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Vorwort

Den Nachweis von Hepatitis-C-Viren (HCV) in peripheren mononukledren Blutzellen
(PBMC) und/oder Hepatozyten ohne den Nachweis von HCV-RNA im Serum bezeichnet
man als okkulte HCV-Infektionen. Diese Thematik wurde in den letzten Jahren kontrovers
diskutiert. Bezliglich der klinischen Relevanz ist es von Bedeutung herauszufinden, ob eine
bestehende okkulte Infektion klinisch signifikant ist und ob von dieser ein Ubertragungs-,
Ausbreitungs- und Erkrankungsrisiko ausgehen. Gerade da eine HCV-Infektion fiir CHD- und
NTX-Patienten erhebliche Auswirkungen haben kann (Baid-Agrawal et al., 2014a).
Teilaspekte der Studie wurden von der Autorin bereits in zwei Fachartikeln publiziert (Baid-

Agrawal et al., 2014a; Muche et al., 2019).
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Zusammenfassung

Chronische Infektionen mit Hepatitis C (HCV) sind von hoher epidemiologischer Bedeutung,
da sie insbesondere bei Patienten mit einer chronischen H&dmodialyse (CHD) oder einer
Nierentransplantation (NTX) zu einer erhdhten Morbiditat und Mortalitat fihren konnen. Eine
,,Okkulte HCV-Infektion“ ist eine neue umstrittene Entitdt, die durch das Vorhandensein von
HCV-RNA (normalerweise > 200 IE/ml oder > 1000 Kopien/ml HCVV-RNA) in Lebergewebe
und/oder in mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) in Abwesenheit von HCV-
RNA im Serum unabhéngig vom anti-HCV-Status definiert wird. Die Existenz und die
Bedeutung einer okkulten HCV-Infektion sind noch nicht eindeutig geklart und lassen viele

Fragen offen.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es daher, die Pravalenz okkulter HCV-Infektionen in
einer grolen Kohorte von CHD- und NTX-Patienten zu analysieren, indem mit einem
hochsensitiven Assay (Transcription-Mediated-Amplification) das Vorhandensein von HCV-
RNA in PBMC untersucht und deren klinische Relevanz bewertet wurde. In diesem Rahmen
wurden 417 CHD-Patienten und die gleiche Anzahl von NTX-Patienten eingeschlossen und
untersucht. Wie erwartet, war die Pravalenz der HCV-Infektion in beiden Patientengruppen
signifikant hoéher als in der Allgemeinbevélkerung. Die Préavalenz einer okkulten HCV-
Infektion mit positiver HCV-RNA in PBMC war jedoch mit 0,25 % bei unseren CHD-
Patienten und mit 0,5 % bei unseren NTX-Patienten sehr niedrig. Darliber hinaus ergeben sich
nach einer mittleren Nachbeobachtungszeit von 30 Monaten bei den 3 Patienten mit
nachgewiesener okkulter HCV-Infektion keine Kklinischen oder virologischen Hinweise auf
eine HCV-Infektion. Daher unterstiitzen unsere Ergebnisse nicht das Vorliegen einer klinisch
relevanten okkulten HCV-Infektion bei CHD- und NTX-Patienten, insbesondere in den
Bevolkerungsgruppen mit einer geringen Prévalenz von HCV-Infektionen. Die geringe
Ausbeute und die aufwendigen und teuren Tests auf okkulte HCV-Infektionen rechtfertigen
nicht die Durchfuhrung eines Routine-Screenings bei diesen Patienten. Infolgedessen sind
weitere Ldngsschnittstudien in geografischen Populationen mit hoher HCV-Endemizitét
erforderlich, um die Prévalenz einer okkulten HCV-Infektion bei CHD- und NTX-Patienten

in Abhangigkeit vom verwendeten Verfahren zu klaren.




Abstract

Chronic infection with hepatitis C virus (HCV) is of high epidemiological significance, as it
can lead to increased morbidity and mortality, especially in patients with hemodialysis (CHD)
or kidney transplantation (NTX). “Occult HCV infection” is a new controversial entity
defined by the presence of HCV RNA (usually > 200 IU / ml or > 1000 copies/ml HCV RNA)
in liver tissue and/or peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in the absence of HCV
RNA in serum, irrespective of the anti-HCV status. The existence and significance of occult

HCV infection is not clear and leave questions unanswered.

The aim of the present study was therefore to analyze the prevalence of occult HCV infection
in large cohorts of CHD and NTX patients by testing for the presence of HCV RNA in PBMC
using a highly sensitive assay (Transcription-Mediated-Amplification) and evaluate its
clinical relevance. In this regard, 417 CHD and the same number of NTX patients were
included and examined. As expected, the prevalence of HCV infection was significantly
higher in both patient groups than in the general population. However, the prevalence of
occult HCV infection with positive HCV RNA in PBMC was found to be very low, 0.25% in
our CHD patients and 0.5% in our NTX patients. Furthermore, on a mean longitudinal follow-
up of 30 months of the 3 patients with occult HCV infection, there was no clinical or
virological evidence of HCV infection. Thus, our results do not support the existence of a
clinically relevant occult HCV infection CHD and NTX patients, particularly in those
populations with low prevalence of HCV infection. The low yield and complex and expensive
testing for occult HCV infection does not warrant its implementation for routine screening in
these patients. As a result, further longitudinal studies in geographic populations with high
HCV-endemicity are required to clarify the prevalence of occult HCV infection in CHD and

NTX patients depending on the method used.
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1 Einleitung

1.1 Zielsetzung

Das Ziel der Studie, welche der vorliegenden Dissertation zugrunde liegt, ist der Nachweis
von okkulten HCV-Infektionen in immunsupprimierten Patienten. Konkret soll ein Kollektiv
bestehend aus Patienten mit chronischer Hamodialyse (CHD) oder Nierentransplantation
(NTX) ohne nachweisbare HCV-RNA im Standard-Diagnoseverfahren hinsichtlich der
Nachweisbarkeit von HCV-RNA in den PBMC und/oder Hepatozyten analysiert werden. In
den letzten Jahren wurde die Existenz von okkulten HCV-Infektionen in der Forschung
kontrovers diskutiert, dennoch gibt es nur wenige epidemiologische Studien zur Thematik.
Wir untersuchen zum ersten Mal die Prdavalenz von okkulten HCV-Infektionen in einer
groRen Kohorte von CHD-Patienten und NTX-Patienten.

1.2 Fragestellung und Hypothesen
Das Ziel der Arbeit ist es, die folgenden Forschungsfragen einer Beantwortung zuzufiihren:

Unterscheidet sich die Hohe der ermittelten Prévalenz einer okkulten Infektion bei
immunsupprimierten Patienten unter Verwendung eines hochsensitiven Assay (TMA-Test)
gegeniber der in der Standarddiagnostik eingesetzten Screeningverfahren? Welche klinische

Bedeutung hat sie in einem Kollektiv bestehend aus CHD- und NTX-Patienten?

Zusétzlich soll folgender Frage nachgegangen werden: Welche Besonderheiten zeigen CHD-
und NTX-Patienten hinsichtlich ihres Alters, der Risikofaktoren und der HCV-Pravalenz

unter Anwendung verschiedener Diagnoseverfahren?
Die der Arbeit zugrunde liegenden Hypothesen lauten:

H1: Bei immunsupprimierten Patienten unterscheidet sich die Hohe der mit Hilfe des
hochsensitiven Assay (TMA) ermittelten Pravalenz von okkulten HCV-Infektionen von der

Hohe der anhand standardisierter Screeningverfahren ermittelten Pravalenz.

HO: Bei immunsupprimierten Patienten unterscheidet sich die Ho6he der mit Hilfe des
hochsensitiven Assay (TMA) ermittelten Pravalenz von okkulten HCV-Infektionen nicht

von der Hohe der anhand standardisierter Screeningverfahren ermittelten Pravalenz.




1.3 Erlauterung zu Fragestellung und Hypothesen

Die vorliegende epidemiologische Untersuchung ist auf immunsupprimierte NTX- und CHD-
Patienten fokussiert. Bei den anvisierten Patientengruppen besteht ein erhohtes Risiko fir
okkulte HCV-Infektionen z. B. durch h&ufig notwendige Transfusionen, durch eine
Reaktivierung im Rahmen einer Immunsuppression, durch das hohe Risiko fur eine
nosokomiale Ubertragung durch z.B. eine laufendende oder erfolgte Dialyse oder durch einen
liegenden Gefdlizugang. Die HCV-Infektion stellt eine erhebliche Komplikation bei
immunsupprimierten Menschen wie z. B. NTX-Empfangern oder CHD-Patienten dar. Als
haufigster Ubertragungsweg kann die aus der Transplantation bzw. Transfusion resultierende
Exposition bezeichnet werden (Peres et al.,, 2005). Zusétzlich Kkorreliert die
Durchseuchungsrate mit der Dialysedauer und der Art der Dialyse (Zentrumsdialysepatienten
27%, Heimdialysepatienten 10% und Peritonealdialysepatienten 5%) (Maier K.-P., 2000).
Bedingt durch die krankheitsspezifische Immunsuppression besteht der Verdacht, dass
konventionelle serologische Tests zur Diagnose von HCV eine niedrige Sensitivitat bei NTX-
oder CHD-Patienten aufweisen konnten. Daher sind neue sensitivere diagnostische Methoden
bei diesem Patientenkollektiv notwendig. Das Hauptproblem besteht aufgrund der geringen
Viruslast (unter 10* Kopien/ml) von okkulten Infektionen darin, ein geeignetes
Screeningverfahren mit ausreichend hoher Sensitivitat und Spezifitat zu identifizieren, um die
Klinische Relevanz von okkulten HCV-Infektionen besser einschédtzen zu kodnnen. In den
letzten Jahren wurde HCV-RNA nicht nur im Serum nachgewiesen, sondern auch in den
peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC) und/oder Hepatozyten ohne direkten
Nachweis von HCV-RNA im Serum, sodass die Frage nach okkulten Infektionen aufkam und
zur Grundlage mehrerer wissenschaftlicher Arbeiten wurde (Blackard et al., 2006; Carreno et
al., 2006; Castillo et al., 2004; Castillo et al., 2006; Pham et al., 2004; Radkowski et al., 2005
aund b).




2 Wissenschaftlicher Hintergrund

2.1 Hepatitis-C-Virusinfektion

2.1.1 Hepatitiden: Bedeutung und Kennzeichen

Unter einer ,,Hepatitis“ versteht man eine messbare Schidigung von Hepatozyten. Gemessen
wird hierbei die Erhéhung der Transaminasen im Serum (GOT, GPT). Es werden virale und
nicht virale Hepatitiden unterschieden. Als wichtigste Erregerspezies gelten die
Virushepatitiden. Der Name der jeweiligen Erkrankung geht dabei auf das verursachende
Virus zurlick (Hepatitis A, Hepatitis B, Hepatitis C, Hepatitis D, Hepatitis E, Hepatitis G).
Infektiose Hepatitis-Erkrankungen konnen aber auch durch nicht klassische Hepatitis-Viren
ubertragen werden (z. B. Eppstein-Barr-Virus, Varizella-Zoster-Virus, teilweise auch Mumps-
und Rubella-Virus). AuBerdem wird eine Leberentzindung gelegentlich auch bakteriell
determiniert (z. B. Leptospirose) oder durch Parasiten verursacht (z. B. Echinokokkus,
Malaria, Schistosomiasis) (Ludwig, 2017).

Zudem kann eine Hepatitiserkrankung durch Alkohol- oder Medikamentenabusus entstehen
(RKI, 2003), im Rahmen einer Autoimmungenese (Typ I-lll), hereditar (z.B.
Hamochromatose, M.Wilson, Alpha-1-Antitrypsin-Mangel oder Speicherkrankheiten),
vaskular (z.B. arteriell: Embolie oder vends: Rechtsherzinsuffizinz), biliar (z.B. primér biliére
Zirrhose oder primér sklerosierende Cholangitis) oder u.a. durch Malignome (Ludwig, 2017).
Am haufigsten findet sich die viral Ubertragene infektiose Hepatitis, die zumeist durch funf
Virenstimme (Hepatitis A bis E) verursacht wird. Wahrend die Hepatitisviren A und E dabei
uber Nahrungsmittel, Wasser oder Schmierinfektionen tbertragen werden kdnnen, gelten als
Hauptursache von Hepatitis B, C und D vor allem der Kontakt zu Blut und Blutprodukten
sowie (v. a. bei Hepatitis B) sexuelle Kontakte (RKI, 2003).

Gemaél ICD-10-Klassifikation kann bei der Virushepatitis zwischen insgesamt finf Formen
differenziert werden, die sich in weitere Prdgnanzformen unterteilen, wie in Tabelle 1 (Seite
3) dargestellt ist (DIMDI, 2015).




Tabelle 1: Klassifikation der Virushepatitis nach ICD-10

Virushepatitis: Klassifikation (ICD-10)

Akute Virushepatitis A (B15.-)

Akute Virushepatitis B (B16.-)

Sonstige akute Virushepatitis (B17.-)

Chronische Virushepatitis (B18.-)

Nicht néher bezeichnete Virushepatitis
(B19.-)

Klinische Pragnanzform (ICD-10)
Virushepatitis A mit Coma hepaticum
(B15.0)

Virushepatitis A ohne Coma hepaticum
(B15.9)

Akute Virushepatitis B mit Delta-Virus
(Begleitinfektion) und mit Coma hepaticum
(B16.1)

Akute Virushepatitis B mit Delta-Virus
(Begleitinfektion) und ohne  Coma
hepaticum (B16.1)

Akute Virushepatitis B ohne Delta-Virus mit
Coma hepaticum (B16.2)

Akute Virushepatitis B ohne Delta-Virus
ohne Coma hepaticum (B16.9)

Akute Delta-Virus-(Super-)Infektion eines
Hepatitis-B-(Virus-)Tragers (B17.0)

Akute Virushepatitis C (B17.1)
Akute Virushepatitis E (B17.2)
Sonstige naher bezeichnete akute

Virushepatitis (B17.8)

Akute Virushepatitis, nicht naher bezeichnet
(B17.9)

Chronische Virushepatitis B mit Delta-Virus
(B18.0)

Chronische Virushepatitis B ohne Delta-
Virus (B18.1)

Chronische Virushepatitis C (B18.2)
Sonstige chronische Virushepatitis (B18.8)

Chronische Virushepatitis, nicht néher
bezeichnet (B18.9)

Nicht naher bezeichnete Virushepatitis mit
Coma hepaticum (B19.0)

Nicht ndher bezeichnete Virushepatitis ohne
hepatisches Koma (B19.9)

(Quelle: DIMDI, 2015)




2.1.2 Definition Hepatitis C
Hepatitis C kann als eine die Leberzellen schadigende Viruserkrankung definiert werden, die

durch das Hepatitis-C-Virus verursacht wird (RKI, 2003). Das Hepatitis-C-Virus (HCV)
wurde erstmals 1988 nachgewiesen, nachdem zuvor viele vor allem nach Bluttransfusionen
aufgetretene Hepatitisfalle dem bisherigen Hepatitiden-Schemata (A und B) nicht zugeordnet
werden konnten und daraufhin als Non-A-Non-B-Hepatitis bezeichnet wurden (RKI, 2003).
Kennzeichnend fir eine akute HCV-Infektion ist, dass die Infektion mit dem HC-Virus vor
weniger als sechs Monaten erfolgte.

H&aufig geht die akute HCV mit einer Erhohung der Aminotransferase-Aktivitaten
(,,Transaminasen®) einher und fiihrt Leberfunktionseinschrankungen mit sich (Sarrazin et al.,
2018). Eine chronische HCV-Infektion kann definiert werden als eine langer als sechs Monate
fortbestehende Infektion mit dem HC-Virus (HCV-RNA-positiv). Dies kann zu einer
klinisch-chemisch und/oder histologisch nachweisbaren Leberschadigung unterschiedlichen
Ausmalies und extrahepatischer Manifestationen flihren (Sarrazin et al., 2018).

2.1.3 Pragnanztypen HCV
Es werden sechs unterschiedliche HCV-Genotypen und 30 Subtypen unterschieden, bei denen

sich jeweils geografische Besonderheiten zeigen, da sich Genotypen und Subtypen regional
unterschiedlich verteilen: Wahrend in den Vereinigten Staaten und in Europa vor allem die
Genotypen 1, 2 und 3 vorherrschend sind, finden sich in Afrika vorwiegend Infektionen mit
dem HCV-Genotyp 4 (Choo et al., 1989; Drexler et al., 2013; RKI, 2003).

Wie bereits dargelegt, wird bei allen Geno- und Subtypen klinisch zwischen einer akuten und
einer chronischen Hepatitis C unterschieden: Die akute Hepatitis verlduft vorwiegend
symptomarm und wird daher hdufig nicht als akute Hepatitis identifiziert, kann aber mit einer
Erhéhung der Aminotransferase-Aktivitat einhergehen und zu
Leberfunktionseinschrankungen fuhren (Sarrazin et al., 2018). Da in den Anfangswochen bei
vielen Patienten kaum Symptome auftreten, kann die akute HCV-Infektion bei 60 bis 80 %
der Betroffenen nicht ausheilen und in den chronischen Typus tUbergehen (RKI, 2003; Wiese
et al., 2000).

Die chronische HCV-Infektion gilt weltweit als eine der haufigsten Ursachen fur die

Entwicklung einer Leberzirrhose und eines hepatozelluldren Karzinoms.

2.1.4 Erreger
Erstmals identifiziert und isoliert wurde das HCV, das vorher als Hepatitis-Non-A-Non-B

bezeichnet wurde, im Jahre 1989 unter Zuhilfenahme von gentechnischen Methoden.




Kennzeichnend fur das HCV ist, dass es als lineares, einstrangiges, aus 9.500 Nukleotiden
bestehendes, umhilltes RNA-Virus strukturiert ist, das eine Plusstrang-Polaritét besitzt. Das
HCV bildet entsprechend seiner Genomstruktur und -organisation sowie seiner
physikochemischen Eigenschaften ein eigenes Genus innerhalb der Flaviviridae und zeigt
infolge einer hohen Mutationsrate eine ausgepréagte genetische Variabilitat auf (RKI, 2003;
Sarrazin et al., 2018).

2.1.5 Epidemiologische Bedeutung

Pravalenz:

HCV gehort zu den viralen Infektionskrankheiten mit globaler Ausbreitung. In
epidemiologischer Hinsicht zeichnet sich die Infektion durch eine hohe Prévalenz aus.
Insgesamt sind ca. 3 % der Weltbevolkerung chronisch mit einer HCV-Erkrankung infiziert,
wobei (insbesondere bei der akuten Form) von einer hohen Dunkelziffer ausgegangen werden
kann, weswegen die Prévalenzschatzungen groRen Schwankungen unterworfen sind (Wasley,
Alter, 2000). Altere Schatzungen gingen davon aus, dass weltweit wohl 170 bis 200 Millionen
Menschen von einer chronischen HCV-Infektion betroffen sind (Schreier, Héhne, 2001). Da
die Chronifizierungsrate ca. 80 % betragt, 20 % also eine (hdufig unentdeckte) akute HCV
ausbilden und 20 bis 40 % aller Betroffenen offenbar korpereigene Resistenzen entwickeln
und das Virus im Laufe ihres Lebens wieder eliminieren, gehen neuere Schétzungen von
hoheren Prévalenzen aus, betroffen sind demnach mehr als 250 Millionen Menschen (RKI,
2003).

Neuesten Hochrechnungen der WHO zufolge, welche die Prévalenz chronischer HCV-
Infektionen beriicksichtigen, sind demnach etwa 71 Millionen Menschen chronisch mit HCV
infiziert, was etwa 1 % der Weltbevdlkerung entspricht (WHO, 2017).

Wie in Abbildung 1 (Seite 7) dargestellt, variiert die Prdvalenz im globalen Mafstab sehr
stark: Wahrend in Mitteleuropa und Nordamerika ca. 1 bis 2 % der Bevolkerung betroffen
sind, gelten vor allem Sudostasien, Stidamerika und groRe Teile Afrikas (insbesondere in der
Maghreb-Region) als virusverseucht (RKI, 2003; Schreier, Hohne, 2001; WHO, 2000; WHO,
2004). So fanden sich z. B. in der Erwachsenenpopulation Agyptens mittlere Pravalenzraten
von 10 bis 30 % (Arthur et al., 1997; Darwish et al., 1993; Schreier, Hohne, 2001). Ohnehin
gilt Agypten als das Land mit der weltweit hochsten HCV-Pravalenz, in manchen landlichen

Regionen und armeren Wohnquartieren Kairos wurden in der Erwachsenenbevélkerung gar




Prévalenzwerte von Uber 50 % ermittelt (Aguilar et al., 2008; Eassa et al., 2007; Mohamoud
etal., 2013).
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Abbildung 1: Epidemiologie der Hepatitis C: globale Prévalenz (Quelle: WHO, 2004)

Auch gemaR dem WHO-Global-Hepatitis-Report gilt die éstliche Mittelmeerregion mit einer
Préavalenz der chronischen HCV von 2,3 % (bedingt durch die in der Vergangenheit erfolgten
nosokomialen Transmissionen) als eine der am starksten von der Infektion betroffenen
Regionen (WHO, 2017). In den anderen WHO-Regionen variiert die Pravalenz chronischer
Infektionen zwischen 0,5 % und 1,0 %. Schatzungen zufolge lag im Jahr 2015 weltweit die
Zahl der Neuinfektionen mit 1,75 Millionen hoher als die Zahl der Personen, die durch HCV-
Spétfolgen verstorben waren (399.000) oder erfolgreich behandelt wurden (843.000) (RKI,
2018).

Fur HCV-Infektionen kann auch in Europa eine hohe epidemiologische Bedeutung postuliert
werden, wobei hier grol3e regionale Unterschiede zu beobachten sind, wie in Abbildung 2
(Seite 8) dargestellt.
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Abbildung 2: HCV-Pravalenzraten in Europa (Quelle: Esteban et al., 2008)

Hohe Pravalenzen finden sich demnach vor allem in Ost- und Siideuropa (Esteban et al.,
2008; Naoumov, 1999), wahrend die Infektionsrate in den skandinavischen Landern mit 0,1
bis 0,2 % am geringsten ausféllt (Esteban et al., 2008). In Europa wird von 3 bis 5 Millionen
Virustragern ausgegangen (Wasley, Alter, 2000), neuere Untersuchungen beziffern die
Gesamtkrankheitslast bei angenommenen 1,2 % Virustrdgern auf 8 Millionen Betroffene
(Mihlberger et al., 2009). Fir einzelne Regionen Europas wurden jedoch auch zweistellige
Infiziertenquoten ermittelt: So betrug die HCV-Prdavalenz in einer Stichprobe in
L’ Aquila/Mittelitalien 22 % (La Torre et al., 2011; Raffaele et al., 2001).

HCV-Infektionen mussen aufgrund der hohen Pravalenz und des in bis zu 80 % der Falle
chronischen Verlaufes, der hdufig Leberzirrhosen und Leberzellkarzinome mit sich bringen
kann, auch fiir Mitteleuropa als ein gravierendes medizinisches und gesundheitspolitisches
Problem bezeichnet werden (RKI, 2003). Die HCV-Pravalenzen liegen in Mitteleuropa dabei
zwischen 0,5 und 1,3 % (Bird et al., 2001; Esteban et al., 2008; Grob et al., 2000; Niederau,




Kapagiannidis, 2006; Touzet et al., 2000; Trepo et al., 1999). In der WHO-Region Europa
leben schétzungsweise 14 Millionen chronisch HCV-infizierte Menschen. Zwischen den
einzelnen Lé&ndern Europas gibt es starke Schwankungen bezilglich der Inzidenz und
Pravalenz von HCV-Infektionen. Die prozentuale Spanne der Antikdrperprévalenz bewegt
sich in den Landern der WHO-Region Europa zwischen 0,1 % in Irland, 5 % in Italien und 13
% in Usbekistan (RKI, 2018).

In Deutschland wurde im Rahmen der ,,Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland*
(DEGSL1), eine Stichprobe mit 7.047 Teilnehmenden im Alter zwischen 18 und 79 Jahren in
den Jahren von 2008 bis 2011 auf die Pravalenz von HCV untersucht. Dabei liegt die
Durchseuchung der deutschen Allgemeinbevélkerung mit Hepatitis-C-Viren bei 0,3 %. Damit
gehort Deutschland zu den Landern mit einer niedrigen Prévalenz (Poethko-Miller et al.,
2013). Andere Studien nehmen fir Deutschland eine Prévalenz von 0,5 bis 0,7 % an, die
Gesamtzahl der Virustrager betrégt hier 400.000 bis 500.000 (RKI, 2018).

Inzidenz:

Die globale Inzidenz betrug im Jahre 2000 ca. 2 Millionen, aktuell kann von einer deutlich
hoheren jahrlichen Neuerkrankungsrate ausgegangen werden (Frank et al., 2000). Andere
Studien gehen von einer jahrlichen Neuerkrankungsrate von 3 bis 4 Millionen Menschen aus.
Etwa 150 Millionen Menschen sind chronisch infiziert und mehr als 350.000 Menschen

sterben jedes Jahr an HCV-bedingten Lebererkrankungen (Sarrazin et al., 2018).

Wenngleich HCV zu den meldepflichtigen Erkrankungen gehort, liegen genaue Zahlen zur
Inzidenzentwicklung nicht vor. In Deutschland hat sich die geschétzte Neuerkrankungsrate in
den letzten funf Jahren zwischen 5.000 und 6.000 Fallen pro Jahr eingependelt (RKI, 2018).
Im Jahr 2011 wurden in Deutschland 1.199 Lebertransplantationen durchgefiihrt. Davon
waren 23 % auf eine HCV-Infektion zuriickzuftihren (RKI, 2018).

2.1.6 Risikogruppen und Ubertragungswege

Zu den Risikogruppen und damit zu den Menschen, denen ein Screening auf eine HCV-
Infektion angeboten werden sollte, z&hlen: Personen mit Leberentzindungen oder
chronischen Lebererkrankungen oder einem hepatozelluldren Karzinom (HCC), Empféanger
von Blutprodukten (vor 1992), CHD-Patienten, aktive und ehemalige i.v./nasal-
drogenabhangige Menschen, Empfanger von Organtransplantaten, Insassen von
Justizvollzugsanstalten, Personen, die Tatowierungen oder Piercings tragen, HIV- und/oder

HBV-Infizierte, medizinisches Personal mit erhohtem Risiko der Ansteckung durch




Nadelstichverletzungen, des Weiteren Sexualpartner von HCV-Infizierten, Kinder von HCV-
positiven Muttern, Personen mit Migrationshintergrund aus Regionen mit erhohter HCV-

Infektionsrate sowie Blut-, Organ- und Gewebespender (Sarrazin et al., 2018).

Analog zu anderen Staaten besteht auch in Deutschland ein deutlicher Einfluss von
soziobkonomischen Faktoren auf die Gesamtkrankheitslast, die sich in der
Gesamtbevdlkerung keinesfalls normalverteilt zeigt. Wichtige Modifikatoren stellen das
Geschlecht und das Alter dar: Wie in der nachfolgenden Abbildung 3 dargestellt, sind vor
allem junge Manner (20 bis 30 Jahre) von HCV-Infektionen betroffen, wéhrend bei Frauen
kein sehr ausgepragter Altersgipfel zu beobachten ist. Insgesamt war die Inzidenzrate bei
Mannern im Jahre 2002 mit 10,3 Féllen pro 100.000 Einwohner fast doppelt so hoch wie bei
Frauen mit 5,8 Féllen pro 100.000 Einwohner (RKI, 2003).
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| Inzidenzrate minnlich I Inzidenzrate weiblich 1 Nach dem Infektionsschutzgesetz (1fSG) sind alle Fille von
HCV-Infektion an das Robert Koch-Institut zu iibermitteln,
bei denen eine chronische Infektion bisher nicht bekannt ist.
Das IfSG ist am 1.1.2001 in Kraft getreten. Nach Anderung
der Referenzdefinition fiir die HepatitisC im Mirz 2003
werden alle iibermittelten Fille unabhingig vom klinischen
Bild ausgewiesen. Die hier ausgewiesenen Fallzahlen wur-
den nach der neuen Referenzfalldefinition ermittelt.

Abbildung 3: Hepatitis-C-Inzidenz in Deutschland 2002 nach Geschlecht und Alter (Quelle: RKI, 2003)

GemaR neueren Forschungen gelten auch Migranten als Risikokollektiv, die in einer
Studienpopulation in internistischen Hausarztpraxen zu ca. 6 % préavalent waren (Buggisch et
al., 2013). Da Hepatitis C priméar durch Nadelstichverletzungen tbertragen wird, finden sich
hohe Pravalenzen bei intravends injizierenden Drogenkonsumenten (60 bis 80 %), bei

H&mophilie-Patienten, die vor 1987 Blutgerinnungsfaktoren erhalten haben (80 bis 90 %), bei



Organtransplantierten (5 bis 15 %) sowie bei Dialysepatienten (4 bis 10 %) (RKI, 2003;
Schreier, Hohne, 2001; Schulte et al., 2008; Shepard et al., 2005; Stark et al., 1997; Weber et
al., 1995).

Insgesamt ist HCV mit einem hoheren Risiko fir Diabetes mellitus Typ 2 (DM 2) und
bestimmte kardiovaskuldre Erkrankungen assoziiert, erhthte Prévalenzen unklarer Genese
kdnnten also mit einer unentdeckten HCV-Infektion in Verbindung stehen (Babiker et al.,
2017; Hammerstad et al., 2015; Naing et al., 2012).

2.1.7 Morbiditat, Mortalitat und Letalitat
Die Mortalitdt von HCV-Infektionen ist schwer zu ermitteln, da die Infektion selbst (auch in

chronischer Form) eher selten zum Tode flhrt, sondern mittelfristig Erkrankungen (v. a.
Leberzirrhose und Leberzellkarzinom) bewirkt, die mit einer hohen Mortalitat assoziiert sind.
Chronische Virushepatitiden (B, C, E) gelten in den Industriestaaten nach dem Alkoholabusus
als zweitwichtigste Ursache fir eine Leberzirrhose, da ca. 30 % aller inzidenten Falle direkt
auf einen jahrzehntelangen chronischen HBV- oder HCV-Verlauf zuriickgefuhrt werden
kdnnen (Grammatikos, Sarrazin, 2010; Niederau, 2011; Sivanathan et al., 2014).

Da in Deutschland die Leberzirrhose-Préavalenz ca. 1 Million Félle betragt, kann (bei ca.
500.000 préavalenten Hepatitis-C-Fallen) davon ausgegangen werden, dass mehr als die Halfte
aller HCV-Patienten nach 20 Jahren eine Leberzirrhose ausbilden, deren 5-Jahres-Mortalitét
(je nach Stadium) bis zu 50 % betragen kann (Neeff et al., 2012; Sauerbruch et al., 2013; Teh
et al., 2007). Etwa 5 % aller Leberzirrhose-Patienten bilden ein Leberzellkarzinom aus, das

unbehandelt in 50 % der Félle innerhalb von 6 Monaten zum Tod fihrt.

Zusammengefasst gehen epidemiologische Schatzungen davon aus, dass in den
industrialisierten Landern 20 % der Félle mit akuter Hepatitis, 70 bis 85 % der Félle mit
chronischer Hepatitis, 30 % der Félle mit kompensierter Leberzirrhose, 60 % der Falle mit
hepatozellularem Karzinom und 30 % der Félle von Lebertransplantationen auf HCV-
Infektionen zurlckzufiihren sind. Die Erkrankung geht mit einer hohen Morbiditat einher
(DIMDI, 2003; Grammatikos, Sarrazin, 2010; WHO, 1999).

Unabhéngig von den Folgeerkrankungen wurde in aktuellen Kohortenstudien die Mortalitat
von Hepatitis-C-Patienten untersucht. Dabei betrug die HCV-Sterberate in der flinfjahrigen
Chronic Hepatitis Cohort Study (CHeCS-Studie) (Untersuchungszeitraum 2006 bis 2010) 14
% (Mahajan et al., 2014), wahrend McCombs et al. (2014) bei HCV-Patienten mit (und ohne)




Virussuppression eine Mortalitdt von 6,8 pro 1.000 Personenjahre (22 pro 1.000

Personenjahre) ermittelten.

2.1.8 Verlauf der Erkrankung
Die Inkubationszeit der Hepatitis-C-Erkrankung betragt 15 bis 180 Tage. Bedeutsam ist, dass

eine akute HCV-Infektion in 75 % der Félle asymptomatisch und bei 25 % symptomatisch
verlauft, was die Diagnostik erschwert und mit dazu beitrégt, dass v. a. asymptomatische
Félle zumeist chronisch verlaufen.

Die symptomatischen, ikterischen HCV-Infektionen kénnen in bis zu 50 % spontan ausheilen,
ohne eine bleibende Immunitdt zu hinterlassen. Ca. 80 % aller HCV-Infektionen bei
Erwachsenen verlaufen chronisch. Fast 20 % der Patienten mit chronischer HCV-Erkrankung
entwickeln (in Abhéngigkeit von anderen Risikofaktoren, wie Alkoholkonsum, Entwicklung
einer Fettleber oder Infektion mit anderen Hepatitiden) innerhalb von 20 Jahren eine
Leberzirrhose, wobei bis zu 80 % aller Infektionen chronifizieren (Sarrazin et al., 2018). Im
Folgenden ist der naturliche Verlauf einer HCV dargestellt (Abbildung 4).

Akute Chronische HCV Infektion (55-85%) N Dekompensierte Zirrhose
HCV = 3
Infektion Fibrose FO F1 F2-3 F4 (Zirrhose; 15-30%) S HCC (2-4%/)ahr)

Extrahepatische Manifestation

6 Monate Jahre

Abbildung 4: Natirlicher Verlauf einer HCV-Infektion (Quelle: Rossol et al., 2006)

2.1.9 Diagnostikverfahren bei HCV-Infektionen (akut und chronisch)
Das HCV-Screening basiert grundsatzlich auf einem Such- und Bestatigungstest. Der

Nachweis von Antikérpern gegen HCV (Anti-HCV) dient als Suchtest und erfolgt mittels
einem Immunoassay. Anti-HCV-positive (reaktive) Patienten haben in ca. 80 % der Félle
auch HCV-RNA im Blut und sind daher als infektios zu betrachten. Positive (reaktive)
Befunde sollten zur Sicherung der Diagnose einer HCV-Infektion durch einen HCV-RNA-

Nachweis verifiziert werden (Sarrazin et al. 2018). Als Labormethode wird hier die RT-PCR




(Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion) genutzt. Dabei wird die virale RNA durch

eine reverse Transkriptase in DNA umgeschrieben und amplifiziert.

Das ,,serodiagnostische Fenster”, in dem gegenwartig eingesetzte Anti-HCV-Immunoassays
nach akuter Infektion durchschnittlich negative Resultate liefern, betragen sieben bis acht
Wochen. Daher ist der Nachweis der HCV-RNA, die typischerweise bereits ein bis zwei
Wochen nach der Infektion detektierbar ist, die Methode der Wahl zur Diagnostik einer
akuten HCV-Infektion im ,,Antikdrper-negativen Intervall“. Nach spontaner oder
therapeutischer Viruselimination bleibt der Anti-HCV-Immunoassay in der Regel positiv. Erst
nach einer sehr lang zuruckliegenden HCV-Infektion kann es vereinzelt zu einem Verlust von
Anti-HCV kommen. Diaplazentar bertragene Antikdrper der Mutter kénnen im kindlichen
Blut bis zu 18 Monate nachweisbar sein. Daher kdnnen eine HCV-Reinfektion und eine
vertikal Ubertragene HCV-Infektion in den ersten 18 Lebensmonaten nur durch den Nachweis
von HCV-RNA diagnostiziert werden (Sarrazin et al., 2018).

Bei Immunkompromittierten kénnen HCV-Antikorper verzégert ausgebildet werden oder
fehlen, sodass auch hier zusétzlich eine HCV-RNA-Bestimmung erfolgen sollte. Bei dem
Verdacht auf eine akute HCV-Infektion bzw. HCV-Reinfektion nach vorangegangener
spontaner oder therapeutischer Viruselimination sowie zum Ausschluss einer Mutter-Kind-

Transmission erfolgt der Nachweis direkt durch die Bestimmung der HCV-RNA.

Bei der Erstdiagnose einer HCV-Infektion sind neben der virologisch-serologischen
Diagnostik auch die Anamnese (inklusive Risikofaktoren, Familien-, Partneranamnese), die
klinische Untersuchung, weitere virologische Tests nach Koinfektionen, klinisch-chemische
Basistests, die Oberbauchsonografie und die Bestimmung des Alpha-1-Fetoproteins (AFP) bei

erhohtem HCC-Risiko und/oder einem verdéchtigen Leberherd zu berticksichtigen.

Eine Leberbiopsie sollte nur bei dem Nachweis einer chronischen HCV-Infektion angestrebt
werden, wenn sich daraus Konsequenzen fur die Diagnose ergeben wirden, zur

Verlaufsbeurteilung und/oder sich daraus eine Therapie ableiten l&sst (Sarrazin et al., 2018).

Fir die Patienten, die nicht geschiitzt sind, wird entsprechend eine HBV- und Hepatitis-A-
Virus-Impfung (HAV) vorgeschlagen. Im Weiteren sollte der Alkoholkonsum bewertet und
quantifiziert werden sowie eine spezifische Beratung erfolgen, um den schédlichen
Alkoholkonsum zu beenden. Grundsatzlich sollten alle Patienten mit dem Verdacht auf eine
HCV-Infektion getestet werden (Pawlotsky et al., 2018).




2.1.10 Therapie
Das Hauptziel der antiviralen HCV-Therapie besteht darin, die Infektion zu heilen, d. h. eine

anhaltende virologische Reaktion (SVR) zu erzielen, die als eine nicht nachweisbare HCV-
RNA nach 12 Wochen (SVR12) oder nach 24 Wochen (SVR24) nach Abschluss der
Behandlung definiert ist, gemessen mit einer sensitiven molekularen Methode mit einer
unteren Nachweisgrenze von < 15 IE/ml. Eine SVR entspricht einer Heilung der HCV-
Infektion mit einer sehr geringen Wahrscheinlichkeit eines spéteren Riickfalles. Eine SVR
geht mit der Normalisierung von Leberenzymen oder dem Verschwinden oder der
Verbesserung von Komplikationen wie z. B. einem Leberversagen oder einer portalen
Hypertonie einher. Jingste Daten zeigen eine Reduzierung des Risiko fur eine HCC- und eine
Leberbedingte Mortalitat bei Patienten mit Leberzirrhose, nach Behandlung der HCV-
Infektion, im Vergleich zu unbehandelten Patienten und nicht anhaltenden virologischen
Respondern, insbesondere in Gegenwart von Cofaktoren, wie z. B. dem metabolischen
Syndrom, einem schadlichen Alkoholkonsum und/oder bei gleichzeitigem Vorliegen einer
Hepatitis-B-Virus(HBV)-Infektion (Pawlotsky et al., 2018).

Die Therapieentscheidung der HCV-Infektion ist abhéngig vom Krankheitsstadium und von
der Infektionsart: Die meisten Patienten mit einer akuten HCV-Infektion sind
asymptomatisch, es wird jedoch eine hohe Chronizitatsrate erwartet (bis zu 50 bis 90%).
Patienten mit einer akuten Hepatitis C sollten fur eine antivirale Therapie in Betracht gezogen
werden, um die Entwicklung einer chronischen Hepatitis C zu verhindern. In der Tat
verbessert die sofortige Behandlung der akuten Hepatitis C mit DAAs die klinischen
Ergebnisse. Hohe SVR-Raten (> 90 %) wurden bei einer kleinen Anzahl von Patienten mit
IFN-freien Schemata auf Sofosbuvir-Basis berichtet. Die Patienten mit einer akuten HCV-
Infektion sollten 8 Wochen lang mit einer Kombination aus Sofosbuvir und Ledipasvir
(Genotypen 1, 4, 5 und 6), einer Kombination aus Ritonavir verstarktem Paritaprevir,
Ombitasvir und Dasabuvir (Genotyp 1b) oder einer Kombination aus Glecaprevir und
Pibrentasvir (alle Genotypen) behandelt werden. Die SVR sollte 12 und 24 Wochen nach der
Behandlung untersucht werden, da Uber spate Ruckfélle berichtet wurde (Pawlotsky et al.,
2018). Laut der ,,EASL Recommendations on Treatment of Hepatitis C 2018 gibt es derzeit
keine Indikation fir eine antivirale Therapie als Postexpositionsprophylaxe, solange keine
dokumentierte HCV-Ubertragung vorliegt.

Die chronische HCV stellt immer eine Indikation flr eine antivirale Therapie dar (Sarrazin et
al., 2018). Das Ziel der Therapie ist es, eine HCV-Infektion zu heilen, um Komplikationen




von HCV-bedingten Leberentziindungen, einschlieSlich Leberfibrose, Leberzirrhose, eine
Dekompensation der Leberzirrhose, ein HCC und einer schweren Manifestationen auRerhalb
der Leber zu verhindern, die Lebensqualitit zu verbessern, eine Stigmatisierung zu beseitigen

und die Weitergabe von HCV zu vermeiden (Pawlotsky et al., 2018).

Fur die Therapie der chronischen HCV sind Kombinationstherapien aus direkt antiviralen
Agentien (DAA), Ribavirin und ggf. PEG-Interferon-alpha zugelassen. Es stehen je nach
Patientengruppe, HCV-Geno- und -Subtyp oder CHILD-Stadium unterschiedliche
Therapieoptionen zur Verfugung. Bei der Wahl aus den Therapieoptionen ist die Effektivitat
zum Erreichen eines dauerhaften virologischen Therapieansprechens (SVR), mdgliche
Nebenwirkungen bzw. Kontraindikationen sowie die Therapiedauer zu beachten. Als DAA-
Therapie wird eine Behandlung mit einem Interferon-freien Therapieregime betrachtet. Die
Empfehlungen fur die DAA-Ersttherapie gelten daher fur alle Patienten, die bislang keine
Therapie erhalten haben (therapie-naiv/TN), die auf eine Behandlung mit (PEG-)Interferon-
alpha mit und ohne Ribavirin nicht angesprochen haben (therapie-erfahren/TE) und die mit
einer Triple-Therapie (Boceprevir, Telaprevir oder Simeprevir in Kombination mit PEG-

Interferon und Ribavirin) vorbehandelt wurden (Sarrazin et al., 2018).

Mit der Einfuhrung der Interferon-freien Therapieoptionen fiur alle sechs HCV-Genotypen
stellt die DAA-Therapie im Vergleich zu den Interferon-basierten Therapieschemata in allen
Aspekten den Therapiestandard dar. Das Schema der Therapie, aber auch Prognose und
Therapieerfolg sind abhangig vom jeweiligen HCV-Genotyp, dem virologischen Ansprechen
und den Leberumbauvorgéngen (Sarrazin et al., 2018).

Es werden die folgenden Behandlungsschemata laut der ,,EASL Recommendations on
Treatment of Hepatitis C 2018 fiir die Behandlung der HCV-Infektion je nach Genotyp
empfohlen. Fir den Genotyp 1l1a fir bisher unbehandelte Patienten oder bereits
behandlungserfahrene Patienten ohne Zirrhose oder mit einer kompensierten (Child-Pugh A)
Zirrhose gelten: z. B. eine Festdosis-Kombination von Sofosbuvir und Velpatasvir fur 12
Wochen, eine Fixkombination von Glecaprevir und Pibrentasvir flir 8 Wochen oder eine
Fixdosis-Kombination von Glecaprevir und Pibrentasvir fir 12 Wochen. Die Behandlung mit
einer Festdosis-Kombination von Sofosbuvir und Ledipasvir fir 12 Wochen wird nicht fur
behandlungserfahrene Patienten empfohlen.

Folgende Behandlungsschemata werden fir die Behandlung einer HCV-Infektion vom
Genotyp 1b fir bisher unbehandelte Patienten oder bereits behandelte Patienten mit dem

Genotyp 1b ohne Zirrhose oder mit einer kompensierten (Child-Pugh A) Zirrhose angeboten:




z. B. eine Festdosis-Kombination von Sofosbuvir und Velpatasvir, eine Kombination von
Glecaprevir und Pibrentasvir, eine Festdosis-Kombination von Sofosbuvir und Ledipasvir mit
der Festdosis-Kombination von Grazoprevir und Elbasvir oder eine Kombination von
Ombitasvir, Paritaprevir und Ritonavir plus Dasabuvir. Alle Kombinationen sollten fur
jeweils 12 Wochen durchgefuhrt werden. Patienten (Genotyp 1b) ohne eine Leberzirrhose
sollten mit einer Fixkombination von Glecaprevir und Pibrentasvir oder einer Kombination

von Sofosbuvir und Ledipasvir fir jeweils 8 Wochen behandelt werden.

Bei bisher unbehandelten Patienten oder bereits behandelten Patienten mit einer HCV-
Infektion vom Genotyp 2 ohne Zirrhose oder mit einer kompensierten (Child-Pugh A)
Zirrhose ist z. B. eine Fixkombination von Glecaprevir und Pibrentasvir fir 8 Wochen oder
eine Fixdosis-Kombination von Glecaprevir und Pibrentasvir fir 12 Wochen empfohlen.

Bisher unbehandelte Patienten oder bereits behandelte Patienten mit einer HCV-Infektion
vom Genotyp 3 ohne Zirrhose sollten mit der Festdosis-Kombination von Sofosbuvir und
Velpatasvir fir 12 Wochen behandelt werden. Diese Fixkombination ist nicht fur Patienten
mit einer kompensierten (Child-Pugh A) Zirrhose empfohlen. Bisher unbehandelte Patienten
oder bereits behandelte Patienten mit einer HCV-Infektion vom Genotyp 3 ohne Zirrhose bis
mittelschwere Fibrose (METAVIR-Score FO-F2) sollten mit der festen Dosiskombination von
Glecaprevir und Pibrentasvir fiir 8 Wochen behandelt werden. Patienten (Genotyp 3) mit
einer fortgeschrittenen Fibrose (METAVIR-Score F3), aber ohne Leberzirrhose kénnen mit
der Fixkombination von Glecaprevir und Pibrentasvir fir 8 Wochen behandelt werden.
Bereits behandelte Patienten mit einer HCV-Infektion vom Genotyp 3 ohne Zirrhose sollten
mit einer Fixdosis-Kombination von Glecaprevir und Pibrentasvir fir 12 Wochen behandelt
werden. Bisher unbehandelte Patienten mit einer HCV-Infektion vom Genotyp 3 mit
kompensierter (Child-Pugh A) Zirrhose sollten eine Fixkombination von Glecaprevir und
Pibrentasvir fir 12 Wochen erhalten. Bereits behandlungserfahrene Patienten mit einer HCV-
Infektion vom Genotyp 3 mit kompensierter (Child-Pugh A) Zirrhose sollten eine feste

Dosiskombination von Glecaprevir und Pibrentasvir fir 16 Wochen erhalten.

Bisher unbehandelte Patienten einer HCV-Infektion vom Genotyp 4 oder bereits
behandlungserfahrene Patienten ohne Zirrhose sollten mit der Fixkombination von
Glecaprevir und Pibrentasvir fiir 8 Wochen behandelt werden. Bei zusétzlich vorliegender
kompensierter (Child-Pugh A) Zirrhose sollte mit einer Fixdosis-Kombination von
Glecaprevir und Pibrentasvir fir 12 Wochen begonnen werden. Die Kombination von




Sofosbuvir und Ledipasvir wird bei behandlungserfahrenen Patienten mit einer HCV-

Infektion vom Genotyp 4 nicht empfohlen.

Bisher unbehandelte Patienten mit einer HCV-Infektion vom Genotyp 5 oder bereits
behandelte Patienten vom Genotyp 5 ohne Zirrhose oder mit einer kompensierten (Child-
Pugh A) Zirrhose kdnnten mit der Festdosis-Kombination von Sofosbuvir und Velpatasvir fur
12 Wochen behandelt werden. Patienten ohne eine Leberzirrhose (Genotyp 5) kdnnten eine
antivirale Therapie mit der Fixkombination von Glecaprevir und Pibrentasvir fir 8 Wochen
erfahren. Wenn eine kompensierte (Child-Pugh A) Zirrhose vorliegt, sollte mit der Fixdosis-
Kombination von Glecaprevir und Pibrentasvir fur 12 Wochen begonnen werden. Bisher
unbehandelte Patienten mit einer HCV-Infektion vom Genotyp 5 ohne Zirrhose oder mit einer
kompensierten (Child-Pugh A) Leberzirrhose sollten mit der Kombination von Sofosbuvir
und Ledipasvir fur 12 Wochen behandelt werden. Die Kombination von Sofosbuvir und
Ledipasvir wird bei behandlungserfahrenen Patienten (Genotyp 5) nicht empfohlen.

Bisher unbehandelte oder behandlungserfahrene HCV-infizierte Patienten mit dem Genotyp 6
ohne Zirrhose oder mit kompensierter (Child-Pugh A) Zirrhose sollten eine Festdosis-
Kombination von Sofosbuvir und Velpatasvir fur 12 Wochen erhalten. Patienten ohne
Zirrhose vom HCV Genotyp 6 sollten mit der Fixkombination von Glecaprevir und
Pibrentasvir fur 8 Wochen behandelt werden. Bei Patienten mit einer kompensierten (Child-
Pugh A) Zirrhose (HCV Genotyp 6) sollte eine Fixdosis-Kombination von Glecaprevir und
Pibrentasvir fir 12 Wochen und bei Patienten ohne Leberzirrhose oder mit ausgeglichener
(Child-Pugh A) Zirrhose sollte eine Kombination von Sofosbuvir und Ledipasvir fur 12
Wochen durchgefiihrt werden. Die Kombination von Sofosbuvir und Ledipasvir wird bei

behandlungserfahrenen HCV-infizierten Patienten mit dem Genotyp 6 nicht empfohlen.

Eine Leberzirrhose kann entweder mit einer festen Dosis ohne Bestimmung des Genotyps mit
Sofosbuvir und Velpatasvir fir 12 Wochen oder mit einer Fixdosis-Kombination von
Glecaprevir und Pibrentasvir fur 12 Wochen ohne Test des Genotyps behandelt werden.
Patienten mit einer dekompensierten (Child-Pugh B oder C) Zirrhose kénnen mit Sofosbuvir
und Ledipasvir (Genotypen 1, 4, 5 und 6) oder mit Sofosbuvir und Velpatasvir (alle
Genotypen) behandelt werden. Die Behandlung sollte ziigig und in Zentren mit der
Madglichkeit der Lebertransplantation erfolgen (Pawlotsky et al., 2018).

Die Kombinationstherapie ist mit einigen Nebenwirkungen verbunden, die bei den Patienten
fir den Zeitraum der Therapie eine Reduktion der gesundheitsbezogenen Lebensqualitét




bewirken kann (DIMDI, 2003). Als haufig auftretende Nebenwirkungen von Interferonen
werden grippedhnliche Symptome, Fatigue, Kopfschmerzen und Fieber genannt, wobei es
vereinzelt auch zu depressiven Verstimmungen bis hin zu Suizidversuchen kommen kann
(Dusheiko, 1997; DIMDI, 2003; Maier, 2002). Ribavirin kann hingegen eine hamolytische
Andmie bedingen, weswegen von diesem Wirkstoff bei vorliegender Niereninsuffizienz und
manifester KHK abzuraten ist (Bodenheimer et al., 1997; Di Bisceglie et al., 1995; DIMDI,
2003).

Insgesamt gibt es wenige Gegenanzeigen zur Behandlung mit einer DAA-Therapie. Die
Verwendung bestimmter Cytochrom-P450(CYP)/P-Glycoprotein(P-gp)-Induktionsmittel (wie
Carbamazepin und Phenytoin) ist aufgrund des Risikos signifikant reduzierter DAA-
Konzentrationen und daher eines hohen Risikos fir virologisches Versagen in allen
Behandlungsplanen kontraindiziert.

Behandlungsschemata, die einen NS3-4A-Proteasehemmer enthalten, wie Ritonavir-
verstérktes Paritaprevir, Grazoprevir, Glecaprevir oder VVoxilaprevir, dirfen bei Patienten mit
dekompensierter Child-Pugh-B- oder C-Zirrhose aufgrund der wesentlich hoheren
Proteasehemmerkonzentrationen bei diesen Patienten sowie des damit verbundenen
Toxizitatsrisikos nicht angewendet werden (Pawlotsky et al., 2018). Sofosbuvir sollte bei
Patienten mit schwerer Nierenfunktionsstérung (eGFR < 30 ml/min/1,73 m2) mit Vorsicht
angewendet werden, wenn keine alternative Behandlungsoption verfligbar ist, da die
Pharmakokinetik und Sicherheit von Sofosbuvir-abgeleiteten Metaboliten bei Patienten mit
schwerer Nierenfunktionsstorung noch nicht sicher belegt sind (Pawlotsky et al., 2018).

2.1.11 Hepatitis-C-Infektionen bei Héamodialyse- und nierentransplantierten

Patienten
Zu den groRen Herausforderungen zéhlen HCV-Infektionen bei CHD- und NTX-Patienten.

Bei beiden Patientengruppen stellt die Infektion mit der chronischen Hepatitis C ein wichtiges
Gesundheitsproblem dar, das bei Empfangern von Nierentransplantaten mit schédlichen
Folgen verbunden ist. Neben Leberkomplikationen tragen mehrere extrahepatische
Komplikationen zur Verringerung des Uberlebens von Patienten und Allotransplantaten bei
HCV-infizierten Nierentransplantatempféngern bei. Tatsachlich kann die HCV-Infektion als
h&ufigste Ursache fir Lebererkrankungen nach einer Nierentransplantation bezeichnet

werden, die haufig mit einem Anstieg der Mortalitat einhergeht.

Daruber hinaus wurde Uber eine seltene und schwere Form der Lebererkrankung namens

fibrosierende cholestatische Hepatitis (FCH) berichtet, die durch schwere Cholestase und




schnell fortschreitendes Leberversagen gekennzeichnet ist. Grundsatzlich wird dabeli
angenommen, dass die Immunsuppression nach Transplantation die Viruslast erhéht. Von
grolRer Bedeutung ist eine maglichst frihzeitige Diagnostik an immunsupprimierten Patienten
(Baid-Agrawal et al., 2014b).

2.2 Besonderheiten der okkulten HCV-Infektion

Von einer okkulten HCV-Infektion wird gesprochen, wenn sich, trotz negativer HCV-RNA
im Serum, unabhédngig vom anti-HCV Status, HC-Viren im Gewebe finden. Konkret ist eine
okkulte HCV-Infektion definiert durch das Vorhandensein von HCV-RNA (ublicherweise >
200 1U/ml bzw. > 1.000 Kopien/ml HCV-RNA) im Lebergewebe und/oder in den peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) in Abwesenheit von HCV-RNA im Serum, unabhdangig
vom anti-HCV Status (Baid-Agrawal et al., 2014a).

Das Besondere an der okkulten HCV-Infektion ist, dass sie haufig keine Symptome
verursacht und wegen der komplexen Nachweisbarkeit h&ufig auch nicht diagnostiziert wird.
Sie kann entweder bei Patienten entstehen, die nach der Behandlung einer chronischen HCV-
Erkrankung fdlschlicherweise als ,,geheilt™ eingestuft werden, oder bei Patienten, bei denen
eine bestehende HCV-Infektion beschwerdelos ausheilte. Haufig finden sich okkulte HCV-
Infektionen in Gewebeproben der Leber bei Patienten mit Leberentziindungen unklarer
Genese (Castillo et al., 2004).

Eine okkulte HCV-Infektion im Lebergewebe bzw. in den PBMC wurde bisher in zwei
Klinischen Settings beschrieben: zum einen bei Patienten mit Lebererkrankungen unbekannten
Ursprungs  (Anti-HCV-negative, = Serum-HCV-RNA-negative,  anhaltend  erhdhte
Lebertransaminasen) und zum anderen bei Patienten mit Nachweis von HCV-RNA im
Lebergewebe mit spontaner/behandlungsinduzierter HCV-RNA-Clearance des Serums (Anti-
HCV-positive, Serum-HCV-RNA-negative, normale Lebertransaminasen) (Barril et al., 2008;
Castillo et al., 2004; Pham et al., 2010; Welker, Zeuzem, 2009; Zaghloul, EI-Sherbiny, 2010).

Ferner wurde Uber eine okkulte HCV-Infektion in einem anscheinend krankheitsfreien
Zustand in Abwesenheit von Lebererkrankungen, Anti-HCV und HCV-RNA im Serum
berichtet (de Marco et al., 2009; de Marco et al., 2012).

Andere  Forschungsgruppen  konnten  jedoch  bei  unterschiedlichen  Klinischen
Rahmenbedingungen wie kryptogenen Lebererkrankungen, einer HCV-assoziierten
systemischen Vaskulitis, Bindegewebserkrankungen, gemischter Kryoglobulindmie, onko-

hamatologischen Erkrankungen, HIV-Infektionen oder bei Patienten mit abgeklungener




HCV-Infektion keine HCV-RNA in den PBMC nachweisen (Bataille et al., 2012; Coppola et
al., 2011; Filippi et al., 2012; Halfon et al., 2008; Maylin et al., 2008; Welker, Zeuzem, 2009).
Daher bleibt bisher unklar, ob die Existenz der okkulten HCV wirklich postuliert werden kann
(Baid-Agrawal et al., 2014a).

Wie dargelegt, bietet die Standarddiagnostik keine vollstandige Sicherheit, da manche mild
verlaufenden Erkrankungen auch im chronischen Status als okkulte HCV unentdeckt bleiben.
Dies ist problematisch insbesondere flr immunsupprimierte Patienten z. B. mit chronischer
Hé&modialyse (CHD) oder Nierentransplantation (NTX), bei denen es dadurch zu
Komplikationen kommen kann (Barril et al., 2008; Khedmat et al., 2013).




3 Material und Methoden

3.1 Klinischer Teil

3.1.1 Studiendesign
Der vorliegenden Dissertation liegen zwei Studienabschnitte zugrunde: zum einen eine

Querschnittstudie zur Bestimmung von okkulten HCV-Infektionen sowie eine prospektive
Langsschnittstudie zur Pravalenzenzwicklung im Follow-up. Beide Studienabschnitte waren
insofern verblindet, als die Patientenproben nach der Erstellung des Buffy Coats fir die
nierentransplantierten Patienten von NTX1 bis NTX417 und fir die CHD-Patienten mit dem
Anfangsbuchstaben des jeweiligen Dialysezentrums und der Kennziffer von eins bis zur
Gesamtzahl der Teilnehmer des jeweiligen Zentrums durchnummeriert wurden (z. B. flr das
KfH Kuratorium fir Dialyse und Nierentransplantation e. V.: Bi 1 bis Bi 51). Somit konnten
alle Proben jederzeit zugeordnet werden und alle weiteren Tests unter der o. g.
Verschliisselung erfolgen. Das Studienprotokoll wurde in Ubereinstimmung mit den ethischen
Richtlinien der Erklarung Helsinki und von der Ethikkommission unserer Institution
zugelassen. Alle Probanden wurden mindlich und schriftlich aufgeklart (Aufklarungsbogen
im Anhang) und unterschrieben eine schriftliche Einverstandniserklarung. Die
demografischen und klinischen Daten der Patienten wurden gesammelt und elektronisch
festgehalten (Fragebogen im Anhang).

3.1.2 Untersuchte Patienten und Kontrollgruppe
Fur den Nachweis von okkulten Infektionen wurden 417 klinisch stabile, asymptomatische

NTX-Patienten aus der Transplantationsnachsorge der Medizinischen Klinik fiir Nephrologie
und internistische Intensivmedizin der Charité des Campus Virchow-Klinikum zwischen Mai
2010 und Mérz 2011 sowie 417 klinisch stabile, asymptomatische Dialyse-Patienten aus funf
unterschiedlichen Dialysezentren in Berlin (KfH Nierenzentrum Berlin-Neukélln, KfH
Nierenzentrum Berlin-Charlottenburg, KfH Kuratorium fur Dialyse und Nierentransplantation
e. V., KfH Nierenzentrum Berlin-Kdpenick und Dialysezentrum am Treptower Park) von
August 2009 bis Mai 2011 untersucht. Nicht bei allen Patienten in diesen beiden Gruppen
konnten durchweg valide Daten in den verschiedenen Tests erhoben werden. Die

Stichprobengrolie variiert dementsprechend in den jeweiligen statistischen Analysen.

Daneben wurde ein Kontrollkollektiv definiert, das sich aus 25 im Serum HCV-RNA-

positiven, nicht transplantierten Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion ohne




bisherige antivirale Therapie und ohne einen klinischen Hinweis auf eine Leberzirrhose
zusammensetzte (,,positive Kontrollgruppe®). Zusétzlich wurde eine zweite Kontrollgruppe
untersucht, in der sich 40 gesunde, asymptomatische HBV-DNA-, HbsAg- und HCV-RNA-
negative (im Serum) Probanden wiederfanden, die keine Medikamente einnahmen, eine
normale Leberfunktion aufwiesen und eine unauffallige Krankengeschichte vorweisen
konnten (,,negative Kontrollgruppe®). Die Negativkontrollen setzten sich aus klinisch

gesunden, freiwilligen Studenten, Bekannten und Verwandten zusammen.

Das gesamte Studienkollektiv wurde auch fir eine zweite Studie genutzt: ,,Die Pravalenz von
okkulten Hepatitis B-Virusinfektionen bei nierentransplantierten Patienten und Dialyse-
Patienten®, und die Daten und Ergebnisse wurden in einem zweitem Paper verdffentlicht:
,Low prevalence of occult hepatitis B virus infection in chronic haemodialysis and kidney
transplant patients* (Muche et al., 2019).

3.1.3 Einschlusskriterien

In die Studie eingeschlossen wurden Klinisch stabile und volljghrige NTX-Patienten und
CHD-Patienten. Patienten der negativen Kontrollgruppe mussten klinisch gesund sein und
eine unaufféllige Krankengeschichte vorweisen sowie HBV-DNA-, HBsAg-, HCV-RNA- und
Anti-HCV-negativ im Serum sein. Im Serum mussten die positiven Kontrollen HCV-positiv
sein, d. h. Anti-HCV- und HCV-RNA-positiv sowie HBsAg- und HBV-DNA-negativ. Des
Weiteren durfte bei den HCV-positiven NTX-Patienten noch keine antivirale Therapie
eingeleitet worden sein. In allen Teilkollektiven waren Volljahrigkeit, eine schriftliche
Einverstandniserklarung sowie die Bereitschaft zur Teilnahme an Anschlussuntersuchungen

Voraussetzung.

3.1.4 Ausschlusskriterien
Wesentliches Ausschlusskriterium war, dass im Vorfeld keine antivirale Therapie fir HBV

oder HCV durchgefiihrt worden war. Ausgeschlossen wurden ferner Patienten mit einem
fortgeschrittenen oder metastasierten Tumorleiden sowie mit Vorerkrankungen im
Endstadium (ausgenommen der terminalen Niereninsuffizienz) sowie Patienten, die das 18.

Lebensjahr noch nicht vollendet hatten.

3.1.5 Studienablauf
Nach Ricksprache und dem Einverstéandnis der Transplantationsnachsorge der Medizinischen

Klinik fur Nephrologie und internistische Intensivmedizin der Charité des Campus Virchow-
Klinikum, der einzelnen NTX-Patienten sowie CHD-Patienten und der Dialysezentren

wurden die Blutproben von ca. sechs bis acht Patienten pro Tag im Rahmen der monatlichen




Routineblutabnahme von dem Personal der Transplantatambulanz oder den Dialysezentren

gewonnen und gekihlt in das Labor der Charité des Campus Virchow-Klinikum transportiert.

3.2 Experimenteller Teil

3.2.1 Buffy-Coat-Gewinnung aus der Citrat-Probe unter sterilen Kautelen
Nach der Blutabnahme mussten die Proben innerhalb von vier Stunden ins Labor transportiert

werden. Pro Patienten wurden 20 ml Citrat-Blut, Citrat als Antikoagulanz, und 10 ml Serum-
Blut bendtigt. Die PBMC wurden aus dem Citrat-Blut mithilfe eines Standard-Verfahren
(LEUCOSEP®, Greiner Bio-One) mittels Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert und bis zur

weiteren Analyse bei -80° C eingefroren.

Im Rahmen der Isolations-Vorbereitung der mononukledren Zellen wurden zundchst die
Patientennummern identifiziert, dann die Kryorohrchen entsprechend beschriftet und die
Zahlkammer vorbereitet. AnschlieBend wurde die phosphatgepufferte Salzlésung (DPBS-
Puffer (Dulbeccos Phosphate Buffered Saline)) vorbereitet, die durch die enthaltenen Salze (u.
a. Natrium- und Kaliumchlorid) dem osmotischen Druck des menschlichen Organismus
entspricht, und das Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer (Ficoll) auf Raumtemperatur
gebracht. Nachdem das Laminar Flow eingeschaltet, mit 70-prozentigem Ethanol desinfiziert
und mit einer blauen Unterlage versehen wurde, wurden 50-ml-Leucosep-Réhrchen, 50-ml-
Falcon-Rohrchen sowie Eppendorf-Pipetten bereitgelegt, um mit der Isolierung beginnen zu

kdnnen.

Die Isolierung erfolgte dann in acht aufeinanderfolgenden Schritten (jeweils flr jeden

Probanden getrennt):

1. Zunachst wurde fir jeden Patienten ein 50-ml-Leucosep-R6hrchen mit 70-prozentigem
Ethanol bespriiht, um es dann kurz antrocknen zu lassen und dann unter die ,,Bench* zu
stellen.

2. Danach wurden 15 ml des Ficoll-Copolymers, 15 ml DPBS-Puffer und 20 ml Citrat-Blut
(aus 2 x 10 ml Rohrchen) in jedes Leucosep-Rohrchen pipettiert.

3. Imdritten Schritt erfolgte die Zentrifugierung (680 x g, 20 min ohne Bremse).

4. Danach wurde der bei der Zentrifugierung entstandene Uberstand bis ca. 1 cm tber dem
Ring mit einer Pipette abgehoben und verworfen, um anschliel3end den Ring zu entfernen
und die gesamte Flissigkeit bis zur Trennscheibe zu entnehmen, die dann in ein neues

50-ml-Falcon-Tube tberfihrt und mit DPBS-L6sung aufgefillt wurde.




5. Im funften Schritt wurde die Lésung dann erneut zentrifugiert (420 x g, 15 min mit
Bremse).

6. Nach der erneuten Zentrifugierung wurde der jetzt entstandene Uberstand bis ca. 0,5 cm
unter dem Knick des Rohrchens mit einer Pipette abgehoben und verworfen, das
Zellpellet mit 10 ml DPBS-L6sung resuspendiert und anschlieBend mit DPBS aufgefiillt.

7. Im siebten Schritt wurde die gesamte Ldsung zum dritten Mal zentrifugiert (15 min mit
Bremse).

8. AbschlieRend wurde der gesamte Uberstand vorsichtig mit der Pipette abgehoben, das
Zellpellet mit 5 ml DPBS resuspendiert, das Aliquot entnommen und dann die Zellen

gezahlt.

3.2.2 Z&hlung der Zellen
Bei der Z&hlung der Zellen wurden maximal 50 pl aus dem Original entnommen, im

Verhaltnis 1:10 mit DPBS-L6sung und dann im Verhaltnis 1:2 mit Trypanblau verdinnt.
Insgesamt wurden also 20 pl Originallésung mit 180 ul DPBS vermischt, daraus 100 pl
entnommen und mit 50 pl Trypanblau vermischt. Daraus wurden dann 10 pl herauspipettiert,
um sie zum Z&hlen zu verwenden. AnschlieBend erfolgte die Berechnung der Zellzahl, wie

nachfolgend in Tabelle 2 angegeben:

Tabelle 2: Berechnung der Zellzahl aus 4 x 16 Kleinquadraten
/18 20 |19 \

\21 17 /
N

(Zahlenangaben in der Tabelle fiktiv)

Zellen/ml = 80/4 Verdlnnungsfaktor x 10.000
80/4 x 20 x 10.000 = 4E6/ml
Gesamtzellzahl = 4E6/ml x Resuspensionsvolumen

4E6/mIx5ml =2,0E +7




AnschlieBend wurde von der 5-ml-Zellsuspension das entsprechende Volumen (= 2,5E6
Zellen) in ein 1,5-ml- bzw. ein 2-ml-Eppendorf-Réhrchen, die zuvor mit der

Patientennummer beschriften wurden, pelletiert.

z.B.20E+07=25E+06 x=0,625ml

in5ml inxml

Von Relevanz ist, dass alle Zellen aliquotiert werden muissen, wozu mindestens zwei
Aliquoten pipettiert und zum Schluss in der Zentrifuge bei Programm 3 zentrifugiert werden.
Nach maximal 10 Minuten kann die Zentrifugierung gestoppt, der Uberstand vorsichtig und
vollstdndig mit der Pipette abgehoben und die Zellpellets bei -80° C eingefroren werden.
Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der Programm-M®églichkeiten der genutzten Zentrifuge Hettich
Rotina 35 R.

Tabelle 3: Dauer der bendtigten Zentrifugalzeit in Abhéngigkeit von der relativen
Zentrifugalbeschleunigung bei der genutzten Zentrifuge Hettich Rotina 35 R

Programm T/°C > RCF* > RPM** t/min:s
1 25 3000 10:00
2 31 > 680 < 20:00
3 25 1580 15:00
# Programm # kann beliebig eingestellt werden

*RCF= relative centrifugal force (relative Zentrifugalbeschleunigung);
**RPM = revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)

(Quelle: eigene Darstellung)

3.2.3 Serumgewinnung unter sterilen Kautelen
Die Serumproben wurden zentrifugiert und der Uberstand wurde bei -20° C bis zur spateren

Analyse gelagert. Nach der Erfassung aller Proben wurde eine Batch-Analyse fur den HCV-
RNA-Test durch PCR sowohl im Serum als auch in den PBMC durchgefihrt.




3.24 HCV-RNA PCR mittels HCV-RNA, Qualitativer Assay von PBMC und Serum

3.2.4.1 VERWENDUNGSZWECK

,Der VERSANT HCV RNA Qualitative Assay kann als ein In-vitro-Nukleinsaure-
Assaysystem zur Erkennung der HCV-RNA in Humanplasma und Serum bezeichnet werden,
der als Hilfe bei der Diagnose einer HCV-Infektion, der Therapietberwachung und der
Uberwachung der Nachbehandlung dient. Mittels der Technologie konnen frische oder
tiefgefrorene Proben von Patienten mit bestatigter HCV-Infektion und Proben von Patienten
mit dem Verdacht auf selbige getestet werden, um zwischen einer aktiven Virusreplikation
und keiner oder einer tiberstandenen HCV-infektion zu unterscheiden.* (Siemens, 2007)

3.2.4.2 TESTPRINZIP

,Der VERSANT HCV RNA Qualitative Assay arbeitet mit transkriptionsvermittelter
Amplifikation (Transcription-Mediated-Amplification — TMA), um konservierte Regionen in
der 5"-UTR des HCV-Genoms zu amplifizieren. Die TMA erzeugt eine Vielzahl von RNA-
Kopien des viralen Genoms mithilfe der Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase (M-MLV RT) und T7-RNA-Polymerase. Die Testgenauigkeit wird dabei
mithilfe einer internen Nukleins&ure-Kontrolle Giberwacht, die jeder Probe zusammen mit dem
Target-Capture-Reagenz zugegeben wird. Der Prozess erfolgt dabei in drei Hauptschritten:
Die Vorbereitung der Probe besteht in einer Detergenzlyse der Viren mit nachfolgender
Hybridisierung der freien viralen Nukleinsduren mittels zur 5-UTR komplementér
verlaufendem Capture-Oligonukleotid in einer Losung. Die interne Kontrolle wird in
ahnlicher Weise hybridisiert. Die hybridisierten Targets werden dann an magnetische
Mikropartikel gebunden und mithilfe eines Magneten von den Gbrigen Probebestandteilen
getrennt. Dadurch, dass die gebundenen Targets durch das Magnetfeld festgehalten werden,
konnen sie grundlich gewaschen und so eventuelle inhibierende Substanzen entfernt werden.*
(Siemens, 2007)

,,Die TMA beginnt mit der Zugabe mehrerer Primer, Nukleotiden, RT und T/Polymerasen zur
gebundenen und gereinigten Nukleinsdure. Der erste Primer, der i. d. R. eine T7-Promotor-
Region enthalt, bindet dabei an die isolierte RNA und wird durch die RT verlangert, wodurch
ein RNA/DNA-Zwischenprodukt gebildet wird.« (Siemens, 2007)

,Der DNA-Strang wird durch die RNase-H-Aktivitat der RT abgebaut. Ein zweiter Primer
bindet an den DNA-Strang und die DNA-Polymerase-Funktion der RT erzeugt eine




doppelstrangige DNA-Matrize. Diese doppelstrangige DNA enthalt die T7-Promotor-Region
aus dem ersten Primer und bindet an die Promotor-Region, um hier die DNA mit einer
Ausbeute von 100 bis 1.000 RNA-Kopien zu transkribieren. Verglichen mit dem Original-
Virusgenom oder der Matrize der internen Kontrolle stellen diese Kopien ,,minus-sense* und
»anti-sense” RNA-Stringe dar. Der zweite Primer bindet an jede dieser ,,anti-sense* RNA-
Kopien und wird durch die RT zu einem RNA/DNA-Duplex erweitert. Der RNA-Strang wird
dann durch die RNase-H abgebaut, wobei der erste Promotor mit der T7-Promotor-Region an
den DNA-Strang bindet. Dieser Strang wird durch die RT zu einer doppelstrangigen DNA-
Matrize mit einem T7-Promotor erweitert. Es werden weitere RNA-Kopien angefertigt und
der Prozess lauft autokatalytisch weiter, wobei bis zu 10 Milliarden Amplifikate in einer

Studie produziert werden konnen.* (Siemens, 2007)

»Mithilfe der Hybridisierungsschutzassays (HPA) werden die von der TMA-Reaktion
produzierten HCV-Amplifikate und die RNA-Amplifikate der internen Kontrollen
nachgewiesen. Einzelstrangige, Amplifikat-komplementare Nukleinsdure-Sonden sind mit
chemilumineszenten Acridiniumesterderivaten markiert. Dabei werden zwei verschiedene
Acridiniumesterderivate mit unterschiedlichen Chemilumineszenz-Eigenschaften verwendet:
zum einen ein Acridiniumesterderivat speziell fur die HCV-Amplifikat-komplementéaren
Sonden, welche an die RNA-Amplifikate binden und so die Acridiniumesterderivate vor der
Hydrolyse durch das Selection-Reagenz schiitzen. Zum anderen werden freie und nicht
spezifisch gebundene markierte Sonden durch Zugabe des Selection-Reagenzes hydrolysiert.
Die Zugabe der Auto-Detect-Reagenzien lost bei den durch Hybridisierung geschitzten
Acridiniumesterderivaten ein Chemilumineszenz-Signal aus, das in einem Luminometer
gemessen und in numerischer Form in relativen Lichteinheiten (RLU) angezeigt wird. Durch
die unterschiedlichen chemischen Modifikationen der Acridiniumester der Sonden fiir HCV
und fir die interne Kontrolle besitzen die Sonden jeweils eine andere Lichtemissionskinetik,
d. h. die Lichtemission erfolgt zu unterschiedlichen Zeiten und mit unterschiedlicher Dauer.
Die besondere Kinetik dieser Acridiniumderivate fuhrt zu einem kurzen intensiven Lichtblitz
— dem Flasher-Signal — seitens der HCV-spezifischen Sonden. Das Luminometer misst die fur
das Virus bzw. die interne Kontrolle spezifischen Signale und gibt das jeweilige Ergebnis
uber eine Datenreduktionssoftware aus.“ (Siemens, 2007)




3.2.4.3 MATERIALIEN

,Jedes Kit enthalt Reagenzien fiir insgesamt 100 Tests bzw. fur bis zu 4 Ansatze von je 25
Tests, die jeweils enthaltenen Reagenzien sind dabei in Tabelle 4 dargestellt. (Siemens,
2007)

Tabelle 4: Reagenzien und die in ihnen enthaltenen Materialien

BOX 1:
Materialien Menge Beschreibung Lagerung
Internes 1x1ml RNA-Transkript in -15° bis -35° C
Kontrollreagenz HEPES-Puffer mit ungeoffnet
Detergenz
Amplifikationsreagenz 1 x 8,5 ml Primer, dNTPs und -15° bis -35° C
Ko-Faktoren in TRIS- ungeotffnet
Puffer mit
Konservierungsmittel
Enzymreagenz 1x28ml MMLV Reverse -15° bis -35° C
Transkriptase und T7- ungedffnet
RNA-Polymerase  in
HEPES/TRIS-Puffer
mit Natriumazid (0,05
%)
HCV-Probenreagenz 1x 14 ml Chemilumineszente -15° bis -35° C
Oligonukleotidsonden  ungedffnet
in Succinatpuffer mit
Detergenz
Positiver Kalibrator 4x2ml Inaktiviertes HCV- -15° bis-35°C
positives Plasma in
defibriniertem
normalen
Humanplasma mit
Gentamicin und 0,2 %
Natriumazid
Negativer Kalibrator 4x2ml Defibriniertes normales -15° bis -35° C

Gentamicin-haltiges
Humanplasma und 0,2
% Natriumazid




BOX 2:

Materialien Menge Beschreibung Lagerung
Target-Capture- 1 x50 ml Capture- 2°bis8° C
Reagenz Oligonukleotid und
magnetische
Mikropartikel in
HEPES-Puffer  mit
Detergenz
BOX 3:
Materialien Menge Beschreibung Lagerung
Selection-Reagenz 1x30ml Boratpuffer mit Detergenz ~ 15° bis 30° C
Waschlésung 1 x 400 ml HEPES-Puffer mit  15° bis 30° C
Detergenz und
Konservierungsmittel
Ol 1x24 ml Silikondl 15° bis 30° C
Puffer far 1 x400 mi Natriumbikarbonatpuffer,  15° bis 30° C
Deaktivierungsflussigkeit pH 9,2 bis 9,4

(Quelle: Siemens, 2007)

» Nicht enthaltene, aber notwendige Materialien:

- Auto Detect Set, Siemens Medical Solutions Diagnostics 122235D (1 x 240 ml Auto
Detect 2), 500 Tests

- 1,0 ml aerosolbestandige Spritzen

- Serologische Pipetten 1,0 ml, 5,0 ml, 10,0 ml und 25 ml

- Sterile Eppendorf-Multistep-Kombispritzen oder &quivalent, 1,25 ml, 5,0 ml, 12,5 ml

- Sterile Polypropylen-R6hrchen 4,0 ml, 10 ml und 50,0 ml

- Bleichmittel, unparftimiert (5 % Natriumhypochlorit)

- Behalter fur infektiosen Anteil

- Zirkulations-Wasserbader (2 x 60° C + 1° C, 1 x 41,5° £ 1° C), Siemens Diagnostics
122982 (120 V) oder 122983 (240 V) oder dquivalente mit Innenabmessungen B 38
cm x T 30 cm x H 19 cm mit Abstandshaltern fiir zwei TTU-Racks

- Einweg-Laborbankabdeckungen

- Labormantel (2)

- Eppendorf-P100-Pipette oder gleichwertige (3)
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Hochleistungs-Vakuumpumpe, fur konstantes Vakuum groéRer oder gleich 93 kPa (66
cm oder 660 mmHg), Siemens Diagnostics 122979 (120 V) oder 122980 (240 V) oder
aquivalente

Luminometer HC™, Siemens Diagnostics 129294 (115 V/230 V)

HC™ Computersystem mit Monitor, Siemens Diagnostics 122975

HC™ Drucker, Siemens Diagnostics 122976

HC™ Druckerkabel, Siemens Diagnostics 122977

TMA Data Reduction Software (Datenreduktionssoftware), Siemens Diagnostics
131772

TMA Worklist Editor (Arbeitslisteneditor), Siemens Diagnostics 131773
Testprotokolldiskette, Siemens Diagnostics 131774

Multi-Tube-Vortexmischer (2) VWR Multitube Vortexer oder gleichwertiger
Pipettierballon oder Pipettierhilfe

Abklebefolien, Siemens Diagnostics 122987

Target Capture System, Siemens Diagnostics 129897

Ten Tip Cassettes (TTCs), Siemens Diagnostics 122989

Ten Tube Units (TTUs), Siemens Diagnostics 122988

Wanne oder Behélter B 45 cm x T 60 cm

Unterbrechungsfreie Stromversorgung

Wasserbestandige Thermometer (4)

Kontrollset, Siemens Diagnostics 122235E (4 x 1 ml Positivkontrolle, 4 x 1 ml
Negativkontrolle)

Barcode-Leser, Handgerat, Siemens Diagnostics 122078

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

,Das Luminometer misst die RLU fur das Target bzw. Analyt (das Glower-Signal) und flr

die interne Kontrolle (das Flasher-Signal). Mittels der TMA-Data-Reduction-Software

(Datenreduktionssoftware) werden dann zwei Grenzwerte fir den Assay berechnet: zum einen

ein Analyt-Grenzwert (Analyte CO) fiir das Analyt-Signal, zum anderen ein interner Kontroll-

Grenzwert (IC Cutoff) fur das Signal der internen Kontrolle. (Siemens, 2007)

Die Grenzwerte werden dabei wie folgt bestimmt:

» Interner Kontroll-Grenzwert = 0,5 x [NCx(IC)]




» Analyt-Grenzwert = NCx(Analyt) + [0,04 x PCx(Analyt)]

,Dabei bezeichnet der Grenzwert NCXx(IC) den Mittelwert der Werte des negativen
Kalibrators fir das Signal der internen Kontrolle, der Grenzwert NCx(Analyt) den Mittelwert
der Werte des negativen Kalibrators fur das Analyt-Signal und der Grenzwert PCx(Analyt)
den Mittelwert der Werte des positiven Kalibrators fiir das Analyt-Signal.* (Siemens, 2007)

3.2.45 TESTVALIDIERUNG

,,Bei einem ungultigen Testverlauf werden keine Grenzwerte berechnet. In den folgenden

Fallen muss der Testlauf wiederholt werden:

- wenn mehr als ein positiver und ein negativer Kalibrator ungdiltig sind,
- wenn wéhrend des Tests technische, bediener- oder geratebedingte Schwierigkeiten
bemerkt und dokumentiert werden.* (Siemens, 2007)

3.2.4.6 TESTAUSWERTUNG

,Die Giultigkeit einer Probe wird aus dem Verhéltnis des Analyt-Signals zum Analyt-
Grenzwert (Analyt S/CO) und dem Signal der internen Kontrolle, bezogen auf den IC-
Grenzwert, bestimmt. Fir Analyt-reaktive, positive Kalibratoren oder Proben wird das Signal
der internen Kontrolle nicht zur Validierung des Ergebnisses herangezogen. Dabei gilt eine

Probe als ungltig und nicht reaktiv, wenn

- ihr Analyt-Signal Kleiner als der Analyt-Grenzwert (d. h. Analyt S/CO < 1) und ihr
Signal der internen Kontrolle (IC) gleich oder groRer dem Grenzwert fir die interne
Kontrolle (IC Cutoff) ist,

- ihr Analyt-Signal schwécher als der Analyt-Grenzwert (d. h. Analyt S/CO < 1) und ihr
Signal der internen Kontrolle kleiner als der Grenzwert der internen Kontrolle ist,

- ihr Analyt-Signal gleich oder groRer dem Analyt-Grenzwert (d. h. Analyt S/CO > 1)
und ihr Signal der internen Kontrolle kleiner oder gleich 475.000 RLU ist.« (Siemens,
2007)

3.2.47 AKZEPTANZKRITERIEN FUR DIE KALIBRATOREN

,,Jeder negative Kalibrator muss ein IC-Signal zwischen 75.000 RLU und 300.000 RLU und
ein Analyt-Signal zwischen 0 RLU und 40.000 RLU liefern. Der Testlauf ist ungultig und
muss wiederholt werden, wenn zwei Werte des negativen Kalibrators ungdiltig sind oder ein
Analyt-Signal auBBerhalb des Sollbereichs haben. Wenn ein Wert der negativen Kalibratoren
ungltig ist oder ein Analyt-Signal auRRerhalb des Sollbereichs besitzt, berechnet die Software




den Mittelwert der negativen Kalibratoren fiir das Analyt-Signal (NCx(Analyt)) anhand der
beiden akzeptablen Werte neu. Die Berechnung des Mittelwerts des negativen Kalibrators fur
das Signal der internen Kontrolle erfolgt dabei Uber den Grenzwert NCx(IC), wéhrend der
Mittelwert der negativen Kalibratoren fir das Analyt-Signal Gber den Grenzwert NCx(Analyt)
berechnet wird.* (Siemens, 2007)

,Jeder positive Kalibrator muss ein Analyt-Signal zwischen 400.000 RLU und 2.700.000
RLU haben, wobei das Signal der internen Kontrolle kleiner oder gleich 475.000 RLU sein
muss. Wenn der Wert fiir einen positiven Kalibrator aul’erhalb des Bereiches liegt, berechnet
die Software den Mittelwert der positiven Kalibratoren (PCx(Analyt)) anhand der beiden

akzeptablen Werte neu.* (Siemens, 2007)

3.3 Datenerhebung und Statistik

Die Zahlung der Zellen diente dazu, festzuhalten, wie hdufig sich eine okkulte HCV-Infektion
in den beschriebenen Kollektiven findet. Die Ergebnisse der Z&hlung wurden in MS Excel
ubertragen und von dort aus in SPSS transferiert, um die epidemiologischen Berechnungen
statistisch vornehmen zu koénnen. In Excel wurden dabei nicht nur die Ergebnisse der
Zellzdhlung Ubertragen, sondern auch soziodemografische Parameter, physiologische,
klinische Parameter und sonstige Erkrankungen, um die Subkollektive deutlicher voneinander

abgrenzen zu kénnen.

Bei der statistischen Berechnung wurden zunéchst Haufigkeitsanalysen in den Subkollektiven
durchgefuhrt, um anschlieBend mittels Signifikanztests zu untersuchen, ob die identifizierten
Unterschiede zuféllig entstanden sind (weil die Stichprobe nicht in dem ausreichendem Mal3e
reprasentativ ist) oder ob die Unterschiede auch in der Grundgesamtheit bestehen
(Uberzuféllig) und damit signifikant sind. Dabei wurde durchgangig ein p-Wert von < 0,05

zweiseitig bei allen Analysen als statistisch signifikant gewertet (a = 0,05).

Da schon bei der Stichprobenauswahl deutlich wurde, dass sich die Teilkollektive in den
vorliegenden geplanten Untersuchung hinsichtlich der Altersverteilung deutlich voneinander
unterscheiden werden, wurden zusatzliche Analysen in Bezug auf die Alters —und
Geschlechtsverteilung  sowie auf die Verteilung der Pravalenzen typischer
Begleiterkrankungen (DM 2 und Hypertonie) durchgefiihrt. Wie im einleitenden Kapitel
erwahnt, wird HCV mit einem erhéhten Risiko fir DM 2 und anderen kardiovaskuléren
Erkrankungen in Verbindung gebracht, erhohte Pravalenzen mit unklarer Genese kénnten also
ein Pradiktor fir eine okkulte HCV-Infektion sein. Das Kollektiv der NTX-Patienten soll




dabei mit den angenommenen Prévalenzen der Gleichaltrigen verglichen werden, wobei die
Bundeszahlen (fur das Jahr 2015) dem Versorgungsatlas Diabetes entnommen werden
(Goffrier et al., 2017). Der Vergleich der Hypertonie-Pravalenz der CHD- und NTX-Patienten
zur jeweils gleichaltrigen Bundeskohorte erfolgt unter Hinzunahme der Angaben des Robert
Koch Instituts (RKI, 2008).

Immer wenn die zu vergleichenden Variablen binédr codiert waren, wurde die statistische
Signifikanz  mittels des Chi-Quadrat-Unabhéngigkeitstests  untersucht. Bei den
kardinalskalierten Variablen wurde fir den direkten Vergleich von Einzelvariablen in zwei
Kollektiven auf den t-Test fir unabhdngige Stichproben (zweiseitig) zurlickgegriffen. Als
unabhéngig gelten dabei all diejenigen Stichproben, die sich aus unterschiedlichen Probanden
zusammensetzen, was in der vorliegenden Arbeit als angemessen erscheint, da sich die
Patienten aus unterschiedlichen Populationen zusammensetzen. Eigentlich setzt der t-Test
Normalverteilung voraus, die mittels des Kolmogorow-Smirnow-Tests uberprift werden
kann. In dieser Arbeit liegt jedoch keine Normalverteilung vor, so dass auf den Mann-
Whitney-Test zurlickgegriffen wurde, der pradestiniert fir die Signifikanzlberprifung bei

nicht normalverteilten, unabhéngigen Stichproben ist.

Immer wenn mehrere Kollektive miteinander verglichen werden sollten (da sich das
Gesamtkollektiv insgesamt aus zwei verschiedenen Patienten- und zwei Kontrollkollektiven
zusammensetzte), wurde die einfaktorielle Varianzanalyse (Analysis of Variance, ANOVA)

bzw. der Kruskal-Wallis-Test genutzt.

Ferner wurden Korrelationsanalysen durchgefiihrt, um festzuhalten, ob sich zwischen
verschiedenen Variablen des Studienkollektivs statistische Zusammenhange identifizieren
lassen. Dabei wurde auf den Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman zuruickgegriffen,
der (anders als der Korrelationskoeffizient nach Pearson) als weniger AusreiRer-empfindlich
gilt, keine Normalverteilung voraussetzt und es erlaubt, Variablen mit unterschiedlicher
Skalierung miteinander zu vergleichen. Bei den binar codierten Variablen wurde der Phi-
Korrelationskoeffizient berechnet.

Bei einer Korrelation von 0,05 bis < 0,2 wurde dabei jeweils ein geringer, bei Werten
zwischen > 0,2 und < 0,5 ein mittlerer, bei Werten zwischen > 0,5 und < 0,7 ein hoher und bei

Werten > 0,7 ein sehr hoher Zusammenhang angenommen.




AbschlieBend wurden auch die Odds Ratio (OR) berechnet, um epidemiologisch festhalten zu
kdnnen, ob bei NTX-Patienten oder CHD-Patienten mit einem erhéhten Risiko einer HCV-

Infektion gerechnet werden muss.

In vorliegender Arbeit wurde die statistische Analyse mittels der Software SPSS 21 oder
entsprechender Onlinetools durchgefuhrt, wéhrend die Abbildungen der H&ufigkeitsanalyse
mittels MS Excel 2010 erstellt wurden.




4 Ergebnisse

4.1 Soziodemografische Analyse

Um das Studienkollektiv zu charakterisieren und eventuell bei den Berechnungen und
Interpretationen der Ergebnisse zu beriicksichtigende Faktoren herauszustellen, erfolgte eine
soziodemografische Analyse in Bezug auf die Stichprobe.

In Tabelle 5 ist dargestellt, wie sich die vier Teilkollektive: die CHD-Patienten, die NTX-
Patienten, die HCV-positiven Patienten und die HCV-negativen Patienten bezlglich der

Altersverteilung unterscheiden.

Im Anschluss daran werden in Abbildung 5 (Seite 36) die Unterschiede hinschlich der

Altersverteilung in Form eines Boxplot-Diagramms dargestellt.

Ersichtlich sind teilweise deutliche Unterschiede hinsichtlich der alters -und
geschlechtsspezifischen Mittel- und Streuungswerte, da im Durchschnitt die CHD-Patienten
66,14 Jahre, die NTX-Patienten 53 Jahre, die HCV-Patienten 60,19 Jahre und die HCV-
negativen Patienten 32,55 Jahre alt waren. Die Unterschiede waren im Kruskal-Wallis-Test
statistisch signifikant (p = < 0,0001).

Tabelle 5: Altersverteilung in den Teilkollektiven

CHD- NTX- HCV-positive HCV-negative  Signifikanz*
Patienten  Patienten  Kontrollgruppe Kontrollgruppe
Mittelwert | 66 14 53,00 60,19 32,55
Median 69,66 52,52 65,57 30,90 < 0,0001%*
Standard- 14,86 12,80 12,49 8,33
abweichung

* Signifikanz berechnet durch den Kruskal-Wallis-Test
** statistisch signifikant bei a = 0,05

(Quelle: eigene Darstellung)
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Abbildung 5: Boxplot der Altersverteilung in den Gruppen CHD (n = 417), NTX (n = 417), HCV-pos.

Kontrolle (n = 40), HCV-negative Kontrolle (n = 25); (Quelle: eigene Darstellung)

Auch hinsichtlich der Geschlechtsverteilung zeigen sich deutliche Unterschiede, wie in

Abbildung 6 (Seite 37) dargestellt:

Wahrend bei den CHD-Patienten 45,6 % weiblich waren, betrug der Anteil an Frauen bei
NTX-Patienten 40 %, bei den HCV-positiven Patienten 68 % und bei den HCV-negativen

Patienten 60 %. Die Unterschiede waren mit p = < 0,0001 ebenfalls statistisch signifikant.

Abbildung 7 (Seite 37) zeigt die Verteilung nach der Staatsangehorigkeit bei den CHD-
Patienten. Hier ist ersichtlich, dass > 95% der CHD-Patienten aus Deutschland kommen. Fiir

die NTX-Patienten standen keine Informationen hinsichtlich der ethnischen Zugehdorigkeit zur

Verfugung.
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Abbildung 6: Geschlechtsverteilung in den Gruppen; CHD (n = 417), NTX (n = 417), HCV-pos. Kontrolle
(n = 40), HCV-negative Kontrolle (n = 25); (eigene Darstellung)
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Abbildung 7: Darstellung der Verteilung der Staatsangehdrigkeit (am Beispiel der CHD-Patienten); CHD
(n=417), NTX (n = 417); (Quelle: eigene Darstellung)
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4.2 Pravalenz von Begleiterkrankungen
Diabetes mellitus Typ 2

Die Ergebnisse zeigt Abbildung 8: Bei insgesamt 40,9 % der CHD-Patienten bestand ein DM
2; der Bundesdurchschnitt bei den Gleichaltrigen lag bei 16,2 %. Das Durchschnittsalter in
der Gruppe der CHD-Patienten betrug in der Stichprobe 66,14 Jahre. Fir den Vergleich zur in
Deutschland angenommenen Prévalenz von DM 2 wurden die Angaben fir die Altersklasse

der 56- bis unter 70-J&hrigen aus der Bundeskohorte vergleichend hinzugezogen.

Bei 29,5% der NTX-Patienten wurde ein DM 2 angeben; der Bundesdurchschnitt bei den
Gleichaltrigen lag bei 4,34 %. Das Kollektiv der NTX-Patienten, die im Durchschnitt 53 Jahre
alt waren, wurde dabei mit den angenommenen Prévalenzen der 50- bis unter 55-Jahrigen
verglichen. Die DM-2-Pravalenz in dem Kollektiv der CHD-Patienten und in dem Kollektiv
der NTX-Patienten war hoher als in den gleichaltrigen Vergleichsgruppen. Die Unterschiede
im Vergleich zur gleichaltrigen Bundeskohorte waren fiir beide Gruppen statistisch signi-
fikant (p = < 0,0001).

Diabetes Mellitus Typ 2 - Pravalenzen im

Vergleich
M Dialyse-Patienten (66 Jahre) Pravalenz-Deutschland (65- <70-Jahrige)
B NTX-Patienten (53 Jahre) Pravalenz-Deutschland (50- <55-Jahrige)
40,90%
29,50%

16,23%

4,34%

Dialyse-Patienten (66 Pravalenz-Deutschland ~ NTX-Patienten (53  Prévalenz-Deutschland
Jahre) (65- <70-Jéhrige) Jahre) (50- <55-Jahrige)

Abbildung 8: DM-2-Pravalenz bei den CHD- und den NTX-Patienten im Vergleich zur jeweils
gleichaltrigen Bundeskohorte (CHD (n = 417), NTX (n = 417)); (Quelle: eigene Darstellung)




Arterielle Hypertonie

Wie in Abbildung 9 dargestellt, lag die Hypertonie-Prévalenz bei den CHD-Patienten bei 89,5
%. Sie war etwa 10 % hoher als im gleichaltrigen Kollektiv bezogen auf die Bundeskohorte.
Bei den NTX-Patienten lag die Hypertonie-Pravalenz bei 100 % und damit 35 % hdher als im
gleichaltrigen Kollektiv bezogen auf die Bundeskohorte. Die Unterschiede waren mit p =
<0,0001 jeweils statistisch signifikant. Als hyperton wurden dabei Patienten mit einem
systolischen Blutdruck > 140 mmHg und einem diastolischen Blutdruck > 90 mmHg definiert
(RKI, 2008).

Bluthochdruck - Pravalenzen im Vergleich

M Dialyse-Patienten (66 Jahre) Pravalenz-Deutschland (60- <70-Jahrige)
B NTX-Patienten (53 Jahre) Pravalenz-Deutschland (50- <60-Jahrige)
98,30%
89,50%

80%

65%

Dialyse-Patienten (66  Pravalenz-Deutschland NTX-Patienten (53  Pravalenz-Deutschland
Jahre) (60- <70-Jahrige) Jahre) (50- <60-Jahrige)

Abbildung 9: Hypertonie-Pravalenz bei den CHD- und den NTX-Patienten im Vergleich zur jeweils
gleichaltrigen Bundeskohorte; CHD (n = 417), NTX (n = 417); (Quelle: eigene Darstellung)

4.3 Pravalenz und Bedeutung der okkulten HCV-Infektion

Aufgrund der in den vorherigen Kapiteln vorgenommenen Berechnungen konnte
abschlieBend auch der Anteil an okkulten HCV-Diagnosen festgestellt werden, die immer
dann vorliegen, wenn HCV-RNA (ublicherweise >200 IU/ml bzw. >1000 Kopien/ml HCV-
RNA) im Lebergewebe und/oder in den PBMC-Zellen in Abwesenheit von HCV-RNA im
Serum, unabhangig vom anti-HCV Status identifizierbar ist. Wie in Abbildung 10 dargestellt,
betrug die Prévalenz der okkulten HCV-Infektion bei den CHD-Patienten 0,25 % (n = 1
Patient) und bei den NTX-Patienten 0,5 % (n = 2 Patienten, bei denen bereits eine

Lebertransplantation stattgefunden hat).
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Abbildung 10: Pravalenz der okkulten HCV bei den CHD-Patienten (n = 417) und den
NTX-Patienten (n = 417); (Quelle: eigene Darstellung)

Die zwei NTX-Patienten sowie der eine CHD-Patient, bei denen sich HCV-RNA in den
PBMC-Zellen nachweisen liel3, wurden im Rahmen eines Follow-up weiter beobachtet (vgl.
Abbildung 11).
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Abbildung 11: Klinischer Verlauf der 3 Patienten mit okkulter HCV-Infektion; (Quelle: Baid-Agrawal et
al., 2014a)




Nach 30 Monaten hatte keiner der Patienten eine Lebererkrankung und/oder eine Erhéhung
der Transaminasen ausgebildet, wie in Abbildung 11 (Seite 40) dargestellt.

Zur besseren Darstellung eventueller Differenzen zwischen den Pravalenzen in Abhangigkeit
vom Verfahren. Wird im Folgenden nicht nur auf die okkulten HCV-Infektionen, sondern auf
die gesamte HCV-positive Stichproben eingegangen.

4.4 HCV-Pravalenz in Abhangigkeit vom Diagnoseinstrument - Gesamtstichprobe

In Abbildung 12 ist dargestellt, wie sich die HCV-Pravalenzen in den vier Gruppen
unterscheiden, wenn bestehende HCV-Antikorper als Diagnoseinstrument benutzt werden.
Die Pravalenz betrug in der HCV-positiven Kontrollgruppe 100 %, da ein positiver Nachweis
von HCV-Antikorpern hier zu den Einschlusskriterien gehorte.

Bedeutsam sind die Pravalenzen in den anderen Gruppen. Wahrend sich in der eigentlich
HCV-negativen Kontrollgruppe auch ein Patient mit HCV-Antikorpern fand (2,5 %) waren es
bei den CHD-Patienten 3,55 % und bei den NTX-Patienten sogar 4,83 %).

Der HCV-positive Patient der negativen Kontrollgruppe wurde in einer Kontrolluntersuchung
spater als negativ detektiert, in vorliegender Arbeit aber (wegen des positiven Tests in der

ersten Untersuchung) als prévalent definiert (schriftlicher Vermerk liegt vor).

Die Haufigkeitsunterschiede zwischen den CHD-Patienten, den NTX-Patienten und den
Patienten der HCV-negativen Kontrollgruppe waren im Kruskal-Wallis-Test aber mit p =
0,280 nicht statistisch signifikant, die erhthten Werte bei den CHD- und den NTX-Patienten
lassen sich also im hier verwendeten Test nicht auf die zugrunde liegenden Erkrankungen

(Dialyse bzw. Nierentransplantation) zurtickbeziehen.
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Abbildung 12: Gruppenspezifische HCV-Pravalenz bei bestehenden HCV-Antikérpern (CHD (n = 417),
NTX (n = 417), HCV-pos. Kontrolle (n = 40), HCV-negative Kontrolle (n = 25)); (Quelle: eigene
Darstellung)

Abbildung 13 zeigt die Unterschiede der HCV-Prévalenz bei Fokussierung des positiven
HCV-RNA-Nachweises im Serum und in den PBMC-Zellen: Bei positivem HCV-RNA-
Nachweis im Serum findet sich in der positiven Kontrollgruppe eine Pravalenz von 100 %.

In der negativen Kontrollgruppe (anders als beim Nachweis via HCV-Antikorper) gab es
keinen positiven Befund.

Bei den CHD-Patienten war der Test auf HCV-RNA im Serum bei 2,4 % der Patienten positiv
sowie bei 4,6 % der NTX-Patienten.

Einen positiven HCV-RNA-Nachweis in den PBMC-Zellen zeigten sich 96 % der Patienten
der HCV-positiven Kontrollgruppe, bei 2,4 % der CHD-Patienten und bei 4,6 % der NTX-
Patienten.

Weder beim HCV-RNA-Nachweis im Serum (p = 0,134) noch beim HCV-RNA-Nachweis in
den PBMC-Zellen (p = 0,178) waren die Unterschiede zwischen den CHD-Patienten und den
NTX-Patienten im Mann-Whitney-Test statistisch signifikant.
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Abbildung 13: Gruppenspezifische HCV-Pravalenz bei positivem HCV-RNA-Nachweis im Serum und in
den PBMC-Zellen im Vergleich (CHD (n = 417), NTX (n = 417), HCV-pos. Kontrolle (n = 40), HCV-
negative Kontrolle (n = 25)); (Quelle: eigene Darstellung)

4.5 Gruppenspezifische HCV-Gesamt-Pravalenz

Dargestellt in Abbildung 14 (Seite 44) ist zunéchst jeweils der Anteil an CHD- und NTX-
Patienten, bei denen sich HCV-Antikdérper nachweisen lielen, sowie der Anteil, bei denen
sich HCV-RNA im Serum und in den PBMC-Zellen fand.

Die identifizierten Haufigkeitsunterschiede zwischen den CHD-Patienten und den NTX-
Patienten waren im Mann-Whitney-Test jedoch nicht statistisch signifikant (p = 0,327).
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Abbildung 14: Gruppenspezifische HCV-Pravalenz in Abhangigkeit der Diagnostikverfahren; CHD (n =
417), NTX (n = 417); (Quelle: eigene Darstellung)

Bei einigen Patienten wurde in mehreren der Diagnoseverfahren ein positives Ergebnis
ermittelt, was zur Bestimmung der gruppenspezifischen HCV-Gesamt-Prévalenzen
beriicksichtigt werden muss. Hierzu wurden zunéchst die doppelten Félle heraus gerechnet.
Patienten, bei denen zusatzlich auch die anderen beiden Testverfahren anschlugen, wurden

jeweils nur als ein Krankheitsfall gezahlt.

Hinzu kamen diejenigen Falle, bei denen sich ohne bestehenden Nachweis auf HCV-
Antikorper in einem der anderen Diagnoseverfahren Hinweise auf eine HCV-Infektion

zeigten.

Konkret wurde dabei zunédchst auf anti-HCV positiv fokussiert. Patienten, bei denen
zuséatzlich auch die anderen beiden Testverfahren anschlugen, wurden jeweils nur als ein

Krankheitsfall gezahlt. Zusatzlich wurden die falsch positiven Patienten entfernt. Als falsch




positiv wurden all diejenigen Patienten definiert, die positiv auf HCV-Antikorper getestet
wurden, bei denen sich aber weder im Serum noch in den PBMC-Zellen HCV-RNA

nachweisen lief?.
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Abbildung 15: HCV-Gesamtprévalenz bei den CHD- und den NTX-Patienten im Vergleich; CHD (n =
417), NTX (n = 417); (Quelle: eigene Darstellung)

Fur die Bestimmung der Gesamtpravalenz in den einzelnen Gruppen wurden dann die um die
mehrfach diagnostizierten Patienten und die falsch positiven Patienten bereinigten Zahlen fir
die HCV-Antikdrper mit denjenigen Patienten zusammengezahlt, bei denen sich HCV-RNA
im Serum oder in den PBMC-Zellen fand.

Das Ergebnis ist in Abbildung 15 dargestellt: Bei den CHD-Patienten zeigte sich eine HCV-
Prévalenz von 2,6 % und bei den NTX-Patienten von 5,1 %. Nicht erneut grafisch dargestellt
wurden hier die Patienten der beiden Kontrollkollektive: In der HCV-positiven
Kontrollgruppe fanden sich insgesamt 25 Patienten mit positivem Nachweis (entsprechend
den Einschlusskriterien) beziglich HCV-Antikorper, HCV-RNA und des negativen HBSAg.
Bei 24 der Patienten (96 %) konnte HCV-RNA in den PBMC nachgewiesen werden, wahrend
ein Patient hier negativ getestet wurde, was auch durch einen Wiederholungstest bestatigt

wurde. Bei den Patienten der HCV-negativen Kontrollgruppe betrug die Pravalenz 0 %, da




sich der eine Fall mit positivem Nachweis von HCV-Antikorpern (vgl. Abbildung 12) als

falsch positiv herausstellte.

Tabelle 6: Korrelationszusammenhang zwischen Alter und HCV-Prévalenz in Abhéngigkeit vom
Diagnostikinstrument bei den CHD-Patienten

Variablen Korrelation* Statistische Signifikanz
Alter vs. HCV-Antikorper r=0,208 p =<0,0001**
Alter vs. HCV-RNA Serum r=0,168 p = 0,001**
Alter vs. HCV-RNA PBMC r=0,147 p = 0,002**

* Korrelation berechnet durch den Korrelationskoeffizient Spearman-Rho

** statistisch signifikant bei a = 0,05 (Quelle: eigene Darstellung)

Tabelle 7: Korrelationszusammenhang zwischen Alter und HCV-Prédvalenz in Abhéngigkeit vom
Diagnostikinstrument bei den NTX-Patienten

Variablen Korrelation* Statistische Signifikanz
Alter vs. HCV-Antikdrper r =0,007 p =0,891
Alter vs. HCV-RNA Serum r=-0,055 p = 0,265
Alter vs. HCV-RNA PBMC r=-0,46 p =0,346

* Korrelation berechnet durch den Korrelationskoeffizient Spearman-Rho (Quelle: eigene Darstellung)

Wie in Tabelle 6 dargestellt, zeigten sich bei den CHD-Patienten
Korrelationszusammenhange zwischen dem Alter und der HCV-Pravalenz, die statistisch
signifikant waren.

Bei HCV-Antikorpern im Blut bestand ein mittlerer Korrelationszusammenhang und bei den
anderen beiden Testverfahren (HCV-RNA-Nachweis in Serum bzw. in den PBMC-Zellen)
ein leichter Korrelationszusammenhang, sodass angenommen werden kann, dass sich bei

CHD-Patienten mit zunehmendem Alter die Wahrscheinlichkeit einer HCV-Infektion erhoht.

Bei den NTX-Patienten zeigten sich hingegen keine Korrelationszusammenhénge zwischen

Diagnose und Alter, wie in Tabelle 7 dargestellt.




4.6 Sensitivitat der Testverfahren im Vergleich

Die Ergebnisse in Kapitel 4.4 (Seiten 44 ff) verweisen darauf, dass sich die unterschiedlichen
Diagnosemethoden hinsichtlich ihrer Sensitivitdt unterscheiden, da im Rahmen der
Bestimmung der Gesamtprévalenz auch Patienten enthalten waren, bei denen keine
bestehenden HCV-Antikorper festgestellt werden konnten, und Patienten mit bestehenden
HCV-Antikdrpern mangels HCV-RNA im Serum und in den PBMC-Zellen als falsch positiv

deklariert werden mussten.

Dass die Testverfahren nicht vollstandig Gbereinstimmen, l&sst sich zun&chst im Rahmen
einer Korrelationsberechnung nachweisen: Wie in Tabelle 8 dargestellt, besteht sowohl bei
den CHD- als auch bei den NTX-Patienten zwar zwischen bestehenden HCV-Antikdrpern
und den anderen beiden Diagnoseverfahren (HCV-RNA im Serum bzw. in den PBMC-
Zellen) ein hoher statistisch signifikanter Korrelationszusammenhang, aber eben keine

eindeutige Korrelation.

Tabelle 8: Korrelationszusammenhang zwischen bestehenden HCV-Antikérpern und HCV-RNA im
Serum bzw. in den PBMC-Zellen bei den CHD- und den NTX-Patienten im Vergleich

Variablen Korrelation r* (Signifikanz p)
Dialyse-Patienten NTX-Patienten

HCV-Antikorper vs. HCV-RNA
Serum

HCV-Antikorper vs. HCV-RNA
PBMC

r=0,770 (p = <0,0001) | r=0,812 (p = < 0,0001)

r=0,690 (p = <0,0001) | r=0,836 (p =< 0,0001)

* Korrelation berechnet durch den Korrelationskoeffizient Spearman-Rho

** statistisch signifikant bei a = 0,05 (eigene Darstellung)

Bei den CHD-Patienten zeigte sich das Verfahren zur HCV-Antikdrperbestimmung mit einer
Sensitivitdt von 62,5 % vergesellschaftet, da 31,25 % falsch diagnostiziert (falsch positiv)

waren und 6,25 % von bestehenden HCV-Infektionen ibersehen (falsch negative) wurden.

Bei der HCV-RNA-Bestimmung im Serum zeigte sich eine Sensitivitat von 90,91 % und bei
der HCV-RNA-Bestimmung in den PBMC-Zellen von 100 %, wie in Abbildung 16 (Seite 48)
dargestellt.
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Abbildung 16: Sensitivitat der Diagnoseverfahren bei den CHD-Patienten im Vergleich; CHD (n = 417),
NTX (n = 417); (Quelle: eigene Darstellung)

Etwas anders gestaltete sich die Situation bei den NTX-Patienten, wie in Abbildung 17 (Seite
49) verdeutlicht: Die Sensitivitat beim Verfahren zur HCV-Antikdrperbestimmung und bei
der HCV-RNA-Bestimmung im Serum war mit 64 % bzw. 90,48 % zwar mit dem Anteil an
korrekt identifizierten Patienten im CHD-Kollektiv vergleichbar, die Sensitivitat bei der
HCV-RNA-Bestimmung in den PBMC-Zellen war mit 85,71 % hier aber deutlich geringer.

Innerhalb der jeweiligen Patientenkollektive waren die Unterschiede zwischen den
Testverfahren mit jeweils p = < 0,0001 auch statistisch signifikant.
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Abbildung 17: Sensitivitat der Diagnoseverfahren bei den NTX-Patienten im Vergleich; CHD (n = 417),
NTX (n = 417); (Quelle: eigene Darstellung)

4.7 HCV-Pravalenz im Vergleich zur Literatur

In Abbildung 18 (Seite 50) ist dargestellt, welche Unterschiede hinsichtlich der HCV-
Prévalenz sich zwischen den CHD- und NTX-Patienten im Vergleich zur gesamtdeutschen
Bevolkerung zeigen. Als Vergleichskollektive wurden jeweils die in der Studie von Poethko-
Miller et al. (2013) publizierte Pravalenz von 0,3 % und die vom RKI angenommene
Pravalenz von 0,6 % (RKI, 2018) zugrunde gelegt. Da beide Studien als einziges
Diagnoseverfahren lediglich HCV-Antikorper im Blut enthalten, also jeweils noch von einer
Dunkelziffer ausgegangen werden muss, wurde sowohl fur die CHD- als auch flr die NTX-
Patienten neben der Gesamtprdvalenz auch die Teilpravalenz, die sich aus der alleinigen

Fokussierung von HCV-Antikorpern ergibt, angegeben.

Ersichtlich ist, dass die in beiden Teilkollektiven ermittelten (Teil-)Préavalenzen deutlich
hoher sind als in der Gesamtbevolkerung, wobei die jeweiligen Unterschiede auch statistisch
signifikant waren (jeweils mit p = < 0,0001), bei CHD- und NTX-Patienten kann also von

einer signifikant hoheren Pravalenz ausgegangen werden.
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Abbildung 18: HCV-Pravalenz der CHD- und der NTX-Patienten im Vergleich zur deutschen
Gesamtbevolkerung; CHD (n=417), NTX (n = 417); (Quelle: eigene Darstellung)
Aufgrund der signifikant hoheren HCV-Préavalenzen in beiden Patientenkollektiven wurde

berechnet, mit welchem HCV-Risiko bei CHD- und NTX-Patienten gerechnet werden muss.

Die Ergebnisse sind nachfolgenden in Tabelle 9 (fir die CHD-Patienten) und in Tabelle 10
(fiir die NTX-Patienten) dargestellt:

Ersichtlich ist, dass bei den CHD-Patienten der vorliegenden Studie ein 8,7-fach hoheres
Risiko (im Vergleich zu den angenommenen Prdvalenzen von Poethko-Mdiller et al., 2013)
bzw. ein 4,7-fach hoheres Risiko (im Vergleich zu den angenommenen Prévalenzen des RKI)

bestand, die Diagnose HCV-Infektion zu erhalten.

Bei den NTX-Patienten (Tabelle 10, Seite 51) war das Risiko im Vergleich zur
Gesamtbevolkerung 17-fach bzw. 9-fach hoher.




Tabelle 9: Odds Ratio von HCV-Infektionen in Dialyse-Patienten

OR** 95 %-KI p
Gesamtpravalenz CHD-
Patienten VS. Pravalenz ) -
Deutschland (Poethko-Muller et S [a58 fni <UL
al., 2013)
Gesamtpravalenz CHD-
Patienten VS. Pravalenz 4,67 [2,57; 8,50] <0,0001*
Deutschland (RKI, 2018)
*statistisch signifikant bei 0=0,05
**0OR= Odds Ratio; KI = Konfidenzintervall
(Quelle: eigene Darstellung)
Tabelle 10: Odds Ratio von HCV-Infektionen in NTX-Patienten

OR 95 %-KI p
Gesamtpravalenz NTX-
Patienten Vs, Prévalenz _ *
Deutschland (Poethko-Mdller et Tl {EREh, 25,20 SO
al., 2013)
Gesamtpravalenz NTX-
Patienten VS. Pravalenz 9,13 [5,89; 14,15] <0,0001*
Deutschland (RKI, 2018)

*statistisch signifikant bei 0=0,05

(Quelle: eigene Darstellung)




5 Diskussion

5.1 Synopse der Ergebnisse

Im Rahmen der statistischen Untersuchung konnten die folgenden Erkenntnisse ermittelt

werden:

> Alters- und Geschlechtsverteilung:

Beim Alter waren statistisch signifikante Unterschiede erkennbar: Die CHD-Patienten waren
im Durchschnitt 66,14 Jahre, die NTX-Patienten 53 Jahre, die HCV-positiven Patienten 60,19
Jahre und die HCV-negativen Patienten 32,55 Jahre alt. Auch beim Geschlecht zeigten sich
signifikante Unterschiede: Wéhrend bei den CHD-Patienten 45,6 % weiblich waren, betrug
der Anteil an Frauen bei NTX-Patienten 40 %, bei den HCV-positiven Patienten 68 % und bei
den HCV-negativen Patienten 60 %.

> Beagleiterkrankungen:

Die DM-2-Prévalenz war in beiden Patientenkollektiven deutlich hoher als in den
gleichaltrigen Vergleichsgruppen: Bei insgesamt 40,9 % der CHD-Patienten bestand ein DM
2, wahrend es bei Gleichaltrigen im Bundesdurchschnitt nur 16,23 % waren. Ein dhnliches
Bild zeigt sich bei den NTX-Patienten, bei denen in 29,5 % der Falle ein diagnostizierter DM
2 vorlag, wahrend es bei den Gleichaltrigen im Bundesdurchschnitt nur 4,34 % waren, die
Unterschiede waren jeweils auch statistisch signifikant. Auch die Hypertonie-Préavalenz war
bei beiden Patientengruppen im Vergleich zu den gleichaltrigen Kohorten der
Gesamtbevolkerung signifikant hoher (CHD-Patienten: 89,5 % vs. 80 %, NTX-Patienten:
98,3 % vs. 65 %).

» HCV-Pravalenz:
Die HCV-Prévalenz betrug bei den CHD-Patienten 2,6 % und bei den NTX-Patienten 5,06 %

(bei der HCV-positiven Kontrollgruppe 100 % und bei der HCV-negativen Kontrollgruppe 0
%). Aufgrund eines statistisch signifikanten Korrelationszusammenhangs kann bei den CHD-
Patienten mit zunehmendem Alter von einem ansteigenden HCV-Risiko ausgegangen werden,
nicht aber bei den NTX-Patienten. In beiden Teilkollektiven waren die (Teil-)Prévalenzen
deutlich hoher als in der Gesamtbevolkerung, wobei die jeweiligen Unterschiede auch
statistisch signifikant waren. Daraus resultierend bestand bei den CHD-Patienten ein 8,65-
fach bzw. 4,67-fach hoheres Risiko, die Diagnose HCV-Infektion zu erhalten. Bei den NTX-




Patienten war das Risiko im Vergleich zur Gesamtbevolkerung sogar 17-fach bzw. 9-fach

hoher.

» Sensitivitat:
Bei der Sensitivitat zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen der Bestimmung der HCV-
Antikorper sowie von HCV-RNA im Serum und in den PBMC-Zellen. Die Sensitivitét bei
den HCV-Antikdrpern betrug bei beiden Patientengruppen lediglich knapp tber 60 %.

» Prévalenz okkulter HCV-Infektion:
Die Pravalenz der okkulten HCV-Infektion betrug bei den CHD-Patienten 0,25 % und bei den

NTX-Patienten 0,5 %. Nach 30 Monaten hatte keiner der Patienten eine Lebererkrankung

und/oder eine Erhéhung der Transaminasen ausgebildet.

5.2 Beantwortung der Forschungsfrage

Aufgrund der empirischen Untersuchung und der statistischen Untersuchung ist es

abschlieBend mdglich, die Forschungsfragen einer Beantwortung zuzufihren:

Unterscheidet sich die Hohe der ermittelten Pravalenz einer okkulten Infektion bei
immunsupprimierten Patienten unter Verwendung eines hochsensitiven Assay (TMA)
gegeniber der in der Standarddiagnostik eingesetzten Screeningverfahren? Welche klinische

Bedeutung hat sie in einem Kollektiv bestehend aus CHD- und NTX-Patienten?

Die Pravalenz von okkulten HCV-Infektionen lag bei 0,25 % bei den CHD-Patienten und bei
0,5 % bei den NTX-Patienten. Die ermittelte Pravalenz einer okkulten HCV-Infektion fir die
CHD- und NTX-Patienten ist gering, da (wie dargestellt) nur ein Patient (CHD-Gruppe) bzw.
zwei Patienten (NTX-Gruppe) identifiziert werden konnten, bei denen eine okkulte HCV-

Infektion vorlag.

Die vorliegende Arbeit stellt trotzdem ein Novum dar, da die Pravalenz von okkulten HCV-
Infektionen bisher nicht in groBen Kollektiven bei Patienten mit Dialyse und/oder

Nierentransplantation bzw. bei immunsupprimierten Patienten beschrieben wurde.

Zusétzlich sind die Stérken unserer Studie der Einschluss einer gut charakterisierten Kohorte
unter Einbeziehung von positiven und negativen Kontrollgruppen sowie die Verwendung von
hochempfindlichen und validierten Testverfahren, die weniger anféllig fir eine
Kontamination und Beeintrachtigung auf zellularer Ebene von DNA oder RNA sind. Des
Weiteren wurden alle Tests in einem Single-Site-Labor durchgefiihrt und es erfolgte

anschlieBend eine umfassende Auswertung mehrere Kklinischer Faktoren sowie eine




Fortfihrung der Studie im Langsschnitt als Follow-up mit einer Wiederholung der Tests von

Patienten mit nachgewiesenen okkulten HCV-Infektionen.

Zusétzlich kann die Beschreibung des statischen und methodischen Vorgehens wegweisend

flr zuknftige Forschungsvorhaben auf diesem Gebiet sein.

Es liel sich in unseren CHD- und NTX-Kohorten eine sehr geringe Prévalenz okkulter HCV-
Infektionen mit positiver HCV-RNA in PBMC finden. Letztendlich stiitzen die Ergebnisse
nicht die Existenz klinisch relevanter okkulter HCV-Infektionen bei CHD- und NTX-
Patienten, insbesondere nicht in Populationen mit geringer Pravalenz von HCV-Infektionen.
Die geringe Ausbeute und die aufwendigen und teuren Tests auf okkulte HCV-Infektionen

rechtfertigen nicht die Durchfiihrung eines Routine-Screenings bei diesen Patienten.

Es sind weitere Langsschnittstudien in geografischen Populationen mit hoher HCV-
Endemizitat erforderlich, um die Prévalenz einer okkulten HCV-Infektion bei CHD- und
NTX-Patienten in Abhangigkeit vom verwendeten Verfahren zu klaren.

Zusétzlich wurde auch der folgenden Frage nachgegangen:

Welche Besonderheiten zeigen CHD- und NTX-Patienten hinsichtlich ihres Alters, der
Risikofaktoren und der HCV-Pravalenz unter Anwendung verschiedener Diagnoseverfahren?

In den vorliegenden Patientenkollektiven waren die CHD-Patienten im Mittel 66,14 Jahre und
die NTX-Patienten 53 Jahre alt. Bezlglich der Begleiterkrankungen fanden sich bei beiden
Indikationen (CHD und NTX) signifikant mehr Patienten mit DM 2 und/oder Hypertonie.

Bei den CHD-Patienten stieg mit zunehmendem Alter das HCV-Risiko an, wahrend in der
NTX-Gruppe keine statistisch signifikanten Korrelationszusammenhénge zwischen Alter und
HCV-Préavalenz ersichtlich waren. Die HCV-Préavalenz betrug bei den CHD-Patienten 2,6 %
und bei den NTX-Patienten 5,06 %. Die Prévalenz war jeweils signifikant hoher als in der
deutschen Gesamtbevolkerung (epidemiologische Schatzungen gehen hier von 0,3 bis 0,6 %
aus), auch wenn nur die Patienten berlicksichtigt werden, bei denen HCV-Antikorper
nachweisbar waren. Aus den erhéhten Prévalenzen resultierten héhere Risiken (OR), bei einer
der beiden Erkrankungen HCV diagnostiziert zu bekommen (bei den CHD-Patienten bestand
ein 8,65-fach bzw. 4,67-fach hoheres Risiko, die Diagnose HCV-Infektion zu erhalten). Bei
den NTX-Patienten war das Risiko im Vergleich zur Gesamtbevolkerung sogar 17-fach bzw.
9-fach hoher.




Bei beiden Patientenkollektiven zeigten sich deutliche Unterschiede beziiglich der
Sensitivitat: Die Sensitivitat bei den HCV-Antikorpern betrug bei beiden Patientengruppen
lediglich knapp Uber 60 %, da hier nicht alle HCV-Patienten diagnostiziert werden konnten

und einige falsch positive Patienten féalschlicherweise als HCV-positiv diagnostiziert wurden.

5.3 5.3 Vergleich mit der Literatur

Die im vorliegenden Kollektiv durchgefihrte Studie ist die grofite zur Thematik von okkulter
HCV-Infektion und Gesamtkrankheitslast durch HCV bei CHD- und NTX-Patienten. Okkulte
HCV-Infektionen kdnnen dabei durch den Nachweis von viraler HCV in den PBMC-Zellen
aufgedeckt werden. Insbesondere der Nachweis in den PBMC bedarf eines
hochempfindlichen Assay, um das Virus auch bei geringer Viruslast nachweisen zu kénnen.
Dabei liel? sich eine sehr geringe Prévalenz von okkulten HCV-Infektionen nachweisen, ohne
Feststellung einer vorhandenen oder abgelaufenen viralen Infektion. Bedeutsam ist, dass
keiner der Patienten mit einer schwach positiven nachgewiesenen okkulten HCV-Infektion
eine klinische oder laborchemisch feststellbare Manifestation einer viralen Lebererkrankung
ausbildete. Als Ursache kann entweder von einer spontanen Elimination von HCV in den
PBMC oder von einer zu geringen viralen Konzentration der HC-Viren ausgegangen werden.
Demgegeniber steht die Tatsache, dass bei den Positivkontrollen der vorliegenden Arbeit die
HCV-RNA, die in PBMC durch den TMA-Assay nachgewiesen werden konnte, in der
Mehrzahl auch im Serum erfasst werden konnte. Dies kdnnte darauf hindeuten, dass die
Erkennbarkeit von HCV-RNA in PBMC von der Prasenz im Serum abhéngt.

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Publikationen zum Thema okkulte HCV-
Infektionen veroffentlicht (u. a. Barril et al., 2008; Bernardin et al., 2008; Castillo et al., 2004;
Coppola et al., 2011; Halfon et al., 2008; Maylin et al., 2008; Maylin et al., 2009; Pham et al.,
2004; Pham et al., 2008; Radkowski et al., 2005a und 2005b; Welker et al., 2009), von denen
auch einige die Hypothese von HCV-RNA in PBMC unterstitzen (Barril et al., 2008; Castillo
et al., 2004; Pham et al., 2004; Radkowski et al., 2005a und 2005b).

Zudem existieren Studien, die sich mit der Replikation von HCV in PBMC auseinandersetzen
(Marukian et al., 2008), weswegen es von Relevanz ist, nachzuweisen, ob eine bestehende
okkulte Infektion Kklinisch signifikant ist und ob von dieser ein Ubertragungs-, Ausbreitungs-
und Erkrankungsrisiko ausgeht, da eine Infektion gerade fir CHD- und NTX-Patienten

erhebliche Auswirkungen haben kann. Dazu gehort die nosokomiale Ubertragung des Virus




durch z. B. eine Reaktivierung von HCV nach Transplantation bei Empfangern mit einer

okkulten HCV-Infektion unter einer immunsuppressiven Therapie.

Bisher bestehen nur wenige Studien, die sich mit okkulten HCV-Infektionen bei den
genannten Patientengruppen auseinandersetzen. In einer Studie tiber ein medianes Follow-up
von 10,5 Monaten zeigten sich bei 26 Anti-HCV-positiven, friher HCV-infizierten NTX-
Empfangern keine Hinweise auf okkulte HCV-Infektion in PBMC oder eine virologische,
klinische oder biochemische Reaktivierung, bei denen die HCV-Infektion spontan oder nach
antiviraler Therapie wéhrend der Dialyse ausheilte (Nicot et al., 2009). In einem
systematischen Review, das die Ergebnisse von 31 Studien auswertete, wurde das anhaltende
virologische Ansprechen nach antiviraler Therapie mit Interferon wéhrend der Hamodialyse
an insgesamt 41 NTX-Patienten Uberprift. Die langfristige Negativitat betrug 48 Monate nach
Transplantation 95 %, wobei festgehalten wurde, dass bei NTX-Empfangern kein erhohtes
Risiko fur eine Reaktivierung einer HCV-Infektion nach antiviraler Therapie wahrend der
Dialyse besteht (Gordon et al., 2011). Ahnliches konnte auch in zwei anderen Studien belegt
werden, in denen sich HCV-positive Patienten nach einer antiviralen Therapie mit daraus
folgender serologischer Negativitat einer Lebertransplantation unterzogen. Auch nach
abgeschlossener Therapie lieR sich hier keine intrahepatische HCV-RNA nachweisen
(Bizollon et al., 2003; Thomas et al., 2003). In allen drei Studien lieRen sich allerdings HCV-
Rezidive nach einer Transplantation nachweisen, was das Vorhandensein von okkulten
Infektionen bei Transplantatempfangern prinzipiell infrage stellt. Unterstutzt wird diese
Hypothese dadurch, dass sich in weiteren durchgefiihrten Studien an immunsupprimierten
Patienten, wie z. B. onko-hdmatologische oder HIV-Patienten, ebenfalls keine okkulten HCV-

Infektionen identifizieren lieBen (Coppola et al., 2011; Filippi et al., 2012).

Die in vorliegender Arbeit ausgewerteten Daten stammen aus der bis dato groéRten
durchgefuhrten Prévalenzstudie tGber okkulte HCV-Infektionen bei CHD- und NTX-Patienten
und sprechen gegen eine klinische Relevanz von okkulten Infektionen in diesen Kohorten.
Eine mogliche Ursache fiir die verschiedenen Aussagen in den unterschiedlichen Studien
konnte zum einen die Benutzung von hochempfindlicheren Tests fir den Nachweis von RNA
des HCV in unserer Studie sein. Daraus resultiert die Moglichkeit, dass in vorliegender Arbeit
niedrigere Nachweisgrenzen bestanden, die durch weniger empfindliche Standard-PCR-
Assays zum Nachweis von okkulten Infektionen in anderen Studien nicht nachgewiesen

werden konnten und hier so zu Fehldiagnosen fuhrten. Diese These steht im Einklang mit




anderen Berichten von HCV-Nachweis im Serum basierend auf TMA in PCR-negativen
Proben (Morishima et al., 2008).

Zudem ist es mdoglich, dass die in einigen Studien verwendeten PCR-Verfahren zum
Nachweis von okkulten Infektionen in PBMC im Vergleich zu dem in unserer Studie
benutzten Test anfélliger auf Kreuzreaktionen im Labor sind.

Des Weiteren konnten die in einigen Gruppen durchgefiihrte In-vitro-Mitogen-Stimulation
und die Kultur von PBMC zu einer Verstarkung der Ebenen der zellassoziierten HCV-RNA
gefiihrt haben. Die vorliegenden Ergebnisse widersprechen also den Ergebnissen der
Literatur, indem sie eine sehr niedrige Pravalenz von okkulten HCV-Infektionen aufzeigen.

Es sind weitere Langzeitstudien an Populationen mit hoher endemischer Verbreitung von
HCV-Infektionen erforderlich, um die klinische Relevanz und die pathogene Bedeutung bei
okkulten Infektionen sowie die Folgen bei einer eventuellen Ubertragung der Infektion auf
andere Individuen analysieren zu konnen. Bis im Rahmen weiterer Studien das potenzielle
Risiko einer Ubertragung bewiesen oder ausgeschlossen werden kann, sollte die Hypothese
vom mdoglichen Nachweis okkulter HCV-RNA also aufrechterhalten bleiben, wie von Lerat

und Hollinger (2004) vorgeschlagen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind aber auch aus zwei anderen Griinden von
Relevanz: Zum einen weisen sie nach, dass die Sensitivitat der bisherigen Nachweisverfahren
zu gering ist, da falsch positive Patienten detektiert werden und Patienten mit chronischer
HCV-Infektion (nicht nur mit okkulter Form) nicht immer diagnostiziert werden, woraus sich
die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Screeningverfahren ergibt. Zum anderen konnte
nachgewiesen werden, dass CHD- und NTX-Patienten zu den Risikokollektiven gehdren, weil
sich hier eine signifikant hohere Pravalenz der chronischen HCV-Infektion zeigte als in der
Durchschnittsbevélkerung. Dies bestatigt andere Studien mit Kkleineren Kollektiven (Baid-
Agrawal et al., 2008; Fabrizi et al., 2010) und verweist auf die Notwendigkeit, Malinahmen
der HCV-Diagnostik routinemaRig bei allen CHD- und NTX-Patienten durchzuftihren (Maier
K.-P., 2000).

5.4 Limitationen

Trotz der vielféltigen, forschungsrelevanten Ergebnisse lassen sich mehrere Einschrankungen
beobachten, welche die Ergebnisse limitieren. Zum einen wurde im Rahmen der Diagnostik
zum Nachweis des HCV-Genoms in der Leber auf eine Leberbiopsie verzichtet, was als die

genaueste Methode zur Diagnose einer okkulten HCV-Infektion gilt. In mehreren Studien




konnte zwar bewiesen werden, dass der Nachweis von HCV-RNA in PBMC ein zuverlassiges
Verfahren zum Nachweis einer okkulten HCV-Infektion darstellt, da bei bis zu 70 % der
Patienten, bei denen eine okkulte HCV-Infektion in einer Leberbiopsie nachgewiesen werden
konnte und auch HCV-RNA in PBMC auffindbar war (Castillo et al., 2004; Pardo et al.,
2007).

Als die sicherste Methode gilt aber dennoch die Leberbiopsie, was die vorliegenden
Ergebnisse limitiert. Diese Methode hatte aber als invasives Verfahren, welches mit
Nebenwirkungen wie z. B. Blutungen und Infektionen vergesellschaftet ist, dem ethischen

Empfinden wissenschaftlicher Arbeiten widersprochen.

Zum anderen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten die Proben gesammelt und die
Zellpraparation vorgenommen. Die Proben wurden fur weitere Tests zundchst beschriftet und
eingefroren, weswegen es theoretisch mdglich ist, dass einige okkulte Infektionen aufgrund
der natirlichen und intermittierenden Schwankungen der HCV-Virdmie nicht nachgewiesen
werden konnten. Ferner ist zu erwéhnen, dass aufgrund der begrenzten Probenmenge und der
geringen nachgewiesenen HCV-RNA eine Analyse fur die Bestimmung der quantitativen
Viruslast oder fur die Genotypisierung nicht durchgefuhrt werden konnte. Aufgrund der
geringen Fallzahl ist dennoch davon auszugehen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

nicht generalisierbar fir andere Kollektive sind.

Zudem finden sich deutliche Einschrankungen in der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die
Grundgesamtheit, die sich nicht zuletzt aus der Zusammensetzung der anfallenden Stichprobe
ergeben. Die Einschrankungen begriinden sich beispielsweise in der fehlenden
Normalverteilung sowohl in der Gesamtstichprobe als auch innerhalb der einzelnen
Stichprobengruppen. Betrachtet wurden hierbei das Alter, das Geschlecht, die Gruppengrofien

und die Begleiterkrankungen.

Aufgrund der geringen Anzahl an okkulten HCV-Infektionen ist zudem eine Aussage lber die

Diagnostik spezifischen Pravalenzen nicht moglich.

Die Ergebnisse aus dieser Studie weisen trotz grol3er Stichprobenzahl daraufhin, dass fur eine
derartige Darstellung von Préavalenzen eine noch sehr viel groRere Stichprobenzahl notwendig
ist. Diese sollte zudem eine Gruppierung immunsupprimierter Patienten unter ethnischen
Gesichtspunkten zulassen. Auch dieser Aspekt wurde in der vorliegenden Arbeit zwar

angesprochen, konnte aber nur unzureichend berticksichtigt werden.




6 Fazit und Ausblick

Die Hepatitis ist eine entziindliche Erkrankung der Leber, die zu einer Schadigung der
Leberzellen fihrt. Hepatitis C gehort zu den viralen Infektionskrankheiten mit globaler
Ausbreitung, die sich in epidemiologischer Hinsicht durch eine hohe Pravalenz auszeichnet.
In Deutschland kann aufgrund der Erkenntnisse der DEGS1-Studie aktuell von einer HCV-
Pravalenz von 0,3 % ausgegangen werden, andere Studien nehmen fur Deutschland eine
Préavalenz von 0,5 bis 0,7 % an, die Gesamtzahl der Virustrédger betragt hier 400.000 bis
500.000.

Das Besondere an der okkulten HCV-Infektion ist, dass sie haufig keine Symptome
verursacht und oftmals mit einer gering ausgepragten oder fehlenden Erhohung der
Transaminasen einhergeht und dadurch sowie wegen der komplexen Nachweisbarkeit haufig
auch nicht diagnostiziert wird. Sie kann entweder bei Patienten entstehen, die nach der
Behandlung einer chronischen HCV-Erkrankung félschlicherweise als ,,geheilt” eingestuft
werden, oder bei Patienten, bei denen eine bestehende HCV-Infektion beschwerdelos

ausheilte.

Ziel der Studie, welche vorliegender Dissertation zugrunde liegt, ist der Nachweis von
(okkulten) HCV-Infektionen in immunsupprimierten Patienten in Abhéangigkeit vom
verwendeten Verfahren. Diesbeziliglich wurden 417 CHD- und 417 NTX-Patienten
untersucht. Festgehalten werden konnte, dass die Pravalenz einer okkulten HCV-Infektion in
CHD- und NTX-Patienten zwar gering war, da nur ein Patient (Dialyse-Gruppe) bzw. zwei
Patienten (NTX-Gruppe) identifiziert werden konnten, bei denen sich HCV-RNA im Serum
oder in den PBMC-Zellen nachweisen liel3.

Die vorliegende Arbeit stellt trotzdem ein Novum dar, da die Pravalenz von okkulten HCV-
Infektionen bisher nicht in groflen Kollektiven bei Patienten mit Dialyse und/oder
Nierentransplantation bzw. Immunsuppression beschrieben wurde.

Von hoher Relevanz ist ferner, dass die Gesamtprévalenz von HCV (hier zusammengesetzt
aus der chronifizierten und der okkulten Form) in beiden Patientenkollektiven signifikant
hoher war als in der Gesamtbevolkerung. Dies bestatigen andere Studien mit Kleineren
Kollektiven und verweist auf die Notwendigkeit, MaRnahmen der HCV-Diagnostik
routinemaRig bei allen CHD- und NTX-Patienten durchzufuhren. Zuséatzlich sollte diese
Differenz zwischen den Angaben zur Pravalenz in der Gesundheitsberichterstattung

berucksichtigt werden.




Nach wie vor ist in der Forschung umstritten, ob die Existenz einer okkulten HCV (berhaupt

postuliert werden kann, wofr die vorliegende Untersuchung Evidenz liefert.

Weitere Untersuchungen in mdglichst groRen Kollektiven sind notwendig, um die hier

identifizierten Auffélligkeiten weiter zu analysieren.
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Einwilligunserklarung fiir Patienten und Probanden

Untersuchung von okkulten Hepatitis B und Hepatitis C Infektionen bei Nieren-transplantierten

Patienten und Hamodialyse-Patienten

Patient/Proband: Patient/Proband Nr.:

(Name, Vorname)

¢ Bitte lesen Sie das Patienten-Informationsblatt und die Einwilligungserklarung sorgféltig durch

e Bitte fragen Sie bei allen Unklarheiten oder wenn Sie weitere Informationen wiinschen




Ich bin durch den behandelnden Arzt mundlich und schriftlich tber Ziel, Dauer, Ablauf,
Nutzen, Risiken und Nebenwirkungen der Studie aufgeklart worden. Ich hatte
ausreichend Gelegenheit Fragen zu stellen. Diese wurden mir vom aufklarenden Arzt

verstandlich beantwortet. AuBerdem habe ich Kopien der schriftlichen Patienteninformation und der
Patienteneinwilligung erhalten. Ich hatte geniigend Zeit, um meine Entscheidung zur Teilnahme an
dieser Studie frei zu treffen.

Ich weil3, dass meine Teilnahme an der Kklinischen Prifung vollig freiwillig ist und dass ich

diese Einwilligung jederzeit und ohne Angabe von Grinden widerrufen kann, ohne dass mir daraus
Nachteile flr meine weitere Behandlung entstehen. Sollte ich diese Studie abbrechen, werde ich dies

dem behandelnden Arzt mitteilen.

In nehme an der o0.g. Studie teil.

Datenschutzpassus

Ich willige ein dass die wissenschaftliche Einrichtung Charité Universitatsmedizin Berlin,
Medizinische Klinik m.S. Nephrologie und internistische Intensivmedizin, sowie die
Hepatologische Ambulanz der Medizinischen Klinik m.S. Hepatologie und Gastroenterologie
mich betreffende personenbezogene Daten und Gesundheits- bzw. Krankheitsdaten im Rahmen
und zum Zweck des 0.g. Forschungsvorhabens verarbeitet. Ich willige darin ein, dass meine im
Rahmen der o.g. Studie erhobenen Krankheitsdaten aufgezeichnet, verschlisselt, verschlisselt

gespeichert und anonymisiert veréffentlicht werden.

Dardber hinaus bin ich mit der Entnahme, Untersuchung sowie verschlisselten bzw.
anonymisierten Lagerung meines im Rahmen dieser klinischen Studie entnommenen Blutes fur
den Zweck der Studie durch den/die Studienarzt/-Studienarztin bzw. das Labor (Charité

Campus Virchow Klinikum) einverstanden.

Ich erkléare mich auch mit einer Information meines Dialysearztes durch den/die




Studienarzt/Studienarztin Gber meine Teilnahme an der o. g. Studie einverstanden.

Ort, Datum  Unterschrift des Patienten

Ort, Datum  Unterschrift des Zeugen, (falls erforderlich)

Der Patient wurde von mir Uber Ziel, Dauer, Ablauf, Nutzen, Risiken und Nebenwirkungen

der klinischen Priifung mindlich und schriftlich aufgeklart. Aufgetretene Fragen wurden von mir

verstandlich und ausreichend beantwortet. Der Patient hat ohne Zwang seine
Einwilligung erteilt.

Eine Kopie der schriftlichen Patienteninformation und dieser Patienteneinwilligung habe ich

dem Patienten ausgehandigt.

Ort, Datum  Unterschrift des Prifarztes

Falls Sie weitere Fragen haben, zdgern Sie nicht uns zu kontaktieren:

Dr. med. S. Baid-Agrawal 030- 450 553 232




8.2 Patientenfragebogen
Fragebogen flr Dialyse- und nierentransplantierte Patienten
Datum der Registrierung:
Name:

Unit#:

Alter:

Staatsangehorigkeit:
Geschlecht:

Beruf:

Ursache der Erkrankung:
(Ursache der ESRD):

Beginn der Dialyse:

Transplantation: Zeitpunkt:
Ursache der AbstoRung:
Bluttansfusionen: Anzahl:

Vorerkrankungen: Diabetes mellitus:

Bluthochdruck:

Herz-Kreislauf-Erkrankungen:

Schlaganfall:
Lebererkrankungen: Antivirale Therapie:
Leberbiopsie: Datum: Diagnose:
Alkohol (Gesamtdauer und Hohe des Konsum):
Rauchen:
Drogenmissbrauch i.v.:

Weitere Medikamente ( v.a. Antihypertonika, Diuretika, Lipidsenker, Steroide oder andere

Immunsuppressiva):




Blutdruck:
Gewicht:
GrofRe:

BMI:

Labortests:

Test

Datum

Hb

Erythrozyten

Leukozyten

Thrombozyten

Blut-Harnstoff -

Kreatinin

Natrium

Kalium

Chloride

Calcium

Nuchtern-Blutzuckerspiegel

HbAlc

Bilirubin (vollstandig / teilweise)

SGPT / ALAT

SGOT / ASAT

Alk. Phosphatase




GGT

Albumin

PT,PTT

HBsAg, HBsADb

HBeAg, HBCADb

HBV-Viruslast (DNA) im Serum

HCV-Ab

Viruslast (RNA) im Serum

HIV

Gesamt Cholesterin

Triglyzeride

HDL

LDL

Iron

Ferritin




8.3 Eidesstaatliche Versicherung/Anteilserklarung

Eidesstattliche Versicherung
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Dissertation mit dem Thema: Die Prévalenz von okkulten Hepatitis C-Virusinfektionen bei
nierentransplantierten Patienten und Dialyse-Patienten selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter
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