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Abstract (deutsch)

Einleitung: 2008 wurden erstmals chronische HEV-Infektionen bei Patienten nach
Organtransplantation beschrieben. Dabei zeigten chronische Infektionsverlaufe eine
rasche Progredienz der viralen Hepatitis in eine Leberfibrose bzw. Leberzirrhose. In
Deutschland liegen bisher nur wenige Daten zur Pravalenz der HEV-Infektion sowie zu
maoglichen Risikofaktoren vor. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Auftreten der
akuten und chronischen HEV-Infektion sowie die HEV-Seropravalenz bei Patienten
nach orthotoper Lebertransplantation (OLT) zu bestimmen.

Patienten und Methoden: Ein HEV-RNA-Screening wurde mittels Real-Time PCR bei
406 Patienten (durchschnittliches Alter zur OLT: 52 Jahre; 64% mannlich) die zwischen
2001 und 2006 am Campus Virchow-Klinikum der Charité-Universitatsmedizin Berlin ein
Lebertransplantat erhielten, zu den Zeitpunkten Monat 6 nach OLT sowie zu einem 6
Monate spateren Zeitpunkt durchgefihrt. In einer Subkohorte von 150 Patienten
(ELISA-Kohorte) erfolgte die Durchfiihrung eines sequentiellen RNA- und anti-HEV 1gG-
Screenings zu den Zeitpunkten vor OLT sowie Monat 6, 12 und 36 nach OLT. Mit Hilfe
eines selbstkonzipierten Fragebogens wurden bei Patienten der ELISA-Kohorte
Risikofaktoren fur den Erwerb einer HEV-Infektion erfasst.

Ergebnisse: Die in der ELISA-Kohorte (n=150) ermittelte anti-HEV lIgG-Seropravalenz
betrug 21% (n=31). 28 Patienten (19%) wurden zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG
positiv  getestet. Hiervon Dblieben 20 Patienten (Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum anti-HEV IgG positiv. 3 Patienten (2%) wurden erstmalig zu
einem Verlaufszeitpunkt nach OLT anti-HEV IgG positiv getestet; Serumproben von 2
Patienten wurden im weiteren Verlauf anti-HEV IgG negativ getestet, wahrend bei
einem Patienten zu Monat 6 nach OLT HEV-RNA sowie anti-HEV IgM nachgewiesen
werden konnte. HEV-RNA konnte in keiner weiteren Serumprobe der ELISA-Kohorte
nachgewiesen werden. In der Gesamtkohorte wurden 2 von 406 Patienten (0,5%) HEV-
RNA positiv getestet; ein Patient entwickelte einen chronischen Infektionsverlauf.
Schlussfolgerung: Die ermittelte HEV-Seroprévalenzrate von 21% verdeutlicht, dass
man in Deutschland von einer héheren Exposition gegeniiber HEV ausgehen muss als
bisher angenommen. Das Risiko flr eine akute oder chronische HEV-Infektion ist
jedoch gering. Die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen verdeutlichen zudem
die Notwendigkeit der Verbesserung der zur Verfugung stehenden serologischen

Testverfahren.



Abstract (englisch)

Introduction: First reports of chronic HEV infection causing significant liver disease in
immunocompromised patients such as organ transplant recipients have been published
recently. Little is known about the HEV prevalence in Germany as well as relevant risk
factors. The aim of our study was to evaluate the anti-HEV and HEV RNA prevalence in
patients after liver transplantation (OLT).

Patients and methods: 406 patients (median age at time point of OLT: 52 years; 64%
male) who underwent liver transplantation between 2001 and 2006 at the Charité
Campus Virchow-Klinikum in Berlin were included in our study. Stored serum samples
were analyzed for the presence of HEV RNA by real-time PCR at month 6 after OLT as
well as during the last follow-up evaluation. Additionally, a close monitoring for both,
anti-HEV 1gG and HEV RNA, was performed in a subgroup of 150 patients prior to OLT
as well as at month 6, 12, and 36 after OLT. A survey was conducted in these patients
to identify possible risk factors for HEV infection.

Results: Out of the 150 patients who were systematically screened for the presence of
anti-HEV and HEV RNA, 31 patients were tested positive for anti-HEV IgG indicating a
seroprevalence of 21%. 28 patients (19%) were anti-HEV positive before OLT and 20 of
them also remained positive for the entire observation period. HEV antibodies became
detectable after OLT in further 3 patients (2%) and disappeared in 2 of them during
further follow-up. In the remaining patient, HEV RNA and IgM anti-HEV antibodies could
be transiently detected at month 6 after OLT. HEV RNA could not be detected in any
other sample of the 150 patients, which were systemically screened. In the overall
cohort (n=406), HEV RNA could be detected in 2 patients (0.5%). One patient
developed chronic HEV infection defined by the presence of HEV RNA for more than six
months.

Conclusion: Anti-HEV seroprevalence is high in liver transplant recipients but seems
not to be a risk factor for acute or chronic HEV reactivation. However, chronic HEV
infection may occur in individual cases. Furthermore, the serological results of the
present study indicate the need of further evaluation of the common serological

screening tests.

Einige Formulierungen sind dem Abstract “Prevalence of Hepatitis E virus infection in
patients before and after liver transplantation: A single center long-term follow-up study”
entommen (s.u. Publikationen).



1 Einleitung

1.1 Zur Geschichte des Hepatitis-E-Virus (HEV)

1983 wurde das Hepatitis-E-Virus (HEV) erstmals durch den russischen Virologen
Mikhail Balayan mit Hilfe eines Immunelektronenmikroskops nachgewiesen [1].
Zunachst bezeichnete man das Virus als ,enterically transmitted non-A non-B Hepatitis
Virus“, bis es 1991 Tam et al. gelang, das Virusgenom zu Kklonieren und zu
sequenzieren [2]. Fortan bezeichnete man den infektiosen Erreger als Hepatitis-E-Virus
(HEV). Bis 2008 wurde der HEV-Infektion ausschlief3lich ein akuter Verlauf vergleichbar
mit einer Hepatitis-A-Virus-Infektion (HAV-Infektion) zugeschrieben. Aufgrund des fakal-
oralen Transmissionsweges  war  die HEV-Infektion hauptséachlich in
Entwicklungslandern oder bei Reiserickkehrern aus den jeweiligen endemischen
Regionen von Bedeutung. Durch die Erstbeschreibung chronischer HEV-
Infektionsverlaufe bei Patienten nach Organtransplantation hat die Bedeutung der HEV-
Infektion weltweit deutlich zugenommen [3]. Seither wurden weitere Falle von
chronischen HEV-Infektionen bei immunsupprimierten Patienten wie Patienten nach
Organtransplantation [4-5], HIV-infizierten Patienten [6] und Patienten mit
hamatologischen Erkrankungen beschrieben [7]. Chronische Infektionsverlaufe zeigten
dabei haufig eine rasche Progredienz der viralen Hepatitis in eine Leberfibrose bzw.

Leberzirrhose [4;8].

1.2 Taxonomie des HEV

Das HEV ist das einzige Virus des Genus Hepevirus innerhalb der Familie der
Hepeviridae [9].

Es existiert nur ein Serotyp, allerdings unterscheidet man 4 fir den Menschen
pathogene Genotypen. Die 4 humanpathogenen Genotypen werden weiter in 24
verschiedene Subtypen unterteilt, wobei ein Buchstabe hinter dem Genotyp den Subtyp
charakterisiert [10]. Beispielsweise scheinen die Subtypen 3e und 3f in Europa am
haufigsten vorzukommen. Zudem existiert ein funfter Genotyp, der endemisch bei
Huhnern auftritt und nach aktuellem Wissensstand fur den Menschen nicht pathogen ist
[11].



1.3 Genomische Struktur des HEV

Beim HEV handelt sich um ein einzelstrangiges, unbehulltes RNA-Virus mit positiver
Polaritat, einer Lange von 7,2 Kilobasen (kb) und einem Durchmesser von 27-34 nm.
Neben einem 3’ Poly(A)-Schwanz und kurzen nicht-kodierenden Regionen am 3’- sowie
5’-Ende, setzt sich das Virusgenom aus drei offenen Leserastern (engl., open reading
frames, ORF’s) zusammen (s. Abb. 1) [2]. Die ORF1-Region kodiert fiir ein Polyprotein,
das posttranslational in verschiedene Nichtstrukturproteine sowie Enzyme gespalten
wird, die fur die Virusreplikation von Bedeutung sind [12]. Das ORF2-Gen befindet sich
zwischen ORF1 und 3’-Ende des Virusgenoms und kodiert fur ein Strukturprotein des
Viruskapsids. Dieser Genabschnitt ist hochkonserviert und immunogen, sodass die
gebildeten Antikdrper einen Schutz bei erneuter Exposition bieten [12-13]. Die ORF3-
Region beginnt mit dem letzten Nukleotid von ORF1 und Uberlappt vollstdndig mit dem
ORF2-Genabschnitt. Es kodiert fur ein kleines saures Phosphoprotein, das im Sinne
eines Strukturproteins mit dem Zytoskelett des Virions assoziiert ist. Es ist fur die
Virusreplikation und Virusfreisetzung von Bedeutung, bietet allerdings keinen Schutz
vor einer erneuten HEV-Infektion [14]. AuRerdem sind zwei subgenomische RNAs
beschrieben, von denen die kleinere sowohl ORF2- als auch ORF3-Proteine kodiert
[15].

HEV GENOMIC RNA

Putative Phesphorylation Site ()
Putative Glycosylation Sites (4) ORF 3

% ORF 2 Noncal;ding
e k% *

N HPoly A

Capsid CRE

3.7 kb

2.0 kb
Subgenomic RNAs

Abbildung 1: Das HEV-Genom setzt sich aus drei offenen Leserahmen (ORL; engl., open reading frame,
ORF) zusammen. Es sind die verschiedenen Genprodukte dargestellt [9].

1.4 Geographische Verteilung der HEV-Genotypen

Die 4 verschiedenen humanpathogenen Genotypen zeigen ein spezifisches
geographisches Verteilungsmuster [16]: Genotyp 1-Infektionen treten v.a. endemisch in
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Entwicklungslandern Asiens und Afrikas auf. Genotyp 2-Infektionen konnten als
atiologisches Agens fur eine HEV-Epidemie in Mexiko sowie nachfolgend in mehreren
Landern Zentralafrikas nachgewiesen werden [17]. Die Genotoypen 3 und 4
verursachen sporadische Infektionen. Wahrend Genotyp 3-Infektionen weltweit
vorkommen, scheinen Genotyp 4-Infektionen nur in Landern Asiens aufzutreten [16].
Autochtone HEV-Infektionen in Industrielandern Europas sowie in den USA sind durch
den Genotyp 3 verursacht.

Nicht nur in der geographischen Verteilung der Genotypen gibt es Unterschiede,
sondern auch in der Transmission. Der natirliche Wirt der Genotypen 1 und 2 ist der
Mensch und die Ubertragung erfolgt fakal-oral. Hingegen stellen Tiere das
Hauptreservoir fir die Genotypen 3 und 4 dar, sodass es sich bei der HEV-Infektion in
Industrielandern  um  eine  zoonotische Infektion handelt (naheres zu
Ubertragungswegen unter 1.9) [18]. Abbildung 2 verdeutlicht die Unterschiede zwischen
den 4 humanpathogenen HEV-Genotypen.

Genotyp1 Genotyp 2 Genotyp 3 Genotyp 4

“Burma” “Mexiko” “USA/Schwein” “China”
L ‘ J L ‘ J
« Epidemien + sporadisch
« Vorkommen in subtropischen « Vorkommen weltweit
Landem (_auBer Afrika)
« Ubertragung: fakal-oral, + Ubertragung: fakal-oral,
kontaminiertes Wasser zoonotisch
+ Reservoir: Mensch * Reservoir: Schweine, Wild
« Europa: reiseassoziiert « Europa: autochthon

Abbildung 2: HEV-Genotypen — Ubertragungswege und Infektionsquellen [19].

1.5 Die akute HEV-Infektion

15.1 Pravalenz

Wahrend die HEV-Infektion in Entwicklungslandern Asiens und Afrikas endemisch
auftritt, ist die Pravalenz einer diagnostizierten, akuten Infektion in Deutschland und in

anderen Industriestaaten im Vergleich sehr niedrig. Die folgende Abbildung des Centers



for disease control and prevention (CDC) unterscheidet verschiedene Regionen der
Erde hinsichtlich der Haufigkeit des Auftretens einer akuten HEV-Infektion.

Atlantic
Ocean

Pacific
Ocean

y (&)
Levels of Endemicity b
for Hepatitis E Virus (HEV)

- Highly Endemic
(warer-bome outtroaks or confrmed \ ~
HEV rection in 225% of sporadic > L BV
nor-A, non-8 hepatna) it

Indian
Ocean

1| Endemic
(confiemed HEV infacton in <25%
of sporadic non-A, non-8 hepatis)

| Not Engemic

Abbbildung 3: Endemieregionen flir das Hepatitis-E-Virus. Quelle: Center for disease control and
prevention, URL-Adresse: http://www.cdc.gov/hepatitis/HEV/HEVfag.htm (abgerufen am 15.09.2009)

Eine HEV-Infektion ist in Deutschland gemal des Infektionsschutzgesetzes eine
meldepflichtige Erkrankung und aus diesem Grund erstellt das Robert-Koch-Institut
jahrlich Statistiken zu diagnostizierten HEV-Infektionen (s. Tab. 1). Man nahm
ursprunglich an, die Mehrzahl der HEV-Infektionen stiinde in Zusammenhang mit einer
Reise in ein HEV-Endemiegebiet. Dass dies nicht der Fall ist, wird anhand der
folgenden Tabelle demonstriert.

Tabelle 1: Anzahl gemeldeter HEV-Falle in Deutschland, Stand 07/2010. Quelle: Robert-Koch-Institut,
Epidemiologisches Bulletin Nummer 34, 2010,

URL-Adresse: http://edoc.rki.de/documents/rki_fv/reCfJagbU31Bw/PDF/225zy9Y042TIm6.pdf (abgerufen
am 05.06.2011)

Meldejahr 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

Anzahl an das RKI tbermittelter
Hepatitis-E-Falle 53 54 51 73 104 108 114 (Januar—Juli)

davon mit Nennung von Deutschland
als maglichem Infektionsort 21 23 24 45 70 85 89 (Januar—)uli)

Tab. 1: Anzahl an das RKI ubermittelter Hepatitis-E-Falle (Referenzdefinition) und der Anteil mit Nennung von Deutschland als méglichem Infektionsland
nach Meldejahr, Deutschland 2004 bis Juli 2010

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, ist der Anstieg gemeldeter HEV-Falle in den letzten
Jahren am ehesten auf eine Zunahme von diagnostizierten autochtonen, d.h. im

jeweiligen Land erworbenen Infektionen zurlckzufihren (s. Tab. 1; Differenz aus erster
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und zweiter Zeile ist Uber die Jahre betrachtet in etwa konstant). Interessant ist in
diesem Zusammenhang aullerdem die Analyse von Pischke et al.,, die einen
gleichzeitigen Anstieg von neugemeldeten Fallen und Publikationen zur HEV-Infektion
konstatiert. Aufgrund tber die Jahre konstant gebliebener Seropravalenzraten vermutet
der Autor, dass die gestiegene Anzahl neugemeldeter HEV-Falle in Deutschland und in
anderen Industrielandern auf ein gestiegenes Kklinisches Bewusstsein und folglich
haufigerer Diagnostik zuriickzufuhren ist, als auf einen wahren Inzidenzanstieg der
HEV-Infektion [20].

152 Klinischer Verlauf

Die Inkubationszeit betragt 15-60 Tage und die klinische Symptomatik der HEV-
Infektion ist in seiner Auspragung und Schwere variabel [1;21]. Bei immunkompetenten
Patienten verlauft die HEV-Infektion in der Mehrzahl der Félle klinisch stumm und ist
sowohl bei subklinischem als auch klinischem Verlauf selbstlimitierend. In diesem
Kontext konnte wéhrend Epidemien bei asymptomatischen Patienten, die eine HEV-
Viramie zeigten, ein Anstieg der Leberenzyme beobachtet werden [22]. Bei einem
klinisch symptomatischen Verlauf ist die Erkrankung durch 2 Phasen charakterisiert.
Zunachst stellen sich fur einige Tage Prodromalsymptome (wie Fieber, Erbrechen,
Appetitlosigkeit, Erbrechen und Bauchschmerzen) ein. Es folgt eine ikterische Phase,
die mehrere Wochen andauern kann und mit der die Prodromalsymptomatik
verschwindet. Selten kann eine HEV-Infektion einen fulminanten Verlauf mit méglichem
letalem Ausgang nehmen. Dies ist besonders der Fall bei Patienten mit einer
bestehenden Leberschadigung [22] sowie schwangeren Frauen. Fir letztere sind
Mortalitatsraten von bis zu 25% beschrieben [23].

Es gibt einige Unterschiede im klinischen Verlauf zwischen Patienten einer
endemischen sowie einer nichtendemischen Region. Studien haben gezeigt, dass
Patienten in nichtendemischen Regionen haufiger das méannliche Geschlecht betreffen
und &lter sind. AuRerdem beobachtete man héaufiger eine bestehende Leberpathologie
und einen Alkoholabusus bei Patienten mit autochton erworbenen Infektionen in
nichtendemischen Landern [25-26]. In seltenen Fallen kann sich die Erkrankung auch
extrahepatisch manifestieren und z.B. mit neurologischen Symptomen oder einer

Kryoglobulinamie-assoziierten Glomerulonephritis einhergehen [27-28].



153 Serologischer Verlauf

In der nachfolgenden Abbildung ist der serologische sowie laborchemische Verlauf

einer akuten HEV-Infektion dargestellt.
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Abbildung 4: Typischer Verlauf von virusspezifischen Markern bei der HEV-Infektion [22].

Die Phase der Viramie im Blut ist kurz (1-2 Wochen) und féllt in die klinische
Prodromalphase der Infektion. HEV-RNA lasst sich aber noch 2-4 Wochen nach Eintritt
der klinischen Symptomatik im Stuhl nachweisen [22]. Mit Beginn der klinischen
Symptomatik kommt es zum Anstieg der Lebertransaminasen. Ca. 3 Wochen nach
Infektion lasst sich zunachst ein Anstieg von IgM- und kurze Zeit spater von IgG-
Antikorpern verzeichnen. Wahrend anti-HEV IgM im Rahmen einer akuten Infektion
nach 4-5 Monaten nicht mehr nachweisbar ist, persistieren HEV IgG-Antikdrper langere
Zeit und bieten in diesem Zeitraum Protektion vor erneuter Infektion. Beziglich der
Dauer der IgG-Antikdrperpersistenz ist die Datenlage nicht eindeutig. Es wurde sowohl
eine Antikorperpersistenz Uber einen Verlaufszeitraum von 14 Jahren beobachtet [29]

als auch ein signifikanter Abfall des anti-HEV IgG-Titers nach 14 Monaten [30].

154 Therapie und Immunprophylaxe der akuten HEV-Infektion

Eine spezifische Therapie gegen die akute HEV-Infektion ist gegenwartig nicht
verfugbar. Im Falle einer klinischen Manifestation wird supportiv therapiert, da in den
meisten Fallen die Infektion selbstlimitierend ist und folgenlos abheilt. Ein Impfstoff ist

gegenwartig noch nicht im Handel verfugbar, allerdings zeigten 2 potentielle Impfstoffe



im Rahmen einer klinischen Phase-ll- bzw. llI-Studie bereits erfolgversprechende
Wirkungsnachweise [31-32].

1.6 Die chronische HEV-Infektion

2008 wurden von Kamar et al. erstmals chronische HEV-Infektionen bei Patienten nach
Organtransplantation in Frankreich beschrieben [3]. Bei 8 von 14 Patienten ist es nach
akuter Infektion zu einer langer als 6 Monate Uber den Infektionszeitpunkt hinaus
fortbestehenden Persistenz der Virdmie gekommen. Die Rate chronischer HEV-
Infektionsverlaufe bei Patienten mit Immunsuppression - bezogen auf alle in den
jeweiligen Studien beobachteten HEV-Infektionen - wird anhand bisheriger Studien auf
ca. 60% geschatzt [3;33-35]. Die Starke der immunsuppressiven Therapie scheint in
diesem Zusammenhang eine entscheidende Rolle zu spielen, da die CD4+
Lymphozyten-Zellzahl bei den chronisch infizierten Patienten signifikant niedriger war
[3]. Als weitere Risikofaktoren fir einen chronischen Infektionsverlauf konnten eine
immunsuppressive Therapie, die Tacrolimus beinhaltet, sowie eine niedrige Anzahl an
Blutplattchen herausgestellt werden [34]. Bisher konnte ausschliel3lich der HEV-
Genotyp 3 bei Patienten mit chronischer HEV-Infektion nachgewiesen werden. Bis zum
aktuellen Zeitpunkt wurden weder chronische Genotyp 1- und 2-Infektionen noch

chronische Verlaufe in endemischen Regionen beobachtet.

16.1 Klinischer Verlauf

In der von Kamar et. al durchgefihrten Studie wurden 14 Patienten nach
Organtransplantation (davon 9 Patienten nach Nierentransplantation, 3 nach
Lebertransplantation sowie 2 nach Nieren- und Pankreastransplantation) mit akuter
HEV-Genotyp 3-Infektion beschrieben, von denen 8 einen chronischen Verlauf nahmen
[3]. Bei diesen Patienten lagen erhthte Lebertransaminasen-Werte vor, aber es sind
auch einzelne Falle beschrieben, bei denen sich die Transaminasen nach Abschluss
der akuten Phase der Infektion normalisierten [4]. In der akuten Phase, sofern die
Infektion klinisch apparent verlauft, gibt es keine auffalligen Unterschiede zu einem
akuten, selbstlimitierenden Infektionsverlauf. Allerdings entwickelt sich bei einigen
Patienten schnell eine Leberfibrose, die innerhalb weniger Jahre in eine Zirrhose

Ubergehen kann [4;8].



1.6.2 Therapie

Aktuell gibt es keine Leitlinien-Empfehlungen zur Behandlung einer chronischen HEV-
Infektion. Es ist jedoch inzwischen gut dokumentiert, dass sowohl pegyliertes Interferon
[36-38] als auch Ribavirin [39-42] jeweils in einer Monotherapie effektive
Therapiestrategien darstellen. Auch kann durch eine Reduktion der immunsuppressiven
Therapie in ca. einem Drittel aller Falle bereits eine Viruselimination erreicht werden
[33].

1.7 Diagnostik der HEV-Infektion

Die Diagnostik einer HEV-Infektion beruht auf der serologischen Bestimmung von IgM-
und IgG-Antikdrpern bzw. dem Nachweis von HEV-RNA im Serum oder im Stuhl des
Patienten. Eine chronische HEV-Infektion ist definiert durch den Nachweis von HEV-
RNA Uber mindestens 6 Monate. Neben der IgG-Antikdrperpersistenz wurde auch eine
Persistenz von IgM-Antikdrpern wahrend der Infektionsdauer beobachtet [4].

1.7.1 Molekularbiologische Diagnhostik

Der molekularbiologische Nachweis erfolgt durch Reverse Transkription und
anschlieBender PCR-Reaktion. Eine Reverse Transkription muss zun&achst durchgefihrt
werden, um aus der viruseigenen RNA komplementare DNA (cDNA) herzustellen. Das

Prinzip der sich anschlieRenden PCR-Reaktion beruht hierbei auf drei Schritten:

1. Durch hohe Temperaturen wird die zu untersuchende Doppelstrang-DNA
zunachst gespalten (Denaturierung).

2. Im Anschluss binden die fir die zu untersuchende Sequenz spezifischen Primer
an die komplementére Einzelstrang-DNA (Annealing).

3. Eine DNA-abhangige DNA-Polymerase bindet schlief3lich an die Primer und liest
das DNA-Segment ab (Elongation).

Dieser Zyklus, bestehend aus Denaturierung, Annealing und Elongation wiederholt sich
mehrmals, sodass das gesuchte Segment im Sinne einer exponentiellen Funktion
amplifiziert wird. Eine Weiterentwicklung der herkémmlichen PCR-Reaktion stellt die
Real-Time PCR dar. Hierbei kann nicht nur qualitativ ein Genabschnitt detektiert

werden, sondern dieser auch gleichzeitig durch Fluoreszenzmessungen quantifiziert



werden. Der amplifizierte DNA-Abschnitt kann mit Hilfe interkalierender
Fluoreszenzfarbstoffe bestimmt werden oder auch mit Hilfe sogenannter FRET-Sonden
(Abkirzung, Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer): Hierbei wird das Donor-
Fluorochrom durch eine Lichtquelle angeregt und gibt einen Teil der Energie an ein in
der Nahe befindliches Akzeptor-Fluorochrom ab. Bei Zunahme des Abstandes
zwischen Akzeptor und Donor nimmt das Fluoreszenzsignal des Akzeptors ab,
wahrend das Fluoreszenzsignal des Donors zunimmt. In der vorliegenden Arbeit wurde
eine Real-Time PCR unter Verwendung von TagMan-Sonden durchgefiihrt. Das
Prinzip der TagMan Real-Time PCR basiert auf der 5°-3° Exonukleaseaktivitat der Tag-
Polymerase. Bei TagMan-Sonden handelt es sich um fiur die Ziel-DNA
sequenzspezifische Oligonukleotide. An ihrem 5-Ende verfliigen sie Uber einen
fluoreszenten Reporterfarbstoff (Donor-Fluorochrom) und am 3'-Ende ist ein
Quencher-Farbstoff (Akzeptor-Fluorochrom) platziert. Solange die Sonde erhalten
bleibt und der Quencher in raumlicher Nahe zum Reporter liegt, wird kein
Fluoreszenzanstieg detektiert. Bindet jedoch die TagMan-Sonde an die Zielsequenz
und trifft die Tag-Polymerase auf die Sonde, wird durch die 5-3° Exonukleaseaktivitat
der Tag-Polymerase die Sonde hydrolysiert. Auf diese Weise werden Reporter und
Quencher raumlich voneinander getrennt und die Reporter-Fluoreszenz vom Real-

Time PCR-Gerat gemessen.

1.7.2 Serologische Diagnostik

Als diagnostische Verfahren der ersten Wahl werden ELISA-Testsysteme (Enzyme-
linked immunosorbent assay) verwendet. Auf dem Markt gibt es kommerziell erhaltliche
ELISA-Testsysteme von verschiedenen Herstellern, die IgM- und IgG-Antikérper gegen
ORF2- bzw. ORF3-Proteine nachweisen. In der vorliegenden Studie und in der
Mehrzahl der kommerziell erhaltlichen ELISA-Testsysteme werden ausschliel3lich

Antigene des HEV-Genotyp 1 verwendet.

1.7.2.1 ELISA

Die ELISA-Testung beruht auf dem Prinzip der Antigen-Antikérper-Bindung: Es werden
Antikorper oder Antigen mit einem Enzym gekoppelt und die durch das Enzym

katalysierte Reaktion gilt als Nachweis flr das Vorhandensein des jeweiligen



Bindungspartners (Antikdrper oder Antigen). Dieses Substrat wird umgesetzt und die
Reaktion kann durch Farbumschlag nachgewiesen werden. Die anschliel3ende
photometrisch gemessene Signalstarke ist abhangig von der Antigen- oder Antikorper-
Reaktion und erlaubt somit auch eine quantitative Aussage.

Man unterscheidet kompetitive (enzymmarkierte Antikorper und Proben-Antikorper
konkurrieren um die Bindung an das Antigen) von nicht-kompetitiven ELISA. Fir beide
Verfahren gibt es wiederum ein direktes sowie indirektes Nachweisverfahren. Beim
indirekten Verfahren binden die enzymmarkierten Antikorper nicht direkt an die mit
rekombinant hergestellten Antigenen beschichtete Mikrotiterplatte, sondern an zuvor
zugefugte Antikorper der zu untersuchenden Probe. In der nachfolgenden Abbildung
wird das Prinzip des in dieser Arbeit durchgefiihrten indirekten ,Sandwich-ELISA's"

erlautert (Fa. Mikrogen).
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Abbildung 5: Prinzip des indirekten Sandwich-ELISA’'s. Rekombinante Antigene (Quadrat, Kreis und
Dreieck) sind an die Festphase gebunden. Nach Inkubation mit einer verdiinnten Patientenprobe binden
Antikdrper an die rekombinanten Antigene. Es folgen ein Waschschritt und die anschlieBende Zugabe
enzymgekoppelter anti-HEV Antikorper. Nach erneutem Waschen wird Substrat hinzugegeben, das vom
Enzym umgesetzt wird und zu einer Farbreaktion fuhrt. Quelle: recomWell HEV IgM/IgG, Fa. Mikrogen,
URL-Adresse:
http://www.mikrogen.de/deutsch/deutschland/produkte/testsysteme/testsystem/hev-igg.html
(abgerufen am 5.04.2011)

1.7.2.2 Westernblot

Als Bestatigungstest bei grenzwertigem ELISA-Befund dient ein Westernblot. Im
Gegensatz zum ELISA werden die Antigene bei diesem Testverfahren nicht in einem
Gemisch, sondern jedes Antigen wird einzeln auf einen definierten Bereich eines
Teststreifens aufgetragen (s. Abb. 6). Im Rahmen dieser Arbeit wurde in Bezug auf die
ELISA-Testung ein Westernblot-Testsystem desselben Herstellers verwendet


http://www.mikrogen.de/deutsch/deutschland/produkte/testsysteme/testsystem/hev-igg.html

(recomline, Fa. Mikrogen). Auf einem Teststreifen sind hierbei sowohl Antigene des
HEV-Genotyp 1 als auch des HEV-Genotyp 3 aufgetragen.

AK-Klassen Kontrolle Cutoff-Kontrolle

lgG IgM 02N o2c 02m 03
Reaktions-Ktr. Gt Gt3  Gt1 Gt3 Gt1 Gt3
I | 1 1 | | 1 1 1

Abbildung 6: Lokalisation der rekombinanten Antigene auf dem recomline HEV-Teststreifen der Firma
Mikrogen. Es sind der N- und C-terminale Teil sowie das Mittelstiick des ORF2-Proteins (O2N, O2C,
O2M) und das ORF3-Protein (O3) auf dem Teststreifen aufgetragen. Der Westernblot unterscheidet
aulRerdem zwischen Genotyp 1- und Genotyp 3-Antikdrpern (Gtl und Gt3). Zusatzlich zu den Antigenen
des HEV-Genoms gibt es eine Reaktionskontrolle (Reaktions-Ktr.), die sicherstellt, dass Serum zur
Untersuchung aufgetragen wurde. Desweiteren verflgt jeder Teststreifen Uber eine Antikbrper-Kontrolle
(AK-Klassen Kontrolle: 1gG und IgM) sowie eine Cutoff-Kontrolle. Letztere dient als
Entscheidungsgrundlage zur subjektiv visuellen Bewertung der Bandenintensitaten.

Das Testprinzip des Westernblots entspricht dem des indirekten Sandwich-ELISA's. Der
Vorteil gegeniber dem ELISA besteht darin, dass die verschiedenen Antikorper
differenziert beurteilt werden kénnen. Aullerdem ist die Sensitivitat hoher und aus

diesem Grund eignet sich der Westernblot als Bestéatigungstest.

1.7.2.3 Aviditatstestung

Eine Aviditatstestung kann helfen, den Zeitpunkt der Infektion besser einzuschatzen.
Die Aviditat ist ein Maf3 fur die Bindungsstarke zwischen Antikérpern und Antigen.
Dabei zeigen in der frihen Phase der Infektion IgG-Antikorper eine schwéachere
Bindung zum Antigen und die Bindungsstarke nimmt in Abhangigkeit von der Zeit nach
stattgehabter Infektion zu. Fir die Testdurchfihrung werden je zwei Blotstreifen mit
derselben Serumprobe inkubiert, wobei einem der beiden Teststreifen Aviditatslésung
hinzugefigt wird. Diese lasst niedrigavide Antikdrper, die eher im Rahmen einer
(post)akuten Infektion gebildet werden, abdiffundieren, wahrend hochavide Antikorper
gebunden bleiben. Der weitere Testverlauf entspricht dem des Westernblots, sodass
am Ende die Bandenintensitdten beider Teststreifen miteinander verglichen werden

kdnnen und der Aviditatsindex berechnet werden kann.



1.8 Seropravalenz des HEV

Anti-HEV 1gG-Antikorper sind ein serologischer Marker fir eine stattgehabte Exposition
gegenuber dem HEV. Die Seropravalenzraten sind in der Allgemeinbevélkerung von
Endemielandern hoch. Beispielsweise wurde in Agypten eine anti-HEV Pravalenz von
uber 70% bei Erwachsenen beschrieben [43]. Obwohl die HEV-Infektion in Deutschland
sowie auch in anderen Industrielandern eine selten diagnostizierte Erkrankung ist,
liegen Studien mit nachgewiesenen hohen Seropravalenzraten vor. Diese haben
allerdings eine Spannweite von 1% [44] bis Uber 20% [45]. Bei Patienten nach
Organtransplantation in Industrielandern variieren die Angaben zur Seroprévalenz von
3-14% [3-5]. Uber die Griinde fur die groRen Differenzen der erhobenen Daten herrscht
bisweilen Unklarheit. Vermutet wird eine grof3e Varianz in der Gute der zur Verfiigung
stehenden serologischen Testsysteme [46-48]. AuRerdem gibt es Belege dafir, dass es
innerhalb eines Landes unterschiedlich hohe Pravalenzen von HEV-Antikérpern gibt. So
unterscheiden sich Seropravalenzraten zum einen innerhalb der verschiedenen
Bundesstaaten der USA [49], als auch in Abhangigkeit von der GroRRe des
Wohngebietes [45]. Abbildung 7 zeigt Graphiken zu Seropréavalenzen in
unterschiedlichen geographischen Regionen und demonstriert die Abh&ngigkeit der

Seropravalenz vom steigenden Lebensalter.
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Abbildung 7: HEV-Seropravalenzraten in verschiedenen Landern mit zusatzlicher Abhangigkeit vom
Patientenalter. In Klammern ist die Anzahl der jeweiligen Studienteilnehmer angegeben [50].



1.9 Ubertragungswege und Risikofaktoren

1.9.1 Endemische Regionen

In den HEV-endemischen Entwicklungslandern wird das HEV meist fakal-oral Uber
kontaminiertes Trinkwasser sowie kontaminierte Nahrung Ubertragen. Mensch-zu-
Mensch Transmissionen sind eher die Ausnahme. So geht man davon aus, dass
Haufungen von Infektionen innerhalb einer Familie eher auf eine kontaminierte
Wasserquelle zuriickzufiihren sind als auf eine Transmission zwischen Menschen [51].
Wie bereits beschrieben, handelt es sich Ublicherweise um Genotyp 1- und 2-
Infektionen.

Nachgewiesene Ubertragungswege sind auBerdem eine parenterale Infektion (ber
Bluttransfusionen [52] sowie die vertikale Transmission des Virus bei einer
Schwangeren auf ihr ungeborenes Kind [53]. Klinische Folgen fir den Fetus bzw. das
Neugeborene sind variabel und reichen von asymptomatischen Infektionen tber eine

ikterische Hepatitis bis zum intrauterinen Fruchttod [54].

1.9.2 Nichtendemische Regionen

Eine HEV-Infektion kann im Rahmen einer Urlaubsreise in eine HEV-endemische
Region erworben werden. Hierbei kann es sich folglich ebenfalls um Genotyp 1- oder 2-
Infektionen handeln. In der Mehrzahl der Félle handelt es sich jedoch um autochtone
Infektionen, d.h. im jeweiligen Land erworbene Infektionen, die durch die Genotypen 3
oder 4 verursacht sind. Da ausschlie3lich diese beiden Genotypen bestimmte
Tierpopulationen wie z.B. Schweine infizieren kdnnen, handelt es sich nach aktuellem
Wissensstand hierbei um zoonotische Infektionen [50]. Tabelle 2 (s.u.) zeigt
Seropravalenzraten  bei  verschiedenen  Tierarten und  verdeutlicht das
Ubertragungsrisiko durch infizierte Tiere. Dass das Virus nicht nur fakal-oral (ibertragen
wird, sondern im Sinne einer zoonotischen Infektion vom Tier auf den Menschen
ubertragen werden kann, wurde bereits in den neunziger Jahren vermutet, nachdem
durch phylogenetische Analysen eine hohe Verwandtschaft zwischen porzinen und
humanen HEV-Stdmmen nachgewiesen werden konnte [55]. Dieser Verdacht konnte
anhand weiterer Studien bestatigt werden, u.a. wurde das Auftreten einer HEV-Infektion
beim Menschen nach Konsum von rohem Wildschweinfleisch und dem Verzehr von

Hirschfleisch beschrieben [56-57]. Das domestizierte Schwein bzw. Wildschwein



scheint in diesem Zusammenhang aber das empfanglichste Tier fir das HEV zu sein.
Als Risikofaktor gilt diesbeziglich der Konsum von rohem Fleisch und v.a. von rohen
Innereien. In diesem Zusammenhang beschrieben Mizuo et al. Falle HEV-infizierter
Patienten, von denen ca. 80% anamnestisch angaben, rohe Schweineleber konsumiert
zu haben [58]. Auch Im Rahmen der ,Third National Health and Nutrition Examination
Survey“ (Il NHANES), einer an Uber 18.000 Personen in den USA durchgefuhrten
epidemiologischen Studie, konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Konsum von Innereien und HEV-Seropositivitat gezeigt werden [45]. Desweiteren wird
eine Ubertragung durch kontaminierte Krustentiere vermutet [59]. Auch der berufliche
Kontakt mit Tieren scheint mit einem héheren HEV-Infektionsrisiko einherzugehen. Es
konnte diesbezlglich ein Zusammenhang zwischen HEV-Seropositivitat und Personen
mit regelmaligem Kontakt zu Schweinen gegenuber Personen ohne beruflichen
Kontakt zu Schweinen aufgezeigt werden [60-62]. Zum Ubertragungsrisiko durch
Haustiere gibt es keine eindeutige Datenlage. Zwar konnte das Halten von Haustieren
in der Il NHANES als signifikanter Risikofaktor identifiziert werden [45], in der Fall-
Kontroll-Studie von Wichmann et al. konnte dieser Zusammenhang allerdings nicht
herausgestellt werden [63].

AulRRerdem kann das HEV im immunsupprimierten menschlichen Organismus reaktiviert
werden. Ein solcher Fall wurde erstmals 2009 bei einem Patienten mit akuter
myeloischer Leukamie nach allogener Stammzelltransplantation beschrieben [64]. Viele
dokumentierte Féalle lassen sich jedoch nicht eindeutig einem Risikoereignis zuordnen.
Dass noch andere mogliche Transmissionswege existieren, erscheint daher
wahrscheinlich und muss noch weiter erforscht werden.

Tabelle 2: HEV-Seropravalenzraten bei verschiedenen Tieren aus unterschiedlichen Landern, adaptiert
nach Pavio et al. [65].

Tier Lander Seropravalenz (%)
Schwein Weltweit 30-80
Wildschwein Japan, Frankreich, Deutschland, 5-42

Italien, Spanien, Ungarn

Hirsch Japan, Ungarn 3-34
Kaninchen China 57
Ratte Indien, Brasilien, USA 50-80
Pferd China, Agypten 13-16
Katze Japan, Spanien 11-33
Hund Brasilien, Spanien 7-18
Schaf China, Spanien 2
Ziege China, Spanien 1-24
Kuh Brasilien, China, Indien 1-7
Huhn USA, Australien, Ungarn 20-30

Ente China 12,8




1.10 Aufgabenstellung

Aufgrund der neuen Erkenntnisse der letzten Jahre - v.a. das neue Wissen uber die
Maoglichkeit eines chronischen Infektionsverlaufes - sollte die Inzidenz der HEV-Infektion
bei Patienten mit Immunsuppression nach Lebertransplantation in Deutschland
untersucht werden. Hierzu wurden von 406 Patienten, die zwischen 2001 und 2006 am
Campus Virchow-Klinikum der Charité-Universitatsmedizin Berlin lebertransplantiert
wurden, Serumproben zum Zeitpunkt Monat 6 nach orthotoper Lebertransplantation
(OLT) sowie zum aktuellen Zeitpunkt nach OLT mittels Real-Time PCR auf das
Vorliegen von HEV-RNA untersucht. War eine Serumprobe HEV-RNA positiv, so wurde
diese sequenziert und phylogenetisch analysiert.

Ein weiteres Ziel war es, die HEV-Seropravalenzrate in einer reprasentativen Kohorte
eines nichtendemischen Landes zu bestimmen sowie den HEV-Antikorperverlauf zu
beobachten. Hierflr wurde mit Hilfe eines ELISA-Testsystems in einer Subkohorte von
150 Patienten ein Antikérperscreening zu definierten Zeitpunkten vor und nach OLT
durchgeflihrt. Es wurden Patientenseren zu den Zeitpunkten vor OLT sowie Monat 6, 12
und 36 nach OLT auf das Vorliegen von anti-HEV IgG sowie HEV-RNA untersucht.
Schlief3lich sollten Risikofaktoren fir den Erwerb einer HEV-Infektion identifiziert
werden. Hierzu wurden fir Patienten der ELISA-Kohorte (n=150) mit Hilfe der
Patientenakten klinische sowie demographische Patientendaten erhoben und zwischen
anti-HEV 1gG positiv und negativ getesteten Patienten verglichen. Um weitere mdgliche
Risikofaktoren zu eruieren, wurde mit Hilfe eines selbstkonzipierten Fragebogens bei
Patienten des ELISA-Kollektivs eine telefonische Patientenbefragung durchgefihrt und
die erhobenen Daten wurden wiederum zwischen seropositv und —negativ getesteten

Patienten verglichen.



2 Patienten und Methoden

21 Patientenauswahl

Um die Inzidenz der akuten sowie chronischen HEV-Infektion bei Patienten nach
Lebertransplantation zu bestimmen, wurden Seren von 406 Patienten, die zwischen
Januar 2001 und Dezember 2006 am Campus Virchow-Klinikum der Charité-
Universitadtsmedizin Berlin lebertransplantiert wurden, mittels Real-Time PCR auf das
Vorhandensein von HEV-RNA untersucht. Hierfir verwendete man tiefgefrorene,
archivierte Serumproben zu den Zeitpunkten Monat 6 (+ 2 Monate) nach OLT sowie
zum aktuellen Zeitpunkt nach OLT. Die Differenz zwischen den beiden Serumproben
sollte 6 Monate betragen und die Patienten sollten ein Mindestalter von 18 Jahren
haben. Weiterhin war es Voraussetzung, dass das Probenvolumen mindestens 500 pl
fur die laborchemische Diagnostik betrug. Mit Hilfe des Labordatensystems ,GLIMS®
(Gottert Software, Griesheim, Deutschland) wurde die Verfugbarkeit der Seren
Uberpruft. Insgesamt 745 Lebertransplantationen wurden zwischen 2001 und 2006
durchgefuhrt. 592 Patienten erfillten vor dem Heraussuchen der tiefgekuhlten
Serumproben die Einschlusskriterien; von 406 Patienten lagen verfligbare
Serumproben bzw. Proben mit ausreichendem Volumen vor.

Um die Seropravalenz von anti-HEV IgG vor und nach OLT zu bestimmen, erfolgte in
einer Subkohorte von 150 Patienten ein kombiniertes Antikdrper- und HEV-RNA-
Screening zu den Zeitpunkten vor OLT sowie Monat 6 (x 2 Monate), 12 (+ 2 Monate)
und 36 (x 2 Monate) nach OLT. Die Patienten dieser ELISA-Kohorte (n=150) wurden
zwischen Januar 2002 und Dezember 2005 Iebertransplantiert. Da eine
Nachbeobachtungszeit von mindestens 36 Monaten gewéahrleistet sein musste, konnten
fur die ELISA-Kohorte nur Patienten bericksichtigt werden, die spatestens im
Dezember 2005 transplantiert wurden (die Datenerhebung erfolgte 2009). Die
Patientenrekrutierung erfolgte nach demselben Prinzip wie fir die PCR-Kohorte und es

galten dieselben Einschlusskriterien.



2.2 Vergleich klinischer Patientendaten zwischen den untersuchten

Kohorten

Klinische Patientendaten wurden erfasst, um diese zwischen den Patienten, welche vor
dem Heraussuchen der Serumproben die Einschlusskriterien fir das RNA-Screening
erfillten (n=592), den rekrutierten Patienten der PCR-Kohorte (n=406) sowie den
Patienten der ELISA-Kohorte (n=150) zu vergleichen. Mit Hilfe der Transplantationsliste
konnte von allen Patienten das Geburtsdatum, Transplantationsdatum, Geschlecht
sowie die Grunderkrankung erfasst werden. Tabelle 3 vergleicht Alter,
Geschlechterverteilung und die Grunderkrankung zwischen den 3 Patientengruppen.
War ein akutes Leberversagen einer Grunderkrankung zuzuordnen, so wurde die zu
Grunde liegende Pathologie als Grunderkrankung notiert. War eine pathologische
Zuordnung nicht mdglich, so wurde die zur Lebertransplantation fuhrende
Grunderkrankung als akutes Leberversagen unklarer Genese klassifiziert. Kombinierte
Hepatitis-B- und Hepatitis-D-Infektionen wurden alle als Hepatitis-B-Infektion
klassifiziert.

Es gab keine Hinweise auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (s. Tab. 3).
Die Patienten, die die Einschlusskriterien fur das RNA-Screening erfullten (n=592),
hatten ein Durchschnittsalter von 50 Jahren zum Transplantationszeitpunkt; 364 (61%)
waren mannlich und die 3 haufigsten zur Lebertransplantation flihrenden
Grunderkrankungen waren eine alkoholtoxische Zirrhose (29%, n=173 Patienten), eine
Hepatitis-C-Virus-Infektion (HCV-Infektion; 22%, n=131) sowie eine Hepatitis-B-Virus-
Infektion (HBV-Infektion; 13%, n=75).

Die untersuchten Patienten der PCR-Kohorte (n=406) waren zum Zeitpunkt der
Lebertransplantation durchschnittlich 52 Jahre alt (Spannweite: 19-70 Jahre). 261 der
eingeschlossenen Patienten waren Manner (64%). Die zur Transplantation fihrende
Grunderkrankung war am haufigsten eine alkoholtoxische Leberzirrhose (32%, n=130
Patienten), bei 25% (n=101) der untersuchten Patienten eine HCV-bedingte
Leberzirrhose und in 13% (n=53) der Falle eine HBV-assoziierte Leberzirrhose.

Die Patienten der ELISA-Kohorte (n=150) hatten zum Zeitpunkt der Transplantation ein
Durchschnittsalter von 51 Jahren (Spannweite: 21-70 Jahre); 63% der Patienten waren
Méanner (n=95). In dieser Kohorte war ebenfalls eine alkoholtoxisch bedingte

Leberzirrhose mit 32% (n=48) die haufigste Ursache fur die Lebertransplantation,



gefolgt von einer HBV-bedingten Leberzirrhose (n=29) sowie einer HCV-bedingten
Leberzirrhose (n=28) in jeweils 19% der Falle.

Tabelle 3: Klinische Patientencharakteristika im Vergleich zwischen den a priori fir das RNA-Screening
in Frage kommenden Patienten (n=592), Patienten der PCR-Kohorte (n=406) und den Patienten der
ELISA-Kohorte (n=150). Verglichen werden das Alter zum Zeitpunkt der OLT, das Geschlechterverhaltnis
sowie die Verteilung der haufigsten zur Transplantation fihrenden Grunderkrankungen.

Suchkohorte; PCR-Kohorte; ELISA-Kohorte;
n (%) n (%) n (%)
Patientenanzahl 592 406 150
Alter zur OLT [Jahre; Mittelwert £ SD | 50 + 11 (18-70) 52 + 10 (19-70) 51 +10 (21-70)
(Spannweite)]
mannlich / weiblich 364/228 261/145 95/55
Grunderkrankung
Alkoholtoxische Zirrhose 173 (29,2) 130 (32,0) 48 (32,0)
HCV-Infektion 131 (22,1) 101 (24,9) 28 (18,7)
HBV-Infektion 75 (12,7) 53 (13,1) 29 (19,3)
Kryptogene Zirrhose 30 (5,1) 22 (5,4 9 (6,0)
Priméar sklerosierende Cholangitis 35 (5,9 12 (3,0) 3 (2,0
Primar biliare Zirrhose 28 (4,7) 18 (4,4) 8 (5,3)
Sonstige 120 (20,3) * 70 (17,2)° 25 (16,7) °

Anmerkung. HBV, Hepatitis-B-Virus; HCV, Hepatitis-C-Virus; OLT, orthotope Lebertransplantation; SD,
standard deviation (engl., Standardabweichung).

® Die haufigsten unter ,Sonstige® zusammengefassten Grunderkrankungen der Patienten der
Suchkohorte (n=592) waren: Autoimmunhepatitis (n=17), Budd-Chiari-Syndrom (n=15), Polyzystische
Lebererkrankungen (n=14), akutes Leberversagen (ALV) unklarer Genese (n=12), Cholangiozellulares
Karzinom (n=10), Morbus Wilson (n=8), Hepatozellulares Karzinom (n=6), ALV nach Intoxikation und
Oxalose (jeweils n=5), Amyloidose und Sekundar sklerosierende Cholangitis (jeweils n=4), Sekundéar
biligre Zirrhose, Epitheloides Hamangioendotheliom, Morbus Osler, Metastasen bei einem
Karzinoidsyndrom, Caroli-Syndrom (jeweils n=2), Alpha-1-Antitrypsin-Mangel, Glykogenose Typ 1,
Mukoviszidose, ALV nach Leberteilresektion, Echinokokkose, ALV nach Trauma, kongenital hepatische
Fibrose, Kurzdarmsyndrom nach Mesenterialinfarkt, Kurzdarmsyndrom bei Morbus Crohn, splenorenale
Gefallanomalien (jeweils n=1).

® Die unter ~sonstige“ fallenden Grundererkankungen der Patienten der PCR-Kohorte (n=406) waren:
Polyzystische Lebererkrankungen (n=12), Budd-Chiari-Syndrom (n=11), Autoimmunhepatitis (n=9),
Cholangiozelluldares Karzinom (n=6), Morbus Wilson (n=4), Hepatozellulares Karzinom und Sekundéar
sklerosierende Cholangitis (jeweils n=3), Epitheloides Hamangioendotheliom, Morbus Osler, Metastasen
bei einem Karzinoidsyndrom, Amyloidose und Caroli-Syndrom (jeweils n=2), Alpha-1-Antitrypsin-Mangel,
Glykogenose Typ |, Oxalose, Echinokokkose und Mukoviszidose (jeweils n=1), akutes Leberversagen
(ALV) nach Intoxikation (n=4), ALV nach Leberteilresektion (n=1) und ALV bei unklarer Genese (n=2).

¢ Die unter ,Sonstige“ zusammengefassten Erkrankungen der Patienten der ELISA-Kohorte (n=150) sind
im Ergebnisteil unter 3.1.2 ersichtlich.

2.3 Erhebung demographischer Patientendaten fir das HEV-
Infektionsrisiko in der ELISA-Kohorte (n=150)

Um die Relevanz demographischer Risikofaktoren fir eine HEV-Infektion zu bewerten,
wurden von allen Patienten der ELISA-Kohorte (n=150) mit Hilfe der Patientenakten
demographische Daten zum Geburtsland sowie zum Wohnort (Einwohnerzahl und

Bundesland) zum Zeitpunkt der Lebertransplantation erfasst. Der Wohnort wurde in



Orte mit mehr als 100.000 Einwohnern (Grof3stadt), 20.000-100.000 Einwohnern
(Mittelstadt) sowie weniger als 20.000 (Klein bzw. Landstadt) Einwohnern unterteilt.
Anschliel3end erfolgte der Vergleich der gewonnenen Daten zwischen den im ELISA

anti-HEV IgG positiv und negativ getesteten Patienten.

24 Patientenbefragung und Erfassung epidemiologischer Risikofaktoren
in der ELISA-Kohorte (n=150)

Auf der Vorlage der Studie von Kuniholm et al. [45] wurde ein Fragebogen konzipiert,
der retrospektiv Risikofaktoren fir den Erwerb einer HEV-Infektion evaluieren sollte (der
Fragebogen ist dem Anhang der Arbeit beigefugt). Der Fragebogen unterteilte sich in
die Abschnitte Demographische Faktoren, Tierkontakt, Essgewohnheiten und ,Sonstige
Risikofaktoren®. Die Angaben bezogen sich auf den Zeitraum vor OLT. Insgesamt 123
Patienten aus dem ELISA-Kollektiv (82%) beantworteten den Fragebogen, 113 am

Telefon sowie 10 Patienten in schriftlicher Form.

2.4.1 Demographische Daten

In den Fragebogen wurden demographische Daten aufgenommen, weil es einige
Patientenakten gab, in denen diese nicht erfasst wurden. Hierzu z&hlten Informationen
zum Geburtsland und zum Wohnort zum Zeitpunkt der OLT (Einwohnerzahl,

Bundesland).

2.4.2 Tierkontakt

Da der HEV-Infektion in Industrielandern in vielen Fallen eine zoonotische Transmission
zugrunde liegt, waren Fragen zum Tierkontakt relevant. Beim Tierkontakt wurde
zwischen beruflichem Tierkontakt sowie Haustierkontakt unterschieden. Weiterhin
erfolgte in Anlehnung an die Kuniholm-Studie [45] eine Untergliederung des

Haustierkontaktes in die Kategorien Hund, Katze und ,Sonstige*.

2.4.3 Essgewohnheiten

Zur Evaluierung des HEV-Ubertragungsrisikos tber den Verzehr von Fleischprodukten
wurden Angaben zu Essgewohnheiten analog zur Kuniholm-Studie [45] erhoben: Daten



zum Konsum von Fleischprodukten im Allgemeinen, zum Konsum von Schweinefleisch
und Schinken im Speziellen sowie zu Innereien wurden qualitativ und quantitativ
erfasst. Ergdnzend dazu erhob man quantitative Angaben zum alleinigen Leberkonsum

sowie qualitative und quantitative Daten zum Konsum von Wild.

2.4.4 »oonstige Risikofaktoren“

Unter ,Sonstige Risikofaktoren® fielen in Anlehnung an die Kuniholm-Studie [45] die
Anzahl von Sexualpartnern bis zum Zeitpunkt der OLT, stattgehabter mannlicher,
homosexueller Geschlechtsverkehr sowie intravendser Drogenkonsum. Um dem Risiko
einer intravenésen Ubertragung weiter nachzugehen, wurde die Frage nach
stattgehabten Bluttransfusionen gestellt. Fragen zum beruflichen Abwasserkontakt
sowie einer Reise in ein HEV-endemisches Gebiet sollten das Risiko einer fakal-oralen
Transmission fur Menschen in Industrielandern evaluieren. Ein HEV-endemisches Land
wurde nach Angabe des CDC dabei als ein Land definiert, in dem HEV-Infektionen
mehr als 25% der sporadischen Non-A-non-B-Hepatitis-Infektionen ausmachten.
Aulerdem wurde nach regelmafligen Tatigkeiten in einem Waldgebiet gefragt, um
einen Hinweis auf eine fakal-orale Transmission des HEV uber kontaminierte Erde bzw.

Uber den Kontakt zu wild lebenden Tieren zu bekommen.

2.5 Datenerhebung zur Korrelation zwischen der HEV-Infektion und

anderen viralen Hepatitiden in der ELISA-Kohorte (n=150)

Um indirekte Hinweise auf Transmissionswege zu bekommen, erhob man fir die
Patienten der ELISA-Kohorte (n=150) Daten zum Vorhandensein von Antikérpern
gegen HAV, HCV und das HBc-Antigen zum Zeitpunkt vor OLT aus den Patientenakten
bzw. mit Hilfe des Datenerfassungsprogramms ,Medvision®. (Medivision AG, Unna,
Deutschland). Eine Assoziation zwischen anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten und
anti-HCV positiv getesteten Patienten wirde das Risiko einer intravendsen
Transmission nahelegen. Eine Proportionalitat mit anti-HAV positiv getesteten Patienten

konnte auf einen fakal-oralen Transmissionsweg hindeuten.



2.6 Erhebung des immunsuppressiven Medikamentenschemas der anti-

HEV IgG positiv getesteten Patienten

Um die Rolle der immunsuppressiven Therapie im Verlauf fur die anti-HEV IgG positiv
getesteten Patienten  zu  evaluieren, wurden die immunsuppressiven
Medikamentenschemata qualitativ zum Transplantationszeitpunkt sowie zum Zeitpunkt
Monat 6 nach OLT notiert. Aul3erdem wurde zu den Verlaufszeitpunkten Monat 6, 12
und 36 nach OLT der Medikamentenspiegel des Immunsuppressivums Tacrolimus fur
die anti-HEV positiv getesteten Patienten erfasst und in Relation zu den im ELISA

bestimmten anti-HEV 1gG-Konzentrationen (U/ml) gesetzt.

2.7 Probenvorbereitung fir die serologische und molekularbiologische

Diagnostik

Von Patienten, die die Einschlusskriterien fur die Studie erfullten, wurden bei -20°C
archivierte Serumproben herausgesucht. Die herausgesuchten Serumproben - mit
einem Mindestvolumen von 500 pl - wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und kurz mit
dem MS1 Minishaker (IKA GmbH, Staufen, Deutschland) gevortext. AnschlieRend
pipettierte man ca. 250 pl mit einer 3,5 ml Transferpipette (Sarstedt AG & Co,
Numbrecht, Deutschland) in ein 2 ml Reaktionsgefal (Sarstedt AG & Co) und fror die
Originalserumprobe wieder bei -20°C ein. Fir die serologischen sowie
molekularbiologischen Untersuchungen verwendete man das Aliquot und entnahm 10
pl far die ELISA-Testdurchfihrung. Mit dem restlichen Volumen fiihrte man zeitgleich
die RNA-Aufbereitung fir die molekularbiologische Diagnostik durch. Nach Vorliegen
der ELISA-Ergebnisse erfolgten das Wiederauftauen der jeweiligen, bei -20°C
eingefrorenen Serumproben und die Durchfihrung der Westernblot- sowie

Aviditatstestungen.

2.8 Serologische Diagnostik in der ELISA-Kohorte (n=150)

28.1 Anti-HEV IgG-ELISA

Um eine frihere Exposition gegenuber dem HEV nachzuweisen, wurde mittels ELISA
ein anti-HEV IgG-Screening zum Zeitpunkt vor OLT [Monate; Mittelwert + SD
(Spannweite)] [3,8 £ 6,8 (0-34)] durchgefihrt. Zusatzlich wurde der Antikdrperverlauf zu



den Zeitpunkten Monat 6 [5,6 £ 0,7 (4-8)], Monat 12 [11,5 £+ 0,6 (10-14)] und Monat 36
[35,6 £ 0,6 (34-38)] nach OLT beobachtet.

Die HEV IgG-Antikorperbestimmung erfolgte mit Hilfe eines kommerziellen Testkits
(recomWell HEV IgG/IgM, Mikrogen GmbH, Neuried, Deutschland) nach dem Prinzip
eines indirekten Sandwich-ELISAS (s.u. 1.7.2.1). Die Mikrotiterplatte enthielt 96
Vertiefungen (92 fur die zu untersuchenden Serumproben, jeweils eine fur die Positiv-
und Negativkontrolle und 2 fir die Cutoff-Kontrolle) und war ausschlielich mit
rekombinanten Antigenen des Genotyp 1 beschichtet. Das ORF3-Protein (O3) war
komplett aufgetragen, wahrend vom ORF2-Protein nur der C- und N-terminale Tell
(O2C und O2N) auf der Platte aufgetragen waren. Jede Vertiefung der Platte wurde mit
einer 1:101 verdunnten Patientenprobe (10 pl Serum in jeweils 1 ml gebrauchsfertigem
Verdinnungspuffer) behandelt und eine Stunde lang bei 37°C im Warmeschrank BR

6000 (Heraeus Instruments GmbHs, Hanau, Deutschland) inkubiert.

Verdunnungspuffer:  Enthalt  Protein, Detergenz  und  blauen  Farbstoff,

Konservierungsmittel: Methylisothiazolon (0,01%) und Oxypurion (0,1%)

Im Anschluss folgte ein Waschschritt im ELISA-Plattenwasher Columbus (Tecan
GmbH, Crailsheim, Deutschland), bei dem jede Vertiefung 4 Mal mit dem vorbereiteten
Waschpuffer gewaschen wurde. Das Waschpufferkonzentrat wurde 1 + 9 mit

deionisiertem Wasser verdinnt.

Waschpufferkonzentrat:  Enthalt  Phosphat-Puffer,  Natriumchlorid,  Detergenz,

Konservierungsmittel: Methylisothiazolon (0,01%) und Oxypurion (0,1%)

Wahrend des zweiten Inkubationsschrittes wurde mit Hilfe einer Multipipette (Eppendorf
AG, Hamburg, Deutschland) in jede Vertiefung 100 pl Peroxidase-konjugierter
Kaninchen anti-human IgG-Antikorper pipettiert, anschlielend folgte eine 30-minltige
Inkubation der Platte bei 37°C im Warmeschrank BR 6000 und ein zweiter
Waschschritt, der dem ersten Waschschritt identisch war. Im Anschluss wurde jede
Vertiefung mit 100 pl gebrauchsfertiger TMB-L6sung (Tetramethylbenzidin) versetzt,
welche die Immunreaktion zwischen HEV-Antigen und Serumantikérpern sichtbar

machte.

TMB-Substratlosung: Chromogenes Substrat Tetramethylbenzidin (gebrauchsfertig)



Nach einer halbstindigen Inkubation der Platte bei Raumtemperatur und Lichtschutz
wurde die Farbreaktion durch Pipettieren von 100 pl gebrauchsfertiger Stopplésung
(Phosphorsaure-haltig) pro Kavitat beendet und die Extinktionen im vollautomatischen
Sunrise-Mikroprozessor-gesteuerten Mikroplatten-Photometer (Tecan GmbH) unter

Verwendung der Datenreduktionssoftware Magellan (Tecan GmbH) gemessen.
Stopplosung: 24,9% Phosphorsaure

Das ELISA-Ergebnis war bei anti-HEV IgG-Konzentrationen von = 24 U/ml als positiv
und bei Werten < 20 U/ml als negativ zu bewerten. Ein Ergebnis zwischen 20 und 24
U/ml lag im Cutoff-Bereich (Grenzwert-Bereich).

Analog zur anti-HEV 1gG-Bestimmung erfolgte die anti-HEV IgM-Bestimmung, die bei
Patienten mit einer akuten HEV-Infektion durchgefiihrt wurde (bei Nachweis von HEV-
RNA), nur dass anstelle von anti-human IgG-Antikérpern IgM-Antikorper verwendet

wurden.

2.8.2 Anti-HEV IgG-Westernblot

Aufgrund der héheren Sensitivitat und Spezifitdt war ein Westernblot indiziert, wenn ein
anti-HEV 1gG-Ergebnis im Cutoff-Bereich (Grenzwert-Bereich des ELISA: 20-24 U/ml)
lag. Aul3erdem wurde bei allen Patienten, die schon zum Zeitpunkt vor OLT im ELISA
positiv auf anti-HEV 1gG getestet wurden, ein Westernblot durchgefuhrt. Von Patienten,
deren Serumproben ausschliel3lich vor OLT im ELISA anti-HEV IgG positiv waren,
wurde zusatzlich zu den Zeitpunkten Monat 6 und Monat 12 nach OLT ein Westernblot
durchgefuhrt.

Die IgG-Antikorperbestimmung mittels Westernblot erfolgte mit Hilfe eines
kommerziellen Testkits nach dem Protokoll des Herstellers (recomBlot HEV IgG,
Mikrogen GmbH, Neuried, Deutschland). Es wurde der Auto-LIA II — Automat
(Innogenetics GmbH, Heiden, Deutschland) im fur den Test spezifisch programmierten
Modus verwendet sowie Teststreifen, die mit rekombinant hergestellten Antigenen
verschiedenen Ursprungs (N- und C-terminaler Teil sowie Mittelstick des ORF2-
Proteins, ORF3-Protein) aus zwei unterschiedlichen Genotypen (Genotyp 1 und 3)
beschichtet waren (s. Abb. 6 unter 1.7.2.2). In jeweils eine Schale einer
Inkubationswanne wurden 20 pl einer Serumprobe zu 2 ml Verdinnungspuffer

(Verdinnung 1 + 100) pipettiert, eine Stunde lang inkubiert und anschlie3end 3 mal mit



jeweils 2 ml gebrauchsfertigem Waschpuffer gewaschen (Waschpufferkonzentrat sowie
Verdunnungspuffer sind identisch mit denen, die fur den ELISA verwendet wurden). Der
gebrauchsfertige Waschpuffer setzte sich fur einen eingesetzten Teststreifen

folgendermal3en zusammen:
0,1 g Magermilchpulver, 2 ml Waschpuffer-Konzentrat, 18 ml deionisiertes Wasser

Nach jedem Waschvorgang wurde der Waschpuffer abgesaugt und anschlieRend
jedem Teststreifen Peroxidase konjugierter Kaninchen anti-human IgG-Antikdrper
hinzugefligt. Die Konjugatlosung flr einen Teststreifen setzte sich dabei

folgendermal3en zusammen:
20 pl lgG-Konjugat-Konzentrat + 2 ml des gebrauchsfertigen Waschpuffers

Es folgte eine 45-minltige Inkubation. Nach erneutem Waschen (s.0.) fligte man jedem
Ansatz 1,5 ml Substratlosung (derselbe wie beim ELISA) zu, sodass sich positive
Banden farbten. Die nun folgende Inkubation dauerte ca. 8 Minuten und die
Farbreaktion wurde beendet, sobald die Cutoff-Kontrollbande sichtbar war. Hierfur
wurde die Substratlosung mit Hilfe einer 3,5 ml Transferpipette (Sarstedt AG & Co)
abgesaugt und die Streifen mit deionisiertem Wasser gewaschen. AnschlieBend nahm
man die Teststreifen mit einer Plastikpinzette aus dem Wasser und legte sie zum
Trocknen fur ca. 2 Stunden zwischen 2 Lagen saugféhiges Papier.

Es wurden die Farbintensitidten der jeweiligen Banden mit der Cutoff-Kontrolle
verglichen, Punkte nach einem vom Hersteller vorgegebenen Schema fiur jede
Antigenbande ermittelt und anschliel3end zu einem Gesamtwert addiert (Tabellen sind
dem Anhang der Arbeit beigeflgt). Der Blot war bei einem Ergebnis von = 4 Punkten als
positiv und bei einem Ergebnis von < 2 Punkten als negativ zu bewerten. Ein Ergebnis

von 3 Punkten ware als grenzwertig zu verstehen gewesen.

2.8.3 Aviditat

Mit Hilfe von Aviditatstestungen sollte von Proben, die schon zum Zeitpunkt vor OLT
anti-HEV IgG positiv waren, eine Abschatzung des Infektionszeitpunktes erfolgen.

Dabei wurde das Ergebnis des Westernblots als Referenz genommen. Die
Testdurchfihrung geschah analog zum Blotverfahren mit Hilfe einer kommerziell
erhéltlichen Auviditatslésung (Aviditdtsreagenz, Mikrogen GmbH). Man fligte das



Aviditatsreagenz unmittelbar vor dem 2. Waschschritt jedem Ansatz zu, sodass leicht
gebundene Antikorper, die eher im Rahmen einer (post)akuten Infektion gebildet
werden, herausgewaschen wurden. Die weiteren Schritte waren denen des
Westernblots identisch. Der Aviditatsindex (Al) berechnete sich aus dem Quotienten
des Blotergebnisses, das mit dem Aviditatsreagenz und aus dem dazugehdrigen
Blotergebnis, das ohne Avidiatsergebnis behandelt wurde:

Al = Blotergebnis mit Aviditatsreagenz / Blotergebnis ohne Aviditatsreagenz

Ein Ergebnis < 0,5 konnte auf eine niedrige Aviditat hinweisen und somit
moglicherweise auf eine frische Infektion (Gebrauchsinformationsheft, Fa. Mikrogen,
Aviditatsreagenz, Version des Jahres 2005, S. 3).

2.9 Molekularbiologische Diagnhostik

Um eine akute und ggf. chronische HEV-Infektion zu diagnostizieren, wurde ein HEV-
RNA-Screening von 406 Patienten zu den Zeitpunkten Monat 6 nach OLT [Monate;
Mittelwert + SD (Spannweite)] [5,6 = 0,7 (4-8)] sowie zum aktuellen Zeitpunkt nach OLT
[49,2 + 215 (9-96)] durchgefuhrt. Der durchschnittiche Abstand zwischen der
Serumprobe zu Monat 6 und der aktuellen Serumprobe betrug fir diese Kohorte
(n=406) 43 Monate [+ 21,5 (5-90)]. Erfolgte in einer Serumprobe der HEV-RNA-
Nachweis, so wurden alle weiteren verfigbaren Serumproben des jeweiligen Patienten
auf HEV-RNA getestet.

29.1 RNA-Isolation

Um in positiven Proben vorhandene virale RNA nachzuweisen, musste zunachst RNA
aus dem Patientenserum isoliert werden. Die RNA-Isolation erfolgte unter Einsatz des
QIAsymphony Virus Mini Kit's (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) vollautomatisch mit
dem QIAsymphony SP unter Verwendung des cellfree 200 Protokolls (Qiagen GmbH).
Hierfir verwendete man die Serumaliquots, die anfangs in ein 2 ml Reaktionsgefald
transferiert wurden (s.0.) und stellte die Proben mit den entsprechenden Reagenzien
nach dem Protokoll des Herstellers in den QIAsymphony-Automaten. Die RNA-Isolation

erfolgte durch Magnetpartikel-Technologie:



1. Zunachst wurde die Serumprobe lysiert.

2. Anschliel3end kam es zur Bindung der RNA an die Oberflache der
Magnetkugelchen.

3. Es folgte ein Waschschritt.

4. Schliel3lich wurde die RNA von den Magnetkiigelchen abgel6st.

Pro Durchlauf wurden 24 Proben aufbereitet. Das Elutionsvolumen fir eine 200 pl
Serumprobe betrug 85 pl, und die gewonnenen Eluate wurden bis zur

Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert.

2.9.2 Reverse Transkription

Im Anschluss wurde die RNA in cDNA umgeschrieben. In einem 0,5 ml Safe Seal PCR-
ReaktionsgefalR (Sarstedt AG & Co) wurden pro Ansatz 10 pl RNA verwendet (die
restiche  RNA wurde bei -80°C eingefroren) und 10 pl des Reaktionsmixes
hinzupipettiert. Fur die Umschreibung von 25 Proben setzte sich der Reaktionsmix

folgendermal3en zusammen:

Nuklease-freies Wasser 22,5 ul
(Fa. Promega, Mannheim, Deutschland)

5x RT-Puffer 100 pl
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

DTT (0,1 mol/l) 2,5u
(Invitrogen GmbH)

dNTP Mix (2,5 mmol/l je Nukleotid) 75 pl
(Applied Biosystems GmbH, Darmstadt, Deutschland)

Random Primer (600 ng/ul) 12,5 ul
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland)

RNAse Inhibitor (40 U/pul) 25 ul
(Roche Diagnostics GmbH)

SuperScript 111 (200 U/pl) 12,5 ul

(Invitrogen GmbH)

Die Reverse Transkription wurde im Thermocycer GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems GmbH, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Bei 25°C lagerten
sich innerhalb von 5 Minuten die Random Primer an den komplementdren RNA-
Abschnitt an. AnschlieRend erfolgte die Reverse Transkription bei 50°C fur 35 Minuten

und es folgte eine Inaktivierung der SuperScript Il bei 96°C fir 2 Minuten. Die



synthetisierte cDNA-Probe wurde auf 4°C heruntergekihlt und konnte bis zur spateren
Verwendung bei -20°C tiefgefroren werden.

293 Real-Time PCR

Die cDNA-Proben wurden nun im Rahmen der PCR amplifiziert. Dabei handelte es sich
um eine Real-Time PCR unter Verwendung von FRET-Sonden (TagMan-Sonden). Das

Testprinzip ist in der Einleitung unter 1.7.1 beschrieben.

Folgende Primer (BioTeZ Berlin-Buch GmbH, Deutschland) und Sonden (TIB MOLBIOL
GmbH, Berlin, Deutschland) wurden verwendet:

Amplifikationsbereich: ORF1-Protein; GenBank-Zugangsnummer: NC.001434

Sense Primer HE 1: 5°-CCG BGT TGT SAT TGA YGA GGC-3" (nt 3075-3105)
Antisense Primer HE 3: 5°-TTY GGG TCR CCR AGR AGR TGG AC-3" (nt 3170-3148)

Sonde HE 5F: 5-FAM-CAC ATG CAG CGG GC-MGB-3" (nt 3127 — 3140)
Sonde LM 1DY (fur interne Kontrolle): 5°-DYXL-ACC TTA CCG AAA TCG GTA CGG
ATA CCG C-BHQ2

Man ging nach dem Protokoll des Herstellers unter Verwendung des
LightCycler® FastStart DNA Master™ HybProbe-Testkits (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland) vor. 1 ml Primer-Sonden-Mix (bei -20°C gelagert) setzte sich

dabei folgendermal3en zusammen:

Nuklease-freies Wasser 870 ul

HE 1 (sense Primer) 25 pl (2,5 pmol/l im Primer-Sonden-Mix)
HE 3 (antisense Primer) 75 pl (7,5 pmol/l im Primer-Sonden-Mix)
HE 5F (Sonde) 15 pl (0,75 pmol/l im Primer-Sonden-Mix)

LM 1 DY (Sonde fur interne Kontrolle) 15 pl (0,75 umol/l im Primer-Sonden-Mix)



Der Lightcycler-PCR-Reaktionsmix fir einen Reaktionsansatz setzte sich

folgendermal3en zusammen:

Nuklease-freies Wasser 8 ul
Primer-Sonden-Mix 4 ul
Polymerase-Mix (3,5 mmol/l MgCly) 4 ul

Der Polymerase-Mix wurde, wie vom Hersteller angegeben, durch Mischen von einem
ReaktionsgefaR Enzym mit 3 Reaktionsgefallen Reaktionsmix in einem sterilen 1,5 ml
Reaktionsgefal’ hergestellt. Anschliel3end pipettierte man fir jede Probe 2 pl cDNA, 2 ul
Interne Kontrolle und 16 pl des Lightcycler-PCR-Reaktionsmix in eine 20 pl Lightcycler-
Kapillare (Roche Diagnostics GmbH). Pro Lauf wurden eine Positivkontrolle und eine

Negativkontrolle mitgefuhrt:

Positivkontrolle: Ein verdinntes Plasmid (10 Kopien/pl -> 20 Kopien im PCR-Ansatz)
Negativkontrolle: fotales Kalberserum (Fa. Perbio, Bonn, Deutschland)
Interne Kontrolle: Ein verdinntes Plasmid (50 Kopien/ul -> 100 Kopien im PCR-Ansatz)

Das Karusell (Roche Diagnostics GmbH) mit den Lightcycler-Kapillaren wurde in der
Lightcycler-Zentrifuge (Roche Diagnostics GmbH) fur ca. 15 Sekunden bei 3000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte die Amplifikation nach
dem Lightcycler-Standardprogramm unter optimierten Bedingungen mit dem
LightCycler-Instrument 2.0 (Roche Diagnostics GmbH). Es wurde eine 2-Schritt-PCR

(Annealing- und Elongations-Schritt bei gleicher Temperatur) durchgefuhrt:
Aktivierung der Taqg-Polymerase (1 Zyklus) 10 Minuten bei 95°C
Amplifikation (55 Zyklen, 2-Schritt-PCR)

Denaturierung 10 Sekunden bei 95°C
Annealing und Elongation 30 Sekunden bei 60°C

Kihlen (1 Zyklus) 30 Sekunden bei 40°C



Die Nachweisgrenze lag bei 3500 Kopien/ml Patientenprobe (10 Kopien im PCR-
Ansatz). Um ein positives Ergebnis zu verifizieren sowie das Ausgangsprodukt fir die
anschlieBende Sequenzierreaktion zu gewinnen, fihrte man mit der jeweiligen cDNA-
Probe eine nested PCR im Thermocycler GeneAmp 2400 (Applied Biosystems GmbH)
durch. Zur Uberprufung des gewonnenen Amplifikates diente eine elektrophoretische
Auftrennung in einem 2,5%-igen Agarosegel. Anschlielend wurde die spezifisch
erscheinende Bande mit einem Skalpell herausgeschnitten und die DNA nach Angaben
des Herstellers unter Verwendung des Invisorb Fragment CleanUp Kit's (Fa. Invitek,
Berlin, Deutschland) aus dem Gel extrahiert. Die Probe wurde nach Herstellerangaben
unter Verwendung des BigDye® Terminator v.1.1 Cylce Sequencing Kit's (Applied
Biosystems GmbH) und 21M13 Universalprimern (Bestandteil des BigDye® Terminator
v.1.1 Cylce Sequencing Kit's) im Thermocycler GeneAmp 2400 ampfliziert. Die
anschlieBende Analyse erfolgte im 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems GmbH).
Die Analyse der Sequenzierungsdaten erfolgte unter Verwendung der Software Vector
NTI® (Invitrogen GmbH) und der Sequenzabgleich mit Hilfe des BLAST-Algorithmus
(Basic Local Alignment Search Tool, NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

2.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Datenerfassungs- und
Statistikprogramms SPSS (Version 18.0, SPSS Inc., Chicago, USA).

Die Pravalenz von HEV-RNA in der PCR-Kohorte (n=406) sowie die anti-HEV IgG-
Seropravalenz in der ELISA-Kohorte (n=150) wurden prozentual bestimmt. AulRerdem
berechnete man die Seropravalenzraten zum Geschlecht, zu den haufigsten
Grunderkrankungen sowie zu den verschiedenen demographischen und
epidemiologischen Risikofaktoren. Fir die jeweiligen Variablen erfolgte ein Vergleich
der Seropravalenzraten durch die Berechnung von Odds Ratios (OR; engl.,
Quotenverhaltnis); unter Einsatz des Chi-Quadrat-Tests wurden statistisch signifikante
Unterschiede herausgestellt. Das Signifikanzniveau wurde hierbei und bei allen
weiteren statistischen Tests bei p < 0,05 festgelegt.

Um einen mdoglichen proportionalen Zusammenhang zwischen anti-HEV IgG-
Konzentrationen im ELISA und der Punktesumme der Antigenbanden im Westernblot
nachzuweisen, wurden diese beiden Parameter in einem Kkartesischen

Koordinatensystem gegeneinander aufgetragen.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Alle Datensatze wurden als Mittelwert + der Standardabweichung des Mittelwertes
ausgewiesen. Die erhobenen Datensatze wurden durch Anfertigung eines Histogramms
sowie Bestimmung der Schiefe auf Normalverteilung Uberprtft (bei Normalverteilung lag
die Schiefe zwischen +1 und -1). Die meisten Datensatze zeigten jedoch keine
Normalverteilung auf. Infolgedessen wurde zwischen den verschiedenen Untergruppen
der ELISA-Kohorte das Vorhandensein einer statistischen Signifikanz unter Einsatz des
parameterfreien Mann-Whitney-U-Tests getestet. Um innerhalb einer Untergruppe im
Zeitverlauf auf statistisch signifikante Unterschiede zu testen, wendete man den
parameterfreien Wilcoxon-Test an. Bei Normalverteilung der Daten wurden vorhandene

statistisch signifikante Unterschiede unter Einsatz des t-Tests herausgestellt.



3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der serologischen Untersuchungen

3.1.1 Anti-HEV Seropravalenz vor und im Verlauf nach OLT: qualitative

Auswertung des ELISA-Screenings

Bei 150 Patienten (ELISA-Kohorte) erfolgten ein HEV-Antikdrperscreening sowie ein
HEV-RNA-Screening zu definierten Zeitpunkten vor und nach OLT. Mit Hilfe der ELISA-
Testung wurde die anti-HEV 1gG-Seropravalenz und somit eine Exposition gegentber
HEV zu den Zeitpunkten vor OLT sowie Monat 6, 12 und 36 nach OLT bestimmt. Wie
den Abbildungen 8 und 9 zu entnehmen ist, wurden insgesamt 31 Patienten im Verlauf
der Versuchsreihe zu mindestens einem Zeitpunkt positiv auf anti-HEV 1gG getestet.
Dies entspricht einer Seropravalenzrate von 21%.

28 Patienten (19%) hatten schon vor OLT einen positiven anti-HEV 1gG-Befund. Von
diesen wiesen 20 Patienten (13%) zu allen weiteren Zeitpunkten nach OLT anti-HEV
IgG positive Serumproben auf. 7 Patienten (5%) hatten ausschlieB3lich zum Zeitpunkt
vor OLT eine im ELISA anti-HEV IgG positive Serumprobe und wurden nach OLT anti-
HEV 1gG negativ getestet. Ein Patient, dessen Serumproben zum Zeitpunkt vor OLT
sowie Monat 6 und Monat 12 nach OLT anti-HEV IgG positiv waren, wurde zum
Zeitpunkt Monat 36 seronegativ getestet. Bei keinem der 28 anti-HEV 1gG positiven
Patienten konnte HEV-RNA mittels PCR in den untersuchten Serumproben
nachgewiesen werden.

Zusatzlich gab es 3 Patienten (2%), die zum Zeitpunkt vor OLT einen negativen anti-
HEV lgG-Befund aufwiesen, jedoch zu mindestens einem Verlaufszeitpunkt nach OLT
anti-HEV positiv getestet wurden. Die Serumprobe eines Patienten war vor OLT anti-
HEV IgG negativ und ab Monat 6 seropositiv. Fir diesen Patienten konnte eine akute
Infektion nachgewiesen werden. Die ubrigen 2 Patienten wurden ausschliel3lich zu
Monat 12 nach OLT seropositiv getestet, ohne dass zu einem Untersuchungszeitpunkt
der Nachweis von HEV-RNA oder anti-HEV IgM gelang. Eine detaillierte
Fallbeschreibung fir diese 3 Patienten ist unter 3.1.9 dargestellt.
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Abbildung 8: Ergebnis des anti-HEV IgG-Screenings in der ELISA-Kohorte (n=150) in Form eines
Flussdiagramms. Dargestellt sind die anti-HEV 1gG-Ergebnisse zu den Zeitpunkten vor orthotoper
Lebertransplantation (OLT) sowie Monat 6, 12 und 36 nach OLT. Insgesamt 31 Patienten wurden anti-
HEV IgG positiv getestet (20,7%).

* Von den ausschlieBlich zum Zeitpunkt vor OLT im ELISA anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten
(n=7), wurden 6 Patienten zum Zeitpunkt Monat 6 im Westernblot anti-HEV IgG positiv getestet und 5
Patienten zum Zeitpunkt Monat 12 nach OLT.
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Abbildung 9: Ergebnis des anti-HEV 1gG-Screenings in Form von graphischen Mustern. 31 von 150
Patienten wurden zu mindestens einem Zeitpunkt anti-HEV 1gG positiv getestet (20,7%). Hiervon 20
Patienten zu allen Untersuchungszeitpunkten und 7 ausschlie3lich vor orthotoper Lebertransplantation
(OLT). Zwei Patienten wurden nur zu Monat (M) 12 nach OLT anti-HEV IgG positiv getestet und ein
weiterer Patient zu allen Zeitpunkten auf3er zu Monat 36 nach OLT. Ein Patient wurde, aufgrund einer
nachgewiesenen akuten HEV-Infektion nach OLT, ab Monat 6 positiv fir anti-HEV IgG getestet. In
Klammern sind die Prozentzahlen, bezogen auf die n=150 umfassende ELISA-Kohorte, angegeben.



3.1.2 Patientencharakteristika in Abhéngigkeit vom anti-HEV Status

Klinische Patientendaten wurden erhoben, um diese in der ELISA-Kohorte (n=150)
zwischen den anti-HEV IgG positiv und negativ getesteten Patienten zu vergleichen.
Das Alter, das Geschlechterverhaltnis und die Genese der Lebererkrankung waren in
der Gruppe der anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten (n=31) nicht signifikant
unterschiedlich zu den anti-HEV 1gG negativ getesteten Patienten (n=119; s. Tab. 4).

Tabelle 4: Patientencharakteristika der ELISA-Kohorte (n=150) sowie Unterteilung in anti-HEV 1gG

negativ (n=119) und positiv (n=31) getestete Patienten. Fir die jeweilige Grunderkrankung ist in
Klammern die zugehdrige Prozentzahl angegeben.

ELISA- anti-HEV IgG anti-HEV IgG
Gesamtkohorte negativ positiv

Patientenanzahl 150 119 31
Alter zur OLT [Jahre; Mittelwert =+ SD | 51 +10 (21-70) 51 £ 10 (21-68) 52 + 10 (27-70)
(Spannweite)]

méannlich / weiblich 95/55 74/45 21/10
Grunderkrankung
Alkoholtoxische Zirrhose 48 (32,0) 37 (31,1) 11 (35,5)
HBV-Infektion 29 (19,3) 21 (17,6) 8 (25,8)
HCV-Infektion 28 (18,7) 24 (20,2) 4 (12,9)
Kryptogene Leberzirrhose 9 (6,0) 6 (50 3 (9,7
Primar biliare Zirrhose 8 (5,3) 8 (6,7)
Sonstige * 28 (18,7) 23 (19,3) 5 (16,1)

Anmerkung. HBV, Hepatitis-B-Virus; HCV, Hepatitis-C-Virus; OLT, orthotope Lebertransplantation; SD,
standard deviation (engl., Standardabweichung).

% Die Grunderkankungen, die in der ELISA-Gesamtkohorte (n=150) unter ,Sonstige“ fielen, waren:
Polyzystische Lebererkankungen (n=6; davon ein Patient anti-HEV 1gG positiv), Budd-Chiari-Syndrom
(n=5), Priméar sklerosierende Cholangitis (n=3; davon ein Patient anti-HEV 1gG positiv), Sekundéar
sklerosierende Cholangitis (n=3; davon ein Patient anti-HEV 1gG positiv), Cholangiozellulares Karzinom
(n=2), Autoimmunhepatitis (n=2), Hamochromatose (n=1; dieser Patient war anti-HEV IgG positiv),
akutes Leberversagen bei Intoxikation (n=1; dieser Patient war anti-HEV 1gG positiv), Alpha-1-
Antitrypsin-Mangel, Hepatozellulares Karzinom, Morbus Osler, Epitheloides Hamangioendotheliom,
Glykogenose Typ 1 (jeweils n=1).

Keiner der Faktoren unterschied sich signifikant zwischen den anti-HEV positiv und negativ getesteten
Patienten.

Im Folgenden werden Patienten, die durchgehend anti-HEV IgG positiv getestet wurden
(n=20), als Gruppe 1 bezeichnet und Patienten, deren Serumproben ausschlie3lich zum

Zeitpunkt vor OLT anti-HEV 1gG positiv waren, als Gruppe 2 (n=7).

3.1.3 Der anti-HEV IgG-Verlauf vor und nach OLT: quantitative Auswertung
des ELISA-Screenings

Um den Antikorpertiter im zeitlichen Verlauf beurteilen zu koénnen, erfolgte die
Auswertung der im ELISA bestimmten anti-HEV 1gG-Konzentrationen (U/ml) fur die



durchgehend seronegativ getesteten Patienten (n=119), die durchgehend anti-HEV IgG
positiv getesteten (n=20; Gruppe 1) sowie die ausschlie3lich zum Zeitpunkt vor OLT
anti-HEV 1gG positiv (n=7; Gruppe 2) getesteten Patienten (s. Tab. 5). Eine anti-HEV
IgG-Konzentration von < 20 U/ml galt als negativ, von 20-24 U/ml als grenzwertig und
von > 24 U/ml als positiv. Man erkennt, dass es in jeder Gruppe zu einem signifikanten
Abfall des Titers vom Zeitpunkt vor OLT zum ersten Verlaufszeitpunkt zu Monat 6
kommt (p<0,05) und der Titer anschlieRend konstant bleibt (s. Tab. 5).

AulBerdem sind die Unterschiede zwischen den 3 verschiedenen Gruppen zu allen
Zeitpunkten signifikant (p<0,05). Patienten der Gruppe 1 (n=20) hatten in der positiven
Probe zum Zeitpunkt vor OLT mit 68 U/ml einen signifikant hoheren Antikorpertiter als
Patienten der Gruppe 2 (n=7; anti-HEV IgG-Konzentration=28,8 U/ml; p<0,01). Tabelle
5 ist zu entnehmen, dass die anti-HEV IgG-Konzentrationen in Gruppe 2 (n=7) zu den
untersuchten Zeitpunkten nach OLT (zu denen diese Patienten im ELISA anti-HEV IgG
negative Befunde aufwiesen) signifikant héher waren als die ELISA-Ergebnisse der
durchgehend seronegativ getesteten Patienten (p<0,01).

Tabelle 5: Anti-HEV 1gG-Konzentrationen (U/ml) zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten im
Vergleich zwischen den durchgehend anti-HEV IgG negativ getesteten Patienten (n=119), den
durchgehend anti-HEV I1gG positiv getesteten Patienten (Gruppe 1; n=20) und den nur vor orthotoper
Lebertransplantation (OLT) anti-HEV 1gG positiv getesteten Patienten (Gruppe 2; n=7). Eine anti-HEV
IgG-Konzentration von < 20 U/ml galt als negativ, von 20-24 U/ml als grenzwertig und von > 24 U/ml als

positiv. Im Falle eines grenzwertigen ELISA’s wurde ein Westernblot durchgefiihrt, dessen Ergebnis die
jeweilige Serumprobe als positiv oder negativ bewertete.

Mittels ELISA gemessene anti-HEV IgG-Konzentration [U/ml;
Mittelwert + SD (Spannweite)]
Patientengruppe

vor OLT Monat 6 Monat 12 Monat 36
Durchgehend seronegativ ge- 4,95 + 4,83 3,45 + 3,09 3,48 + 3,28 3,52+ 3,48
testete Patienten (n=119) (0,9-23,23) (0,78-16,27) (0,83-14,17) (0,90-18,77)
Gruppe 1 (n=20) 68,52 + 28,12 | 56,35+ 34,17 | 54,26 + 33,86 52,58 + 33,08

(34,55-130,19)

(22,78-148,01)

(20,61-145,47)

(20,00-144,91)

Gruppe 2 (n=7)

28,75+ 5,23
(22,34-36,20)

10,08 + 4,02
(4,09-16,22)

10,54 + 4,68
(4,72-18,02)

10,01 * 4,54
(5,00-17,79)

Anmerkung. OLT, orthotope Lebertransplantation; SD, standard deviation (engl., Standardabweichung).
Die Differenzen der anti-HEV IgG-Konzentrationen (U/ml) waren zu allen Untersuchungszeitpunkten
zwischen den 3 Gruppen statistisch signifikant (p<0,05). Der p-Wert wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-
Tests berechnet.



3.14 Die Sensitivitat des HEV-ELISA’s im Vergleich zum HEV-Westernblot

Aufgrund der hoheren Sensitivitdt gegentber dem ELISA gilt der HEV-Westernblot als
Bestatigungstest bei grenzwertigem anti-HEV ELISA-Befund (20-24 U/ml). Fir die
vorliegende Arbeit ist die Indikationsstellung des Westernblots in Patienten und
Methoden unter 2.8.2 beschrieben. Insgesamt wurden von 49 im HEV-ELISA
getesteten Serumproben HEV-Westernblot-Testungen durchgefihrt. Es wurden 8 anti-
HEV IgG grenzwertige, 27 zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positive und 14 anti-
HEV IgG negative ELISA-Proben (Serumproben Monat 6 und Monat 12 nach OLT von
den ausschlie3lich zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV 1gG positiv getesteten Patienten;
Gruppe 2 (n=7)) mittels HEV-Westernblot getestet.

45 von 49 Serumproben wurden im HEV-Westernblot positiv getestet (92%). 7 von 8 im
ELISA anti-HEV IgG grenzwertig getestete Serumproben waren im anti-HEV
Westernblot positiv (88%). Alle 27 im ELISA zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV 1gG
positiv getesteten Serumproben wurden im anti-HEV Westernblot positiv getestet
(100%). 11 der 14 (79%) im ELISA negativ getesteten Verlaufsproben von Patienten
der Gruppe 2 (n=7) waren im anti-HEV Westernblot positiv (s. Abb. 10).

1. Serumproben mit einem grenzwertigen ELISA-Befund (20-24 U/ml), n=8

Westernblot positiv (24 Punkte) bei n=7 Patienten (87,5%)

2. Serumproben mit einem positiven ELISA-Befund (=24 U/ml) zum Zeitpunkt vor OLT (n=27)

Westernblot positiv (=4 Punkte) bei n=27 Patienten (100%)

3. Im ELISA anti-HEV IgG negativ (<20 U/ml) getestete Verlaufsproben (Monat 6 und 12 nach OLT) von Patienten,
die ausschlieBlich zum Zeitpunkt vor OLT im ELISA anti-HEV IgG positiv getestet wurden (Gruppe 2, n=7)

Westernblot positiv (24 Punkte) zu Monat 6 nach OLT: n=6 Patienten (85,7%)
Westernblot positiv (24 Punkte) zu Monat 12 nach OLT: n=>5 Patienten (71,4%)

Abbildung 10: Ergebnisse des Westernblots in Abhéngigkeit vom ELISA-Ergebnis. Von 49 Serumproben
wurden Westernblots angefertigt; 45 davon waren positiv (= 4 Punkte) und 4 negativ (€ 2 Punkte). Ein
Ergebnis von 3 Punkten im HEV-Westernblot, welches in der vorliegenden Testreihe nicht vorkam, wére
als grenzwertig zu verstehen gewesen.



Es sollte auRerdem untersucht werden, ob die anti-HEV IgG-Konzentration im ELISA
(U/ml) mit der Punktzahl im Westernblot, die sich nach einem vom Hersteller (Fa.
Mikrogen) vorgegebenen Schema aus der Farbreaktion der verschiedenen
Antigenbanden berechnete, korrelierte. Hierfir wurden die Punktesummen des
Westernblots gegen die im ELISA ermittelten anti-HEV IgG-Konzentrationen in einem
kartesischen Koordinatensystem aufgetragen (s. Abb. 11). Es ist kein linearer

Zusammenhang erkennbar.
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Abbildung 11: Auftragung der Punktesummen aus dem Westernblot gegen die anti-HEV IgG-
Konzentrationen (U/ml) aus dem ELISA (n=49). Ein Westernblot-Ergebnis von = 4 Punkten galt als
positiv, von 3 Punkten als grenzwertig und von < 2 Punkten als negativ. Eine anti-HEV IgG-Konzentration
von < 20 U/ml galt als negativ, von 20-24 U/ml als grenzwertig und von > 24 U/ml als positiv. Es ist kein
linearer Zusammenhang erkennbar.

3.15 Antikdrperverteilungsmuster der positiven HEV-Westernblots

Betrachtet man das Antikorperverteilungsmuster aller positiven Westernblots (n=45 von
49 durchgefiihrten Westernblots; 92%) in Abbildung 12, so reagierte in 44 von 45
positiven Blots der C-terminale Teil des ORF2-Antigens (O2C) positiv und einmal

grenzwertig. Der N-terminale Teil des ORF2-Antigens (O2N) reagierte bei 2 positiven



HEV-Westernblots grenzwertig; Die O3-Bande (Antigenbande des ORF3-Proteins)
reagierte in 8 von 45 positiven Blots positiv und 4 mal grenzwertig.

AK-Klassen Kontrolle Cutoff-Kontrolle

1gG IgM O2N oz2cC O2M o3
Reaktions-Ktr. | | Gtl Gt3  Gt1 Gt3 | Gt1 Gt3
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Abbildung 12: Antikorperverteilungsmuster der 45 positiv getesteten Westernblots. Im oberen Abschnitt
der Abbildung ist ein HEV-Westernblot-Teststreifen dargestellt. Auf diesem sind die verschiedenen
Antigene des HEV aufgetragen: der N- und C-terminale Teil sowie das Mittelstiick des ORF2-Proteins
(O2N, 02C, 02M) und das ORF3-Protein (03). Der Westernblot unterscheidet auRerdem zwischen
Genotyp 1- und Genotyp 3-Antikdrpern (Gtl, Gt3). Zusatzlich zu den Antikdrper (AK) — Klassen
Kontrollen (IgG, IgM) gibt es eine Reaktionskontrolle (Reaktions-Ktr.), die sicherstellt, dass Serum zur
Untersuchung aufgetragen wurde. Die Evaluierung jeder Bande bezieht sich auf die Cutoff-Kontrolle. Bei
Antigenen, fur die es zwei Genotyp-Banden gibt, wird diejenige gewahlt, die starker erscheint.

3.1.6 Quantitative Auswertung der HEV-Westernblot-Ergebnisse fur die
zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten

Die im ELISA ermittelten anti-HEV 1gG-Konzentrationen waren zum Zeitpunkt vor OLT
fur die durchgehend seropositiv getesteten Patienten (Gruppe 1; n=20) und die
ausschlieBlich zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten
(Gruppe 2; n=7) signifikant unterschiedlich. Es interessierte daher die Frage, ob ein
vergleichbarer Zusammenhang fur die im HEV-Westernblot aus den verschiedenen
Antigenbanden berechneten Punktzahlen vorlag. In Tabelle 6 sind die absoluten
Ergebnisse (Punktzahlen) der Westernblot-Testungen dargestellt. Zum Zeitpunkt vor
OLT erreichten Patienten der Gruppe 1 (n=20) eine hohere Punktizahl im Blot als
Patienten der Gruppe 2 (n=7) (5,6 vs. 4,6 Punkte). Dieser Unterschied war jedoch
statistisch nicht signifikant (p=0,14).



Tabelle 6: Vergleich der Gesamtpunktzahlen der im Westernblot untersuchten Serumproben zum
Zeitpunkt vor orthotoper Lebertransplantation (OLT). Es wurden die Farbintensitaten der jeweiligen
Banden mit der Cutoff-Kontrolle verglichen, Punkte nach einem vom Hersteller vorgegebenen Schema fiir
jede Antigenbande ermittelt und anschlieBend zu einem Gesamtwert addiert. Dargestellt sind die
Ergebnisse von allen Patienten, die zum Zeitpunkt vor OLT ein positives anti-HEV 1gG-Ergebnis im
ELISA aufwiesen (n=28), der zu allen Zeitpunkten anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten (Gruppe 1;
n=20) und der ausschlieBlich zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG seropositiv getesteten Patienten
(Gruppe 2; n=7). Ein Westernblot-Ergebnis von = 4 Punkten galt als positiv und von < 2 Punkten als
negativ. Ein Ergebnis von 3 Punkten, welches in der vorliegenden Testreihe nicht vorkam, wére als
grenzwertig zu verstehen gewesen.

Punktesumme der Antigenbanden des
Patientengruppe Westernblots [Punkte; Mittelwert + SD
(Spannweite)]
Alle vor OLT seropositiv getesteten Patienten (n=28) 5,29 + 1,80 (4-9)
Gruppe 1 (n=20) 5,60 £ 1,88 (4-9)
Gruppe 2 (n=7) 4,57 + 1,51 (4-8)

Anmerkung. OLT, orthotope Lebertransplantation; SD, standard deviation (engl., Standardabweichung);
der Unterschied im Mittelwert zwischen Gruppe 1 (n=20) und Gruppe 2 (n=7) war statistisch nicht
signifikant (p=0,14). Der p-Wert wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests berechnet.

3.1.7 Ergebnisse der Aviditatstestungen der zum Zeitpunkt vor OLT anti-

HEV IgG positiv getesteten Patienten

Die Aviditat ist ein Mal3 fur die Bindungsstarke zwischen Antikorper und Antigen. Eine
Aviditatstestung kann helfen, den Zeitpunkt der Infektion einzuschatzen. Fir die
Testdurchfuhrung wurden je zwei HEV-Westernblot-Teststreifen mit derselben
Serumprobe inkubiert, wobei einem der beiden Teststreifen Aviditatslosung hinzugefugt
wurde. Diese lasst niedrig avide Antikorper, die eher im Rahmen einer (post)akuten
Infektion gebildet werden, abdiffundieren, wahrend hoch avide Antikdrper gebunden
bleiben. Man dividierte die beiden Punktzahlen und erhielt den Aviditatsindex fur eine
Serumprobe. Ein Aviditatsindex von < 0,5 konnte dabei auf einen frihen
Infektionszeitpunkt hinweisen.

Es sollte fir die zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten
(n=28) eine Abschatzung des Infektionszeitpunktes erfolgen. Aul3erdem interessierte
die Frage, ob es hinsichtlich des Infektionszeitpunktes Unterschiede zwischen Patienten
der Gruppe 2 (n=7) und Gruppe 1 (n=20) gab und mdglicherweise der
Infektionszeitpunkt Einfluss auf den HEV IgG-Antikorperverlauf nach OLT nahm.

Die Zeitpunkte, in welchen die Serumproben vor OLT asserviert wurden, wiesen eine

gro3e Spannweite auf (0-19 Monate, durchschnittlich 2,7 Monate fir die n=28 zum



Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten). Daher erfolgte zunéchst
in Abhangigkeit vom Zeitpunkt, wann die Serumprobe vor OLT abgenommen wurde, ein
Vergleich zwischen Gruppe 1 (n=20) und 2 (n=7). Der gemittelte Abstand vom
Untersuchungszeitpunkt vor OLT zur Lebertransplantation war in Gruppe 2 mit 4,4
Monaten grol3er als in Gruppe 1 (2,2 Monate; p=0,54).

Von allen 28 Patienten, die vor OLT ein positives anti-HEV IgG-Ergebnis aufwiesen,
hatten 24 Patienten (86%) einen Aviditatsindex > 0,5 und 4 Patienten (14%) einen
Aviditatsindex von 0,5. Es gab somit keine Hinweise auf kirzlich stattgehabte
Infektionen. Die errechneten Mittelwerte unterschieden sich zwischen Patienten der
Gruppe 1 (n=20) und 2 nicht signifikant voneinander (0,88 vs. 0,86; p=0,97). Das
detaillierte Ergebnis der Aviditatstestung ist in tabellarischer Form dem Anhang der

Arbeit beigefigt.

3.1.8 Medikamentdse Immunsuppression der zum Zeitpunkt vor OLT anti-

HEV IgG positiv getesteten Patienten

Um herauszufinden, welche Bedeutung die medikamentése Immunsuppression fir den
Antikodrperverlauf nach OLT besitzt, wurde das immunsuppressive
Medikamentenschema zum Zeitpunkt Monat 6 nach OLT, zu dem 7 von anfangs 28 im
ELISA anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten negativ wurden (Gruppe 2), notiert.
Ein Vergleich wurde zwischen den durchgehend anti-HEV IgG positiv getesteten
Patienten (Gruppe 1; n=20) und den ausschliel3lich zum Zeitpunkt vor OLT seropositiv
getesteten Patienten (Gruppe 2; n=7) durchgefihrt, um die Rolle der
immunsuppressiven Therapie in diesem Kontext zu evaluieren.

Das am haufigsten verwendete immunsuppressive Pharmakon war Tacrolimus. Zu
Monat 6 nach OLT war es Bestandteil der immunsuppressiven Therapie bei 18
Patienten aus Gruppe 1 (90%) sowie 6 Patienten aus Gruppe 2 (86%). Die
durchschnittlichen Tacrolimus-Blutspiegel zu Monat 6 nach OLT zeigten zwischen
Patienten der Gruppe 1 (7,82 ng/ml) und 2 (7,77 ng/ml) keinen signifikanten
Unterschied (p>0,05). Eine ausfuhrliche Darstellung der immunsuppressiven
Medikamentenschemata ist in tabellarischer Form dem Anhang der Arbeit hinterlegt.
Abbildung 13 setzt zum Untersuchungszeitpunkt Monat 6 nach OLT den Tacrolimus-
Spiegel (ng/ml) in Abh&ngigkeit zu den im ELISA ermittelten anti-HEV IgG-



Konzentrationen (U/ml) und vergleicht diesen Quotienten zwischen Gruppe 1 (n=20)
und Gruppe 2 (n=7). Der Unterschied der Mittelwerte fur diesen Quotienten war
statistisch signifikant (0,17 ng/ml / U/ml in Gruppe 1 vs. 0,97 ng/ml / U/ml in Gruppe 2;
p<0,01).
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Abbildung 13: Der Tacrolimus-Spiegel (ng/ml) in Abhangigkeit von der im HEV-ELISA bestimmten anti-
HEV IgG-Konzentration (U/ml). Der Vergleich erfolgte zwischen den durchgehend seropositiv getesteten
Patienten (Gruppe 1; n=20) und den ausschlief3lich vor orthotoper Lebertransplantation (OLT) anti-HEV
1gG positiv getesteten Patienten (Gruppe 2; n=7) zum Untersuchungszeitpunkt Monat 6 nach OLT. Bei 18
Patienten aus Gruppe 1 (90%) sowie 6 Patienten aus Gruppe 2 (86%) war Tacrolimus Bestandteil der
immunsuppressiven Therapie zu Monat 6 nach OLT. Der Unterschied der Mittelwerte fir den Quotienten
aus Tacrolimus-Spiegel und anti-HEV 1gG-Konzentration war statistisch signifikant (0,17 ng/ml / U/ml in
Gruppe 1 vs. 0,97 ng/ml/ U/ml in Gruppe 2; p<0,01).

3.1.9 Fallbeschreibung der Patienten, die erst zu einem Zeitpunkt nach
OLT anti-HEV IgG positiv getestet worden sind

Insgesamt 31 Patienten zeigten im ELISA-Screening zu mindestens einem
Untersuchungszeitpunkt einen positiven anti-HEV 1gG-Befund. 28 Patienten (19%)
waren bereits vor OLT anti-HEV 1gG positiv, d.h. der Kontakt mit HEV erfolgte vor der
Lebertransplantation. 3 Patienten wurden zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG negativ

getestet und zu mindestens einem Verlaufszeitpunkt nach OLT positiv. Hiervon wurde



ein Patient ab Monat 6 seropositiv getestet (im Folgenden als Patient 1 bezeichnet) und
2 Patienten ausschlie3lich zum Zeitpunkt Monat 12 nach OLT (als Patienten 2 und 3

bezeichnet).

3.1.9.1 Patient 1 — eine akute, selbstlimitierende HEV-Infektion

Es handelt sich um einen 37-jahrigen mannlichen Patienten, der aufgrund einer
alkoholtoxischen Leberzirrhose 2005 lebertransplantiert wurde. Der Patient war vor OLT
seronegativ fur anti-HEV IgM und IgG sowie fur HEV-RNA. In der Serumprobe 6
Monate nach OLT (Tag 182) zeigte der Patient positive Befunde fur diese 3
Infektionsparameter. Zu den Verlaufszeitpunkten Monat 12 (Tag 364) und Monat 36
(Tag 1105) nach OLT blieb einzig anti-HEV IgG nachweisbar. Aul3er zu diesen 4
Untersuchungszeitpunkten gab es keine weiteren verfligbaren Patientenseren.
Abbildung 14 zeigt den Transaminasen- (nur Alanin-Aminotransferase, ALT) und den
Bilirubin-Verlauf Uber den gesamten Zeitraum nach OLT. Wahrend die Bilirubin-Spiegel
Uber den gesamten Untersuchungszeitraum unterhalb des oberen Normwertes blieben,
stiegen die Transaminasen-Werte, nachdem sie 15 Tage nach OLT unterhalb des
oberen Normwertes gefallen waren (der initiale Anstieg der Transaminasen postoperativ
ist im Sinne des Reperfusionsschadens zu interpretieren), zu Monat 4 (Tag 95) wieder
an. Die hochste ALT-Erhdéhung (2,7-fach des oberen Normwertes) wurde zu Monat 7
(Tag 222) erreicht. In der Folge zeigte sich ein Rickgang der ALT und ab Monat 10
nach OLT (Tag 306) eine anhaltende Normalisierung der Transaminasen.

Die initiale Immunsuppression des Patienten bestand aus Tacrolimus
(Blutspiegelkontrolle) und Prednison (Reduktionsschema). Prednison wurde zu Monat
10 (Tag 310) abgesetzt, sodass anschlieRend die Immunsuppression des Patienten
ausschlief3lich aus Tacrolimus bestand (s. Abb. 14).

Leberbiopsien wurden zu Monat 12 und 36 nach OLT durchgefiihrt. Die Leberbiopsie zu
Monat 12 zeigte eine milde portale Fibrose ohne Septen sowie sparliche lymphozytare
Infiltrate und die zu Monat 36 durchgeflhrte Leberbiopsie eine milde portale Fibrose.
Uber den gesamten Verlauf wurden keine auffalligen klinischen Symptome
dokumentiert. Im Rahmen der Patientenbefragung gab der Patient einen Konsum von
Innereien (seltener als 1 Mal pro Monat) sowie den Konsum von Wild (seltener als 10
Mal im Jahr) an. Der Konsum von Wildschweinfleisch sowie eine Reise in eine HEV-

endemische Region wurden verneint und es waren keine Bluttransfusionen im



Beobachtungszeitraum fur den Patienten dokumentiert. AufRerdem ergab eine
phylogenetische Analyse der Sequenz der HEV-RNA positiven Serumprobe zu Monat 6
nach OLT, dass der Patient mit HEV des Genotyp 3 infiziert war — ein Genotyp, der in
westlichen Industrielandern auch bei Tieren gefunden werden kann. Die beschriebenen

Befunde korrelieren somit mit einer autochton erworbenen, akut selbstlimitierenden
HEV-Infektion.

Prednison | .
Tacrolimus | Blutspiegelkontrolle
. ——ALT
---a--- BilirubinT
2
z3
@)
w
[}
=
]
1} 2 1
=
Q
8
%
1 N
A |
0= T T T T T
15 95 182 222 306 364 1105
Tage nach OLT
! ! ! !
anti-HEV IgM - + - -
anti-HEV IgG - + + +
HEV-RNA - + -

Abbildung 14: Laborchemischer und serologischer Verlauf einer akuten, selbstlimitierenden HEV-
Infektion bei Patient 1, der aufgrund einer alkoholtoxischen Leberzirrhose lebertransplantiert wurde. ALT-
und Gesamtbilirubin-Werte sind als x-faches des oberen Normwertes (ONW) dargestellt. Anti-HEV IgM-,
anti-HEV 1gG- und HEV-RNA-Ergebnisse sind zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten
angegeben. Das immunsuppressive Regime ist in Form von Balken aufgezeigt. Tacrolimus war tUber den
gesamten Verlauf Bestandteil der immunsuppressiven Therapie (Blutspiegelkontrolle: ng/ml). Initial wurde
zusatzlich Prednison appliziert (Reduktionsschema hellblauer Balken). Mit dem ALT-Anstieg wurde die
Dosis zu Tag 104 nach orthotoper Lebertransplantation (OLT) bei Verdacht auf eine milde, akute
AbstofRungsreaktion von 2,5 mg/Tag auf 15 mg/Tag erhoht (dunkelblauer Balken) und ab Tag 131 wieder
langsam reduziert (hellblauer Balken), bis Prednison zu Tag 310 abgesetzt werden konnte. Insgesamt
waren die Transaminasen Uber einen Zeitraum von mehr als 6 Monaten erhoht (211 Tage).



3.1.9.2 Patienten 2 und 3 — zwei Patienten mit einem positiven anti-HEV IgG-
Befund zum Zeitpunkt Monat 12 nach OLT

Nachfolgend werden die klinischen und laborchemischen Verlaufe der ausschlief3lich zu
Monat 12 nach OLT anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten (als Patient 2 und 3
bezeichnet) dargestellt.

Aufgrund einer HBV-bedingten Leberzirrhose erhielt der 47-jahrige, mannliche Patient 2
im Marz 2003 ein Lebertransplantat. Bei persistierend hohen Transaminasen fihrte
man 41 Tage nach OLT eine Leberbiopsie durch und konnte eine akute Rejektion sowie
eine HBV-Reinfektion molekulargenetisch ausschliel3en. Im 4. Monat nach OLT (Tag
111) war der ALT-Wert 17,8-fach erhoht. Eine weitere Biopsie zeigte das Bild einer
chronischen Rejektion Grad Il, woraufhin das immunsuppressive Regime auf eine
Triple-Therapie bestehend aus Tacrolimus, Mycophenolat-Mofetii (MMF) und
Prednisolon erweitert wurde (zur genauen immunsuppressiven Therapie im Zeitverlauf
s. Abb. 15). Die Transaminasen zeigten seit dem Zeitpunkt Monat 7 nach OLT (Tag
182) eine sich normalisierende Tendenz, blieben jedoch im gesamten weiteren Verlauf
leichtgradig erhéht. Zudem konnte in der anti-HEV IgG positiven Serumprobe zum
Zeitpunkt Monat 12 nach OLT eine rezidivierende HBV-Infektion mit einer HBV-Viruslast

von 9064 Kopien/ml nachgewiesen werden.
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Abbildung 15: ALT-Verlauf von Patient 2, der aufgrund einer HBV-bedingten Leberzirrhose
lebertransplantiert wurde. Patient 2 wies ausschlie3lich in der Serumprobe zu Monat 12 nach OLT einen
positiven anti-HEV IgG-Befund auf. Es gelang kein RNA-Nachweis. ALT-Werte sind als x-faches des
oberen Normwertes (ONW) dargestellt. Patient 2 zeigte zwischen Monat 2 (Tag 38) und 7 (Tag 217) nach
orthotoper Lebertransplantation (OLT) einen signifikanten Anstieg der Transaminasen. Auch im weiteren
Verlauf blieben die ALT-Werte leichtgradig erhoht. Die initiale Immunsuppression des Patienten bestand
aus Tacrolimus (Blutspiegelkontrolle) und Prednisolon (Reduktionsschema). Die Anfangsdosis fur
Prednisolon betrug 20 mg/Tag (hellblauer Balken). Zu Tag 85 nach OLT betrug die Prednisolon-Dosis 15
mg/Tag (dunkelblauer Balken) und wurde zu Tag 111 wieder auf 20 mg/Tag erhéht. Anschliel3end konnte
die Dosierung kontinuierlich reduziert werden; zu Tag 217 nach OLT wurde Prednisolon abgesetzt.
Mycophenolat-Mofetil (MMF) wurde zu Tag 130 nach OLT zum immunsuppressiven Schema hinzugefigt
(1 o/Tag), aber aufgrund gastrointestinaler Nebenwirkungen ab Tag 205 durch Sirolimus (2 g/Tag)
ersetzt. Zu Monat 24 wurde Sirolimus durch eine Kombination aus Tacrolimus plus MMF (1 g/Tag)
ersetzt.

Patient 3, eine 64-jdhrige, weibliche Patientin, erhielt im Mai 2004 eine
Lebertransplantation bei ischamischer Cholangiopathie. Vorausgegangen war eine
iatrogene Sigmaperforation im Rahmen einer Koloskopie 2003. Nach einer Operation
kam es zu zahlreichen Komplikationen (wie Nachblutungen und einer
Enterokokkensepsis), die zu einem Multiorganversagen mit ARDS fuhrten. Im Rahmen
der schweren Erkrankung verschlechterte sich die Leberfunktion zunehmend und die
Patientin wurde transplantationspflichtig.

Zum Zeitpunkt Monat 6 nach OLT (Tag 186) wurde die Tacrolimus-Dosis im Rahmen
der halbjahrlichen Routineuntersuchung reduziert. In der Folge stieg der ALT-Wert an
und war an Tag 219 nach OLT 3,4-fach erhdht. Die immunsuppressive Dosis wurde

wieder erh6éht und es kam zu einem Abfall des ALT-Wertes, der im weiteren Verlauf



aber stets erhoht blieb. Ergénzt wurde die immunsuppressive Therapie durch
Prednisolon (Reduktionsschema, s. Abb. 16).
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Abbildung 16: ALT-Verlauf fir Patient 3, der aufgrund einer ischdmischen Cholangiopathie
lebertransplantiert wurde, Patient 3 wurde ausschlieRlich zu Monat 12 nach orthotoper
Lebertransplantation (OLT) anti-HEV IgG positiv getestet. ALT-Werte sind als x-faches des oberen
Normwertes (ONW) angegeben. Bei Patient 3 zeigt der ALT-Verlauf zu Monat 6 nach OLT (Tag 186)
einen Anstieg sowie einen im Folgenden undulierenden Verlauf der Transaminasen. Die initiale
Immunsuppression bestand aus Tacrolimus (Blutspiegelkontrolle) und Prednisolon (Reduktionsschema).
Die Prednisolon-Dosis wurde kontinuierlich reduziert. Von 10 mg/Tag zu Tag 42 nach OLT, auf 5 mg/Tag
zu Tag 135 nach OLT und 2,5 mg/Tag zu Tag 205 nach OLT, bevor Prednisolon zu Tag 368 abgesetzt
werden konnte.

Fur beide Patienten war das Ergebnis des HEV-Westernblots der zum Zeitpunkt Monat
12 nach OLT im ELISA anti-HEV IgG positiv getesteten Serumprobe ebenfalls positiv.
Wahrend bei Patient 2 das im ELISA ermittelte anti-HEV IgG-Ergebnis zu Monat 36
nach OLT mit 1,3 U/ml eindeutig negativ war, lag dieses bei Patient 3 mit 19,5 U/ml
nahe am Grenzwert-Bereich (20-24 U/ml). Das HEV-Westernblot-Ergebnis der
Serumprobe zum Zeitpunkt Monat 36 nach OLT war flr Patient 3 positiv. Von Patient 2
reichte das Volumen der Serumprobe zum Zeitpunkt Monat 36 nach OLT fir eine
Westernblot-Untersuchung nicht mehr aus. Es standen fur beide Patienten zwischen
den angegebenen Untersuchungszeitpunkten keine weiteren Serumproben zur
Verfiigung.



3.2 Patientencharakteristika und Risikofaktoren bei anti-HEV
Seropositivitat

3.2.1 Demographische Faktoren

Um die Relevanz demographischer Faktoren flr den Erwerb einer HEV-Infektion zu
evaluieren, wurden in der ELISA-Kohorte (n=150) verschiedene demographische
Variablen erfasst und zwischen den anti-HEV IgG positiv sowie negativ getesteten
Patienten verglichen. Wie Tabelle 7 zu entnehmen ist, wurden 75% (n=112) der
Patienten aus der ELISA-Kohorte (n=150) in Deutschland geboren, 7% (n=10)
stammten aus der Turkei und 18% (n=27) aus einem anderen Land. Zum Zeitpunkt der
Transplantation lebten 72% der Patienten (n=107) in der Region Berlin-Brandenburg;
60% der Patienten (n=90) in einem Ort mit mehr als 100.000 Einwohnern, 13% (n=19)
in einem Ort mit einer Einwohnerzahl zwischen 20.000 und 100.000 sowie 27% (n=40)
in einem Ort mit weniger als 20.000 Einwohnern.

Patienten, die zum Zeitpunkt der OLT in einem Wohnort mit weniger als 20.000
Einwohnern lebten, hatten gegenlber Patienten in einem Wohnort mit mehr als 100.000
Einwohnern eine signifikant niedrigere anti-HEV IgG-Seropravalenz (10 vs. 28%,
p=0,03). Bezuglich weiterer demographischer Faktoren gab es keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen HEV-seropositiv und —seronegativ getesteten
Patienten (s. Tab. 7). Patienten, die zum Zeitpunkt der OLT in Berlin lebten (n=77),
wiesen eine hohere anti-HEV 1gG-Seropravalenz auf als Patienten aus anderen
Bundeslandern (27 vs. 12%, p=0,06). AuRerdem hatten Patienten, die aus der Turkei
stammten (n=10), einer HEV-endemischen Region, eine tendenziell hohere

Seropravalenz als in Deutschland geborene Patienten (40% vs. 20%, p=0,22).



Tabelle 7: Anti-HEV Seropravalenz und Odds Ratios (OR) fiir ausgewahlte demographische Variablen
sowie die Atiologie der Lebererkrankung in der ELISA-Kohorte (n=150).

Patientenan-  Anti-HEV IgG
zahl % n (%)° positiv, °
Variable (n = 150) % (95% KI) OR (95% KI) p-Wert
Geschlecht
Mannlich (Referenz) 95 (63,3) 22,1(13,6-30,6) 1,0
Weiblich 55 (36,7) 18,2 (7,7-28,7) 0,78 (0,34-1,81) 0,68
Geburtsland
Deutschland (Referenz) 112 (75,2) 19,6 (12,2-27,1) 1,0
Tarkei 10 (6,7) 40,0 (3,1-76,9) 2,73 (0,71-10,50) 0,22
Sonstige ¢ 27 (18,1) 18,5 (2,9-34,2) 0,93 (0,32-2,73) 1,00
Wohnort, Ew. ©
>100.000 (Referenz) 90 (60,4) 27,8 (18,3-27,2) 1,0
20.000 - 100.000 19 (12,8) 10,5 (4,7-25,7) 0,31 (0,07-1,42) 0,15
<20.000 40 (26,8) 10,0 (0,28-19,7) 0,29 (0,09-0,90) 0,03
Wohnregion, Bundesland °©
Berlin (Referenz) 77 (51,7) 27,3 (17,1-37,5) 1,0
Brandenburg 30 (20,1) 16,7 (2,5-30,8) 0,53 (0,18-1,58) 0,32
Sonstige ' 42 (28,2) 11,9 (1,7-22,1) 0,36 (0,13-1,04) 0,06
Grunderkrankung
Alkoholtoxische Leberzirrhose 48 (32,0) 22,9 (10,6-35,3) 1,0
Hepatitis B 29 (19,3) 27,6 (10,3-44,9) 1,28 (0,45-3,69) 0,79
Hepatitis C 28 (18,7) 14,3 (0,47-28,1) 0,56 (0,16-1,97) 0,55
Sonstige ° 45 (30,0) 17,8 (6,2-29,4) 0,73 (0,26-2,01) 0,61
Anmerkung. Ew., Einwohner; KI, Konfidenzintervall; OR, Odds Ratio (engl., Quotenverhaltnis); Referenz,
Referenzgruppe.
% Ppatientenzahlen variieren aufgrund unvollstandiger Teilnahme an der Befragung sowie Tod im
Beobachtungszeitraum.

® Die Prozentzahlen beziehen sich auf die Anzahl der Patienten, von denen die jeweilige Information
erhoben werden konnte bzw. die die zugehdrige Frage beantwortet haben.

° Die anti-HEV lgG-Seropravalenz von allen 150 getesteten Patienten lag bei 20,7%.

“ Die unter »~oonstige“ fallenden Geburtslander waren: Polen (n=6; davon 1 Patient anti-HEV 1gG positiv),
Italien (n=4), Frankreich (n=2; davon 1 Patient anti-HEV IgG positiv), GroRbritannien (n=2; davon 1
Patient anti-HEV 1gG positiv), Kroatien und Russland (jeweils n=2), Griechenland (n=1; dieser Patient
wurde anti-HEV IgG positiv getestet), Pakistan (n=1; dieser Patient wurde anti-HEV IgG positiv getestet),
Indien, Sudkorea, Marokko, Tschechien, Ukraine, Ungarn, Weildrussland (jeweils n=1).

®Wohnort und Wohnregion beziehen sich zeitlich auf den Transplantationszeitpunkt.

" Die unter ~oonstige* fallenden Bundeslander waren: Sachsen (n=12; davon 2 Patienten anti-HEV IgG
positiv), Hessen (n=7; davon 2 Patienten anti-HEV IgG positiv) Bayern (n=6), Mecklenburg-Vorpommern
(n=4; davon 1 Patient anti-HEV 1gG positiv), Niedersachen (n=4), Baden-Wirttemberg (n=3), Nordrhein-
Westphalen und Schleswig-Holstein (jeweils n=2), Bremen und Saarland (jeweils n=1).

9 Die unter ,Sonstige* fallenden Grunderkrankungen sind unter 3.1.2 in Tabelle 4 beschrieben.

3.2.2 Pravalenz von Risikofaktoren fir eine HEV-Infektion

Mit Hilfe eines selbstkonzipierten Fragebogens sollten weitere Risikofaktoren fir den
Erwerb einer HEV-Infektion erfasst werden. Die Ergebnisse des Fragebogens sind in
Tabelle 8 (s.u.) zusammengefasst dargestellt. Eine ausfuhrlichere Darstellung ist dem

Anhang der Arbeit beigeflgt.



Tabelle 8: Pravalenz und Odds Ratios (OR) von anti-HEV IgG-Antikdrpern in Bezug auf ausgewahlte
Risikofaktoren bei 123 von 150 Patienten der ELISA-Kohorte.

Patienten-  Anti-HEV IgG
anzahl &, positiv, ° p-

Variable n (%) b % (95% K1) OR (95% KI) Wert
Tierkontakt
Haustiere

Nein 61 (49,6) 19,7 (9,4-29,9) 1,0

Ja 62 (50,4) 21,0 (10,6-31,4) 1,08 (0,45-2,61) 1,00
Beruflicher Tierkontakt

Nein 110 (89,4) 18,2 (10,9-25,6) 1,0

Ja 13 (10,6) 38,5 (7,9-69,1) 2,81 (0,83-9,52) 0,14
Essgewohnheiten
Konsum von Fleischprodukten, Anzahl / Monat

0-10 17 (14,2) 17,7 (2,6-37,9) 1,0

11-20 26 (21,7) 19,2 (3,0-35,5) 1,11 (0,23-5,41) 1,00

>20 77 (64,2) 22,1 (12,6-31,6) 1,32 (0,34-5,14) 1,00
Schweinefleisch und Schinken, Anzahl / Monat

0-5 41 (33,9) 19,5 (6,9-32,2) 1,0

6-10 27 (22,3) 7,4 (3,2-18,0) 0,33 (0,06-1,69) 0,29

>10 53 (43,8) 28,3 (15,8-40,8) 1,63 (0,61-4,32) 0,35
Konsum von Innereien

Nein 33 (27,5) 18,1 (4,3-32,1) 1,0

Ja 87 (72,5) 21,8 (13,0-30,7) 1,26 (0,45-3,48) 0,80
Konsum von Innereien, Anzahl / Monat

0 33 (27,5) 18,2 (4,3-32,1) 1,0

<1 43 (35,8) 16,3 (4,8-27,8) 0,86 (0,26-2,90) 1,00

1 30 (25,0) 16,7 (2,5-30,8) 0,90 (0,24-3,32) 1,00

>1 14 (11,7) 50,0 (20,0-80,0) 4,50 (1,14-17,73) 0,04
Konsum von Wild

Nein 78 (63,9) 19,2 (10,3-28,2) 1,0

Ja 44 (36,1) 22,7 (9,8-35,6) 1,23 (3,05-0,50) 0,65
Konsum von Wild, Anzahl / Jahr

0 78 (63,9) 19,2 (10,3-28,2) 1,0

1-10 38 (31,1) 21,1 (7,5-34,6) 1,12 (0,43-2,93) 0,81

>10 6 (4,9) 33,3 (20,9-87,5) 2,10(0,35-12,56) 0,60
»oonstige Risikofaktoren*
Anzahl der Sexualpartner bis zur OLT

1-10 83 (70,3) 14,5 (6,7-22,2) 1,0

>10 35 (29,7) 31,4 (15,3-47,6) 2,71 (1,06-6,94) 0,04
Stattgehabter i.v.-Drogenkonsum

Nein 119 (97,5) 20,2 (12,6-27,5) 1,0

Ja 3(2,5) 33,3 1,98 (0,17-2,27) 0,50
Stattgehabte Bluttransfusionen

Nein 77 (63,1) 22,1(12,6-31,6) 1,0

Ja 45 (36,9) 17,8 (6,2-29,4) 0,76 (1,94-0,30) 0,65
Urlaubsreise in ein HEV-Endemiegebiet

Nein 74 (60,7) 18,9 (9,8-28,1) 1,0

Ja 48 (39,3) 22,9 (10,6-35,3) 1,27 (0,52-3,11) 0,65
Beruflicher Kontakt zu Abwassern

Nein 106 (86,9) 18,9 (11,3-26,4) 1,0

Ja 16 (13,1) 31,3 (5,7-56,8) 1,95 (0,61-6,25) 0,32

Anmerkung. i.v., intravends; Kl, Konfidenzintervall; OLT, orthotope Lebertransplantation.
# patientenzahlen variieren aufgrund unvollstéandiger Teilnahme an der Befragung sowie Tod im Follow-

up-Zeitraum.

® Die Prozentzahlen beziehen sich auf die Anzahl der Patienten, die die zugehorige Frage beantwortet

haben. Insgesamt 123 Patienten aus der ELISA-Kohorte (82%) beantworteten den Fragebogen. 116 von
123 Patienten (94%) beantworteten den Fragebogen vollstandig.
° Die anti-HEV IgG-Seroprévalenz von allen 150 getesteten Patienten lag bei 20,7% (n=31).



3.221 Tierkontakt

Der HEV-Infektion liegt in Industrielandern eine zoonotische Transmission zu Grunde,
sodass der Kontakt zu Tieren als mogliche Ursache fir eine HEV-Infektion verstanden
wird. 50% der Patienten (n=62), die die Frage nach Haustieren beantworteten, hielten
vor OLT ein Haustier. Einen Hund besal3en 28% (n=34) und eine Katze 26% (n=32).
AulRerdem gaben 11% der Patienten (n=13) einen beruflichen Tierkontakt an.

Weder der Haustierkontakt noch der berufliche Tierkontakt korrelierten statistisch
signifikant mit der HEV-Seropravalenz (p>0,05). Patienten, die angaben, vor OLT
Haustiere gehalten zu haben, hatten nur eine geringfigig hohere HEV-Seropréavalenz
als Patienten ohne Haustierkontakt (21% vs. 20%, p=1,00). Ein Zusammenhang
konnte eher im beruflichen Tierkontakt beobachtet werden. Hier hatten Patienten eine
tendenziell hohere HEV-Seropravalenz als Patienten ohne beruflichen Tierkontakt (39%
vs. 18%, p=0,14).

3.2.2.2 Essgewohnheiten

Nicht nur Uber direkten Tierkontakt, auch tber den Verzehr von Fleischprodukten kann
eine HEV-Infektion erworben werden. 64% der Patienten (n=77) gaben bezuglich ihrer
Essgewohnheiten vor OLT an, 6fter als 20 Mal pro Monat ein Fleischprodukt konsumiert
zu haben und 44% (n=53) konsumierten ofter als 10 Mal im Monat ein
Schweinefleischprodukt. 36% der Patienten (n=44) gaben an, vor OLT Wild gegessen
zu haben, von denen 6 Patienten Wild mit einer Frequenz von mehr als 10 Mal pro Jahr
konsumierten. Zudem afl3en 73% der antwortenden Patienten (n=87) vor OLT Innereien
und dabei 12% (n=14) o6fter als ein Mal pro Monat.

Eine statistisch signifikante Korrelation war alleine im quantitativen Konsum von
Innereien zu erheben: Patienten mit einem Konsum von Innereien ofter als ein Mal pro
Monat hatten eine statistisch signifikant hohere anti-HEV 1gG-Seropravalenz als
Patienten, die den Konsum von Innereien verneinten (50 vs. 18%, p=0,04). Weiterhin
hatten Patienten mit einem Konsum von Wildfleisch o6fter als 10 Mal pro Jahr eine
hohere HEV-Seropravalenz als Patienten, die kein Wild konsumierten (33 vs. 19%,
p=0.60). Weder der quantitative Fleischkonsum noch der Verzehr von
Schweinefleischprodukten waren mit einem signifikant héheren HEV-Infektionsrisiko

assoziiert (s. Tab. 8).



Zusammengefasst zeigten die Ergebnisse der Evaluation von Risikofaktoren, welche ftr
eine zoonotische Genese der HEV-Infektion sprechen, in der vorliegenden Arbeit kaum
statistisch signifikante Zusammenhange. Lediglich ein erhdhter Konsum von Innereien

war mit einem hoéheren Risiko einer HEV-Infektion vergesellschaftet.

3.2.2.3 »oonstige Risikofaktoren“

In Tabelle 8 sind aufRerdem Risikofaktoren dargestellt, die im Fragebogen unter
,Sonstige Risikofaktoren“ zusammengefasst wurden. Der Schwerpunkt lag hier auf
einer moglichen sexuellen bzw. intravendsen (i.v.) Ubertragung des HEV. 37% der
antwortenden Patienten (n=45) erhielten im Zeitraum vor OLT mindestens eine
Bluttransfusion und fir 3% (n=3) wurde ein i.v.-Drogenabusus dokumentiert. Au3erdem
gaben 83 Patienten (70%) an, weniger als 10 Sexualpartner bis zum Zeitpunkt der OLT
gehabt zu haben, wahrend 35 Patienten (30%) mehr als 10 Sexualpartner hatten.

Diese hatten eine statistisch signifikant (p=0,04) héhere HEV-Seropréavalenz als solche
mit einer Anamnese von weniger als 10 Sexualpartnern (31 vs. 15%, p=0,04). Es gab

keine weiteren statistisch signifikanten Zusammenhéange.

AulRerdem wurde die vorbeschriebene Risikoexposition durch Abwasser und durch
Reisen in Endemiegebiete evaluiert. Eine Reise in ein HEV-endemisches Gebiet
unternahmen 40% (n=48) und einen beruflichen Kontakt zu Abwassern hatten 13%
(n=16) der Patienten. In der vorliegenden Arbeit war der berufliche Kontakt zu
Abwassern mit einem hoheren Infektionsrisiko assoziiert; der Unterschied war jedoch
nicht signifikant (HEV-Seropravalenz 31 vs. 19%, p=0,32). Keinen signifikanten
Unterschied in der HEV-Seropravalenz gab es zwischen Patienten mit der
Reiseanamnese in eine HEV-endemische Region und solchen, die noch nicht in ein

HEV-endemisches Land gereist waren (23 vs. 19%, p=0,65).

3.2.3 Zusammenhang mit anderen viralen Hepatitiden — anti-HEV I1gG

positiv vs. negativ getestete Patienten

Um indirekte Hinweise auf Transmissionswege zu erhalten, wurde in der ELISA-Kohorte
(n=150) der Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von Antikorpern gegen die
viralen Hepatitiden A, B und C und HEV IgG-Antikorpern tberpruft. Serumproben von
31 Patienten innerhalb der ELISA-Kohorte (21%) waren vor OLT anti-HCV positiv, bei



41 Patienten (28%) konnte anti-HBc nachgewiesen werden. Bei 104 Patienten (73%)
wurden vor OLT HAV-Antikorper positiv getestet (eine Tabelle ist dem Anhang der
Arbeit beigefligt).

Dabei konnten keine signifikanten Korrelationen festgestellt werden. Patienten mit
einem positiven HAV-Antikorper-Status wiesen eine hohere anti-HEV Seropravalenz auf
als anti-HAV negativ getestete Patienten (22 vs. 13%, p=0.25). Hingegen korrelierte der
anti-HCV Nachweis mit einer niedrigeren HEV-Seropravalenzrate (13 vs. 22%, p=0,32).
Fur anti-HBc positiv getestete Patienten gab es keine Unterschiede in der anti-HEV-
Seropravalenz im Vergleich zu anti-HBc negativ getesteten Patienten (22 vs. 20%,
p=0,82).

3.3 Ergebnisse des HEV-RNA-Screenings (n=406)

Mit Hilfe eines RNA-Screenings zu den Zeitpunkten Monat 6 nach OLT sowie zu einem
6 Monate spateren Zeitpunkt sollte in einer repréasentativen Kohorte eines
nichtendemischen Landes die Inzidenz der akuten sowie der chronischen HEV-Infektion
ermittelt werden. Fur das HEV-RNA-Screening wurden alle konsekutiven Patienten, die
im Zeitraum 2001-2006 eine OLT erhalten hatten und von denen zumindest 2
Serumproben zu den Zeitpunkten 6 Monate und mehr als 12 Monate nach OLT
vorhanden waren, eingeschlossen. Erfolgte in einer Serumprobe der HEV-RNA-
Nachweis, so wurden alle weiteren vorliegenden Serumproben des jeweiligen Patienten
auf HEV-RNA getestet und eine Sequenzanalyse sowie ein phylogenetischer Vergleich
durchgefiihrt. Es wurden die Serumproben von 406 Patienten nach OLT untersucht.
Diese Gruppe schlief3t auch alle 150 Patienten der ELISA-Kohorte mit ein. Von allen auf
das Vorliegen von HEV-RNA getesteten Patienten (n=406) wurden 2 Patienten positiv
auf HEV-RNA getestet (0,5%). Dabei handelte es sich in beiden Fallen um eine HEV-
Genotyp 3-Infektion. Bei einem Patienten erfolgte der Nachweis einer akuten,
selbstlimitierenden HEV-Infektion (Patient 1), wahrend beim zweiten Patienten (im
Folgenden als Patient 4 bezeichnet) eine chronische HEV-Infektion diagnostiziert
wurde. Patient 1 gehorte dabei zur ELISA-Kohorte (s.u. 3.1.9.1), wahrend von Patient 4
initial HEV-RNA bestimmt wurde und serologische Untersuchungen erst im Anschluss
durchgefthrt wurden.



3.3.1 Patient 4 — eine chronische HEV-Infektion nach Retransplantation

Es handelt sich um eine 40-jahrige Patientin, die aufgrund einer autoimmunbedingten
Leberzirrhose auf dem Boden einer autoimmunen Hepatitis 2001 erstmals
lebertransplantiert wurde. Hepatobiliare Komplikationen (rezidivierende biliare Abszesse
bei ,ischemic type biliary lesions® nach Verschlu® der Leberarterie) machten eine
Retransplantation im Januar 2009 notwendig. Die folgenden Zeitangaben beziehen sich
auf den Zeitraum nach Retransplantation (Re-OLT) im Jahr 2009. Der ALT-, Bilirubin-,
anti-HEV- und HEV-RNA-Verlauf sind in Abbildung 17 dargestellit.
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Abbildung 17: Verlauf der chronischen HEV-Infektion bei Patient 4. ALT- und Gesamtbilirubin-Werte
sind als x-faches des oberen Normwertes (ONW) angegeben, die HEV-RNA ist logarithmisch
aufgetragen. Anti-HEV IgM- und IgG-Ergebnisse sind zu den jeweiligen Untersuchungszeitpunkten
aufgezeigt. Die initiale Immunsuppression bestand aus Thymoglobulin (nicht dargestellt) und Prednison
(Reduktionsschema, hellblauer Balken). Die Prednison-Dosis wurde kontinuierlich reduziert und betrug
ab Tag 87 nach orthotoper Lebertransplantation (OLT) 5 mg/Tag (dunkelblauer Balken). Ab Tag 4 nach
OLT wurde Thymoglobulin durch Tacrolimus (Blutspiegelkontrolle, grauer Balken) ersetzt. 11 Monate
nach OLT (Tag 323) wurde Mycophenolat-Mofetil (MMF) zum immunsuppressiven Schema hinzugefigt.
Zunéachst in einer Dosierung von 1 g/Tag (hellgriner Balken) und ab Tag 396 nach OLT in einer
Dosierung von 1,5 g/Tag (dunkelgriiner Balken).

Anti-HEV IgM wurde erstmals zu Monat 5 nach Re-OLT (Tag 127) positiv getestet und
anti-HEV 1gG zu Monat 12 nach Re-OLT (Tag 359) (zwischen Tag 170 und 359 nach
Re-OLT lagen keine weiteren Serumproben des Patienten vor). Beide Antikérper

blieben positiv bis zur letzten untersuchten Serumprobe zu Monat 16 (Tag 484). HEV-



RNA wurde erstmals zu Monat 2 nach Re-OLT (Tag 39) nachgewiesen und blieb tber
den gesamten Verlauf positiv (bis Tag 484 nach Re-OLT). Dabei zeigte eine
quantitative HEV-RNA-Untersuchung konstant hohe Replikationswerte mit einem
Maximum zu Monat 5 nach Re-OLT (Tag 127) (8,6 x 10'° Kopien / ml). Serumproben
vor der Retransplantation 2009 waren sowohl fir HEV-RNA als auch fur HEV-
Antikorper negativ. Es handelt sich also um eine nach Re-OLT erworbene chronische
HEV-Infektion.

Aufgrund erhdhter Leberenzymwerte und Cholestase-Parameter wurde 11 Tage nach
Re-OLT eine Leberbiopsie durchgefiihrt, die eine zellulare Rejektion Grad 1 zeigte.
Darauffolgend applizierte man 3 Tage lang Methylprednison (Urbasone®, Sanofi
Aventis, 500 mg/Tag) intravends, woraufhin die AST- (Aspartat-Aminotransferase) und
ALT-Werte kontinuierlich zurtickgingen. AST-Werte normalisierten sich voribergehend
an Tag 17 nach Re-OLT und ALT-Werte an Tag 25 nach Re-OLT. Im weiteren Verlauf
lagen die Transaminasen-Werte ausschlief3lich zwischen Tag 28 und 32 nach OLT im
Normbereich (nicht abgebildet) und wahrend des gesamten weiteren Verlaufs
aul3erhalb des Normbereiches.

Die initiale Immunsuppression bestand aus Thymoglobulin und Prednison
(Reduktionsschema). Zum 4. Tag nach Re-OLT wurde Thymoglobulin durch Tacrolimus
(Blutspiegelkontrolle) ersetzt und 11 Monate nach Re-OLT (Tag 323) Mycophenolat-
Mofetil (MMF) zum immunsuppressiven Schema hinzugefigt (s. Abb. 17).

Ein biliares Leck wurde als Transplantations-Komplikation diagnostiziert und am 14.
Tag nach Re-OLT im Rahmen einer ERCP-Intervention (endoskopisch retrograde
Cholangiopankreatikographie) behandelt. Ein Stent wurde an Tag 15 nach Re-OLT
gelegt und an Tag 36 nach Re-OLT wieder ausgelassen. Dennoch ist die Patientin im
Abstand von 2 Monaten auf ERC's (endoskopisch retrograde Cholangiographien)
angewiesen. Klinisch beschrieb die Patientin einen zu Monat 4 (Tag 105) beginnenden
Juckreiz und ein Sklerenikterus wurde zu Monat 6 nach Re-OLT dokumentiert. Diese
klinischen Befunde stehen im Einklang mit den zeitgleich erhdhten Bilirubin-Werten.
Aufgrund der begleitenden hepatischen sowie biliaren Erkrankungen der Patientin kann
allerdings ein Zusammenhang zwischen der HEV-Infektion und den klinischen
Symptomen sowie den erhéhten Leberparametern nur schwer getroffen werden.
AulRRerdem ist flr die Patientin die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten ca. einen

Monat vor der Retransplantation dokumentiert. Hier konnte nicht geklart werden, ob es



eine mogliche Ubertragung uber kontaminierte Blutprodukte gab, da keine Proben zur
diagnostischen Abklarung zur Verfigung standen.

3.4 Eine chronische HEV-Infektion durch ein infiziertes Spenderorgan bei
einem Patienten, der aulRerhalb der PCR-Kohorte auf HEV getestet

wurde

Im Folgenden soll ein weiterer Patient (Patient 5) vorgestellt werden, der im Rahmen
von Kontrolluntersuchungen nach OLT mit persistierend hohen Transaminasen-Werten
auffiel, ohne dass hierflr ein klinisch-pathologisches Korrelat gefunden werden konnte.
Dieser Patient wurde aul3erhalb der PCR-Kohorte auf HEV untersucht. Es handelt sich
um einen 73-jahrigen mannlichen Patienten, der aufgrund eines Hepatozellularen
Karzinoms bei einer vermutlich NASH-bedingten (NASH, nichtalkoholische
Steatohepatitis) Leberzirrhose im Dezember 2008 lebertransplantiert wurde. Der
serologische sowie laborchemische Infektionsverlauf ist in Abbildung 18 dargestellt.
Eine HEV-Untersuchung wurde erstmals im Februar 2010 (Monat 26 nach OLT)
durchgefiihrt. Hier wurde bei positiver anti-HEV IgM- und IgG-Serologie HEV-RNA
mittels PCR nachgewiesen. Retrospektiv wurden 2 tiefgefrorene Seren des Patienten
zum Zeitpunkt Monat 5 nach OLT (Tag 150) untersucht und beide zeigten sowohl fur
anti-HEV IgM- und IgG-Antikorper als auch fir HEV-RNA ein positives Ergebnis. Da die
Serumprobe zum Zeitpunkt der Lebertransplantation keinen Anhalt fir eine HEV-
Infektion bot, ist von einer HEV-Infektion nach OLT auszugehen.

Klinisch entwickelte der Patient zu Monat 11 nach OLT (Tag 333 nach OLT) Beinédeme
sowie einen Aszites. Eine Histologie zu diesem Zeitpunkt (347 Tage nach OLT) wies
eine fortgeschrittene Fibrosierung der Leber auf. Im Februar 2010 (Monat 14) zeigte
das Labor den Befund einer dekompensierten Lebererkrankung sowie das Vorliegen
einer Infektion unklaren Fokus. Im weiteren Verlauf des mittlerweile intensivpflichtigen
Patienten wurde im Rahmen einer CT-Untersuchung eine Panenterokolitis befundet und
als mogliche Ursache der Sepsis vermutet. Der Patient verstarb 2 Tage nach
Klinikeinweisung.

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Fremdleberspende und der HEV-
Infektion  herauszustellen,  wurden  Blutproben und  Leberbiopsien  des
Transplantatspenders auf Antikdrper sowie HEV-RNA untersucht. Erstaunlicherweise

konnte in der Leberprobe des Spenders HEV-RNA zum Zeitpunkt vor OLT



nachgewiesen werden, wahrend Serumproben des Spenders sowohl fir HEV-RNA als
auch fur HEV-Antikorper negativ waren. Das virale Genom der Patienten-Serumprobe
und der Spender-Gewebsprobe wurde sequenziert und es handelte sich in beiden
Fallen um den Genotypen bzw. Subtypen 3e. In diesem Kontext konnte eine
Sequenzidentitat von > 99% nachgewiesen werden, sodass eine Ubertragung des HEV
durch das infizierte Spenderorgan angenommen wurde. Dieser Fall wurde im Journal of
Hepatology 2011 publiziert [66].
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Abbildung 18: ALT-, Bilirubin- und HEV-RNA-Verlauf von Patient 5, der aufgrund einer
nichtalkoholischen Steatohepatitis (NASH) lebertransplantiert wurde. Es handelt sich um eine chronische
Infektion, die innerhalb eines Jahres zu einer Zirrhose gefiihrt hat. Die initiale Immunsuppression bestand
aus Prednisolon (Reduktionsschema), Tacrolimus (4 mg/Tag) und Rapamycin (4 mg/Tag) (dunkelblaue
Balken). Die immunsuppressive Erhaltungstherapie ist in Form eines hellblauen Balkens dargestellt und
bestand aus Tacrolimus sowie Rapamycin. Die zuséatzliche intraventse Methylprednisolon-Bolusgabe
(500 mg/Tag fur die Dauer von 5 Tagen) ist in Form eines schwarz-weil3en Késtchens dargestellt. Der
ALT- und Bilirubin-Verlauf ist als x-faches des oberen Normwertes (engl., x fold the upper limit of normal,
ULN) graphisch dargestellt. Waren anti-HEV Antikdrper und HEV-RNA zum Transplantationszeitpunkt

noch negativ, so lag 150 Tage sowie 420 Tage nach OLT ein positives Ergebnis fiir diese Parameter vor
[66].



4 Diskussion

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde die klinische Bedeutung der HEV-Infektion
fur Patienten, die zwischen 2001 und 2006 am Campus Virchow-Klinikum der Charité-

Universitatsmedizin Berlin lebertransplantiert wurden, evaluiert.

Ein Ziel der Arbeit war es, die Inzidenz der akuten sowie chronischen HEV-Infektion bei
Patienten nach Lebertransplantation zu untersuchen. Ein mittels Real-Time PCR
durchgefuihrtes RNA-Screening konnte den HEV-RNA-Nachweis bei 2 von 406
Patienten erbringen (0,5%). Auch das Risiko einer chronischen HEV-Infektion konnte
bestétigt werden: 1 Patient mit nachgewiesener akuter HEV-Infektion entwickelte einen
chronischen Infektionsverlauf.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, unter Einsatz eines ELISA-Testverfahrens, die HEV-
Seropravalenz in einem nichtendemischen Land zu bestimmen sowie — erstmals — den
Antikdrperverlauf in einer Subkohorte von 150 Patienten vor und zu den Zeitpunkten
Monat 6, 12 und 36 nach Lebertransplantation zu beobachten. Die ermittelte anti-HEV
Seropravalenz war hoch und betrug 21% (n=31). 28 Patienten (19%) wiesen bereits
zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV 1gG positive Serumproben auf, wahrend 3 Patienten
erst nach OLT seropositiv getestet wurden (2%). Das dynamische Antikérperscreening
zeigte weiterhin, dass 20 Patienten zu allen Untersuchungszeitpunkten seropositive
Proben aufwiesen (Gruppe 1; 13%), wahrend 7 Patienten nur vor OLT anti-HEV IgG
positive Serumproben aufwiesen und unter Immunsuppression nach OLT seronegativ
getestet wurden (Gruppe 2; 5%).

AulBer einer fékal-oralen Transmission des HEV in Entwicklungslandern lassen erste
Daten in der Literatur eine Infektion Uber kontaminierte Fleischprodukte vermuten. Mit
Hilfe eines Fragebogens wurden fir Patienten der ELISA-Kohorte (n=150)
Risikofaktoren fir den Erwerb einer HEV-Infektion definiert. Diesbezlglich konnten der
haufige Verzehr von Innereien sowie haufig wechselnde Sexualpartner als statistisch

signifikante Risikofaktoren herausgestellt werden.

Nachfolgend sollen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kritisch beleuchtet und

diskutiert werden.



4.1 Diskussion der Ergebnisse des HEV-Antikdrperscreenings

4.1.1 Die HEV-Seropravalenz in einem nichtendemischen Land

Obwonhl die akute HEV-Infektion in Deutschland und in anderen Industrielandern eine
selten diagnostizierte Erkrankung ist, liegen Daten vor, die auf eine héufige Exposition
gegenuber HEV in nichtendemischen Regionen hindeuten [45;67].

Unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen ELISA-Testkits (Fa. Mikrogen) betrug
die anti-HEV IgG-Seropravalenz in einer Kohorte von 150 Patienten (ELISA-Kohorte)
21% (n=31). 19% der Patienten (n=28) wurden bereits zum Zeitpunkt vor OLT
seropositiv  getestet, sodass diese Zahl mit Seropravalenzdaten aus der
Allgemeinbevolkerung besser vergleichbar ist. Es muss dennoch bericksichtigt werden,
dass sich die untersuchte Kohorte aus Patienten mit schweren Lebererkrankungen
zusammensetzte, die moglicherweise ein erhéhtes Risiko fur den Erwerb einer HEV-
Infektion besalRen.

Studien haben gezeigt, dass HEV-Seropravalenzdaten zwischen nichtendemischen
Landern stark variieren und eine Spannweite von 1% [44] bis Uber 20% [45;67]
aufweisen. Somit liegt das Ergebnis der vorliegenden Arbeit im Bereich der Spannweite
vorangegangener Studien. Bei Patienten nach Organtransplantation eines
nichtendemischen Landes ist die Spannweite der erhobenen Seropravalenzdaten
ebenfalls gro3 und liegt zwischen 3 und 14% [3-5]. Im Vergleich mit diesen Studien ist
die in der vorliegenden Arbeit ermittelte HEV-Seroprévalenz hoch; insbesondere im
Vergleich mit der in Deutschland von Pischke et al. beobachteten Seropravalenz von
4% bei Patienten nach Lebertransplantation an der Universitatsklinik Hannover [4].
Pischke et al. haben jedoch ausschlie3lich Seren von Patienten zum letzten Zeitpunkt
nach Transplantation untersucht. Auch Haagsma et al. untersuchten die aktuelle
Serumprobe von Patienten nach Lebertransplantation und ermittelten eine
Seropravalenzrate von 3% [5]. Kamar et al. haben ein anti-HEV IgG-Screening zum
Zeitpunkt der Organtransplantation durchgefiihrt und eine Seropravalenzrate von 14%
ermittelt [3]. Wir konnten in Einklang mit diesen Daten zeigen, dass die
Seropravalenzraten nach Transplantation abnehmen, was wahrscheinlich auf den Effekt
der Immunsuppression zurickzufihren ist: Zum Untersuchungszeitpunkt vor OLT
betrug die Seropravalenzrate 19% und zum letzten Untersuchungszeitpunkt, Monat 36,
14%. Somit stellt das Studiendesign einen mdoglichen Grund fir die beobachteten

Differenzen zu den anderen HEV-Seropravalenzstudien dar.



AulRerdem mussen auch unterschiedliche Sensitivitdten der zur Verfligung stehenden
anti-HEV Testsysteme berlcksichtigt werden. Nachstehend soll dieser Sachverhalt

naher beleuchtet werden.

41.1.1 Einfluss des serologischen Testsystems auf die Seropravalenzrate

Um Antikorper gegen das HEV nachzuweisen, sind ELISA-Testsysteme Verfahren der
1. Wahl. Es gibt kommerziell erhaltliche ELISA-Testsysteme verschiedener Hersteller,
die sich in der Antigenzusammensetzung unterscheiden. Als ein Grund fir die grol3e
Spannweite von Seropravalenzdaten zwischen nichtendemischen L&andern vermutet
man eine grofRe Varianz in der Gute der zur Verfugung stehenden serologischen
Testsysteme. Interessanterweise konnten Mansuy et al. demonstrieren, dass die
Seropravalenz von HEV bei Blutspendern im Stdwesten Frankreichs von 16% [68] auf
53% [67] anstieg, als ein vermeidlich sensitiverer Test (der Firma Wantai) verwendet
wurde. Dass die Testgute zwischen kommerziell erhaltlichen ELISA-Testsystemen stark
schwankt, wurde auch im Rahmen anderer Studien bestatigt [46-48]. Dieser Umstand
erschwert es, die mit Hilfe eines kommerziellen Testkits der Firma Mikrogen erhobene
Seropravalenzrate  der vorliegenden  Studie mit denen von anderen
Seropravalenzstudien zu vergleichen: Kamar und Pischke et al. verwendeten einen
ELISA der Firma Abbott [3;4], Mansuy et al. einen ELISA der Firma Wantai [67] und
Haagsma et al. einen der Firma Genelabs [5].

Die Ursache fur die differierende Testglite zwischen den verschiedenen ELISA-
Testsystemen ist bisher noch nicht vollstandig verstanden. Man geht davon aus, dass
sie zum einen in der genetischen Heterogenitat des HEV, zum anderen in der
Komplexitat der antigenetischen Charakteristika der HEV-Proteine liegt [69-70]. Es
werden aktuell verschiedene synthetisch produzierte Peptide sowie rekombinante
Antigene des ORF2- und ORF3-Proteins der HEV-Genotypen 1, 2 und 3 fur die
Herstellung kommerziell erhaltlicher serologischer Testverfahren verwendet. Von allen
bisher untersuchten HEV-Antigenen scheint das C-terminale Ende des ORF2-Proteins
das hdchste antigenetische Potenzial zu besitzen [71-72]. Es konnte demonstriert
werden, dass Epitope des ORF2-Proteins konformationsabhangig sind [70;73] und dass
sich antigenetische Eigenschaften des ORF2-Proteins in Abhangigkeit vom HEV-
Genotyp unterscheiden [74]. In der vorliegenden Studie konnte die Relevanz des

ORF2-Proteins fur die serologische Diagnostik bestatigt werden. Betrachtet man die



spezifische Bandenverteilung der positiven Westernblots (n=45), wird deutlich, dass das
C-terminale Ende des ORF2- Proteins ein sehr empfindlicher Marker fur den Nachweis
von anti-HEV IgG ist. Diese Bande reagierte in 44 von 45 positiven Westernblots positiv

und einmal grenzwertig.

Aus den Daten geht hervor, dass weitere Studien zur Evaluierung der ELISA-
Testverfahren notwendig sind, um ihre Validitat zu erhéhen. Eine Standardisierung von
serologischen Testverfahren wirde die Interpretation von Seropréavalenzdaten
wesentlich erleichtern. AufRerdem lasst sich ableiten, dass bei Patienten nach
Organtransplantation die Diagnose einer HEV-Infektion durch serologische
Testverfahren nicht zuverlassig getroffen werden kann. Der Nachweis von HEV-RNA im
Serum oder im Stuhl des Patienten gilt als Goldstandard und sollte bei Verdacht auf

eine akute oder chronische HEV-Infektion durchgefihrt werden.

41.1.2 Einfluss des Wohnortes auf die HEV-Seropréavalenzrate

Nicht nur zwischen verschiedenen nichtendemischen Lé&andern variieren die
Seropravalenzdaten betrachtlich, sondern auch innerhalb eines Landes. Der Stidwesten
Frankreichs stellt eine endemische HEV-Region dar, in der Mansuy et al. eine HEV-
Seropravalenzrate von uber 50% ermittelt haben [68]. Als Ursache flr regionale
Differenzen werden bestimmte Risikofaktoren fir die HEV-Transmission vermutet, die in
den verschiedenen Regionen unterschiedlich stark ausgepragt sind.

Die Auswertung der demographischen Daten ergab, dass das Wohnen in einer
Grolstadt (> 100.000 Einwohner), im Vergleich zum Wohnen in einem Ort mit weniger
als 20.000 Einwohnern, mit einem signifikant héheren HEV-Infektionsrisiko assoziiert
war. Patienten, die zum Transplantationszeitpunkt in einem Wohnort mit mehr als
100.000 Einwohnern lebten, hatten eine anti-HEV IgG-Seropravalenz von 28%,
wahrend die HEV-Seropravalenzrate bei Patienten aus einem Wohnort mit weniger als
20.000 Einwohnern 10% betrug (p=0,03). Aul3erdem wurde fir Patienten, die zum
Transplantationszeitpunkt in Berlin lebten (n=77) eine, wenngleich nicht signifikant,
hohere Seropravalenz beobachtet als fiir Patienten aus der Region Brandenburg (n=30)
oder anderen Bundesléandern (n=42). Die geringe Zahl der Patienten aus anderen
Bundeslandern ermdglicht keine zuverlassigen Aussagen zu méglichen Unterschieden

in der HEV-Seropravalenz zwischen diesen unter ,Sonstige” gelisteten Bundeslandern.



Sowohl Wichmann et al. als auch Kuniholm et al. stellten heraus, dass das HEV-
Infektionsrisiko in einem Industrieland mit der Bevolkerungszahl steigt [45;63]. Kuniholm
et al. vermuten, dass Menschen aus stadtischen Regionen eher in Entwicklungslander
reisen [45]. Die im Rahmen der Globalisierung entstandene Multiethnizitat kann
weiterhin ein Grund fur eine hohere HEV-Seroprévalenz in urbanen Regionen im
Vergleich zu landlichen Regionen in Industrielandern darstellen. Insbesondere in der
Region Berlin, in der ein relevanter Bevdlkerungsanteil einen Migrationshintergrund
besitzt, kann dieser Umstand zu héheren Seropravalenzdaten fuhren. Hierfur spricht,
dass in der vorliegenden Arbeit Patienten, die aus der Turkei, einer HEV-endemischen
Region, stammten (n=10), mit 40% eine hohere anti-HEV 1gG-Seropravalenz aufwiesen
als in Deutschland geborene Patienten (n=112; Seropravalenzrate 20%). Dieser
Zusammenhang zeigte jedoch keine statistische Signifikanz (p=0,22). In der Studie von
Pischke et al., die an der Universitatsklinik in Hannover durchgefiihrt worden ist, gibt es
keine detaillierten demographischen Daten zu den Studienteilnehmern, sodass die hier

getroffenen Erklarungsversuche spekulativ bleiben.

Ein moglicherweise plausiblerer Grund fir den beobachteten regionalen Unterschied
zur Seropravalenzrate von Pischke et al. kdnnte auRerdem in der zoonotischen Genese
der HEV-Infektion liegen. Interessanterweise zeigte eine deutsche Studie zur HEV-
Pravalenz bei Wildschweinen, dass sich HEV-RNA-Pravalenzen bei Wildschweinen in
verschiedenen Regionen Deutschlands signifikant voneinander unterscheiden [75]. So
hatten Wildschweine aus der Region Brandenburg eine h6here HEV-RNA-Pravalenz als
Wildschweine aus Rheinland Pfalz, Sachsen-Anhalt und Baden-Wirttemberg. Da der
Konsum von Wildschweinfleisch sowie von Innereien (v.a. Leber) als wesentlicher
Risikofaktor fur die HEV-Infektion in nichtendemischen Regionen gilt, kdnnte dieser
Sachverhalt fir den beobachteten Unterschied zur Studie von Pischke et al.

beigetragen haben.

Es wird deutlich, dass die Durchfihrung weiterer Studien notwendig ist, welche zum
besseren Verstandnis von unterschiedlich hohen Seropravalenzraten zwischen

nichtendemischen Landern sowie innerhalb eines Landes beitragen.



4.1.2 Die Aviditat der zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positiv

getesteten Serumproben

Mit Hilfe des HEV-Antikdrperscreenings konnte demonstriert werden, dass innerhalb
der ELISA-Kohorte (n=150) bei 28 von 31 seropositiv getesteten Patienten bereits zum
Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positive Serumproben vorlagen. Um Hinweise auf den
Infektionszeitpunkt dieser Patienten zu erhalten, wurden Auviditatstestungen
durchgeflihrt. Die Aviditat ist ein Mal3 fur die Bindungsstarke zwischen Antikorper und
Antigen. Im Rahmen einer Westernblot-Untersuchung diffundieren niedrigavide
Antikorper, die eher im Rahmen einer (post)akuten Infektion gebildet werden, durch das
Hinzufligen von Aviditatslésung ab, wéhrend hochavide Antikrper am Teststreifen
gebunden bleiben. Man berechnet den Aviditatsindex, wobei ein Aviditatsindex von <
0,5 (nach Angaben des Herstellers) auf einen frihen Infektionszeitpunkt hinweisen
konnte.

Von allen 28 Patienten, die zum Zeitpunkt vor OLT ein positives anti-HEV IgG-Ergebnis
aufwiesen, hatten 24 Patienten (86%) einen Aviditatsindex > 0,5 und 4 Patienten (14%)
einen Aviditatsindex von 0,5. Somit lieferten die Ergebnisse der Aviditatstestung in der
vorliegenden Arbeit keinen Hinweis auf eine frische Infektion und deuten darauf hin,
dass sich die Patienten an einem langer zurlckliegenden Zeitpunkt mit HEV infizierten.
Das Aviditatsergebnis erlaubt jedoch keine prazise Einschatzung des
Infektionszeitpunktes, sodass anhand dieser Daten Uber die Dauer der anti-HEV IgG-
Persistenz im menschlichen Organismus keine zuverlassige Aussage getroffen werden
kann. Bezuglich der Dauer der IgG-Antikorperpersistenz ist die Datenlage bisher nicht
eindeutig. Es wurde sowohl eine Antikdrperpersistenz Gber einen Verlaufszeitraum von
14 Jahren beobachtet [29] als auch ein signifikanter Abfall des anti-HEV IgG-Titers nach
14 Monaten [30].

4.1.3 Patienten mit Verlust von HEV-Antikdrpern nach

Lebertransplantation

Das sequentielle AntikGrperscreening zeigte weiterhin, dass von den 28 zum Zeitpunkt
vor OLT seropositiv getesteten Patienten 20 Patienten zu allen weiteren
Untersuchungszeitpunkten seropositive Serumproben aufwiesen (Gruppe 1). Hingegen

wurden 7 Patienten ausschliel3lich zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positiv getestet



und wiesen zu den Untersuchungszeitpunkten nach OLT anti-HEV I1gG negative
Serumproben auf (Gruppe 2). Nachstehend sollen anhand der durchgefiihrten
Untersuchungen Ursachen fir den unterschiedlichen Antikdrperverlauf zwischen diesen
beiden Gruppen erdrtert werden.

Betrachtet man die Auswertung der im ELISA bestimmten anti-HEV IgG-
Konzentrationen (U/ml), wird die Auswirkung der immunsuppressiven Therapie auf den
Antikorpertiter deutlich. Sowohl bei den durchgehend anti-HEV 1gG positiv getesteten
Patienten (Gruppe 1) als auch bei Patienten, die ausschlie3lich zum Zeitpunkt vor OLT
anti-HEV 1gG positiv getestet wurden (Gruppe 2), kam es erwartungsgemafd vom
Zeitpunkt vor OLT zum ersten Verlaufszeitpunkt Monat 6 nach OLT zu einem
signifikanten Abfall der anti-HEV lgG-Konzentration (p<0,05). Nachfolgend blieb der
Antikorpertiter zu Monat 12 und 36 nach OLT in jeder Gruppe nahezu unverandert. Die
Hohe des Antikorpertiters vor Beginn der immunsuppressiven Therapie scheint dabei
entscheidenden Einfluss auf das anti-HEV ELISA-Ergebnis nach Transplantation bzw.
Immunsuppression zu haben: Patienten der Gruppe 1 wiesen zum Zeitpunkt vor OLT
mit 69 U/ml eine signifikant hohere anti-HEV IgG-Konzentration auf als Patienten der
Gruppe 2, deren Serumproben nach OLT anti-HEV IgG negativ getestet wurden (29
U/ml; p<0,01). Aul3erdem war der Quotient aus Tacrolimusspiegel (ng/ml) und anti-HEV
IgG-Konzentration im ELISA (U/ml) zum Zeitpunkt Monat 6 nach OLT bei Patienten der
Gruppe 2 signifikant hoher als bei Patienten der Gruppe 1 (0,17 ng/ml / U/ml in Gruppe
1 vs. 0,97 ng/ml / U/ml in Gruppe 2; p<0,01). Es lasst sich ableiten, dass die H6he der
medikamentdsen Immunsuppression mit der Abnahme der Antikorpertiter korreliert. Der
Verlust der anti-HEV Positivitat kann daher am ehesten durch eine Immunsuppression-
vermittelte Reduktion der anti-HEV IgG-Konzentration erklart werden. Bisher liegen —
soweit bekannt — keine vergleichbaren Daten fur anti-HEV IgG positiv getestete
Patienten unter Immunsuppression vor. Die Ursache fir die zwischen Gruppe 1 und 2
signifikant unterschiedlichen Antikorpertiter vor Beginn der immunsuppressiven
Therapie liegt moglicherweise in der individuell unterschiedlich stark ausfallenden

Antikorperantwort bei Erstinfektion.

Ein wichtiges Ergebnis ist in diesem Zusammenhang, dass die anti-HEV IgG-
Westernblot-Untersuchungen von Patienten der Gruppe 2 (n=7) zu den Zeitpunkten
Monat 6 und 12 nach OLT (zu denen diese Patienten im ELISA anti-HEV IgG negativ

getestet wurden) bei 6 bzw. 5 Patienten ein positives Ergebnis ergaben. Dieses



Ergebnis bestatigt die hohere Sensitivitat des HEV-Westernblots und kdnnte auf einen
zu hohen Cutoff-Wert im HEV-ELISA (desselben Herstellers: Mikrogen) hindeuten. Die
Frage, inwieweit bei diesen anti-HEV IgG-Konzentrationen ein protektiver Schutz vor
einer Neuinfektion besteht, kann hier nicht beantwortet werden. Ein Grund fir die
hohere Sensitivitdt des Westernblots gegentuber dem ELISA liegt darin, dass beim
Westernblot-Verfahren die Antigene alle einzeln und nicht in einem Gemisch auf einem
Blotstreifen aufgetragen sind. AuRerdem sind sowohl Antigene des Genotyp 1 als auch
3 auf einem Teststreifen aufgetragen (Der ELISA der Firma Mikrogen erfasst nur
Antigene des HEV-Genotyp 1), sodass man vermuten kann, die in Deutschland haufig
vorzufindenden Antikorper des Genotyp 3 wirden besser erfasst werden. Da nur ein
HEV-Serotyp beschrieben ist und haufig eine Kreuzreaktivitdit zwischen den 4
humanpathogenen Genotypen beobachtet werden konnte [76-78], wurde der
Bedeutung des verwendeten Genotyps fur das serologische Testsystem bisher nur
geringe Bedeutung beigemessen. Es gibt jedoch Hinweise daftir, dass sich die ORF2-
Antigene in Abhangigkeit vom HEV-Genotyp in ihrem antigenetischen Potenzial
unterscheiden. Im Rahmen einer kirzlich von Osterman et al. publizierten Studie
wurden starkere Reaktionen des ORF2-Antigens beobachtet, wenn HEV-Genotyp 1-
Antigene mit Genoyp 1-Sera bzw. Genotyp 3-Antigene mit Genotyp 3-Sera inkubiert
worden sind [74]. Das Ergebnis der Westernblot-Testreihe in der vorliegenden Arbeit
unterstitzt somit die Hypothese, dass kommerziell erhéltliche serologische
Testsysteme, die sich hauptséachlich aus HEV-Genotyp 1-Antigenen zusammensetzen,
einer Anpassung fir Genotyp 3-pradominante Regionen bedurfen [69;74].

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass 25% (Gruppe 2; n=7) der zum
Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten (n=28) nach OLT anti-HEV
negativ werden. Die Wahrscheinlichkeit des Verlustes der anti-HEV Positivitat nimmt zu,
je niedriger die anti-HEV IgG-Konzentration vor OLT ist. Da die Mehrzahl der Patienten
jedoch im Westernblot weiterhin anti-HEV positiv ist, ist dieses Ergebnis hauptsachlich

auf die geringe Sensitivitat der heutigen anti-HEV ELISA zurlckzufihren.



4.1.4 Zum Zeitpunkt nach OLT anti-HEV IgG positiv getestete Patienten

Zu einer HEV-Serokonversion nach OLT ist es bei drei der 119 vor OLT anti-HEV
negativ getesteten Patienten gekommen (2,5%). Dabei zeigten 2 Patienten nur eine
einmalige anti-HEV Positivitat, wahrend sich bei dem dritten Patienten kontinuierlich
nach OLT anti-HEV 1gG nachweisen liel3. Eine Detektion von HEV-RNA gelang nur bei
dem letztgenannten Patienten. Der serologische Verlauf dieses Patienten (Patient 1) mit
initialer Viramie sowie anti-HEV IgM-Antikodrperbildung, passagerer
Transaminasenerhéhung und im weiteren Verlauf ausschlie3lich nachweisbaren anti-
HEV lgG-Antikdrpern ist dabei charakteristisch fir eine akute, selbstlimitierende HEV-
Infektion.

Die Patienten 2 und 3 wurden ausschliel3lich zum Untersuchungszeitpunkt Monat 12
nach OLT anti-HEV IgG positiv getestet. Zu den Untersuchungszeitpunkten vor OLT,
Monat 6 und Monat 36 nach OLT wurden die Serumproben sowohl fir anti-HEV
IgM/IlgG  als auch fir HEV-RNA negativ getestet. Zwischen diesen
Untersuchungszeitpunkten standen fir beide Patienten keine weiteren Serumproben
zur Verfliigung. Es ist — nach aktuellem Stand — das erste Mal, dass ein derartiger
Antikdrperverlauf dokumentiert wurde. Fur den isoliert positiven anti-HEV 1gG-Befund
zum Zeitpunkt Monat 12 nach OLT gibt es mehrere mdgliche Begriindungen.

Man kann ein falsch-positives anti-HEV I1gG-Ergebnis vermuten, welches fir eine
geringe Spezifitdt der zur Verfigung stehenden ELISA-Testverfahren sprechen wirde.
Eine HBV-bedingte Zirrhose stellte die Indikation zur Lebertransplantation bei Patient 2
und 12 Monate nach OLT konnte eine rezidivierende HBV-Infektion nachgewiesen
werden (HBV-Viruslast von 9064 Kopien/ml). Daher kdnnte der zu Monat 12 nach OLT
isoliert positive anti-HEV IgG-Befund durch eine polyklonale B-Zell-Stimulation
verursacht worden sein und definitionsgemalf ein falsch-positives Ergebnis darstellen.
Es liegen bisher keine Studien vor, die ein falsch-positives anti-HEV IgG-Ergebnis durch
eine HBV-induzierte polyklonale B-Zell-Stimulation beschrieben haben, jedoch sind
falsch-positive anti-HEV Befunde bei akuter EBV- und CMV-Infektion vom Hersteller
(Mikrogen, Neuried) sowie von Fogeda et al. beschrieben [79]. In kirzlich publizierten
Studien aus Sudkorea wird zudem auf die Mdglichkeit falsch positiver ELISA anti-HEV
Befunde bei akuter HAV-Infektion hingewiesen [80-81]. Diese Daten unterstitzen die
Hypothese einer geringen Spezifitat der zur Verfigung stehenden ELISA-Testverfahren
[82].



Eine stattgefundene HEV-Infektion kann bei den beiden ausschliel3lich zum Zeitpunkt
Monat 12 nach OLT anti-HEV I1gG positiv getesteten Patienten jedoch nicht sicher
ausgeschlossen werden. Da zwischen den Untersuchungszeitpunkten keine weiteren
Serumproben zur Verfigung standen, konnte die HEV-Infektion zwischen Monat 6 und
12 nach OLT stattgefunden haben. Bei Patient 3 reagierte zudem der HEV-Westernblot
zum Zeitpunkt Monat 36 nach OLT positiv und das quantitative ELISA-Ergebnis lag mit
19,5 U/ml nahe am Grenzwert-Bereich (20-24 U/ml). Dieser Befund verdeutlicht die
bereits unter 4.1.3 diskutierte geringe Sensitivitdit des HEV-ELISA’s im Vergleich zum
HEV-Westernblot.

In der Zusammenfassung kann die Ursache fir die ausschlie3lich zum Zeitpunkt Monat
12 nach OLT isoliert anti-HEV IgG positiv getesteten Serumproben nicht sicher eruiert
werden. Die Daten verdeutlichen jedoch die unter 4.1.1.1 diskutierte (s.0.) geringe
Testgute der zur Verfigung stehenden serologischen Testverfahren. Um die Diagnose
einer HEV-Infektion sicher stellen zu kdnnen, ist der HEV-RNA-Nachweis mittels PCR
notwendig, da ein signifikanter Prozentsatz nicht zuverlassig auf die serologischen

Tests reagiert.

4.2 Diskussion der Ergebnisse des HEV-RNA-Screenings in der PCR-
Kohorte (n=406) - Inzidienz der akuten und chronischen HEV-
Infektion nach OLT

In Industrielandern ist die akute HEV-Infektion eine seltene, aber zunehmend haufiger
diagnostizierte Erkrankung. Im Jahr 2010 wurden zwischen Januar und Juli in
Deutschland 114 HEV-Félle an das Robert-Koch-Institut Gbermittelt. Chronische HEV-
Infektionsverlaufe sind erstmals 2008 von Kamar et al. [3] und bisher ausschlief3lich bei
Patienten nach Organtransplantation bzw. Patienten mit Immunsuppression
nachgewiesen worden. Die chronische HEV-Infektion kann zu einer signifikanten
Progredienz der viralen Hepatitis in eine Leberfibrose bzw. Leberzirrhose fihren,
sodass die Klinische Bedeutung der chronischen HEV-Infektion in Industrielandern
deutlich zugenommen hat [4;8].

Um die Inzidenz der chronischen HEV-Infektion bei Patienten nach Lebertransplantation
zu untersuchen, wurden Serumproben von 406 Patienten zu den Zeitpunkten Monat 6

und einem 6 Monate spateren Untersuchungszeitpunkt mittels Real-Time PCR auf



HEV-RNA untersucht. Erfolgte in einer Serumprobe der HEV-RNA-Nachweis, so
wurden alle weiteren vorliegenden Serumproben des jeweiligen Patienten auf HEV-
RNA getestet und eine Sequenzanalyse sowie ein phylogenetischer Vergleich
durchgefuhrt.

Ein HEV-RNA-Nachweis gelang bei 2 Patienten (0,5%). Zu den beiden HEV-RNA
positiv getesteten Patienten gehoéren Patient 1 aus der ELISA-Subkohorte und Patient
4. Bei Patent 1 wurde HEV-RNA erstmals zum Zeitpunkt Monat 6 nach OLT positiv
getestet und zu den Verlaufszeitpunkten Monat 12 und Monat 36 nach OLT negativ (es
standen keine weiteren Serumproben zur Verfigung). Es handelte sich um eine akute,
selbstlimitierende HEV-Infektion (s.u. 4.1.4). Bei Patient 4 wurde HEV-RNA erstmals zu
Monat 2 nach Re-OLT (Tag 39) nachgewiesen und blieb tber den gesamten Verlauf
positiv (bis Tag 484 nach Re-OLT), sodass die Diagnose einer chronischen HEV-
Infektion gestellt wurde.

Studien, die das Auftreten der akuten und chronischen HEV-Infektion bei Patienten
nach Organtransplantation untersucht haben, zeigten differierende Ergebnisse. Kamar
et al. haben 2008 bei 14 von 217 Patienten nach Organtransplantation (6%) eine akute
HEV-Infektion  nachgewiesen; hiervon entwickelten 8 einen chronischen
Infektionsverlauf (57%) [3]. Bei Haagsma et al. testeten 2 von 285 Patienten nach
Lebertransplantation positiv auf HEV-RNA (0,7%), von denen bei einem Patienten
(50%) die Diagnose einer chronischen HEV-Infektion gestellt wurde [5]. In der Studie
von Pischke et al. wurden 2 von 226 Patienten nach Lebertransplantation positiv auf
HEV-RNA getestet (0,9%); beide entwickelten einen chronischen Infektionsverlauf [4].
Halac et al. fuhrten ein Antikdrper- sowie RNA-Screening bei 70 Kindern nach
Lebertransplantation durch: Ein Patient wurde positiv auf HEV-RNA getestet (1,4%) und
entwickelte eine chronische HEV-Infektion [83]. Im Rahmen einer Querschnittsstudie
von Pas et al. aus den Niederlanden wurde bei 1200 Patienten nach
Organtransplantation ein HEV-RNA-Screening durchgefihrt, in dem 12 Patienten
positiv auf HEV-RNA getestet wurden (1%); bei 11 Patienten wurde die Diagnose einer
chronischen HEV-Infektion gestellt (92%) [84].

Kamar et al. fihrten ein HEV-Screening bei Patienten durch, die ohne Nachweis eines
pathologischen Korrelates erhdhte Lebertransaminasen-Werte aufwiesen [3]. Auch in
den Studien von Pischke und Halac et al. waren die Patienten, die HEV-RNA positiv
getestet wurden, Bestandteil einer Subgruppe mit unerklarlicherweise erhéhten

Transaminasen nach OLT [4;83]. Dass in einem Kollektiv, in dem die haufigsten



Ursachen fir erhohte Lebertransaminasen ausgeschlossen wurden, die HEV-Infektion
haufiger auftrat, ist nachvollziehbar. Haagsma et al.,, die eine vergleichbare
Patientenauswahl vorgenommen haben, ermittelten eine Inzidenz von 0,7% [5], welche
mit der vorliegenden Arbeit vergleichbar ist. Pas et et al. nahmen ebenfalls eine
vergleichbare Patientenauswahl vor und ermittelten eine HEV-RNA-Prévalenz von 1%
[84]. Die Autoren fuhrten retrospektiv ein HEV-RNA-Screening bei Patienten, die
zwischen 2000 und 2011 ein Organtransplantat erhielten, durch. Dabei fallt auf, dass
die Mehrzahl der Patienten zu einem relativ spaten Zeitpunkt erstmals positiv auf HEV-
RNA getestet worden ist: Bei 11 von 12 Patienten lag der Infektionszeitpunkt zwischen
2008 und 2011, wahrend bei einem Patienten der Infektionszeitpunkt auf das Jahr 2003
zurUckzufuhren war. In der vorliegenden Arbeit ist ein relativ weit zurlckliegender
Zeitraum (2001-2006) untersucht worden. Dies kdnnte einen Grund fur die im Vergleich
zur Studie von Pas et al. niedrigere HEV-RNA-Nachweisrate darstellen. Die Daten
lassen vermuten, dass die Infektionshaufigkeit in Industrielandern zunimmt. Auch Daten
des Robert-Koch-Institutes deuten auf einen Inzidenzanstieg der HEV-Infektion in
nichtendemischen Landern hin (s. Tab. 1). Ob es sich hierbei um einen wahren
Inzidenzanstieg handelt, oder wie Pischke et al. vermuten, um ein gestiegenes
klinisches Bewusstsein und infolgedessen haufigerer Diagnositk [20], bleibt abzuwarten.
In Anbetracht der Tatsache, dass in der vorliegenden Kohorte der Zeitraum zwischen
beiden Serumproben im Durchschnitt 43 Monate betrug, ist nicht auszuschlieB3en, dass
weitere Patienten eine akute oder auch chronische HEV-Infektion zwischen diesen
beiden Untersuchungszeitpunkten durchgemacht haben. Im Vergleich zu Statistiken
des Robert-Koch-Institutes ist die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Inzidenz der
HEV-Infektion dennoch hoch. Dieser Befund unterstitzt die Hypothese, dass die
Mehrzahl der HEV-Infektionen in Industrielandern wahrscheinlich klinisch stumm oder
subklinisch verlauft und im klinischen Alltag keine weitere serologische bzw.
virologische Diagnostik erfolgt [20]. Daflir spricht auch, dass die Zahl neugemeldeter

HEV-Infektionen pro Jahr deutlich kleiner ist als die ermittelten Seropréavalenzdaten.

Einer von 2 HEV-RNA positiv getesteten Patienten zeigte in der vorliegenden Arbeit
einen chronischen Infektionsverlauf (Patient 4), was einer Chronifizierungsrate von 50%
entspricht. Kamar et al. haben im Rahmen einer retrospektiven Multicenterstudie 85
Patienten mit HEV-Infektion nach Organtransplantation untersucht; 56 Patienten (66%)

zeigten einen chronischen Infektionsverlauf [34]. Auch andere Studien ermittelten



Chronifizierungsraten, die im Bereich von 60% lagen [3;5;35] und die mit der in der
vorliegenden Arbeit erhobenen Chronifizierungsrate vergleichbar sind.

Die Starke der immunsuppressiven Therapie scheint in diesem Zusammenhang ein
Risikofaktor fir einen chronischen Verlauf zu sein. Kamar et al. konnten zeigen, dass
die CD4+ Lymphozyten-Zellzahl bei chronisch infizierten Patienten signifikant niedriger
war [3]. In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Parameter bei den Patienten nicht
bestimmt, sodass hierzu keine Aussagen getroffen werden koénnen. Als weitere
Risikofaktoren werden eine immunsuppressive Therapie, die Tacrolimus beinhaltet,
sowie eine niedrige Anzahl an Blutplatichen vermutet [34]. Aufgrund der niedrigen
Fallzahl von Patienten mit nachgewiesener HEV-Infektion in der vorliegenden Arbeit
konnen diese Befunde hier nicht zuverlassig beurteilt werden. Tacrolimus war jedoch
sowohl bei Patient 1 mit akuter, selbstlimitierender HEV-Infektion Bestandteil der

iImmunsuppressiven Therapie als auch bei Patient 4 mit chronischem Infektionsverlauf.

Die HEV-RNA positiven Serumproben wurden sequenziert und phylogenetisch
analysiert. Bei beiden HEV-RNA positiv getesteten Patienten konnte der HEV-Genotyp
3 nachgewiesen werden. Da die 4 humanpathogenen HEV-Genotypen ein typisches
geographisches Verteilungsmuster aufweisen und der Genotyp 3 pradominant in den
westlichen Industrielandern vorkommt, ist bei beiden Patienten wahrscheinlich von einer
autochton erworbenen HEV-Infektion auszugehen. Hierdurch werden Statistiken des
Robert-Koch-Instituts belegt, die zeigen, dass HEV-Infektionen in Deutschland und
anderen Industrielandern haufiger autochton erworben sind als durch eine Reise in ein
HEV-endemisches Land (s. Tab. 1). Bei Patienten mit Immunsuppression und
chronischem HEV-Infektionsverlauf konnte bisher ausschlieB3lich der HEV-Genotyp 3
nachgewiesen werden. Um die Bedeutung der weiteren humanpathogenen HEV-
Genotypen fur einen chronischen Infektionsverlauf zu evaluieren, werden Studien
bendtigt, die das Risiko einer chronischen HEV-Infektion bei Patienten mit

Immunsuppression in HEV-endemischen Landern untersuchen.

Zusammenfassend demonstriert das Ergebnis des HEV-RNA-Screenings bei Patienten
nach Lebertransplantation, dass die akute HEV-Infektion im Vergleich zu Statistiken des
Robert-Koch-Institutes zwar haufiger auftritt, aber dennoch bei dieser Patientengruppe
ein seltenes Ereignis ist. Der klinisch stumme Verlauf ist wahrscheinlich der Grund fur

die grolB3e Differenz zwischen selten gemeldeten HEV-Infektionen und hohen



Seropravalenzdaten in nichtendemischen Landern. Auf3erdem wird deutlich, dass bei
einem relevanten Anteil von Patienten mit Immunsuppression chronische

Infektionsverlaufe resultieren konnen.

4.3 Diskussion der Ergebnisse des epidemiologischen Fragebogens -
Risikofaktoren fur eine HEV-Infektion in nichtendemischen Landern

43.1 Das Risiko einer zoonotischen Transmission

Die Transmission des HEV in Industrielandern erfolgt in der Mehrzahl der Falle im
Sinne einer zoonotischen Infektion Uber kontaminierte, tierische Produkte.
Insbesondere der rohe Konsum von Wildschweinfleisch und von Innereien ist haufig die
Ursache fur autochtone Infektionen in nichtendemischen Landern [45;50;58;63]. Aber
auch der direkte Kontakt zu Tieren ist als mdgliche Infektionsquelle bzw. Risikofaktor
beschrieben [60-62].

Die Auswertung der Patientenbefragung ergab, dass der haufige Konsum von Innereien
mit einer signifikant hoheren HEV-Seropravalenz korrelierte: Patienten mit einem
Konsum von Innereien ofter als ein Mal pro Monat (n=14) wiesen mit 50% eine
statistisch signifikant héhere anti-HEV 1gG-Seropravalenz auf als Patienten, die den
Konsum von Innereien verneinten (n=33; 18%, p=0,04). Dieses Ergebnis stimmt mit
vorangegangenen Studien Uberein, in denen ebenso der Verzehr von Innereien mit
einem hoheren Risiko einer HEV-Infektion assoziiert war [35;45;63]. Bisher konnte
sowohl in den USA als auch in den Niederlanden und in GroR3britannien HEV-RNA in
kauflich erwerblichen Schweinelebern isoliert werden [85-87]. Auch in weiteren
europaischen Studien konnte HEV-RNA bei schlachtreifen Schweinen in Stuhl-, Serum-
sowie Leberproben festgestellt werden [88-91]. Um einer HEV-Infektion vorzubeugen,
sollten deshalb insbesondere Patienten mit Immunsuppression Fleischprodukte
ausreichend erhitzen und nach Mdéglichkeit auf den Verzehr von Innereien verzichten.
Es konnte diesbezuglich gezeigt werden, dass das HEV bei Temperaturen Gber 70°C
inaktiviert wird [92]. Vorher beschriebene Risikofaktoren, wie z.B. der Wildkonsum [56-
57] oder ein beruflicher Tierkontakt [60-62] sowie Haustierkontakt [45], waren in der

vorliegenden Arbeit statistisch nicht signifikant.



4.3.2 Das Risiko einer parenteralen Transmission

Neben der HEV-Transmission durch infizierte Nahrungsmittel oder Tierkontakt wurden
als mogliche Ubertragungswege auRerdem eine parenterale Infektion Uber
Bluttransfusionen [52] sowie die vertikale Transmission des Virus bei einer
Schwangeren auf ihr ungeborenes Kind beschrieben [53]. Bisher gibt es im Gegensatz
zur Hepatitis B und C keine Hinweise auf eine sexuelle Transmission des HEV.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig eine statistisch signifikante Korrelation
zwischen haufig wechselnden Sexualpartnern und dem HEV-Infektionsrisiko
herausgestellt: 35 Patienten gaben an, bis zum Zeitpunkt der OLT mehr als 10
Sexualpartner gehabt zu haben und wiesen mit 31% eine signifikant hohere HEV-
Seropravalenz auf als Patienten mit weniger als 10 Sexualpartnern (n=83, HEV-
Seropravalenz=15%, p=0,04).

Kuniholm et al. konnten einen Zusammenhang von haufig wechselnden Sexualpartnern
[45] mit erhéhten HEV-Seropravalenzraten nicht identifizieren und auch Keane et al.
fanden keine epidemiologischen Hinweise auf einen sexuellen Ubertragungsweg fiir
das HEV [93]. Mit 123 an der Patientenbefragung teilgenommenen Patienten ist die in
der vorliegenden Arbeit untersuchte Kohorte Im Vergleich zur Studie von Kuniholm et
al. (>18.000 Teilnehmer) klein [45]. Daher sind die in der vorliegenden Arbeit
berechneten Zusammenhange mit Vorsicht zu interpretieren. Fur die Hepatitis A wurde
eine erhohte Inzidenz bei ménnlichem, homosexuellem Geschlechtsverkehr bereits vor
vielen Jahren beschrieben [94-96]. Der genaue Mechanismus des erhohten
Infektionsrisikos konnte nicht nachgewiesen werden. Zu vermuten ist jedoch, dass die
asymptomatische  Ausscheidung der Hepatitis-A-Viren mit einem erhdhten
Infektionsrisiko  einhergeht, insbesondere bei mannlichem, homosexuellem
Geschlechtsverkehr. Da das HEV dem HAV ahnlich ist, kénnten fur die Hepatitis E
ahnliche Grundsatze zutreffen. Der Fragestellung, ob die HEV-Infektion sexuell
Ubertragen werden kann, sollte durch experimentelle sowie weitere epidemiologische
Studien nachgegangen werden.

Vorher vermutete Risikofaktoren, wie z.B. eine Bluttransfusionsanamnese, wiesen
keinen statistisch signifikanten Zusammenhang mit hoheren HEV-Seropravalenzraten

und einem somit erhohten HEV-Infektionsrisiko auf.



4.4 Evaluierung der Persistenz sowie des Reaktivierungsrisikos des HEV

Bei einem Patienten nach Stammzelltransplantation konnte eine Reaktivierung des HEV
nachgewiesen werden [64]. Auch vor kurzem publizierte Studien unterstitzen die
Hypothese einer mdglichen Viruspersistenz und somit die Madoglichkeit der
Reaktivierung, insbesondere bei Patienten mit Immunsuppression. Von unserer
Arbeitsgruppe wurde in diesem Zusammenhang ein Artikel publiziert (Patient 5), der
erstmals zeigt, dass HEV von einem Spender mit HEV-RNA infizierter Leber, jedoch
serologisch okkultem HEV-Status, auf einen Empfanger Ubertragen werden und sich
hieraus eine chronische HEV-Infektion entwickeln kann [66]. Der Fall zeigt, dass HEV in
der Leber bzw. im Gallensystem persistieren konnte, ohne eine serologische Antwort
auszulésen. Diese Hypothese wird durch eine Seropravalenzstudie bei Wildschweinen
unterstitzt: Adlhoch et al. wiesen bei Wildschweinen Seropravalenzraten von 25-30%
nach, wahrend HEV-RNA bei bis zu 68% der Falle gefunden wurde [75]. Zudem wurde
bei einigen Tieren HEV-RNA ausschliel3lich in der Galle nachgewiesen.

In der vorliegenden Promotionsarbeit gab es jedoch keine Hinweise, die flr eine
Reaktivierung bzw. eine Persistenz des HEV im menschlichen Organismus sprechen.
Patienten, die zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positiv getestet worden sind (n=28),
wiesen zu allen Untersuchungszeitpunkten nach OLT HEV-RNA negative Serumproben
auf. Auch Abravanel und Kamar et al. konnten bei zum Zeitpunkt vor
Stammzelltransplantation und Organtransplantation anti-HEV IgG positiv getesteten
Patienten keine Hinweise auf eine Reaktivierung nach Transplantation gewinnen [97-
99]. Aus diesen Daten geht hervor, dass das Risiko einer Reaktivierung des HEV zwar

nicht auszuschliel3en, jedoch sehr gering ist.

Es konnte erstmals eine Transmission von HEV Uber ein infiziertes Spenderorgan bei
okkultem Infektionsstatus des Spenders demonstriert werden. Im Rahmen zukunftiger
Studien sollten das Vorkommen von HEV-RNA in Spenderorganen sowie das damit
einhergehende Infektionsrisiko genauer untersucht werden. In diesem Zusammenhang
sollte hinsichtlich der niedrigen HEV-Inzidenzrate nach OLT evaluiert werden, inwieweit
der histologische Nachweis von HEV-RNA im Spenderorgan sinnvoll ist oder ob man
das Infektionsrisiko bewusst in Kauf nimmt. Aktuell gibt es keine Leitlinienempfehlungen
fur die Therapie einer chronischen HEV-Infektion. Es ist jedoch inzwischen gut

dokumentiert, dass pegyliertes Interferon [36-38] und Ribavirin [39-42] jeweils in einer



Monotherapie effektive Therapiestrategien darstellen und durch eine Reduktion der
iImmunsuppressiven Therapie in ca. einem Drittel aller Falle eine Viruselimination

erreicht werden kann [33].



5 Zusammenfassung

Die Hepatitis-E-Virus-Infektion (HEV-Infektion) ist eine in Entwicklungslandern
endemisch auftretende und in Industrielandern selten diagnostizierte Erkrankung, der
bis 2008 ausschlie3lich ein akuter Verlauf vergleichbar mit einer Hepatitis-A-Virus-
Infektion  zugeschrieben  wurde. Durch die Erstbeschreibung chronischer
Infektionsverlaufe bei Patienten nach Organtransplantation und die rasche Progredienz
der viralen Hepatitis in eine Leberfibrose bzw. Leberzirrhose hat die Bedeutung der
HEV-Infektion weltweit deutlich zugenommen. In Deutschland liegen bisher nur wenige

Daten zur Pravalenz der HEV-Infektion sowie zu mdglichen Risikofaktoren vor.

Um retrospektiv die Inzidenz der akuten sowie chronischen HEV-Infektion bei Patienten,
die zwischen 2001 und 2006 am Campus Virchow-Klinikum der Charité-
Universitadtsmedizin Berlin ein Lebertransplantat erhielten, zu bestimmen, erfolgte in der
vorliegenden Arbeit bei 406 Patienten (PCR-Kohorte) zu den Zeitpunkten Monat 6 nach
orthotoper Lebertransplantation (OLT) sowie zu einem 6 Monate spateren Zeitpunkt ein
RNA-Screening unter Einsatz einer Real-Time PCR. Um die Seropravalenz zu
bestimmen sowie den Antikdrperverlauf nach Lebertransplantation zu beobachten,
erfolgte in einer Subkohorte von 150 Patienten (ELISA-Kohorte) die Durchfihrung eines
sequentiellen RNA- und anti-HEV IgG-Screenings zu den Zeitpunkten vor OLT sowie
Monat 6, 12 und 36 nach OLT. Weiterhin sollten mit Hilfe eines selbstkonzipierten
Fragebogens Risikofaktoren fir den Erwerb einer HEV-Infektion identifiziert werden.

Die Inzidenz der HEV-Infektion bei Patienten nach Lebertransplantation war niedrig,
jedoch bestand das Risiko eines chronischen Verlaufes: Bei 2 von 406 Patienten (0,5%)
konnten zu mindestens einem Untersuchungszeitpunkt HEV-RNA nachgewiesen
werden; ein Patient entwickelte einen chronischen Infektionsverlauf. Die in der ELISA-
Subkohorte (n=150) ermittelte anti-HEV 1gG-Seropravalenz betrug 21% (n=31). Daruber
hinaus zeigte das Antikorperscreening, dass die Mehrzahl der seropositiv getesteten
Patienten bereits zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positive Serumproben aufwies
(n=28). 20 Patienten wurden zu allen Untersuchungszeitpunkten seropositiv getestet,
wahrend 7 der 28 zum Zeitpunkt vor OLT positiv getesteten Patienten zu den

Untersuchungszeitpunkten nach Lebertransplantation im ELISA ein negatives



Testergebnis aufwiesen. Patienten, die durchgehend anti-HEV 1gG positiv blieben
(n=20), wiesen zum Untersuchungszeitpunkt vor OLT einen signifikant hdheren
Antikorpertiter auf als Patienten, die ausschliel3lich zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV
IgG positiv getestet wurden und danach negativ (n=7). Zuséatzlich gab es 3 Patienten
(2%), die erstmalig zu einem Verlaufszeitpunkt nach OLT anti-HEV positiv getestet
wurden. Die Serumprobe eines Patienten war vor OLT anti-HEV IgG negativ und ab
Monat 6 seropositiv. FUr diesen Patienten konnte eine akute Infektion nachgewiesen
werden. Die Ubrigen 2 Patienten wurden ausschlie3lich zu Monat 12 nach OLT anti-
HEV 1gG positiv getestet, ohne dass zu einem Untersuchungszeitpunkt der Nachweis
von HEV-RNA oder anti-HEV IgM gelang. Im Rahmen der Patientenbefragung konnten
der haufige Verzehr von Innereien (mehr als 1 Mal pro Monat) sowie haufig wechselnde
Sexualpartner (mehr als 10 bis zum Transplantationszeitpunkt) als Risikofaktoren fur
den Erwerb einer HEV-Infektion herausgestellt werden. Bei einem Patienten, welcher
aulRerhalb der Studienkohorte auf HEV getestet wurde, konnte erstmals gezeigt
werden, dass das Virus von einem Spender mit HEV-RNA infizierter Leber, jedoch
serologisch okkultem HEV-Status, auf einen Empfanger Ubertragen werden und sich

hieraus eine chronische HEV-Infektion entwickeln kann.

In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde die klinische Bedeutung der HEV-Infektion
fur Patienten nach Lebertransplantation in einem nichtendemischen Land evaluiert. Die
ermittelte HEV-Seropravalenzrate von 21% verdeutlicht, dass man in Deutschland von
einer hoheren Exposition gegenuber HEV ausgehen muss als bisher angenommen. Die
Rate an Serokonversionen nach Lebertransplantation ist niedrig und das Risiko einer
akuten oder chronischen HEV-Infektion fur Patienten nach Lebertransplantation gering.
Die Ergebnisse der serologischen Untersuchungen verdeutlichen zudem die
Notwendigkeit der Verbesserung der zur Verflgung stehenden serologischen
Testverfahren. Der erstmalig beschriebene Fall einer okkulten Transmission weist auf
die Moglichkeit der Viruspersistenz in der Leber bzw. im Gallensystem hin und
demonstriert die Mdoglichkeit der Reaktivierung von HEV bei Patienten mit

Immunsuppression.
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Anhang

Tabelle A-1: Bewertung der Bandenintensitat eines Westernblot-Streifens bezogen auf die Cutoff-Bande.
Quelle: recomLine HEV, Gebrauchsinfortmationsheft, Fa. Mikrogen, Version des Jahres 2008, Seite 7

keine Reaktion -
sehr schwache Intensitét (geringer als Cutoff-Bande) | +/-

schwache Intensitat (entspricht Cutoff-Bande) +
starke Intensitat (starker als Cutoff-Bande) ++
Sehr starke Intensitét +++

Tabelle A-2: Punktebewertung der HEV-Antigene fir den Westernblot basierend auf der
Bandenintensitat von Tab. A-1. Es wurden die Farbintensitaten der jeweiligen Banden mit der Cutoff-
Kontrolle verglichen. Auf einem HEV-Westernblot-Teststreifen sind verschiedenen Antigene aufgetragen:
der N- und C-terminale Teil sowie das Mittelstiick des ORF2-Proteins (O2N, O2C, O2M) und das ORF3-
Protein (03).

Quelle: recomLine HEV, Gebrauchsinfortmationsheft, Fa. Mikrogen, Version des Jahres 2008, Seite 7

Antigen | Punkte flir Bandenintensitat + Punkte flirJrEije:]%dszntensnat
O2N 1 2
02C 2 4
o2m 2 4
03 2 4

Tabelle A-3: Aviditatsindex der zum Zeitpunkt vor orthotoper Lebertransplantation (OLT) anti-HEV 1gG
positiv (pos.) getesteten Patienten (n=28). Die Aviditat ist ein Mal3 fir die Bindungsstarke zwischen
Antikdrper und Antigen. Far die Testdurchfihrung wurden je zwei HEV-Westernblot-Teststreifen mit
derselben Serumprobe inkubiert, wobei einem der beiden Teststreifen Aviditatslésung hinzugefugt wurde.
Diese lasst niedrig avide Antikorper, die eher im Rahmen einer (post)akuten Infektion gebildet werden,
abdiffundieren, wahrend hoch avide Antikdrper gebunden bleiben. Man dividierte die beiden Punktzahlen
und erhielt den Aviditatsindex fur eine Serumprobe. Ein Aviditatsindex von < 0,5 kdnnte dabei auf einen
frhen Infektionszeitpunkt hinweisen und kam in der vorliegenden Testreihe nicht vor. Voneinander
getrennt dargestellt sind die Ergebnisse der durchgehend anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten
(Gruppe 1; n=20) sowie der nur vor OLT anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten (Gruppe 2; n=7).

vor OLT pos. Gruppe 1 Gruppe 2
Aviditatsindex (n=28) (n=20) (n=7)
1,0 19 13 5
0,9 1 1
0,8 1 1
0,7 3 3
0,5 4 2 2




Tabelle A-4: Durchschnittlicher Aviditatsindex aller zum Zeitpunkt vor orthotoper Lebertransplantation
(OLT) anti-HEV I1gG positiv getesteten Patienten (n=28), der durchgehend anti-HEV IgG positiv
getesteten Patienten (Gruppe 1; n=20) und der Patienten, deren Serumproben nur vor OLT anti-HEV IgG
positiv. waren (Gruppe 2; n=7). Ein Aviditatsindex von < 0,5 koénnte dabei auf einen friihen
Infektionszeitpunkt hinweisen (zur Berechnung des Aviditatsindexes s.u. Tab. A-3).

Aviditatsindex zum Zeitpunkt vor OLT
[Punktequotient; Mittelwert + SD
(Spannweite)]

0,88 £ 0,19 (0,5 -1,0)

Patientengruppe

Alle vor OLT seropositiv getesteten Patienten (n=28)

Gruppe 1 (n=20) 0,88 + 0,18 (0,5 -1,0)

Gruppe 2 (n=7) 0,86 + 0,24 (0,5 -1,0)

Anmerkung. OLT, orthotope Lebertransplantation; SD, standard deviation (engl., Standardabweichung);
der Unterschied im Mittelwert zwischen Gruppe 1 (n=20) und Gruppe 2 (n=7) war statistisch nicht
signifikant (p=0,97). Der p-Wert wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests berechnet.

Tabelle A-5: Darstellung der immunsuppressiven Therapie der anti-HEV 1gG positiv getesteten Patienten
(n=31) sowie die Differenzierung in durchgehend anti-HEV IgG positiv getestete Patienten (Gruppe 1;
n=20) und nur vor orthotoper Lebertransplantation (OLT) anti-HEV IgG positiv getestete Patienten
(Gruppe 2; n=7) a) zum Zeitpunkt der OLT sowie b) zum Zeitpunkt Monat 6 nach OLT. In Klammern sind
die zum jeweiligen Medikamentenschema zugehdrigen Prozentpunkte angegeben.

a)
im ELISA anti-
HEV IgG + Gruppe 1 (n=20) Gruppe 2 (n=7)
(n=31)
Anzahl der Patienten mit dokumentiertem a a
. ; 28 18 7
immunsuppressivem Schema
Tacrolimus 1 (3,6) 1(5,6) -
Tacrolimus+Kortikosteroid 15 (48,4) 9 (50,0) 4 (57,1)
Tacroimus+Kortikosteroid+Mycophenolat | 4 (14,3) 2(11,2) 1(14,3)
Tacrolimus+Kortikosteroid +FK 778 2 (7,2) 1(5,6) 1(14,3)
Tacrolimus+Mycophenolat 3 (10,7) 3 (16,7) -
Mycophenolat+FK 778+Kortikosteroid 1 (3,6) 1(5,6) -
Mycophenolat+Sirolimus+Kortikosteroid 1 (3,6) - 1(14,3)
Mycophenolat+Cyclosporin+Kortikosteroid | 1 (3,6) 1(5,6) -
b)
im ELISA anti-
HEV IgG + Gruppe 1 (n=20) Gruppe 2 (n=7)
(n=31)
Anzahl der Patienten mit dokumentiertem
! ) 31 20 7
immunsuppressivem Schema
Tacrolimus 11 (35,5) 7 (35,0) -
Tacrolimus+Kortikosteroid 6 (19,4) 4 (20,0) 4 (57,1)
Tacroimus+Kortikosteroid +Mycophenolat | 4 (13,0) 2 (10,0) 1(14,3)
Tacrolimus+Mycophenolat 7 (22,6) 5 (25,0) 1(14,3)
Mycophenolat 1 (3,2 1(5,0) -
Mycophenolat+Sirolimus 1 (3,2 - 1(14,3)
Mycophenolat+Kortikosteroid+Cyclosporin | 1 (3,2) 1(5,0) -

Anmerkungen. ? Patientenzahlen differieren aufgrund unvollstandig dokumentierter immunsuppressiver

Medikamentenschemata.



Tabelle A-6: Tacrolimus-Spiegel der im ELISA anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten (n=31).
Vergleich des Medikamentenspiegels (Mittelwert) zwischen den durchgehend anti-HEV 1gG positiv
getesteten Patienten (Gruppe 1; n=20) und den nur vor orthotoper Lebertrannsplantation (OLT) positiv
getesteten Patienten (Gruppe 2; n=7). In Klammen ist die Anzahl der Patienten angegeben, bei denen
der Tacrolimus-Spiegel bestimmt wurde.

Tacrolimus-Spiegel [ng/ml; Mittelwert
Patientengruppe (n)]
Monat 6 Monat 12 Monat 36
Alle im ELISA anti-HEV IgG positiv getesteten 7,72 (28) 5,69 (27) 5,08 (24)
Patienten (n=31)
Gruppe 1 (n=20) 7,82 (18) 5,78 (17) 5,11 (15)
Gruppe 2 (n=7) 7,77 (6) 4,75 (6) 4,92 (5)

Anmerkung. der Unterschied im Mittelwert zwischen Gruppe 1 (n=20) und Gruppe 2 (n=7) war statistisch
nicht signifikant (p>0,05). der p-Wert wurde mit Hilfe des Student’s t-Tests berechnet.

Tabelle A-7: Pravalenz und Odds Ratios (OR) von anti-HEV 1gG-Antikdrpern hinsichtlich eines
Tierkontaktes in der ELISA-Kohorte (n=150).

Patienten- Anti-HEV IgG
anzahl &, positiv, °
Variable n (%) b % (95% KI) OR (95% KI) p-Wert
Haustiere
Jeglicher Art
Nein 61 (49,6) 19,7 (9,4-29,9) 1,0
Ja 62 (50,4) 21,0 (10,6-31,4) 1,08 (0,45-2,61) 1,00
Hund
Nein 89 (72,4) 20,2 (11,7-28,7) 1,0
Ja 34 (27,6) 20,6 (6,3-34,9) 1,02 (0,38-2,72) 1,00
Katze
Nein 91 (74,0) 18,7 (10,5-26,8) 1,0
Ja 32 (26,0) 25,0 (9,1-40,9) 1,45 (0,56-3,79) 0,45
Beruflicher Tierkontakt
Nein 110 (89,4) 18,2 (10,9-25,6) 1,0
Ja 13 (10,6) 38,5 (7,9-69,1) 2,81 (0,83-9,52) 0,14

Anmerkung. Kl, Konfidenzintervall; OR, Odds Ratio (engl., Quotenverhaltnis).

? Patientenzahlen variieren aufgrund unvollstandiger Teilnahme an der Befragung sowie Tod im Follow-
up-Zeitraum.

® Die Prozentzahlen beziehen sich auf die Anzahl der Patienten, die die zugehorige Frage beantwortet
haben. Insgesamt 123 Patienten aus der ELISA-Kohorte (82%) beantworteten den Fragebogen. 116 von
123 Patienten (94%) beantworteten den Fragebogen vollstandig.

¢ Die anti-HEV 1gG-Seropravalenz von allen 150 getesteten Patienten lag bei 20,7% (n=31).



Tabelle A-8: Pravalenz und Odds Ratios (OR) von anti-HEV IgG-Antikdrpern

Essgewohnheiten in der ELISA-Kohorte (n=150).

In Bezug auf

Patienten-  Anti-HEV IgG
anzahl ¢, positiv, © p-

Variable n (%) b % (95% K1) OR (95% KIl) Wert
Konsum von Fleischprodukten, Anzahl / Monat

0-10 17 (14,2) 17,7 (2,6-37,9) 1,0

11-20 26 (21,7) 19,2 (3,0-35,5) 1,11 (0,23-5,41) 1,00

>20 77 (64,2) 22,1 (12,6-31,6) 1,32 (0,34-5,14) 1,00
Schweinefleisch und Schinken, Anzahl / Monat

0-5 41 (33,9) 19,5 (6,9-32,2) 1,0

6-10 27 (22,3) 7,4 (3,2-18,0) 0,33 (0,06-1,69) 0,29

>10 53 (43,8) 28,3 (15,8-40,8) 1,63 (0,61-4,32) 0,35
Innereien

Nein 33 (27,5) 18,1 (4,3-32,1) 1,0

Ja 87 (72,5) 21,8 (13,0-30,7) 1,26 (0,45-3,48) 0,80
Innereien, Anzahl / Monat

0 33 (27,5) 18,2 (4,3-32,1) 1,0

<1 43 (35,8) 16,3 (4,8-27,8) 0,86 (0,26-2,90) 1,00

1 30 (25,0) 16,7 (2,5-30,8) 0,90 (0,24-3,32) 1,00

>1 14 (11,7) 50,0 (20,0-80,0) 4,50 (1,14-17,73) 0,04
Leber, Anzahl / Monat

0 37 (30,8) 24,3 (9,8-38,8) 1,0

1-10 46 (38,3) 17,4 (6,0-28,8) 0,66 (0,23-1,91) 0,59

>10 37 (30,8) 21,6 (7,7-31,5) 0,89 (0,29-2,54) 1,00
Wild

Nein 78 (63,9) 19,2 (10,3-28,2) 1,0

Ja 44 (36,1) 22,7 (9,8-35,6) 1,23 (3,05-0,50) 0,65
Wild, Anzahl / Jahr

0 78 (63,9) 19,2 (10,3-28,2) 1,0

1-10 38 (31,1) 21,1 (7,5-34,6) 1,12 (0,43-2,93) 0,81

>10 6 (4,9) 33,3 (20,9-87,5) 2,10 (0,35-12,56) 0,60
Wildschwein

Nein 92 (75,4) 20,7 (12,2-29,1) 1,0

Ja 30 (24,6) 20,0 (4,8-35,2) 0,96 (0,34-2,68) 1,00
Hirsch / Reh

Nein 91 (74,6) 20,9 (12,4-29,4) 1,0

Ja 31 (25,4) 19,4 (4,6-34,1) 0,91 (0,33-2,53) 1,00

Anmerkung. Kl, Konfidenzintervall; OR, Odds Ratio (engl., Quotenverhaltnis).
? pPatientenzahlen variieren aufgrund unvollstandiger Teilnahme an der Befragung sowie Tod im Follow-

up-Zeitraum.

® Die Prozentzahlen beziehen sich auf die Anzahl der Patienten, die die zugehdrige Frage beantwortet
haben. Insgesamt 123 Patienten aus der ELISA-Kohorte (82%) beantworteten den Fragebogen. 116 von
123 Patienten (94%) beantworteten den Fragebogen vollstandig.
¢ Die anti-HEV 1gG-Seropravalenz von allen 150 getesteten Patienten lag bei 20,7% (n=31).



Tabelle A-9: Pravalenz und Odds Ratios (OR) von anti-HEV IgG hinsichtlich stattgehabter viraler
Hepatitiden in der ELISA-Kohorte (n=150).

Patientenan- Anti-HEV IgG
zahl @, positiv, ©
Variable n (%) b % (95% K1) OR (95% KIl) p-Wert
HCV-Antikorper
Nein 117 (79,1) 22,2 (14,6-29,9) 1,0
Ja 31 (20,9) 12,9 (0,4-25,4) 0,52 (0,17-1,62) 0,32
HBV core Antikdrper
Nein 106 (72,1) 19,8 (12,1-27,5) 1,0
Ja 41 (27,9) 22,0 (8,7-35,2) 1,14 (2,75-0,47) 0,82
HAV-Antikorper
Nein 39 (27,3) 12,8 (1,8-23,8) 1,0
Ja 104 (72,7) 22,1 (14,0-30,2) 1,93 (0,68-5,49) 0,25

Anmerkung. HAV, Hepatitis-A-Virus; HBV, Hepatitis-B-Virus; HCV, Hepatitis-C-Virus; KI,
Konfidenzintervall; OR, Odds Ratio (engl., Quotenverhaltnis).

? Patientenzahlen variieren aufgrund fehlender Daten zu den jeweiligen Laborwerten sowie Tod im
Follow-up-Zeitraum.

® Die Prozentzahlen beziehen sich auf die Anzahl der Patienten, fiir die der Antikorperstatus vor OLT
dokumentiert war.

¢ Die anti-HEV 1gG-Seropravalenz von allen 150 getesteten Patienten lag bei 20,7% (n=31).



Tabelle A-10: Histologisches Grading der im ELISA anti-HEV IgG positiv (pos.) getesteten Patienten
(n=31) zu den Zeitpunkten Monat 12 und Monat 36 nach orthotoper Lebertransplantation (OLT).
Bestimmt wurde der Grad der Entziindung, der Grad der Fibrose (beide nach Desmet/Scheuer) sowie der
prozentuale Anteil der Parenchymverfettung. Angegeben sind die zu den verschieden Stadien
gehdrenden Patientenzahlen. Getrennte Darstellung fir die durchgehend seropositiv getesteten
Patienten (Gruppe 1; n=20) und die nur zum Zeitpunkt vor OLT anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten
(Gruppe 2; n=7).

Monat 12 Monat 36
ELISA Gruppe 1 | Gruppe 2 ELISA Gruppe 1 | Gruppe 2
pos.(n=31) (n=20) (n=7) pos.(n=31) (n=20) (n=7)
Entziindung
keine Entziindung 1 1 - 5 2 1
Stadium 1 19 12 4 17 11 4
Stadium 2 - - - 1 1 -
Stadium 3 - - - 1 1 -
Stadium 4 - - - - - -
Fibrose
keine Fibrose 1 - - 4 1 2
Stadium 1 13 8 2 9 7 1
Stadium 2 8 6 2 11 6 3
Stadium 3 - - 1 1 -
Stadium 4 - - - - - -
Parenchymverfettung
<5% 11 6 2 8 6 1
5-33% 8 6 2 13 7 3
33-66% - - - 2 1 1
>66% - - - 1 - 1

Anmerkung. Patientenzahlen variieren aufgrund einer nicht bei allen Patienten durchgefiihrten Biopsie
sowie unvollstandiger Beschreibung der hier dargestellten Punkte im pathologischen Befundbericht.
Einteilung der Entziindung nach Desmet-Scheuer: Stadium 1, nur portale Entziindung; Stadium 2,
geringe Interface-Hepatitis; Stadium 3, moderate Interface-Hepatitis; Stadium 4, ausgedehnte Interface-
Hepatitis. Einteilung der Fibrose nach Desmet-Scheuer: Stadium 1, nur portale Fibrose; Stadium 2,
periportale Fibrose mit porto-portalen Septen bei erhaltener Architektur; Stadium 3, Fibrose mit zerstorter
Architektur ohne offensichtliche Zirrhose; Stadium 4, wahrscheinliche oder definitive Zirrhose.



Tabelle A-11: Vergleich der Mittelwerte aus dem in Tabelle A-10 dargestellten histologischen Grading
der im ELISA anti-HEV IgG positiv (pos.) getesteten Patienten (n=31) zu den Zeitpunkten Monat 12 und
Monat 36 nach orthotoper Lebertransplantation (OLT). Jedem Stadium wurde die aquivalente Punktzahl
verteilt (O Punkte fir ,keine Entziindung bzw. Fibrose“ und 1, 2, 3 und 4 Punkte fir die Stadien 1 bis 4; s.
Tab. A-10) sowie jedem Stadium der Parenchymverfettung 1 Punkt (1 Punkt fir eine
Parenchymverfettung <5% und 4 fiir >66%, s. Tab. A-10). Die Mittelwerte wurden fir die durchgehend
seropositiv getesteten Patienten (Gruppe 1; n=20) und die nur vor OLT anti-HEV IgG positiv getesteten
Patienten (Gruppe 2; n=7) auf statistische Signifikanz tGberprift (p-Wert).

Monat 12 Monat 36
ELISA | Gruppe | Gruppe ELISA | Gruppe | Gruppe
pos. 1 2 p-Wert pos. 1 2 p-Wert
(n=31) (n=20) (n=7) (n=31) (n=20) (n=7)
Entziindung [Punkte;
Mittelwert + SD 0,95+ 0,92 + 1,00 £ 058 0,92 + 1,07 + 0,80 + 0.46
(Spannweite)] 0,22 (0-1) | 0,28 (0-1) | 0,00 (1-1) 0,65 (0-3) | 0,70 (0-3) | 0,45 (0-1)
Fibrose [Punkte;
Mittelwert + SD 1,32+ 1,43 + 1,50 + 0.80 1,36 £ 1,47 + 1,17 + 0,59
(Spannweite)] 0,57 (0-2) | 0,51 (1-2) | 0,58 (1-2) 0,81 (0-3) | 0,74 (0-3) | 0,98 (0-2)
Parenchymverfettung
[Punkte: Mittelwert + 1,42 + 1,50 + 1,50 + 1,00 1,83+ 1,64 2,33 0.12
SD (Spannweite)] 0,51 (1-2) | 0,52 (1-2) | 0,58 (1-2) 0,76 (1-4) | 0,63 (1-3) | 1,03 (1-4)

Anmerkung. SD, standard deviation (engl., Standardabweichung); der p-Wert wurde mit Hilfe des Mann-
Whitney-Tests berechnet.



Tabelle A-12.: Labordaten der im ELISA anti-HEV IgG positiv (pos.) getesteten Patienten (n=31) zu den
Untersuchungszeitpunkten Monat 6, 12 und 36 nach orthotoper Lebertransplantation (OLT). Die
Mittelwerte wurden fur die durchgehend seropositiv getesteten Patienten (Gruppe 1; n=20) und die nur
vor OLT anti-HEV IgG positiv getesteten Patienten (Gruppe 2; n=7) auf statistische Signifikanz tberpruft.

ELISA-pos. Gruppel Gruppe?2
(n=31) (n=20) (n=7) p-Wert

Gesamt-Bilirubin [mg/dl; MW + SD (Spannweite)]

Monat 6 0,74 0,81 0,61 >0,05

Monat 12 0,68 0,73 0,61 >0,05

Monat 36 0,73 0,76 0,80 >0,05
AST [OGW; MW % SD (Spannweite)]

Monat 6 0,73 0,63 0,60 >0,05

Monat 12 0,64 0,63 0,55 >0,05

Monat 36 0,64 0,60 0,72 >0,05
ALT [OGW; MW % SD (Spannweite)]

Monat 6 0,94 0,60 0,64 >0,05

Monat 12 0,62 0,58 0,51 >0,05

Monat 36 0,66 0,60 0,80 >0,05
AP [U/l; MW £ SD (Spannweite)]

Monat 6 150,19 135,90 190,57 >0,05

Monat 12 126,48 122,05 130,57 >0,05

Monat 36 85,41 80,15 99,14 >0,05
y-GT [U/l; MW % SD (Spannweite)]

Monat 6 60,55 48,55 58,86 >0,05

Monat 12 65,81 64,60 41,57 >0,05

Monat 36 51,87 43,45 64,86 >0,05
Albumin [g/dl; MW £ SD (Spannweite)]

Monat 6 4,25 4,34 4,20 >0,05

Monat 12 4,41 4,43 4,31 >0,05

Monat 36 4,45 4,46 4,47 >0,05
Thromboplatinzeit [%; MW + SD (Spannweite)]

Monat 6 93,65 92,50 93,57 >0,05

Monat 12 94,26 91,70 98,71 >0,05

Monat 36 95,26 93,65 97,14 >0,05
CRP [mg/dl; MW + SD (Spannweite)]

Monat 6 0,50 0,59 0,31 >0,05

Monat 12 0,73 0,90 0,50 >0,05

Monat 36 0,58 0,44 1,17 >0,05
Leukozytenzahl [/nl; MW = SD (Spannweite)]

Monat 6 5,36 4,97 5,87 >0,05

Monat 12 5,31 5,27 5,40 >0,05

Monat 36 6,11 5,86 6,66 >0,05
Thrombozytenzahl [/nl; MW + SD (Spannweite)]

Monat 6 171,06 168,30 165,29 >0,05

Monat 12 170,29 166,35 175,14 >0,05

Monat 36 184,39 178,90 183,29 >0,05
Hamoblobin [g/dl; MW % SD (Spannweite)]

Monat 6 12,08 12,34 11,66 >0,05

Monat 12 12,80 12,99 12,44 >0,05

Monat 36 13,64 13,64 13,80 >0,05
Ferritin [pug/l; MW + SD (Spannweite)]

Monat 6 413,79 397,74 321,00 >0,05

Monat 12 335,32 315,30 241,86 >0,05

Monat 36 383,35 392,72 274,71 >0,05
Kreatinin [mg/dl; MW = SD (Spannweite)]

Monat 6 1,33 1,36 1,28 >0,05

Monat 12 1,30 1,32 1,35 >0,05

Monat 36 1,32 1,33 1,36 >0,05

Anmerkung. ALT, Alanin-Aminotransferase; AP, Alkalische Phosphatase; AST, Aspartat-
Aminotransferase; CRP, C-reaktives Protein; y-GT, y-Glutamyltransferase; MW, Mittelwert; SD, standard
deviation (engl., Standardabweichung); der p-Wert wurde mit Hilfe des t-Tests fiir unabhéngige
Stichproben berechnet.



Fragebogen zum Risikoprofil einer HEV-Infektion bei Patienten

nach Lebertransplantation

Demographische Daten

. In welchem Land sind Sie geboren?

Land:

. Falls Sie nicht in Deutschland geboren sind, seit wann leben Sie in Deutschland?
Jahr:

. In welchem Ort haben Sie zum Zeitpunkt der Transplantation gelebt?

Ort:
Einwohneranzahl: <5000 [ 5000-20.000 1 20.000-100.000(7 >100.000(

Bundesland:
. Haben Sie vor der Transplantation in weiteren Bundeslandern gelebt?
jall nein [

. Wenn ja, in welchen und fur wie lange?

Ort: Bundesland: Dauer:
Ort: Bundesland: Dauer:
Ort: Bundesland: Dauer:
Weitere:

Tierkontakt

. Hatten Sie jemals vor der Transplantation regelmafigen beruflichen Kontakt zu

Tieren?

ja nein [J



7. Wenn ja, zu welchen?
1. 2. 3. 4.
8. Haben Sie vor der Transplantation jemals Haustiere gehabt?
jall nein [J

9. Wenn ja, welche?

Essgewohnheiten

10.Wie oft im Monat haben Sie vor der Transplantation Wurst/Speck/andere

Fleischprodukte konsumiert?

0-10(] 11-2001 >20(]
11.Haben Sie vor der Transplantation Innereien konsumiert?

jall nein [J

12.Wenn ja, welche und wie oft im Monat bzw. im Jahr?

Leber [ Haufigkeit:
Niere [J Haufigkeit:
Sonstige [ Haufigkeit:

13.Wie oft im Monat haben Sie vor der Transplantation Schweinefleisch und

Schinken gegessen?
0-507 6-107] >100]

14. Haben Sie vor der Transplantation regelmafig Wildschwein gegessen?
ja nein [J

15.Wenn ja, wie oft im Monat bzw. im Jahr?



16.Haben Sie vor der Transplantation regelmafig anderes Wild gegessen (Hirsch,

Reh, Kaninchen...)?

jall nein [J

17.Wenn ja, welches und wie oft im Monat bzw. im Jahr?

Hirsch [J Haufigkeit:
Reh [ Haufigkeit:
Kaninchen [ Haufigkeit:
Sonstiges [ Haufigkeit:

Sonstige Risikofaktoren
18.Hatten Sie jemals vor der Transplantation beruflichen Kontakt zu Abwassern?
jall nein [J

19.Haben Sie vor der Transplantation regelmafiig im Wald gearbeitet (Holz hacken,

andere forstwirtschaftliche Tatigkeiten, Pilze sammeln...)
jall nein [J

20.Wenn ja, welche Tatigkeit haben Sie genau ausgeibt und wie oft ungefahr im

Jahr?
Arbeitsform: Frequenz/Jahr:
21.Haben Sie vor der Transplantation Drogen konsumiert?
jall nein [
22.Wenn ja, in welcher Form wurde die Droge zugefuhrt?

oral (geraucht oder z.B. in Form von Tabletten) [
intravends (Uber den Blutweg) [



23.Haben Sie jemals vor der Transplantation Bluttransfusionen erhalten?
jall nein [

24.Haben Sie vor der Transplantation jemals aul3erhalb von Deutschland Urlaub

gemacht?
ja nein [

25.Wenn ja, auf welchen Kontinenten und in welchen Landern?

Europa Lander:
Afrika [ Lander:
Amerika [ Lander:
Asien [] Lander:
Australien [

26.Wieviele Sexualpartner hatten Sie insgesamt bis zum Zeitpunkt der

Transplantation:
1-10 O >10 [
27.Hatten Sie jemals gleichgeschlechtlichen Geschlechtsverkehr?

jall nein [J

Ort, Datum, Unterschrift
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