wurden die Patientenseren von
insgesamt 60 Patienten mit chronischer Hepatitis-C-Virus Infektion analysiert, die
mittels pegyliertem Interferon und Ribavirin behandelt wurden. Vor, wahrend und
nach der Therapie wurden verschiedene Laborparameter sowie die miR-122 in
den Patientenseren bestimmt. 20 dieser Patienten zeigten ein dauerhaftes
Ansprechen auf die Therapie (sustained virological response = SVR), 20 zeigten
nach einem initialen Therapieansprechen ein Ruckfall der Erkrankung (Relapse)

und 20 Patienten sprachen gar nicht auf die Therapie an (Non-Responder = NR).

Zunachst wurden die sogenannten Baseline-Charakteristika der Patienten vor
Therapiebeginn untersucht. Dabei konnten wir jedoch keinen Unterschied
zwischen den Patientengruppen hinsichtlich der Alanin-Aminotransferase (ALT)
und Aspartat-Aminotransferase (AST), zwei Laborparameter zur Bestimmung
einer Leberschadigung, sowie der HCV-RNA, ein Parameter zur Bestimmung der

Viruslast bei Patienten mit einer HCV-Infektion, feststellen.

Auch die miR-122-Spiegel zeigten vor Therapiebeginn keinen signifikanten
Unterschied zwischen den drei Patientengruppen. Daraus wurde geschlossen,



dass man die miR-122 vor Therapiebeginn nicht als prognostischen Marker flr

einen Therapieerfolg verwenden kann.

Beim Vergleich der miR-122-Spiegel mit den Laborparametern konnte eine
signifikante Korrelation zwischen der miR-122 und der ALT, AST und der
Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) festgestellt werden. Die miR-122 scheint
somit ahnlich wie die anderen Laborparameter eine Leberzellschadigung

widerzuspiegeln.

Nach dem Therapiebeginn konnte bereits ab Woche 4 ein signifikanter
Unterschied zwischen den SVR und Non-Respondern sowie zwischen den
Relapsepatienten und den Non-Respondern festgestellt werden. Jedoch war der
Unterschied zwischen den SVR und den Relapse-Patienten nicht signifikant,
sodass man weiterhin keine Unterscheidung dieser beiden Patientengruppen

machen konnte.

Auch die ALT- und HCV-RNA-Spiegel zeigten einen ahnlichen Verlauf. In den
Gruppen der SVR und Relapse-Patienten zeigte sich im Laufe der Therapie ein
Ruckgang der Parameter wohingegen die Gruppe der Non-Responder keine

signifikante Dynamik aufwies.

Zum Schluss wurden die miR-122-Spiegel 12 bzw. 24 Wochen nach
Therapieende bestimmt, dem sogenannten Zeitpunkt des Follow-Up bei dem der
Therapieerfolg laut Leitlinie mit Hilfe der HCV-RNA-Messung bestimmt wird.
Dabei konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den miR-122-Spiegeln bei
den SVR-Patienten und den anderen beiden Patientengruppen festgestellt

werden.

In Zusammenschau dieser Ergebnisse kann man sagen, dass die miR-122 gut
geeignet ist um ahnlich wie die HCV-RNA den Therapieverlauf widerzuspiegeln.
Als prognostischer Parameter bzw. Biomarker fur ein Therapieansprechen ist sie
jedoch nicht geeignet, da keine Unterscheidung zwischen den einzelnen
Patientengruppen vor Therapiebeginn mdglich ist und wahrend der Therapie
lediglich die Non-Responder und nicht die Relapse-Patienten detektiert werden

konnen.



Abstract

According to the WHO, there are approximately 58 million people worldwide with
chronic hepatitis C virus (HCV) infection, and approximately 1.5 million people
become newly infected with this virus each year (as of 2019). Since the
consequence of chronic hepatitis C virus infection can be potentially fatal liver
cirrhosis or the development of hepatocellular carcinoma, early diagnosis and

adequate therapy is an important task in medicine.

Therapy to date has been by means of pegylated interferon and ribavirin and, for
some years, also interferon-free by means of direct antiviral agents (DAA).
Especially with the older therapy regimen many side effects and more often
therapy failure could occur, so that an easily obtainable biomarker would be
useful to detect patients with therapy failure early and in the best case to predict

therapy failure before therapy start.

In the present work, the levels of the extracellularly circulating liver-specific
microRNA miR-122 were investigated for potential biomarker properties during
HCV therapy. For this purpose, patient sera from a total of 60 patients with
chronic hepatitis C virus infection treated by pegylated interferon and ribavirin
were examined. Before, during and after therapy, various laboratory parameters
as well as miR-122 in the patient sera were examined. 20 of these patients
showed a sustained virological response (SVR), 20 showed a relapse of the
disease after an initial response and 20 patients did not respond to the therapy

at all (non-responder = NR).

Initially, the so-called baseline characteristics of the patients were investigated
before the start of therapy. No differences were found between the patient groups
in terms of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase
(AST), two laboratory parameters used as markers of liver injury, and HCV-RNA,
a parameter used to estimate viral load in patients with HCV infection.

Also, miR-122 levels showed no significant difference between the three patient
groups before therapy initiation. Therefore, it can be concluded that miR-122

baseline levels were not prognostic for therapy success.

When miR-122 levels were compared with laboratory parameters, a significant

correlation was found between miR-122 and ALT, AST, and gamma-glutamyl
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transferase (GGT). Thus, miR-122 appeared to reflect hepatocellular injury

similar to the other laboratory parameters.

After therapy initiation, a significant difference between SVR and non-responders
and between relapse patients and non-responders was observed as early as
week 4. However, the difference between the SVR and relapse patients was not
significant. Therefore, it was still not possible to distinguish between these two

groups of patients.

ALT and HCV-RNA also showed a similar trend. The SVR and relapse patient
groups showed a decrease in parameters over the course of therapy whereas the

non-responder group did not show significant dynamics.

Finally, miR-122 levels were determined 12 and 24 weeks after the end of
therapy, the so-called time of follow-up, at which the success of therapy is
determined by HCV RNA measurement according to the guideline. This revealed
a significant difference between miR-122 levels in SVR patients and the other two

patient groups.

In synopsis of these results, it can be concluded that miR-122 is well suited to
reflect treatment success similar to HCV RNA. However, it is not suitable as a
prognostic parameter or biomarker for therapy response, since no differentiation
between the individual patient groups is possible before the start of therapy and
only the non-responders and not the relapse patients can be detected during

therapy.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hepatitis-C-Virus

Das Hepatitis-C-Virus (HCV) gehort zu der Gattung der Hepaciviren in der
Familie der Flaviviridae und besteht aus einer einzelstrangigen RNA positiver
Polaritat ((+)ssRNA).1(P766).2(p531) Aufgrund einer hohen genetischen Variabilitat
sind inzwischen 8 Genotypen mit diversen Subtypen bekannt.'®767).3 Der
Genotyp 1 ist mit 78 % in Deutschland am haufigsten vertreten.2(P531)

Das Hepatitis-C-Virus wurde erstmals 1989 identifiziert (vorher Non-A-Non-B-
Hepatitis).# Laut einer Einschatzung der WHO?® hatten 2015 weltweit 71
Millionen Menschen eine chronischen Hepatitis-C-Infektion und die weltweite
Pravalenz lag bei 1 %. 399 000 Menschen starben aufgrund einer durch
Hepatitis-C-Virus verursachten Lebererkrankung und die Anzahl an Hepatitis-C-
Neuinfektionen wurde auf 1,75 Millionen geschétzt.>¢ Die Ubertragung erfolgt
parenteral, wobei das Risiko einer Infektion bei Menschen mit intravenésem
Drogenabusus (65 %) sowie Mannern, die sexuellen Kontakt mit Mannern

haben (6 %), in Deutschland am groRten ist.2(P531)

1.1.1 Klinischer Verlauf

Nach einer Inkubationszeit von 6-10 Wochen verlauft die Hepatitis-C-Infektion in
ca. 75 % der Falle symptomlos. Durch eine starke Immunantwort mittels
CD8*-cytotoxischer T-Zellen und den CDA4*-T-Helferzellen kann es zu einer
Ausheilung der Infektion kommen. In 50-80 % der Falle besteht nach 6 Monaten
noch eine HCV-Infektion (Nachweis von HCV-RNA) und es kommt zu einer
Chronifizierung. Gelingt es nicht die chronische HCV-Infektion erfolgreich zu
behandeln, kommt es nach ca. 10-20 Jahren bei 10-30 % der Patienten zur
Entwicklung einer Leberzirrhose. Von den Patienten mit einer Leberzirrhose
versterben ca. 25 % an einem Leberversagen und jahrlich erkranken 1,5 -7 %

an einem hepatozellularen Karzinom (HCC).(pp769-770)
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/ XO-BO%

/1 5-30%

1,5-7%/ 25%,
Jahr

Abb. 1. Klinischer Verlauf einer Hepatitis-C-Virus (HCV) Infektion.
HCC = Hepatozellulares Karzinom

1.1.2 Diagnostik

Zur Diagnostik bzw. zum Screening einer Hepatitis-C-Infektion gehort die
Bestimmung von Antikérper gegen HCV (anti-HCV) mittels Immunoassay. Da
das Immunoassay sehr sensitiv ist, also auch falsch positive Befunde vorliegen
koénnen, sollte zur Sicherung der Diagnose die HCV-RNA nachgewiesen werden.
Ebenso ist es sinnvoll bei Verdacht auf eine HCV-Infektion auch gleich einen
direkten  Virusnachweis  (HCV-RNA-Bestimmung  mittels = PCR-Test)
durchzufuhren, da ein positiver Antikdrpernachweis erst 7-8 Wochen nach
Infektion auftreten kann (diagnostische Lucke). Die HCV-RNA ist bereits 1-2
Wochen nach Infektion nachweisbar. Bei einem Nachweis einer HCV-Infektion
ist ein weiterer wichtiger Schritt, eine Bestimmung des Genotyps durchzufihren,

da hiervon die Prognose und Therapie abhangig ist."(®770).2(p532)7

Es werden zusatzlich klinisch-chemische  Basistests sowie eine

Oberbauchsonographie durchgefuhrt.

Zu den klinisch-chemischen Basistests gehort die Bestimmung der
Transaminasen, wozu die Aspartat-Aminotransferase (AST) sowie die Alanin-

Aminotransferase (ALT) zahlen. Die AST wird ubiquitar exprimiert, und weist
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Einleitung

auch in der Leber eine hohe Aktivitat auf. Die ALT entfaltet ihre spezifische
Aktivitat vor allem in der Leber und der Niere, aber auch in der Skelettmuskulatur,
Herz, Milz, Pankreas und Lunge. Eine Erhohung dieser Werte kann auf eine

Leberzellschadigung (Nekrose) hinweisen.8(Pp97-99).9,10

Die Gamma-Glutamyl-Transferase (GGT) ist ein Enzym, welches in vielen
Geweben exprimiert wird, jedoch mengenmalig das gréflite Vorkommen in der
Leber und die grofdte spezifische Aktivitat in der Niere aufweist. Es zeigt frihzeitig

eine Leber- oder Gallengangsstorung an.!

Bei jedem Patienten sollte eine Oberbauchsonografie zum Ausschluss einer
Leberzirrhose durchgeflihrt werden. Zur Bestimmung des Fibrosegrades
(Staging) und der entzundlichen Aktivitat (Grading) gilt eine Leberbiopsie als
Goldstandard. Diese invasive Diagnostik sollte jedoch nur dann erfolgen, wenn

das Ergebnis flr das therapeutische Vorgehen entscheidend ist.2(P533).7

Als nichtinvasive Methode zur Bestimmung eines Fibrosestadiums gilt die

Elastografie, bei der mittels Ultraschall die Steifigkeit der Leber bestimmt wird.”

1.1.3 Therapie

Die Therapieoptionen richten sich je nach Genotyp, einer vorangegangenen

Therapie oder dem Vorliegen eines Fibrosestadiums.

Zur Therapie der chronischen HCV-Infektion sind sowohl die bereits in der
Vergangenheit eingesetzten Substanzen (pegyliertes Interferon alpha und

Ribavirin) als auch die neueren Direkt Antiviralen Agenzien (DAA) zugelassen.’

Die Standardtherapie einer chronischen Hepatitis-C-Infektion war in der
S3-Leitlinie AWMF von 2010 die Gabe von pegyliertem Interferon alpha und
Ribavirin. Die Therapiedauer richtete sich dabei vor allem nach dem Genotyp,
der HCV-RNA-Konzentration zu Therapiebeginn und inwieweit ein Abfall dieser
Konzentration im Laufe der Therapie erzielt werden konnte.'? Aufgrund der
Zulassung neuer Medikamente, die direkt antiviral gegen verschiedene Proteine
des Hepatitis-C-Virus wirken, wurde 2015 ein Addendum zur bereits
bestehenden Hepatitis-C-Leitlinie verfasst. Demnach ermdglichen die neuen

Medikamente eine interferonfreie Kombinationstherapie, die hocheffektiv,
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nebenwirkungsarm und mit einer kurzeren Therapiedauer verbunden ist. Dabei
ist die Art der Therapie auch vom Genotyp des Hepatitis-C-Virus, der

Vortherapien und dem Stadium der Lebererkrankung abhéngig.'%13

Auch die neuesten AWMF-Leitlinien von 2018 wurden 2020 mittels eines
Addendums aufgrund neuerer Direkter Antiviraler Agenzien (DAA) Uberarbeitet.
Diese sogenannten pangenotypischen DAA konnen primar ohne Bestimmung
des Genotyps eingesetzt werden. Dabei wird ein Therapieansprechen von

> 95 % erreicht.'

Im Gegensatz hierzu zeigte die Kombinationstherapie aus pegyliertem Interferon

alpha und Ribavirin eine Heilungsrate von 40 - 80 %, je nach Genotyp.'®771)

Zur Uberprifung des Therapieerfolges wird die Viruslast, das heilt die Menge
der nachweisbaren HCV-RNA im Blut, am Therapieende sowie 12 Wochen
spater bestimmt. Die in den alteren Leitlinien aufgeflhrten 24 Wochen zeigten
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Ergebnissen zu den beiden
Zeitpunkten, sodass die Kontrolluntersuchung zu einem friheren Zeitpunkt als

der zuvor ubliche Standard festgelegt werden konnte.

Als Non-Responder (NR) werden die Patienten betrachtet, bei denen kein oder
nur ein unzureichender Abfall der Viruslast detektierbar ist. Liegt die HCV-RNA-

Menge unter 25 IU/ml wird von einem Therapieerfolg ausgegangen.

Der Therapieerfolg wird standardmafig 12 Wochen nach Beenden der Therapie
bestimmt. Ist zu diesem Zeitpunkt keine HCV-RNA nachweisbar, spricht man
vom Sustained-virological response (SVR), das heil3t der Patient gilt als geheilt.
Steigt die Viruslast nach dieser Zeit erneut an, so spricht man von einem

Relapse.1(Pp770-771),14

Wahrend Ribavirin noch als Kombinationstherapie zum Einsatz kommt, wird das
PEG-Interferon alpha aufgrund der zahlreichen Nebenwirkungen, der geringeren
Ansprechraten sowie einer sicheren und effektiveren Therapiealternative mit

DAA in Deutschland nicht mehr eingesetzt.'®

Trotz der neuen Therapiemdglichkeiten finden sich noch zahlreiche Lander, in
denen auch die Interferon-Therapie weiterhin eine Rolle spielt. Pakistan hat mit
48 %' weltweit die zweithochste Pravalenz. In einer im Jahre 2020

veroffentlichten Studie' wurde die Kombinationstherapie mit Interferon und
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Ribavirin verwendet. Somit ist der Therapieansatz aus der INDIV-2 Studie, von
der die hier untersuchten Serumproben stammen, nicht vollkommen historisch,

sondern in manchen Teilen der Welt noch aktuell.®

1.2 microRNA

1.2.1 Bedeutung und Biogenese

MicroRNAs (miRNA) sind kleine, ca. 21-25 Nukleotide lange regulatorische RNA-
Molekule. Sie wurden erstmals 1993 beschrieben und seitdem wurden mehr als
tausend verschiedene miRNAs identifiziert. Sie wirken modulierend auf die
Aktivitat spezifischer messenger-RNA (mMRNA) und spielen eine entscheidende

Rolle bei vielen physiologischen und pathologischen Prozessen.'9-21

Die Biogenese der microRNA besteht aus zwei Schritten, die sich zum einen im
Zellkern als auch im Zytoplasma abspielen. Im Zellkern werden die microRNA
Gene zunachst durch die RNA Polymerase Il oder Il transkribiert, wodurch eine
primare microRNA (pri-miRNA) entsteht. Diese pri-miRNAs werden im nachsten
Schritt durch die RNase |l Endonuklease Drosha geschnitten und es entstehen
die ca. 70 Nukleotide langen precursor microRNAs (pre-miRNAs) mit einer
Haarnadelstruktur. Diese werden dann mittels GTP-abhangigem Transporter,
dem Exportin-5, ins Zytosol transportiert. Dort erfolgt die weitere Spaltung durch
die RNase Il Endonuclease Dicer in eine doppelstrangige, 21-25 Nucleotide
lange miRNA. Einer der beiden Strange wird in den Proteinkomplex RISC (RNA
induced silencing complex) eingebaut. Durch diesen Komplex wird die zur
miRNA komplementare messenger-RNA (mRNA) aufgesucht und durch
Spaltung degradiert oder die Translation wird inhibiert. 20-22-24

Es hat sich gezeigt, dass microRNAs bei der Kontrolle der Zellproliferation, der

Differenzierung sowie des Zelliberlebens eine entscheidende Rolle spielen.

So Ubernehmen einige microRNAs die Rolle von Oncogenen und werden in
manchen Tumoren Uberexprimiert, wie zum Beispiel miR-155 im
B-Zell-Lymphom, oder sie spielen eine Rolle als Tumorsuppressoren wie miR-15
oder miR-16 bei der Chronisch Lymphatischen Leukamie (CLL).?%25
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1.2.2 microRNA als Biomarker

Als Biomarker werden objektiv gemessene Parameter bezeichnet, die als
Indikatoren fir normale biologische oder pathologische Prozesse sowie flr

pharmakologische Reaktionen auf eine therapeutische Intervention wirken.28

Dass microRNAs als Biomarker dienen konnen, wurde bereits in friheren
Studien gezeigt. So wurde 2008 festgestellt, dass microRNAs im menschlichen
Blutplasma gesunder Patienten in einer stabilen Form vorliegen und weitgehend
resistent gegeniiber der RNase-Aktivitat im Plasma sind.'®2” Es konnte auch
gezeigt werden, dass unter optimalen Bedingungen (Lagerung bei -70°C) die
Stabilitdt der microRNA im Serum auch Uber einen langeren Zeitraum gegeben

ist.28

MicroRNAs koénnen gewebespezifisch, also hauptsachlich in einem Organ
exprimiert, aber auch unspezifisch sein und somit in mehreren Geweben

exprimiert werden.?®

Die miR-16 ist eine ubiquitar exprimierte microRNA, deren Rolle bereits 2002 in
Zusammenhang mit dem B-CLL (Chronische lymphatische Leukamie vom
B-Zell-Typ) beschrieben wurde. Dort wurde nachgewiesen, dass sowohl die
miR-15 als auch die miR-16 in der Mehrzahl der untersuchten B-CLL-Falle in
einer niedrigeren Konzentration als in gesundem Gewebe nachweisbar sind, die
Expression dieser beiden microRNAs vermindert und die gemessenen
Serumspiegel ebenfalls erniedrigt sind.3® Seitdem wurde in mehreren Studien
festgestellt, dass die miR-16 in zahlreichen Geweben vorkommt und als
Tumorsuppressor in verschiedenen Tumoren schwacher exprimiert wird wie zum
Beispiel dem Lungen-, dem Mamma- oder dem Magenkarzinom.3'-34 Die miR-16
blieb in einigen pathologischen Prozessen jedoch auch konstant, sodass sie

haufig auch als ein Referenzgen verwendet wurde.19:35-37

Im Gegensatz dazu zahlt die miR-122 zu den Gewebe-spezifischen microRNAs
und wird vor allem in der Leber exprimiert.?® Sie spielt eine wichtige Rolle im
Cholesterin- und Fettsduremetabolismus, wobei eine Hemmung der miR-122 zu

einer Abnahme des Plasma-Cholesterinspiegels sowie zu einem Anstieg der
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hepatischen Fettsaureoxidation fiihrt.3® Die miR-122 ist jedoch nicht nur in
physiologischen Vorgangen relevant, sondern auch in pathologischen
Vorgangen. Beispielsweise liegen erhohte Spiegel der extrazellular
zirkulierenden miRNA-122 sowohl bei toxischen als auch bei viral bedingten
Leberveranderungen vor.3%42 Sowohl Patienten mit einer Hepatitis-B-Infektion
als auch Patienten mit einer Chronischen-Hepatitis-C-Infektion weisen eine
Erhéhung der Serum-miR-122 im Vergleich zu nicht infizierten Patienten auf.40-43-
45 Dabei spielt die miR-122 eine wichtige Rolle bei der Virusreplikation des
Hepatitis-C-Virus. Durch eine genetische Interaktion zwischen der miR-122 und
des Virusgenoms wird die Virusreplikation erleichtert.*64” Bei dem
Hepatozellularen Karzinom hingegen liegen erniedrigte intrazellulare Spiegel der
miR-122 im HCC-Gewebe vor.48:49

Bisher gehorte zur Diagnostik einer Leberzellschadigung die Bestimmung der
Transaminasen ALT und AST im Serum. Dabei spielt vor allem die ALT eine
wichtige Rolle, da sie ihre spezifische Aktivitat vor allem in der Leber und in der
Niere hat.® Da sie jedoch auch in anderen Geweben exprimiert wird, kann es zum
Beispiel auch bei extrahepatischen Vorgangen wie einer
Skelettmuskelschadigung zu einer Erhdhung der ALT kommen.5%-%' Man kann bei
einer ALT-Erhdhung also nicht sicher davon ausgehen, dass eine
Leberzellschadigung die Ursache dafur ist, sondern es kdnnten auch andere
Gewebe in denen die ALT ihre spezifische Aktivitat aufweist daftir ursachlich sein,
wie z.B das Herz oder die Lunge. Aus diesem Grund ware ein zuverlassigerer
und Leber-spezifischer Biomarker wichtig, um sicher und frihzeitig das
betroffene Gewebe zu detektieren. In der Studie von Zhang et al.®' wurden die
miR-122 und die ALT bei unterschiedlichen Leberschadigungen untersucht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die miR-122 sensitiver ist, dass sie also
bereits einen geringen Leberschaden detektieren kann, bei dem die ALT noch
normwertig oder nur geringfugig erhoht ist. Aulerdem konnte gezeigt werden,
dass die miR-122 spezifischer ist als die ALT, da sie im Falle einer
Skelettmuskelschadigung im Gegensatz zur ALT keine signifikante Veranderung

zeigte.

Da bereits gezeigt wurde, dass extrazellular zirkulierende microRNAs als

Biomarker dienen konnten, sollte nun untersucht werden, ob die miR-122 im Falle
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einer Hepatitis-C-Virus-Infektion als Marker flr das Therapieansprechen dienen
kann. Des Weiteren sollte Uberprift werden, ob im Falle des Abfalls des miR-
122-Spiegels im Laufe der Therapie, diese microRNA als prognostischer Marker
fur ein Therapieansprechen genutzt werden kann. Diese Themen gilt es in der

folgenden Arbeit naher zu betrachten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Firma

ABsolute QPCR ROX Mix Thermo Scientific (Waltham, USA)

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

2.1.2 Kits

Bezeichnung Hersteller

miRNeasy MinieKit (50) Qiagen (Hilden)

TaqgManeMicroRNA Assay Applied Biosystems (Carlsbad, USA)
TagManeMicroRNA Reverse Applied Biosystems (Carlsbad, USA)

Transcription Kit

2.1.3 Gebrauchswaren

Bezeichnung Hersteller

ABsolute gPCR Seal Folie Thermo Scientific (Waltham, USA)
Multiply (96-Well ) PCR Plate Natural Sarstedt (NUmbrecht)

Multiply®-uStrip 8er-Deckelketten Sarstedt (NUmbrecht)
Pipettenspitzen Starlab (Ahrensburg)
Reaktionsgefalie (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt (NUmbrecht)
Thermo-Faste96 PCR Plate, weil® Thermo Scientific (Waltham, USA)
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2.1.4 Gerate
Bezeichnung Hersteller
Pipetten Gilson (Middleton, USA)

StepOnePlus.Real-Time PCR System Applied Biosystems (Carlsbad, USA)

Tischzentrifuge 5417R Eppendorf (Hamburg)
Ultrazentrifuge L8-M Beckman (Krefeld)

Veriti@96-Well Thermal Cycler Applied Biosystems (Carlsbad, USA)
Vortex Mixer IKA - MS3 Agilent Technologies (Boblingen)

2.1.5 Software

Bezeichnung Hersteller

BiAS software flir Windows, Version 9.07 Epsilon publishing (Hochheim-Darmstadt)

2.2 Methoden

2.2.1 Patientenauswahl

Es wurden 60 Patienten aus der INDIV-2 Studie®?, einer zwischen 2005 und 2010
durchgefihrten, prospektiv kontrollierten Multicenterstudie, ausgesucht. Dabei
handelte es sich um Patienten mit einer chronischen Hepatitis-C-Virus-Infektion
des Genotyps 1, die mit pegyliertem Interferon-alfa und Ribavirin (PEG-IFN-
alfa/RBV) behandelt wurden. Als weitere Einschlusskriterien fur die INDIV-Studie
galten das Alter zwischen 18 und 70 Jahren, Thrombozytenwerte > 80.000/ul,
Kreatininkonzentration im Serum < 1,5 mg/dL, keine Hepatitis-B- Virus- oder HIV-
Koinfektion, sowie keinen exzessiven Alkoholkonsum (Frauen <40 g/Tag,

Manner < 60 g/Tag).

Unter den 60 ausgesuchten Patienten waren 20, die ein langanhaltendes
Ansprechen auf die Therapie (SVR = sustained virological response) aufwiesen,

23



Matrial und Methoden

20 die nicht auf die Therapie ansprachen (NR = non-response) und 20 Patienten,
die nach anfanglichem Ansprechen wieder einen Ruckfall der Erkrankung erlitten
(Relapse). Die Auswahl der Patienten innerhalb dieser drei Gruppen entsprach

dem Zufallsprinzip.

Die Studie wurde von der Ethikkommission zugelassen und die schriftliche

Einverstandniserklarung der Patienten liegt vor.

2.2.2 Blutproben

Im Rahmen der INDIV-2-Studie®? wurden Blutproben bei den Patienten vor
Therapiebeginn (baseline), 4, 12 und 24 Wochen nach Beginn der
PEG-IFN-alfa/RBV- Therapie, am Ende der Therapie (EOT = End of treatment)
und 4, 12 oder 24 Wochen nach Ende der Therapie (FU = follow up) gesammelt.

Die Blutproben wurden aufbereitet und der Uberstand, das sogenannte

Patientenserum, wurde bei -80 °C bis zur Benutzung gelagert.

2.2.3 Klinische Laborwerte und HCV-Viruslast

Die Standardparameter der klinischen Laborwerte und die HCV-Viruslast wurden
jeweils zu den oben genannten Zeitpunkten im Rahmen der INDIV-2-Studie

mitbestimmt.52

2.2.4 RNA-Isolation aus Serum

Die RNA-Isolation wurde mit Hilfe des miRNeasy Mini Kit von Qiagen
durchgefuhrt.

Dabei wurden zu 200 ul Patientenserum 750 ul QIAzol (aus miRNeasy Mini Kit)
hinzugefligt, mit dem Vortex gemischt und finf Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert.

200 pl Chloroform wurden hinzugefugt, nochmals mittels Vortex gemischt und fur

zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
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Als nachstes erfolgt die Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C fir 15 Minuten.

Die dabei entstehende obere wassrige Phase wurde abgenommen (circa 600 ul)

und in ein 2 ml Eppendorfgefald Uberfuhrt.

1,5 Volumen Ethanol (900 pl) wurden hinzugefugt, durch Pipettieren gemischt
und anschlieBend auf eine RNeasy Mini Spin Saule (aus miRNeasy Mini Kit)

aufgetragen.

Die Saulen wurden bei 13.000 g bei 20-25°C fur 30 Sekunden zentrifugiert. Die
Flussigkeit in dem Eppendorfgefal® wurde verworfen und die Saule gewaschen,
indem 700 ul RWT-Puffer (aus miRNeasy Mini Kit) aufgetragen und anschlie3end
bei 13.000 g bei 20-25 °C flr eine Minute zentrifugiert wurde. Der wassrige Anteil

wurde jeweils verworfen.

Weiteres Waschen erfolgte durch zweimaliges Auftragen von 500 pl des
RPE-Puffers (aus miRNeasy Mini Kit) nach der jeweils die Zentrifugation bei
13.000 g bei 20-25 °C fur eine Minute erfolgte.

Die Saule wurde dann auf ein anderes 2 ml Eppendorfgefal® gesetzt und

nochmals bei 13.000 g bei 20-25 °C flur eine Minute zentrifugiert.

Die Gefalle wurden flr eine Minute offenstehen gelassen und anschlieRend

wurde die Saule auf ein 1,5 ml Eppendorfgefald gesetzt.

Zur Eluation der RNA wurden 30 yl RNase-freies Wasser (aus miRNeasy Mini
Kit) zentral auf die Membran der Saule platziert und eine Minute bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation bei 13.000 g

bei Raumtemperatur fir eine Minute.

Die isolierte RNA wurde bis zum weiteren Gebrauch bei -20 °C gelagert.

2.2.5 Relative Quantifizierung der microRNA mittels Real-Time-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

2.2.5.1 Reverse Transkription

Um eine relative Menge der microRNA in der Probe bestimmen zu kdnnen, muss

zuerst eine reverse Transkription erfolgen, bei der die microRNA in einen
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komplementaren  cDNA-Strang umgeschrieben  wird. Dazu  wurden
TagMan®MicroRNA Assays verwendet. Dabei binden microRNA-spezifische
stem-loop Primer an die zu untersuchende reife microRNA, die dann von der
Reversen Transkriptase verlangert wird.>*%* Der somit entstehende, zur
microRNA komplementare cDNA-Strang, ist durch die stem-loops deutlich langer
und bietet somit genug Bindungsstellen fir die Primer und die Sonde im nachsten
Schritt, der Real-Time-PCR.

Fur die reverse Transkription musste zunachst ein Master-Mix erstellt werden.
Dafur wurde fir jede zu untersuchender Probe folgende Substanzen aus dem

TagMan®MicroRNA Assay in ein auf Eis stehendes 1,5 ml Eppendorfgefafl

gemischt:
Verwendete Agenzien Menge
1. | RNase-freies Wasser 6,41 ul
2. | 10x RT Puffer 1,5 pl
3 dNTP mix (100 mM total) (Mischung aus dATP, 0,15 l
dCTP, dGTP, dTTP) ’
4 | RNase Inhibitor (20 U/pl) 0,19 ul
5. | Multiscribe™ RT-Enzym (50 U/ul) 1 ul
Total: 9,25 ul

+ 0,75 ul (20x RT-Primer
(microRNA-spezifisch))

Tabelle 1: Master-Mix-Ansatz fir Reverse Transkription

Da sowohl die miR-16 als auch die miR-122 untersucht werden sollten, wurde

der Master-Mix zweimal (also jeweils mit dem spezifischen RT-Primer) erstellt.

Auf eine 96 well Multiply PCR plate natural (Sarstedt Nimbrecht) wurde dann
jeweils 5 ul der isolierten RNA mit 10 pl des jeweiligen Master-Mixes gemischt,
mit Multiply®-uStrip 8er-Deckelketten (Sarstedt (Niimbrecht)) verschlossen und

kurz in der Ultrazentrifuge zentrifugiert.
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Anschlie3end erfolgte die Inkubation im PCR-Cycler flr 30 Minuten bei 16°C, fr
30 Minuten bei 42°C und flr funf Minuten bei 85°C. Bis zum weiteren Gebrauch

wurden die Proben auf 4°C abgekuhlt und bei dieser Temperatur gelagert.

2.2.5.2 Real-Time PCR

Fir die Real-Time PCR wurden erneut zwei Master-Mix-Ansatze erstellt (jeweils
fur die miR-16 und miR-122). Dabei wurde die doppelte Probenzahl berechnet,
da jede cDNA jeweils zweimal mit dem jeweiligen Master-Mix vermischt wird um

durch den Mittelwert der beiden Proben ein signifikanteres Ergebnis zu erhalten.

Folgende Substanzen wurden hierfir in ein auf Eis stehendes 1,5 ml

Eppendorfgefall gegeben:
Verwendete Agenzien Menge
1. | ABsolute QPCR ROX Mix 7,5 ul
(Thermo Scientific)
2. | RNase-freies Wasser 3,75 ul
3 | 20-fache TM-Sonde 0,75 ul

(jeweils spezifisch fur miR-16 oder miR-122)
(TagMan™MicroRNA Assay)

Total: 12 i

Tabelle 2: Master-Mix-Ansatz fur Real-Time PCR

Anschliefiend wurden jeweils 3 yl der cDNA mit 12 yl des Master-Mixes auf eine
Thermo Fast 96 PCR Plate (Thermo Scientific) aufgetragen und mit einer
ABsolute QPCR Seal (Thermo Scientific) verschlossen.

Nach kurzem Zentrifugieren mittels Ultrazentrifuge erfolgte die Real-Time PCR
auf einem StepOne™Plus Real-Time PCR System.

Dabei wurde die hitzestabile Tag-Polymerase durch Erhitzen der Proben fur zwei
Minuten auf 50°C und weitere 15 Minuten auf 95°C aktiviert. AnschlieRend
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erfolgten 40 Zyklen bei denen jeweils die Denaturierung bei 95°C fur 15
Sekunden erfolgte und die anschlieliende Polymerisation bei 60°C fur eine

Minute.

Bei der Denaturierung werden die beiden cDNA-Doppelstrange getrennt damit
sich anschlieRend bei der AbklUhlung die beiden Primer (ein forward und ein
reverse Primer) anlagern kénnen und die Tag-Polymerase den komplementaren

Strang synthetisieren kann.53:5

Auler den zwei Primern befindet sich noch eine Sonde in dem Master-Mix,
welche aus einem Oligonukleotid besteht und komplementar zu einem cDNA-
Abschnitt zwischen den zwei Primern ist. Das 5°-Ende der Sonde ist mit einem
fluoreszenten Reporter-Farbstoff markiert, wahrend sich am 3’-Ende ein
Quencher-Farbstoff befindet. Durch die raumliche Nahe der beiden Farbstoffe
wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffes durch einen Fluoreszenz-Energie-
Transfer (FET) unterdrickt. Erst nach der Synthese des komplementaren
Stranges kann durch die Exonuclease-Aktivitat der Tag-Polymerase der Reporter
vom Quencher getrennt werden. Durch die raumliche Trennung kommt es zur

Fluoreszenzentwicklung, die gemessen werden kann.%6

Der gemessene Cr-Wert (Threshold Cycle) gibt die Zyklenzahl an, bei der die
Reporter-Fluoreszenz einen vorher festgelegten Schwellenwert Uberschreitet.
Aus diesem kann man die relative cDNA-Menge berechnen. Je kleiner der

Cr-Wert ist, desto mehr cDNA war in der zu untersuchenden Probe.

2.2.6 Statistik

Fir alle statistischen Auswertungen wurde das Programm BIAS flr Windows
(Version 9.07, Epsilon-Verlag, Hochheim-Darmstadt, Deutschland) genutzt.
Korrelationskoeffizienten wurden mit der Rang-Korrelation nach Spearman
berechnet. Flr Gruppenvergleiche wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test
und der Kruskal-Wallis-Test angewandt. Fur die Subanalyse eines signifikanten
Kruskal-Wallis Test wurde die Bonferroni Korrektur angewandt. P Werte < 0.05
wurden als signifikant gewertet. Bei den Boxplot-Darstellungen sind Median

(mittlere horizontale Linie), 1. und 3. Quartil (Begrenzungen der Box), sowie die
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Spannweite (vertikale Linie) und die Einzelwerte (Punkte) gezeigt. Die
Abbildungen 2-6 wurden mit dem Programm GraphPad Prism (Version 10)

erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der Baseline-Charakteristika der Patienten

Insgesamt wurden 60 Patienten aus drei verschiedenen Patientenkollektiven
untersucht, um eine signifikante Aussage bezuglich der Unterschiede im
miR-122-Verlauf wahrend der Therapie treffen zu kdnnen. Die Therapie erfolgte
laut aktueller Leitlinie zum Zeitpunkt der Studiendurchfliihrung mittels pegyliertem

Inferferon alpha und Ribavirin.

Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der epidemiologischen sowie laborchemischen
Daten der drei verschiedenen Patientenkollektive. Diese umfassen Patienten mit
einem dauerhaften Therapieansprechen (SVR), Patienten mit einem initialen
Ansprechen und spateren Rezidiv (Relapse) sowie Patienten, welche nicht auf
die Therapie ansprachen (Non-Responder), jeweils vor Beginn der Therapie
(Baseline). Dargestellt sind dabei die Mittelwerte, die Standardabweichungen
sowie die p-Werte, die mittels Kruskal-Wallis-Test ermittelt wurden. Aus
epidemiologischer Sicht kann man sagen, dass es keinen signifikanten
Unterschied bezuglich Alter oder Geschlecht der Patienten zwischen den

einzelnen Patientengruppen gibt.

Bei den ermittelten Laborwerten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in
Bezug auf ALT, AST sowie der HCV-RNA zwischen den SVR-Patienten, den
Non-Respondern sowie den Relapse-Patienten. Lediglich die GGT-Werte wiesen
einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen auf. So waren die GGT-
Werte in der SVR-Gruppe deutlich niedriger als in den anderen beiden Gruppen
(p = 0,002).

Des Weiteren fiel auf, dass die Mittelwerte und die Standardabweichung
bezlglich der HCV-RNA bei den Patienten mit SVR niedriger waren als bei den

restlichen Gruppen. Statistisch war dieser Unterschied jedoch nicht signifikant.

Bei den durchgefihrten histologischen Untersuchungen wurden die
Entzindungsaktivitdt (Grading) der Leber sowie der Fibrosegrad (Staging)
bestimmt. Dabei wird das Grading in den Stadien 0 = keine Entziindungsaktivitat

bis 4 = schwere Entzundungsaktivitdt angegeben). Das Staging wird in den
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Stadien 0 = keine Fibrose bis 4 = Zirrhose angegeben. Statistisch zeigte sich
kein Anhalt flr einen signifikanten Unterschied des Fibrosegrades der Leber
(Staging), jedoch eine positive Korrelation des Gradings in den unterschiedlichen
Gruppen (p = 0,01). So wiesen die Patienten mit SVR im Schnitt eine geringere

Entzindungsaktivitat auf.

Parameter SVR! Relapse NR?2 P

Epidemiologie
Patienten 20 20 20
Alter (in Jahren), MW?3, SD*  40,2+9,2 46,9+11,1 4524119 0,114

Geschlecht, m/w (%) 12/8 (60/40) 11/9 (55/45)  12/8 (60/40) 0,935
Laborwerte

ALT? (IU/L), MW, SD 70,7+46,5 65,2+21,8 7214271 0,516

ASTS (IU/L), MW, SD 44,1+18,9 48,6+19,0 56,8+27,2 0,176

GGT’ (IU/L), MW, SD 39,54+33,7 90,6+175,9 103,6+59,8 0,002

759.410+ 1.075.975+ 1.208.351+

HCV-RNA (IU/mL), MW, SD 972.468 1.897.009 4.637.404 0,106
Histologie

Grading, MW, SD 1,1410,69 2,3+0,82 240,71 0,010

Staging, MW, SD 1,75+1,04  1,941,52 2,22+1,09 0,852
'Sustained  virological response = anhaltende virologische  Ansprechrate;

2non-response = kein Ansprechen auf die Therapie; Mittelwert; “Standardabweichung;
SAspartat-Aminotransferase; 6Alanin-Aminotransferase; y-Glutamyltransferase

Tabelle 3: Patientencharakteristika zum Beginn der Therapie
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3.2 Laborparameter und miR-122-Werte vor Therapiebeginn

Um die Hypothese zu verifizieren, dass sich die miR-122-Konzentration im Blut
im Verlauf der Therapie verandert, wurden die Serumproben der Patienten aus
den verschiedenen Patientenkollektiven zu unterschiedlichen Therapiezeit-

punkten untersucht.

Zunachst wurden die miR-122 Serumspiegel mit Laborparametern zum Zeitpunkt
der Baseline miteinander verglichen. Dabei wurden als zu vergleichende
Parameter die Alanin-Aminotransferase (ALT), die Aspartat-Aminotransferase
(AST), die Gamma-Glutamyltransferase (GGT) sowie die HCV-RNA gewahlt.
Diese Laborparameter gehdéren zu den seit langem etablierten und
standardméaRigen Werten zur Uberwachung einer Leberschadigung bzw. einer
Hepatitis-C-Virusinfektion. Die Werte wurden mit den ermittelten Cr-miR-122-
Werten aller Patienten korreliert. Dabei zeigte sich, dass es vor allem eine
signifikante Korrelation zwischen den miR-122-Werten und der ALT gab (r=-
0,412, p=0,002). Ebenso bestand eine signifikante negative Korrelation
zwischen den Cr-miR-122- und den AST-Werten sowie den GGT-Werten. Je
niedriger jeweils die Laborparameter waren, desto hoher waren die ermittelten
CrmiR-122-Werte, d.h. desto geringer war die relative Menge der miR-122
welche in den Patientenseren bestimmt wurde. Keine Korrelation lie3 sich
hingegen zwischen der gemessenen HCV-RNA und den Serum-miR-122-

Spiegeln nachweisen (r = -0,164, p = 0,208).
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Abb.2: Korrelation zwischen miR-122-Werten und den Transaminasen bzw. der

HCV-RNA zur Baseline (vor Beginn der antiretroviralen Therapie).
Alanin-Aminotransferase (a); AST, Aspartat-Aminotransferase (b);

ALT,
GGT,

Gamma-Glutamyltransferase (c); Hepatitis-C-Virus-Ribonukleinsaure (d).

Des Weiteren wurden die miR-122 Serumspiegel in den drei verschiedenen

Patientengruppen (SVR, Relapse, NR) vor Beginn der Therapie mittels Kruskal-

Walllis-Tests miteinander verglichen. Dabei konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen den Gruppen festgestellt werden (p = 0,421).
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3.3 Uberblick iiber den Therapieverlauf

3.3.1 Verlauf der Serum-miR-122-Spiegel im Laufe der Therapie

Nach der Bestimmung der Ausgangswerte wurden 4 Wochen, 12 Wochen und
24 Wochen nach Therapiebeginn, am Ende der Therapie (EOT =end of
treatment) und zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung (Follow-Up), das heif3t
12 oder 24 Wochen nach Therapieende, Blutproben entnommen. Aus den
Blutseren wurden unter anderem die miR-122-Spiegel sowie die miR-16-Spiegel
bestimmt. Die ubiquitar exprimierte miR-16 wurde als Vergleichs-miRNA gewahlt,
weil deren extrazellular im Blut zirkulierenden Spiegel haufig auch unter
pathologischen Bedingungen konstant bleiben.'®3” Somit kénnen wir eine
leberspezifische mit einer nicht leberspezifischen microRNA miteinander
vergleichen. Damit dieser Vergleich des Verlaufes wahrend der Therapie
Ubersichtlicher ist, wurden alle Laborparameter auf den Baseline-Wert
normalisiert und dieser gleich 1 gesetzt. Um die relative Menge der microRNA
darstellen zu kdnnen, wurde die d-Ct-Methode zu Hilfe genommen. Dabei konnte
man, ausgehend von der Annahme, dass sich die DNA-Menge pro Zyklus

verdoppelt, folgende Formel verwenden: 2 -(Ct-Wert - Ct-Baselinewert)

In Abbildung 3 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt. Dabei sind die
Mittelwerte sowie die Standardabweichungen der microRNAs aller drei
Patientengruppen im Laufe der Therapie aufgeflhrt. Betrachtet man zunachst
den Verlauf der miR-122 wahrend der Therapie (Abb. 3a), so kann man
feststellen, dass 4 Wochen nach Therapiebeginn alle drei Patientengruppen
zunachst einen Abfall der miR-122 im Serum aufwiesen. Dabei zeigte sich ein
signifikant starkerer Abfall der miR-122-Werte in der Gruppe der SVR (Abb. 4a)
im Vergleich zu der Gruppe der Non-Responder (p < 0,001). Dies konnte man

auch in der Therapiewoche 12 nachweisen (Abb. 4b; p < 0,003).

Die Gruppe der Relapse-Patienten zeigte in Therapiewoche 4 ebenfalls einen
signifikanten Unterschied zu der Gruppe der Non-Responder (Abb. 4a;
p <0,008). Der Unterschied in Therapiewoche 12 war jedoch nicht mehr
signifikant (Abb. 4b). Lediglich im Vergleich zwischen der SVR- und der Relapse-
Gruppe konnte weder in Therapiewoche 4 noch in der Therapiewoche 12 ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Wenn man dagegen den Verlauf der miR-16 unter Therapie betrachtet (Abb. 3b),
kann man feststellen, dass die Konzentration der microRNA in allen drei

Patientengruppen und wahrend der gesamten Beobachtungszeit relativ konstant
blieb.

Abb. 3a
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Abb. 3: Zeitverlauf der Serum miR-122-Spiegel (a) und der Serum miR-16-Spiegel (b)
normalisiert auf die jeweiligen Baseline-Spiegel bei den Patienten mit
Therapieansprechen (SVR = sustained virological response), Patienten ohne
Therapieansprechen (NR = non-response) und Patienten mit einem Rezidiv (relapse).
Die Daten zeigen die Mittelwerte und die Standardabweichungen von 20 Patienten pro
Gruppe zur Baseline (BL), nach 4 Wochen (Wo 4), 12 Wochen (Wo 12) und 24 Wochen
(Wo) Therapie sowie am Ende der Therapie (EOT = end of treatment) und zur
Kontrolluntersuchung (FU = follow up).
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Abb. 4: Auf die Baseline normalisierte Serumwerte der miR-122 4 Wochen (a) und 12
Wochen (b) nach Beginn der antiretroviralen Therapie. Dargestellt sind die Mittelwerte
mit den Einzelwerten sowie die Standardabweichungen. Mittels Wilcoxon-Mann Whitney
Test wurden die Korrelationen zwischen den Gruppen ermittelt. Die Sternchen geben
die Signifikanz der Unterschiede an.

* P<0.008, **P < 0,003, ***P < 0,001, ns = nicht signifikant

36



Ergebnisse

3.3.2 Verlauf der Serum-miR-122-Spiegel wahrend der Therapie

im Vergleich zu anderen Laborparametern

Es konnte gezeigt werden, dass die miR-122-Spiegel sich im Laufe der Therapie
verandern und dass es signifikante Unterschiede zwischen den
Patientenkollektiven gibt. Nun bleibt jedoch die Frage, ob man die miR-122 als
neuen diagnostischen Marker zur Prognose fiur das Therapieansprechen

verwenden kann.

Dazu wurde ein Vergleich zwischen dem Verlauf der miR-122 Spiegel und den
Laborparametern durchgefuhrt, welche bereits etablierte Parameter zur
Uberwachung des Therapieverlaufes sind, d.h. ALT und HCV-RNA.

In Abbildung 5 sind die Mittelwerte sowie die Standardabweichung der miR-122,
der ALT sowie der HCV-RNA in allen drei Patientengruppen dargestellt. Hierbei
wurden wiederum alle Werte auf die Baseline normalisiert und gleich eins
gesetzt. In allen drei Patientengruppen ist erkennbar, dass sich der Verlauf aller

drei gemessenen Werte ahnlich verhielt.

So zeigte die Gruppe der SVR (Abb. 5a) einen raschen Abfall aller drei Werte
und blieb selbst nach der Therapie unterhalb der Ausgangswerte. Die HCV-RNA

war dabei teilweise nicht mehr nachweisbar.

Auch in der Gruppe der Relapse-Patienten (Abb. 5b) kam es zunachst zu einem
Abfall der HCV-RNA, der ALT und der miR-122-Spiegel. Am Ende der Therapie
lagen auch hier die Werte unterhalb der Ausgangswerte vor Therapiebeginn. In
dieser Gruppe stiegen die gemessenen Werte nach Beenden der Therapie
wieder an und waren in der Kontrolluntersuchung annahernd so hoch wie die

Ausgangswerte.

In der Gruppe der Non-Responder (Abb. 5c) hatten die drei Werte einen
annahernd ahnlichen Verlauf, jedoch zeigte sich hier kein wesentlicher Abfall
weder der beiden Laborparameter HCV-RNA und ALT noch des Serum-miR-122-
Spiegels.

Man konnte sehen, dass der Verlauf der miR-122 und der ALT in allen drei

Patientengruppen annahernd gleich war.
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Abb. 5: Der zeitliche Verlauf der miR-122-Werte (zur Baseline normalisiert), der Alanin-
Aminotransferase (ALT) Werte (normalisiert zu den Baseline-Werten) sowie der
Hepatits-C-Virus  (HCV)-RNA bei Patienten mit (a) einem anhaltenden
Therapieansprechen (SVR), (b) einem Rezidiv (Relapse) und (¢) einem
Nichtansprechen auf die Antiretrovirale Therapie. Die Daten sind die Mittelwerte mit der
+ Standardabweichung von 20 Patienten je Gruppe zum Ausgangszeitpunkt (Baseline,
BL), 4 Wochen (Wo 4), 12 Wochen (Wo 12) und Woche 24 (Wo 24) nach Beginn der
Therapie mit pegyliertem Interferon und Ribavirin, am Ende der Therapie (End-of-
treatment, EOT) und zur spateren Kontrolle (follow-up, FU).
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3.4 Vergleich der miR-122-Spiegel in den drei
Patientengruppen kurz nach Therapiebeginn und nach

Therapieende

Als nachstes wurde der Verlauf der Parameter wahrend der initialen Therapie
sowie zum Zeitpunkt der follow-up Kontrolluntersuchung eingehend analysiert.
Falls die microRNA als Biomarker bezuglich des Therapieansprechens genutzt
werden soll, musste sich bereits fruh nach Therapiebeginn ein signifikanter

Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen zeigen.

In Abschnitt 3.2 wurde bereits gezeigt, dass es vor dem Therapiebeginn keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Patientengruppen gab. Wenn man die
Serum-miR-122-Spiegel 4 Wochen nach Therapiebeginn betrachtet, so ist in
Abbildung 5a bereits feststellbar, dass es in allen drei Patientengruppen zu einem
Abfall der Werte gekommen war. Dieser Abfall der Serum-miR-122-
Konzentration nach  4-wochiger Therapie in  den verschiedenen
Patientengruppen ist im Boxplot-Diagramm (Abb. 6a) dargestellt. Es ist
ersichtlich, dass Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen vorhanden
waren. So waren die Werte in der Gruppe der SVR-Patienten signifikant niedriger
als in der Gruppe der Non-Responder (p < 0,001). Auch die Patienten in der
Relapse-Gruppe wiesen signifikant niedrigere Serum-miR-122-Spiegel auf als
diejenigen in der Non-Responder-Gruppe (p < 0,05). Jedoch war der Unterschied
zwischen der Responder- und der Relapse-Gruppe in der Therapiewoche 4 nicht
signifikant (p = 0,18).
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Abb. 6: Serumwerte der miR-122 (a, c) und der miR-16 (b, d) 4 Wochen nach Beginn
der antiretroviralen Therapie (a, b) und zum Zeitpunkt des follow-up (c, d) normalisiert
auf die Baseline-Werte bei Patienten mit Therapieansprechen (SVR), Patienten mit
Rezidiv (Relapse) und bei Patienten ohne Therapieansprechen (NR). Die Sternchen
geben die Signifikanz der Unterschiede an.

* P<0.05, ***P < 0,001.

Betrachtet man die normalisierten Serum-miR-122-Spiegel der drei
Patientengruppen zum Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung, das heif3t 12 bzw. 24
Wochen nach Beenden der Therapie, so sieht man erneut Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen (Abb. 6¢). Die miR-122-Werte in der SVR-
Gruppe waren sowohl im Vergleich zur Relapse-Gruppe als auch zur Non-
Responder-Gruppe signifikant niedriger (p <0,001). Dies war bereits in
Abbildung 3a erkennbar. Dort zeigte lediglich die Gruppe der SVR niedrigere
miR-122-Spiegel im Rahmen der Kontrolluntersuchung als die gemessenen
Spiegel am Ende der Therapie. Die beiden anderen Gruppen wiesen annahernd
gleich hohe miR-122 Werte wie vor Therapiebeginn auf.
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Im Boxplot-Diagramm sind auch die miR-16-Spiegel im Serum der drei
Patientengruppen vier Wochen nach Therapiebeginn (6b) und zum Zeitpunkt der
Kontrolluntersuchung (6d) dargestellt. Wie bereits in Abbildung 3b gezeigt, kann
man auch hier erkennen, dass die miR-16-Werte im Laufe der Therapie keinen
signifikanten Veranderungen unterliegen. Die fur die miR-122 gefundenen

Unterschiede waren also spezifisch fur miR-122.
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4 Diskussion

Weltweit steckten sich allein im Jahr 2015 mehr als 1,75 Millionen Menschen an
einem Hepatitis-C-Virus an.® Lediglich bei einem Teil der Infizierten konnte das
Virus im Rahmen einer akuten Hepatitis-C-Infektion mittels kdorpereigener
Immunabwehr eliminiert werden. Generell geht man davon aus, dass es bei ca.
50-80% der Betroffenen zur  Entwicklung einer  chronischen
Hepatitis-C-Infektion kommt, mit einem Virusnachweis Uber 6 Monate hinaus. Als
Komplikationen kénnen sich eine potenziell todlich verlaufende Leberzirrhose
sowie ein Hepatozellulares Karzinom entwickeln. 2015 wurde die Zahl der
Menschen mit einer chronischen Hepatitis-C-Infektion auf 71 Millionen

geschatzt.®

Aufgrund dieser hohen Pravalenz und der schwerwiegenden Folgeerkrankungen
setzte sich die WHO das Ziel die Virushepatitiden im Rahmen des “Global Health
Sector Strategy on viral hepatitis” bis zum Jahre 2030 zu eliminieren.® Das Ziel
soll, neben einem erhdhten Fokus auf die Pravention, durch eine frihe Diagnose
sowie eine adaquate und effektive Therapie erreicht werden. Dank dieser
Verbesserung zeigte sich ein Ruckgang der Pravalenz, die im Jahr 2019 laut
WHO bei 58 Millionen Menschen lag, was jedoch weiterhin hoch ist.%” Durch die
Entwicklung der neuen Direkten Antiviralen Agenzien (DAA) konnte eine deutlich
bessere Heilungsrate teilweise unabhangig vom zu Grunde liegenden Genotyp
erzielt werden. Dennoch wird in weiten Teilen der Welt, weiterhin die
Kombinationstherapie aus pegyliertem Interferon und Ribavirin verwendet.!”
Wahrend das letztere Therapieregime je nach HCV-Genotyp nur eine relativ
niedrige Ansprechrate (40 - 80 %) aufwies, bewirken eine Kombinationstherapie
der neuen Direkten Antiviralen Agenzien (DAA) ein Therapieansprechen von
> 90 %". In beiden Fallen ist es sinnvoll einen geeigneten Biomarker zu finden,
der den Therapieerfolg anzeigt und im besten Fall auch vorher prognostizieren

kann.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob eine microRNA und in diesem Fall

die leberspezifische miR-122 als ein solcher Biomarker in Frage kommt.
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4.1 Untersuchung der Baseline-Charakteristika der Patienten

Die in wunserer Studie untersuchten Patienten wurden anhand ihres
Therapieansprechens mit pegyliertem Interferon Alpha/Ribavirin in drei
unterschiedliche Gruppen aufgeteilt. Diese drei Gruppen waren Patienten mit
einem  anhaltenden  Therapieansprechen (SVR), einem initialen
Therapieansprechen und spateren Rezidiv (Relapse), sowie Patienten ohne

Therapieansprechen (Non-Responder = NR).

Zunachst erfolgte der Vergleich zwischen den unterschiedlichen
Patientenkollektiven bezuglich der Mittelwerte unterschiedlicher Laborparameter
vor Beginn der Therapie (siehe Tabelle 3). Dabei konnten wir keine signifikanten
Unterschiede bezlglich der konventionellen Laborparametern zur Detektion
einer Leberschadigung, der Alanin-Aminotransferase (ALT) und der Aspartat-
Aminotransferase (AST), erkennen. Es zeigten sich lediglich signifikant
niedrigere Gamma-Glutamyl-Transferase-Werte (GGT) bei den Patienten mit
SVR.

Im Gegensatz hierzu fand die Studie von EI-Ahwany et al. von 2016 signifikante
Unterschiede zwischen der Responder- und der Non-Responder-Gruppe, sowohl
bei den ALT als auch bei den AST-Werten.

Eine Ursache fur die unterschiedlichen Studienergebnisse koénnten die
unterschiedlichen HCV-Genotypen der beiden Studien sein. In der Studie von EI-
Ahwany et al.%® wird lediglich im Abstract kurz der Genotyp 4 erwahnt. In der
weiteren Studienbeschreibung wird nicht weiter darauf eingegangen, sodass
man nicht definitiv sagen kann welchen Genotyp die untersuchten Patienten
aufwiesen. Da in Agypten, dem Land in der die Studie durchgefihrt wurde, der
Genotyp 4 mit einer Pravalenz von > 90 % vorliegt, ist die Wahrscheinlichkeit
sehr hoch, dass die Mehrzahl der Patienten einen HCV-Genotyp 4 hatte.

Ein Hinweis darauf, dass die Genotypen eine Ursache flr die unterschiedlichen
Ergebnisse darstellen kdnnten, konnte in der Studie von Fan et al. von 20175°
erbracht werden. Dort wurde festgestellt, dass die ALT- und AST-Werte in der
Gruppe mit dem Genotyp 1b signifikant hoher waren als in der Kontrollgruppe.
Bei den Genotypen 2a, 3a und 6a liel3 sich keine signifikante Korrelation zur

Kontrollgruppe feststellen.
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Jedoch musste sich laut dieser Feststellung ein signifikanter Unterschied bei
unserer Studie zeigen, in die lediglich Patienten mit dem Genotyp 1 inkludiert

wurden.

Aufgrund dieser heterogenen Ergebnisse kann man sagen, dass die gangigen
Laborparameter zum Zeichen einer Leberschadigung nicht als geeignete

Biomarker zur Vorhersage des Therapieerfolges geeignet sind.

Auch durch die Bestimmung der HCV-RNA, also die sogenannte Viruslast,
konnte unsere Studie keinen signifikanten Unterschied zwischen den SVR,
Relapse-Patienten und NR zeigen. Dies stimmt auch mit den Ergebnissen

mehrerer Studien Uberein.60.61

4.2 Laborparameter und miR-122-Werte vor Therapiebeginn/
miR-122 als (diagnostischer und therapeutischer)

Biomarker

Um eine HCV-Infektion friher diagnostizieren und besser behandeln zu kénnen,
sind zuverlassigere Parameter zur Detektion notwendig, sogenannte Biomarker.
In unserer Studie wurde die leberspezifische miR-122 als moglicher Biomarker

untersucht.

Seit 1993 von Lee et al.?’ die erste microRNA beschrieben wurde, gab es
zahlreiche Folgestudien, in denen deren Rolle und Funktion naher erforscht und

beschrieben wurden.

Es wurde ferner gezeigt, dass die microRNAs auch im Blutplasma in
ausreichender Konzentration vorhanden sind und auch eine ausreichende

Stabilitat aufweisen um als Biomarker dienen zu kdnnen.19:27

MicroRNAs werden ubiquitar exprimiert und sind auch extrazellular in
Flissigkeiten unter anderem Blutplasma, Liquor und Urin nachweisbar.222562.63
Verschiedene Zelltypen weisen verschiedene microRNA-Expressionsmuster auf.
Jedoch unterscheidet sich das extrazellulare Spektrum deutlich von dem
intrazellularen, und es gibt keine Korrelation zwischen den intra- und den

extrazellularen Spiegeln.*%6485 Dabei scheinen die microRNAs nach extrazellular
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transportiert zu werden. Es wurden verschiedene Maoglichkeiten des Transportes
der microRNA von intra- nach extrazellular beschrieben. Der genaue
Mechanismus ist bisher noch nicht eindeutig nachgewiesen. Im
Extrazellularraum wurden microRNAs in membranumschlossenen Partikeln wie
zum Beispiel Exosomen gefunden.®® In zahlreichen Studien weisen die
Ergebnisse darauf hin, dass die microRNAs mittels Exosomen nach extrazellular
gelangen und diese Exosomen fur einen Transport von microRNAs ins
Zielgewebe zustandig sind®*¢7-70 Dabei werden die Exosomen in einem
sogenannten multivesicular body gebundelt, welches dann mit der Zellmembran

verschmilzt und die Exosomen in den Extrazellularraum abgibt.”'-"3

Kosaka et al.”* konnten in ihrer Studie noch einen anderen Weg der Sekretion
aufweisen. Sie zeigten, dass die exosomalen microRNAs uber einen Ceramid-
abhangigen Weg nach extrazellular transportiert werden konnen. Jedoch sind nur
ca. 10% der extrazellularen microRNA in Vesikel verpackt.®®75 Einige
microRNAs sind auch an Proteine gebunden, wie zum Beispiel Proteine aus der
Argonaute-Protein-Familie (AGO), das HDL oder das NPM1, und gelangen Uber
einen aktiven, ATP-abhangigen, Transport nach extrazellular .64.66.68.69.76 Qpwohl
einige Studien gezeigt haben, dass HDL als ein Transportprotein fir microRNAs
dient, spielt vor allem das Ago2 aus der Argonaute-Protein-Familie eine wichtige
Rolle bei der Bindung von microRNA.86%76.77 Der microRNA-Ago2-Komplex
spielt dann als Bestandteil des RISC-Komplexes eine entscheidende Rolle in
verschiedenen genregulatorischen Prozessen.”®7° Die miR-122 ist ebenfalls an

das Ago2 gebunden.80.81

Haupenthal et al.8? haben bereits 2006 zeigen konnen, dass small interfering
RNAs (siRNAs) durch Enzyme der RNase A Familie abgebaut werden und eine
Stabilitat im Serum nur durch RNase A Inhibitoren oder durch Bindung der
siRNAs an Transportproteine erreicht werden kann. Auch Koberle et al.®3 konnten
in ihrer Studie von 2013 zeigen, dass es Unterschiede in der Stabilitat der
extrazellular zirkulierenden microRNA gab. Die Vesikel-assoziierten microRNAs
wurden kaum durch RNase A abgebaut und waren somit stabiler als nicht
Vesikel-assoziierte microRNAs.

Sowohl die Vesikel als auch die microRNA-bindenden Proteine scheinen fir die

hohe Stabilitat der micro-RNAs im Extrazellularraum verantwortlich zu sein.64:68
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In zahlreichen Studien konnte festgestellt werden, dass viele Serum-microRNAs
sowohl gegenlber der RNase A als auch gegentber anderen Stérfaktoren, wie
zum Beispiel extremer Hitze oder einer langen Lagerung, weitgehend stabil sind
und die Expression zwischen den Individuen reproduzierbar ist.?” Auch die
Bindung an das Ago2 sorgt flr die extrazellulare Stabilitat der microRNA. %881 Es
wurde bereits in vielen Studien gezeigt, dass microRNAs bei vielen
physiologischen aber auch vor allem bei pathologischen Prozessen eine Rolle
spielen und sie als diagnostische Parameter verwendet werden konnen.84-86 Da
das Blutserum/-plasma ein gut zugangliches und wenig invasives Testmedium

ist, eignen sich die microRNAs gut als Biomarker.#2:62.63

Die miR-122 wird hauptsachlich in der Leber exprimiert und wird somit als
leberspezifische microRNA angesehen.?® Um zu Uberpriifen, ob die miR-122
auch als Biomarker im Rahmen einer HCV-Infektion als klinischer Parameter fur
das Therapie-Ansprechen geeignet sein konnte, haben wir diese auch vor der
Therapie im Patientenserum bestimmt und mit einigen Laborparametern
verglichen. So konnte gezeigt werden, dass eine signifikante Korrelation
zwischen der miR-122 und der ALT, der AST sowie der GGT besteht (siehe Abb.
2). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die miR-122-Spiegel im Serum
ahnlich wie ALT ein Marker fur die Schadigung der Hepatozyten sind. Dieser
Befund wurde durch etliche weitere Arbeitsgruppen bestatigt.'887-8% Der
annahernd gleiche Verlauf der miR-122 und der ALT konnte man graphisch auch

in der Abbildung 3 gut sehen.

Butt et al.’® konnten in ihrer Studie ebenfalls eine signifikante Korrelation
zwischen den miR-122 Werten und den oben genannten Laborparametern vor
Therapiebeginn zeigen. Sie konnten auflierdem zeigen, dass die miR-122 ein
weitaus sensibler und spezifischer Parameter im Vergleich zur ALT ist, um
Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion von gesunden Patienten zu

unterscheiden.

Jiao et al.®® postulierten in ihrer Arbeit 2017 sogar, dass die miR-122 ein
sensitiverer Biomarker als die ALT und AST ware, da in ihrer Studie die miR-122
mit einer hdheren Effizienz zwischen Patienten mit SVR und NR unterscheiden
kann. Auch Su et al.®! konnten eine positive Korrelation zwischen der miR-122

und der ALT zeigen. Sie vermuteten einen positiven Zusammenhang zwischen
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den Serum-miR-122 Werten und der Schwere der Leberschadigung. Dies zeigte
bereits 2011 die Studie von Bihrer et al.*3 Dort konnte auch eine starkere
Korrelation zwischen der miR-122 und der ALT als zwischen der miR-122 und
der AST festgestellt werden. Dies zeigte sich bei unserer Studie ahnlich
(p =0,002 vs p = 0,017) und diese Tendenz spiegelte sich auch in der Studie von

Bala et al.®2 von 2012 wieder.

Die miR-122 scheint jedoch nicht nur mindestens genauso sensitiv bezuglich
einer Leberschadigung zu sein wie die ALT, sondern auch spezifisch fur die
Leber. Dies bestatigten Laterza et al.*2, indem sie zeigten, dass die ALT auch bei
einem Muskelschaden deutlich erhéht war, wohingegen eine signifikante miR-

122-Erhdhung lediglich bei einer Leberschadigung vorlag.

Im Gegensatz hierzu konnte in der Studie von van der Ree et al.?3 keine
Korrelation zwischen der miR-122 und der ALT gezeigt werden. Allerdings
handelte es sich dabei um eine sehr kleine Studie bei der lediglich 16 Patienten

eingeschlossen wurden.

Eine deutlich groRBere Studie wurde von Wang et al.®* 2015 durchgeflhrt. Es
wurden 105 Patienten mit einer chronischen Hepatitis-C-Infektion, 11 Patienten
mit einer akuten Hepatitisinfektion sowie 33 gesunde Probanden untersucht.
Dabei konnte festgestellt werden, dass die miR-122-Konzentration bei den
Patienten mit einer chronischen bzw. akuten Hepatitisinfektion signifikant hoher
war im Vergleich zu den gesunden Probanden. Jedoch konnte keine signifikante
Korrelation zwischen der miR-122 und der ALT, einem Marker der
Leberentzindung, nachgewiesen werden, was erneut im Widerspruch zu unserer
Studie steht.

Da hier sowohl die StudiengrofRe als auch der Genotyp (ebenfalls HCV-Genotyp
1) ahnlich sind, kdnnen diese nicht als mdgliche Ursache fur die
unterschiedlichen Studienergebnisse herangezogen werden. Es missen weitere
Faktoren eine Rolle spielen, vor allem da es auch weitere Studien mit hoheren
Patientenzahlen gibt, die ebenfalls keine Korrelation zwischen der miR-122 und

den anderen Laborparametern feststellen konnten.®

Elfimova et al.% vermuteten bereits 2012 in ihrem ,Hyopthesen und Theorien*-

Artikel, dass Unterschiede auch aufgrund der unterschiedlichen

47



Diskussion

Normierungsmethoden unter Verwendung unterschiedlicher microRNA in den
einzelnen Studien resultieren kdnnen. Sie stutzen sich weiterhin auf der Studie
von Kim et al.®” von 2012, die besagt, dass verschiedene Ergebnisse in den
detektierten  microRNA-Werten  unter anderem durch  Verwendung
unterschiedlicher  Tag-Polymerasen  entstehen  konnen  oder dass
Antikoagulanzien wie z.B. Heparin die Funktion der Taqg-Polymerasen

beeinflussen kdnnen.

Somit ware, falls die Einfihrung einer microRNA als klinischer Biomarker erfolgen
sollte, die Einflhrung einer standardisierten Quantifizierung notwendig, um

einheitliche und valide Ergebnisse zu erzielen.

Bustin et al.®® haben bereits 2002 mehrere Probleme in der Quantifizierung von
MRNA mittels RT-PCR aufgezeigt. So konnten sie in einem ihrer Experimente
nachweisen, dass RT-PCR-Ergebnisse von einer ahnlichen Probe im gleichen
Labor eine groRere Variabilitat aufwiesen, weil sie durch verschiedene
Untersucher mit einem unterschiedlichen Erfahrungsstand durchgefuhrt wurden.
Sie gehen aulerdem auch auf das Problem der Normalisierung ein. Eine
standardisierte Methode zur Normalisierung wurde bisher noch nicht einheitlich

festgelegt.®®

Eine Mdoglichkeit um die Expression eines untersuchten Zielgens korrekter
darstellen zu kdnnen, ist die Normalisierung auf ein endogenes oder exogenes
Referenzgen (auch Housekeeping Gene (HKG) genannt).®® Dabei sollte das
ideale Referenzgen in allen Zell- und Gewebearten exprimiert werden und keinen
inneren oder dufReren Einflissen unterliegen.'% Es stellt sich jedoch als dulerst
schwierig heraus, ein geeignetes HKG zu identifizieren. Einige HKG, die in der
Vergangenheit aufgrund ihrer ubiquitéaren Expression haufig verwendet wurden,
wie z. B. GAPDH, wiesen in zahlreichen Studien eine hohe Expressions-
Variabilitat in unterschiedlichen Geweben auf.'°-105 Eine Verwendung von
inadaquaten Housekeeping Genen kann zu Verfalschungen der Ergebnisse

fUhren.28.104

Aufgrund der schwierigen Datenlage, haben sich einige Forscher dazu
entschlossen in ihren Studien exogene, also synthetische, Referenz- bzw.

Housekeeping Gene zur Normalisierung zu verwenden.'%6-19%8 Diese werden in
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der Regel dazu verwendet um die Effizienz der Reversen Transkription zu
uberprifen und sicher zu stellen, dass die Quantifizierung der microRNA nicht

durch technische Teilschritte beeinflusst wird.%°

Ein weiterer Aspekt zur Vergleichbarkeit der Expressionsrate ist die Verwendung

der gleichen Probenmenge®, was in unserer Studie erfolgt ist.

Seit die microRNAs an Bedeutung gewonnen und diese als Biomarker ernsthaft
in Betracht gezogen werden, gibt es auch hier den Anspruch auf eine
Reproduzierbarkeit. Zahlreiche Studien haben sich auch mit den microRNAs und
geeignete HKG bzw. Housekeeping RNAs befasst. Jedoch gibt es auch hier
bisher noch keine einheitliche Datenlage. Rice et al.'® befassten sich in ihrer
Studie zur Untersuchung von Plasma microRNAs bei Patienten mit
verschiedenen Karzinomen mit 10 Potenziellen Housekeeping RNAs. Dabei
zeigte sich unter anderem das RNUG als eine gute Housekeeping RNA, weil sie
in allen Proben exprimiert wurde und eine geringe Standardabweichung vorlag.
Genauso wurde in einer Studie mit flussigkeitsbasierter Zervix Zytologie das
RNUGB als eine stabile RNA identifiziert, welche zur Normalisierung
herangezogen werden kann.''® Lamba et al.''" zeigten in ihrer Studie jedoch,
dass weder RNU6 noch RNUGB als gute Referenzgene im Lebergewebe dienen.
Auch in der Studie von Benz et al.’? wurde eine hohe Variabilitat der RNU6B
festgestellt. Dabei wurden Patientenseren von gesunden Probanden, Patienten
auf einer Intensivstation sowie Patienten mit Leberfibrose untersucht. Auch fur
die quantitative microRNA-Analyse von gesundem hepatischem Gewebe ist die
RNUGB nicht geeignet."" Somit kann festgestellt werden, dass es wichtig ist,
eine geeignete Housekeeping RNA flur eine Untersuchung zu verwenden, und
dass weitere Studien erforderlich sind, um optimale Housekeeping RNAs zu

bestimmen.100.103,109,113

Neben den hier beschriebenen analytischen Faktoren kdnnen auch pra-
analytische Faktoren die Ergebnisse der Studien beeinflussen. So kann die
Anwesenheit von Polymerase-Inhibitoren, wie zum Beispiel das Heparin, die
Detektion der miRNA erschweren.®” 14115 AuRerdem scheinen auch die
Lagerungsbedingungen eine entscheidende Rolle zu spielen. Werden die

Plasmaproben bei 4°C gelagert, findet eine Reduktion der microRNA bereits
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nach 24 Stunden Lagerung statt. Wird die microRNA hingegen extrahiert und bei

-70°C gelagert knnen die Proben fiir mehr als 1 Jahr stabil bleiben.?®

Koberle et al.8 zeigten, dass die miR-122 im Serum nicht stabil ist. Nach einer
langeren Inkubationszeit fielen die miR-122-Spiegel ab. Der Einsatz von RNase-

Inhibitoren konnte dabei eine bessere Stabilitat erzielen.

Eine Korrelation zwischen den miR-122 Werten und der HCV-RNA konnte nicht
nur in unserer Studie, sondern in zahlreichen anderen Studien gezeigt
werden.*0.87.88.91.94 Man konnte jedoch auch hierzu gegenteilige Aussagen finden.
Zum Beispiel zeigte die Studie von Fan et al.®® eine negative Korrelation zwischen
der HCV-RNA und der miR-122 im Serum.

Damit eine microRNA als pradiktiver Marker bzgl. eines Therapieerfolges
eingesetzt werden kann, muisste sie bereits vor Therapiebeginn in
unterschiedlicher Konzentration in den einzelnen Gruppen vorliegen. Unsere
Studie zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied der miR-122-Werte
zwischen den Respondern (SVR), den Relapse-Patienten und den
Non-Respondern (NR).

Auch Waidmann et al.*? konnten in ihrer Studie keine Unterschiede bezuglich der
miR-122-Spiegel zwischen den Patienten mit einem Therapieansprechen (SVR)

und den Non-Respondern vor Therapiebeginn feststellen.

Wie bereits in Kapitel 4.1 beschrieben, haben El-Ahwany et al.®® in ihrer Studie
bei Patienten mit einer chronischen Hepatitis-C-Infektion festgestellt, dass
sowohl die ALT als auch die AST signifikant unterschiedlich zwischen den
Patienten mit einem SVR und den Non-Respondern waren. Des Weiteren konnte

dieser signifikante Unterschied auch bezlglich der miR-122 festgestellt werden.

In dem vorangehenden Kapitel wurde postuliert, dass die gegensatzlichen
Ergebnisse einiger Studien aufgrund der unterschiedlichen untersuchten
HCV-Genotypen gegeben sind. Butt et al.'® haben Patienten mit dem Genotyp 3
untersucht und konnten ebenfalls einen signifikanten Unterschied der
miR-122-Spiegel zwischen den SVR und den NR feststellen. Diese Theorie kann
auch durch die Studie von Su et al.®! untermauert werden. In dieser Studie
wurden 126 Patienten mit einer chronischen Hepatitis-C-Infektion in einer

retrospektiven und 51 Patienten in einer prospektiven Studie untersucht. Das
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Patientenkollektiv umfasste sowohl den HCV-Genotyp 1 als auch den Genotyp
2. Dabei zeigten sich zunachst deutlich héhere miR-122-Spiegel bei den
Patienten mit einem Therapieansprechen (SVR) im Gegensatz zu den Patienten
ohne Therapieansprechen (NR). Eine weitere Untersuchung der Untergruppen,
also eine Aufteilung in Patienten mit Genotyp 1 und Patienten mit Genotyp 2
zeigte allerdings, dass dieser Unterschied signifikanter bei den Patienten mit dem
Genotyp 2 war. Bei den Patienten mit dem Genotyp 1 lie® sich das nicht mehr

nachweisen.

Auch Waring et al.® untersuchten insgesamt 111 Patienten mit den
HCV-Genotypen 1-3. Dabei konnte vor Therapiebeginn lediglich bei den
Patienten mit dem HCV-Genotyp 2 eine Korrelation zwischen den miR-122-
Spiegel bei Patienten mit SVR im Vergleich zu NR gesehen werden. Bei den

Genotypen 1 und 3 gab es keine signifikante Korrelation.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die miR-122 einen guten Parameter
zur Detektion einer Leberentziindung darstellt und eventuell ein besserer
Biomarker als die ALT oder die AST ist. Da es in unserer Studie keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen (SVR,
Relapse, NR) bezlglich der miR-122 vor Therapiebeginn gegeben hat, kann man
daraus schlief3en, dass die miR-122 nicht als zuverlassiger pradiktiver Biomarker

bezuglich des Therapieerfolges gewertet werden kann.

4.3 Entwicklung der miR-122-Spiegel im Laufe der Therapie

4.3.1 miR-122-Spiegel im Laufe der Therapie mit pegyliertem
Interferon-alpha/Ribavirin und mit Direkten Antiviralen
Agenzien

Die Untersuchung der miR-122-Spiegel unter Therapie zeigte, dass 4 Wochen

nach Therapiebeginn die miR-122-Spiegel in allen drei Patientengruppen

zunachst abfielen. Dabei zeigte sich ein signifikant starkerer Abfall in der Gruppe
der SVR-Patienten als in der Gruppe der Non-Respondern (siehe Abb. 3 und 4).
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Su et al.®! untersuchten auch den Verlauf der miR-122 wahrend der Therapie mit
pegyliertem Interferon und Ribavirin. Sie konnten zwar generell einen
signifikanten Unterschied zwischen der miR-122 Spiegel von SVR-Patienten und
NR feststellen, jedoch ergaben ihre Untersuchungen keine relevante Anderung
im Laufe der Therapie. lhre untersuchte Kohorte war allerdings relativ klein (10
Patienten aus der SVR- und 15 Patienten aus der NR-Gruppe) und ist somit nicht

geeignet, um als ein reprasentatives Ergebnis eingestuft zu werden.

Um die Leberspezifitat der miR-122 nochmals darzustellen, wurde in unserer
Studie zusatzlich die ubiquitdr exprimierte miR-16 im Laufe der Therapie
untersucht. Dabei zeigte sich im gesamten Therapieverlauf eine konstante
Konzentration dieser microRNA (siehe Abb. 3b). Es konnte bereits in einigen
Studien gezeigt werden, dass die Spiegel der extrazellularen miR-16 in Patienten
mit chronischen Lebererkrankungen, aber auch in einigen anderen
Erkrankungen, meist unverandert sind.3”-'® Daraus kann man schlieken, dass

die Schwankungen der miR-122 spezifisch fur Leberprozesse sind.

Auch Waring et al.®8 untersuchten verschiedene microRNAs beziiglich ihres

Verhaltens im Laufe der Hepatitis-C-Therapie.

Sie konnten ebenfalls feststellen, dass die miR-122 unter den untersuchten

microRNAs den grof3ten Schwankungen wahrend der Therapie unterlag.

Die untersuchten Patienten stammten jedoch aus 2 Studiengruppen, die beide
mit einer interferonfreien Kombinationstherapie mit Direkten Antiviralen Agenzien
(DAA) behandelt wurden. Die erste Gruppe mit dem HCV-Genotyp 1 wurde mit
Paritaprevir/Ritonavir, Dasabuvir und Ribavirin behandelt. Die zweite
Studiengruppe mit den Genotypen 1-3 wurden mit der Kombination

Paritaprevir/Ritonavir, Ombitasvir und mit/ohne Ribavirin therapiert.

Es zeigte sich, genau wie in unserer Studie, zunachst ein Riickgang der miR-122-
Spiegel in allen drei Patientengruppen (SVR, Responder, NR) in der zweiten
Therapiewoche. In der Therapiewoche 10 zeigten die NR einen erneuten Anstieg
der miR-122-Spiegel, wohingegen die Relapse-Patienten einen Ruckgang bis
zum Therapieende aufwiesen und dann erst im Follow-up (8 Wochen nach
Therapieende) einen erneuten Anstieg der miR-122-Spiegel auf die
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Ausgangswerte zeigten. Lediglich die SVR-Patienten hatten einen dauerhaften

Ruckgang der miR-122-Spiegel. Dies stimmt mit unseren Ergebnissen Uberein.

4.3.2 Hepatische miR-122-Expression vs. Serum miR-122-
Spiegel

In unserer Studie war in Therapiewoche 4 ein signifikanter Unterschied der
Serum-miR-122 Spiegel zwischen den SVR- und den NR-Patienten zu
verzeichnen (siehe Abb. 3a). Es wurde ein deutlicher Ruckgang der
miR-122-Spiegel in der SVR-Gruppe detektiert.

Gegensatzlich dazu zeigte die Studie von Kamo et al.''”, dass Patienten mit dem
Genotyp 1 und einer SVR eine signifikant hdhere hepatische miR-122 Expression
aufwiesen als die Patienten ohne Therapieansprechen. Aus dem Artikel geht
jedoch nicht klar hervor, zu welchem Zeitpunkt die Leberbiopsien zur
Bestimmung der hepatischen miR-122-Spiegel abgenommen wurden. Es wird
mehrfach erwahnt, dass die Woche 4 nach Therapiebeginn als
ausschlaggebender Zeitpunkt fur die Definition eines Therapieansprechens sei,
indem ein Ruckgang der Viruslast zu verzeichnen war. Ob dies auch der

Zeitpunkt der miR-122 Bestimmung war, ist anhand des Artikels jedoch unklar.

Dass sich die hepatischen und die extrazellular zirkulierenden miR-122-Spiegel

unterscheiden, wurde bereits in einigen anderen Studien beschrieben.

Butt et al.”® konnten zeigen, dass es einen signifikanten Unterschied der miR-122
Konzentration zwischen den Patienten mit SVR und den Patienten mit NR oder
Relapse gab. Allerdings zeigte sich die hepatische miR-122 Expression bei
Patienten mit SVR deutlich niedriger, die Serum-miR-122-Spiegel hingegen

waren deutlich hoher.

Trebicka et al.’® untersuchten in ihrer Studie den Zusammenhang zwischen der
hepatischen und der zirkulierenden miR-122 bei Patienten mit chronischer
Hepatitis-C-Infektion und unterschiedlicher Fibrosestadien. Aufgrund ihrer
Ergebnisse stellten sie ein Modell auf, welches die Ursachen der
unterschiedlichen miR-122 Expression in der Leber bzw. der unterschiedlichen

Spiegel der Serum-miR-122 aufzeigt.
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Dem Modell zufolge findet sich in gesunden Probanden eine hohe hepatische
miR-122-Expression wohingegen die Serum-miR-122-Spiegel gering sind. Im
Rahmen einer akuten Leberschadigung, wie sie auch bei Hepatits-C-Infektionen
zunachst vorkommt, zeigt sich ein Ruckgang der hepatischen miR-122-
Expression, die moglicherweise durch Zerstorung von Hepatozyten
hervorgerufen wird. Die Serum-miR-122-Spiegel steigen gleichzeitig an,
vermutlich durch die vermehrte Freisetzung von miR-122 aus den geschadigten
Hepatozyten. Im weiteren Verlauf, also beim beginnenden Umbau der Leber im
Sinne einer Fibrose, sind sowohl die hepatische als auch die Serum-miR-122
reduziert, da durch den fibrotischen Umbau der Leber auch keine Expression der
miR-122 stattfindet.

Mit ihren Ergebnissen, dass die Serum-miR-122 je nach Fibrosestadium
unterschiedliche Spiegel haben kann, untermauern sie die Ergebnisse von Morita
et al.’®, die in ihrer Studie eine negative Korrelation zwischen der hepatischen
miR-122-Expression und dem Grad der histopathologischen Leberschadigung

feststellen konnten.

Bereits zuvor konnten auch Sarasin-Filipowicz et al.’?® bei einem hoheren
Fibrosestadium eine signifikant geringere Expressionsrate der miR-122 im
Lebergewebe feststellen. Generell konnten sie ebenfalls eine hohere hepatische
miR-122 Expression bei Patienten mit einem Therapieansprechen (SVR) im

Vergleich zu den Non-Respondern zeigen.

In unserer Studie konnte kein signifikanter Unterschied im Fibrosegrad zwischen
den unterschiedlichen Patientengruppen vor Therapiebeginn festgestellt werden.
Dies spiegelt sich auch dadurch wider, dass wir vor Therapiebeginn keinen
signifikanten Unterschied bezuglich der miR-122 in unserer Patientenkohorte

feststellen konnten.

Aus der Zusammenschau dieser Ergebnisse kann man schliel3en, dass es zwar
einen Zusammenhang zwischen dem Grad der Leberschadigung und der miR-
122 geben konnte, dass es jedoch keine direkte Korrelation zwischen der
hepatischen miR-122 und der zirkulierenden, im Serum gemessenen, miR-122
gibt. Je nach Fibrosestadium der Leber hat dies auch eine Auswirkung auf die

Hohe der Serum-miR-122 Spiegel.

54



Diskussion

4.3.3 Serum-miR-122-Spiegel im Vergleich zu anderen

Laborparametern im Laufe der Therapie

In der vorliegenden Studie wurden neben der miR-122-Spiegel auch die
HCV-RNA sowie die ALT als Zeichen einer Nekroinflammation wahrend der
Therapie bestimmt und deren Verlauf in den unterschiedlichen Patientengruppen
verglichen (siehe Abb. 5).

Dabei zeigten die Patienten der SVR-Gruppe einen dauerhaften Ruckgang aller
drei Parameter (miR-122, HCV-RNA, ALT).

Dass ein rascher Abfall der HCV-RNA mit einem dauerhaften
Therapieansprechen zusammenhangen kann, wurde auch in der Studie von
Bayram, Koksal et al.’?! festgestellt. Dabei konnte gezeigt werden, dass ein
frihes Ansprechen auf die Therapie (kein Nachweis von HCV-RNA in Woche 4
nach Therapiebeginn) mit einem dauerhaften Therapieansprechen (SVR)
assoziiert ist. Auch die Patienten, die in Woche 12 nach Therapiebeginn keinen
HCV-RNA-Nachweis mehr hatten oder einen Abfall um mehr als 2 log1o

aufwiesen, hatten einen signifikant hoheren Anteil an SVR-Raten.?’

Eine ahnliche Aussage konnten auch Yu, Chuang et al. 2006'?2 in ihrer Studie
darstellen. Dort zeigte sich, dass eine frihe HCV-Clearance (in Woche 4 nach
Therapiebeginn) mit einem hohen positiv pradiktiven Wert fur ein

Therapieansprechen (SVR) assoziiert ist.

Die dort aufgestellten Schlussfolgerungen, dass eine Vorhersage uber ein
dauerhaftes Therapieansprechen mit Hilfe der HCV-RNA getroffen werden kann,
konnten wir so jedoch nicht bestatigen. In unserer Studie zeigten auch die
Relapse-Patienten einen deutlichen Rickgang der HCV-RNA in Therapiewoche
4 und 12 (siehe Abb. 5b). Dies zeigte sich jedoch nur im Laufe der Therapie. Zum
Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung (Follow-Up) lag die HCV-RNA annahernd in
der Hohe der Ausgangswerte.

In der Gruppe der Non-Responder (NR) gab es im Gegensatz dazu bereits
wahrend der Therapie keinen groRen Abfall der Parameter und somit kein

Ansprechen auf die durchgefiihrte Therapie.
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Ahnliche Ergebnisse zeigte auch die Studie von Waring et al.88, wobei die
Therapie der HCV-Patienten hier mittels Direkter Antiviraler Agenzien (DAA)
erfolgte. Hierbei hatten die SVR-Patienten einen kontinuierlichen Ruckgang der
miR-122-Spiegel sowie der HCV-RNA bis hin zum Zeitpunkt des Follow-Up (in
dieser Studie war dies 8 Wochen nach Therapieende). Die Relapse-Patienten
wiesen nach einem anfanglichen Rickgang dieser beiden Parameter zum
Zeitpunkt des Follow-Up einen erneuten Anstieg auf, wohingegen die Non-
Responder bereits ab Woche 2 nach Therapiebeginn bereits einen Anstieg der
miR-122 und der HCV-RNA zeigten.

Die ALT wurde in dieser Studie ebenfalls zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt
und wies bei allen drei Gruppen eine signifikante Korrelation zwischen der miR-
122-Spiegel und der ALT auf.

Waring et al.88 untersuchten aulRerdem noch die Unterschiede zwischen den
Genotypen 1-3 unter DAA-Therapie. Dabei fanden sie heraus, dass die
Anderungen der miR-122 gentypibergreifend waren, dass beim Genotyp 1
jedoch bis zum Zeitpunkt des Follow-Up ein kontinuierlicher Abfall der miR-122-
Spiegel beobachtet werden konnte, der jedoch nicht so ausgepragt bei den

Patienten des Genotyps 2 und 3 war.

In der Literatur finden sich zwar viele Studien, welche die miR-122 und viele
Laborparameter zu Beginn der Therapie miteinander vergleichen, jedoch nur

wenige, die diesen Vergleich auch im Laufe der Therapie herstellen.

Die meisten Studien, die nicht nur die HCV-RNA, sondern auch die ALT im Laufe
der Therapie untersuchen, stammen aus den 90er Jahren und sind bei dem
Versuch entstanden einen pradiktiven Laborparameter zum Therapieerfolg zu
finden. Eine gute Ubersichtsarbeit wurde 1999 im Journal of Hepatology von
Civeira und Prieto'?® veroffentlicht. Sie verglichen zahlreiche Studien
miteinander, die auf der Suche nach einem Laborparameter zur Vorhersage des

Therapieansprechens waren.

Dabei zeigte sich, dass vor allem die frithe HCV-Clearance (also in
Therapiewoche 4 und 12) ausschlaggebend ist, um ein Therapieerfolg
vorhersagen zu konnen. Es zeigte sich hier, dass lediglich die Non-Responder
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aufgrund der HCV-Persistenz sicher als eine Therapierefraktare Gruppe

detektiert werden konnte.

Bezuglich der ALT konnte jedoch keine gewichtige Aussage getroffen werden. In
manchen Studien wurde bei den SVR-Patienten zwar ein Ruckgang der ALT
nachgewiesen, jedoch konnte dieser Parameter nicht signifikant zwischen den

SVR und den Relapse-Patienten unterscheiden, ahnlich wie in unserer Studie.

Eine aktuellere Studie von Raza et al. 202124 verglich 2 Patientengruppen mit
unterschiedlichen Therapien bei HCV-Patienten in Pakistan. Die eine Gruppe
erhielt eine interferonbasierte Therapie und die andere eine Therapie mit DAA.
Dabei wurden auch die Viruslast (HCV-RNA) und die ALT im Laufe der Therapie
untersucht. Es zeigte sich, dass in der Gruppe der DAA-Patienten bereits zu
einem deutlich friheren Zeitpunkt (also teilweise schon nach 1 Woche) eine
Reduktion beider Parameter bei Patienten mit einem dauerhaften

Therapieansprechen zu sehen war.

Dass ein schnelles Ansprechen auf die Therapie (RVR = Rapid Viral Response)
ein signifikanter Parameter zur Prognose eines SVR ist, konnten Aziz, Raza et

al.’?® auch in ihrer Studie von 2012 nachweisen.

Man kann also sowohl aus den vorhergehenden Studien als auch aus der hier
vorliegenden Studie schliel3en, dass sowohl mit Hilfe der HCV-RNA als auch der
miR-122 unter Therapie eine gute Vorhersage bezuglich der Non-Responder
getroffen werden kann. Eine sichere Unterscheidung zwischen den Relapse und

den SVR-Patienten ist jedoch nicht mdglich.

4.4 Serum-miR-122 zur Uberwachung des Therapieerfolges

Die Uberwachung des Therapieerfolges findet laut Leitlinie aktuell mittels
Bestimmung der HCV-RNA statt. Dabei erfolgt die quantitative Bestimmung vor
Beginn der Therapie, wahrend der Therapie und 12 Wochen nach

Therapieende.2(P534)

In unserer Studie gab es eine Korrelation zwischen einem Therapieansprechen

(SVR) und einem signifikant niedrigeren Serum-miR-122-Spiegel zum Zeitpunkt
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der Kontrolluntersuchung, das heil3t 12 bzw. 24 Wochen nach Therapieende
(siehe Abb. 6).

Sowohl in der Gruppe der Non-Responder als auch in der Gruppe der Relapse-
Patienten zeigte sich nach initialem Abfall der miR-122 Serum-Konzentration

nach Therapiebeginn ein erneuter Anstieg der miR-122-Spiegel.

Ahnlich wie im vorherigen Kapitel beschrieben, finden sich in der Literatur nur
wenige Studien, welche die miR-122 auch am Ende der Therapie bzw. zum

Zeitpunkt des Follow-Up untersuchen.

Dubin et al.'® untersuchten die miR-122 sowohl bei Patienten mit einem akuten
Leberversagen als auch bei Patienten mit einer chronischen
Hepatitis-C-Infektion. Dabei konnten sie zeigen, dass Patienten mit einer
chronischen Hepatitis-C-Infektion und einer Therapie mittels pegyliertem
Interferon und Ribavirin einen Rickgang der Serum-miR-122-Spiegel sowohl im
Laufe der Therapie als auch am Ende der Therapie sowie zum Zeitpunkt der

Kontrolluntersuchung (12 oder 24 Wochen nach Therapieende) aufwiesen.

In einer Studie von Yen et al.’?” von 2016 wurden Patienten untersucht, die
sowohl eine Hepatitis-B- als auch eine Hepatitis-C-Infektion hatten. Diese
Patienten wurden ebenfalls mittels pegyliertem Interferon und Ribavirin therapiert
und die miR-122-Spiegel wurden im Laufe der Therapie sowie im Schnitt bis zu
5 Jahren nach Therapieende ermittelt. Dabei wurde das HBsSAG bestimmt,
welches bei einer Hepatitis-B-Infektion sowohl als diagnostischer Marker als
auch zur Kontrolle unter bzw. nach einer Therapie verwendet wird. Als
Uberwachung eines Therapieerfolges wurde der fehlende Nachweis des HBSAG
(HBsAG-Seroclearance) bestimmt. Dabei zeigte sich eine signifikante Korrelation

zwischen der miR-122 und der HBsAG-Seroclearance.

Eine sehr ahnliche Aussage bezlglich der miR-122 im Therapieverlauf und als
Parameter eines Therapieerfolges konnte in der Studie von Waring et al.®
getroffen werden. In dieser Studie wurden die Patienten jedoch mit neuen DAA
und teilweise zusatzlich mit Ribavirin therapiert. Die miR-122 wurde zu
unterschiedlichen Zeitpunkten der Therapie sowie 8 Wochen nach Therapieende
(Follow-Up) bestimmit.
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Dabei konnte bei den SVR- und Relapse-Patienten ein deutlicher Rickgang der
miR-122-Spiegel im Laufe der Therapie ermittelt werden. Einen konstant
niedrigen Spiegel (also auch zum Zeitpunkt des Follow-Up) konnte nur bei den

Patienten mit einem dauerhaften Therapieansprechen (SVR) gezeigt werden.

Somit kann man postulieren, dass sich die miR-122 unabhangig vom
Therapieregime verhalt und sie alternativ zur HCV-RNA zur Uberwachung des
Therapieerfolges bei Patienten mit einer chronischen Hepatitis-C-Infektion

verwendet werden kann.

Abschlielend kann man sagen, dass die leberspezifische miR-122 ein guter
Biomarker zur Uberwachung des Therapieerfolges zu sein scheint. Dies gilt
sowohl fur die klassische Therapie mit pegyliertem Interferon/Ribavirin als auch

die neuere interferonfreie Therapie mit den Direkten Antiviralen Agenzien.

Als prognostischer Parameter zur Vorhersage eines Therapieerfolges scheint die
miR-122 aufgrund widersprichlicher Studiendaten und laut der hier
durchgefuhrten Studie nicht geeignet zu sein. Man kann zwar bereits kurz nach
Therapiebeginn die Patienten mit einem Therapieansprechen von den
Non-Respondern unterscheiden, jedoch ist keine sichere Unterscheidung

zwischen den Patienten mit SVR und den Relapse-Patienten méglich.
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